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Einleitung

I Einleitung

1. Das Immunsystemdes Menschen

Das Immunsystem des Menschen ist ein zentraleraBétdil des Organismus. Es dient in
erster Linie als eine Art Schutzschild vor exterfathogen wie Bakterien und Viren, spielt
aber auch bei der Beseitigung von zerstorten utatteten Korperzellen eine wichtige Rolle.
Die einzelnen Immunkomponenten setzen sich ausrvietrschiedenen Zellarten zusammen,
die in einem komplexen Netzwerk miteinander verkhgimd. Im klassischen Sinne lasst sich
das Immunsystem in zwei Hauptbestandteile, die lzorg@e und adaptive Immunitat unter-
teilen. Dabei handelt es sich, wie der Name besagtal um eine angeborene Komponente,
die unabhangig von der Art des Pathogens unmittelaeh dem Eindringen des Erregers in
den Korper aktiviert wird, und somit eine sehr sslemAbwehrreaktion moéglich macht, was
wiederum eine potenzielle Ausbreitung des Kranideeiegers im Korperinneren verhindern
soll. Die adaptive oder erworbene Immunantwortdeuauch die Antikorperproduktion zahlt,
ist in ihrer Auspragung dann deutlich langsamemmes sich um einen Erstkontakt mit dem
Pathogen handelt. Sie besitzt aber die Fahigkeht isnh Laufe des Lebens immer weiterzu-
entwickeln, und sich so auf veranderte Umweltfadtoeinzustellen. Dieses sich standig
selbst modifizierende System, das gezielt eine Imtau gegen hochspezifische Patho-
genstrukturen so genannte Epitope induzieren kgilirgls ein zentraler Faktor in der Evolu-
tion der Vertebraten. Diese beiden Systeme, dle gégenseitig erganzen, bilden die Grund-
lage des menschlichen Immunsystems. Neuere Erkesatzeigen, dass das traditionelle
Bild von zwei separaten Einheiten immer mehr vessgimt, da mehr und mehr direkte In-
teraktionen zwischen beiden Systemen nachgewiesethew, so dass diese strikte Trennung
im klassischen Sinne nicht mehr aufrechterhalterdarekann.

Alle zellularen Komponenten des Immunsystems hatrem Ursprung im Knochenmark, wo
sie sich aus hamatopoetischen Stammzellen entwickiler eine Zwischenstufe lymphoider
und myeloider Vorlauferzellen differenzieren siehsin Lymphozyten bzw. den myeloiden
Anteil der Immunzellen, die dann in den Blutkreiglantlassen werden. Zu den Lymphozy-
ten zahlen die T-Zellen und natirlichen Killerzellsowie die antikdrperproduzierenden B-
bzw. Plasmazellen. Der myeloiden Gruppe gehoreGdmulozyten, Monozyten, Mastzellen
und dendritischen Zellen an (Abbildung 1).
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Die meisten Immunzellen zirkulieren im Gefal3- unghphsystem und sind bei Bedarf, z. B.
einer Infektion, in der Lage diese zu verlassew, ins betroffene Gewebe vorzudringen. An-
dere Zelltypen, wie die Langerhanszellen, die derp@e der dendritischen Zellen zuzuord-
nen sind, und Mastzellen, befinden sich an Greolzéia wie Schleimh&duten, wo Sie als eine
Art Wachposten agieren, um beim Eindringen von &ghen unmittelbar eine Abwehrreak-

tion zu induzieren (Janeway al, 2002).

Zellen des humanen Immunsystems

Stammazelle

Lymphoide Vorlauferzelle @ Myeloide Vorlauferzelle

Granulozyten

oG

Neutrophile Eosinophile  Basophile |Mastzellen

Lymphiozyten

Monozyten

Dendritische Makrophagen
Zellen

Plasmazellen Gedéchtniszellen

Abbildung 1: Schema der Immunzelldifferenzierung im Menschen. Neutrophile Granulozyten
entwickeln sich wie die beiden anderen granulozytaren Zellformen aus myeloiden Vorlauferzellen und
grenzen sich daher schon in einem sehr frithen Stadium von den Entwicklungslinien der Lymphozyten
ab.
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1.1 Granulozyten

Die Granulozyten, die wie beschrieben, der myeloittamunzelllinie angehéren und im
klassischen Sinne der angeborenen Immunitat zuzoeecsind, lassen sich in drei Gruppen
unterteilen. Die Unterscheidung in neutrophile,dple und eosinophile Granulozyten lasst
sich auf ihre jeweils unterschiedlichen zellulaEgenschaften zuriickfihren. Diese basieren
vor allem auf der Zusammensetzung der intrazetul&ranula, denen sie auch ihren Namen
verdanken (Janewast al., 2002).

Neutrophile Granulozyten machen mit ca. 40-60 % mémbstand gréf3ten Anteil aller Leu-
kozyten aus. Sie sind der zentrale Zelltyp zur Atowmakterieller Mikroorganismen. Fur die-
sen Zweck befindet sich in ihren Granula ein Cadtktarschiedenster Enzyme und anti-
mikrobieller Sustanzen, die gezielt freigesetzt biirazellular zur Abtétung aufgenomme-
ner Keime verwendet werden kénnen (Wrightal, 2010). Charakteristisch fur neutrophile
Granulozyten ist ihr drei- oder funfsegmentigerlisin. Eine intensivere Auseinanderset-
zung mit diesem Zelltyp findet in Abschnitt 1.2tsta

Eosinophile Granulozyten repréasentieren im Verglemst einem Anteil von 1-3 % eine sehr
viel kleinere Zellpopulation. Bei ihnen handelt #sh um hochspezialisierte Zellen fur die
Parasitenabwehr, insbesondere von NematodeninfektidDafir sind in ihren Granula spe-
zielle Proteine wie das ,major basic protein“ vartlan, die gezielt gegen diese Art von Pa-
thogenen eingesetzt werden kdnnen (KariyawasanRobthson, 2006).

Basophile machen mit weniger als 1 % aller Leukezydie kleinste Granulozytenpopulation
aus. lhre Funktion ist noch nicht genau definisi¢, konnen allerdings durch die Ausschut-
tung von Histamin ahnlich immunmodulatorische Eggaften entwickeln wie Mastzellen
(Gibbs, 2005).

1.2 Neutrophile Granulozyten

1.2.1 Homdostase: Enstehung und Abbau

Neutrophile Granulozyten, oder kurz Neutrophile chen, wie beschrieben, den mit Abstand
grofdten Anteil aller Leukozyten aus. Dies unterslrieihre bedeutende Rolle in Bezug auf
die Abwehr von Infektionen. Aufgrund der Menge arkdierenden Zellen und ihrem ge-
websschadigenden Potenzial, das in erster Liniedaof Molekilcocktail in ihren Granula

zurtckzufiihren ist, sind alle Prozesse, die mit E@isetzung von Neutrophilen aus dem
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Knochenmark, der Einwanderung i@&webe und ihrer Aktivierung zu tun haben, hoclureg
liert. Dies dient dazu, eine zielgerichtete Abwehktion zu induzieren, ohne grof3e kérperli-
che Nebenwirkungen herbeizufiihren. Um dies zu gdeidten basieren viele Systeme auf
dem Prinzip der negativen Rickkopplung. Wie bemritgdhnt, differenzieren sich neutrophi-
le Granulozyten wie alle nuklearen Zellbestandtééds Blutes aus hamotopoetischen Stamm-
zellen im Knochenmark. Der zentrale Faktor fur Aliessreifung von Neutrophilen ist G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor). Daher wadf diese Komponente innerhalb der Re-
gulierung der Neutrophil Homoéostase gezielt Eirdlgenommen. Makrophagen und dendri-
tische Zellen, die in den Geweben apoptotischekeaston Neutrophilen phagozitieren, pro-
duzieren weniger IL-23 (Legt al, 2006; Starlet al, 2005; von Vietinghoff und Ley, 2009).
IL-23 ist in der Lage, die Freisetzung von IL-17Arch spezielle T-Zelltypen zu induzieren
was wiederum einen starken Stimulus fir die G-C8&ehiktion darstellt (Let al, 2006).
Dadurch wird die Neuproduktion von Neutrophilen m&ereits erfolgter starker Einwande-
rung ins Gewebe negativ reguliert. Ein anderer Madmus betrifft den Abbau von senes-
zenten Zellen. Da neutrophile Granulozyten in eitverahl von 1-2 x 18/ Tag produziert
werden, und eine sehr kurze Halbwertzeit von 6a8ifaveisen, muss ein enormer Abbau der
Zellen erfolgen. Seneszente Zellen exprimierenRiereptor CXCR4, der eine zentrale Rolle
in der Einwanderung bzw. dem so genannten ,HomingKnochenmark spielt. Dort ange-
langt gehen die Zellen in Apoptose uber und wendan stromalen Makrophagen phagozy-
tiert. Diese Aufnahme der apoptotischen Partiketiéét wiederum die Freisetzung von G-
CSF was eine Neuproduktion von Zellen induziertrZewnd Rankin, 2008), (Nagaseal,
2002). Die Bildung von Neutrophilen erfolgt tbeed&tufen. Aus dem Stammzellpool, der
ausschliel3lich aus pluripotenten undifferenzieelien besteht, entwickelt sich ein mitoti-
scher Pool aus granulozytaren Vorlauferzellen,idezinen post-mitotischen Pool tbergeht,
der aus ausgereiften neutrophilen Granulozyterehgstind als Reserve und zur Freisetzung
bereit im Knochenmark vorliegt. Die Mechanismere bei einer vermehrten Rekrutierung
von Neutrophilen bei Entziindungsprozessen, deesargiten Neutrophilie, eine Rolle spie-
len, sind noch nicht vollstandig entschlisselt.h8icist, dass G-CSF (granulocyte colony-
stimulating-factor) und CXC Chemokine hierbei eimdchtige Funktion einnehmen
(Wengneret al, 2008). Die Freisetzung selber wird tber die Egpion von CXCR4 oder
CXCR2 gesteuert, die entweder einen Verbleib déle@em Knochenmark (CXCR4) oder

eine Forderung der Freisetzung (CXCR2) induzietmkn.
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1.2.2  Einwanderung ins Gewebe - Transmigration und Chemaixis

Die Einwanderung der neutrophilen GranulozytenGesvebe erfolgt vornehmlich tber post-
Kapillarvenen, da hier die Endothelwand eine relgaringe Breite aufweist, und der Venen-
durchmesser eine Kontaktaufnahme mit den Endotlhetzerleichtert. Dieser Prozess der
Neutrophil/Endothel-Interaktion, der so genannteansmigration oder Diapedese, ist stark
reguliert, um unspezifische Gewebsschadigungerestgiéhend zu vermeiden. Der Vorgang
wird durch eine Entzindungsreaktion im Gewebe dasgebei dem pro-inflammatorische
Zytokine wie TNF (tumor necrosis factar) , IL-1p (interleukin-B) und Chemokine wie IL-

8 (interleukin-8) freigesetzt werden. Dadurch lgtfan der naheren Umgebung eine Endothe-
laktivierung, die sich in einem Aktivierungsphanotger Endothelzellen widerspiegelt. Die-
ser zeichnet sich vor allem durch die Oberflachpression von P- und L-Selektinen und
Integrinen an der Gefal3innenseite aus. Diese Mtdekiiken als Bindungsstellen fir die in
der Zirkulation befindlichen neutrophilen Granultay. Die Selektine sind in der Lage in
Interaktion mit den Molekilen PSGL-1 (P-selectigegiprotein-ligand 1), L-Selektin, ESL-1
(E-selectin ligand 1) und CD44 (Buschedral, 2010) auf der Zelloberflache des Granulozy-
ten diesen durch stdndiges Losen und Knipfung wwrem Bindungen ,,abzubremsen® und
den ersten Kontakt zu initiieren. Dieser Prozessl wufgrund des beobachteten ,Entlang-
rollens” der Zellen an der Gefallwand als ,Rollinggzeichnet. Nach dem Rolling-Vorgang
erfolgt eine feste Adhasion zwischen Granulozyt @mdiothelzelle. Eine Schlisselposition
nehmen dabei dip,-Integrine LFA-1 (lymphocyte-function-associatedigen 1) und Mac-1
(macrophage antigen-1) auf den Neutrophilen uneribiganden ICAM-1 (intercellular ad-
hesion molecule 1) und ICAM-2 (intercellular adlmesimolecule 2) auf den Endothelzellen
ein. Integrine kdnnen in drei Aktivierungsformenriegen. Diese zeichnen sich durch eine
blockierte, mittlere oder vollstandige Ligandenhind aus. Bei LFA-1 wird die Aktivie-
rungsform mit dem héchsten Bindungspotential eustlul die Aktivierung von Chemokinre-
zeptoren auf der Zelloberflache des Granulozyteluzrert (Zarboclet al, 2007). Diese er-
folgt bei der Transmigration tber die Freisetzung €hemokinen durch das aktivierte Endo-
thel. Zwischen den neutrophilen Granulozyten una Bedothelzellen erfolgt also nicht nur
eine spezifische Rezeptor- sondern auch eine MbR&iAeptor-Interaktion was zu einer wei-

teren Regulation des Prozesses beitragt (Abbil@)yng



Einleitung

LFAL-ICAMI
VLA4-VCAMI ]

@, B.-integrin-MADCAM] PECAMI
Selectins SRC kinases CD99
PSGLI Selectin PI3K MAC] JAMSs ICAMI
VLA4 signalling Chemokines VAV, VAV, VAV3 ICAMI ESAM PECAMI?

Activation—

Capture

Paracellular and transcellular
Transmlgration

Adhesion

Slow Arrest

Rolllng rollin strengthening,  Intravascular Paracellular
e 8 spreadlng crawling
e ._ q Transcellular
Endothelial cells Baserﬂent membrane Q
Abbildung 2: Transmigrationsmodell eines neutrophil en Granulozyten. Die drei zentralen Vor-

gange sind durch fettgedruckte Buchstaben hervorgehoben: Rolling, Aktivierung, Arrest.
Quelle: Ley et al., 2007

Das vollstandig aktivierte LFA-1 initiiert den Sipples Rolling-Vorgangs und induziert zu-
sammen mit Mac-1 eine feste Bindung. Dieser Profigss zu einer Polarisierung der Zelle
und der Ausbildung eines so genannten Lammelopaliwimem Zellfortsatz, in dem sich
Rezeptoren fir Chemotaxis und Phagozytose koneestri Daraufhin kann die transendothe-
liale Migration stattfinden. Man unterscheidet dathe transzellulare und die parazellulare
Migration, bei denen der Granulozyt entweder dweitte Endothelzelle hindurch oder zwi-
schen zwei Endothelzellen entlang ins Gewebe eider@nTransmigrierte Neutrophile wei-
sen einen héheren Aktivierungsstatus als naive @oagten in der Zirkulation auf. Dies zeigt
sich beispielsweise in einer erhéhten IL-8 Freisetgund Mac-1 Expression, was zum Anlo-
cken weiterer Immunzellen und zur Verstarkung dead®zytosekapazitat beitragt (Sorensen
et al, 2001; Theilgaard-Moncét al, 2004; Scapinet al, 2000 / Schnitzleet al, 1999).

Nach der Migration ins Gewebe erfolgt die Wanderaieg Zellen zum Entztndungsherd.
Diese erfolgt Gber den Vorgang der Chemotaxis,refire von amdboiden Wanderung der
Zellen entlang eines Konzentrationsgradienten Mumiekilen. Bei diesen Stoffen, den so
genannten Chemoattraktoren, kann es sich um leigeere Chemokine wie IL-8 oder Cba,
aber auch um bakterielle Peptide wie fMLP (N-Fommgthionyl-Leucyl-Phenylalanin) han-
deln, die aufgrund von Stoffwechselvorgangen vom @athogenen freigesetzt werden.
Neutrophile sind in der Lage sehr geringe Konzéiotnaunterschiede der Chemoattraktoren

wahrzunehmen. Ein Unterschied von ca. 2 %, gemessemwler Zellvorderseite bis zur Zell-
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rickseite, ist ausreichend, um eine chemotaktigdktevitat zu induzieren (Devreotes und
Zigmond, 1988). Diese Fahigkeit der Konzentrati@ssimmung von Molekilen verknupft
mit der Ausrichtung der Zelle zum Ort der héch#@emzentration wird als ,Kompassmecha-
nismus" bezeichnet (Rickeet al, 2000; Bourne und Weiner, 2002). Nach der Wahmety
des Gradienten kommt es zu einer Polarisierung Zi#le, die u.a. durch eine Aktin-
Polymerisierung, Phosphatidylinositol 3,4,5-Tripplat-Produktion, Rho GTPase Aktivie-
rung und Myosin-Phosphorylierung gekennzeichnet(B#vreotes und Zigmond, 1988).
Durch eine asymmetrische Polarisierung des F-Aktiressam Vorderpol der Zelle in Migra-
tionssrichtung der Zelle stattfindet, kommt es &usbildung eines Pseudopods oder Schein-
fuRchens. Zusatzlich bilden sich an den SeitenamdEnde der Zelle noch spezielle Aktin-
Myosin-Komplexe aus, die in Kombination mit dem Werpol die gerichtete Bewegung des
Zellkorpers induzieren. Diese spezielle Art der agielettorganisation befahigt die
Neutrophilen Granulozyten zu einer im Vergleich Fitbroblasten 50 fach héheren Migrati-

onsgeschwindigkeit.

1.2.3 Interaktion mit Krankheitserregern

Nach der Einwanderung ins Gewebe und der Lokabsater Entzindung kommt es bei ent-
sprechenden Umgebungsreizen zu einer zweistufigeividrung des neutrophilen Granulo-
zyten. Die erste Aktivierungstufe, der so genanmeming“-Vorgang erfolgt tUber pro-
inflammatorische Mediatoren wie die Zytokine T&NHL-1p3, das Chemokin IL-8 aber auch
durch Pathogen-assoziierte Substanzen wie bakéeBedotoxine (McPhaiét al, 1984). Je
nach Umgebungssituation kann auch schon die NehitfBpdothel-Interaktion zur vollstan-
digen Ausbildung der Aktivierungsphase 1 fuhrenn@dfe et al, 1998). Diese Phase ist
gekennzeichnet durch die Freisetzung von sekretwis Vesikeln, die mit der Plasma-
membran verschmelzen und so Rezeptoren wie MadgériiZellmembran integrieren. Diese
sind fur nachfolgende Vorgénge wie eine Phagozgkisetat von grol3er Bedeutung. Eine
vollstédndige Degranulation bzw. der hochste Aktwgyzustand der mit der grof3tmaoglichen
antimikrobiellen Aktivitat einhergeht kann nur ecl® werden, wenn die Zellen vorher ein
-Priming* erfahren haben (Guthriet al, 1984; DelLecet al, 1998). Dieser Vorgang gehort
den schon in 2.1 beschriebenen Regulationsmechaniam, und dient dazu, die Granulozy-
tenaktivitat zu steuern, um eine vorschnelle unkbatrollierte Freisetzung von gewebsscha-

digenden Substanzen zu minimieren.
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Nach dem ,Priming“ und Erreichen des Entztindungshenuss vor der Phagozytose, der
Aufnahme der Pathogene in intrazellulare Vesikiele &rkennung und Bindung der Mikro-
organismen erfolgen. Neutrophile Granulozyten enkenviele oberflachengebundene oder
freigesetzte mikrobielle Substanzen, die so gemanppathogen-associated molecular pat-
tern® (PAMP’s) durch Muster-ErkennungsrezeptoreRaftern-recognition receptors), zu
denen auch die Toll-like-Rezeptoren (TLR’s) zah{kkira und Takeda, 2004). Den PAMPs
gehoéren z. B. bakterielle Substanzen wie Peptidagly Lipoproteine, Lipoteichonsduren
oder Flagellin an. Durch die Bindung dieser Staifier Molekile wie die TLR’s erfolgt die
Induktion einer intrazellularen Signaltransduktikaskade der die Aktivierungsphase zwei,
also die vollstandige Aktivierung des neutrophif@ranulozyten initiiert. Diese ist gekenn-
zeichnet durch eine héhere Lebensdauer (Sadtrag, 2003), ein verstarktes Adhasionsver-
mdogen und Phagozytosepotenzial, sowie die gestei§eeisetzung von Zytokinen, Chemo-
kinen und ROS (,reactive oxygen species”/ Salatoal, 2003; Hayashet al, 2003). Letzte-
re werden durch die Exozytose von Granula freigésdie im nachsten Abschnitt genauer
beschrieben wird. Zuséatzlich zu den Muster-Erkegswezeptoren liegt ein zentraler Be-
standteil der Pathogenerkennung in der Interaktidtranderen Immunkomponenten wie dem
Komplement und Antikérpern. Diese korpereigenertdtne binden spezifisch an Pathogene
und machen diese so ebenfalls fir das Immunsystditbar. Dieser Prozess wird als Opso-
nisierung bezeichnet. Neutrophile Granulozyten mmk& diese Proteine durch spezielle
Komplement-Rezeptoren wie CD11b/CD18 (Macl), CDCD¥8, C1pR und CD35 oder Fc-
Rezeptoren, die den Fc-Teil des gebundenen Anekérprkennen und binden. Zu diesen
zahlen die Oberflachenmolekiile CD16 (FcRIIb/IgGPA3 (FcepsilonRl/ IgE), CD32
(FcgRlla/lgG), CD64 (FRI1) und CD89 (FaR/IgA). Diese Kombination aus direkter Patho-
generkennung und Opsonisierung initiiert eine adffile Aktivierung der Zelle und Phagozy-
tose des Pathogens.

Bei der Phagozytose kommt es zum UmflieRen desoBatts durch die Zellmembran und zur
Aufnahme ins Zellinnere, wo der Membran/PathogemHlex als Phagosom vorliegt. Durch
diesen Vorgang wird ein membrangebundener NADPHi@se-Komplex aktiviert, der aus
Sauerstoff und NADPH (Nikotinamidadenindinukleotidygphat) das Hyperoxidanion,.O
generiert. Dadurch steigt der Sauerstoffverbraweh rieutrophilen Granulozyten schlagartig
um das 50 bis 100-fache an (Baldridge und GerH#&83). Das hochreaktive Hyperoxidani-
on ist das Ausgangsprodukt weiterer reaktiver Saofspezies (ROS), die in der Lage sind

durch katalytische Reaktionen eine Vielzahl von ékdlen zu attackieren, und damit einen
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zentralen Mechanismus in der Abtétung von Pathagemenehmen (Ludwig, 2006). Dieser
als oxidativer oder respiratorischer Burst bezest@r\Vorgang steht in Wechselwirkung mit
anderen mikrobiellen Substanzen, die sich in desn@a der Zelle befinden und mit dem
Phagosom verschmelzen. Man unterscheidet klassigeise primare, sekundare und tertiare
Granula, funktionell hat aber eine KlassifizierungHinblick auf die Anwesenheit von Mye-
loperoxidase und den beiden Markerproteinen Laaiaofend Gelatinase eine gréf3ere Bedeu-
tung (Borregaard, 1997). So findet man in primasgn sekundaren Granula Myeloperoxida-
se, aber nie eine Co-Lokalisation dieses Enzymsdemt Eisen-bindenden Lactoferrin (Cra-
meret al, 1985). In 50 % aller Peroxidase-negativen Graffinldet man Lactoferrin und die
Matrix Metalloproteinase Gelatinase, in den rek#it aber eine strikte Trennung, was eine
differentielle Exozytose beider Substanzen moghacht (Kjeldseret al, 1993; Kjeldseret

al., 1994).p-Glucuronidase findet man co-lokalisiert mit Myedovpxidase, Elastase und Ca-
thepsin G, wahrend Defensine ausschlief3lich in>@@ase-positiven Granula zu finden sind
(Ganzet al, 1985; Riceet al, 1987). Wahrend der Phagozytose werden die Riassi
positiven Granula im Gegensatz zu den Peroxidagativen komplett zum Phagosom gelei-
tet (Ganz, 1987). Daher entsprechen die Peroxigasiiven Granula weitestgehend dem
Lysosom, das nach Verschmelzung mit dem Phagosassa genannte Phagolysosom bil-
det, wo letztendlich die Abtotung des Pathogentfistdet. Die Myeloperoxidase ist in der
Lage zusammen mit Wasserstoffperoxid und Saueratbikialen das Oxidationsmittel Hy-
pochlorige Saure (HOCI) zu bilden, was zur Abtotaleg Pathogens beitragt (Babior, 2004).
Der Inhalt von Peroxidase-negativen Granula karoh nelistandiger Aktivierung komplett
exozytotisch freigesetzt werden, wobei maximal 3@é6 Peroxidase-positiven Granula fur
die Exozytose rekrutiert werden (Sengeéial, 1993). Die spezifische Verteilung von anti-
mikrobiellen Substanzen und die differentiell gastte interne oder externe Freisetzung der
~Granulacocktails“ macht eine hocheffiziente Abtiguvon Mikroorganismen maglich, ohne
umliegende Gewebe stark zu beeintrachtigen. Um ldoradostase innerhalb der voll akti-
vierten Neutrophilenpopulation wahrend der Entziimgdou gewéhrleisten, ist die Phagozyto-
se von Pathogenen in den meisten Fallen mit einehfolgenden Apoptoseinduktion ver-
knupft (Coxoret al, 1996; Kobayastet al, 2002).
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2.  Staphylococcus aureus

Bei Staphylococcus aureusandelt es sich um ein gram-positives Bakteriusger Familie
der Micrococcaceae (Erstbeschreibung: Rosenba@4,)18harakeristisch fur diesen Mikro-
organismus ist die haufige Anordnung in einer Temfbrm den so genannten Haufenkokken.
Sein Name setzt sich aus dem altgriechischen ,gt@ghWeintraube) und ,kokkus* (Kern)
und dem lateinischen ,aureus” (der Goldene) zusamme Bezeichnung ,der Goldene* auf
Artebene bezieht sich auf die goldgelbe Pigmentigrseiner Kolonien. Als weitere Typisie-
rungsmerkmale gelten ein positiver Nachweise flagl{dase, Mannitol-Fermentation und ein
positiver Desoxyribonuklease-Test (Wilkinson, 1997 Bakterienzelle beinhaltet ein ring-
férmiges bakterielles Chromosom (ca. 2800bp) mipRagen, Plasmiden und Transposons.
Die Virulenz- und Resistenzgene konnen sowohl aoff €hromosom wie auch auf extrach-
romosomalen Elementen zu finden sein (Novick, 1980) Gentransfer zum Austausch von
genetischem Material kann zwischen verschiedenémi®@en, Arten aber auch anderen
Gram-positiven Bakterien durch mobile extrachrormagle Einheiten, wie Plasmide, statt-
finden (Schaberg und Zervos, 1986).

2.1 Struktur und Aufbau

Staphylococcus aureusesitzt eine Zellmembran, eine Zellwand und eirmg@3€lhille (Ab-
bildung 3). Die Zellwand besteht, auf das Gewiattdgen, zu ca. 50 % aus Peptidoglycan.
Diese Polysaccharid-Peptide bestehen aus zwei &ualyarid-Untereinheiten, aus N-Acetyl-
Glucosamin und N-Acetymuraminsaure. ZusatzlichldistZellwand von Wandteichonsauren
durchzogen, die kovalent mit dem Peptidoglycan wépit sind. Lipoteichonsauren als Gly-
cerol-Phosphat-Polymer durchziehen ebenfalls diéwZed, sind aber in der Plasma-
membran verankert. Diese drei Substanzen bildenGdisdstruktur der bakteriellen Zell-
wand (Lowy, 1998). Die meisten Staphylokokken siod einer Mikrokapsel umgeben. Man
unterscheidet elf verschiedene Polysaccharid-Seeatywobei die Typen 5 und 8 fir 75 %
aller Staphylococcus aureursduzierten humanen Infektionen verantwortlich geht werden
kénnen (Lee, 1996). Die meisten der Methicilliniseenten Stamme (MRSA) gehéren Typ 5
an. Die Bakterienhdille ist von zahlreichen Obetkmproteinen durchsetzt, die auch oft als
Virulenzfaktoren eine wichtige Rolle spielen. Dieisten Proteine dieser Art besitzen eine

ahnliche Struktur. Sie ist gekennzeichnet durche esekretorische Signalsequenz am N-

10



Einleitung

Terminus, positiv geladene Aminoséauren, die bislien Plasmamembran ragen, eine hydro-
phobe Membran durchspannende Doméne und eine Zelam&erregion in der Néhe des C-
Terminus (Lowy, 1998). Eine zentrale Aufgabe dieRmteine besteht in der Beeinflussung
der Adhasionseigenschaften des Mikroorganismuspssen die so genannten MSCRAMM
(,microbial surface components recognizing adhesmatrix molecules”) bei der Besiedlung
von Wirtsgewebe eine wichtige Rolle. Weitere Molekiverden als Virulenzfaktoren im
nachsten Abschnitt genauer beschrieben.

Abbildung 3: Schematischer

Zellaufbau von S. aureus mit der
Capsule

Peptidoglycan Darstellung ausgewéhlter Viru-
\ Lipid Bilayer

Exfoliative Toxin

lenzfaktoren

Quelle: Morell und Balkin, 2010
ursprunglich von Gordon et al.,
2008

Enterotoxin

MSCRAMMS
[ %

Protein A

2.2 Epidemiologie und Pathogenese

Staphylococcus aureust ein haufiger Bestandteil der Bakterienflora Heaut und Schleim-
haute des Menschen, wobei er bevorzugt die nasalbleimhautregionen besiedelt. 30 % -
50 % der Gesamtbevdlkerung sind Trager des Bakterid0 % - 20 % werden dabei dauer-
haft besiedelt (Casewell und Hill, 1986; Sanfetdal, 1994). Die Kolonisierung mit dem
Erreger stellt einen zentralen Risikofaktor in dersldsung von invasiven Infektionen dar
(Wenzel und Perl, 1995). Gesunde Individuen besid&bei ein viel geringeres Risiko an
solchen Infektionen zu erkranken. Zu den Risikogarpzahlen vor allem Patienten in Kran-
kenhausern, die ein geschwachtes Immunsystem (\&gédlv1995) und/oder post-operative
Wunden (Weinstein, 1959) oder Katheter aufweisegiriBerget al, 1996). Somit besteht flr
die Mikroorganismen die Mdglichkeit, ins Korperimaevorzudringen. Viele dieser auch als
.Krankenhauskeime*“ bezeichnet&n aureusStamme (Abbildung 4) weisen eine Multiresis-
tenz gegen Antibiotika auf, was auf einen versgirkAntibiotikaeinsatz und den dadurch
entstehenden Selektionsdruck zurtckzufuhren ista(hfaitsuet al, 2001). Die zu Grunde
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liegenden Resistenzmechanismen werden im nach&techAitt genauer behandedt. aureus
zahlt in diesem Zusammenhang zu den haufigstenrSahern von nosokomialen (im Kran-
kenhaus erworbenen) Infektionen. Der Prozess déork&erung und die Weitergabe der
Erreger von Mensch zu Mensch ist sehr komplex, hiskler ist nur sehr wenig Uber die Fak-
toren bekannt, die letztendlich eine erfolgreichesiBdlung ermdglichen (Foster, 2004). Wie
schon erwéhnt, entfaltet sich das hohe pathologisttienzial des Erregers erst nach dem
Durchdringen der Haut- oder Schleimhautbarriereny,01998). In der dann stattfindenden
Interaktion mit dem menschlichen Immunsystem kommienzahlreichen Virulenzfaktoren
zum Tragen, die eine vollstandige Beseitigung aéektion oft verhindern. Diese werden
ebenfalls im néchsten Abschnitt genauer beschridbasa induzierte Krankheitsbild ist viel-
faltig und stark abhangig von der infizierten Kdmegion. Wéahrend das Eindringen des Erre-
gers in die oberen Hautschichten oft zu einer Asslzigldung fuhrt, kbnnen invasive Infektio-
nen zu schwerwiegenden Erkrankungen wie Endokar@anabriat al, 1990), Osteomyeli-
tis (Maderet al, 1987), Pneumonie (Webstetrr al, 2007) oder Sepsis (Bone, 1994) flhren.
Das klinische Syndrom der Gram-positiven Sepsisl wirAbschnitt 3.1 genauer beschrieben.
Eine zentrale Rolle in der Verbreitung innerhalls €&rpers nehmen die Endothelzellen ein.
S. aureusst in der Lage mittels Adhesin-Rezeptor-Interakén an die Oberflache von Endo-
thelzellen zu binden (Vercellotét al, 1984; Tompkingt al, 1990), die die Bakterien dar-
aufhin phagozytieren (Ogavet al, 1985; Hamillet al, 1986). Da sie nicht wie neutrophile
Granulozyten in der Lage sind die MikroorganismanmAufnahme abzuttten, Uberleben die
Erreger intrazellular und sind somit vor weiterenghfiffen des Immunsystems oder Antibio-
tika geschiitzt. Die Endotehlzellen dienen somitReservoir, das das Uberleben der Keime
im Korperinneren ermdglicht, und somit einen Auggaont flr persistierende oder wieder-
kehrende Infektionen darstellt (Proctdral, 1995).
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cC klenale Linie 2005 2007 2008 2009 2010 Resistenzphanotyp
(%) (%) (%) (%) (%)
CcCcs ST8; 1008
(LMRSA der Kionalen Gruppe 111"} Q 39 13.6 23 15.4 PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, MFL
cCca ST247; 1052 02 07 16 0 o PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, MFL, GEN, SXT,
(,,Norddeutscher Epidemiestamm®) : ' : RAM
ST239, 1037 0 70 76 13 06 PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, MFL, GEN, SXT, TET
[ Wiener Epidemiestamm") : 2 " : RAM (PHO, LIN)
CC 398 | ST398 i
LA-MRSA 0 25 16 1,8 2 PEN, OXA (CIP), ERY, CLI, TET {SXT)
cch 5T223; 1001
[ Sbadenrscher Epidermestarirs) 6.2 9.0 5.0 9 4 PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, MFL, GEN, TET
ST5; 1002 R 10.2 26 5 6 | PEN, OXA, ERY,CLI, CIP, MFL
{.Rhein-Hessen-Epidemiestamm") 5
ST225; 1003
E
i ek A7 38 70 59 PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, MFL,
e s = 353 60 46 76 76 | PEN, OXA ERY,CLI, CIP, MFL
{..Barnim-Epidemiestamm®)
e Sl {0 AR s = 8.6 31 13,6 18 30 | BEN, OXA, CIP, MFL, (ERY.CLI)
(..Berliner Epidemiestamm")
CC30 ST36; t018
(_Epidemiestamm EMRSA-16%), UK 03 07 31 Z3 0 PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, MFL
Anzahl Krankenhauser mit Epidemiestammen 194 151 191 121 162

Abbildung 4: Dynamik des Auftretens von epidemisch en MRSA in Deutschland mit Gberregio-
naler Verbreitung in Krankenhausern 2005-2010.
Quelle: Epidemiologisches Bulletin 4.Juli 2011 / Nr. 26, Robert Koch Institut, Berlin, Deutschland

2.3 Resistenzmechanismen und Virulenzfaktoren

Der klassische Resistenzmechanismus, der sich dexrohEinsatz von Penicillin bei der Be-
handlung von Gram-positiven Infektionen innerhally 8. aureusStamme entwickelt hat,
basiert auf einem Enzym, das innerhalb der ZellwdeslBakteriums aktiv ist. Dabei handelt
es sich um dig-Lactamase, eine Serinprotease, die in der Lagelestp-Lactamring des
Penicillins zu hydrolysieren und somit die Binduag das bakterielle Enzym D-Alanin-
Transpeptidase verhindert. Somit kommt es nichgimar Stérung der bakteriellen Zellwand-
synthese, die das Absterben des Bakteriums zueHRdge. Heutzutage zeigen nur noch 5 %
aller S. aureusStamme eine Sensitivitat gegentber diesem Aniiniot (Lowy, 1998). Gro-
Bere Probleme, als diese Resistenz gegen dassklasdPenicillin, verursachen heutzutage
andere Resistenzgene. Neben dem klassischen Reniciiden Penicillinase-resistente Peni-
cilline und Cephalosporine als wirksame Antibioti&agesetzt auf deren Wirksamkeit @ie
Lactamase keinen Einfluss mehr hatte. Der zenMaehanismus fur die Resistenzentwick-
lung gegen diese Art von Antibiotika ist auf dasggemanntanecAGen zurtckzufihren (Ab-
bildung 5). Dieses codiert fur das Penicillin-BingiProtein 2a, das nach erfolgter Expression
die Wirksamkeit der genannten Antibiotika aufheBh&émbers, 1997). Seinen Ursprung hat
dieses Gen vermutlich in einer anderen Staphylogog&gezies (Archer und Niemeyer, 1994).

Weitere Gene, die Einfluss auf diesen Vorgang nehsied dadla-Gen @-Lactamase) und
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dasfemGen (,factors essential fir Methcillin resistanceStamme, die positiv fir dasecA
Gen gestestet werden, werden als Methicillin-reaigtStaphylococcus aure$1RSA) be-
zeichnet. Das Antibiotikum Vancomycin galt langeitZas Reserveantibiotikum gegeh
aureus da sich bis dato keine Resistenzmechanismen ekelvhatten. 1987 wurden die ers-
ten Vancomycin-resistenten Enterokokken in Krankesiern nachgewiesen und seit 2002
wurden alleine in den USA neun Methicillin-resigee®. aureusStamme identifiziert, die
neben denmecAGen ebenfalls daganAGen, das Resistenzgen flir Vancomycin, besal3en
(Weigel et al, 2007). Mit der Zeit entwickeln sich also immeelmn multi-resistent&. au-
reusErreger deren Behandlung immer schwieriger wird.iDdieser Arbeit der Fokus nicht
auf den Resistenzmechanismen, sondern in den Iniiuasions-Strategien dieses Erreger-
typs liegt, wird auf das Thema der Resistenzentiwigk nicht mehr genauer eingegangen.

Abbildung 5: MecA-Gen-Komplex. Neben dieser Genvariante sind bisher noch 8 weitere MecA-
Gen-Komplexe beschrieben worden. Dies zeigt die hohe genetische Diversitéat, die auch innerhalb
Resistenzgene zu finden ist.

mecl = Repressor, mecR1 = Induktor, die Pfeile geben die jeweilige Transkriptionsrichtung an

Quelle: verandert nach Hanssen et al., 2006

Basierend auf Katayama et al. 2001, Kobayashi et al. 2001b, Lim et al. 2003, Shore et al. 2005

Als Virulenzfaktoren bezeichnet man Stoffe, die kliankmachende Wirkung eines Mikroor-
ganismus bestimmen. Sie dienen dabei oftmals deegy&rals Hilfsmittel, um ihm das Uber-
leben im Wirtsorganismus zu ermoglichen. Je potediee Virulenzfaktoren sind, umso er-
folgreicher das Uberleben des Mikroorganismus. Aigahl an vitalen Pathogenen korreliert
wiederum direkt mit dem KrankheitsverlawBtaphylococcus aureusat im Laufe der Co-
Evolution mit dem Menschen ein Arsenal an Viruledtbren entwickelt, um der menschli-
chen Immunabwehr zu entkommen bzw. seine Uberlehers$ Vermehrungschancen nach
Eindringen in den Korper zu erhéhen (Foster, 2086)e zentrale Komponente in der Uber-
lebensstrategie vos. aureusstellt die Expression und Sekretion von Toxinem. dgne
Gruppe dieser Proteine ist in der Lage Poren in Rlasmamembranen von Wirtszellen zu
induzieren und diese damit zu lysieren. Der Prgtalyeses Toxins bildet dasToxin odera-

Hamolysin, das aus Monomeren besteht, die sicleilirtsmembran in Heptamere zusam-
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menfliigen und eine 14-strangige sogennapuitarrel Pore entstehen lasst (Montoya und Go-
uaux, 2003). Bikomponente Leukotoxine bestehernvardJntereinheiten, die alle auf unter-
schiedliche Art und Weise von der Bakterienzellzeseiert werden, und eine starke Affinitat
zu Leukozytenmembranen besitzen. Zu diesen Toxzédéit dasy-Toxin odery-Hamolysin,
das Panton-Valentine Leukocicdin (PVL) und die Laidine E, D und M. Wahrend das
Hamolysin in Lage ist, Erythozyten und Leukozytenlygsieren und von ca. 90 % all&k
aureusStamme produziert, handelt es sich bei PVL umseerifisches Toxin fur Leukozy-
ten (Menestrinat al, 2003), dass nur in 1 % - 2 % dkraureusStamme nachgewiesen wer-
den kann (Peacodai al, 2002). Bei PVL scheint es sich um einen sehemen Virulenzfak-
tor zu handeln, da PVL-positive Stamme flur zahhei€alle von ernsthaften Hauterkrankun-
gen wie Furunculosis (Prevost al, 1995) und nekrotisierender Pneumonie bei vogeer
sunden Menschen verantwortlich gemacht werden k&aiu-Salimet al, 2003; Gilletet al,
2002). Da er vorwiegend bei Community-aquired (BARSA Erregern nachgewiesen wird,
scheint er bei der Besiedlung von Menschen mikietalmmunsystemen eine wichtige Rolle
zu spielen. Eine weitere Gruppe immunmodulatoris€heteine stellen die Enterotoxine dar.
Sie wirken nicht als lysierende Toxine, sondern Sugperantigene, die unmittelbar die T-
Zellantwort beeinflussen. Enterotoxine, zu denechadas ,Toxic-shock-syndrome-toxin 1°
(TSST-1) zahlt, kénnen ,unspezifisch“ an die MHQ@Hajor histocompatibility complex I1)-
Moleklle von antigen-prasentierenden Zellen bindexd diese mit dem T-Zellrezeptor von
T-Helferzellen verknipfen. Daraufhin erfolgt eineptid-unabhangige Aktivierung der T-
Zellen, was zu ihrer Proliferation und einer massiusschuttung von Lymphokinen fahrt.
Hohe Konzentrationen an Lymphokinen sind charastisoh fur das Toxic-Schock-Syndrom,
dem klinischen Syndrom das auf die Enterotoxinwickzurtickzufuhren ist (Chesney al.,
1984; Llewelyn und Cohen, 2002). Jeder Enterotgpimrkennt eine spezifische Gruppe der
variablen \B-Ketten des T-Zellrezeptors was zu einer Aktivigrwon bis zu 30 % der T-
Zellpopulation fuhren kann. Zusatzlich sind die @i£n nicht mehr in der Lage in regularer
Form MHCII-Peptide zu erkennen bzw. peptidspedifisdtiviert zu werden (Lussow und
MacDonald, 1994). Diese Form der Inaktivitat witd Anergie bezeichnet.

Durch diese beiden Faktoren wird der regulare Afbdln Immunantwort gestért, was zu ei-
ner hoheren Uberlebensrate @®taphylococcus auredmitragt. In ahnlicher Form wirkt das
nicht zu den Enterotoxinen z&hlende ,MHCIl-analoguetein“ (Map oder Eap). Dieses bin-
det ebenfalls an den T-Zellrezeptor und beeinfldsstT-Zellfunktion (Jonssoat al, 1995).

Die Bindung fuhrt unter anderem zu einer Verschigbwon der dominierenden Fh
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Immunantwort zu einer BPAntwort, was ebenfalls das Uberleben \®naureusegiinstigt.
Protein A hat neben der spater noch beschriebemio@sonisierenden Wirkung ebenfalls
einen direkten Einfluss auf eine LymphozytenpopatatDieses Molekul bindet an dei¥-
Region in der Nahe der Antigen-Bindungstelle déd-Molekils. Wenn sich der Antikdrper
noch auf dem B-Lymphozyten bzw. Plasmazelle befifiglert diese Bindung zu einer Akti-
vierung der Zelle, was eine Proliferation und spg#epoptoseinduktion in Gang setzt. Somit
kommt es zu einer massiven Depletion von Antikéqmeduzierenden B-Lymphozyten in
der Milz und im Knochenmark (Graillet al., 2000; Silverman und Goodyear, 2002). Dieser
Mangel an humoraler Immunitéat schwacht ebenfalfsidanunsystem des Wirtsorganismus.
Anders als die bisher beschriebenen SubstanzerewenhsS. aureusauch Stoffe gebildet,
die nicht inflammatorisch sondern anti-inflammagoh wirken. Hierbei ist vor allem das
Chemotaxis-inhibierende Protein (CHIPS) zu neniases wird von den Bakterien eben-
falls in die Umgebung abgegeben. CHIPS ist in degeldie Ligandenbindungsdoméane des
C5aR (complement component 5a receptor) und FPRImYf-peptide-receptor) auf
neutrophilen Granulozyten zu blockieren, und soRImdung der natirlichen Liganden C5a
und fMLP zu verhindern (de Haas$ al, 2004). Diese werden bei der Aktivierung der Kom-
plementkaskade (C5a) oder von den Bakterien sghistdet (fMLP) und wirken wahrend
einer Entzindungsreaktion wie beschrieben als Ch#m&toren. 60 % alle6. aureus-
Stdmme produzieren dieses anti-inflammatorischeéePr@Foster, 2005). Das ,extracellular
adherence protein“ (Eap) oder auch ,MHCII-analogtmtein” (Map) wirkt neben der Beein-
flussung der T-Zellfunktion (siehe oben) ebenfdks Rekrutierung von Neutrophilen Granu-
lozyten zum Entzindungsherd entgegen. Es bindetin.das ,intercellular adhesion-protein
1* (ICAM1) auf Endothelzellen und verhindert so #ientaktaufnahme der Neutrophilen mit
dem Endothel wéahrend der Transmigration (Chaveiked., 2002). Ein weiterer zentraler Me-
chanismus neben der Toxinproduktion liegt in demv&dung einer Opsonisierung durch das
Immunsystem. Bei diesem Vorgang binden kérpereig@meteine (Komplementfakto-
ren/Antikdrper) an die Bakterienzelle und machessdidadurch fir Phagozyten ,sichtbar,
was zu einer verstarkten Phagozytose und letztdraihh Abtéten des Erregers fuhrt. Oberfla-
chenproteine wie Protein A (Uhleet al, 1984) oder die vorherrschenden Fibrinogen-
Bindungsproteine ,,Clumping Factor A (CIfA) und BI{B)“ (O'Brien et al, 2002) versuchen
dem entgegenzuwirken, indem sie Antikorper am Hetfdieden und sie so unschadlich ma-
chen, oder korpereigene Proteine wie Fibrinogemldnn und somit einen Kontakt mit den

opsonisierenden Partikeln verhindern. Eine diréktgbition von Komplementfaktoren kann
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Uber denStaphylococcus aured®mplement Inhibitor (SCIN) erfolgen. Dieser istder La-

ge den C4bC2a- und C3bBb-Komplex zu stabilisiered somit die Entstehung des C3a-
Molekils, einer der zentralen Opsonisierungsfaktorau blockieren (Rooijakkerst al,
2005a). Selbst schon auf der Bakterienoberflachemgene 1gG- und C3b-Molekile kénnen
indirekt durch ein bakterielles Protein neutralisigerden. Die Staphylokinase (SAK) spaltet
korpereigenes Plasminogen, was an die Bakteriefiablee gebunden hat, und wandelt es
dadurch in die aktive Form, die Serinprotease Plasmm. Diese wiederum kann gebundene
Proteine wie IgG oder C3b spalten, was letztendlickeiner verminderten Phagozytoseaktivi-
tat der neutrophilen Granulozyten fuhrt (Rooijaleetr al, 2005b). Die Anwesenheit der be-
schriebenen vorherrschenden Kapseltypen 5 undr8ifiillAllgemeinen zu einer gesteigerten
Virulenz derS. aureusStdmme. So zeigt sich in manchen Studien, dasAmdiesenheit der
Kapsel nach Opsonisierung die Aufnahme durch Nettle stark einschrankt, was auf anti-
opsonisierende Eigenschaften der Kapseloberflarttetet (Luong und Lee, 2002; Thakker
et al, 1998).

Staphylococcus aureugalt lange Zeit als extrazellulares Pathogen. Ne&gkenntnisse zei-
gen allerdings, dass er in der Lage ist, wie agblors bei den Endothelzellen beschrieben, in
korpereigene Zellen einzudringen und sich somitdi@ér Immunabwehr ,unsichtbar* zu ma-
chen. Der Mechanismus der Internalisierung deseéBmkhs basiert auf einer Fibrinogenbri-
cke, die Uber ein bakterielles Fibrinogen-Bindumgsgn und denu5p1-Integrin der eukary-
ontischen Zelle gebildet wird (Schwarz-Linekal, 2004; Peacockt al, 1999). Im Inneren
der Zelle liegt das Bakterium in nahezu inaktiverri vor (semi-dormant), die jeder Zeit
wieder in eine aktive umgewandelt werden kann. $didet sich ein Reservoir fir immer
wiederkehrende bzw. persistierende Infektionen.oBaygte Zelltypen sind die schon er-
wahnten Endothelzellen aber auch Epithelzellene Banderform des Rickzugs in eukaryon-
tische Wirtszellen stellt das Uberleben in Phagasoron Fresszellen wie Makrophagen oder
Neutrophilen dar. So sind das Carotenoid Pigment zwmei Superoxid-Dimutase Enzyme
von Staphylococcus aureus der Lage, Sauerstoffradikale zu binden bzw.uhbmen und
somit die antimikrobiellen Eigenschaften des Phagmninhalts stark zu reduzieren (Karavo-
los et al, 2003). Die Basis fir die Fahigkeit innerhalb \Rimgosomen zu Uberleben basiert
auf einer stark modifizierten Genregulation, die Anpassung des Mikroorganismus an das
neue Milieu steuert. Diese spezielle Genaktivitatrde vor allem in Community-aquired
MRSA nachgewiesen (de Haasal, 2004; Voyichet al, 2005). Weitere Molekiile, die die

antimikrobielle Wirkung der Phagozyten herabsetzad die Staphylokinase, die neben ihrer
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Fahigkeit der Plasminogenaktivierung ebenfalls én dage ist Defensine zu binden (&b
al., 2004a), Aureolysin, das durch Spaltung ebentiiisDefensinwirkung neutralisiert und
eine membrangebundene O-Acetyltransferase, didkdieitat des Lysozyms, einer Murami-
dase, herabsetzt (Beet al, 2005). Neben diesen auf Proteinen basierendeshmésmen
wurden aber auch Modifikationen in der Zellwand B&iaphylococcus aureuschgewiesen,
die eine verstarkte ,Killing-Resistenz* zur Folgaben. Diese kdnnen die Zellwand, aber
auch die Zellmembran betreffen (Staul@tal, 2004; Peschet al, 2001).

2.4 Zoonosen

In den letzten Jahren wurden Nutztierbestande ugrdvior allem Schweinemastbetriebe als
Reservoir fuir MRSA-Erreger identifiziert. Die Tiesend mit verschiedenen MRSA-Stdmmen
besiedelt (Strommenget al, 2006; Weese und van Duijkeren, 2010; Garcia-+&zat al,
2011) und wirken daher als Plattform fiir die Utmgtmg auf den Menschen. Bei diesen han-
delt es sich vor allem um Personen mit direkterds¥mn zu Nutztieren, wie landwirtschaft-
liches und veterindrmedizinisches Personal. Es evuachgewiesen, dass diese Personen-
gruppen ein vielfach erhohtes Risiko besitzen, den jeweiligen Stammen besiedelt zu wer-
den (Vos<st al, 2005; Wulfet al, 2008b). Da, wie bereits beschrieben, schon ddgllung
einen erhohten Risikofaktor fur eine Infektion dells geht von den besiedelten Tieren eine
gesundheitliche Gefahr fir die entsprechenden Bgruppen aus. Zu dem besteht immer die
Maoglichkeit, dass Erreger aus ihrem Umfeld in eseasible Umgebung wie Krankenhauser
eingeschleppt werden, und die Keime sich somit imwadter verbreiten. Bei dem zentralen
Erregertyp, der vorrangig in Schweinemastbetriaimrhgewiesen werden konnte, handelt es
sich um den Sequenz Typ (ST) 398. Dieser klonaledertyp gilt bezogen auf sein haufiges
Auftreten und seine genetischen Eigenschafteniads der Stamme mit dem hochsten patho-
logischen Potenzial. Die ersten ST398 wurden imkneich zwischen 1996 und 2002 isoliert
(Armand-Lefevreet al, 2005). Bezogen auf die erste detailierte Charaterung 2004 in
den Niederlanden (Vos al, 2005) wird dieser Stamm auch als ,,Dutch pigistraezeich-
net. Die Isolate sind in ihrer Art speziell, da sieht wie alle bisherigen Isolate durch einen
SmatVerdau mit anschlieender Pulsed-Field Elektropbertypisiert werden kdénnen. Dies
ist auf eine bisher unbekannte Variation in ihremtihylierungsmuster zurickzufihren (Bens
et al, 2006). Alle Isolate tierischen Ursprungs dieSd@sgehdren einem Pool von eng ver-
wandten Spa-Typen an, die in der Multilocus-Sequen398 zusammengefasst sind. Welt-

weit werden mehr und mehr dieser Erreger in Tidéveen nachgewiesen (Wut al,
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2008b) und es gibt erste alarmierende Berichteinfirierten Menschen bzw. nosokomialen
Infektionen (Krziwaneket al, 2009; Paret al, 2009; Wulfet al, 2008a). Diese beinhalten
Falle von Endocarditis (Ekkelenkangp al., 2006), Ventilator-assoziierter Pneumonie (Witte
et al, 2007) und Wundinfektionen (Huijsdeesal, 2006). Es zeigt sich, dass dieser Erreger-
typ in der Lage ist, die Speziesbarriere zu Ubetemnund Menschen erfolgreich zu besiedeln
und zu infizieren. Aktuelle Studien zeigen erstawiise auf Anpassungsvorgange von Tier
zu Mensch, die auf horizontalem Gentransfer basiarel Resistenz- und Virulenzgene um-
fassen. So konnten Plasmid-basierende Resistenzdas€elrimethoprim-Resistenzgelirk
und das Lincosamide/Pleuromutulin/Streptograminxpogter Gervgaim Genom des Erre-
gers nachgewiesen werden (Kadlec und Schwarz, 206G8Hec und Schwarz, 2009b). Zu-
satzlich gibt es den ersten Nachweis des Leukasd®WL, eines, der wie beschrieben, poten-
testen Virulenzfaktoren (Welinder-Olssenal, 2008; Yuet al, 2008). Weitere Studien sind
notwendig, um das genaue pathologische Poten&aaésiErregers zu ermitteln. Vergleichbar
mit dem Rickzug des Bakteriums in eukaryontische@gebesitzt der Stamm ST398 mit den
Nutztierbestanden ein riesiges Reservoir bzw. Riigégebiet, aus dem er immer wieder neu

in sensible Bereiche wie Krankenh&auser eingetragaden kann.

3. Bedeutung von Neutrophilen Granulozyten in

Staphylococcus aureus- Infektionen

Der Neutrophile Granulozyt ist die spezialisiertemiunzelle des Korpers fiur die primare
Abwehr bakterieller Infektionen. Sie spielt daheicta bei der Bekampfung vaB. aureus
Infektionen eine zentrale Rolle. Viele Beispieléegea, dass sich eine Beeintrachtigung der
Granulozytenfunktion nachhaltig auf die Ausbreitudes Erregers im Korper auswirkt. Pati-
enten mit chronischer Neutropenie, fehlerhaftetrdigkation (z. B. ,leukocyte adhesion def-
ficiency 1) und intrazellularem Killing leiden arerstarkten und persistierend&n aureus
Infektionen (Spickett, 2008; Lakshman und Finn, POMiese Bedeutung von Neutrophilen
Granulozyten als zentrale Effektorzelle konnte Humcvitro Studien bestétigt werden (Molne
et al, 2000; Caveet al, 1996; Kielianet al, 2001). Obwohl durch die Co-Evolution zwi-
schen Immunzelle und Pathogen sich, wie beschrjedngnSeiten des Erregers zahlreiche
Mechanismen entwickelt haben, die das Abtéten didebtrophile nach Eindringen in den
Korper verhindern kdnnen, bleibt dieser Zelltyp diehtigste Imnmunkomponente in der Be-
kampfung dieses Erregertyps.

19



Einleitung

3.1 Klinisches Syndrom der Gram-positiven Sepsis

Sepsis bezeichnet ein komplexes klinisches Synddas,auf eine Reaktion des Immunsys-
tems auf eine systemische Infektion zurtickzufiihisenDabei entwickelt sich eine anfangli-
che Entzindungsreaktion zu einer unkontrolliertemunantwort mit ernsthaften pathologi-
schen Folgen. Eine Studie aus Nordamerika zeigt,dila Pravalenz dieses Syndroms bei 3
Fallen / 1000 Personen liegt, was zu einer jahehcFkallzahl im untersuchten Gebiet von
750.000 fuhrt (Angust al, 2001). Die Todesrate liegt mit 30 % bis tbef®8ehr hoch, was
die Gefahrlichkeit dieser Erkrankung widerspieg€liie meisten Félle von Sepsis werden
durch bakterielle Infektionen ausgeltst. Dabei ba&h das Verhdltnis zwischen Gram-
positiven und Gram-negativen Infektionen in deatkat zwei Jahrzehnten deutlich verscho-
ben. Lag friher der Anteil der durch Gram-negaftveeger ausgelésten Falle noch deutlich
hoher, so sind heute Gram-positive Bakterien all@an Staphylococcus auredsfektionen
mit einem Verhaltnis von 52,1 % zu 37,6 % vorhdresa (Martinet al, 2003). In der Gram-
negativen Sepsis gilt das Endotoxin Lipopolysaadn@PS) als zentraler Ausldser der klini-
schen Symptome. In der Gram-positiven Variante emrdie Zellwandbestandteile Lipotei-
chonsaure (LTA) und Peptidoglycan (PG) als Indudtordentifiziert. Sie wirken syner-
gistisch und kénnen das ,multiorgan-dysfunctionesipme” (MODS) ausldsen, was schliel3-
lich zum Tod fuhren kann (Kengatharahal, 1998). Gram-positive Virulenzfaktoren wie
Exo- oder Enterotoxine sind dagegen vorrangig beikhtstehung von septischen Schockzu-
standen beteiligt (Titheradge, 1999; Sriskandan @aken, 1999a). LTA und PG induzieren
die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokivee TNFo, IFNy und IL-6, was wie-
derum zur Entstehung des Sauerstoffradikals (S@ckstoffmonoxid) beitragt. NQvird von
verschiedensten Zelltypen produziert und steht usafhmenhang mit pathologischen Zu-
standen wie Endotoxemie, Cardiovaskularer Fehlfonktund MODS (,multiorgan-
dysfunction-syndrome*), die wéahrend einer Sepsfreten konnen. NOstellt in der Entste-
hung der Gram-positiven wie auch der Gram-negatdepsis eine wichtige Komponente dar
(Szaboet al, 1994). Durch das komplexe Zusammenspiel voremidiaktoren und vielen
Varianten des klinischen Syndroms der Gram-positi8epsis ist es bisher nur sehr einge-
schrankt gelungen erfolgreiche Therapieformen 2wiekeln. Ein Beispiel daflr ist der kom-
plexe Cross-Talk der Koagulations-, Komplement- @tatinolysesysteme, der wahrend ei-
nes Sepsisgeschehens nachhaltig gestort ist. iak&wmmt es zu einer schwerwiegenden
Beeinflussung der zellularen Fraktion, die in dieekWechselwirkung zu den bakteriellen

Substanzen und den beschriebenen Molekilsysteraen Bieser Zellfraktion gehdren eben-
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falls die neutrophilen Granulozyten an, die, wielifh beschrieben mit 40 % - 60 % den mit
Abstand grof3ten Anteil an Immunzellen im Vollbluisenachen.

Invading pathogen
and/or tissue damage

Cholinergic and
adrenergic pathways

Innate
immune cells
DAMP % 3 5
/ 2 y Lymphocytes

Systemic activation of — \
complement system

/ / Apoptotic
cells

Activation of Pro-inflammatory | me——
coagulation system mediators

"

Immunodeficiency,
immunosuppression

o’

Abbildung 6: Modell ,inflammatorisches Netzwerk im Sepsisgescheh en“. Durch in das Blutge-
faRsystem eingetragene so genannte ,DAMP’s" (danger associated molecular pattern), die aus bakte-
riellen Substanzen wie auch aus durch Gewebsschadigungen resultierenden Gewebefragmenten
bestehen konnen, kommt es zur Aktivierung der Immunzellen Uber die zelleigenen ,Pattern-
recognition“-Rezeptoren. Daraufhin kommt es zur Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen,
die ein pro-inflammatorisches Milieu generieren. Zusatzlich kommt es durch den Eintrag an Fremdstof-
fen zur Aktivierung des Komplementsystems und durch das Entziindungsmilieu zu einer Initiierung
des Koagulationssystems und Inhibition der Fibrinolyse. Dies kann zu einer intravascularen Koagulati-
on (DIC) fuhren, welche zu den schwerwiegendsten Auswirkungen des Sepsisgeschehens zu zahlen
ist. Das Entzindungsmilieu wiederum beeinflusst nachhaltig die Eigenschaften der Immunzellen wie
z. B. der neutrophilen Granulozyten.Quelle: Rittirsch et al., 2008.

3.1.1  Dysfunktion der neutrophilen Granulozyten

Ein weiterer Faktor, der zur Manifestierung desd@gms der Sepsis fiihrt, liegt in den durch
eine systemische Entzindungsreaktion induzierteinderten Eigenschaften der peripheren
neutrophilen Granulozyten. Die systematische Emtatig fihrt gleichzeitig zu einer syste-

mischen Aktivierung der Neutrophilen. Untersuchungen Personen mit einem sepsis-

bedingten multiplen Organversagen zeigen eine Aggien von Neutrophilen in den renalen
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GefalRen (Nuytinclet al, 1987; Brealey und Singer, 2000). So fuhrt eindeEnung der peri-
pheren neutrophilen Granulozyten aus dem Gefalfsysten Personen mit einer systemi-
schen Entzindung Uber Leukozytendepletionsfilteremmer Verbesserung der Nieren- und
Lungenfunktion (Treachest al, 2001). Diese Form der Therapie ist allerdings sehr be-
dingt anwendbar, da die Neutrophilen, wie schorchésben, die zentrale Abwehrzellen fr
die der Sepsis zu Grunde liegenden Erregertypestadl@n, und somit eine auf dem Immun-
system basierende Immunantwort stark geschwacHt(Bnownet al, 2006a). Die Fehlfunk-
tion der Neutrophilen kann je nach Variante odesgkéigung der Sepsis variieren. Gestort ist
vor allem die Transmigration der Zellen ins Gewdbg findet zwar eine verstarkte Interakti-
on mit dem Endothel statt, eine Durchwanderung @efaliwand erfolgt allerdings nicht
(Brown et al, 2006a). Des Weiteren kann sich eine verstarksg®zytoseaktivitat (Martins
et al, 2003; Stubner und Siedler, 1984) und/oder ersejgerte Apoptoseaktivitat zeigen
(Ishikawaet al,, 2000; Jimeneet al, 1997). Die veranderten Eigenschaften der Nebhttep
spiegeln sich ebenfalls im Phanotyp der Zellen wi&® findet man auf der Zelloberflache
eine verminderte Expression des Selektins CD62LGMet al, 1996; Rosenblooret al,
1999), des Chemokinrezeptors CXR2 (Chiglital, 2004) und eine verstarkte Expression des
Oberflachenmolekiils CD66b (Marties al, 2008) sowie des Fc-Rezeptors CD64 (Qureshi
al., 2001). Der Komplementrezeptor CD11b kann sownhvarmehrter, verminderter oder
identischer Anzahl vorliegen (Liet al, 1993; Wakefielcet al, 1993). Im Gesamtbild zeigen
die Zellen ein @hnliches Erscheinungsbild wie Nepfifle nach Aktivierung oder ,Priming”,
was zusatzlich durch die vermehrte Bildung von Sta#radikalen und dem Transkriptions-
faktor ,nuclear factor kappa B* (NFkappaB) bestttigrd (Martinset al, 2003).
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| Zielsetzung

Antibiotika werden mehr und mehr zu einer stumpi¢affe bei der Bekampfung von patho-
genen Mikroorganismen. Dies trifft auch fetaphylococcus aureusl. Die Ausbildung von
Multiresistenzen und die Verbreitung der multiressigen Erreger schreitet in den letzten Jah-
ren viel schneller voran, als die Entwicklung neBeiparate, die eine effiziente Behandlung
maoglich machen wirden (Abbildung 7). Somit kommt |es .
immer mehr zu so genannten ,difficult-to-treat”y
o

Infektionen, bei denen herkémmliche Antibiotikatygen
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nicht mehr greifen. Daher stellt sich die Frage hnac
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alternativen oder ergé&nzenden Madglichkeiten, diee e

ﬁ-
solche Therapieform ersetzen oder zumindest uiiteest ‘]
Fe

konnen. Ein Ansatzpunkt stellt dabei eine genaue
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Hinweise darauf liefern, inwieweit das Immunsystem Abbildung  7: Anzahl neu
zugelassener Antibiotika,
USA, 1983-2007

Quelle: Morell / Balkin, 2010

unterstitzt werden kann, um eine effektivere Belanmp

der Erreger zu erzielen bzw. um zentrale Faktaneden

Immunevasionsstrategien der Mikroorgansimen zu ent-

schlusseln. Auf diese genannten Punkte beziehtds&cHielsetzung dieser Arbeit. Es soll die
Interaktion vonS. aureusnit dem menschlichen Immunsytem bzw. gezielt dterbktion mit
humanen neutrophilen Granulozyten untersucht werBexzu werden speziell8. aureus
Stamme bzw. Sequenztypen verwendet, die sowohdl@msTier als auch aus dem Menschen
stammen, und somit die Mdglichkeit besteht, powieiFaktoren fur die Anpassung an den
Menschen durch vergleichende Analysen zu charak¢egn. Bei dem vorrangig verwendeten
Bakterium handelt es sich um den in der Einleit(thg) beschriebenes. aureusSequenztyp
398. Zusatzlich zu den Analysen auf Erregerseilersdurch Untersuchungen der neutrophi-
len Granulozyten neue Erkenntnisse in der Intevaktnit S. aureuggewonnen werden. Hier-
bei sollen die Wechselwirkungen von Vollblut mikkeriellen Substanzen eine zentrale Rolle
einnehmen, da diese Vorgange in der Entstehun@en-positiven Sepsis von grofRer Be-
deutung sind (Einleitung / 3.1). Ein Schwerpunlegti dabei in der Analyse der CD66b-
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Expression auf der Zelloberflache von humanen ppbtlen Granulzyten nach der Inkubati-
on von Vollblut mit bakteriellem Uberstand.
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Il Material und Methoden

1. Material

1.1 Gerate

Begasungsbrutschrank BB6220(Heraeus, Hanau)

Biopsie Hautstanze, 3,5 mm Innendurchmesser (pfaizdieAG, Koln)
Brutschrank BD240 (Binder, Tuttlingen)

Coulter Counter, Multisizer TM3 (Beckman Coulterekeld)
Dampfsterilisator, Varioklav (H + P, Hackermoos)

Durchflusszytometer, FACSCalibur (Becton Dickinsbleidelberg), FlowJo software (Flow-
Jo, Ashland, USA)

Durchflusszytometer, ImageStreAniDEAS softwardAmnis, Seattle, USA)
Eismaschine, Scotsman AC45 (Frimont, Mailand, éta)i

Feinwaage, Sartorius LE-2445 (Sartorius AG, G6ding
Fluoreszenz-Scanner, LFA-3000 (Fujifilm, Tokio, dap Aida 1D Evaluation Software (ray-
test, Straubenhardt)

Gefrierschrank, -20°C (Liebherr, Ochsenhausen)

Gefrierschrank, -70°C, Hera freeze (Heraeus, Hanau)
Hamatokritsystem, Coulter ACT8 (Bechman Coulteefisid)

Intellimixer, Sky-Line RM-2L ELMI (LMS, Brigachtal)

Inversmikroskop, Axiovert 40C, AxioVision softwafBeiss, Jena)
Konfokalmikroskop, LSM 780, ZEN2010 software (Zeidena)
Magnetrthrer, IKA-COMBIMAG RET (IKA-Werke, Staufen)
Multipipette, 4780 (Eppendorf, Hamburg)

Neubauer Zahlkammer, (Laboroptik, Bad Homburg)

Pipetten, 0,5-10 pl, 10-100ul, 100-1000 pl, Resefdeppendorf, Hamburg)
Pipettierhilfe, Pipetboy acu (integra Biosciendes;nwald)

sterile Werkbank, Hera safe (Heraeus, Hanau)
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Stoppuhr (Junghans, Schramberg)

Thermomixer ,comfort” (Eppendorf, Hamburg)
Tischzentrifuge, Centrifuge 5819 R (Eppendorf, Hangh
Trockenschrank (Heraeus, Hanau)

Ultraschallbad, Sonorex Rk 255 H (Bandelin, Berlin)
UV-Photometer, GeneRay (Biometra, Gottingen)

Vortex, Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Boma, USA)
Waage, METTLER PL200 (Mettler Waagen GmbH, Giessen)
Wasseraufbereitungssystem, Milli-Q (Millipore, Sdilach)

1.2 Verbrauchsmaterial

Combitips plus 1, 5, 10 ml (Eppendorf, Hamburg)

Deckglaser 18 mm x 18 mm /0,170 mm £ 0,005 mmgZ,elena)
Einmalbecher fur Coulter Counter (Beckman Coukeefeld)
Einmalkantlen 0,9 x 40 mm, Fin-Ject, (Henke SasH,Waottlingen)
Einmalkuvetten 1,5 ml, Plastibrand (Brand, Wertheim

Einmalspritzen 5 ml, 10ml, 20ml, 50ml Norm-Ject fide Sass Wolf, Tuttlingen)
ELISA-Platten, 96-well Maxisorp immunoplate (Numpskilde, Danemark)
FACS-R0Ohrchen, Falcon BD PS-Réhrchen (Becton-Daxi)

Impfésen (VWR, Langenfeld)

Latex Einmalhandschuhe (VWR, Langenfeld)

Nitril Einmalhandschuhe (Microflex, Reno, USA)

Objekttrager 76 mm x 26 mm (Menzel-Glaser, Braunse)
Pipettenspitzen (Eppendorf , Hamburg)

Protein Konzentratorrohrchen, 7ml/9K, (Pierce/The@cientific, Waltham, GB)
Reaktionsgefal3e, Eppis, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorimbiarg)
Schraubréhrchen mit Spitzboden 15 ml, 50 ml (Sdtsié¢limbrecht)
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml (Sarstedt, Nauotiiy

Serumréhrchen 10 ml (Sarstedt, Nimbrecht)

Sterilfilter, 0,2um (Whatman, Springfield Mill, USA

Zellkulturschale 35 mm x 10 mm, (Corning, CornikgA)
Zellkultur-Multiwell, 96-well Flachboden (Nunc, Rkitde, Danemark)
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1.3 Medien zur Kultivierung von prokaryontischen und euka-
ryontischen Zellen

Blutagarplatten, Columbia agar 5 % Sheep Blood {@ebickinson, Heidelberg)
fotales Kalberserum, FKS (Gibco/lnvitrogen, Kartsey

Hirn-Herz-Dextrose, (HHD, Roth, Karlsruhe)

Iscove’s modified Dulbeccos Medium (IMDM), (Gibao/ltrogen, Karlsruhe)
RPMI-1640 (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

1.4 Sonstige Reagenzien

Agarose, UltraPure, (Invitrogen, Karlsruhe, Lot:12@08)

Cb5a (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot: 048K8711)

CHIPS (Hycult Biotechnology, Uden, Niederlande)

Chromophor, S-2251 (Chromogenix, Mailand, Italien)

Coulter Isoton Il Diluent (Beckman Coulter, Krefeld

Dextran T250 2%, (Pharmacocmos, Holbaek, Danemark)

DMSO (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Erythrozytenlyse-Puffer, Pharm-Lyse (Becton DickimsHeidelberg)

FACS-Lysing Solution (Becton Dickinson, Heidelberg)

Fibrinogen (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot: IKB535)

fMLP (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot: 038K1283)

Hank’s balanced salt solution (HBSS, Gibco/InvietnogKarlsruhe)

Heparin, Heparin-Natrium-500-ratiopharm (ratiophatiim)

Laemmli Probenpuffer (BioRad, Hercules, USA)

LPS,E. coli055:B5 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot: 127K2g)

Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe)

Percoll (Sigma, Taufkirchen)

Plasminogen (Chromogenix, Mailand, Italien, Lot:288077)

Proteinstandard, Precision Plus Protein All Bluen8ards (BioRad, Hercules, USA)
SDS-Gel, Tris-HCI 15% (BioRad, Hercules, USA)

SDS-Gel Gesamtproteinfarbung, Flamingo FluoresGamtStain (BioRad, Hercules, USA)
Staphylokinase (PJK, Kleinblittersdorf, Deutschlahat: 22269)

Zymosan, Zymosan A vo8. cerevisiagSigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot: 115K1389)

27



Material und Methoden

1.5 Kits

Oxacillin E-Test (Biomerieux, Marcy-Etoile, Frankak, Lot: 520500270)
Zytokin-ELISA, Quantikine (R u. D. Systems, Minnedip, USA)

hu IL-8 (Lot: 269015, 270510)

hu IFNg (Lot: 261674, 265031)

hu IL-1B (Lot: 268014)

hu TNFo (Lot: 263572, 265075)

hu Lactoferrin-ELISA (Hycult Biotechnology, Udenjéderlande; Lot: 10038K0911-D)

1.6  Antikorper

1.6.1  Erstantikdrper und direkt konjugierte Antikorper

Huhn anti-human-Fibrinogen FITC (Agrisera, Vanrashweden, Lot: 0911)
Maus-anti-CHIPS (JNC, Santa Cruz Biotechnologyt&&ruz, USA, Lot: KO960)
Maus-anti-CHIPS (JCC, Santa Cruz Biotechnologyt&@&muz, USA, Lot: L2106)

Maus anti-human CD66b FITC (Becton Dickinson, Hiadey, Lot: 17794, 62302, Klon:
D10F5)

Maus anti-human CD66b (Becton Dickinson, Heidelber: 76076, Klon: D10F5)

Maus anti-human CD11b PE (Becton Dickinson, Heiergjb Lot: 97965, 31965, 66289,
Klon: D12)

Maus anti-human CD62L APC (Becton Dickinson, Heeg, Lot: 32215, Klon: DREG-56)
Maus anti-human CD18 PE-Cy5 (BioLegend, San Didg8A, Lot: B136945, B120653,
Klon TS1/18)

Maus anti-human CD11c PE-Cy5 (Becton Dickinsondekierg, Lot: 74916, Klon: B-ly6)
Maus anti-human CD11a FITC (Becton Dickinson, Hiadeg, Lot: 57785, Klon: HI111)
Schaf antiS. aureusalpha hemolysin HRP (Lot: 870471)

1.6.2  Zweit-Antikorper
Ratte-anti-Maus HRP (Becton Dickinson, Heidelbé&s; 40529)
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1.6.3  Isotypkontrollen und G-Protein-Block

Maus IgG FITC (Becton Dickinson, Heidelberg, Lot: 63839)

Maus IgM FITC (Becton Dickinson, Heidelberg, Loft689)

Maus lgG, PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Lot: 60896)

Maus IgG PE-Cy5 (BioLegend, San Diego, USA, Lot: B129754)

Maus IgM (Becton Dickinson, Heidelberg, Lot: 84057)

Ziege-lgG, ChromePure (Dianova, Jackson Immunorele®/est Groves USA, Lot: 86735)

1.7 Rezeptorantagonisten

Cbha Rezeptor 1 Antagonist, W-54011 (Calbiochem/Mebarmstadt, Lot: DO0086067)

1.8  Verwendete Mikroorganismen

Alle verwendeters. aureusStamme (bis auf ATCC25923) wurden fur das Proyekh deut-
schen Referenzzentrum fir Staphylokokken, dem Rdtech Institut in Wernigerode, zur
Verfigung gestellt. Eine Zusammenstellung aller etfgesetzten Bakterienstamme, sowie

zentrale stammspezifische Informationen befindeh si nachfolgender Tabelle.

spa-Typ mecA Ursprung Fundort des Isolats
ATCC 25923 MSSA human
ST45 t004 MRSA human epidemisch (Berlin)
ST9a 11313 MSSA human Abszess
ST9b t337 MSSA human nasale Kolonisierung
ST9c t3198 MSSA pig nasale Kolonisierung
t011 MRSA pig nasale Kolonisierung
t011 MRSA human nasale Kolonisierung
t034 MRSA pig nasale Kolonisierung
t034 MSSA human nasale Kolonisierung
t034 MRSA human Waundinfektion
t034 MRSA human Abszess

Abbildung 8: Charakteristika der verwendeten S. aureus-Stdmme. Angaben enthalten Sequenz
Typ, spa-Typ, mecA, Ursprung und Fundort der Isolate.
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2. Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1  Bestimmung des spa- und Sequenztyps

Als Grundlage fur die weiterfihrenden Experimentnte die genetische Charakterisierung
der spa- und Sequenztypen, sowie die Informaticer die Herkunft und die Besiedlungs-
form der einzelnen Stamme. Diese Informationen wardom deutschen Referenzzentrum

fur Staphylokokken, dem Robert Koch Institut in \Wgerode, zur Verfigung gestellt.

2.1.2  Micro-Array-Analyse der verwendeten Stamme

Zur genaueren Unterscheidung und fur den gezi®mshweis von potenziellen Virulenzfak-
toren wurden die Stamme zusatzlich mit Hilfe einesartigen au. aureusabgestimmten
DNA-Microarrays analysiert. Mit dieser auf PrimeloBgation basierenden Methode ist es
maoglich 330 verschiedene genetische Sequenzentektieeen (Monecke und Ehricht, 2005).
Zu ihnen zahlen speziespezifische Kontrollen, Asesshe Genregulator Alleleagr), Viru-
lenzfaktoren, adhesive Matrix-Molekiile, Kapselty@sifische Gene und Resistenzgene.
Dafur wurden alle elf Stdmme wie in 2.2.1 bescharekultiviert, und jeweils drei Kolonien
pro Stamm fur die Analyse herangezogen. Die besicbne Methode wurde vom Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Techiisn Universitat Dresden durchgefiihrt

und die Ergebnisse Ubermittelt.

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1  Kultivierung der Mikroorganismen

Alle S. aureusStamme wurden auf 5 % Schafblut-Agarplatten aufgeit, und bei 37°C im

Inkubator fur 18 h kultiviert. Bei erfolgtem Wachst von Einzelkolonien wurden die Platten
anschliel3end bei 4°C gelagert. Eine Passage deerBakerfolgte alle 14 Tage. Fur alle Ex-
perimente wurden Keime aus den Passagen 2-5 heayege Fur die Langzeitlagerung wur-
den die Mikroorganismen unter Einsatz des Microb&dmSystems bei -70°C aufbewabhrt.

Vor den Experimenten wurde jeweils eine Kolonie Bekterien in IMDM Uber Nacht bei
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37°C im Brutschrank unter leichtem Schitteln flirml&kubiert. IMDM wurde an Stelle von
herkdmmlichen Flussigkulturmedien wie beispielsweitHD eingesetzt, da es sich um ein
vollsynthetisches Zellkulturmedium handelt. So kémnunerwinschte Nebenwirkungen
durch nicht exakt definierbare Mediumbestandtedenieden werden.

Daraufhin erfolgte eine 1:20 Verdiinnung der Ubentiadtur (wieder in IMDM) und eine
weitere Inkubationsphase im Brutschrank, bis digt&#en die Zelldichte der beginnenden
exponentiellen Phase erreicht hatten. Diese wuntiarad der optischen Dichte mittels eines
Photometers ermittelt. Bei einer gemessenen Absorb95 nm) von 0,2-0,6 wurde die In-

kubation gestoppt, und die Bakterien fir die weiteExperimente vorbereitet.

2.2.2  Wachstumsanalyse der verwendete8. aureus-Stamme

Um einen Vergleich des Wachstums in IMDM zwischen derschiedenen Stammen zu er-
maoglichen und die Zeitpunkte der exponentiellerstygxponentiellen und stationaren Phase
bestimmen zu kdnnen, wurden die Staphylokokkeniwi22.1 beschrieben in Flissigkultur
inkubiert. Nach einer 1:20 Verdinnung erfolgte estendenweise Messung der optischen
Dichte bis 8 h, sowie nach 1 h/ 3 h /5 h eineddanungsreihe mit anschliel3ender Kultur
auf HHD-Agar-Platten, um die Anzahl der Kolonied@hden Einheiten/ml zu ermitteln (an-

gewendete Verdinnungsreihe siehe 2.5.2).

2.2.3  Gewinnung von bakteriellem Uberstand

Fur die Untersuchung der Interaktion vBnaureus€xoproteinen mit dem menschlichen Im-
munsystem wurde bakterieller Uberstand gewonnenadke Versuchsansatz handelte es sich
dabei um einfach- oder aufkonzentrierten Uberstéint. die Gewinnung wurden die ver-
schiedenen Stamme wie in 2.2.1 beschrieben in ighiasslium kultiviert. Nach entsprechen-
der Inkubationszeit (6 h / Ubernachtkultur fir Aofizentrierung) erfolgte fur die Trennung
der flissigen Phase von den Bakterienzellen eirrifiegationsschritt (4000 rpm-3220 x g /
10 min). Um weitere Bakterienreste zu entfernendewter Uberstand abgenommen und mit
einem Sterilfilter (0,2 ) filtriert. Die Lagerunder entsprechenden Stammiberstande wurde
bei -70°C durchgefihrt. Fur die Aufkonzentrierungpkgte vor dem Einfrieren ein weiterer
Zwischenschritt. Der filtrierte Uberstand wurde itfe von Protein-Konzentratorréhrchen
(> 9 kDa) nach Herstellerangaben 25-fach aufkomieghtund aliquotiert. Die entsprechende
finale Menge an Protein bzw. der verwendete prazdatAnteil an Uberstand wird in den

jeweiligen Experimenten beschrieben.
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2.2.4  Ermittlung des mittleren corpuskularen Volumens derbakteriellen Ein-
zelkolonien in Flussigkultur

Die GrolRe der Bakterienzellen innerhalb der Fliadigr wurde mit Hilfe einer Coulter-
Counter-Messung ermittelt. Diese basiert auf degesmannten ,Electrical Sensing Zone Me-
thod (ESZ)", bei der die Grolie von Partikeln mitr&felerungen im elektrischen Feld korre-
liert wird. Da die Bakterien aufgrund von Kontantinasgriinden vor der Messung abgetotet
werden mussten, wurde ein Aliquot einer Ubernaigssigkultur 1:100 in FACS-Lysing-
Solution verdinnt. 100 ul dieser Verdinnung wurder8 ml filtrierter Isoton-Lésung gege-
ben und analysiert. Das Ergebnis liefert sowohl aen zur Partikelkonzentration wir auch

zum mittleren corpusculéaren Volumen (MCV) der Baietezellen.

2.2.5  Epsilometer-Test (E-Test)

Zur Bestatigung der Array-Ergebnisse in Bezug aeifQkacillin-Resistenz wurde ein Elutria-
tions-Test mit den verwendeten Stammen durchgefbinet Methode erfolgte durch die Ver-
wendung eines Kits nach den Angaben des HersteldensTest basiert auf der Bestimmung
der mittleren Hemmkonzentration (MHK) von Oxacillim Hinblick auf die verwendeten

Keime.

2.2.6  Ermittlung der Fibrinogen-Bindungskapazitat

Um die Fibrinogen-Bindungskapazitat der verschiedeBtamme zu testen, wurden die Bak-
terien der Ubernachtkultur (Flussigkultur) zweinmait NaCl (0,9 %) gewaschen, und mit
humanem Fibrinogen (1 mg / ml) fur 10 min bei 37itRubiert. Nach einem erneuten
Waschschritt erfolgte eine Inkubation mit einem Eiiharkierten anti-Fibrinogen-Antikdrper
fur 30 min bei 4°C. Die weitere Aufbereitung deroBen und die Analyse am FACS-
Durchflusszytometer wird in 2.4.4 genauer besclemeltm eine unspezifische Bindung des
fluoreszenzmarkierten Antikorpers beispielsweisebakterielles Protein A zu verhindern,

wurden die Proben mit Ziege-IgG-Antikorpern (100/ngl) vorinkubiert.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1  Analyse des Exoproteinprofils mittels SDS-Gelelektiphorese

Um potenzielle Unterschiede im Exoproteinprofil @gmzelnen Stamme festzustellen, wurde
mit aufkonzentrierten Uberstanden (siehe 2.2.3) dgbernachtkultur eine SDS-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Die Behandlungriteben wurde wie folgt durchgefihrt:

e 1:2-Verdinnung in LA&mmli-Puffer (mit Mercapto-Etlod)n

* 5min, 95°C

e Stopp der Reaktion auf Eis

» Auftragen der Proben auf das SDS-Gel (15 %) undré&aihung der Proteine im elekt-
rischen Feld (gleichzeitiges Mitfiihren eines Proi8tandards)

» Gesamtproteinfarbung mit Flamingo-Fluoreszenz-Féghoach Gebrauchsanweisung
des Herstellers: 2 h Fixierung des Gels in 40 %HEtQO0 % Essigsaure und nachfol-
gende Inkubation in Fluoreszenzfarbstoff (Flamikfijmorescent Gel Stain).

* Analyse des Gels mit Fluoreszenzscanner und Gdli&vanssoftware

2.3.2  Nachweis und Konzentrationsbestimmung des ,,Chemotdic-Inhibiting
Protein“ (CHIPS) im bakteriellen Uberstand mittels ELISA

Als Bestatigung der Array-Ergebnisse auf Proteineband zur Ermittlung der genauen
CHIPS-Konzentration wurde ein ,Enzyme-Linked-ImmteBorbent-Assay” (ELISA) durch-
gefuhrt. Die Methode erfolgte &hnlich wie in Ro&karset al, 2006 beschrieben. Der ge-

naue methodische Ablauf ist nachfolgend aufgelistet

« Vorinkubation des bakteriellen Uberstands (6 h +etdlchtkultur) 1 h mit Ziege-
IgG-Antikdrpern (100 pug / ml), um potenzielle atigerbindende Proteine wie Pro-
tein A mit Antikorpern abzusattigen

e Auftragen der Proben, sowie des Proteinstandarsisekombinantem CHIPS, auf ei-
ne spezielle proteinbindene 96-well-Platte (Nuncxigarp) und Inkubation Uber
Nacht bei 4°C

e 1 x Waschschritt mit Waschpuffer (PBS + 0,05 % Twjee
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» Auftragen von Blockpuffer (PBS + 1 % FCS) und In&tibn fur 1 h bei Raumtempe-
ratur (RT)

* 2 x Waschschritt mit Waschpuffer (PBS + 0,05 % Tayee

* Vorinkubation des CHIPS-spezifischen ErstantikGspait maus-spezifischem-HRP-
konjugierten Zweitantikorper fir 1 h bei RT

* Auftragen der Antikdrpermischung und Inkubation Zlin bei RT

e 3 x Waschschritt mit Waschpuffer (PBS + 0,05 % Twjee

e Auftragen der Substratlosung (TMB) ftr 30 min

* Stopp der Enzymreaktion durch Zugabe von 1 M Scélsétire

* Analyse der Lichtabsorption bei 450 nm / Refere@ Bm im TECAN-Reader

» Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer Verdimngsreihe des rekombinanten

Proteins

2.3.3  Nachweis und relative Konzentrationsbestimmung des-Hemolysin im
bakteriellen Uberstand mittels ELISA

Als Bestatigung der Array-Ergebnisse auf Proteineband Ermittlung der relativen o-

HamolysinKonzentration wurde ein ,Enzyme-Linked-Immuno-SarbAssay” (ELISA)

durchgefuhrt. Die Methode erfolgte &hnlich wie i13.2 beschrieben. Der genaue methodi-
sche Ablauf ist nachfolgend aufgefiihrt:

« Schritte 1-5 siehe 2.3.2 (diesmal nur mit Uberniadhir und ohne Proteinstandard
durchgeflhrt)

* Auftragen des HRP-konjugierten-Schaf-amidamolysin-Antikdrpers fir 1 h bei RT

e 3 x Waschschritt mit Waschpuffer (PBS + 0,05 % Twjee

» restliche Schritte siehe 2.3.2

» da keine Verdinnungsreihe Proteins mitgefihrt weidente, wurde nur die relative

Konzentration ermittelt

2.3.4  Nachweis und Konzentrationsbestimmung des bakterikdn Enzyms

Staphylokinase im bakteriellen Uberstand

Als Bestatigung der Array-Ergebnisse auf Proteinelbénd zur Ermittlung der Staphylokina-
seKonzentration wurde ein Plasminogen-Aktivierungs#s durchgefihrt. Die Methode
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erfolgte wie in Jiret al (2004b) beschrieben. Sie basiert auf der Stagmdse-abhangigen
Spaltung des Plasminogen in Plasmin, welches wiedenit einem Chromophor interagiert,
was zu einem Farbumschlag fuhrt. Der genaue mettlogliAblauf ist nachfolgend aufge-
fuhrt:

* Erstellung eines Gemisches aus humanem Glu-Plageningl5 pg/ml) + Chro-
mophor (0,5 pg / ml) + bakterieller Uberstand (Uaehtkultur) und Erstellung eines
Gemisches aus humanem Glu-Plasminogen (15 pg+ @hromophor (0,5 pg / ml)
+ Standard aus rekombinanter Staphylokinase in€lBRlatte

e 10 min, 37°C

* Analyse des potenziellen Farbumschlags im TECANdRe05 nm / Referenz 540
nm)

« Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer Verdiumngsreihe des rekombinanten

Proteins

2.4  Zellbiologische Methoden und Durchflusszytometrie

2.4.1 Blutabnahme

Die Blutabnahme erfolgte bei Probanden im Alter 24n59 Jahren. Diese wurden vor jeder
Blutspende nach eventuellen Erkrankungen bzw. Medédnteneinnahmen befragt, die als
Ausschlusskriterien fur weitergehende Studien geltérden. Zusatzlich wurde ein ,Kleines
Blutbild“ erstellt, um potenzielle pathologische rdederungen der Blutkonstitution festzu-
stellen, die ebenfalls als Ausschlusskriterienegelviirden. Die gemessenen Parameter ent-
hielten: WBC (weilRe Blutkérperchen), RBC (rote Riuperchen), HgB (Hamoglobin), Hct
(Hamatokrit), MCV (mittleres corpusculéres VolumeBC), MCH (mittleres corpuskulares
Volumen Hamoglobin), MCHC (mittlere corpuskulareritiglobinkonzentration, PIt. (Blut-
plattchen). Die Koagulation des Blutes wurde dudighZugabe von Heparin (10 IE / ml) in-
hibiert. Die Ethik-Kommission der ,Arzte-Kammer Nhein“ akzeptierte den Studienplan
und die schriftliche Probandeninformation. Eine rgtlithe Zustimmung zur Blutspende
wurde vor der Entnahme von jedem Probanden einggehol
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24.2

Isolierung von neutrophilen Granulozyten aus Vollbut

Die Isolierung der neutrophilen Granulozyten ausnd®ollblut erfolgte mittels einer

Dextran/Percoll-Dichtegradientenzentrifugation. @enaue methodische Ablauf ist nachfol-

gend beschrieben:

2.4.3

heparinisiertes Vollblut wird 1:1 mit Dextran (2 &gmischt

20 min, 37°C

Uberstand mit 1:1 RPMI (ohne Phenolrot) gemischt

mit 66 % und 76 % Percoll in 50 ml R6hrchen unteictet

Zentrifugation: 30 min, 600 x g (ohne Bremse)

1. (Lymphozyten + Monozyten) und 2. Phase (Graniéoy getrennt

Waschschritt mit 20 ml RPMI (ohne Phenolrot)

Waschschritt mit 10 ml NaCl (0,9 %)

Zellpellets in 1 ml IMDM resuspendiert

Einstellung der gewtiinschten Zellzahl nach Zellzaglin Zahlkammer

Aliquot von 1. und 2. Phase fir Reinheits- und ikditsbestimmung im Durchfluss-
zytometer

Aufbereitung der Proben und Messung im Durchflussmgter siehe Abschnitt 2.4.4
Granulozyten-Gating-Parameter: Forward / Side-8calharakteristika und CD11b

Population

Plasmaentfernung aus Vollblut

Fur die Entfernung des Plasmas wurde folgenderadetbher Ablauf angewendet:

5 ml Vollblut in 15 ml Réhrchen

Zentrifugation: 3000 rpm (1811 x g), 10 min

Uberstand verworfen und Zellsuspension mit 10ml MBewaschen
Zentrifugation: 3000 rpm (1811 x g), 10 min

Uberstand verworfen und Zellsuspension mit 10 mDMgewaschen
Zentrifugation: 3000 rpm (1811 x g), 10 min

Uberstand verworfen und Zellsuspension in IMDM PG FKS auf 5 ml (Aus-

gangsmenge) resuspendiert
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» Erstellung eines kleinen Blutbilds zum Vergleicht morher analysiertem Vollblut

» Einsatz der Zellsuspension in den jeweiligen expentellen Anséatzen

2.4.4  Vorbereitung der Proben fir das Durchflusszytometer

Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurdeidzelnen Proben, bei denen es sich
um Vollblut, Vollblut ohne Plasma oder auch isdkeGranulozyten handeln kann, auf Eis
gelagert, bis alle Proben des jeweiligen Experisent weiteren Aufbereitung bereitstanden.
Daraufhin wurden die Proben mit den entsprecherdgikorpern bzw. Antikdrpercocktails
weiterhin auf Eis fur 30 min inkubiert (bei Verwamdy des Antikdrpers anti-CD62L wurde
eine Erythrozytenlyse mit Pharm-Lyse-Puffer vordpadiet, da die Antikérperbindung im
Vollblut beeintrachtigt war). Es folgte eine Erydlagtenlyse und Fixierung der Zellen mit
FACS-Lyse-Puffer fuir 20 min bei RT. Nach einem dnis dreimaligen Waschschritt mit
NaCl fur Proben mit bereits isolierten Granulozytezw. Proben mit noch vorhandenen
Erythrozyten erfolgte die Messung an den entspresdre Durchflusszytometern. Abwei-
chungen vom Protokoll, verwendete Antikdrper undifigaParameter werden in den einzel-
nen Assays genauer beschrieben.

2.5 InteraktionsassaysS. aureus/ neutrophile Granulozyten

2.5.1 Chemotaxis

Das Potenzial de8. aureusStdmme zur Aktivierung von humanem Serum wurdeludlie
Chemotaxis-Induktion der neutrophilen Granulozybestimmt. Daftr wurde folgender me-

thodischer Ablauf verwendet:

Plasmaaktivierung:

* Abfillen von 5 ml heparinisiertem Vollblut in Servdrchen

e Zentrifugation: 4000 rpm (3220 x g), 10 min

« Abnahme des Uberstands/Serums

e Inkubation des homologen Serums fir 1 h (37°C)lelienden Bakterien der jeweili-
gen Stamme (1 x 2oml)

e Zentrifugation: 10000 rpm (12781 x g), 2 min
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« Abnahme des Uberstands/aktivierten Plasmas undaEirals Chemoattraktor im

Chemotaxis-Assay

Als Negativkontrolle wurde das Plasma 30 min béiGa@itzeinaktiviert und die Probe wie
oben beschrieben mit Bakterien inkubiert. Als Rasiintrolle diente eine Plasmaaktivierung
mit Zymosan (0,25 mg / ml) anstelle von Bakterifusatzlich wurde eine plasma-

unabhéngige Positivkontrolle mit fMLP ($®1) mitgefiihrt.
Zellisolation:
Fur den Chemotaxis-Assay wurden isolierte neuttepBiranulozyten verwendet. Die Me-

thode der Isolierung wurde wie in 2.4.2 beschrieth@rchgefuhrt.

Chemotaxis-Assay:

Der Chemotaxis-Assay wurde als Unter-Agarose-Zgitations-Assay mit leichten Verande-
rungen nach dem Protokoll von Heit al (2003) durchgefuhrt (Schmidt al, 2009). Der
Prozentansatz von Agarose im Agarosegel wurde ver#d auf 1.0 % und die Anzahl der
eingesetzten Zellen von 1 x°18uf 5 x 10 Zellen / Gel gesenkt. Der genaue methodische

Ablauf wird nachfolgend beschrieben:

10 ml HBSS + 20 ml RPMI (ohne Phenolrot) / 20 % FRL$68°C im Wasserbad er-
hitzt

e 0,4 g Agarose in 10ml dest,@ durch Erhitzen gel6st

* HBSS + RPMI-Mischung mit Agarose-Losung gemischt

* je 3 ml der Mischung in kleine Petrischalen gefullt

* 30 min abkuhlen lassen

e mit Hautstanze und Passform drei Lécher in gleicAdstand in die Agarose gesto-
chen

Abbildung 9: Einfligen von drei identischen Vertiefu ngen
in das vorher hergestellte Agarosegel. (im Bild: Hautstanze,

Passform, Petrischale mit Agarosegel)
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* Gelin Lochern mit Hilfe von Wasserstrahlpumpe ermtt
+ Aquilibrierung der Schale fiir 1 h bei 37°C (5 % £®n Inkubator
» Einfullen von 50 ul Zellsuspension in mittleres haocChemoattraktor links / Nega-

tivkontrolle (IMDM) rechts

* 2h,37°C (5 % Cg@) Inkubationszeit im Inkubator
* Analyse der Anzahl der migrierten Zellen und dendéi der zurtickgelegten Strecke

mit AxioVision Software
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25.2 Killing von S. aureus durch neutrophile Granulozyten

Das Abtoten der verwendeté&h aureusStamme durch neutrophile Granulozyten wurde in
einem so genannten Killing-Assay untersucht. Dat@ide neben dem Vergleich der ver-
schiedenen Erreger ebenfalls der Einfluss des beké®m Uberstands auf diese Immunkom-

ponente untersucht. Der genaue methodische Abladfnachfolgend beschrieben:

Bakterienkultur:

* Gewinnung der Bakterien aus der Flussigkultur (OBD-®,6 siehe 2.2.1)
e Zentrifugation: 10000 rpm (12781 x g), 1 min

» Waschschritt mit NaCl (0,9 %)

« Bakterienpellet in 500 pl NaCl (0,9 %) aufgenommen

e 2 x90 sec im Ultraschallbad zur Zelltrennung

* Bestimmung der Zelldichte mit CoulterCounter- Mexs(siehe 2.2.4)
Zellisolation:
Isolierung der neutrophilen Granulozyten und Semmignung wie in 2.4.2 beschrieben und

Einstellung der Zellzahl auf 2,5 x 40ml mit 5 % intaktem homologem Serum

Inkubation Granulozyten und Bakterien:

» Einstellung der Bakteriendichte auf Verhaltnis \&oh zu Granulozyten

« Bei Proben mit Uberstand erfolgte eine 15 min Viauimation mit aufkonzentriertem
Uberstand (final 1 : 200). In Proben ohne Uberstandle die entsprechende Menge
an IMDM verwendet (Negativkontrolle)

+ Inkubation der Co-Kultur fur 2 h bei 37°C im Intelllixer (,Uber-Kopf-Schutteln®,
Programm F4/06 UpM)

Verdinnungsreihe und Ausplattieren der Zellsuspensi

* 0 min-Wert wurde direkt zu Beginn aus der Zellsuspen (Granulozyten + Bakteri-
en) entnommen

« Verdiinnungsreihe der jeweiligen Ansatzen von 0 mivé 120 min 10 bis 10°

» Ausplattieren der verschiedenen VerdinnungsstuierEID-Agar-Platten

* Inkubation 37°C, 18 h

» Auszahlen der Einzelkolonien und Umrechnung aubKi@ bildende Einheiten/ml
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» die Differenz zwischen dem Wert ,log Wert 120 mimid ,log Wert 0 min“ ergibt

jeweilige Killing-Rate

2.5.3  Lyse der neutrophilen Granulozyten durch bakterielen Uberstand

Um das Potential des bakteriellen Uberstands in_gise von neutrophilen Granulozyten zu
testen, wurden isolierte Granulozyten mit den jéigen S. aureudUberstanden inkubiert und
die Anzahl an toten Zellen bestimmt. Der genauehowsche Ablauf wird nachfolgend be-

schrieben:

» Isolierung der neutrophilen Granulozyten wie in.2 Beschrieben

 Einstellung der Zelldichte auf 2,5 x ®0ml in IMDM / 5 % hitzeinaktiviertes homo-
loges Serum

» Inkubation der Granulozyten mit aufkonzentrierternetstand (final 1 : 25 entspre-
chende Proteindichte > 9 kDa der Ubernachtkuliir)l® min, 37°C
Negativkontrolle: IMDM; Positivkontrolle: Zdikierung mit FACS-Lyse

» Stopp der Reaktion auf Eis

e Zugabe von Totzell-Farbstoff Ethidiumbromid (fifglL25 pg / ml) und direkte Mes-
sung im FACS-Durchflusszytometer

» Gating-Parameter werden in Abschnitt ,Ergebnissegdstellt

2.5.4  Zytokinfreisetzung und Hamolyse im Vollblut nach Inkubation mit bak-
teriellem Uberstand

Um eine mdogliche Freisetzung von pro-inflammatdrest Zytokinen im Vollblut nach Sti-

mulation mit bakteriellem Uberstand zu untersuchearden nach entsprechender Aktivie-

rung verschiedene ,Enzyme-Linked-Immuno-Sorbentagss' (ELISA’s) durchgefihrt. Der

genaue methodische Ablauf ist nachfolgend aufgiist

e Inkubation von heparinisiertem Vollblut mit 5 % djesveiligen Bakterieniberstands
(6 h-Kultur) fur 6 h, 37°C (5 % C£in Zellkulturschalen; Negativkontrolle: IMDM,;
Positivkontrolle: LPS (10 ng/ml)

e Zentrifugation: 3000 rpm (1811 x g), 15 min

« Abnahme des Plasmaiiberstands
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* FUr Hamolysebestimmung Verdinnung eines Teils d@snia 1:2 mit NaCl (0,9 %)
und Messung der optischen Dichte im TECAN-Read&b (Am, siehe Fairbanket
al., 1992).

» FUr spatere Zytokinmessung Lagerung des restliPfesmas bei -70°C

* Bestimmung der Zytokinkonzentration mittels ELISA-Kgemessene Zytokine ILB1
IL-8, IFNy, TNFu) nach Angaben des Herstellers

2.5.5 Messung der Lactoferrinkonzentration im Vollblut nach Inkubation mit
bakteriellem Uberstand und anderen Stimulanzien

Um eine mdgliche Freisetzung von Lactoferrin im it nach Stimulation mit bakteriellem

Uberstand zu untersuchen wurden nach entsprechéidisierung ein ,Enzyme-Linked-

Immuno-Sorbent-Assay* (ELISA’s) durchgefiihrt. De&ngue methodische Ablauf ist nach-
folgend aufgelistet:

» Uberstandgewinnung wie in 2.2.3 beschrieben (24t 25 fach konz.)

* 45 minutige Inkubation von Vollblut mit aufkonzelettem SaS (1:100), fMLP (2 x
10®M), LPS (10 ng / ml), C5a (2 x To1)

» Zentrifugation: 3000 rpm (1811 x g), 10 min

« Abnahme des Uberstands (Plasmagewinnung)

» es erfolgte eine parallele Untersuchung der CD6giréssion (siehe 2.4)

* Lagerung der Plasmaproben bei -70°C

* Durchfiihrung des Lactoferrin-ELISA nach den Angaltlea Herstellers

2.5.6  Aktivierung von neutrophilen Granulozyten durch bakteriellen Uber-
stand

Die Untersuchungen zur Aktivierung der neutrophi@manulozyten durch bakteriellen Uber-

stand zeichnen sich durch einen identischen expetifien Ablauf aus. Dies bietet die Mdg-

lichkeit die Ergebnisse der verschiedenen Versedmsn fir die Auswertung zu kombinie-

ren. Der genaue methodische Ablauf wird nachfoldeesthrieben:

* Inkubation der neutrophilen Granulozyten mit versdenen Stimuli und aufkonzent-

riertem Bakterientberstand
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e Abnahme von 40 ul der jeweiligen Probe (200 ullfiageStream-Analyse) zu den
jeweils festgelegten Inkubationszeiten und LagemungEis

* Messung der Rezeptorexpression durch Antikdrpeufigbn (genaue Angaben siehe
Erlauterungen zu Versuchsreihen)

» Aufbereitung der Proben fur die Analyse im Durckfimytometer siehe 2.4.4

« Analyse im FACS- oder ImageStreamurchflusszytometer; Gating-Parameter fiir
neutrophile Granulozyten: Einzelzellgating + CD8BDB116-Zellfraktion; Gating-
Parameter fur Neutrophil-Aggregate siehe ,Analyse Zell-Aggregate und fotogra-
phische Dokumentation®

Durchgefiihrte Versuchsreihen:

1. Aktivierungs-Assay A 15 min / 45 min

« eingesetzte Stimuli: fMLP (2 x M), LPS (10 ng / ml), C5a (2 x TM), SaS ST9 a,
b, ¢ (1:100)

e analysierte Zeitpunkte nach Stimulus-Zugabe: 15/M min

» verwendete Zellsuspensionen: Vollblut

» eingesetzte spezifische Antikorper: CD66b FITC, CDPE, CD18 PE-Cy5, CD62L
APC

* Durchflusszytometer: FACS

2. Aktivierungs-Assay B 15 min / 45 min
« eingesetzte Stimuli: fMLP (2 x 1), SaS ST9 a, b, ¢ (1 : 100)
* analysierte Zeitpunkte nach Stimulus-Zugabe: 15/Mi5 min
» verwendete Zellsuspensionen: Vollblut
» eingesetzte spezifische Antikérper: CD66b FITC, COPE, CD18 PE-Cy5, CD11c
PE-Cy5, CD11a FITC
* Durchflusszytometer: FACS

3. Aktivierungs-Assay C 15 min / 45 min
« eingesetzte Stimuli: fMLP (2 x 1), SaS ST9 a, b, ¢ (1:100)
* analysierte Zeitpunkte nach Stimulus-Zugabe: 15/Mix min

» verwendete Zellsuspensionen: Vollblut / VollbluhehPlasma
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eingesetzte spezifische Antikérper: CD66b FITC, CDPE, CD18 PE-Cy5

Durchflusszytometer: ImageStream

4. Aktivierungs-Assay D 15 min / 45min

eingesetzte Stimuli: fMLP (2 x M), SaS ST9 a (1:100)

analysierte Zeitpunkte nach Stimulus-Zugabe: 15/mis min

verwendete Zellsuspensionen: isolierte neutrogbrEnulozyten
eingesetzte spezifische Antikorper: CD66b FITC, COPE, CD18 PE-Cy5
Durchflusszytometer: FACS

5. Aktivierungs-Assay ,Kreuzvernetzung*

eingesetzte Stimuli: fMLP (2 x 1), SaS ST9 a (1:100) +/- CD66b IgM (3pg/ml)/
Maus IgM (3pg/ml)

analysierte Zeitpunkte nach Stimulus-Zugabe: 45 min

verwendete Zellsuspensionen: Vollblut

eingesetzte spezifische Antikorper: CD11b PE

Durchflusszytometer: ImageStream

6. Aktivierungs-Assay W-54011

eingesetzte Stimuli: fMLP (2 x M), C5a (2 x 10M), SaS ST9 a, b, ¢ (1:100)
eingesetzte Rezeptorantagonisten: C5aR1-Antagdmist)

Es erfolgte vor Stimuligabe eine 10-minltige Voubltion mit dem Rezeptorantago-
nisten bzw. IMDM (Negativkontrolle)

analysierte Zeitpunkte nach Stimulus-Zugabe: 15/M min

verwendete Zellsuspensionen: Vollblut / Vollblu€CbaRA

eingesetzte spezifische Antikorper: CD66b FITC, CDPE, CD18 PE-Cy5
Durchflusszytometer: FACS

7. Aktivierungskinetik

eingesetzte Stimuli: fMLP, SaS ST9 a
analysierte Zeitpunkte nach Stimulus-Zugabe: ®//Q, / 3/ 10/ 15/ 45/ 75/ 105

min
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» verwendete Zellsuspensionen: Vollblut
* eingesetzte spezifische Antikdrper: CD66b FITC, CDPE, CD18 PE-Cy5
» Durchflusszytometer: FACS / ImageStréam

Analyse der Aggregatbildung und fotographische Dokmentation

Da der ImageStredhdie Durchflusszytometrie mit der Fluoreszenzmikogse verknupft, ist

es mdoglich, die Zellen nicht nur anhand ihrer Fésaenzeigenschaften sondern auch nach
ihrer Morphologie zu analysieren. Dies macht einswertung Uber die Verteilung der mar-
kierten Rezeptoren als auch eine fotographischstBlamg der Zellen mdglich. Zu dem kann
sehr effektiv zwischen Einzelzellen und Aggregademand ihrer morphologischen Eigen-
schaften unterschieden werden. Ein Hauptaspekinddieser Arbeit erstellten Analysen be-
trifft die Aggregatbildung der neutrophilen Grarmyjten. Alle dargestellten Fotos sind mit

einem 40 x Objektiv aufgenommen worden. Die Gaiagameter flr eine prazise Charakte

risierung der Dubletten werden nachfolgend darfjfesiBe Analyse erfolgte mit der IDEAS
Software.

CD66b'CD11b Zellen:

Ereignisse mit Beteiligung von neutrophilGranulozyten

¢ _spot count function*:

Trennung der Populationen/Bilder mit zgeirennten Zellen von grol3en

bzw. zusammenhangenden Zellen

* _aspect ratio" (LAnge/Breite) und ,area” (GroRRe delle) im Hellfeld Modus:

Trennung von grofRen Einzelzellen, Dubleund gréReren Aggregaten

+ _aspect ratio" (LAnge/Breite) und ,area”“ (GroRe delle) im CD66b Modus:

Trennung von homotypischen (GranuloZgtdnulozyt) und heterotypischen Dublet
ten (Granulozyt / andere Blutzelle)

» Statistische Analysder Fluoreszenz- und Populationsparameter

Fur die Quantifizierung der groReren Aggregate wordie Analyseschritte eins und drei

durchgefuhrt.
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Analyse der Zellaggregate im LSM 780

Fur die mikroskopische Analyse der ZellaggregateL&@M780 wurden die Zellen wie in
2.4.4 aufbereitet. Die Zellsuspension wurde avéri@bjekttrager aufgebracht und mit einem
Deckglas versehen. Die fotographische Dokumentatioth Analyse erfolgte anschliel3end
mit dem LSM 780 (40 x Objektiv) in Verbindung merdSoftware ZEN2010.

2.6 Statistik

Die Daten wurden in Form einer deskriptiven Stitisis Mittelwerte mit Standardabwei-
chung abgebildet. Fir den Test auf Normalverteilungde der Shapiro-Wilk's-Test ange-
wandt. Mdgliche signifikante Unterschiede wurden Hiilfe von Anova und LSD-Tests in
Form von paarweisen Vergleichen ermittelt (SPS®,1BM SPSS Statistics, Armonk, NY,
USA). P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angeseh
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IV Ergebnisse

1. Charakterisierung der S. aureus-Stamme

1.1  Wachstumsanalyse der verwendete8. aureus-Stamme

Der Wachstumsvergleich der verschiedenen Stdmmdem IMDM-Flussigkultur wurde
durchgefuhrt, um potenzielle Wachstumsunterschigdeverwendeten vollsynthetischen
Zellkulturmedium zu ermitteln. Bei nahezu identischWachstum sollten dann die verschie-
denen bakteriellen Wachstumsphasen bestimmt werden.

Das Ergebnis des bakteriellen Wachstums zeigtllég&mme einen fast parallelen Verlauf.
Die logarithmische Phase verlauft von 2 h bis Wdrauf sie in die post-logarithmische Phase
(5 h - 7 h) Gbergeht. Danach ist die stationares®lues Zellwachstums erreicht. Die nur ge-
ringfiigigen Abweichungen, der durch die optischehie ermittelten Wachstumskurven,
(Abbildung 12A) konnten durch das parallel durcligpefe mikrobiologische Zellkulturver-
fahren bestatigt werden (Abbildung 12B). IMDM koargomit als Flassigkulturmedium far

die weiteren Experimente eingesetzt werden.
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Abbildung 12: Wachstum der verschiedenen  S. aureus-Stamme im vollsynthetischen
Zellkulturmedium IMDM. A, Kinetik des bakteriellen Wachstums nach Messung der optischen Dichte
im UV-Photometer (595 nm). B, Bestimmung der Bakterienanzahl durch Ermittlung der koloniebilden-

den Einheiten (KBE) nach mikrobiologischer Kultivierung.

1.2 DNA-Micro-Array

Die Adhasionseigenschaften und die exprimiertenuleinzfaktoren bilden die zentralen
Komponenten vois. aureusn der Interaktion mit dem menschlichen Immungystem sich
einen Uberblick uber den genetischen Hintergrurmlibkich dieser Faktoren zu verschaffen,
wurden die ausgesuchten Stamme mit Hilfe einesrtigaa Micro-Array analysiert. Dieses
System erlaubt eine parallele Detektion von 338vaaiten Genen. Die nachfolgenden Abbil-
dungen zeigen eine Auswahl der wichtigsten undliése Arbeit relevanten Adhasions- und
Virulenzfaktoren. Die kompletten Ergebnisse fur 8t&mme ST398c und ST398f liegen im
Anhang vor.

AdhasionsfaktorenAbbildung 13A enthalt Angaben zur Kapsel-, Biofilmnd Adhasions-

faktor-Genen und zeigt ST-spezifische Abweichungarer keine Variation innerhalb der
jeweiligen ST-Gruppen. In diesem Zusammenhang keiohaet dagna-Gen den ST398, das
fib-Gen den ST9 und die Anwesenheit tibsundsasGGens den ST45 und ATCC.

Virulenzfaktoren:Abbildung 13 B/C zeigt die An- oder Abwesenheit dentralen Virulenz-

Gene vorSS. aureusab. Hier kann man im Gegensatz zu den Adhé&siotmstak sowohl inter-
spezifische (zwischen den ST) als auch intrasehié (innerhalb eines ST) ST-Unterschiede
beobachten. Die ST398-Stamme unterscheiden sidtiatbeuon den anderen Sequenztypen
durch das Fehlen jeglicher Enterotoxingene. Allehseuntersuchten ST398-Stamme bilden
eine uniforme Einheit und weisen keine intraspseifen Unterschiede auf. Alle untersuchten
Stdmme wurden negativ fur dpsl- undtstGen und positiv fur didukF- lukS, higA-, hla-
(auRBer ST45)hld- undaur-Gene gestestet (Erlauterungen zu den verwendeikiirdungen
befinden sich im Abkirzungsverzeichnis). Der Stari§ifBa, isoliert aus einem humanen
Abszess, weist im Gegensatz zu ST9b und ST9c defokies furchp'sakscnauf. Zusam-
menfassung der Anzahl an positiven Resultaten iir3@ abgebildeten Gene (inklusive 17
Gene flr verschiedene Enterotoxine): ATCC (21); B1{25); ST9a (17); ST9b (14), ST9c
(17), ST398 (6, alle identisch).

AntibiotikaresistenzenDa die Resistenzgene der Stamme fiur die Intemraktid dem Immun-

system nicht von grofRer Bedeutung sind, wird deijege Profil hier nicht tabellarisch ab-
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gebildet. Trotzdem sind diese Gene ein wichtigest&sdteil in der Charakterisierung der
einzelnenS. aureusStamme. Die hier erstellten Resistenzprofile weiseine groRen Unter-
schiede auf. Aufféallig ist, dass alle Stamme puwositir fosB getested wurden. Neben den
ST398 und ATCC besitzen alle zusétzlich bli@Z-Resistenz. Die ST398 zeichnen sich durch
dastetM-Resistenzgen aus, wobei beide Stamme porcinenriwrgp ebenfalls darmGGen
besitzen. Positive Resultate der 33 ausgewéhltamstRazgene: ATCC (1); ST45 (5); ST9a
(3); ST9b (4), ST9c (6), ST398a (6), ST398b (3);3%dc (7); ST398d (2), ST398e (4);
ST398f (7).
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Abbildung 13: Genetischer Hintergrund der verschied enen S. aureus Stdmme. Die Analyse er-
folgte mittels eines auf S. aureus abgestimmten DNA-Micro-Array. Da die Methode eine hohe sehr
Anzahl an Daten liefert, wurden hier nur exemplarisch die fiir die Interaktion mit dem Immunsystem
wichtigsten Virulenz- und Adhéasionsgene abbgebildet. A, Adhasionsgene. B, Enterotoxin-Gene. C,

Virulenzfaktoren neben Enterotoxinen.

1.3 Epsilometer-Test (E-Test)

Der Epsilometer-Test sollte die Array-Ergebnissedligdich einer potenziellen Oxacillin-
Resistenz bestatigen. Die Ergebnisse der beidehddenh stimmten Uberein. Da es sich hier-
bei nur um eine Kontrollimethode handelte, wurdeean Abbildung der Ergebnisse verzich-
tet.

1.4 Ermittlung des mittleren corpuskularen Volumens der
bakteriellen Einzelzellen bzw. Konglomerate

Die GroRRe bzw. das Volumen der bakteriellen Kongloate in Flissigkultur wurde analy-
siert, um innerhalb der Stamme potenzielle Unteesthin der Zell-Zell-Adhasion zu ermit-
teln.

Die Ergebnisse zeigen nur geringe Unterschiedechers den Sequenztypen ATCC, ST45,
ST9, aber innerhalb des ST398 treten zwei Stammeli@usich signifikant von allen anderen
durch ihr Gberdurchschnittliches Zellvolumen untbesden (Abbildung 14A). Bei ihnen ist
eine Steigerung der Konglomeratgrof3e um das 2ttefaa beobachten. Geht man von einem
Einzelzellvolumen von ca. 1 pfaus, so bilden die Stamme ST398b und ST398f durch-
schnittliche Konglomeratgré3en von 3 - 4 Zellem Kergleich der Grof3enverteilung inner-
halb der Gesamtpopulation macht dies ebenfalldideyAbbildung 14B). Dieser gemessene
Unterschied in der KonglomeratgroRe deutet auf reakéedliche Adhéasionseigenschaften

innerhalb der verschiedenen ST398 hin.
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Abbildung 14: Ermittlung der Konglomeratgroéf3en in F lussigkultur. A, Stammvergleich in Bezug
auf das mittlere corpusculére Volumen der Einzelkolonien. B, Vergleich der Stamme ST398c/ST398f
und ST398b/ST398f im Hinblick auf Anzahl (y-Achse) und Zelldurchmesser (x-Achse).

Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasen-
tieren die jeweilige +/- Standardabweichung (n = 6; **p < 0,01 ***p < 0,001 im Vergleich mit den ent-

sprechenden Schweinestammen).

51



Ergebnisse

1.5 Ermittlung der Fibrinogen-Bindungskapazitat

Zur Adhasion im Gewebe des Wirts und zur Abschirgiuam Immunsystem ist die Fahig-
keit der Bindung von humanem Fibrinogen &iraureusson grol3er Bedeutung. Durch den
durchgefuhrten Test sollte das Potenzial der Fag@bindung genauer untersucht werden.
Das Resultat spiegelt das Ergebnis der MCV-Analseder. Die Stamme ST398b und
ST398f, die schon das hdchste Aggregationspotebeisdl3en, zeigen ebenfalls die hdchste
Fibrinogenbindungskapazitat. Fur den ST398f kann maVergleich mit dem Stamm tieri-
schen Ursprungs eine Zunahme der gemessenen Eeonraesm mehr als 100 % beobachten.
Es wird deutlich, dass zwei von vier HumanisolaterVergleich zu den anderen ST398 eine

deutlich erhohte Adhasionsfahigkeit aufweisen.

14 Abbildung 15: Fibrinogenbindungskapazitat der Stam-
12 4 - me ATCC 52359 und ST398a, b, c und f. Die Analyse
% 12 1 erfolgte nach Inkubation mit humanem Fibrinogen (1 mg /
g 5 | ml) und Durchfiihrung einer anti-Fibrinogen-
2 4] Antikorperfarbung im Durchflusszytometer. Die abgebilde-
2 ten Daten basieren auf sechs unabhéngigen Experimenten.
0 - ATCC oF = Negativkontrolle ohne Fibrinogen. Die Fehler-
E § % g g ES) balken reprasentieren die jeweilige +/-
in—() < 5 B B 2 Standardabweichung (n = 6; **p < 0,01 im Vergleich mit

den entsprechenden Stammen tierischen Ursprungs).

1.6  Analysen auf Proteinebene

1.6.1  Analyse des Exoproteinprofils

Neben den zellgebundenen Eigenschaften wie demsiatitgvermdgen, nehmen die Exopro-
teine, die in den Bakterienuberstand sezerniertd@rerwie schon erwahnt, ebenfalls einen
zentralen Bestandteil in den Immunevasionsstrateg@n S. aureusein. Um sich einen

Uberblick tiber das Proteinprofil der einzelnen Stirzu verschaffen, wurden die Proteine
gréRenabhangig mit Hilfe einer 1D-SDS-Gelektropkeraufgetrennt, und mittels einer Ge-
samtproteinfarbung visualisiert. Somit erhalt mamazkeine Aussage uber die Art des Prote-

ins, stattdessen aber ein GroRenprofil, dass elbemiae Analyse von potenziellen Unter-
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schieden innerhalb der Stamme madglich macht. Digr&Rizierbarkeit der Methode wurde
durch die Analyse des identischen Uberstands inuti@hangigen Experimenten bestétigt.
Die Analyse der unterschiedlichen Profile zeigtttielle Variationen zwischen und inner-
halb der ST. Man kann grof3e Unterschiede zwiscleam ATCC und ST45 speziell im Be-
reich 10 kDa - 20 kDa beobachten. Trotz der voreard genetischen Unterschiede zwischen
ST9b, ¢ und ST9a scheinen die Profile von ST9a%if@c ahnlicher zu sein. Erstaunlicher-
weise kann man trotz des identischen genetischetetdrunds die ST398 anhand der vorlie-
genden Muster in drei verschiedene Untergruppeerigiten. Untergruppe A (ST398a, c, d,
e) besteht aus den zwei Stammen tierischer Herlkumdtzwei menschlichen Isolaten. Sie
zeichnen sich durch ein fast identisches Proteitenus) Bereich 15 - 25 kDa und 45 - 75
kDa aus. Im Vergleich dazu zeigt der Stamm ST388$ humane Isolat aus einem humanen
Abszess (hier als Untergruppe C definiert), eidig@nderes Proteinprofil. Klare Unterschie-
de liegen in der Menge an vorhandenem Protein ineiBe 30-37 kDa, in zusatzlichen Ban-
den im Bereich von 11 kDa, 25 kDa, 30 kDa und 72 kibd im Fehlen von Mustern in der
Region zwischen 15 - 25 kDa. Der Stamm ST398b (@hediniert als Untergruppe B) repra-
sentiert eine intermediare Form mit Charakteristita Untergruppe A und C. Bei ihm kon-
nen wir das typische Bandenmuster von Gruppe Achwis 45-75 kDa, aber auch eine ge-
steigerte Proteinmenge in der Region 30-37 kDaausdtzliche Banden bei 11 kDa und 75
kDa beobachten, was wiederum ein Merkmal des ST@88tellt. Zusammenfassend un-
terstreichen diese klaren Unterschiede die schoddreAnalyse der Adhéasionseigenschaften
festgestellten Besonderheiten von ST398b und ST398f
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Abbildung 16: Exoproteinmuster der verschiedenen S. aureus-Stamme. A, Exoproteinmuster

nach Durchfuihrung einer SDS-Gelelektrophorese (15 %) und einer Proteinféarbung. Diese so genannte
Flamingo-Fluoreszenzgelfarbung (BioRad; Hercules, CA 94547) wurde mit dem Fluorezenzscanner
FLA-300 (Fuji-Film; Tokio, Japan) aufgenommen und mit der AIDA 1D-Evaluationssoftware (raytest;
Straubenhardt, Deutschland) analysiert. B, Vergleich der Verteilungskurven ProteingroRe (x-
Achse)/Intensitat (y-Achse) der Stamme ST398c¢/ST398f und ST398b/ST398f. Fiir die Reproduzier-
barkeit der Methode wurde dreimal der identische Uberstand und fiir die Reproduzierbarkeit der Er-

gebnisse vier verschiedene SaS analysiert.

54



Ergebnisse

1.6.2  Nachweis und Konzentrationsbestimmung des ,,Chemotaic-Inhibiting
Protein“ (CHIPS) im bakteriellen Uberstand

CHIPS ist ein potenter anti-inflammatorisch wirken®irulenzfaktor, der durch die Bindung
an den fMLP-Rezeptor 1, sowie den C5a-Rezeptorfldau Oberflache von neutrophilen
Granulozyten direkt Einfluss auf deren chemotakgsaktivitdt nimmt (de Haast al., 2004).
Um die Konzentration dieses Proteins im SaS zurbestn, wurde ein ELISA durchgefihrt.
Ein Vergleich der 6 h-Kultur mit der Ubernachtkulollte zeigen, zu welchem Zeitpunkt die
groéfite Menge an CHIPS im SaS vorliegt.

Das Ergebnis zeigt einen positiven Nachweis fur EHfur die Stamme ATCC, ST45 und
ST9a, und bestétigt damit auch das Resultat desoMigrays. Alle drei Stdmme, die als posi-
tiv fir daschp-Gen getested wurden, produzieren und sezernigesesiauch in den Uber-
stand. Auffallig sind die doch recht grol3en Untbisde in der produzierten Menge. So be-
findet sich in der ATCC- und ST9a-Ubernachtkultor Durchschnitt die doppelte Menge
mehr Protein als in der ST45-Ubernachtkultur. Diert& der 6 h-Kultur sind zwischen ST45
und ST9a dagegen ziemlich identisch. Es zeigt siahs nach der post-exponentiellen Phase
(nach 6 h) die Produktion und Sekretion des Prsteinter diesen Kulturbedingungen bei
weitem noch nicht abgeschlossen ist, und der Zekipder Sekretion zwischen den einzelnen

Stammen stark variiert.
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Abbildung 17: Ermittlung der CHIPS-Konzentration im SaS. Die Konzentration des Proteins wurde
mittels ELISA bestimmt. A, CHIPS-Konzentration im SaS nach 6h-Kultivierung in IMDM (37<C). B,
CHIPS-Konzentration im SaS nach 18h-Kultivierung in IMDM (37<C). Die abgebildeten Daten basieren
auf sechs unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standard-

abweichung (n = 6).
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1.6.3  Nachweis und Konzentrationsbestimmung des bakteriEln Enzyms
Staphylokinase im bakteriellen Uberstand

Bei dem Virulenzfaktor Staphylokinase handelt & sim ein Enzym, dass durch die Spal-
tung von Plasminogen in Plasmin die Blutgerinnuagibflusst. Es ist zuséatzlich in der Lage,
antimikrobielle Peptide der Granulozyten, so getamefensine, zu binden, und diese damit
zu neutralisieren (Jiat al, 2004c). Da sich das Staphylokinase-Gak(Gen) zusammen mit
demchp- undscnGen in den meisten Féllen auf demselben Gen-Lbkfiadet, miisste man
eine ahnliche Expression bzw. Sekretion wie beilFérwarten.

Die Ergebnisse des Assays bestatigen in soweitCHiPS-ELISA, als das die Uberstande
der Stamme ATCC, ST45 und ST9a positiv auf dieseteld gestestet wurden. Die Menge
an gemessener Staphylokinase verlauft in den veleten Ubernachtkulturen aber gegen-
satzlich. ST45, der am wenigsten CHIPS produzisgkretiert mit Abstand am meisten
Staphylokinase. Dies deutet trotz identischem Gekuk auf getrennte Regulationsmecha-
nismen hin. Des Weiteren wurden durch die dreitp@si und acht negativen Testergebnisse

die Resultate des Micro-Array bestatigt.

pg/mi

ATCC
ST45
ST9a
ST9b
ST9c

ST398a
ST398b
ST398¢c
ST398d
ST398e

ST398f

Abbildung 18: Ermittlung der Staphylokinase-Konzent ration im SaS. Die Konzentration dieses
Enzyms wurde mittels eines Plasminogen-Aktivierungsassays bestimmt. Humanes Plasminogen (15
ug / ml) wurde mit den Uberstanden und einem Chromatophor (0,5 g / ml) bei 37 inkubiert. Bei An-
wesenheit von Staphylokinase wurde das Plasminogen in Plasmin umgewandelt, welches mit dem
Chromatophor interagiert. Der resultierende Farbumschlag wurde im Photometer analysiert. Die ab-
gebildeten Daten basieren auf sechs unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren

die jeweilige +/- Standardabweichung (n = 6).
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1.6.4  Nachweis und relative Konzentrationsbestimmung dea-Hemolysin im
bakteriellen Uberstand

Hamolyse bzw. Zelllyse ist ein zentraler MechanismanS. aureusn der Bekampfung von
Immunzellen. Dieser Vorgang der Membranzerstoraieg,zum Absterben der Abwehrzelle
fuhrt, wird u.a. durch die so genannten Hamolysiuziert. Die Menge an produziertem
Protein hat dabei einen grof3en Einfluss auf diédgnitat des Organismus. Daher wurde
hier exemplarisch die relative Konzentration deslamolysins im Bakterientberstand be-
stimmt. Das Ergebnis liefert keine absoluten Komzgionswerte, ein Vergleich der einzel-
nen Stdmme untereinander kénnte aber stammspégfigoterschiede aufdecken.

Das Resultat unterstreicht die Sonderstellung tlem®e ST398b und ST398f. Die erzielten
Werte dieser beiden Isolate liegen im Vergleichalten anderen um mehr als das 10-fache
hoher. Dies deutet auf eine stark erhdhte Produldieses Proteins hin. Den Stamm ST45,
der nach Micro-Array-Analyse negativ fikHamolysin sein sollte, wirde man, bezogen auf
die IMDM-Negativkontrolle, nach dieser Methode glssitiv bezeichnen. Da es sich beim
ST45 nur um einen Kontrollstamm handelte, wurder alo& zusatzlichen Tests, wie bei-

spielsweise PCR, abgesehen.
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Abbildung 19: Ermittlung der Alpha-Hamolysin-Konzen tration im SaS. Die relative Konzentration
dieses Proteins wurde mittels ELISA bestimmt. A, Abbildung der gemessenen optischen Dichte bzw.
der relativen Alpha-Hamolysin-Konzentration der verschiedenen Stamme im MaRstab 0 bis 10. B,
Abbildung der gemessenen optischen Dichte bzw. der relativen Alpha-Hamolysin-Konzentration der
verschiedenen Stamme im Maf3stab O bis 0,5. Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhangi-
gen Experimenten. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung (n = 6; **p

< 0,01 **p < 0,001 im Vergleich mit den entsprechenden Schweinestammen).

1.7 Interaktionen mit dem menschlichen Immunsystem inse-

sondere mit humanen neutrophilen Granulozyten

1.7.1  Serumaktivierung und Chemotaxis

Die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten an ©@rt der Entziindung nimmt, wie in
der Einleitung beschrieben, einen zentralen Stekenbei der Beseitigung einer Infektion
ein. Dieser Migrationsprozess vom Endothel ins uiadiegende Gewebe, die Chemotaxis,
wird durch chemische Botenstoffe reguliert, die detlen Giber Konzentrationsgradienten die
erforderliche Wanderungsrichtung vermitteln. Zuséie als Chemoattraktoren bezeichneten
Substanzen gehort der Komplement-Faktor C5a, dgr Kamplementaktivierung, ausgelést
durch eindringende Mikroorganismen, im Serum gebildird. Der Prozess der Serumakiti-
vierung und die anschlieende Chemotaxisinduktiamden in diesem Assay untersucht.
Dies sollte der Feststellung von potenziellen stapemifischen Unterschieden in der Kom-
plement-Aktivierung bzw. Chemotaxis-Induktion diene

Das Ergebnis zeigt eine starke Chemotaxis-Indukben allen verwendetets. aureus
Stammen. Die Anzahl der migrierten Zellen und diectschnittlich zuriickgelegte Wande-
rungsstrecke entsprechen den mitgefiihrten Posiitvidben. Weiterhin zeigt sich, dass bei
beiden Parametern, bis auf einzelne Ausnahmene lggnifikanten Unterschiede zwischen
den Isolaten zu beobachten sind. Auffallig ist Ta¢sache, dass die drei Stamme, die positiv
fur den Virulenzfaktor CHIPS getestet wurden, adéh niedrigsten Zellzahlen aufweisen.
Dieser Gruppe gehort auch der der Stamm ATCC 2892®ei dem die einzigen signifikan-
ten Unterschiede detektiert wurden. Die Negativialg mit hitzeinaktiviertem Serum indu-
ziert so gut wie keine chemotaktische Aktivitdte®ideutet auf eine zentrale Rolle des Kom-
plementsystems bei der Chemotaxis-Induktion hin.
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A Abbildung 20: Chemotaxisinduktion von

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 4

neutrophilen Granulozyten nach Serumak-

tivierung durch S. aureus. Die Chemotaxis

Anzahl

wurde in einem Unter-Agarose Zell-

Migrationsassay durchgefihrt. Als

Positivkontrolle zur Serumaktivierung wurde

fMLP
ATCC
ATCC HI
ST45
ST9a
ST9b
ST9c

Zymosan (0,25 mg /ml), als serumunabhéngige
Kontrolle fMLP (10'8M) eingesetzt. Bei der

Negativkontrolle handelte es sich um alleiniges

Zymosan
ST398a
ST398b
ST398¢c
ST398d
ST398e

ST398f

H

-
N}
o
o

1000
800
600
400
200

Serum ohne Zugabe von Substanzen. A,
durchschnittiche  Anzahl der migrierten

neutrophilen Granulozyten. B, durchschnittlich

zurtickgelegte Distanz / um

zuriickgelegte Distanz (um). CHIPS-positive
Stamme: ATCC, ST45, ST9a. Die abgebildeten

Daten basieren auf sechs unabh&angigen

e
=
=

Zymosan
ATCC
ST45
ST9a
ST9b
ST9c
ST398a
ST398b
ST398c
ST398d
ST398e
ST398f

Experimenten mit sechs unterschiedlichen Probanden (n = 6; *p < 0,05, Anzahl: signifikant im Verhalt-
nis zu ST398 b, d, f; Distanz: signifikant im Verhaltnis zu ST45, ST9b, ¢, ST398 b, d, f).

1.7.2 Killing von S. aureus durch neutrophile Granulozyten

Das Abtoten der Keime, das so genannte Killingltstach den Prozessen der Chemotaxis
und Phagozytose die finale und wichtigste Kompomént Aufgabenbereich der neutrophilen
Granulozyten dar. Durch den durchgefuhrten Assditescsowohl potenzielle stammspezifi-
sche Unterschiede im Killing, wie auch der Einfluks verschiedenen Exoproteincocktails
(SaS) auf diesen zellularen Prozess untersuchtenei@afir wurden die Granulozyten mit
und ohne SasS vorinkubiert.

Nach Analyse der Ergebnisse kann man bei alleresgtgten Isolaten eine negative Entwick-
lung der Kolonie-bildenden-Einheiten (KBE / ml) tetellen, was flr ein erfolgreiches Killing
spricht. In der Rate der getOteten Bakterien koradkndings signifikante Unterschiede de-
tektiert werden. Dies betrifft wieder den Stamm €813 der schon in den vorherigen Assays
in Erscheinung getreten ist. Der Einfluss der Ertgine auf diesen Prozess tritt ebenfalls
deutlich in Erscheinung. Bei allen Stammen kommtdesch die Vorinkubation mit dem
Uberstand im Vergleich zur Probe ohne SaS-Einfiussiner detektierbaren und in den meis-

ten Fallen signifikanten Verschlechterung der KdlRate. Dies wird vor allem wieder bei
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ST398f deutlich, wo die Killing-Rate annédhernd ddullwert erreicht, was nur noch einer
Stagnation des Bakterienwachstums entspricht.

Diff log KBE / ml Abbildung 21: Killing der  S. aureus-Stamme durch
00 -05 -10 -15 -20 |neutrophile Granulozyten mit und ohne SaS-
ATCC | ‘ ‘ ‘ | Einfluss. lIsolierte neutrophile Granulozyten (2,5 x
ATCC SaS 10°/ ml) wurden in IMDM / 5 % homologen Serum mit
ST9a den Bakterien in einem Verhaltnis von 1:5 fur 120 min
ST9a SaS bei 37°C inkubiert. Die Killing-Rate ergibt sich au s
ST9b der Differenz der ermittelten Menge koloniebildender
ST9b Sas Einheiten (KBE) / ml zwischen 0 min und 120 min. Die
ST398a § abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhangigen
ST398a SaS Experimenten mit sechs unterschiedlichen Probanden.
ST398b Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/-
ST398b Sas Standardabweichung (n = 6; *p < 0,05 **p < 0,01; ohne
ST398c SaS-Einfluss:  Vergleich mit den entsprechenden
ST398c Sas Stammen tierischen Ursprungs / mit SaS-Einfluss:
ST398t Vergleich mit Proben ohne Uberstand-Einfluss).
ST398f SasS

1.7.3  Lyse der neutrophilen Granulozyten durch bakterielen Uberstand

Das Abt6éten der Immunzellen durch Lyse stellt, Wéschrieben, eine der effektivsten Me-
thoden dar, dem Immunsystem des Wirts Widerstankbizten. Daher geht ein Anstieg der
Lyseeigenschaften auch meistens mit einem AnseedPdthogentitat des Bakteriums einher.
In diesem Assay wurde die Lyse der neutrophilem@czyten durch den stammspezifischen
Uberstand getestet.

Das Ergebnis spiegelt exakt die Resultate des HameELISA"s wider. Die Uberstéande von
ST398b und ST398f sind die einzigen, die einen étsatz von abgetdteten Zellen von deut-
lich tber 10 % induzieren. Der Exoproteincocktaih\&T398f ist in der Lage, anndhernd 100
% der eingesetzten Immunzellen innerhalb von salzéek Zeit (10 min Inkubation) abzuto-
ten, was fur eine hohe Konzentration von potentameélysinen spricht und durch das Ergeb-
nis des Hamolysin-ELISA’s bestétigt wird. Der Stari@ir8B98b zeigt mit ca. 70 % eine etwas
niedrigere Lyserate, was vermutlich auf eine legdringere Konzentration und nicht auf eine

andere Art von lysogenen Substanzen zurtckzuflisteruffallig ist, dass mit Ausnahme

60



Ergebnisse

des ST398a alle ST398 im Vergleich mit den and&Erein starkeres Lysepotenzial aufwei-

sen.
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Abbildung 22: Lyse der neutrophilen Granulozyten du rch SaS. Der Lyse-Assay basierte auf einer
Inkubation der isolierten neutrophilen Granulozyten mit SaS der verschiedenen Stamme fur 10 min bei
37<. Die Bestimmung der Anzahl an lysierten Zellen erfolgte durch die Ermittlung des Prozentsatzes
an Propidium (PI)-lodid positiven Granulozyten. A, Prozentsatz der Pl-positiven Granulozyten. B, Ga-
ting-Parameter und Vergleich der Dot-Plots von ST398¢/ST398h/ST398f nach SaS/Granulozyten In-
kubation. Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhangigen Experimenten mit sechs unter-
schiedlichen Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung (n =

6; *p < 0,05 **p < 0,01 im Vergleich mit den entsprechenden tierischen Ursprungs).
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1.7.4  Hamolyse im Vollblut nach Inkubation mit bakteriellem Uberstand

Durch die Messung der Hamolyse, der Zerstorund=dghrozyten, wird traditionell die Pro-
duktion und Freisetzung von Hamolysinen durch Baktedokumentiert. Diese eignet sich
daher auch sehr gut als Methode, um die vorliege@aémme hinsichtlich ihres Hamolyse-
verhaltens zu charakterisieren.

Die Bestimmung der relativen Menge des freien Hdotowgs anhand der optischen Dichte
zeigt ein ahnliches Resultat wie es schon beiriamolysin-ELISA und bei der Lyse der
neutrophilen Granulozyten zu beobachten war. Died8cstellung des Stammes ST398f wird
erneut deutlich, da der Uberstand dieses Stamm&®igieich zu allen anderen eine 4-5 fach
hohere Hamolyseaktivitat aufweist. Hinter diesemgraren mit ST398b und ST398d eben-
falls die Stamme mit der starksten Granulozytenlydie anderen SaS liegen im Bereich der

Negativkontrolle.
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Abbildung 23: Hamolyse im Vollblut nach Inkubation mit SaS. Vollblut wurde mit SaS der ver-
schiedenen Stamme fir 6 h bei 37T inkubiert. Die Q uantifizierung der Hamolyse erfolgte anhand der
fotometrischen Bestimmung (415 nm) freien Hamoglobins im Plasma.

Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhéangigen Experimenten mit sechs unterschiedlichen
Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung (n = 6; *p < 0,05

**p < 0,01 im Vergleich mit den entsprechenden Stammen tierischen Ursprungs).
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1.7.5  Zytokinfreisetzung im Vollblut nach Inkubation mit bakteriellem Uber-
stand

Zytokine spielen als interzellulare Botenstoffeder Zell-Zell-Interaktion des Immunsystems
eine entscheidende Rolle. Abhéangig von der kompleesammensetzung des Zytokincock-
tails werden verschiedenste Zellreaktionen indtyzigrd so das Verhalten der Immunkompo-
nenten gesteuert. Je nach Infektionstyp kann dadeeiZytokinprofil erheblich variieren. In
diesem Fall soll durch die Inkubation von Immuneelmit dem stammspezifischen SaS eine
Zytokininduktion erfolgen, um eventuelle Untersa@ezwischen den Stammen aufgrund des
induzierten Botenstoffprofils festzustellen. Beindentersuchten Zyokinen handelte es sich
um die pro-inflammatorischen Zytokine TFIL-1p, IFNy und IL-8. Die Untersuchungen
wurden im Vollblut durchgefihrt.

Nach der Stimulation mit den verschiedenen Ubedstarkonnte man eine Steigerung der
TNFa-Konzentration im Plasma von ca. 500 % im Vergleicn Negativkontrolle beobach-
ten. Es sind allerdings keine signifikanten stamer#schen Unterschiede erkennbar. Auffal-
lig ist, dass das durch den SaS induzierte Lev@lNi#f in Relation zur Positivkontrolle, dem
Gram-negativen Stimulus LPS, um ca. 40 fach nieddiggt. Die IL-B-Freisetzung zeigt ein
anderes Muster. Hier erkennt man eine ahnlicheeifeny wie sie auch schon bei der Hamo-
lyse und Lyse der neutrophilen Granulozyten zu bebten war. Der Uberstand des ST398f
induziert mit Abstand die gro3te ILBAFreisetzung, wobei auch hier, wieder mit Ausnahme
des ST398a, alle anderen ST398 im Vergleich mitateteren Stammen einen hdéheren Wert
erzielen. Dieses Resultat deutet auf einen direKissaemmenhang von Zelllyse und IB-1
Freisetzung hin. Wie schon bei THiegt auch hier die durch LPS induzierte Zytokai
setzung um ein Vielfaches hoéher. Die Konzentrabessmmung der Zytokine IFNund IL-

8 zeigt gegensatzliche Ergebnisse. Die Stamme d@98induzieren die hdchste IL-8-
Freisetzung, erzielen aber die niedrigste #Hdnzentration. Dies deutet auf einen gegen-
satzlich verlaufenden Mechanismus hin, der einercigteitigen Anstieg von beiden Zytoki-
nen verhindert. Zuséatzlich fallt auf, dass es de? 8T398-Stamme mit der hochsten Lyseak-
tivitat (ST398b, d, f) sind, die gleichzeitig diédhste IL-8- und niedrigste IKNFreisetzung
induzieren. Somit kdnnte, wie schon bei Ig-termutet, ein direkter Zusammenhang zwi-
schen Zelllyse und Zytokinfreisetzung bestehen.IBé und IFNy befindet sich das Niveau

der LPS-induzierten Zytokinmenge im unteren Bereiehanalysierten Uberstandproben.
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Abbildung 24: Zytokininduktion im Vollblut nach Ink ubation mit SaS. Vollblut wurde mit SaS der
verschiedenen Stamme fur 6 h bei 37T co-kultiviert. Die Quantifizierung der Zytokine im Plasma er-
folgte durch die Verwendung von verschiedenen ELISA-Kits nach den Angaben des Herstellers (R u.
D- Systems, Minneapolis, USA). A, IL-1B (pg / ml). B, TNFa (pg / ml). C, IL-8 (pg / ml). D, IFNy (pg /
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ml). Aufgrund der grofRen Konzentrationsunterschiede wurde bei IL-18 und TNFa bei der LPS-
Stimulation eine zweite y-Achse mit entsprechend angepasster Dimension verwendet. Die abgebilde-
ten Daten basieren auf sechs unabhangigen Experimenten mit sechs unterschiedlichen Probanden.
Die Fehlerbalken repréasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung (n = 6; *p < 0,05 **p < 0,001

im Vergleich zu den entsprechenden Stammen tierischen Ursprungs).

2.  Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
nach der Inkubation mit bakteriellem Uber-

stand

2.1 CD66b und CD11b-Expression

Um eine Interaktion von neutrophilen Granulozyteihanderen Substanzen zu ermitteln, gilt
die Bestimmung des Aktivierungsstatus der Zellenvathtiges Merkmal um eine Stimulati-
on der Zellen durch externe Einfliisse zu untersucbazu zahlt vorrangig die durchflusszy-
tometrische Messung der relativen Menge an Obéddidmolekilen, deren Zusammenset-
zung sich wahrend der Zellaktivierung stark ver@nda diesem Fall wurden die Molekile
CD66b und CD11b untersucht, die nach Aktivierungnehrt auf der Zelloberflache zu fin-
den sind, und daher als so genannte Aktivierungsenagelten. Als Aktivierungskontrolle
wurden klassische Stimulanzien wie das bakterieéptid fMLP, der Gram-negative Zell-
wandbestandteil LPS und der Komplementfaktor C5averdet. Alle Experimente wurden
im Vollblut durchgefuhrt.

Das Ergebnis zeigt deutliche Unterschiede zwisc®mnverwendeten ,klassischen* Granulo-
zyten-Aktivatoren und der Verwendung der SaS. 15 mach Zugabe der Stimulanzien
fMLP, LPS oder C5a kann man eine Zunahme der velatMolekilmenge von CD66b und
CD11b auf der Zelloberflache der Granulozyten bebtem. Das relative Zunahme steht in
einem Verhaltnis von annahernd 1:2 (CD66b:CD11in)Jegensatz dazu findet man bei al-
len drei Uberstanden ein Molekilverhéaltnis vonia. Nach 45 min verschiebt sich das Ver-
haltnis von 1:2 (fMLP, LPS oder C5a) zu 1:1 und vbA (SaS) zu 2,5:1. Diese SaS-
induzierte Aktivierungsform mit einer Uberexpressison CD66b unterscheidet sich also
deutlich von den klassischen Aktivatoren, und isgénstand der weiteren nachfolgend dar-

gestellten Untersuchungen. Die Moleklliberexpressib nicht nur, wie erwahnt, gekenn-
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zeichnet durch eine signifikante Erhéhung der netat Molekuldichte, sondern zusatzlich
auch durch eine Veranderung des Molekulverhaltaissa CD66b/CD11b. Die Messung der
Molekulexpression basiert bei allen Daten auf Vdeinngen der Fluoreszenzintensitat, die
von den jeweils eingesetzten monoklonalen Fluoohmarkierten Antikbrpern emittiert
wird. Diese Messtechnik wird auch bei allen nadjolden Versuchsreihen angewendet. Die

angegebenen Werte beziehen sich auf die RelatioNegativkontrolle ohne Aktivator.

A
Isotykontrolle Mediumkontrolle fMLP SaS
'0,01 0,00 '98,93 . 0,12 3,82
w 10 W TTYES [INRRTES
F 4 2 3
% 10 § 102 : 102’ \‘: 102’
E 8 1 8 1 8 1
(1] 10 10 A 10
=
Mouse IgM FITC CD66b FITC CD66b FITC CDe6b FITC
B
9 - ) ‘
g | 15min . 45min
% 7 B ? i k& * . *
N B v
3 5 é W 2 g : W CD66b
e g g g g g ECD11b
il 70 78 70 70 71 %

fMLP LPS Cba SaS SaS SaS fMLP LPS Cba SaS SaS SaS
A B C A B c

Abbildung 25: CD66b und CD11b Expression auf neutro  philen Granulozyten im Vollblut nach
Inkubation mit SaS und anderen Stimuli.  Eingesetzte Substanzen: fMLP (2 x 10°® M), LPS (10 ng /
ml), C5a (2 x 10"M) und SaS A-C (1 %). SaS A-C entsprechen den Uberstanden der in Kapitel ,Mate-
rial und Methoden“ vorgestellten ST9a, b und c. A, Dot-Blots CD66b (x-Achse) CD11b (y-Achse) nach
entsprechenden Stimulationen bzw. passender Isotypkontrolle (nach SaS-Stimulation).B, Zeitpunkte
15 min (links) und 45 min (rechts) nach Zugabe der jeweiligen Stimuli wurden fiir die Analyse heran-
gezogen. Die relative Fluoreszenz bezieht sich auf das Verhaltnis zur Negativkontrolle.

Die abgebildeten Daten basieren auf sechs bzw. neun unabh&ngigen Experimenten mit sechs bzw.
neun unterschiedlichen Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabwei-
chung. n = 6 (LPS, C5a), n = 9 (fMLP, SaS A-C) *p < 0,05 **p < 0,01 im Vergleich zur fMLP-
Stimulation
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2.2 Ergebnispool der CD66b und CD11b-Expression

Wie im Abschnitt ,Material und Methoden® erwahntadieren alle Versuchsreihen auf dem
identischen Versuchsablauf. Dies bietet die Modieity alle relevanten Experimente bezig-
lich der CD66b/CD11b-Expression im Vollblut in emd?o0l zusammenzufassen, da diese
beiden Parameter bei allen Versuchsreihen ermitt@ltlen. Die nachfolgende Tabelle bildet
die Daten in Form eines Vergleichs mit der fMLPuagkrten Molekul-Expression ab.

Die Ergebnisse bestéatigen die schon in 2.1 vorljestdJnterschiede zwischen den beiden
Stimulationsformen. Dies betrifft sowohl die Ubgpexssion von CD66b, wie auch das
CD66b/CD11b Verhéltnis. Durch die hohe Anzahl apé&kmenten kdnnen die ermittelten
Daten sehr gut abgesichert werden. Dies ist vemallleswegen von grof3erer Bedeutung, da
die Ergebnisse grolReren Schwankungen unterliegenzud relativ hohen Standardabwei-
chungen fihren. Um eine bessere Analyse zu gevisteriewerden daher bei machen Ver-
suchsreihen die Experimente fur die Darstellunghndem Ausmald der CD66b-Expression
ausgewahlt. Diese Auswahl basiert auf der nachhalge Tabelle und betrifft die Experimen-
te, bei denen eine CD66b-Expressionsteigerung Bag/fvon weniger als 20 % (< 20 %)
beobachtet wurde. Werden fiir die Darstellung Védrsuausgeschlossen, wird dies in den

jeweiligen Abbildungslegenden vermerkt.

15min 45min

Mean n n n n Mean n n n n

CD66b SaS/MLP  (all) (<20%4)  (20-80%4)  (>80%4)  SaS/MLP  (all) (<20%1)  (20-80%4)  (>80%)

% %

67.1% M 8 1 9 66.4% 14 14 18

SasiA £28,9 2 (286%)  (392%)  (32.1%) +27 W (30.3%)  (30.3%)  (38.5%)
54.6% 3 6 3 61.1% 9 9 11

SaSB £187 12 (25%) (50%) (25%) +19.4 2 (B11%)  (311%)  (37.9%)
69.4% 1 2 6 4 71.2%M 5 12 12

SESiC £19 2 (16.7%) (50%) (33.3%) +20,2 23 (72%)  (41.3%)  (41.3%)

15min 45min

Mean n n n n Mean n n n n

cD11b SaS/MLP  (all) (>0%A)  (0-50%)  (>50%)  SaS/MLP  (all) (>0%1)  (>0-50%)  (>50%)

ork %ol

12.8% 5 2 1 37.3% 1 32 13

SaSL +35 28 (7.9%)  (78.7%) (3.4%) +10,9 g (2.2%) (69.4%)  (28.3%)
17.1% 1 1 43.7%% 18 1

SaSB +3 12 (8.3%) (90.9%) 0 +14,7 2 0 (621%)  (37.9%)
12%¥ 3 9 43% 19 10

e +2 iz (25%) (75%) g +138 23 g (65.4%)  (34.5%)

Abbildung 26: Ergebnispool der fMLP und SaS induzie  rten CD66b und CD11b Expression auf
Die Tabelle zeigt den Vergleich SaS/fMLP. Alle Daten bilden die SaS
induzierte Steigerung oder Reduktion der Oberflachenmolekiile in Relation zur fMLP-Stimulation ab.

neutrophilen Granulozyten.

Sie beziehen sich auf die relative Fluoreszenz im Verhaltnis zur Negativkontrolle. Es sind alle relevan-
ten Experimente der verschiedenen Versuchsreihen zusammengefasst. Die Analyse beinhaltet die
Zeitwerte 15 min und 45 min und die Stimuli SaS A-C.
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2.3 CD11a/CD11b/CD11c-Expression

Zu den B2-Integrinen zahlen neben CD11b auch die Oberflamiodekile CD1la und
CD11c. Um zu testen, ob im Gegensatz zu CD11b didebh anderen Rezeptoren in die
CD66b-Uberexpression eingebunden sind, und ebenfelth SaS-Stimulation in &hnlich
vermehrter Form auf der Zelloberflache zu findamdsiwurde wiederum eine Messung der
relativen Molekilmenge durchgefinhrt.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, das CD11a und Cbgaso wie CD11b nicht in die Uber-
expression von CD66b eingebunden sind. Wahrendbea&D11c eine Expressionssteige-
rung ahnlich der von CD11b beobachten kann, z&btlsei CD11la kaum eine Veréanderung
in der relativen Molekilmenge. Der zusatzlich asgste Co-Rezeptor dei2-Integrine,
CD18, zeigt ebenfalls kein dhnliches Expressionsenu§omit kann eine parallele Uberex-
pression fur diese drei Molekile ausgeschlossedewer

Die fur diese Versuchsreihe exemplarisch eingesetahd auf die verwendeten Antikdrper
abgestimmten Isotypkontrollen zeigen kein relevarenal. Dies macht deutlich, dass es
sich bei den vorliegenden Ergebnissen nicht umeripche Signale, sondern um echte Re-

zeptorfarbungen handeln muss.
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Abbildung 27: CD11a/CD11b/CD11c-Expression nach Inkubation mit fM  LP oder SaS. Eingesetz-
te Substanzen: fMLP (2 x 10® M) und SaS A-C (1 %). A, 15 min. B, 45 min. Die relative Fluoreszenz
bezieht sich auf das Verhaltnis zur Negativkontrolle. C, Absolutwerte der eingesetzten Isotypkontrollen
im Vergleich zum Absolutwert der IMDM-Kontrolle (Negativkontrolle) nach Farbung mit den entspre-
chenden in A und B verwendeten spezifischen Antikdrpern (M = Mediumkontrolle): CD66b FITC/IgM
FITC; CD11a FITC/IgG1 FITC; CD11b PE/IgG2a PE; CD11c PerCP-CD18 PE-Cy5/IgG1 PerCP. Die
Isotypkontrollen wurden in parallelen Ansatzen wahrend der Versuchsreihe A/B eingesetzt.

Die abgebildeten Daten basieren auf vier bzw. sechs unabhangigen Experimenten mit vier bzw. sechs
unterschiedlichen Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung
n==6 (A B),n=4(C).
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2.4 Kinetik der CD66b/CD11b/CD18/CD62L-Expression

Um den zeitlichen Verlauf der Molekulexpressiondsiinieren, und somit das Phdnomen der
CD66-Uberexpression genauer beschreiben zu kémamle eine Kinetik der betreffenden
Molekulexpression (CD66b/CD11b/CD18/CD62L) ersteBei CD62L handelt es sich um
ein Molekul, das sich bei Aktivierung von der Zéloflache 16st. Im Gegensatz zu den drei
anderen Molekulen auf der Zelloberflache nimmt egkmzahl also nicht zu, sondern ab. Fur
die Kinetik wurden die Messergebnisse von neunchéeslenen Zeitwerten (0/0,5/1/3/10
/ 15/ 45/ 75/ 105 min) zusammengefasst.

Nach Analyse der Daten ergeben sich vier verscheeddolekilkinetiken, die eindeutige
Unterschiede zwischen der SaS- oder fMLP-Stimutatiafweisen. In der friihen Phase der
Aktivierung (zwischen 0 min und 1 min) liegt die EM-Kurve fur CD66b/CD11b/CD18
leicht Gber der des SaS. Zwischen 1 min und 3 hhéndings erreicht die SaS-induzierte Ex-
pression ihre maximale Steigerungsrate, wohingdlytP die hochste Zunahme erst zwi-
schen 3 min und 10 min aufweist. Der Anstieg etfaly Vergleich mit der Uberstandstimu-
lation deutlich langsamer. Nach 3 min erfolgt b&afS immer noch ein kontinuierlicher An-
stieg von CD66b, obwohl die Amplitude fur CD11b/CGDhereits in die Stagnation Uberge-
gangen ist. Dies deutet daraufhin, dass zu diessitpunhkt die Uberexpression des Molekiils
stattfindet. Bei fMLP sind zu diesem Zeitpunkt Melekile CD66b/CD11b/CD18 weiterhin
in einem nahezu parallelen Expressionsmodus. Deéxerfe Erreichen des Amplitudenmaxi-
mums beim SaS scheint keine Auswirkungen auf dieeMdmenge zu haben, da beide Kur-
ven annahernd das gleiche Fluoreszenzmaximum aéweDie zeitliche Verzégerung der
Aktivierung spiegelt sich auch in der Kinetik deD&L-Abnahme wider. Die Expressions-
verlaufe unterstreichen also die Unterschiede,zdisschen der SaS und fMLP-Aktivierung
bestehen, und zeigen neue Detalils, die eine geméunadyse des Effekts ermoglichen.
Erwahnenswert ist noch die Tatsache, dass mandreialsoluten Werten der Fluoreszenz
nach SaS-Stimulation schon eine Stagnation der 6fEkpression nach 10 min beobachten
kann, wohingegen diese bei fMLP bis 45 min, unddegiNegativkontrolle bis 105 min stetig

weiter ansteigt.
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Abbildung 28: Kinetik der CD66b / CD11b /

CD18 / CD62L-Expression nach Stimulation

mit fMLP oder SaS. Analysierte Zeitpunkte: O,
0, 5, 1, 3, 10, 15, 45, 75, 105 min. A, fMLP (2 x
10° M) B, SaS A-C (1 %). Die relative
Fluoreszenz bezieht sich auf das Verhaltnis zur
Negativkontrolle. Die abgebildeten Daten
basieren auf sechs unabhangigen
Experimenten mit sechs unterschiedlichen
Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren
die jeweilige +/- Standardabweichung n = 6 (A,
B), n = 4 (C). Um eine genauere Analyse zu
gewahrleisten wurden Experimente mit einer
SaS-induzierten CD66b Expressionssteigerung
< 20 % (Abbildung 26) nicht berticksichtigt.

2.5 Korrelation von CDG66b-Expression und Lactoferrin-

Freisetzung

Um eine mdgliche Verknipfung zwischen der CD66b+Egpion und der Lactoferrinfreiset-

zung zu untersuchen, wurde nach der Stimulationvddibluts zeitgleich die Konzentration

an freiem Lactoferrin im Plasma und die relativenige an CD66b-Molekilen auf der Zell-
oberflache untersucht. Das Ergebnis zeigt ein éhed Muster bei beiden Komponenten. Die

Proben, die nach SaS-Stimulation eine CD66b-Ubeessjpn zeigen, weisen auch die mit

Abstand hdchste Lactoferrinkonzentration im Plasuia
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Abbildung 29: Korrelation von CD66b-Expression und Lactoferrin-Freisetzung im Vollblut nach
der Stimulation mit SaS und anderen Stimulanzien. Eingesetzte Substanzen: fMLP (2 x 10°® M),
LPS (10 ng / ml), C5a (2 x 10'M) und SaS A-C (1 %). Analysierter Zeitpunkt: 45min; Einheiten:
CD66b (y-Achse 1) relative Fluoreszenz, bezieht sich auf das Verhaltnis zur Negativkontrolle; Lacto-
ferrin (y-Achse 2) pg/ml.

Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhéngigen Experimenten mit sechs unterschiedlichen
Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung. n = 6 *p < 0,05 **p

< 0,01 im Vergleich zur fMLP-Stimulation.

2.6 Bestimmung der Anzahl von homo- und heterotypischen

Dubletten sowie grofReren Zellaggregaten

Neben der Molekulexpression auf der Zelloberflashede die Bildung von Zellaggregaten
nach SaS- und fMLP-Stimulation untersucht. Diefts@ufschluss dartber geben, inwieweit
sich die SaS-Aktivierung auf die Adh&asionsfahigldat Zellen auswirkt. Es stellte sich her-
aus, dass die Stimulation mit allen drei Uberstanueben der CD66b-Uberexpression eben-
falls zu einer stark erhohten Aggregatbildung ihaély des Vollbluts fihrt. Eine sichere
Quantifizierung war nur bei den Zelldubletten mékyjida es sich bei ihnen um den vorherr-
schenden Aggregattyp handelte, und somit die \gghde Anzahl fir eine Analyse ausreich-
te.

Das Ergebnis der Quantifizierung der hetero- unchdtgpischen Dubletten sowie grofRerer

Aggregate zeigt, dass im Vergleich mit fMLP diedBihg aller Aggregatypen stark erhoht ist.
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Man kann mehr als die zweifache Menge an heteratiein Dubletten sowie an gréf3eren
Aggregaten und fast die vierfache Anzahl an hometyen Dubletten beobachten. Dies trifft
auf alle drei SaS zu (heterotypische DublettenON3:% + 0,59 fMLF: 0,58 % + 0,44; SaS A:
156 % £ 1; SaS B: 1,55 % + 1,17; SaS C: 1,46 %98;chomotypische Dubletten: M: 0,72
% + 0,95; fMLP: 1,11 £0,8; SaS A: 3,8 % £ 2,5; 3,6 % £ 2,5; SaS C: 3,4 % + 2,2 aller
CD66b'CD11-Ereignisse; groRere Aggregate: M: 4,0 % + 2,6 fMBP % + 1,7; SaS A: 7,8
% +4,6;SaSB: 7,4% +4,9; SaS C: 7,2 % + 4,6).

*k*k

M heterotypische Dubletten
O homotypische Dubletten
gréere Aggregate

% CD66b+CD11b+ Ereignisse

M fMLP SaS A SaSB SaSC

Abbildung 30: Bildung von Zelldubletten und gréRere n Zellaggregaten nach Stimulation mit
fMLP oder SaS. Eingesetzte Substanzen: M (IMDM-Negativkontrolle), fMLP (2 x 10°® M) und SaS A-C
(1 %). Analysierter Zeitpunkt: 45 min. Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil von hetero- und
homotypischen Neutrophil-Dubletten sowie gréReren Aggregaten an allen gemessenen CD66b" Er-
eignissen (Einzelzellen und gréRere Aggregate eingeschlossen).

Die abgebildeten Daten basieren auf 17 bzw. 26 unabhangigen Experimenten mit jeweils unterschied-
lichen Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung n = 17 (SaS
B, SaS C), n = 26 (M, fMLP, SaS A). **p < 0,01 (SaS B, SaS C; groliere Aggregate), ***p < 0,001 im
Vergleich zur fMLP-Stimulation.
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2.7 Fotographische Dokumentation der CD66b/CD11b-

Rezeptorexpression

2.7.1  Fotographische Dokumentation der CD66b/CD11b/CD18 &zeptorex-

pression im ImageStream

Durch die Analyse im ImageStre&murchflusszytometer kénnen, neben den Fluoreszenzd
ten, durch fotografische Dokumentation ebenfalls#agen zur Rezeptorverteilung auf der
Zelloberflache und zur allgemeinen Zellmorphologgtroffen werden.

Die homotypischen Dubletten zeigen eine Konzeminadier analysierten Rezeptoren CD66Db,
CD11b und CD18 an den Zell-Zell-Kontaktstellen, virseine Rezeptor-induzierte Adhasion
spricht. Diese spezielle Verteilung der Oberflacheleklle findet sich nicht nur auf Dublet-
ten, sondern auch auf groReren Aggregaten undasotrenderweise auch auf einem Teil der
Einzelzellpopulation. Hier besteht die Moglichkelgss die Rezeptorkonzentrierung vor dem
Zell-Zell-Kontakt erfolgte, und den Zellteil repseigiert, der die Adh&sion induziert, oder
dass es sich bei ihnen um getrennte Zellaggre gaueett.

Diese Art der Zellpolarisierung scheint sich neloen Rezeptorverteilung ebenfalls auf die
Organisation der Zellorganellen auszuwirken. Dierbanation aus dem Hellfeld-Modus und
dem 785 nm Laser, dessen Signal ein Mal3 fur dilgiaelularitat liefert, macht eine Lokali-
sierung der Zellorganellen moéglich. Vor allem id@eren Einzelzellen oder Zellclustern, die
solche Zellen enthalten, kann man deutlich eind_Gl@lisation von Zellorganellen und Re-
zeptoren erkennen. Zusatzlich zeigen sich im HdHidodus dunkle Punkte im Bereich der
grol3ten Rezeptordichte, was neben den Fluorespe@tsn ebenfalls fir eine hohe Konzent-
ration an Oberflachenmolekilen sprechen kdnnte.
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Abbildung 31: Fotographische Dokumentation der CD66 b/CD11b/CD18-Rezeptorexpression
und Neutrophil-Aggregatbildung (ImageStream  *). A, Exemplarische Dot-Blots der Aggregatbildung
(CD66b" Population) nach fMLP- (2 x 10°® M) und SaS (1 %)-Stimulation. Die x-Achse definiert die
Flache (,area“) und die y-Achse das Verhaltnis von Lange zu Breite (,aspect ratio“) der gemessenen
Ereignisse. Fur die genaue Bestimmung von hetero- und homotypischen Dubletten wurden weitere
Analyseschritte durchgefuhrt. Diese sind im Abschnitt ,Material und Methoden genauer beschrieben.
B, Fotoauswahl von Einzelzellen sowie Zellaggregaten nach SaS-Stimulation. Alle Fotos wurden mit
einem 40 x Objektiv (ImageStream®; Amnis, Seattle, USA) aufgenommen, und mit der IDEAS-
Software (Amnis, Seattle, USA) analysiert. Dargestellt wurden die Zellen im Kanal ,Hellfeld* (BF / Ka-
nal 1) und in den Fluoreszenzkanalen fiir die CD66b- (FITC / Kanal 2), CD11b- (PE / Kanal 3) und
CD18-Farbung (PE-Cy5 / Kanal 5). Der 785 nm-Laser liefert Angaben zu der Verteilung und Menge
an Granula innerhalb der Zellen. Der Kanal 4 wurde fur die vorliegende Analyse nicht benétigt. B-1,
Einzelzelle. B-2, polarisierte Einzelzelle. B-3, homotypische Dublette (Seitenansicht). B-4, homotypi-
sche Dublette (Ansicht von oben). B-5, heterotypische Dublette (neutrophiler Granulozyt / Monozyt).
B-6, homotypisches Zelltriplett. B-7, grof3eres Neutrophil-Aggregat. B-8, B-3 mit Mal3stabsbalken. B-9,
B-4 mit Mal3stabsbalken.

2.7.2  Fotographische Dokumentation der CD66b/CD11b Rezeptexpression
auf Zellaggregaten im LSM 780

Beim LSM 780 handelt es sich um ein konvokales t-&manning Mikroskop. Mit Hilfe die-
ser Technik war es mdglich, sowohl 3-dimensiodaltnahmen von Zellaggregaten zu gene-
rieren wie auch die schon in 2.7.1 thematisierteLGkalisation der Molekiile genauer zu
analysieren.

Die Auswerung der Co-Lokalisation zwischen CD66kl @D11b bestatigt die in 2.7.1 be-
schriebenen Beobachtungen. Beide Molekile werdemstargt an den Zell-Zell-
Kontaktstellen exprimiert. Dies trifft sowohl auéldubletten (Abbildung 32A) wie auch auf
die groReren Zellaggregate (Abbildung 32B) zu. Dastellung der Molekilexpression im
3D-Modell zeigt deutlich, dass im Gegensatz zu AelrZell-Kontaktstellen, auf der restli-
chen Zelloberflache eine andere Molekilverteiluogherrscht. Hier findet man bei CD11b
sowohl bei den Dubletten wie auch Aggregaten emé/ergleich zu CD66b diffuse Mole-

kilverteilung. CD66b hingegen wird eher punktuapieniert (Abbildung 33A, B).
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Abbildung 32: Fotographische Dokumentation der CD66 b/CD11b Oberflachenexpression und
Co-Lokalisation auf Neutrophilaggregaten (LSM 780 / 40 x Objektiv) nach SaS-Stimulation.
CD66b-Farbung (grin / Maus anti-human CD66b FITC), CD11b-Farbung (rot / Maus anti-human
CD11b APC), Co-Lokalisation (weif3) A, Zelldublette; B, 3"er bzw. 5’er Zellaggregat
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Abbildung 33: 3D-Modell der CD66b/CD11b Oberflachen expression nach SaS-Stimulation (LSM
780 / 40 x Objektiv). CD66b-Farbung (griin / Maus anti-human CD66b FITC), CD11b-Farbung (rot /
Maus anti-human CD11b APC); A, Zelldublette; B, 3"er bzw. 5”er Zellaggregat

2.8 Kinetik der Dublettenbildung und Vergleich der
CD66b/CD11b-Rezeptorexpression mit Einzelzellen

Die Rezeptorkinetik wurde, wie schon fiur die Eizeden, ebenfalls fur die homotypischen
Dubletten erstellt. Um die Werte mit den Einzeleelisergleichen zu kénnen, wurde die Fluo-
reszenz der gemessenen Ereignisse halbiert. Dahebes den Aggregaten nach der Auswer-
tung der Rezeptorverteilung allen Anschein nacheime rezeptorvermittelte Adhasion han-
delt, sollte im Vergleich mit der Kinetik der Duliienanzahl ein moglicher Zusammenhang
von CD66b/CD11b-Expression und Dublettenbildungiteth werden.

Nach der fMLP-induzierten parallelen CD66b/CD11lpEession zwischen 3 min und 10 min
kommt es zu keiner gesteigerten Bildung von honistyen Dubletten. Die Anzahl der Ag-
gregate steigt unabhangig vom Erscheinen der MdeRD66b/CD11b auf der Zelloberfla-
che erst mit der Zeit leicht an. Anders sieht eslbe SaS-induzierten Molekilexpression aus.
Hier kann man zwischen 3 min und 10 min einen paead Anstieg der CD66b Expression

und Dublettenmenge beobachten, was fir einen dmekisammenhang dieser beiden Pha-
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nomene spricht. Da beim maximalen Anstieg von CDA&ischen 1 min und 3 min die Dub-
lettenanzahl konstant bleibt, scheint CD11b nidt aluslosende Faktor zu sein. Unterstitzt
wird diese These durch einen Vergleich der Rezegpression der Einzelzellen mit den
Dubletten. Zum Zeitpunkt des starksten Anstiegs Diebletten (3 min — 10 min), in dem
noch nicht alle Einzelzellen die maximale Aktiviegudurchlaufen haben, weisen die Aggre-
gate im Vergleich mit den Einzelzellen eine sidafit hbhere CD66b-Expression auf. Dies
spricht zuséatzlich fur eine zentrale Rolle von CB@tder Initierung der Aggregatbildung.
Auffallig ist die Tatsache, dass nach dem AnstiegDubletten zwischen 3 min und 15 min
ein Abfallen der Aggregatanzahl zu beobachtenDsts zeigt, dass die Clusterbildung der

Granulozyten auf einem reversiblen Adhéasionsprobaseert.
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Abbildung 34: Korrelation von CD66b-Expression und homotypischer Aggregatbildung nach

SaS-Stimulation. A, Kinetik der CD66b/CD11b-Expression nach Stimulation mit SaS A (1 %). Analy-
sierte Zeitpunkte: 0, 0,5, 1, 3, 10, 15, 45, 75, 105 min. Die relative Fluoreszenz (y-Achse 1) bildet sich
aus den halbierten Fluoreszenzwerten der Dubletten, und dem daraus abgeleiteten Verhaltnis zur
Einzelzell-Negativkontrolle. Die y-Achse 2 stellt den prozentualen Anteil der homotypischen Dubletten
an allen CD66b" Ereignissen dar. (n = 6). B, Korrelation der CD66b/CD11b-Expression von Einzelzel-
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len und homotypischen Aggregaten. Diese Abbildung beinhaltet einen Teil der in Abbildung A gezeig-
ten Daten. Sie zeigt die relative Menge der Molekulexpression dargestellt als Dubletten/Einzelzell
Quotient (Dublettenfluoreszenz / 2 geteilt durch Einzelzellfluoreszenz). Beide Werte basieren auf der
relativen Fluoreszenz, also dem Verhaltnis zur Einzelzell-Negativkontrolle. Die statistische Analyse
wurde nur fir die Zeitwerte 10 min und 15 min durchgefihrt. (n = 6). *p < 0,05, **p < 0,01 im Vergleich
zur relativen Fluoreszenz der Einzelzellen. Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhangigen
Experimenten mit jeweils unterschiedlichen Probanden. Die Fehlerbalken repréasentieren die jeweilige
+/- Standardabweichung. Um eine genauere Analyse zu gewahrleisten wurden Experimente mit einer
SaS-induzierten CD66b Expressionssteigerung < 20 % (Abbildung 26) nicht bertcksichtigt.

2.9  CD11b-Expression und Aggregatbildung nach Inkubatio
mit kreuzvernetzendem CD66b-Antikorper

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der CB&6bzvernetzung und der Aggre-
gatbildung von neutrophilen Granulozyten im Vollbhw untersuchen, wurden die verschie-
denen Proben neben fMLP und SaS zusatzlich mit odee kreuzvernetzendem CD66b-
Antikorper inkubiert. Damit mogliche ,unspezifischaktivierungen durch die eingesetzten
Antikdrpermolekile ausgeschlossen werden kénnerdevudie Ansatze parallel mit der ent-
sprechenden Isotypokontrolle in gleicher Konzemrabehandelt. Das Ergebnis zeigt deut-
lich einen direkten Zusammenhang zwischen der Kmeunetzung von CD66b und der Ag-
gregatbildung. Durch die Zugabe des CD66b-Antikispeann im Gegensatz zur Isotyp-
kontrolle sowohl nach fMLP- wie auch nach SaS-Station ein signifikanter Anstieg der
Dubletten- und Aggregatbildung beobachtet werdeie Buspragung der Clusterbildung
scheint dabei vom Aktivierungszustand der Zellehéalgig zu sein. Im Gegensatz zur fMLP
und SaS-Stimulation kann in der Mediumkontrollenksignifikanter Anstieg an Aggregaten
beobachtet werden. Da nach der Stimulation ddeZehit fMLP und vor allem SaS mit ei-
nem deutlichen Anstieg der CD66b-Molekile auf delaberflache zu rechnen ist, scheint
die Auspragung der durch Kreuzvernetzung induzie@kisterbildung in direkter Abhangig-
keit zur Menge an exprimiertem CD66b zu stehenGegensatz dazu scheint die CD66b-
AK-induzierte Aggregatbildung unabhangig von derl@b-Expression zu erfolgen, da nach
der fMLP-Stimulation die relative Menge an CD11khébliegt als nach der SaS- Stimulati-
on, die Menge an Zellclustern nach SaS-Aktgivierabgr deutlich héher liegt. Interessant ist
noch die Tatsache, dass in der Mediumkontrolle ldaien alleinigen AntikOrpereinsatz ein
signifianter Anstieg der CD11b-Expression induzveetden konnte.
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Abbildung 35: CD11b-Expression und Aggregatbildung im Vollblut nach Inkubation mit SasS,
fMLP und kreuzvernetzendem CD66b-Antikdrper.

Eingesetzte Substanzen: fMLP (2 x 10°® M), SaS A (1 %), CD66b kvAK (CD66b kreuzvernetzender
AK; 3 pug/mL, IK (Isotypkontrolle; 3 ug/ml). Analysierter Zeitpunkt: 45min. Einheiten: CD11b (y-Achse
1) relative Fluoreszenz, bezieht sich auf das Verhaltnis zur Negativkontrolle; Dubletten bzw. gréRere
Aggregate (y-Achse 2) Anteil / % an allen gemessenen Neutrophilereignissen (inklusive Einzelzellen).
Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhéangigen Experimenten mit sechs unterschiedlichen
Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung n = 6 *p < 0,05 **p

< 0,01 im Vergleich zur entprechenden Isotypkontrolle.

2.10 CD66b und CD11b-Expression auf isolierten neutroplhén
Granulozyten

Die bisher vorgestellten Versuchsreihen wurdeniallgollblut durchgefiihrt. Da es sich da-

bei um eine hochkomplexe Zusammensetzung aus aelfulund Plasmabestandteilen han-
delt, ist es schwierig, eine Aussage uber die Kampten zu treffen, die letztendlich fur die

spezielle Aktivierungsform verantwortlich sind. E®nnte sich um eine direkte SaS-
Neutrophil-Interaktion, aber auch um eine indireRidivierung tber andere Faktoren han-
deln. Daher wurde das Experiment ebenfalls mitastgin Granulozyten mit einer Reinheit

von > 95 % durchgefuhrt. Somit war ein Ausschlussrdeisten zellularen wie auch Plasma-
bestandteile gewéahrleistet.
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Das Ergebnis macht deutlich, dass es durch dieefniig des Plasmas und der tbrigen Leu-
kozyten nicht zur Entwicklung des beschriebenenviddungstyps kommt. Uberraschender-
weise ist, im Gegensatz zum fMLP, und im Vergleidn Negativkontrolle nach dem Einsatz
des SaS keine Steigerung der CD66b- oder CD11belSgn zu erkennen, was auf eine
Nicht-Aktivierung der Zellen hindeutet. Eine direk6aS/Granulozyten-Interaktion scheint

alleine nicht die spezielle Aktivierung der Zelleminduzieren.
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Abbildung 36: CD66b und CD11b Expression auf isolie  rten neutrophilen Granulozyten nach

Inkubation mit SaS und anderen Stimuli.  Eingesetzte Substanzen: fMLP (2 x 10°® M), LPS (10 ng /
ml), C5a (2 x 10'M) und SaS A (1 %). Die Zeitpunkte 15 min (links) und 45 min (rechts) nach Zugabe
der jeweiligen Stimuli wurden fur die Analyse herangezogen. Die relative Fluoreszenz bezieht sich auf
das Verhaltnis zur Negativkontrolle. Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhangigen Expe-
rimenten mit sechs unterschiedlichen Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/-

Standardabweichung. (n = 6).

2.11 Vergleich der zellularen Blutparameter vor und nach
Plasmaersatz

Durch den Austausch des Plasmas durch ZellkultuumedIMDM / 5 % FCS) sollte eine
potenzielle Beteiligung der Plasmafaktoren an desbhchteten Prozessen ermittelt werden.
Um eventuelle osmotische Veranderungen oder Abweigén in den Zellpopulationen nach
Plasmasubstitution zu untersuchen, wurde jeweitsund nach Anwendung der Methode ein
kleines Blutbild erstellt.

Durch die Methodik kommt es zu einem Rickgang deiffen Blutkorperchen und Blutplatt-

chen um ca. 15 % bzw. 60 %. Alle anderen Parantieggn im Bereich des unbehandelten
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Vollbluts. Da die gemessenen osmotischen Parar(id@¥, MCH, MCHC) unberuhrt blei-
ben, und nur ein leichter Ruickgang der in diesadiStrelevanten weil3en Blutkdrperchen zu
verzeichnen ist, wurde die Methode angewandt, wemRiille des Plasmas in den jeweiligen

experimentellen Ablaufen zu ermitteln.

0,5 A

rel. zur Negativkontrolle

WBC RBC HgB Het MCV MCH MCHC Pl

Abbildung 37: Vergleich der zellularen Blutparamete  r vor und nach Plasmasubstitution.  Fir die
Kontrolle der zellularen Blutparameter nach dem Austausch des Plasmas durch Zellkulturmedium
(IMDM / 5 % FKS) wurde das Blut vor und nach der Substitution mit Hilfe des Hamatokritsystem ,,Coul-
ter ACT8" (Beckman Coulter, Krefeld) analysiert. Die dargestellten Werte zeigen das Verhaltnis zu den
Vollblutparametern (Negativkontrolle, Wert 1). WBC = weilRe Blutkdrperchen, RBC = rote Blutkdrper-
chen, HgB = Hamoglobin, Hct = Hamatokrit, MCV = mittleres corpuskulares Volumen (RBC), MCH =
mittleres corpuskulares Hamoglobin, MCHC = mittlere corpuskulére Hamoglobin-Konzentration, Plt =
Blutplattchen. Die abgebildeten Daten basieren auf 15 unabhéangigen Experimenten mit unterschiedli-

chen Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung. n = 15.

2.12 CD66b/CD11b-Expression und Aggregatbildung nach
Plasmaersatz

Da die Ergebnisse der bisher vorgestellten Versedten im Vollblut oder isolierten Granu-
lozyten eine ,Ja-Nein-Antwort" beziiglich des Effelgeliefert haben, stellte sich die Frage,
inwieweit zellulare Bestandteile wie Monozyten o&dsismakomponenten an der beschriebe-
nen Neutrophilaktivierung mit Clusterbildung batgilsind. Zum Vergleich wurden alle Ex-
perimente nun parallel im Vollblut und im Vollblatit Plasmaersatz durchgefihrt, der noch
den Grof3teil der zellularen Fraktion beinhaltetens oben).

Wie die Ergebnisse zeigen, hat die Entfernung desnias einen sehr grof3en Effekt auf die
beschriebene Aktivierungsform der neutrophilen @lazyten. Durch die Plasmasubstitution
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kommt es bei allen drei SaS zu einer vollstandiyefhebung der beschriebenen Phdnomene.
Die Rezeptorexpression ahnelt nun sehr der fMLRretten Aktivierung. Im Vergleich zum
Vollblut kommt es zu einem Riickgang der CD66b-Egpi@ um 39 % und zu einer Steige-
rung der CD11b-Expression um 74 %. Dies resultieet bei fMLP in einem Rezeptorver-
haltnis von annéahernd 1:1. Zusatzlich kann manremassiven Rickgang an Dubletten und
groReren Aggregaten zwischen 38 % (SaS A) und §5&8 B) beobachten. Dies zeigt, dass
die Entfernung des Plasmas vollstandig die bedotien Effekte aufhebt, und somit die

Plasmakomponenten eine Schlisselrolle in der HEntste des Aktivierungstyps einnehmen

mussen.
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Abbildung 38: Einfluss der Plasmasubstitution auf d ie CD66b/CD11b-Expression und Aggre-

gatbildung. Eingesetzte Substanzen: fMLP (2 x 10°® M) und SaS A-C (1 %). Analysierter Zeitpunkt:
45 min. A, Einfluss der Plasmasubstitution auf die CD66b/CD11b-Expression. Linke Seite: Vollblut
(VB); Rechte Seite: Plasma durch Zellkulturmedium ersetzt (VBPS). Die relative Fluoreszenz bezieht
sich auf das Verhaltnis zur Negativkontrolle. n = 6. B, Einfluss der Plasmasubstitution auf die Aggre-
gatbildung. Die Abbildung zeigt die Menge an hetero- und homotypischen Neutrophil-Dubletten sowie
groReren Aggregaten in Relation zu Proben ohne Plasmasubstitution. n = 6. Die abgebildeten Daten
basieren auf sechs unabhéangigen Experimenten mit unterschiedlichen Probanden. Die Fehlerbalken
reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung. *p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001 im Vergleich

zur jeweiligen Vollblutprobe.
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2.13 CD66b/CD11b-Expression und Aggregatbildung nach
Vorinkubation mit den C5aR1-Antagonisten W-54011

Da die verantwortliche Komponente mit Hilfe der $tesubstitution ermittelt werden konn-
te, wurde nun gezielt nach Plasmaproteinen gesd@hgrst nach der SaS-Zugabe entstehen,
und einen Einfluss auf die Aktivierung der neutnbgin Granulozyten ausiben kdnnen. Ein
Plasmaprotein, auf das dies zutrifft ist der Kompdatfaktor C5a, der schon als Granulozy-
ten-Stimulanz in 2.1 verwendet wurde. Der wichegRezeptor der Granulozyten, um dieses
Protein zu erkennen bzw. zu binden, ist der C5a&ptezr 1 (C5aR1). Mit Hilfe des C5a-R1-
Anatagonisten W-54011 ist es mdglich, diesen Rexejpr C5a zu blockieren, und somit
eine Zellaktivierung tber dieses Protein zu veréind

Die Wirkung des Antagonisten kann durch die Pdsintrolle bestatigt werden. Der Einsatz
des naturlichen Liganden Cb5a fuhrt im GegensatderuVersuchen ohne Substanz zu einer
Blockierung der Zellaktivierung und DublettenbildunEine eventuelle Zytotoxizitat kann
ebenfalls ausgeschlossen werden, da die fMLP-iedigzAktivierung trotz Einsatz des Anta-
gonisten unverandert stattfindet. Bei der SaS-irten Aktivierung kann man bei allen SaS
eine leichte und auch nur teilweise signifikantenAlbbme der CD66b- bzw. Zunahme der
CD11b-Expression beobachten. Dies zeigt, dass ffiektEeine Ahnlichkeit mit der Molekuil-
entwicklung nach Plasmaersatz besitzt, diese Eklwig der CD66b und CD11b-Expression
aber viel geringer ausfallt. Da man nach dem Ergetier Positivkontrolle eine unzureichen-
de Wirkung des Antagonisten ausschlie3en kann, entissch andere Rezeptoren oder Plas-
mafaktoren neben C5a fir den beobachteten Aktingstyp verantwortlich sein. Trotzdem
kann eine Beteiligung von C5a und dem C5aR1 naciegew werden. Was die Aggregatbil-
dung angeht, so konnte durch den Einsatz des Anistgaten sowohl nach fMLP- wie auch

nach SaS-Stimulation kein signifkanter Untersclaedittelt werden.
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Abbildung 39: Einfluss des Cba-Rezeptorl-Antagonist en W-54011 auf die CD66b/CD11b-
Expression und Aggregatbildung.  Eingesetzte Substanzen: W-54011 (1 uM), fMLP (2 x 10® M),
C5a (2 x 107M) und SaS A-C (1 %). Analysierter Zeitpunkt: 45 min. Vor Stimulation erfolgte eine 10
minltige Vorinkubation mit dem Rezeptorantagonisten oder der Tragersubstanz (IMDM, Negativkon-
trolle). Die dargestellten Werte zeigen das Verhaltnis zu den Daten ohne Antagonisten-Einsatz (Nega-
tivkontrolle, Wert 1). Die abgebildeten Daten basieren auf sechs unabhéngigen Experimenten mit
unterschiedlichen Probanden. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige +/- Standardabweichung.

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 im Vergleich zur jeweiligen Probe ohne Rezeptorantagonist.
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V Diskussion

1. Charakterisierung der S. aureus-Stamme

Der Sequenztyp 398 entwickelt Virulenzmuster, dié eine gesteigerte Anpassung an den
Menschen hindeuten. Dieser evolutionare Trend,naderiner erhbhten Humanpathogenitat
einhergeht, wird in den Krankheitsbildern der bi¢&mmen Personen deutlich. Tritt das Bakte-
rium beim Tier vorrangig als Besiedler in Erschaiguso findet man beim Menschen in den
letzten Jahren ernsthafte ST398-induzierte Erkrag&n wie Endokarditis oder Ventilator-
assoziierte Pneumonien (Ekkelenkaet@l, 2006; Witteet al, 2007). Auf genetischer Ebene
zeigt sich dieser Wandel der Pathogenitat in eambdhten genetischen Diversitat innerhalb
der Stamme, was den Erwerb von Virulenzfaktoresdihel3t. Beispiele fir ST398 ,untypi-
sche” Virulenzfaktoren sind die Nachweise fur Par#alentine-Leucocidin (PVL) und Ente-
rotoxine (Ekkelenkampet al, 2006; Kadleet al, 2009; Welinder-Olssoat al, 2008). Der
wichtigste Risikofaktor von diesem Bakterium besieadu werden ist weiterhin die direkte
Exposition zu MRSA-positiven Tieren, die als Ub&geer fungieren (Abbildung 40).

Characteristic MRSA (N = 323) MRSA ST398 (N = 292)
Male 135 (42%) 196 (67%)

Age (median) 52 (range 0-102) 43 (range 1-95)
Patients 235 (72%) 276 (94%)
Health care workers 88 (27%) 16 (6%)

Risk group

Foreign hospital 41 6

Livestock contact 9 224

MRSA in family 15 8

Other Dutch HCI 6 1

Outbreak screening 166 2

Reason unknown 8 3

Unexpected 78 28

Abbildung 40: Charakteristika von MRSA und ST398-MR  SA positiven Individuen. Vor allem in
der Rubrik ,livestock contact* kann man deutlich die Unterschiede zwischen ,herkdmmlichen* MRSA
und ST398 erkennen.

Quelle: verandert nach Wulf et al., 2011
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Ein andere6. aureusErreger, der mit der Besiedlung von NutztiereWarbindung gebracht
wird, ist der Sequenz Typ (ST) 9. Dieser Stamm weibénfalls h&aufig in Schweinemastbe-
trieben nachgewiesen, es fehlen aber, im GegemnsaizST398, Hinweise flr die Besiedlung
anderer Tierarten. Der ST9 tritt beim Menschen seiten inErscheinung, und besitzt daher
als Krankheitserreger eine eher untergeordneteBexg (Kehrenbergt al, 2009).

Da die genetische Analyse in der Charakterisienmy Mikroorganismen, inklusivs. au-
reus, einen zentralen Stellenwert einnimmt, wurde insdieArbeit ebenfalls der genetische
Hintergrund der in ,Material und Methoden” vorgdlsém Stdmme untersucht. Bei ihnen
handelte es sich um drei ST9 und sechs ST398dmemmsund menschlichen Ursprungs, sowie
zwei humane Referenzstamme. Das Ergebnis des difithiten DNA-Microarrays zeigte
einen deutlichen Unterschied zwischen den ST9-3iR8P8-Stammen. Wahrend die ST398-
Stamme, was die zentralen Virulenz- und Adhasidtsfan angeht, alle eine identische ge-
netische Ausstattung aufwiesen, wurden bei den S&@imen Unterschiede zwischen
Stammen menschlichen und tierischen Ursprungs ideutei einem humanen ST9-Isolat
(ST9a) konnte man im Gegensatz zu seinem Gegenséidchen Ursprungs die Gene flr
die Virulenzfaktoren CHIPS/SAK/SCIN nachweisen, wag die Aneignung eines beta-
Hamolysin codierenden Bakteriophagen spricht (vaam# et al, 2006). Die positiven Er-
gebnisse fur CHIPS und SAK konnten auf Proteinedesestétigt werden. Dies deutet auf
einen erfolgten Anpassungsprozess an humane Umgseaingungen hin. Wie erwéhnt,
konnte man bezuglich der Ausstattung mit Virulenrd Adhé&sionsgenen keine zentralen
Unterschiede zwischen den ST398-Stdmmen detektiEsereigte sich, dass, im Gegensatz
zu den ST9, bei den ST398 keine die Viruelnzfaktdvetreffenden genspezifischen Unter-
schiede zwischen den tierischen und humanen Isolatdagen.

Die ersten spa-Typ-ubergreifenden Unterschiederlvatie der ST398-Stamme wurden nach
der Analyse der Konglomeratgro3en in der Flussigkueutlich. Dort zeigte sich, dass zwei
Stamme, der ST398b und der ST398f, eine signifikéhiere ZellgrolRe als alle anderen auf-
wiesen. Das um mehr als das 2,5 fach erhéhte MGNetauf eine Veranderung in den Ad-
hasionseigenschaften der Bakterienzellen hin. DiAsstieg im Adhasionspotenzial konnte
auf eine gesteigerte Expression von ,clumping” Bedt, wie dem ,clumping factor A* hin-
deuten. Es ist bekannt, dass dieses Protein ber Bohen Zelldichte in Flissigkultur eine
Aggregation von Einzelkolonien induzieren kann ¢Egs2005). ,Clumping factor A” ist ein
prominenter Virulenzfaktor (Josefssenal, 2001), der es der Bakterienzelle ermdglicht, an

ihrer Oberflache humanes Fibrinogen zu binden, sordit eine Opsonisierung zu vermeiden
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und gleichzeitig die Adhasion an die extrazellul&tatrix zu verbessern (Crest al, 1994;
Greeneet al, 1995). Um diese Fibrinogen-Bindung zu testenrde ein Fibrinogenbin-
dungs-Assay durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigte ebenfalls stark erhdhte Fibrinogenbin-
dungskapazitat der Bakterienoberflache bei den ®EmST398b und ST398f. Diese Beo-
bachtung bestétigt die veranderten Adhasionseiaften der beiden ST398 und weist deut-
lich auf eine Beteiligung des ,Clumping factor Ainh Da, wie vorher beschrieben, alle
ST398 den identischen Satz von Adhasionsgenen @a#weist das Ergebnis aller Wahr-
scheinlichkeit nach auf Veranderungen in den Régulsmechanismen der Gen- bzw. Prote-
inexpression zuruckzufuhren.

Neben den Adhasionseigenschaften der Bakterielft spieh die Produktion und Freisetzung
von lysogenen Substanzen in Bezug auf die Path@égexine wichtige Rolle. Daher wurde
das Lysepotenzial der verschiedenen SaS’s im Hkkuf Erythrozyten und neutrophile
Granulozyten untersucht. Uberraschenderweise zsigitebei den ST398 ein ahnliches Mus-
ter wie schon bei der Adhasion. Bei der Lyse dettnophilen Granulozyten konnte man nach
der Behandlung durch die Uberstande des ST398I5Ti888f mit Abstand die meisten toten
Zellen detektieren. Da der Prozentsatz an lysieztdlen mit ca. 70 % (ST398b) bzw. anna-
hernd 100 % (ST398f) lag, kann man von einem seheh Lysepotenzial ausgehen. Eine 10-
minutige Inkubation mit dem jeweiligen Exoproteigktail reichte aus, um den Grol3teil an
eingesetzten Immunzellen abzutéten. Der grol3e Absta den anderen SaS, die maximal
einen Prozentsatz von 10 % lysierter Zellen erterthspricht fiir eine viel aggressivere lyso-
gene Substanz oder eine viel hohere Substanzkeatient Ein ahnliches Bild, wie bei der
Lyse der neutrophilen Granulozyten, zeigte der GladErythrozytenschadigung. Hier fand
man nach der Inkubation mit dem SaS des ST398MmdiAbstand hdchste Freisetzung von
Hamoglobin vor, die als MaR3stab fur die Erythronjgee herangezogen wird. Auffallig war
die Tatsache, dass die drei ST398 (ST398b, ST338BI8f), die den hdchsten Prozentsatz
an lysierten neutrophilen Granulozyten induziertmnch die grof3te Erythrozytenschadigung
hervorriefen. Dies deutet auf ein Hamolysin hirsgdsowohl hamolytische, wie auch leukoly-
tische Eigenschaften besitzt. Da die Array-Ergedmnigeigten, dass alle Stamme die gleiche
genetische Ausstattung hinsichtlich der Hamolysiné Leukozidine besitzen, und die Wahr-
scheinlichkeit einer neuartigen Substanz sehr gdasy wurde davon ausgegangen, dass es
sich um eine stark erhdhte Konzentration des jégezil Proteins bzw. der jeweiligen Proteine
handeln muss. Um diese These zu belegen wurdelpihaAdamolysin-ELISA durchgefihrt.

Dieser spiegelte exakt das Ergebnis der Lyseexpetenwieder. So fand man im SaS der
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Stamme ST398b und ST398f im Vergleich mit allenemad ST398-Stammen eine ca. 20
fach hohere Konzentration dieses Proteins vor.

Alpha-Hamolysin ist der Archaetyp eines oligomeniesnden porenbildenden Toxins. Dieses
wasserlosliche 34 kDa Protein wird nur vBn aureusund nicht von Koagulase-negativen
Staphylokokken produziert und sezerniert. Es wetdnutet, dass die geringere Virulenz die-
ser Erreger auf das Fehlen dieses Virulenzfaktaréckzufihren ist (Bhakdet al, 2004).
Die Clusterbildung der Einzelmolekile zu einem pésemenden Heptamer erfolgt in cho-
lesterol- und sphingomyelinreichen Membranmikrodoerd Nach abgeschlossener Oligome-
risierung bildet sich eine Pore von 1 nm - 3 nmdbuanesser (Cescatti al, 1991). Alpha-
Hamolysin ist einer der zentralen Virulenzfaktowem S. aureusDie Verwendung von gene-
tisch veranderten Mangelmutanten hat gezeigt, diases Protein mal3geblich an gewebscha-
digenden Prozessen und Abszessbildungen betestigBramleyet al, 1989; Patekt al,
1987). Je nach Membranbeschaffenheit konnen Zellé&ipha-Hamolysin sensible und re-
sistente Zellarten unterteilt werden. Bei den s#asi Arten, zu denen Lymphozyten und Ke-
ratinozyten zahlen, kommt es schon bei relativiggnn Toxin-Dosen zu einer Permeabilisie-
rung der Membran und schlie3lich zur Nekrose ddéle@eNeutrophile Granulozyten werden
den resistenten Zellen zugeordnet. Valetal (1997) fanden heraus, dass Granulozyten-
membranen die identische Menge an Alpha-Hamolysateklilen binden wie Lymphozy-
tenmembranen, aber die Poren-formende Proteindemmaaht integriert werden kann. Dar-
aus resultiert eine unvollstéandige Porenbildungnilidt zu einer Permeabilisierung der Zelle
fuhrt. Trotz dieses Nachweises gibt es zahlreicimsveise, das Alpha-Hamolysin einen nega-
tiven Einfluss auf die neutrophilen Granulozytesigt. Es gibt Studien, in denen nach Al-
pha-Hamolysin Behandlung einen’G&instrom in die Zellen (Suttorp und Habben, 1988),
eine Apoptoseinduktion (Bantet al, 2001) oder ein stark herabgesetztes bakterillisg
beobachtet wurde (Gemmell al, 1982). Am deutlichsten zeigt sich die Beteiligudes Pro-
teins an Lyseprozessen in einer neu vorgestelltedi<Szur Immunevasionstrategie von CA-
MRSA. Dort wurde durch den Einsatz von Mangelmwangezeigt, dass Alpha-Hamolysin
bei der Zelllyse nach erfolgter Phagozytose eingrake Rolle einnimmt (Voyictet al,
2006). Dies steht im Widerspruch zur beschriebdryseresistenz von Neutrophilen. Weitere
Studien missen zeigen, in wie weit eine anderazetiulare Membranstruktur oder die Be-
teiligung anderer Faktoren fir die erfolgte Lyseawmwortlich ist. Die bestehende Literatur
zeigt letztendlich, dass trotz leicht widersprichér Erkenntnisse zumindest eine Beteili-

gung des nachgewiesenen Alpha-Hamolysins an debabbteten Lyseprozessen als sehr

90



Diskussion

wahrscheinlich angesehen werden kann. Als weitaldolfen, die Lyseprozesse induzieren
oder verstarken konnen, sind die ebenfalls im DNi&fbtArray nachgewiesenen Beta-,
Gamma- und Delta-Hamolysine, sowie die erst kiinzéntdeckten und noch nicht im Array

enthaltenen Phenol-l6slichen Moduline (Waat@l, 2007) zu nennen.

Abbildung 41: Lipid-Bilayer-Membran mit Alpha- Ham  olysin-
Nanopore . Niedrige Konzentrationen des Proteins binden an
bisher unbekannte Molekile an der Zelloberflache und bilden
eine heptamere Pore aus, die den Austausch von monovalenten
lonen mit dem Zellinneren ermdéglicht (siehe Abbildung). Dadurch
kann in der Zelle eine DNA-Fragmentierung und
Apoptoseinduktion ausgeldst werden (Bantel et al., 2001). Hohe

Alpha-Hamolysin-Konzentrationen fiihren zu einer unspezifischen

Bindung der Proteine an die Zellmembran und zur Bildung von

groRen Ca**-durchlassigen Poren. Der unkontrollierte Ca®'-

Einstrom fuhrt zu einer massiven Nekrose (Bantel et al., 2001). Quelle: (Robertson et al., 2007) The
National Institute of Standards and Technology (NIST), USA.

Man kann zusammenfassen, dass sich auch bezogetiealylsogenen Eigenschaften die
Sonderstellung der Stamme ST398b und ST398f inteedea ST398-Gruppe bestatigt hatte,
wobei der ST398b einen leicht ,abgeschwachten® Btygnaufwies.

Auffallig war ebenfalls die Tatsache, dass der 8aShumanen ST9-Stammes mit den nach-
gewiesenen Genen fir CHIPS/SAK/SCIN (ST9a) einenifsignt niedrigere Alpha-
Hamolysin-Konzentration aufwies als der SaS deddreianderen ST9-Stamme. Dies kdnnte
in direktem Zusammenhang mit den anti-inflammatten Eigenschaften der Molekile
CHIPS und SCIN stehen. Die Lyse von Zellen stellzeine wirksame Methode dar, das
Immunsystem des Wirts zu schwachen, induziert gleéchzeitig aufgrund der unkontrollier-
ten Freisetzung von intrazellularen Substanzen gtiswke Entztndungsreaktion, die wieder-
um zur Einwanderung von weiteren Immunzellen fijgegnauere Angaben unter der spater
behandelten Thematik ,Zytokine"). Daher kdnnte gezinge Menge an Alpha-Hamolysin in
Kombination mit CHIPS etc. auf eine anti-inflammétohe Strategie hindeuten, die darauf
abzielt, moglichst unbemerkt zu bleiben, um nicbtmvimmunsystem erkannt zu werden.
Eine inflammatorische Strategie macht nur Sinn,m@er Erreger in der Lage ist, eine grol3e
Menge und / oder sehr potente Lysine freizusetand, somit eine Art Schutzschild um die

Bakterienzelle zu errichten. Beide Stamme, sowahl $IT9a, wie auch der ST398f waren
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beim Menschen an einer Abszessbildung beteiligtss&€ Krankheitsbild wird auch mit einer
Jrustrierten Immunantwort” gleichgesetzt (Anwar al, 2009), was bedeuten soll, dass der
Erreger in der Lage ist, dem Immunsystem so stavkaterstand zu leisten, so dass es die-
sem nicht gelingt, die Infektion zu beseitigen. Bakommt es zu einem Abkapselungspro-
zess, um den Erreger vom Korperinneren fernzuhaBeideS. aureuslypen scheinen trotz
gegensétzlicher Strategie dazu fahig zu sein. heiteEnterotoxine, die im Gegensatz zu den
ST398-Stdmmen bei allen drei CHIPS/SAK/SCIN-positinGtammen vorkommen, bei einer
anti-inflammatorischen Strategie eine Rolle spighaiissten weitere Studien zeigen.

In wieweit die bisher beschriebenen Eigenschat@mStamme letztendlich auch einen Ein-
fluss auf den zentralen Abwehrmechanismus der amgebn Immunitat gegen bakterielle
Infektionen, dem Abtoten der Bakterien durch nquitile Granulozyten, besitzen, wurde in
einem so genannten Killing-Assay ermittelt. Die ébgisse zeigten die potenzielle Abnahme
von vitalen Keimen nach Inkubation mit neutrophi®ranulozyten. Hierbei wurde zusatzlich
gezielt der Einfluss der Exoproteine auf diesengdog untersucht. Es zeigte sich, dass alle
Stamme humanen Ursprungs ohne SaS-Einfluss eideigeee ,Killing-Rate* wie die tieri-
schen Ursprungs aufwiesen. Auffallig war dabei wreth der hochsignifikante Unterschied
zwischen ST398f und ST398c. Da in diesem Fall nagh Einfluss der Exproteine vorlag,
musste es sich bei den verantwortlichen Komponemterzellgebundene Eigenschaften han-
deln. Zu diesen zahlt u.a. die schon beschriebett@&gionsfahigkeit, die durch die bereits
diskutierte Beeinflussung der Koloniegrol3e einemnflEss auf die Phagozytosefahigkeit und
somit auch das Killing ausiben kdonnte. Dagegerctispder trotz &hnlichem Adhasionspoten-
zials relativ grof3e Unterschied zwischen ST398f 8i@98b. Eine weitere Moglichkeit liegt
in der im Zuge der Diskussion der Lyseergebnissgasiellten spezifischen Aktivierung von
bakteriellen Genen nach erfolgter Phagozytose. G2SM sind in der Lage, nach erfolgter
Phagozytose im Zellinneren die Alpha-Hamolysin-Eegsion und Freisetzung drastisch zu
steigern und somit die Zelle von innen heraus sieten (Voyichet al, 2006). Fir diese Va-
riante wirde sprechen, dass der ST398f, wie scleenhieben, das Potenzial besitzt, grol3e
Mengen dieses Proteins zu produzieren und freizesetAm wahrscheinlichsten ist aller-
dings, dass eine Kombination von beiden bzw. vohreren noch nicht untersuchten Fakto-
ren dazu fuhrt, dass das Abttten der Keime in dieSkalie reduziert wird. Ungeachtet des-
sen zeigten die Experimente, die Exoproteine eimeingro3eren Einfluss auf das bakterielle
Killing besitzen wie die diskutierten zellgebunderieigenschaften. Bei allen Stammen war

eine deutliche Reduzierung des Killing nach Voripétion mit dem jeweiligen Uberstand zu
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erkennen. Den grol3te Einfluss hatte, wie erwadet,SaS des ST398f. Die Interaktion von
ST398f-SaS mit den Granulozyten fuhrte zu einenliiglvon nahezu +/- Null, was einer
Stagnation des bakteriellen Wachstums entspridets kann auf die hohe Alpha-Hamolysin-
Konzentration zuriickzufihren sein, da bereits newslesen wurde, dass dieses Molekil
nachhaltig das Killing vois. aureusnhibiert (Gemmelkt al, 1982).

Wahrend sich das ST398f-Ergebnis aller Voraussieich auf die lysogenen Eigenschaften
des SaS zuruckfuhren lasst, ist fur die ATCC- ulméé induzierte Abnahme vermutlich das
im Uberstand nachgewiesene CHIPS-Protein verantalorDieses ist in der Lage die Pha-
gozytose und somit auch das Killing von neutrophiBranulozyten signifikant zu inhibieren
(Rooijakkerset al, 2006). Setzt man die jeweilige Killing-Rate rér Pathogenitat des Erre-
gers gleich, so zeigt sich, dass die humanen Sta&8¥8688b und vor allem ST398f im Ver-
gleich mit den porzinen Stammen gleichen spa-Typs gark erhdohte Virulenz aufweisen.
Wie schon erwahnt, kommt es durch die Lyse vonedellu einer Verstarkung der Entzin-
dungsreaktion, was eine vermehrte Ausschuttungpvosinflammatorischen Zytokinen bein-
haltet (Walewet al, 1996; Bhakdet al, 1989). Dieser Vorgang wurde durch die Inkubatio
von Vollblut mit den jeweiligen SaS untersucht. Daudh sollten die Auswirkungen der lyso-
genen Eigenschaften auf das Zytokinprofil und evelie stammspezifische Zytokinmuster
detektiert werden. Das Ergebnis bestatigte eineekigin Zusammenhang von Zelllysege-
schehen und der Freisetzung der pro-inflammatagis&ytokine IL-B, IL-8 und IFNy. Die
Proben der drei ST398-Uberstande, bei denen awechdtihste Zelllyseraten detektiert wer-
den konnten, wiesen im Vergleich mit den andere® &ae hohere IL{%, IL-8- aber niedri-
gere IFN- Konzentration auf. Inwieweit die IFRNFreisetzung beispielsweise per negativer
Ruckkopplung durch die anderen Zytokine beeinflusder, was wahrscheinlicher ist, die
IFNy-produzierenden und fur Alpha-Hamolysin sehr sdasifi-Lymphozyten (Bhakdit al,
2004) durch die Lyse geschadigt werden, mussteeiteren Studien noch ermittelt werden.
Die vorliegenden Ergebnisse waren allerdings fiér idi Zuge dieser Arbeit zu treffenden
Aussagen ausreichend. Bei der TNFeisetzung war kein Zusammenhang mit den Lysege-
schehen zu erkennen. Auffallig ist, dass durch asnPositivkontrolle verwendeten Gram-
negativen Zellwandbestandteil LPS eine vielfachemérKonzentration an ILfLund TNFe
erzielt wurde. Dieses Ergebnis stimmt mit Beobaabém in Gram-negativen Sepsisgesche-
hen Uberein, wo im Vergleich zu Gram-positiven ktitenen viel hbhere Zytokinwerte ge-

messen werden (Sriskandan und Cohen, 1999b).
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Der Prozess der Chemotaxis stellt, neben der Pltggez und dem Killing, einen zentralen
Vorgang in der Bekdmpfung von bakteriellen Infekéa dar. Da die schon beschriebenen
Stamme grol3e Unterschiede im Phanotyp aufwieselitessich die Frage nach potenziellen
stammspezifischen Unterschieden in der Chemotaxisktion. Daftir wurden die Bakterien
mit homologem Serum inkubiert und das aktivierteuSeals Chemoattraktor eingesetzt. Die
Auswertung der Ergebnisse zeigte nur sehr geringierschiede zwischen den untersuchten
Stammen. Die drei Stamme, die das Protein CHIP8maigren, wiesen die niedrigste Anzahl
an migrierten neutrophilen Granulozyten auf. Haarden sich beim Stamm ATCC 25923 die
einzigen teilweisen (nur im Vergleich mit einiget&’®@men) signifikanten Unterschiede. Die
Tatsache, dass die CHIPS-positiven Isolate auclgetiegste Chemotaxis-Induktion aufwie-
sen, konnte erwartet werden, da, wie der Name ssagt) dieses Protein in der Lage ist, ge-
zielt den chemotaktischen Vorgang durch Rezeptdthig zu inhibieren (siehe Einleitung).
Das trotzdem nur ein geringer Unterschied im Vechleu CHIPS-negativen Isolaten zu be-
obachten ist, konnte auf die recht kurze Inkubatzeit von 1 h zuriickzufhren sein, da im
Gegensatz zur Plasmaaktivierung, die sofort ablén@t den Chemoattraktor C5a freisetzt,
das CHIPS-Protein erst noch synthetisiert und éwtgt werden muss. Fiur diese These
spricht, dass der Stamm, der in der frihen Phabg dér Kultivierung auch die gré3te Men-
ge des Proteins produziert und sezerniert auchidmgen signifikanten Ergebnisse liefert. Es
deutet viel daraufhin, dass bei den beiden andgt@émmen noch keine ausreichenden Men-
gen an CHIPS vorhanden sind, um die Chemotaxiktaffeu inhibieren. Es zeigt sich also,
dass die Chemotaxisinduktion in der frihen Phasédhéngig von der Produktion von Viru-
lenzfaktoren und phénotypischen Unterschieden &blBie Tatsache, dass in der Kontrolle
mit hitzeinaktiviertem Serum keine Chemotaxis-Inglk stattfand, deutet ebenfalls darauf-
hin, dass potenzielle bakterielle Substanzen di€akemoattraktor dienen kénnen, wie fMLP,
erst im spateren Verlauf der Infektion eine Roléeken. Die Plasmaaktivierung mit C5a-
Generierung kann somit als der zentrale Bestandégilfrihen Chemotaxis-Induktion ange-
sehen werden. Aufféllig ist zudem, dass in alleabEn die Zellen im Durchschnitt nahezu
die identische Distanz zurtickgelegt hatten. Digl§ &uch auf die Serumkontrolle ohne Bak-
terien zu, die, wie erwartet, eine viel geringerezahl an migrierten Zellen aufwies. Das be-
deutet, dass die zuriickgelegte Wegstrecke nichktdiron der C5a-Konzentration abhangig
ist. Die Zellen, die chemotaktisch aktiv sind, legauch eine ahnliche Distanz zuriick. Der
Unterschied liegt in der Anzahl an chemotaktisctivedten Zellen. Dieser Faktor ist wieder-

um eng mit der Molekilkonzentration verknipft. Riezigen, und auch wieder nur teilweise
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signifikanten Unterschiede zeigten sich beim StaACC 25923. Es deutet sich damit an,
dass das Protein CHIPS nicht nur die Anzahl derdelarden Zellen, sondern auch die zu-
rickgelegte Distanz negativ beeinflusst.

Wie schon beschrieben, konnten erhebliche Untezdehin der Exoproteinzusammensetzung
der einzelnen Stamme nachgewiesen werden. Umisieh Blberblick Gber das Gesamtprote-
inmuster zu verschaffen, wurde eine GrolRenauftnegmer SDS-Gelektrophorese und eine
Gesamtproteinfarbung durchgefiihrt. Die Analyse Ebesproteinmuster bestétigte die bishe-
rige Charakterisierung der ST398. Man konnte dneéerschiedliche ebenfalls spa-Typ Uber-
spannende Subgruppen erkennen, die den Ergebmisséxdhasions- und Lyseuntersuchun-
gen entsprechen (Abbildung 42). Der ST398b bildeteei beziiglich des Proteinmusters eine
intermediare Form, die Bestandteile der GruppeT3€8a, c, d, e) und Gruppe 3 (ST398f)
enthielt. Dies konnte auf eine stufenweise Veramugrder ST398 von einem Stamm tieri-
schen Ursprungs (Gruppe 1) zu einem humanen Etypg@Bruppe 3) hindeuten. Auffallig
beim Exoproteinmuster des ST398b ist die erhohtdePrmenge im Bereich 25 kDa - 37
kDa, die ebenfalls bei ST398f beobachtet werdemteoriegt man die Ergebnisse des Alpha-
Hamolysin-ELISA zugrunde, handelt es sich dabeeraNoraussicht nach um Alpha-
Hamolysin, das mit einer Grol3e von 34 kDa dem ggdnden kDa-Bereich entspricht. Es
kann aber auch eine Kombination mit anderen Hanmaysnicht ausgeschlossen werden, da
diese alle in etwa demselben GrolRenbereich voriegesatzlich zur Hamolysinregion wie-
sen die Proteinmuster zwischen Gruppe 1 und Gr@pipevielen anderen Bereichen grofe
Unterschiede auf, die nicht mit den geringfligigemw&ichungen der Array-Ergebnisse er-
klart werden konnen. Dies konnte ein Hinweis dasih, dass es sich bei ST398f um eine
eigenstandige Linie innerhalb der ST398-Stamme élanda diese Methode der Gesamtpro-
teinfarbung allerdings nur einen groben Uberblitleridie Exoproteine liefert, mussten zur
Bestéatigung dieser These genauere Analyseverfatieen. B. Maldi-Tof angewandt werden.
Diese spezifische Untersuchung wirde allerdingg@rieein ganz neues Themengebiet tan-
gieren, und war daher nicht mehr Gegenstand dhgbeit.
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Abbildung 42: Virulenz der
untersuchten ST398. Der Grad der

Virulenz wurde anhand eines Ver-

ST398b
gleichs der Stamme untereinander

festgelegt.

Virulenz

- hoch
|:| mittel
|:| niedrig

Fur die ST9-Stamme kann im Gegensatz zu den ST&38r%en in vielen Fallen ein kausaler
Zusammenhang zwischen den nachgewiesenen Genedemnbteobachteten Phadnomenen
ermittelt werden. Da es sich dabei um den ,Nornllalfeandelt, wird auf diesen Aspekt in
den nachfolgenden Abschnitten nicht mehr genausgegiangen. Da alle ST398-Stamme
einen fur die wichtigsten Virulenz- und Adhé&siokstaen identischen genetischen Hinter-
grund aufwiesen, ist es wahrscheinlich, dass dab&ehteten Unterschiede, wie schon er-
wahnt, auf Variationen bzw. Mutationen in der Gguaitation zuriickzuftihren sind.

Ein zentraler Regulationsmechanismus®eaureusst dasagr-System (Noviclet al, 1993).
Dieses steuert unter anderem die Expression voumevizfaktoren. Der Mechanismus wird
Uber die Zelldichte gesteuert, und bildet dahereagenstandiges sich selbst regulierendes
System (Abbildung 43). Ist eine bestimmte Zelldécktreicht, so wird dieses Uber ein extra-
zellulares Sensorpeptid an die Bakterienzelle wgeigeben, wo dann intrazellular degr-
System aktiviert wird. Dadurch wird die Expressiand Sekretion von Proteinen erhéht und
gleichzeitig dasSarSystem unterdriickt, dass in der frihen Phase dsieBlung die Expres-
sion von Adhasionsproteinen steuert. (Papakyriagtoal, 2000). Dies bedeutet, dass eine
verstarkteagr-Aktivitdt bzw. erhéhte Bildung und Freisetzung Vidimulenzfaktoren gleich-
zeitig mit einer Abnahme der Adhasionfahigkeit e@rgehen muss. Dies widerspricht den
bisher gemachten Beobachtungen bei ST398b und $88&ine Kombination aus erhéhter
Adhasionsfahigkeit und verstarkter Hamolysinfreiseg vorlag. Zu dem besalRen alle ver-

wendeten ST398 das identischgrl-System. Dies konnte ein Hinweis fur die Beteihgu
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von agr-unabhéngigen Mechanismen, wie dem kirzlich entéeckarA (Wolz et al, 2000)
und cviB (Matsumotoet al, 2007) sein. EirsigB Mutantenstamm zeigte eine erho&arA
Expression mit einhergehender Hyperproduktion végha-Hamolysin und gleichzeitig eine
erhohte Fibrinogenbindungskapazitat, so wie sie den vorliegenden beiden ST398-
Stammen zu sehen war (Chewstgal, 1999). Dies kdnnte eine Erklarung fur die sehrks
variierenden Exoproteinkonzentrationen innerhalb $'€398-Stamme liefern, die sich, wie
beschrieben, nachhaltig auf die Virulenz der Stanamewirkten. Eine andere Moglichkeit,
die vorgestellten Phanomene zu erklaren, liegtein ziahlreichen anderen Regulatoren bzw.
Genloci, die dasagr-System beeinflussen kdnnen (Manna und Cheung,;2d@8na und
Cheung, 2006; Ingavakt al, 2005).

signal transduction ksj
signal tr

pheromone
e sl c=0
@
ansduction

Two compenent pheromone
system maturation &

Asp-P,
P export QJ
AgrD

e — other staphylococci:
same subgroup activating
different species/subgroup: inhibiting

exoproteins +
+ + > surface proteins -

P2 P3 4
N RNAII RNAINI
hid (delta-hemolysin)
—-<——{_ ——
agrA agrC agrD  agrB RNAII

Abbildung 43: Agr-System von Staphylokokken.  Das System wird durch ein extrazellulares post-
translational modifiziertes Peptidpheromon aktiviert, das als Vorlauferform Gber das agrD-Gen expri-
miert wird. AgrB ist fur die Ausreifung und Sekretion des Peptids verantwortlich, wahrend agrA und
agrC die Signaltransduktion nach Peptidbindung induzieren. Daraufhin erfolgt die Aktivierung des agr-
Systems, dass Uber ein regulatorisches RNA-Molekil (RNA 11l) seine Zielgene ansteuert.

Quelle: Otto, 2004

Beim agr-System handelt es sich, wie beschrieben, um erme@tralen Mechanismus der
hunderte von Genen ansteuern kann, und somit elengroRen Einfluss auf den Gesamt-
metabolismus vors. aureusausubt. Die einzelnen Untereinheiten kdnnen abiedewum
durch andere Regulationssysteme beeinflusst wei¥entere molekularbiologische Analy-

sen mit dem Fokus ,,Genregulation“ sind notwendig, die genetischen Grundlagen des be-
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obachteten Phanotyps aufzuklaren, der letztendlickeiner massiven Virulenzzunahme des
Erregers fuhrt. Die etwas ,abgeschwéchte* Form 8€898b deutet dabei eher auf eine
schrittweise Veranderung des Genoms hin, was emeelnutation ausschlieRen wirde.
Zusammenfassend kann man postulieren, dass didghiithrte Charakterisierung dé&.
aureuslsolate tierischen und humanen Ursprungs deutlldimveise auf einen Adaptions-
prozess vom Tier zum Menschen liefern. Neben deneir von zuséatzlichen Genen flr Vi-
rulenzfaktoren (ST9a), der wie bekannt eindeutigemer Zunahme der Pathogenitat fuhrt,
scheinen Veranderungen in den Genregulationsmesthani bei diesem Prozess ebenfalls
eine wichtige Rolle zu spielen (ST398). Dies idtrdeemerkenswert, da bisher vor allem der
Erwerb von hochpotenten Virulenzfaktoren wie PVEk Blauptursache flr eine gesteigerte
Pathogenitat ausgemacht wurde. Durch ein genetisRbatinescreeningverfahren f8r au-
reus Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzen, zunee auch der durchgefiihrte DNA-
Micro-Array zahlt, waren bzw. sind die beobachtetémterschiede innerhalb der ST398-
Stdmme nicht detektiert worden. Es zeigt sich allsss eine Kombination aus genetischen
Analysen, die in der Bakteriologie im Vordergrurtdren, und Untersuchungen auf Protein-
sowie Wirt/Erreger-Ebene fir die gezielte Charakierung vorS. aureus/on Vorteil sind.

Die im Zuge dieser Promotionsarbeit durchgefuhtietersuchungen liefern neue Hinweise
darauf, dass der Sequenz Typ 398 durchaus in dgr ish, humanpathogene Linien hervor-
zubringen, die sich zu neuen Community-aquired MES&mmen entwickeln konnten. Ob
diese wiederum noch in der Lage sind, als BesiadiarTieren, insbesondere Schweinen, zu
fungieren, missen weitere Studien zeigen. Sollsedda Fall sein, kbnnte dies zu massiven
Problemen innerhalb von Gesundheitssystemen fildieryie die Niederlande eine bisher
recht erfolgreiche aber sehr aufwendige und tegmegn/isolate/destroy”-Politik zur Be-
kampfung von MRSA betreiben. Kame es zur Ausbregitsoicher human pathogener Stam-
me in den Nutztierbetrieben, wirde ein riesigege@erreservoir entstehen, in dem die Patho-
gene nicht effektiv bekdmpft werden kénnten. DiggEavare ein stetiger Eintrag von zoono-
tischen Erregern in die Bevokerung bzw. auch imnkenh&user.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es ztigifiif ein erfolgreiches Monitoring von
ST398 ndtig sein wird, Analysen sowohl auf genégsavie auch auf phanotypischer Ebene
durchzufiihren. Dies tragt letztendlich dazu beyen8trategien fur die Bekdmpfung vBn
aureus einem der anpassungsfahigsten Erreger der Nemaednhtwickeln.
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2.  Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
nach der Inkubation mit bakteriellem Uber-

stand

Neben der schon diskutierten Charakterisierung SomaureusStammen menschlichen und
tierischen Ursprungs lag ein Schwerpunkt der Ariredler Untersuchung von Interaktionen
zwischen neutrophilen Granulozyten im Vollblut uBdam-positiven Substanzen. Auf dieser
Basis sollte ein Modell entwickelt werden, dassenBukenntnisse Uber die Dysfunktion von
neutrophilen Granulozyten wahrend einer Gram-pasitiSepsis liefert. Der Vorgang, der zu
den veranderten Eigenschaften der Immunzellen figireng mit Zellaktivierungsprozessen
verknapft.

Der Transmigrationsprozess der neutrophilen Graytém aus dem Blutgefal® ins Gewebe
erfolgt ber komplexe Molekulinteraktionen, die cludynamische Veranderungen innerhalb
der Oberflachenrezeptoren gesteuert werden. Dierdsidurch verdndernde Phanotyp des nun
teilweise aktivierten Granulozyten ist gekennzeathdurch eine gesteigerte Expression von
Bo-Integrinen, aber auch anderer Oberflachenmolekiile CD66b (CD67, CEACAMS,
CGM6, NCA-95). Aufgrund dieses Zusammenhangs wi@6€b auch als ,Aktivierungs-
marker” bezeichnet (Torsteinsdottr al, 1999; Zhaaet al, 2004). Die Expression des Mole-
kils auf der Zelloberflache wird durch die Exoca®n sekundéaren bzw. spezifischen Gra-
nula induziert (Ducker und Skubitz, 1992). Daherghert CD66b auch als Indikatormolekdil
fur die Exozytose dieses Granulatyps. Trotz di@sfmitionen sind die Funktionen des Mo-
lekils weitgehend unbekannt. Es handelt sich beseaiin Molekil um ein einkettiges GPI-
verankertes Glykoprotein der Ag (CEA) Familie (Thmsanet al, 1991), das ausschlief3lich
bei Granulozyten im Menschen und zwei Primatenanrhgewiesen werden konnte (Zhou
et al, 2001). Bisher wurde sowohl bei der Maus, alsthehei der Ratte kein entsprechendes
Homolog zu CD66b identifiziert (Beauchenehal, 1999). Die Literatur, die sich bisher mit
den Funktionen dieses Molekiils auseinandersetzthbeibt unter anderem eine heterotypi-
sche Adhasion mit anderen Mitgliedern der CEA-Feanden Molekilen CD66¢ und CD66e
(Oikawaet al, 1991). Es wird daher vermutet das CD66b beiadélisionsprozessen eine
Rolle spielt. Zusatzlich wird gezeigt, dass einelavernetzung der Molekiile zum oxidativen
Burst (Lund-Johansert al, 1993) und Freisetzung von IL-8 (Schroagral, 2006) bei

neutrophilen Granulozyten fuhrt. Dieses deutet audieine Beteiligung an Zellaktivierungs-
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prozessen hin. Des Weiteren gibt es Hinweise, daé66 die funktionelle Aktivitat von
Macl (CD11b/CD18) regulieren kann (Skubetzal, 1996). Yooret al (2007) zeigen, dass
das Erscheinen des Molekils auf der ZelloberfldmbieEosinophilen eng mit der CD11b-
Expression verknipft ist. Daher wirde auch fur rogltile Granulozyten eine parallele Ex-
pression von CD66b/CD11b erwartet. Diese war anatken vorgestellten Ergebnissen nach
fMLP-, LPS- oder Cba-Stimulation zu beobachten. Z8gke nach der fMLP-Aktivierung
konnte man parallel verlaufende Expressionsamgituzeobachten, die mit einem Rezeptor-
verhaltnis von nahezu 1:1 nach 45 min endeten. NgchStimulation mit den bakteriellen
Uberstanden entwickelte sich ein Rezeptormustes,sghr stark vom ,normalen® Aktivie-
rungsphanotyp abweicht. Im Gegensatz zur fMLP-Statan konnte man hier eine schnelle-
re Aktivierung, und bezogen auf die CD11b-Exprass&nen langeren Anstieg der CD66b-
Expression beobachten, der letztendlich zu einezrélpression des Molekiils fiihrte. Die
Maxima der CD11b-Level waren dabei vergleichbae, Expressionskinetik des Molekiils
war allerdings deutlich verschoben. Der zentraleh&aismus, der diesen Effekt herbeifihrt,
scheint auf dem abrupten und steilen Anstieg defl XBEEXpression zu basieren, was auf
einen massiven  Aktivierungsimpuls hindeutet. Diesegetzte einen CD66b-
Expressionsmechansimus in Gang, der offenbar apgekiovon der CD11b-Expression ver-
lauft. Dies zeigte sich vor allem dadurch, dass d&aS-induzierte CD11b-
Expressionsamplitude schon nach 10 min stagnweébrend die CD66b-Kurve noch bis zum
Zeitpunkt ,45 min* weiter anstieg. Ein zusatzlicheinweis fir einen autonomen Mechanis-
mus liegt in der nachgewiesenen Nichtbeteiligungpgéntegrine CD11a und CD11c, sowie
des Co-Rezeptors CD18.

Sekretorische Vesikel sind das Hauptreservoir fixlTh (Sengelov eal., 1993b). Diese
werden wéahrend des Transmigrationsprozesses idealimembran integriert und somit die
Molektle auf der Zelloberflache exprimiert. CD66imdegen ist, wie oben erwahnt, in se-
kundéaren Granula lokalisiert (Ducker und Skubi&92). Neben CD66b enthéalt dieser Granu-
latyp Substanzen wie Lactoferrin, Collagenase uygbkzym, die nach der Einwanderung ins
Gewebe und bei der Phagozytose eine wichtige Rsgielen (Borregard und Cowland,
1997b). Der starke Aktivierungsimpuls nach der Sé8wlation scheint die Exozytose der
sekundaren Granula zu induzieren, was zu einerédpegssion von CD66b und gleichzeitig
verstarkter Freisetzung von Lactoferrin fihrt (giemten). Der daraus resultierende spezielle

intraendotheliale Aktivierungsphanotyp, der zuséltztiurch eine verstarkte Aggregatbildung
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gekennzeichnet ist (siehe unten) konnte zu dememn Hinleitung beschriebenen Sepsis-
induzierten Verlust der Transmigrationsfahigkehrién.

Dass nach dem Entfernen des Plasmas, sowohl bellblofaals auch nach Isolierung der
Zellen, kein spezieller SaS- induzierter Aktiviegstyp mehr vorlag, spricht flr eine zentrale
Rolle von Plasmafaktoren. Gram-positive Substangpeziell in Kombination (de Kimpet
al., 1995), sind in der Lage eine bakterielle Sepsisseptischem Schock und multiplen Or-
ganversagen zu induzieren. Dies war der Hauptgfiundie Entscheidung anstelle von Ein-
zelsubstanzen dig. aureudJberstande als eine Art von ,Gram-positivem Mir“den Expe-
rimenten einzusetzen. Bei Peptidoglycan und Lipb@asauren, aber auch bei Gram-
positiven Endo- und Enterotoxinen handelt es siohbereits identifizierte potenzielle Induk-
toren der beschriebenen pathophysiologischen #ddstéSchwandnest al, 1999; Wanget
al., 2003). Ein haufig vorgefundenes Charakteristikuéinrend einer Sepsis ist ein erhdhter
Plasma-Spiegel des schon oben erwahnten Granwamdiactoferrin (Muller-Kobolekt al,
2000). Dabei handelt es sich um ein Glycoproteiheimem Molekulargewicht von 80 kDa.
Seine Besonderheit liegt in der Fahigkeit groRe déanan freiem Eisen (3 zu binden. Da
fur den bakteriellen Stoffwechsel Eisen von groBedeutung ist, fihrt die vermehrte Bin-
dung zu einem antimikrobiellen bzw. bakteriostdtest Effekt (Arnoldet al 1980). Dieses
Protein wird, wie beschrieben, durch Exozytosesddéundaren Granula nach Zellaktivierung
zusammen mit dem Molekil CD66b von neutrophilenn@lazyten freigesetzt bzw. expri-
miert (Borregard und Cowland, 1997). Die Ergebnizsigen eine stark erhdhte Lactoferrin-
Freisetzung bei gleichzeitiger CD66b-Uberexpressiach Stimulation mit SaS. Dies macht
deutlich, dass das in diesem Projekt entwickelteito Sepsis-Model ahnliche Veranderun-
gen bestimmter Blutparameter aufweist, wie sie deasleiner Sepsis in vivo beobachtet wer-
den. Neutrophile Granulozyten sind in der Lageevizhkterielle Substanzen direkt iber Mo-
lekil/Rezeptor-Interaktionen wie beispielsweise ruhPattern-recognition” -Rezeptoren
wahrzunehmen. Einer dieser Rezeptoren ist der TL&eR einen spezifischen Rezeptor fur
Peptidoglycan und Lipoteichonsauren reprasenti&chyandneet al, 1999). Viele der ge-
nannten Substanzen sind zu dem auch als potenigadeen des klassischen und alternati-
ven Komplement-Wegs bekannt (Espersen, 1985; Kalkvas$ al, 1987; Verbrughet al,
1979; Wilkinsonet al, 1978). Die Tatsache, dass die Entfernung desRla vollstandig die
CD66b-Uberexpression verhinderte, in Kombinatiort dém beobachteten steilen Anstieg
der CD11b-Expression, legen daher die Vermutung hdass es sich bei dem vorliegenden
Effekt um eine Aktivierung der Komplement-Kaskadatielt (Abbildung 44).
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COMPLEMENT-ACTIVATION PATHWAYS

Classical | Lectin | Alternative Other
|
IgG- and IgM-containing bacterial surfaces LPS leukocyte activation
immune complexes M "
*

Cigrs MBL, MASPs C3-(H20) activation of

granule proteins
' |
CA.ICZ Factors B and D C5a and other

' C5 fragments
C3 convertase: (C3b-Bb or C4b.2a)

CE, C3a — anaphylatoxin
C3b —, opsenic facter
C5 convertase: (C3b)yBb or C4b-2a-3b)

\\ES Céa —» Anaphylatoxin
C5b-9 (membrane attack complex, MAC)

Abbildung 44: Komplement-Aktivierung. Die Komplement-Aktivierung kann tber drei verschiedene
Wege stattfinden: den klassischen, den alternativen und den Lektin Weg. Zuséatzlich gibt es die Mog-
lichkeit, dass leukozytare Proteasen freigesetzt werden und Komplementkomponenten wie C5 spal-
ten und somit ebenfalls Anaphylatoxine generieren.

Quelle: Sarma et al., 2006

Diese These wird durch die Ergebnisse der Expetienent dem C5aR1-Antagonisten W-
54011 bestatigt. Das durch den Einsatz des Antagamidie CD66b-Uberexpression nur teil-
weise aufgehoben wurde, deutet auf die Beteiligtorganderen Plasma- oder Komplement-
faktoren hin und zeigt, dass der vorliegende Aktivhgsphanotyp das Ergebnis einer Kom-
bination von mehreren Stimuli sein muss.

Die grof3en Unterschiede innerhalb der Einzelexpaniey die sich in einer relativ hohen
Standardabweichung ausdricken, werden vermutlicthddie komplexe Interaktion der ver-
schiedenen Komponenten verursacht. Hier kann ledsspeise die individuelle Plasmazu-
sammensetzung eine Rolle spielen. Ein anderer Metkfft den notwendigen Einsatz eines
Anti-Koagulant. Um die Experimente mit Vollblut dinfiihren zu kénnen, muss eine Inhibi-
tion der Koagulationskaskade erfolgen. Dafir wurdeliesem Fall der Wirkstoff Heparin
verwendet. Koagulationsfaktoren sind an der Aktiwigy von neutrophilen Granulozyten und
vieler anderer Immunkomponenten beteiligt @tcal, 1988; Strukova, 2006). Daher liegt die
Vermutung nahe, dass man durch die in vitro Bedigga bzw. die Inhibition dieser Fakto-
ren einen anti-inflammatorischen Effekt herbeifiiltér die Aktivierung der Immunzellen
und somit auch deren Aktivierungsphanotyp abschtvdgie Reaktion in vivo mit intakten

Koagulanzien musste dementsprechend starker arsféluf die Moglichkeit einer eventuel-
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len Verlagerung des experimentellen Set-Up’s vomitio in in vivo-Bedigungen wird im
weiteren Verlauf der Diskussion noch genauer eiagggn.

Das Auftreten von zahlreichen Zellaggregaten naeh Stimulation mit den bakteriellen
Uberstanden, bei denen die Anzahl der Zelldublefieerwogen, stellte eine zweite bemer-
kenswerte Veranderung im ,Verhalten“ der neutraghiGranulozyten dar. Die entstehenden
Zellcluster zeigten ein Polarisierungsmuster, déssh die Konzentrierung der Molekile
CD66b, CD11b und CD18 an den Zell-Zell-Kontaktgtelgekennzeichnet ist. Diese Gebiete
mit der hochsten Molekllkonzentration waren teisgesogar im Hellfeld als dunkle Punkte
in den jeweiligen Zellregionen erkennbar, was zl&dt die Annahme verstarkt, dass es sich
hier um eine molekilvermittelte und nicht um eimspezifische Zellinteraktion handelt.
Uberraschenderweise konnte man nach dem Erreiciemaximalen Dublettenanzahl zum
Zeitpunkt ,15 min“ eine Abnahme der Aggregate babiban. Simoret al (1998) beschrei-
ben im Detail den Prozess der homotypischen Aggimydei neutrophilen Granulozyten.
Nach der Stimulation mit fMLP beobachten sie beligsten Zellen eine L-Selektin urfi}-
Integrin abhé&ngige homotypische Aggregation unda@gsegation ahnlich dem hier vorlie-
genden Phanomen. Sie vermuten, dass die Zelltrgrewigrund einer Abnahme der Adhasi-
onsfahigkeit der Integrine erfolgt. Das MaximumAsggregaten wurde bei den Experimenten
in einem konstanten Flissigkeitsstrom mit eineinieften Starke von Scherkréften bzw.
einer bestimmten Stromungsgeschwindigkeit erziddt.aufgrund des enormen Aufwands fir
die Experimente dieser Arbeit keine Untersuchungaer ,flow“-Bedingungen durchgefuhrt
wurden, musste man, ausgehend von diesem Moddkr Btromungsbedingungen und
gleichzeitiger SaS-Stimulation noch eine deutliemedhung der Aggregatbildung erwarten.
Die beschriebenen Ph&dnomene zeigen, dass es sidarbpolarisierten Einzelzellen, die im
Abschnitt ,Ergebnisse” auch fotografisch dokumemtieurden, aller Voraussicht nach nicht
um aktivierte Einzelzellen sondern um getrenntdaggregate handelt. Die Ergebnisse der
Plasmasubstitution belegen, dass auch die beseheeldggregatbildung wie schon die
CD66b-Expression von der Anwesenheit von Plasmafaktabhéngig ist.
Rezeptorinteraktionen werden meistens von intralzg#n Signalkaskaden begleitet. Das
Molektl CD66b findet man innerhalb der Zellmembearsschlief3lich in so genannten lipid
rafts“. Aufgrund seiner Struktur ohne Zytoplasmadoen kann eine direkte Rezeptor-
Zytoplasma Interaktion also ausgeschlossen werHere Kreuzvernetzung der Molekiile
induziert eine Aktivierung deBrc KinaseHck, die ebenfalls in ,lipid rafts lokalisiert ist
(Robbinset al, 1995). Dies bietet die Moglichkeit einer Lipidpid Interaktion basierend auf
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dem GPI von CD66b und dem Palmitoylat k. Eine andere Variante, wie eine CD66b
induzierte Signaltransduktion ablaufen kdnnte,tliageiner direkten Interaktion des CD66b-
Molekils mit Transmembranproteinen, die Uber diadbigten Zytoplasmadoménen verfiu-
gen. Zu diesen zahlen die Integrine, die beregpatenzielle Mediatoren einer GPI-Protein-
induzierten Zellaktivierung beschrieben wurden ¢8tager, 1997). Die Beobachtung der
massiven Rezeptoransammlung an den Zell-Zell-Kastalken, die nachgewiesener Weise
die Molekile CD66b, CD11b und CD18 enthéalt, unddan vermutlich noch viele weitere
Rezeptoren beteiligt sind, lasst allerdings die Nbbgeit eines ausschlie3lich auf CD66b
basierenden Signalwegs als unwahrscheinlich ersehei

Die schon erwéhnte Rolle von CD66b in Adh&sionspseen, die Abhangigkeit der CD66b-
Uberexpression, wie auch der Aggregatbildung vasimhfaktoren, aber in erster Linie die
nachgewiesene parallel verlaufende CD66b-Expressiod Dublettenbildung bei einer
gleichzeitig im Vergleich zu den Einzelzellen erteithCD66b-Menge auf den Zelldubletten,
kénnen als Indikatoren fiir eine direkten Zusammaghawischen CD66b-Uberexpression
und Aggregatbildung angesehen werden. Zusatzlicitetielie nur leicht erhdéhte Dubletten-
anzahl nach fMLP-Stimulation bei nahezu identischeéBil1b/CD18-Level auf die Beteili-
gung eines zusatzlichen Integrin-unabhangigen Faktte CD66b hin. Die Adhasionseffi-
zienz von Zellen basiert u. a. auf der Anzahl urffin&at der exprimierten Adhasionsmole-
kule (Simonet al, 1998). Es scheint, dass CD66b, vielleicht in Koration mit anderen Mo-
lektlen, in der Lage ist, die Adhasionseffizienz deutrophilen Granulozyten sehr stark zu
erhohen, was letztendlich zu einer Clusterbilduag Zellen fuhrt. Die Zelladhasion ist ein
komplexer Prozess, an dem viele Molekiile betedigtl. CD66b kdnnte dabei eine zentrale
Rolle zwischen dem auf L-Selektin basierendem jRgfl und der durch dig,-Integrine
induzierten ,festen* Adhasion einnehmen.

Die Kreuzvernetzung der Molekile scheint der zéatkéechanismus zu sein, um die CD66b-
Funktionen zu vermitteln. Wie schon erwahnt, fidigser Ligationsprozess zum oxidativen
Burst und der Ausschittung des pro-inflammtorischgtokins IL-8 bei neutrophilen Granu-
lozyten. Die nach der Uberexpression vorhanden@eghdolekiildichte auf der Zelloberflache
konnte eine Kreuzvernetzung beginstigen. Da CDGdd keine homotypischen Verbindun-
gen eingeht, musste diese Molektlverknupfung vteislich unter Teilnahme von anderen
Mitgliedern der CD66-Familie, wie CD66d und CD6é&€folgen. Die nach dem Zusammen-
treffen zweier CD66B-Zellen stattfindende Kreuzvernetzung konnte zerinassiven Zell-

aktivierung mit Polarisierung fiuhren, die wiederutie beobachtete rezeptorvermittelte
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Clusterbildung erklaren wirde. Bei diesem Modelra@iCD66b als Initiator einer Zellakti-
vierung mit Zellpolarisierung fungieren, die in einrAggregatbildung endet. Die feste Adha-
sion zwischen den Zellen wirde dann auf anderereklibén wie den Integrinen basieren.
Deren Funktion kénnte dann wiederum durch Mitglreder CD66b-Familie reguliert wer-
den, was zu einem sich selbst verstarkenden Hifikén konnte. Diese These wird durch die
.Kreuzvernetzungs-Experimente® unterstutzt. Dured Brgebnisse kann erstmals dokumen-
tiert werden, dass eine Kreuzvernetzung der CD66keklile neben einer Induktion des oxi-
dativen Bursts (Lund-Johansenal., 1993) ebenfalls zur Aggregatbildung von neutilgoh
Granulozyten innerhalb des Vollbluts fuhrt. Die Aht der gebildeten Zellcluster ist dabei
abhangig vom Aktivierungszustand und scheint unafgiigivon der CD11b-Expression zu
verlaufen. Dies fuhrt zur Annahme, dass die Anziil exprimierten CD66b-Molektle ent-
scheident fur das Ausmald der Aggregatbildung ighiMCD66b-Molekile sind in der Lage
eine starkere Kreuzvernetzung zu induzieren, wasisieiner stark erhdhten Anzal an Zellc-
lustern niederschlagt. Eine hohe Molekuldichte @deif Zelloberflache scheint in der Lage zu
sein, eine schnell verlaufende und sehr effektieladhasion herbeizufihren, die zu einer
Dysfunktion der neutrophilen Granulozyten beitragénnte. Eine andere Mdglichkeit einen
solchen pathophysiologischen Zustand auszultsestelitein der Interaktion mit dem Endo-
thel. Brownet al (2006) beschreiben, dass anti-CD11b-AntikérpeNseitrophilen von Sep-
sispatienten in vitro nicht, wie im Normalfall, eirinteraktion mit einem Endothelmonolayer
verhindern kdnnen. CD66b koénnte also ein Kandidat,er zu dieser anormalen Adhé&sion
beitragt (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Neutrophil-Endothel-Interaktion wahre nd einer Entziindungsreaktion. A, Die
Wechselwirkung zwischen Selektinen auf Neutrophilen (L-Selektin) und Endothelzellen (E-Selektin
und P-Selektin) induziert das ,Rolling" der Neutrophilen. B, Durch rdumliche Nahe zum Endothel bzw.
zum Entzindungsort werden die Neutrophilen aufgrund von pro-inflammatorischen Botenstoffen wie
Interleukin-8 aktiviert und exprimieren Rezeptoren wie die B,-Integrine CD1la und CD11b, die eine
feste Adhasion induzieren. C, Wahrend einer Sepsis findet diese Adhéasion ebenfalls, allerdings in
sehr viel héherer Intensitat statt. Neben der zusétzlichen Beteiligung von CD49d—-CD106 wird die Be-
teiligung von weiteren Molekilen vermutet.

Quelle: Brown et al., 2006b

Die Tatsache, dass es bisher keine verfugbarentéBues gibt, die die Funktionen von
CD66b neutralisieren, stellt das Hauptproblem f@rfdnktionelle Untersuchung dieses Pro-
teins dar. Durch die Arbeit kann daher eine Begeilig von CD66b an der Neutrophilaggre-
gation zwar als sehr wahrscheinlich angesehen wedier finale Beweis aber ohne einen

nicht aktivierenden CD66b-Inhibitor/Antagonistetetendlich nicht erbracht werden.
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Gram-positive Infektion im Gewebe

A

Eintrag von Gram-positiven
Substanzen in Blutstrom

\

Plasmaaktivierung
(+ direkte Rezeptorstimulation)

1

periphere neutrophile Granulozyten:
starker Aktivierungsimpuls

)

CD66b-Kreuzvernetzung / Zellpolarisierung

A

kurze, reversible, Rezeptor-abhangige Adhésion
fehlender endothelialer Co-Stimulus

)

Verlust der Transmigrationsfahigkeit

Abbildung 46 :
Modell eines CD66b-induzierten

Transmigrationsdefizits

Eine Kombination von Literaturrecherche
mit den vorliegenden Ergebnissen konnte
dennoch ausreichende Informationen lie-
fern, um ein theoretisches Modell eines
CD66b-induzierten

migrations-Defizits zu erstellen, wie es

Neutrophil  Trans-
wahrend einer
auftreten konnte (Abbildung 46): Eine

Gewebe/Blut-Barriere

Gram-positiven Sepsis
Penetration der
fuhrt zu einem massiven Eintrag von
Gram-positiven Substanzen in den Blut-
strom. Dadurch wird das Plasma aktiviert
und, wie in den vorliegenden
Experimenten eine spezielle Art der
Entzindungsreaktion generiert. Dieser
massive Aktivierungsimpuls aktiviert die

peripheren neutrophilen Granulozyten, die
dann den beschriebenen pathologischen
Aktivierungsphanotyp ausbilden. Dar-
aufhin kommt es zu einem kurzen und
reversiblen homotypischen Adhasions-

prozess, der ohne die im Normalfall

vorliegenden Co-Stimuli des Endothels zu einerTadansmigration betreffenden Dysfunktion

der Zellen fiuhrt. Dieser Prozess koénnte parallehalie Adhasion an das Endothelium betref-

fen, wo die CD66b-Uberexpression ebenfalls einelgréiche Einwanderung verhindert. Um

die Frage zu klaren, in wieweit durch die CD66b-téberession die Einwanderung ins Ge-

webe verhindert wird, reicht ein einfacher EndotNeltrophil-Interaktions-Assay nicht aus,

da nicht die Adhasion an das Endothel, sonderidrehwanderung blockiert ist. Man miss-

te daher ein komplettes in vitro Transmigrationselbodtablieren. Dies ware allerdings bei

weitem Uber den Umfang dieser Arbeit hinausgeganigeMoment kann man also nur spe-

kulieren, ob der beschriebene Aktivierungsphanatypdirektem Zusammenhang zur in

Gram-positiver Sepsis beobachteten neutrophilesfubktion steht.
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Weitere Studien sind zu dem notwendig, um die Bgtaig von weiteren spezifischen Plas-
mafaktoren und anderen Oberflachenmolekilen nackizew. In vitro-Sepsis Modelle sind
sehr theoretisch, da bei diesem komplexen Syndem wele verschiedene Komponenten
eine Rolle spielen. Fir die Untersuchung von CDgibb es in diesem Zusammenhang aber
kaum eine Alternative, da dieses Molekil, wie bestien, bei Versuchstieren wie Mausen
und Ratten nicht vorkommt.

Zusammenfassend kann man also postulieren, dashk dig vorliegende Arbeit neue Er-
kenntnisse im Hinblick auf die Bedeutung von CD&®&h Gram-positiver Sepsis gewonnen
werden konnten. Die Ergebnisse kbnnen somit zuneimesseren Verstandnis dieses komple-

xen pathophysiologischen Prozesses beitragen.
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VI Zusammenfassung

Im Zuge dieser Arbeit wurden verschiedest@aphylococcus aureusStdmme gleichen Se-
guenztyps tierischen oder humanen Ursprungs Imthsic ihrer humanpathologischen Ei-
genschaften charakterisiert. Dabei sollten neuetrtnisse hinsichtlich der Adaptionsfahig-
keit von klassischen Tierstammen wie den ST9 und98Tan den Menschen, sowie allge-
meine Mechanismen in der Wirt-Erreger-Beziehungrsuicht werden. Durch eine intensive
Analyse sowohl auf genetischer, immunologischee, awich auf Proteinebene, konnten dabei
signifikante Unterschiede zwischen den Stammermgdsstllt werden. Wahrend bei den Se-
quenztypen 9 in einem humanen Isolat mit dem IE@T(uine Evasion Cluster) zusatzliche
Virulenzgene detektiert werden konnten, wurden iina® der Sequenztypen 398 Unter-
schiede in der Virulenz festgestellt, die nicht daef Aneignung von zusatzlichen Virulenz-
faktoren, sondern aller Voraussicht nach auf Ves&mtgen in der Genregulation basieren.
Zwei Stamme humanen Ursprungs zeigten eine stark,fir diesen Erregertyp erstmals
beschriebene Erhohung der Adhasionseigenschafteeimer gleichzeitig drastischen Zu-
nahme des Lysepotenzials, was darauf hindeutes, dlasKkombination der beiden Faktoren
bei der Steigerung der Humanpathogenitat eine alenRolle spielt. Bei dieser Beobachtung
handelte es sich um ein ungewdhnliches Phanomeatiedzentralegr-abhangige Genregula-
tion von Stapyhlococcus aureus Zuge eines Entweder-Oder-Mechanismus die Stange
von nur einer der beiden Komponenten vorsieht. Dahess innerhalb der Stamme eine Ver-
anderung desgr-Gens oder eine Verschiebung hin zu anderen Regugatechanismen
stattgefunden haben.

Der zweite Schwerpunkt der Arbeit lag in der Untefging der Interaktion von Substanzen
Gram-positiven Ursprungs mit Vollblut. Im Zuge dessollte ein in vitro Modell zur Gram-
positiven Sepsis entwickelt werden, in dem die scimoder Literatur beschriebene Sepsis-
induzierte Dysfunktion der neutrophilen Granulomytgenauer analysiert werden sollte.
Durch die Inkubation von bakteriellem Uberstand Witlblut konnte in den Experimenten
erstmals ein Aktivierungsphanotyp induziert werdeer durch eine Uberexpression des
Oberflachenmarkers CD66b gekennzeichnet war. Bipseifische Zellaktivierung war plas-
maabhangig und fand unter Beteiligung des Kompléfakiors C5a statt. Zusatzlich konnte
eine mit der CD66b-Expression einhergehende stankehme von homotypischen granulo-

zytaren Zellaggregaten dokumentiert werden, dei&tuBg durch eine Kreuzvernetzung der
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CD66b-Molekiile verstarkt werden konnte. Dies sprfth eine Beteiligung des Molekils an
pathologischen Zelladh&asionsprozessen. Das engstaridodell bietet neue Ansatze, um die
beschriebene Dysfunktion der neutrophilen Granuzyu erklaren, und liefert somit auch
neue Informationen, die letzendlich in neue Behamgbansatze der Gram-positiven Sepsis
einflie3en kdnnten.

In dieser Arbeit konnten also auf zwei Themenfeldegue, erstmals beschriebene Phanome-
ne dokumentiert und analysiert werden, die einechtigen Beitrag zum Verstandnis von

Staphylococcus auretdsduzierten Infektionsabléaufen liefern.
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ATCC (American Type Collection)

C5a (complement component 5)

C5aR (complement component 5 receptor)
CA (community aquired)

CEA (carcino embryonic antigen)

DAMP (danger associated molecular pattern)
ESL-1 (E-selectin-ligand-1)

FKS (fotales Kalberserum)

fMLP (N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine)
FPR (formyl-peptide-receptor)

G-CSF (granulocyte colony-stimulating-factor)
GPI (glycophospatidylinositol)

ICAM (intercellular adhesion molecule)

IEN (interferon)

IL (interleukin)

KBE (Kolonie-bildende Einheiten)

LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1)
LPS (lipopolysaccharide)

LTA (lipoteichoic acid)

Macl (macrophage antigen 1)

MCYV (Mittleres corpusculéres Volumen)
MHCII ( major histocompatibility complex I1)
MLST (multi-locus sequence-type)

MODS (multiple organ dysfunction)

MRSA (Methicillin-resistanStapylococcus aurels

MSCRAMM (microbial surface components-recognizirtt@sive matrix molecules)

MSSA (Methicillin-susceptiblé&taphylococcus aureus

PAMP (pathogen-associated molecular pattern)
PG (peptidoglycan)
PSGL-1 (P-selectin-glycoprotein-ligand-1)
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ROS (reactive oxygen species)

SaS Gtaphylococcus auressipernatant)
ST (sequence type)

TLR (Toll-like receptor)

TNF (tumor necrosis factor)

S. aureus-Gene:

capsule-1= Capsule Type 1

capsule-5= Capsule Type 5

capsule-8= Capsule Type 8

icaA = Intercellular Adhesion protein A (N-glycosyltrdesase)
icaC = Intercellular Adhesion protein C

ica D = Intercellular Adhesion protein D

bap = Surface Protein involved in Biofilm formation
clfA-all = Clumping Factor A

clfB-all = Clumping factor B

cna= Collagen-Binding Adhesion

ebh-all= Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein
fib = Fibrinogen Binding Protein

fnbA-all = Fibronectin-Binding Protein A

fnB-COL= Fibronectin-Binding Protein B

map= Major Histocompatibility Complex Class Il Analégotein

vwb-all = Willebrand Factor — Binding Protein
sasG=S. aureusSurface Protein G

tst-1= Toxic Shock Syndrome Toxin

entA= Enterotoxin A

entB= Enterotoxin B

entC= Enterotoxin C

entD = Enterotoxin D

entE= Enterotoxin E

entG= Enterotoxin G
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entH= Enterotoxin H

entl = Enterotoxin |

entJ= Enterotoxin J

entK = Enterotoxin K

entL = Enterotoxin L

entM = Enterotoxin M

entN= Enterotoxin N

entO= Enterotoxin O

entQ= Enterotoxin Q

entR= Enterotoxin R

entU = Enterotoxin U

egc-cluster= Enterotoxins seg/sei/sem/sen/seo/seu
PVL = Pantone-Valentine Leukocidin
lukM/lukF-P83= Bovine Leukocidin

lukF = Haemolysin Gamma, Component B

lukS= Haemolysin Gamma, Component C

higA = Heamolysin Gamma, Component A

lukD = Leukocidin D Component

luKE = Leukocidin E Component

hla = Haemolysin Alpha (Alpha Toxin)

hld = Haemolysin Delta (Amphiphylic Membrane Toxin)
hib = Haemolysin Beta (Phospholipase C)

sak= Staphylokinase

chp= Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS)

scn= Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN)
aur = Aureolysin

splA= Serine Protease A

splB = Serine Protease B

splE= Serine Protease E
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Anhang

ST398c:

Genetic markers for S. aureus / MRSA / PVL

Taxonomy Species Marker S.aureuy positive
MRSA (mecA) positive
PVL negative

Species Markers / Regulatory Genes

Gene/Probe Result Explanation

23S-rRNA positive| 23S-rRNA Gene

gapA positive| Glyceraldehyde 3-phosphate Dehydrogenase
katA ambiguous | Catalase

COA positive| Coagulase

Protein A positive| Staphylococcus Protein A

shi positive| 1IgG-binding protein

nuc positive| Thermostable Nuclease (DNAse)

fnbA positive| Fibronectin-binding Protein A

vraS positive| vraS Sensor Protein

sarA positive| Staphylococcal Accessory Regulator A
eno positive| Enolase, Phosphopyruvate Hydratase
saeS positive| Histidine Protein Kinase (sae Locus)

Resistance Genotype

Gene/Probe Result Explanation

mecA positive | Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, deffig MRSA
blaz positive | Beta-Laktamase

blal positive| Beta Lactamase Repressor (Regulatory Protein)
blaR positive| Beta Lactamase Regulatory Protein

ermA negative Macrolide, Lincosamide, Streptogramin

ermB positive| Macrolide, Lincosamide, Streptogramin

ermC positive| Macrolide, Lincosamide, Streptogramin

linA negative Lincosamides

msrA negative Macrolide

mefA negative Macrolide

mpbBM negative Macrolide

vatA negative Streptogramine

vatB negative Streptogramine

vga negative Streptogramine

vgaA negative Streptogramine

vgb negative Streptogramine

aacA-aphD negative Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin)
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aadD
aphA

sat

dfrA

far
Q6GD50
mupR
tetk
tetM
tetEfflux
cat

fexA

cfr

fosB

vanA
vanB
vanZ

positive
negative

positive
negative
negative
negative
negative
positive
positive
positive
negative
negative
negative

negative

negative
negative
negative

mercury resistance log negative

gacA
gacC

Virulence Genotype

Gene/Probe
tst-1
tst-RF122
entA
entA-320E
entA-N315
entB

entC
entCM14
entD

entE

entG

entH

entl

entJ

entk

entL

entM

entN
entN_1
entO

entQ

entR

entU
egc-cluster

PVL

negative
negative

Result

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

negative

Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin)
Aminoglycoside (Kanamycin, Neomycin)

Streptothricin

Trimethoprim

Fusidic acid

Putative Fusidic Acid Resistance Protein
Mupirocin

Tetracycline

Tetracycline

Tetracyclin Efflux Protein (Putative Transport f&ia)
Chloramphenicol

Chloramphenicol

Phenicols, Lincosamides, Oxazolidinones (Linezq
Pleuromutilins, Streptogramin A

Putative Marker For Fosfomycin, Bleomycin

Vancomycin
Vancomycin
Vancomycin

Mercury resistance operon
Unspecific efflux pump
Unspecific efflux pump

Explanation

Toxic Shock Syndrome Toxin

Toxic Shock Syndrome Toxin, allele from bovineasis
Enterotoxin A

Enterotoxin A, allele from 320E
Enterotoxin A, allele from N315
Enterotoxin B

Enterotoxin C

Enterotoxin -like Protein (ORF CM14 of U10927.2)
Enterotoxin D

Enterotoxin E

Enterotoxin G

Enterotoxin H

Enterotoxin |

Enterotoxin J

Enterotoxin K

Enterotoxin L

Enterotoxin M

Enterotoxin N

Enterotoxin N - other than RF122
Enterotoxin O

Enterotoxin Q

Enterotoxin R

Enterotoxin U

Enterotoxins seg/sei/sem/sen/seo/seu

Pantone-Valentine Leukocidin
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lukM/lukF-P83

lukF

lukS
lukS-ST22+ST45
higA

lukD

lukE

lukX
lukY-varl
lukY-var2
hl

hla

hid

hilll

hi_III_Other than RF1z

hib

un-truncated hib
sak

chp(CHIPS)

scn

etA
etB
etD
edinA
edinB
edinC

aur

aur - OtherThan252

aur-MRSA252
splA

splB

SplE

SSpA

sspB

sspP

ACME-locus
arcA-SCC
arcB-SCC
arcC-SCC
arcD-SCC

agr-Typing

Gene/Probe
agrl

agrll

agrlll

agriv

negative

positive
positive
positive
positive
negative
negative
positive
positive
negative
positive
positive
positive
positive
positive

Bovine Leukocidin

Haemolysin Gamma, Component B

Haemolysin Gamma, Component C

Haemolysin Gamma, Component C, allele from ST2R%i45
Haemolysin Gamma, Component A

Leukocidin D Component

Leukocidin E Component

Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein
Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein
Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein, alldliem MRSA252
Hypothetical Protein similar to Haemolysin

Haemolysin Alpha (Alpha Toxin)

Haemolysin Delta (Amphiphylic Membrane Toxin)

Putative Haemolysin I

Putative Haemolysin Ill (other than RF122)

negative Haemolysine Beta (Phospholipase C)
positive| Haemolysine Beta (Phospholipase C / un-truncated)

negative Staphylokinase

negative Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS)

negative Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN)

negative Exfoliative Toxin A

negative Exfoliative Toxin B

negative Exfoliative Toxin D

negative Epidermal cell differentiation inhibitor A

negative Epidermal cell differentiation inhibitor B

negative Epidermal cell differentiation inhibitor C
positive| Aureolysin

negative Aureolysin, allele from other than MRSA252
positive| Aureolysin, allele from MRSA252

negative Serine Protease A

negative Serine Protease B

negative Serine Protease E
positive| Glutamyl Endopeptidase / V8-Protease
positive| Staphopain B
positive| Staphopain A (Staphylopain A)

negative Arginine catabolic mobile element

negative arginine deiminase

negative ornithine transcarbamoylase

negative carbamate kinase, locus 2

negative arginine/ornithine antiporter

Result Explanation

positive| Accessory Gene Regulator - Type 1

negative
negative
negative

Accessory Gene Regulator - Type 2
Accessory Gene Regulator - Type 3
Accessory Gene Regulator - Type 4
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SCCmec-Typing

Gene/Probe
mecA
mecR

mecR_truncated

mecl

ugpQ
ccrA-1
CCrA-2
ccrA-3
CcCcrAA-
MRSAZHA47
CCrA-4
ccrB-1
ccrB-2
ccrB-3
ccrB-4
ccrC

merA
merB
kdpA-SCC
kdpB-SCC
kdpC-SCC
kdpD-SCC
kdpE-SCC

plsSCC-COL
Q9XB68-dcs
xylR

Result
positive
negative
negative
negative
positive
negative
negative
negative
positive

negative
negative
negative
negative
negative
positive
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

negative
negative
negative

Capsule / Biofilm

Gene/Probe
capsule-1
capsule-5
capsule-8

capH1
capJl
capKl
capH5
capJ5
capK5
capH8
capl8
capJ8
capKks8
icaA
icaC
icaD
bap

Explanation

Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, deifig MRSA
Signal Transducer Protein MecR1

Signal Transducer Protein MecR1 - truncated
Methicillin-Resistance Regulatory Protein
Glycerophosphoryl-diester-Phosphodiesterase toaxiecA)
Cassette Chromosome Recombinase A, type 1
Cassette Chromosome Recombinase A, type 2
Cassette Chromosome Recombinase A, type 3
Cassette Chromosome Recombinase A, type ZH47

Cassette Chromosome Recombinase A, type 4
Cassette Chromosome Recombinase B, type 1
Cassette Chromosome Recombinase B, type 2
Cassette Chromosome Recombinase B, type 3
Cassette Chromosome Recombinase B, type 4
Cassette Chromosome Recombinase C
Mercuric Reductase (SCCmec type Ill)

Alkylmercury Lyase (SCCmec type III)

Potassium-transporting ATPase A chain
Potassium-transporting ATPase B chain
Potassium-transporting ATPase C chain
Sensor Histidine Kinase (Sensor Protein locatddimoperon)

KDP Operon Transcriptional Regulatory Protein (DHidding Respons
Regulator)

plasmin-sensitive surface protein
Hypothetical Protein Historical Name: CN0O50 Synasy dcs
Pseudogene of Xylose Repressor

Result Explanation
negative Capsule Type 1
positive| Capsule Type 5
negative Capsule Type 8
negative Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapHutapype 1
negative O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 1
negative Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein Gagpsule Type 1
positive| Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapHulzapype 5
positive| O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 5
positive| Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein Gagpsule Type 5
negative Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapHuzatype 8
negative Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapluBapge 8
negative O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 8
negative Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein Gagpsule Type 8
positive| Intercellular Adhesion Protein A (N-glycosyltraasise)
positive| Intercellular Adhesion Protein C
positive| Biofilm PIA Synthesis Protein D
negative Surface Protein Involved In Biofilm Formation
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MSCRAMMSs / Adhaesion Factors

Gene/Probe
bbp-all
bbp-COL+MW2
bbp-MRSA252
bbp-Mu50
bbp-RF122
bbp-ST45

clfA-all
clfA-COL+RF122
clfA-MRSA252
clfA-Mu50/MW?2
clfB-all
clfB-COL+Mu50
clfB-MW2
clfB-RF122

cha
ebh-all

eno

fib
fib-MRSA252

ebpS
ebpS-01-1111
ebpS-COL

fnbA-all
fnbA-COL
fnbA-MRSA252
fnbA-Mu50+MW?2
fnbA-RF122

fnbB-COL
fnbB-COL+Mu50+MW2
fnbB-Mu50

fnbB-MW?2

fnbB-ST15
fnbB-ST45-2

map
map-RF122

map-MRSA252

map-Mu50+MWwW2

sdrC-all

sdrC-B1

Result
positive
ambiguous
negative
negative
negative
positive

positive
positive
negative
positive
positive
negative
positive
positive

positive
positive
positive
negative
positive

positive
positive
positive

positive
negative
negative
negative
negative

negative
positive
positive
negative
ambiguous
negative

positive
positive

positive

ambiguous

positive

negative

Explanation

Bone Sialoprotein-Binding Protein

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from C@hd MW2
Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from MiRZS2
Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from Mu5

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from RR1

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from $T4

Clumping Factor A

Clumping Factor A, allele from RF122
Clumping Factor A, allele from MRSA252
Clumping Factor A, allele from MU50 / MW2
Clumping Factor B

Clumping Factor B, allele from COL / MU 50
Clumping Factor B, allele from MW2
Clumping Factor B, allele from RF122

Collagen-Binding Adhesin

Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein
Enolase, Phosphopyruvate Hydratase
Fibrinogen Binding Protein

Fibrinogen Binding Protein, allele from MRSA252

Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein
Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protedtiele from ST45
Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protedtiele from COL

Fibronectin-Binding Protein A

Fibronectin-Binding Protein A, allele from COL
Fibronectin-Binding Protein A, allele from MRSA252
Fibronectin-Binding Protein A, allele from MUS5O0WW2
Fibronectin-Binding Protein A, allele from RF122

Fibronectin-Binding Protein B

Fibronectin-Binding Protein B, allele from COL 080 / MW2
Fibronectin-Binding Protein B, allele from MU50
Fibronectin-Binding Protein B, allele from MW2
Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST15
Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST45

Major Histocompatibility Complex Class Il Analogd®ein

Major Histocompability Complex Class Il Analog Protein, all¢
from RF122

Major Histocompatibility Complex Class Il Analog d@ein, allele
from MRSA252

Major Histocompatibility Complex Class Il Analog d@ein, allele
from MU50 / MW2

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBinmding Prote-
inC

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in C, allele from B1
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sdrC-COL

sdrC-Mu50

sdrC-
MW2+MRSA252+RF122
sdrC-OtherThan252+122

sdrD-COL+MW?2

sdrD-Mu50

sdrD-other

sdrD-OtherThan252+122

vwb-all
vwb-COL+MW?2
vwb-MRSA252
vwb-Mu50
vwb-RF122

sasG

sasG-COL+Mu50
sasG-MW2
sasG-OtherThan252+122

Immunevasion & Misc.

Gene/Probe
isaB
isaB_ MRSA252

mprF
mprF_COL+MW?2
mprF_Mu50+252
isdA

isdA-MRSA252
isdA-OtherThan252

ImrP
ImrP-RF122

Q2YUB3
hsdS1-RF122

hsdS2-ST5+ST8

negative | Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in C, allele from COL
positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in C, allele from MU50
positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in C, allele from MW2 / MRSA252 / RF122
negative | Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in C, allele from other than MRSA252 / RF122

negative | Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in D
positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in D, allele from MU50
negative | Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in D, allele from Other
positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Prote-
in D, allele from Other Than MRSA252 / RF122

positive| Willebrand Factor - Binding Protein
negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele fron®C/ MW2
negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele frorR@A252
negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele from .0
negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele fronkR22

negative | S. aureus Surface Protein G

negative | S. aureus Surface Protein G, allele from COL / U5

negative | S. aureus Surface Protein G, allele from MW2

negative | S. aureus Surface Protein G, allele from other tM&5A252 an
RF122

Result Explanation
positive| Immunodominant Antigen B
positive| Immunodominant Antigen B, allele from MRSA252

positive| Probable Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Dsiie
Resistance)
ambiguous Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin iRes
tance), allele from COL/MW?2
positive| Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin iRes
tance), allele from MU50/MRSA252

positive| Heme/Transferrin-Binding Protein
positive| Heme/Transferrin-Binding Protein, allele from MR&FR
negative | Heme/Transferrin-Binding Protein, allele from Qthe
ThanMRSA252

positive| Putative Transporter Protein
negative | Putative Transporter Protein, allele from RF122

negative | Multidrug Resistance Protein

negative | Site-sgcific Deoxyribonuclease Subunit Type 1, al
from RF122

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, a
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from ST5/ST8

hsdS2-MW2+476 negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, a
from MW2 / 476

hsdS2-RF122 negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, a
from FR122

hsdS2-MRSA252 negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, a

from MRSA252

hsdS3-AllOtherThanRF122+252 | negative | Site-specific Deoxyribonuebse Subunit Type 3, all
from any other than MRSA252 / RF122

hsdS3-ST8+ST1+RF122 negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, a
from ST8/ST1/RF122

hsdS3-Mu50+N315 negative | Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 3elal
from Mu50 / N315

hsdS3-CC51+MRSA252 negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, a
from CC51 / MRSA252

hsdS3-MRSA252 negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, a
from MRSA252

hsdSx-CC25 positive| Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type X, a
from CC25

hsdSx-CC15 positive| Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type X, a
from CC15

hsdSx-etd negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type X, a
from etD

Q2FXCO0 negative | Q2FXCO

Q7A4X2 negative | Hypothetical Protein Next To entG

hysA1-MRSA252 negative | Hyaluronate Lyase A1_MRSA252

hysA1MRSA252+RF122 ar positive Hyalunorate Lyase Al, alleles from MRSA252/RF124

hysA2-all Hyalunorate Lyase A2, all alleles

hysA1MRSA252+RF122 ar positive Hyalunorate Lyase Al, alleles from MRSA252/RF124

hysA2-COL+USA300 Hyalunorate Lyase A2, all alleles

hysA2-AllOtherThan252 negative | Hyaluronate Lyase A2, any other allele than MRS225

hysA2-COL+USA300+NCTC positive| Hyaluronate Lyase A2_COL/USA300/NCTC8325

hysA2-AllOtherThan negative |Hyaluronate Lyase A2, any other allele t

COL+USA300+NCTC COL/USA300/NCTC8325

hysA2-MRSA252 ambiguous Hyaluronate Lyase A2_MRSA252

set / ssl Genes

Probe Result Explanation

setC_MW0345 positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein C

set6-COL-SACOL468 positive| Staphylococcal Superantigérke Protein 6 /SSL1, allele from C(
/ SCOL468

set6-Mu50-SAV0422 positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 6 /SSL1, allele fro
Mu50 / SAV0422

set6-MW2-MW0382 negative Staphylococcal Superantigéike Protein 6 /SSL1, allele fro

MW2 / MW0382
set6-SAR0422-MRSA252 negative Staphylococcal Superantigéike Protein 6 /SSL1, allele fro
SAR0422-MRSA252

set6_All_Others positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /Sy, other allele
set6RF122 negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSRF122

set7 positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein 7 /SSL2

set8/sslI3 negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 8 /SSL3

set8/ssl3- MRSAZ25] negative Staphylococcal Superantigeike Protein 8 /SSL3, allele fro
SAR0424 MRSA252-SAR0424

set9/ssl4 ambiguous | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 9 /SSL4
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set9/ssl4 - MRSA25

SAR0425
set3/ssl5
set3/ss!5 - RF122

set3/ssl5 - MRSA252

set21/ssl6

set21/ssl6-NCTC / MW2

setl/ssl7

setl/ssl7-MRSA252

setl/ss|7-AF188836

set12/ssl8
set5/ssl9

setb/ss|9-MRSA252

set4/ssl10
set4/ss|10-RF122

set4/ssl10-MRSA252

set2/ssl11-COL

set2/ssl11-Mu50/N315

set2/ssl11-MRSA252

positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 9 /SSL4, allele fro
MRSA252-SAR0425
negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 3 /SSL5
negative Staphylococcal Superantigéike Protein 3 /SSL5, allele fro
RF122
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 3 /SSL5, allele fro
MRSA252
negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 21 /SSL6
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 21 /SSL6, allele frc
NCTC8325 / MW2
positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein 1 /SSL7
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 1 /SSL7, allele fro
MRSA252
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 1 /SSL7, allele fro
AF188836
negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 12 /SSL8
negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 5 /SSL9
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 5 /SSL9, allele fro
MRSA252
negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 4 /SSL10
negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein 4 /B%Lallele fron

RF122
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 4 /SSL10, allele frc
MRSA252
negative Staphylococcal Superantigeike Protein 2 /SSL11, allele frc
COL
negative Staphylococcal Superantigéike Protein 2 /SSL11, allele frc
Mu50 / N315
set2/ssl11-MW2/MSSA47 negative Staphylococcal Superantigéike Protein 2 /SSL11, allele frc
MW2/MSSA476
positive| Staphylococcal Superantigen-LikeoRsin 2 /SSL11, allele fro
MRSA252

setB3
setB3-MRSA252

setB2
setB2-MRSA252

setB1

ST398f :

negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein B3
positive| Staphylococcal Superantigeéike Protein B3, allele froi
MRSA252
negative Staphylococcal Superantigen-Like Protein B2
positive| Staphylococcal Superantigeéike Protein B2, allele frol
MRSA252
positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein B1

Genetic markers for S. aureus / MRSA / PVL

Taxonomy

MRSA (mecA)
PVL

Species Marker S.aureuy positive

positive
negative

Species Markers / Regulatory Genes

Gene/Probe

Result

Explanation
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23S-rRNA
gapA
katA

COA
Protein A
shi

nuc

fnbA
vraS
sarA

eno

saeS

positive| 23S-rRNA Gene

positive| Glyceraldehyde 3-phosphate Dehydrogenase
positive Catalase

positive| Coagulase

positive| Staphylococcus Protein A

positive| 1IgG-binding protein

positive| Thermostable Nuclease (DNAse)
positive| Fibronectin-binding Protein A

positive| vraS Sensor Protein

positive| Staphylococcal Accessory Regulator A
positive| Enolase, Phosphopyruvate Hydratase
positive| Histidine Protein Kinase (sae Locus)

Resistance Genotype

Gene/Probe
mecA

blaz
blal
blaR
ermA
ermB
ermC
linA
msrA
mefA
mpbBM
vatA
vatB
vga
vgaA
vgb
aacA-aphD
aadD
aphA

sat

dfrA

far
Q6GD50
mupR
tetk
tetM
tetEfflux
cat

fexA

cfr

fosB

vanA
vanB
vanZ

Result
positive

positive
positive
positive
positive
positive
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
positive
negative

negative
negative
negative
negative
negative
positive
positive
positive
negative
negative
negative

negative

negative
negative
negative

Explanation
Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, deifig MRSA

Beta-Laktamase

Beta Lactamase Repressor (Regulatory Protein)
Beta Lactamase Regulatory Protein
Macrolide, Lincosamide, Streptogramin
Macrolide, Lincosamide, Streptogramin
Macrolide, Lincosamide, Streptogramin
Lincosamides

Macrolide

Macrolide

Macrolide

Streptogramine

Streptogramine

Streptogramine

Streptogramine

Streptogramine

Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin)
Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin)
Aminoglycoside (Kanamycin, Neomycin)

Streptothricin

Trimethoprim

Fusidic acid

Putative Fusidic Acid Resistance Protein
Mupirocin

Tetracycline

Tetracycline

Tetracyclin Efflux Protein (Putative Transport i)
Chloramphenicol

Chloramphenicol

Phenicols, Lincammides, Oxazolidinones (Linezoli
Pleuromutilins, Streptogramin A

Putative Marker For Fosfomycin, Bleomycin

Vancomycin
Vancomycin
Vancomycin
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mercury resistance log negative

gacA
gacC

Virulence Genotype

Gene/Probe
tst-1
tst-RF122
entA
entA-320E
entA-N315
entB

entC
entCM14
entD

entE

entG

entH

entl

entJ

entk

entL

entM

entN
entN_1
entO

entQ

entR

entU
egc-cluster

PVL
lukM/lukF-P83

lukF

lukS
lukS-ST22+ST45
higA

lukD

lukE

lukX
lukY-varl
lukY-var2
hi

hla

hid

hilll

hi_IIl_Other than RF1z

hib

un-truncated hlb
sak

chp(CHIPS)

scn

negative
negative

Result

negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative

negative
negative

positive
positive
positive
positive
negative
negative
positive
positive
negative
positive
positive
positive
positive
positive
negative
positive
negative
negative
negative

Mercury resistance operon
Unspecific efflux pump
Unspecific efflux pump

Explanation

Toxic Shock Syndrome Toxin

Toxic Shock Syndrome Toxin, allele from bovineasis
Enterotoxin A

Enterotoxin A, allele from 320E
Enterotoxin A, allele from N315
Enterotoxin B

Enterotoxin C

Enterotoxin -like Protein (ORF CM14 of U10927.2)
Enterotoxin D

Enterotoxin E

Enterotoxin G

Enterotoxin H

Enterotoxin |

Enterotoxin J

Enterotoxin K

Enterotoxin L

Enterotoxin M

Enterotoxin N

Enterotoxin N - other than RF122
Enterotoxin O

Enterotoxin Q

Enterotoxin R

Enterotoxin U

Enterotoxins seg/sei/sem/sen/seo/seu

Pantone-Valentine Leukocidin
Bovine Leukocidin

Haemolysin Gamma, Component B

Haemolysin Gamma, Component C

Haemolysin Gamma, Component C, allele from ST2R%i45
Haemolysin Gamma, Component A

Leukocidin D Component

Leukocidin E Component

Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein
Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein
Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein, alldlem MRSA252
Hypothetical Protein similar to Haemolysin

Haemolysin Alpha (Alpha Toxin)

Haemolysin Delta (Amphiphylic Membrane Toxin)

Putative Haemolysin I

Putative Haemolysin Ill (other than RF122)

Haemolysine Beta (Phospholipase C)

Haemolysine Beta (Phospholipase C / un-truncated)
Staphylokinase

Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS)

Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN)
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etA negative
etB negative
etD negative
edinA negative
edinB negative
edinC negative
aur pos
aur - OtherThan252 | negative
aur-MRSA252 pos
splA negative
splB negative
splE negative
SSpA pos
sspB pos
sspP pos
ACME-locus negative
arcA-SCC negative
arcB-SCC negative
arcC-SCC negative
arcD-SCC negative
agr-Typing

Gene/Probe Result

agrl positive
agrll negative
agrlll negative
agrlv negative

SCCmec-Typing

Gene/Probe Result
mecA positive
mecR negative
mecR_truncated | negative
mecl negative
ugpQ positive
ccrA-1 negative
CCrA-2 negative
cCrA-3 negative
CCrAA- positive
MRSAZH47

cCrA-4 negative
ccrB-1 negative
ccrB-2 negative
ccrB-3 negative
ccrB-4 negative
ccrC positive
merA negative
merB negative

Exfoliative Toxin A
Exfoliative Toxin B
Exfoliative Toxin D
Epidermal cell differentiation inhibitor A
Epidermal cell differentiation inhibitor B
Epidermal cell differentiation inhibitor C
itive| Aureolysin
Aureolysin, allele from other than MRSA252
Aureolysin, allele from MRSA252
Serine Protease A
Serine Protease B
Serine Protease E
Glutamyl Endopeptidase / V8-Protease
Staphopain B
Staphopain A (Staphylopain A)

itive

itive
itive
itive

Arginine catabolic mobile element
arginine deiminase

ornithine transcarbamoylase
carbamate kinase, locus 2
arginine/ornithine antiporter

Explanation

Accessory Gene Regulator - Type 1
Accessory Gene Regulator - Type 2
Accessory Gene Regulator - Type 3
Accessory Gene Regulator - Type 4

Explanation

Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, deifig MRSA
Signal Transducer Protein MecR1

Signal Transducer Protein MecR1 - truncated
Methicillin-Resistance Regulatory Protein
Glycerophosphoryl-diester-Phosphodiesterase toaxiecA)
Cassette Chromosome Recombinase A, type 1
Cassette Chromosome Recombinase A, type 2
Cassette Chromosome Recombinase A, type 3
Cassette Chromosome Recombinase A, type ZH47

Cassette Chromosome Recombinase A, type 4
Cassette Chromosome Recombinase B, type 1
Cassette Chromosome Recombinase B, type 2
Cassette Chromosome Recombinase B, type 3
Cassette Chromosome Recombinase B, type 4
Cassette Chromosome Recombinase C
Mercuric Reductase (SCCmec type Ill)
Alkylmercury Lyase (SCCmec type III)
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kdpA-SCC
kdpB-SCC
kdpC-SCC
kdpD-SCC
kdpE-SCC

plsSCC-COL
Q9XB68-dcs
xylR

negative
negative
negative
negative
negative

Potassium-transporting ATPase A chain

Potassium-transporting ATPase B chain

Potassium-transporting ATPase C chain

Sensor Histidine Kinase (Sensor Protein locatddimoperon)

KDP Operon Transcriptional Regulatory Protein (DHidding Respons

Regulator)

negative
negative
negative

Capsule / Biofilm

Gene/Probe
capsule-1
capsule-5
capsule-8

capH1
capJl
capKl
capH5
capJ5
capK5
capH8
capl8
capJ8
capK8
icaA
icaC
icaD
bap

Result

negative
positive

negative

negative
negative
negative
positive
positive
positive
negative
negative
negative
negative
positive
positive
positive
negative

plasmin-sensitive surface protein
Hypothetical Protein Historical Name: CN0O50 Synasy dcs
Pseudogene of Xylose Repressor

Explanation

Capsule Type 1
Capsule Type 5
Capsule Type 8

Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapHutapype 1
O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 1

Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein Gagpsule Type 1
Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapHuzatype 5
O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 5

Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein Gagpsule Type 5
Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapHuzatype 8
Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapluBapge 8
O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 8

Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein Gagpsule Type 8
Intercellular Adhesion Protein A (N-glycosyltraaesise)
Intercellular Adhesion Protein C

Biofilm PIA Synthesis Protein D

Surface Protein Involved In Biofilm Formation

MSCRAMMSs / Adhaesion Factors

Gene/Probe
bbp-all
bbp-COL+MW2
bbp-MRSA252
bbp-Mu50
bbp-RF122
bbp-ST45

clfA-all
clfA-COL+RF122
clfA-MRSA252
clfA-Mu50/MW?2
clfB-all
clfB-COL+Mu50
clfB-MW2
clfB-RF122

cha
ebh-all

Result

Explanation

positive
negative
negative
negative
negative

positive

positive
positive
positive
positive
positive
negative
positive
positive

positive
positive

Bone Sialoprotein-Binding Protein

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from C@hd MW2
Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from MARZ52
Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from Mu5

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from RR21

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from $T4

Clumping Factor A

Clumping Factor A, allele from RF122
Clumping Factor A, allele from MRSA252
Clumping Factor A, allele from MU50 / MW2
Clumping Factor B

Clumping Factor B, allele from COL / MU 50
Clumping Factor B, allele from MW2
Clumping Factor B, allele from RF122

Collagen-Binding Adhesin
Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein
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eno
fib
fib-MRSA252

ebpS
ebpS-01-1111
ebpS-COL

fnbA-all
fnbA-COL
fnbA-MRSA252
fnbA-Mu50+MW2
fnbA-RF122

fnbB-COL
fnbB-COL+Mu50+MW?2
fnbB-Mu50

fnbB-MW2

fnbB-ST15
fnbB-ST45-2

map
map-RF122

map-MRSA252

map-Mu50+MW2

sdrC-all
sdrC-B1
sdrC-COL
sdrC-Mu50
sdrC-

MW2+MRSA252+RF122
sdrC-OtherThan252+122

sdrD-COL+MW?2
sdrD-Mu50
sdrD-other

sdrD-OtherThan252+122

vwb-all
vwb-COL+MW?2
vwb-MRSA252
vwb-Mu50
vwb-RF122

positive| Enolase, Phosphopyruvate Hydratase
negative | Fibrinogen Binding Protein
positive| Fibrinogen Binding Protein, allele from MRSA252
positive| Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein
positive| Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protedtigle from ST45
positive| Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Proteatiele from COL
positive| Fibronectin-Binding Protein A
negative | Fibronectin-Binding Protein A, allele from COL
negative | Fibronectin-Binding Protein A, allele from MRSA252
negative | Fibronectin-Binding Protein A, allele from MU50/W?2
negative | Fibronectin-Binding Protein A, allele from RF122
negative | Fibronectin-Binding Protein B
positive| Fibronectin-Binding Protein B, allele from COL /80 / MW?2
negative | Fibronectin-Binding Protein B, allele from MU50
negative | Fibronectin-Binding Protein B, allele from MW2
negative | Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST15
negative | Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST45

positive| Major Histocompatibility Complex Class Il Analogd®ein

positive| Major Histocompatibility Complex Class 1l Analog d®ein, allele
from RF122

positive| Major Histocompatibility Complex Class Il Analog d®ein, allel

from MRSA252

Major Histocomptbility Complex Class Il Analog Protein, all¢

from MU50 / MW2

negative

positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil

C

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil

C, allele from B1

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil

C, allele from COL

positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil
C, allele from MU50

positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil

C, allele from MW2 / MRSA252 / RF122

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil

C, allele from other than MRSA252 / RF122

negative

negative

negative

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil
D

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil
D, allele from MU50

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil
D, allele from Other

positive| Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone SialoprotBimding Proteil
D, allele from Other Than MRSA252 / RF122

negative
negative

negative

positive| Willebrand Factor - Binding Protein

negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele fron®C/ MW2
negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele frorR8@A252
negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele fronl .0
negative | Willebrand Factor - Binding Protein, allele fronkFR22
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sasG
sasG-COL+Mu50
sasG-MW2

negative
negative
negative

sasG-OtherThan252+122 | negative

Immunevasion & Misc.

Gene/Probe
isaB
isaB_ MRSA252

mprF
mprF_COL+MW2
mprF_Mu50+252
isdA

isdA-MRSA252
isdA-OtherThan252

ImrP
ImrP-RF122

Q2YUB3
hsdS1-RF122

hsdS2-ST5+ST8
hsdS2-MW2+476
hsdS2-RF122

hsdS2-MRSA252

hsdS3-AllOtherThanRF122+252

hsdS3-ST8+ST1+RF122

hsdS3-Mu50+N315

hsdS3-CC51+MRSA252

hsdS3-MRSA252

hsdSx-CC25

hsdSx-CC15

hsdSx-etd

S. aureus Surface Protein G

S. aureus Surface Protein G, allele from COL / U5

S. aureus Surface Protein G, allele from MW2

S. aureus Surface Protein G, allele from other thRSA252 an
RF122

Result Explanation
positive| Immunodominant Antigen B
positive| Immunodominant Antigen B, allele from MRSA252

negative | Probable Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Dsifi
Resistance)

negative | Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin iRes
tance), allele from COL/MW?2

negative | Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin iRes

tance), allele from MU50/MRSA252

positive| Heme/Transferrin-Binding Protein

positive| Heme/Transferrin-Binding Protein, allele from MR&FR

positive| Heme/Transferrin-Binding Protein, allele from Qthe
ThanMRSA252

positive| Putative Transporter Protein
negative | Putative Transporter Protein, allele from RF122

ambiguous Multidrug Resistance Protein

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 1, a
from RF122

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, a
from ST5/ST8

negative | Site-specific Deoxyribnuclease Subunit Type 2, all
from MW2 / 476

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, a
from FR122

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, a
from MRSA252

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, a
from any other than MRSA252 / RF122

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, a
from ST8/ST1/RF122

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, a
from Mu50 / N315

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, a
from CC51 / MRSA252

negative | Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 3ela
from MRSA252

negative | Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type X, a
from CC25

positive| Sitespecific Deoxyribonuclease Subunit Type X, a

from CC15

negative | Site-specific Deoxyribonucleaseulunit Type X, allel
from etD
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Q2FXCO0

Q7A4X2
hysA1-MRSA252
hysA1MRSA252+RF122
hysA2-all
hysA1MRSA252+RF122
hysA2-COL+USA300
hysA2-AllOtherThan252

negative | Q2FXCO
negative | Hypothetical Protein Next To entG
negative | Hyaluronate Lyase A1_MRSA252

ar positive| Hyalunorate Lyase Al, alleles o MRSA252/RF122 ar
Hyalunorate Lyase A2, all alleles
ar positive Hyalunorate Lyase Al, alleles from MRSA252/RF124
Hyalunorate Lyase A2, all alleles
negative | Hyaluronate Lyase A2, any other allele than MRS225

hysA2-COL+USA300+NCTC positive| Hyaluronate Lyase A2_COL/USA300/NCTC8325

hysA2-AllOtherThan
COL+USA300+NCTC
hysA2-MRSA252

set / ssl Genes

Probe
setC_MWO0345
set6-COL-SACOL468

set6-Mu50-SAV0422
set6-MW2-MWO0382
set6-SAR0422-MRSA252

set6_All Others

set6 RF122

set7

set8/ssl3

set8/ssl3- MRSA25;
SAR0424

set9/ssl4

set9/ssl4 - MRSA25]
SAR0425

set3/ssl5

set3/ssl5 - RF122

set3/ssl5 - MRSA252

set21/ssl6
set21/ssl6-NCTC / MW2

setl/ssl7
setl/ssl7-MRSA252

setl/ss|7-AF188836
set12/ssl8

setb/ssl9
setb/ss|9-MRSA252

set4/ssl10
set4/ss|10-RF122

set4/ssl10-MRSA252

negative |Hyaluronate Lyase A2, any other allele t
COL/USA300/NCTC8325
negative | Hyaluronate Lyase A2_MRSA252

Result Explanation
positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein C
positive| Staphylococcal Superantigérike Protein 6 /SSL1, allele from CO
SCOL468
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 6 /SSL1, allele from Mu
/ SAV0422
negative | Staphylococcal Superantigéike Protein 6 /SSL1, allele from MV
/ MW0382
negative | Staphylococcal Superantigéike Protein 6 /SSL1, allele fro
SAR0422-MRSA252
positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSinl, other allele
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSRF122
positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein 7 /SSL2
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 8 /SSL3
negative | Staphylococcal Superantigéike Protein 8 /SSL3, allele fro
MRSA252-SAR0424
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 9 /SSL4
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 9 /SSL4, allele fro
MRSA252-SAR0425
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 3 /SSL5
negative | Staphylococcal Superantigéike Protein 3 /SSL5, allele fro
RF122
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 3 /SSL5, allele fro
MRSA252
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 21 /SSL6
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 21 /SSL6, allele frc
NCTC8325 / MW2
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 1 /SSL7
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 1 /SSL7, allele fro
MRSA252
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 1 /SSL7, allele fro
AF188836
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 12 /SSL8
negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 5 /SSL9
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 5 /SSL9, allele fro
MRSA252
positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein 4 /SSL10
negative | Staphylococcal Superantigéike Protein 4 /SSL10, allele frg
RF122
positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 4 /SSL10, allele frc
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MRSA252

set2/ssl11-COL negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein 2 /SSlalléle from COL

set2/ssl11-Mu50/N315 negative | Staphylococcal Superantigéike Protein 2 /SSL11, allele frg
Mu50 / N315

set2/ssl11-MW2/MSSA47| negative | Staphylococcal Superantigéike Protein 2 /SSL11, allele frc
MW2/MSSA476

set2/ssl11-MRSA252 positive| Staphylococcal Superantigéike Protein 2 /SSL11, allele frc
MRSA252

setB3 negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein B3

setB3-MRSA252 positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein B3, alfebm MRSA252

setB2 negative | Staphylococcal Superantigen-Like Protein B2

setB2-MRSA252 positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein B2, alfebm MRSA252

setB1l positive| Staphylococcal Superantigen-Like Protein B1
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