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Auszug 

Ein menschlicher Antikörper gegen das extrazelluläre Matrixprotein (Emp) von 

Staphylococcus aureus wird in einem großen Anteil von Spenderseren nachgewiesen und 

zeigt in Substitutionsanalysen in jedem Serum sehr ähnliche Antikörper-Fingerabdrücke. Der 

Antikörper besitzt das Epitop ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘, welches einem Aminosäureabschnitt 

am C-Terminus des Antigens entspricht. Diese Beobachtung widerspricht einer zufällig 

gesteuerten Entwicklung und Selektion des Antikörpers. In dieser Arbeit wird das 

Hauptaugenmerk daraufgelegt, das Phänomen dieses Antikörper-Fingerabdrucks durch 

Immunfärbungen von Substitutionsanalysen einer größeren Population von Patienten zu 

beobachten sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu charakterisieren. Der Antikörper 

wird in der Dissertation aus dem Serum aufgereinigt, analysiert, charakterisiert und auf eine 

mögliche Funktion überprüft.  

Als zusätzliches Ziel wird die Detektionsgrundlage einer neuartigen und kostengünstigen 

Entwicklung getestet, welche dabei helfen könnte, eine Vielzahl von potentiell antibakteriellen 

Substanzen aus einer großen Auswahl an zufällig generierten Peptiden zu identifizieren. 

Aufgrund der steigenden Anzahl an Pathogenen, welche Resistenzen gegen antimikrobielle 

Substanzen entwickeln, steigt die Nachfrage nach humanverträglichen Alternativen weiter an. 

Die Entwicklung neuer Antibiotika ist derweil ein sehr zeit- und kostenaufwändiges 

Unterfangen. Ein Ultrahochdurchsatzverfahren, welches eine kostengünstige, stochastische 

Generation von mehreren Millionen Peptiden in einem einzigen Array erlaubt, sollte den 

Aufwand eines Screenings nach antibakteriellen Substanzen um ein Vielfaches reduzieren.  

Staphylococcus aureus hat eine hohe Relevanz im aktuellen Gesundheitswesen, da es für 

einen Großteil der nosokomialen Infektionen verantwortlich ist. Es kann ein großes Spektrum 

an Organen und Implantaten infizieren und ist aufgrund seiner Versatilität, 

Anpassungsfähigkeit, Widerstandsfähigkeit und zunehmenden Resistenz gegen antibiotische 

Substanzen sehr schwierig zu behandeln. Es wurden bereits viele Versuche unternommen, 

um einen effektiven Impfstoff gegen das Bakterium zu entwickeln. Viele davon waren 

vielversprechend, aber bisher sind letztendlich alle Versuche, einen solchen Impfstoff zu 

entwickeln, gescheitert. Weitere Forschungen über dieses Bakterium sorgen aber zunehmend 

für ein besseres Verständnis der Beziehung zwischen Staphylococcus aureus und dem 

Menschen. Sie erhöhen somit die Chance, einen effektiven Impfstoff zu entwickeln. Das 

Wissen, welches in dieser Dissertation gesammelt wird, soll zusammen mit einer intensiven 

Recherche zur Aufklärung über den Ursprung und die Funktion des Antikörpers beitragen. 

Diese Arbeit soll das Wissen über Staphylococcus aureus erweitern und damit die Medizin auf 

dem Weg zur Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes unterstützen.  
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Abstract 

A human antibody against the extracellular matrix protein (Emp) of Staphylococcus aureus is 

discovered in a large proportion of donor sera and shows very similar antibody fingerprints in 

substitution analyses in each serum. The antibody presents the epitope 

‚HYVPEFKGSLPAPRV‘, which corresponds to an amino acid segment at the C-terminus of 

the antigen. This observation contradicts the common theory of randomized development and 

selection of antibodies. In this thesis, the focus is set on the observation of the phenomenon 

shown by this antibody fingerprint. This is achieved by comparing differences and similarities 

of immunostainings and substitution analyses of a larger population of patients. After 

purification of the antibody from patient serum, it will be subsequently analysed, characterized 

and tested for possible function within the scope of this thesis. 

As an additional goal, the detection basis of a novel and inexpensive screening method will be 

investigated. This method could help to identify a variety of potentially antibacterial substances 

from a large selection of randomly generated peptides. Due to the increasing number of 

pathogens developing resistance to antimicrobial agents, the demand for human-compatible 

alternatives continues to grow. Meanwhile, the development of new antibiotics is a very time-

consuming and costly endeavour. An ultra-high-throughput method that allows cost-effective, 

stochastic generation of several million peptides in a single array should reduce the effort of 

screening for antibacterial substances significantly.  

Staphylococcus aureus as a pathogen is highly relevant in the current healthcare system, as 

it is responsible for a large proportion of nosocomial infections. It can infect a wide range of 

organs and implants and is very difficult to treat due to its versatility, adaptability, resilience 

and increasing resistance to antibiotic substances. Many attempts have been made to develop 

an effective vaccine against this bacterium. Some have been promising, but so far, all attempts 

to develop such a vaccine have ultimately failed. However, further research into this pathogen 

is cumulatively providing a better understanding of the relationship between Staphylococcus 

aureus and humans, increasing the chances of gradually developing an effective vaccine. The 

knowledge gathered in this dissertation, together with intensive research on published studies, 

will help to approach the elucidation of the origin and function of the antibody. This contribution 

has the intention to increase the knowledge about Staphylococcus aureus and bringing 

healthcare a step closer to a successful vaccine. 
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1 Einleitung 

Unmittelbar nach der Geburt eines Menschen ist das ubiquitäre Bakterium Staphylococcus 

aureus ein stiller Teilhaber unseres Lebens [1]. Seine Absichten sind als Pathogen aber 

schädlich. Der Mensch stellt als sein Hauptwirt seinen zentralen Lebensraum und auch 

Nahrungsquelle dar. Eine gesunde Person ist für solche Angreifer durch das Immunsystem 

normalerweise gut gewappnet, aber durch eine Koevolution, welche bereits bei archaischen 

Menschen und dessen Vorfahren begonnen hat, ist Staphylococcus aureus perfekt an seinen 

Wirt angepasst [2]. Diese Anpassungen ermöglichen es dem Bakterium einen großen Teil der 

menschlichen Bevölkerung zu kolonisieren. Es ist deren ständiger Begleiter, was aber den 

meisten Menschen nicht bewusst ist [3]. Im Verlauf ihrer Kolonisierungszeit nähern sich Wirt 

und Bakterium einem Equilibrium an, in welcher die Reaktion aufeinander attenuiert wird [4,5]. 

Der Wirt entwickelt in dieser Zeit Antikörper gegen Superantigene [6,7] und eine Population an 

TH2-Gedächtniszellen [8], um eine Überreaktion auf bestimmte Antigene zu vermeiden. Führt 

diese Kolonisierung auch nicht zwingendermaßen zu einer merklichen Infektion, so kann das 

opportunistische Pathogen jederzeit ein bereits kompromittiertes Immunsystem auszunutzen, 

um an seine begehrten Nährstoffe zu gelangen. Hierbei exprimiert es eine große Bandbreite 

an Virulenzfaktoren, die eine starke Effizienz darin besitzen, Wirtsproteine zu manipulieren, 

die Funktion des Immunsystems zu unterbinden oder sich selbst vor schädlichen Effekten 

abzuschirmen [2,9]. So wie das Immunsystem viele redundante Möglichkeiten besitzt, um 

Krankheitserreger zu bekämpfen, besitzt Staphylococcus aureus viele Gegenmaßnahmen, 

welche ebenfalls durch Redundanzen abgesichert sind [10]. Flexibilität und 

Anpassungsfähigkeit sind stark vom Bakterienstamm abhängig und sind ein essenzieller 

Bestandteil der Virulenz und der Gefährlichkeit und sind auch das Erfolgsprinzip für das 

Überleben des Bakteriums [3,11]. Dieser Erfolg manifestiert sich in einer Vielzahl von 

Krankheiten, welche sich akut und chronisch von kaum merklich bis lebensbedrohlich äußern 

können und welche die Lebensqualität der betroffenen Personen einschränken [12,13] Im Jahr 

2017 wurden 120 000 Fälle von durch Staphylococcus aureus verursachte 

Blutbahninfektionen in den vereinigten Staaten von Amerika bei einer Inzidenz von 38,2 bis 

45,7 pro 100 000 Einwohner gezählt [14-16]. Diese Infektionen führten in etwa 16,7 % der Fälle 

zum Tod [16]. Unter Berücksichtigung aller möglichen Infektionen, die durch den Erreger 

verursacht werden und für eine professionelle medizinische Behandlung relevant genug sind, 

wird die Zahl in den Vereinigten Staaten im Jahr 1999 auf 500 000 Fälle mit einer Todesrate 

von 10,0 % geschätzt [17,18]. Eine besondere Rolle spielen hierbei Infektionen durch Methicillin-

resistente Varianten des Pathogens, da diese deutlich schwieriger zu behandeln sind und der 

Krankheitsverlauf entsprechend schwerwiegender ist. Im Jahr 2007 wurden bis zu 95 000 

Infektionen durch Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) geschätzt, aus 
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denen 19 000 Todesfälle resultierten, was einer Letalitätsrate von 20,0 % entspricht [19]. 

Weitere Hochrechnungen aus dem Jahr 1999 ergeben, dass MRSA bei ~ 21,0 % aller 

Infektionen durch das Bakterium involviert ist und dabei zweieinhalb mal mehr Todesfälle als 

Methicillin-sensitiver Staphylococcus aureus (MSSA) verursacht [17]. Vergleichsweise wurden 

im Jahre 2011 in Deutschland in 18,0 bis 20,0 % aller Infektionen mit Staphylococcus aureus 

eine Methicillin-Resistenz des Pathogens nachgewiesen, welche bis zu 132 000 Patienten 

beeinträchtigt hat [20].  

Mit Entwicklung der industriellen Herstellung von Antibiotika hatte man ein effektives Mittel, 

um bakteriellen Infektionen die Stirn zu bieten [21]. Bakterien sind aber dynamische Lebewesen, 

welche sich aufgrund ihrer hohen Mutationsrate sehr schnell verändern und an ungünstige 

Bedingungen anpassen können [22]. Aus diesem Grund dauerte es nicht einmal ein halbes 

Jahrzehnt, bis sich erste resistente Varianten entwickelten [23]. Diesem ersten Rückschlag 

konnte durch kostspielige neuentwickelte Antibiotika entgegengewirkt werden, aber auch hier 

währte der Erfolg nicht lange [24]. Staphylococcus aureus hat seine Fähigkeit bewiesen, in 

relativ kurzer Zeit Resistenzen gegen eine Vielzahl von antibiotischen Substanzen zu 

entwickeln, besonders wenn diese nur in subletaler Dosis verabreicht werden [25]. Mit 

verstreichender Zeit verteilt sich die Resistenz innerhalb der Bakterienstämme und das 

Pathogen eignet sich Resistenzen gegen immer mehr Substanzen an, welche als Wirkstoff zur 

Bekämpfung eingesetzt werden [26,27]. Der Bedarf an einer dauerhaften Lösung in Form eines 

Impfstoffes, um vor allem den anfälligen Teil der Bevölkerung zu schützen, wird damit immer 

größer. Die ersten Impfstoffe, die gegen das Pathogen entwickelt wurden, zeigten während 

der ersten Testphasen sehr vielversprechende Ergebnisse. In späteren Testphasen und bei 

dem Einsatz im Menschen zeigten sich diese Impfstoffe allerdings wirkungslos [28,29].  

In den Industrieländern zählt das Bakterium zu einem der Pathogene, welche die größten 

Probleme im Gesundheitswesen verursacht und für die meisten Todesfälle verantwortlich 

ist [30,31]. Statistische Daten veranschaulichen den Schaden, den das Bakterium anrichtet. 

Alleine die jährlichen Mehrkosten der durch das Pathogen hervorgerufenen Haut- und 

Weichgewebeinfektionen werden in den vereinigten Staaten von Amerika auf 4,5 Mrd. $ 

geschätzt [32,33]. Aktuell gibt es noch wirksame Antibiotika gegen Staphylococcus aureus, aber 

die Weltgesundheitsorganisation warnt gerade davor, dass mit zunehmenden Resistenzen 

das Repertoire an wirksamen Substanzen in der nahen Zukunft stark schrumpfen wird [34,35]. 

Um sich dieser Entwicklung entgegen zu stemmen, besteht Forschungsbedarf dergestalt, 

neue Wirkstoffe und Entwicklungen zu fördern und das Verhältnis zwischen Pathogen und Wirt 

besser zu verstehen, um sich einem wirksamen Impfstoff anzunähern [3,11,36]. 
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Ein Kontakt mit dem Bakterium ist unvermeidbar und trotzdem gibt es Menschen, die bis an 

ihr Lebensende niemals eine damit assoziierte Infektion erleiden [4,37]. Während Antikörper 

gegen Antigene von Staphylococcus aureus in allen Menschen nachgewiesen werden können, 

so konnte ein damit zusammenhängender Schutz vor einer Infektion noch nicht nachgewiesen 

werden [38,39]. Die Wirkung des normalerweise sehr erfolgreichen humoralen Immunsystem 

zeigt sich gegenüber diesem Krankheitserreger eingeschränkt [29,40]. Aus diesem Grund ist es 

essenziell wichtig, die Interaktion von Antikörpern mit dem Bakterium besser zu verstehen. 

Jede Information kann dabei helfen dem adaptiven Immunsystem durch einen Impfstoff den 

Schub zu verpassen, der für einen vollständigen Schutz notwendig ist.  

Diese Dissertation beschäftigt sich mit der Analyse eines Antikörpers, welcher im Blutserum 

fast jeder Person nachweisbar ist. Der Antikörper hat die Besonderheit, dass er auf der 

molekularen Ebene bei jeder Testperson immer mit denselben Aminosäuren des Antigens 

interagiert, was einen zufälligen Ursprung praktisch ausschließt [41,42]. Eine Aufklärung der 

Funktion und der Natur des Antikörpers liefert wichtige Informationen, welche bei zukünftigen 

Impfstoffen zu einer verbesserten Erfolgswahrscheinlichkeit führen kann.  

Als Zusatz wird ein Reportersystem als Sensor für antimikrobielle Substanzen in einem 

neuartigen Peptidarray getestet. Diese stochastisch generierten Peptidarrays, welche auf der 

„Ein-Loch-ein-Peptid-Methode” basieren, haben das Potential, Peptide im ultrahochdichten 

Format zu einem geringen Preis auf antimikrobielle Eigenschaften zu untersuchen. Hierdurch 

könnten sehr schnell neue Wirkstoffe entwickelt werden, welche dringend benötigt werden, um 

im Wettlauf gegen anpassungsfähige Krankheitserreger einen Vorsprung zu gewinnen [43-45]. 
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2 Theoretischer Hintergrund 

2.1 Blutserum als Informationsquelle [42]Mit ihrer Dissertation hat Dr. Weber 

bewiesen, dass individuelle Antikörper mit spezifischen Fingerabdrücken in direkte 

Korrelation zu Krankheiten gebracht werden können. Die Überwachung der Fingerabdrücke 

ermöglicht hierbei die genaue Detektion von Antikörpern in der Auflösung ihrer molekularen 

Interaktion mit dem Antigen, sodass jeder Antikörper individuell unterschieden werden kann. 

Diese Art der Diagnostik ermöglicht es, genau die Antikörper zu ermitteln, welche bei einer 

Infektion oder eine Krankheit die größte Rolle spielen und macht es möglich, deren Relevanz 

einzuschätzen. Sie hat damit die Grundlage geschaffen, dass die Differenz (∆) von einzelnen 

Antikörpertitern im Verlauf der Zeit als diagnostisches Werkzeug verwendet werden kann. 

Zur Ermittlung potentieller Antigene hat Dr. Weber Blutseren von Patienten durch ein 

peptidbasiertes Phagen-Display getestet. Die Antigene, welche sich innerhalb des Displays 

als Treffer gezeigt haben, hat sie anschließend auf ihre individuellen molekularen Interaktionen 

untersucht. Für diese Untersuchungen wurden hochdichte Peptidarrays verwendet, um die 

Position der Antigene auf dem jeweiligen korrelierenden Protein und den individuellen 

molekularen Antikörper-Fingerabdruck des zugehörigen Antikörpers zu bestimmen. Insgesamt 

konnte Dr. Weber dadurch erfolgreich 73 Antikörper-Fingerabdrücke bestimmen. 

Interessanterweise gab es hierbei Antigene, welche sowohl in ihrer Position innerhalb des 

korrelierenden Proteins, als auch in der molekularen Auflösung des Antikörper-Fingerabdrucks 

bei allen Patienten identisch sind. Die Beobachtung dieses Phänomens widerspricht den 

biologischen Grundlagen der zufälligen Generation von Antikörpern [46,47]. 

Als ein Ergebnis im Phagen-Display hat sich das Emp von Staphylococcus aureus als 

relevantes Epitop hervorgehoben. Nachfolgende Analysen durch Epitopkartierung 

(Abbildung 1), Substitutionsanalyse (Abbildung 2) und Meme-Analyse haben ergeben, dass 

es bei einer großen Zahl von Patientenseren ein Antikörper nachweisbar ist, welcher auf 

dieses Epitop reagiert. Die Fingerabdrücke dieser Antikörper sind dabei nahezu identisch [41,48]. 

In Substitutionsanalysen wird in jedem Peptidspot eine Aminosäuresequenz an einer 

bestimmten Position durch eine definierte Aminosäure substituiert. Die Position der 

Substitution wird anhand der Zeile des Peptidarrays bestimmt und die an dieser Position 

eingesetzte Aminosäure wird anhand der Spalte festgelegt. Hierbei entstehen sowohl 

Peptidspots, deren Peptide die Originalsequenz als auch Peptidspots, deren Peptide eine 

abgeleitete Variante dieser Sequenz besitzen. Die originale Sequenz des Peptids entspricht 

hierbei dem Epitop des jeweiligen Antikörpers. Mit Hilfe dieser Analyse können die 

essenziellen Aminosäuren der Protein-Protein-Interaktion untersucht und der Antikörper-

Fingerabdruck eines Antikörpers bestimmt werden. 
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Abbildung 1: Die Epitopkartierung des Emp von Staphylococcus aureus zeigt Antikörper von 20 

Testseren, welche innerhalb der Aminosäuresequenz des Proteins binden und durch eine 

Sekundärfärbung markiert werden. Die X-Achse beschreibt die Position der markierten Aminosäure in 

der Sequenz. Anti-Emp-Antikörper binden bevorzugt am C-Terminus [48]. Durch eine motivbasierte 

Analyse durch Weber et al. (2017) ist bekannt, dass die rot markierten Peptide für die Interaktion 

zwischen Peptid und Antikörper essenziell sind [41]. Das Bild wurde mit Erlaubnis von Frau Rentschler 

verwendet [48]. 

Durch einen anschließenden Abgleich mit Online-Datenbanken lässt sich das zum Antikörper-

Fingerabdruck zugehörige Ursprungsprotein ermitteln [41,49,50]. Die eigentliche Auswertung der 

Substitutionsanalyse wird auf hochdichten PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays durch 

Immunfärbung nachgewiesen. Im Blutserum befindliche Antikörper binden während der 

Primärfärbung auf den Peptiden innerhalb des Mikroarrays. Nach der Sekundärfärbung kann 

die relative Fluoreszenzintensität (RFI) der einzelnen Spots mit einem Fluoreszenzscanner 

aufgenommen und mit der speziell von der PEPperPRINT GmbH bereitgestellten Software 

PepSlide® Analyzer ausgewertet werden. Die Software legt ein vorgefertigtes 

Selektionsmuster über die einzelnen Spots und bestimmt sowohl jede individuelle relative 

Fluoreszenzintensität als auch das Hintergrundrauschen als RFU mit einer Datenbreite von 

16 Bit. 
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Abbildung 2: Rechts im Bild ist das Fluoreszenzsignal von zwei Substitutionsanalysen zu erkennen, 

welche mit dem Anti-Emp-Fingerabdruck assoziiert werden (Oben = Fünfer-Konfiguration; 

Unten = 16er-Konfiguration). Das Signalmuster der Substitutionsanalyse entspricht dem aus der 

Publikation von Dr. Weber bekannten Muster [41]. Links im Bild ist schematisch eine konditionierte 

Formatierung derselben Substitutionsanalysen zu erkennen. Die Konditionierung basiert auf den 

Intensitätswerten, welche bei der Auswertung durch den PepSlide® Analyzer jedem fluoreszierenden 

Peptidspot zugeteilt wird. 
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2.2 Das menschliche Immunsystem gegen Staphylococcus aureus [51] 

Um sich zu schützen, verfügt der Mensch über eine große Zahl von 

Verteidigungsmechanismen zur Neutralisierung von körperfremdem und potentiell infektiösem 

Material. Dieser Schutz umfasst drei Verteidigungsmechanismen, die nacheinander wirksam 

werden. Den ersten Mechanismus bilden Hautbarriere, Schleimhäute, Körperflüssigkeiten und 

Pellikel, welche das Mikrobiom des Wirtes im gesunden Zustand durch eine Blockierung der 

Permeation oder durch den Einsatz von biochemischen Substanzen schützen [52,53]. Aufgrund 

dieser Schutzmaßnahmen sind besondere Fähigkeiten notwendig, um kommensal auf dem 

Menschen überleben zu können [54]. Versagen die Schutzbarrieren aufgrund einer Verletzung 

oder Krankheit, müssen sich die Eindringlinge in der zweiten Verteidigungslinie gegen 

Phagozyten und die Wirkstoffe innerhalb des Blutes behaupten sowie zusätzlich noch die 

Lymphknoten passieren [55]. Dies gelingt meistens nur den hochspezialisierten Pathogenen, 

welche sich an die Verteidigungsstruktur des Wirtes angepasst haben. Opportunistische 

Bakterien wie Staphylokokken und Streptokokken müssen hierbei auf eine passende 

Gelegenheit, bei denen wichtige Schutzbarrieren kompromittiert werden, warten, um den Wirt 

zu befallen. Wenn sich eine solche Möglichkeit ergibt, haben die Pathogene aufgrund ihrer 

Spezialisierung eine reelle Chance, sich im Wirtskörper auszubreiten. Dies äußert sich dann 

in der Ausbildung von Krankheitssymptomen. Ein solcher Erfolg ist aber oft nur temporär, denn 

mit zeitlicher Verzögerung wird die adaptive Immunabwehr aktiv und kann spezifisch auf den 

Krankheitserreger einwirken, um das angeborenen Immunsystem bei der Neutralisierung der 

Bedrohung zu unterstützen. Damit es bei der nächsten Begegnung mit einem 

Krankheitserreger, der es so weit geschafft hat, gewappnet ist, verfügt das Immunsystem über 

ein Gedächtnis, sodass es sowohl das angeborene [56] als auch das spezialisierte adaptive 

Immunsystem sehr viel schneller aktivieren kann. In der Realität gibt es aber Pathogene wie 

zum Beispiel Staphylococcus aureus, die sich so perfekt an ihren Wirt angepasst haben, dass 

das adaptive Immunsystem nicht mehr effektiv auf sie wirken kann [57]. Dadurch verliert der 

Wirt seine effektivste Verteidigung und der Krankheitserreger kann sich in Abhängigkeit der 

Infektion ohne den Einsatz von moderner Medizin ungehindert ausbreiten.  

In den folgenden Kapiteln werden alle Funktionen des Immunsystems abgehandelt, welche für 

die Verteidigung gegen Staphylococcus aureus wichtig und in der Dissertation von Relevanz 

sind.  
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2.2.1 Angeborenes Immunsystem [51] 

Die Epithelzellen in der Haut und der Schleimhaut bilden effektive Barrieren, welche keine 

Permeabilität von Fremdmaterial ermöglichen und abhängig von ihrer Lokalisierung 

antimikrobielle Peptide, Fettsäuren, Proteine, Schleim und/oder Tenside zur chemischen 

Abwehr gegen Mikroben und Viren produzieren und sezernieren können. Bewegung auf den 

Epithelzellen, auf der Haut oder im Darm verhindern, dass sich Bakterien festsetzen können. 

Zilien transportieren Fremdkörper in der der Lunge und Nase ab. Dringen durch eine 

Verletzung Pathogene ein, aktivieren sich an der betroffenen Stelle Komplemente und 

opsonisieren und attackieren die Eindringlinge. Auch werden Phagozyten aktiv, welche damit 

beginnen, die Anzahl der Eindringlinge mit Unterstützung von antimikrobiellen Peptiden 

(AmPn) einzudämmen. Durch die Interaktion mit Pathogen- und Schadens-assoziierten 

molekularen Mustern (PAMPs und DAMPs) werden Rezeptoren an der Oberfläche von 

Immunzellen aktiviert. Dadurch wird die Produktion von Akute-Phase-Proteinen, 

Prostaglandinen, Leukotrienen, Plättchen-aktivierender Faktor, Zytokinen und Chemokinen 

angeregt. Diese Substanzen lösen Entzündungsreaktionen aus und initiieren die Wundheilung 

innerhalb des betroffenen Gewebes. Sie können Fieber verursachen, rekrutieren neutrophile 

Zellen, basophile Zellen und B-Zellen, aktivieren natürliche Killerzellen und regen 

T-Helferzellen zur Differenzierung an. Eine Entzündung verbessert die Durchblutung und die 

Permeabilität in dem betroffenen Bereich, sodass Immunzellen und Inhalte des Blutplasmas 

besser in das umliegende Gewebe diffundieren können. Diese Reaktion wird von Schmerzen, 

Schwellungen und Rötungen begleitet und kann je nach Gewebeart auch Übelkeit 

verursachen. Durch die Wundheilung wird zusätzlich die Produktion von weiteren AmPn 

stimuliert [58]. Mit dem Fieber wird die Körpertemperatur des Wirtes angehoben, um die 

Proteine des Pathogens durch einen Hitzeschock zu denaturieren. Einige Wirtszellen besitzen 

zusätzlich den defensiven Effekt, bei Kontakt mit Toxinen Exosomen freizusetzen, um diese 

zu neutralisieren [59].  

Staphylococcus aureus besitzt viele Mechanismen, um der angeborenen Immunantwort zu 

entkommen oder sie zu bekämpfen (siehe Kapitel 2.3.4.4 „Immunevasion”). Bei der 

Immunantwort gegen den Erreger wird dem angeborenen Immunsystem aber dennoch die 

wichtigste Rolle zugesprochen [29].  
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2.2.1.1 Das Komplementsystem [51]  

Das Komplementsystem umfasst über 30 Plasmaproteine, welche im Blutserum und anderen 

Körperflüssigkeiten gelöst sind. Sie sind einer der ersten immunaktiven Substanzen, denen 

Pathogene ausgesetzt sind, wenn sie es schaffen, in den Körper des Wirtes einzudringen. 

Normalerweise inaktiv, können sich manche dieser Proteine an der Oberfläche von 

potentiellen Krankheitserregern binden und anschließend in einer Kettenreaktion weitere 

Komplemente rekrutieren und aktivieren. Über den Lektinweg (über Lektine und Ficoline), den 

klassischen Weg (über Komplement C1) oder den alternativen Weg (über hydrolysiertes 

Komplement C3) kann das Komplementsystem durch Interaktion mit dem Eindringling die C3-

Konvertase bilden. Dieses Enzym aktiviert anschließend weitere Effektoraktivitäten des 

Komplementsystems. Damit dieses Enzym aktiviert wird, müssen Komplement C2 und C4 in 

ihre Untereinheiten aufgespalten werden. Die Spaltung kann von C1 durchgeführt werden, 

nachdem es an der Membran eines Eindringlings gebunden hat. Dieselbe Spaltung wird im 

Lektinweg über an der Oberfläche gebundene, Mannose-bindende, Lektin-assoziierte, 

Serinproteasen übernommen. Die Untereinheit C4b bildet kovalente Bindungen mit der 

Oberfläche des Pathogens und benachbarter Proteine aus. Die Untereinheit C2a assoziiert 

sich mit C4b zur aktiven C3-Konvertase. Die kovalenten Bindungen von C4b begrenzen die 

Aktivität der Konvertase hierbei auf die Oberfläche des Krankheitserregers. Das Enzym spaltet 

das Komplement C3, welches der häufigste Bestandteil des Komplementsystems ist, in seine 

Untereinheiten auf. Aufgrund der großen Menge von verfügbarem C3 kann die Untereinheit 

C3b eine große Fläche auf dem Pathogen opsonisieren, was die Aktivität von Phagozyten mit 

Hilfe deren Komplementrezeptoren unterstützt. Über den alternativen Weg können sich 

Komplementfaktoren an C3b anlagern, um eine aktive C3-Konvertase zu bilden, welche 

ebenfalls damit beginnt, Komplement C3 zu spalten. Durch diese Synergie kann sehr schnell 

ein großer Bereich der Oberfläche mit C3b eingedeckt werden. Ebenso konvertiert C3b die 

C3-Konvertase durch Interaktion zur C5-Konvertase, welche die Untereinheiten von 

Komplement C5 durch Spaltung zugänglich machen. Die drei Untereinheiten C3a, C4a und 

C5a lösen derweil Entzündungsreaktionen aus, sodass der Lymphfluss sich erhöht und 

weitere Komplemente, Antikörper und Immunzellen zu der betroffenen Stelle rekrutiert werden. 

Das für die Entwicklung der C3-Konvertase abgespaltene C2b wird zum C2-Kinin verarbeitet 

und kann lokal begrenzte Schwellungen des Wirtsgewebes auslösen. Die Untereinheit C5b 

löst an der Membran des Krankheitserregers eine Komplementkaskade aus, welche weitere 

Komplementfaktoren an der Oberfläche des Pathogens rekrutiert und somit zur Ausbildung 

von membranangreifenden Komplexen führt. Diese Komplexe bilden Poren in der 

Zellmembran, welche die Homöostase des Krankheitserregers unterbrechen und bei 

ausreichender Zahl zur Lyse führen. Die Interaktion von C1 mit der Oberfläche des Pathogens 

wird deutlich verstärkt, wenn diese bereits mit Antikörpern opsonisiert ist. Daher wird die 
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Komplementaktivierung durch natürliche Antikörper und das adaptive Immunsystem 

unterstützt. Die Untereinheiten C4b und C3b können ebenso kovalente Bindungen mit 

Antikörpern auf der Oberfläche eingehen und der so entstehende Komplex ist für Phagozyten 

ein sehr starkes Signal, um die Phagozytose einzuleiten. Durch die Spaltung von inaktiviertem 

C3b an einer Membran eines Pathogens lassen sich Liganden produzieren, welche bei 

Kontakt mit Komplementrezeptoren von B-Zellen, in Kombination mit der spezifischen 

Antikörper-Antigen-Bindung, eine sehr starke Produktion von Antikörpern auslösen. Speziell 

bei der Interaktion mit Staphylococcus aureus ist bekannt, dass das Komplementsystem dem 

Bakterium eine Adhäsion an das Endothelium erschwert und bei einem intrazellulären Befall 

die Bakterienzahl eindämmen kann [60,61]. 

2.2.1.2 Neutrophile Granulozyten 

Neutrophile Granulozyten reifen im Knochenmark aus hämatopoetischen Stammzellen heran 

und sind der Hauptbestandteil aller Leukozyten [62]. Bei der Reifung entwickeln sich die 

Stammzellen zu oligopotenten Progenitorzellen und diese zu unipotenten Myeloblasten weiter. 

Im Laufe der Granulopoiesis reifen diese Myeloblasten innerhalb von 14 Tagen über 

fünf Entwicklungsstufen zu reifen basophilen, eosinophilen oder neutrophilen Zellen heran [63]. 

Bereits als Myeloblasten bilden sich primäre Granula in den Zellen aus. In der ersten 

Entwicklungsstufe, dem Promyelozyt, erweitert sich das Zytoplasma der Zelle. In der nächsten 

Stufe werden die Zellen zu Myelozyten und bilden ihre sekundären und quartären Granula 

aus, während der Zellkern sich verkleinert und eine ovale Form annimmt [64]. Die dritte 

Entwicklungsstufe, der Metamyelozyt, wird dadurch definiert, dass der Zellkern sich krümmt 

und in die Länge zieht. Auch bilden sich mehr Granula aus. Darauf folgt die Entwicklung zum 

stabkernigen Granulozyt, bei dem sich der Zellkern hufeisenförmig verbiegt und die Zelle die 

tertiären Granula erzeugt. In der letzten Entwicklungsstufe bilden sich sekretorische Vesikel 

aus und der Zellkern teilt sich in drei bis fünf Segmente auf, um der neutrophilen Zelle mehr 

Flexibilität zu verleihen [65,66]. Sekretorische Vesikel sind mit Membrankomponenten, 

Serumalbumin und Proteinen gefüllt, welche die Zelle in der Adhäsion und der Migration an 

den Infektionsherd unterstützen [67,68]. Die Zellen haben nur eine geringe Lebensdauer mit einer 

Halbwertszeit von einigen Stunden bis wenige Tage oder bis ihre Granula verbraucht 

wurden [69,70]. Bis die Granulozyten die Entwicklungsstufe des Metamyelozyten erreicht haben, 

können sich die Zellen teilen und vermehren [71]. Diese und alle folgenden Entwicklungsstufen 

besitzen die Möglichkeit Fremdkörper zu phagozytieren [72]. 

Neutrophile Zellen sind eine der ersten, schnellsten und effektivsten Verteidiger, welche durch 

Zytokine, meistens durch Makrophagen sezerniert, in großer Zahl an die Infektionsstelle 

herbeigerufen und freigesetzt werden [73]. Ein großer Teil von ihnen wird im Knochenmark 

gelagert und bei der Rekrutierung durch entsprechende Substanzen wie beispielsweise 
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Chemokine, Hormone oder Lockstoffe in den Blutkreislauf disseminiert [74-76]. Für diese 

Freisetzung müssen die Zellen zuvor nicht vollständig ausgereift sein [77]. Im Blutkreislauf 

adhärieren die neutrophilen Zellen an entzündeten Endothelzellen und rollen an diesen 

entlang [78,79]. Während des Rollens sind die Zellen spezifischen Botenstoffen ausgesetzt, die 

dafür sorgen, dass die Zelle Integrine aktiviert, wodurch sich die Adhäsion am Endothelium 

verstärkt [80]. Durch Kriechbewegungen suchen sie sich anschließend eine geeignete Stelle, 

um das Blutgefäß zu verlassen [79] oder sie transmigrieren durch die Gefäßwand hindurch [81,82]. 

Chemotaktisch durch Botenstoffe angelockt, bewegen die Zellen sich dann weiter in Richtung 

des Entzündungsursprung [83]. Unmittelbar nach der Adhäsion werden die Zellen durch 

Zytokine, Chemokine und andere Substanzen durch ein sogenanntes ‚Priming‘ auf ihre 

Aktivierung vorbereitet [84]. Während dieses Vorgangs exozytieren sie ihren sekretorischen 

Vesikel und teilweise ihre Granula [85,86], verändern ihre Form und erhöhen die Anzahl der 

Rezeptoren, unter anderem auch die Anzahl an Fcγ-Rezeptoren, innerhalb ihrer 

Zellmembran [87,88]. Auch wird die Expression von Untereinheiten der 

Nikotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase) erhöht und die 

membranständige Untereinheit des Enzyms sowie alle Vesikel und Granula an der 

Zellmembran konzentriert [89,90].  

Am Ort der Entzündung angekommen, werden die geprimten Neutrophilen mit Hilfe der 

Sensorik von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und Komplementrezeptoren via Chemotaxis 

zu den Pathogenen gelockt und lösen bei Kontakt mit entsprechenden Liganden, unterstützt 

von Mustererkennungs- und Fcγ-Rezeptoren, die Signaltransduktion für ihre Aktivierung 

aus [51,91]. Mit der Aktivierung erhöhen die Zellen ihre Phagozytoseaktivität und setzen vermehrt 

Granula frei. Ihre Lebensdauer wird verlängert und sie beginnen bei anhaltendem Stimulus 

durch Chemokine, Pathogene und der Komplementuntereinheit C5a damit, die NADPH-

Oxidase zu assemblieren und die Stickstoffmonoxid-Synthase zu exprimieren [51,92]. Zur 

Bekämpfung der Eindringlinge phagozytiert der aktivierte Neutrophil diesen und verwendet 

sein Lysosom und die während der Entwicklung entstandenen Granula, um ihn biochemisch 

zu bombardieren. Das Lysosom zeichnet sich durch einen sauren pH-Wert aus und verfügt 

über viele Verdauungsenzyme. Primäre Granula beinhalten Defensine, antibakterielle 

Proteine und die membrangebundene neutrophile Elastase [51]. Der Inhalt der sekundären 

Granula ist hauptsächlich Lysozym [51,93], Laktoferrin [94] und inaktivierte Cathelicidine [51] sowie 

die membranständige Untereinheit der NADPH-Oxidase [95]. Die Inhaltstoffe der tertiären 

Granula überlappen sich mit denen der sekundären Granula und enthalten zusätzlich 

Gelatinasen [96,97]. Die quartären Granula enthalten hauptsächlich Ficolin-1 [64]. Gerade bei 

Pathogenen sind die Mustererkennungsrezeptoren (PRR) oftmals nicht ausreichend, um die 

Phagozytose einzuleiten [98]. In diesem Fall muss der Eindringling zuvor durch das 

Komplementsystem oder Antikörper opsonisiert werden, um die Phagozytose durch 
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Komplement- [99] und Fc-Rezeptoren [100] zu unterstützen [101,102]. Beide Rezeptoren wirken 

kumulativ und ermöglichen eine effizientere Phagozytose, wenn eine Opsonisierung durch 

beide Substanzen erfolgt ist (Abbildung 3). Nachdem der Eindringling vollständig im 

Phagosom eingeschlossen ist, wird dieses mit dem Lysosom und den Granula zu einem 

Phagolysosom fusioniert [51]. Hierbei werden die Granula nacheinander in umgekehrter 

Reihenfolge zu ihrer Entwicklung während der Granulopoiesis in das Phagolysosom 

integriert [103]. Das Pathogen ist dadurch einem niedrigem pH-Wert und den zerstörerischen 

Inhaltstoffen der Granula und des Lysosoms ausgesetzt [95]. Ebenso werden dem 

Phagolysosom Metallionen wie Eisen und Mangan, die dem Bakterium nützlich sein könnten, 

entzogen [104]. Gleichzeitig wird ein Influx von toxischen Ionen wie Kupfer geschaffen, um 

überlebenswichtige Enzyme des Pathogens zu zerstören [105,106]. Im Zytosol von neutrophilen 

Zellen wird in großen Mengen das Protein Calprotectin gespeichert. Dieses Protein kann bei 

Freisetzung als DAMP wirken und so weitere Immunzellen und Entzündungsreaktionen 

aktivieren [107]. Während der Phagozytose wirkt das Protein, indem es freies Eisen, Mangan 

und Zink bindet, damit das Pathogen diese nicht als Ressource verwenden kann [108,109]. Die 

Stickstoffmonoxid-Synthase kann nach ihrer Produktion reaktive Stickstoffspezies wie das 

toxische Stickstoffmonoxid produzieren. Nach der Assemblierung der NADPH-Oxidase wird 

diese über die sekundären Granula in die Membran des Phagolysosoms übertragen. Hat das 

Enzym sich zusammengesetzt, kommt es zu einem respiratorischen Schub, welcher sich 

durch einen erhöhten Sauerstoffverbrauch und die Produktion von Sauerstoffradikalen und 

Superoxidanionen äußert. Durch das Pumpen von Kalium und Wasserstoff in das 

Phagolysosom werden die Superoxidanionen neutralisiert, was zu einer Absenkung des 

pH-Wertes führt. Durch diese Ansäuerung werden weitere Proteine aus der Membran des 

Phagolysosoms herausgelöst und durch die Verdauungsenzyme des Lysosoms in ihrem 

aktiven Zustand versetzt [51]. Dadurch wird unter anderem die neutrophile Elastase aktiviert, 

welche die Eindringlinge direkt attackiert und zur Unterstützung des Angriffs die Cathelicidine 

aktiviert [110]. Die Sauerstoffradikale selbst werden von der Superoxid-Dismutase zu 

Wasserstoffperoxid umgesetzt. Diese Chemikalie kann toxisch auf das Pathogen wirken, 

katalytisch zu wirksamen Hydroxylradikalen umgesetzt oder durch die Myeloperoxidase 

(MPO) zu Hypohalogeniten raffiniert werden [111]. Neutrophile Zellen geben den Inhalt ihrer 

Granula und die reaktiven Sauerstoffspezies ebenso in die Umgebung ab, um umliegende 

Krankheitserreger zu bekämpfen. Hierbei können sich auch weitere antimikrobielle 

Substanzen entwickeln, die chemisch aktiv sind. Beispielsweise können die neutrophilen 

Zellen durch die Freisetzung der neutrophilen Elastase die Herstellung von antimikrobiellen 

Substanzen aus dem im Blut befindlichen Apolipoprotein E ermöglichen [112]. Durch den 

Einfluss der Komplement-Untereinheit C5a können Granulozyten sich in substanzbeladene 

Ektosomen transformieren, welche sowohl antimikrobielle Effekte besitzen [113], als auch 
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andere Zellen des angeborenen Immunsystem durch Interaktion beeinflussen [114,115]. Das 

Resultat der Interaktion ist von dem Entstehungshintergrund der Ektosomen abhängig und es 

kann entzündungsfördernd [116,117] oder –hemmend [118,119] wirken [120]. 

Abbildung 3: Der kumulative Effekt von Antikörpern und Komplementen und ihren jeweiligen 

Rezeptoren ermöglicht die Phagozytose von Staphylococcus aureus durch phagozytische Zellen. Die 

Illustration wurde aus der Publikation von McGuinness et al. (2016) übernommen [9]. Die genannte 

Publikation ist über eine internationale Namensnennung-Lizenz 4.0 von Creative Commons 

(CC BY 4.0) geschützt [a].  
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Eine Subpopulation der neutrophilen Zellen ist weniger darin involviert Pathogene zu 

phagozytieren. Diese Zellen zerstören sich selbst, um aus dem Inhalt ihrer Granula und ihrem 

Chromatin eine fibrilläre Falle zu bilden, welche Krankheitserreger immobilisiert und mit 

antimikrobiellen Substanzen überschüttet [121]. Diese Substanzen bleiben in der Falle 

konzentriert und dadurch wird der unspezifische Schaden am Wirt eingegrenzt [122,123]. Auch 

verstärken diese Fallen die Effizienz von Makrophagen [124]. Zur Ausbildung dieser Netze 

müssen die neutrophilen Zellen aber zunächst zuvor von Thrombozyten aktiviert werden [125].  

Zusätzlich zu der direkten Interaktion mit den Eindringlingen können neutrophile Granulozyten 

Antigene für T-Zellen präsentieren und mit den anderen Bestandteilen des Immunsystem 

direkt interagieren, um sie in ihren Funktionen zu unterstützen. Sie sind in der Lage Zytokine, 

Chemokine und andere Substanzen abzusondern, welche eine Entzündung auslösen, 

hemmen oder andere Immunzellen und weitere Neutrophile stimulieren und rekrutieren 

können [51]. Interessanterweise migrieren neutrophile Zellen bei einer Entzündung auch in den 

Lymphknoten, um dort zunächst die Aktivierung von T- und B-Zellen zu verzögern [126]. Der 

genaue Hintergrund dieser Inhibition ist noch unklar, aber Nauseef und Borregaard (2014) [76] 

vermuten, dass es sich hierbei um einen Sicherheitsmechanismus handelt, der dabei hilft, 

größeren kollateralen Schaden zu vermeiden. Ebenso sind sie in der Lage, Zytokine zu 

produzieren, welche die Lebensdauer und Reaktivität von B-Zellen fördern [76]. Während einer 

sehr starken Entzündungsreaktion kann sich die Produktion von neutrophilen Zellen im 

Knochenmark verzehnfachen und sie sind dann in der Lage, sich auch außerhalb des 

Knochenmarks zu teilen [127,128]. Es kommt dazu, dass mehr neutrophile Zellen in frühen 

Entwicklungsstufen in der Blutbahn freigesetzt werden. Die generelle Lebenserwartung von 

neutrophilen Zellen kann sich in diesem Fall um bis zu zehn Tage verlängern [127,129]. 

Neutrophile Zellen sind eine der wichtigsten Immunzellentypen bei der Verteidigung gegen 

Staphylococcus aureus [130-132]. Um das resiliente Bakterium effizient zu zerstören, benötigen 

die Zellen ein Zusammenspiel von mehreren Effektoren, um genug Stress zu erzeugen. Zum 

einen bedarf es eines niedrigen pH-Werts im Phagolysosom [133] und eines respiratorischen 

Schubs durch die NADPH-Oxidase [134]. Während des respiratorischen Schubs wird 

Arachidonsäure in das Phagolysosom geleitet und durch die Sauerstoffradikale oxidiert [135]. 

Die resultierende Substanz ist für Staphylococcus aureus toxisch und kann das Bakterium 

töten [135,136]. Die von neutrophilen Zellen hergestellten Cathepsine [137] und IIA-sPLA2 [138,139] 

unterstützen diesen Prozess. Sie sind durch ihre proteolytische Aktivität an der Neutralisierung 

der von dem Bakterium abgesonderten Virulenzfaktoren beteiligt. Cathepsine zeigen hierbei 

auch eine wirksame Aktivität gegen Biofilme des Erregers [140]. Ebenfalls ist die Produktion von 

Stickstoffmonoxid notwendig, da sich ohne dessen Aktivität ein großes Defizit in der 

Tötungseffizienz der neutrophilen Zellen zeigt [141]. Viele Beweise zeigen, dass die reaktiven 
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Sauerstoffspezies und die von der MPO verfeinerte hypochlorige Säure einen großen Beitrag 

für die zuverlässige Zerstörung des Pathogens leistet [142,143]. Diese Beweise werden dadurch 

erhärtet, dass in den fibrillären Fallen die MPO eingelagert wird und die Aktivität dieses 

Enzyms innerhalb dieser Fallen das Bakterium mit großer Effizienz zerstört [144]. Ebenso wird 

während einer Infektion mit Staphylococcus aureus die Entwicklung der Subpopulation 

gefördert, welche fibrilläre Fallen ausbildet, um den Krankheitserreger einzudämmen [145]. 

Gegen die besonders widerstandsfähigen Biofilme des Pathogens hat sich die Sekretion von 

DNA, neutrophiler Elastase und Laktoferrin durch neutrophile Zellen als wirkungsvoll in der 

Bekämpfung gezeigt [146]. NGF-β hat sich als starker Vermittler für die Neutrophilen- und 

Makrophagen-assoziierte Immunantwort herausgestellt. Der Wachstumsfaktor wird durch die 

Wirkung vieler Toxine, welche Staphylococcus aureus sezerniert, vermehrt exprimiert und 

ausgeschüttet. Wenn er mit der Tropomyosinrezeptorkinase auf den Phagozyten in Kontakt 

kommt, verstärkt es deren Effizienz und, im Falle der Neutrophilen, auch deren 

Rekrutierung [147]. Als ebenfalls sehr wichtig für die Effektivität der neutrophile Zellen gegen 

Staphylococcus aureus hat sich der Lockstoff Leukotrien B4 erwiesen. Eine externe Zugabe 

dieser Chemikalie konnte eine erfolgreiche Beseitigung einer Infektion durch das Pathogen 

unterstützen [148]. Diese Wirkstoffe und chemische Reaktionen wirken redundant und in 

Synergie um dem Wirt eine möglichst hohe Effizienz gegenüber dem Bakterium zu 

verschaffen [149,150]. Eine erfolgreiche Zerstörung des Pathogens nach Phagozytose ist 

allerdings nicht garantiert, da Staphylococcus aureus über eine Vielzahl von 

Verteidigungsmaßnahmen verfügt [151-153]. Die Expression dieser Maßnahmen unterscheidet 

sich bei jedem Bakterienstamm und aus diesem Grund ist ein Erfolg stark von der Individualität 

eines Bakterienstammes abhängig [148,154,155]. 

2.2.1.3 HL-60 Zelllinie und der opsonophagozytischer Tötungsassay 

Die in der Arbeit verwendete HL-60 Zelllinie stammt aus einer an Promyelozytenleukämie 

erkrankten Person und besitzt eine Verdopplungszeit von bis zu 48 Stunden [156]. Sie ist eine 

Mixtur von neutrophilen Zellen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien, mit dem höchsten 

bestehenden Anteil an Promyelozyten [157], welche sich unter Zugabe von Insulin und 

Transferrin unablässig teilen [158]. Durch die Zugabe von N,N-Dimethylformamid lassen sich die 

Zellen dazu anregen, die Granulopoiesis zu durchlaufen, sodass sich im Verlauf mehrerer 

Tage ein Gemisch von Granulozyten mit unterschiedlichem Reifegrad entwickelt, welches die 

Fähigkeit zur Phagozytose besitzt [157]. Differenzierte Granulozyten dieser Zelllinie besitzen in 

Zellkultur eine deutlich längere Lebenszeit als natürliche neutrophile Zellen [159]. Während der 

Reifung verändern die neutrophilen Zellen die Zusammensetzung ihrer Oberflächenproteine. 

Diese können als Indikator verwendet werden, um den aktuellen Entwicklungsstatus des 

Gemischs mittels Durchflusszytometrie (FACS) zu überprüfen. Die Oberflächenproteine, 

welche sich für diesen Prozess eignen, sind der Komplementrezeptor 1 (CD35) und der 
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Transferrinrezeptor 1 (CD71). Neutrophile Granulozyten in frühen Entwicklungsstufen 

besitzen vermehrt CD71 [160]. Dieses Protein verlieren sie im Verlauf der Granulopoiesis, 

während bei CD35 [161] die gegenteilige Entwicklung zu beobachten ist. Nach 

Paschall et al. (2020) [162] sollten in einem Zellgemisch für eine effektive phagozytische 

Aktivität über 55,0 % der Zellen CD35 und weniger als 20,0 % der Zellen CD71 an ihrer 

Oberfläche präsentieren. In diesem Verhältnis kann das Gemisch in einem 

opsonophagozytischer Tötungsassay (OPTA) gegen das Bakterium eingesetzt werden, um zu 

testen, ob sich bei Zugabe von opsonisierenden Agenzien eine erhöhte Tötungseffizienz zeigt. 

Innerhalb dieses Assays adhärieren die Zellen durch Gelatine und Serum an der 

Testoberfläche, was die allgemeine Bereitschaft zur Phagozytose der neutrophilen Zellen 

erhöht [150,163]. Durch die Zugabe von Serum und Antikörpern während des Tötungsassays wird 

Staphylococcus aureus opsonisiert, wodurch die Phagozytose der Bakterien durch die Zellen 

aktiviert wird. Allerdings zeigten adhärente Zellen in den Versuchen nach Lu et al. (2014) [150] 

entgegen der Erwartungen keine erhöhte Phagozytoseaktivität bei vorheriger Opsonisierung 

der Bakterien. Als Begründung hierfür wird die verbesserte Phagozytoseaktivität von 

adhärenten Zellen in Unabhängigkeit von opsonisierenden Faktoren genannt [164,165]. 

In der Publikation nach Lu et al. (2014) [150] wurde der Einfluss eines spezifischen Antikörpers 

gegen Staphylococcus aureus auf die neutrophilen Zellen getestet und mit dem Einfluss von 

menschlichem Serum verglichen. Bei beiden Substanzen konnte nach einer Opsonisierung 

der Bakterien kein signifikanter Unterschied in der Phagozytoseaktivität der neutrophilen 

Zellen oder deren Vernichtungseffizienz beobachtet werden. Dies deckt sich mit 

Beobachtungen aus weiteren Publikationen [98,166]. Die Phagozytose der Bakterien ist daher in 

einem solchen Assay in keinem Fall eine Garantie dafür, dass das Bakterium letztendlich auch 

vernichtet wird [150,151]. 

2.2.2 B-Lymphozyten und Immunglobuline [51] 

Die B-Lymphozyten sind spezialisierte Zellen, welche nach einer Entwicklungszeit 

Immunglobuline, eine effiziente und spezifische Antwort auf extrazelluläre Bedrohungen auf 

den Wirtskörper, herstellen und sezernieren können. Diese Proteine bestehen aus zwei 

identischen leichten und schweren Ketten, welche zusammen eine Ypsilon-förmige Struktur 

bilden. Die Ketten bestehen aus konstanten Regionen, welche am Fuß des Antikörpers die 

Fc-Region bilden, die eine Interaktion mit körpereigenen Zellen ermöglicht. An den beiden 

Armen des Immunglobulins, der sogenannten F(ab)2-Region, werden zwei identische Antigen-

Bindungsstellen, die sogenannten ‚Paratope‘, durch die variablen Regionen der beiden Ketten 

definiert. Die variable Domäne kann durch die Kombination verschiedener Mechanismen eine 

Variabilität von über 1012 einzigartiger Paratope ausbilden [167]. 
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2.2.2.1 Somatische Rekombination und junktionale Diversität [51] 

Die Paratope in der F(ab)2-Region besitzen jeweils drei hypervariable Regionen und können 

ein passendes Epitop auf ihrem Antigen binden. Das Epitop ist dabei nicht auf Aminosäuren 

beschränkt und kann aus allen möglichen chemischen Strukturen bestehen. B-Lymphozyten 

durchlaufen während ihrer Reifung die sogenannte somatische Rekombination. Während 

dieser Rekombination wird ein Gen aus einer Gruppe in einem Gensegment der variablen 

Domäne zufällig ausgewählt und mit einem zufällig ausgewählten Gen aus einer anderen 

Gruppe eines weiteren Gensegments durch Umlagerung gepaart. Anschließend wird es durch 

Spleißen verknüpft. Bei der leichten Kette werden Gene aus zwei (V- und J-Segment) und bei 

der schweren Kette Gene aus drei Segmenten (V-, D-, und J-Segment) ausgewählt. In 

seltenen Fällen kann es bei Rekombination der schweren Kette zur doppelten Anlagerung des 

Gens im mittleren Gensegment (D-Segment) kommen. Die für diese Rekombination 

verfügbaren Gene sind in Genfamilien eingeteilt und unterscheiden sich bei jedem Individuum 

aufgrund von Polymorphismus. Das Spleißen wird von spezifischen Enzymen durchgeführt, 

welche die Gene an konservierten Rekombinationssignalsequenzen zusammenführen. Diese 

Enzyme erzeugen einen Doppelstrangbruch zwischen der Signalsequenz und der 

codierenden Sequenz des Gens und verknüpfen Strang und Gegenstrang an diesem Bruch 

mit einer Haarnadelstruktur. Die DNA zwischen den beiden Genen wird während dieses 

Prozesses deletiert oder durch Inversion umgelagert. Die beiden Haarnadelstrukturen werden 

über den Artemis-Komplex durch die Verknüpfung nichthomologer Enden an zufälliger Stelle 

gespalten. Anschließend werden die DNA-Stränge wieder durch Reparaturenzyme verknüpft. 

Durch das Öffnen der Haarnadelstruktur an einer zufälligen Position entsteht bei beiden 

Strängen ein Einzelstrangüberhang mit einer palindromischen Sequenz mit einer von der 

Schnittposition abhängigen Länge. An den entstandenen Überhängen wird durch die terminale 

Desoxyribonukleotidyltransferase eine zufällige Anzahl von Nukleotiden angehängt oder durch 

Exonukleasen eine zufällige Anzahl entfernt. Letztendlich werden die beiden Einzelstränge 

zusammengeführt, nicht passende Paarungen von Nukleotiden korrigiert und die beiden 

Stränge als doppelsträngige DNA wiederhergestellt. Jeder naive B-Lymphozyt kann nach 

dieser Rekombination ein Immunglobulin mit einer einzigartigen variablen Domäne 

monoklonal exprimieren. 

Die konstante Domäne der leichten Kette liegt entweder als Isotyp κ- oder λ-vor. Eine der 

Hauptaufgaben dieser Domäne ist es, die Verknüpfung mit der schweren Kette herzustellen. 

Zwischen den beiden Isotypen sind nach aktuellem Wissenstand keine funktionellen 

Unterschiede bekannt. Die konstante Domäne der schweren Kette spielt eine größere Rolle 

und gibt die Klasse, Subklasse und somit die Funktion des Antikörpers vor. Nach der 

Genumlagerung wird die variable Domäne zusammen mit der konstanten Domäne einer 

schweren Kette des Isotyps μ und δ transkribiert. Während der RNA-Prozessierung werden 
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die Introns des Transkripts zwischen der variablen Domäne durch Spleißen mit einer der 

beiden konstanten Domänen verknüpft und alle Introns zwischen den Genen der jeweiligen 

konstanten Domänen herausgeschnitten. Die resultierenden Exonen bilden während der 

Translation dann vollständige schwere Ketten, die sich mit leichten Ketten assoziieren und 

sich in Abhängigkeit des Isotyps als Immunglobuline der Klasse M (IgM) und D (IgD) 

zusammensetzen. Diese beiden Antikörper werden zur gleichen Zeit als Rezeptoren an der 

Membran des Lymphozyten präsentiert. Sobald unreife naive B-Zellen diese Rezeptoren 

ausgebildet haben, verlassen sie das Knochenmark und konzentrieren sich hauptsächlich in 

lymphatischen Organen und in lymphatischem Gewebe. 

2.2.2.2 Zentrale und periphere Toleranz [51] 

Bei der hohen Diversität der variablen Region des von B-Lymphozyten präsentierten 

Oberflächenimmunglobulins ist es vorgegeben, dass auch Bindungsstellen entstehen, welche 

körpereigene Proteine erkennen. Da Substrate, die von Antikörpern gebunden werden, durch 

Effektormechanismen angegriffen werden, ist es nicht wünschenswert, dass Antikörper mit 

einem Autoantigen als Liganden freigesetzt werden. Noch während der Entwicklung der 

Lymphozyten gibt es deshalb Mechanismen, um Immunzellen mit autoreaktiven Eigenschaften 

auszusieben. Reagiert der Oberflächenrezeptor bereits nach der Genumlagerung mit 

körpereigenen Zellen, so leitet die Zelle entweder die Apoptose ein oder vollführt eine weitere 

Genumlagerung mit den verbleibenden Elementen der Gensegmente. Dies kann die Zelle 

wiederholen, bis der Oberflächenrezeptor keinen Liganden mehr binden kann oder keine 

Elemente mehr verbleiben. Diesem Prozess können allerdings B-Zellen entkommen, welche 

ein kleineres, lösliches und weniger reaktives Autoantigen binden. Treffen diese Zellen auf 

dieses Antigen, sodass dieses eine schwache Quervernetzung auslöst, dann werden die 

Zellen anergisch, wodurch sie die Expression des IgM einstellen und nicht mehr mit T-Zellen 

interagieren können. Ist das korrespondierende Autoantigen nicht erreichbar, bindet zu 

schwach oder liegt es in einer unzureichenden Konzentration vor, so ist die Zelle zwar 

autoreaktiv, hat aber keine Möglichkeit, eine Immunreaktion auszulösen.  

Nach dem Verlassen des Knochenmarks durchwandern die B-Zellen die Peripherie auf dem 

Weg zur Milz. Wie im Knochenmark leiten sie hierbei die Apoptose ein, wenn sie auf dem Weg 

dorthin eine starke Bindung mit einem körpereigenen Antigen eingehen. Ebenso werden sie 

anergisch, wenn sie ein lösliches Autoantigen binden. Überlebende Lymphozyten werden 

schließlich durch Zytokine innerhalb der Milz dazu angeregt, sich zu reifen naiven 

B-Lymphozyten zu entwickeln.  
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2.2.2.3 Aktivierung von B-Lymphozyten [51] 

Potentielle Antigene werden in Lymphknoten und Milz von spezialisierten Makrophagen und 

dendritischen Zellen zurückgehalten und in den Lymphfollikeln den B-Zellen präsentiert. Bindet 

ein Oberflächenimmunglobulin sein Antigen, sodass es zu einer Quervernetzung mit 

multivalenten Bindungen kommt, reicht das alleine nicht aus, um den naiven B-Lymphozyt für 

eine Immunantwort zu stimulieren. Erst wenn die Signalstärke groß genug ist, wird der 

Lymphozyt dazu stimuliert, sich in eine aktive Plasmazelle zu verwandeln. Diese Stimulation 

wird unter anderem durch die Bindung von Liganden an kostimulierenden Rezeptoren an der 

Zellmembran erreicht. Durch die Bindung eines Antigens bewegt sich die B-Zelle in die 

äußeren Follikel des Lymphgewebes. Das gebundene Antigen wird durch Endozytose ins 

Zellinnere transportiert und, falls möglich, proteolytisch verdaut. Das Antigen oder die 

Peptidfragmente werden dann anschließend durch MHC-Klasse II gebunden und an der 

Zellmembran präsentiert. Im äußeren Follikel filtern die Lymphozyten im Verlauf von bis zu 

einem Tag weitere passende Antigene und prozessieren diese. Danach begeben sie sich an 

die Grenze der T-Zell-Zone, in welcher sie ihre Antigene den aktivierten T-Zellen präsentieren. 

T-Helferzellen, welche durch dasselbe Antigen aktiviert wurden, erkennen die präsentierten 

Peptidfragmente und produzieren als Folge Zytokine. Die Zytokine werden sezerniert oder an 

der Oberfläche der T-Helferzelle präsentiert und dienen der Aktivierung von B-Zellen. Einer 

der wichtigsten Stimulanzien ist hierbei das membrangebundene Protein CD154. Durch die 

Zytokine der Helferzelle werden die B-Lymphozyten zur Teilung angeregt, verändern ihren 

Stoffwechsel, ihre Morphologie und eventuell die Klasse ihrer Immunglobuline. Ein Großteil 

der aktivierten Zellen bewegt sich im Verlauf von wenigen Tagen von der Grenze der T-Zell-

Zone hin zu den interfollikulären Regionen und den subkapsulären Sinus des Lymphknotens, 

beziehungsweise den Brückenkanälen der Milz. Dort bilden sie den sogenannten 

‚Primärfokus‘. In diesem Fokus teilen sich die Zellen weiter, und ein Anteil der Zellen entwickelt 

sich zu Plasmablasten. Ein kleinerer Teil der B-Zellen wandert mit den assoziierten 

T-Lymphozyten in einen primären Follikel. Dort bilden sie ein Keimzentrum aus, in welchem 

sich beide Arten von Lymphozyten teilen und sich die B-Zellen, ebenso wie im Primärfokus, 

zu Plasmablasten entwickeln.  

Die Aktivierung einer B-Zelle kann auch in Unabhängigkeit von T-Zellen initiiert werden. 

Beispielsweise können PAMPs in Form von thymusunabhängigen Antigenen zur Akkumulation 

der Signalstärke beitragen, um die notwendige Signalschwelle zu überschreiten. Eine solche 

T-Zell-unabhängige Aktivierung wird von speziellen neutrophilen Zellen innerhalb der 

lymphatischen Gewebe durch die Expression von Zytokinen gefördert [168]. 
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2.2.2.4 Entwicklungsverlauf von Plasmablasten [51] 

Noch bevor sich die B-Zellen zu Plasmablasten entwickeln und das Keimzentrum betreten, 

können diese zu einem Klassenwechsel der schweren konstanten Kette angeregt werden [169]. 

Hierbei wird ein Bereich in der DNA-Sequenz herausgeschnitten, sodass ein anderer Isotyp 

der schweren Ketten an die codierende Sequenz für die variable Domäne angrenzt. Welche 

Klasse hierbei gewählt wird, beeinflussen vor allem die Zytokine, welche von den 

T-Helferzellen abgesondert werden. Diese Entwicklung ist nicht von der Affinität des 

Antikörpers gegenüber seines Antigens abhängig [170]. Als Plasmablast und im Keimzentrum 

ist dieser Prozess ebenfalls möglich, tritt aber deutlich seltener auf [169].  

Während der Entwicklung zum Plasmablasten wird um den Zellkern herum ein ausgeprägter 

Golgi-Apparat entwickelt. Das endoplasmatische Retikulum wird erweitert, um die Produktion 

und den Transport einer großen Menge an Antikörpern zu unterstützen. Generell unterscheidet 

man zwei Populationen von Plasmablasten. Ein Großteil der Plasmablasten ist kurzlebig und 

teilt sich schnell, während eine kleinere Population sehr langlebig ist [171,172]. Plasmablasten im 

Primärfokus beginnen bereits mit der Produktion und Sekretion von IgM, während 

Plasmablasten im Keimzentrum zunächst eine somatische Hypermutation und den 

Klassenwechsel des Antikörpers durchlaufen. Mit Beginn der somatischen Hypermutation 

werden in der variablen Region der Antikörper durch enzymatische Aktivität absichtlich 

Punktmutation eingefügt, um nach einer Zellteilung ähnliche Variationen des ursprünglichen 

Paratops zu erzeugen. Die entstehenden Variationen werden durch Interaktion mit den 

umliegenden T-Helferzellen durch positive Selektion gefördert, indem sie bei der Bindung des 

Antigens eine Anregung zur Proliferation und zur Verlängerung ihrer Lebenszeit erhalten. 

Diese Anregung ist bei Varianten mit verbesserter Affinität stärker, da diese eine größere 

Menge an Antigen binden können. Die generelle Mutationsrate in diesem Entwicklungsprozess 

liegt hierbei zwischen 4,0 % und 12,0 % [173,174]. B-Lymphozyten, die nach der Mutation ein 

defektes Oberflächenimmunglobulin besitzen oder das Antigen nicht binden können, werden 

durch die Zellen nicht angeregt und deshalb durch negative Selektion eliminiert. Es ist möglich, 

dass sich während der somatischen Hypermutation die Spezifität des Antikörpers verändert 

und dieser infolgedessen ein Autoantigen binden kann. Findet deshalb unabhängig von einem 

T-Lymphozyten eine Quervernetzung eines Antigens an den Oberflächenimmunglobulinen 

statt, leitet der B-Lymphozyt die Apoptose ein. 

Nach der somatischen Hypermutation und dem Klassenwechsel verändern die Zellen ihre 

Oberfläche, sodass sie das Keimzentrum verlassen können und wandern dann, angelockt 

durch Chemokine und in Abhängigkeit ihrer Rezeptoren von diesen Botenstoffen, in das 

Knochenmark, in die Markstränge der Lymphknoten [175,176], die rote Pulpa [175,176], 

Schleimhäute [177,178] oder in entzündetes Gewebe [179,180]. Plasmablasten, die sich im Mukosa-
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assoziiertem lymphatisches Gewebe ausgebildet haben, verbleiben überwiegend dort. 

Während der Reise und auch noch am Zielort reifen die Zellen zu Plasmazellen heran. Nach 

diesem Entwicklungsschritt können sie sich nicht mehr teilen. An ihren Positionen 

angekommen, sezernieren sie große Mengen ihres Antikörpers, welche durch den 

Blutkreislauf oder andere Körperflüssigkeiten transportiert werden und am Entzündungsort in 

die betroffenen Gewebe diffundieren. Plasmazellen, welche sich aus kurzlebigen 

Plasmablasten entwickelt haben, zerstören sich nach wenigen Tagen selbst [181]. Die 

überlebenden, langlebigen Zellen machen ~ 10,0 bis 20,0 % der verbleibenden Population 

aus und können in einem Zeitraum von zwei Wochen bis hin zu einem Jahr 

überleben [171,182,183]. Sie verlieren mit der Zeit die Fähigkeit auf Chemokine zu reagieren und 

verbleiben permanent an ihrem jeweiligen Standort [184].  

Immunantworten, die aus einer T-Zell-unabhängigen Aktivierungen stammen, können sich 

nicht in einem Keimzentrum entwickeln. Während langlebige Plasmablasten eher mit T-Zell-

abhängigen Antigenen assoziiert werden, ist es auch möglich, dass diese Zellen bei einer 

T-Zell-unabhängigen Aktivierungen entstehen [185]. Während der somatischen Hypermutation 

wird auch die Spezifität und Affinität von IgM-exprimierenden Plasmablasten verändert, 

allerdings werden diese bei dem Erhalt von Überlebenssignalen in den meisten Fällen 

aufgrund ihrer Rezeptorstruktur von anderen Antikörperklassen übertroffen [186]. Sowohl die 

somatische Hypermutation, als auch der Klassenwechsel kann auch unabhängig von 

Keimzentren erfolgen [187].  

2.2.2.5 Effektormechanismen von Antikörpern und Immunglobulin-Isotypen [51] 

Antikörper wirken auf drei unterschiedliche Arten. Sie können direkt an Giftstoffe, Bakterien 

und Viren binden und diese an der Interaktion mit Wirtszellen hindern. Ebenso sind sie in der 

Lage, Fremdkörper zu opsonisieren, sodass sie durch Phagozyten besser aufgenommen und 

beseitigt werden können. Letztendlich haben sie auch die Fähigkeit, die Aktivierung des 

Komplementsystems durch den klassischen Weg zu unterstützen, um die Wirkung der 

Komplement-assoziierten Opsonisierung auf Phagozyten zu verstärken, 

Entzündungsreaktionen einzuleiten und das gebundene Pathogen direkt anzugreifen. In 

Abhängigkeit vom Isotyp der schweren konstanten Kette zeigen Antikörper eine schlechtere 

oder bessere individuelle Effektoraktivität. Insgesamt gibt es fünf unterschiedliche Isotypen. 

Der Isotyp γ, wird in vier und der Isotyp α in zwei weitere Subtypen unterteilt. Die 

physikalischen Eigenschaften aller Isotypen sind in Tabelle 1 genauer definiert.  
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Tabelle 1: Die verschiedenen Klassen der Antikörper, welche sich bei Assemblierung durch einen 

Isotypen der konstanten Domäne der schweren Kette definieren. Die Daten für die Tabelle wurde aus 

der Abbildung 5.20 der 9. Auflage von Janeway Immunologie (2018) [51] übernommen und der 

Gesamtanteil der Antikörper im Serum mit den Messdaten von Gonzalez-Quintela et al. (2008) [188] 

ergänzt. 

Antikörper-Isotypen im Blutserum 

Isotyp Klasse Molekülmasse in 

[kDa] 

Halbwertzeit in 

[Tage] 

Gesamtanteil in 

[%] 

α1,2 Klasse A (IgA) ~ 160,0 bis 390,0 sechs ~ 17,1 

γ1-4 Klasse G (IgG) ~ 146,0 bis 165,0 sieben bis 21 ~ 73,2 

δ Klasse D (IgD) ~ 184,0 drei ~ 0,2 

ε Klasse E (IgE) ~ 188,0 zwei ~ < 0,1 

μ Klasse M (IgM) ~ 970,0 bis 1145,0 zehn ~ 9,5 

IgM bilden im Plasma ein Penta- und in seltenen Fällen auch ein Hexamer aus. Das IgA ist im 

Serum nur als Monomer vorzufinden und dimerisiert erst in anderen Körperflüssigkeiten. Die 

Polymerisierung der Dimere und Pentamere wird über eine separat exprimierte J-Kette 

vermittelt. Die Plasmablasten aus dem Primärfokus produzieren nach ihrer Aktivierung IgM als 

Übergang, bis spezialisiertere Antikörper aus den Plasmazellen der Keimbahn sezerniert 

werden. Diese Antikörper besitzen nur eine geringe Affinität gegen das Antigen, welches die 

Aktivierung ausgelöst hat. Sie bieten aber dafür zehn Paratope an und können sehr gut das 

Komplementsystem über den klassischen Weg rekrutieren, nachdem sie ihr Ziel gebunden 

haben. Eine gewisse Menge an IgM wird konstant in der Milz und von Subtypen der B-Zellen 

in der Bauchfellhöhle und Lunge ohne Aktivierung durch T-Zellen produziert. Diese natürlichen 

Antikörper binden meistens Kohlenhydrate, die von bestimmten Bakteriengruppen hergestellt 

werden. IgM kann auch durch Epithelzellen in den Darm transportiert werden. Das IgA wird 

hauptsächlich in Körpersekrete geschleust und ist vorwiegend in der Nähe von Epithelien und 

Schleimhautepithelien vorzufinden. Da das Komplementsystem und Phagozyten oftmals 

keinen Zugang zu diesen Bereichen finden, hat IgA eine überwiegend neutralisierende 

Wirkung auf Pathogene und deren Toxine. IgE wird durch Rezeptoren an Mastzellen 

gebunden und ist bei deren Aktivierung involviert. Die Hauptaufgabe der größten Gruppe, IgG, 

ist hauptsächlich die Opsonisierung und Neutralisierung von Krankheitserregern und potentiell 

toxischen Substanzen in Blut, Lymphe und Gewebe. Durch die Bindung des Antigens folgen 

Stimulationen an Phagozyten und die Aktivierung des Komplementsystems. Ebenso können 

die Antikörper körpereigene Zellen zur Vernichtung durch natürliche Killerzellen markieren. Sie 

sind in der Aktivität als Opsonin effizienter als alle anderen Klassen, und es ist auch der einzige 

Antikörper, welcher die Plazenta durchdringen kann. Zwischen Subtypen dieser Klasse gibt es 

Unterschiede in der jeweiligen Physiologie und Aktivität. So aktiviert IgG2 das 
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Komplementsystem schlechter und IgG3 besser als IgG1
 [189]. IgG3 besitzt eine deutlich 

geringere Halbwertszeit als die anderen Immunglobuline, was vermutlich auf eine veränderte 

Aminosäure an der Position 435 innerhalb der Proteinsequenz zurückzuführen ist [190,191]. IgG4 

hat die besondere Eigenschaft, dass er eine gepaarte schwere und leichte Kette mit einem 

anderen IgG4 tauschen und daher zwei unterschiedliche Antigene binden kann. In der 

Epidermis treten IgA und IgG zur Verteidigung des Wirtes im Tandem auf [192]. Die Funktion 

von sekretiertem IgD ist noch nicht komplett aufgeklärt, aber Erkenntnisse zeigen eine 

Involvierung in der Immunverteidigung der Schleimhäute [193] und eine Stimulation von B-, 

Mast- und basophilen Zellen in den Atemwegen [194]. Als Oberflächenimmunglobulin in naiven 

B-Zellen dient IgD als Hilfsrezeptor, um die Bindung von passenden Antigenen zu erleichtern.  

In einer gemeinsamen Kultivierung von neutrophilen Zellen mit einem Biofilm von 

Staphylococcus aureus wurde gezeigt, dass Antikörper die Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies in den Immunzellen erhöhen können, wenn diese an einem opsonisierten 

Bakterium binden. Eine gesteigerte Zerstörung des Biofilms konnte hierbei ohne eine erhöhte 

Aktivität der Phagozytose festgestellt werden [195]. 

2.2.3 Immunologisches Gedächtnis [51] 

Sowohl das angeborene [56] als auch das adaptive Immunsystem sind in der Lage ein 

Gedächtnis zu entwickeln, um wirkungsvolle Antikörper, PRR [56], Oberflächenimmunglobuline 

und T-Zell-Rezeptoren zu konservieren. Das Immungedächtnis ist hierdurch in der Lage bei 

einem erneuten Zusammentreffen mit bereits bekannten Antigenen oder PAMPs [56] eine 

wirkungsvollere und schnellere Sekundärantwort zu aktivieren. B- und Plasma-

Gedächtniszellen erzeugen einen aktiven Antikörpertiter gegen bekannte Pathogene. Sie 

konkurrieren hierbei um eine begrenzte Anzahl von Überlebenssignalen, die in Form von 

Zytokinen von anderen Zellen exprimiert werden. Sie können daher nur in einer bestimmten 

Anzahl existieren. Das Gedächtnis des adaptiven Immunsystems erreicht einen Monat nach 

der Infektion seinen Höhepunkt und kann mit einer Halbwertszeit von acht bis 15 Jahren für 

sehr lange Zeit einen effektiven Schutz gegen eine erneute Infektion liefern. Dieses 

Gedächtnis ist die Grundlage, auf welcher das Prinzip einer Impfung und einer aktiven 

Immunisierung basiert. Durch gezielte Exposition eines Wirtes durch aktives, attenuiertes oder 

inaktiviertes infektiöses Material oder bestimmte Antigene können unter der Aktivierung des 

Immunsystems Einträge in dieses Gedächtnis generiert werden. 

Adjuvantien sind bei peptidbasierten Antigenen zum Auslösen einer adäquaten Immunreaktion 

unabdingbar und können die Wirkung solcher Impfstoffe und die Wahrscheinlichkeit einer 

erfolgreichen Immunisierung erhöhen. Ein effektiver Schutz kann erreicht werden, indem 

entweder das verursachende Pathogen oder ein an der Pathogenese involviertes Toxin durch 
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die Sekundärantwort inaktiviert wird. Wichtig bei den Impfstoffen und den verwendeten 

Adjuvantien ist es, dass sie neben einer effizienten und langanhaltenden Wirkung auch keine 

toxischen Nebeneffekte oder Autoimmunerkrankungen verursachen. Aus diesem Grund 

müssen Impfstoffe mehrere klinische Studien durchlaufen, in welchen all diese Faktoren 

überprüft werden, bevor eine Zulassung auf den Markt erfolgt [196]. Durch Impfungen ist es auch 

möglich, Autoimmunerkrankungen zu behandeln und Tumorzellen gezielt zu markieren. 

Dadurch wird ein Schutz vor bestimmten Arten von Krebs erzeugt. Leider lässt sich nicht gegen 

alle Pathogene, zu denen auch Staphylococcus aureus zählt, ein wirkungsvoller Impfstoff 

entwickeln. 

Dieses Thema wird genauer in Kapitel 2.3.5.1 „Impfungen und passive Immunisierung“ 

ausgeführt. 

2.2.3.1 B-Lymphozyten-Gedächtniszellen [51] 

Ein Anteil an den B-Lymphozyten, welche die Entwicklung innerhalb des Keimzentrums 

durchlaufen haben, entwickelt sich zu B-Gedächtniszellen anstelle von Plasmazellen. Diese 

Zellen verändern ihre Expression, sodass sie länger überleben und, mit Ausnahme der 

Oberflächenimmunglobuline, keine Antikörper sezernieren. Das Oberflächenimmunglobulin 

hat bereits einmal die somatische Hypermutation durchlaufen und besitzt deshalb eine 

bessere Affinität gegen das Antigen. In Kombination mit einer größeren Zahl an Rezeptoren 

besitzt der Lymphozyt bei einer zweiten Begegnung eines bekannten Pathogens eine starke 

Affinität gegen das Antigen und konkurriert gegen naive Zellen erfolgreich um die Bindung. 

Durch die vergrößerte Anzahl an Rezeptoren ist eine Aktivierung der Gedächtniszellen deutlich 

schneller als bei der Primärantwort, da sowohl die Quervernetzung der Antigene, als auch die 

Interaktion mit T-Helferzellen beschleunigt ist. Direkt nach der Aktivierung vervielfältigen sich 

die Zellen um das zehn bis 100-fache und können sich sofort zu Plasmablasten und, 

letztendlich, zu Plasmazellen differenzieren. Diese Plasmazellen produzieren im Vergleich zu 

den Lymphozyten der Primärantwort eine größere Menge an Antikörpern mit bereits 

spezialisiertem Paratop und geprägter Antikörperklasse. Die Abwehr ist daher schneller und 

effektiver als bei der vorherigen Begegnung.  

Ebenso wie B-Lymphozyten sind auch unkonventionelle B-Zellen in der Lage, unabhängig von 

T-Lymphozyten, Gedächtniszellen auszubilden, sodass sie dem Wirt einen effektiven Schutz 

durch eine Sekundärantwort bieten können [197-199]. Einige dieser Gedächtniszellen können die 

somatische Hypermutation ein weiteres Mal durchlaufen, um die Affinität des Antikörpers noch 

weiter zu verfeinern. Neue Forschungsergebnisse liefern auch Beweise dafür, dass sich 

B-Gedächtniszellen unabhängig von den Entwicklungsschritten innerhalb eines Keimzentrums 

entwickeln können [200,201]. 
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2.2.3.2 Plasma-Gedächtniszellen  

Langlebige Plasmablasten nach einer Primär- oder Sekundärantwort reichern sich 

hauptsächlich in Knochenmark [202,203], Darm [204] und Milz [203,205] an [206]. Im Knochenmark und 

in der roten Pulpa können diese Zellen, unter anderem von CXCL-12 angelockt [207], 

physischen Kontakt zu spezialisierten Stromazellen aufnehmen [208]. Diese Stromazellen 

halten die Plasmablasten in einer Nische fest, wodurch die Lebensdauer der Plasmablasten, 

auch, nachdem sie zu Plasmazellen differenziert sind, auf unbegrenzte Zeit verlängert 

wird [207-209]. Während ihrer Entwicklung zur Plasmazellen durchleben die langlebigen 

Plasmablasten einige Veränderungen in ihrer Epigenetik [210,211], ihrem Katabolismus [212,213] 

und ihrem Metabolismus [214,215], um ihre Lebenszeit direkt oder indirekt zu verlängern und den 

Stress der Antikörperproduktion besser zu bewältigen [216,217]. Um jedoch das langfristige 

Überleben zu gewährleisten, wird von unterschiedlichen Zellen innerhalb des Knochenmarks 

und der roten Pulpa eine Vielzahl an verschiedenen, teilweise redundanten Botenstoffen 

vermittelt [218-231]. Während also ein Großteil der Plasmazellen nach der Immunantwort abstirbt, 

wird ein gewisser Teil am Leben gehalten und wirkt dem Absinken des Antikörpertiters nach 

der Infektion entgegen [232,233]. Der dann aktuell bestehende Titer bildet einen Teil des 

humoralen Immunsystems und kann das entsprechende Pathogen nach erneutem Kontakt 

noch vor der Aktivierung einer Sekundärantwort neutralisieren. Für die effiziente Entwicklung 

einer Plasma-Gedächtniszelle werden sowohl die Keimzentren, als auch T-Zellen benötigt [234]. 

Die Existenz von IgM-Plasma-Gedächtniszellen [235] zeigt allerdings, dass ein Keimzentrum für 

die langlebige Entwicklung nicht notwendig ist. Jedoch ist es erwiesen, dass Plasmazellen aus 

den Keimzentren besser um die verfügbaren Überlebenssignale in den Nischen konkurrieren 

können [236] und so ihre Lebenszeit vergleichsweise länger erhöhen. Diese sich bevorzugend 

in der Milz aufhaltenden IgM-Plasma-Gedächtniszellen zeigen unabhängig von Keimzentren 

somatische Mutationen auf, welche allerdings nicht auf die Spezifität des Antigens selektiert 

werden [235]. 

Die Anzahl von langlebigen Plasmazellen, die sicher innerhalb einer Nische für die langfristige 

Expression von Antikörper befinden, umfasst ~ 1,0 ‰ bis 1,0 % aller Knochenmarkzellen und 

ihre Gesamtzahl wird auf 1,0 Mrd. Zellen geschätzt [237,238]. Nach einer Infektion differenzieren 

entsprechend Berechnungen von Radbruch et al. (2006) [239] ~ 1,0 Mio. Plasmablasten zu 

langlebigen Plasmazellen, welche sich für die lang anhaltende Produktion von Antikörpern in 

den Nischen des Knochenmarks einfinden. Das entspricht einem Tausendstel des 

geschätzten Limits innerhalb der Nischen und auch der relativen Anzahl an gemessenen 

spezifischen Antikörper-produzierenden Zellen im Blut nach einer Impfung [240,241]. Diese neuen 

Zellen konkurrieren um die besetzten Stellen der Nischen und verdrängen die darin 

befindlichen alten Zellen. So wird angenommen, dass die Menge an Gedächtniszellen gegen 

ältere Antigenen bei jeder neu auftretenden Infektion um ein Tausendstel reduziert wird [242]. 
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Des Weiteren wurden Kontrollmechanismen entdeckt, durch welche die Anzahl an 

bestehenden Zellen innerhalb der Nischen über regulatorische Antikörper beeinflusst werden 

können [243]. Ebenso erschöpft sich die Anzahl an Plasmazellen innerhalb der Nischen während 

einer systemischen Infektion oder chronischen Entzündung stark [244,245]. Es gibt auch Beweise 

dafür, dass die Plasma-Gedächtniszellen sich bei diesen beiden Krankheitsbildern vermehrt 

in andere Regionen abwandern, welche viel CXCL-12 enthalten oder Entzündungen 

aufweisen [246,247]. Es besteht also die Wahrscheinlichkeit, dass eine Plasma-Gedächtniszelle 

nicht bis zu ihrem Lebensende in ihrer Nische verbleibt. Tatsächlich können die Plasmazellen 

auch ohne direkten Kontakt mit den Stroma-Zellen für lange Zeit überleben und ihre Lebenszeit 

wird auch in anderen Geweben verlängert [248]. Radbruch et al. (2006) [239] extrapoliert die 

Lebenszeit von Plasmazellen innerhalb der Nischen im Knochenmark und den Schutz, den sie 

bieten können, auf 30 Jahre. 

2.2.4 Zustand und Rolle von Antikörpertiter gegen Staphylococcus aureus 

Durch die ubiquitäre und pathogene Natur von Staphylococcus aureus kommt der Mensch 

unvermeidlich mit dem Bakterium in Kontakt. In Abhängigkeit vom Verlauf eines solchen 

Kontaktes wird das Immunsystem aktiviert. Es bekommt die Chance Gedächtniszellen 

auszubilden um den persönlichen individuellen Schutz des Wirtes mit spezifischen Antikörpern 

zu ergänzen [38,249-252]. Dies hat zur Folge, dass im Serum von Personen, welche unter einer 

Infektion des Bakteriums gelitten haben, anschließend erhöhte Werte von spezifischen 

Antikörpern nachweisbar sind. Diese Antikörper binden eine große Vielfalt von Antigenen, 

insbesondere Virulenzfaktoren des Bakteriums [253-255]. Bei einer Untersuchung von IgA und 

IgG nach einem Infektionsereignis zeigte sich für beide Antikörperklassen ein über einen 

langen Zeitraum stabil bestehender Titer in den Seren der infizierten Personen [249]. Auch 

konnte ein sehr schnell erfolgender, kurzlebiger und überaus starker Anstieg bestimmter 

Antikörper nachgewiesen werden [38,249,256]. Dies lässt sehr wahrscheinlich auf die Aktivität 

entsprechender, bereits vorhandener B- und Plasma-Gedächtniszellen schließen [38,256,257]. 

Das Spektrum an durch die Antikörper abgedeckten Antigene hängt dabei maßgeblich von der 

Schwere der Infektion ab. So werden während einer schweren Infektion Antikörper gegen 

Antigene ausgebildet, welche bei einer oberflächlichen Infektion nicht nachweisbar sind [258]. 

Besonders deutlich zeigt sich der Anstieg von Antikörpern bei Patienten, nachdem sie an einer 

Bakteriämie erkrankt sind [257]. Bei leichteren Infekten oder anhaltender Kolonisation entwickeln 

sich derweil Antikörper, die vermehrt Superantigene neutralisieren [7,259]. Auch wird das 

Spektrum der abgedeckten Antigene und die Stärke des Antikörpertiters maßgeblich von den 

exprimierten Virulenzfaktoren eines individuellen Bakterienstammes und der Anzahl an 

Expositionsereignissen beeinflusst [249,253,260].  
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Gegen Toxine und Superantigene gerichtete Antikörper spielen eine wichtige Rolle beim 

Schutz des Wirtes. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass ein vorhandener Titer 

dieser Antikörper den Wirt vor einer Infektion oder einem schweren Krankheitsverlauf schützen 

und entsprechende Toxine in vitro neutralisieren kann [6,254,255,261-266]. Die Antikörper können 

aufgrund von Kreuzreaktivität in manchen Fällen mehr als nur einen Typ eines schädlichen 

Moleküls neutralisieren [267]. Erstaunlich häufig wird bei den Wirten speziell gegen solche 

Antigene hierbei der IgG4 Subtyp entwickelt [268,269]. Umgekehrt ist zu beobachten, dass bei der 

Abwesenheit dieser Antikörpertiter schwerwiegende Krankheitsverläufe sowie eine erhöhte 

Infektions- und Todesrate auftreten. Dies gilt im Falle einer Bakteriämie [253,270], bei Implantat-

assoziierten Krankheiten [271] oder beim Auftreten eines toxischen Schocks [272]. 

Viele der Antikörper gegen Staphylococcus aureus können durch Opsonisierung auch in vitro 

die Phagozytose verstärken [99,101,150]. Diese Antikörper können durch Kreuzreaktion mehrere 

Proteine mit ähnlicher Funktion binden [273] und die Affinität einiger solcher Antikörper kann sich 

auch bevorzugt [274] oder nur [275] gegen den Phänotyp des Biofilms richten. Experimente von 

Lu et al. (2014) [150] lassen vermuten, dass dieser Effekt in vivo keinen signifikanten Einfluss 

auf die Zerstörung des Pathogens hat. Bei Patienten mit einem angeborenen Defekt bei der 

Herstellung bestimmter PRR konnte aber beobachtet werden, dass Antikörper gegen 

Lipoteichonsäure die fehlende Funktion der Rezeptoren kompensieren konnten. Das 

Immunsystems des Wirtes war in diesen Fällen in der Lage, trotz des Defekts das Pathogen 

zu detektieren und zu vernichten. Paarte sich der Defekt allerdings mit fehlenden Antikörpern, 

hatte das verheerende Folgen für den Wirt [276]. Ebenso wurden erst kürzlich sehr effektive 

Antikörper des IgG3-Subtyps in menschlichen Spendern entdeckt, durch deren Unterstützung 

neutrophile Zellen in der Lage sind, die Bakterienzahl in vitro und in vivo effektiv zu 

reduzieren [277,278]. Der Subtyp des Antikörpers ist hierbei der entscheidende Faktor, da er 

bessere Effektorfunktionen hat und, interessanterweise, die in 

Kapitel 2.2.2.5 „Effektormechanismen von Antikörpern und Immunglobulin-Isotypen“ 

erwähnte Mutation der Aminosäure an der 435. Position eine Neutralisierung durch 

Staphylokokken via SpA verhindert [278,279]. Dies wird durch eine Studie von 

Whitehouse et al. (2016) [280] bestätigt, in welcher eine Phagozytose in niedrigen, aber nicht 

bei hohen Titern von IgG3-Antikörpern durch das Protein verhindert wurde. 

Die Antikörperprofile von Patienten sind heterogen, zeigen aber erkennbare Unterschiede 

zwischen besiedelten Personen und Personen ohne Besiedlung bei der Stärke des Titers und 

in dem Spektrum der abgedeckten Antigenen auf [38,249,252]. Durchschnittlich ist der Titer von 

gegen Staphylokokken gerichteten Antikörpern in besiedelten Personen nahezu 

anderthalbmal so hoch, als in Personen ohne Besiedlung [252]. Unabhängig von merklichen 

Infektionen können entsprechend entwickelte Antikörpertiter gegen Antigene von 



 

28 

Staphylococcus aureus bereits in einem jungen Alter gemessen werden und generell bis zu 

3,0 % aller Antikörperantworten des Blutserums umfassen [281]. Bei besiedelten Personen zeigt 

der Titer vor allem eine verstärkte Reaktivität gegenüber Toxinen und Superantigenen des 

Pathogens [7,38,249,252,266,282-286]. Die Antikörper korrespondieren dabei hauptsächlich mit den 

spezifischen Antigenen des mit dem Wirt assoziierten Bakterienstammes [38,252]. Eine 

künstliche Besiedlung mit einem anderen Bakterienstamm ändert das Antikörperprofil nicht 

merklich. Somit liegt der Schluss nahe, dass die Besiedlung selbst vermutlich keinen großen 

Einfluss auf die Entwicklung der Antikörper hat [287]. Wahrscheinlicher ist es, dass aufgrund der 

Besiedlung kleinere, für den Wirt kaum merkliche Infektionen erfolgen, die den Anreiz für die 

entsprechende Immunantwort geben [250,288]. Interessanterweise wurde Staphylococcus 

aureus im Rahmen einer künstlichen Kolonisierung von einer Person ohne Besiedlung sehr 

schnell vernichtet, während sie in einem dauerhaften Träger vergleichsweise sehr lange 

verweilen konnten [282]. Durch eine vorhandene Besiedlung sind Personen deutlich stärker 

gefährdet an einer Bakteriämie zu erkranken [289,290], werden allerdings durch den vorhandenen 

humoralen Schutz überwiegend vor einem schweren Krankheitsverlauf bewahrt. Deshalb 

weisen besiedelte Personen eine signifikant niedrigere Mortalitätsrate auf als Personen ohne 

Besiedlung [291]. Wird der Wirt allerdings durch einen exogenen Stamm infiziert oder durch 

einen neuen Stamm besiedelt, ist die Effizienz des bestehenden Schutzes teilweise 

kompromittiert [38,292]. Bei Neugeborenen kann sich dieser durch Kontakt erworbene Schutz 

stark verzögern, sodass es Monate dauern kann, bis sie eigene korrespondierende Antikörper 

nach einer Besiedlung produzieren [293]. Bei Patienten die generell eine unzureichende Menge 

an Antikörpertiter besitzen oder diese aufgrund von Defekten nicht ausbilden, ist der 

Krankheitsverlauf bei einer Blutbahninfektion meistens schwerer [284].  

In einer Studie von Kolata et al. (2011) [38] werden die Unterschiede im Serum von beiden 

Gruppen vor und nach einer Infektion hervorgehoben. Bei einer Person ohne Besiedlung 

zeigten die Antikörper vor einer Infektion im Serum nur eine geringfügige Aktivität gegen 

Staphylococcus aureus. Das Serum einer besiedelten Person hatte derweil ein starkes Signal 

gegen mehrere Proteine des Krankheitserregers. Während einer Infektion hatte die besiedelte 

Person IgG gegen bereits durch das Immungedächtnis bekannte Antigene und keine 

nennenswerten Mengen an IgM produziert. Neue Antikörper gegen bisher unbekannte 

Antigene wurden nur geringfügig entwickelt. Die Person ohne Besiedlung wiederum hatte eine 

Vielzahl von neuen Antikörpern gegen das Bakterium hervorgebracht und exprimiert. Hierbei 

wurde zusätzlich zu IgG auch ein kurzlebiger Schub an IgM Antikörper nachgewiesen 

Meyer et al. (2021) [252] haben eine große Population von gesunden Menschen auf vorhandene 

Antikörper gegen eine breite Auswahl von mit Staphylococcus aureus assoziierten Antigenen 

getestet. Bei jeder einzelnen Testperson konnten im Blutserum nachweisbare Mengen von 
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IgG und IgA gefunden werden, welche gegen mindestens ein Antigen des Bakteriums 

gerichtet sind. Jeweils ~ 7,0 % der Population besitzt von einer der beiden Antikörperklassen 

einen hohen oder niedrigen Antikörpergehalt gegen alle getesteten Antigene. Ein Drittel der 

getesteten Seren, welche hierbei einen niedrigen Antikörpertiter haben, zeigen diesen bei 

beiden Antikörperklassen. Bei einem hohen Titer ist dies hingegen nur bei 12,0 % der 

getesteten Seren der Fall. Insgesamt sind ~ 87,0 % aller Testpersonen, welche einen 

niedrigen Gehalt an gegen Staphylococcus aureus gerichtetes IgA und ~ 93,0 % aller 

Testpersonen, welche einen niedrigen Gehalt an gegen Staphylococcus aureus gerichtetes 

IgG besitzen, nicht besiedelt. Entsprechend sind bei Personen mit einem hohen Gehalt an 

gegen Staphylococcus aureus gerichteten Immunglobulinen ~ 49,0 % der Testpersonen im 

Fall von IgA und ~ 64,0 % der Testpersonen im Fall von IgG besiedelt. Mit zunehmenden Alter 

nimmt der Titer der meisten gegen das Bakterium gerichteten IgG und einiger IgA ab und bei 

zunehmenden unverhältnismäßigem Körpergewicht sinkt der IgG-Titer und steigt der IgA-Titer 

im Serum. Unter den mit dem Alter zunehmenden Antikörpern zählen unter anderem 

Antikörper, die gegen Superantigene und Toxine gerichtet sind. Männer haben generell einen 

ausgeprägteren Titer gegen die getesteten Antigene als Frauen. Ergänzend haben 

Whitehouse et al. (2016) [280] bei einer kleineren Population an Patienten einen mit dem Alter 

abnehmenden Titer von gegen Staphylococcus aureus gerichtetem IgG1 und IgM beobachtet. 

Die Antikörperprofile zwischen besiedelten Personen und Personen ohne Besiedlung zeigen 

bei vielen Antigenen keinen signifikanten Unterschied und in einigen Fällen sogar Titer, welche 

bei Personen ohne Besiedlung erhöht sind. Diese erhöhten Titer richten sich hauptsächlich 

gegen MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) 

und werden durch IgM dominiert [249,281,294]. Das lässt sich entweder auf eine kürzlich 

zurückliegende Infektion, die Beteiligung von natürlichen Antikörpern [295,296] oder langlebigen 

IgM-Plasma-Gedächtniszellen [235] zurückführen. Da MSCRAMM für Staphylococcus aureus 

wichtig für die Etablierung im Wirt sind, ist es nicht auszuschließen, dass entsprechende 

Personen einen über das humorale Immunsystem vermittelten Schutz gegen das Bakterium 

besitzen [249]. Nichtsdestotrotz gibt es nach dem aktuellen Wissensstand keinen Nachweis, 

dass ein bestimmter Antikörpertiter einen zuverlässigen Schutz gegen eine Kolonisierung oder 

Infektion durch das Pathogen bieten kann [256,297]. Einige Studien zeigen sogar, dass 

Antikörper, welche gegen bestimmte Antigene gerichtet sind, durch ihr gemeinsames Wirken 

eine Opsonisierung des Bakteriums verhindern oder den Krankheitsverlauf sogar 

verschlimmern können [298-300]. Neben den funktionsfähigen Antikörpern werden während einer 

Immunantwort auch Blindgänger gegen die Antigene des Bakteriums entwickelt. Diese 

Antikörper binden zwar ihr Ziel, haben aber keinerlei Effektorfunktionen [301,302]. Auch verfügt 

das Pathogen über sehr virulente Proteine, die durch eine niedrige Immunogenität definiert 

sind, sodass kaum neutralisierende Antikörper gegen sie produziert werden [303-305]. 
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Patienten mit der Schmetterlingskrankheit entwickeln aufgrund der Symptome Wunden, die 

verstärkt durch mehrere Stämme von Staphylococcus aureus besiedelt werden [306,307]. Eine 

Konsequenz dieser Krankheit ist es, dass erkrankte Personen extrem hohe Antikörpertiter 

gegen das Pathogen ausbilden [269,308]. Interessanterweise haben diese Personen trotz der 

erhöhten Exposition kein verstärktes Risiko an einer Bakteriämie zu erkranken [308]. Gegen 

ausgewählte SERAM (secretable expanded repertoire adhesive molecules) von 

Staphylococcus aureus, zeigten Spender mit der Krankheit im Durchschnitt einen zehnfach 

erhöhten Titer im Vergleich zu gesunden Personen [309].  

Anti-Emp-Antikörper wurden bereits in mehreren Studien im Blutserum von Patienten 

nachgewiesen. Bisher konnte ihnen aber keine entscheidende Rolle bei dem Verlauf der 

Kolonisation, Infektion oder Pathologie zugesprochen werden [41,252,281,284]. In der Studie von 

Meyer et al. (2021) [252] wurde auch Emp als Antigen gegen ein große Anzahl von 

Patientenseren getestet. Das in diesen Seren befindliche IgA zeigt im Durchschnitt den 

sechstgrößten Titer gegen das Protein. Hierbei wird ein Nachweis von gegen Emp gerichtetem 

IgA deutlicher öfter und stärker bei Männern beobachtet, als bei Frauen. Werden die Seren 

nach dem Tabakkonsum der Spender in Raucher und Nichtraucher eingeteilt, zeigt sich bei 

der zweiten Gruppe ein durchschnittlich deutlich erhöhter Titer von IgG, welches auf Emp als 

Antigen reagiert. Die Differenz in den Titern zwischen den beiden Gruppen ist bei diesem 

Protein unter allen getesteten Antigenen die größte. Bei Personen, welche an der 

Schmetterlingskrankheit leiden, ist der Titer der Anti-Emp-Antikörper im Vergleich zu einer 

gesunden Person erhöht. Allerdings ist dieser erhöhte Titer vergleichsweise niedriger als bei 

Antikörpern, welche gegen andere SERAM gerichtet sind [309]. 

2.2.5 Unkonventionelle B-Zellen und natürliche Antikörper  

Unkonventionelle B-Zellen entsprechen ~5,0 % der Gesamtpopulation der B-Lymphozyten 

und werden in Typ A und B unterschieden [310]. Die Zellen des Typs A werden entwickelt, 

während der Fötus noch im Mutterleib ist und sie sind in der Lage natürliche Antikörper zu 

sezernieren und sich selbst zu erneuern [311,312]. Der Typ B etabliert sich bei neugeborenen 

Kindern im Knochenmark und kann sich, wie Typ A, erneuern [313,314]. Die Erneuerung der 

Zellen findet unabhängig vom Knochenmark statt und die beiden Typen können sich nicht 

gegenseitig wiederherstellen. Voll entwickelte unkonventionelle B-Zellen blockieren nach ihrer 

Reifung ihre eigene Neubildung und begrenzen so ihre Population [312]. Bei der Entwicklung 

von natürlichen Antikörpern innerhalb unkonventioneller B-Zellen werden diese nur geringfügig 

von junktionaler Diversität oder hypersomatischer Mutation verändert und zeigen eine hohe 

genetische Übereinstimmung mit ihrer ursprünglichen Gensequenz [315,316]. Durch die limitierte 

Anzahl an unkonventionellen B-Zellen ist auch die Anzahl an natürlichen Antikörpern und 
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deren Bindungsmöglichkeiten begrenzt und diese bestehende Menge wird nur bedingt durch 

Mutationen verändert [295]. Eine wichtige Funktion dieser Zellen besteht darin, in der frühen 

Lebensphase die Toleranz gegenüber probiotischen kommensalen Bakterien innerhalb des 

Darms zu entwickeln und zu vermitteln [317,318]. Im Wirt regulieren sie zusätzlich 

Entzündungsreaktionen herunter, schützen ihn vor autoreaktiven Lymphozyten und vor 

Antigenen, welche bei Gewebeschäden eine Autoimmunreaktion auslösen könnten [319]. 

Natürliche Antikörper zeigen für gewöhnlich eine niedrige Affinität, eine hohe Kreuzreaktivität 

und treten hauptsächlich in der Antikörperklasse eines IgM auf [51,320]. Allerdings sind auch 

natürliche IgG [321] und IgA [317,322] bekannt [323]. Es wird angenommen, dass 80,0 % aller 

zirkulierenden IgM [324,325] und 50,0 % aller IgA [326] tatsächlich natürliche Antikörper sind, die 

ihren Ursprung aus unkonventionellen B-Zellen haben [327]. Sie haben hauptsächlich eine 

schwere variable Kette der VH3-Genfamilie [328] und die leichten Ketten können bei an Krebs 

erkrankten Menschen durch den λ-Isotyp dominiert werden [295]. Das Paratop dieser Antikörper 

kann Membranbausteine von Pathogenen [329,330] und auch körpereigene Moleküle [319,331] 

binden [51,327]. Sie unterstützen vor allem in der postnatalen Entwicklung die Immunabwehr des 

Wirtes [321,332]. Auch sind sie bei der Früherkennung und Opsonisierung von krankhaft 

veränderten oder zerstörten Zellen beteiligt [319,333-336]. Bei Kontakt zu bakteriellen 

Lipopolysacchariden können Sie die Differenzierung zu IgM-sezernierenden Plasmazellen 

schneller vollziehen als konventionelle B-Zellen [337]. Auch können sie einen Klassenwechsel 

zu IgA [338] oder IgG [339] absolvieren und die Affinität ihres Antikörpers durch somatische 

Hypermutationen [340] verstärken, wenn sie entsprechenden Stimuli ausgesetzt sind. Ebenso 

sind sie in der Lage, Apoptose in Krebszellen [341,342] auszulösen und den Wirt vor 

Autoimmunkrankheiten [324], Atherosklerose [324] und altersbedingten Krankheiten [327] zu 

schützen. Die Qualität und das Antikörperprofil der unkonventionellen B-Zellen nimmt mit dem 

zunehmenden Alter ab [343]. Speziell die Anzahl an natürlichem IgG nimmt aber mit dem Alter 

zu [344]. Nach einer Infektion ist vor allem ein Anstieg an natürlichem IgG zu beobachten, 

welches gegen doppelsträngige DNA gerichtet ist [345]. Diese Antikörper zeigen sehr oft ein 

Spektrum an Kreuzreaktivität gegen viele bakterielle Antigene [346]. Zusammen mit dem 

Komplementsystem können die Zellen die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen 

fördern [329]. Die Expression der Antikörper selbst wird stark durch die Zytokine gesteuert, 

welche von γδ T-Zellen sezerniert werden [347]. 

Natürliches IgA bildet einen relevanten Anteil des Antikörpergehalts der Schleimhäute von 

Neugeborenen [330]. Ihre Funktion ist komplementär zu IgM und ein Defekt dieser Antikörper 

kann zu schwerwiegenden Krankheiten führen [324,348]. IgG und IgM aus unkonventionellen 

B-Zellen binden exakt dieselben Antigene und ein Fünftel aller IgG bindet eine große Zahl von 

Antigenen mit niedriger Affinität [319]. Natürliches IgG tritt bevorzugt als IgG3
 [349,350] auf und 

benötigt im Wirt eine lange Entwicklungszeit [351], welche erst mit dem Kontakt zu mikrobiellen 
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und fremden Antigenen beginnt [323,330]. Es kann bis zu zwei Jahre dauern, bis messbare 

Mengen im Serum detektierbar sind [351]. Die Antikörper interagieren mit Antigenen von 

Staphylococcus aureus und dem Komplementsystem über den Lektinweg, um die 

phagozytische Aktivität von Monozyten zu verstärken [321]. Bereits vorhandene natürliche 

Antikörper, welche Oberflächenmoleküle von Staphylococcus aureus binden, können die 

Effizienz einer Impfung verhindern. Hierbei behindern sich die Antikörper aus den beiden 

Quellen gegenseitig in ihrer Funktion, sodass keine Opsonisierung stattfindet [352]. 

Zu der Entwicklung von unkonventionellen B-Zellen gibt es zwei Theorien. In der ersten wird 

die Annahme vertreten, dass die Entwicklung dieser Zellen aus einem von konventionellen 

B-Zellen unabhängigen Vorläufer entspringt [312]. In der zweiten Theorie nimmt man an, dass 

sich beide B-Zellen aus demselben Vorläufer entwickeln und dieser durch die von B-Zell-

Rezeptoren empfangenen kombinatorischen Signale aus Fremd- und Wirtsantigen dazu 

aufgefordert wird, sich in unkonventionelle B-Zellen zu differenzieren [320,353]. Neue Studien 

haben Beweise für beide Theorien geliefert: Daher ist anzunehmen, dass sie sich nicht 

gegenseitig ausschließen [354,355]. Tatsächlich haben Graf et al. (2019) [354] einen Beweis 

geliefert, dass sogar gereifte B-Zellen mit den passenden Signalen zu unkonventionellen 

B-Zellen konvertiert werden können. Diese Beobachtung stellt die Unveränderlichkeit des 

Repertoires von natürlichen Antikörpern nach der neonatalen Phase in Frage. 

Born et al. (2016) [347] nehmen an, dass der Wirt einen Mechanismus gefunden hat um 

sicherzustellen, dass er nach der Geburt ein funktionsfähiges Repertoire an unkonventionellen 

B-Zellen und natürlichen Antikörpern hervorbringt. Es wird spekuliert, dass bei dieser 

Entwicklung hauptsächlich die stark konservierten γδ T-Zellen eine große Rolle spielen.  

2.2.6 Immunsystem-assoziierter Kollateralschaden 

Eine Immunantwort ist wichtig, um gefährliche Pathogene oder Schadstoffe zu neutralisieren, 

bevor sie im Wirt großen Schaden verursachen können. Der Einsatz von Immunzellen selbst 

ist aber ressourcenintensiv und setzt den Wirtskörper oftmals unter Stress. Unter normalen 

Umständen ist der Kollateralschaden geringfügiger als der Schaden, den das Pathogen ohne 

Abwehr anrichten könnte. Bei speziellen Bedingungen kann das Immunsystem aber auch 

außer Kontrolle geraten, was verheerende Folgen für den Wirt hat [51].  

Das Prinzip eines Fiebers ist es, dass der Wirtskörper die temperaturbedingten Schäden an 

den Proteinen besser kompensieren kann als das Pathogen. Überschreitet die Temperatur 

aber bestimmte Schwellenwerte, kann der resultierende Schaden am eigenen Körper 

lebensbedrohlich werden [356]. Die Antikörperproduktion von Plasmazellen benötigt viele 

Ressourcen, nicht nur für die Antikörperproduktion selbst, sondern um zu verhindern, dass der 

Produktionsstress die Zellen zerstört [214,357]. Bei manchen Krankheitsbildern kann die ständige 
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Produktion von Antikörpern sogar zu ernsthaften gesundheitlichen Problemen führen [358]. 

Ebenso sind sowohl autoreaktive B- [359] als auch Plasma-Gedächtniszellen [360] die Ursache 

für chronische Allergien oder Autoimmunerkrankung [361]. Wenn körpereigene Moleküle vom 

eigenen Immunsystem durch Antikörper neutralisiert werden, kann dies chronische 

Krankheiten verursachen, welche die Lebensqualität deutlich verschlechtern. Ebenso kann 

nach Sensibilisierung gegen ein Allergen bei erneutem Kontakt eine übertriebene Reaktion 

auftreten, weil entsprechende Kontrollmechanismen versagen [51]. Werden bei einer 

Aktivierung des Komplementsystems die beiden Untereinheiten C3a und C5a in zu großer 

Menge produziert, kann das beim Wirt einen gefährlichen anaphylaktischen Schock auslösen. 

Bei dieser sogenannten Anaphylaxie kommt es zu einer übermäßigen Ausschüttung von 

entzündungsfördernden Substanzen, welche sich in einer positiven Rückkoppelung verstärkt. 

Hierbei kommt es zur verstärken Entzündungsreaktionen. Je nach Gewebe können die 

Schwellungen und der Abfall des Blutdrucks lebensgefährliche Ausmaße annehmen [51]. 

Zusätzlich kann der membranangreifende Komplex des Komplementsystems auch Wirtszellen 

attackieren. Betrachtet man neutrophile Zellen, so sind viele Substanzen, die gegen die 

Bakterien eingesetzt werden, auch gegen den Wirtskörper aktiv. Die reaktiven Sauerstoff- und 

Stickstoffspezies und die Inhaltstoffe der Granula sind in der Lage beträchtlichen 

Kollateralschaden an Wirtszellen anzurichten [362,363]. Die Substanzen, welche von 

T-Helferzellen während einer Infektion abgesondert werden, lösen Entzündungen aus und 

rekrutieren weitere Immunzellen. Beides kann indirekt die Wirtszellen beschädigen. Speziell 

γδ T-Zellen, welche IL-17 und IFN-γ produzieren, können durch die Expression dieser 

Zytokine langfristig das Risiko für den Wirt erhöhen, an Krebs zu erkranken [364]. Im Falle von 

Staphylococcus aureus ist es sogar möglich, dass der durch T-Zellen verursachte 

Kollateralschaden die Situation verschlechtert und die Pathogenität sowie Abszessbildung des 

Bakteriums fördert [365]. Besonders wenn T-Helferzellen überreagieren oder ihre Aktivität nicht 

abklingt, ist dies sehr gefährlich für den Wirt, da ein lebensgefährlicher Zytokinsturm ausgelöst 

werden kann [366,367]. Diese übertriebene Form der Immunantwort führt zu einer 

Hyperinflammation des Körpers, die meist zur Kompensation direkt von einer Ausschüttung 

entzündungshemmender Zytokine begleitet wird [368]. Diese kompensierenden Zytokine 

senken die Entzündung im Verlauf der Zeit ab, erreichen aber irgendwann den gegenteiligen 

Effekt, sodass der Wirt anschließend einer Immunsuppression ausgesetzt ist. Bei Wandel des 

Immunsystems durch diese beiden Extreme werden die Gerinnungsfaktoren erschöpft, 

wodurch es zu einer Verstopfung von Blutgefäßen, Blutungsneigung, spontanen Blutungen 

und eine Funktionsstörung des Endothels kommt [369]. Als Folge dieser schwerwiegenden 

Symptome besteht für den Wirt das Risiko an multiplem Organversagen zu sterben [368,370]. 

Zytotoxische T-Zellen haben ein sehr zerstörerisches Potential, da sie wirtseigene Zellen 
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angreifen, um Krankheitserreger zu bekämpfen. Sie verursachen daher schon in ihrer 

gewöhnlichen Funktionsweise beträchtlichen Schaden an Wirtszellen.  

Aufgrund ihres destruktiven Potentials ist es wichtig, dass die Immunantworten der Zellen mit 

dem größten Zerstörungspotential erst nach Erreichen einer Aktivierungsschwelle eingeleitet 

werden und ihre Reaktionen lokal begrenzt werden [51]. Lymphozyten besitzen aus diesem 

Grund neben den aktivierenden auch inhibitorische Rezeptoren, um eine Signalschwelle bis 

zur Aktivierung zu schaffen. Zudem sind bei B-Lymphozyten und zytotoxischen T-Zellen auch 

kostimulierenden Faktoren und Kontakt zu anderen aktivierten Zellen zur Initiierung einer 

Immunantwort notwendig [51]. Regulatorische B- [371], T- [51], und Plasmazellen [372] können sich 

aus den jeweiligen Lymphozyten entwickeln, unterdrücken die Aktivität von anderen 

Lymphozyten und sorgen in der Homöostase für eine Signalschwelle, die zur Aktivierung der 

adaptiven Immunabwehr überschritten werden muss. Bestehende Antigene haben mit Ende 

der Infektion nur eine sehr begrenzte Lebensdauer und die meisten Lymphozyten sterben ab, 

nachdem der Stimulus durch die Pathogene und den entsprechend assoziierten Antigenen 

ausbleibt [373]. Opsonisierende Komponenten des Komplementsystems werden in kürzester 

Zeit inaktiviert, wenn sie kein Ziel finden und die Lebensdauer und Effizienz aller Komponenten 

wird durch körpereigene Proteine stark reguliert [51]. Neutrophile Zellen beginnen erst nach dem 

Priming damit, toxische Substanzen auszuschütten. Eine Apoptose von aktiven Zellen wird 

bereits nach der Phagozytose und dem respiratorischen Schub der Zelle eingeleitet, wodurch 

sie sehr bald absterben, nachdem sie ihre Wirkung entfaltet haben [374,375]. Fehlt diese 

unmittelbare Apoptose, ist der Kollateralschaden merklich verstärkt und der 

Entzündungszustand wird verlängert [376,377]. Neutrophile Zellen, die bereits durch Priming auf 

ihre Aktivierung vorbereitet wurden, können diese spontan abbrechen und sich wieder 

normalisieren [378,379]. Zerstörte neutrophile Zellen werden durch Makrophagen aufgenommen 

und beseitigt [380,381]. Bei diesem Prozess werden Zytokine freigesetzt, welche die Proliferation, 

Differenzierung und Rekrutierung von neutrophilen Zellen reduzieren [382]. 
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2.3 Staphylococcus aureus 

Zusammen mit Staphylococcus epidermidis ist Staphylococcus aureus einer der 

meisterforschten Vertreter der Staphylokokken [383]. Es sind unbewegliche, Gram-negative und 

fakultativ anaerobe Kokken, welche sich bevorzugt in einer traubenartigen Form 

aneinanderreihen, da sie sich in zwei Richtungen teilen. Auf einer Nährplatte bildet das 

Bakterium große, gelbliche Kolonien aus, deren Farbe an der Namensgebung maßgeblich 

beteiligt ist. Es ist sowohl ein kommensales, als auch ein opportunistisch pathogenes 

Bakterium, welches in der Umgebung ubiquitär zu finden ist [384]. Die Hauptwirte des Pathogens 

sind Menschen und Rinder [385], wobei aber ein breites Spektrum an Säugetieren als Wirt 

toleriert wird [386]. Als Pathogen ist es, direkt hinter der Gesamtheit der Koagulase-negativen 

Staphylokokken, für die meisten nosokomialen Infektionen verantwortlich und kann eine 

Vielzahl von Krankheiten in einem Spektrum von störend bis tödlich verursachen [384]. Hierbei 

tritt er als extrazellulärer [387,388] und intrazellulärer [389,390] Krankheitserreger in Erscheinung. 

Dabei kann es viele verschiedene Bereiche des Körpers befallen. Das Pathogen gehört zu den 

ESKAPE-Bakterien, die eine erhöhte Wahrscheinlichkeit besitzen, eine stärkere Resilienz 

gegenüber antibiotischen Stoffen zu besitzen und zu entwickeln [391-393]. Als Teil unseres 

Mikrobioms ist es einer unserer ständigen unbemerkten Begleiter und kann derzeit im 

Krankheitsfall noch mit Antibiotika behandelt werden, um ein schlimmeres Krankheitsbild zu 

verhindern [384]. 

2.3.1 Entdeckung, Namensgebung und Abstammung 

Die erste Entdeckung von Staphylokokken wurde von Alexander Ogston beschrieben [394], der 

sie im Eiter der Abszesse seiner Patienten zusammen mit Streptokokken beobachtete, die von 

Theodor Billroth und Jaromír, Freiherr von Mundy (1874) [395] entdeckt wurden [396]. Im 

19. Jahrhundert aufgrund ihrer Form als Mikrokokken zusammengefasst, sind sich beide 

Bakterien optisch sehr ähnlich, mit der Ausnahme, dass Streptokokken sich in einer Kette und 

Staphylokokken sich in einer Traube gruppieren. Ogston unterschied 1882 zwischen schlecht 

riechenden Eiterungen, die hauptsächlich Giftstoffe und aerobe Mikroben enthielten, und 

geruchslosen Eiterungen, die sich oftmals graduell bis zu Knochen oder Hirn ausbreiteten und 

in einer tödlichen Sepsis endeten. Er nahm an, dass diese Symptome durch die von ihm 

beobachteten Bakterien nicht direkt verursacht wurden und dass der Abszess als Reaktion 

des Körpers auf diese ungebetenen Eindringlinge entstand. Durch die Injektion von mit 

Staphylokokken angereichertem Eiter in Mäusen zeigte er, dass sich um die Injektionsstellen 

Abszesse bildeten und die Symptome ähnlich, wenn auch schwächer als bei menschlichen 

Patienten ausgeprägt waren [394]. Den Namen Staphylococcus setzte er aus den beiden 

griechischen Wörtern σταφυλή (staphyle, Übersetzung: Traube) [397] und Κόκκος (kokkos, 
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Übersetzung: Korn) [398] zusammen und zusammengefasst lässt es sich frei als 

„Traubenkügelchen“ übersetzen [399]. Der Gattungsname ist hierbei eine Referenz an die 

traubenförmige Gruppierung, in welcher sich die Bakterien aggregieren [384]. Staphylococcus 

aureus selbst wurde zwei Jahre später von Dr. Friedrich Julius Rosenbach während seiner 

Forschungsarbeit in Wiesbaden isoliert und nach der goldenen Farbe seiner Kolonien mit dem 

Artnamen aureus (Übersetzung: golden) [400] benannt [384].  

Es sind elf dominante Abstammungen von Staphylococcus aureus bekannt, welche bevorzugt 

den Menschen als Wirt befallen [401]. Diese verschiedenen Abstammungen unterscheiden sich 

in ihrer Virulenz, der bevorzugten Kolonisierungsumgebung und in der Fähigkeit, Resistenzen 

gegen antimikrobielle Substanzen auszubilden. Die Bakterienstämme 101L, ATCC® 25904™ 

und USA300 sind Mitglieder der Abstammung des klonalen Komplexes 8, während die 

Stämme 168L, 282L und KE2775 von dem klonalen Komplex 30 abstammen. 

2.3.2 Propagation und Risikofaktoren 

Das Bakterium Staphylococcus aureus ist ubiquitär und überall dort zu finden, wo sich der 

Mensch als Hauptwirt verbreitet hat. Es ist ein Teil des kommensalen Mikrobioms der Haut 

und der Schleimhäute, kann Menschen in bestimmten Organen besiedeln und dort eine 

Infektion auslösen [402,403]. Sowohl MRSA, als auch MSSA können sich innerhalb einer 

menschlichen Population über die Kommune (CA-) [404], das Gesundheitswesen (HA-) [405] oder 

über kontaminierte Nahrungsmittel [406,407] und Alltagsgegenstände ausbreiten [404]. In einer 

menschlichen Population wird hierbei zwischen drei Wirtsformen unterschieden. Die erste 

Wirtsform ist zu jeder Zeit mit mindestens einem Bakterienstamm von Staphylococcus aureus 

besiedelt. Dies sind ca. 20,0 % aller Menschen, wobei Kinder noch häufiger betroffen sind [408]. 

Bei der zweiten Wirtsform, welche mit einer Häufigkeit von durchschnittlich 60,0 % auftritt, 

werden Betroffene zu periodischen Trägern von Staphylococcus aureus. Letztendlich werden 

durchschnittlich 20,0 % aller Menschen zu keinem Zeitpunkt von dem Pathogen 

besiedelt [409-411]. Insgesamt sind im Durchschnitt etwa 37,2 % der menschlichen Bevölkerung 

zu jeder Zeit mit Staphylococcus aureus besiedelt [412]. Viele der betroffenen Personen 

wechseln ihren Trägerstatus im Laufe der Zeit, wobei diese Veränderung häufig zwischen dem 

10. und 20. Lebensjahr auftritt [408]. Die Besiedlung kann bereits in den ersten Tagen nach der 

Geburt erfolgen [413] und die Bakterien entstammen mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu 

80,0 % der Mutter [1,414]. In neun von zehn Fällen ist der Bakterienstamm identisch mit dem 

Pathogen, welches sich im Vestibulum nasi der Mutter eingenistet hat [414]. Innerhalb der ersten 

acht Wochen ist jeder zweite Säugling mit dem Bakterium besiedelt und nach sechs Monaten 

reduziert sich die Inzidenz auf ein Fünftel [413].  
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Das Vestibulum nasi befindet sich in den vorderen Nasenlöchern und ist ein keratinisierter 

Körperbereich mit Schweiß- und Talgdrüsen sowie Körperbehaarung, welcher von der 

Schleimhaut des Limen nasi eingegrenzt wird [356]. Dieser Bereich ist das bevorzugte Habitat 

für das Pathogen, welches sich ab Geburt des Wirtes mit Hilfe spezialisierter Proteine in den 

keratinisierten Epithelzellen dieser Region relativ sicher vor der menschlichen Immunabwehr 

permanent etablieren und sich von dort aus auf den ganzen Körper verteilen kann [415,416]. 

Während auch andere Bereiche, wie beispielsweise der Oropharynx [417,418], die Axilla [409,419], 

das Rektum [418], das Perineum [409,417] und die Leiste [418,419] besiedelt werden können, so hat 

sich gezeigt, dass durch die Beseitigung der im Vestibulum nasi nistenden Staphylokokken 

auch die Besiedlung in anderen Körperbereichen rückläufig sind [420,421]. Bei der permanenten 

Wirtsform hat sich gezeigt, dass dauerhafte Träger von einem prädominanten Stamm und 

periodische Träger von diversen Bakterienstämmen besiedelt werden [411,422]. Der 

prädominante Bakterienstamm erschwert die Kolonisierung durch andere Stämme von 

Staphylococcus aureus, deren Ursprung im Gesundheitswesen liegt [422]. Vor allem bei 

periodischen Trägern wurde ein sehr schneller Wechsel des besiedelnden Stammes sowie die 

zeitweise Anwesenheit von mehreren Bakterienstämmen zur selben Zeit beobachtet [292,423]. 

Durchschnittlich werden diese Träger für vier Wochen von einem Bakterienstamm besiedelt, 

bevor dieser durch einen anderen abgelöst wird. Dieser Wechsel findet ungefähr sechsmal im 

Jahr statt [423]. Stammen diese Staphylokokken von einem dauerhaften Träger, so wurde 

nachgewiesen, dass sie eine erhöhte Affinität und Adhäsion gegenüber nasalen Epithelzellen 

aufweisen [424]. Zusätzlich zeigte sich, dass Personen, die aufgrund einer Infektion mit 

Staphylokokken stationäre Krankenpflege erhalten hatten, nach ihrer Entlassung eine erhöhte 

Anfälligkeit gegenüber einer erneuten Infektion und Besiedlung zeigten [425,426]. 

Faktoren, die eine Besiedlung oder Infektion begünstigen, sind zahlreich. So können das 

Alter [408,422], Ethnizität [427], Genetik [427-435], Geschlecht [436-438], Gewicht [37], der Zustand des 

Hormonhaushalts [439,440], Ernährung [436,441,442] und Immunsystem [443,444] eine Rolle spielen. 

Aber auch Verzicht auf Tabak [436,441], die Zusammensetzung der Zytokine im Blut [445-447] oder 

der Inhaltstoffe der nasalen Sekrete [448], das Mikrobiom der Nase [449,450] und das Bestehen von 

bestimmten humanen Leukozytenantigenen oder deren Polymorphismen [427-430,434,435] können 

von Bedeutung sein. Ebenso hat die Beschaffenheit der Zellwand und der Zellwandproteine 

von Staphylococcus aureus einen Einfluss auf den Erfolg einer Besiedlung [451,452]. 

Vorerkrankungen oder Verletzungen sind ebenfalls signifikante Faktoren, welche eine 

Besiedlung oder Infektion begünstigen können. Zu diesen Erkrankungen zählen unter 

anderem: Hautkrankheiten [308,453-457] und -verletzungen [458-460], bestimmte 

Entzündungen [461,462], Weichgewebeinfektionen [455] und Krankheiten, die das 

Immunsystem [463-465], den Stoffwechsel [460,466] oder die Nierenfunktion [467-469] einschränken. 

Speziell bei Patienten mit Mukoviszidose wurde beobachtet, dass Staphylococcus aureus 
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seinen Metabolismus [470], Phänotyp [471,472] und das Spektrum seiner Virulenzfaktoren [473,474] 

verändert, um sich an die durch die Krankheit veränderten Bedingungen in der Lunge 

anzupassen, um dadurch seine Persistenz zu erhöhen [475]. Darüber hinaus leiden auch 

Drogenkonsumenten, die Substanzen intravenös verabreichen [460,476] und Allergiker, die 

wiederholt Injektionen zur Behandlung erhalten haben [477] unter einem erhöhten Risiko der 

Kolonisierung. Vor allem deutet diese Beobachtung darauf hin, dass dieses Risiko besonders 

dann erhöht ist, wenn die Schutzwirkung der Hautbarriere durchbrochen wird, wie es zum 

Beispiel bei einer Perforation durch Nadeln, bei Einsetzen eines Katheters oder bei 

Verletzungen der Fall ist. Bei immunsupprimierenden Krankheiten wie beispielsweise eine 

Erkrankung an dem humanen Immundefizienz-Virus ist das Infektionsrisiko erhöht, denn diese 

Personen halten sich häufig in Kliniken auf. Diese Einrichtungen gelten als potentielles Habitat 

für Staphylococcus aureus [478,479]. Speziell bei Menschen mit einer Störung betreffend der 

Qualität oder Quantität des Komplementsystems [480,481], von bestimmten Zytokinen [482-484], 

Makrophagen [485,486], Keratinozyten [487], neutrophilen Zellen [485,488,489] sowie von TH1- [479,490] 

oder TH17-Zellen [491,492] besteht ein erhöhtes Risiko durch einen Befall mit Staphylococcus 

aureus und einer nachfolgenden Infektion. Eine Person ist den gleichen Risiken ausgesetzt, 

wenn aufgrund einer Erkrankung bei einer Entzündungsreaktion die Polarisierung der 

T-Effektorzellen zu TH2-Zellen begünstigt ist [493,494]. Dies ist nicht nur auf eine Abwesenheit der 

anderen Effektorzellen zurückzuführen, denn die TH2-Zellen fördern aktiv die Expression von 

Fibrinogen und Fibronektin, was die Proliferation von Staphylococcus aureus begünstigt [495]. 

Das Verhältnis von IFN-γ zu IL-17 hat sich als ausschlaggebend für die Vorhersage gezeigt, 

ob eine Person für eine Besiedlung prädestiniert ist. Ist der Anteil von IFN-γ niedrig, wurden 

die Personen mit einer großen Wahrscheinlichkeit besiedelt, während die Kolonisierung bei 

einem größeren Verhältnis von IFN-γ ausgeblieben ist [446,496]. Dieses Phänomen hängt damit 

zusammen, dass die Expression von hBD-3 innerhalb der Epithelzellen der Nase durch IFN-γ 

verstärkt wird [497]. Ohne die Ausschüttung dieses Defensins steigt die Wahrscheinlichkeit einer 

Besiedlung des Vestibulum nasi durch das Bakterium deutlich [446,498].  

Obwohl eine Kolonisierung durch das Pathogen häufig auftritt, führt nur ein sehr geringer Anteil 

davon zu einer Infektion [415,499]. Es gibt daher Individuen, welche trotz einer Besiedlung bis an 

ihr Lebensende keine Infektion durch das Pathogen erleiden [4,37]. Besiedelte Personen haben 

aber ein generell erhöhtes Risiko, sich mit dem opportunistischen Krankheitserreger zu 

infizieren und das Bakterium zu verbreiten [408,412,415]. Sie werden hierbei bevorzugt von ihrem 

endogenen Bakterienstamm infiziert [38,290,418]. Personen ohne Besiedlung haben hingegen bei 

einer Infektion generell das erhöhte Risiko einen schwereren Krankheitsverlauf zu erleiden [291]. 

Auch können mehrere Bakterienstämme, sowohl MSSA und MRSA, gleichzeitig an einer 

Infektion beteiligt sein [500]. Eine Infektion ist auch durch eine Kreuzkontamination über einen 

exogenen Stamm möglich [501,502]. Dieser hat ein größeres infektiöses Potential als ein 
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kolonisierender Stamm [38,249]. Vermehrt treten exogene Infektionen nach stationären 

Krankenhausaufenthalten auf. Innerhalb von Kliniken werden die Bakterien über septische 

Wunden verteilt und können sich durch die Kontamination und Besiedlung von Personal und 

Umgebung etablieren und Patienten infizieren [405]. Staphylococcus aureus ist mit 

13,0 % [503,504] der zweithäufigste Verursacher einer nosokomialen Infektion und an 20,0 % [505] 

aller postoperativen Infektionen beteiligt. Ein erheblicher Teil davon ist in dieser Umgebung 

Methicillin-resistent [506]. Unter anderem während einer Operation und bei der postoperativen 

Versorgung steigt das Infektionsrisiko, da die natürliche Schutzbarriere der Haut durch 

Katheter oder Zugänge durchbrochen wird und das Pathogen so freien Zugang zum 

Körperinneren hat [507,508]. Während der Operation kann das Bakterium hämatogen oder über 

die Luft in den operativen Bereich gelangen. Hier kann das Risiko einer Kreuzinfektion durch 

präventive Hygienemaßnahmen [509], saubere Wundversorgung [509] und die prophylaktische 

Gabe von Antibiotika [510] reduziert werden. Diese Reduktion ist allerdings nur bedingt gegen 

Staphylokokken aus der eigenen Kolonisierung wirksam [412,501]. Bei einem 

Krankenhausaufenthalt mit operativem Eingriff oder Hautperforation ist bei einem Patienten 

mit kompromittierten Gesundheitszustand die Gefahr einer Infektion besonders stark 

erhöht [511,512]. Die Größe des Risikos ist hierbei von der Dauer und dem Umfang des Eingriffes 

abhängig [513]. 

Der primäre Ort, an dem die Verbreitung einer Kolonisierung ihren Lauf nimmt, ist die häusliche 

Umgebung. Familienmitglieder stehen in sehr engem und häufigem Kontakt, wodurch sie 

einem hohen Übertragungsrisiko ausgesetzt sind [514-516]. Dieses Risiko ist besonders bei 

Kindern, pflegebedürftigen Menschen und Haustieren relevant, da diese eine verminderte 

Möglichkeit und Bereitschaft zur Selbstpflege und -hygiene besitzen [517-519]. Ein besiedeltes 

Haushaltsmitglied kann die Haushaltsumgebung und Alltagsgegenstände kontaminieren, 

welche dann ein Kolonisierungspotential für andere Familienmitglieder bilden, wobei die 

Anzahl und das Alter aller Familienmitglieder einen großen Einfluss auf die Verbreitung dieser 

Kontamination haben [404,520]. Sobald sich Staphylococcus aureus in einem Haushalt etabliert 

hat, verwandelt sich dieser in eine Brutstätte mit kontaminierten Gegenständen und 

Oberflächen, wodurch sich das Risiko der Bewohner besiedelt zu werden oder eine Infektion 

zu erleiden drastisch steigert [404]. Hierbei ist sowohl die Umgebung selbst [521,522], als auch der 

Kontakt zu anderen Haushaltsmitgliedern [523,524] der hauptsächliche Grund für das erhöhte 

Risiko. Hat sich das Pathogen erst einmal im Haushalt eingenistet, kann er abwechselnd 

zwischen periodischen und dauerhaften Trägern übertragen werden und auf diese Weise 

wiederkehrende Besiedlungen und Infektionen verursachen [523,525]. Andere Menschen, die im 

engen Kontakt mit diesem Infektionsherd stehen, wie etwa Verwandte, laufen in Gefahr, sich 

selbst und ihren eigenen Haushalt zu gefährden. Dieses Infektionsrisiko wird dann verstärkt, 

wenn das Pathogen einen klinischen Ursprung hatte, wie es nach einem 
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Krankenhausaufenthalt der Fall sein kann. So wurde beobachtet, dass der Bakterienstamm 

USA300, welcher sich prädominant im Gesundheitswesen einnistet, sich nach Genesung der 

betroffenen Personen über Monate im Haushalt der infizierten Person halten und diesen 

verseuchen kann [520,522,526]. Ein vereinfachtes Modell möglicher Übertragungswege ist in 

Abbildung 4 dargestellt. 

In einer Simulation nach Macal et al. (2014) [527] wird geschätzt, dass 95,0 % der 

Ansteckungsereignisse nicht durch eine Infektion, sondern durch besiedelte Personen 

verursacht werden. Das Infektionsrisiko steigt logischerweise mit der Häufigkeit des 

menschlichen Umgangs und dem Umgang mit potentiell kontaminierten Gegenständen, 

sodass größere Menschenmengen sowie öffentliche und private Einrichtung mit großer 

Fluktuation und insbesondere Schulen und Kindertagestätten ein großes 

Gefährdungspotential aufweisen [527]. Tatsächlich ist diese Simulation realistisch, da der 

Umgang mit besiedelten und infizierten Personen sowie das Teilen von kontaminierten 

Hygiene- und Alltagsgegenständen zur der wahrscheinlichsten Übertragung eines über die 

Kommune akquirierten Staphylococcus aureus führt [520,528,529]. Darüber hinaus konnte der 

Ursprung von Epidemien von Staphylococcus aureus bereits in öffentlich zugänglichen und 

häufig frequentierten Räumen nachgewiesen werden [530,531]. Während zum 

Besiedlungsverhalten von Staphylococcus aureus bereits eine enorme Datenmenge bekannt 

ist, ist die Datenerfassung trotz allem ungenau, da diese meistens retroaktiv nach einer 

Infektion getätigt wird. Aus diesem Grund lassen sich weder die Quelle der Kolonisierung, noch 

der Übertragungsverlauf erfassen. Ebenso beschränken sich die meisten Publikationen auf 

eine nasale Kolonisierung und vernachlässigen hierbei andere potentielle befallene 

Körperbereiche, wodurch eine Unschärfe entsteht [532,533]. 
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Abbildung 4: Das Bild zeigt ein vereinfachtes Modell, wie sich ein Bakterienstamm von Staphylococcus 

aureus innerhalb einer Kommune verbreitet. In der Illustration sind besiedelte Menschen mit gelber 

Farbe und infizierte Menschen in roter Farbe hervorgehoben. Die doppelten roten Pfeile zeigen 

Kontaktwege, auf denen eine Übertragung stattfinden kann. Je größer das Übertragungsrisiko, desto 

breiter der doppelte Pfeil. Die Illustration stammt aus der Publikation von Knox et al (2017) [404] und 

wurde mit der Erlaubnis von Elsevier verändert. Eine Lizenz für eine Übersetzung und Veröffentlichung 

wurde von dem Herausgeber erworben[b].  

2.3.3 Adhäsine 

Um den Wirt befallen zu können, muss zunächst physischer Kontakt zu dessen Zellen [534] 

oder, im Falle von Thrombozyten, Zellfragmenten [535] aufgebaut werden. So binden 

Staphylokokken bevorzugt an der extrazellulären Matrix von Endothelzellen [403]. Diese Matrix 

ist eine dreidimensionale Suprastruktur, welche sich aus verschiedenen Glykoproteinen wie 

beispielsweise Fibrinogen, Fibronektin, Kollagen und Vitronektin zusammensetzt [536]. 

Adhäsine von Pathogenen erkennen sehr häufig die molekularen Bestandteile dieser 

extrazellulären Matrix, allen voran das Fibronektin [537,538]. Für die Interaktion mit einer so 

gearteten Matrix verfügt das Pathogen über eine Vielzahl von Adhäsinen und 

Zellwandkomponenten, welche ein breites Spektrum an Funktionen besitzen und oftmals mit 

zwei oder mehr Wirtsproteinen interagieren können. Beispielsweise sind sie sehr prominent 

darin, das Pathogen vor dem Immunsystem des Wirtes zu verbergen oder dessen Effektivität 

zu reduzieren [10].  
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In diesem Kapitel stehen hauptsächlich die adhäsiven Eigenschaften der Proteine im 

Vordergrund, während die potentiellen immunevasiven Eigenschaften in Kapitel 2.3.4.4 

„Immunevasion” abgehandelt werden.  

2.3.3.1 MSCRAMM und SERAM 

Wichtige Adhäsine, welche Staphylococcus aureus an seiner Zellwand präsentiert, werden 

unter dem Akronym MSCRAMM in Tabelle 2 zusammengefasst [10,154]. Weiter verfügt 

Staphylococcus aureus über sekretierte Proteine, welche sich nach der Freisetzung an die 

Außenhülle des Bakteriums anlagern und ebenfalls in der Adhäsion involviert sind. Vertreter 

dieser Proteine sind unter dem Akronym SERAM in Tabelle 3 dargestellt [154,539]. Unter den 

Staphylokokken stehen der Gattung Staphylococcus aureus eine größere Variation an 

Oberflächenkomponenten zur Verfügung als bei verwandten Krankheitserregern, auch wenn 

die genaue Anzahl vom jeweiligen Bakterienstamm abhängig ist [2,154,540]. Das Spektrum an 

exprimierten MSCRAMM und SERAM wird ebenfalls durch die aktuelle Wachstumsphase und 

Nährstoffsituation beeinflusst. So werden beispielsweise manche dieser Proteine nur bei 

Eisenmangel hergestellt [541,542]. Bei beiden Proteingruppen treten Redundanzen auf, sodass 

mehrere Proteine oftmals die gleichen Liganden binden und auch eine ähnliche Funktion 

besitzen [540]. Des Weiteren ist auch die Teichonsäure, ein Zellwandbestandteil von Gram-

positiven Bakterien, an der initialen Adhäsion der Bakterien an der Oberfläche involviert [543]. 

Proteine aus der Gruppe der MSCRAMM besitzen typischerweise am C-Terminus das 

sogenannte LPXTG-Motiv, eine Erkennungssequenz für die Cystein-Endopeptidase SrtA. Das 

Enzym spaltet die Proteine innerhalb des Motivs und integriert diese anschließend durch eine 

kovalente Bindung in die Peptidoglycanschicht des Bakteriums [544,545]. Ein Großteil der 

Proteine besitzt am N-Terminus eine Tandemstruktur aus zwei Untereinheiten, welche der 

Faltung von IgG sehr ähnlich ist [546]. Eine Besonderheit ist hierbei das SpA, welches an 

seinem N-Terminus ein Tandem aus fünf Domänen besitzt, welche jeweils eine Struktur aus 

drei Helix-Bündeln bilden [304,547,548]. Der Bindungsmechanismus, mit welcher die Faktoren ihre 

Liganden binden, ist als ‚dock, lock and latch‘ bekannt [549]. Zwischen zwei Untereinheiten wird 

eine Tasche gebildet, in welcher der Ligand binden kann. Nach der Bindung wird durch eine 

Konformationsänderung die C-terminale Erweiterung einer Untereinheit in der zweiten 

arretiert [546,550]. Dieser Mechanismus resultiert in einer Bindung des Liganden durch die zwei 

Untereinheiten, welche sowohl mechanisch, als auch durch starke Wechselwirkungen 

erfolgt [550]. 
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Eines der wichtigen Adhäsine, welches das Bakterium die Kolonisierung im Vestibulum nasi 

ermöglicht, ist ClfB. Es verfügt über die Fähigkeit, mehrere ω-Schleifen in Loricrin und am 

C-terminalen Ende von Keratin 10 zu binden [551]. Diese beiden Proteine werden bevorzugt in 

Plattenepithelzellen ausgebildet, welche einen Großteil des Vestibulum nasi definieren [552,553]. 

Ebenso ermöglicht IsdA die Festsetzung an den Epithelzellen, indem es mit seiner 

Bindungsstelle für Häm-Gruppen als Kreuzreaktion auch Loricrin, Keratin 10 und Involucrin, 

einen Bindungspartner von Loricrin, binden kann [294,554]. 

Die Proteine innerhalb des Akronyms SERAM werden aktiv von dem Bakterium sekretiert, 

woraufhin diese sich mit der Zellwand von Staphylococcus aureus assoziieren und von dort 

aus mit Wirtszellen interagieren können. Die Verankerung dieser Proteine wird durch 

Interaktion mit Zellwandkomponenten, wie beispielsweise die neutrale Phosphatase oder die 

Teichonsäure ermöglicht, kann aber auch durch Selbstassoziation vermittelt werden. Im 

molekularen Detail sind diese Mechanismen aktuell noch nicht genauer erforscht [555,556]. Unter 

den SERAM gibt es Vertreter, deren bisherig bekannte Hauptfunktion darin besteht, ein 

Anheften des Bakteriums an der Wirtszelle zu ermöglichen. Zu diesen Proteinen gehören das 

Emp [539] und das 1,0 MDa große Ebh [557]. Zwei Proteine innerhalb dieser Gruppe tragen 

enorm zur Virulenz von Staphylococcus aureus bei. Zum einen handelt es sich hierbei um die 

Koagulase (Coa), welche ihren Beitrag nicht durch Adhäsion, sondern hauptsächlich in der 

Ausbildung einer schützende Kapsel leistet [558,559]. Zum anderen produzieren die 

Staphylokokken das Eap, welches ein sehr versatiles Werkzeug mit großer Funktionalität ist. 

Das Protein ist eines der am meisten erforschten Proteine aus der SERAM-Gruppe. Es 

unterstützt das Bakterium sowohl bei der Adhäsion als auch bei der Immunevasion [2]. Wird 

das Protein nicht exprimiert, ist eine Interaktion mit den Wirtsorganismen sehr stark 

reduziert [560], wodurch eine Kolonisierung und eine intrazelluläre Invasion [561] der Wirtszellen 

nicht mehr möglich ist.  
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Tabelle 2: Eine Auflistung von einigen wichtigen MSCRAMM, ihren Bindungspartnern und Funktionen. 

Die Tabelle wurde aus Foster et al. (2014) [10] übernommen und mit Informationen aus weiteren 

Publikationen ergänzt. 

MSCRAMM 

Adhäsin Bindungspartner Funktion 

ClfA (~ 97,0 kDa) [562]  

Annexin 2 [563], 

Fibrinogen (γ-Kette) [546,564], 

Komplementfaktor I [565,566], 

vWF [567] 

Adhäsion [546,564], Aggregation 

von Thrombozyten [568,569], 

Immunevasion [565,566], Schutz 

vor Scherkraft [567] 

FnBPA und FnBPB [570] 

(~ 63,0 und 104,0 kDa) [571] 

Elastin [572], 

Fibrinogen (γ-Kette) [572,573], 

Fibronektin [574,575], 

Plasminogen [576] 

Adhäsion [572,575], Aggregation 

von Thrombozyten [577,578], 

Biofilmbildung [579], 

Immunevasion [576], 

intrazelluläre Invasion [574,580], 

Agglutination [581] 

IsdA (~ 39,0 kDa) [582] 

Fibrinogen [583], 

Fibronektin [583], 

Häm-Gruppen [583,584], 

Involucrin [554], 

Keratin 10 [554], Loricrin [554] 

Adhäsion [294], Aktivierung von 

Thrombozyten [585], 

Eisenerwerb [584], Resistenz 

gegen antimikrobielle 

Substanzen [586,587] 

IsdB (~ 72,0 kDa) [582] 
Häm-Gruppen [588], 

Integrin β-3 [589] 

Eisenerwerb [588], 

intrazelluläre Invasion [589] 

SpA (~ 39,9 kDa) [590]  

gC1qR/p33 [591], 

Immunglobuline [592,593], 

TNFR1 [594], vWF [567,595] 

Adhäsion [591], Aggregation 

von Thrombozyten [591,595,596], 

Biofilmbildung [597], 

Immunevasion [592,593], Schutz 

vor Scherkraft [567], 

Superaktivierung von 

TNFR1 [594] 
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Tabelle 3: Wichtige SERAM mit ihren Bindungspartnern und Funktionen. Die Tabelle wurde aus 

Chavakis et al. (2005) [539] übernommen und mit Informationen aus weiteren Publikationen ergänzt. 

SERAM 

Adhäsin Bindungspartner Funktion 

Eap (~ 60,0 bis 72,0 kDa) 

 [598] 

DNA [599], 

Fibrinogen [598,600], 

Fibronektin [598,600], 

homophile Interaktion [600], 

ICAM-1 [601], 

Knochen-Sialoprotein [598], 

Kollagen [598,600], 

Prothrombin [600], 

Thromospondin 1 [598], 

Vitronektin [598] 

Adhäsion [598,600], Agglutination [600], 

Immunevasion [599,601,602] 

und -modulation [603], intrazelluläre 

Invasion [606], Störung der 

Wundheilung [601] 

Efb (~ 19,0 kDa) [604] 

Fibrinogen [605,606],  

Komplement C3 [607] 

Bindung von Thrombozyten [606], 

Immunevasion [607], Störung der 

Wundheilung [608], verhindert 

Aggregation von 

Thrombozyten [606] 

Emp (~ 35,5 kDa) [609] 

Fibrinogen [609,610], 

Fibronektin [609,610], 

Kollagen [609,610], 

Vitronektin [609,610] 

Adhäsion [609,610] 

Coa (~ 59,0 kDa) [611] 

Fibrinogen [612], 

Prothrombin [612],  

Aktivierung von 

Thrombozyten [613], Aktivierung 

von Staphylothrombin [613], 

Immunevasion [614] 

vWbp (~ 66,0 kDa) [615] 

Fibrinogen [615], 

Fibronektin [615], 

Prothrombin [616], vWF [615] 

Adhäsion und Kolonisierung [615], 

Immunevasion [617], Koagulation 

von Plasma [616] 
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2.3.3.2 Extrazelluläres Matrixprotein 

Das Emp von Staphylococcus aureus ist das Zielprotein, mit dem das Epitop des Anti-Emp-

Antikörpers interagiert [41]. Das korrespondierende monocistronische Gen emp hat einen 

offenen Leserahmen mit einer Größe von 1023 bp und wurde von Hussain et al. (2001) [609] in 

246 Stämmen von Staphylococcus aureus nachgewiesen. Die Ergebnisse eines Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) von Geraci et al. (2017) [610] implizieren, dass 

Staphylokokken, welche die Barrieren von Epithelzellen nicht überwinden können und nur eine 

niedrige Virulenz besitzen, nicht über das emp-Gen verfügen. Ein Beispiel hierfür ist die 

Gattung Staphylococcus epidermidis, in welcher emp bisher nur in einer einzigen Methicillin-

resistenten Variante als Fragment festgestellt werden konnte [618]. Als eine Ausnahme zu der 

Implikation zeigt sich allerdings die Gattung Staphylococcus haemolyticus, welche das Gen 

trotz ihrer geringen Virulenz besitzt [619,620]. 

Die Transkription von emp in Staphylococcus aureus beginnt nach vier Stunden 

Kultivierungszeit in der späten logarithmischen Phase und die Konzentration des Proteins 

nimmt auch nach Erreichen der stationären Phase stetig zu [609]. Enthält die Umgebung des 

Bakteriums wenig Eisen, wird die Transkription von emp in Staphylococcus aureus primär 

durch den Regulator fur [621] und die Expression des ica-Operons [621] geregelt. Eine generelle 

Expression des Proteins wird aber auch unter Abhängigkeit der globalen Regulatoren 

sae [621-623], agr [621] und, mit geringem Einfluss, sarA [621] gesteuert. In einer Umgebung reich an 

Eisen und unter osmotischem Stress wird die Transkription über noch nicht bekannte Faktoren 

in Unabhängigkeit von fur herunterreguliert [624]. Da in Wirtsumgebung aufgrund von 

eisenbindenden Proteinen ein Mangel an diesem Element herrscht, ist davon auszugehen, 

dass die Transkription von emp unter den in vivo im Wirt herrschenden Bedingungen 

hochreguliert ist [621]. 

Nach der Translation der mRNA besitzt das Emp 341 Aminosäuren und ein Molekulargewicht 

von ~ 38,5 kDa [609]. Die ersten 26 Aminosäuren zeigen eine sehr große Ähnlichkeit gegenüber 

bekannten bakteriellen Signalpeptiden [625], welche abgetrennt werden, sobald das Protein 

seinen Zielort erreicht hat [610]. In seiner endgültigen Form hat ein einzelnes Emp daher 

315 Aminosäuren und ein Molekulargewicht von ~ 35,5 kDa. Das Protein besitzt 42 positive 

und 19 negative Seitenketten [609], hat in der zentralen Sequenz einen sehr hohen Gehalt an 

Histidin und besitzt einen stark konservierten C-Terminus [610]. Eine von 

Hussain et al. (2001) [609] durchgeführte statistische Analyse der Aminosäuresequenz durch 

das Computerprogramm SAPS (School of Advanced Professional Studies) von EMBL-EBI 

(European Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics Institute) hat einen 

isoelektrischen Punkt von pH ~ 10,4 und eine positive Gesamtladung des Proteins 

vorhergesagt. Bis heute wurde noch keine dreidimensionale Struktur von Emp beschrieben, 
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aber Geraci et al. (2017) [610] haben die Struktur und Funktion experimentell und analytisch 

bestimmt. Durch Elektronenmikroskopie wurde als Tertiärstruktur ein ringförmiges Protein mit 

knopfförmigen Fibrillen dargestellt, welches sich in Polymeren von zwei bis vier Einheiten 

zusammenfügt. Die sichtbaren Fibrillen haben hierbei eine Länge und Breite von bis zu 

180,0 nm. Eine Circulardichroismusspektroskopie zeigte, dass das Emp von 40,0 % β-

Faltblatt-Strukturen ausgeprägt wird und eine Proteinanalyse durch I-TASSER (Iterative 

Threading ASSEmbly Refinement) von Zhang Lab schlägt eine hufeisenförmige Struktur für 

das Protein vor (Abbildung 5). Als strukturelle Analoga zu der Vorhersage empfiehlt das 

Programm bei den zehn besten Treffern prokaryotische und eukaryotische Proteine mit 

Leucin-reichen Wiederholungen. 

Abbildung 5: Ein von Geraci et al. (2017) publiziertes und durch das Computerprogramm I-TASSER 

vorhergesagtes dreidimensionales Modell des Emp scheint mit der größten Wahrscheinlichkeit der 

tatsächlichen Form des Proteins zu entsprechen. Links wird der N-Terminus in blau und rechts der 

C-Terminus in Rot gezeigt. Die Aminosäure Histidin mit ihrem Imidazol an der Seitenkette wird in weißer 

Farbe hervorgehoben. Die Illustration wurde aus der Publikation von Geraci et al. (2017) [610] 

übernommen. Die genannte Publikation ist über eine internationale Namensnennung-Lizenz 4.0 von 

Creative Commons (CC BY 4.0) geschützt [a]. 
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Emp wird hauptsächlich in Zellwandextrakten von Staphylococcus aureus nachgewiesen, 

kann aber auch im erschöpften Nährmedium entdeckt werden, wenn dieses aufkonzentriert 

wird [609,621]. Es ist kein Protein bekannt, welches die Verankerung von Emp in der 

Zelloberfläche ermöglicht. Vielmehr ist anzunehmen, dass es aufgrund seines positiven 

isoelektrischen Punktes und seiner Ladungen sich elektrostatisch auf negativ geladenen 

Oberflächenmolekülen, wie beispielsweise Teichonsäure, anlagern kann. Zusätzlich verfügt 

das Protein über 36,3 % hydrophobe Seitenketten, was eine hydrophobe Wechselwirkung mit 

Lipidgruppen und Lipoteichonsäuren auf der Zellwand ermöglicht. Beide Effekte schließen sich 

in diesem Fall nicht aus und können auch gemeinsam auftreten, um das Emp an seinem 

Bestimmungsort zu verankern [609]. 

Die Funktion von Emp ist noch nicht vollständig geklärt, aber es ist bekannt, dass das Protein 

zur Abszessbildung notwendig ist und auch dazu beiträgt, dass das Bakterium längere Zeit im 

Wirtsorganismus bestehen kann [626]. Bei einer chronischem Osteomyelitis ist die Expression 

sichtbar erhöht und für die Biofilmbildung in einer Umgebung mit niedrigem Eisengehalt wird 

das Protein essenziell benötigt [627]. Ebenso wird es bei der Abszessbildung vermehrt von 

Bakterien innerhalb der dort entstehenden Läsion produziert [626]. Ähnliche Proteine mit einem 

hohen Gehalt an Histidin sind aufgrund der Beschaffenheit der Aminosäure häufig in der 

Interaktion mit anderen Proteinen oder Molekülen involviert [628]. Fibrilläre Proteine wie Emp 

sind auch aus anderen Bakterienstämmen bekannt und haben verschiedene Funktionen, von 

Adhäsion an Wirtsoberflächen, bis hin zum lateralen Gentransfer. Das Protein, welches 

aufgrund von funktioneller Analogie die größte Assoziation zu Emp zeigt, ist das Curli-

Protein [610]. Ähnlich wie bei Emp, unterstützt dieses in Gram-negativen Bakterien 

vorkommende Protein sowohl die Biofilmbildung als auch die Adhäsion und Invasion von 

Wirtszellen [629]. 

Das Emp zeigt eine Affinität gegenüber dem Wirtsgewebe und kann sowohl auf Haut, Knochen 

als auch Knorpel adhärieren. Wird die extrazelluläre Matrix des Gewebes zuvor proteolytisch 

verdaut, steigt diese Bindungsspezifität und -effizienz deutlich [610]. Auf molekularer Ebene 

interagiert das Emp mit den Wirtsproteinen Fibronektin, Fibrinogen, Vitronektin und einigen 

Kollagenen. Hierbei ist die Affinität gegenüber Kollagen I und Vitronektin größer als bei 

Fibronektin und Fibrinogen [609]. Experimente mit trunkiertem Protein zeigen, dass der 

N-Terminus für die Ausbildung der Fibrillen und die Polymerisation essenziell ist, während der 

C-Terminus die Zielspezifität gegenüber Wirtsproteinen bestimmt und zu deren Bindung 

beiträgt. Die größte Bindungsaffinität zeigt allerdings die zentrale Sequenz des Proteins, 

welche durch ein häufiges Auftreten der Aminosäure Histidin ausgeprägt ist. Besteht ein 

vollständiger C-Terminus, ist die Bindungseffektivität des zentralen Bereiches in der 

Interaktion mit Wirtsproteinen reduziert, was vermuten lässt, dass dieser Bereich auch an der 
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Dissoziation zwischen Emp und den Wirtsproteinen beteiligt ist [610]. In emp-

Deletionsexperimenten von Hussain et al. (2001) [609] wurde gezeigt, dass Staphylococcus 

aureus trotz fehlendem emp weiterhin die Proteine Fibronektin und Fibrinogen binden kann, 

auch wenn die Bindungsstärke signifikant reduziert wurde. Das Protein trägt also maßgeblich 

zur Adhäsion an der Wirtszelle bei, wird aber durch weitere Adhäsine durch redundante 

Funktionalität ergänzt. Geraci et al. (2017) [610] schlagen ein Modell vor, in welchem Emp erst 

in einer späteren Infektionsphase seinen Beitrag zur Virulenz leistet, nachdem die 

extrazelluläre Matrix durch Virulenzfaktoren des Pathogens und der Immunantwort des Wirtes 

beschädigt wurde. Durch Emp verbessert sich das Potential des Bakteriums, sich an dem 

beschädigten Gewebe zu verankern und von dort aus tiefer in den Wirt einzudringen.  

2.3.4 Virulenz und Pathologie 

Unter normalen Umständen ist das Innere eines menschlichen Körpers ein sehr ungeeigneter 

Ort für Organismen, um an Nährstoffe zu gelangen. Ein Pathogen muss zuerst die 

Hautbarriere überwinden und es dann schaffen, nicht vom adaptiven und humoralen 

Immunsystem eliminiert zu werden. Zudem werden essenzielle Elemente wie Eisen bereits 

vom Wirtskörper gebunden und sind in den Körperflüssigkeiten nur sehr spärlich 

aufzufinden [630]. Gelingt es dem Pathogen jedoch, all diese Barrieren zu überwinden, hat es 

die Möglichkeit, Wirtszellen zu zerstören, um sie als Nährstoffquelle zu nutzen [621]. 

Staphylococcus aureus ist die Bakterienart mit der höchsten Virulenz seiner Gattung und 

evolutionär perfekt dafür gerüstet, genau dieses Ziel zu erreichen [631]. Es verfügt über 

verschiedene Werkzeuge, sogenannte Virulenzfaktoren, um sich gegen das Immunsystem zu 

wehren, Wirtszellen zu manipulieren und zu zerstören und Resistenzen gegen antimikrobielle 

Substanzen zu auszubilden [632-634]. Hierbei kann es die Expression der Virulenzfaktoren 

hervorragend auf verschiedene Bereiche im Wirtskörper anpassen, um sich beste Chancen 

für eine erfolgreiche Infektion zu schaffen [12,635]. Sein Repertoire an Virulenzfaktoren 

unterscheidet sich in Abhängigkeit des Bakterienstammes [154,636]. Anhand seiner Umgebung, 

kann er die Faktoren exprimieren, die ihm den größten Vorteil verschaffen [631,637,638]. Auch kann 

eine manganhaltige Umgebung die Virulenz und Fitness des Bakteriums verstärken [639]. 

Bevorzugte Angriffsziele des Bakteriums sind unter anderem die roten Blutkörperchen, die 

einen hohen Eisengehalt aufweisen. Aus diesem Grund verfügt das Pathogen über eine 

Vielzahl an Toxinen, um Blutbestandteile zu zerstören [640,641]. Die Virulenz des Bakteriums ist 

letztendlich zusammen mit dem in Kapitel 2.2.6 „Immunsystem-assoziierter 

Kollateralschaden” beschriebenen Wirken der körpereigenen Immunantwort für das 

Krankheitsbild im Wirtsorganismus verantwortlich. Die folgenden Kapitel fassen zusammen, 

welche Virulenzfaktoren Staphylococcus aureus zu einem gefährlich Pathogen machen und 

welche Folgen eine Infektion für den Wirtsorganismus haben kann. 



 

50 

2.3.4.1 Regulation der Virulenz 

Die Expression von Virulenzfaktoren wird durch ein Netzwerk von Regulatoren und Operonen 

beeinflusst [637,642]. Die relevantesten dieser Regulatoren sind agr [631], fur [621], sae [643,644], 

σB [645,646] und sarA [631,647] sowie dessen Homologe [648] wie auch das Operon ica [621]. Einer oder 

mehrere dieser Regulatoren können an der Expression eines einzelnen Virulenzfaktors 

beteiligt sein und sich gegenseitig direkt beeinflussen [631,649], aber auch unabhängig 

voneinander agieren [656]. 

Der Regulator agr, eine der wichtigsten Regulatoren, wird durch ein autoinduziertes Peptid 

beeinflusst, dessen Signalstärke mit steigender Anzahl der Bakterienpopulation 

zunimmt [650,651]. Dieses sogenannte ‚quorum sensing‘ ist ein Sensor, der es dem Erreger 

ermöglicht, die eigene Populationsdichte wahrzunehmen und seine Genregulation 

entsprechend anzupassen [652]. Dieses System ist verhältnismäßig aufwändig in der 

Aufrechterhaltung und in einer großen Population bilden sich deshalb sehr oft Mutanten, 

welche kein voll funktionsfähiges agr besitzen [653-655]. Das quorum sensing dieser Mutanten 

wird durch die Peptidproduktion der umgebenden Bakterien gesteuert, während sie selbst die 

eingesparten Ressourcen anderweitig verwenden [655,656].  

Staphylococcus aureus besitzt durch dieses Netzwerk an Sensorik eine Möglichkeit, sowohl 

seinen eigenen Zustand, als auch die Situation des Wirts zu evaluieren und seine Expression 

entsprechend anzupassen [657]. 

2.3.4.2 Phänotypen 

In Abhängigkeit der Umgebungsbedingungen [658], Dauer der Infektion [658-660], dem 

Bakterienstamm [661], dem Gesundheitszustand des Wirtes [661] und des befallenen 

Gewebes [662,663] kann Staphylococcus aureus bei einer Infektion des Wirtskörpers einen 

Abszess [12], einen Biofilm [658,662], eine kleine Kolonien-Varianten [659,661] oder Schläfer [658,664] 

ausbilden. Die Phänotypen des Biofilms und der kleinen Kolonien-Variante werden von dem 

Pathogen meistens ausgebildet, wenn es antibiotischem Stress ausgesetzt ist und sich in einer 

für ihn unwirtlichen Umgebung befindet [665,666]. Der induzierende Stress kann in Form von 

heftigen Widerstand des Immunsystems [667-669] oder antimikrobiellen Substanzen [658,664,670] 

auftreten. Die Ausbildung dieser Phänotypen ermöglichen es dem Bakterium, sich für längere 

Zeit im Wirt einzunisten. 

2.3.4.2.1 Planktonischer Phänotyp und Abszessgemeinschaft 

Im normalen planktonischen Phänotyp besitzt Staphylococcus aureus das größte zytotoxische 

Potential und die stärkste Aktivität und erzeugt nach einer Infektion des Gewebes 

Abszesse [12,671]. Nachdem sich das Bakterium im Wirt erfolgreich adhäriert und 

niedergelassen hat, beginnt es, gesteuert durch das quorum sensing, mit der Expression von 
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toxischen Substanzen und zerstört im Verlauf von mehreren Tagen das umliegende 

Wirtsgewebe [650]. Das dabei freiwerdende Fibrin wird vom dem Pathogen dazu genutzt, eine 

fibrilläre Kapsel um den Infektionsherd auszubilden, um sich vor dem Immunsystem des Wirtes 

zu isolieren [671,672]. Gleichzeitig lockt das Bakterium Immunzellen an seine Position, indem es 

Lipoproteine sezerniert, welche die PRR der Immunzellen aktivieren [633,673]. Diese 

Immunzellen sammeln sich am Rand des Abszesses, um die Bakterien zu bekämpfen. Dabei 

treten beim umliegenden Gewebe Kollateralschäden auf. Gleichzeitig werden die Wirtszellen 

durch Toxine weiter dezimiert, was zur Freisetzung von noch größeren Mengen Fibrin und 

auch Eiter führt [671,674,675]. Im weiteren Verlauf nimmt die Bakterienzahl innerhalb des 

Abszesses weiter zu und dieser vergrößert sich unter Ausbildung einer großen 

Pseudokapsel [671]. Ab einer gewissen Größe und gesteuert über das quorum sensing [676] wird 

die Integrität der Kapsel und Pseudokapsel durch enzymatische Aktivität reduziert, bis beide 

Strukturen reißen. Darauf folgt eine Verbreitung der im Abszess kultivierten Bakterien im 

Wirtskörper. Die verbreiteten Bakterien können den Prozess wiederholen und eine 

Abszessbildung an einer anderen Position auslösen [671,677].  

Für die Ausbildung eines Abszesses sind die Virulenzfaktoren Coa und SpA nötig [671]. Damit 

die Bakterien nach der Abszessruptur eine neue Infektion verursachen können, müssen sie 

unter anderem in der Lage sein, Eap zu exprimieren. Ebenso leisten die Proteine Cna, ClfA 

FnBPA, FnBPB, IsdA, IsdB und vWbp einen sehr großen Beitrag in der Ausbildung eines 

Abszesses [626]. Auch ist die Rekrutierung und nachfolgende Zerstörung von neutrophilen 

Zellen notwendig, um die fibrilläre Kapsel zu vergrößern und die Pseudokapsel 

aufzubauen [671]. Bleiben wichtige Signale aus, welche normalerweise die Rekrutierung dieser 

Immunzellen vermitteln, kann das Pathogen keinen Abszess hervorrufen [678,679]. 

2.3.4.2.2 Biofilm und Schläfer 

Viele Regulatoren haben einen Einfluss auf die Produktion der Proteine und Substanzen, die 

für eine Ausbildung eines Biofilms benötigt werden [680]. Essenziell dafür sind Signale der 

Regulatoren σB [645,646] und sarA [681,682]. Auch spielen das Operon ica [621,683] und die 

Regulatoren fur [621], rbf [684], srrAB [685], tcaR [686] und spx [687] eine größere Rolle bei der 

Entwicklung dieses Phänotyps. Der Virulenzfaktor SpA, dessen Expression durch die 

Regulatoren agr, sarA und sae reguliert wird, ist ebenfalls für die Ausbildung eines Biofilmes 

notwendig [597,631]. Zu weiteren bekannten Proteinen, welche die Ausbildung eines Biofilms 

unterstützen, zählen das Atl [579], Bap [688], FnBPA [579] und FnBPB [579]. Biofilme entstehen 

bevorzugt auf körperfremden Material, wie beispielsweise Implantate [689], können aber auch 

Gewebe befallen [690,691]. Das Bakterium kann sich auf fast jeder Oberfläche ohne 

Einschränkung einnisten, um dort einen Biofilm zu erzeugen [692]. Unter dem Einfluss des 

wirtseigenen IL-1β wird die Ausbildung des Phänotyps gefördert und dieser kann die durch 
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das Zytokin hervorgerufenen Entzündung deutlich besser tolerieren [667]. In einem 

heranwachsenden Biofilm bilden Bakterien eine Glykokalyx, welche neben Polysacchariden 

als Hauptbestandteil [693-695], unter anderem aus extrazellulärer Desoxyribonukleinsäure 

(eDNA) [696,697], Amyloidfibrillen [698] und einer Mixtur von bakteriellen Proteinen [699,700] und 

Wirtsproteinen [701] besteht. Die Produktion und Integration von eDNA unterstützt hierbei die 

Stabilität des Biofilms in seiner frühen Entwicklungsphase [696,702]. Der Biofilm bildet eine 

dreidimensionale Struktur aus mehreren Schichten aus [680]. Innerhalb dieser Schichten 

koexistieren Staphylokokken mit aeroben Stoffwechsel in den oberen Schichten, langsamen 

anaeroben Stoffwechsel in den tieferen Schichten sowie fermentierende und tote Bakterien im 

Inneren des Biofilms [155,703]. Aus den Bakterien im Inneren des Biofilms können sich 

sogenannte Schläfer entwickeln, welche ihre Biosynthese auf ein Minimum begrenzen, sodass 

bakterizide Wirkstoffe keinerlei Angriffspunkt finden [155]. Solche Schläfer können sehr hohe 

Konzentrationen von antimikrobiellen Substanzen tolerieren. Sie werden unter antibiotischem 

Druck vermehrt ausgebildet und sind in der Lage, sich zu einem späteren Zeitpunkt zu 

reaktivieren [704,705].  

In einem voll entwickelten Biofilm ist die Expression von einigen Toxinen, Superantigenen und 

immunevasiven Virulenzfaktoren im Vergleich zu planktonischen Bakterien deutlich 

erhöht [706-708]. Während der Zunahme der Signalstärke des quorum sensing wird die 

Entwicklung vieler Biofilmkomponenten inhibiert und die Expression von peptidischen 

Detergenzien und Proteasen erhöht, welche lytisch auf den Biofilm wirken. So nimmt die 

Stabilität eines stark ausgereiften Biofilmes ab und als Resultat können sich Flocken aus 

diesem herauslösen und sich im Wirt als Aussaat für neue Infektionen verteilen [709,710]. 

2.3.4.2.3 Kleine Kolonien-Variante 

Die Ausbildung des Phänotyps der kleinen Kolonien-Variante geht mit einem reprimierten 

Signal des über agr vermittelten quorum sensing von Staphylococcus aureus einher. Hierbei 

wird das Signal aktiv durch eine Expression von σB [711] unterdrückt und gleichzeitig bleibt eine 

positive Verstärkung durch sarA aus [712]. Fehlt die reprimierende Funktion von σB, so kann 

dieser Phänotyp nicht ausgebildet werden [541,660,713].  

Kleine Kolonien-Varianten können sich sehr gut an andere Zellen anheften, in diese eindringen 

und für längere Zeit bestehen [714,715]. Diese Varianten verändern sich morphologisch und 

haben eine deutlich reduzierte Verdoppelungszeit [716]: Sie reduzieren ihren Metabolismus [665] 

und exprimieren auch eine reduzierte Auswahl und Anzahl an Virulenzfaktoren [665,717]. Unter 

den verbleibenden Virulenzfaktoren dominieren hauptsächlich Adhäsine [717]. Außerdem 

neigen sie dazu einen Biofilm zu entwickeln oder eine Autolyse einzugehen [718]. Die reduzierte 

Anzahl an Virulenzfaktoren zeigt sich unter anderem durch die ausbleibende Expression von 
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Staphyloxanthin, Leukotoxinen und Coa [719]. Auch resultiert die Veränderung oftmals darin, 

dass das Bakterium nicht mehr alle essenziellen Substanzen selbst herstellen kann [716,719]. Die 

kleine Kolonien-Variante tritt außergewöhnlich oft bei einem Wirt mit Mukoviszidose auf [720,721]. 

In vitro wird dieser Phänotyp von Staphylococcus aureus meistens nicht aufrecht gehalten, 

sodass die Bakterien zu ihrem planktonischen Phänotyp zurückkehren [659,722]. Diese Rückkehr 

wird in vivo durch die Abwesenheit von Stressoren oder die Nähe zu einer nährstoffreichen 

Umgebungen ausgelöst und ist oftmals der Verursacher von wiederkehrenden 

Infektionen [659,723]. Bei langer Exposition kann Pseudomonas aeruginosa durch die 

Sezernierung bestimmter Toxine in einer kompetitiven Infektion Staphylococcus aureus dazu 

zwingen, sich in die kleine Kolonien-Variante zu verwandeln [724].  

2.3.4.3 Toxine, Superantigene und Phenol-lösliche Moduline 

Staphylococcus aureus verfügt über ein breites Arsenal an giftigen Substanzen, welche eine 

Bedrohung für den Wirt darstellen und schwere Krankheiten verursachen können. Obwohl 

selten, können diese Krankheitsprozesse zu lebensbedrohlichen Zuständen wie nekrotischer 

Fasziitis [725], toxischem Schocksyndrom [726] oder akuter Epidermolyse durch 

Staphylokokkentoxin [727] führen. Die am besten erforschten toxischen Substanzen werden 

hierbei in Phenol-lösliche Moduline [728,729], Poren-bildende Toxine [730,731] und 

Superantigene [732,733] unterschieden. Die ersten beiden Kategorien wirken zytotoxisch auf 

Wirtszellen. Die widerstandsfähigen Superantigene können hingegen innerhalb kürzester Zeit, 

unabhängig von der Spezifität von T-Zell-Rezeptoren, eine übertriebene Immunreaktion von 

T-Zellen auslösen, diese für nachfolgende Immunreaktionen erschöpfen und sogar einen 

Zytokinsturm hervorrufen [732,733]. Außerhalb dieser Kategorien gibt es noch weitere toxische 

Substanzen, wie beispielsweise Hlb, dessen enzymatische Aktivität toxisch auf den Wirt 

wirkt [734]. Mehrere Toxine in Kombination können ihre Wirkung gegenseitig verstärken [735-737] 

oder inhibieren [738]. Eine Verstärkung ist auch durch Toxine anderer Bakterienarten 

möglich [739]. Viele dieser Giftstoffe werden von dem Bakterium in Form von extrazellulären 

Vesikeln abgesondert. Diese tragen in Abhängigkeit von der Temperatur wesentlich zu deren 

Effizienz bei [740,741]. 

Phenol-lösliche Moduline sind amphipathische, toxische Peptide, deren Kontakt mit 

Immunzellen durch Priming und Rekrutierung von neutrophilen Zellen sowie Ausschüttung von 

Zytokinen beantwortet wird [728,742]. Ihre zerstörerische Wirkung ist hierbei nicht nur auf den Wirt 

beschränkt, sondern wird auch im Konkurrenzkampf mit anderen Bakterien eingesetzt [743]. 

Zusätzlich wirken diese Peptide bei der Strukturierung und Auflösung des Biofilms mit [744]. Sie 

können die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen fördern [745], können eine 

Degranulation von Mastzellen auslösen [746] und manipulieren das Verhalten von 

Immunzellen [747,748]. 
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Unter den Poren-bildendenden Toxinen wird Hla in den häufigsten Fällen von dem Pathogen 

exprimiert. Das Toxin besteht aus sieben gleichgroßen Untereinheiten und ist die 

Hauptursache für die Toxizität von Staphylococcus aureus [749,750]. In niedriger Konzentration 

kann es hämolytisch wirken und zerstört B- und T-Zellen sowie Monozyten durch Aktivierung 

der Apoptose [751]. In einer hohen Konzentration interagiert es wahllos mit der 

Lipiddoppelschicht von Zellen und verursacht einen unkontrollierten Austausch von 

Calciumionen zwischen den Zellen. Dadurch werden die Zellen in großer Menge zerstört, was 

zu einer Nekrose des assoziierten Gewebes führt [752]. Auch kann es in manchen Fällen als 

Superantigen wirken und bei einer Lungenentzündung eine Überreaktion der T-Zellen oder 

eine Aktivierung von Inflammasomen mit assoziiertem Kollateralschaden verursachen [753,754]. 

Ebenso reduziert es die antimikrobielle Aktivität von Thrombozyten [755], kann eine Adhäsion 

der Zellmatrix innerhalb des Epithels der Lunge stören [756,757] und verursacht eine starke 

Ausschüttung von entzündungsfördernden Zytokinen durch neutrophile Zellen [755]. Wirkt das 

Toxin auf murine Mastzellen, wird eine nachfolgende Invasion durch Staphylococcus aureus 

vereinfacht und ein intrazelluläres Überleben des Pathogens innerhalb der Zelle 

gewährleistet [758]. 

Speziell um die immunaktiven Zellen des Wirtes aktiv zu bekämpfen, besitzt Staphylococcus 

aureus bis zu fünf bekannte Leukotoxine, welche darauf spezialisiert sind, Leukozyten zu 

vernichten (Abbildung 6 C). Zu diesen Toxinen zählen das HlgAB, HlgCB, LukAB, LukED 

und das PVL [731]. Diese Toxine bestehen aus zwei Untereinheiten, von denen die eine dem 

Protein die Spezifität gegenüber den Wirtszellen verleiht und die andere die Bindung an deren 

Plasmamembran ermöglicht [759,760]. Sie werden vom Erreger sezerniert und binden mit 

Ausnahme von LukAB als Monomer an eine Wirtszelle. Nach erstem Kontakt werden 

abwechselnd die beiden Untereinheiten rekrutiert, bis ein oktameres β-Fass entsteht, welches 

die Zellmembran der Wirtszelle durchdringt [759,761-763]. Bildet sich eine ausreichende Anzahl 

dieser Fässer in der Membran, wird die Homöostase der Zelle unterbrochen, was letztendlich 

zu ihrer Zerstörung führt [731,764]. Bei LukAB bildet sich ein Heterodimer, bevor eine Bindung 

mit der Wirtszelle erfolgt [765]. Die Spezifität der Leukotoxine ist hierbei hauptsächlich auf 

Chemokin- und Komplementrezeptoren ausgerichtet, mit denen sie sowohl Erythrozyten, als 

auch bestimmte Populationen von Leukozyten zerstören können [731,766]. Eine besondere 

Eigenschaft von LukAB ist es, eine neutrophile Zelle, welche das Pathogen bereits 

verschlungen hat, von innen heraus zu zerstören [767] Das PVL ist innerhalb dieser Gruppe das 

Toxin, welches vermehrt mit starker Virulenz und einem schweren Krankheitsverlauf bei einer 

Infektion durch Staphylococcus aureus assoziiert wird [768,769]. Es bildet Poren in Leukozyten 

und den Mitochondrien der Wirtszellen aus [770] und zerstört sie mit einer solchen Effizienz, 

dass eine gefährliche Nekrose im Gewebe erfolgt [570]. Die Toxine haben neben den 

leukozidischen Effekten noch weitere Möglichkeiten das Immunsystem zu manipulieren [731]. 
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So können sie beispielsweise die neutrophilen Granulozyten aktivieren, damit diese eine 

bessere Chemotaxis aufweisen, um diese dann direkt in eine tödliche Falle aus Giftstoffen zu 

locken [771,772]. Ebenso sind sie in der Lage das Inflammasom in Immunzellen, Epithelzellen 

und Osteoblasten zu aktivieren und können dadurch eine Entzündungsreaktion, entfernt vom 

eigentlichen Infektionsort, auslösen [773-776].  

Das toxische Schocksyndrom betrifft zu 90,0 % Frauen, da die Staphylokokken bei dieser 

Vergiftung überwiegend über Menstruationsartikel in den Körper gelangen. In diesen Artikeln 

können sich die Pathogene vermehren und das Superantigen TSST-1 produzieren [777,778]. 

Dieses Protein hat in hohen Konzentration einen zytotoxischen Effekt auf Zellen und sorgt in 

niedrigen Konzentration für eine Leckage in Endothelzellen [778,779]. Besonders gefährlich ist 

allerdings, dass es als Superantigen bei Leukozyten zu einer starken Immunreaktion führt, 

welche einen Zytokinsturm erzeugen kann. Die Produktion des Toxins wird durch einen 

Mangel an Magnesiumionen deutlich erhöht [778]. Darüber hinaus sind ein neutraler pH-Wert 

und erhöhte Sauerstoffkonzentrationen erforderlich. Diese speziellen Bedingungen sind der 

Grund dafür, dass dieses Toxin bei einer Infektion in anderen Körperbereichen nicht exprimiert 

wird [778]. Symptome dieses Syndroms reichen von Fieber und Hypotonie bis hin zu einem 

diffusen makulösen Exanthem und bleibt es unbehandelt, kann es zu einem multiplen 

Organversagen mit Todesfolge führen [780]. 

Akute Epidermolyse durch ein Staphylokokkentoxin ist eine Krankheit, die überwiegend bei 

Neugeborenen und Kinder auftreten kann [781,782]. Die Superantigene ETA und ETB sind 

zusätzlich Serinproteasen, welche gezielt das Protein DSG1 spalten. Dieses Protein ist das 

Haftprotein, welches in der Epidermis das Stratum granulosum und Stratum spinosum 

miteinander verbindet [780,783]. Ohne diese Verbindung kommt es zu einer Akantholyse, 

wodurch sich die Keratinozyten in der oberen Schicht der Epidermis ablösen [784]. Die Krankheit 

ist gekennzeichnet durch Symptome wie Fieber, Exantheme, nässender Hautauschlag sowie 

eine Rachen- oder Mittelohrentzündung. Ebenso bilden sich leicht platzende Blasen auf der 

Haut. Darüber hinaus können als Folge der Hautschäden Sekundärinfektionen erfolgen, 

welche den Körper zusätzlich belasten und zu einer Sepsis oder Lungenentzündung führen 

können [780]. Neugeborene und Kinder haben eine Mortalitätsrate von 3,6 bis 11,0%. Diese liegt 

bei Erwachsenen zwischen 40,0 bis 63,0 % [782]. 

Es gibt noch weitere giftige Substanzen, die für den Wirt schädlich sein können. Wie bei der 

Besiedlung und der Infektion spielen für die Schwere der Vergiftung Vorerkrankungen und 

Alter des Wirts eine entscheidende Rolle [412,785]. 
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2.3.4.4 Immunevasion 

Damit sich Staphylococcus aureus im Wirtsorganismus etablieren kann, muss er sich gegen 

das Immunsystem des Wirtes schützen [51]. Neben den Leukotoxinen besitzt er zu diesem 

Zweck eine Vielzahl weiterer Möglichkeiten, sich vor ungewollter Aufmerksamkeit zu 

verbergen und in den Gegenangriff überzugehen [2]. Diese Gesamtheit an Virulenzfaktoren ist 

entscheidend dafür, dass sich das Bakterium im Verlauf einer Infektion und auch darüber 

hinaus im Wirt behaupten kann [9]. Sowohl die Anzahl dieser Proteine als auch die Art und 

Weise, wie diese die wirtseigenen Mechanismen manipulieren können, um dem Immunsystem 

einen Schritt voraus zu sein, zeigen, wie sehr sich das Pathogen auf den Menschen 

spezialisiert hat und welche Gefahr er darstellt. 

2.3.4.4.1 Verweigerung von Opsonisierung und Phagozytose 

Als Grundausstattung besitzen Gram-positive Bakterien eine Peptidoglycanschicht, welche die 

Wirksamkeit von membranangreifenden Komplexen verhindert [786]. Zusätzlich werden bis zu 

80,0 % aller Bakterien der Gattung Staphylococcus aureus von einer Kapsel aus 

Polysacchariden umhüllt, um eine Opsonisierung zu verhindern. Bei den klinisch relevanten 

Varianten des Bakteriums werden in dieser Kapsel bevorzugt die Kapselpolysaccharide CP5 

und CP8 nachgewiesen (Abbildung 6 F) [787,788].  

Coa ist ein sehr starker Virulenzfaktor mit dessen Hilfe das Bakterium der Aufmerksamkeit von 

Phagozyten entgehen kann [617]. Das Protein kann mit menschlichem Prothrombin assoziieren, 

um das enzymatisch aktive Staphylothrombin zu bilden. Das durch Coa aktivierte Thrombin 

spaltet den Gerinnungsfaktor Fibrinogen in sechs Fibrin-Monomere auf. Diese Monomere 

können mit sich selbst und anderen Monomeren polymerisieren und ein Blutgerinnsel 

erzeugen [559]. Normalerweise ist die Bildung dieser Blutgerinnsel ein natürlicher Prozess der 

Blutgerinnung, um Blutungen zu stoppen [558]. Coa ermöglicht Staphylococcus aureus, diesen 

Prozess unabhängig von einer Verletzung auszulösen [2]. Mit der R-Domäne des Proteins und 

Fibrin-bindenden Adhäsinen kann der Erreger aus diesen Gerinnsel eine Kapsel aufbauen, 

welche die Bakterien umhüllt und vor der Phagozytose durch Immunzellen schützt 

(Abbildung 6 A) [789]. In dieser Funktion hat die Domäne eine sehr hohe Effektivität, da gezeigt 

wurde, dass die Belastung des Krankheitserregers im Blut stark reduziert wird, wenn diese 

R-Domäne durch einen Antikörper blockiert wird [559]. Diese Agglutination von Blutgerinnsel 

kann so weit gehen, dass sich ein Thrombus bildet, welcher zu einer Embolie und dadurch zu 

einer lebensgefährlichen Situation führen kann [790]. Während der Abszessbildung ist Coa auch 

an der Herstellung der großen Pseudokapsel aus Fibrin, in welcher die Bakterienpopulation 

heranwächst, involviert [626]. In dieser Funktion wird Coa vor allem durch das 

Oberflächenprotein ClfA unterstützt, welches sowohl Fibrin, als auch Fibrinogen [791-793] an der 

Oberfläche von Staphylococcus aureus bindet. Das gebundene Fibrin bietet so neues Substrat 
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für das Staphylothrombin und unterstützt dadurch die Vergrößerung und die Integrität der 

fibrillären Kapsel und Pseudokapsel [794]. Ergänzend hierzu bildet vWbp eine weitreichendere 

schützende Matrix aus, welche allerdings eine geringere defensive Wirkung als die Kapsel 

selbst hat [617]. FnBPA und FnBPB können ebenfalls ihren Beitrag zum Aufbau der Kapsel und 

Pseudokapsel leisten, indem sie Thrombozyten binden [581]. Emp lagert sich in die von 

Staphylococcus aureus erzeugte Kapsel ein, zeigt dort allerdings keine nachweisbare 

Funktion [617].  

Insbesondere zur Abwehr gegen die Antikörper und das Komplementsystem des Wirtes 

verfügen viele Stämme von Staphylococcus aureus über die Virulenzfaktoren Cna [795], 

C4BP [796], ClfA [566] Eap [797], Ecb [798], Efb [799], IsdH [800], Sbi [801,802], SdrE [803,804], SpA [802,805], 

SSL7 [806,807] und SSL10 [808,809] (Abbildung 6 B). Diese Proteine werden in der Zellwand der 

Bakterien angereichert oder sezerniert. Sie können sowohl Antikörper als auch einige 

Komplementfaktoren blockieren, neutralisieren oder deren Zerstörung fördern. Das Protein 

SpA wird von fast jeden Bakterienstamm der Spezies exprimiert. Die Neutralisierung der 

Immunglobuline ist nicht auf Menschen beschränkt, sondern beeinflusst ebenso Antikörper 

von anderen Säugetieren, wie in Tabelle 4 dargestellt, mit unterschiedlicher Effektivität [810,811]. 

Zusätzlich ist SpA sehr immunogen, sodass B-Zellen bevorzugt Antikörper gegen das Protein 

ausbilden und dafür andere wichtige Proteine als potentielle Ziele für Antikörper vernachlässigt 

werden [304]. Der Vorläufer von SpA verfügt über ein YSIRK-GXXS-Signalpeptid. Diese 

Peptidsequenz vermittelt eine erhöhte Sekretion des Proteins durch die Septalmembran in die 

Querwand eines replizierenden Bakteriums, sodass die Bakterienzellwand bei ihrer Erzeugung 

bereits mit dem Protein benetzt ist und sofort mit potentiellen Liganden interagieren 

kann [812,813]. Zur Ergänzung des Schutzes gegenüber Antikörpern und Komplementfaktoren 

kann das Bakterium unter anderem verschiedene Proteasen sezernieren, um diese Proteine 

zu zerstören [814,815]. Interessanterweise kann das wirtseigene Plasmin durch das Protein 

Staphylokinase rekrutiert und manipuliert werden, um opsonisierende Substanzen, 

Komplementfaktoren und AmP zu zerstören [816,817]. Neben der Inaktivierung von Antikörpern 

kann das Komplementsystem auch außer Kraft gesetzt werden, indem die Funktion der 

C3-Konvertase direkt gehemmt wird. Dies wird durch den SCIN erreicht, der das Enzym durch 

kompetitive Hemmung blockiert (Abbildung 6 D). Durch die Deaktivierung des Enzyms wird 

die Spaltung der Komplementkomponente C3 verhindert, wodurch die Aktivierung der 

Komplementkaskade und somit die Opsonisierung des Krankheitserregers, ausbleibt [818,819].  

Speziell Staphylokokken mit dem Phänotyp der kleinen Kolonien-Variante werden deutlich 

seltener von Phagozyten aufgenommen und vernichtet [820]. Biofilme besitzen einen größeren 

Schutz gegenüber der Phagozytose, welcher unter anderem durch die Akkumulation des 

polysaccharidischen interzellulären Adhäsins (PIA) [821] und von Poly-N-acetyl-β-1,6-
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Glucosamin [275] erzeugt wird [822]. Auch Abszesse erschweren es phagozytischen Zellen die 

Bakterien aufzunehmen. Durch die größere Kontaktfläche des Abszesses gegenüber 

Leukozyten findet aber ein reger Austausch von Toxinen zwischen Bakterien und Zellen 

statt [671,674].  

Tabelle 4: Die Affinität des von Staphylococcus aureus exprimierten SpA gegenüber verschiedener 

Klassen von Immunglobulinen aus unterschiedlichen Spezies. Die Daten wurden aus der Publikation 

von Richman et al. (1982) [823] entnommen und mit Informationen von M. B. Frank (2001) [811], Mark Page 

und Robin Thorpe (1996) [824] ergänzt. 

Affinität von SpA 

humanes Immunglobulin sonstige IgG 

IgA normale Affinität Hase starke Affinität 

IgD normale Affinität Hamster normale Affinität 

IgE normale Affinität Maus IgG1 normale Affinität 

IgG1 starke Affinität Maus IgG2a starke Affinität 

IgG2 starke Affinität Maus IgG2b starke Affinität 

IgG3 keine Affinität Maus IgG3 normale Affinität 

IgG4 starke Affinität Meerschweinchen starke Affinität 

IgM starke Affinität Rind normale Affinität 

Fab-Region normale Affinität Pferd normale Affinität 

F(ab)2-Region normale Affinität Ratte starke Affinität 

scFv (single chain 

variable fragment) 

normale Affinität Schwein starke Affinität 

Fc-Region normale Affinität Huhn keine Affinität 

leichte Kette κ-Isotyp keine Affinität Ziege keine Affinität 

leichte Kette λ-Isotyp keine Affinität 

2.3.4.4.2 Invasion von Wirtszellen 

Das Pathogen hat die Möglichkeit in menschliche Zellen einzudringen und diese, geschützt 

vor dem Immunsystem, zu infizieren [825,826]. Die Invasion in die Wirtszellen wird hauptsächlich 

von dem Phänotyp der kleinen Kolonien-Variante ausgeführt [827,828]. Durch diese Eigenschaft 

können die Bakterien auch in Phagozyten wie neutrophilen Zellen [829], Makrophagen [830] und 

Kupffer-Zellen [831] eindringen. Auf diese Art und Weise kann das Pathogen beispielsweise die 

neutrophile Zelle als Schutzschild und Transporter benutzen und sich sogar innerhalb der Zelle 

vermehren [829,830]. Eine solche Zellinvasion gelingt unter anderem durch FnBPA und FnBPB , 

die in der Lage sind, die Konformation von Fibronektin so zu verändern, dass eine RDG-
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Sequenz präsentiert wird [832]. Diese Sequenz wird von dem α-5-β-1 Rezeptor erkannt, welcher 

eine Endozytose in die Wirtszelle ermöglicht [833]. Weitere Proteine wie Eap [834] und Atl [835] 

unterstützen diesen Prozess, wobei Atl hauptsächlich in der Invasion von phagozytisch nicht-

aktiven Zellen involviert ist [835]. Bei der Invasion von Epithelzellen innerhalb der Lunge dringt 

das Bakterium durch die Interaktion von Tet38, einer Effluxpumpe, mit dem CD36 an den 

Oberflächen von Epithelzellen in das Innere der Zelle ein [836,837]. 

Abbildung 6: Staphylococcus aureus besitzt ein großes Spektrum an direkten und indirekten 

Mechanismen, um eine Opsonisierung und das Wirken einer Immunantwort zu verhindern. Diese 

Schutzmechanismen sind für das Überleben des Bakteriums im Wirtskörper essenziell. Diese 

Illustration wurde aus der Publikation von Pozzi et al. (2016) [559] übernommen und übersetzt. Die 

genannte Publikation ist über eine internationale, nicht-kommerzielle Namensnennung-Lizenz 4.0 mit 

der Weitergabe unter gleichen Bedingungen von Creative Commons (CC BY-NC-SA 4.0) geschützt [c]. 

Durch die Endozytose befindet sich das Bakterium in einer nährstoffreichen Umgebung und 

ist durch die Wirtszelle vor dem Immunsystem und antibakteriellen Substanzen 

abgeschirmt [838,839]. Innerhalb einer Zelle sind Staphylokokken ebenso vor der Auslöschung 

durch die Wirtsabwehr bewahrt. Sie können die Autophagie beeinflussen [840,841], sodass sie 

nicht von der Wirtszelle vernichtet werden und diese zu einem späteren Zeitpunkt verlassen 

um den Wirt erneut befallen zu können [723,842]. 
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2.3.4.4.3 Überleben im Phagolysosom 

Falls das Bakterium phagozytiert werden sollte, besitzt es eine Vielzahl von Werkzeugen, um 

sich vor den AmPn, Lysozymen und reaktiven Sauerstoffspezies, welche neutrophile Zellen 

und Makrophagen absondern, zu schützen [9,152,843]. Direkt nach der Phagozytose wird das 

Bakterium veränderten Bedingungen ausgesetzt, worauf es mit einer Anpassung seiner 

Genexpression antwortet [844-846]. Es erhöht die Expression von Stressantworten und Enzymen 

zur Umsetzung verschiedenster Substrate. Zusätzlich schränkt es seine Zellteilung ein [847] und 

wechselt auf einen anaeroben Stoffwechsel [848]. So kann es Nährstoffmangel und oxidative 

Schäden besser kompensieren. Kurze Zeit danach wird die Expression von Adhäsinen und 

Toxinen gesteigert [152,847]. Bei Kontakt mit toxischen Konzentrationen von Kupfer verhindert 

das Bakterium den Transport des toxischen Elements in sein Lumen [849]. Zu den 

Stressantworten des Bakteriums zählt die Expression von SodA und SodM, welche 

Sauerstoffradikale in Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff umsetzen und 

gleichzeitig Mangan als Nährstoff sichern [850,851]. Für das Überleben im Phagolysosom ist 

Mangan unerlässlich, unter anderem auch, weil die beiden Dismutasen dieses Element als 

Kofaktor benötigen [852,853]. Deshalb ist es für das Bakterium wichtig, essenzielle Nährstoffe wie 

Eisen, Mangan und Zink durch die Expression von Transportern und Metallophoren zu 

erhalten [854-857]. Zu den auf die Stressantwort exprimierten Enzymen zählen unter anderem 

Aur und eine große Zahl weiterer Proteasen, welche durch ihre proteolytische Aktivität Schutz 

gegenüber antimikrobiellen Proteinen und Peptiden vermitteln [858,859]. Auf den toxischen Effekt 

von ungesättigten Fettsäuren im Phagolysosom reagiert Staphylococcus aureus mit einer 

erhöhten und veränderten Expression von Zellmembran-assoziierten Proteinen und verstärkt 

seinen Metabolismus [860,861]. Über PerR und MsaB werden AhpC, KatA und Staphyloxanthin 

aktiviert [862]. Die beiden Enzyme spalten das gefährliche Wasserstoffperoxid und andere 

Peroxide zu Wasser und Alkohol, beziehungsweise zu molekularem Sauerstoff [863,864]. 

Staphyloxanthin ist ein goldenes Pigment und ein starkes Antioxidans, welches reaktive 

Sauerstoffspezies inaktiviert [865,866]. Auch sezerniert das Bakterium Liponsäure, welche 

ebenfalls als Antioxidans wirksam ist [867]. Durch insgesamt fünf regulatorische Elemente wird 

die Aktivierung von Hmp gesteuert [868]. Dieses Protein vermittelt die Resistenz von 

Staphylococcus aureus gegenüber Stickoxiden und reaktiven Stickstoffspezies und kann 

durch nitrosativen Stress verursachte Schäden reparieren [869,870]. Das Bakterium wechselt bei 

Kontakt zu Stickstoffmonoxid auf einen fermentativen Stoffwechsel. So kann es die Toxizität 

dieser Chemikalie umgehen [868,871]. Zudem verfügt Staphylococcus aureus selbst über die 

Möglichkeit, Stickoxide zu produzieren. Zum einen setzt das die phagozytische Zelle einem 

nitrosativem Stress aus, zum anderen nutzt das Bakterium die damit zusammenhängenden 

Stoffwechselwege, um den eigenen nitrosativen Stress und die Effektivität von AmPn zu 

reduzieren [872].  
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Unter der Einwirkung von hypochloriger Säure reduziert Staphylococcus aureus seinen 

Durchmesser [873] und exprimiert vermehrt MsrA1 und MsrB, die oxidativem Stress 

entgegenwirken [874,875]. 

Wirtsenzyme können auch durch die Sezernierung von Virulenzfaktoren direkt beeinflusst 

werden. Eap [602] und SSL5 [808] können als Proteaseinhibitoren die Aktivität der neutrophilen 

Elastase und weiterer Enzyme einschränken. Durch das Protein SPIN kann Staphylococcus 

aureus die Funktion der MPO blockieren, indem es die Aufnahme von Wasserstoffperoxid 

verhindert [876]. Aufgrund der O-Acetylierung seiner Peptidoglycane bietet die Zellwand des 

Bakteriums keine Angriffsfläche für die proteolytische Aktivität des Lysozyms [877]. Die Bildung 

der Kapsel aus Polysacchariden wird nach der Phagozytose verstärkt. Daher ist anzunehmen, 

dass sie ebenfalls eine schützende Wirkung besitzen [152]. Hla inhibiert, zusätzlich zu seinem 

toxischen Potential, die Lokalisierung von makrophagischen Mitochondrien, sodass diese die 

zur Tötung des Bakteriums notwendige Caspase-1 nicht ausreichend konzentrieren 

können [878,879]. 

Darüber hinaus besitzt das Bakterium noch weitere Proteine, um sich vor oxidativen Stress 

oder nitrosativem Stress [871] zu schützen, durch Oxidation [880,881] verursachte Schäden zu 

reparieren [882] und den pH-Wert des Phagolysosoms anzuheben [883]. Letztendlich induziert der 

Stress die Wandlung des Bakteriums zum Phänotyp der kleine Kolonien-Variante [669]. 

2.3.4.4.4 Direkte Manipulation von Immunzellen 

Staphylococcus aureus besitzt eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, welche es ihm ermöglicht, 

Wirtszellen zu entschärfen, deren eigene Waffen gegen sie selbst zu verwenden oder sie so 

zu manipulieren, dass es die Überlebenschance des Pathogens verbessert. So verfügt es 

beispielsweise über Virulenzfaktoren, um fibrilläre Fallen zu zersetzen. Sie können diese in 

eine Substanz umwandeln, welches die Apoptose von Makrophagen initiiert [884,885]. Auch kann 

es die Ausbildung dieser Fallen direkt hemmen [599,886]. Ebenso besitzt es die Möglichkeit, 

Signalkaskaden von Makrophagen so zu manipulieren [887], dass diese ihre Produktion von 

entzündungsfördernden Zytokinen [888] sowie reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies [889] 

reduzieren. Die Signalübertragung von bestimmten PRR in Keratinozyten und Phagozyten 

wird von dem Bakterium durch die Expression von SSL3 [890] und TirS [891] blockiert. Eine 

Migration und Freisetzung von neutrophilen Zellen kann durch die Sezernierung von 

CHIPS [892,893], FLIPr [894] SelX [895] und SSL5 [896] verhindert werden. Durch das Protein FLIPr 

und ähnliche Proteine kann der Erreger bestimmte Fcγ-Rezeptoren auf der Oberfläche von 

Leukozyten deaktivierten (Abbildung 6 E). Ohne diese Rezeptoren können diese Immunzellen 

keine Antikörper binden. Somit wird die Aktivierung der Effektorfunktionen verhindert. 

Betroffene Immunzellen sind sozusagen blind für die Antikörper-basierte Signalübertragung 
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und stellen für Staphylococcus aureus keine Gefahr mehr dar [897]. Die Phenol-löslichen 

Moduline können die Ausschüttung von Zytokinen von Immunzellen so manipulieren, dass die 

Wirtsabwehr eingeschränkt wird und die Bakterien nicht mehr effektiv bekämpft werden 

können [745]. 

Bei der direkten Manipulation von T-Lymphozyten durch Superantigene wird die Produktion 

von Antikörpern unterdrückt, indem diese eine Aktivierung der B-Zellen durch T-Helferzellen 

verhindern. Bei dem Kontakt der T-Zell-Rezeptoren mit den Superantigenen werden betroffene 

T-Zellen unabhängig von der Präsenz eines Antigens aktiviert. Werden die Zellen auf diese 

Art und Weise aktiviert, stehen sie nicht mehr für eine Interaktion mit den B-Zellen zur 

Verfügung [733,898]. Direkt und indirekt können T-Lymphozyten auch durch die Sezernierung von 

Modulatoren pazifiziert werden. Das Eap, zum Beispiel, senkt die Verdoppelungszeit von 

T-Lymphozyten, vermindert deren Fähigkeit auf ein Antigen zu reagieren und verstärkt deren 

Polarisierung zu einer TH2-Zelle [603]. Die Virulenzfaktoren SpA und PBP2a verursachen 

zusätzlich zur Polarisierung von T-Lymphozyten zu TH2-Zellen auch eine Polarisierung von 

T-Lymphozyten zu regulatorischen T-Lymphozyten. TH2-Zellen sind bei der Bekämpfung von 

Staphylococcus aureus ineffektiv und aus den polarisierten Zellen entwickeln sich 

Gedächtniszellen. Diese werden bei einer Sekundärantwort bevorzugt aktiviert werden und 

verhindern, dass ein effektiver, durch T-Zellen vermittelter Schutz gegen Staphylococcus 

aureus ausgebildet werden kann [899]. SpA ist auch in der Lage, als Superantigen 

Oberflächenimmunglobuline von B-Zellen zu blockieren, was die Antikörperproduktion 

verhindert und die Apoptose dieser Zellen auslöst [900-902]. In der Wirkung als Superantigen 

kann das Protein ebenso in der Lunge zur starken Freisetzung von TNFR1 und zu damit 

assoziierten Entzündungen führen [903]. Bestimmte Peptidoglycane auf der Oberfläche von 

Staphylococcus aureus aktivieren PRR, was zu einer starken Freisetzung von IL-10 führt. 

Dieses Interleukin schwächt die Effizienz von TH1- und TH17-Zellen ab [904,905]. Weitere 

Virulenzfaktoren fördern die Differenzierung von Lymphozyten zu regulatorischen B- und 

T-Lymphozyten, welche Signalstoffe aussenden, um die Aktivität von anderen Lymphozyten 

zu reduzieren [906-908]. Hla kann die Ausbildung von gewebespezifischen T-Zellen während 

einer Haut oder Weichgewebeinfektion verhindern [909]. Mukosal-assoziierte invariante 

T-Zellen sind besonders gegenüber dem Superantigen SEB anfällig, welches eine extrem 

starke Überreaktion mit darauffolgender Erschöpfung und Funktionslosigkeit der betroffenen 

Zellen verursacht [910,911].  

Eine intrazelluläre kleine Kolonien-Variante kann Mitochondrien von Wirtszellen dazu 

beeinflussen, ihre Glykolyse und die Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies zu 

verstärken. Der Schaden, welcher dadurch verursacht wird, ist groß genug um die Zelle, nicht 
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aber das Bakterium zu zerstören [912,913]. Ebenso sind manche Bakterienstämme des 

Pathogens in der Lage, gezielt die Apoptose von neutrophilen Zellen auszulösen [153,377].  

Während einer längeren Infektion ist Staphylococcus aureus im Phänotyp eines Biofilms in der 

Lage, Makrophagen in ihre M2-Form zu polarisieren [914,915]. Die Phagozytoseaktivität und das 

antimikrobielle Potential dieser Makrophagen sind im Vergleich zu einer durch TH1-Zellen 

aktivierten M1-Makrophage deutlich reduziert [916]. Zusätzlich werden die Zellen durch 

Mediatoren von dem Bakterium dazu aufgefordert, entzündungshemmende Zytokine 

auszuschütten [917,918]. 

Es gibt noch viele weitere Virulenzfaktoren, welche im Repertoire von Staphylococcus aureus 

enthalten sind, um die Effizienz von Leukozyten einzuschränken [919,920].  

2.3.4.4 Resistenz gegen antimikrobielle Substanzen 

Mit der Herstellung des ersten Antibiotikums Penicillin stand endlich eine Substanz, die 

bakterielle Infektionen effektiv bekämpfen konnte, zur Verfügung [21,921]. Während dieses 

Antibiotikum 1941 noch gegen die meisten Stämme von Staphylococcus aureus wirksam war, 

zeigten die ersten Bakterien Resistenzmechanismen, die das Antibiotikum bereits drei Jahre 

später wirkungslos machten [23,922]. Penicillin-resistenter Staphylococcus aureus (PRSA) wurde 

bereits 1948 in britischen Krankenhäusern bei 60,0 % aller mit dem Bakterium assoziierten 

Isolate nachgewiesen [923] und breitete sich Anfang der 1950er Jahre als Pandemie weltweit 

aus [924]. Mit der Entwicklung der semi-synthetischen Antibiotika Methicillin und Oxacillin 

konnten ab 1959 resistente Staphylokokken wieder mit großer Effizienz behandelt werden [925] 

bis innerhalb eines Jahrzehnts erneut resistente Bakterienstämme weltweit in Erscheinung 

traten [926-928].  

Penicillin und Methicillin gehören zu den β-Lactam-Antibiotika. Ihre Wirksamkeit zeichnet sich 

dadurch aus, dass Enzyme wie Peptidoglycan-Transpeptidasen, die am Aufbau der 

bakteriellen Zellwand beteiligt sind, gehemmt werden. Ohne die Funktion dieser Enzyme kann 

die bakterielle Zellmembran den Kräften, die bei Zellteilung und -aufbruch auf sie einwirken, 

nicht standhalten [929-931]. Seit dem Aufkommen des Methicillin-resistenten Staphylococcus 

aureus werden die Bakterienstämme in MSSA und MRSA unterteilt. Während eine Resistenz 

gegen Ampicillin und Penicillin bei Methicillin-empfindlichen Bakterien nicht ungewöhnlich ist, 

haben Methicillin-resistente Bakterien die Neigung, Resistenzen gegen eine Vielzahl von 

Antibiotika [932,933] und toxischen Substanzen wie beispielsweise Cadmium und Quecksilber [934] 

zu entwickeln. Das Spektrum der Resistenzen reichte in einigen Fällen sogar so weit, dass 

keine wirksamen Antibiotika zur Behandlung einer schwere Infektion durch Staphylococcus 

aureus zur Verfügung standen [935-937]. In den von Lyon et al. (1987) [933] und 

Guo et al. (2020) [938] publizierten Forschungsüberblicken sind Resistenzen von MRSA 
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gegenüber 29 Antibiotika sowie organischen und anorganischen Giftstoffen aufgelistet. Selbst 

moderne Antibiotika wie Daptomycin [939], Linezolid [940] und Vancomycin [941,942], die als sehr 

effektiv gegen Staphylokokken gelten, bringen mit der Zeit resistente Bakterienstämme hervor. 

Diese werden mittlerweile in Daptomycin-resistenter (DRSA) [943], Linezolid-resistenter 

(LRSA) [944], Vancomycin-intermediärer (VISA) [941,942] und Vancomycin-resistenter 

Staphylococcus aureus (VRSA) [941] kategorisiert. Eine Zeitlinie, welche die Entwicklung von 

Staphylokokken-assoziierten Resistenzen bis hin zu VRSA zeigt, ist in Abbildung 7 dargestellt. 

Abbildung 7: Unterhalb der Zeitlinie werden chronologisch alle Meilensteine in der 

Resistenzentwicklung von Staphylococcus aureus bis zu der Erscheinung von VRSA dargestellt. Über 

die Zeitlinie ist die Entwicklung der korrespondierenden Antibiotika gezeigt. Diese Illustration wurde 

entsprechend der Publikation von McGuiness et al. (2017) [945] nachgebildet. Die genannte Publikation 

ist über eine internationale nicht-kommerzielle Namensnennung-Lizenz 4.0 für die Weitergabe unter 

gleichen Bedingungen von Creative Commons (CC BY-NC 4.0) geschützt [d]. 

Die genetischen Mutationen, welche zu einer Resistenz führen, treten mit einer 

Wahrscheinlichkeit von 10-6 bis 10-8 [946] auf und die zusammenhängenden Informationen 

können im Chromosom oder auf einem Plasmid vertreten sein [22,933,947]. Ein großer Teil der 

genetischen Information für Resistenzen befindet sich aber vorzugsweise auf Plasmiden. 

Diese sind für das Bakterium nicht überlebenswichtig, weil sie regelmäßig ausgestoßen 

werden und daher drastischere Änderungen in ihrer Sequenz ohne Beeinträchtigung der 

Fitness tolerieren können [948,949]. Ein Bakterium kann mehrere Plasmide, die eine Resistenz 

ermöglichen, aufnehmen. Allerdings können bestimmte Plasmide nicht koexistieren, weshalb 

sie in 13 Inkompatibilitätsgruppen eingeteilt werden [950,951]. Verfügen die Plasmide über eine 

Integrationssequenz, können sie ihre genetische Information zum Teil oder komplett im 

Chromosom einfügen [952,953]. Ist das Plasmid ein Vektor für ein Transposon oder eine 

Transposon-Gruppierung, kann das genetische Material auf andere Plasmide oder in das 

Chromosom übertragen werden [954,955]. Durch diese Übertragung können mehrere 

Resistenzen gegen antimikrobielle Substanzen in das Chromosom oder auf ein Plasmid 
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gelangen [952,954]. Die Informationen der Resistenzgene können durch Bakteriophagen-

assoziierte Transduktion [956], natürliche Transformation [957,958], und durch Plasmid- [957,959] oder 

Transposon-vermittelte Konjugation [956] mit anderen Staphylokokken und Bakterienarten [960] 

ausgetauscht werden. 

Um eine Resistenz gegen einen antibiotischen Wirkstoff zu schaffen, entsteht entweder ein 

Mechanismus, der einen Efflux der antibakteriellen Substanz [961,962] ermöglicht, eine Diffusion 

des Wirkstoffes in das Zytosol erschwert [963] oder ihn zerstört [964]. Auch kann das Bakterium 

seine eigenen Proteine verändern, damit der Wirkstoff seinen Interaktionspartner nicht mehr 

binden kann [965]. Die anfängliche Resistenz gegen Penicillin wurde durch die Expression der 

β-Lactamase vermittelt, welches diese Klasse von Antibiotika zerstört [964]. Unter anderem 

werden dieses Enzym und andere Resistenzfaktoren über extrazellulären Vesikel sezerniert, 

sodass ihre Wirksamkeit großflächig ausgebreitet wird [966]. Diese Vesikel tragen wesentlich 

zur Resistenz des Bakteriums bei und können in vitro auch die Resistenz von anderen 

Bakterien stark erhöhen [967,968]. Aufgrund seiner semi-synthetischen Natur kann Methicillin 

nicht von der ß-Lactamase zerstört werden [969]. Stattdessen modifizieren Methicillin-resistente 

Staphylokokken als Reaktion auf das Antibiotikum die Zielproteine des Wirkstoffes. Sie 

entwickeln auch neue Enzyme für den Prozess der Zellwandsynthese, und so kann diese dann 

nicht mehr durch das β-Lactam gestört werden [970-972]. Solche Veränderungen sorgen dafür, 

dass alle Antibiotika, die eine Hemmung durch β-Lactam erzeugen, nicht mehr wirksam sind. 

Das Glykopeptid Vancomycin bindet an zwei aufeinanderfolgenden Aminosäuren innerhalb 

der Peptidstruktur von Lipid II. Dadurch wird der Aufbau und die Umstrukturierung der 

Peptidoglycane in der Bakterienzellwand unterbunden, wodurch diese instabil wird [973]. Bei 

Wahrnehmung von Vancomycin synthetisiert VRSA Enzyme, um die Herstellung von Lipid II 

zu unterdrücken, bestehendes Lipid II zu spalten und stattdessen eine Alternative herzustellen, 

dessen Struktur nicht von Vancomycin gebunden wird [945,974]. VRSA hat seine Resistenz durch 

lateralen Gentransfer mit Enterokokken erhalten. Dessen Resistenzbildung wurde bis zu 

seinem Verbot, durch den in der Tierzucht eingesetzten Wachstumsverstärker Avoparcin 

gefördert [975,976]. Aktuell gegen Vancomycin resistente Bakterien zeigen einen sichtbaren 

Verlust ihrer Fitness, wodurch ihre allgemeine Verbreitung erschwert wird [945,977]. 

Seit seiner Erscheinung in den 1960er Jahren hat sich MRSA auf der ganzen Welt 

verbreitet [978]. In den meisten entwickelten Ländern in Europa und Amerika wurden neue 

Regulationen und Überwachungsinstanzen [979,980] eingeführt, um die Nutzung von Antibiotika 

zu beschränken, wodurch die Anzahl der positiven Isolate dort rückläufig ist [16,426]. In anderen 

Ländern, wie beispielsweise dem Schwellenland Indien, erreichen die Inzidenzwerte von 

resistenten Staphylokokken erst noch ihren Höhepunkt [981,982]. Die Verbreitung von VRSA hat 
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sich seit 2006 auf 2020 von 2,0 % auf 7,0 %, erhöht. Dabei nimmt Afrika die Spitzenposition 

bei dieser Verbreitung ein [983,984]. Die durch SARS-CoV-2 verursachte pandemische Situation 

hat den Gebrauch von Desinfektionsmittel stark erhöht. Als Resultat darauf haben sich in 

vielen isolierten MRSA-Stämmen Resistenzgene gegen Biozide entwickelt [985,986]. Die 

Mechanismen, die mit dieser Resistenz zusammenhängen, wirken sich auch auf die 

Wirksamkeit anderer antibiotischer Substanzen aus [985,987]. Zusätzlich zu den Resistenzen 

gegen Antibiotika kann Staphylococcus aureus die Anwesenheit von AmP wahrnehmen und 

entsprechende Resistenzgene aktivieren [988,989]. Durch diese Resistenzgene verfügt das 

Pathogen über eine natürliche Resistenz gegenüber AmP, wie beispielsweise die wirtseigenen 

Defensine [990], Cathelicidine [991] und den von Thrombozyten [656,992] und von neutrophilen 

Zellen [112] hergestellten Peptiden. Es entwickelt aber auch Resistenzen gegen AmP, welche 

von anderen Bakterien sezerniert werden [993]. Diese Resistenzen werden unter anderem 

erreicht, indem das Bakterium seine Zellmembran und Zellwand modifiziert [994,995], negative 

Ladungen auf seiner Oberfläche eliminiert [996,997] und seine Hydrophobizität erhöht [586]. Das 

Ganze wird durch einen aktiven Efflux der AmP unterstützt [989]. Ebenso gibt es resistente 

Varianten gegenüber Fettsäuren [998] und dem von Staphylococcus staphylolyticus 

produziertem Lysostaphin [999]. 

Kleine Kolonien-Varianten und Biofilme haben bereits durch ihren Phänotyp eine wirksame 

Resistenz gegenüber antibiotischen Substanzen und dem Immunsystem [666]. Die Resistenz 

der kleinen Kolonien-Variante wird durch den intrazellulären Aufenthalt und durch die 

reduzierten Stoffwechselkapazitäten erreicht, wodurch das Bakterium für den Wirkstoff 

erschwert zugänglich ist und weniger Angriffsfläche bietet [719,828]. Der Biofilm bietet den 

Staphylokokken Schutz vor antibiotischen Substanzen, physikalischen Effekten sowie dem 

Immunsystem und erlaubt es letztendlich auch, Nährstoffe in größerer Menge 

anzureichern [1000,1001]. Einige Antibiotika schaffen es nicht, den Biofilm zu infiltrierten und 

verlieren bereits in den ersten Schichten ihre Wirkung [1002,1003]. Auch haben die Schläfer in den 

tieferen Schichten der Struktur einen reduzierten Metabolismus und teilen sich nur noch selten. 

Dadurch ist die Anzahl an möglichen Angriffszielen für Antibiotika bei diesem Phänotyp 

minimiert [704]. Zusätzlich dazu verfügen Biofilme über eine erhöhte Expression an 

Staphyloxanthin und produzieren in den frühen Entwicklungsstufen vermehrt KatA [1004]. Als 

Bestandteil der Biofilmmatrix verändert PIA die Oberflächenladung des Biofilms und reduziert 

dadurch die Effektivität, mit der AmPn auf die Zellwand wirken kann [821,1005]. 

Mit jeder Resistenz, die sich in Staphylococcus aureus durch den selektiven Druck von 

Antibiotika etablieren kann und die keine negative Auswirkung auf die Fitness hat, wird es 

schwieriger, eine Infektion durch das Pathogen zu behandeln [1006,1007]. Durch den Einsatz von 

Antibiotika hat sich die Sterblichkeitsrate durch eine mit Staphylococcus aureus assoziierte 
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Bakteriämie halbiert. Aufgrund der wachsenden Resistenzen hat sich jedoch die Virulenz des 

Bakteriums erneut massiv erhöht [1008].  

2.3.4.5 Pathologie 

Hat sich das Pathogen im Wirt etabliert, treten je nach betroffener Stelle unterschiedliche 

Symptome auf. Zu den betroffenen Bereichen zählen unter anderem Haut, Weichteile, 

Blutbahn, Gelenke, innere Organe, Muskeln und Knochen [1009,1010]. Der Krankheitserreger 

kann, abhängig von der Schwere der Infektion und der Virulenzfaktoren des 

Bakterienstammes, zu verschiedenen Krankheitsbildern führen. Das Spektrum dieser 

Krankheiten umfasst leichte Hautkrankheiten wie Pickel [1011] und Borkenflechte [1012], ernstere 

Krankheiten wie chronische Rhinosinusitis [1013,1014], Geschwüre [1015] und Osteomyelitis [1016] 

sowie Krankheiten mit potentiell tödlichem Verlauf wie Bakteriämie [1017], Endokarditis [1018], 

Myokardinfarkt [1017] oder Lungenentzündung [1019]. Zusätzlich zu seinen Virulenzfaktoren führt 

eine Infektion durch das Pathogen zu einer generellen Hypoxie im umgebenden 

Wirtsgewebe [1020]. Toxine [1021,1022], Superantigene [1023-1025] und einige andere 

Virulenzfaktoren [1026] von Staphylococcus aureus besitzen das Potential, Allergien [1027,1028], 

eine Anaphylaxie [1028], oder immunpathologische Krankheiten wie intrinsisches 

Asthma [1023,1025,1026], atopische Dermatitis [490,1022], oder Rhinosinusitis [1024,1029] im Wirt zu 

entwickeln oder deren Krankheitsbild durch eine Besiedlung zu verschlimmern. Bei einigen 

Krankheitsbildern ist der Krankheitserreger der prädominante Verursacher. So ist er in der 

Hälfte aller Fälle bei Haut- und Weichgewebeinfektionen [1030,1031] und bei Osteomyelitis [691,1032] 

involviert oder bei einer orthopädischen Periimplantitis [1033,1034] bei einem Drittel aller Fälle für 

eine Infektion verantwortlich. Dringt der Erreger sogar in tieferes Gewebe, Knochen oder 

Implantate vor, kann er einen Biofilm erzeugen, zu einer tiefsitzenden Infektion der betroffenen 

Stelle führen und sich von dort systemisch verbreiten [1035]. Eine Behandlung dieser betroffenen 

Stellen erweist sich als äußerst schwierig, da für diesen Zweck keine adäquaten Antibiotika 

zur Verfügung stehen [1036,1037]. Fremdkörper wie Implantate sind besonders von der 

Besiedlung betroffen, da die Bakterien sehr gut an Titan [1038] binden und sich das 

Adhäsionspotential im Lauf der Zeit verstärkt, wenn das Implantat mit körpereigenen 

Proteinen [1039] benetzt ist. Tatsächlich kann die für eine Infektion benötigte Infektionsdosis bei 

dem Bakterium auf Implantaten um den Faktor 105 geringer sein als in Gewebe [1040]. Zudem 

werden Implantate nicht durchblutet, weshalb weder das Immunsystem, noch antibiotische 

Substanzen einen guten Zugang zu einem dort etablierten Biofilm haben [1041-1043]. Das 

Krankheitsbild endet deshalb in den meisten Fällen mit einer Periimplantitis und 

Implantatversagen. In diesem Fall muss das Implantat entfernt und erneuert werden, damit 

schwerwiegende gesundheitliche Folgen verhindert werden [155,1036]. Solche Eingriffe selbst 

sind allerdings mit einem nicht unerheblichen Risiko verbunden und die Wahrscheinlichkeit, 

dass sie sich als wirkungslos erweisen, ist hoch [1044-1046]. Die Phänotypen des Biofilms und der 
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kleinen Kolonien-Variante werden vermehrt mit wiederkehrenden und chronisch auftretenden 

Krankheiten [390,660,663] assoziiert, spielen aber auch bei Haut [1047], Weichgewebe- [1047], 

Blutbahn- [1048,1049] und Herzinfektionen [1050,1051] eine relevante Rolle. Gerade die chronischen 

Krankheiten können oftmals durch die verstärkte Immunevasion [719] und Resilienz [658] dieser 

Phänotypen nicht effektiv vom Immunsystem bekämpft werden. Zu der Förderung der 

chronischen Krankheiten trägt bei, dass sich eine effektive Abwehr gegen das Pathogen meist 

erst dann entwickelt, wenn sich langlebige Phänotypen schon längst etabliert haben [1052].  

Die häufigste Krankheit mit schwerem Verlauf nach einer Infektion mit Staphylococcus aureus 

ist die Bakteriämie, bei welcher die Bakterien die Blutbahn infizieren, sich dadurch im ganzen 

Körper verteilen und vermehren, was zu metastatischen Infektionen führt. Eine solche Infektion 

kann zu Symptomen führen, die von Fieber bis zu Sepsis oder septischem Schock reichen, 

welche von einer Sterblichkeitsrate von bis zu 40,0 % begleitet werden [1053]. Die Sepsis ist eine 

Überreaktion der Immunantwort des Betroffenen, die durch PAMPs und Superantigene 

verstärkt wird [1054]. Es kommt zu einem in Kapitel 2.2.6 „Immunsystem-assoziierter 

Kollateralschaden“ genauer beschriebenen Zytokinsturm mit eventuell tödlicher Folge. Das 

Alter des Patienten sowie die Art und Menge der ausgeschütteten Zytokine, Chemokine und 

anderen Substanzen hat einen erheblichen Einfluss darauf, ob eine Blutbahninfektion durch 

Staphylococcus aureus glimpflich verläuft, chronisch wird oder tödlich endet [1055]. Hierbei ist 

auch der Zeitpunkt der Ausschüttung von Relevanz [11]. Die in diesem Verlauf relevanten 

Zytokine sind in Tabelle 5 genauer ausgeführt. Dabei ist zu beachten, dass die Wirksamkeit 

einiger Zytokine von dem infizierten Körperbereich abhängig sein kann, wie sehr gut am 

Beispiel von IL-17 zu sehen ist, welches hauptsächlich bei Weichgewebe- und Hautinfektionen 

eine relevante Rolle spielt [1056-1058]. Zusätzlich zu den genannten Wirkstoffen wurde auch 

beobachtet, dass Patienten, die im Vergleich zu TH1- oder regulatorischen T-Zellen einen 

größeren Gehalt an TH17-Zellen aufweisen, vermehrt einen Krankheitsverlauf mit 

schwerwiegenderen Konsequenzen erleiden. Umgekehrt verläuft die Infektion nicht so schwer, 

wenn die Anzahl an regulatorischen T-Zellen größer ist. Dies lässt einen starken Einfluss des 

durch die T-Zellen verursachten Kollateralschadens auf die Schwere des Krankheitsverlauf 

vermuten [1059].  

Aufgrund der hohen Affinität und des starken Adhäsionspotentials des Krankheitserregers 

gegenüber Wundgewebe wird dieser häufig in Abstrichen von chronischen Wundinfektionen 

gefunden [1060]. Vor allem bei Infektionen venöser Beingeschwüre wird er in 88,0 bis 93,5 % 

der Fälle nachgewiesen [1061]. Infektionen bei Wunden, die in Zusammenhang mit 

Staphylococcus aureus stehen, haben eine verzögerte Wundheilung [1062,1063]. Addiert sich das 

mit Krankheitsbildern auf, die bereits eine Verzögerung bei der Wundheilung verursachen, wie 

beispielsweise bei einem diabetischen Fuß, so kann sich die Genesungszeit sogar 
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verdoppeln [1064,1065]. Eine entscheidende Rolle bei der Wundheilungsstörung spielt hierbei das 

Eap, welches das ICAM-1 auf der Oberfläche der Wirtszellen blockiert [1066,1067]. Durch die 

Blockade ist Leukozyten sowie den an der Wundheilung beteiligten Proteine der Zugang zu 

diesem Integrin verwehrt. Dadurch wird der Wundheilungsprozess am betroffenen Ort 

behindert [600,1068]. Ohne die Leukozyten kann keine Entzündung und nachfolgende 

Wundheilung am Infektionsort initiiert werden und die Staphylokokken am Infektionsort können 

nur schwerlich bekämpft werden [539,601,1069]. Der Virulenzfaktor Efb unterstützt diese 

Wundheilungsstörung, indem es eine Adhäsion von Thrombozyten und neutrophilen Zellen an 

entzündeten Zellen verhindert [1070]. 

Tabelle 5: Abhängig vom Gehalt einiger Zytokine im Blut zu Beginn und im Verlauf der Infektion kann 

sich der Krankheitsverlauf verschlechtern oder verbessern. Die Daten wurden aus der Publikation von 

Miller et al. (2020) [11] übernommen in Tabellenform zusammengefasst. 

Relevanz von Zytokinen bei einer Bakteriämie 

Substanz Wirkung Relevanz 

IL-10 

Unterdrückung von 

entzündungsfördernden Zytokinen 

und Leukozyten, Polarisierung von 

TH2-Zellen [1071], Förderung der B-

Zell-Differenzierung [51,1072] 

niedrige Konzentration lindert Verlauf, 

hohe Konzentration verschlimmert 

Verlauf [447,1073,1074] 

IL-1RA 
Antagonist für IL-1β [51] niedrige Konzentration lindert 

Verlauf [1075] 

IL-1β 

entzündungsfördernd [51] frühe hohe Konzentration lindert 

Verlauf,  

niedrige Konzentration verschlimmert 

Verlauf [447,1073,1074] 

IL-2 

aktiviert T-Zellen und erhöht deren 

Lebensdauer [51,1076] 

hohe Konzentration lindert Verlauf,  

niedrige Konzentration verschlimmert 

Verlauf [1077,1078] 

IL-27 
induziert Freisetzung von IL-10, 

Polarisierung von TH1-Zellen [51,1079] 

niedrige Konzentration lindert 

Verlauf [1075] 

IL-6 

entzündungsfördernd; aktiviert 

Lymphozyten, hemmt neutrophile 

Zellen [51,1080] 

niedrige Konzentration lindert Verlauf,  

hohe Konzentration verschlimmert 

Verlauf [1081-1083] 

Unabhängig von einer Methicillin-Resistenz wird durch das Auftauchen von MRSA ein Anstieg 

tödlicher Krankheiten wie nekrotische Lungenentzündung [1084,1085] und Fasziitis [1086] 

beobachtet. Auch bildet MRSA deutlich häufiger die kleine Kolonien-Variante aus als 
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MSSA [668]. In einigen besonders tragischen Fällen endete eine Infektion mit MRSA bei 

gesunden Kindern ohne erhöhte Anfälligkeit tödlich [1087]. Es besteht daher die Annahme, dass 

MRSA, allen voran der Bakterienstamm USA300, virulenter ist als MSSA [1088-1090]. Unter 

anderem wird das PVL vermehrt von CA-MRSA und somit auch von USA300 produziert. Dies 

kann eine Erklärung für die erhöhte Virulenz sein [1091,1092]. Aufgrund der geringen Fitness der 

aktuellen VRSA-Varianten geht noch keine größere Gefahr durch dieses Pathogen aus. Wie 

der Trend aber zeigt, ist es nur eine Frage der Zeit, bis sich die Resistenz ausbreitet [983]. 

Lediglich bei VISA konnte beobachtet werden, dass dieser bei der Interaktion mit Immunzellen 

in vitro und in Tierversuchen eine geringere Ausschüttung an entzündungsfördernden 

Substanzen als erwartet hervorgerufen hat [1093,1094].  

Durch die opportunistische Natur von Staphylococcus aureus besitzt es das Potential, eine 

bereits bestehende Infektion durch ein anderes Pathogen als Koinfektion zu verstärken. Bei 

einer durch das Influenza-A-Virus verursachten Lungenentzündung kann es als 

Sekundärinfektion auftreten und den Krankheitsverlauf und die Überlebensrate 

verschlechtern [1095,1096]. Am humanen Immundefizienz-Virus erkrankte Menschen haben eine 

deutlich höhere Anfälligkeit gegenüber Infektionen durch Staphylococcus aureus [1097]. Der Pilz 

Candida albicans verschafft dem Bakterium durch seinen Befall Angriffspunkte und 

Staphylococcus aureus kann im selben Biofilm koexistierten, was ihm zusätzlichen Schutz 

verleiht [1098,1099]. Pseudomonas aeruginosa kann das Immunsystem der Lunge 

kompromittieren, sodass Staphylococcus aureus sich im Anschluss an die Infektion sehr gut 

in dem Organ einnisten kann [1100]. Die beiden Bakterien werden bei bestimmten, durch 

Staphylococcus aureus verursachten Krankheiten oftmals gemeinsam isoliert [1049]. Darüber 

hinaus wird das Bakterium auch sehr häufig bei Patienten isoliert, die an SARS-CoV-2 und 

einer bakteriellen Sekundärinfektion leiden [1101]. 

2.3.5 Präventive Maßnahmen, Behandlung und Impfungen 

Staphylococcus aureus begleitet unsere Evolution schon seit Millionen von Jahren und durch 

diese Koevolution ist es für den Krankheitserreger eine Leichtigkeit, wirtseigene Proteine zu 

manipulieren und das Immunsystem zu umgehen. Der Einsatz modernster medizinischer 

Mittel ist unabdingbar, um die Oberhand über das Pathogen zu gewinnen. Die adaptive Natur 

des Bakteriums erlaubt es der Menschheit nicht, sich dauerhaft auf bestehende Technologien 

zu verlassen, sondern zwingt uns, diese zu verbessern oder neue und wirksamere Verfahren 

zu entwickeln, damit das Wettrüsten nicht verloren wird. Gerade die erschreckende 

Beobachtung bei der Resistenzbildung des Pathogen zeigt, wie schnell und effektiv sich dieser 

an die bestehenden medizinischen Behandlungsmethoden anpassen kann [25].  
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Bekämpfung und Überwachung von MRSA [1102], neue Impfstoffe [1103] und vor allem die 

Entwicklung neuer Antibiotika [1104] sind sehr kostspielige Unterfangen. Betrachtet man aber 

den volkswirtschaftlichen Schaden und das durch Staphylococcus aureus verursachte 

menschliche Leid, erscheint es ohne Frage gerechtfertigt, diese hohen Kosten zu 

tragen [17,33,1105]. 

In den folgenden Kapiteln werden medizinische Entwicklungen und Methoden aus 

Vergangenheit, Gegenwart und Zukunft beschrieben, die zur Bekämpfung von Staphylococcus 

aureus eingesetzt wurden, aktuell eingesetzt werden und vielversprechendes Potential für 

einen zukünftigen Einsatz zeigen.  

2.3.5.1 Impfungen und passive Immunisierung 

Die Entwicklung von Impfstoffen gegen Staphylococcus aureus wurde sehr lange Zeit 

vernachlässigt, da die Antibiotikatherapie zufriedenstellende Ergebnisse erzielte und keine 

geeigneten Antigene für eine effektive Impfwirkung gefunden wurden [1106,1107]. Mit 

zunehmender Resistenz gegen Antibiotika wurde aber die Notwendigkeit eines Impfstoffes 

immer definierter. Erste Versuche Tot- und Toxoidimpfstoffe einzusetzen zeigten zwar einen 

erhöhten Antikörpertiter, reduzierten jedoch nicht die Anzahl der Infektionen [1108,1109]. 

Verfügten die toten Bakterien über eine fibrilläre Kapsel, zeigte die Impfung in Tiermodellen 

erste größere Erfolge [1110]. Polysaccharide [1111,1112] sowie bestimmte Toxine und Proteine, die 

an der Oberfläche der Bakterienzellwand [1113] präsentiert werden, wie beispielsweise 

MSCRAMM [1114,1115], haben sich in Testmodellen als sehr gute Antigene für Impfungen und 

passive Immunisierungen erwiesen. Bei Adhäsinen hatte sich in manchen Fällen auch ein 

synergetischer Effekt gezeigt, der die Adhäsion der Bakterien verhindert und diese gleichzeitig 

opsonisiert hat [1116-1118]. Bei Antigenen mit geringer Immunogenität und ohne geordnete 

Struktur, wie beispielsweise FnBPA, haben sich allerdings auch Antikörper entwickelt, welche 

keinen oder sogar einen nachteiligen Effekt erzeugt hatten [1119]. Die Antikörper zeigten in 

diesem Fall Affinität gegen Ligand-induzierte Bindungsstellen, welche vom Protein-Ligand-

Komplex präsentiert wurden und die Adhäsion des Pathogens nach erfolgreicher Bindung des 

Antigens zusätzlich verstärkten [1117,1120,1121]. Deutlich erfolgreicher als konventionelle Antigene 

haben sich hierbei Fusionsproteine gezeigt, an welchen die Bindungsstelle des Liganden mit 

einem Trägerprotein fusioniert wurde. Die Antikörper, die gegen dieses fusionierte Protein 

erzeugt wurden, verhindern eine Bindung des Originalproteins an seinen 

Liganden [1116,1117,1122]. Die Effektivität dieser Blockierung wurde zusätzlich verstärkt, wenn das 

Fusionsprotein vor dem Einsatz als Antigen denaturiert wurde [1117]. Im Vergleich zum Einsatz 

von natürlichen Proteinen oder toten Bakterien haben sich auch rekombinante Proteine 

deutlich erfolgreicher darin gezeigt, Antikörper hervorzubringen, die einen Impfschutz 

ermöglichen könnten [1115,1123,1124].  
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Trotz all dieser Versuche gibt es bis heute keinen Impfstoff, der einen signifikanten oder gar 

vollständigen Schutz gegen Staphylococcus aureus ermöglicht [28,1125,1126]. Eines der ersten 

Beispiele für den fehlgeschlagenen Einsatz eines Impfstoffes gegen Staphylococcus aureus 

war StaphVAX™ [1127]. Zunächst ein vielversprechender Impfstoff mit zwei Antigenen sowie 

guter Effizienz und Verträglichkeit, hatte er es in der Phase-III-Studie nicht geschafft, einen 

konsistenten humoralen Schutz in Patienten gegen das Pathogen auszubilden [28]. Gründe 

hierfür waren, dass eines der Antigene nur von 40,0 % aller Bakterienstämme von 

Staphylococcus aureus präsentiert wird und es oftmals keine effektive Antikörper 

hervorgebracht hat [1127-1129]. Das zweite Antigen erzeugte zwar einen guten Impfschutz mit 

guter Abdeckung, erzeugte allerdings keinen effektiven Schutz gegen USA300. Im Promotor 

des Antigens hat sich bei diesem Bakterienstamm eine Punktmutation entwickelt, wodurch 

dieses nicht mehr exprimiert wurde [1130]. Ein weiteres Problem mit beiden Antigenen war auch, 

dass sie von dem Bakterium erst in der stationären Phase produziert wurden, weshalb eine 

Infektion nicht durch den Impfstoff verhindert werden konnte [788,1131]. Neben StaphVAX™ gab 

es noch weitere prophylaktisch und therapeutisch getestete Impfstoffe, die es nicht geschafft 

haben, die Anforderungen einer klinischen Studie zu erfüllen [28,1132,1133]. Einige Studien und 

Tests zur Immunisierung hatten sogar solch verheerende Effekte, dass die Überlebensrate der 

Patienten oder Versuchstieren bei einer Infektion deutlich verschlechtert wurde [298,300,1077]. Ein 

besonders katastrophales Beispiel war hierbei der Impfstoff V710, dessen Wirkung verstärkt 

einen Antikörper hervorbrachte, der den Bakterien ein intrazelluläres Eindringen in 

Immunzellen ermöglichte [300]. 

Es gibt mehrere Faktoren, welche die Ineffizienz der bisherigen Impfstoffe begründen können. 

Zum einen hat die Medizin nicht genug Informationen darüber, wie eine menschliche 

Immunantwort gegen Staphylococcus aureus auf molekularer Ebene abläuft [40,1134,1135]. Bei 

Impfungen von Neugeborenen hat ein normalerweise wirkungsvoller Antikörper beispielsweise 

keine Wirkung erzielt, da das Immunsystem für die Entwicklung effizienter Antikörper noch 

nicht ausgereift genug war [1136-1138]. Alle bisher genannten Versuche, die in klinischen Studien 

getestet wurden, haben darauf abgezielt, eine Opsonisierung des Pathogens zu 

erreichen [28,1139]. Allerdings hat sich gezeigt, dass die Phagozytose durch Immunzellen in vivo 

meist bereits ohne zusätzliche Antikörper erfolgt und der fehlende Immunschutz in der 

mangelhaften Tötungseffizienz der assoziierten Zellen zugrunde liegt [150,152,1140]. Zudem hatte 

man sich nur auf eine Immunisierung gegen den planktonischen Phänotyp des Bakteriums 

konzentriert, ohne die Relevanz der anderen Phänotypen zu berücksichtigen [666,1141,1142]. 
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Aufgrund der bisherigen geringen Effizienz von opsonisierenden Antikörpern gibt es sogar 

Zweifel daran, ob von körpereigenen Antikörpern mit dieser Effektorfunktion überhaupt ein 

vollständiger Schutz für den Wirtsorganismus gegen Staphylococcus aureus vermittelt werden 

kann. Diese schaffen es nämlich selbst bei einem hohen Titer nicht, das Bakterium 

einzudämmen [29,40,1143]. Diese Zweifel werden von Beobachtungen gestützt, dass Menschen 

mit einer kompromittierten Fähigkeit, funktionale Antikörper zu produzieren, kein signifikant 

erhöhtes Risiko gegen eine Infektion durch Staphylococcus aureus besitzen [1132,1144,1145]. 

Gegen diese Zweifel sprechen natürlich auftretende Antikörper bei Patienten, welche durch 

ihre opsonisierende Wirkung die Vernichtung des Bakteriums erfolgreich unterstützt haben. 

Diese Antikörper wurden bisher aber nur in Tierversuchen an dem Krankheitsbild der 

Bakteriämie getestet [277]. Bei einigen Impfstoffen zeigte sich während der Testphase, dass der 

beobachtete Schutz auf der Stimulation von T-Helferzellen anstelle einer verstärkten 

Opsonisierung basierte. So konnte es auch passieren, dass Patienten mit einer ungeeigneten 

Zusammensetzung von Zytokinen im Vollblut keinen Impfschutz entwickelten [1078,1146,1147]. 

Auch wurde vermehrt beobachtet, dass sich die Verteidigung gegen dieses Pathogen verstärkt 

auf das angeborene Immunsystem stützt [11,29,1148]. Allerdings besitzt Staphylococcus aureus 

auch hier eine Vielzahl von Möglichkeiten, die Verteidigung zu unterwandern und einer 

Elimination, vor allem durch phagozytische Zellen, zu entgehen [876,1149]. 

Das grundlegende Problem der bisherigen Impfstoffe ist daher, dass ein völlig ungeeignetes 

Antigen ausgewählt wurde, um ein Ziel zu erreichen, welches nicht die Lösung des Problems 

ist. Während die getesteten Impfstoffe in vitro zwar ein gutes Ergebnis erreichen konnten, 

waren sie für die Aufgabe in einer komplexeren Umgebung in vivo wirkungslos [1125,1126,1150]. 

Dieses Problem wird dadurch verstärkt, dass viele Studien in naiven Tiermodellen [1151,1152] 

oder mit kranken Testpersonen [1078,1153] durchgeführt wurden. Das Immunsystem 

unterscheidet sich in beiden Modellen von dem eines gesunden Menschen. Aus diesem Grund 

hat sich die tatsächliche Wirkung des Impfstoffes deshalb stark von den Testergebnissen aus 

den Studien unterschieden [1132,1154]. Diese Problematik wird dadurch verdeutlicht, dass einige 

Toxine des Bakteriums bei Tieren im Vergleich zum Menschen nicht denselben verheerenden 

Effekt haben [1155,1156]. Auch bilden Tiermodelle in einer keimfreien Laborumgebung deutlich 

weniger Lymphozyten aus, weshalb die Testergebnisse eines Impfstoffes sich nicht auf 

realistische Bedingungen übertragen lassen, wenn ein solches Modell verwendet wird [1157-1159]. 

Ebenso wurde nicht bedacht, dass eine der Impfung vorausgehende Exposition durch das 

Pathogen die Art und Weise der Immunantwort des Wirtes verändert [909,1160]. Letztendlich 

wurde in den meisten Studien auch kein Adjuvans eingesetzt und dessen Abwesenheit könnte 

ebenfalls für die Entwicklung eines Impfschutzes unentbehrlich sein [29]. 
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Eine große Herausforderung bei der Entwicklung eines effektiven Impfstoffes ist es, dass nicht 

jeder Stamm von Staphylococcus aureus die gleichen Virulenzfaktoren besitzt und 

exprimiert [154,1161]. Viele dieser Virulenzfaktoren sind noch zusätzlich in ihrer Funktion 

redundant, sodass die fehlende Funktion eines Proteins durch die eines anderen ersetzt 

wird [1162]. Dadurch wird die Suche nach einem geeigneten Antigen enorm erschwert, da ein 

gutes Ziel für einen Impfstoff für das Pathogen unentbehrlich sein sollte. Ein geeigneter 

Impfstoff sollte daher im besten Fall ein großes Spektrum der überlebensnotwendigen 

Proteinexpression verschiedenster Bakterienstämme des Pathogens neutralisieren [252,1163]. 

Gesteigert wird diese Herausforderung dadurch, dass sich die natürliche Immunantwort gegen 

Staphylococcus aureus in Abhängigkeit von dem betroffenen Gewebe und dem Phänotyp 

stark unterscheiden kann [1164,1165]. Ein guter Ansatz, dieses Ziel zu erreichen, ist es, 

multivalente Impfstoffe mit gut erforschten Antigenen einzusetzen, um einen Impfschutz zu 

erzeugen [1148,1166]. Durch den Einsatz mehrerer Komponenten wird auf eine größere 

Bandbreite an Bakterienstämmen abgezielt und somit der funktionellen Redundanz der 

Virulenzfaktoren entgegengewirkt [1126,1167]. Mehrere solcher experimentellen Impfstoffe haben 

bereits ihre Wirkung in vivo bewiesen [28,1109,1132]. Mehr Aufmerksamkeit sollte auch 

daraufgelegt werden, wie sich die molekularen Mechanismen äußern, die bei einer 

Immunantwort des Wirtes gegen Staphylococcus aureus ihre Wirkung entfalten. Werden diese 

Mechanismen besser verstanden, erhöht sich die Chance, ein wirksames Antigen und 

Adjuvans für potentielle Impfstoffe zu finden [28,1168,1169]. Schlussendlich wäre es für Studien 

sinnvoll, Biomarker zu überwachen, welche mit den Krankheiten korrespondieren, um die 

tatsächliche Effizienz des Impfstoffes zu einem früheren Zeitpunkt besser zu 

bestimmen [29,1073,1170]  

Passive Immunisierungen, die darauf abzielen, einen Krankheitsverlauf zu lindern, zeigen 

derweil in ihrer Funktion sehr vielversprechende Ergebnisse [29,262,820]. Diese Antikörper zielen 

darauf ab, Toxine und Superantigene zu neutralisieren, damit potentielle Gewebeschäden 

oder ein toxischer Schock vermieden werden. Auch verhindert ein solcher Wirkstoff die 

Erschöpfung der Immunzellen durch Superantigene und Leukotoxine [11,29]. Vor allem Anti-

Toxin-Antikörper zeigen sich sehr effizient darin, ihre assoziierten Toxine zu 

neutralisieren [1171,1172]. Sie können in manchen Fällen sogar eine Immunität bei Kindern 

gegenüber dem Pathogen ermöglichen [266]. Die Nachfrage nach dieser Art von Impfstoffen ist 

allerdings sehr limitiert, wodurch die Entwicklung sehr einschränkt wird [1173]. 

2.3.5.2 Therapien, Präventionen und Behandlungen 

Standardmäßig ist die Behandlung mit Antibiotika [1174,1175] bei einer Infektion mit 

Staphylococcus aureus oder als Prophylaxe vor einem operativen Eingriff [1176,1177] bei 

entsprechender Indikation etabliert. In Abhängigkeit von der betroffenen Stelle, dem 
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Anfälligkeitsprofil des Pathogens, der Verträglichkeit des Patienten und der Verfügbarkeit 

werden entsprechend Tabelle 6 verschiedene Antibiotika zu diesem Zweck eingesetzt [1175,1178]. 

Antibiotika, die auf der Wirkung von β-Lactam beruhen, haben eine sehr gute Verträglichkeit, 

sind aber aufgrund der starken Verbreitung der Resistenz gegenüber diesem Wirkstoff 

meistens keine sinnvolle Option [1179]. Zur Behandlung von MSSA werden bevorzugt 

semisynthetische Penicilline oder Cephalosporine aus der ersten Generation 

verwendet [1175,1180]. Die Gabe von Vancomycin ist für durch MRSA infizierte Patienten und für 

Patienten mit Unverträglichkeiten gegenüber alternativen Substanzen die aktuell 

standardisierte Behandlungsmethode [1175]. Der Grund dafür ist zum einen das Vermeiden 

einer Resistenzbildung [1181] und zum anderen, weil Vancomycin bei einer Bakteriämie und 

anderen Diagnosen eine geringere Effektivität zeigt als andere Antibiotika [1182-1184]. Bei einer 

Infektion durch VISA müssen zusätzlich zu Vancomycin noch weitere antibiotische 

Substanzen verabreicht werden [1185]. Gegen einen Befall durch VRSA werden andere, 

wirkungsvollere antibiotische Substanzen wie beispielsweise Daptomycin, Linezolid und 

Teicoplanin eingesetzt [1186,1187]. Diese Substanzen zeigen eine deutlich effektivere Wirkung 

gegen MRSA und VRSA als Vancomycin [1188]. Eine Behandlung ist, selbst bei einem Pathogen 

ohne Resistenzen, keine Erfolgsgarantie und vom Bakterienstamm, dem Krankheitsstadium 

und dem Patienten abhängig [1189-1191]. 

Bei einer fortgeschrittenen Infektion und zur Beseitigung von Biofilmen sind oft aufwändigere 

Behandlungsmaßnahmen als die orale Verabreichung von Antibiotika notwendig, um dem 

Patienten zu kurieren. Zu diesen Maßnahmen zählen beispielsweise das legen einer 

Drainage [1141], ein operativer Eingriff [1141,1192], eine parenterale Injektion mit Antibiotika [1174,1192] 

oder eine Kombination aus den genannten Maßnahmen [1141,1193]. Ist die Infektion mit einem 

Katheter [1194] oder einem Implantat [1195] assoziiert, müssen diese gegebenenfalls entfernt 

werden, um die Infektion zusammen mit einer Antibiotika-Therapie zu überwinden [1196]. Zur 

Vermeidung von Implantat-assoziierten Infektionen werden ein mit antibiotischen Substanzen 

beladener Knochenzement oder Gipsperlen verwendet [1197-1199]. Das Antibiotikum muss 

bestimmte Kriterien erfüllen, um für den Einsatz im Material geeignet zu sein, damit es seine 

Wirkung nicht verliert. Aus diesem Grund wird in solchen Fällen meist Gentamycin oder 

Tobramycin eingesetzt [1179].  

Um eine Infektion und die Verbreitung von Staphylococcus aureus und vor allem MRSA zu 

verhindern, können präventive Maßnahmen ergriffen werden. Zu diesen Maßnahmen zählen 

Standards im Gesundheitswesen [1200], das Tragen von Schutzkleidung, das Isolieren von 

infizierten Patienten und das Einhalten von Hygienerichtlinien [1201,1202]. Auch kann ein 

präventiver Abstrich bei Patienten durchgeführt werden, um eine mögliche Besiedlung im 

Voraus zu erkennen [1203]. Ebenso kann bei Personen, die mit Staphylococcus aureus besiedelt 
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sind, eine Dekolonisierung durch eine topische Anwendung von Mupirocin in der Nase 

durchgeführt werden [1204,1205]. Die Wirkung dieser Anwendung wird durch die orale 

Verabreichung von Rifampicin in Kombination mit Cotrimoxazol oder Ciprofloxacin und ein Bad 

in antimikrobieller Seife unterstützt [1206,1207]. Eine solche Dekolonisierung zeigte bisher aber 

vor allem bei MRSA nur mäßigen Erfolg, da die betroffenen Personen zeitnah erneut besiedelt 

wurden [1208,1209].  

Eine Antibiotika-Therapie dauert lange und ist keine Garantie dafür, dass sich die Situation 

des Patienten bessert [938,1210,1211]. Jedes Antibiotikum hat eine unterschiedliche Erfolgsquote 

bei der Ausrottung von MSSA und MRSA sowie bei der Vorbeugung einer wiederkehrenden 

Infektion [1212,1213]. Das Antibiotikum Vancomycin, der aktuelle Standard gegen MRSA, wird 

oftmals nicht richtig dosiert und schafft es dann bei MSSA nicht, bis zum Bakterium 

vorzudringen oder es effizient zu bekämpfen [1181,1214]. Gegen MSSA zeigt beispielsweise 

Flucloxacillin eine enorme Erfolgsquote, die rapide sinkt, sobald das Pathogen Methicillin-

resistent ist [1215,1216]. Genau umgekehrt verhält sich dieser Effekt bei Cotrimoxazol [1217]. 

Cotrimoxazol ist ein vor allem gegen MRSA sehr wirkungsvolles Antibiotikagemisch aus 

Trimethoprim und Sulfamethoxazol, welches wichtige Stoffwechselwege des Bakteriums 

blockiert [1218]. Leider hat das Antibiotikum eine sehr schlechte Verträglichkeit, was den 

praktischen Gebrauch einschränkt [1219,1220]. Daptomycin ist für Patienten gut verträglich und 

auch häufig therapeutisch erfolgreich, kann aber oftmals eine zeitnah wiederkehrende 

Infektion nicht verhindern [1213]. Das Oxazolidinon Linezolid zeigt einen Einbruch in der 

Wirksamkeit, wenn Staphylococcus aureus sich mit Gram-negativen Bakterien vermischt 

hat [1221]. Für besonders hartnäckige Infektionen kann als Zusatz die Verabreichung des 

Antibiotikums Rifampicin erfolgen. Es zeigt eine gute Wirkung gegen metabolisch sehr 

schwach aktive Phänotypen wie Schläfer oder die kleine Kolonien-Variante und kann daher 

auch chronische Infektionen effektiv bekämpfen [1222]. Die Chance auf einen Therapieerfolg 

lässt sich erhöhen, indem mehre Antibiotika miteinander kombiniert werden. Dies kann aber 

zu einer erhöhten Nephrotoxizität der Wirkstoffe führen [1223,1224]. Ein interessanter Wirkstoff für 

eine kombinatorische Therapie ist hierbei Nafcillin, da es das angeborene Immunsystem 

stimuliert [1225]. 

Wie jeder andere Arzneistoff haben auch Antibiotika, Nebenwirkungen die so schwerwiegend 

sein können, dass die Therapie abgebrochen werden muss. Aus diesem Grund müssen die 

Wirkstoffe anhand ihrer Toxizität bei der Verabreichung in der Konzentration begrenzt 

werden [1226-1228]. 

  



 

77 

Tabelle 6: Abhängig von der Infektion und dem der Anfälligkeit des Bakteriums werden verschiedene 

Antibiotika zur Behandlung vorgeschlagen. Die Informationen für die Tabelle wurde aus der Publikation 

von Bamberger et al. (2005) übernommen [1175]. 

Behandlung von Infektionen durch Staphylococcus aureus mit Antibiotika 

(Stand 2005) 

Infektion Bakterium Antibiotika Dauer der Therapie 

einfache 

Hautinfektion 

MSSA Cefalexin, Dicloxacillin, 

Clindamycin fünf bis sieben Tage 

 MRSA Clindamycin, Cotrimoxazol, 

Linezolid 

komplexe 

Hautinfektion 

MSSA Nafcillin, Cefazolin, 

Clindamycin 
zwei bis vier  

Wochen 

 
MRSA Vancomycin, Linezolid, 

Daptomycin 

Bakteriämie 

MSSA Nafcillin, Cefazolin, 

Vancomycin 
zwei bis vier  

Wochen 

 
MRSA Vancomycin, Linezolid, 

Daptomycin 

Katheterinfektion 

MSSA Nafcillin, Cefazolin, 

Vancomycin 
zwei Wochen 

MRSA Vancomycin, Linezolid, 

Daptomycin 

Osteomyelitis 

MSSA Nafcillin, Cefazolin, 

Clindamycin, Chinolon-

Antibiotika plus Rifampicin 
vier bis sechs  

Wochen 
MRSA Vancomycin, Linezolid, 

Daptomycin 

Lungenentzündung 
MSSA Nafcillin, Clindamycin 

zehn bis 14 Tage 
MRSA Vancomycin, Linezolid 

2.3.5.3 Neue und unkonventionelle Behandlungen 

Der hohe Anspruch an einen erfolgreichen Impfstoff gegen Staphylococcus aureus und die 

unglaubliche Widerspenstigkeit des Pathogens motivieren dazu, eine Lösung außerhalb der 

Standardbehandlungen zu suchen. Die dadurch motivierten unkonventionellen und kreativen 

Wege, eine Infektion von Staphylococcus aureus zu behandeln oder einen Impfschutz zu 

entwickeln, sind in Tabelle 7 aufgelistet. 
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Tabelle 7: Einige alternative Wirkstoffe und Methoden, um Patienten mit einer Infektion durch 

Staphylococcus aureus zu behandeln und die Erfolgschance von Impfungen zu verbessern. 

Unkonventionelle Methoden zur Bekämpfung von Staphylococcus aureus 

Methode Effekt 

Adjuvans: extrazelluläre Vesikel [740,1229] 

Stimulation des angeborenen Immunsystems 

und T-Zellen, Ausbildung von 

T-Gedächtniszellen 

Adjuvans: SMIP.7-10 [1230] oder CpG [1231] 
Stimulation und Polarisierung von TH1-Zellen, 

Ausbildung von T-Gedächtniszellen 

Anlegen von Spannung und elektrische 

Stimulation von Implantaten [1232] 

Alkalisierung, Dispersion und Zerstörung von 

Biofilmen 

Antikörper-Wirkstoff-Konjugate [1233,1234] 
lokale Verabreichung von Antibiotika, 

Zerstörung von intrazellulären Bakterien 

Antithrombin und 

Thrombozytenaggregationshemmer [1235] 

verhindert Aufbau von fibrillärer Kapsel, 

Matrix und Pseudokapsel, Schutz gegen 

Endokarditis 

Behandlung mit Bakteriophagen [1236,1237] räuberische Vernichtung der Bakterien 

Behandlung mit IL-12 [1238] Stimulation und Polarisierung vonTH1-Zellen 

bivalente Antikörper mit Wirkung gegen 

Wirt und Pathogen [1239] 
erhöhte Phagozytose durch Makrophagen 

Blockierung der SOS-Antwort bei Zugabe 

von Antibiotika [1240] 

verstärkte antibiotische Wirkung, verminderte 

Resistenzbildung 

Centyrine [1241] und Centyrin-Hybride [1242] 
Neutralisierung von Toxinen, Umgehung der 

Immunevasion 

elektrochemische Gerüste [1243] 
Zerstörung von Biofilmen durch reaktive 

Sauerstoffspezies und Hypohalogenite 

Enzym-beladene Bakteriophagen [1244] gezielte Lyse von Bakterien 

Inhibition von quorum sensing [1245] Hemmung der Virulenz 

Inhibition von Staphyloxanthin [1246] 
verhindert Resistenz gegen reaktive 

Sauerstoffspezies 

Injektion von Antibiotika-beladenen 

Stammzellen [1247] 
lokale Verabreichung von Antibiotika 

Substanz-beladene Hydrogele [1248] fokussierte bakterizide Aktivität 

Tarn-Beschichtungen für Erythrozyten [1249] 

und Thrombozyten [1250] 

Aufrechterhaltung der Immunabwehr, 

Kontakttötung, Neutralisierung von Toxinen, 

Schutz vor Pathogenen 
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2.3.5.4 Prospekt 

Gegenwärtig wurden bereits neue Erkenntnisse gewonnen, die eine Entwicklung von 

effizienteren Impfungen und Wirkstoffen ermöglicht. Es wurde erkannt, dass 

T-Zellen [907,919,1251], speziell TH1- [1231,1252] und TH17-Zellen [131,1252], deren sezernierte 

Zytokine [446,1253,1254] und das angeborene Immunsystem, vor allem neutrophile Zellen [102] und 

Makrophagen [966], bei der Immunantwort gegen Staphylococcus aureus eine sehr wichtige 

Rolle spielen. Bei den T-Zellen konnte beobachtet werden, dass bei den meisten Personen 

bereits T-Gedächtniszellen gegen Antigene von Staphylococcus aureus vorhanden sind [1251]. 

Diese Gedächtniszellen werden durch Populationen definiert, welche unabhängig voneinander 

bei einer Sekundärantwort aktiviert werden können. Diese Populationen besitzen grundlegend 

verschiedene Polarisationen und unterscheiden sich in den Zytokinen, welche sie nach ihrer 

Aktivierung freisetzen. Welche Population bei einer Sekundärantwort aktiviert wird, ist hierbei 

von der Darreichungsform des Antigens abhängig. So neigen proteinogene Antigene 

bevorzugt dazu, TH2-Zellen und mRNA-basierte Antigene eher TH1-Zellen zu polarisieren [8]. 

Ebenso wurde beobachtet, dass die Toxizität der Toxine voneinander abhängig sein kann, 

was die Möglichkeit bietet, die Effektivität mehrerer Toxine gleichzeitig durch das Blockieren 

von synergetischen Effekten zu reduzieren [737]. Auch ist man sich mittlerweile im Klaren, dass 

Staphylococcus aureus sehr viele Abwehrmechanismen gegen das Immunsystem 

besitzt [1255,1256] und Biofilme [709] oder kleine Kolonien-Varianten [659,831] als Phänotyp ausbildet 

und so sehr lange im Wirt überleben kann. 

Zur Therapie bei einer Infektion mit Staphylococcus aureus sind trotz der hohen Kosten bereits 

neue Antibiotika und antimikrobielle Wirkstoffe in der Entwicklung. Diese sind mit der Hoffnung 

verbunden, dass sie eine höhere Effizienz bei der Therapie zeigen und die Chance einer 

Resistenzbildung minimieren [925,1257,1258]. Ein vielversprechender Kandidat für neuartige 

Antibiotika ist das Levonadifloxacin, welches bei guter Verträglichkeit gleich mehrere 

überlebensnotwendige Mechanismen des Pathogens attackiert und eine gute Wirksamkeit 

gegen Biofilme zeigt [1259]. Neben neuen Antibiotika zeigen sich auch AmP als sehr effektive 

Substanzen, um das Pathogen [1260,1261] und seine individuellen Phänotypen [1262,1263] zu 

bekämpfen. Ebenfalls vielversprechend sind neue Methoden, welche den Wirkstoff am 

Wirkungsort konzentrieren [1233,1234,1264]. Ein präziser Einsatz ermöglicht so auch die Nutzung 

sonst unverträglicher Substanzen wie beispielsweise Enzyme [1244]. Ebenso wurden neue 

Arzneimittel zur erfolgreicheren Dekolonisierung von Patienten entwickelt [1265]. Auch gibt es 

die Aussicht, antimikrobielle Substanzen mit neuen Wirkungsweisen aus anderen 

Grundstoffen zu beziehen, um das Spektrum an Wirkstoffen zu erweitern [1266,1267]. Speziell 

gegen Biofilme wurden erst kürzlich natürliche und synthetische Wirkstoffe gefunden und 

entwickelt, welche vielversprechende Aussichten bei der Bekämpfung dieses Phänotypen 

bieten [1142,1268,1269]. Hierbei wurden auch Antibiotika entwickelt, welche effizient gegen die 
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besonders widerspenstigen Schläfer wirken oder deren Anfälligkeit gegenüber 

antimikrobiellen Substanzen verstärken [1270,1271]. Unterstützend zu diesen Substanzen zeigen 

neue Behandlungsmethoden und Neuentwicklungen in der Nanotechnologie [1272] sowie 

spezifisch gegen Biofilme gerichtete Antikörper [1273,1274] eine vielversprechende Wirkung. 

Besonders bei der Behandlung von Implantat-assoziierten Biofilmen wurden neuartige 

elektrochemische Verfahren entwickelt, welche die bisher schwierige Behandlung 

vereinfachen und erfolgreicher machen sollen [1232,1275,1276]. Gegen die oftmals intrazelluläre 

kleine Kolonien-Variante gibt es bisher keine zugelassenen Arzneimittel mit guter Wirkung. 

Antikörper, welche mit antibiotischen Substanzen konjugiert sind und das Antibiotika Plectasin 

zeigen allerdings sehr vielversprechende Ergebnisse bei der Vernichtung dieses 

Phänotyps [1234,1277]. Darüber hinaus wurden Methoden entwickelt, um befallene Makrophagen 

ohne Kollateralschaden von intrazellulären Besetzern zu befreien [1278,1279]. 

Neue Impfstoffe mit multivalenten [1280,1281] und geeigneteren [1282,1283] Antigenen sowie 

besseren Adjuvantien [1230,1284] sind bereits in der Testphase oder in ihren klinischen Studien. 

Sehr vielversprechend sind hierbei Impfstoffe, deren Antigen auf Mechanismen abzielen oder 

ignorieren [3,1285,1286], die Staphylococcus aureus nutzt, um dem Immunsystem zu entgehen, in 

vielen Bakterienstämmen vertreten sind und sehr bereitwillig präsentiert werden [1287,1288]. Auch 

bei Impfstoffen, welche gegen Antigene wirken, die für die Aufnahme von Eisen [1289] und 

Mangan [1290] essenziell sind, konnten in ersten Tests eine effektive Reduzierung der 

Bakterienzahl festgestellt werden. Zu den neuen Impfstoffen, die aktuell erforscht werden und 

in der klinischen Phase sind, zählen auch einige, die auf Toxine [1230,1291,1292] und 

Superantigene [1293,1294] als Antigen abzielen, um dem Wirt keinen vollständigen, aber dafür 

zuverlässigen Schutz gegen bestimmte Krankheiten zu bieten. Unterstützend zu diesen 

Impfstoffen zeigen Adjuvantien, die eine Stimulation der T-Zellen ermöglichen, eine sehr gute 

Wirkung und erhöhen die Erfolgsquote bei diesen Impfungen [1147,1230,1291]. Ein besonders 

interessantes Ziel für eine Impfung könnten hierbei die gewebespezifischen T-Zellen sein. Sie 

sind sehr zahlreich, befinden sich bei Haut- und Weichgewebeinfektionen in unmittelbarer 

Nähe zum Infektionsherd und die Beteiligung dieser Zellen an einer Bekämpfung gegen das 

Pathogen ist bereits bekannt [1165,1295]. Intradermale Impfungen gegen Viren zeigen bereits mit 

sehr wenig Antigen sehr gute Ergebnisse darin, eine entsprechende Immunantwort dieser 

gewebespezifischen T-Zellen zu induzieren. Sie stellen ein gutes Impfverfahren dar, um 

dieselbe Sicherheit auch gegen Antigene von Staphylococcus aureus zu erreichen [1296,1297]. 

Eine ebenso vielversprechende Wirkung hat in einigen Fällen die Impfmethode ‚prime and pull‘ 

gezeigt [1165]. Bei dieser Methode wird Antigen injiziert und T-Zellen werden gleichzeitig durch 

die topische Anwendung von Lockstoffen in bestimmtes Gewebe rekrutiert. In diesem Gewebe 

bilden sich dann größere Mengen von gewebespezifischen T-Gedächtniszellen aus, welche 

bei erneutem Kontakt eine schützende Sekundärantwort aktivieren [1298,1299]. Während T-Zellen 
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eine wichtige Rolle in der Immunantwort gegen Staphylococcus aureus spielen und auch 

unabhängig einer humoralen Antwort eine schützende Wirkung haben können, ist der 

Schlüssel zu einem effektiven Impfschutz mit großer Wahrscheinlichkeit eine kombinatorische 

Wirkung aus aktivierten T-Zellen und opsonisierenden oder neutralisierenden 

Antikörpern [1078,1146]. Während die Effizienz von den humoralen Antworten bisher nicht 

ausreichend war, zeigt ein neuer multivalenterer Impfstoff mit vier Antigenen in der Testphase, 

dass er auch unabhängig von einer T-Zell-Antwort einen effektiven Schutz erzeugen kann [1300]. 

Zum Zweck einer passiven Immunisierung gibt es neue, erfolgversprechende Impfungen, die 

hauptsächlich darauf abzielen die Schwere der Infektion zu reduzieren. Vorzugsweise sind 

hier ein oder mehrere Toxine [1301,1302] und Superantigene [1303,1304] von Staphylococcus aureus 

das Ziel der injizierten Antikörper. Auch sind Antikörper-Antibiotika-Konjugate 

vielversprechende Kandidaten für zukünftige Arzneimittel zur therapeutischen Behandlung 

von Infektionen [1233,1234]. 

Speziell T-Zell-stimulierende Impfstoffe haben in den letzten Jahren erstaunliche Fortschritte 

gemacht [1305]. Der Einsatz eines mRNA-Impfstoffes, eine relativ neue Technologie, die ihre 

Sternstunde während der SARS-CoV-2-Pandemie hatte, wurde noch nicht bei Staphylokokken 

eingesetzt [1306,1307]. Im Kampf gegen Staphylococcus aureus, speziell gegen die kleine 

Kolonien-Variante, könnte die Wirksamkeit eines solchen Impfstoffes aber sehr 

vielversprechend sein. Tatsächlich zeigen erste Versuche mit mRNA-basierten Impfstoffen 

gegen Streptokokken bereits sehr vielversprechende Ergebnisse [1308]. Da diese Art von 

Impfstoff hauptsächlich PRR, die auf RNA reagieren, aktiviert, wird eine T-Zell-Population 

angeregt, welche prädominant aus TH1-Zellen und zytotoxischen T-Zellen besteht und nach 

ihrer Aktivierung große Mengen an IFN-γ freisetzt [899]. Bei T-Zell-basierten Impfstoffen ist 

allerdings zu bedenken, dass die Aktivierung von T-Zellen zweischneidig ist und eine 

Überaktivierung der T-Zellen Autoimmunerkrankungen und folgeschwere Kollateralschaden 

im Wirtssystem verursachen kann [733,1309,1310]. Die wichtigste und zugleich schwerste Aufgabe 

wird es deshalb sein, den Impfstoff so anzupassen, dass T-Zellen mit der notwendigen Potenz 

für einen effektiven Impfschutz aktiviert werden, ohne dabei einen schwerwiegenden 

nachteiligen Effekt hervorzurufen [1311]. 

Viele der in Kapitel 2.3.5.3 „Neue und unkonventionelle Behandlungen“ aufgelisteten 

Methoden zeigen gute Ergebnisse in der Bekämpfung des Pathogens und bieten sich als 

Grundlage für effektive Methoden an, um ihn zu bekämpfen. Neue pharmakologische 

Entwicklungen lassen eine direkte Manipulation von Immunzellen zu, um diese in ihrer 

Effizienz zu unterstützen oder nachteilige Effekte und Mechanismen zu unterbinden [1312-1314]. 

Die unglaubliche Komplexität, welche Staphylococcus aureus in der Interaktion mit dem 

Menschen zeigt, erschwert den effektiven Einsatz einer solchen Manipulation jedoch 
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enorm [1315]. Auch ist, wie bei einer T-Zell-Impfung, Vorsicht geboten, da durch die direkte 

Beeinflussung von Immunzellen negative Auswirkungen und Überreaktionen möglich 

sind [1316]. 

Eine gute Plattform, um wichtige Details über die Interaktion zwischen Staphylococcus aureus 

und Antikörpern zu erforschen, sind Phagen-Displays. Über Immun- oder 

Universalbibliotheken könnten effektive Antigene selektiert und die Erbinformation aus den 

Phagen, die an diesen Virulenzfaktoren binden, rekombinant als scFvs exprimiert 

werden [1142,1317]. scFvs können aufgrund ihrer geringen Größe tiefer in Gewebe und Biofilme 

eindringen und können in der rekombinanten Produktion so modifiziert werden, dass sie 

besser am Antigen binden [1318]. Ebenso können sie so entworfen werden, dass sie bispezifisch 

sind [1319-1321] und von den immunevasiven Proteinen des Pathogens ignoriert [1322] werden. 

Zusätzlich sind die scFvs in Unabhängigkeit zum Immunsystem in der Lage, einen bakteriziden 

Effekt auszuüben [1323-1325]. Sehr wahrscheinlich können sie in Kombination mit Vancomycin 

dessen Wirksamkeit verstärken und bieten deshalb eine gute Möglichkeit, bei der 

kombinatorischen Verabreichung Resistenzen vorzubeugen [1326,1327]. In dieser Funktion 

können sich die scFvs wie AmP verhalten und beispielsweise durch ihre positive Ladung die 

Integrität der Zellwand kompromittieren [1328,1329]. Durch das Potential und die Modifizierbarkeit 

der scFvs, sind sie für die Entwicklung eines wirkungsvollen passiven Impfstoffes sehr gut 

geeignet [1317,1330,1331]. Tatsächlich wurden durch ein solches Phagen-Display bei einem 

Panning gegen eine Universalbibliothek bereits erfolgreich drei scFvs gefunden, welche bei 

guter Verträglichkeit das Bakterienwachstum und den Infektionsverlauf in Versuchstieren 

signifikant einschränken konnten [1322].  

Die Vereinfachung und Verbesserung von Sequenzierungs- und Screeningmethoden 

ermöglicht es, die Genetik und das Proteom von Wirt [1332,1333] und Pathogen [1333], deren 

Interaktion sowie molekulare Effekte von Immunzellen, welche zur Zerstörung von 

Krankheitserregern beitragen, besser nachzuvollziehen [252,1311]. Diese Informationen können 

grundlegend dazu beitragen, neue Mechanismen zu finden, um das Pathogen 

einzudämmen [1311,1334]. Mit der Entdeckung, dass das angeborene Immunsystem ebenfalls 

über ein Gedächtnis verfügt und dies einen Effekt auf den Verlauf einer Infektion haben kann, 

öffnet sich auch ein völlig neues Forschungsfeld, das effektive Wirkstoffe hervorbringen 

könnte [56,1335]. Das humane Mikrobiom-Projekt könnte ebenfalls dabei helfen, neue 

wirkungsvolle Substanzen oder Therapien zu entwickeln und die Kolonisierung sowie Infektion 

durch das Pathogen zu verstehen [1336]. Das Mikrobiom von gesunden Menschen innerhalb der 

Nase unterscheidet sich stark von dem eines besiedelten oder infizierten Menschen [449]. 

Bakterien innerhalb dieses Mikrobioms können sich gegenseitig beeinflussen, fördern oder 

behindern [1337]. So wurde beispielsweise schon beobachtet, dass Bacillus subtilis und 
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Staphylococcus aureus Antagonisten sind, die nicht koexistieren können [1338]. Ebenso üben 

die Bakterien Staphylococcus caprae [1339], Staphylococcus epidermidis [1340,1341], 

Staphylococcus lugdunensis [450], Staphylococcus staphylolyticus [1342], Streptococcus 

pneumoniae [1343,1344], Propionibakterien [449] und Pseudomonas aeruginosa [1345] 

biochemischen Einfluss auf Staphylococcus aureus aus. Sie dezimieren diesen oder 

verhindern eine Besiedlung [1346]. Andere Bakterien, wie beispielsweise Corynebakterien, 

konkurrieren mit dem Pathogen im Vestibulum nasi um die Besiedlungsfläche und können 

diesen vertreiben [1347,1348]. Es gibt aber auch Bakterien, die eine Kolonisierung von 

Staphylococcus aureus begünstigen [1349]. Diese Entdeckungen könnte dabei helfen zu 

bestimmen, ob eine Person anfällig für eine Besiedlung ist. Auch wird dadurch die Suche nach 

neuen Substanzen beschleunigt, die gegen den Krankheitserreger eingesetzt werden können. 

Mit Voranschreiten der Forschung werden sich neue Möglichkeiten entwickeln, um die 

Effizienz eines Impfstoffes zu beurteilen. Neue Biomarker [919], Bildgebungstechniken [1350], 

Organoide [1133], bessere Diagnostik [1272] und Tiermodelle [1133] werden es ermöglichen die 

Effizienz eines Impfstoffes und Antikörpertiter von Patienten besser zu bestimmen. Bessere 

Tiermodelle [1351,1352] und auf Nanotechnologie basierendes Screening [1272,1353-1355] zeigen 

bereits eine deutlich verbesserte Möglichkeit zur Diagnostik und Evaluation. Jede Information, 

die durch die Forschung an diesem Krankheitserreger und der Interaktion mit Säugetieren 

erlangt wird, bringt uns ein Stück in der Entwicklung eines effektiven Schutzes weiter. Ein 

großer Meilenstein wird es hierbei sein, ein effektives Mittel gegen intrazellulären 

Staphylococcus aureus zu finden. Wenn dieser Punkt erreicht ist, kann sich die Forschung 

allerdings nicht auf ihren Lorbeeren ausruhen, da es sonst nur eine Frage der Zeit ist, bis wir 

im Wettrüsten gegen das Pathogen wieder in Rückstand geraten. Er wird immer mit uns 

koexistieren und das Bakterium hat schon mehr als einmal gezeigt, wie anpassungsfähig und 

flexibel es sein kein. Aus diesem Grund werden wir neue innovative Technologien brauchen, 

um das Pathogen im Zaum zu halten. 

2.4 Das Prinzip der stochastischen Peptidarrays [43-45,1356] 

Stochastische Peptidarrays sind ein Format von kostengünstigen Arrays, in welchem die 

Herstellung von zufällig generierten Peptiden im ultrahochdichten Durchsatz mit Hilfe der 

Ein-Loch-ein-Peptid-Methode erreicht wird. Ihre Herstellung basiert auf der Beladung eines 

mikrostrukturierten Glasträgers mit ~ 2,8 bis ~3,2 Mio. individuellen Reaktionsräumen 

(Abbildung 8) durch vorgefertigte und markierte Mikropartikel, welche unter bestimmten 

Bedingungen Aminosäuren disseminieren. Die Größe der Mikrostrukturen ist dabei so 

angepasst, dass nur ein Mikropartikel in jede Kavität des Glasträgers passen kann. Mit Hilfe 

der Markierung lässt sich nach der Beladung überprüfen, mit welcher Aminosäure jeder 
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einzelne Partikel assoziiert werden kann, der eine Kavität befüllt hat. Durch anschließende 

Freisetzung der Aminosäuren und folgender Merrifield-Synthese kann so in mehreren 

Durchläufen in jeder Kavität ein individueller Peptidspot aus zufällig generierten Peptiden 

erzeugt werden. Bei einer so großen Anzahl von stochastisch erzeugten Peptiden ist die 

Wahrscheinlichkeit groß, dass einige davon einen potentiell toxischen Effekt gegen 

Mikroorganismen aufweisen können. 

Abbildung 8: Darstellung eines mikrostrukturierten Glasträgers aus Quarzglas mit vergrößertem 

Ausschnitt seiner Mikrostrukturen. Die ~ 2,8 Mio. Kavitäten sind auf einer Fläche von 75,0 x 25,0 mm2 

durch einen Durchmesser von 12,0 µm und einer Tiefe von 10,0 µm bei einem Abstand von 8,0 µm 

definiert. Sie dienen als individuelle Reaktionsräume während der Peptidsynthese. Das Bild entstammt 

der Dissertation von Roman Popov (2018) [1356]. Es ist über eine internationale, nicht-kommerzielle 

Namensnennung-Lizenz 4.0 mit der Weitergabe unter gleichen Bedingungen von Creative Commons 

(CC BY-NC-SA 4.0) geschützt[c]. 

Die Herstellung der stochastischen Peptidarrays selbst ist die Hauptaufgabe anderer 

Dissertationen. In dieser Arbeit wird die Möglichkeit überprüft, ob die Wirkung von toxischen 

Peptiden, welche potentiell durch den Array produziert werden, durch einen bakteriellen 

Reporterstamm nachgewiesen werden können.  

2.4.1 Antimikrobielle Peptide 

Natürlich erzeugte AmP sind in Lebewesen keine Seltenheit. So besitzt der Mensch bereits 

ein großes Repertoire an diesen Peptiden, um sich gegen pathogene Organismen zur Wehr 

zu setzen [1357,1358]. Einige synthetisch hergestellte oder natürlich isolierte Peptide, besitzen 

antibakterielle Aktivität wodurch sie als potentielle Antibiotika sehr vielversprechende Wirkung 

zeigen [1359-1361]. Daptomycin, eines der Antibiotika mit der stärksten bekannten antimikrobiellen 

Wirkung, beruht auf einer Peptidbasis [1362]. Auch wurde schon der Einsatz von Peptiden als 

wirkungsvolle Trägersubstanz gezeigt, um gekoppelt an antibiotischen Substanzen, deren 

Wirksamkeit zu konzentrieren [1363]. Bac8c ist ein verbessertes Derivat von Bac2A, welches in 
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einem Hochdurchsatz-Screening selektiert wurde. Es ist ein sehr wirkungsvolles Peptid gegen 

Staphylococcus aureus und ist ein gutes Beispiel für die Veranschaulichung, wie 

Hochdurchsatzverfahren dabei helfen können, neue Wirkstoffe gegen pathogene Organismen 

zu entdecken [1360,1364]. Die Ein-Loch-Ein-Peptid-Methode hat ein großes Potential, weitere 

antibiotisch wirksame Substanzen zu finden, damit der Wettlauf gegen antimikrobielle 

Resistenzen gewonnen wird. 

2.4.2 Beladung von Bakterien in den mikrostrukturierten Träger [44,1365] 

Zur Beladung der mikrostrukturierten Träger bedarf es einer speziellen Befüllungskammer 

(Abbildung 9) inklusive Fluidiksystem, um sicherzustellen, dass alle Kavitäten mit Bakterien 

gefüllt werden und während des Inkubationsprozesses nicht austrocknen. Diese 

Befüllungskammer wurde während der Masterarbeit von Matthias Forschner entwickelt und 

innerhalb der Dissertation von Zekun Zhou weiterentwickelt und verbessert, um eine Befüllung 

des Glasträgers mit Mikropartikeln und die Inkubation von Mikroorganismen innerhalb der 

Befüllungskammer zu ermöglichen. Bei der Befüllung von hydrophoben Glasträgern wird der 

Flüssigkeitspegel als Meniskus über die Kavitäten gezogen und dadurch ein hydrostatischer 

Effekt erzeugt, durch welchen die Bakterien in die Kavitäten gepresst werden. 

Abbildung 9: Der Glasträger wird mit Hilfe einer Kunststoffdichtung passend zwischen zwei großen 

Quarzglasplatten gepresst und über Öffnungen in der Dichtung mit dem Fluidiksystem verbunden. 

Zwischen dem Träger und der langen Glasplatte entsteht ein Fluidikkanal, in welchem nach der 

Befüllung eine Kontaktfläche zwischen Mikrostrukturen und Bakteriensuspension entsteht. Das Bild 

wurde mit der Erlaubnis des Autors, Zekun Zhou, verändert und übernommen [44]. 
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2.4.3 Eigenschaften des bakteriellen Reporterstammes [1366,1367] 

Als Reporter für mögliche antibakterielle Substanzen wird das von Ahmed Zoheir, während 

seiner Dissertation entwickelte RGB-S Reporter Vektorsystem verwendet. In einem Bakterium 

transformiert, verleiht es diesem die Fähigkeit, fluoreszierende Proteine unter dem Einfluss 

einer subletalen Dosis von zytotoxischen, genotoxischen und physiologischen Stressoren zu 

exprimieren. Voneinander unabhängige Kombinationen von Promotoren und codierenden 

Genen für fluoreszierende Proteine erlauben hierbei eine präzise Unterscheidung der 

Stressarten. Eine optimierte Auswahl der korrelierenden Anregungs- und 

Emissionswellenlängen erlaubt es, alle drei Fluorophore gleichzeitig ohne Interferenzen oder 

ungewollten Energietransfer zu detektieren. Auf dem Plasmid ermöglicht der Regulator rpoS, 

welcher an ein rot fluoreszierendes Protein (mRFP1) gekoppelt ist, die Sensorik für Stress, 

welcher durch Nährstoffmangel [1368], Säure [1368], hydrostatischem Druck [1369,1370] und 

Dehydration [1371] ausgelöst wird. Über Komponenten der SOS-Antwort wird die Expression des 

blau fluoreszierenden Proteins (mTagBFP2) gesteuert, welche durch DNA-Schäden [1372,1373], 

ultraviolette Strahlung [1374], Alkalisierung [1375], Oxidierung [1376] und Exposition durch 

Bakteriophagen [1377] aktiviert wird. Der zytotoxische Stress wird über den σ-Faktor rpoH 

detektiert, welcher an die Produktion eines grün fluoreszierenden Proteins (GFPmut3b) 

geknüpft ist. Als Teil der Hitzeschockantwort wird es vermehrt durch ungefaltete 

Proteine [1378,1379], Hitzedenaturierung [1378], Alkalisierung [1380], Oxidierung [1381] und durch die 

umgebende Flüssigkeit verursachten hyperosmotischen Druck [1382] ausgelöst. Sowohl rpoS 

als auch die SOS-Antwort werden als Gegenmaßnahme auf die toxische Wirkung gegen 

manche Antibiotika aktiviert und sorgen im Wildtyp für Abwehrreaktionen, welche der Toxizität 

entgegenwirken [1383-1385]. Eine für das Bakterium toxische Substanz kann hierbei auch mehrere 

Promotoren gleichzeitig aktivieren [1386,1387]. 

Der Vektor ist ein Sensor verschiedener Stresssignale, der bereits aktiviert wird, wenn der 

Stressor in einer subletalen Konzentration vorliegt. Diese Signale werden in Form von 

fluoreszierenden Proteinen in eine messbare Form umgewandelt. Sowohl die Empfindlichkeit 

als auch die große Bandbreite an Stresstypen machen ihn deshalb zu einem 

vielversprechenden Reportersystem zum Einsatz im stochastischen Peptidarray. Die 

Anregungs- und Emissionsspektren der von dem Reporterstamm exprimierten Proteine sind 

in Diagramm 1 dargestellt. 
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Diagramm 1: Alle Anregungs- und Absorptionswellenlängen der fluoreszierenden Proteine des RGB-S 

Reporter Vektors. Ein Bakterium, welches diesen Vektor erhält, kann unter Stresseinfluss 

fluoreszierende Proteine als detektierbares Signal exprimieren. Das Diagramm ist aus der Dissertation 

von Ahmed Zoheir mit seiner Erlaubnis entnommen und angepasst [1366]. 
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3 Ziel der Arbeit 

Mit dieser Arbeit soll primär dazu beigetragen werden, die Herkunft und Funktion des Anti-

Emp-Antikörpers zu erforschen. Dieser Beitrag ermöglicht das bessere Verständnis des 

Verhältnisses zwischen Wirt und Pathogen und macht dieses Wissen für zukünftige 

Impfversuche verfügbar. Die Forschungsarbeit demonstriert hierbei die Effizienz und 

Möglichkeiten, welche sich durch die Analyse der molekularen Interaktion zwischen Antikörper 

und Epitop bieten. Sie ermöglicht es, die Korrelation der Bindungsaffinität zwischen 

besiedelten Patienten und Patienten ohne Besiedlung zu ermitteln. Zu diesem Zweck werden 

Blutseren dieser Patienten durch Immunfärbungen auf die Existenz des Antikörpers untersucht 

und die resultierende Signalstärke und das Signalmuster miteinander verglichen. Von 

Personen mit einer sehr ausgeprägten Signalstärke kann der Antikörper durch 

Affinitätschromatographie über seinen Antikörper-Fingerabdruck spezifisch für experimentelle 

Zwecke isoliert werden. In den Experimenten soll die Affinität zum Bindungspartner des 

Antikörpers in vitro, in situ und in vivo nachgewiesen werden. Durch 

Ultraleistungsflüssigkeitschromatographie(UPLC)-gekoppelte Massenspektrometrie (MS) von 

enzymatisch verdautem Antikörper wird, unterstützt durch Immunfärbung, die strukturelle 

Beschaffenheit der einzelnen Antikörperketten analysiert. Ebenso werden Versuche 

durchgeführt, um die korrespondierenden B-Zellen, welche den Antikörper exprimieren, für 

weitere Studienzwecke aus dem Vollblut aufzureinigen. Im Abschluss der Arbeit wird das 

antibakterielle Potential von Anti-Emp anhand eines OPTA bestimmt wird. Dieses Potential ist 

ein ausschlaggebender Indikator dafür, ob der Antikörper sich als aktiver Impfstoff eignet. Um 

es zu bestimmen, wird die Aktivität von neutrophilen Zellen gegen Staphylococcus aureus 

nach einer Opsonisierung mit dem Antikörper bestimmt. Zur Evaluierung der Wirksamkeit 

werden ein Bakterienstamm mit niedriger und hoher Virulenz im Vergleich untersucht. Bei 

dieser Evaluierung wird ebenso die Kreuzreaktivität des Antikörpers anhand eines 

Bakterienstammes aus einem anderen klonalen Komplex bestimmt.  

Ein weiteres Ziel ist die Untersuchung des Verhaltens von Bakterien und humanen Zellen in 

einem mikrostrukturierten Glasträger. In einer solchen Umgebung werden sowohl 

Cyanobakterien mit natürlich fluoreszierendem Chlorophyll als auch mit fluoreszierendem 

Farbstoff markierte Bakterien untersucht. Im Anschluss werden auch ein Reporterstamm und 

Erythrozyten auf ihr Verhalten innerhalb der Mikrostrukturen getestet. Hierbei wird ein 

Verfahren entwickelt, wodurch die Testobjekte zuverlässig in die Kavitäten platziert und dort 

am Leben erhalten werden können. Über Mikroskope und einen speziell für die Glasträger 

entworfenen makrophotographischen Aufbau werden die Testobjekte während der Versuche 

detektiert und die Homogenität und Diffusion dokumentiert. Die Diffusion ist hierbei 
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ausschlaggebend für das Konzept des stochastischen Peptidarrays, da eine ungewollte 

Vermischung der Bestandteile zwischen den Kavitäten vermieden werden muss. 

Über die Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) wird eine 

antimikrobielle Substanz bestimmt, welche bei dem Reporterstamm ein messbares Signal bei 

subletaler Dosis erzeugt. Dieses Peptid wird in einen konzeptionellen Beweis der 

Durchführbarkeit eines stochastischen Peptidarrays mit einem Photo-Linker an einen 

veredelten mikrostrukturierten Glasträger geknüpft. Durch Spaltung des Photo-Linkers lässt 

sich der Zeitpunkt kontrollieren, zu welchem sich der Reporterstamm mit dem Peptid 

vermischt. Eine anschließende Detektion der fluoreszierenden Proteine innerhalb der 

Kavitäten ermöglicht es, die Ergebnisse des konzeptionellen Beweises zu bewerten. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Substitutionsanalysen von Patientenseren 

Substitutionsanalysen von Blutseren werden als Werkzeug verwendet, um die essenziellen 

Aminosäuren eines Epitops bei der Interaktion eines Antikörpers mit seinem Antigen zu 

bestimmen. Um diese zu ermitteln, wird das Serum eines jeden Patienten auf 

PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays inkubiert, damit die im Serum enthaltenen Anti-Emp-

Antikörper über ihre Affinität mit den Peptidspots interagieren. Die Peptidspots sind in einem 

rechteckigen Array angeordnet und sie entsprechen jeweils einem Derivat der Originalsequenz 

oder der Originalsequenz selbst. In jedem Derivat wird an einer Position (Pos.) des Epitops 

die Aminosäure durch eine der 20 proteinogenen Aminosäuren festgelegt. An welcher Position 

die Aminosäure substituiert wird, ist durch die Zeilen des Arrays vorgegeben. Welche 

Aminosäure an dieser Position anstelle der originalen Aminosäure eingesetzt wurde, ist 

anhand der Spalte definiert. Für die Experimente wird je nach Konfiguration die 

Aminosäuresequenz ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ vollständig oder teilweise substituiert. In der 

Forschungsarbeit von Simone Rentschler wurde diese Sequenz in einer Epitopkartierung als 

Epitop des Anti-Emp-Antikörpers festgestellt [48].  

Jeder Chip besitzt zur Kontrolle der Chipqualität zusätzlich einen Rahmen aus Peptidspots, 

welche abwechselnd aus Hämagglutinin- und Poliomyelitis-Epitopen bestehen. Das 

Poliomyelitis-Epitop entspricht hierbei einem Antigen, gegen die ein großer Anteil der 

menschlichen Bevölkerung Antikörper ausgebildet hat. Aus diesem Grund reagieren die 

meisten Patientenseren auf diese Spots, sodass diese ohne eine weitere Markierung des 

Hämagglutininepitops als Kontrolle der Chipqualität verwendet werden können.  

Die Substitutionsanalysen von dem Epitop des Anti-Emp-Antikörpers werden zur Analyse in 

zwei unterschiedlichen Formaten eingesetzt. Um den Antikörper-Fingerabdruck, die 

Konsensussequenz und den individuellen Peptidspots im Detail zu ermitteln, bietet der 

Mikroarray in Fünfer-Konfiguration präzise Messwerte. In dieser Konfiguration wird jede 

Substitutionsanalyse von dem Epitop ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ in dreifacher Ausführung mit 

Serum eingefärbt. Das reduziert die Fehleranfälligkeit der individuellen Peptidspots und 

steigert die Zuverlässigkeit der Ergebnisse. Substitutionsanalysen in 16er-Konfiguration sind 

merklich anfälliger für Messfehler, da jede Färbung nur als Unikat durchgeführt wird. In dieser 

Konfiguration ist das Epitop, welches substituiert wird, auf die Sequenz ‚VPEFKGSLP‘ 

begrenzt. Sie bieten sich als kostengünstige Alternative zu der Fünfer-Konfiguration an, wenn 

keine präzisen Messwerte der individuellen RFI von den Peptidspots notwendig sind oder eine 

große Menge an parallelen Proben getestet werden muss. Die Qualität der Peptid-Mikroarrays 
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ist von der Produktionscharge abhängig. Deshalb lassen sich absolute Messwerte von 

Substitutionsanalysen verschiedener Patienten nur vergleichen, wenn alle verwendeten 

Arrays aus derselben Charge stammen oder auf demselben Glasträger untersucht werden.  

Alle Patientenseren werden zur Analyse des Antikörper-Fingerabdrucks zur Primärfärbung auf 

Peptid-Mikroarrays in Fünfer-Konfiguration aus unterschiedlichen Chargen verwendet. Zum 

Vergleich der Signalstärke der Patientenseren untereinander werden diese parallel zur 

Primärfärbung in Peptid-Mikroarrays mit 16er-Konfiguration aus gleicher Charge eingesetzt. 

Nach den Primärfärbungen werden alle Substitutionsanalysen in der Sekundärfärbung gegen 

die Antikörpertypen IgG und IgA markiert. Im Anschluss an die Sekundärfärbung werden alle 

Substitutionsanalysen auf einem PEPperCHIP® Peptid-Mikroarray unter den gleichen 

Bedingungen mit Hilfe von Fluoreszenzbildgebung als Graustufenbild dokumentiert. Die 

dokumentierten Peptidspots werden durch den PepSlide® Analyzer unter denselben 

Detektionsbedingungen in Messwerte als RFU in verarbeitbare Daten umgewandelt. Hierbei 

wird der Median der RFI jedes einzelnen Peptidspots erfasst und mit dem 

Hintergrundrauschen verglichen. Jede gefärbte Substitutionsanalyse ergibt einen individuellen 

Antikörper-Fingerabdruck, welcher normalerweise aufgrund der zufälligen Selektion eines 

Antikörpers für jeden Patienten einzigartig sein sollte. Zur Darstellung in Abbildungen werden 

die Graustufenbilder in Falschfarben dargestellt. Für eine bessere Sichtbarkeit werden die 

Helligkeit und der Kontrast gleichermaßen verstärkt. Alle Sekundärfärbungen der 

Substitutionsanalysen in Fünfer-Konfiguration sind für IgG in Abbildung 10 und für IgA in 

Abbildung 11 dargestellt. Die Sekundärfärbungen der Substitutionsanalysen in 

16er-Konfiguration sind für IgG in Abbildung 12 und für IgA in Abbildung 13 

zusammengefasst.  

Als Referenzwert der qualitativen Analyse ist in der Fünfer-Konfiguration das unveränderte 

Epitop von Anti-Emp in 45-facher Ausführung vorzufinden. Zur Vergleichbarkeit mit den 

Ergebnissen der anderen Peptidspots werden diese als Mittelwert zusammengefasst und 

dieser als Referenzwert für Normalisierungen verwendet. Aufgrund der chaotischen Natur von 

biologischen Versuchen [1388] zeigen die individuellen RFI der einzelnen Spots eine 

Heterogenität auf. Das Berechnen der Standardabweichung (SA) erlaubt es, diese 

Heterogenität zu evaluieren und die Qualität des Ergebnisses einzuschätzen. Zeigt eine 

Substitutionsanalyse eines Patienten einen Defekt oder ein starkes Messartefakt, ist die SA 

überdurchschnittlich erhöht. Durchschnittlich liegt diese bei Substitutionsanalysen in der 

Fünfer-Konfiguration bei 50,0 %. Daher wird diese SA als Schwellenwert für defekte 

Ergebnisse verwendet. Überschreitet die SA des Mittelwerts, welcher sich aus den 

Signalstärken aller mit Patientenserum eingefärbten Peptidspots des originalen Epitops 

zusammensetzt, diese Schwelle, wird die Immunfärbung visuell begutachtet. Ist ein 
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Messartefakt in einem der Triplikate sichtbar, werden die Messergebnisse zutreffender 

Substitutionsanalysen bei der Zusammenfassung der Ergebnisse ausgeschlossen. Von 

individuellen Peptidspots, in welchen eine Aminosäure substituiert wird, wird ebenfalls der 

Mittelwert aus den Triplikaten gebildet. Zeigt ein Mittelwert eine SA von ≥ 65,0 %, werden die 

Messwerte für diese Substitution eliminiert und nicht in die Zusammenfassung aufgenommen.  

Für einen individuellen Vergleich der Patientenseren untereinander muss die Fluoreszenz der 

gesamten Substitutionsanalyse zusammengefasst werden. Zu diesem Zweck bietet es sich 

an, die RFI aller Peptidspots für jede Substitutionsanalyse in 16er-Konfiguration individuell als 

Gesamtfluoreszenzintensität (GFI) zusammenzufassen. Die GFI gibt keine präzise Aussage 

über die Affinität, absolute Menge oder Anzahl der involvierten Antikörper, ermöglicht aber 

eine Annäherung an die relative Menge an Anti-Emp-Antikörper, welche in jedem 

Patientenserum vorliegt und ermöglicht somit einen Vergleich der Seren untereinander. Auch 

bietet diese Zusammenfassung eine Toleranz gegenüber einer geringen Anzahl von 

fehlerhaften Messungen einzelner Substitutionen. Wie auch bei der Fünfer-Konfiguration 

werden Ergebnisse von der Zusammenfassung ausgeschlossen, wenn die SA des 

Mittelwertes der RFI aller Peptidspots des originalen Epitops eine bestimmte Schwelle 

überschreitet. Durchschnittlich zeigen die Substitutionsanalysen der 16er-Konfiguration eine 

SA von 53,8 %. Da die Substitutionsanalysen in dieser Konfiguration aber fehleranfälliger sind 

als in der Fünfer-Konfiguration, wird eine erhöhte Schwelle benötigt, damit genug Messwerte 

für einen sinnvollen Vergleich übrigbleiben. Die Schwelle ergibt sich daher aus der 

anderthalbfachen durchschnittlichen SA, welche auf 80,0 % aufgerundet wird. Jede 

Sekundärfärbung wird empirisch auf optische Fehler überprüft. Zeigt sich hierbei eine zu große 

Diskrepanz zwischen der GFI und der empirischen Evidenz, werden die Sekundärfärbungen 

zutreffender Seren ebenfalls aus der Zusammenfassung ausgeschlossen.  
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Abbildung 10: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glasträger 

mit Fünfer-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle für den Primärantikörper und benetzen die Arrays 

in einem Verdünnungsverhältnis von 1:100. Gebundene Primärantikörper werden durch 

Anti-IgG Fc DyLight® 680 in der Sekundärfärbung markiert. Substitutionsanalysen, deren SA aufgrund 

von Messartefakten die Schwelle überschreiten, sind rot umrandet und markiert.  
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Abbildung 11: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glasträger 

mit Fünfer-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle für den Primärantikörper und benetzen die Arrays 

in einem Verdünnungsverhältnis von 1:100. Gebundene Primärantikörper werden durch 

Anti-IgA DyLight® 800 in der Sekundärfärbung markiert. Substitutionsanalysen, deren SA aufgrund von 

Messartefakten die Schwelle überschreiten, sind rot umrandet und markiert. 
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Abbildung 12: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glasträger 

mit 16er-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle für den Primärantikörper und benetzen die Arrays 

in einem Verdünnungsverhältnis von 1:100. Gebundene Primärantikörper werden durch 

Anti-IgG Fc DyLight® 680 in der Sekundärfärbung markiert. Die Umrandung und Farbe der Arrays 

beschreibt folgende Charakteristika: Blau = keine Besiedlung vorhanden; Gold = Besiedlung vorhanden; 

Grün = unbekannter Status; Rot = Mittelwert des Epitops überschreitet Schwelle der SA oder zeigt 

große Diskrepanz zwischen Messwert und empirischer Evidenz.   
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Abbildung 13: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glasträger 

mit 16er-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle für den Primärantikörper und benetzen die Arrays 

in einem Verdünnungsverhältnis von 1:100. Gebundene Primärantikörper werden durch 

Anti-IgA DyLight® 800 in der Sekundärfärbung markiert. Die Umrandung und Farbe der Arrays 

beschreibt folgende Charakteristika: Blau = keine Besiedlung vorhanden; Gold = Besiedlung vorhanden; 

Grün = unbekannter Status; Rot = Mittelwert des Epitops überschreitet Schwelle der SA oder zeigt große 

Diskrepanz zwischen Messwert und empirischer Evidenz. 
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4.1.1 Analyse des Antikörper-Fingerabdrucks 

Die im Vergleich zur Arbeit von Dr. Weber verhältnismäßig größere Anzahl an Patientenseren 

erlaubt es, ein besseres und zuverlässigeres Bild der Substitutionsanalyse des von ihr 

entdeckten Anti-Emp-Antikörpers und korrespondierendem Antikörper-Fingerabdruck 

‚XPEFXGSXX‘ zu entwerfen[43]. Zur Analyse der Antikörper-Fingerabdrücke werden 

PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays in Fünfer-Konfiguration verwendet. Dies hat den Vorteil, 

dass in der Inkubationskammer für ein Serum jeweils drei identische Peptidarrays vorliegen, 

sodass man für jede Position einer Substitutionsanalyse drei individuelle Messwerte erhält. 

Entsprechend der Handhabung der Peptidarrays können sich Verunreinigungen und Artefakte 

bilden, welche das Messergebnis verfälschen und somit für eine weitere Auswertung 

invalidieren. Durch die Bestimmung der SA der Mittelwerte lassen sich solche Detektionsfehler 

lokalisieren und instabile Ergebnisse aussieben. Liegt der Standardfehler der Messwerte 

innerhalb einer Toleranzgrenze von 65,0 %, relativ zu deren Mittelwert, ist erfahrungsgemäß 

von einem stabilen Messwert auszugehen. Zur Auswertung einer Substitutionsanalyse werden 

die Mittelwerte einer jeden Substitution innerhalb des Peptidarrays mit dem Mittelwert der 

Originalsequenz des Epitops verglichen. Die Originalsequenz dient hierbei als Referenz für die 

zu erwartende Signalstärke bei der Interaktion des Anti-Emp-Antikörpers mit seinem 

tatsächlichen Antigen. Das Ziel ist es hierbei, Positionen innerhalb dieser Sequenz zu finden, 

an welchen nur eine geringe Anzahl an Aminosäuren ausgetauscht werden können, bevor die 

Interaktion zwischen Antikörper und Antigen kompromittiert wird. Diese Positionen werden als 

essenziell im Epitop des Antikörpers definiert und tragen maßgeblich zur Wechselwirkung 

zwischen Antikörper und Antigen bei. Hierbei gibt es Positionen, die keinerlei und bedingte 

Toleranz gegenüber einer Substitution zeigen. Bei keiner Toleranz ist an der jeweiligen 

Position nur eine einzige Aminosäure als Option zulässig. Ohne diese Aminosäure kann der 

Antikörper sein Ziel nicht mehr binden. Ist die Toleranz bedingt, dann bleibt die Bindung bei 

bis zu vier unterschiedlichen Aminosäuren aufrechterhalten. Ob eine Aminosäure an einer 

Position Relevanz für die Bindung des Antikörpers hat, kann in der relativen Signalstärke ihrer 

korrespondierenden Peptidspots ermittelt werden. Ist die gemittelte Stärke des Signals hierbei 

geringer als 60,0 % der Signalstärke des Peptidspots, welcher das Peptid mit der 

Originalsequenz enthält und sich in derselben Spalte befindet, ist von keiner relevanten Rolle 

der Aminosäure auszugehen. Die Anzahl an Aminosäuren, welche an der jeweiligen Position 

zu der Ausbildung einer Bindung führen, sind für jedes getestete Serum in Tabelle 8 in 

Korrespondenz für Anti-Emp-IgG und in Tabelle 9 in Korrespondenz für Anti-Emp-IgA 

aufgelistet. Für die Bestimmung der essenziellen Positionen werden für das Epitop von Anti-

Emp-IgG fast alle und von Anti-Emp-IgA mehr als die Hälfte aller getesteten 

Substitutionsanalysen verwendet. Die Qualität der Signale sind für Anti-Emp-IgG generell 

besser als für Anti-Emp-IgA.  
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Tabelle 8: In den Zeilen werden die Designationen der unterschiedlichen Testseren und entlang der 

Spalten die Anzahl an der für eine erfolgreiche Interaktion möglichen Substitutionen an der jeweiligen 

Position im Peptid aufgelistet. Der Modalwert beschreibt die häufigste Anzahl an Aminosäuren im 

gesamten Datensatz für die jeweilige Position. Für die Farbkodierung gilt folgende Legende: 

Grün = essenzielle Position; Gold= bedingt essenzielle Position; Rot = nicht-essenzielle Position. 

Anzahl der essenziellen Aminosäuren des Epitops von Anti-Emp-IgG 

Pos. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1364 20 20 5 1 1 1 14 1 2 15 2 12 15 20 17 

5006 20 20 6 1 1 1 18 2 4 15 7 12 13 20 16 

5008 19 20 4 1 1 1 15 1 2 12 3 10 16 19 17 

5012 20 20 3 1 1 1 12 3 1 5 1 8 13 20 20 

5015 17 20 3 1 1 1 9 1 1 7 1 10 8 20 20 

5017 20 20 4 1 1 1 12 1 2 11 1 14 10 19 19 

5020 20 20 3 1 1 1 9 1 1 5 1 5 13 20 18 

5022 20 20 9 1 1 1 15 1 2 14 2 10 14 18 14 

5030 20 20 6 1 1 1 14 1 2 14 3 10 14 19 19 

5031 20 20 5 1 1 1 12 1 1 9 1 8 11 20 17 

5036 19 20 5 1 1 1 12 1 1 7 2 7 14 19 18 

5037 20 20 3 1 1 1 5 1 1 9 1 9 12 19 15 

5040 20 20 19 4 1 1 17 1 3 15 6 18 18 20 19 

5056 20 20 4 1 1 1 14 1 6 13 2 7 13 18 17 

5065 16 19 4 1 1 1 9 1 1 5 1 6 12 20 20 

5159 16 16 5 2 1 1 10 1 1 7 1 9 6 20 16 

5192 19 20 20 11 1 1 7 1 1 5 1 3 5 19 15 

5213 20 20 5 1 1 1 9 1 1 6 1 4 12 19 19 

5247 19 20 6 1 1 1 15 1 2 13 3 14 16 19 19 

5335 20 20 4 2 1 1 14 4 3 14 3 14 15 19 18 

5345 20 20 15 5 1 6 10 1 4 5 1 2 6 13 6 

5436 19 20 2 1 1 1 13 1 1 6 1 10 8 20 19 

5441 20 18 2 1 1 1 10 1 3 4 1 3 11 20 19 

5482 20 20 6 1 1 1 15 3 3 16 2 12 15 19 19 

5505 20 20 3 1 1 1 8 1 1 5 1 10 17 20 20 

Modalwert 20 20 5 1 1 1 14 1 1 5 1 10 13 20 20 
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Tabelle 9: In den Zeilen werden die Designationen der unterschiedlichen Testseren und entlang der 

Spalten die Anzahl an der für eine erfolgreiche Interaktion möglichen Substitutionen an der jeweiligen 

Position im Peptid aufgelistet. Der Modalwert beschreibt die häufigste Anzahl an Aminosäuren im 

gesamten Datensatz für die jeweilige Position. Für die Farbkodierung gilt folgende Legende: 

Grün = essenzielle Position; Gold = bedingt essenzielle Position; Rot = nicht-essenzielle Position. 

Anzahl der essenziellen Aminosäuren des Epitops von Anti-Emp-IgA 

Pos. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1364 20 20 5 1 1 1 15 1 3 15 3 11 12 16 4 

5006 20 20 16 18 4 11 18 15 14 20 15 19 18 19 14 

5008 19 20 3 1 1 1 15 1 2 15 4 14 16 19 14 

5020 5 9 1 1 1 1 9 2 1 9 4 10 13 17 16 

5022 20 20 11 1 1 1 12 1 1 14 1 6 3 1 1 

5030 19 20 18 6 2 2 20 5 7 19 10 14 16 14 11 

5031 20 20 20 15 1 11 20 8 17 19 16 17 18 17 8 

5036 15 19 3 1 3 1 9 1 2 10 2 6 14 13 12 

5040 20 19 11 1 1 1 12 1 1 7 2 8 10 12 3 

5056 20 20 5 1 1 2 16 1 7 16 2 11 11 15 13 

5065 11 11 10 4 2 2 15 1 3 13 3 13 16 20 19 

5192 11 14 15 12 1 1 1 1 1 7 1 3 8 13 10 

5247 20 20 4 2 1 1 14 2 4 14 3 11 14 19 19 

5335 20 20 3 1 1 1 14 4 1 9 2 14 13 17 15 

5482 19 20 3 1 1 1 11 3 2 12 1 5 12 18 18 

5505 12 16 3 1 1 1 12 1 1 3 1 9 19 20 18 

Modalwert 20 20 3 1 1 1 15 1 1 15 1 11 16 19 14 

Die Anzahl an Aminosäuren in den Tabellen 8 und 9 vermittelt einen Überblick, wie viele 

Substitutionsanalysen an der jeweiligen Position essenziell, bedingt essenziell und 

nicht-essenziell sind. Der Modalwert gibt die in dem Testsatz wahrscheinlichste Anzahl für die 

jeweilige Position an. Das Epitop von Anti-Emp-IgG und -IgA hat am häufigsten essenzielle 

Positionen an der vierten, fünften, sechsten, achten, neunten und elften Position. Die dritte 

Position im Epitop ist für Anti-Emp-IgA häufig nur bedingt essenziell. 

Nachdem die essenziellen Positionen im Epitop der Antikörper ermittelt wurden, wird die 

Aufmerksamkeit auf die Aminosäuren gelegt, welche diese Positionen füllen. Hierbei ist von 

Relevanz, wie häufig die Aminosäuren der Originalsequenz an den essenziellen und bedingt 

essenziellen Positionen in der Signalstärke durch andere Aminosäuren übertrumpft werden. 

Diese Häufigkeit wird in Tabellen 10 und 11 als Dominanz (Dom.) innerhalb aller verwendeten 
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Testseren dargestellt. Des Weiteren kann eine einfache Aussage über den Grad der 

Konservierung getroffen werden, wenn berechnet wird, wie häufig im gesamten Testsatz für 

Anti-Emp-IgG und -IgA die originale Aminosäure durch eine andere ersetzt werden kann. Zu 

dieser Berechnung wird die Anzahl der Aminosäuren, welche mindestens eine Signalstärke 

von 60,0 % gegenüber ihrer Referenz zeigen, zusammengefasst. Daraufhin wird der 

prozentuale Anteil der originalen Aminosäure an dieser Summe berechnet und in den beiden 

Tabellen 10 und 11 als Konservierungsgrad (Kons.) angezeigt. Je größer der Anteil der 

originalen Aminosäure, desto stärker ist die Aminosäure an dieser Position im Epitop 

konserviert. Bei einem geringen Grad ist es wahrscheinlich, dass die Aminosäure an dieser 

Position durch eine andere substituiert werden kann und der Antikörper diese Substitution 

toleriert. 

Sowohl bei dem Epitop von Anti-Emp-IgG als auch -IgA zeigen die originalen Aminosäuren 

an allen Positionen, außer bei der dritten, eine Dominanz von über 50,0 %. Der 

Konservierungsgrad bei dem Epitop von Anti-Emp-IgG ist an der vierten Position am stärksten 

und zeigt an dieser Position ausnahmslos die Aminosäure der Referenz. Für das Epitop von 

Anti-Emp-IgA zeigt sich der stärkste Konservierungsgrad ebenfalls an dieser Position, 

allerdings sind in diesem Fall bei einigen Seren Substitutionen durch andere Aminosäuren 

möglich. Generell ist der Konservierungsgrad für das Epitop von Anti-Emp-IgG an allen 

Positionen größer als bei Anti-Emp-IgA. Hierbei ist allerdings deren bessere Signalstärke und 

die größere Anzahl von erfolgreichen Sekundärfärbungen zu berücksichtigen. Während 

Dominanz und Konservierungsgrad einfache Möglichkeiten sind, um die wichtigsten 

Positionen und die Relevanz der originalen Aminosäure hervorzuheben, so erlauben sie keine 

qualitative Aussage über den individuellen Beitrag jeder Aminosäure zur Bindungsstärke an 

den jeweiligen Positionen. Für diese Aussage muss die durchschnittliche Signalstärke jedes 

individuellen Peptidspots aus allen markierten Substitutionsanalysen berechnet werden. Da 

die Substitutionsanalysen der Seren aber auf sechs PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays mit 

unterschiedlicher Manufakturqualität verteilt wurden, ist es nicht sinnvoll, absolute Werte 

miteinander zu vergleichen. Um die Messwerte trotzdem zusammenfassen zu können, werden 

sie normalisiert, indem sie zur Signalstärke der originalen Aminosäure in Relation betrachtet 

werden. Dies ermöglicht eine qualitative Aussage darüber, wie viel stärker oder schwächer 

eine Interaktion zwischen Antikörper und Antigen für jede individuelle Aminosäure bei einer 

Substitution im Vergleich zur Referenz ist. 
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Tabelle 10 In den Zeilen werden die Designationen der unterschiedlichen Testseren und entlang der 

Spalten die essenziellen Aminosäuren an der jeweiligen Position im Peptid aufgelistet. An jeder Position 

wird die Darstellung auf maximal vier Aminosäuren begrenzt. Alle Aminosäuren sind von links nach 

rechts entsprechend ihrer Signalstärke absteigend sortiert. Die Aminosäuren aus der Originalsequenz 

sind in Rot markiert. 

Aminosäuren des Epitops des Anti-Emp-IgG an essenziellen Positionen 

Pos. 4 5 6 8 9 11 

1364 P E F G S, A P, V, 

5006 P E F G, A A, S, T, P E, P, A, V 

5008 P E F G S, A P, A, E 

5012 P E F G, E, M S P 

5015 P E F G S P 

5017 P E F G S, A P 

5020 P E F G S P 

5022 P E F G S, A P, A, 

5030 P E F G S, A P, E, A 

5031 P E F G S P 

5036 P E F G S P, E 

5037 P E F G S P 

5040 P, V, Q, A E F G S, A, T P, V, E, A 

5056 P E F G V, S, A, I P, V 

5065 P E F G S P 

5159 P, N E F G S P 

5192 P, Q, M, V E F G S P 

5213 P E F G S P 

5247 P E F G S, A P, A, V 

5335 P, Q E F G, N, Q, A S, A, G P, A, E 

5345 P, Q, N, G E F, G, N, H G S, N, A, Q P 

5436 P E F G S P 

5441 P E F G S, A, P P 

5482 P E F G, A, E S, A, G P, A 

5505 P E F G S P 

Dom. 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 88,0 % 96,0 % 

Kons. 56,8 % 100,0 % 83,3 % 75,8 % 50,0 % 51,0 % 
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Tabelle 11: In den Zeilen werden die Designationen der unterschiedlichen Testseren und entlang der 

Spalten die essenziellen Aminosäuren an der jeweiligen Position im Peptid aufgelistet. An jeder Position 

wird die Darstellung auf maximal vier Aminosäuren begrenzt. Alle Aminosäuren sind von links nach 

rechts entsprechend ihrer Signalstärke absteigend sortiert. Die Aminosäuren aus der Originalsequenz 

sind in Rot markiert. 

Aminosäuren des Epitops des Anti-Emp-IgA an essenziellen Positionen 

Pos. 3 4 5 6 8 9 11 

1364 V, I, P, T P E F G S, A, P P, V, E 

5006 
E, G, V, I E, D, P, V 

E, R, 

W, Q 

F, D, 

Y, E 
P, N, E, G P, S, T, N E, P, M, Y 

5008 P, V, I P E F G S, A P, E, A, V 

5020 V P E F G, Q S Q, V, P, N 

5022 I, P, V, Q P E F G S P 

5030 I, G, P, E E, P, H, D E, K F, H P, G, H, N P, N, G, S N, P, E, D 

5031 
I, P, N, T P, N, E, H E 

F, D, 

M, E 
G, N, V, W S, E, V, N P, N, T, M 

5036 I, V, P P G, E, K F G S, F P, K 

5040 P, T, I, V P, V E F G S P, V 

5056 V, A, P, I P E F, E G A, V, S, I P, V 

5065 E, P, I, V E, P, N, Y E, R F, E G S, W, R P, Y, E 

5192 Q, P,  

M, V 
M, Q, P, V E F G S P 

5247 P, V, I, Q P, Q E F G, Q S, A, P, G P, A, S 

5335 P, V, I P E F G, N, Q, K S N, P 

5482 V, P, I P E F E, G, A S, A P 

5505 V, P, I P E F G S P 

Dom. 31,3 % 75,0 % 93,8 % 100,0 % 81,3 % 81,3 % 75,0 % 

Kons. 12,2 % 23,9 % 69,6 % 41,0 % 33,3 % 23,9 % 22,9 % 

Die Zusammenfassung der durchschnittlichen RFI aller Peptidspots wird in einem 

Aminosäureblot dargestellt und für das Epitop für Anti-Emp-IgG in Diagramm 2 und das Epitop 

von Anti-Emp-IgA in Diagramm 3 dargestellt. Zur besseren Übersichtlichkeit werden 

Aminosäuren, welche durchschnittlich weniger als 60,0 % RFI gegenüber der originalen 

Aminosäure zeigen, ignoriert. Saure Aminosäuren sind in Rot, basische in Blau, unpolare in 

Grau, polare in Grün und aromatische Aminosäuren in Pink eingefärbt. 
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Diagramm 2: Der Aminosäureblot zeigt die durchschnittliche RFI der Sekundärfärbungen gegen IgG 

von Peptidspots deren Sequenz eine substituierte Aminosäure enthält. Die Signalstärke der Peptidspots 

wird hierbei in Relation zu der durchschnittlichen RFI der Peptidspots mit der originalen Peptidsequenz 

gesetzt. Es werden nur Aminosäuren angezeigt, deren RFI mindestens 60,0 % der originalen 

Aminosäure entsprechen. N = Stichprobenumfang. 

Der Aminosäureblot von beiden Epitopen verdeutlicht noch einmal, dass die originale Sequenz 

an den essenziellen und bedingt essenziellen Positionen dominiert. Lediglich an der neunten 

Position bei dem Epitop für Anti-Emp-IgG, beziehungsweise an der achten Position für das 

Epitop von Anti-Emp-IgA, ist im Durchschnitt eine Substitution durch eine andere Aminosäure 

an essenziellen Positionen möglich. Die Signalstärke dieser Aminosäuren ist aber schwächer 

und weist eine sehr große SA auf.  

An den nicht-essenziellen Positionen zeigt sich ein breites Spektrum an Aminosäuren, welche 

das Original ersetzen können, ohne dass die Bindung zwischen Antikörper und Epitop 

eingeschränkt wird. Viele dieser substituierenden Aminosäuren können die Bindungsaffinität 

sogar verbessern. Hierbei sind es hauptsächlich die sauren und polaren Aminosäuren, zu 

welchen das Paratop eine verstärkte Affinität zeigt. Bei dem Epitop von Anti-Emp-IgG werden 

mit Ausnahme der zweiten und zehnten Position die drei Substitutionen, welche die größte 

Signalstärke zeigen, von den beiden sauren Aminosäuren und Methionin dominiert. Da die 
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beiden sauren Aminosäuren eine negative Ladung besitzen, kann angenommen werden, dass 

diese bei der Substitution die Interaktion mit einem lokal positiv geladenen Paratop verstärken. 

Die einzige Besonderheit, welche die Aminosäure Methionin besitzt, ist die, dass sie über ein 

Schwefelatom verfügt. Cystein, welches ebenfalls ein Schwefelatom besitzt, zeigt allerdings 

im Vergleich zur Referenz kein aufällig starkes Signal, weshalb nicht davon auszugehen ist, 

dass dieses Atom maßgeblich zur Bindungsaffinität beiträgt. Methionin zeigt allerdings eine 

verstärkte Affinität bei der Interaktion mit aliphatischen Aminosäuren [1389]. Daher kann dies ein 

Hinweis für die Anwesenheit dieser Aminosäuren im Paratop sein. An der zweiten Position 

zeigen sich ebenso Prolin und Valin als sehr stabile Substitutionen. Die zehnte Position kann 

nicht durch die Asparaginsäure substituiert werden, zeigt aber eine gute durchschnittliche 

Signalstärke bei der Aminosäure Valin. Prolin hat eine starke Affinität zu aromatischen 

Aminosäuren [1390] und Valin ist eine stark hydrophobe Aminosäure. Wenn das Original durch 

diese beiden Aminosäuren substituiert wird, ist das ein Hinweis auf aromatische und 

hydrophile Aminosäuren in den hypervariablen Regionen des Antikörpers. Aromatische, 

basische und unpolare Aminosäuren können das Original zwar auch erfolgreich substitutieren, 

allerdings ist die Signalstärke bei diesen Substitutionen überwiegend schwächer als bei der 

Referenz. Die durchschnittliche Signalstärke der Substitutionen des Epitops von Anti-Emp-

IgA ergänzt sich mit der von Anti-Emp-IgG an den Positionen 13 bis 15. In den vorderen, 

nicht-essenziellen Positionen zeigen sich aber größere Unterschiede. In der ersten Position 

haben Prolin und Valin eine größere durchschnittliche Signalstärke als Methionin. An der 

zweiten Position dominieren die beiden sauren Aminosäuren nicht. Dafür zeigen Asparagin, 

Methionin, Prolin und Valin ein sehr starkes Signal. Position 7 zeigt derweil zusätzlich bei Serin 

und Valin eine starke RFI im Vergleich zur originalen Aminosäure. Glycin zeigt sich als 

dominante Aminosäure mit einer verhältnismäßig großen RFI an Position 10, und an 

Position 12 zeigt Valin eine größere Signalstärke als Methionin. Beide Antikörpertypen zeigen 

eine ähnliche Verteilung bei den durchschnittlichen Signalstärken von aromatischen, 

basischen, polaren, sauren und unpolaren Aminosäuren an den nicht-essenziellen Positionen, 

auch wenn sich das Verhältnis der Signalstärken der individuellen Aminosäuren zur 

Originalsequenz im Detail unterscheidet.  

Erneut ist hier zu beachten, dass die Population, aus welcher die Daten gewonnen werden, 

für das Epitop von Anti-Emp-IgA nur halb so groß ist, wie bei Anti-Emp-IgG. Es ist daher 

davon auszugehen, dass das Ergebnis des Epitops von Anti-Emp-IgG zuverlässiger ist. 
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Diagramm 3: Der Aminosäureblot zeigt die durchschnittliche RFI der Sekundärfärbungen gegen IgA 

von Peptidspots deren Sequenz eine substituierte Aminosäure enthält. Die Signalstärke der Peptidspots 

wird hierbei in Relation zu der durchschnittlichen RFI der Peptidspots mit der originalen Peptidsequenz 

gesetzt. Es werden nur Aminosäuren angezeigt, deren RFI mindestens 60,0 % der originalen 

Aminosäure entsprechen. 

Der in Dr. Webers Dissertation vorgeschlagene Antikörper-Fingerabdruck ‚XPEFXGSXX‘ kann 

mit einer größeren Auswahl an Testseren bestätigt werden. Die Aminosäure an der dritten 

Position des Epitops ist nur bei dem Epitop von Anti-Emp-IgA bedingt essenziell, da sie in den 

meisten Fällen durch einige weitere Aminosäuren substituiert werden kann. Allerdings kann 

die Aminosäure an der elften Position des Epitops in den meisten Fällen nicht durch eine 

andere Aminosäure ersetzt werden, weshalb die Ergebnisse nahelegen, diese Position in den 

Antikörper-Fingerabdruck als essenzielle Position aufzunehmen. Entsprechend lautet die 

Sequenz des Antikörper-Fingerabdrucks dann ‚XPEFXGSXP‘. 
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4.1.2 Konsensussequenz des Anti-Emp-Epitops 

Die Substitutionsanalyse eines Epitops ermöglicht es, die Sequenz zu bestimmen, welche im 

untersuchten Bereich im Konsensus die größte Wahrscheinlichkeit hat, die beste Affinität 

gegenüber dem Antikörper zu ermöglichen. Während die originale Aminosäuresequenz des 

Epitops ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ an den essenziellen und bedingt essenziellen Positionen dem 

Optimum entspricht, verstärkt eine Substitution an den nicht-essenziellen Positionen oftmals 

die Interaktion zwischen Antikörper und Antigen. Die Konsensussequenz entspricht derjenigen 

Aminosäuresequenz, welche an jeder Position die Aminosäure enthält, welche dort im 

gesamten Datensatz am häufigsten die größte Signalstärke zeigt. 

Die Konsensussequenz für das Epitop von Anti-Emp-IgG entspricht der Aminosäuresequenz 

‚EEVPEFDGSEPEEDD‘. Bei Anti-Emp-IgA ergibt sich für dasselbe Epitop die 

Konsensussequenz ‚E(E/P)VPEFMGSVPEPEV‘. Beide Sequenzen geben vor, welche 

Aminosäuresequenz für die jeweilige Antikörperklasse am häufigsten die beste Affinität 

gegenüber Anti-Emp zeigen würde. Insgesamt unterscheiden sie sich im Fall von Anti-Emp-

IgG in neun und im Fall von Anti-Emp-IgA in sieben Positionen von der Originalsequenz. Bis 

auf die 13. und 15. Position des Epitops von Anti-Emp-IgA werden nicht-essenzielle 

Aminosäuren in der Konsensussequenz häufiger durch eine von der Originalsequenz 

abweichenden Aminosäure substituiert. Saure Aminosäuren treten bei diesen Substitutionen 

hierbei am häufigsten auf. An den ersten beiden Positionen von beiden Epitopen ist die 

originale Aminosäure in keinem Serum dominant vertreten. Dasselbe gilt für die siebte Position 

des Epitops von Anti-Emp-IgG. Die Annahme liegt daher nahe, dass die Aminosäuren dieser 

Positionen in der Originalsequenz keinerlei Funktion besitzen, um die Interaktion zwischen 

Antikörper und Antigen zu unterstützen.  

In Diagramm 4 ist die Konsensussequenz für das Epitop von Anti-Emp-IgG und in Diagramm 5 

die Konsensussequenz für das Epitop von Anti-Emp-IgA zusammengefasst.  
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Diagramm 4: Aus den dominierenden Aminosäuren des gesamten Datensatzes lässt sich die 

Konsensussequenz bestimmen. Das gestapelte Diagramm ist entsprechend der Häufigkeit von unten 

nach oben absteigend sortiert. Der Balken mit der größten Häufigkeit ist durch eine violette Umrandung 

hervorgehoben. Die Konsensussequenz ist am Fuße der Stapel zusammengefasst. 
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Diagramm 5: Aus den dominierenden Aminosäuren des gesamten Datensatzes lässt sich die 

Konsensussequenz bestimmen. Das gestapelte Diagramm ist entsprechend der Häufigkeit von unten 

nach oben absteigend sortiert. Der Balken mit der größten Häufigkeit ist durch eine violette Umrandung 

hervorgehoben. Die Konsensussequenz ist am Fuße der Stapel zusammengefasst. Gibt es zwei Balken 

mit demselben Wert, wird zusätzlich die konkurrierende Aminosäure im Balken darüber angegeben. 
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4.1.3 Vergleich der Signalstärken zwischen den Testseren 

Für den Datensatz, aus dem die Seren stammen, stehen anonymisierte Charakteristika in 

Form von Besiedlungsstatus, Geschlecht, Alter, Konsum von Tabak und der Diagnose einer 

Allergie zur Verfügung. Dies bietet die Möglichkeit, eine statistische Analyse der Patienten 

durchzuführen, um zu überprüfen, ob die Charakteristika einen Einfluss auf die Signalstärke 

der Substitutionsanalyse haben. Um einen Vergleich durchzuführen, müssen die 

Signalstärken für jedes Serum in eine vergleichbare Form gebracht werden. Zu diesem Zweck 

wird die durchschnittliche Signalstärke jedes Peptidspots der Substitutionsanalyse als 

Mittelwert zusammengefasst und als GFI definiert. Diese GFI kann zwar keine Aussage über 

die Menge der Antikörper innerhalb der Testseren treffen, erlaubt es aber, die relative Affinität 

einzuschätzen. Somit kann diese zwischen den Testpersonen verglichen werden und es ist 

eine einfache statistische Analyse der anonymisierten Charakteristika im Zusammenhang mit 

Anti-Emp möglich. Alle Testseren werden als Primärfärbung auf PEPperCHIP® Peptid-

Mikroarrays in 16er-Konfiguration mit derselben Manufakturqualität inkubiert. Unterschiede, 

welche durch eine individuelle Qualität der Substitutionsanalysen entstehen, können daher 

vernachlässigt werden. In der Sekundärfärbung werden auf den Peptidspots gebundene Anti-

Emp-IgG und -IgA markiert. Die Detektion von Anti-Emp-IgA und -IgG wird mit 

unterschiedlichen Anregungsquellen, Detektoren und Sekundärantikörpern vollzogen. Da 

deren Diskrepanz in der Detektionsempfindlichkeit sich mit den zur Verfügung stehenden 

Mitteln nicht bestimmen lässt, kann die GFI dieser beiden Antikörpertypen nicht miteinander 

verglichen werden.  

Nicht jedes Serum zeigt bei der Färbung von Anti-Emp-IgA ein ausreichendes Signal für ein 

sichtbares Muster. In diesen Fällen ist davon auszugehen, dass das Serum über keine 

passenden Antikörper verfügt, um die Substitutionsanalyse einzufärben. Bei Arrays, auf denen 

nach der Sekundärfärbung kein sichtbares Muster zu erkennen ist, wird der Wert der GFI 

deshalb auf 0,0 gesetzt. Die Informationen über jedes Serum sind in Tabelle 12 aufgelistet und 

werden entsprechend jedes Charakteristikums in zwei Gruppen aufgeteilt. Zwischen den 

beiden Gruppen, die jedem Charakteristikum zugeordnet werden, werden alle GFI durch eine 

einfaktorielle ANOVA (Analysis of Variance) nach Tukey [1391] miteinander auf signifikante 

Unterschiede verglichen. Bei dieser Analyse wird die Streuung der Mittelwerte betrachtet, 

welche sich oberhalb der errechneten SA befinden. Der q-Wert gibt hierbei an, wie weit die 

Mittelwerte auseinanderstreuen und steigt mit zunehmender Divergenz. Das Signifikanzniveau 

α gibt vor, ab welchem q-Wert der Unterschied zwischen Gruppen, in Abhängigkeit des 

Strichprobenumfangs, als signifikant gilt. Je kleiner das α, bei dem noch eine Signifikanz 

erreicht werden kann, desto zuverlässiger ist die Signifikanz.  
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Tabelle 12: Informationen über die individuellen Charakteristika der Spenderseren. 

Patientencharakteristika 

Serum Besiedlungsstatus Geschlecht Alter Allergie Nikotin 

1364 Person besiedelt unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt 

5006 Person nicht besiedelt männlich 25 nein nein 

5008 Person besiedelt weiblich 24 ja ja 

5012 Person nicht besiedelt weiblich 21 ja nein 

5015 Person nicht besiedelt männlich 21 nein nein 

5017 Person nicht besiedelt weiblich 21 nein nein 

5020 Person nicht besiedelt weiblich 23 nein nein 

5022 Person nicht besiedelt weiblich 26 ja nein 

5030 Person nicht besiedelt weiblich 20 nein nein 

5031 Person besiedelt weiblich 20 nein nein 

5036 Person besiedelt weiblich 22 ja nein 

5037 Person besiedelt weiblich 26 ja nein 

5040 Person nicht besiedelt weiblich 21 ja nein 

5045 Person besiedelt weiblich 30 nein nein 

5056 Person nicht besiedelt männlich 23 ja nein 

5065 Person nicht besiedelt männlich 25 nein nein 

5159 Person besiedelt weiblich 26 nein nein 

5192 Person nicht besiedelt männlich 32 ja nein 

5213 Person nicht besiedelt weiblich 23 nein nein 

5247 Person nicht besiedelt männlich 21 nein nein 

5335 Person besiedelt weiblich 23 nein nein 

5345 Person besiedelt männlich 24 nein ja 

5346 Person nicht besiedelt männlich 24 ja nein 

5436 Person nicht besiedelt weiblich 54 nein nein 

5441 Person nicht besiedelt weiblich 24 nein nein 

5482 Person nicht besiedelt männlich 28 nein nein 

5505 Person nicht besiedelt weiblich 25 nein nein 

FS1 unbekannt männlich unbekannt unbekannt unbekannt 

FS2  unbekannt weiblich unbekannt unbekannt unbekannt 
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Die Gruppen werden für jeden Vergleich in Gruppe A und B eingeteilt. Eine Verteilung der 

Gruppen ist in Tabelle 13 aufgelistet. 

Tabelle 13: Gruppen innerhalb der Testpopulation, welche für einen statistischen Vergleich 

gegenübergestellt werden. 

Für einen Vergleich von Personen bezüglich ihres Tabakkonsums stehen nicht genug Raucher 

im Testsatz zur Verfügung. Die statistischen Ergebnisse jeder ANOVA sind in Tabelle 14 

aufgelistet. 

Eine einfache statistische Analyse der GFI kann in Unabhängigkeit der Charakteristika 

durchgeführt werden. Alle Sekundärfärbungen von IgG zeigen eine erkennbare 

Substitutionsanalyse. Bei der Färbung von Anti-Emp-IgA wiederum sind bei vier von 23 

gültigen Substitutionsanalysen kein sichtbares Signal zu erkennen, was einem Anteil von 

17,4 % aller gültigen Analysen entspricht. Der Wert der GFI ist für Anti-Emp-IgG relativ 

homogen verteilt. So sind 44,4 % aller Intensitäten größer und 55,6 % niedrigerer als der 

Mittelwert. Der Mittelwert dieser Signale ist um 16,7 % größer als der Median. Im Vergleich ist 

diese Statistik für alle Anti-Emp-IgA-Färbungen sehr heterogen, da 21,7 % aller Werte über 

und 78,3 % unter dem Mittelwert liegen, was zur Folge hat, dass dieser mehr als fünfmal so 

hoch ist wie der Median. In der Verteilung der GFI zeigen IgA-assoziierte Signale eine fast 

zwölffach größere Varianz als IgG-assoziierte. Bei Personen, deren GFI von Anti-Emp-IgA im 

stärksten Viertel des gesamten Testsatzes vertreten ist, befindet sich die GFI von Anti-Emp-

IgG am häufigsten im zweitschwächsten Viertel aller Seren. Insgesamt zeigen zwei 

Testpersonen eine GFI die sich jeweils bei beiden Antikörpertypen mit der Signalstärke im 

obersten Viertel des gesamten Testsatzes befindet. Beide Seren stammen von Patientinnen 

ohne Besiedlung, welche älter als 25 Jahre alt sind. Eine der Patientinnen hat eine Allergie, 

die andere nicht. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei drei Personen eine GFI, welche sich in der 

Signalstärke jeweils bei beiden Antikörpertypen im schwächsten Viertel des gesamten 

Testsatzes befindet. Die zugehörigen Patienten sind jünger als 25 Jahre alt und haben keine 

Allergien. Zwei der drei Patienten sind nicht besiedelt und weiblich, die dritte Person ist 

besiedelt und männlich.   

Gruppenverteilung für statistischen Vergleich der GFI 

Charakteristika Gruppe A Gruppe B Diagramm 

Besiedlungsstatus  Person besiedelt Person nicht besiedelt Diagramm 6 

Geschlecht männlich weiblich Diagramm 7 

Allergien Allergiker 
keine bekannten 

Allergien 
Diagramm 8 

Alter jünger als 25 25 und älter Diagramm 9 
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Tabelle 14: Die Ergebnisse der ANOVA jedes Vergleichs im Überblick. Die Mittelwerte sind für beide 

Gruppen mit SA angegeben. Für jeden Vergleich wird ein q-Wert nach Tukey errechnet und 

entsprechend das Bestehen einer Signifikanz ermittelt. 

ANOVA nach Tukey 

Vergleich Mittelwert (SA) in 

RFU [%] Gruppe A 

Mittelwert (SA) in 

RFU [%] Gruppe B 

q-Wert Signifikanz 

Besiedlungsstatus 

IgG 
1057,2 (± 62,7 %) 1075,6 (± 52,8 %) 0,1 Nein 

Besiedlungsstatus 

IgA 
1024,4 (± 215,3 %) 1389,7(± 184,8 %) 4,3 x 10-1 Nein 

Alter IgG 956,0 (± 69,5 %) 1315,9 (± 28,6 %) 2,1 Nein 

Alter IgA 836,3 (± 161,7 %) 1495,8 (± 227,4 %) 8,9 x 10-1 Nein 

Allergien IgG 1468,2 (± 32,9 %) 846,8 (± 65,1 %) 4,0 
bei 

α = 5 x 10-2 

Allergien IgA 1182,8 (± 149,0 %) 1049,4 (± 240,9 %) 1,7 x 10-1 Nein 

Geschlecht IgG 1127,9 (± 63,3 %) 1228,3 (± 58,3 %) 4,8 x 10-1 Nein 

Geschlecht IgA 944,4 (± 168,0 %) 1119,4 (± 238,5 %) 2,5 x 10-1 Nein 

In den ANOVA zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen der 

Allergiker und der Patienten ohne Allergie bei einem α von 5 x 10-2. Bei dem 

Besiedlungsstatus zeigt Gruppe B bei der durchschnittlichen GFI für Anti-Emp-IgG ein um 

1,7 % und für Anti-Emp-IgA ein um 35,7 % stärkeres Signal als Gruppe A. Beim 

Altersvergleich zwischen den beiden Gruppen zeigt sich bei Gruppe B der Wert für Anti-Emp-

IgG um 37,6 % und der für Anti-Emp-IgA um 78,9 % erhöht. Im Vergleich zwischen den 

allergischen und bei Personen ohne Allergie zeigt sich eine um 73,4 % erhöhte Intensität bei 

dem Anti-Emp-IgG und eine um 12,7 % erhöhte Intensität bei dem Anti-Emp-IgA für die 

Gruppe A. Werden die GFI entsprechend der Geschlechtszugehörigkeit miteinander 

verglichen, zeigt sich bei der Gruppe B ein um 8,9 % größeres Signal bei Anti-Emp-IgG und 

bei Anti-Emp-IgA ein um 18,5 % größeres Signal als bei Gruppe A. 

Die Ergebnisse zeigen, dass keine Korrelation zwischen dem Besiedlungsstatus und der 

Signalstärke der Substitutionsanalysen des Anti-Emp-Antikörpers bestehen. Als einziger 

signifikanter Unterschied wurde die GFI zwischen allergischen Personen und Personen ohne 

Allergie nachgewiesen. Bei der gesamten Analyse muss beachtet werden, dass sie ohne die 

für eine statistische notwendige Menge von mindestens 100 Stichproben durchgeführt wird. 

Die Analyse liefert deshalb nur schwache Anhaltspunkte für eine Annäherung einer möglichen 

Korrelation bietet aber Hinweise dafür, nach welchen Charakteristika zukünftige Stichproben 

ausgewählt werden sollten. Auch wurden alle besiedelten Personen nur auf nasale 
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Kolonisierung getestet, wodurch eine Unschärfe durch andere Kolonisierungsbereiche 

gegeben ist. 

Diagramm 6: Die Verteilung der GFI der Anti-Emp Substitutionsanalysen im Vergleich von Patienten 

mit und ohne bekannter Besiedlung. Alle Werte zwischen 25,0 und 75,0 % der maximalen Intensität 

werden innerhalb des Rechtecks als Rauten dargestellt. Werte die außerhalb des anderthalbfachen 

Interquartilsabstands (IQR) liegen, werden als statistische Ausreißer betrachtet. 

Die große SA innerhalb der Box-Plots, welche aus den GFI der mit Anti-Emp-IgG markierten 

Arrays erzeugt werden, entspricht den Erwartungen, da der individuelle Antikörpertiter 

innerhalb einer größeren Population sehr heterogen ist. Bei den Box-Plots, die aus den GFI 

der mit Anti-Emp-IgA markierten Arrays erstellt werden, zeigt sich derweil aufgrund der großen 

Heterogenität in den Antikörpertitern eine deutlich vergrößerte SA. 
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Diagramm 7: Die Verteilung der GFI der Anti-Emp Substitutionsanalysen im Vergleich von Personen 

die jünger und älter als 25 Jahre alt sind. Alle Werte zwischen 25,0 und 75,0 % der maximalen Intensität 

werden innerhalb des Rechtecks als Rauten dargestellt. Werte die außerhalb des anderthalbfachen IQR 

liegen, werden als statistische Ausreißer betrachtet.  
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Diagramm 8: Die Verteilung der GFI der Anti-Emp Substitutionsanalysen im Vergleich von Patienten 

mit und ohne bekannten Allergien. Alle Werte zwischen 25,0 und 75,0 % der maximalen Intensität 

werden innerhalb des Rechtecks als Rauten dargestellt. Werte die außerhalb des anderthalbfachen IQR 

liegen, werden als statistische Ausreißer betrachtet. 
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Diagramm 9: Die Verteilung der GFI der Anti-Emp Substitutionsanalysen im Vergleich von männlichen 

und weiblichen Personen. Alle Werte zwischen 25,0 und 75,0 % der maximalen Intensität werden 

innerhalb des Rechtecks als gedrehte Quadrate dargestellt. Werte, die außerhalb des anderthalbfachen 

IQR liegen, werden als statistische Ausreißer betrachtet. 

4.1.4 Unterschiede der Gruppen in Konsensussequenz und Aminosäureblot 

Durch die Einteilung der Testseren nach Gruppen in Kapitel 4.1.3 „Vergleich der 

Signalstärken zwischen den Testseren“ lässt sich die Konsensussequenz und der 

Aminosäureblot innerhalb dieser Gruppen auf auffällige Unterschiede untersuchen. Um die 

Unterschiede möglichst präzise hervorzuheben, wird nur der Datensatz aus den PEPperCHIP® 

Peptid-Mikroarrays in Fünfer-Konfiguration nach der Sekundärfärbung mit Anti-IgG 

Antikörpern verwendet. Die Messdaten aus der Sekundärfärbung gegen IgA sind für diesen 

Vergleich aufgrund der hohen SA zu ungenau um für diese Analyse berücksichtigt zu werden. 

Für jede einzelne Gruppe aus Tabelle 13 wird eine Konsensussequenz und ein 

Aminosäureblot erstellt und die Ergebnisse entsprechend der Paarungen gegenübergestellt. 
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Da die meisten Daten in diesem Vergleich keine auffälligen Unterschiede zeigen, wird der 

Fokus auf die hervorstechenden Differenzen begrenzt. 

Alle essenziellen und bedingt essenziellen Positionen zeigen bei der Konsensussequenz die 

originale Aminosäure bei den entsprechenden Positionen. An einigen Positionen von nicht 

essenziellen Aminosäuren treten von der bisherigen Konsensussequenz 

‚EEVPEFDGSEPEPDD‘ abweichende Aminosäuren auf. Die Differenz in der Häufigkeit ist in 

den meisten Fällen allerdings nur geringfügig. Zwischen besiedelten Personen und Personen 

ohne Besiedlung gibt es einen auffälligen Unterschied in der ersten Aminosäure der 

Konsensussequenz. Hier zeigen Personen ohne Besiedlung deutlich häufiger die 

Glutaminsäure als dominante Aminosäure. Der größte Unterschied der Konsensussequenz ist 

zwischen männlichen und weiblichen Testpersonen zu sehen. So liegt die Aminosäure Prolin 

bei weiblichen Patienten nur an zweiter Position als dominante Aminosäure vor. Ebenso ist bei 

den Seren von Patientinnen an der 14. Position der Konsensussequenz deutlich häufiger die 

Aminosäure Asparaginsäure dominant als bei männlichen Patienten. 

Damit im Aminosäureblot der Gruppen ein Unterschied als auffällig gilt, muss zwischen der 

durchschnittlichen Signalstärke eines Peptidspots mindestens eine Differenz von 30,0 % 

zwischen den beiden Gruppen vorliegen. Nach diesen Kriterien zeigen besiedelte Personen 

bei der Substitution der Aminosäure an der zweiten Position ein um über 30,0 % stärkeres 

Signal, wenn die originale Aminosäure mit einem Asparagin oder Lysin getauscht wird. 

Dagegen zeigt das Epitop von Personen ohne Besiedlung eine um mehr als 30,0 % größere 

Signalstärke, wenn die Aminosäure an der 14. Position durch eine saure Aminosäure 

substituiert wird. Weiter ist die Signalstärke von Personen ohne Besiedlung im Vergleich zu 

besiedelten Personen um 31,7 % höher, wenn die Aminosäure an der 15. Position durch eine 

Asparaginsäure getauscht wird. Personen, die 25 Jahre alt oder älter sind, zeigen im Vergleich 

zu jüngeren Personen eine um 37,1 % größere Fluoreszenzintensität, wenn die Aminosäure 

an der siebten Position durch Asparaginsäure ersetzt wird. Der betragsmäßig größte 

Unterschied in der individuellen Signalstärke zeigt sich zwischen männlichen und weiblichen 

Patienten. Die Sekundärfärbungen von Frauen zeigen im Durchschnitt ein um 47,9 % 

stärkeres Signal bei der Substitution von Asparaginsäure an der siebten Position. Derweil zeigt 

das Serum von Männern in der Sekundärfärbung eine um fast 40,0 % erhöhte RFI, wenn die 

originale Aminosäure an dieser Position durch Asparagin oder Arginin substituiert wird. Bei 

einer Substitution durch Glutamin ist diese Differenz auf 55,4 % erhöht. Patienten mit und ohne 

Allergien zeigen keine auffälligen Unterschiede. 
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4.2 Affinitätschromatographie 

Als sehr effiziente Methode, um Anti-Emp-Antikörper aus Blutserum zu isolieren, bietet sich 

die Affinitätschromatographie an. Die Methode nutzt das Epitop des Emp-Antikörpers als 

stationäre Phase um eine möglichst hohe und reine Menge des Antikörpers zu erhalten. 

Hierbei wird die Spezifität und Affinität zwischen Antikörper und Antigen ausgenutzt. Die 

Epitope werden in Form von modifiziertem Peptid als Antigen an ein kommerziell erhältliches 

Harz gekoppelt. Unter der Ausbildung einer Thioetherbindung wird das Cystein der 

modifizierten Peptide mit den Iodacetylgruppen des Harzes verknüpft. Durch Säulenhülsen 

wird anschließend die optimale Durchmischung zwischen Harz und Serum und die 

anschließend Elution gewährleistet. Zur Elution wird die Interaktion zwischen Antikörper und 

Epitop durch säurebasierte Denaturierung geschwächt. Hierbei wird die Funktionalität der 

Antikörper zu einem gewissen Grad reduziert, weshalb eine Kontrolle der Aktivität der eluierten 

Antikörper nach der Elution notwendig ist. Während die Spezifität zwar explizit den Anti-Emp-

Antikörper selektiert, so ist nicht auszuschließend, dass auch weitere Antikörper mit ähnlicher 

Spezifität aufgereinigt werden. Diese Methode selektiert nicht nach Antikörperklasse. Da alle 

Antikörperklassen im Blutserum vertreten sind, ist innerhalb des Eluats ein Antikörpergemisch 

mit hauptsächlichem Anteil an IgG zu erwarten. 

4.2.1 Sondierung für optimale Parameter 

Das Ziel der Affinitätschromatographie ist es, eine möglichst reine und große funktionale 

Menge des gewünschten Antikörpers zu erhalten. Während ein Peptid, welches der 

Konsensussequenz entspricht, eine maximale Affinität zwischen Epitop und Antikörper 

gewährleisten würde, wäre durch die sehr starke Veränderung der Aminosäuresequenz mit 

einer stark erhöhten Anzahl an unbestimmten Kreuzreaktionen zu rechnen. Da zusätzlich die 

Elution des Antikörpers auf einer Abschwächung der Wechselwirkung gegenüber des Epitops 

basiert, kann eine verstärkte Affinität die Ausbeute durch erhöhte Retentionswirkung sogar 

reduzieren. 

Um den Einfluss der Retention während der Elution zu beurteilen, wird die 

Affinitätschromatographie deshalb mit zwei Epitopen durchgeführt. Als das Peptid mit der 

stärkeren Affinität wird die Originalsequenz ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ (normales Epitop) 

verwendet. Das zweite Peptid für diesen Versuch hat eine niedrigere Affinität als die 

Originalsequenz und besitzt die Aminosäuresequenz ‚HYVPEFKGGLPAPRV‘ (schwaches 

Epitop). Das Spenderserum für die Affinitätschromatographie stammt von FS2 und gemäß der 

zugehörigen Substitutionsanalyse entspricht die Signalstärke dieses Peptids für IgG nur 

29,5 % und für IgA einen undefinierbaren Anteil des Originals.  
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Zur Evaluierung des durch die Elution bedingten Funktionsverlustes wird diese mit zwei 

verschiedenen Puffern mit einem unterschiedlichen pH-Wert (pH 2,0 und pH 3,0) 

durchgeführt. Um ungebundene und konkurrierende Antikörper oder Proteine mit einer 

geringeren Affinität aus der stationären Phase zu spülen, wird diese vor der Elution mehrfach 

mit Waschpuffer gespült. 

4.2.1.1 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentration der aus dem Serum isolierten Antikörper wird nach der Elution 

photometrisch durch Messung der Absorption (Abs) bei OD280 mittels einem NanoDrop® 1000 

Spektralphotometer bestimmt. Entsprechend der Herstellerangaben entsprechen 1,0 Abs 

einer Konzentration von 1,0 mg/mL Protein. Zusätzlich zu den Proben wird der Proteingehalt 

von vor der Elution durchgeführten Waschschritten gemessen, um einen eventuellen 

Proteinverlust durch diese Waschritte nachzuweisen. Bei der ersten Durchführung der 

Affinitätschromatographie wird im Unterschied zu der Methodik in 

Kapitel 8.2.1.3 „Affinitätschromatographie“ nur eine einzige Elution mit der Hälfte des dort 

angegebenen Volumens (2,5 mL) von jeder Säule durchgeführt. Waschpuffer-Formulation 1 

enthält keine zusätzlichen 1,0 M Natriumchlorid und von den Waschschritten wird nur von 

Durchlauf 2 (DL 2) eine Probe für jedes Epitop entnommen. Außerdem wird ein zweiter 

Waschschritt mit doppelt destilliertem Wasser (ddH2O) direkt nach der Probenentnahme von 

DL 2 durchgeführt und als weitere Probe in die Analyse mit aufgenommen. Diese zusätzliche 

Kontrolle erlaubt es, denn Einfluss der Salzkonzentration auf die Elution abzuschätzen. Als 

Blindwert für die photometrischen Messungen der Proben wird Elutionspuffer verwendet. Für 

DL 2 wird Waschpuffer-Formulation 2 als Blindwert benutzt. Alle photometrischen Messungen 

in ddH2O verwenden für diesen Zweck die gleiche Flüssigkeit ohne Probe. Alle Messwerte 

sind in Tabelle 15 aufgelistet. 

Das schwache Epitop zeigt eine deutlich größere Wirkung darin, Proteine aus der stationären 

Phase zu eluieren. Hierbei ist auch ein merklicher Unterschied zwischen der Elution bei einem 

pH-Wert von 2,0 und 3,0 zu sehen. Bei der Elution mit einem saureren pH-Wert wird mehr als 

das Zweifache an Protein von der Säule eluiert. Die stationäre Phase mit dem normalen Epitop 

zeigt bei der Elution keinen entscheidenden Unterschied zwischen den beiden pH-Werten. 

Dies lässt vermuten, dass der Effekt, welcher die Proteine in der stationären Phase zurückhält, 

in diesem Fall nicht durch den pH-Wert beeinflusst wird. Bei der erfolgreicheren der beiden 

Elutionen mit dem normalen Epitop wird nur 65,7 % der Menge extrahiert, welche 

vergleichsweise aus der stationären Phase mit dem konjugierten schwachen Epitop bei einem 

pH-Wert von 2,0 isoliert wurde. Destilliertes Wasser hat trotz seines niedrigen pH-Wertes nur 

eine minimale Elutionswirkung. Diese Wirkung ist so gering, dass die Flüssigkeit als wirksamer 

Waschpuffer anzuzweifeln ist, um konkurrierende Proteine zu entfernen. Der Waschpuffer 



 

120 

zeigt derweil eine drei- bis viermal so starke Elutionswirkung im Vergleich zu ddH2O. Die 

Salzkonzentration hat daher einen deutlichen Effekt auf die Wascheffektivität. Waschpuffer-

Formulation 2 eignet sich daher, um Verunreinigungen und unspezifische Proteine von der 

stationären Phase zu spülen.  

Tabelle 15: Absorptionswerte und ungefähre Proteinmenge innerhalb der Elutionen aus der 

Affinitätschromatographie. Insgesamt werden drei photometrische Messungen pro Probe durchgeführt. 

Die SA ist in Klammer angegeben. 

Absorptionsmessung OD280 nach Affinitätschromatographie  

Epitop pH bei 

Elution 

Abs bei OD280 (SA) Proteinmenge in 

[µg/mL] 

schwaches Epitop 2,0 28,3 x 10-2 (± 8,9 %) 283,0 

schwaches Epitop 3,0 12,3 x 10-2 (± 28,5 %) 123,0 

DL 2, schwaches Epitop 7,4 9,0 x 10-3 (± 33,3 %) 9,0 

ddH2O, schwaches Epitop 5,0 2,0 x 10-3 (± 0,0 %) 2,0 

normales Epitop 2,0 1,8 x 10-1 (± 5,6 %) 180,0 

normales Epitop 3,0 18,6 x 10-2 (± 25,3 %) 186,0 

DL 2, normales Epitop 7,4 1,0 x 10-2 (± 17,3 %) 10,0 

ddH2O, normales Epitop 5,0 3,0 x 10-3 (± 0,0 %) 3,0 

Die Ergebnisse zeigen, dass ein pH-Wert von 2,0 notwendig ist, um eine gute Ausbeute bei 

der Elution zu erzielen. Ist aber die Affinität des Epitops zu stark, werden die Antikörper von 

der stationären Phase zurückgehalten. Eine mögliche Erklärung hierfür ist eine temporäre Dis- 

und anschließende Reassoziation der Antikörper an die Antigen-beladene stationäre Phase. 

4.2.1.2 Bestimmung der Antikörperfunktion und Ausbeute 

Eine photometrische Bestimmung des Proteingehalts ermöglicht es, die Menge an eluiertem 

Protein abzuschätzen, bietet jedoch keine Information über die Funktionalität und Affinität der 

isolierten Antikörper. Als Methode, um diese beiden Parameter zu untersuchen, werden alle 

Eluate zusammen mit dem entsprechenden Spenderserum als Primärfärbung auf einem 

PEPperCHIP® Peptid-Mikroarray mit Substitutionsanalysen der Aminosäuresequenz 

‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ in Fünfer-Konfiguration eingesetzt. Zur besseren Vergleichbarkeit der 

Eluate werden diese bei der Färbung auf eine Proteinkonzentration von 1,0 µg/ml verdünnt. In 

der Sekundärfärbung werden alle Antikörper, welche auf den Mikroarrays binden, gegen IgG 

und IgA eingefärbt. Die Detektion und Auswertung der Substitutionsanalysen sowie die 

Darstellung der Antikörper-Fingerabdrücke erfolgt gemäß 

Kapitel 4.1 „Substitutionsanalysen von Patientenseren“ und sind für IgG in Abbildung 14 

und für IgA in Abbildung 15 dargestellt. 
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Die SA der Signalstärken aus der Sekundärfärbung für die originale Aminosäuresequenz liegt 

für IgG durchschnittlich bei 24,8 %. Der Kontrollrahmen aus dem Epitop für Anti-Poliomyelitis-

Antikörper ist nur im Serum zu erkennen. Das ist eine Andeutung dafür, dass Antikörper ohne 

eine Affinität gegenüber dem Epitop von Emp durch die Waschschritte aus den Eluaten 

entfernt worden sind. Aus empirischer Sicht markieren die Sekundärantikörper bei einer 

Elution mit einem pH-Wert von 2,0 mehr Antikörper als bei einem pH-Wert von 3,0. Es ist auch 

ein deutlicher Unterschied zwischen der Affinitätschromatographie durch das schwache und 

normale Epitop zu erkennen. So zeigen Elutionen von stationären Phasen mit dem schwachen 

Epitop bei einem pH-Wert von 3,0 mehr Signalstärke als Elutionen aus stationären Phasen mit 

dem normalen Epitop bei einem saureren pH-Wert. 

Abbildung 14: Alle Sekundärfärbungen werden in einem Verhältnis von 1:5000 durchgeführt und sind 

entsprechend ihrer Parameter auf der Abbildung verteilt. Oben = schwache Affinität des Epitops; 

Unten = normale Affinität des Epitops; Links = Elution bei pH 2,0; Rechts = Elution bei pH 3,0; 

Mitte = Serum. Mit Ausnahme des Serums ist der Proteingehalt bei der Primärfärbung von jeder Probe 

zum direkten Vergleich auf einen Proteingehalt von 1,0 µg/mL normalisiert.  

Die durchschnittliche SA der Signalstärken aus der Sekundärfärbung des originalen Peptids 

von IgA liegt bei 93,6 %. Wie auch bei IgG zeigt sich der Kontrollrahmen der Anti-Poliomyelitis-

Antikörpern nur bei dem eingefärbten Serum. Alle Messungen dieses Antikörpertyps mussten 
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aufgrund der niedrigen Signalstärke bei einer sehr hohen Sensitivität durchgeführt werden und 

weisen zwischen den Triplikaten eine sehr große Heterogenität in den Signalstärken auf. Bei 

der Auswertung wurden zu viele Messwerte aufgrund einer hohen SA eliminiert, weshalb eine 

sinnvolle Zusammenfassung dieser Ergebnisse nicht möglich ist. Eine empirische Auswertung 

ergibt denselben Trend, der bei der Sekundärfärbung gegen IgG beobachtet wurde. Allerdings 

ist das typische Muster der Substitutionsanalysen von Anti-Emp bei der Sekundärfärbung der 

Elution aus der stationären Phase mit dem normalen Epitop bei IgA nicht klar zu erkennen. 

Bei Elutionen von diesem Epitop zeigt sich kein deutlicher empirischer Unterschied in der 

Signalstärke in Abhängigkeit des pH-Werts der Elution. 

Abbildung 15: Alle Sekundärfärbungen werden in einem Verhältnis von 1:5000 durchgeführt und sind 

entsprechend ihrer Parameter auf der Abbildung verteilt. Oben = schwache Affinität des Epitops; 

Unten = normale Affinität des Epitops; Links = Elution bei pH 2,0; Rechts = Elution bei pH 3,0; 

Mitte = Serum. Mit Ausnahme des Serums ist der Proteingehalt bei der Primärfärbung von jeder Probe 

zum direkten Vergleich auf einen Proteingehalt von 1,0 µg/mL normalisiert. 

Für eine Hervorhebung der Unterschiede in der Affinität wird die normalisierte RFI aller 

sichtbaren Peptidspots aus den Sekundärfärbungen individuell bestimmt. Die Signalstärken 

von Peptidspots aus der Sekundärfärbung von Eluaten wird hierbei mit den Signalstärken von 

Peptidspots aus der Sekundärfärbung verglichen, welche die gleiche Position im Peptidarray 
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besitzen. Hierbei wird die Summe aller Peptidspots bestimmt, welche bei direktem Vergleich 

eine Differenz von 30,0 % oder höher in der RFI aufweisen. Das Ergebnis dieses Vergleiches 

wird zu der Gesamtzahl von 300 Peptidspots pro Substitutionsanalyse in Relation gesetzt und 

ist in Tabelle 16 aufgelistet. 

Es zeigt sich ein merklicher Unterschied zwischen den Signalstärken der Sekundärfärbung 

des Serums und der Eluate, welche durch das normale Epitop isoliert wurden. Neben der 

großen Anzahl an Peptidspots mit einer unterscheidbaren Signalstärke sind es die einzigen 

Elutionen, welche an einigen Peptidspots ein vergleichsweise stärkeres Signal zeigen als das 

Serum. Besonders auffällig ist hierbei die starke Zunahme der RFI bei der Asparaginsäure, 

welche die Aminosäure an der siebten Position substituiert. 

Tabelle 16: Anzahl der Peptidspots der individuellen Elutionen, deren RFI sich nach der 

Sekundärfärbung um mehr als 30,0 % von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der 

Sekundärfärbung des Serums unterscheidet. Alle RFI sind als Mittelwerte der jeweiligen Triplikate 

zusammengefasst. 

Differenz der Aminosäureblots der Affinitätschromatographie von FS2: 

Eluate gegen Serum (∆ ≥ 30,0 %) 

Eluat 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat < Serum) 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat > Serum) 
Anzahl 

gesamt 

(relativ) 
Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

schwaches 

Epitop bei 

pH 2,0  

16 (5,3 %) 40,7 % - - 
16 

(5,3 %) 

schwaches 

Epitop bei 

pH 3,0 

7 (2,3 %) 37,5 % - - 7 (2,3 %) 

normales 

Epitop bei 

pH 2,0 

39(13,0 %) 43,4 % 6 (2,0 %) 50,8 % 
44 

(15,0 %) 

normales 

Epitop bei 

pH 3,0 

25 (8,3 %) 46,9 % 13 (4,3 %) 63,5 % 
38 

(12,6 %) 
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Elutionen von Antikörpern, welche durch das schwache Epitop aufgereinigt wurden, zeigen bei 

allen merklichen Differenzen immer eine schwächere RFI als die Originalsequenz. Eine 

Besonderheit dabei ist es, dass es hauptsächlich die sauren Aminosäuren sind, welche bei 

der Substitution ein deutlich schwächeres Signal zeigen. Keine der Elutionen aus einer 

stationären Phase mit schwachem Epitop zeigt innerhalb der essenziellen Positionen eine 

Differenz von über 30,0 % zur RFI der Peptidspots, welche mit Blutserum eingefärbt wurden. 

Durchschnittlich liegt die Differenz an diesen Positionen bei 6,9 % für positive und -5,7 % bei 

negativen Differenzen. Beide Werte liegen unter der durchschnittlichen SA des originalen 

Peptids. Es ist anzunehmen, dass sich die hypervariablen Regionen der aufgereinigten 

Antikörper in Nuancen unterscheiden, was eine abweichende Affinität an den 

nicht-essenziellen Positionen zur Folge hat. Die geringe Differenz an den essenziellen 

Positionen deutet aber an, dass sowohl die Antikörper in den Elutionen als auch die Antikörper 

im Serum das originale Epitop mit ähnlicher Effektivität binden. Bei der Aufreinigung mit dem 

normalen Epitop sind in der Differenz zwischen den Peptidspots ein Betrag von über 30,0 % 

an einer beziehungsweise zwei Positionen für die Elution bei einem Wert von 3,0 

beziehungsweise 2,0 zu beobachten. Die betreffenden Substitutionen sind an essenziellen 

Positionen, die einen verhältnismäßig niedrigen Konservierungsgrad haben. Paart sich dieses 

Detail aber mit der großen Anzahl an Differenzen, ist das ein starkes Indiz dafür, dass sich die 

aufgereinigten Antikörper merklich von den aus dem Serum eluierten Antikörpern 

unterscheiden. Für die Unterschiede in der Affinität gibt es zwei möglich Ursachen. Eine davon 

könnte sein, dass die durch den sauren pH-Wert bedingte Denaturierung das Paratop der 

Antikörper permanent umstrukturiert, sodass dieses nach der Elution eine veränderte 

Bindungsspezifität hat. Die zweite mögliche Ursache ist, dass es mehrere Varianten des Anti-

Emp-Antikörpers gibt und diese bei der Elution voneinander getrennt werden. Beide 

Möglichkeiten schließen sich nicht gegenseitig aus und durch diese Immunfärbung lässt sich 

nicht bestimmen, welcher der beiden Möglichkeiten wahrscheinlicher ist.  

Ein Problem, welches die Differenzen in den Signalstärken mit sich bringen, ist, dass eine 

Bestimmung der GFI von den Peptidarrays nicht zur Auswertung der Substitutionsanalysen 

durchgeführt werden kann. Die merklichen Differenzen würden eine Unschärfe im relativen 

Verhältnis der Signalstärken ergeben. Damit die Peptidarrays trotzdem miteinander verglichen 

werden können, wird eine kleinere Teilmenge an Signalen verwendet, die zwischen den 

Sekundärfärbungen der Elutionen und dem Serum nur eine sehr geringe Differenz in den 

Signalstärken zeigt. Als Teilmenge für diesen Zweck bietet sich die RFI der Peptidspots an, 

welche die originale Aminosäurefolge ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ beinhalten. Diese Peptidspots 

repräsentieren für jede Probe die relative Affinität des Antikörpers gegenüber dem Epitop und 

sind in einer ausreichenden Menge vorhanden, um eine akzeptable Fehlertoleranz zu 

besitzen. Folglich werden diese Spots für jede Probe als Mittelwert zusammengefasst und 
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untereinander verglichen. Dieser Vergleich bietet ebenfalls die Möglichkeit, die Ausbeute von 

funktionsfähigen Anti-Emp-Antikörpers in Unabhängigkeit der absoluten Proteinmenge zu 

berechnen, wenn sowohl der Verdünnungsfaktor als auch das Gesamtvolumen der Proben mit 

in die Berechnung einbezogen wird. Die Ergebnisse der Berechnung sind in Tabelle 17 

dargestellt. 

Tabelle 17: Berechnung der RFI aller während der Affinitätschromatographie entnommenen Proben 

und nachfolgende Bestimmung der relativen Ausbeute von funktionsfähigem Antikörpern im Verhältnis 

zum Blutserum. 

Vergleich und Ausbeute verschiedener Extraktionsbedingungen  

Probe Volumen Verdünnungsfaktor in 

[x] 

RFI in [RFU] mit 

(SA) 

Ausbeute 

Serum von FS2 2,5 mL 500 1,1 x 1010 (13,8 %) - 

schwaches Epitop 

bei pH 2,0  
112,0 µL 283 9,4 x 108 (18,3 %) 8,4 % 

schwaches Epitop 

bei pH 3,0 
109,0 µL 123 1,0 x 108 (17,1 %) 9,1 ‰  

normales Epitop bei 

pH 2,0 
112,0 µL 186 4,2 x 107 (51,7 %) 3,8 ‰ 

normales Epitop bei 

pH 3,0 
109,0 µL 180 3,7 x 106 (23,4 %) 3,3 ‱ 

Im direkten Vergleich zeigt die Affinitätschromatographie mit dem schwachen Epitop in der 

stationären Phase in Kombination mit einer Elution bei einem pH-Wert von 2,0 mit 8,4 % die 

beste Ausbeute. Eine Elution bei einem pH-Wert von 3,0 reduziert die Ausbeute auf 9,1 ‰. 

Eine deutlich schlechtere Ausbeute zeigen hierbei die Elutionen der Affinitätschromatographie 

mit dem normalen Epitop. Bei gleichbleibender Elution werden mit dem schwachen Epitop 

mehr als das 20-fache an funktionsfähigen Antikörper gewonnen. Diese Beobachtung steht im 

starken Kontrast zu der photometrisch bestimmten Proteinmenge aus Tabelle 15. Eine 

Erklärung hierfür ist, dass die Bedingungen der Affinitätschromatographie und Elution eine 

stark denaturierende Wirkung auf den Antikörper haben, wodurch dieser in seiner Funktion 

eingeschränkt wird. Des Weiteren kann auch eine Verunreinigung proteinogenen Ursprungs 

das Messergebnis der photometrischen Bestimmung verfälscht haben. Nichtsdestotrotz zeigt 

die Elution einer Affinitätschromatographie mit dem Peptid ‚HYVPEFKGGLPAPRV‘ bei einem 

pH-Wert von 2,0 die besten Bedingungen für eine erfolgreiche Extraktion von Anti-Emp-

Antikörpern aus Blutserum. 
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4.2.1.3 Analyse von Protein- und Antikörperbanden 

Als weiterer Nachweis für die erfolgreiche Extraktion des Antikörpers und gleichzeitig gute 

Option, die Proben auf Verunreinigungen zu überprüfen, bietet sich die Durchführung einer 

Lithiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LDS-PAGE) mit anschließender 

Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung oder Western Blot an. 

Die LDS-PAGE faltet alle Proteine innerhalb der Proben auf und trennt diese entsprechend 

ihrer Größe voneinander. Bei reduzierenden Bedingungen wird ein Reagenz hinzugegeben, 

welches die Disulfidbrücken der Proteine voneinander trennt, wodurch die Quartärstruktur 

aufgelöst und das Protein in all seine Untergruppen aufgeteilt wird. Entsprechend bleibt diese 

Trennung aus, wenn auf das Reduzierungsreagenz verzichtet wird. Bei den Antikörpern hat 

das zur Folge, dass sie im Gel entweder als vollständiger Antikörper oder als leichte und 

schwere Ketten aufgetrennt werden. Bereits ohne das Reduzierungsreagenz haben LDS [1392] 

und der niedrige pH-Wert während der Elution eine denaturierende Wirkung auf die 

Proteine [1393]. Aus diesem Grund ist es möglich, dass ein geringer Anteil an Antikörpern auch 

in Abwesenheit des Reduzierungsreagenzes in seine Einzelketten aufgetrennt oder 

fragmentiert wird. Gegenteilig ist das Reduzierungsreagenz keine Garantie für eine 

vollständige Denaturierung, und so ist auch unter reduzierenden Bedingungen das Auftreten 

von vollständigen und fragmentierten Antikörpern möglich [1392]. Leichte Ketten sind nicht direkt 

miteinander verbunden und können keine Dimere bilden [51]. Da die Coomassie®-Brillant-Blau-

Färbung alle Proteine einfärbt, sind auch die anderen Antikörperklassen sichtbar. Die 

Anteilsmenge von IgE und IgD sind vernachlässigbar und die bisherigen Ergebnisse lassen 

vermuten, dass IgA einen verhältnismäßig niedrigen Anteil in der Elution hat. Die schweren 

Ketten von IgA sind um ~ 5,0 kDa kleiner als IgG3 und ~ 5,0 kDa größer als die drei 

verbleibenden IgG Subtypen [51]. Es ist nicht bekannt, welcher Anteil an Anti-Emp-IgM sich in 

den Elutionen befindet. Da diese Antikörperklasse aber normalweise über keine sehr gute 

Opsonisierungswirkung verfügt [51] ist davon auszugehen, dass der Anteil an IgM nur marginal 

ist. Mit ~ 70,0 kDa besitzt diese Antikörperklasse die größten schweren Ketten [51]. IgA liegt im 

Blutserum nicht als Dimer vor, daher können sich nur unvollständig aufgefaltete Banden 

entwickeln, in welchen monomere Antikörper zurückgehalten werden [51]. Unvollständig 

aufgefaltetes IgM ist so groß, dass es aufgrund der Porengröße nicht aufgetrennt werden 

kann [51]. Zur Vollständigkeit werden alle Proben für die Coomassie®-Brillant-Blau-Färbungen 

sowohl unter reduzierenden, als auch unter nicht-reduzierenden Bedingungen behandelt. 

Zusätzlich bietet die LDS-PAGE die Möglichkeit, Suspensionen auf ihren Proteingehalt zu 

untersuchen. Die Methode erlaubt es daher, einen Anteil der stationären Phase (Harz) 

aufzutragen, um die relative Proteinmenge zu bestimmen, welche nach der Elution auf dem 

Harz verbleibt. Für die Proben, welche nicht mit Reduktionsmittel behandelt werden, ist das 

eingefärbte Gel in Abbildung 16 präsentiert. In Abbildung 17 ist das Gel für reduzierte Proben 
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dargestellt. Zur Ergänzung bietet der Western Blot präzise Informationen darüber, welche 

Antikörpertypen und -ketten in den Banden vorzufinden sind. Aufgrund der begrenzten 

Verfügbarkeit von Sekundärantikörpern kann nur die schwere Kette von IgA lokalisiert werden. 

Der Western Blot wird unter reduzierenden Bedingungen in Abbildung 18 in der 

Sekundärfärbung gegen IgG, in Abbildung 19 in der Sekundärfärbung gegen IgA und in 

kombinierter Darstellung in Abbildung 20 präsentiert. Western Blots werden als 

Graustufenbilder dokumentiert und in Falschfarben dargestellt. Der Kontrast und die Helligkeit 

aller Abbildungen wird zur besseren Sichtbarkeit verstärkt. 

Abbildung 16: Nicht-reduzierende LDS-PAGE aller während der Affinitätschromatographie generierten 

Proben und stationären Phasen nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung. Alle Proben werden in 

einem Volumen von 10,0 µL aufgetragen. Zusätzlich zu den Proben werden 1,0 und 2,0 µg bovines 

Serumalbumin (BSA)(K) und ein Marker für Proteingrößen (M) als Kontrollen verwendet. Die Legende 

beschreibt, welche Antikörper (Ak.) oder Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit größter 

Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

Das Ergebnis der nicht-reduzierten Proben zeigt, dass die Trennschärfe der LDS-PAGE nicht 

ausreichend ist, um die einzelnen Antikörpertypen zuverlässig voneinander zu unterscheiden. 

Der Western Blot in Abbildung 20 demonstriert, dass eine schwere IgG-Kette nur unterhalb 

und nicht oberhalb der schweren Kette von IgA zu finden ist. Es ist daher auszuschließen, 
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dass sich in einer der Proben IgA3 befindet. Die Größe von IgG1,2,4 und IgA sind in einem nicht-

reduziertem Verlauf zu ähnlich, sodass die Bandbreite der Banden zu groß ist, um diese spatial 

unterscheiden zu können. Eine Relevanz von Anti-Emp-IgM kann ausgeschlossen werden, 

da sich auf der Höhe der Markierung für ~ 188,0 kDa keine entsprechende Bande in 

unmittelbarer Nähe befindet. Weiter fällt auf, dass bei jeder Probe eine sehr große Bande auf 

der Höhe der Markierung von ~ 28,0 kDa aufzufinden ist. Diese Bande zeigt eine 

unverhältnismäßige Größe zum relativen Anteil der vollständigen und fragmentierten 

Antikörper und überdeckt die Bande der leichten Antikörperketten komplett. 

Abbildung 17: LDS-PAGE aller während der Affinitätschromatographie generierten Proben und 

stationären Phasen unter reduzierenden Bedingungen, nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung. 

Alle Proben werden in einem Volumen von 10,0 µL aufgetragen. Zusätzlich zu den Proben werden 

1,0 und 2,0 µg BSA und ein Marker für Proteingrößen als Kontrollen verwendet. Die Legende 

beschreibt, welche Antikörper oder Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit größter 

Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

Die LDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen zeigt eine ähnlich schlechte Trennschärfe 

wie die LDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Während die Information aus 

Abbildung 20 definitiv zeigt, dass in der fünften Bande unterhalb der Markierung des 

Molekulargewichts von ~ 62,0 kDa, sowohl IgA, als auch IgG vorzufinden sein sollten, ist in 
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Abbildung 17 nur eine kohärente Bande sichtbar. Hierbei besteht allerdings auch die 

Möglichkeit, dass die Menge an IgA für eine erfolgreiche Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung 

schlichtweg nicht ausreichend ist. Des Weiteren ist die Anzahl an verbleibenden vollständigen 

Antikörpern so gering, dass diese nach der Färbung keine sichtbare Bande erzeugen. 

Abbildung 18: Von jeder Probe werden 2,0 µL in einer reduzierenden LDS-PAGE verwendet. Nach der 

Übertragung auf eine Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) werden die Proben in einem Verhältnis 

von 1:5000 mit Sekundärantikörpern gegen leichte und schwere Ketten von IgG eingefärbt. Zusätzlich 

zu den Proben wird das Serum in einem Verhältnis von 1:200 und ein Marker für Proteingrößen als 

Kontrollen aufgetragen. Die Legende beschreibt, welche Antikörper oder Antikörperfragmente in den 

nummerierten Banden mit größter Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

Bei Banden an der vierten und sechsten Position sowie Bande A, sind im Gel der Abbildung 17 

über die Größe undefinierbare Fragmente der Antikörper zu sehen. Die Bande A ist bei den 

nicht-reduzierten Proben über alle Versuche hinweg einzigartig. In den zugehörigen Western 

Blots ist an diesen Stellen kein oder nur ein sehr schwaches Signal zu erkennen. Es ist 

möglich, dass es sich hierbei um während der Elution oder der Reduzierung denaturierte 

Antikörper handelt. In diesem Fall wurden diese Antikörper so stark denaturiert, dass sie nicht 

mehr durch die entsprechenden Sekundärfärbungen markiert werden können.  
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Abbildung 19: Von jeder Probe werden 2,0 µL in einer reduzierenden der LDS-PAGE verwendet. Nach 

der Übertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem Verhältnis von 1:5000 mit 

Sekundärantikörpern gegen schwere Ketten von IgA eingefärbt. Zusätzlich zu den Proben werden das 

Serum in einem Verhältnis von 1:200 und ein Marker für Proteingrößen als Kontrollen aufgetragen. Die 

Legende beschreibt, welche Antikörper oder Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit 

größter Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 
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Abbildung 20: Kombination der beiden Western Blots aus Abbildung 18 und 19. Die Legende 

beschreibt, welche Antikörper oder Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit größter 

Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

Die starke Kontamination bei einem Molekulargewicht, bei welchem die leichten Ketten der 

Antikörper erwartet werden, bestätigt, dass die photometrische Bestimmung der 

Proteinkonzentration durch eine Verunreinigung verfälscht wird. Gleichzeitig ist aber 

festzustellen, dass trotz dieser Tatsache die Elution bei einem pH-Wert von 2,0 die größte 

Signalstärke zeigt, wenn der Antikörper mit dem schwachen Epitop aus dem Serum 

aufgereinigt wird. Um diese empirische Wahrnehmung in ein messbare Größe umzuwandeln, 

bietet sich das Gelanalysewerkzeug [1394] von ImageJ [1395] an. Durch dieses Werkzeug kann 

eine eingefärbte LDS-PAGE oder ein Western Blot in einen zweidimensionalen Graphen 

umgewandelt werden, welcher die Position und die Intensität jeder Bande als Peak definiert. 

In diesem Prozess wird jede Bande in einer gleichgroßen Selektion markiert und die relative 

Pixeldichte individuell berechnet. Diese Pixeldichte wird dann als relative Intensität (RI) in 

einem Blot dargestellt. Dabei ist das Maximum abhängig von der Datenbreite des Gerätes, 

welches zur Detektion des Gels oder der Membran verwendet wurde. Zur Vereinheitlichung 

werden diese Darstellungen in der Dissertation als Intensität-Blots bezeichnet. Die Größe der 

Peaks wird unter gleichbleibenden Bedingungen manuell von dem Hintergrundrauschen des 



 

132 

Gels abgeschieden, um eine Vergleichbarkeit der individuellen Peaks aufrecht zu erhalten. 

Anschließend werden alle Banden der mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbten LDS-PAGE 

und des Western Blots in einen vergleichbaren Intensitäts-Blots umgewandelt. Danach wird 

die Fläche der Peaks bestimmt. Die Nummerierung der Peaks wird entsprechend der Banden 

in Abbildungen 16 bis 19 definiert. Mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbte Banden sind in 

Abbildung 21 und Western Blots mit den Sekundärfärbung gegen IgG und IgA in 

Abbildung 22, beziehungsweise Abbildung 23 dargestellt. Das Integral von jedem Peak wird 

von ImageJ [1395] berechnet und die Messergebnisse werden in den Tabellen 18 bis 20 

aufgelistet und miteinander verglichen. Aufgrund der Funktionsweise des Werkzeuges und 

des variierenden Hintergrundrauschens ist nur ein Vergleich von Banden möglich, welche sich 

auf demselben Gel befinden.  

Die Ergebnisse aus dem Vergleich werden dazu verwendet, Erkenntnisse aus den vorherigen 

Analysen zu bestätigen und zu ergänzen. Auch liefern sie einen Schätzwert dafür, wie viel 

Protein und Antikörper auf der Säule verbleibt und durch die Waschschritte eluiert wird. 
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Abbildung 21: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbten Banden der LDS-

PAGE aus den Abbildungen 16 und 17. Die Markierungen der Peaks wurden aus diesen Abbildungen 

übernommen. Eine rote Linie beschreibt die Abgrenzung eines Peaks gegenüber dem 

Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird für jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich 

zwischen den Proben möglich ist. Die Peaks 1 bis 3 der nicht-reduzierten Proben und Peaks 3 bis 5 der 

reduzierten Proben werden jeweils als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre Flächen sich 

teilweise überlappen. 
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Die Intensitäts-Blots, welche aus einer LDS-PAGE generiert werden, zeigen im Verlauf des 

Gels ein inkonsistentes Hintergrundrauschen, welches mit Abnahme des Molekulargewichts 

an Betrag zunimmt. Diese Inkonsistenz erschwert die Abgrenzung der Peaks, sodass die 

ersten beiden Peaks bei den reduzierten Proben nicht genau definiert werden können. Die 

Peaks der Proben, welche als ddH2O deklariert sind, zeigen die geringste Größe. 

Abbildung 22: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 18. Die 

Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung übernommen. Eine Abgrenzung zum 

Hintergrundrauschen ist so marginal, dass sie nicht im Blot angezeigt wird. Sie wird für jeden Peak 

gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. 

Aufgrund der hervorragenden Signalstärke ist das Hintergrundrauschen des Western Blots 

minimal, wenn in der Sekundärfärbung IgG eingefärbt wird. Die Signalstärke von IgA ist 

hingegen sehr schwach, weshalb das Hintergrundrauschen stark erhöht ist und Messartefakte 

erkennbar sind. 
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Abbildung 23: Zusammenfassung der Banden des Western Blots der Abbildung 19. Die Markierungen 

der Peaks wurden aus dieser Abbildung übernommen. Wenn sichtbar, beschreibt eine rote Linie die 

Abgrenzung des Peaks gegenüber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird für jeden Peak 

gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. 

Das Integral aus den ersten drei Peaks in den Intensitäts-Blots der nicht-reduzierten Proben, 

beschreibt die Summe von vollständigen und fragmentierten Antikörpern, welche mindestens 

zwei schwere Ketten enthalten. Diese umfassen auch mögliche F(ab)2-Regionen im dritten 

Peak. Peak 4 ergibt die Menge an Antikörperfragmenten, welche nur eine schwere und eine 

leichte Kette enthalten. Der fünfte Peak wird durch die Menge an einzelnen schweren Ketten 

sowie Fab- und Fc-Regionen definiert und der sechste Peak ist eine Referenz für die Größe 

der proteinogenen Verunreinigung. Nachdem die stationäre Phase mit Wasser gespült wurde, 

wird von beiden Epitopen eine kleine Menge der proteinogenen Verunreinigung herausgelöst. 

Bei dem normalen Epitop werden zusätzlich schwere Einzelketten eluiert. Während des 

Spülens der stationären Phase durch Waschpuffer wird, mit Ausnahme der Verunreinigung, 

deutlich mehr Protein in der stationären Phase mit dem normalen Peptid herausgelöst. Eine 

Elution mit dem pH-Wert von 3,0 hat allerdings bei der Aufreinigung mit dem normalen Epitop 

eine bessere Elutionswirkung als bei der Aufreinigung mit dem schwachen Epitop. Auch hier 

werden einzelne schwere Ketten nur aus der stationären Phase mit dem normalen Epitop 

herausgelöst. Die Elution mit dem pH-Wert von 2,0 zeigt bei gleichem Volumen eine deutlich 

größere Menge an eluiertem Protein in allen Peaks, außer in dem fünften. Im Harz verbleibt 

bei beiden Elution eine relative große Menge an Protein zurück. 
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Tabelle 18: Integrale aller Peaks aus den Intensitäts-Blots der nicht-reduzierten LDS-PAGE in 

Abbildung 21. Die Flächen werden zwischen den Aufreinigungen mit schwachem und normalem Epitop 

verglichen. 

Vergleich der Peakflächen zwischen der Affinitätschromatographie mit schwachem 

und normalen Epitop in einer nicht-reduzierenden LDS-PAGE 

Probe Epitop Integral Peaks 1 bis 3 Integral Peak 4 Integral 

Peak 5 

Integral 

Peak 6 

ddH2O 
schwach - - - 2,0 kPx 

normal - - 862,0 Px 1,3 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 - - - 153,6 % 

pH 3,0 
schwach 6,2 kPx 427,0 Px - 6,5 kPx 

normal 7,5 kPx 922,0 Px 1,5 k Px 8,5 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 83,0 % 46,3 % - 76,0 % 

pH 2,0 
schwach 12,4 kPx 1,4 kPx 1,6 kPx 10,3 kPx 

normal 10,0 kPx 707,0 Px 1,6 kPx 8,5 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 123,7 % 199,1 % 96,9 % 121,4 % 

DL 2 
schwach 5,6 kPx 507,0 Px 535,0 Px 7,1 kPx 

normal 8,5 kPx 549,0 Px 944,0 Px 5,9 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 66,0 % 92,4 % 56,6 % 121,5 % 

Harz 
schwach 7,6 kPx 1,2 kPx 2,2 kPx 14,9 kPx 

normal 7,5 kPx 924,0 Px 2,7 kPx 15,4 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 101,6 % 125,1 % 82,3 % 92,2 % 
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Tabelle 19: Integrale aller Peaks aus den Intensitäts-Blots der LDS-PAGE unter reduzierenden 

Bedingungen in Abbildung 21. Die Flächen werden zwischen den Aufreinigungen mit schwachem und 

normalem Epitop verglichen. 

Vergleich der Peakflächen zwischen der Affinitätschromatographie mit schwachem 

und normalen Epitop in einer LDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen 

Probe Epitop Integral Peaks 3 bis 5 Integral Peak 6 Integral Peak 7 

ddH2O 
schwach 1,3 kPx - 2,4 kPx 

normal 4,0 kPx - 3,2 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 33,5 % - 75,1 % 

pH 3,0 
schwach 10,6 kPx 248,0 Px 8,0 kPx 

normal 9,5 kPx 484,0 Px 9,8 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 111,2 % 51,2 % 82,3 % 

pH 2,0 
schwach 12,0 kPx 559,0 Px 12,6 kPx 

normal 9,2 Px 417,0 Px 10,4 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 130,3 % 134,2 121,0 % 

DL 2 
schwach 5,7 kPx 168,0 Px 8,4 kPx 

normal 8,2 kPx 260,0 Px 8,1 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 69,4 % 64,6 % 103,6 % 

Harz 
schwach 7,3 kPx 243,0 Px 4,6 kPx 

normal 10,6 kPx 347,0 Px 6,9 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 69,0 % 70,1 % 67,8 % 

Die ersten beiden Peaks der Intensitäts-Blots von den reduzierten Proben sind nicht eindeutig 

von dem Hintergrundrauschen zu unterscheiden, daher können sie nicht in den Vergleich mit 

aufgenommen werden. Sie enthalten hauptsächlich vollständige und fragmentierte 

Antikörperfragmente. Zusätzlich ist es möglich, dass Peak 2 F(ab)2-Regionen enthält. In dem 

Peak 3 befinden sich Antikörperfragmente, welche eine zusammenhängende leichte und 

schwere Kette beinhalten. Peak 4 dieser Proben beinhaltet undefinierbare Fragmente und 

Peak 5 enthält überwiegend einzelne schwere Ketten. Peak 5 könnte auch Fab- sowie 

Fc-Regionen enthalten, aufgrund des eingesetzten Reduktionsmittel sollte deren Menge 

allerdings geringfügig sein. Da die Integrale der Peaks 3 bis 5 im Intensitäts-Blots nicht 

auseinandergehalten werden können, repräsentieren sie die Menge an schweren Ketten, 

welche von der stationären Phase gespült werden. Die Antikörperfragmente von Peak 6 und 

Peak A können nicht genauer bestimmt werden. Peak A wird für die Auswertung ignoriert, da 

er nur ein einziges Mal während der Analyse beobachtet wird. Peak 7 ist, wie in der nicht-
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reduzierten Variante, hauptsächlich durch das kontaminierende Protein definiert. Beide 

Elutionen sind entsprechend der Integrale aus den Intensitäts-Blots der reduzierten Proben 

erfolgreicher, wenn die Antikörper mit einem schwachen Epitop isoliert werden und bei Einsatz 

dieses Epitops bleibt auch weniger Protein im Harz zurück. Diese Ergebnisse stehen im 

starken Kontrast zu den Ergebnissen aus der Analyse der nicht-reduzierten Proben. Es wäre 

zu erwarten, dass die Ergebnisse der Intensitäts-Blots der reduzierten Proben, denen der 

Intensitäts-Blots der nicht-reduzierten Proben entsprechen würden, da das gleiche 

Probenmaterial eingesetzt wurde. Ein direkter Vergleich ist allerdings dadurch erschwert, dass 

die Proben unterschiedlich prozessiert wurden und die Qualität der Färbung und Bildgebung 

auch innerhalb desselben Geles sehr heterogen sein kann. 

Intensitäts-Blots, die aus Proteinbanden einer Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung stammen, 

können zwar die relative Größe dieser Banden bestimmen, aber nicht genauer definieren, 

welcher dieser Banden tatsächlich Antikörper enthalten. Um abzuschätzen, welche Probe und 

Bande die größte Anzahl an Antikörper enthält, können deshalb die Integrale der Western 

Blots aus Tabelle 20 herangezogen werden. Das Integral der Bande 1 und 2 gibt hierbei die 

relative Menge an schweren, beziehungsweise leichten Ketten von IgG an. Bande B wird mit 

der schweren Kette der Antikörperklasse IgA assoziiert. Betrachtet man die Ergebnisse, zeigt 

sich zunächst, dass die meisten Antikörper in den Banden der stationären Phase markiert 

werden. Hierbei handelt es sich um ein Vielfaches der Menge, welche in den Elutionen von 

der stationären Phase heruntergewaschen wird. Im Widerspruch zu den Ergebnissen der 

Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung verbleibt der größte Teil von IgG in der stationären Phase, 

welche das schwache Epitop enthält. Eine Erklärung hierfür ist, dass viele Antikörper, welche 

durch das normale Epitop gebunden werden, während der Elution so stark denaturiert werden, 

dass ein Großteil davon nicht mehr durch den Sekundärantikörper gebunden werden kann. 

Da beide Phasen während der Elution gleichbehandelt werden, müsste die Denaturierung 

jedoch durch eine andere Wirkung als die des niedrigen pH-Wertes verursacht werden. Der 

hauptsächliche Unterschied zwischen den beiden Epitopen ist die Affinität gegenüber dem 

Paratop des Antikörpers. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass eine schnelle Abfolge von 

Dissoziation und Reassoziation in Kombination mit dem niedrigen pH-Wert Wechselwirkungen 

auf den Antikörper ausübt, welche diesen zerstören. Im scheinbaren Gegensatz zu den 

Ergebnissen aus Tabelle 17 reinigt die Elution bei einem pH-Wert von 3,0 mehr Antikörper in 

der stationären Phase auf, welche das normale Epitop enthält. Allerdings wird hier die Menge 

an Antikörper und nicht deren Funktionsfähigkeit überprüft. Während sich also bei diesem pH-

Wert durch die größere Affinität mehr Antikörper aufreinigen lässt, sind viele dieser Antikörper 

nicht funktionsfähig. Die Menge an Antikörpern, welche durch den Waschschritt mit 

Waschpuffer aus den stationären Phasen herausgewaschen wird, entspricht bei beiden 

Epitopen in etwa einer Elution bei einem pH-Wert von 3,0. Waschschritte mit ddH2O haben 
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gemäß vorheriger Beobachtungen eine vernachlässigbare Elutionswirkung. Weiter wird 

bestätigt, dass eine Elution bei einem pH-Wert von 2,0 die größte Ausbeute erreicht, wenn 

Anti-Emp zuvor in der stationären Phase mit dem schwachen Epitop zurückgehalten wird. 

Tabelle 20: Die Integrale aller Peaks aus den Intensitäts-Blots in den Abbildungen 22 und 23. Die 

Flächen werden zwischen der Aufreinigung mit schwachem und normalem Epitop verglichen. Zur 

Vergleichbarkeit wird die Fläche des Serums wird mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert und zum 

größten Integral ins Verhältnis gesetzt. 

Vergleich der Peakflächen zwischen der Affinitätschromatographie mit schwachem 

und normalen Epitop in einem Western Blot 

Probe Epitop Integral Peak 1 Integral Peak 2 Integral Peak B 

ddH2O 
schwach 134,0 Px 19,0 Px - 

normal 181,0 Px 318,0 Px 862,0 Px 

Verhältnis 
schwach

normal
 74,0 % 6,0 % - 

pH 3,0 
schwach 452,0 Px 579,0 Px 1,3 kPx 

normal 544,0 Px 1,0 kPx 2,3 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 83,1 % 56,2 % 57,1 % 

pH 2,0 
schwach 1,8 kPx 2,0 kPx 3,7 kPx 

normal 931,0 Px 1,4 kPx2 2,7 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 192,5 % 140,8 % 140,4 % 

DL 2 
schwach 472,0 Px 543,0 Px 1,2 kPx 

normal 510,0 Px 718,0 Px 1,6 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 92,5 % 75,6 % 75,4 % 

Harz 
schwach 10,0 kPx 10,3 kPx 1,5 kPx 

normal 4,4 kPx 6,0 Px 2,5 kPx 

Verhältnis 
schwach

normal
 228,7 % 172,4 % 62,3 % 

Serum 382,6 kPx 264,6 kPx 625,4 kPx 

schwach pH 2,0 

Serum
 4,7 ‰ 7,4 ‰ 6,0 ‰ 

normal pH 2,0 

Serum
 2,4 ‰ 5,3 ‰ 4,2 ‰ 

Die Erkenntnisse aus der ersten Aufreinigung liefern wichtige Informationen, um nachfolgende 

Affinitätschromatographien zu verbessern. Um die größten Menge des Antikörpers aus dem 

Blutserum zu isolieren, sollte die stationäre Phase mit dem schwachen Epitop 

‚HYVPEFKGGLPAPRV‘ verknüpft werden. Als optimale Bedingungen für eine 
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Elutionswirkung hat sich ein Puffer mit dem pH-Wert von 2,0 ergeben. Da noch viel Material in 

der stationären Phase verbleibt, ist eine Abfolge von mehreren Elutionen mit größerem 

individuellen Volumen in Betracht zu ziehen. Die Kontamination, welche ein ähnliches 

Molekulargewicht wie leichte Antikörperketten besitzt, macht eine photometrische 

Bestimmung der Antikörperkonzentration unmöglich. Aus diesem Grund muss in kommenden 

Affinitätschromatographien eine adäquate Alternative eingesetzt werden, um die 

Proteinmenge zu bestimmen. 

4.2.2 Optimierte Affinitätschromatographie 

Eine weitere Aufreinigung der Anti-Emp-Antikörper wird unter optimierten Bedingungen 

durchgeführt. Eine Säule wird mit einer stationären Phase befüllt, welche das modifizierte 

Peptid ‚HYVPEFKGGLPAPRV‘ präsentiert. Insgesamt wird die Säule mit 5,0 mL Serum 

beladen, zweimal mit unterschiedlichen Waschpuffern vor der Elution gewaschen und 

gebundene Antikörper dreimal mit einem Elutionspuffer bei einem pH-Wert von 2,0 von der 

stationären Phase gespült. Diese Elutionen werden entsprechend ihrer Abfolge als Elution 1 

(Elu 1), Elution 2 (Elu 2) und Elution 3 (Elu 3) bezeichnet. Die Antikörper innerhalb dieser 

Elutionen und innerhalb der Waschpuffer werden entsprechend dem vorherigen Kapitel 

analysiert, wobei auf die photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration verzichtet wird. 

Anstelle der unterschiedlichen Elutionsparameter wird in dieser Durchführung der Fokus auf 

die Unterschiede zwischen den individuellen Elutionen gerichtet. 

4.2.2.1 Bestimmung der Antikörperfunktion und Ausbeute 

Für die Primärfärbung der Substitutionsanalysen werden die Verdünnungen aller Elutionen 

einheitlich durchgeführt. Die Durchführung der Sekundärfärbungen, die Detektion und 

Auswertung der Substitutionsanalysen sowie die Darstellung der Antikörper-Fingerabdrücke 

erfolgen gemäß den bereits bekannten Bedingungen. Eine graphische Darstellung der 

Graustufenbilder nach den Sekundärfärbungen ist in Abbildung 24 gezeigt. Erwartungsgemäß 

zeigt sich der Kontrollrand aus Poliomyelitis-Peptiden, wenn keine Elution für die 

Primärfärbung verwendet wird. Die SA aller Sekundärfärbungen gegen IgG liegen 

durchschnittlich bei 16,4 %. In diesem Durchlauf sind die Substitutionsanalysen mit der 

Färbung gegen IgA von deutlich besserer Qualität und erreichen eine durchschnittliche SA 

von 42,1 %. Die einzigen Proben dieser Färbung, deren Peptidspots aufgrund zu vieler 

eliminierter Messwerte nicht im Detail ausgewertet werden können, sind Elution 3 und DL 1. 

Der Vergleich der Aminosäureblots zwischen den Eluaten und dem Serum ist in Tabelle 21 

aufgelistet. Die RFI des originalen Peptids aller Proben im Vergleich für die 

Sekundärfärbungen und die daraus errechnete Ausbeute ist in Tabelle 22 dargestellt. 
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Abbildung 24: Alle Proben für die Primärfärbung sind in einem Verhältnis von 1:500 verdünnt. Die 

beiden Sekundärantikörper werden mit einem Verdünnungsfaktor von 1:5000 aufgetragen. Färbungen 

gegen IgG sind links und gegen IgA rechts abgebildet. 

Vergleicht man die Aminosäureblots untereinander, so zeigt die erste Elution nach der 

Sekundärfärbung mit Anti-IgG Werte, die dem vorherigen Kapitel entsprechen. In der zweiten 

Elution weichen die Ergebnisse ab, da auch Peptidspots bemerkbar sind, welche eine stärkere 

Signalstärke als das Serum aufweisen. Besonders auffällig ist hierbei die Substitution an der 

achten Position der Substitutionsanalyse. Diese Position ist essenziell und zeigt in den 

Peptidspots, an dessen Stelle dort Cystein substituiert wird, in der zweiten Elution ein über 

30,0 % stärkeres Signal als die Korrespondenz im Serum. Dasselbe ist bei der Substitution 

dieser Aminosäure mit einem Arginin in der dritten Elution zu beobachten. In der dritten Elution 

nimmt die Anzahl an Peptidspots, welche eine größere Signalstärke als die Referenz besitzen, 

weiter zu. Im Vergleich zeigen Substitutionsanalysen, in welchen IgA eingefärbt wurde, eine 

merkliche Differenz in der Signalstärke bei bis zu mehr als einem Drittel der Peptidspots, wenn 

diese mit dem Serum verglichen werden. Im Detail zeigt sich, dass die Peptidspots in den 

ersten drei Positionen der Aminosäuresequenz eine starke Tendenz aufweisen, ein stärkeres 

Signal zu besitzen, wenn sie in der Primärfärbung mit einer Elution eingefärbt werden. 

Gegensätzlich verhält es sich mit der Signalstärke in nachfolgenden Positionen. In allen drei 

Elutionsschritten stechen zwei Substitutionen an der essenziellen fünften Position hervor, 

deren Signalstärken sich von den mit Serum inkubierten Peptidspots an derselben Position 

unterscheidet. Wird an dieser Position die originale Aminosäure durch Lysin oder Arginin 
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ersetzt, verschlechtert sich die Signalstärke verhältnismäßig in den ersten beiden Elutionen 

deutlich. Diese essenzielle Position besitzt den größten Konservierungsgrad und kann nur in 

sehr seltenen Fällen substituiert werden. Dieser Hinweis in Kombination mit der hohen Anzahl 

an Differenzen zeigt, dass sich das eluierte IgA sehr stark von dem im Serum verfügbaren 

Anti-Emp-IgA unterscheidet. Es ist sehr wahrscheinlich, dass mehr als ein funktionsfähiges 

IgA vorliegt und diese bei der Affinitätschromatographie voneinander getrennt werden.  

Tabelle 21: Anzahl der Peptidspots der individuellen Elutionen, deren RFI sich nach der 

Sekundärfärbung um mehr als 30,0 % von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der 

Sekundärfärbung des Serums unterscheidet. Alle RFI sind als Mittelwerte der jeweiligen Triplikate 

zusammengefasst. 

Differenz der Aminosäureblots der Affinitätschromatographie von FS2: 

Eluate gegen Serum (∆ ≥ 30,0 %) 

Eluat 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat < Serum) 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat > Serum) 
Anzahl 

gesamt 

(relativ) 
Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

IgG 

Elution 1 11 (3,7 %) 42,3 % - - 11 (3,7 %) 

Elution 2 6 (2,0 %) 40,3 % 4 (1,3 %) 31,8 % 10 (3,3 %) 

Elution 3 - - 6 (2,0 %) 43,8 % 6 (2,0 %) 

DL 1 1 (3,3 ‰) 30,3 % 19 (6,3 %) 50,9 % 20 (6,7 %) 

IgA 

Elution 1 67 (22,3 %) 46,7 % 36 (12,0 %) 45,6 % 
103 

(34,3 %) 

Elution 2 83 (27,7 %) 45,5 % 45 (15,0 %) 58,3 % 
128 

(42,7 %) 

Wie auch im vorherigen Kapitel gibt es zwei mögliche Erklärungen dafür, dass sich die 

Signalstärken der Spots innerhalb der Elutionen von denen im Serum unterscheiden. Eine 

Erklärung ist es, dass sich im Serum verschiedene Anti-Emp-Antikörper befinden, welche 

aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinität eine voneinander abweichende Retentionszeit 

besitzen. Die zweite Erklärung ist, dass sich das Paratop des Anti-Emp-Antikörpers mit jeder 

weiteren Elution aufgrund der denaturierenden Wirkung verändert. Dementsprechend werden 

in den ersten Elutionen Antikörper herausgespült, welche eine niedrige Retentionszeit und ein 

intaktes Paratop besitzen und der Anteil an Antikörpern mit einer längeren Retentionszeit oder 

einem veränderten Paratop nimmt folglich mit jeder weiteren Elution zu. Die beiden genannten 
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Erklärungen schließen sich nicht gegenseitig aus. DL 1 besitzt zwar auch eine erhöhte Anzahl 

an Peptidspots mit größerer Signalstärke, allerdings sind diese hauptsächlich auf 

Substitutionen an den ersten beiden Positionen beschränkt. Es ist daher anzunehmen, dass 

die eluierten Antikörper in DL 1 und Elution 3 sich in Nuancen unterscheiden und die 

Retentionszeit der Antikörper innerhalb von DL 1 geringer ist als die der Antikörper in der 

ersten Elution. Es bestätigt die Beobachtung aus dem vorherigen Kapitel, dass der Anti-Emp-

IgG eine gewisse Bandbreite in der Affinität gegenüber den Aminosäuren an den 

nicht-essenziellen Positionen des Epitops hat. Bedeutende Hinweise auf Anti-Emp-IgG, 

welche sich in der Affinität gegenüber den essenziellen Positionen unterscheiden, gibt es 

allerdings nicht. 

Tabelle 22: Berechnung der RFI aller Proben und nachfolgende Bestimmung der relativen Ausbeute 

von funktionsfähigem Antikörper des Antikörpertyps IgG und IgA, im Verhältnis zum Blutserum. 

Vergleich und Ausbeute aufeinanderfolgender Elutionen 

Probe Volumen Verdünnungsfaktor 

in [x] 

RFI in [RFU] (SA) Ausbeute 

IgG 

Serum von 

FS2 
5,0 mL 500 2,1 x 1010 (15,0 %) - 

Elution 1  175,0 µL 500 4,7 x 109 (16,1 %) 22,4 % 

Elution 2 175,0 µL 500 3,1 x 109 (12,0 %) 14,8 %  

Elution 3 175,0 µL 500 2,7 x 107 (15,1 %) 1,2 ‰ 

DL 1 5,0 mL 500 2,6 x 109 (23,4 %) 12,6 % 

IgA 

Serum von 

FS2 
5,0 mL 500 4,2 x 108 (40,1 %) - 

Elution 1  175,0 µL 500 1,2 x 108 (23,1 %) 29,7 % 

Elution 2 175,0 µL 500 1,3 x 108 (24,7 %) 33,8 %  

Über die Berechnung und dem Vergleich der RFI des originalen Peptids wird in den drei 

Elutionen eine Ausbeute von 38,4 % für Anti-Emp-IgG geschätzt. Die Messwerte der ersten 

beiden Elutionen ergeben für die Antikörperklasse IgA entsprechend eine Ausbeute von 

63,7 % in den ersten beiden Elutionen. Entsprechend dem größeren Volumen und den 

optimierten Versuchsbedingungen zeigt sich eine deutlich bessere Ausbeute als in der 

vorherigen Aufreinigung. Die Signalstärke der Substitutionsanalyse von DL 1 zeigt auch, dass 

ein erheblicher Anteil funktionaler Anti-Emp-Antikörper durch den Waschvorgang verloren 

wird.  
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4.2.2.2 Analyse von Protein- und Antikörperbanden 

Ebenso wie in dem vorherigen Kapitel werden die aus dem Serum aufgereinigten Eluate 

sowohl durch eine LDS-PAGE mit nachfolgender Färbung durch Coomassie®-Brillant-Blau, als 

auch durch einen Western Blot analysiert und anschließend in Intensitäts-Blots umgewandelt. 

Die LDS-PAGE für den Western Blot wird dieses Mal aber zusätzlich unter nicht-reduzierenden 

Bedingungen durchgeführt, da Banden ermittelt werden sollen, welche vollständige und 

fragmentierte Antikörper enthalten. Diese Banden werden in nachfolgenden Unterkapiteln zur 

Annäherung der Antikörpermenge und zur Extraktion für Analysezwecke genutzt. Außerdem 

wird das Probenvolumen in der LDS-PAGE für den Western Blot erhöht, um bessere Signale 

nach der Sekundärfärbung zu erhalten. Das mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbte Gel ist 

in Abbildung 25 und der zugehörige Intensitäts-Blot in Abbildung 26 gezeigt. Der mit Anti-IgG 

eingefärbte Western Blot wird in Abbildung 27 und die entsprechenden Intensitäts-Blots in 

Abbildung 28 präsentiert. Die Sekundärfärbung des Western Blots gegen IgG und deren 

Intensitäts-Blots werden in den Abbildungen 29 und 30 gezeigt. Eine kombinatorische 

Darstellung der Western Blots ist in Abbildung 31 dargestellt. Western Blots werden als 

Graustufenbilder detektiert und in Falschfarben dargestellt. Der Kontrast und die Helligkeit aller 

Abbildungen wird zur besseren Sichtbarkeit verstärkt. 

Nach der Färbung der LDS-PAGE wird sichtbar, dass alle Proben die gleichen Banden 

enthalten, welche schon in der LDS-PAGE des vorherigen Kapitels angefärbt wurden. Bei den 

nicht-reduzierten Elutionen heben sich alle Banden, außer der fünften, von den Banden aller 

anderen Proben hervor. Dasselbe gilt, mit Ausnahme der vierten Bande, für die reduzierten 

Proben. Die beiden ersten Elutionen enthalten den größten Anteil an Protein, wenn das Serum 

nicht berücksichtigt wird. Banden, welche in den Proben der stationären Phasen eingefärbt 

werden, sind bei dieser Affinitätschromatographie deutlich kleiner als vergleichsweise Banden, 

die in den ersten beiden Elutionen zu erkennen sind. Zusammen mit der geringen Ausbeute 

der dritten Elution spricht das dafür, dass die neue Elutionsprozedur deutlich mehr Protein aus 

der stationären Phase löst und sich dadurch der maximalen Proteinmenge annähert, welche 

nach der Affinitätschromatographie eluiert werden kann. Auf der Phase verbleibende Proteine 

haben mit großer Wahrscheinlichkeit eine zu starke Wechselwirkung gegenüber dem Epitop, 

um sie effektiv zu eluieren. Das verunreinigende Protein, welches die Banden der leichten 

Antikörperketten überdeckt, ist in allen Proben deutlich zu erkennen. Besonders stark wird es 

allerdings während den ersten beiden Elutionen aufgereinigt. Das spricht dafür, dass dieses 

Protein eine Affinität gegenüber dem Epitop in der stationären Phase oder den in der 

stationären Phase immobilisierten Proteinen besitzt. 
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Abbildung 25: LDS-PAGE aller während der optimierten Affinitätschromatographie generierten Proben 

und stationären Phasen, nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung. Von jeder Probe wird 6,0 % des 

Gesamtvolumens in die Taschen gefüllt. Zusätzlich werden 1,0 µg BSA und ein Marker für 

Proteingrößen als Maßstab für das Molekulargewicht als Kontrolle verwendet. Die Legende beschreibt, 

welche Antikörper oder Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit größter 

Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

Der Inhalt beider Durchläufe wirkt identisch und zeigt bei den nicht-reduzierten Proben 

besonders große Proteinmengen bei einem Molekulargewicht, bei welchem schwere 

Antikörperketten sowie Fab- und Fc-Regionen erwartet werden [51]. Diese Bande wird im 

Western Blot entsprechend dem zugehörigen Intensitäts-Blot in Abbildung 28 kaum merklich 

markiert. Das bedeutet, dass das Protein in dieser Bande entweder kein Antikörper ist, oder 

es so stark denaturiert wurde, dass der Sekundärantikörper es nicht mehr markieren kann. 

Aufgrund der Bandengröße kann in den reduzierten Proben der Durchläufe die vierte Bande 

mit diesen Fragmenten assoziiert werden. Da der Probeninhalt identisch ist, müsste diese 

Bande also logischerweise den gleichen Inhalt haben. Diese Bande wird nicht von den 

Sekundärantikörpern markiert und das Molekulargewicht, an dem sie zu finden ist, entspricht 
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keinem assoziierbaren Antikörperfragment. Einzelne Proteine können durch Reduzierung 

allerdings nicht größer werden. Möglicherweise spaltet der Effekt der Reduzierung die Proteine 

in diesen Banden zu weiteren Fragmenten auf. Diese könnten dann mit sich selbst, oder 

anderen Proteinen, interagieren, wenn die Affinität zueinander nicht durch den Einfluss von 

LDS oder Reduktionsmittel verhindert wird. 

Abbildung 26: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbten Banden der LDS-

PAGE aus der Abbildung 25. Die Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung übernommen. 

Eine rote Linie beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegenüber dem Hintergrundrauschen. Diese 

Abgrenzung wird für jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. 

Bei den nicht-reduzierten Proben werden Peaks 1 bis 3 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da 

ihre Fläche sich teilweise überlappt. Dasselbe gilt für Peaks 1 und 2 sowie 3 bis 5 bei den reduzierten 

Proben. 
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Abbildung 27: Von jeder Probe werden 4,0 µL in einer reduzierenden und nicht-reduzierenden LDS-

PAGE verwendet. Nach der Übertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem 

Verhältnis von 1:5000 mit Sekundärantikörpern gegen leichte und schwere Ketten von IgG eingefärbt. 

Zusätzlich zu den Proben werden das Serum in einem Verhältnis von 1:100 und ein Marker für 

Proteingrößen als Kontrollen aufgetragen. Der linke Western Blot ist in Kontrast und Helligkeit um das 

Zweifache und der rechte um das Zehnfache verstärkt. Die Legende beschreibt, welche Antikörper oder 

Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit größter Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

Um schwach markierte Banden im Western Blot zu identifizieren, werden zur Unterstützung 

die Informationen aus den entsprechenden Intensitäts-Blots herangezogen. Vollständige und 

fragmentierte Antikörper in den nicht-reduzierten Proben sind in beiden Sekundärfärbungen 

des Western Blots markiert und entsprechen den Erwartungen aus den Banden der LDS-

PAGE. Schwere Ketten von IgG werden in jeder nicht-reduzierten Probe eingefärbt, sind aber 

nur bei den Elutionen deutlich zu erkennen. Schwere IgA-Ketten sind nur als schwaches 

Signal in den Elutionen aufzufinden. 
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Abbildung 28: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 27. Die 

Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung übernommen. Eine blaue Linie, wenn sichtbar, 

beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegenüber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird 

für jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. Bei den nicht-

reduzierten Proben werden Peaks 1 bis 4 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre Flächen 

sich teilweise überlappen. 

In dem Western Blot der reduzierten Proben sind bei der Sekundärfärbung gegen IgG 

innerhalb der Proben des Serums und der ersten beiden Elutionen deutliche Banden zu 

erkennen, welche der schweren und leichten Antikörperkette zugeordnet werden können. Die 

Peaks innerhalb des Intensitäts-Blots der stationären Phase zeigen, dass auch hier die 

schwere und leichte Kette markiert werden. Innerhalb der dritten Elution sowie beiden 

Durchläufen werden nur die schweren Antikörperketten markiert. In den Proben der ersten 

beiden Elutionen sind zusätzlich Antikörperfragmente mit zwei schweren Ketten und einer 

leichten sowie schweren Kette sichtbar. Während in den Proben der Durchläufe nur die Bande 

mit dem aus zwei schweren Ketten bestehenden Fragmenten sichtbar ist, so ist in der Probe 

der dritten Elution nur die Bande zu sehen, an welcher die Fragmente markiert sind, welche 

aus einer schweren und leichten Kette bestehen. 
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Abbildung 29: Von jeder Probe werden 4,0 µL in einer reduzierenden und nicht-reduzierenden LDS-

PAGE verwendet. Nach der Übertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem 

Verhältnis von 1:5000 mit Sekundärantikörpern gegen schwere Ketten von IgA eingefärbt. Zusätzlich 

zu den Proben werden das Serum in einem Verhältnis von 1:100 und ein Marker für Proteingrößen als 

Kontrollen aufgetragen. Der linke Western Blot ist in Kontrast und Helligkeit um das Zehnfache und der 

rechte um das 40-fache verstärkt. Die Legende beschreibt, welche Antikörper oder Antikörperfragmente 

in den nummerierten Banden mit größter Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

Die Sekundärfärbung des Western Blots gegen IgA zeigt bei DL 1 und den ersten beiden 

Elutionen gut sichtbare Banden bei einem Molekulargewicht, an dem die schwere Kette des 

Antikörpers erwartet wird. Das bedeutet, dass eine größere Menge IgA bei dem ersten 

Waschschritt von der Säule gespült wird. Hervorstechend ist hierbei, dass die Bande merklich 

oberhalb von den Banden der restlichen schweren Ketten von IgA platziert ist. Diese erhöhte 

Retentionszeit lässt sich durch eine Deformation des Antikörpers erklären, wodurch sich 

dessen Widerstand im Gel erhöht. Da diese Antikörperketten nur im reduzierten Zustand zu 

sehen sind, ist ihr Ursprung höchstwahrscheinlich die Gesamtmenge an vollständigen und 

fragmentierten Antikörpern, welcher während der Reduzierung aufgetrennt werden. 
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Abbildung 30: Zusammenfassung der Banden des Western Blots der Abbildung 29. Die Markierungen 

der Peaks wurden aus dieser Abbildung übernommen. Eine rote Linie, wenn sichtbar, beschreibt die 

Abgrenzung des Peaks gegenüber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird für jeden Peak 

gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. Bei den nicht-reduzierten Proben 

werden Peaks 1 bis 4 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre Flächen sich teilweise 

überlappen. 

Entsprechend den Ergebnissen aus der Färbung der LDS-PAGE mit Coomassie®-Brillant-Blau 

enthalten beide Durchläufe Proteine mit einem ähnlichen Molekulargewicht. Eine Erklärung 

dafür, dass die Markierung der schweren Antikörperketten nur bei DL 1 und nicht bei DL 2 zu 

beobachten ist, könnte höchstwahrscheinlich sein, dass Unterschiede in den Waschpuffern 

dafür sorgen, dass das Epitop, welches der Sekundärantikörper erkennt, entweder erhalten 

bleibt oder zerstört wird. Die Puffer unterscheiden sich im pH-Wert und den Inhaltstoffen. Das 

Puffersystem von Waschpuffer-Formulation 1 aus DL 1 basiert auf 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, besitzt einen pH-Wert von 8,5 und enthält 

Ethylendiamintetraessigsäure Dinatrium Dihydrat. Waschpuffer-Formulation 2 wird durch 

Hydrogenphosphate gepuffert und besitzt einen neutralen pH-Wert. 
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Abbildung 31: Kombination der beiden Western Blots aus Abbildung 27 und 29. Die Legende 

beschreibt, welche Antikörper oder Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit größter 

Wahrscheinlichkeit zu finden sind. 

In kombinatorischer Ansicht zeigt sich erneut, dass die schweren IgA-Ketten oberhalb der IgG-

Ketten liegen. Diese Differenz ist in den nicht-reduzierten Proben weniger deutlich zu 

erkennen, da die Banden sich aufgrund der schlechteren Trennschärfe des Gels bei einem 

größeren Molekulargewicht überlappen. Verhältnismäßig werden in den nicht-reduzierten 

Proben bei der Sekundärfärbung gegen IgG eine deutlich größere Menge an einzelnen 

schweren Ketten angefärbt, als bei der Sekundärfärbung gegen IgA. 

Zur Evaluierung der verhältnismäßigen Größe aller Banden zwischen den Proben wird das 

Integral von jedem erkennbaren Peak aus den Intensitäts-Blots der Proben durch das 

Gelanalysewerkzeug [1394] von ImageJ [1395] berechnet. Die Berechnungen und Vergleiche sind 

für die mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbter Banden in Tabelle 23 für nicht-reduzierte 

Proben und in Tabelle 24 für reduzierte Proben zusammengefasst. Integrale von 

Sekundärfärbungen des Western Blots gegen IgG werden für nicht-reduzierte Proben in 
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Tabelle 25 und für reduzierte Proben in Tabelle 26 aufgelistet und verglichen. Die Integrale 

der Sekundärfärbung gegen IgA werden in Tabelle 27 zusammengefasst. In diesem Kapitel 

ist die Größe der Banden jeder Probe von Relevanz, da die relative Proteinmenge 

hervorgehoben werden soll, welche durch jede Elution aufgereinigt wird. Für alle Peaks 

innerhalb desselben Molekulargewichts wird deshalb die Probe bestimmt, welche nach der 

Berechnung des Integrals die größte Fläche zeigt. Alle anderen Integrale aus Peaks mit 

demselben Molekulargewicht werden zu diesem ins Verhältnis gesetzt. Integrale, die sich aus 

den Peaks innerhalb der Sekundärfärbung des Serums ergeben, werden für die Bestimmung 

der größten Fläche ausgeschlossen. 

Tabelle 23: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der nicht-reduzierten Proben der 

mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbten LDS-PAGE in Abbildung 26, im Vergleich zum größten Peak 

des jeweiligen Molekulargewichts. 

Vergleich der Peakflächen zwischen den nicht-reduzierten Proben der LDS-PAGE  

Probe Verhältnis 

Peaks 1 bis 3 

Verhältnis Peak 4 Verhältnis Peak 5 Verhältnis Peak 6 

größte 

Fläche 
Elution 2 Harz DL 1 Elution 2 

DL 1 16,3 % 34,6 % 100,0 % 34,5 % 

DL 2 9,8 % 33,7 % 89,8 % 29,8 % 

Elution 1 82,9 % 81,8 % 70,2 % 100,0 % 

Elution 2 100,0 % 89,3 % 52,9 % 78,7 % 

Elution 3 23,1 % - - 15,7 % 

Harz 36,4 % 100,0 % 34,1 % 12,9 % 

Der erste Peak im Intensitäts-Blot der nicht-reduzierten Proben stellt die relative Menge an 

vollständigen Antikörpern dar. Fragmentierte Antikörper werden in den Peaks 2 bis 4 

repräsentiert. Hier können sich F(ab)2-Regionen im dritten Peak befinden. Die Peaks 5 und 6 

entsprechen jeweils der relativen Menge an schweren, beziehungsweise leichten 

Antikörperketten. Peak 5 kann zusätzlich auch Fab- und Fc-Regionen enthalten und die 

Proteinmenge der leichten Antikörperketten im sechsten Peak wird von einer Verunreinigung 

mit ähnlicher Größe verschleiert. Die ersten beiden Elutionen zeigen eine große Ausbeute in 

allen sechs Peaks. Lediglich im vierten und fünften Peak werden sie von anderen Proben 

übertroffen. Die stationäre Phase zeigt eine relativ große Menge an fragmentierten 

Antikörpern. Da die dritte Elution keinerlei Protein enthält, welche entsprechend des 

Molekulargewichts mit fragmentierten Antikörpern assoziiert werden kann, ist anzunehmen, 

dass diese nach der zweiten Elution nicht mehr aus der stationären Phasen eluiert werden 

können. In beiden Durchläufen wurde eine größere Menge an Proteinen mit einem 
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Molekulargewicht von ~ 50,0 kDa (Peak 5) aus der stationären Phase gespült. Über die 

Färbung mit Coomassie®-Brillant-Blau lässt sich aber nicht genauer bestimmen, ob es sich 

hierbei wirklich um Antikörperfragmente oder ein anderes Protein handelt. In den anderen 

Peaks der Durchläufe wird bis zu einem Sechstel der Menge an Protein erreicht, welche sich 

in den entsprechenden Peaks der ersten beiden Elutionen befindet. Die Ausbeute der dritten 

Elution ist sehr gering und beträgt weniger als ein Fünftel der beiden vorangehenden 

Elutionen. Im Vergleich bleibt im Harz deutlich weniger Protein zurück, als bei der im 

vorherigen Kapitel dargestellten Affinitätschromatographie. 

Tabelle 24: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der reduzierten Proben der mit 

Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbten LDS-PAGE in Abbildung 26, im Vergleich zum größten Peak des 

jeweiligen Molekulargewichts. 

Vergleich der Peakflächen zwischen den reduzierten Proben der LDS-PAGE 

Probe Verhältnis 

Peaks 1 und 2 

Verhältnis 

Peak 3 bis 5 

Verhältnis Peak 6 Verhältnis Peak 7 

größte 

Fläche 
Elution 2 Elution 1 Elution 1 Elution 1 

DL 1 76,7 % 67,7 % 27,5 % 29,0 % 

DL 2 76,1 % 50,3 % 37,9 % 23,9 % 

Elution 1 92,9 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 

Elution 2 100,0 % 83,3 % 72,7 % 80,2 % 

Elution 3 98,2 % 24,5 % - 24,8 % 

Harz 88,7 % 49,6 % - 18,2 % 

In den ersten beiden Peaks der reduzierten Proben sind verbleibende Mengen an 

vollständigen Antikörpern und Antikörperfragmenten aufzufinden, welche nicht vollständig 

reduziert wurden und mindestens zwei schwere Antikörperketten enthalten. Ebenso ist es 

möglich, dass sich im zweiten Peak F(ab)2-Regionen befinden. Der dritte Peak enthält 

Antikörperfragmente mit einer schweren und einer leichten Kette. Die Proteine sowohl im 

vierten als auch im sechsten Peak, können anhand ihres Molekulargewichts nicht genauer 

identifiziert werden. Wie auch bei den nicht-reduzierten Proben kann Peak 5 schwere Ketten 

sowie Fab- als auch Fc-Regionen enthalten. Der siebte Peak ist letztendlich durch leichte 

Antikörperketten sowie eine unbekannte proteinogene Verunreinigung definiert. Im Gegensatz 

zu den nicht-reduzierten Proben besitzen die ersten beiden Elutionen bei allen Peaks die 

größte Fläche. Das liegt daran, dass sich die größte Menge an Protein, welche in den 

Waschritten von der stationären Phase gewaschen wird, im vierten Peak befindet. Dieser Peak 

wird bei der Berechnung der Integration mit dem dritten und fünften Peak vereint. Die 

Proteinmengen im dritten und fünften Peak sind in den Elutionen deutlich größer als im vierten. 
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Das unbestimmte Protein im vierten Peak besitzt daher nur eine geringe Affinität gegenüber 

der stationären Phase. 

Die Werte der gemessenen Flächen in den ersten beiden Peaks liegen bei allen Proben sehr 

nah beieinander. Das liegt daran, dass die korrespondierenden Banden generell sehr schwach 

und die Peaks nur sehr schlecht definiert sind. Es handelt sich hierbei höchstwahrscheinlich 

um vollständige Antikörper und größere fragmentierte Antikörper, welche in jeder Probe als 

marginaler Rest verbleiben. Dementsprechend besitzen diese beiden Peaks nur eine geringe 

Relevanz für die Auswertung. Peaks, in welchen aufgrund des entsprechenden 

Molekulargewichts vereinzelte schwere und leichte Ketten erwartet werden, zeigen in den 

ersten beiden Elutionen im Vergleich zur dritten Elution ungefähr die vierfache Menge an 

Protein. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen in den Intensitäts-Blots der 

nicht-reduzierten Proben. 

Tabelle 25: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der nicht-reduzierten Proben des 

Western Blots in Abbildung 28, im Vergleich zum größten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die 

Flächen der Peaks des Serums werden mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert und zu der jeweils 

größten Fläche aus den anderen Proben ins Verhältnis gesetzt. 

Vergleich der Peakflächen zwischen den mit Anti-IgG markierten, 

nicht-reduzierten Proben des Western Blots  

Probe Verhältnis Peaks 

1 bis 4 

Verhältnis Peak 5 Verhältnis Peak 6 

größte Fläche Elution 1 Elution 2 Elution 2 

DL 1 18,1 % 15,7 % - 

DL 2 13,7 % 7,8 % - 

Elution 1 100,0 % 93,2 % 80,7 % 

Elution 2 91,2 % 100,0 % 100,0 % 

Elution 3 12,2 % 4,9 % - 

Harz 9,7 % 5,7 % 19,1 % 

größte Fläche 

Serum
 1,4 % 2,2 ‰ 1,9 ‰ 

Wie auch im vorherigen Kapitel gibt die Fläche der Peaks in den Intensitäts-Blots des Western 

Blots einen Schätzwert für die tatsächlich vorhandene Menge an Antikörper vor. Die Flächen 

der ersten vier Peaks der nicht-reduzierten Proben beschreiben hierbei die Menge an 

vollständigem und fragmentiertem IgG. Der fünfte Peak spiegelt die schweren IgG-Ketten und 

der sechste die leichten IgG-Ketten wider. Bei jedem Peak dominiert einer der beiden ersten 

Elutionen die Größe der Fläche. Eine größere Menge an Antikörperketten ist nur in diesen 
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beiden Elutionen zu beobachten. Alle anderen Proben enthalten eine vernachlässigbare 

Menge. Die Flächengröße der Peaks der Elutionen ist im Verhältnis zu der Flächengröße der 

Peaks des Serums größer als erwartet. Das ist aber mit großer Wahrscheinlichkeit auf das 

größere Elutionsvolumen und die optimierten Versuchsbedingungen zurückzuführen. 

Tabelle 26: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der reduzierten Proben des 

Western Blots in Abbildung 28 im Vergleich zum größten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die 

Flächen der Peaks des Serums werden mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert und zu der jeweils 

größten Fläche aus den anderen Proben ins Verhältnis gesetzt. 

Vergleich der Peakflächen zwischen den mit Anti-IgG markierten, 

reduzierten Proben des Western Blots  

Probe Verhältnis 

Peak 1 

Verhältnis Peak 2 Verhältnis Peak 3 Verhältnis Peak 4 

größte 

Fläche 
Elution 1 Elution 1 Elution 2 Elution 1 

DL 1 - 17,1 % 21,1 % - 

DL 2 - 15,4 % 6,3 % - 

Elution 1 100,0 % 100,0 % 97,0 % 100,0 % 

Elution 2 81,2 % 61,3 % 100,0 % 66,5 % 

Elution 3 14,6 % - 3,5 % - 

Harz - 47,0 % 3,8 % 11,4 % 

größte Fläche 

Serum
 8,9 ‰ 1,6 % 7,2 ‰ 5,9 ‰ 

Die Werte der Flächen der Intensitäts-Blots, welche mit den reduzierten Proben des Western 

Blots korrespondieren und mit Anti-IgG markiert sind, bestätigen die Beobachtung aus den 

nicht-reduzierten Proben. Der einzige Unterschied ist, dass im zweiten Peak die Fläche des 

Peaks der stationären Phase deutlich größer ist. Hierbei handelt es sich um die fragmentierten 

Antikörper, welche auch mit der dritten Elution nicht aus dem Harz herausgelöst werden 

konnten. 
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Tabelle 27: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der reduzierten Proben des 

Western Blots in Abbildung 30, im Vergleich zum größten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die 

Flächen der Peaks des Serums werden mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert und zu der jeweils 

größten Fläche aus den anderen Proben ins Verhältnis gesetzt. 

In den Intensitäts-Blots des Western Blots, welcher gegen IgA eingefärbt wurde, werden nur 

schwere IgA-Ketten markiert. Die Peaks 1 bis 5 stammen hierbei von nicht-reduzierten und 

Peak A und B von reduzierten Proben. Peak A ist nur in einer einzigen Probe enthalten und 

wird deshalb für die Auswertung vernachlässigt. Die ersten vier Peaks entsprechen 

vollständigem IgA und fragmentiertem IgA, welches mindestens zwei schwere Ketten enthält. 

Der fünfte Peak definiert die Fläche, in welcher einzelne schwere Ketten unter nicht-

reduzierten Bedingungen zu erwarten sind. Peak B entspricht auch den einzelnen schweren 

IgA-Ketten, allerdings nur in den reduzierten Proben. Die in der Tabelle 27 dargestellte 

Zusammenfassung bestätigt die Beobachtung, dass der größte Teil der aufgereinigten 

Antikörper in den beiden ersten Elutionen aufzufinden ist. Die einzige Ausnahme ist die große 

Menge an schweren IgA-Ketten, welche im ersten Durchlauf markiert werden. Wie aber bereits 

erwähnt, zeigt die entsprechende Bande ein größeres Molekulargewicht als schwere IgA-

Ketten innerhalb der Elutionen. Die gemessene Fläche der Elutionen der schweren IgA-Ketten 

ist im reduzierten Zustand im Vergleich zu der Fläche des Serums geringer als erwartet. Eine 

Ursache dafür kann sein, dass die geringe Signalstärke der Anti-IgA-Markierung die 

Bestimmung eines genauen Messwertes erschwert. 

  

Vergleich der Peakflächen zwischen den mit Anti-IgA markierten 

Proben des Western Blots  

Probe Verhältnis Peaks 1 bis 4 Verhältnis 

Peak 5 

Verhältnis Peak B 

größte 

Fläche 
Elution 1 Elution 1 Elution 2 

DL 1 - - 100,0 % 

DL 2 - - - 

Elution 1 100,0 % 100,0 % 38,0 % 

Elution 2 87,7 % 78,9 % 40,0 % 

Elution 3 36,4 % - - 

Harz - - 20,0 % 

größte Fläche 

Serum
 2,7 % - 1,2 % 
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Die Ergebnisse der optimierten Affinitätschromatographie zeigen eine deutlich größere relative 

und absolute Ausbeute im Vergleich zur ersten Aufreinigung. Bei Anti-Emp-IgG variiert das 

Epitop der Antikörper in jeder Elution geringfügig. Diese Variation ist bei IgA vergleichsweise 

deutlich stärker zu beobachten. Zwei Elutionen reichen aus, um die meisten Antikörper aus 

der stationären Phase aufzureinigen. Während die Menge an Proteinen in diesen beiden 

Elutionen sehr ähnlich ist, so ist die Funktionsfähigkeit von IgG aus der ersten Elution deutlich 

besser als die in der zweiten. Bei IgA ist die Proteinmenge ebenfalls ungefähr gleich, aber 

stattdessen ist die Funktionsfähigkeit in der zweiten Elution besser. Die Ausbeute von 

funktionsfähigem IgA ist mehr als doppelt so groß wie die Ausbeute von IgG. In der dritten 

Elution ist die Ausbeute der Proteinmenge von beiden Antikörpertypen deutlich geringer als in 

den ersten beiden Elutionen. Auch ist die Funktion der Antikörper innerhalb dieser Elution 

deutlich reduziert. Auf der stationären Phase verbleibende Antikörper besitzen eine so starke 

Retentionszeit, dass sie höchstwahrscheinlich nicht mehr aus dem Harz herausgelöst werden 

können. Durch die Waschschritte geht zwar ein Teil der Anti-Emp-Antikörper verloren, dafür 

erhöht sich aber die Homogenität der Affinität gegenüber demselben Epitop. Aus diesem 

Grund sind die beiden Waschschritte unabdingbar. 

4.2.2.3 Annäherung an die Proteinmenge über relative Intensität 

Aufgrund der proteinogenen Verunreinigung ist eine photometrische Bestimmung der 

Proteinmenge innerhalb der Elutionen nicht sinnvoll. Die Verunreinigung ist so stark, dass der 

Messwert erheblich verfälscht wird. Aus diesem Grund wird eine alternative Methode zur 

Schätzung der Proteinkonzentration verwendet. Über die Bandengröße der BSA-Kontrolle 

kann abgeschätzt werden, wie stark eine bestimmte Proteinmenge durch das Coomassie®-

Brillant-Blau eingefärbt wird. Für den Zweck der Bestimmung wird die LDS-PAGE aus der 

Abbildung 25 verwendet. Als geeignete Banden für die Messung der Anti-Emp-Antikörper 

bieten sich die drei Banden mit dem größten Molekulargewicht der nicht-reduzierten Proben 

an. Diese enthalten vollständige und fragmentierte Antikörper mit mindestens zwei schweren 

Antikörperketten und werden im Western Blot gut sichtbar markiert. Fragmente mit einer 

schweren und leichten Kette sowie einzelne schwere Ketten repräsentieren jeweils ein halbes 

Antikörpermolekül und würden die Messung deshalb verzerren. Die leichte Bande ist aufgrund 

der Verunreinigung nicht als Bande für die Schätzung brauchbar. 

Für die Berechnung des Anti-Emp-Antikörpers wird die RI der BSA-Bande als Referenz 

bestimmt. Als Vergleichswert werden die drei obersten Banden der Elutionen 

zusammengefasst. Um die Messwerte für die relevanten Banden zu erhalten, werden diese 

durch das Programm ImageJ [1395] innerhalb einer Selektion mit einer Größe von 

65,0 x 100,0 Px ausgewählt, die Farben invertiert und der Mittelwert der RI innerhalb dieser 

Fläche bestimmt. Von diesem Mittelwert wird der Modalwert der Selektion subtrahiert und das 
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Ergebnis mit der Fläche der Selektion multipliziert. Der Modalwert entspricht hierbei dem 

häufigsten Wert des Hintergrundrauschens innerhalb der Selektion. Die Datenbreite von 

ImageJ ist für die Messung der Schätzwerte auf ein Maximum von 16 Bit begrenzt. Zur 

besseren Veranschaulichung wird von jeder Messung ein Oberflächendiagramm angefertigt. 

Durch den Vergleich des Produkts der Banden des Anti-Emp-Antikörpers mit dem der BSA-

Bande lässt sich die Proteinmenge der Antikörper schätzen. Mit Hilfe einer Extrapolation des 

in der LDS-PAGE eingesetzten Volumens kann die Menge in eine Konzentration umgewandelt 

werden. Das Ergebnis dieser Bestimmung ist ein Schätzwert und ermöglicht es, in 

Ermangelung besserer Alternativen, eine ungefähre Antikörperkonzentration innerhalb der 

Elutionen zu bestimmen. Der Farbstoff Coomassie®-Brillant-Blau interkaliert mit bestimmten 

Aminosäuren der Proteine, weshalb das Molekulargewicht bei dieser Bestimmung keine Rolle 

spielt [1396]. Da die Aminosäuresequenz des Anti-Emp-Antikörpers nicht bekannt ist, werden 

eventuelle Varianzen in der Zusammensetzung der Proteine ignoriert. Angefertigte 

Oberflächendiagramme sind in Abbildung 32 dargestellt. Die Messergebnisse und die 

Berechnung zur Bestimmung der Schätzwerte sind in Tabelle 28 aufgelistet. 

Abbildung 32: Visuelle Darstellung der Flächen, welche für eine Annäherung an die absolute 

Proteinmenge gemessen wurden.  
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Tabelle 28: Die durchschnittliche Intensität Antikörper-haltiger Banden aus der LDS-PAGE in 

Abbildung 25 wird mit der durchschnittlichen relativen Intensität eines Referenzproteins mit bekannter 

Proteinmenge verglichen. 

Mengenbestimmung von Anti-Emp-Antikörper über durchschnittliche Intensität 

Probe Gesamtintensität 

in [bitPx] 

geschätzte 

Proteinmenge 

geschätzte Proteinkonzentration 

in [µg/mL] 

BSA 1,0 µg 2,1 x 107 1,0 µg 100,0 

Elution 1 2,4 x 107 1,2 µg 115,2 

Elution 2 2,3 x 107 1,1 µg 111,1 

Elution 3 4,2 x 105 19,8 ng 2,0 

Die Schätzung ergibt, dass sich in den Proben der beiden ersten Elutionen eine Menge von 

Antikörpern mit einem Gewicht von knapp über 1,0 µg befindet. Die Proteinkonzentration 

unterscheidet sich in diesen beiden Proben nur geringfügig. In der dritten Elution hingegen 

befinden sich weniger als 2,0 % dieser Menge. Da alle Proben nur als Unikat vorliegen, lässt 

sich bei dieser Schätzmethode keine SA bestimmen, wodurch die Stabilität der Messwerte 

nicht ermittelt werden kann. 

4.2.3 Weitere Affinitätschromatographien 

Im Verlauf der Dissertation wurden noch weitere Affinitätschromatographien durchgeführt und 

Anti-Emp-Antikörper für Versuchszwecke isoliert. Blutserum für die Aufreinigung wurde von 

den freiwilligen Spendern FS2, FS3 und FS4 unter ärztlicher Aufsicht abgenommen. Die 

Auswertung der nachfolgenden Aufreinigungen wird auf den Vergleich der Aminosäureblots 

und die Berechnung der jeweiligen Ausbeute begrenzt. In den ersten Chromatographien von 

FS3 und FS4 werden vier Elutionen durchgeführt, um zu überprüfen, ob noch Antikörper mit 

einer längeren Retentionszeit von der Säule gewaschen werden können. Die vierte Elution 

(Elu 4) wird allerdings nur durch eine LDS-PAGE und nachfolgender Coomassie®-Brillant-Blau 

im nächsten Kapitel analysiert. Das Serum, die Elutionen und DL 1 von jeder 

Affinitätschromatographie werden als Primärfärbung zur Markierung von PEPperCHIP® 

Peptid-Mikroarrays in 16er-Konfiguration verwendet. Diese Peptidarrays enthalten eine 

Substitutionsanalyse des Peptids ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘. Nach der Primärfärbung werden 

alle Peptidarrays mit Sekundärantikörpern gegen die Antikörpertypen IgG und IgA markiert. 

Auf diese Weise markierte Arrays der Proben aus der Affinitätschromatographie von FS3 und 

FS4, sind in den Anlagen 1 und 2 im Anhang dargestellt. Bei der letzten Aufreinigung von FS2 

werden nur zwei Elutionen durchgeführt und es wird auf eine Markierung und nachfolgende 

Auswertung des IgA verzichtet. Als Vergleichswert für die Signalstärken jeder Färbung wird 

die RFI der Peptidspots, welche die originale Aminosäuresequenz enthalten, als Mittelwert 
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zusammengefasst und die zusammenhängende SA bestimmt. Überschreitet die SA hierbei 

80,0 %, kann die Färbung nicht für einen Vergleich verwendet werden. Nach dieser Regel 

scheiden die Sekundärfärbungen gegen IgA der zweiten optimierten 

Affinitätschromatographie des Serums von FS2 für eine Auswertung aus. Die Differenzen in 

den Intensitäten innerhalb der Aminosäureblots der Elutionen im Vergleich zum Serum, die 

einen Betrag von 30,0 % oder höher besitzen, sind für die beiden Aufreinigungen von FS2 in 

Tabelle 29 aufgelistet. Die gleichen Differenzen sind für die Seren von FS3 und FS4 in 

Tabelle 30 zu finden. Da jede Substitution im Peptidarray nur als Unikat vorliegt, ist die 

Zuverlässigkeit der Messergebnisse geringer als bei den Peptid-Mikroarrays in Fünfer-

Konfiguration. Die Ausbeute der Affinitätschromatographien sind für das Serum FS2 in 

Tabelle 31 und für FS3 sowie für FS4 in Tabelle 32 beschrieben. 

Der Vergleich der Aminosäureblots der Affinitätschromatographien von FS2 bestätigt bisherige 

Ergebnisse. Peptidspots mit einer Differenz zur Referenz sind nur in geringer Zahl aufzufinden. 

In vereinzelten Fällen ist einer dieser Peptidspots an einer essenziellen Position. Mit jeder 

weiteren Elution nimmt die Anzahl an Peptidspots zu, welche ein größeres Signal als die 

Referenz im Serum zeigen. Im Gegensatz dazu nimmt der Anteil an vergleichsweise 

schwächeren Signalen ab. Der Durchlauf zeigt in allen drei Aufreinigungen im Vergleich zum 

Serum die größte Anzahl an Differenzen. Die Elutionen der Aufreinigung des Serums von FS3 

zeigen derweil einen starken Kontrast zu den Ergebnissen, welche bei der Aufreinigung des 

Serums von FS2 beobachtet werden konnten. In jeder Elution bleibt die Anzahl an Differenzen 

gleich und das Verhältnis verschiebt sich in der zweiten und dritten Elution zu Peptidspots, 

welche ein schwächeres Signal als die Referenz zeigen. In der ersten Elution sind hierbei 

mehrere Differenzen bei Substitutionen in den letzten beiden essenziellen Positionen zu 

finden. In ähnlicher Form kann diese Beobachtung in der Aufreinigung von FS4 beobachtet 

werden. Dort verändert sich die Anzahl der Peptidspots mit größeren Differenzen nur minimal 

und das Verhältnis verschiebt sich mit jeder weiteren Elution hin zu Peptidspots, welche eine 

geringere Signalstärke als die Referenz zeigen. In allen drei Elutionen zeigen sich hierbei 

mehrere Differenzen bei Peptidspots, welche eine Substitution an einer essenziellen Position 

aufweisen. Bei dem Durchlauf von FS3 zeigen vier von fünf Peptidspots eine Differenz zur 

Referenz und in vielen Fällen ist der Betrag größer als 100,0 %. Der Durchlauf von FS4 weist 

diese Differenzen mit vergleichbarem Betrag in jedem dritten Peptidspot auf. Die große Anzahl 

an Differenzen zwischen Serum und den Elutionen deutet bei beiden Spendern darauf hin, 

dass mehrere Antikörper involviert sind, welche jeweils eine unterschiedliche Affinität 

gegenüber dem Epitop des Anti-Emp-Antikörpers besitzen. Bei den Durchläufen sind so viele 

prägnante Unterschiede sichtbar, sodass die Wahrscheinlichkeit groß ist, dass in den 

Waschschritten Anti-Emp-Antikörper abgeschieden werden, welche ein ähnliches, aber nicht 

das gleiche Epitop binden. 
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Tabelle 29: Anzahl der Peptidspots der individuellen Elutionen, deren RFI sich nach der 

Sekundärfärbung um mehr als 30,0 % von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der 

Sekundärfärbung des Serums unterscheidet.  

Differenz der Aminosäureblots der Affinitätschromatographie von FS2: 

Eluate gegen Serum (∆ ≥ 30,0 %) 

Eluat 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat < Serum) 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat > Serum) 
Anzahl 

gesamt 

(relativ) 
Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

optimierte Affinitätschromatographie FS2 Nr. 2 

Elution 1 2 (1,1 %) 43,7 % - - 2 (1,1 %) 

Elution 2 4 (2,2 %) 45,0 % 7 (3,9 %) 55,9 % 11 (6,1 %) 

Elution 3 - - 6 (3,3 %) 54,9 % 6 (3,3 %) 

DL 1 5 (2,8 %) 42,7 % 8 (4,4 %) 55,1 % 13 (7,2 %) 

optimierte Affinitätschromatographie FS2 Nr. 3 

Elution 1 7 (3,9 %) 34,6 % 5 (2,8 %) 106,9 % 12 (6,7 %) 

Elution 2  1 (5,6 ‰) 40,6 % 4 (2,2 %) 59,5 % 5 (2,8 %) 

DL 1 20 (11,1 %) 48,2 % 20 (11,1 %) 116,5 % 40 (22,2 %) 

Sowohl Spender FS3 als auch FS4 haben im Vergleich zu FS2 eine verhältnismäßig größere 

Menge an IgA. Das vereinfacht die Auswertung dieses Antikörpertyps in den Elutionen beider 

Personen deutlich. Während die erste Elution des Serums von FS3 keine merklichen 

Unterschiede zur Signalstärke der Markierung von Anti-IgA in der Referenz zeigt, erhöht sich 

diese in der zweiten Elution um eine geringe Anzahl. Mit einer weiteren Elution verschiebt sich 

das Verhältnis zu Peptidspots, welche eine geringere Signalstärke als die Referenz zeigen. 

Der Durchlauf zeigt in Peptidspots nur Differenzen, welche geringer als die Signalstärke aus 

den entsprechenden Referenzspots sind. Es zeigen sich nur wenige Differenzen in den 

Peptidspots an essenziellen Positionen und diese unterscheiden sich nur geringfügig. Das 

Serum von FS4 weist zwei große Messartefakte auf, welche das Messergebnis im Detail stark 

verzerren und einen sinnvollen Vergleich verhindern. 
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Tabelle 30: Anzahl der Peptidspots der individuellen Elutionen, deren RFI sich nach der 

Sekundärfärbung um mehr als 30,0 % von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der 

Sekundärfärbung des Serums unterscheidet.  

Differenz der Aminosäureblots der Affinitätschromatographie von FS3 und FS4: 

Eluate gegen Serum (∆ ≥ 30,0 %) 

Eluat 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat < Serum) 

Peptidspots 

(Signalstärke Eluat > Serum) 
Anzahl 

gesamt 

(relativ) 
Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

Anzahl 

(relative Anzahl) 

durchschn. 

Differenz 

optimierte Affinitätschromatographie FS3 

IgG 

Elution 1 4 (2,2 %) 45,3 % 16 (8,9 %) 41,3 % 20 (11,1 %) 

Elution 2 15 (8,3 %) 53,9 % 5 (2,8 %) 37,1 % 20 (11,1 %) 

Elution 3 15 (8,3 %) 48,3 % 5 (2,8 %) 48,3 % 20 (11,1 %) 

DL 1 6 (3,3 %) 41,2 % 135 (75,0 %) 91,5 % 
141 

(78,3 %) 

IgA 

Elution 1 1 (5,6 ‰) 41,8 % 11 (6,1 %)- 47,5 % 12 (6,7 %)- 

Elution 2 7 (3,9 %) 48,3 % 6 (3,3%) 38,4 % 13 (7,2 %) 

Elution 3 12 (6,7 %) 45,9 % - - 12 (6,7 %) 

DL 1 2 (1,1 %) 38,2 % 94 (52,2 %) 70,0 % 96 (53,3 %) 

optimierte Affinitätschromatographie FS4 

IgG 

Elution 1 10 (55,6 %) 54,0 % 14 (7,8 %) 40,2 % 24 (13,3 %) 

Elution 2 13 (7,2 %) 54,9 % 12 (6,7 %) 44,7 % 25 (13,9%) 

Elution 3 19 (10,6 %) 49,7 % 4 (2,2 %) 45,7 % 23 (12,8 %) 

DL 1 27 (15,0 %) 49,9% 39 (21,7 %) 86,8 % 66 (36,7 %) 

IgA 

Elution 1 15 (8,3 %) 104,8 % 9 (5,0 %) 43,2 % 24 (13,3 %) 

Elution 2 22 (12,2 %) 88,5 % 17 (9,4 %) 51,5 % 39 (21,7 %) 

Elution 3 23 (12,8 %) 85,8 % 5 (2,8 %) 46,3 % 28 (15,6 %) 

DL 1 9 (5,0 %) 126,9 % 64 (35,6 %) 70,0 % 73 (40,1 %) 
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Aus den Ergebnissen der Differenzen zwischen den Aminosäureblots und den Spenderseren 

lassen sich zwei wichtige Erkenntnisse gewinnen. Die erste Erkenntnis ist, dass das Verhältnis 

von Peptidspots, welche eine größere oder niedrigere Signalstärke als ihre mit Serum 

eingefärbte Korrespondenz zeigen, sich mit jeder Elution verändert. Die Richtung in welche 

dieses Verhältnis sich verschiebt und die Intensität dieser Verschiebung sind dabei von dem 

jeweiligen Spender abhängig. Dies ist ein starker Hinweis dafür, dass die durch sauren 

pH-Wert bedingte Denaturierung der Antikörper nur eine untergeordnete Rolle spielt und jede 

Person Anti-Emp-Antikörper mit einer Bandbreite an Retentionszeiten besitzt, welche 

entsprechend dem Elutionsvolumen in unterschiedlichen Fraktionen isoliert werden. Die 

unterschiedlichen Retentionszeiten und die Nuancen in der Signalstärke könnten hierbei aus 

einer Selektion von mehreren unterschiedlichen B-Zellen stammen, welche während dem 

Verlauf einer somatischen Hypermutation gefördert wurden. Die zweite und wichtigere 

Erkenntnis ist, dass die Differenzen im Aminosäureblot aufdecken können, ob sich die 

Antikörperaffinität im Eluat vom Blutserum unterscheidet. Zeigen Eluate eine größere Anzahl 

an Differenzen in mehreren essenziellen Positionen, ist das ein starker Hinweis dafür, dass 

die Affinität gegenüber dem Epitop bei eluierten Antikörpern und dem Serum verschieden ist. 

In diesem Fall ist davon auszugehen, dass das Serum über mehrere Antikörper verfügt, welche 

ähnliche, aber unterscheidbare Epitope binden können. So zeigen die Elutionen von FS2 bei 

der Aufreinigung von IgG und die Elutionen von FS3 bei der Aufreinigung von IgA so 

geringfügige Unterschiede, dass hierbei von einer sehr kleinen Bandbreite an Antikörpern 

auszugehen ist, welche das Epitop ‚HYVPEFKGGLPAPRV‘ binden. Im Unterschied hierzu 

zeigen aufgereinigtes Anti-Emp-IgG von FS3 und FS4 sowie aufgereinigtes IgA von FS2 und 

FS4 größere Unterschiede zur jeweiligen Referenz im Serum. Zusätzlich ist eine 

verhältnismäßig große Anzahl an Differenzen in Peptidspots der Substitutionsanalysen von 

Durchläufen zusammenhängender Affinitätschromatographien zu beobachten. Diese 

Unterschiede sind in den Substitutionsanalysen dieser Proben vermehrt an den essenziellen 

Positionen zu finden. Das spricht dafür, dass während der Affinitätschromatographie 

Antikörper mit einer Kreuzreaktivität gegenüber dem Epitop in den Durchläufen abgeschieden 

werden. Aus diesem Grund entsteht bei der Färbung einer Substitutionsanalyse eine größere 

Diskrepanz zwischen Serum und Elution. Spender, bei denen dies der Fall ist, besitzen 

höchstwahrscheinlich mehrere Antikörper des jeweiligen Antikörpertyps, welche das Epitop 

‚HYVPEFKGGLPAPRV‘ binden können. Diese Antikörper sind aber polyklonal und haben 

nicht dieselbe Affinität, wodurch sie während der Affinitätschromatographie voneinander 

getrennt werden. Es gibt daher Menschen, welche Anti-Emp-Antikörper mit einer Bandbreite 

sehr enger oder sehr breit gefächerter Affinitäten besitzen.   
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Tabelle 31: Berechnung der RFI aller Proben der nachfolgenden, optimierten 

Affinitätschromatographien von FS2 und nachfolgende Bestimmung der relativen Ausbeute von 

funktionsfähigem Antikörper, im Verhältnis zum Blutserum. 

weitere Affinitätschromatographien von Blutserum aus FS2 

Probe Volumen Verdünnungsfaktor 

in [X] 

RFI in [RFU] (SA) Ausbeute 

optimierte Affinitätschromatographie FS2 Nr. 2 

IgG 

Serum 5,0 mL 200 2,7 x 109 (17,9 %) - 

Elution 1 175,0 µl 500 5,0 x 108 (14,8 %) 18,8 % 

Elution 2 175,0 µl 500 4,5 x 108 (17,2 %) 16,8 % 

Elution 3 175,0 µl 500 2,5 x 108 (11,5 %) 9,3 % 

optimierte Affinitätschromatographie FS2 Nr. 3 

IgG 

Serum 5,0 mL 100 8,0 x 109 (10,8 %) - 

Elution 1 175,0 µl 1000 8,8 x 108 (27,0 %) 11,1 % 

Elution 2 175,0 µl 1000 9,2 x 108 (10,2 %) 11,4 % 

Die Ausbeuten der Elutionen aus der Affinitätschromatographie des Serums von FS2 liegen 

zwischen 10,0 und 20,0 %. Bei der dritten Elution sinkt die Ausbeute im Falle von 

funktionsfähigem IgG auf 9,3 %. 
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Tabelle 32: Berechnung der RFI aller Proben der optimierten Affinitätschromatographien von FS3 und 

FS4. Nachfolgend wird die relative Ausbeute von funktionsfähigen Antikörpern im Verhältnis zum 

Blutserum bestimmt. 

Affinitätschromatographien von Blutserum aus FS3 und FS4 

Probe Volumen Verdünnungsfaktor 

in [X] 

RFI in [RFU] (SA) Ausbeute 

optimierte Affinitätschromatographie FS3 

IgG 

Serum 5,0 mL 200 3,9 x 109 (10,7 %) - 

Elution 1 175,0 µl 500 9,7 x 108 (7,0 %) 24,8 % 

Elution 2 175,0 µl 500 1,1 x 109 (12,9 %) 27,2 % 

Elution 3 175,0 µl 500 5,5 x 108 (15,8 %) 13,9 % 

IgA 

Serum 5,0 mL 200 4,1 x 109 (26,5 %) - 

Elution 1 175,0 µl 500 4,4 x 108 (28,3 %) 10,6 % 

Elution 2 175,0 µl 500 8,5 x 108 (23,6 %) 20,7 % 

Elution 3 175,0 µl 500 4,3 x 108 (40,2 %) 10,6 % 

optimierte Affinitätschromatographie FS4 

IgG 

Serum 5,0 mL 200 6,5 x 109 (18,1 %) - 

Elution 1 175,0 µl 500 1,2 x 109 (15,5 %) 18,1 % 

Elution 2 175,0 µl 500 9,2 x 108 (17,9 %) 14,1 % 

Elution 3 175,0 µl 500 3,0 x 108 (22,1 %) 4,6 % 

IgA 

Serum 5,0 mL 200 3,9x 109 (15,7 %) - 

Elution 1 175,0 µl 500 6,4 x 108 (22,4 %) 16,5 % 

Elution 2 175,0 µl 500 7,7 x 108 (43,6 %) 19,7 % 

Elution 3 175,0 µl 500 1,9 x 108 (33,9 %) 4,8 % 

Die Elutionen nach der Affinitätschromatographie mit Serum von FS3 und FS4 zeigen eine 

Ausbeute von funktionsfähigen Antikörpern zwischen 10,0 und 30,0 %. Die dritten Elutionen 

zeigen vergleichsweise jeweils eine Ausbeute zwischen einem Viertel und der Hälfte der 

ersten Elution. 
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4.2.4 Optimierte Bestimmung der Proteinmenge 

Die Annäherung zur Schätzung der Proteinmenge in Kapitel 4.2.2.3 „Annäherung an die 

Proteinmenge über relative Intensität“ verfügt aufgrund der Abwesenheit von mehreren 

Stichproben über keine bestimmbare SA. Aus diesem Grund ist eine Evaluierung der 

Zuverlässigkeit des Schätzwertes nicht möglich. Zur Bestimmung von zuverlässigeren 

Schätzwerten werden deshalb die Elutionen der Affinitätschromatographie von den 

Spenderseren FS3 und FS4 in einer LDS-PAGE ohne Reduktionsmittel vorbereitet und mit 

Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbt. Als Referenzprotein zur Korrelation der Menge mit der 

Färbeintensität werden insgesamt vier Proben mit BSA eingesetzt. Jeweils zwei dieser Proben 

werden in einer Menge von 1,0 und 2,0 µg in Geltaschen gefüllt. Zusätzlich werden die vierten 

Elutionen aus den beiden Aufreinigungen aufgetragen und deren Proteingehalt ermittelt, um 

deren Elutionswirkung mit der dritten Elution zu vergleichen. Damit die Genauigkeit der 

Messwerte höher ist, wird die LDS-PAGE nach der Färbung mit einer Auflösung von 600 dpi 

und einer Datenbreite von 32 Bit dokumentiert. Die Abgrenzung der Banden vom Hintergrund 

wird durch die automatisierte Kontrastoptimierung des Scanners verbessert. Die mit 

Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbte LDS-PAGE ist in Abbildung 33 dargestellt. Über das 

Gelanalysewerkzeug von ImageJ [1394] werden die Banden in den dritten und vierten Elutionen 

in Intensitäts-Blots umgewandelt und die Integrale der resultierenden Peaks bestimmt. Die 

Intensitäts-Blots von den Elutionen sind in Abbildung 34 dargestellt. Da die Auflösung des 

Bildes der LDS-PAGE doppelt so hoch ist wie bei der vorherigen Bestimmung, wird die 

Messfläche für die Schätzung auf 130,0 x 200,0 Px erweitert. Von jeder Messung der 

durchschnittlichen relativen Intensität wird ein Oberflächendiagramm angefertigt. Diese 

werden gesammelt in den Abbildungen 35 und 36 präsentiert. Die tatsächlichen Messwerte 

und die geschätzten Proteinkonzentrationen sind in Tabelle 33 aufgelistet.  
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Abbildung 33: LDS-PAGE aller während der optimierten Affinitätschromatographie von den Seren von 

FS3 und FS4 generierten Proben, nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung. Von jeder Probe wird 

10,0 µl in eine Geltasche gefüllt. Zusätzlich zu den Proben werden jeweils zwei Proben mit 

1,0 und 2,0 µg BSA als Referenzwert und ein Marker für Proteingrößen als Maßstab für das 

Molekulargewicht als Kontrollen beigefügt. Der Kontrast und die Helligkeit der Abbildung sind optimiert. 

Die Legende beschreibt, welche Antikörper oder Antikörperfragmente in den nummerierten Banden mit 

größter Wahrscheinlichkeit zu finden sind. Zur Bestimmung der Proteinmenge von Antikörpern werden 

alle Banden im gelben Rechteck verwendet. 

Die Gelbanden, welche in den nicht-reduzierten Proben der ersten drei Elutionen durch den 

Farbstoff sichtbar gemacht werden, entsprechen den Erwartungen aus vorherigen 

Ergebnissen. Sowohl die aufgereinigten Antikörper von FS3, als auch FS4, besitzen eine 

große Verunreinigung mit einem Molekulargewicht, das den Erwartungen von leichten 

Antikörperketten entspricht. Als gut sichtbarer Unterschied ist bei der ersten, zweiten und 

vierten Elution eine große Bande auf der Höhe von ~ 55,0 kDa zu sehen. In den beiden 

Eluaten wurde im Vergleich zu dem Serum von FS2 eine viel größere Menge an IgA 

gewonnen. Diese Bande repräsentiert deshalb mit großer Wahrscheinlichkeit einzelne 

schwere Ketten dieses Antikörpertyps. Auffällig ist hierbei, dass diese Bande bei der vierten, 

nicht aber bei der dritten Elution zu erkennen ist. 
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Abbildung 34: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbten Banden der LDS-

PAGE aus der Abbildung 33. Die Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildungen 

übernommen. Eine rote Linie beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegenüber dem 

Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird für jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich 

zwischen den Proben möglich ist. In der Flächenberechnung werden die Peaks 1 bis 3 sowie 5 und 6 

zusammengefasst, da ihre Flächen sich teilweise überlappen. 

Die Flächen der Peaks in der vierten Elution sind bei beiden Seren mit Ausnahme des siebten 

Peaks größer als in der dritten Elution. Das bedeutet, dass in der vierten Elution weniger 

proteinogene Verunreinigung extrahiert wird, als in der Elution davor. Entsprechend vorheriger 

Analysen enthalten die ersten drei Peaks vollständige Antikörper und Antikörperfragmente mit 

mindestens zwei schweren Ketten und werden in einer Messfläche vereint. Diese Fläche ist 

bei der vierten Elution von FS3 fast dreimal so groß und bei der vierten Elution von FS4 mehr 

als dreimal so groß als bei der entsprechenden dritten Elution. Peaks 5 und 6 repräsentieren 

die extrahierte Menge an schweren IgG- und IgA-Ketten und ist nur für die Elutionen von FS4 

vergleichbar, da die dritte Elution von FS3 an dieser Stelle kein sichtbares Signal zeigt. In 

diesem Vergleich ist die Fläche der beiden Peaks in der vierten Elution mehr als siebenmal so 

groß. Die Tatsache, dass die vierte Elution mehr Antikörper enthält als die Dritte und zusätzlich 

schwere Ketten aus der stationären Phasen extrahiert, unterstützt die Theorie, dass sich 

mehrere Anti-Emp-Antikörper im Blut befinden, welche zwar dasselbe Epitop binden, aber 

aufgrund ihrer abweichenden Affinität eine größere Retentionszeit besitzen. Die vergrößerte 

Retentionszeit sorgt dafür, dass mehr Elutionsvolumen notwendig ist, um sie von der Säule zu 
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spülen. Aus diesem Grund werden diese Antikörper von anderen Anti-Emp-Antikörpern 

während der Affinitätschromatographie isoliert. 

Abbildung 35: Visuelle Darstellung der Flächen, welche für eine Annäherung der absoluten 

Proteinmenge in den Elutionen der Affinitätschromatographie von Serum FS3 gemessen wurden. Links 

sind die Oberflächendiagramme der BSA-Proben dargestellt, welche als Referenzmenge eingesetzt 

wurden. Rechts sind die Oberflächendiagramme der ersten drei Banden aus den jeweiligen Elutionen 

abgebildet. 

Abbildung 36: Visuelle Darstellung der Flächen, welche für eine Annäherung der absoluten 

Proteinmenge in den Elutionen der Affinitätschromatographie von Serum FS4 gemessen wurden. Links 

sind die Oberflächendiagramme der BSA-Proben dargestellt, welche als Referenzmenge eingesetzt 

wurden. Rechts sind die Oberflächendiagramme der ersten drei Banden aus den jeweiligen Elutionen 

abgebildet. 
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Tabelle 33: Die RI Antikörper-haltiger Banden aus der LDS-PAGE in Abbildung 33 wird mit der 

durchschnittlichen RI eines Referenzproteins mit bekannter Proteinmenge verglichen. 

Mengenbestimmung von Anti-Emp-Antikörper über durchschnittliche Intensität 

Probe Gesamtintensität 

in [bitPx] 

geschätzte 

Proteinmenge 

geschätzte Proteinkonzentration 

in [µg/mL] 

BSA Mittelwert 1,4 x 108 1,0 µg 100,0 

FS3 

Elution 1 1,8 x 108 1,3 µg 125,6 

Elution 2 1,6 x 108 1,1 µg 112,8 

Elution 3 9,4 x 106 66,2 ng 6,6 

Elution 4 2,4 x 107 167,5 ng 16,7 

FS4 

Elution 1 1,7 x 108 1,2 µg 118,1 

Elution 2 1,5 x 108 1,1 µg 108,6 

Elution 3 3,7 x 106 25,7 ng 2,6 

Elution 4 8,5 x 106 59,5 ng 5,9 

In der optimierten Mengenbestimmung wird der gemessene Schätzwert für die BSA-Proben 

mit einem Gewicht von 2,0 µg halbiert. Aus diesen Werten wird dann zusammen mit den BSA-

Proben mit einem Gewicht von 1,0 µg der Mittelwert und die SA berechnet. Der Mittelwert dient 

als Referenzwert, welcher der RI von 1,0 µg Protein entspricht. Die SA lässt die Stabilität der 

Schätzwerte bestimmen und liegt mit 13,4 % in einem akzeptablen Fehlerbereich. Die 

Proteinmengen, welche aus beiden Affinitätschromatographien gewonnen werden, sind sehr 

ähnlich und entsprechen höchstwahrscheinlich der maximalen Menge, welche von der 

stationären Phase eluiert werden kann ohne die Reinheit maßgeblich zu kompromittieren. 

Diese Vermutung wird dadurch bestärkt, dass die vorherige Mengenbestimmung mit Elutionen 

aus einer Affinitätschromatographie von FS2 ebenfalls sehr ähnliche Schätzwerte zeigt. Als 

Ergänzung zu den Ergebnissen der LDS-PAGE ist sichtbar, dass Elution 4 eine größere 

Proteinmenge enthält als Elution 3. Allerdings ist zu beachten, dass die vierte Elution von FS3 

aufgrund eines Messartefaktes innerhalb der Messfläche einen erhöhten Schätzwert besitzt. 

Die Menge an vollständigen und fragmentierten Antikörpern, welche in der dritten und vierten 

Elution eluiert wird, ist im Vergleich gegenüber den ersten beiden Elutionen sehr gering und 

deshalb vernachlässigbar. Da die Schätzwerte aus mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbten 

Banden erstellt werden, lässt sich nicht ermitteln, welche Antikörperklasse während der Elution 

hauptsächlich herausgelöst wird. Während alle Seren also insgesamt in ihren Elutionen 

ungefähr dieselbe Menge an Antikörper enthalten, unterscheidet sich der individuelle Anteil 

von IgG und IgA. 
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4.3 Charakterisierung des Anti-Emp-Antikörpers 

Die erfolgreiche Aufreinigung von Anti-Emp-Antikörpern aus dem Serum ermöglicht eine 

präzisere Charakterisierung des Antikörpers. In diesem Kapitel werden die Isotypen der 

leichten und schweren Antikörperketten der eluierten Antikörper durch Immunfärbung 

identifiziert. Ergänzend zu der Färbung wird eine MS der Antikörper durchgeführt um die 

Ergebnisse aus der Färbung zu bestätigen und um die Genfamilien und Gene der variablen 

Domänen der Antikörper zu identifizieren. 

4.3.1 Bestimmung des IgG-Subtyps 

Für die Bestimmung des IgG-Subtyps wird eine aus dem Serum von FS2 aufgereinigte Elution 

für die Primärfärbung von Substitutionsanalysen des Peptids ‚HYVPEFKGSPAPRV‘ in 

16er-Konfiguration verwendet. Nachfolgend werden auf den Arrays gebundene Antikörper 

durch Sekundärantikörper mit Spezifikationen entsprechend der vier möglichen Subtypen 

markiert. Das Ergebnis nach der Sekundärfärbung ist in Abbildung 37 dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 37: Im zentralen Array wird die 

Sekundärfärbung gegen IgG abgebildet. 

Oberhalb und unterhalb davon sind 

Sekundärfärbungen gegen spezifische Subtypen 

von IgG dargestellt. Alle Primär- und 

Sekundärfärbungen werden in einem Verhältnis 

von 1:1000 durchgeführt. Zur besseren 

Sichtbarkeit werden sie graphisch verstärkt und 

in Falschfarben dargestellt. 
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Das Ergebnis der Subtypenanalyse ist eindeutig, da nur die Sekundärfärbung von Anti-IgG1 

DyLight® 680 ein Signal zeigt. Alle sich in dem Eluat befindlichen IgG entsprechen daher dem 

Subtyp IgG1. Antikörper mit dem Subtyp IgG1 werden hauptsächlich als humorale Antwort auf 

Membranproteine und lösliche Proteine ausgebildet und werden normalerweise von einem 

schwächeren Signal der Subtypen IgG3 und IgG4 begleitet [1397]. Selbst wenn die restlichen 

gefärbten Substitutionsanalysen maximal verstärkt werden, ist bei diesen Antikörpern 

allerdings kein Signal sichtbar. Das bedeutet entweder, dass deren Anteil in dem Gemisch aus 

Anti-Emp-Antikörpern zu gering ist, um nachweisbar zu sein, oder dass der Ursprung des 

Antikörpers nicht aus einer Immunantwort stammt. 

4.3.2 Bestimmung des Isotyps der leichten Kette 

Die leichten Ketten eines Antikörpers gehören jeweils einem von zwei verschiedenen Isotypen 

an. Um nachzuprüfen, ob sich dieser Isotyp in verschiedenen Personen unterscheidet, wird 

das Serum von neun Testpersonen untersucht. Wie im vorherigen Kapitel werden diese 

Isotypen über Immunfärbung durch Markierung mit spezifischen Sekundärantikörpern 

bestimmt. Da die Signalstärke für die Identifizierung nicht ausschlaggebend ist, werden 

ergänzend zu den Substitutionsanalysen auch günstigere Peptidarrays aus eigener 

Herstellung verwendet. Diese Peptidarrays besitzen Peptidspots in zwei Reihen. In der oberen 

Reihe sind jeweils eine Kontrolle für die Epitope von typischen Antikörpern gegen 

Hämagglutinin und Poliomyelitis aufgetragen. Ein einzelner Peptidspot, welcher das Epitop 

‚HYVPEFKGSPAPRV‘ enthält, befindet sich in der unteren Reihe. Bei der Immunfärbung 

werden beide Typen von Arrays gleichbehandelt. Dabei wird auf eine Kontrollfärbung der 

Hämagglutinin-Kontrollen verzichtet. Alle nach der Sekundärfärbung markierten Arrays sind in 

Abbildung 38 präsentiert.  

Das Ergebnis der Immunfärbungen zeigt, dass alle Anti-Emp-Antikörper in den Seren der 

Testpersonen zwei leichte Ketten des Isotyps κ besitzen. Dieser Isotyp ist in menschlichen 

Antikörpern durchschnittlich zweimal so häufig vertreten, wie der andere Isotyp [51]. Da jedes 

getestete Serum nur einen Isotyp zeigt, wird ein zufälliger Ursprung des Antikörpers weiter 

ausgeschlossen. Die Wahrscheinlichkeit, dass der Antikörper aus einer Immunantwort 

hervorgegangen ist, reduziert sich ebenso, da eine zufällige Generation auch Anti-Emp mit 

dem κ-Isotyp bei einigen Seren hervorbringen hätte müssen. Wenn sich mehrere Antikörper 

mit ähnlichem Epitop in einem Serum befinden, ist entsprechend der Ergebnisse anzunehmen, 

dass sie eine große strukturelle Ähnlichkeit besitzen.  
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Abbildung 38: Zur Primärfärbung aller Substitutionsanalysen wird das Blutserum einer Testperson im 

Verhältnis von 1:200 verwendet. Sekundärfärbungen mit Anti-κ DyLight® 800 werden in einem 

Verhältnis von 1:1000 und Sekundärfärbungen mit Anti-λ DyLight® 680 werden in einem Verhältnis von 

1:750 durchgeführt. Rot = markierte leichte λ-Ketten; Grün = markierte leichte κ-Ketten. Die Bilder sind 

in Falschfarben dargestellt und die mit Anti-λ markierten Arrays werden um das 50-fache verstärkt. 
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4.3.3 Massenspektrometrische Analyse des Anti-Emp-Antikörpers  

Für eine genauere Analyse der Antikörperketten, welche dem Anti-Emp-Antikörper zugehörig 

sind, wird eine reduzierende LDS-PAGE mit einem aus FS2 aufgereinigten Eluat in dreifacher 

Ausführung durchgeführt. Aus dieser LDS-PAGE werden Gelbanden mit vollständigen 

(~ 150,0 kDa) und fragmentierten (~ 100,0bis ~ 125,0 kDa) Anti-Emp-Antikörpern 

herausgeschnitten. Die Antikörper aus den herausgeschnittenen Gelfragmenten werden 

extrahiert, enzymatisch verdaut und die resultierenden Peptidfragmente durch MS bestimmt. 

Den identifizierten Peptiden wird anschließend über das Computerprogramm PEAKS die 

wahrscheinlichste Sequenz eines potentiell zugehörigen Proteins zugeordnet. Zusätzlich 

werden auch Banden der proteinogenen Verunreinigung bei einem Molekulargewicht von 

~28,0 kDa auf dieselbe Art und Weise präpariert. Die LDS-PAGE und die Positionen, an 

welchen die Fragmente herausgeschnitten wurden, werden in Anlage 3 im Anhang präsentiert. 

Über die Summe der identifizierten Peptidfragmente werden mögliche Proteine ermittelt, die 

sich in dem Eluat befinden könnten. Abhängig von der Menge dieser identifizierten Fragmente 

und des Anteils der Proteinsequenz, welchen sie abdecken, wird jedem Protein ein 

Zuverlässigkeitswert zugeordnet. Eine Bestimmung der konstanten Ketten der Antikörper über 

MS innerhalb der Elution wird in Tabelle 34 dargestellt.  

Tabelle 34: Konstante Ketten innerhalb der Elution, welche durch MS bestimmt wurden. 

Ergebnisse der MS für die konstanten Ketten von Anti-Emp-Antikörpern 

Isotyp Zuverlässigkeitswert Abdeckung in [%] 

α1 51,5 33,0 

γ1 216,0 55,0 

γ2 176,7 58,0 

γ4 127,2 32,0 

μ 69,9 18,0 

κ 227,3 93,0 

Die Identifikation der schweren konstanten Kette zeigt eine klare Dominanz der IgG1-Kette. 

Hierbei ist zu beachten, dass die Peptidfragmente, welche für diese Identifikation genutzt 

werden, die Aminosäuresequenz von IgG1, IgG2 und IgG4 zu ~26,3 % abdecken. Da bis zu 

92,1 % der Sequenz dieser drei Isotypen identisch sein kann, entspricht das den Erwartungen. 

Betrachtet man Peptide, welche nur für die Identifikation einer einzelnen konstanten Kette 

verwendet werden können, so können 50,3 % der Peptide exklusiv der Sequenz von IgG1 und 

34,0 % exklusiv der Sequenz von IgG2 zugeordnet werden. Für IgG4 gibt es kein 

Peptidfragment, die es exklusiv bestätigt. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass in der 
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Elution sowohl IgG1, als auch IgG2 vorliegen. Ergänzt man die Ergebnisse mit der Identifikation 

des Subtyps in Kapitel 4.3.1 „Bestimmung des IgG-Subtyps“, ist das Signal von IgG2 

entweder ein Messartefakt, oder eine Verunreinigung, da innerhalb der Immunfärbung kein 

Signal bei diesem Subtyp zu sehen ist. Das bevorzugte Antigen von Antikörpern, welche 

diesen Isotypen besitzen, sind Kohlenhydrate [1398]. Die proteinogene Natur von Emp macht es 

deshalb unwahrscheinlich, dass es sich bei diesem Peptidfragment um Bruchstücke eines 

gegen Emp gerichteten Antikörpers handelt. In der Elution sind während der MS ebenso 

Peptide zu finden, welche eindeutig als Fragmente von IgA1 und IgM identifiziert werden 

können. Diese Informationen ermöglichen es, den Subtyp der schweren Kette von Anti-Emp-

IgA zuzuordnen und zeigen, dass durch die Affinitätschromatographie auch IgM aufgereinigt 

wurde. Es gibt allerdings keinen Beweis dafür, das IgM spezifisch auf das Epitop von Emp 

bindet. Ebenso zeigen sich, wie schon in Kapitel 4.3.2 „Bestimmung des Isotyps der 

leichten Kette“, eine große Zahl von Fragmenten, welche den Isotyp κ der leichten Ketten 

bestätigen. 

Die Identifikation der variablen Ketten erweist sich als komplizierter, da hier einige Peptide 

gefunden wurden, welche einer großen Anzahl an möglichen Antikörperketten zugeordnet 

werden können. Da diese Ketten hypervariable Regionen besitzen, werden die 

Peptidfragmente den bekannten, konservierten Domänen zugeteilt. Hierbei werden die Ketten 

sowohl einer Genfamilie, als auch dem zugehörigen Gen in dieser Familie zugeordnet. 

Peptide, welche zur Identifikation von variablen schweren Ketten genutzt werden, sind in 

Tabelle 35 dargestellt. In der Tabelle werden die einzelnen Peptide und nicht die Summe aller 

Peptide, welche ein Protein identifizieren, betrachtet. Aus diesem Grund unterscheiden sich 

die Zuverlässigkeitswerte gegenüber den Werten aus Tabelle 34. 

Entsprechend der Ergebnisse aus den Kapiteln 4.1.1 „Analyse des Antikörper-

Fingerabdrucks“ und 4.3.2 „Bestimmung des Isotyps der leichten Kette“ wird eine große 

strukturelle Ähnlichkeit der Anti-Emp-Antikörper erwartet. Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, 

dass eine einzige Keimbahnlinie für die Produktion des Antikörpers verantwortlich ist. In 

diesem Fall sollte ein eindeutiges Signal sichtbar sein. Tatsächlich zeigen die Peptidfragmente 

aber Hinweise auf zwei verschiedene Keimbahnlinien. Da sich in der Elution nicht nur IgG, 

sondern auch nachweisbare Mengen an IgM und IgA1 befinden, ist es möglich, dass diese 

Antikörperklassen von weiteren Keimbahnlinien sezerniert werden. Die schweren variablen 

Ketten, welche mit einer größeren Zuverlässigkeit bestimmt werden können, sind 3-7, 3-48 

und 3OR16-9. Alle diese Antikörperketten werden durch die Peptidfragmente 1, 4 und 8 

identifiziert. Das Peptidfragment 7 indiziert, dass die schwere variable Kette 3-48 der 

tatsächlichen variablen Kette im Anti-Emp-Antikörper entspricht. Dieses zusätzliche Indiz hat 

aber nur eine geringe Zuverlässigkeit. Als zweite Antikörperkette mit einer geringeren 
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Zuverlässigkeit werden in den Peptidfragmenten 2, 3, und 5 die schweren variablen Ketten 

3-15 und 3-21 identifiziert. Hierbei kann zusätzlich Peptidfragment 6 nur für die Identifikation 

von 3-15 verwendet werden. Das spricht dafür, dass diese die schwere variable Kette in dem 

zweiten Antikörper ist. Die beiden Treffer für die schweren Ketten, 3-15 und 3-48, haben in 

ihrer Aminosäuresequenz nur eine Übereinstimmung von 77,8 % und sind daher deutlich 

voneinander zu unterscheiden. Da eine zweite, schwere variable Kette identifiziert werden 

kann, ist anzunehmen, dass auch eine zweite Keimzelllinie in der Produktion von Anti-Emp-

Antikörpern involviert ist. Die schwere Kette mit der besseren Zuverlässigkeit assoziiert sich 

hierbei höchstwahrscheinlich mit der Antikörperklasse IgG, da diese in der Elution dominant 

ist. Es kann nicht definiert werden, ob die schwere Kette mit der niedrigeren Zuverlässigkeit 

von IgG, IgA oder IgM stammt. Da sich gemäß Kapitel 4.2.1.2 „Bestimmung der 

Antikörperfunktion und Ausbeute“ die aufgereinigten Antikörper nicht wesentlich in der 

Affinität von dem Serum von FS2 unterscheiden, ist es am wahrscheinlichsten, dass die zweite 

schwere variable Kette einer anderen Antikörperklasse als IgG zugehörig ist. Für diese 

Vermutung spricht auch, dass sich die Konsensussequenz von Anti-Emp-IgA und IgG 

entsprechend Kapitel 4.1.2 „Konsensussequenz des Anti-Emp-Epitops“ unterscheidet. Es 

ist daher anzunehmen, dass sich auch die variable Domäne der beiden Antikörpertypen 

unterscheidet. 

Tabelle 35: Ergebnis der Analyse über MS für die schwere variable Kette. 3-48 ist in Rot und 3-15 in 

Grün hervorgehoben. 

Ergebnisse der MS für die variablen schweren Ketten von Anti-Emp-Antikörpern 

Peptidfragment 

Nr. 

mögliche Ketten als 

[Genfamilie-Gen] 

Zuverlässigkeitswert Abdeckung in [%] 

1 

3-7; 3-13; 3-16; 3-23; 3-35; 

3-48; 3-64D; 3-72; 3-74; 

3OR15-7; 3OR16-8; 

3OR16-9; 3OR16-13  

6291,0 16,0 

2 3-15; 3-21  5360,0 16,0 

3 3-15; 3-21  4760,0 10,9 

4 
3-7; 3-13; 3-21; 3-48; 3-72; 

3OR16-9 
2039,0 5,9 

5 3-15; 3-21 1846,0 13,4 

6 3-15; 3-35 1137,0 10,1 

7 3-48 1081,0 41,6 

8 
3-7; 3-13; 3-21; 3-48; 

3OR16-9 
1070,0 9,4 
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Nach der Identifikation der schweren variablen Kette wird die leichte variable Kette auf dieselbe 

Art und Weise identifiziert. Alle Peptidfragmente und die entsprechend identifizierten leichte 

variablen Antikörperketten sind in Tabelle 36 dargestellt. 

Tabelle 36: Variable leichte Ketten innerhalb der Elution, welche durch MS bestimmt wurden. 

Ergebnisse der MS für die variablen leichten Ketten von Anti-Emp-Antikörpern 

Peptidfragment 

Nr. 

mögliche Ketten in 

[Genfamilie-Gen] 

Zuverlässigkeitswert Abdeckung in [%] 

1 2-28; 2D-28 7921,0 20,2 

2 3D-20 7389,0 15,1 

3 
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 

2D-40 
5495,0 

10,9 

4 4-1 4757,0 15,1 

5 
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 

2D-40 
4643,0 

10,9 

6 2-29 4353,0 20,2 

7 2-28; 2D-28; 2-40; 2D-40 4322,0 20,2 

8 2-28; 2D-28 3952,0 7,6 

9 2-28; 2D-28 3930 10,1 

10  3D-20 3853,0 9,2 

11 3D-20 3680,0 13,5 

12 
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 

2D-40 

3646,0 11,8 

13 
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 

2D-40 

2845,0 8,4 

14 4-1 2396,0 14,3 

15 2-28; 2D-28; 2-40; 2D-40 2316,0 12,6 

16 
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 

2D-40 

2040,0 5,9 

17 2-28; 2D-28; 2-40; 2D-40 1908,0 6,7 

18 
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 

2D-40 

1398,0 7,6 

19 4-1 1240,0 6,7 

Die Peptidfragmente, welche den leichten variablen Ketten zugeordnet werden können, 

weisen auf insgesamt fünf Treffer hin, von welchen vier klar unterscheidbar sind. Bei den 

zuverlässigsten Treffern handelt es sich um die Gene 2D-28 und 2-28, deren 
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Aminosäuresequenzen sich nicht unterscheiden, weshalb sie als ein Treffer behandelt werden. 

Weitere Treffer mit einer hohen Zuverlässigkeit sind 2-29, 2D-40, 2-40, 3D-20 und 4-1. Die 

Aminosäuresequenz von 2D-40 und 2-40 sind identisch, wodurch die beiden Gene ebenfalls 

als ein einziger Treffer zählen. Zwischen den Aminosäuresequenzen dieser vier Treffer gibt es 

erhebliche Unterschiede, sodass die Anzahl der Treffer nicht durch Messungenauigkeiten 

begründet werden kann. Es ist wahrscheinlich, dass diese Ketten aus Antikörpern stammen, 

welche von jeweils unterschiedlichen B-Zellen produziert wurden. Wie auch bei der schweren 

variablen Kette ist es möglich, dass eine andere Antikörperklasse auch eine andere leichte 

variable Kette besitzt. Über die Messdaten können diese Ketten aber nicht zugeordnet werden. 

Werden die Ketten gemäß der Prädominanz der entsprechenden Antikörpertypen in der 

Elution zugeordnet, verfügt IgG über 2-28, IgA über 4-1 und IgM über 3-20/3D-20. Da es einen 

Treffer mehr als identifizierte Antikörpertypen gibt, müssten die Antikörper von einer 

Antikörperklasse durch zwei unterscheidbare B-Zellen produziert werden. Eine weitere 

Möglichkeit ist es, dass sich in der Elution weitere, unspezifische Antikörper befinden, welche 

das Ergebnis beeinflussen können. Damit diese aber in der MS als relevante Treffer erkennbar 

sind, müssten sie in einer nachweisbaren Konzentration vorliegen. Da γ2 als zusätzlicher 

Isotyp bei der Identifizierung der schweren Ketten gefunden wurde, ist es möglich, dass ein 

vierter Treffer dieser Antikörperkette zugeordnet werden kann. 

Über die Zusammenfassung der gesammelten Informationen lässt sich die wahrscheinlichste 

Zusammensetzung des Anti-Emp-IgG einschätzen. Entsprechend sollte er über zwei leichte 

Ketten des Isotyps κ, mit den variablen Ketten 2-28 verfügen. Die schweren Ketten dieses 

Antikörpers werden höchstwahrscheinlich durch den γ1-Isotyp und die variablen Ketten 3-48 

definiert.  

Das Gelfragment mit der proteinogenen Verunreinigung bei einem Molekulargewicht von 

~ 28,0 kDa weist hauptsächliche Peptidfragmente auf, welche leichte Ketten des κ-Isotyp, 

menschliches Apolipoprotein A1 (ApoA1) und die leichte variable Kette 2-28 identifizieren. 

Dies bestätigt 2-28 als wahrscheinlichste leichte Kette für Anti-Emp-IgG und identifiziert 

gleichzeitig ApoA1 als proteinogene Verunreinigung. Das tatsächliche Molekulargewicht von 

ApoA1 stimmt hierbei mit dem geschätzten Molekulargewicht der Verunreinigung in der LDS-

PAGE überein. Mit Rückblick auf die gewonnenen Daten aus den anderen beiden 

Gelfragmenten zeigt sich auch dort ApoA1 mit einer Abdeckung von 80,0 % als Treffer mit der 

zweitgrößten Zuverlässigkeit. Dies kann bedeuten, dass ApoA1 im nicht-reduzierten Zustand 

eine große Affinität zu dem Antikörper oder dem Epitop besitzt und die Wechselwirkungen so 

groß sind, dass sie den Wirkungen einer LDS-PAGE trotzen. 
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4.4 Überprüfung der Antikörper-Antigen-Interaktion in vitro 

Das Gemisch aus Anti-Emp-Antikörpern ist mit Hilfe von Peptiden aus den Spenderseren 

aufgereinigt worden, welche das Epitop der Antikörper in der Aminosäuresequenz enthalten. 

Für dieses Antikörpergemisch muss aus diesem Grund noch der eindeutige Beweis erbracht 

werden, dass es auch eine Affinität gegenüber seinem natürlichen vorkommenden Epitop 

zeigt. Folgend werden die aufgereinigten Antikörper in der Primärfärbung gegen 

Proteinextrakte verschiedener Stämme von Staphylococcus aureus eingesetzt und diese in 

einem Western Blot markiert. Als Positivkontrolle in diesen Western Blots wird rekombinant in 

Escherichia coli produziertes Emp von Staphylococcus aureus USA300 mit einer Reinheit von 

mehr als 85,0 % eingesetzt. Als optimale Negativkontrolle wäre eine emp-Deletionsmutante 

des im Western Blot geprüften Wildtyps wünschenswert. Eine solche Mutante ist aber nicht 

verfügbar. Stattdessen werden als Kontrolle drei Stämme von Staphylococcus aureus 

verwendet (168L, 282L und KE2775), deren Epitop des Anti-Emp-Antikörpers eine alternative 

Aminosäuresequenz enthalten. Das Epitop ‚HVVPEFQGIPAPRV‘ (EmpA) dieser Stämme 

unterscheidet sich an der zweiten, siebten und neunten Position von Emp. Die letzte dieser 

Positionen ist für die Interaktion zwischen dem Antikörper und seinem Epitop essenziell. 

Isoleucin wird nur in sehr seltenen Fällen als Substitution an dieser Position von Anti-Emp 

toleriert. In den folgenden Färbungen wird ausschließlich ein Gemisch aus Anti-Emp-

Antikörpern verwendet, welches aus dem Blutserum von FS2 aufgereinigt wurde. Für das 

Serum wird entsprechend einer Substitutionsanalyse nur eine Signalstärke erwartet, welche 

bei dieser Substitution 6,6 % der Signalstärke des originalen Epitops entspricht. 

Dementsprechend sollte das EmpA der drei für die Negativkontrolle ausgewählten 

Bakterienstämme vergleichsweise deutlich schwächer oder gar nicht von Anti-Emp markiert 

werden, als Emp. Als zusätzliche Kontrolle wird der Gram-positive Modellorganismus Bacillus 

subtilis (B. sub.) eingesetzt, um eventuell unspezifische Markierungen des 

Sekundärantikörpers gegen Gram-positive Bakterien aufzudecken. Als Probanden für den 

tatsächlichen Nachweis der Affinität der Anti-Emp-Antikörper werden drei Bakterienstämme 

verwendet (101L, ATCC® 25904™ und USA300), welche Emp mit dem Epitop 

‚HYVPEFKGSPAPRV‘ exprimieren. Von zweien dieser Stämme ist eine Evaluierung der 

individuellen Virulenz bekannt. Der Bakterienstamm USA300 ist einer der Stämme von 

Staphylococcus aureus, welcher die größte Virulenz besitzen [1088]. ATCC® 25904™, welcher 

auch als Newman D2C bekannt ist, besitzt eine Punktmutation in saeR, welche eine 

Komponente des Regulators sae ist [1399]. Diese Punktmutation beeinträchtigt die Funktion des 

Regulators, sodass eine Vielzahl von virulenten Proteinen von dem Bakterienstamm nicht oder 

deutlich weniger stark exprimiert werden. Aus diesem Grund ist dieser Bakterienstamm in 

seiner Virulenz stark eingeschränkt.  
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4.4.1 LDS-PAGE und Western Blot 

Da Emp in der Regel von den Staphylokokken erst in einem fortgeschrittenen 

Proliferationsstadium produziert wird [609] werden alle Bakterien erst zu Lysaten prozessiert, 

wenn sie die stationäre Phase erreicht haben. Die Lysate enthalten eine größere Anzahl an 

unterschiedlichen Proteinen, welche bis zu diesem Zeitpunkt von den Bakterien produziert 

wurden. In ihnen sind hauptsächlich intra- und extrazelluläre Proteine enthalten. Sezernierte 

Proteine, welche anschließend nicht an der Zellwand befestigt werden, werden während der 

Verarbeitung abgeschieden. Für jedes Bakterienlysat wird zunächst eine reduzierende LDS-

PAGE durchgeführt und die nach Größe aufgetrennten Proteine im Gel mit Coomassie®-

Brillant-Blau eingefärbt. Das Ergebnis dieser Färbung ist in Abbildung 39 dargestellt und 

ermöglicht eine grobe Darstellung der Proteinvielfalt innerhalb der Lysate. Auf der Höhe der 

~ 38,0 kDa Markierung sammelt sich eine große Menge an Proteinbanden, die als mögliches 

Emp identifiziert werden können (gelbes Rechteck). Das rekombinante Protein selbst zeigt 

insgesamt zwei Banden. In der ersten Bande haben sich Proteine mit einem größeren 

Molekulargewicht gesammelt. Die Reinheit des Proteins ist mindestens 85,0 % und somit 

relativ niedrig. Proteine innerhalb der ersten Bande stammen deshalb höchstwahrscheinlich 

aus dem Erzeugerorganismus des rekombinanten Proteins. Möglich ist es auch, dass es ein 

Dimer des Emp ist [610], welches sich aufgrund der hohen Proteinkonzentration entwickelt und 

den Bedingungen der LDS-PAGE und der Reduzierung widerstanden hat. Die zweite und 

größere Bande sollte Emp als Monomer entsprechen, zeigt aber ein größeres 

Molekulargewicht als erwartet. Nach Herstellerangaben besitzt das rekombinante Emp einen 

Protein-Tag, welcher die Aufreinigung des Proteins nach der Expression erleichtert. Dieser 

Tag erhöht das Molekulargewicht des Proteins und kann für die unerwartete Verschiebung 

verantwortlich sein. Alle Lysate der Staphylokokken zeigen eine ähnliche Anzahl von Banden 

und Molekulargewichten, an welchen sich diese aufgetrennt haben. Das Bakterienlysat von 

Bacillus subtilis unterscheidet sich stark von diesen Banden und zeigt eine kohärente 

konturlose Menge an Proteinen, welche sich über die gesamte Länge des Gels verteilt. Auch 

wenn beide Bakterienarten dieselben Körperregionen besiedeln können [1338], unterscheiden 

sich ihre Proteinzusammensetzung beträchtlich. 
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Abbildung 39: Von jedem Lysat wird 9,0 µl in eine Geltasche gefüllt. Zusätzlich zu den Proben werden 

1,0 µg Emp und ein Marker für Proteingrößen als Maßstab für das Molekulargewicht beigefügt. Die 

Helligkeit und der Kontrast des Bildes sind optimiert. 

Da das Signal des IgA in Serum und Eluaten von FS2 nur sehr schwach nachzuweisen ist, 

werden die Bakterienlysate im Western Blot nach der Primärfärbung nur gegen IgG eingefärbt. 

Ein Problem, welches sich bei der Durchführung des Western Blots ergeben wird, sind die von 

Staphylokokken exprimierten Immunglobulin-bindenden Proteine. Bevor die Ergebnisse des 

Western Blots feststehen, ist noch unbekannt, inwiefern die Funktionsfähigkeit dieser Proteine 

durch die LDS-PAGE beeinträchtigt wird. Diese Proteine können sowohl den Primär- als auch 

den Sekundärantikörper binden und so in der Markierung zu falsch-positiven Ergebnissen 

führen. Bekannte Immunglobulin-bindende Proteine haben allerdings eine von der Emp leicht 

zu unterscheidende Molekularmasse, wodurch sie als solche identifiziert werden können. Sbi 
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hat ein Molekulargewicht von ~ 50,0 kDa [1400] und bei einer Einflussnahme wird mit einer 

Bande auf der entsprechenden Höhe gerechnet. Die Größe von SpA hat in Abhängigkeit des 

Bakterienstammes eine Bandbreite an möglichen Größen zwischen 

~ 40,0 und ~ 60,0 kDa [1401,1402]. Mit seinen fünf Immunoglobulin-bindenden Domänen hat es 

von den Proteinen dieser Kategorie die größte Kapazität dafür, Antikörper zu binden [1403]. Bei 

dem Bakterienstamm ATCC® 25904™ ist für SpA eine Größe von ~ 55,6 kDa bekannt. Mit einer 

solcher Größe liegt es knapp oberhalb von Sbi. Je nach Signalstärke und Trennschärfte 

könnten sich die falsch-positiven Signale dieser beiden Proteine überlappen. Zuletzt hat auch 

SSL10 die Möglichkeit, Antikörper zu binden und falsche Signale zu verursachen. Für 

ATCC® 25904™ liegt die Größe mit ~ 26,1 kDa [611] unterhalb des Molekulargewichtes von 

Emp. 

In Western Blots wird das Volumen der als Proben eingesetzten Bakterienlysate auf 5,0 µl 

reduziert. Die Aufnahmen werden wie in vorherigen Kapiteln in Falschfarben dargestellt. Der 

Western Blot ist in Abbildung 40 beschrieben. Mit dem Gelanalysewerkzeug von ImageJ [1394] 

werden Intensitäts-Blots von jeder Probe und Emp angefertigt und das Integral jedes 

relevanten Peaks in diesen Intensitäts-Blots bestimmt. Die Intensitäts-Blots sind in 

Abbildung 41 dargestellt und die Flächenbestimmung wird in Tabelle 37 aufgelistet.  

Die markierten Banden im Western Blot zeigen, dass die Immunoglobulin-bindenden Proteine 

trotz LDS und Reduktionsmittel weiterhin ihre Funktion erfüllen. Es sind Banden auf der Höhe 

von allen drei Proteinen zu finden. Alle Bakterienlysate, bis auf das von 101L und 

Bacillus subtilis, haben eine Bande auf einer Höhe von ~ 50,0 kDa. Diese entspricht 

höchstwahrscheinlich Sbi. Die Größe dieser Banden erschwert es, eine eindeutig abgegrenzte 

Bande von SpA zu erkennen. Lediglich die Bande bei ~ 60,0 kDa aus dem Lysat von 101L 

zeigt eine eindeutig abgrenzbare Markierung, welche SpA entsprechen könnte. Alle falsch-

positiven Signale, welche von SpA und Sbi stammen können, werden mit einem grauen 

Rechteck markiert. Des Weiteren haben alle Lysate eine markierte Bande auf einer Höhe, an 

welche SSL10 erwartet werden kann. Diese werden in einem roten Rechteck eingegrenzt. 

KE2775 zeigt eine sehr große Bandengröße und Signalstärke bei den falsch-positiven 

Markierungen, was impliziert, dass dieser Staphylococcus eine deutlich stärkere Expression 

von Immunglobulin-bindenden Protein als die anderen Bakterienstämme besitzt. Das 

rekombinante Emp zeigt insgesamt drei Banden, welche durch die Sekundärfärbung 

eingefärbt werden. Die beiden größeren Banden ergänzen die Beobachtung aus der 

Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung aus Abbildung 39. Tatsächlich wird die obere Bande durch 

den Primärantikörper markiert, was die Theorie unterstützt, dass es sich hierbei um ein Dimer 

des Emp handelt. In der untersten markierten Bande des rekombinanten Proteins befindet 

sich möglicherweise eine fehlgefaltete oder trunkierte Variante des Proteins, welche während 
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des Extraktionsprozesses beim Hersteller erzeugt wird. Alle Bakterienlysate, welche gemäß 

den Erwartungen Emp enthalten sollten, zeigen eine Bande, welche sich ungefähr auf der 

Höhe der Bande in der Positivkontrolle befindet. Die Bande der Kontrolle ist etwas höher als 

in den Lysaten, was der Zunahme des Molekulargewichts aufgrund des Protein-Tags 

entspricht. Bakterienstämme, welche EmpA anstatt Emp exprimieren, zeigen bei dem 

erwarteten Molekulargewicht keine Bande. Positionen, an denen eine markierte Proteinbande 

von Emp und EmpA als Monomer erwartet werden, sind durch ein hellblaues Rechteck 

eingegrenzt. Das Lysat von Bacillus subtilis zeigt keine markierte Bande. Insgesamt entspricht 

das Ergebnis des Western Blots den Erwartungen. 

Abbildung 40: Zusätzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker für 

Proteingrößen aufgetragen. Zur Immunfärbung werden die Proben im Verhältnis von 1:500 mit Anti-

Emp und in einem Verhältnis von 1:5000 mit Sekundärantikörpern gegen IgG1 eingefärbt. Kontrast und 

Helligkeit des Western Blots sind um das Zehnfache verstärkt.  
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Auffällig ist, dass sowohl die Banden von Emp, als auch die von SSL10, an einer höheren 

Position gefunden werden, als entsprechend ihrem Molekulargewicht zu erwarten wäre. 

Möglicherweise werden die Bakterienlysate aufgrund der großen Proteinmenge in der Probe 

in ihrer Auftrennung behindert, sodass die tatsächlich Proteingröße verzerrt wird. 

Nichtsdestotrotz lassen sich alle markierten Proteinbanden zuordnen. 

Abbildung 41: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 38. Die 

Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung übernommen. Die Abgrenzung für jeden Peak 

wird gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. Bei Peaks mit größerem 

Hintergrundrauschen wird die Abgrenzung mit einer blauen Linie hervorgehoben. Der Peak von Sbi und 

SpA sowie von Emp und fehlgefaltetem Emp, werden jeweils als eine Fläche zusammengefasst.  
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Tabelle 37: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der Proben des Western Blots in 

Abbildung 41, im Vergleich zum größten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die Probe von Bacillus 

subtilis wird ignoriert, da der Intensitäts-Blot keine Peaks erzeugt. Die Fläche des Peaks, welche das 

vermutete Emp-Dimer enthält, wird nicht in der Tabelle aufgeführt. 

Vergleich der Peakflächen zwischen markierten Proteinbanden eines Western Blots 

Probe Sbi/SpA Emp SSL10 

größte Fläche 282L Emp (16,0 ng) 282L 

ATCC® 25904™ 2,9 % 17,9 % 2,8 % 

101L 17,2 % 17,1 % 6,4 % 

USA300 20,9 % 24,8 % 4,0 % 

168L 11,0 % - 3,2 % 

282L 100,0 % - 100,0 % 

KE2775 13,3 % - 10,1 % 

Emp (16,0 ng) - 100,0 % - 

Für den Bakterienstamm ATCC® 25904™ wird bei allen Immunglobulin-bindenden Proteine die 

kleinste Fläche berechnet. Da dieser Stamm eine supprimierte Virulenz besitzt, ist die 

reduzierte Expression von Proteinen, welche an der Immunevasion beteiligt sind, sinnig. 

Vergleichsweise zeigt USA300 eine deutlich größere Fläche bei den Peaks dieser Proteine. 

Die mit Abstand größte Fläche der Peaks von Sbi, SpA und SSL10 wird für 282L errechnet. 

Dieser Bakterienstamm kann durch seine Proteine eine große Menge an Antikörpern 

spezifisch binden und somit starke, falsch-positive Banden erzeugen. Bei Peaks der Banden 

von Emp zeigen 101L und ATCC® 25904™ eine ähnlich große Fläche und USA300 eine etwas 

größere Fläche als die anderen beiden Bakterienstämme. Im Vergleich zur Positivkontrolle 

schaffen die Peaks es auf ein Sechstel, beziehungsweise einem Viertel der Fläche. Für EmpA 

werden keine sichtbaren Banden und deshalb auch keine Peaks ermittelt. Die Fläche des 

Peaks für das vermutete Emp-Dimer entspricht 8,3 % der Fläche der Peaks des restlichen 

Emp. 

Die Ergebnisse des Western Blots zeigen, dass das aus dem Serum von FS2 isolierte 

Gemisch aus Anti-Emp-Antikörpern das Protein des Wildtyps in allen drei Fällen erfolgreich 

markieren kann. Diese Markierung misslingt ebenso dreimal in Lysaten, welche EmpA 

enthalten. Weiter fällt auf, dass Immunglobulin-bindende Proteine auch im reduzierten und 

denaturierten Zustand weiterhin ihre Funktion erfüllen. Durch die falsch-positiven 

Markierungen, welche von diesen Proteinen erzeugt werden, ist die Qualität der Ergebnisse 

beeinträchtigt. Zudem ist es für nachfolgende Experimente wichtig, dass die Wirkung dieser 

Immunglobulin-bindenden Proteine auf ein Minimum begrenzt wird. Es werden deshalb 

Maßnahmen ergriffen, um den störenden Einfluss zu unterdrücken.  
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4.4.2 Reduktion der Wirkung von Immunglobulin-bindende Proteinen 

4.4.2.1 Einsatz von alternativem Sekundärantikörper 

Die Intensität der durch Sbi, SpA und SSL10 bedingten falsch-positiven Markierungen in der 

Sekundärfärbung können durch einen Wechsel des Sekundärantikörpers reduziert werden. 

Über SpA ist bekannt, dass die Affinität gegenüber Immunglobulinen von der Art des 

Spenderorganismus abhängig ist [811]. Während diese Information für die beiden anderen 

Proteine noch nicht bekannt ist, sollte sich dies aber aufgrund der Wirtsspezifität von 

Staphylococcus aureus ähnlich verhalten, auch wenn sich die individuelle Affinität 

wahrscheinlich unterscheidet. Durch einen Wechsel des Sekundärantikörpers kann so 

zumindest gewährleistet werden, dass die Affinität des Proteins mit dem größten 

Bindungspotential gegenüber IgG unterdrückt wird. Der bisherig verwendete Antikörper Anti-

IgG1 DyLight® 680 hat einen murinen Ursprung. SpA zeigt gegenüber IgG von Mäusen eine 

normale bis starke Affinität [811]. Als Alternative hierzu ist die Verwendung eines 

Sekundärantikörpers, welcher in einer Ziege erzeugt wurde, eine deutliche Verbesserung, 

denn diese können nicht mit einer ähnlichen Effizienz von SpA gebunden werden [824]. Für die 

Sekundärfärbung in den folgenden Western Blots wird deshalb der Antikörper Anti-IgG Fc 

DyLight® 680 aus dem verfügbaren Repertoire gewählt, welcher diese Anforderung erfüllt. Ein 

zusätzlich positiver Effekt ist, dass dieser Antikörper die Fc-Region von menschlichen 

Antikörpern bindet. An dieser Region werden die Immunglobuline von SpA vorzugsweise 

gebunden [304], wodurch immobilisierte Primärantikörper nicht mehr durch den 

Sekundärantikörper erkannt werden und deshalb kein falsches Signal erzeugen sollten. Der 

Western Blot wird mit dem alternativen Sekundärantikörper wiederholt und ist in Abbildung 42 

dargestellt. Zusätzlich zu dem Western Blot werden Kontrollen integriert, welche in der 

Immunfärbung nur mit dem Sekundärantikörper eingefärbt werden. Diese Kontrollen umfassen 

Emp, das Lysat von Bacillus subtilis sowie jeweils ein Lysat eines Staphylococcus, welcher 

entweder Emp oder EmpA exprimiert. Während der LDS-PAGE laufen diese Kontrollen 

parallel zu den eigentlichen Proben, werden aber nach der Übertragung auf die PVDF-

Membran von diesen abgetrennt und in separaten Gefäßen eingefärbt. Die Markierungen in 

diesen Kontrollen sind in Abbildung 43 gezeigt und geben eine Information darüber, wie stark 

der Sekundärantikörper selbst von den Immunglobulin-bindenden Proteinen beeinflusst wird. 

Da sowohl die Proben, als auch die zusätzlichen Kontrollen dieselbe LDS-PAGE durchlaufen 

und auf dieselbe PVDF-Membran übertragen wurden, lassen sich die Intensitäts-Blots der 

Kontrollen mit denen der Proben vergleichen. Diese sind in gemeinsamer Darstellung in 

Abbildung 44 abgebildet. Das Ergebnis der Flächenberechnung dieser Intensitäts-Blots ist in 

Tabelle 38 aufgelistet. 
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Der zweite Western Blot zeigt, dass der Wechsel zu einem anderen Sekundärantikörper nicht 

die gewünschte Wirkung hatte. Es sind weiterhin deutliche Banden der Immunglobulin-

bindenden Proteine zu erkennen. Zusätzlich ist eine weitere, schwach erkennbare, Bande 

eines unbekannten Proteins mit einem Molekulargewicht zwischen ~ 14,0 und 28,0 kDa 

sichtbar. Die Positionen, an welchen dieses Protein zu erwarten sind, werden mit einem gelben 

Rechteck markiert. 

Abbildung 42: Zusätzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker für 

Proteingrößen aufgetragen. Nach der Übertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in 

einem Verhältnis von 1:500 mit Anti-Emp und in einem Verhältnis von 1:5000 mit Sekundärantikörpern 

gegen die Fc-Region von IgG eingefärbt. Kontrast und Helligkeit des Western Blots sind um das 

Achtfache verstärkt. 
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In den zusätzlichen Kontrollen, welche nur mit dem Sekundärantikörper eingefärbt wurden, 

wird sichtbar, dass dieser nur von SSL10 und dem unbekannten Protein gebunden wird. Sbi 

und SpA zeigen bei der Färbung durch den Sekundärantikörper fast kein Signal und besitzen 

eine entsprechend geringe Affinität gegenüber Antikörpern von Ziegen. Da Ziegen ein 

geeigneter Wirt für diese Bakterien sind [1404], ist es möglich, dass es sich bei dem unbekannten 

Protein um ein Immunglobulin-bindendes Protein handelt, welches bevorzugt Antikörper von 

Ziegen neutralisiert. Die auf diesem Gebiet nur unzureichende Forschung kann die oben 

angeführte Hypothese allerdings nicht durch entsprechende Literatur bestätigen. Die größte 

Bande mit falsch-positivem Signal entspringt Primärantikörpern, welche von den 

Immunglobulin-bindenden Proteinen immobilisiert und anschließend durch den 

Sekundärantikörper markiert werden. Dies bedeutet, dass die Fc-Region der Primärantikörper 

nach der Immobilisation durch die Immunglobulin-bindenden Proteine für eine Markierung 

weiterhin verfügbar ist. Maßnahmen, welche also nur die Spezifität und den Ursprung des 

Sekundärantikörpers verändern, sind also nicht ausreichend, um die falsch-positiven Signal 

zu eliminieren. Die Banden auf Höhe von Emp verhalten sich identisch zu dem ersten Western 

Blot und somit entsprechen sie den Erwartungen. Zwischen Banden verschiedener Proben 

kann sich bei der Markierung mit diesem Sekundärantikörper ein bogenförmiges Artefakt 

zeigen, wenn sie das gleiche Molekulargewicht besitzen. 
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Abbildung 43: Zusätzlich zu den Proben wird 

Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker 

für Proteingrößen aufgetragen. Nach der 

Übertragung auf eine Membran aus PVDF 

werden die Kontrolle von den Proben getrennt 

und in einem Verhältnis von 1:5000 mit 

Sekundärantikörpern gegen die Fc-Region von 

IgG eingefärbt. Kontrast und Helligkeit des 

Western Blots sind um das Achtfache verstärkt. 
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Abbildung 44: Zusammenfassung der Banden der Western Blots aus den Abbildungen 42 und 43. Die 

Markierungen der Peaks wurden aus diesen Abbildungen übernommen. Die Abgrenzung wird für jeden 

Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. Bei Peaks mit größerem 

Hintergrundrauschen wird die Abgrenzung mit einer blauen Linie hervorgehoben. Der Peak von Sbi und 

SpA sowie von Emp und fehlgefaltetem Emp, werden jeweils in einer Fläche zusammengefasst. 
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Tabelle 38: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der Proben des Western Blots in 

Abbildung 44, im Vergleich zum größten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Sekundärantikörper 

werden mit sek. Ak. abgekürzt. Die Fläche des Peaks, welche das vermutete Emp-Dimer enthält, wird 

nicht in der Tabelle aufgeführt. 

Vergleich der Peakflächen zwischen markierten Proteinbanden eines Western Blots 

Probe Sbi/SpA Emp SSL10 unbekannt 

größte Fläche 282L 
Emp 

(16,0 ng) 

ATCC® 25904™ 

(nur sek. AK.) 

ATCC® 25904™ 

(nur sek. AK.) 

ATCC® 25904™ 12,3 % 25,9 % 60,3 % 91,1 % 

ATCC® 25904™ 

(nur sek. Ak.) 
- - 100,0 % 100,0 % 

101L 65,1 % 9,7 % 42,6 % 47,6 % 

USA300 100,0 % 14,9 % 49,8 % 55,3 % 

168L 56,2 % - 50,9 % 53,8 % 

168L (nur sek. AK.) 2,1 % - 60,3 % 68,4 % 

282L 32,1 % - 50,0 % - 

KE2775 78,8 % - 39,3 % 39,6 % 

Emp (16,0 ng) - 100,0 % - - 

Die Probe und Kontrolle von Bacillus subtilis sowie die Kontrolle des Emp werden beim 

Vergleich der Fläche ignoriert, da die Intensitäts-Blots dieser Proben keine Peaks erzeugen. 

Im zweiten Western Blot unterscheidet sich die Verteilung der Flächen maßgeblich von dem 

ersten Western Blot. Das errechnete Integral aus den Peaks von Sbi und SpA zeigt dieses 

Mal die größte Fläche bei dem Bakterienstamm USA300. Bei den beiden Lysaten, welche als 

Kontrollen verwendet werden, ist diese Fläche nicht vorhanden beziehungsweise deutlich 

kleiner als die Fläche des größten Peaks. Die Peaks für die Proteinbanden von SSL10 zeigen 

mit Ausnahme der Kontrolle von ATCC® 25904™ eine ähnliche Größe. Eine mögliche Erklärung 

hierfür ist, dass das SSL10 von diesem Bakterienstamm stärker exprimiert wird oder es eine 

vergleichsweise größere Affinität gegenüber dem Sekundärantikörper zeigt. Bei einer 

vorherigen Färbung mit Primärantikörper werden potentielle Bindungsstellen für den 

Sekundärantikörper blockiert, was eine nachfolgende Immobilisierung dieses Antikörpers 

verhindert. Da es sich bei dem Primärantikörper um ein Antikörpergemisch handelt, ist es 

ebenso möglich, dass nicht alle Antikörper in diesem Gemisch von dem Sekundärantikörper 

markiert werden können, was ein vergleichsweise reduziertes Signal zur Folge hat. Das 

unbekannte Protein ist in allen Lysaten, außer denen von Bacillus subtilis und dem 

Bakterienstamm 282L zu erkennen. Der Staphylococcus ATCC® 25904™ zeigt bei diesem 

Peak eine deutlich größere Fläche als die anderen Bakterienstämme. Im Gegensatz zum 
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vorherigen Western Blot zeigt ATCC® 25904™ bei dem Peak, welcher dem Emp entspricht, 

eine verhältnismäßig größere Fläche als die anderen beiden Bakterienstämme. Da in beiden 

Western Blots dasselbe Gemisch als Primärantikörper eingesetzt wurde, ist davon 

auszugehen, dass die gleichen Proteine in dieser Färbung markiert werden. Eine mögliche 

Erklärung für die Diskrepanz ist die Messungenauigkeit bei der Berechnung der Peakfläche, 

da die Intensitäts-Blots nur eine begrenzte Genauigkeit und Konsistenz besitzen. Die Fläche 

des Peaks für das vermutete Emp-Dimer entspricht 22,4 % der Fläche der Peaks des 

restlichen Emp und weicht somit ebenfalls von dem Verhältnis im ersten Western Blot ab. Der 

größte Unterschied ist bei dem Bakterienstamm 282L zu erkennen. Die falsch-positiven 

Signale der Banden des entsprechenden Bakterienlysats sind deutlich geringer als im ersten 

Western Blot. Der Wechsel des Sekundärantikörpers hatte folglich bei diesem Bakterienstamm 

die größte Wirkung. 

4.4.2.2 Sättigung der Immunglobulin-bindenden Proteine 

Der Austausch des Sekundärantikörpers zeigt nicht den erwarteten Effekt, da die falsch-

positiven Signale auf der Immobilisierung von Primärantikörpern basiert. Um die Wirkung der 

Immunglobulin-bindenden Proteine zu unterbinden, muss eine Methode verwendet werden, 

welche deren Bindungsstellen permanent blockiert. Es bietet sich deshalb an, den 

Blockierungspuffer zu verbessern, welcher zur standardmäßigen Blockierung von 

unspezifischen Protein-bindenden Flächen in jedem Western Blot eingesetzt wird. SpA zeigt 

eine sehr große Affinität gegenüber Antikörpern von Hasen [811]. Wird dem Blockierungspuffer 

also Hasenserum beigefügt, sollten die darin enthaltenen Antikörper im besten Fall alle 

Bindungsstellen der Immunglobulin-bindenden Proteine blockieren. In der eigentlichen 

Primärfärbung sollten diese Proteine dann keine weitere Kapazität besitzen, um Anti-Emp-

Antikörper zu binden. Zur Ergänzung der Blockierung wird das Hasenserum auch in den 

während der Primär- und Sekundärfärbung verwendeten Färbepuffer gemischt, damit dieser 

einer möglichen Dissoziation zwischen Hasenantikörper und Immunglobulin-bindenden 

Proteinen während der Färbung entgegenwirkt. Um die Effektivität dieser Maßnahme zu 

überprüfen, werden die Proteine des rekombinanten Emp sowie eines Bakterienlysats von 

jeweils ATCC® 25904™ und 168L in doppelter Ausführung innerhalb einer LDS-PAGE 

voneinander aufgetrennt. Nachfolgend werden die Proteine auf eine PVDF-Membran 

übertragen und wie zuvor ein Western Blot durchgeführt. Als Blockierungspuffer wird 

Blockierungspuffer-Formulation 1 und als Färbepuffer Färbepuffer-Formulation 2 verwendet. 

Beide Reagenzien haben einen 10,0 %igen (v/v) Gehalt an Hasenserum. Als 

Sekundärantikörper wird Anti-IgG Fc DyLight® 680 verwendet, da die Affinität der 

Immunglobulin-bindenden Proteine gegenüber diesem Antikörper bekannt ist.  
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Einer der zwei Sätze an Proben wird während der Immunfärbung mit und der andere ohne 

Primärantikörper eingefärbt. Der markierte Western Blot dieses Versuches ist in Abbildung 45 

zusammengefasst. 

Abbildung 45: Zusätzlich zu den Proben wird zwei Mal Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein 

Marker für Proteingrößen aufgetragen. Nach der Übertragung auf eine Membran aus PVDF wird die 

Kontrolle von den Proben getrennt. Die Proben werden in einem Verhältnis von 1:500 mit Anti-Emp 

eingefärbt. Sowohl Proben als auch Kontrollen werden anschließend in einem Verhältnis von 1:5000 

mit Sekundärantikörpern gegen die Fc-Region von IgG inkubiert. Kontrast und Helligkeit sind um das 

Achtfache verstärkt. 
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Innerhalb des Western Blots sind bei einer achtfachen Verstärkung von Helligkeit und Kontrast 

keine Banden der Immunglobulin-bindenden Proteine an den erwarteten Positionen zu 

erkennen. Bei einer größeren Verstärkung wird bei dem Lysat von 168L eine Bande auf der 

Höhe von ~ 50,0 kDa sichtbar. Die Blockierung der Immunglobulin-bindenden Proteine durch 

die Zugabe von Hasenserum in die Prozessreagenzien zeigt sich erfolgreich darin, einen 

Großteil der falsch-positiven Signale zu eliminieren. Entsprechend sollte das Hasenserum 

diese Wirkung auch bei der Durchführung von weiteren Versuchen zeigen. 

Aufgrund des eindeutigen Ergebnisses wird die Erstellung eines mit dem Western Blot 

zusammenhängenden Intensitäts-Blots verzichtet. 

4.4.3 Optimierter Nachweis der Affinität in vitro 

Zum Abschluss des Affinitätsnachweises in vitro wird ein dritter Western Blot mit dem 

vollständigen Satz an Bakterienlysaten unter den optimierten Bedingungen durchgeführt. In 

einem Versuch, das verbleibende schwache falsch-positive Signale zu eliminieren, wird als 

Veränderung der Gehalt des Hasenserums im Blockierungspuffer auf 20,0 % (v/v) erhöht. Als 

Prozessreagenzien werden Blockierungspuffer- und Färbepuffer-Formulation 2 verwendet. 

Zur Markierung der Primärantikörper wird der Sekundärantikörper Anti-IgG Fc DyLight® 680 

eingesetzt. Die sonstige Durchführung entspricht der Standardprozedur. Das Ergebnis der 

Sekundärfärbung ist in Abbildung 46 dargestellt. Die zugehörigen Intensitäts-Blots werden in 

Abbildung 47 aufgeführt und deren Flächenberechnung in Tabelle 39 aufgelistet. 

Die markierten Banden des optimierten Western Blots zeigen, dass trotz des hohen Gehalts 

an Hasenserum weiterhin Banden auf der Höhe des Molekulargewichts von Sbi und SpA als 

falsch-positive Signale sichtbar sind. Im Vergleich wirken diese Banden aber schwächer als in 

den vorangegangenen Western Blots. Banden, an welchen das unbekannte Immunglobulin-

bindende Protein die Sekundärantikörper immobilisiert hat, sind nicht mehr sichtbar. An den 

Positionen, an welchen zuvor Sekundärantikörper von SSL10 immobilisiert wurden, ist nur 

noch bei dem Bakterienstamm 282L eine Bande sichtbar. Die Zugabe des Hasenserums hat 

zur Folge, dass vorher nicht beobachtete Proteinbanden mit unbekanntem Inhalt in den 

Lysaten der Bakterienstämme USA300, 101L, 282L und dem Bakterium Bacillus subtilis 

sichtbar sind. Das Hasenserum führt zu unerwünschten Kreuzreaktionen, welche die Spezifität 

der Markierung des Sekundärantikörpers beeinflussen. Wie auch im ersten und zweiten 

Western Blot zeigen nur Bakterienlysate eine Bande auf der Höhe des Emp, wenn die 

Bakterienstämme die Variante mit dem Epitop ‚HYVPEFKGSPAPRV‘ exprimieren. Stämme, 

welche EmpA produzieren, zeigen auf dieser Höhe kein wahrnehmbares Signal 
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Abbildung 46: Zusätzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und einem Marker für 

Proteingrößen aufgetragen. Nach der Übertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in 

einem Verhältnis von 1:500 mit Anti-Emp und in einem Verhältnis von 1:5000 mit Sekundärantikörpern 

gegen die Fc-Region von IgG eingefärbt. Kontrast und Helligkeit sind um das Fünffache verstärkt. 
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Abbildung 47: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 46. Die 

Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung übernommen. Diese Abgrenzung wird für jeden 

Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben möglich ist. Bei Peaks mit größerem 

Hintergrundrauschen wird die Abgrenzung mit einer blauen Linie hervorgehoben. Der Peak von Sbi und 

SpA sowie von Emp und fehlgefaltetem Emp, werden jeweils als eine Fläche zusammengefasst.  
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Tabelle 39: Die relativen Flächen der Peaks aus den Intensitäts-Blots der Proben des Western Blots in 

Abbildung 47, im Vergleich zum größten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die Fläche des Peaks, 

welche das vermutete Emp-Dimer enthält, wird nicht in der Tabelle aufgeführt. Ebenso werden die 

Peaks von unbekannten Proteinen nicht aufgelistet. 

Vergleich der Peakflächen zwischen markierten Proteinbanden eines Western Blots  

Probe Sbi/SpA Emp 

größte Fläche USA300 Emp 

ATCC® 25904™ - 26,5 % 

101L 48,1 % 9,8 % 

USA300 100,0 % 19,9 % 

168L 25,2 % - 

282L 5,7 % - 

KE2775 10,6 % - 

Emp (16,0 ng) - 100,0 % 

Die Größenverteilung der Peaks, welche mit Emp assoziiert werden, ähnelt den Ergebnissen 

aus dem zweiten Western Blot. Bei den Peaks, welche aus Banden generiert werden, in denen 

Antikörper durch Sbi und SpA immobilisiert werden, zeigen sich die Ergebnisse allerdings 

inkonsistent zum vorherigen Western Blot. Es ist möglich, dass das Hasenserum die 

Immunglobulin-bindenden Proteine, abhängig von der Bakterienart unterschiedlich effizient 

blockiert. USA300 immobilisiert die größte und ATCC® 25904™ die geringste Menge an 

Antikörpern. Diese Beobachtung deckt sich mit der individuellen Virulenz dieser beiden 

Bakterienstämme. Das Dimer von Emp entspricht 7,9 % der restlichen Fläche des Proteins 

und ähnelt daher dem Ergebnis aus dem ersten Western Blot. 

Zusammengefasst wurde in drei individuellen Versuchen bewiesen, dass das in der 

Affinitätschromatographie isolierte Gemisch aus Anti-Emp-Antikörpern sein Antigen im 

Wildtyp erfolgreich binden kann. Besitzt der Wildtyp eine abweichende Variante des Proteins 

mit einem Epitop, welches sich in drei Aminosäuren unterscheidet, bleibt die Interaktion von 

Antikörpern und dem Protein aus. Alle Bakterienlysate der untersuchten Wildtypen besitzen 

ein Repertoire an Immunoglobulin-bindenden Proteinen, welche im reduzierten und 

denaturierten Zustand die Antikörper immobilisieren. Dies führt in den Versuchen zur 

Erzeugung von falsch-positiven Ergebnissen und wird höchstwahrscheinlich das Ergebnis 

weiterer Antikörper-basierter Versuche stören. Ein Wechsel des Sekundärantikörpers ist keine 

sinnvolle Maßnahme, um dieses Problem zu beheben, da der Ursprung für einen Großteil der 

falschen Signale aus immobilisierten Primärantikörpern stammt. Eine vorherige Blockierung 

durch Hasenserum löscht einen Großteil der falschen Signale aus.  
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Die vollständige Elimination kann allerdings auch bei einem hohen Anteil des Serums nicht 

erreicht werden. Zudem erzeugt das Serum selbst ebenfalls Störeffekte, welche zu falsch-

positiven Signalen führen können. 

4.5 Überprüfung der Antikörper-Antigen-Interaktion in situ 

Der Affinitätsnachweis von Anti-Emp gegenüber dem rekombinanten und natürlichen Protein 

in vitro war erfolgreich. Deshalb gilt es als nächstes zu beweisen, dass das Emp auch direkt 

an seinem natürlichen Ort im Bakterium markiert werden kann. Neben der Problematik, dass 

die Immunglobulin-bindende Proteine erneut ein falsch-positives Signal erzeugen, könnte der 

Nachweis problematisch werden, da das Emp hauptsächlich in der fibrillären Kapsel des 

Bakteriums lokalisiert wird [617]. Unter den Kultivierungsbedingungen im Labor wird diese 

Kapsel nicht ausgebildet, da im Nährmedium das dafür notwendige Fibrin fehlt. Da das Protein 

aber auch in der Zellwand nachgewiesen werden kann [609], sollte eine Markierung durch eine 

Immunfärbung möglich sein. 

Für die Präparation in den individuellen Kammern auf dem Glasträger werden die zwei 

Bakterienstämme ATCC® 25904™ und 168L ausgewählt. Wie im vorherigen Kapitel gezeigt, 

wird das EmpA von 168L nicht durch den Primärantikörper markiert. Da sich die Wirkung der 

Immunglobulin-bindenden Proteine aber nicht vollständig eliminieren lässt, ist aufgrund von 

falsch-positiven Signale mit einer schwachen Markierung von 168L zu rechnen. Dieser Effekt 

wird durch Verwendung von Blockierungs- und Färbepuffer-Formulation 3 reduziert. In der 

dritten Formulation wird statt Hasenserum polyklonales IgG aus dem Hasen (IgG Hase) 

verwendet, um die im vorherigen Kapitel beobachteten und ungewünschten Kreuzreaktionen 

zu minimieren. Um den Einfluss der falsch-positiven Markierung einzuschätzen, werden 

zusätzlich Sekundärfärbungen ohne vorherige Primärfärbung als Kontrollen durchgeführt. 

Parallel zu Anti-Emp wird als Kontrolle ein humanisierter Anti-Proto-Onkogen-basische-Helix-

Schleifen-Helix-Transkriptionsfaktor-Antikörper (Anti-Myc) zur Primärfärbung verwendet. 

Dieser Antikörper hat keinerlei Zusammenhang mit Staphylokokken und fungiert deshalb als 

Detektor für unspezifische Interaktionen. Zwei der mit Staphylokokken präparierten Kammern 

auf dem Glasträger werden zum Zweck der Hellfeldmikroskopie nicht behandelt. Für die 

Aufnahmen der mit Sekundärantikörper markierten Bakterien werden in jeder Kammer 

Bereiche auf dem Glasträger ausgesucht, an denen vereinzelt Bakterien aufzufinden sind. 

Eine Aufnahme mit der Lichtmikroskopie wird hierbei vermieden um den Effekt der 

Photobleichung [1405] zu minimieren. 

In den Abbildungen werden die mikroskopischen Aufnahmen der beiden Bakterienstämme 

jeweils gegenübergestellt. Die Aufnahmen aus der Hellfeldmikroskopie beider 
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Bakterienstämme sind in Abbildung 48 dargestellt. Kontrollfärbungen ohne 

Sekundärantikörper sind in Abbildung 49 abgebildet. In der Abbildung 50 sind die Aufnahmen 

der Bakterien zu sehen, welche in der Primärfärbung mit Anti-Myc-Antikörper markiert wurden. 

Zum Abschluss sind in der Abbildung 51 die Bilder aus der Fluoreszenzmikroskopie der mit 

Anti-Emp und Sekundärantikörper eingefärbten Bakterien zu sehen. Jede Sekundärfärbung 

wird in einem Verhältnis von 1:1000 durchgeführt. Alle Aufnahmen werden durch das Objektiv 

Nikon Plan Fluor 40 x/0,75 PH2 DLL bei einer Vergrößerung von 400 X aufgenommen. Zur 

Dokumentation der Aufnahmen wird eine Nikon DS-Qi1Mc mit einer Auflösung von 1,3 MPx 

und einer Datenbreite von 24 Bit verwendet. Die effektive Fläche von jedem Bild beträgt 

7,2 x 10-2 mm2. Alle Bilder der Fluoreszenzmikroskopie werden mit derselben Belichtungszeit 

und Empfindlichkeit des Photoelektronenvervielfachers durchgeführt. 

Abbildung 48: Jeweils eine Farbbildaufnahme der beiden Bakterienstämme wurde bei einer 

Belichtungszeit von 20 Mikrosekunden detektiert. 

Die Hellfeldaufnahmen zeigen bei beiden Bakterienstämme auf der Glasoberfläche sichtbare 

Staphylokokken. Diese sind auf dem Glasträger vereinzelt vorzufinden und haben auch 

mehrschichtige Biofilme ausgebildet. 
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Abbildung 49: Jeweils eine Farbbildaufnahme einzelner und gruppierten Staphylokokken unter 

Anregung des Fluorophors des Sekundärantikörpers. In der Primärfärbung wird kein Antikörper 

verwendet. 

In den Kontrollen ohne Primärantikörper von beiden Bakterienstämmen ist an einigen wenigen 

Positionen eine schwache Fluoreszenz zu erkennen. Genaue Konturen der Bakterien lassen 

sich aber nicht erkennen. Dies spricht dafür, dass beide Bakterienstämme den 

Sekundärantikörper immobilisieren können. Entsprechend der Ergebnisse aus 

Kapitel 4.4.2.1 „Einsatz von alternativem Sekundärantikörper“ sind es mit großer 

Wahrscheinlichkeit SSL10 und ein bisher unbekanntes Protein, welche den 

Sekundärantikörper immobilisieren und deshalb ein falsch-positives Signal erzeugen. 
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Abbildung 50: Jeweils eine Farbbildaufnahme einzelner und gruppierten Staphylokokken unter 

Anregung des Fluorophors des Sekundärantikörpers. In der Primärfärbung wird Anti-Myc in einer 

Konzentration von 15,0 µg/mL verwendet. 

Ähnlich wie bei der Kontrolle ohne Primärantikörper zeigt sich bei der Primärfärbung mit Anti-

Myc ein konturloses Leuchten in der Emissionswellenlänge des verwendeten Fluorophors. 

Dieses Leuchten wirkt intensiver als das in der Kontrolle ohne Primärantikörper. Es ist sehr 

wahrscheinlich, dass die Gesamtmenge an Antikörpern, welche durch die Immunglobulin-

bindenden Proteine immobilisiert wird, in dieser Kontrolle größer ist. Somit wird die Intensität 

der Fluoreszenz kumulativ gesteigert. 
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Abbildung 51: Jeweils eine Farbbildaufnahme einzelner und gruppierten Staphylokokken unter 

Anregung des Fluorophors des Sekundärantikörpers. In der Primärfärbung wird eine Elution von FS2 in 

einem Verhältnis von 1:500 verwendet. 

In der Aufnahme der mit Anti-Emp und Sekundärantikörper markierten Staphylokokken hebt 

sich die Fluoreszenzintensität deutlich von allen bisherigen Aufnahmen ab. Dies ist ein 

deutlicher Hinweis darauf, dass Staphylococcus aureus ATCC® 25904™ von dem 

Primärantikörper vermehrt opsonisiert und dieser nachfolgend durch den Sekundärantikörper 

markiert wird. Es sind zwar nur schwache Konturen von einzelnen Bakterien zu erkennen, aber 

zusammenhängende Aggregate lassen sich sehr gut bestimmen. Die Fluoreszenzmarkierung 

von 168L zeigt hingegen nur eine schwache Steigerung in der Signalstärke im Vergleich zu 

den beiden anderen Kontrollen. Das spricht für einen größeren kumulativen Effekt der 

gesamten Menge an immobilisierten Antikörpern.  

Insgesamt ist die Differenz des Fluoreszenzsignals zwischen der Probe und den Kontrollen 

bei der Markierung von ATCC® 25904™ zu groß, um sie durch eine Zunahme der Menge an 

durch Immunglobulin-bindende Proteine immobilisiertem Antikörper zu erklären. Ebenso ist 

auszuschließen, dass die Bindung unspezifisch ist, da der Anti-Myc-Antikörper die 

Fluoreszenzintensität nicht merklich verstärkt hat. Das deutlich besser erkennbare Signal 

muss daher auf der spezifischen Interaktion des Anti-Emp-Antikörpers mit dem Bakterium 

basieren. Das Signal ist allerdings relativ schwach. Das Fehlen einer stärkeren Vergrößerung 

verwehrt es, die genaue Position des Proteins im Bakterium zu lokalisieren. 
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4.6 Interaktion zwischen ApoA1, Emp und Anti-Emp 

Während der Affinitätschromatographie wurde zusammen mit dem Antikörper eine 

proteinogene Verunreinigung mit einem Molekulargewicht von ~ 28,0 kDa aus dem Serum 

aufgereinigt. Durch die massenspektrometrische Analyse in 

Kapitel 4.3.3 „Massenspektrometrische Analyse des Anti-Emp-Antikörpers“ ist bekannt, 

dass es sich bei diesem Protein um ApoA1 handelt. Es wurde als sehr zuverlässiger Treffer 

bestätigt, was bedeutet, dass dieses Protein während der Affinitätschromatographie entweder 

eine Affinität gegenüber dem in der stationären Phase verwendeten Epitop oder dem 

Antikörper selbst besitzt. Folgend werden Versuche durchgeführt, um diese Interaktion zu 

überprüfen. 

Im ersten Nachweis wird überprüft, ob ApoA1 direkt mit dem Epitop interagiert. Hierfür wird 

aus Humanplasma aufgereinigtes ApoA1 mit Fluorophoren konjugiert und zur direkten 

Markierung von Peptidspots einer Substitutionsanalyse in 16er-Konfiguration verwendet. Das 

Ergebnis dieser Direktmarkierung ist der Abbildung 52 zu entnehmen. 

 

 

Abbildung 52: Die Substitutionsanalyse wird direkt mit 

10,0 µg/mL markiertem menschlichen ApoA1 eingefärbt. 

Zur besseren Sichtbarkeit werden die Helligkeit und der 

Kontrast des Arrays um das 50-fach verstärkt und in 

Falschfarben dargestellt. 

 

 

 

Entsprechend der graphischen Verstärkung des Arrays sind nach der Direktmarkierung keine 

markierten Peptide zu erkennen. Es sind lediglich schwache, unspezifische Bindungen zu 

sehen. 

Für eine weitere, ausführlichere Überprüfung werden zwei Western Blots durchgeführt. Die 

LDS-PAGE für den ersten Western Blot enthält Serum, DL1 und Eluat aus einer 

Affinitätschromatographie von FS2. Durch eine Sekundärfärbung mit einem Anti-ApoA1-

Antikörper kann eine Interaktion des Proteins mit dem Anti-Emp-Antikörper, falls vorhanden, 



 

204 

entsprechend nachgewiesen werden. Ein Western Blot besitzt eine Detektionsschwelle, 

welche bis zu 1,0 ng Protein nachweisen kann [1406]. Die Menge von ApoA1, welche für einen 

effektiven Nachweis notwendig ist, ist unbekannt. Als genereller Schätzwert wird deshalb die 

Elution so gewählt, dass ein Wert von 5,0 ng erreicht wird. Da die Menge an ApoA1 in der 

Elution nicht bekannt ist, wird die in Kapitel 4.2.2.3 „Annäherung an die Proteinmenge über 

relative Intensität“ geschätzte Menge des Anti-Emp-Antikörpers als Referenz gewählt. So 

wird für die Elution eine Verdünnung in einem Verhältnis von 1:20 gewählt, welche unter 

Berücksichtigung des eingesetzten Volumens entsprechend der Schätzung in der Geltasche 

~ 6,0 ng des Anti-Emp Antikörpers enthalten sollte. In derselben Verdünnung werden sowohl 

das Serum als auch DL 1 eingesetzt. Damit die Referenz voraussichtlich gut sichtbar ist, wird 

das aus Menschen aufgereinigte ApoA1 in einer Menge von 50,0 ng als Kontrolle verwendet. 

Im zweiten Western Blot werden während der LDS-PAGE Bakterienlysate von ATCC® 25904™ 

und 168L aufgetrennt, diese zunächst mit Serum von FS2 markiert und anschließend in der 

Sekundärfärbung mit dem Anti-ApoA1-Antikörper eingefärbt. Interagieren die bakteriellen 

Proteine mit ApoA1, sollte das in diesem Western Blot sichtbar werden. Um die Wirkung von 

Immunglobulin-bindenden Proteinen zu unterbinden, wird in der Durchführung des zweiten 

Western Blots Blockierungspuffer-Formulation 1 und Färbepuffer-Formulation 2 verwendet. 

Beide Western Blots sind in Abbildung 53 zusammengefasst. 

Die Ergebnisse der Western Blots entsprechend nicht den Erwartungen. Eine Markierung von 

rekombinanten Emp ergibt keine Ergebnisse. Bei den Bakterienlysaten, welche vor der 

Sekundärmarkierung mit Serum inkubiert wurden, sind mehrere deutliche Banden zu 

erkennen. Hierbei zeigt sich bei dem Lysat von ATCC® 25904™ eine markierte Proteinbande 

bei ~ 62,0 kDa, welche in keinem der vorherigen Versuche beobachtet wurde. Das Protein in 

dieser Bande ist unbekannt und bindet ApoA1 möglicherweise direkt. Bei 168L ist eine 

größere Proteinbande zu erkennen, welche höchstwahrscheinlich durch Sbi oder SpA 

immobilisierten Sekundärantikörpern entspricht. Die beiden Proteinbanden, welche bei beiden 

Bakterienstämmen deutlich zu erkennen sind, haben ein Molekulargewicht zwischen 

~ 28,0 und 38,0 kDa. Der ungleichmäßige Verlauf der Banden und das Fehlen der Emp-

Bande als Markierung macht die Zuordnung dieser Banden allerdings unpräzise. 

Entsprechend ihrer Positionen und vergleichbarer Ergebnisse aus Kapitel 4.4 „Überprüfung 

der Antikörper-Antigen-Interaktion in vitro“ ist diese Bande mit größerer Wahrscheinlichkeit 

dem Immunglobulin-bindenden Protein SSL10 zuzuordnen. Ungewöhnlich ist aber das 

unverhältnismäßige starke Signal, welches von dieser Bande ausgeht. Ebenso haben die 

Ergebnisse aus Kapitel 4.4.2.2 „Sättigung der Immunglobulin-bindenden Proteine“ 

gezeigt, dass SSL10 durch das im Blockierungs- und Färbepuffer zugeführte Serum effektiv 

blockiert wird. 
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Abbildung 53: Links ist die Sekundärfärbung der mit Serum und Sekundärantikörper markierten 

Bakterienlysate dargestellt. Von jedem Lysat wurden 5,0 µL eingesetzt und zusätzlich wurde in eine 

Tasche 16,0 ng rekombinantes Emp als Kontrolle pipettiert. Auf der rechten Seite ist der Western Blot 

der antikörperhaltigen Fraktionen abgebildet. Hier werden von jeder Verdünnung 1,0 µL verwendet und 

zusätzlich eine Kontrolle aus 50,0 ng ApoA1 beigefügt. Der Sekundärantikörper wird in einem 

Verhältnis von 1:1000 eingesetzt. Der Western Blot ist in Falschfarben dargestellt und Kontrast sowie 

Helligkeit sind um das Vierfache verstärkt. 

Eine mögliche Erklärung für das starke Signal der Bande in den Bakterienlysaten findet sich 

möglicherweise in dem Western Blot, in welchen die antikörperhaltigen Proben eingesetzt 

wurden. Sowohl bei dem Serum als auch bei dem Durchlauf sind sechs deutliche Banden zu 

erkennen. Diese Banden entsprechen dem bisherigen Muster, welches sich bei der 

Auftrennung von nicht-reduzierten Antikörpern nach einer LDS-PAGE ergibt. 

Dementsprechend bindet ApoA1 scheinbar an menschlichen Antikörpern. Vergleichsweise 

zeigt die Bande mit einer Größe von ~ 28,0 kDa ein stärkeres Signal als in den vorherigen 

Ergebnissen. Hierbei handelt es sich vermutlich tatsächlich um das im Serum befindliche, freie 
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ApoA1. Da das Protein nicht vollständig von den Antikörperketten getrennt wird, ist die 

Wechselwirkung in dieser Interaktion stark genug, um den Bedingungen einer LDS-PAGE 

ohne Reduktionsmittel zu trotzen. Diese Beobachtung ergänzt sich mit den Ergebnissen aus 

Kapitel 4.3.3 „Massenspektrometrische Analyse des Anti-Emp-Antikörpers“, da in den 

Gelfragmenten der vollständigen und fragmentieren Antikörper ApoA1 als Kontamination 

identifiziert wird. Aufgrund des unregelmäßigen Markers für Proteingrößen lässt sich die 

genaue Größe der Banden nicht ermitteln. Dies erschwert es zu bestimmen, ob und falls, wie 

stark die Retentionszeit der Antikörperfragmente während der LDS-PAGE durch diese 

Interaktion erhöht wird. Auch erlaubt es der Western Blot nicht zu identifizieren, ob diese 

Interaktion bevorzugt mit einer bestimmten Antikörperklasse stattfindet. Dementsprechend ist 

anzunehmen, dass das starke Signal der Bakterienlysate nicht nur von SSL10, sondern auch 

von SSL7 stammt, welches eine starke Affinität gegenüber IgA[802] und eine ähnliches 

Molekulargewicht wie SSL10 besitzt [611]. Der Einfluss des Hasenserums auf die Effektivität 

dieses Proteins ist nicht bekannt. Daher ist es möglich, dass ein Großteil des Signals auf 

immobilisiertes IgA zurückzuführen ist, welches mit ApoA1 interagiert und durch den 

Sekundärantikörper markiert wird. Es ist allerdings nicht auszuschließen, dass SSL10 oder 

SSL7 eine direkte Wechselwirkung mit ApoA1 eingehen. Hierfür gibt es aber keine 

bestätigende Literatur. Ebenso kann nicht ermittelt werden, ob ApoA1 als vollständiges 

Protein vorliegt. Die große Abdeckung dieses Proteins, die bei der Bestimmung über MS 

beobachtet werden konnte, ist aber ein starker Hinweis für diese Vermutung. 

Weder die Elution, noch die Kontrolle aus ApoA1 werden während der Sekundärfärbung 

markiert. Da der Ursprung der Antikörper und der Kontrolle sich unterscheidet, ist es möglich, 

dass der Sekundärantikörper kein passendes Epitop besitzt, um das aufgereinigte ApoA1 zu 

binden [1407]. Deutlich wahrscheinlicher ist es aber, dass die in der Kontrolle und Elution 

verwendete Mengen zu gering für einen Nachweis sind. Sowohl der Durchlauf als auch das 

Serum enthalten eine große Menge an Antikörpern und ApoA1. Bei einem weiblichen Spender 

wie FS2 können die Antikörperklassen IgA, IgG und IgM im Blut bis zu einer Konzentration 

von 13,6 mg/mL [1408] vorliegen. Für ApoA1 kann eine Konzentration von bis zu 2,1 mg/ml 

erreicht werden [1409]. Die Konzentrationen von Antikörpern ist somit schätzungsweise im 

Serum bis zu 118-mal so hoch wie in der Elution. Wenn davon ausgegangen wird, dass die 

Schätzwerte für ApoA1 stimmen, dann ist die Konzentration im Serum vergleichsweise 18-mal 

so hoch. Ein Großteil der Substanzen des Serums befinden sich auch im Durchlauf, was die 

ähnliche Intensität der Proteinbanden in den beiden Proben erklärt. Die Magnitude in dieser 

Diskrepanz ist groß genug, dass es wahrscheinlich ist, dass die Menge an ApoA1 sowohl in 

der Kontrolle, als auch in der Elution unterhalb der Detektionsgrenze des Western Blots liegen. 

Unterstützt wird diese Theorie durch die Information, dass ApoA1 während der Analyse mit 



 

207 

MS auch in den präparierten Gelfragmenten der vollständigen Antikörper nachgewiesen 

wurde. 

Die mäßige Qualität des Western Blots sowie die ausbleibende Markierung der Kontrollen, 

stellen die Richtigkeit der vorliegenden Ergebnisse stark in Frage. Hinzu kommt, dass in der 

aktuell verfügbaren Literatur keine Wechselwirkung zwischen ApoA1 und den im Serum 

befindlichen Antikörpern beschrieben sind. Tatsächlich wird aber über eine mögliche Rolle von 

ApoA1 in der Immunologie spekuliert [1410]. Um eine Interaktion zwischen ApoA1 und 

Antikörper im Serum zu bestätigen, müssten die Immunfärbung erneut mit besserer Qualität 

und sinnvolleren Kontrollen wiederholt werden. Der Fokus dieser Arbeit liegt aber nicht in der 

Erforschung dieser Interaktion, weshalb keine weiteren Versuche durchgeführt und 

beschrieben werden. 

4.7 Überprüfung der Antikörperfunktion in vivo 

In den vorherigen Kapiteln wurde sowohl die Bindung von Anti-Emp an Emp aus Wildtypen 

von Staphylococcus aureus, als auch die Affinität gegenüber vollständigen, präparierten 

Bakterien gezeigt. Es ist daher bewiesen, dass der Antikörper das natürlich vorkommende 

Protein bindet und das Bakterium erfolgreich opsonisieren kann. Allerdings ist noch unklar, ob 

Anti-Emp eine neutralisierende oder opsonisierende Wirkung auf das Bakterium hat. Um die 

Wirksamkeit des Antikörpers zu testen, werden deshalb komplexe und ressourcenintensive 

OPTA durchgeführt. In einem OPTA werden Staphylokokken mit Antikörpern und weiteren 

Substanzen zum Zweck einer Opsonisierung vermischt und anschließend mit aktivierten 

neutrophilen Zellen aus der HL-60 Zelllinie inkubiert. Die Anzahl der Bakterien, welche diese 

gemeinsame Inkubation überleben, wird durch das Erstellen und Auswerten von 

Verdünnungsreihen über das klassische Tropfplattenverfahren nach Miles und Misra (1938) 

bestimmt [1411]. Entsprechende Kontrollen ermöglichen es, den Einfluss jeder opsonisierenden 

Substanz auf die Kolonienzahl der Bakterien zu bestimmen. Der Begriff Tötungsassay ist im 

Falle von Staphylokokken allerdings irreführend, da er vorgibt, dass die Reduktion der 

Bakterienzahl ausschließlich durch die bakterizide Aktivität der Zellen bedingt ist. Da 

Staphylococcus aureus ein sehr komplexes Pathogen ist, welches seinen Stoffwechsel [716] 

und seine Proteinexpression [665] als Antwort auf Stress anpassen kann [668,719,828], ist eine aktive 

Tötung der Bakterien durch die neutrophilen Zellen allerdings nicht garantiert. Zusätzlich 

besitzen Staphylokokken die Fähigkeit, neutrophile Zellen zu invadieren [829] und somit einer 

Zerstörung zu entgehen [150]. Wie sich das Tropfplattenverfahren auf intrazelluläre 

Staphylokokken auswirkt, ist nicht bekannt. Es ist aber davon auszugehen, dass sie 

gegenüber extrazellulären Bakterien aufgrund ihrer Eigenschaften ein verlangsamtes 

und/oder verzögertes Wachstum zeigen werden.  
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Zur Durchführung des OPTA wird der nach Paschall et al. (2019) [162] publizierte Prozess als 

Vorlage verwendet und entsprechend bisheriger Ergebnisse angepasst, um die 

Empfindlichkeit und Effizienz des Assays zu verbessern. Eine dieser Veränderung ist es, dass 

anstelle von Serum aus Kaninchenbabys humanes Komplementserum (HKS) im Assay 

verwendet wird. Tierische Komponenten haben in vergangener Forschung bereits Ergebnisse 

verfälscht [1151] und das HKS bietet sich als gute Alternative an, da es den Zellen alle 

notwendigen Bestandteile für eine Immunantwort liefert und den natürlichen Prozess besser 

simuliert. Weiterführend werden Maßnahmen ergriffen, um den immunevasiven Eigenschaften 

von Staphylococcus aureus entgegenzuwirken. Das Bakterium wird in diesem Assay sowohl 

Komplemente, als auch Antikörper durch Proteasen [814,815] und spezifische Proteine [801,802] 

deaktivieren. Zur Sättigung dieser Proteine werden die Bakterien vor der Opsonisierung durch 

die eigentlichen Testsubstanzen mit IgG Hase inkubiert. Mit einer Konzentration von 

2,0 mg/mL entspricht der polyklonale Antikörper aus dem Hasen ungefähr einem Drittel bis 

einem Achtel des im menschlichen Serum vorkommenden IgG [1412] und sollte daher in dieser 

Funktion eine gute Wirkung erzielen. Das hitzeinaktivierte fötale Kälberserum (FKS) ist 

Bestandteil in allen Prozessreagenzien, welche Bakterien oder Zellen enthalten. Die darin 

enthaltenen Antikörper sind zwar durch die Hitze denaturiert und SpA hat eine geringere 

Aktivität gegenüber Antikörpern dieser Tierart, aber trotzdem bietet sie eine begrenzte 

Kapazität darin, Immunglobulin-bindende-Proteine zu sättigen [811]. Damit diese Sättigung nicht 

durch die Aktivität der Proteasen neutralisiert wird, werden die Bakterien nur eine halbe statt 

eine volle Stunde lang mit den jeweiligen Substanzen opsonisiert. Sobald die Bakterien 

gemeinsam mit den Zellen kultiviert werden, dient das HKS als Quelle für zusätzliche 

sättigende Substanzen, da dieses sowohl Komplement, als auch Antikörper enthält. Ein 

weiteres größeres Problem für Durchführung des OPTA ist das toxische Potential, welches 

Staphylokokken aufgrund ihrer Expression von Leukotoxinen besitzen [767]. Um die Wirkung 

dieser Toxine auf die Zellen zu begrenzen, wird der Anteil der Staphylokokken auf 6,0 KbE pro 

Zelle reduziert. 

4.7.1 Wirkung der Prozesschemikalien auf Staphylococcus aureus 

Bei der Durchführung des OPTA werden die Staphylokokken verschiedenen Substanzen 

ausgesetzt, welche bereits ohne das Einwirken von Immunzellen ihre Vitalität oder 

Wachstumsgeschwindigkeit beeinflussen können. Aus diesem Grund ist es essenziell, den 

Einfluss dieser Bestandteile auf das Wachstum der Bakterien evaluieren zu können. In einem 

einfachen Toxizitätstest wird die Durchführung des OPTA ohne eine Zugabe von Zellen 

simuliert. Hierbei wird die Konzentration der Substanzen entsprechend der tatsächlichen 

Bedingungen im OPTA angepasst. Die Bakterienstämme ATCC® 25904™ und 168L werden 

während der Opsonisierungsphase mit der jeweiligen Testsubstanz vermischt. Nach Ende der 
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Inkubationszeit werden die Bakterien entsprechend der Substanz jeweils in eine mit 

Nährmedium befüllte Kavität einer Mikrotiterplatte übertragen und das Wachstum innerhalb 

aller Kavitäten durch periodische Messung der OD600 in einem Lesegerät für Mikrotiterplatten 

bestimmt. Hat eine von den Testsubstanzen dabei einen toxischen oder neutralisierenden 

Effekt auf Staphylococcus aureus, wird die jeweilige Wachstumskurve von der Kontrolle 

abweichen. Als Testsubstanzen werden unter anderem Anti-Emp und als entsprechende 

Kontrollen, Anti-Myc und der Elutionspuffer, in welchem Anti-Emp gelöst ist, eingesetzt. Da 

die Elution, welche Anti-Emp enthält, auch eine größere Verunreinigung aus ApoA1 besitzt 

und diese sich möglicherweise auch mit dem Antikörper assoziiert, wird der Einfluss dieses 

Proteins in rekombinanter Form getestet. FKS und HKS sind essenzielle Bestandteile des 

Assays, da sie die Zellen mit allen für die Immunabwehr notwendigen Ressourcen versorgen. 

Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass diese Substanzen einen negativen 

Einfluss auf das Wachstum der Bakterien haben könnten. Aus diesem Grund wird der Einfluss 

dieser beiden Bestandteile ebenfalls im Toxizitätstest begutachtet. Da Antikörper unabhängig 

von Immunzellen Komplementfaktoren binden und somit Bakterien aktiv attackieren können, 

werden die beiden Antikörper ebenfalls als Mixtur mit FKS und Anti-Emp und zusätzlich als 

Mixtur mit HKS getestet [51]. Das Ergebnis des Toxizitätstestes wird für die jeweiligen 

Bakterienstämme in den Diagrammen 10 und 11 dargestellt. 

Diagramm 10: Zunahme der OD600 innerhalb eines Zeitraums von 15 Stunden von Staphylococcus 

aureus ATCC® 25904™, nach einer anderthalbstündigen Inkubation mit den in der Legende genannten 

Substanzen. Alle Messwerte sind entsprechend der Messungen einer Blindprobe gegen das 

Nährmedium geeicht. 
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Diagramm 11: Zunahme der OD600 innerhalb eines Zeitraums von 15 Stunden von Staphylococcus 

aureus 168L, nach einer anderthalbstündigen Inkubation mit den in der Legende genannten 

Substanzen. Alle Messwerte sind entsprechend der Messungen einer Blindprobe gegen das 

Nährmedium geeicht. 

Im Toxizitätstest von ATCC® 25904™ zeigen der Elutionspuffer und der Anti-Myc-Antikörper 

einen deutlichen negativen Einfluss auf das Wachstum. Der Anti-Emp-Antikörper hat ein 

geringfügig schlechteres Wachstum als die Kontrolle, was vermutlich auf die toxische Wirkung 

des Elutionspuffers zurückzuführen ist. Bei dieser geringen Effektivität ist eine neutralisierende 

Wirkung des Antikörpers eher unwahrscheinlich. Tatsächlich kann aber das im Elutionspuffer 

enthaltene Natriumcitrat antibakteriell wirken [1413]. Das FKS und HKS sowie ApoA1 wirken 

sich wachstumsfördernd auf die Bakterien aus und werden von diesen wahrscheinlich als 

zusätzliche Nahrungsquelle verwendet. Der fördernde Effekt von FKS und HKS ist hierbei so 

stark, dass dieser die toxischen Effekte des Anti-Myc-Antikörpers und des Elutionspuffers in 

Mixturen ausgleicht. Es ist unwahrscheinlich, dass der Anti-Myc-Antikörper selbst den 

toxischen Effekt verursacht. Wahrscheinlicher ist es, dass der Puffer toxische Bestandteile wie 

beispielsweise Natriumazid enthält und diese das Wachstum der Bakterien limitieren. Da es 

sich bei diesem Antikörper nicht um ein kommerzielles Produkt handelt, lässt sich die 

Zusammensetzung des Puffers nicht exakt bestimmen. Der Messwert für das Gemisch aus 

Anti-Emp und HKS erreicht die Detektionsgrenze des Plattenlesegerätes, wodurch 

fortlaufende Messungen ungenauer werden und Messartefakte entstehen.  
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Der Toxizitätstest von 168L zeigt für den Elutionspuffer, Anti-Myc und Anti-Emp eine ähnliche 

Reduktion, wie sie bei ATCC® 25904™ bereits beobachtet wurde. Ein verbessertes Wachstum 

der Bakterien wird nur bei der Zugabe von ApoA1 beobachtet. Allerdings ist der Betrag dieser 

Zunahme durch ein Messartefakt verfälscht. HKS hat tatsächlich eine hemmende Wirkung auf 

das Wachstum des Bakteriums. Es ist anzunehmen, dass das Komplementserum Bestandteile 

enthält, welche toxisch auf diesen Bakterienstamm wirken oder ihn zur Reduktion seiner 

Teilungsrate animieren. Das FKS hat keinen direkten Einfluss auf das Wachstum des 

Bakteriums, scheint aber dem Bakterium zu ermöglichen, den toxischen Effekt des Anti-Myc-

Antikörper in der Mixtur zu reduzieren.  

Beide Toxizitätstests zeigen, dass die Bestandteile des OPTA einen substantiellen Einfluss 

auf das Wachstum und Vitalität der Bakterien haben können. Die Kontrollen in dem Assay sind 

allerdings so konzipiert, dass die Testsubstanzen, welche während der Opsonisierung 

hinzugefügt werden, die einzige sich ändernde Variable ist. Dementsprechend kann ein 

Unterschied in der Kolonienzahl im Normalfall auf die opsonisierende Substanz zurückgeführt 

werden. Bei einer zu starken Einflussnahme wird allerdings die Vitalität der Bakterien 

kompromittiert, wodurch sie für weitere Einflüsse anfälliger sind und das Ergebnis somit 

verfälscht wird. Aus diesem Grund müssen die Puffer aller während des OPTA getesteten 

Substanzen durch eine Entsalzungssäule mit Opsonisierungspuffer getauscht werden. Das 

HKS lässt sich als Versuchsreagenz nicht ersetzen. Eine eventuelle Einflussnahme dieser 

Komponente auf das Ergebnis von 168L wird aber berücksichtigt. 

4.7.2 Affinität der Prozesschemikalien gegenüber Emp 

In der Durchführung des OPTA werden HKS, FKS sowie IgG Hase verwendet. Alle diese 

Substanzen haben die Möglichkeit, Emp direkt oder als Kreuzreaktion zu binden. Ihre 

Konzentration ist im Vergleich zu den Testsubstanzen zwar geringfügig, sollte aber dennoch 

berücksichtigt werden. Zur Überprüfung der Affinität werden diese drei Substanzen deshalb 

zur Primärfärbung auf jeweils einen Peptid-Mikroarray in 16er-Konfiguration aufgetragen. Als 

Kontrolle wird hierbei das Serum von FS3 verwendet, welches der Ursprung der Elution des 

Anti-Emp-Gemisches ist und dem Reagenz entspricht, welches während des OPTA als 

Testsubstanz verwendet werden soll. Aufgrund der Verfügbarkeit werden die Primärfärbung 

von FKS und IgG Hase mit Sekundärantikörpern markiert, welche mit Cy™3 anstelle von 

DyLight® 680 konjugiert sind. Aufgrund der Kompatibilität wird dieses Fluorophor mit einem 

anderen Gerät ausgewertet. Die markierten Peptidarrays sind in Abbildung 54 präsentiert. 
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Abbildung 54: Nach der Primärfärbung werden 

alle Peptidarrays mit ihrem jeweiligen 

Sekundärantikörper in einem Verhältnis von 

1:5000 eingefärbt. Die Intensitäten der oberen 

beiden Arrays werden als Graustufenbilder zu 

gleichen Bedingungen detektiert und in 

Messwerte umgewandelt. Zur besseren 

Sichtbarkeit werden alle Bilder in Falschfarben 

dargestellt. Zusätzlich wird Kontrast und 

Helligkeit der beiden unteren Arrays um das 20-

fache verstärkt. 

 

 

 

 

Der Peptid-Mikroarray, welcher in der Primärfärbung durch HKS markiert wurde, zeigt ein 

ähnlich starkes Signal wie das Serum von FS3 bei gleicher Verdünnung. Das bedeutet, dass 

sich im HKS tatsächlich Anti-Emp-Antikörper befinden und diese einen Einfluss auf den OPTA 

nehmen können. Um diesen Einfluss ins Verhältnis zu setzen, wird die GFI aus den 

Messergebnissen der Sekundärfärbungen der beiden menschlichen Seren berechnet und 

verglichen. Darüber hinaus wird aus den in Kapitel 4.2.3 „Weitere 

Affinitätschromatographien“ für die Ausbeute berechneten Werten bestimmt, wie stark das 

Eluat im Vergleich zum Serum konzentriert ist. Das HKS hat in der aktuellen Färbung der 

Mikroarrays eine GFI, welche 78,5 % der GFI des Serums von FS2 entspricht. Im selben 

Volumen ist die Signalstärke des Eluats bei der Sekundärfärbung um fast das Achtfache 

stärker als das Serum, aus dem es aufgereinigt wurde. Im OPTA selbst beträgt die 

Konzentration des HKS während der gemeinsamen Kultivierung von HL-60 Zellen und 

Staphylokokken 13,9 % (v/v). Das Eluat mit dem Anti-Emp-Antikörper wird in einem Verhältnis 

von 1:1 verwendet. Aus dem Produkt dieser Faktoren ergibt sich, dass die Anti-Emp-

Antikörper im HKS eine Affinität auf das Emp haben, welche maximal 2,8 % des eingesetzten 
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Eluats entsprechen. Eine so geringe Einflussnahme wird voraussichtlich durch die SA 

überwogen und ist deshalb vernachlässigbar. Es ist allerdings nicht auszuschließen, dass HKS 

weitere Antikörper besitzt, welche Staphylococcus aureus opsonisieren könnten [150]. Diese 

liegen im Test selbst aber ebenso nur in verdünnter Konzentration vor und kommen erst nach 

der Opsonisierung mit den Bakterien in Kontakt. Um dennoch einen möglichen Einfluss auf die 

Bakterien zu untersuchen, wird jedem Test eine Kontrolle beigefügt, welche die Effektivität der 

Zellen im Nährmedium mit HKS ohne Zugabe von weiteren Substanzen testet. 

Die Färbung von IgG Hase bringt auch bei einer 20-fachen Verstärkung des Signals keine 

markierten Peptidspots hervor. Es ist deshalb nicht damit zu rechnen, dass dieses Reagenz 

den Versuch beeinflussen wird. Das Ergebnis von FKS hat bei derselben Signalverstärkung 

einen gefärbten Rahmen aus Poliomyelitis-Peptiden und weist drei Signale bei Peptiden auf, 

welche denen der Aminosäuresequenzen ‚HYAPEFKGSLPAPRV‘, ‚HYVEEFKGSLPAPRV‘ 

und ‚HYEPEFKGSLPAPRV‘ entsprechen. Alle drei dieser Peptidspots zeigen in den mit 

menschlichem Serum gefärbten Arrays normalerweise ein gut erkennbares Signal. Aufgrund 

der sehr schwachen Signalstärke ist aber nur von einer geringfügigen potentiellen 

Beeinflussung der Ergebnisse durch FKS auszugehen. 

4.7.3 Einfacher OPTA 

Um die Komplexität des OPTA zunächst zu reduzieren, werden nur die Bakterienstämme 

ATCC® 25904™ und 168L in dreifacher Ausführung in dem Assay untersucht. Die Bakterien 

werden hierbei bis zur stationären Phase kultiviert, damit sie über genug Zeit verfügen, um 

Emp, beziehungsweise EmpA zu exprimieren. Als opsonisierende Substanz wird ein Eluat von 

FS3 in halber Konzentration verwendet. Entsprechend der Ergebnisse der Proteinbestimmung 

aus Kapitel 4.2.4 „Optimierte Bestimmung der Proteinmenge“ enthält dieses Eluat ein 

Gemisch aus Antikörpern mit einer Konzentration von 112,8 µg/mL. Es ist davon auszugehen, 

dass nicht alle, aber ein großer Anteil dieser Antikörper der IgG-Klasse zugehörig ist. Während 

der Affinitätschromatographie wurde ein Anteil der Antikörper irreversibel denaturiert. Mit der 

Annahme, dass alle Anti-Emp-Antikörper aus dem Serum entfernt wurden, lässt sich die 

Ausbeute für eine Annäherung nutzen, um die Menge an funktionsfähigen Antikörpern 

innerhalb des Eluats zu schätzen. Dementsprechend sollte das Gemisch bei einer Ausbeute 

von 27,2 % eine Konzentration von ~ 10,2 µg/mL an funktionsfähigen Antikörpern während 

der Opsonisierung besitzen. Dies entspricht abhängig von dem Antikörpergehalt einer Person, 

einem Minimum von ~ 6,7 ‱ des im Serum vorkommenden IgG [1412] oder 2,3 % der 

Konzentration von Antikörpern, welche durchschnittlich in einem Serum gegen 

Staphylococcus aureus gerichtet sind [281]. Vergleichsweise entspricht diese 

Antikörperkonzentration der sechsfachen Konzentration, welche für einen effektiven Schutz 
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gegen Tetanus benötigt wird [1414,1415]. In dieser Menge sollte der Antikörper einen merklichen 

Einfluss auf die Anzahl der Bakterienkolonien haben, wenn er in seiner opsonisierenden 

Wirkung die Phagozytose der neutrophilen Zellen unterstützt. Um eine mögliche Wirkung von 

anderen Einflüssen als von der opsonisierenden Substanz auszuschließen, wird die Basis für 

Probe und korrespondierende Kontrolle im selben Gefäß angesetzt und erst nach der 

Opsonisierung voneinander getrennt. Der einzige Unterschied zwischen den beiden Ansätzen 

ist die Zufuhr der HL-60 Zellen in der Probe. Ein möglicher natürlicher bakterizider Einfluss der 

HL-60 Zellen wird evaluiert, indem für jeden getesteten Bakterienstamm eine weitere 

Kontrollreihe hinzugefügt wird, in welcher außer den Zellen keine weiteren Additive beigefügt 

werden. 

Die Bereitschaft zur Phagozytose der differenzierten Zellen wird vor dem Beginn jedes OPTA 

via FACS bestimmt. Hierbei wird der Anteil an differenzierten Zellen über das Verhältnis der 

an der Oberfläche präsentierten Unterscheidungsgruppen bestimmt, welche diese Zellen 

präsentieren. Die zwei Unterscheidungsgruppen sind in diesem Fall CD35 und CD71 und für 

eine angemessene Bereitschaft muss der Anteil von CD35 größer als 55,0 % sein und der 

Anteil von CD71 unter 20,0 % liegen [162]. Bei diesem Assay liegt dieser Anteil bei 86,7 %, 

beziehungsweise 20,3 %, daher ist von einem für die Phagozytose geeignetem Gemisch an 

neutrophilen Zellen auszugehen. Die entsprechend Messungen des FACS sind in Anlage 4 im 

Anhang beigefügt. 

Bei der Auswertung der durch Tropfplattenverfahren generierten Kulturplatten ist es nicht 

empfehlenswert, die Zählung verschiedener Verdünnungsreihen miteinander zu verrechnen, 

da die Genauigkeit dadurch reduziert wird [1416]. Eine Auszählung wird deshalb auf die 

Verdünnung begrenzt, welche die größte noch zählbare Menge an Bakterienkolonien zeigt. 

Für gewöhnlich wird bei der Zählung das Maximum der zählbaren Menge an Kolonien auf 

300,0 KbE begrenzt, da es nach diesem Punkt schwierig wird, die Kolonien eindeutig 

auseinander zu halten [1417]. Moderne Kameratechnik, unterstützt durch digitale Hilfsmittel, 

ermöglicht aber entsprechend der Erfahrung während dieser Arbeit die eindeutige Zuordnung 

von mehr als 600,0 KbE. Nach der Auszählung wird für jeden Bakterienstamm die 

durchschnittliche Konzentration in KbE/mL berechnet. Eine Zusammenfassung der kultivierten 

Nährplatten ist in Abbildung 55 dargestellt. Die Hochrechnung der Auszählung wird in 

Diagramm 12 präsentiert. Die Nährplatten von beiden Bakterienkulturen zeigen in den beiden 

niedrigsten Verdünnungen an der Stelle der Innokulation gut und zahlreich entwickelte 

Kolonien. Beide Bakterienstämme zeigen sehr ähnliche Kolonien mit derselben Farbe. Der 

Tropfen, welcher zur Innokulation verwendet wurde, hat sich in einigen Platten allerdings 

verschoben, was die Genauigkeit der Zählung reduziert und somit die SA erhöht.  
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Abbildung 55: Columbia-Agar mit 

5,0 % Schafsblut (Columbia Agar), 

bewachsen mit Kolonien von 

Staphylokokken. Die 

Bakteriensuspension mit der 

kleinsten Verdünnung hat eine 

Potenz von 10-1 und wurde im 

unteren rechten Viertel jeder Platte 

mit einem Tropfenvolumen von 

50,0 µL aufgetragen. Die Potenz der 

für die Innokulation verwendeten 

Verdünnungen nimmt im 

Uhrzeigersinn bis zu einem 

maximalen Verdünnungsfaktor von 

104 zu. 

 

 

 

 

Bei der Verdünnung mit der kleinsten Potenz ist die Anzahl der Kolonien zu hoch, um diese 

präzise zu bestimmen. Aus diesem Grund wird für die Auswertung die Verdünnung mit einer 

höheren Potenz ausgewählt. Bereits auf den Kulturplatten ist ersichtlich, dass die Kontrollen 

eine deutlich niedrigere Kolonienzahl zeigen als die Proben. Diese Differenz ist allerdings auch 

in der Kontrolle zu sehen, welche nur die Aktivität der Zellen bestimmt. Es ist daher 

anzunehmen, dass der Einfluss der HL-60 Zellen sich bereits ohne Opsonisierung deutlich auf 

die Kolonienzahl auswirkt. 
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Aus der Kolonienzählung wird ersichtlich, dass der Bakterienstamm ATCC® 25904™ generell 

über eine kleinere Verdopplungszeit als 168L verfügt, da er deutlich mehr Kolonien ausbildet. 

Allerdings kann diese Beobachtung auch auf die Wirkung des HKS zurückgeführt werden, 

welche entsprechend Kapitel 4.7.1 „Wirkung der Prozesschemikalien auf Staphylococcus 

aureus“ eine hemmende Wirkung auf diesen Bakterienstamm hat. Durch die Kontrollreihe, 

welche nur Zellen und Bakterien enthält, wird die Anzahl an Kolonien ersichtlich, welche 

alleinig durch die Wirkung von neutrophilen Zellen reduziert wird. Von dieser Reduktion sind 

beide Bakterienstämme betroffen. Hierbei wird die Anzahl an zählbaren Kolonien bei 

ATCC® 25904™ um 34,6 % und bei 168L um 22,3 % reduziert. Wie bereits erwähnt, kann 

hierbei nicht bestimmt werden, ob die Zellen die Bakterien aktiv töten oder die Reduktion eine 

Reaktion der Bakterien auf die Zellen ist. Auch ist es möglich, dass eine Phagozytose, welche 

nicht tödlich verläuft, bereits die Kolonienzahl reduzieren kann [150]. 

Diagramm 12: Auswertung und nachfolgende Hochzählung der Bakterienkolonien zur Berechnung der 

durchschnittlichen Konzentration an kolonienbildenden Einheiten der Staphylokokken in jeder Testreihe. 

Die Zugabe des Anti-Emp-Antikörpers trägt zu einer kumulativen Reduktion der Kolonienzahl 

bei, allerdings wird diese aufgrund des Wirkens der neutrophilen Zellen in Diagramm 12 nur 

verfälscht dargestellt. Zum besseren Hervorheben der Wirkung der Antikörper werden die 

Daten deshalb zusätzlich in einem Viabilitätsdiagramm dargestellt. In diesem Diagramm wird 
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die errechnete Konzentration der Kolonienzahl innerhalb der Probe in Relation zu der 

entsprechenden Kolonienzahl in der Kontrolle gestellt. Die Differenz zwischen Probe und 

Kontrolle wird als Fraktion definiert, welche die durch die opsonisierende Substanz 

verursachte Reduktion darstellt. Die Anzahl der Kolonien in der Probe wird hierbei als die 

Fraktion der Bakterien betrachtet, welcher trotz der Wirkung der Substanz noch aktiv 

proliferieren kann. Zusätzlich wird in diesem Diagramm die relative Menge an 

Bakterienkolonien, deren Entwicklung durch den Einfluss der neutrophilen Zellen verhindert 

wurde, als weitere Fraktion dargestellt. Um zu bestimmen, ob die kombinatorische Wirkung 

der Zellen und Anti-Emp einen signifikanten Unterschied in der Kolonienzahl induziert, wird 

eine ANOVA mit der Anzahl der gezählten Kolonien entsprechender Proben und Kontrollen 

durchgeführt. Für die Kontrollen der Proben mit opsonisierenden Substanzen würden in einer 

ANOVA allerdings ein verfälschtes Ergebnis angezeigt werden, da der Effekt der Zellen 

kumulativ auf die Proben einwirkt. Um diesen Effekt in der Analyse auszuschließen, wird die 

Anzahl der gezählten Kolonien auf jeder mit Anti-Emp vermischten Kontrolle durch 

Interpolation auf einen Wert geschätzt, den sie haben würde, wenn sie Zellen enthalten hätte. 

Als Faktor für diese Interpolation wird der Koeffizient aus der Probe, welche nur Zellen enthält, 

und der Negativkontrolle gebildet. Die resultierenden Schätzwerte werden anschließend in der 

ANOVA mit den gezählten Kolonien der entsprechenden Probe verglichen. Das 

Viabilitätsdiagramm wird in Diagramm 13 gezeigt. Die Ergebnisse der ANOVA sind bereits in 

dem Diagramm integriert. 

Im Viabilitätsdiagramm ist zu erkennen, dass die HL-60 Zellen einen größeren Einfluss auf die 

Proliferation der Bakterien nehmen als die Anti-Emp Antikörper. Ihre Wirkung auf 

ATCC® 25904™ ist hierbei stärker als auf 168L. Trotz der merklichen Beteiligung der Zellen ist 

die entsprechende Reduktion bei 168L nicht signifikant. Dies liegt an dem relativen hohen 

Standardfehler der Messwerte innerhalb der ANOVA. Wirken sowohl Anti-Emp, als auch die 

Zellen auf die Staphylokokken ein, so ist nur bei ATCC® 25904™ eine signifikante Reduktion 

der Kolonienzahl zu beobachten. Da diese Reduktion nur bei ATCC® 25904™ zu beobachten 

ist, bedeutet das, dass Anti-Emp über opsonisierende Eigenschaften verfügt, welche den 

neutrophilen Zellen eine verbesserte Phagozytoseaktivität ermöglicht. Hat das exprimierte 

Emp nicht das korrekte Epitop, so wie es bei EmpA der Fall ist, bleibt diese Reduktion aus. 

Die Wirkung des Anti-Emp-Antikörpers in Kombination mit den HL-60 Zellen reicht allerdings 

nicht aus, um die Bakterien zu eliminieren. Auch wurde in veröffentlichten Studien bereits 

gezeigt, dass die Phagozytose von Staphylokokken durch neutrophile Zellen nicht 

zwangsläufig zu deren Zerstörung führt [150]. 
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Diagramm 13: Die Differenzen in der Anzahl der Kolonien zwischen Proben und Kontrollen aus der 

Kolonienzählung in Diagramm 12, dargestellt als Viabilitätsdiagramm. Jede Bakterienfraktion ist als 

Stapel eines Säulendiagramms dargestellt. Wenn die Wirkung von HL-60 Zellen oder Anti-Emp eine 

signifikante Reduktion in der Anzahl der gezählten Bakterienkulturen verursacht, wird das entsprechend 

an der Spitze jedes Stapels angegeben. 

Der genaue Anteil an getöteten Staphylokokken ist über diese Methode nicht zu ermitteln. Die 

Methodik im Assay selbst ist sehr fehleranfällig, was sich stark auf die Ergebnisse der Triplikate 

auswirken kann. Entsprechend hat der über die ANOVA bestimmte Standardfehler bei nur drei 

Stichproben einen großen Einfluss darauf, ob ein Ergebnis als signifikant oder insignifikant 

eingestuft wird. 
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4.7.4 Komplexer OPTA 

Ergänzend zu der Durchführung eines einfachen OPTA wird in einem weiteren Versuch die 

Komplexität des Assay erhöht. Hierbei wird ein weiterer Bakterienstamm, nämlich USA300, 

als Testobjekt eingeführt und die Bandbreite an Testsubstanzen für die Opsonisierung erhöht. 

USA300 hat eine größere Virulenz als ATCC® 25904™ [1088] und zeigt entsprechend 

Kapitel 4.4 „Überprüfung der Antikörper-Antigen-Interaktion in vitro“ eine deutlich größere 

Kapazität darin, durch seine Immunglobulin-bindenden Proteine Antikörper zu immobilisieren. 

Dementsprechend ist es im Assay schwieriger, diesen Bakterienstamm erfolgreich zu 

opsonisieren. Als zusätzliche Testsubstanzen werden der Anti-Myc-Antikörper und ApoA1 

eingesetzt. Des Weiteren wird eine zusätzliche Testreihe ohne die Zugabe von IgG Hase 

eingeführt, um die Auswirkung dieser Substanz auf die Bakterienkolonien einschätzen zu 

können. Die Elution aus der Affinitätschromatographie von FS3 wird wie zuvor mit einer 

geschätzten Konzentration von ~ 15,3 µg/mL eingesetzt. Anti-Myc und ApoA1 werden in einer 

Konzentration von jeweils 15,0 µg/mL und 299,0 µg/mL verwendet. Der Puffer aller 

Substanzen wird zuvor durch eine Entsalzungssäule mit Opsonisierungspuffer getauscht. In 

diesem Assay liegt der gemessene Anteil von CD35 innerhalb der differenzierten neutrophilen 

Zellen bei 65,3 %. Der Anteil von CD71 liegt derweil bei 16,1 %. Die entsprechenden 

Messungen der FACS sind in Anlage 5 im Anhang beigefügt. Während die Differenzierung 

dieser Zellen für die Durchführung des OPTA ausreichend ist, unterscheidet sie sich doch 

deutlich von den differenzierten Zellen, welche im einfachen OPTA eingesetzt wurden. Der 

reduzierte Anteil von CD35 bedeutet, dass sich in dem Zellgemisch weniger neutrophile Zellen 

aus späten Entwicklungsstufen [161] befinden und im Gemisch deshalb auch intermediäre 

Entwicklungsstufen zu erwarten sind. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass der Einfluss 

der Zellen sich in diesem Assay sich von dem Einfluss der Zellen im einfachen Assay 

unterscheiden wird. Die durch Tropfplattenverfahren innokulierten Nährplatten werden im 

Zustand nach der Inkubation in Abbildung 56 gezeigt. Eine aus der Auszählung erstellte 

Kolonienzählung ist in Diagramm 14 dargestellt. 
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Abbildung 56: Columbia-Agar, bewachsen mit Kolonien von Staphylokokken. Die Bakteriensuspension 

mit der kleinsten Verdünnung hat eine Potenz von 10-1 und wurde im oberen rechten Viertel jeder Platte 

mit einem Tropfenvolumen von 50,0 µL aufgetragen. Die Potenz der für die Innokulation verwendeten 

Verdünnungen nimmt im Uhrzeigersinn bis zu einem maximalen Verdünnungsfaktor von 104 zu. 

In diesem OPTA zeigt 168L ein deutlich reduzierteres Wachstum gegenüber den anderen 

beiden Bakterienstämmen. Die Bakterienkolonien von USA300 zeigen im Vergleich mit den 

Kolonien der anderen Staphylokokken eine dunklere Farbe. Das generelle Wachstum von 

diesem Bakterienstamm ist etwas schlechter als das von ATCC® 25904™. In den beiden 

Verdünnungen mit der niedrigeren Potenz sind gut entwickelte und zahlreiche Kolonien für 

eine Zählung vorzufinden. Für ATCC® 25904™ und USA300 werden für die Auszählung die 

Verdünnung mit der Potenz 10-2 und für 168L die Verdünnung mit der Potenz 10-1 ausgewählt. 
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Diagramm 14: Auswertung und nachfolgende Hochzählung der Bakterienkolonien zur Berechnung der 

durchschnittlichen Konzentration an kolonienbildenden Einheiten der Staphylokokken in jeder Testreihe. 

Zu einer besseren Sichtbarkeit der Ergebnisse von 168L ist die X-Achse als dekadischer Logarithmus 

angegeben. 

Bei der Auszählung der Kolonien ergibt sich für einige Triplikate eine große Heterogenität bei 

der Anzahl an gezählten Kolonien, welche sich sehr stark auf die SA ausübt. Die Reduktion 

der Kolonien, welche durch den Einfluss der HL-60 Zellen verursacht wird, ist in diesem Assay 

deutlich stärker. Diese Beobachtung ist auf die im Vergleich zum ersten Assay abweichende 

Zusammensetzung des Gemisches aus neutrophilen Zellen zurückzuführen. So reduzieren 

die Zellen alleine die Anzahl der Staphylokokken des Bakterienstammes ATCC® 25904™ um 

78,4 %. Bei 168L wird die Anzahl der Kolonien derweil um 38,8 % und bei USA300 um 54,0 % 

reduziert. Diese Beobachtung lässt annehmen, dass das Wachstum von Staphylokokken, 

welche EmpA exprimieren, deutlich weniger durch die Zellen reduziert wird als das von Emp-

exprimierenden Bakterien. Die geringere Reduktion der Kolonien von USA300 im Vergleich zu 

ATCC® 25904™ kann wahrscheinlich mit der größeren Virulenz dieses Bakterienstammes in 

Zusammenhang gebracht werden. Wie im vorherigen Assay wird zur besseren 

Übersichtlichkeit ein Viabilitätsdiagramm der Daten aus Diagramm 15 angefertigt und eine 
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ANOVA für jede Testreihe durchgeführt. In den ANOVA wird die Kolonienanzahl der Kontrollen 

wie im vorherigen Kapitel durch Interpolation angepasst. 

Diagramm 15: Die Differenzen in der Anzahl der Kolonien zwischen Proben und Kontrollen aus der 

Kolonienzählung in Diagramm 14, dargestellt als Viabilitätsdiagramm. Jede Bakterienfraktion ist als 

Stapel eines Säulendiagramms dargestellt. Wenn die Wirkung von HL-60 Zellen oder den Substanzen 

eine signifikante Reduktion oder Zunahme in der Anzahl der gezählten Bakterienkulturen verursacht, 

wird das entsprechend an der Spitze jedes Stapels angegeben. 

Im Gegensatz zu dem einfachen OPTA zeigen sich in der komplexen Durchführung mehrere 

Substanzen, welche nach der Opsonisierung zu einer Zunahme bei der Anzahl der zählbaren 

Kolonien führen. Bei dem Bakterienstamm ATCC® 25904™ wirken sogar alle Substanzen, 

außer dem Anti-Emp-Antikörper, wachstumsfördernd. Tatsächlich zeigt dieses geförderte 

Wachstum allerdings nur bei Anti-Myc eine Signifikanz. Die Bakterien, welche mit Anti-Emp 

inkubiert wurden, zeigen nach der gemeinsamen Kultivierung mit Zellen dieses Mal gegenüber 

der Kontrolle keinen signifikanten Unterschied. Allerdings wird die Anzahl der Kolonien 

gegenüber der hypothetischen Anzahl aus der Interpolation halbiert. Der Grund dafür, dass 

die Reduktion nicht signifikant ist, ist die sehr große SA, welche sich aus der Auszählung der 

Triplikate ergibt. Hinzu kommt, dass aus der Testreihe mit diesem Bakterienstamm Anti-Emp 

als einzige Substanz eine Reduktion zeigt. Es ist daher davon auszugehen, dass eine 
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Signifikanz bei einer niedrigeren SA gegeben sein sollte und der Antikörper definitiv eine 

Wirkung zeigt.  

Das erhöhte Wachstum, welches nach der Opsonisierung mit den anderen Substanzen 

beobachtet werden kann, spricht dafür, dass diese Substanzen die Wirkung der Zellen 

geringfügig abschwächen. Es ist allerdings auch möglich, dass es sich hierbei um 

vernachlässigbare und durch die Methodik bedingte Unschärfe handelt. Der signifikante 

Unterschied bei der Zugabe von Anti-Myc könnte dadurch erklärt werden, dass HL-60 Zellen 

das Antigen dieses Antikörpers in großer Zahl produzieren [1418]. Während es sich hierbei zwar 

um ein intrazelluläres Protein handelt [1419] kann nicht ausgeschlossen werden, dass es bei der 

durch Leukotoxine verursachten Zelllyse für diese Antikörper zugänglich wird. Da es sich um 

humanisierte Antikörper handelt, könnten die neutrophilen Zellen diese sehr gut an ihren 

Fc-Rezeptoren binden, nachdem sie ein Antigen gefunden haben. Eine solche Interaktion 

könnte einen divergierenden Effekt auf die Effizienz der HL-60 Zellen haben. Da sowohl 

Kontrolle als auch Probe des getesteten Anti-Myc in diesem Versuch nicht toxisch wirken, 

bestätigt dies, dass der Puffer, in welchem der Antikörper gelöst ist, die Ursache für das 

gehemmte Wachstum im Kapitel 4.7.1 „Wirkung der Prozesschemikalien auf 

Staphylococcus aureus“ war. 

168L wird von allen getesteten Bakterienstämmen am wenigsten durch die getesteten 

Substanzen in Kombination mit den Zellen beeinflusst. Es zeigt sich keine signifikante 

Änderung in der Anzahl der zählbaren Bakterienkolonien. Ebenso zeigt sich auch kein 

signifikanter Einfluss des Anti-Myc-Antikörpers. Dies kann bedeuten, dass der signifikante 

Effekt des Anti-Myc-Antikörpers bei ATCC® 25904™ nur Zufall gewesen ist. Auch ist es 

möglich, dass der abschwächende Effekt auf die Zellen bei diesem Bakterienstamm so gering 

ist, dass er sich nicht merklich von der SA unterscheiden lässt. Zuletzt besteht auch die 

Möglichkeit, dass 168L weniger toxisch auf die Zellen wirkt und deshalb nur eine geringe 

Menge an Antigen für Anti-Myc zur Verfügung steht.  

Bei USA300 zeigt sich eine starke Zunahme der kolonienbildenden Einheiten bei der Zugabe 

von Anti-Emp, Anti-Myc und IgG Hase. Es spricht dafür, dass USA300, als Reaktion auf das 

Gemisch aus Substanz und Antikörper, die Wirkung der neutrophilen Zellen vermindert. Dies 

ist vermutlich auf die erhöhte Virulenz des Bakterienstammes zurückführen und wird in der 

Diskussion im Detail näher erläutert. Während die Zunahme in der Anzahl der zählbaren 

Kolonien zwar recht groß ist, so kann aufgrund der großen SA in der korrespondierenden 

Kontrolle keine Signifikanz definiert werden. Eine wirkliche Einflussnahme des Antikörpers in 

Kombination mit den Zellen ist deshalb in Frage zu stellen. Die Zunahme der Kolonienzahl, 

welche bei der Testreihe ohne IgG Hase beobachtet werden kann, spricht dafür, dass die 
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prophylaktische Absättigung der Immunglobulin-bindenden Proteine einen deutlichen Effekt 

auf die Überlebensrate von USA300 hat. Stehen diese Proteine nicht für die Abwehr von 

Antikörpern zur Verfügung, können die neutrophilen Zellen die Bakterienzahl einfacher 

reduzieren. Dieser Effekt ist nicht signifikant und geringfügig bei ATCC® 25904™ und nicht bei 

168L zu beobachten. Es ist ein Hinweis dafür, dass die reduzierte Anzahl der 

kolonienbildenden Einheiten von 168L auf eine Reaktion des Bakteriums und nicht auf eine 

Aktion der Zellen zurückzuführen ist. Überraschenderweise zeigt sich eine deutliche und sehr 

signifikante Abnahme der kolonienbildenden Einheiten, wenn ApoA1 und HL-60 Zellen 

gemeinsam auf USA300 wirken. ApoA1 ist in der Lage, Lipoteichonsäure von Gram-positiven 

Bakterien zu binden [1420]. In einer Veröffentlichung von Meilhac et al. (2020) [1410] wird deshalb 

angenommen, dass es zusammen mit ähnlichen Proteinen einen Beitrag in der Immunabwehr 

gegen Pathogene leistet. Dieser Beitrag wirkt sich aber eher hemmend auf die Aktivität der 

neutrophilen Zellen aus [1421]. In diesem Falle würde das bedeuten, dass eine reduzierte 

Aktivität der neutrophilen Zellen zu einer indirekten Reduktion der Bakterienzahl führt, da diese 

wahrscheinlich in einer geringeren Häufigkeit von den Bakterien zerstört und als Nährmittel 

verwendet werden können. Eine weitere Möglichkeit ist es auch, dass ApoA1 die Anfälligkeit 

von USA300 gegenüber einer Substanz verstärkt, welche von den HL-60 Zellen hergestellt 

wird [1422]. Ein solcher Effekt wäre bisher aber unbekannt. Dass USA300 bei der Mixtur aus 

ApoA1 und neutrophilen Zellen sich anders verhält als die anderen Staphylokokken, spricht 

dafür, dass die Wirkung dieses Proteins entweder spezifisch auf diesen Bakterienstamm wirkt 

oder diese von der individuellen Virulenz abhängig ist. Die Anti-Emp-haltige Elution enthält 

ebenfalls ApoA1, allerdings in einer geringeren Konzentration. Nach der Opsonisierung mit 

dem Proteingemisch wird eine Zunahme der Kolonienzahl beobachtet. Der Effekt von ApoA1 

wird daher höchstwahrscheinlich durch eine antagonistische Wirkung von Anti-Emp 

unterdrückt. 

Eine Wiederholung des Versuches, welcher homogenere Ergebnisse in der Kolonienzählung 

erreicht, würde höchstwahrscheinlich zu einer signifikanten Differenz zwischen mit Anti-Emp-

Antikörper opsonisierten Proben und Kontrollen führen. Aufgrund der materialintensiven 

Durchführung und der zu dem Zeitpunkt bedingten Verfügbarkeit von humanen 

Komplementserum konnten aber keine weiteren Versuche durchgeführt werden. 

4.8 Ausgewählte Anti-Emp-scFvs aus humanem Phagen-Display 

Die Aufreinigung des Anti-Emp-Antikörpers ist kostspielig und erzeugt nur eine begrenzte 

Menge des Antikörpers, welche für Versuche verwendet werden kann. Zudem ist das Serum 

von Menschen nur begrenzt verfügbar, da deren Bereitschaft, es wiederholt zu spenden, wenig 

ausgeprägt ist. Als alternative Quelle würde sich die Herstellung von rekombinanten 
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Antikörpern anbieten, welche eine spezifische Affinität gegen das Epitop 

‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ zeigen. Die Arbeitsgruppe von Hust et al. in Braunschweig besitzt 

unter anderem eine Spezialisierung für die Identifikation von Antigenen durch Phagen-

Displays und die rekombinante Produktion von scFvs, welche auf diesen Antigenen binden 

können. In einer Kooperation hat sich die Arbeitsgruppe bereit erklärt, in einem Panning eine 

Bibliothek aus 1 Bill. scFvs aus naiven B-Zellen gegen das Epitop von Anti-Emp zu testen. 

Aus diesem Panning wurden insgesamt sechs Treffer erzielt, was 6,0 ppt der gesamten 

Bibliothek entspricht. Innerhalb des Pannings werden die variablen Antikörperketten dieser 

scFvs identifiziert, welche in Tabelle 40 dargestellt sind. Hierbei ist über die Genfamilie und 

das Gen hinaus auch der zugehörige Polymorphismus bekannt. Ebenso ist bekannt, welche 

zwei beziehungsweise drei Segmente während der somatischen Rekombination in der 

variablen Region zusammengefügt wurden. 

Tabelle 40: Alle im Panning auf das Epitop reagierende scFvs mit detaillierter Information über ihre 

Zusammensetzung. 

scFvs mit Affinität gegen ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ 

scFv 

schwere variable Kette  

als [Genfamilie-Gen*Polymorphismus] 

leichte variable Kette 

als [Genfamilie-

Gen*Polymorphismus] 

V-Segment D-Segment J-Segment V-Segment D-Segment 

LES20_A7 3-30*18 3-22*01 4*02 1-51*01 3*01 

LES20_C1 3-9*01 6-6*01 4*02 3-21*02 3*01 

LES20_C9 1-2*02 4-17*01 4*02 1-44*01 1*01 

LES20_D8 1-46*03 3-9*01inv 4*02 6-57*01 3*01 

LES7_C5 3-30*18 4-17*01 4*02 3-21*03 3*02 

LES7_C8 3-33*01 4-17*01 4*02 3-21*02 3*01 

Um zu bestätigen, dass diese scFvs tatsächlich das Antigen binden, wird eine LDS-PAGE 

unter reduzierenden Bedingungen für einen Western Blot vorbereitet, in welcher jede Bande 

mit 50,0 ng Emp und 200,0 ng BSA befüllt wird. Das BSA sollte hierbei als Kontrolle dienen, 

um unspezifische Proteinbedingungen zu detektieren. Nach dem Übertrag auf ein PVDF-

Membran wird diese entsprechend ihrer Spur in einzelne Fragmente zerteilt, damit die 

Primärfärbung jeder Bande unabhängig voneinander durchgeführt werden kann. Da in diesem 

Versuch keine Bakterienlysate markiert werden, wird bevorzugt der Sekundärantikörper 

Anti-IgG1 DyLight® 680 eingesetzt, um Artefakte bei der Sekundärfärbung zu reduzieren. 

Dieser ist allerdings aufgrund der Abwesenheit von schweren konstanten Ketten nicht in der 
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Lage, scFvs einzufärben. Aus diesem Grund werden in diesem Versuch zwei unterschiedliche 

Sekundärantikörper verwendet.  

Um durch Sekundärantikörper verursachte falsch-positive Signale auszuschließend, werden 

als zusätzliche Kontrollen der beiden Antikörpern Sekundärfärbungen in Unabhängigkeit einer 

Primärfärbung durchgeführt. Das Ergebnis des Western Blots wird in Abbildung 57 dargestellt. 

Abbildung 57: Abweichend zu den vorherigen Beschreibungen zeigen die Quadrate über jedem PVDF-

Fragment den zur Markierung eingesetzten Primärantikörper. Links sind die Sekundärfärbungen der 

Proben zu sehen, welche zuvor in einem Verhältnis von 10,0 µg/mL mit scFvs markiert wurden. Rechts 

werden dieselben Proben zuvor mit einer Elution von FS2 im Verhältnis von 1:500 inkubiert. Beide 

Sekundärantikörper werden zur Anwendung in einem Verhältnis von 1:5000 verdünnt. Der Western Blot 

wird in Falschfarben dargestellt und Kontrast sowie Helligkeit um das Achtfache verstärkt. 

Bei der Betrachtung der Ergebnisse fällt auf, dass Emp und BSA sich als Gemisch sehr 

ungewöhnlich in einer nicht-reduzierenden LDS-PAGE verhalten. Sowohl LES20_C1, 

LES7_C5 und die Elution zeigen mehrere Banden in einem ähnlichen Muster. Es ist möglich, 

dass zwischen Emp und BSA eine bisher unbekannte Wechselwirkung stattfindet. 

Entsprechend der Banden müsste diese Interaktion dazu führen, dass BSA während des 

Verlaufs der LDS-PAGE fragmentiert wird und sich Emp mit diesen Fragmenten assoziiert. 

Entsprechend lässt sich nur vermuten, welche Bande vollständigem BSA entspricht. Für Emp 

selbst ist in allen Proben eine klar definierte Bande erkennbar. Dies beinhaltet auch die 

Kontrollen ohne Primärantikörper, was entweder auf die Interaktion zwischen BSA und Emp 

oder auf eine eventuelle Verunreinigung innerhalb der Prozesschemikalien zurückzuführen ist. 
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Diese Bande ist bei LES20_A7 und LES20_C9 so schwach, dass die Intensität sich nicht von 

der Kontrolle unterscheidet. Bei den scFvs LES20_D8 und LES7_C8 ist die Signalstärke groß 

genug, dass eine tatsächliche Affinität gegenüber Emp möglich ist. Wird aber berücksichtigt, 

dass jeder scFv entsprechend der Ergebnisse aus Kapitel 4.2.2.3 „Annäherung an die 

Proteinmenge über relative Intensität“ im Vergleich zu der Elution in 43-facher 

Konzentration eingesetzt wird, ist bei diesen schwachen Signalen keine effektive Bindung zu 

vermuten. Die von LES20_C1 und LES7_C5 markierten Banden, welche mit Emp assoziiert 

werden können, zeigen eine Signalstärke, welche der in der Elution markierten Bande ähnlich 

ist. Da auch die Signalmuster der restlichen Banden ähnlich sind, ist anzunehmen, dass diese 

beiden scFvs Emp tatsächlich effektiv binden können. Um diese Vermutung zu bestätigen, 

wird in einem weiteren Western Blot die Affinität dieser beiden scFvs gegenüber 

Bakterienlysaten getestet. Die für die LDS-PAGE ausgewählten Lysate stammen von 

ATCC® 25904™, 168L und USA300. Ihr Inhalt wird unter reduzierenden Bedingungen 

aufgetrennt. Entsprechend bisheriger Durchführungen wird die Wirkung von Immunglobulin-

bindenden Proteinen durch die Verwendung von Blockierungspuffer-Formulation 1 und 

Färbepuffer-Formulation 2 abgeschwächt. Um den verbleibenden Einfluss dieser Proteine zu 

beurteilen, wird parallel von jedem Bakterienlysat eine Kontrolle ohne Primärfärbung markiert. 

Der eingefärbte Western Blot wird in Abbildung 58 gezeigt. 

  



 

228 

Abbildung 58: Von jedem Lysat werden 5,0 µL in einer reduzierenden LDS-PAGE verwendet. 

Zusätzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker für Proteingrößen 

aufgetragen. Nach der Übertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem 

Verhältnis von 1:500 mit 10,0 µg/mL eines scFv markiert und anschließend werden sowohl Proben und 

Kontrollen in einem Verhältnis von 1:5000 mit Sekundärantikörpern gegen die Fc-Region von IgG 

eingefärbt. Der Western Blot wird in Falschfarben dargestellt und Kontrast sowie Helligkeit um das 

Zehnfache verstärkt. 

In diesem Western Blot ist in der Kontrollreihe ein schwaches Signal bei der Bande des Emp 

zu sehen. Dies bestätigt, dass es sich um eine Verunreinigung der Prozesschemikalien 

handelt und diese Beobachtung nicht im Zusammenhang mit der Interaktion von BSA und 

Emp steht. Wie auch in Kapitel 4.4.3 „Optimierter Nachweis der Affinität in vitro“ sind in 

der Kontrolle deutliche Banden zu sehen, welche durch die von Sbi oder SpA immobilisierten 

Antikörper verursacht werden. Das scFv LES7_C5 zeigt in den Banden, welche Emp und 

EmpA entsprechen, nur eine sehr geringe Signalstärke, welche nicht von der Signalstärke der 

Kontrolle zu unterscheiden ist. Eine entsprechende Bande in dem getrennten Bakterienlysat 

von ATCC® 25904™ ist nicht zu erkennen. Dies steht im starken Kontrast zu der deutlich 

sichtbaren Bande des rekombinanten Emp. Die Unterschiede im natürlichen und gentechnisch 

hergestellten Protein sind groß genug, dass die Affinität des scFv stark abnimmt. Dass sowohl 

EmpA als auch Emp durch LES7_C5 markiert wird, zeigt, dass das Epitop des 

Einzelkettenfragments zwar einen Abschnitt der Aminosäuresequenz des Proteins binden 

kann, sich aber nicht mit dem gleichen Epitop wie dem des Anti-Emp-Antikörpers assoziiert. 

LES20_C1 markiert ebenso Banden, welche Emp und EmpA zugeordnet werden können. Die 

Markierung ist aber vergleichsweise stärker als die des rekombinanten Proteins. Auch hier 

spricht das Signal, welches bei beiden Varianten des Emp beobachtet werden kann, dafür, 
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dass LES20_C1 ein anderes Epitop als Anti-Emp besitzt. Über den Emp-Varianten hinaus 

interagiert das Einzelkettenfragment mit weiteren Proteinen, welche ein größeres 

Molekulargewicht als Emp aufweisen. Es bindet daher eine große Bandbreite von Proteinen, 

welche von Staphylococcus aureus exprimiert werden. Das Repertoire an möglichen 

Proteinen, welche von diesen Banden repräsentiert werden könnten, ist zu groß und deren 

Identifizierung im Rahmen der Dissertation zu aufwendig. 

In zusätzlichen Primär- und Sekundärfärbungen von PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays und 

Peptidarrays aus eigener Herstellung konnte bestätigt werden, dass LES7_C5 und LES20_C1 

das Epitop ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ als gespottetes Peptid, aber nicht in der 

Substitutionsanalyse markieren konnten. Dies spricht dafür, dass Interaktionen zwischen den 

scFvs und dem Epitop unspezifischen Kreuzreaktionen entsprechen, welche ab einer 

bestimmten Peptidkonzentration auftreten. Die Daten zu diesen Arrayfärbungen sind in der 

Anlage 6 im Anhang zu finden.  

Da der Ursprung der Fragmente naive B-Zellen sind, ist es möglich, dass es sich bei 

LES20_C1 um eine ursprüngliche und unspezifische Variante des Anti-Emp-Antikörpers 

handelt. Bei der Erstantwort, in welcher naive B-Zellen involviert sind, ist die Spezifität 

zwischen dem Antigen und dem Antikörper gering und diese wird erst während der somatische 

Hypermutation gereift [51]. Die Genfamilien und die zugehörigen Gene der variablen Ketten von 

LES20_C1 unterscheiden sich entsprechend der Ergebnisse aus 

Kapitel 4.3.3 „Massenspektrometrische Analyse des Anti-Emp-Antikörpers“ von denen 

des Anti-Emp-Antikörpers. Das ist ein Hinweis darauf, dass sich ein Epitop gegen Emp in 

Unabhängigkeit des Gens der variablen Kette entwickeln kann, unter der Annahme, dass sich 

die Genfamilie und das Gen des Anti-Emp-Antikörpers von mehreren Personen 

unterscheiden. Sollte sich diese Annahme aber als falsch erweisen, ist es sehr 

unwahrscheinlich, dass der Ursprung des aus Blutserum aufgereinigten Anti-Emp-Antikörper 

eine naive B-Zelle ist. Die Wahrscheinlichkeit von 1,0 ppt einer B-Zelle Antikörper gegen das 

Epitop ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ zu entwickeln, zeugt von einer sehr geringen Immunogenität 

dieses Epitops. Die Menge an unterschiedlichen getesteten nativen Zellen entspricht der 

105-fachen Menge, welche einem Menschen nach der somatischen Rekombination zur 

Verfügung steht [51]. Dementsprechend hätte nur eine von 10 000 Personen die Chance, einen 

Antikörper auszubilden, welcher überhaupt die Möglichkeit besitzt, durch somatische 

Hypermutation genau dieses Epitop auszubilden. Da Antikörper mit diesem Epitop aber mit 

großer Zuverlässigkeit bei fast jeder Testperson nachgewiesen werden können, ist eine 

zufällige Entwicklung mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit auszuschließen. 
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4.9 Markierung von Anti-Emp exprimierenden B-Zellen 

Als erweitertes Ziel der Doktorarbeit soll versucht werden, Anti-Emp exprimierende B-Zellen 

aus dem Vollblut von freiwilligen Spendern zu isolieren. Hierzu müssen zunächst Vorversuche 

gestartet werden, um eine geeignete Markierung für diese Zellen zu finden. Der Ursprung des 

Anti-Emp-Antikörpers ist noch unbekannt. Hierbei kann es sich unter anderem um eine 

B-Gedächtniszelle, eine unkonventionelle B-Zelle oder eine Plasma-Gedächtniszelle handeln. 

Bei der generellen Menge an Anti-Emp im Blutserum ist es wahrscheinlich, dass Plasma-

Gedächtniszellen oder unkonventionelle B-Zellen in der Produktion involviert sind. 

B-Gedächtniszellen sind generell nicht an der konstanten Produktion von Antikörpern 

beteiligt [1423,1424]. Die Existenz eines korrespondierenden Zelltyps schließt aber grundsätzlich 

nicht die Koexistenz eines anderen Zelltyps aus. Der Anteil an peripher zirkulierenden 

B-Gedächtniszellen im Blut liegt bei ~ 40,0 % [1425]. Unkonventionelle B-Zellen können ebenso 

im peripheren Blut gefunden werden, allerdings in deutlich geringerer Zahl [1426]. Aufgrund ihrer 

Position innerhalb der Nischen sind Plasma-Gedächtniszellen mit der geringsten 

Wahrscheinlichkeit im Blut anzutreffen [203]. Nach bisherigen Annahmen gehen diese Zellen 

nur bei einer Infektion in die Peripherie über [242]. Entsprechend besitzen Anti-Emp 

exprimierende B-Gedächtniszellen die höchste Trefferquote, sollten sie existieren. 

Perry et al. (2019) [1427] haben ein Protokoll entwickelt, mit dem B-Gedächtniszellen aus einer 

Suspension von peripheren mononuklearen Zellen markiert und über FACS identifiziert 

werden können. Zur Markierung der Zellen werden mehrere Optionen vorgeschlagen und für 

ein tatsächliches Screening von B-Gedächtniszellen zwei Sekundärantikörper ausgewählt. 

Der erste Sekundärantikörper markiert das CD27, welches ein prominentes Ziel zur 

Markierung dieser Zellen ist [1428]. Der Vorteil dieses Markers ist, dass durch ihn sowohl 

Plasmablasten [1429], Plasmazellen [1430], Plasma-Gedächtniszellen [1431], als auch 

unkonventionelle B-Zellen [1432] markiert werden. Somit sind alle Zellen durch das Screening 

abgedeckt, welche den Anti-Emp-Antikörper potentiell produzieren könnten. Nachteilig ist, 

dass darüber hinaus noch weitere Immunzellen markiert werden, welche nicht mit der 

Produktion von Antikörpern in Verbindung gebracht werden können. Zu diesen Zellen zählen 

regulatorische Plasmazellen [1431], T-Zellen [51] und γδ T-Zellen [1433]. Wenn angenommen wird, 

dass bis zu 3,0 % aller T-Zellen spezifisch auf Staphylococcus aureus reagieren können, ist 

es realistisch, dass auch ein entsprechender T-Zell-Rezeptor existiert [1251], welcher das Epitop 

des Anti-Emp Antikörpers binden kann. Um die B-Lymphozyten von den anderen 

Lymphozyten zu unterscheiden, wird als zweiter Marker ein Sekundärantikörper gegen die 

Fc-Region von IgG verwendet. Nach Herstellerangaben ist dieser Sekundärantikörper in der 

Lage, die Antikörper auf der Membran von Gedächtniszellen zu markieren. Er bevorzugt 

hierbei Antikörper der Klasse IgG1 und IgG3 und assoziiert sich nicht mit IgD, IgE und IgM. 
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Diese Eigenschaften sollten eine gute Markierung von IgG-präsentierenden Zellen 

ermöglichen. Mit einer dritten Markierung werden alle Antikörper markiert, die mit Peptiden 

interagieren, welche das Epitop ‚VPEFKGSLP‘ in ihrer Aminosäuresequenz besitzen. 

Entsprechend der Publikation von Perry et al. (2019) [1427] werden diese Peptide in biotinylierter 

Form an mit Oregon Green™ 488 konjugiertes NeutrAvidin™ gekoppelt, sodass sie als 

Tetramer vorliegen. Neben dem Antikörper sollte dieses Peptid auch in der Lage sein, mit 

korrespondierenden T-Zell-Rezeptoren zu interagieren, wenn diese vorhanden sind. Das 

Peptid selbst wird mit zwei unterschiedlichen Abstandshaltern getestet. Der Abstandshalter 

des ersten Peptids (eBio-GGS2-Emp9) ist durch fünf Moleküle Ethylenglycol und sieben 

Aminosäuren definiert. Im zweiten Peptid (eBio-βA5-Emp9) werden fünf Moleküle 

Ethylenglycol und sechs Aminosäuren im Abstandshalter verwendet. Die letzten fünf 

Aminosäuren im Abstandshalter sind β-Alanin (βA). Durch die Kombination der drei Marker 

sollte es möglich sein, B-Gedächtniszellen, welche den Anti-Emp-Antikörper produzieren 

können, zu identifizieren. 

Leukozyten für die Markierung werden durch eine einfache Aufreinigung aus menschlichem 

Vollblut gewonnen. Während der Arbeitsschritte werden sie auf Eis gehalten, um eine 

unspezifische Aufnahme der Markierungsreagenzien zu vermeiden. Da nicht abgeschätzt 

werden kann, wie effizient der Anti-Emp-Antikörper in diesem Versuchsdurchlauf die Peptid-

Tetramere binden wird, werden von diesen verschiedenen Konzentrationen zur Markierung 

eingesetzt. Während der FACS werden von insgesamt 50 000 Zellen Messdaten für das 

Vorwärts- und Seitwärtstreulicht sowie die Intensität der jeweiligen Markierung gemessen. 

Über das Streulicht können der Durchmesser und die Granularität der Zellen bestimmt werden. 

Mit der Hilfe von entsprechenden Referenzen [1434] werden Populationen von mononuklearen 

Zellen identifiziert, welche mit großer Wahrscheinlichkeit Leukozyten enthalten. Diese Zellen 

werden durch sogenanntes ‚Gating‘ mit der Software des Gerätes ausgewählt und als 

Subpopulation P1 markiert. In dieser Subpopulation werden anschließend durch ein weiteres 

Gating potentielle Lymphozyten ausgewählt, welche durch die Markierung mit Anti-CD27 

Phycoerythrin (PE) mindestens eine Signalstärke von 90,0 RFU erreichen. Diese Population 

wird als P2 definiert und gibt die Subpopulation an, in welcher B-Gedächtniszellen zu finden 

sind. In einem weiteren Gating werden aus dieser Population Zellen markiert, welche in dieser 

Markierung und der Markierung durch Anti-sialic acid-binding immunoglobulin-like 

lectin-Fc-IgG gekoppelt an Allophycocyanin (Anti-Siglec-Fc-IgG APC) mehr als 200,0 RFU 

erreichen. Diese Zellen werden als P3 definiert. Aus P3 werden anschließend alle Zellen 

bestimmt, welche durch das Peptid-Tetramer markiert werden und durch diese Markierung 

mindestens eine Signalstärke von 150,0 RFU aufweisen. Für die Reproduzierbarkeit wird die 

Auswahl der Subpopulationen bei jeder Probe gleich gehalten. Zur Veranschaulichung des 

Gating und zur Präsentation der Ergebnisse wird aufgrund der großen Datenmenge nur ein 
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ausgewähltes Beispiel gezeigt. Der vollständige Datensatz mit allen Ergebnissen ist zur 

Einsicht in den Anlagen 7 bis 15 im Anhang verfügbar. Ein Beispiel für Gating auf Basis des 

Streulichts ist in Diagramm 16 dargestellt. Der Anteil, welcher höchstwahrscheinlichen 

Lymphozyten enthält, wird in Diagramm 17 bestimmt. Die Auswahl von P3 wird in 

Diagramm 18 veranschaulicht. Das Gating, welches P4 definiert, wird in Diagramm 19 gezeigt. 

Ein sichtbarer Punkt im Diagramm entspricht einer Zelle oder mehreren Zellen mit gleichen 

Messwerten. Die Farbkodierung ist der finalen Einteilung der Zellen in die jeweiligen 

Subpopulationen angepasst. Alle Anteile der jeweiligen Populationen bei jeder Konzentration 

werden in Tabelle 41 aufgelistet. 

 

 

 

Diagramm 16: Vorwärts- und 

Seitwärtsstreuung von 50 000 

Zellen. Im Rechteck werden 

Leukozyten als P1 definiert. 
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Diagramm 17: In P1 werden 

alle Zellen, deren Signalstärke 

des Sekundärantikörpers 

gegen CD27 90,0 RFU 

überschreitet, durch Gating 

als P2 definiert. 

 

 

 

 

 

 

 

Diagramm 18: Aus P2 

werden Zellen ausgewählt, 

welche bei der Markierung mit 

Anti-Siglec-Fc-IgG APC 

mindestens einen Wert von 

200,0 RFU erreichen und als 

P3 zusammengefasst. 
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Diagramm 19: Im letzten 

Gating werden Zellen 

identifiziert, welche eine 

Signalstärke von 150,0 RFU 

durch die Markierung des 

Peptid-Tetramers besitzen 

und als P4 definiert. 

 

 

 

Tabelle 41: Darstellung aller Population der peripheren Blutbestandteile jeder mit FACS analysierten 

Probe. 

Anzahl der Populationen nach FACS 

Stoffmengen

konzentration 

(c) in [nM] 

Peptid-Tetramer 

Anzahl der Zellen 

sonstige 

Bestandteile 

P1 P2 P3 P4 

600 
eBio-GGS2-Emp9 27,0 x 104 23,0 x 104 1,9 x 103 90 86 

eBio-βA5-Emp9 25,3 x 104 24,7 x 104 1,3 x 103 72 60 

300 
eBio-GGS2-Emp9 23,5 x 104 26,5 x 104 1,8 x 103 96 76 

eBio-βA5-Emp9 39,2 x 104 10,8 x 104 1,4 x 103 43 20 

150 
eBio-GGS2-Emp9 23,8 x 104 26,2 x 104 2,6 x 103 5 6 

eBio-βA5-Emp9 21,3 x 104 28,7 x 104 2,3 x 103 2 2 

72 
eBio-GGS2-Emp9 22,0 x 104 28,0 x 104 1,7 x 103 1 1 

eBio-βA5-Emp9 22,2 x 104 27,8 x 104 1,7 x 103 1 1 

36 
eBio-GGS2-Emp9 21,8 x 104 28,2 x 104 2,3 x 103 0 0 

eBio-βA5-Emp9 22,3 x 104 27,7 x 104 1,6 x 103 1 1 

Die Lymphozyten, welche CD27 an ihrer Oberfläche präsentieren, sammeln sich vermehrt in 

zwei Gruppen. Die erste Gruppe hat einen kleineren Durchmesser als die zweite und die 

Varianz in der Granularität ist relativ gering. Die Zellen in der zweiten Gruppe sind zahlreicher, 
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größer und besitzen eine größere Varianz in der Granularität. Gemäß Perry et al. (2019) [1427] 

entspricht die größere der beiden Gruppen den Lymphozyten. Bei der kleineren Gruppe 

handelt es sich aufgrund ihrer geringeren Größe und Granularität vermutlich um zerstörte 

Lymphozyten. Diese Verteilung ist in allen Proben zu beobachten.  

Aus den Ergebnissen ist direkt sichtbar, dass in den größten beiden Konzentrationen die 

Anzahl der Treffer für P3 und P4 vermehrt ist. Dies hängt mit einem generellen Anstieg an 

Zellen zusammen, welche sich mit dem Peptid-Tetramer assoziieren. Mit der Zunahme dieser 

Assoziation wird auch eine zunehmende Signalstärke des Anti-Siglec-Fc-IgG beobachtet. 

Dieser Effekt kann in Diagramm 20 im direkten Vergleich betrachtet werden. Diese 

Beobachtung ist ungewöhnlich, da die Konzentration dieses Antikörpers in jeder Probe 

dieselbe ist. Da sich die Emission von Oregon Green™ 488 und die Anregungswellenlängen 

von Allophycocyanin (APC) teilweise überlappen, besteht die Möglichkeit, dass die 

Signalstärke des Pigments durch unbeabsichtigten Förster-Resonanzenergietransfer verstärkt 

wird. Eine unspezifische Interaktion des Sekundärantikörpers mit dem Peptid-Tetramer ist 

allerdings nicht auszuschließen. Es ist aber ein starkes Zeichen dafür, dass der 

Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green™ 488 und das Pigment APC nicht für die gemeinsame 

Nutzung geeignet sind. Durch die konzentrationsabhängige Zunahme an Signalstärke wird die 

Anzahl an falsch-positiven Signalen erhöht. Eine präzise Bestimmung der Antikörper-

präsentierenden Zellen ist deshalb durch die aktuell verwendeten Markierungen nicht möglich. 

Zwischen den beiden Peptid-Tetrameren ist mit steigender Konzentration bemerkbar, dass 

das Peptid mit dem Abstandshalter eBio-GGS2-Emp9 eine größere Assoziation zu den Zellen 

besitzt. Ob diese vermehrte Assoziation aber spezifisch oder unspezifisch ist, lässt sich nicht 

ermitteln. 
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Diagramm 20: Diagramme von Zellen, welche mit 150,0 nM (rechts) beziehungsweise mit 600,0 nM 

(links) Peptid-Tetramer markiert werden, im Vergleich. 

Es konnte eine Annäherung an potentielle B-Gedächtniszellen durch FACS erreicht werden, 

welche aber aufgrund der zunehmenden Signalstärke aus unspezifischen Bindungen ohne 

klares Ergebnis blieb. Für ein erfolgreiches Screening mit anschließender Sortierung zur 

Extraktion von B-Gedächtniszellen, welche Anti-Emp exprimieren, werden weitere 

Verbesserungen in der Durchführung und in der Analyse durch Gating benötigt. Das 

Hinzufügen zusätzlicher Kontrollen würde es ermöglichen, den Einfluss von Oregon Green™ 

488 auf APC besser einschätzen zu können. Der Einsatz von zusätzlichen Markierungen 

könnte eine eindeutigere Zuordnung der B-Gedächtniszellen ermöglichen und die Analyse 

einer größeren Zellpopulation die Trefferchance erhöhen. Zur weiteren Verbesserung könnte 

die Reinheit der Probe verfeinert werden, indem eine vorherige Auftrennung der Zellen durch 

magnetische Zellsortierung durchgeführt wird.  

Aufgrund der begrenzten Zeit und des Mangels an geeigneten Spendern muss dieses Projekt 

allerdings außerhalb des Rahmens dieser Dissertation weitergeführt werden. Die Ergebnisse 

der Dissertation werden für kommende Versuche als Grundlage verwendet. 
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4.10 Test des RGB-S Reporterstammes in der Anwendung für 

stochastische Peptidarrays 

Als weiteres Thema der Dissertation soll die Detektion toxischer Substanzen innerhalb des 

Formats eines ultrahochdichten stochastischen Arrays überprüft werden. Eigens für diesen 

Zweck wurde eine Befüllungskammer für diesen Array konzipiert. Während die Testläufe 

aufgrund der Verfügbarkeit nicht an einem stochastischen Array durchgeführt werden konnten, 

so werden Versuche durchgeführt, um die prinzipielle Möglichkeit der Detektion in diesem 

Format durch einen Reporterstamm nachzuweisen. 

4.10.1 Befüllung und Visualisierung des mikrostrukturierten Glasträgers 

Zur Befüllung des mikrostrukturierten Glasträgers, welcher die Basis des Arrays bildet, wird 

dieser in eine Befüllungskammer gespannt und durch ein einfaches fluidisches System mit 

einer Suspension aus Bakterien oder Zellen überschwemmt. Durch das kontrollierte Entleeren 

der Suspension aus der Kammer wird ein wandernder Meniskus ausgebildet, welcher die 

Bakterien oder Zellen in die Kavitäten das Glasträgers drückt. Um diesen Effekt zu erzeugen, 

muss der Glasträger über hydrophobe Eigenschaften verfügen, weshalb jeder Befüllung eine 

Silanisierung des Glasträgers vorangegangen ist. Mit dieser Methode kann eine Befüllungsrate 

von bis zu 98,3 % erreicht werden.  

Zur Detektion der befüllten Bakterien werden drei verschiedene Systeme eingesetzt. Eine 

Detektion durch den Innoscan 1100 ermöglicht es, ein Gesamtbild des mikrostrukturierten 

Glasträgers zu erstellen. Auf diesem Bild ist jede einzelne Kavität sichtbar, und mit Hilfe der 

Software MAPIX lässt sich ein Detektionsraster erstellen, um den Median der Signalstärke und 

des Hintergrundrauschens jeder einzelnen Kavität zu messen. Entsprechend ermöglicht diese 

Detektion die Bestimmung der Befüllungsrate und eine Aufzeichnung sowohl qualitativer als 

auch quantitativer Daten. Der große Nachteil dieses Systems ist allerdings, dass aufgrund des 

geringen Arbeitsabstandes keine Echtzeit-Aufnahmen der Bakterien innerhalb des Arrays 

möglich sind. Dieses Defizit kann durch das optische System nach Clemens von Bojničić-

Kninski [1435] ausglichen werden, da es eine Aufnahme der Kavitäten in Echtzeit ermöglicht. 

Allerdings erlaubt das optische System aufgrund seiner technischen Limitierung keine digitale 

Auswertung der Signalstärke innerhalb der Kavitäten. Als drittes für die Auswertung 

verwendetes System bietet das optische Digitalmikroskop VHX-600 eine Kombination aus 

Arbeitsabstand, Auflösung und Vergrößerung, welche eine hochwertige Aufnahme des Inhalts 

der Kavitäten im Detail erlaubt. Während die Visualisierung von Bakterien oder Zellen durch 

das optische Digitalmikroskop unabhängig von Markierungen funktioniert, benötigen die 

anderen beiden Systeme für diese Detektion eine Fluoreszenzmarkierung.  
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Über die drei Systeme wird in ersten Testläufen die Befüllung und die Detektion verschiedener 

Mikroorganismen und humanen Erythrozyten in dem mikrostrukturierten Glasträger 

untersucht. Ein Wildtyp von Synechocystis spec. besitzt als Fluoreszenzmarkierung 

natürliches Chlorophyll a [1436]. Das Cyanobakterium wird nach der Befüllung durch den 

Innoscan 1100 detektiert. Lebende und tote Bacillus subtilis werden durch den Lebendfarbstoff 

SYTO™ 9, beziehungsweise den Totfarbstoff Propidiumiodid markiert und in Echtzeit im 

optischen System aufgezeichnet. Humane Erythrozyten können aufgrund eines fehlenden 

Zellkerns und mangelnder Verfügbarkeit nicht durch Fluoreszenzmarkierung hervorgehoben 

werden. Sie werden ausschließlich durch das optische Digitalmikroskop VHX-600 

dokumentiert. 

Die Aufzeichnungen aller drei Testobjekte sind als Bildausschnitte in Abbildung 59 

zusammengefasst. Der Ausschnitt von Synechocystis spec. entspricht hierbei einer Fläche 

von ~ 5,6 mm2. Bacillus subtilis wird in zwei Ausschnitten mit jeweils einer Fläche von 1,8 mm2 

dargestellt. Die Aufnahme mit dem Lebendfarbstoff wird mit einer ISO-Zahl von 500 und einer 

Belichtungszeit von einer Sekunde aufgenommen. Bei der Aufnahme mit dem Totfarbstoff wird 

die ISO-Zahl auf 3200 erhöht und die Belichtungszeit auf fünf Sekunden verlängert. Die 

Hellfeldaufnahmen der humanen Erythrozyten sind auf eine Fläche von ~ 9,0 x 103 µm2 

zugeschnitten.  
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Abbildung 59: Oben links = Synechocystis spec. ohne Vergrößerung; Oben rechts = Durch 

Viabilitätsfarbstoffe markierte Bacillus subtilis in Kavitäten, links tot, rechts lebendig, bei einer 

Vergrößerung von 2 X; Unten = Mikroskopische Aufnahmen von humanen Erythrozyten, links in 

Kavitäten, rechts auf den Stegen des Glasträgers, bei einer Vergrößerung von 2000 X. Die Aufnahmen 

der fluoreszierenden Bakterien werden in Falschfarben dargestellt und deren Helligkeit um 30,0 % 

verstärkt. 

Die Cyanobakterien wurden erfolgreich mit einer Befüllungsrate von 61,2 % in die Kavitäten 

gefüllt. Auf dem gesamten Glasträger sind zwei größere Artefakte und Schwankungen in der 

Homogenität zu erkennen, was sich in einer SA von 93,9 % äußert. Eine Ursache ist hierfür 

höchstwahrscheinlich eine unterschiedliche Bakterienzahl in den Kavitäten sowie Unreinheiten 

und Aggregationen in der verwendeten Suspension. Die Befüllung und Detektion von 

lebendem und totem Bacillus subtilis hat funktioniert. Es ist nicht möglich, die Befüllungsrate 

zu quantifizieren, aber empirisch ist diese bei den lebenden Bakterien besser. Humane 

Erythrozyten sammeln sich nach der Befüllung am Boden der Kavitäten und sind durch 
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Hellfeldmikroskopie gut zu erkennen. Es konnten keine Erythrozyten auf den Stegen 

beobachtet werden. Die Befüllungsrate und Viabilität der Erythrozyten kann aufgrund 

technischer Limitierung nicht genauer bestimmt werden. 

4.10.2 Stressantwort des RGB-S Reporter gegenüber Ciprofloxacin 

Um die Detektion des RGB-S Reporter innerhalb des mikrostrukturierten Glasträgers zu 

gewährleisten, muss zunächst dessen Aktivität anhand einer bereits getesteten Reaktion 

überprüft werden. Aus der Arbeit von Ahmed Zoheir [1366] ist bekannt, dass der Bakterienstamm 

als Antwort auf die Exposition gegen Ciprofloxacin GFPmut3b exprimiert. Diese Substanz wird 

daher dem Nährmedium des Reporterstammes in einer Konzentration von 100,0 ng/mL zur 

Signalerzeugung zugegeben. In der Folge wird der RGB-S Reporter in einen 

mikrostrukturierten Glasträger gefüllt und nach der Inkubationszeit durch den Innoscan 1100 

ausgewertet. Als Kontrolle wird ein paralleler Versuch unter gleichen Bedingungen ohne die 

Zugabe von Ciprofloxacin durchgeführt. Beide Bilder werden mit der gleichen Laserintensität, 

der gleichen Empfindlichkeit des Photoelektronenvervielfachers und mit denselben Filtern 

detektiert. Ausschnitte einer Fläche von ~ 22,4 mm2 aus den Aufzeichnungen beider 

mikrostrukturierten Glasträger sind in Abbildung 60 dargestellt. Ein Box-Plot aus den 

Messergebnissen ist in Diagramm 21 abgebildet. Die große Menge an Messdaten übersteigt 

die Kapazitäten von herkömmlichen Bearbeitungsprogrammen. Aus diesem Grund wird zur 

Erstellung des Box-Plots die Software SAS Enterprise Guide verwendet. Das hat zur Folge, 

dass sich die Darstellung dieses Diagramms sich von den bisherigen Box-Plots unterscheidet. 

Beide Scans zeigen eine starke Heterogenität in ihrer Signalstärke, was zu einer sehr großen 

SA führt. Diese beträgt 103,1 % für die Kontrolle und 82,5 % für die mit Ciprofloxacin 

inkubierten Bakterien. Der Glasträger, dessen Bakterien mit Ciprofloxacin inkubiert wurden, 

hat eine Befüllungsrate von 97,8 % und zeigt mehrere größere und überbelichtete Artefakte, 

welche bei der Kontrolle nicht sichtbar sind. Im Vergleich hierzu zeigt die Kontrolle eine 

Befüllungsrate von 98,2 %. Insgesamt ist die GFI aller Kavitäten, welche mit Ciprofloxacin 

supplementierten Bakterien gefüllt sind, doppelt so groß wie bei der Kontrolle. Es ist daher 

davon auszugehen, dass Ciprofloxacin genug Stress auf den RGB-S Reporter ausübt, um eine 

Proteinexpression zu aktivieren. Die sehr hohe Signifikanz zwischen den beiden Scans ist auf 

die große Stichprobenanzahl zurückzuführen.  
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Abbildung 60: RGS-S Reporter nach Inkubation in einem mikrostrukturierten Glasträger mit (rechts) 

und ohne (links) Zugabe von Ciprofloxacin. Die Bilder sind in Falschfarben dargestellt und deren 

Helligkeit um 30,0 % verstärkt. 
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Diagramm 21: Die Darstellung im Box-Plot zeigt die Verteilung der Signalstärken von GFPmut3b 

innerhalb der mit RGB-S Reporter befüllten Kavitäten beider mikrostrukturierten Glasträger. Werte, die 

außerhalb des anderthalbfachen IQR liegen, werden als statistische Ausreißer betrachtet. 

4.10.3 Diffusion von Bakterien innerhalb der Kavitäten 

Für eine fehlerfreie Bestimmung von Kavitäten, welche gestresste Bakterien enthalten, ist es 

wichtig, dass diese nicht zwischen den Kavitäten diffundieren. Zur einfachen Bestimmung 

einer solchen Diffusion werden mikrostrukturierte Glasträger mit einer geringen Konzentration 

an Bakterien befüllt, welche zuvor Ciprofloxacin ausgesetzt waren. Durch das optische System 

wird eine Ansammlung von befüllten Kavitäten lokalisiert. Diese wird in einer 

Echtzeitaufnahme über die Dauer von 45 Minuten jede Minute unter gleichen Bedingungen 

dokumentiert. In jeder Aufzeichnung werden über das Begrenzungswerkzeug von ImageJ [1395] 

alle Pixel hervorgehoben, welche eine Signalstärke von über 75,0 RFU besitzen. Die 

Gesamtzahl der Pixel wird bestimmt und der Durchschnitt der Fluoreszenzintensität dieser 

Pixel wird als GFI zusammengefasst. Verändert sich die Anzahl und Intensität dieser Pixel im 

Verlauf der Zeit merklich, so ist davon auszugehen, dass die Bakterien zwischen den Kavitäten 

wandern. 



 

243 

Die Ansammlung von befüllten Kavitäten und die entsprechende Auswahl nach der 

Begrenzung wird in Abbildung 61 dargestellt. Insgesamt wird hierbei eine Fläche von 45,1 mm2 

betrachtet. Der Mittelwert und die Fläche aller Pixel über 75,0 RFU werden in Diagramm 22 

zusammengefasst. 

Abbildung 61: Erstes Bild einer Echtzeitaufnahme des RGB-S Reporters während der Inkubation in 

einem mikrostrukturierten Glasträger, supplementiert mit Ciprofloxacin. Auf der rechten Seite sind alle 

Pixel mit einer Signalstärke von mehr als 75,0 RFU in dem Bild mit einem gelben Rahmen ausgewählt. 

Die Anzahl der Pixel fluktuiert bis zur 40. Minute und nimmt danach merklich ab. Bei der GFI 

ist ein abnehmender Trend über die Zeit zu beobachten. Dieser Trend ist allerdings so 

schwach, dass er auch durch Photobleichung verursacht werden kann [1405]. Zusammengefasst 

ist die Veränderung über die Zeit unmerklich und führt zu der Annahme, dass die Bakterien 

nicht die Möglichkeit besitzen, innerhalb der gemessenen Zeit zwischen den Kavitäten zu 

diffundieren. Eine Verfälschung der Messergebnisse aufgrund von motilen Bakterien ist 

deshalb zu vernachlässigen.  
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Diagramm 22: Pixelzahl und GFI des RGB-S Reporters im Verlauf der Zeit. 

4.10.4 Bestimmung der MIC durch Resazurin 

Um zu beweisen, dass die Detektion von toxischen Substanzen durch den RGB-S Reporter 

innerhalb eines stochastischen Array funktioniert, muss zunächst ein für den Reporter 

geeigneter Stressor ausgewählt werden. Dieser Stressor muss über mindestens eine 

Aminogruppe verfügen, damit eine Verknüpfung auf einem 10:90- 

Poly(ethylenglycol)methylmethacrylat-Polymethylmethacrylat-Kopolymer-Polymerfilm (10:90-

PEGMA-co-PMMA-Polymerfilm), der Synthesebasis des stochastischen Arrays, möglich ist. 

Die drei AmP Bac8c [1364], MP196 [1437] und Pac-525 [1438] sowie die beiden Antibiotika Ampicillin 

(Amp) und Tetrazyklin (Tetrazyk) erfüllen diese Bedingung und werden deshalb als potentielle 

Stressoren in Betracht gezogen. Durch Inkubation des RGB-S Reporterstammes mit diesen 

Substanzen und einer nachfolgenden Viabilitätsanalyse durch Zugabe des Redoxfarbstoffes 

Resazurin in das Nährmedium wird die jeweilige MIC des Bakteriums gegenüber jeder 

Substanz ermittelt. Bleibt eine Substanz-bedingte Hemmung der Bakterien innerhalb der 

Kavitäten aus, wird der Farbstoff von diesen zu Resorufin reduziert, was durch einen deutlich 

sichtbaren Farbumschlag des Nährmediums von Blau zu Pink ersichtlich ist [1439]. Bleibt dieser 

Farbumschlag hingegen aus, ist die Substanzkonzentration ausreichend um das Wachstum 

der Bakterien zu hemmen. Eine unvollständige Katalyse bei geringer Bakterienzahl des 
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Farbstoffes ist möglich und resultiert in einer Mischung aus beiden Farben. Das Messergebnis 

der Färbung wird in Abbildung 62 gezeigt. 

Abbildung 62: Digitale Darstellung des Farbumschlags nach der Bestimmung der MIC des RGB-S 

Reporterstammes von mehreren Substanzen. Die Negativkontrolle (NK) entspricht der Kontrolle ohne 

Substanz und mit Bakterien. Die Positivkontrolle (PK) enthält keine Bakterien. 

Für die drei Peptide kann eine MIC klar bestimmt werden. Bac8c zeigt die größte Wirkung und 

schränkt das Wachstum der Bakterien ab einer Konzentration von 4,0 µg/mL ein. MP196 zeigt 

bei einer Konzentration von 16,0 µg/mL eine effektive Hemmung. Das Peptid Pac-525 wirkt ab 

einer Konzentration von 63,0 µg/mL hemmend und wirkt somit von den ausgewählten 

Peptiden am schwächsten auf den Reporterstamm. Sowohl Tetrazyklin als auch Ampicillin 

zeigen kein eindeutiges Ergebnis. Ersteres zeigt eine inhibitorische Konzentration zwischen 

einer Konzentration von 16,0 und 31,0 µg/mL. Letzteres führt ab einer Konzentration von 

31,0 µg/mL, beziehungsweise 63,0 µg/mL, zu einer effektiven Hemmung. 
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4.10.5 Bestimmung der Stress-induzierten Expression über Zeit 

Im vorhergien Kapitel konnte die Konzentration ermittelt werden, ab welcher die antibiotischen 

Substanzen hemmend auf den Reporterstamm wirken. Damit eine geregelte Expression der 

fluoreszierenden Proteine erfolgt, muss die Konzentration unterhalb dieser Schwelle liegen, 

aber stark genug sein, um die entsprechenden Promotoren zu aktivieren. In einem weiteren 

Experiment wird deshalb die relative Signalstärke dieser Proteine in einem Zeitraum von 

einem Tag aufgezeichnet. Hierbei wird das Bakterium verschiedenen Konzentrationen der 

Peptide ausgesetzt und die über die Zeit zunehmende Fluoreszenz mit einer Kontrolle 

verglichen. Aufgrund der ungenauen Ergebnisse werden die Antibiotika in diesem Experiment 

nicht berücksichtigt. Die in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse werden auf die AmP 

begrenzt, welche die Expression des RGB-S Reporters deutlich induzieren können. Alle 

weiteren Diagramme werden in den Anlagen 16 bis 21 im Anhang aufgelistet. Die Ergebnisse 

sind in den Diagrammen 23 bis 25 dargestellt. 

Diagramm 23: Zunahme der Fluoreszenzintensität von mTagBFP2 im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit MP196. 
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Diagramm 24: Zunahme der Fluoreszenzintensität von GFPmut3b im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit MP196. 

Diagramm 25: Zunahme der Fluoreszenzintensität von mRFP1 im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit MP196. 



 

248 

Die Expression von allen drei fluoreszierenden Proteinen wird durch das Peptid MP196 am 

stärksten aktiviert. Von diesen Proteinen wird aber tatsächlich nur mRFP1 um ein Vielfaches 

der Kontrolle aktiviert. Es zeigt sich ein deutlich erkennbarer Anstieg der mit diesem Protein 

assoziierten Fluoreszenz ab einer Substanzkonzentration von 625,0 µg/mL. Das Spektrum 

von mRFP1 lässt sich durch den Innoscan 1100 AL aufzeichnen. Somit ist das Peptid MP196 

der beste Kandidat aus der verfügbaren Auswahl, um ein Signal innerhalb des 

mikrostrukturierten Glasträgers zu erzeugen. 

4.10.6 Durchführung eines Beweises des Prinzips 

Die Herstellung von mikrostrukturierten Glasträgern mit konjugierten Peptiden ist Bestandteil 

der Dissertation von Dr. Zekun Zhou [44]. Er hat sich bereit erklärt, MP196 via eines Photo-

Linkers auf einen mit 10:90-PEGMA-co-PMMA-Polymerfilm veredelten mikrostrukturierten 

Glasträger zu koppeln. Die maximale Beladung eines auf diese Art und Weise modifizierten 

Glasträgers entspricht 1,0 bis 2,0 nmol/cm2. Entsprechend eigener Berechnung ergibt die 

Summe aus Grund- und Mantelfläche einer Kavität innerhalb eines mikrostrukturierten 

Glasträgers eine Fläche von 490,1 µm2. Dementsprechend werden in jeder Kavität im 

Optimalfall bis zu 4,9 fmol des Peptids angeknüpft. Wenn für eine Schätzung davon 

ausgegangen wird, dass jede Kavität nach der Befüllung und während der Inkubation zur 

Hälfte gefüllt ist, besitzt diese ein Flüssigkeitsvolumen von 0,6 pL. Wird nach der Abspaltung 

des Photo-Linkers jedes Peptid in dieser Flüssigkeit gelöst, ergibt sich eine 

Stoffmengenkonzentration von 8,2 mMol, was einer Konzentration von 10,4 mg/mL entspricht. 

Allerdings ist zu beachten, dass dies ein theoretischer Wert unter optimalen Bedingungen ist. 

Sowohl bei der Kupplung als auch bei der Abspaltung ist nicht von einer vollständigen 

Umsetzung auszugehen. Ebenso ist es nicht möglich die Wirkung von physikalischen Kräften 

in diesem Maßstab abzuschätzen. Es gibt daher noch weitere, unbestimmte Faktoren, welche 

die Konzentration reduzieren können. Ein direkter Nachweis der abgespaltenen Peptide kann 

aufgrund einer fehlenden Detektionsmöglichkeit nicht erfolgen. 

Der RGB-S Reporter wird durch die Befüllungskammer in die Kavitäten des modifizierten, mit 

dem Peptid beladenen, mikrostrukturierten Glasträgers gefüllt. Anschließend wird der Photo-

Linker gespalten und das Bakterium zusammen mit dem Peptid inkubiert. Parallel hierzu wird 

eine Kontrolle ohne Peptid den gleichen Bedingungen ausgesetzt. Die Fluoreszenzintensität 

von mRFP1 auf beiden mikrostrukturierteren Glasträgern wird nach der Inkubationszeit durch 

den Innoscan 1100 AL dokumentiert. Ausschnitte mit einer Größe von ~ 22,4 mm2 dieser 

Dokumentation sind in Abbildung 63 dargestellt. Der Box-Plot mit den Messergebnissen wird 

in Diagramm 26 gezeigt.  
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Abbildung 63: RGB-S Reporter nach Inkubation in einem mikrostrukturierten Glasträger mit (rechts) 

und ohne (links) MP196. Die Bilder sind in Falschfarben dargestellt und deren Helligkeit um 30,0 % 

verstärkt. 

Ähnlich wie bei der Inkubation mit Ciprofloxacin zeigen beide Bilder eine starke Heterogenität. 

Die SA erreicht hierbei einen Anteil von 87,1 % für den Testlauf mit MP196 und 84,2 % für die 

Kontrolle. Hierbei sind bei beiden Glasträgern mehrere überbelichtete Artefakte zu 

beobachten, welche eine ähnliche Fläche einnehmen. Die Inkubation mit dem AmP hat eine 

Befüllungsrate von 97,8 % und zeigt eine um 10,7 % höhere GFI als die Kontrolle, welche eine 

Befüllungsrate von 96,0 % aufweist. Aufgrund der hohen Stichprobenzahl ergibt sich zwischen 

Testlauf und Kontrolle ein signifikanter Unterschied bei einem α von 1 x 10-4. Trotz der 

Signifikanz ist ein eindeutiges Ergebnis anzuzweifeln. Der RGB-S Reporter ist während der 
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Durchführung erheblichem Stress ausgesetzt. Am wahrscheinlichsten wird der Stress, welcher 

mRFP1 induziert durch einen Nährstoffmangel [1368] oder Dehydration [1371] ausgelöst. Ebenso 

ist die SA beider Dokumentationen aufgrund der heterogenen Signalverteilung sehr groß. Dies 

reduziert die Zuverlässigkeit der Ergebnisse. 

Diagramm 26: Die Darstellung im Box-Plot zeigt die Verteilung der Signalstärken von mRFP1 innerhalb 

der mit RGB-S Reporter befüllten Kavitäten der beiden mikrostrukturierten Glasträger. Werte, die 

außerhalb des anderthalbfachen IQR liegen, werden als statistische Ausreißer betrachtet. 

Der toxische Effekt von MP196 kann von dem RGB-S Reporter innerhalb der Kavitäten des 

Glasträgers nach Abspaltung der Peptide von dem Polymer durch die Expression von mRFP1 

nachgewiesen werden. Dieser erste Versuch zeigt aber größere Störquellen auf, welche die 

Qualität des Ergebnisses beeinflussen. Die Information über diese Störquellen kann in Zukunft 

dazu verwendet werden, um entsprechend Maßnahmen zu ergreifen, damit diese beseitigt 

werden können. Aufgrund des großen Aufwands und mangelnder Zeit konnte kein weiterer 

Versuch durchgeführt werden. 
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5 Zusammenfassung 

In Substitutionsanalysen von mehreren Seren gegen das Epitop ‚HYVPEFKGSLPAPRV‘, 

konnte nach Sekundärfärbungen gezeigt werden, dass fast alle IgG und ungefähr die Hälfte 

aller IgA eine Affinität zu diesem Epitop besitzen. Alle Sekundärfärbungen zeigen einen sehr 

ähnlichen Antikörper-Fingerabdruck mit essenziellen Aminosäuren, welche fast immer an 

denselben Positionen zu beobachten sind. In der Signalstärke dieser Substitutionsanalyse 

konnte leidglich ein signifikanter Unterschied zwischen Personen mit und ohne bekannten 

Allergien festgestellt werden.  

Durch eine Affinitätschromatographie wurde der auf das Epitop ansprechende Antikörper aus 

mehreren Personen erfolgreich isoliert. Hierbei wurden Diskrepanzen in der Signalstärke 

einzelner Peptidspots von Substitutionsanalysen zwischen Eluat und Serum festgestellt, 

welche zur Annahme führen, dass sich die hypervariablen Regionen der eluierten Antikörper 

in Nuancen unterscheiden. Diese Diskrepanzen führen zu einer unterschiedlichen 

Retentionszeit der in der Elution befindlichen Antikörper. Die exakten Unterschiede in den 

Retentionszeiten sind individuell von den Testpersonen abhängig und können so groß sein, 

dass davon auszugehen ist, dass mehrere Antikörper mit ähnlichem, aber nicht gleichem 

Paratop aufgereinigt wurden. Ist die Affinität des Antikörpers gegenüber dem Epitop in der 

stationären Phase zu groß, reduziert das die Ausbeute von funktionsfähigen Antikörpern 

drastisch. Ein Anteil der gebundenen Antikörper kann auch nach mehrfacher Elution nicht von 

der stationären Phase getrennt werden.  

Eine Charakterisierung des Antikörpers ergibt, dass sich im Eluat Antikörper befinden, welche 

schwere konstante Ketten besitzen, die mit IgG1, IgG2, IgA1 und IgM assoziiert werden 

können. Alle diese Antikörper besitzen eine leichte konstante Kette des κ-Isotyps. Durch MS 

analysierte Eluate zeigen unterschiedliche Möglichkeiten für variable Ketten. Dies spricht 

dafür, dass sich im Gemisch tatsächlich unterscheidbare Antikörper mit abweichender 

Zusammensetzung befinden. Insgesamt ist die Auswahl an potentiellen Antikörpern aber 

geringer, als es eine zufällige Selektion von Antikörpern vermuten lassen würde. Als 

wahrscheinlichste Treffer für Anti-Emp-IgG wird in dieser Analyse die schwere variable Kette 

3-48 und die leichte variable Kette 2-28, beziehungsweise 2-28D angenommen. 

Die Interaktion von Antigen und Antikörper konnte sowohl in vitro, als auch in situ am Wildtyp 

bewiesen werden. Hierbei hat sich gezeigt, dass Anti-Emp den Wildtyp nicht mehr binden 

kann, wenn die Sequenz im Epitop des Antigens abweicht. In beiden Nachweisen haben 

Immunglobulin-bindende Proteine starke Störsignale während der Analyse erzeugt, welche 

durch die Zugabe von unspezifischen Antikörpern reduziert werden konnten.  
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Im Funktionsnachweis in vivo wurde tatsächlich ein hemmender Effekt von Anti-Emp gegen 

ATCC® 25904™ beobachtet. Dieser Effekt konnte sowohl bei 168L, als auch bei USA300 nicht 

nachgewiesen werden. 168L besitzt ein vom Epitop des Antikörpers marginal abweichendes 

Antigen und USA300 eine deutlich größere Virulenz als ATCC® 25904™. Dies ist ein starker 

Hinweis darauf, dass die individuelle Virulenz der Staphylokokken einen starken Einfluss auf 

die Effizienz der Effektorfunktion von Anti-Emp hat. Die Ergebnisse deuten sogar darauf hin, 

dass der Antikörper in Abhängigkeit von der Virulenz einen gegenteiligen Effekt besitzen 

könnte. Interessanterweise wurde im Rahmen dieser Dissertation eine signifikante Reduktion 

der KbE beobachtet, wenn USA300 mit ApoA1 opsonisiert und anschließend neutrophilen 

Zellen ausgesetzt wird. 

Ein Phagen-Display des Epitops ergab in einer Bibliothek, bestehend aus 1 Bill. naiver 

B-Zellen nur sechs tatsächliche Treffer, von denen keiner dieselbe Spezifität oder Affinität des 

Anti-Emp-Antikörpers zeigt. Die Immunogenität des Epitops ist daher sehr schwach und eine 

zufällige Auswahl des Antikörpers sehr unwahrscheinlich. Erste Versuche, 

B-Gedächtniszellen, welche diesen Antikörper exprimieren, zu isolieren, haben kein 

schlüssiges Ergebnis erzielt.  

Die Detektion von stochastischen generierten und antibakteriellen Substanzen durch den 

RGB-S Reporter ist möglich. Allerdings benötigt die Implementierung noch mehr 

Entwicklungszeit. 
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6 Diskussion 

Die Beziehung zwischen dem Menschen und Staphylococcus aureus als Pathogen und die 

Suche nach einem wirksamen Impfstoff gegen das Pathogen sind prominente Themen, welche 

die Forschung schon seit Jahrzehnten beschäftigt. Dementsprechend gibt es eine große 

Menge an Informationen, welche zum Vergleich und zur Interpretation der Ergebnisse dieser 

Dissertation herangezogen werden können.  

Betrachtet man die große Bandbreite und Titer von gegen Staphylokokken gerichteten 

Antikörpern in den Seren einer größeren Population, so zeigen nur etwa 6,8 % davon ein 

niedrigen oder keinen Antikörpertiter gegen Staphylococcus aureus [252]. Insofern ist es nicht 

außergewöhnlich, dass fast jede Person über den Anti-Emp-Antikörper verfügt. Bei 

besiedelten Personen ist die Menge der gegen das Bakterium gerichtete Antikörpern im 

Durchschnitt um 40,0 % höher als bei Personen ohne Besiedlung [252]. Speziell die Antikörper, 

welche gegen Emp gerichtet sind, zeigen bei der Antikörperklasse IgG einen stark erhöhten 

Titer bei Nichtrauchern, wenn sie mit Rauchern verglichen werden [252]. IgA, die dieses Protein 

binden, gehören durchschnittlich zu den zehn häufigsten Antikörpern, welche von Personen 

gegen Staphylococcus aureus ausgebildet werden und erreichen bei Männern 

vergleichsweise einen deutlich höheren Titer als bei Frauen [252]. In den Sekundärfärbungen 

der Substitutionsanalysen auf den Mikroarrays hat sich jedoch keine dieser Tendenzen 

gezeigt. Der einzige signifikante Unterschied beim Vergleich der GFI innerhalb der 

Testpopulation ist, dass Personen mit einer starken Signalstärke vermehrt unter Allergien 

leiden. Da für Staphylococcus aureus bekannt ist, dass sie Allergien im Wirt fördern 

können [1027,1028], kann das ein Hinweis darauf sein, dass Anti-Emp ein Indikator für eine durch 

Staphylokokken geförderte Allergie ist. Zu beachten ist allerdings, dass in der Färbung nur 

eine eingeschränkte Gruppe von Anti-Emp-Antikörpern untersucht wird, welche das Epitop 

‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ binden. Es besteht die Möglichkeit, dass noch weitere Anti-Emp-

Antikörper existieren, welche ein anderes Epitop des Proteins ansprechen und nicht durch die 

Mikroarrays detektiert werden können. Auch ist die Bestimmung der GFI durch 

Substitutionsanalysen ungenauer als andere Methoden, wie beispielsweise eine 

Titerbestimmung des Antikörpers. Außerdem ist der Stichprobenumfang in dieser Arbeit 

deutlich geringer als in statistischen Untersuchung mit größerem Umfang, wie beispielsweise 

in der Publikation von Meyer et al. (2021) [252]. Die Ergebnisse dieser Dissertation lassen sich 

deshalb nur schwer mit denen von anderen Publikationen vergleichen. 

Die der Affinitätschromatographie folgenden Substitutionsanalysen der Elutionen zeigen, dass 

sich in der Affinität Unterschiede zwischen dem Serum und den daraus aufgereinigten 

Antikörpern ergeben können. Diese Unterschiede reichen von kleineren Varianzen in der 
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Signalstärke einiger Substitutionen in nicht-essenziellen Positionen bis hin zu größeren 

Unterschieden an essenziellen Aminosäuren des Epitops. Die Größe der Varianz ist hierbei 

von der individuellen Person abhängig. So zeigen die gegen das Epitop 

‚HYVPEFKGSLPAPRV‘ gerichteten Anti-Emp-Antikörper bei einigen Personen eine schmale 

Bandbreite an Nuancen in der Affinität, welche sich auch auf die individuelle Retentionszeit 

innerhalb der stationären Phase auswirkt. Bei einer anderen Person ist die Bandbreite 

wiederum so groß, dass deutliche Unterschiede in den Signalstärken der Peptidspots mit 

Substitutionen an essenziellen Positionen zu sehen sind. Bei diesen Personen ist davon 

auszugehen, dass sie über mehrere Antikörper verfügen, die zwar das gleiche Epitop binden, 

diese aber aufgrund ihrer abweichenden Retentionszeit während einer 

Affinitätschromatographie voneinander getrennt werden. Das Epitop all dieser Antikörper ist 

sich daher sehr ähnlich, besitzt aber immer noch eine zufällige Komponente, welche bei jeder 

Person über die Bandbreite der individuellen Nuancen und Unterschiede entscheidet. Die 

Existenz dieser Bandbreite an Antikörpern kann durch die somatische Hypermutation bedingt 

sein. Da die involvierten B-Zellen innerhalb dieses Entwicklungsschrittes um das 

Überlebenssignal der T-Zellen konkurrieren [51], ist es möglich, dass sich mehr als eine 

Variante eines Antikörpers entwickelt, welche das Antigen gut binden kann. So können analog 

zueinander mehrere B-Zellen mit abweichenden Mutationen in der variablen Domäne erzeugt 

werden, welche die Überlebenssignale in ähnlicher Menge empfangen. 

Der Ursprung des Anti-Emp-Antikörpers kann nicht genau ermittelt werden, da seine 

Eigenschaften die Kriterien von mehreren B-Zell-Typen erfüllen. Die Spezifität des Antikörpers 

spricht für einen T-Zell-abhängigen Entwicklungsprozess, in welchem diese durch somatische 

Hypermutation optimiert wird [38,51]. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse des Phagen-

Displays aber, dass naive B-Zellen nur sehr selten auf das Antigen reagieren und eine hohe 

Kreuzreaktivität besitzen. Eine starke Konservierung und die Unveränderlichkeit des 

Antikörpers in mehreren Personen wiederum sind Eigenschaften, welche hauptsächlich von 

T-Zell-unabhängigen Immunantworten und unkonventionellen B-Zellen bekannt sind [51]. 

Unkonventionelle B-Zellen bilden bevorzugt Antikörper aus, welche über schwere variable 

Ketten aus der Genfamilie VH3 [328] verfügen und die als IgG den Subtyp IgG3 besitzen [349,350]. 

Entsprechend den Ergebnissen aus der MS erfüllt der Antikörper zumindest eine dieser beiden 

Kriterien. Natürliche Antikörper zielen aber normalerweise auf Membranbausteine ab [329,330] 

und besitzen für gewöhnlich nur eine sehr schwache Affinität [51].  

Sowohl Plasma-Gedächtniszellen [232,239], als auch unkonventionelle B-Zellen [311,312] sind in der 

Lage, Antikörper zu sekretieren, und könnten somit den Titer im Serum erklären. In einer 

Publikation von Graf et al. (2019) wurde gezeigt, dass konventionelle, gereifte B-Zellen unter 

den richtigen Bedingungen zu unkonventionellen Zellen konvertiert werden können [354]. 
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Stimmt diese Beobachtung, ist die bisher bekannte Unveränderlichkeit des Bestandes an 

natürlichen Antikörpern nicht gegeben. Eine B-Zelle, welche einen Antikörper mit guter 

Spezifität und Affinität gegen ein Antigen produziert, könnte somit zu einer unkonventionellen 

B-Zelle konvertiert werden und daraufhin natürliche Antikörper sezernieren. Findet diese 

Konvertierung in beide Richtungen statt, ist es sogar möglich, dass sowohl konventionelle als 

auch unkonventionelle B-Zellen, welche Anti-Emp sezernieren, zur gleichen Zeit bestehen 

können. 

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass die unterschiedlichen Populationen von B-Zellen 

deutlich zahlreicher und komplexer sind als angenommen [1431]. Es ist somit auch möglich, dass 

die Produktion des Anti-Emp-Antikörpers von B-Zellen vollzogen wird, über die zu dem 

aktuellen Zeitpunkt in der Forschung noch wenig bekannt ist. Tatsächlich gibt es doppelt 

negative B-Zellen, welche sich morphologisch von den konventionellen B-Zellen kaum 

unterscheiden. Diese B-Zellen präsentieren an ihrer Oberfläche weder IgD, noch CD27 [1431]. 

Ein solcher Zelltyp wird von Fecteau et al. (2006) beschrieben und als Gedächtniszelle 

identifiziert [1440]. Die Forschungsgruppe beschreibt hierbei, dass dieser Zelltyp bis zu 4,0 % 

aller peripheren B-Zellen und etwa 27,0 % aller IgG exprimierenden Zellen ausmacht. Sie 

besitzen eine große strukturelle Ähnlichkeit mit normalen B-Gedächtniszellen und zeigen eine 

ähnliche Antigenselektion. Sie unterscheiden sich aber wesentlich in ihrer Mutationsrate und 

in der Expression von IgG-Subtypen. Die meisten der doppelt negativen B-Zellen zeigen nur 

eine marginal kleinere Mutationsrate als konventionelle B-Gedächtniszellen, aber ein Anteil 

von 13,7 % zeigt keine oder eine einzige Mutation in der Sequenz ihres Antikörpers. Bei der 

Expression in den Subtypen zeigt sich bei den doppelt negativen Zellen eine deutliche 

Verschiebung zu dem Isotyp IgG3, während konventionelle B-Zellen deutlich öfter IgG2 

exprimieren. Fecteau et al. (2006) vermuten aufgrund dieser Unterschiede, dass diese beiden 

B-Zell-Populationen unterschiedliche Funktionen besitzen und sich in ihrer Herkunft 

unterscheiden [1440]. Bezugnehmend auf Vermutungen anderer Wissenschaftler [1441-1443], 

stellen sie die Hypothese auf, dass es sich bei dieser Population um kurzlebige 

B-Gedächtniszellen handelt, welche sich schnell nach einer Primärinfektion bilden [1440]. Der 

Mangel an CD27 erschwert die Kommunikation dieser Zellen mit anderen B- oder 

T-Lymphozyten [1444] und ihre Differenzierung zu Plasmazellen [1445]. Dementsprechend macht 

es diese Zellen aber auch unabhängig von der entsprechenden Inhibition, welche durch eine 

Interaktion zwischen CD27 und CD70 erzeugt werden kann [1446]. Zusätzlich zu der von 

Fecteau et al. (2006) [1440] beschriebenen Population an doppelt negativen B-Zellen wurden 

noch weitere, gewebespezifische B-Gedächtniszellen entdeckt, welche kein CD27 

präsentieren und eine niedrige Mutationsrate aufweisen [1447]. Aufgrund der niedrigen 

Mutationsrate, durch welche diese Zellen definiert werden, besteht eine erhebliche 

Wahrscheinlichkeit, dass der Ursprung des Anti-Emp-Antikörpers eine doppelt negative 
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B-Gedächtniszelle sein könnte. Tatsächlich ist die Rolle dieser Zellen in der Immunabwehr 

aber noch größtenteils unbestimmt [1448]. Neue aufgrund der SARS-CoV-2-Pandemie 

erworbene Erkenntnisse zeigen allerdings, dass sie mit großer Wahrscheinlichkeit an der 

Antigenpräsentation und der Sezernierung sowohl von Chemo- und Zytokinen als auch von 

gegen den Körper gerichteten Antikörpern beteiligt sind [1449]. Es ist daher nicht 

auszuschließen, dass sich aus diesen B-Gedächtniszellen auch Plasma-Gedächtniszellen 

entwickeln können, welche einen Antikörpertiter im Blut erzeugen können.  

Weiterhin bleibt es ein großes Rätsel, warum die Antikörper-Fingerabdrücke von Anti-Emp-

Antikörpern in den Substitutionsanalysen von jedem getesteten Serum eine so große 

Ähnlichkeit besitzen. Die Selektion von Antikörpern basiert normalerweise auf Zufall [51], aber 

die bisherigen Beobachtungen bezüglich dieses Antikörpers widerspricht diesem 

Lehrbuchwissen. Aus aktueller Literatur lassen sich vier Theorien zusammenfassen, welche 

die große Ähnlichkeit in den Antikörper-Fingerabdrücken erklären können.  

Nach der ersten Theorie bietet Emp das Epitop des Anti-Emp-Antikörpers bevorzugt an, wenn 

es eines seiner Konjugate gebunden hat. Tatsächlich wurde dies bereits bei dem MSCRAMM 

FnBPA, welches ähnliche Liganden besitzt, beobachtet [1119-1121,1450]. Wenn diese Theorie 

zutrifft, ist aber die Frage offen, warum sich nicht auch FnBPA in der Arbeit von Frau Weber 

als hervorstechendes Epitop gezeigt hat [42]. Eine mögliche Erklärung hierfür ist eine 

unterschiedliche Immunogenität der beiden Proteine. Zumindest aber für IgA ist die 

durchschnittliche Produktion von Antikörpern bei beiden Antigenen ähnlich [252].  

Nach der zweiten Theorie ist anzunehmen, dass der Antikörper gegen dieses Protein schon 

so oft die hypersomatische Rekombination durchlaufen hat, dass die involvierten B-Zellen das 

beste gegen dieses Protein gerichtete Epitop entwickelt haben. B-Gedächtniszellen können 

die somatische Hypermutation bei jeder nachfolgenden Infektion noch einmal durchlaufen [51]. 

Maßgeblich hierfür ist allerdings, dass die entsprechenden Gedächtniszellen aktiviert werden. 

Sowohl Holtfreter et al. (2010) [288], als auch Bröker et al. (2011) [250] gehen von subtilen 

Interaktionen zwischen Pathogen und Wirt aus, welche ausreichend sind, um eine Antikörper-

erzeugenden Immunreaktion auszulösen. Das Alter der Testpersonen ist innerhalb dieser 

Dissertation relativ ähnlich. Wenn man sich vergegenwärtigt, dass Staphylokokken schon sehr 

früh mit einem Menschen in Kontakt kommen [413] und Plasma-Gedächtniszellen sich schon in 

sehr jungem Alter entwickeln können [1451] gibt es ein großes Zeitfenster, in dem solche subtilen 

Reaktionen passieren könnten. Allerdings müsste es in diesem Fall zwischen besiedelten 

Personen und Personen ohne Besiedlung einen sichtbaren Unterschied geben, der bei den 

Versuchen zu dieser Dissertation aber nicht festgestellt werden konnte.  



 

257 

Entsprechend der dritten Theorie ist es möglich, dass die Ausbildung der Antikörper nicht 

durch den Menschen, sondern durch das Bakterium geprägt wird. Staphylococcus aureus 

besitzt ein großes Repertoire an Virulenzfaktoren, mit denen es Immunzellen zu seinem Vorteil 

manipulieren kann [603,914,915]. Daher ist es nicht ausgeschlossen, dass die Ähnlichkeit des 

Antikörper-Fingerabdrucks innerhalb einer großen Population durch einen weiteren 

Virulenzfaktor des Bakteriums verursacht wird, um das Immunsystem zu unterwandern. Damit 

dies allerdings evolutionär Sinn ergibt, müsste die Produktion des Antikörpers einen 

nachteiligen Effekt für den Wirt verursachen. Ob dies der Fall ist, wird weiter unten im Text 

zusammen mit der Funktion des Anti-Emp-Antikörpers diskutiert. 

Die letzte mögliche Theorie nimmt an, dass die Erbinformation des Antikörpers von einer 

Generation auf die nächste übertragen wird. Eine solche Vererbung ist zwar bei dem 

Menschen noch nicht bekannt, aber tatsächlich wurde sie bereits bei Pflanzen nachgewiesen. 

Diese können eine transgenerationale Immunität durch epigenetische Veränderungen ihres 

Erbguts erreichen [1452]. Bei Menschen selbst sind bereits epigenetische Veränderungen in 

Form von Histonmodifikationen bekannt, welche von der Mutter auf die nächste Generation 

übertragen werden [1453]. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass es auch bisher unbekannte 

Mechanismen gibt, welche eine Vererbung von Antikörpern ermöglicht. In einer Studie nach 

Xu et al. (2015) [1454] wurden in einem Hochdurchsatz-Screening die viralen Antikörper im 

Serum von 569 verschiedenen Menschen aus vier unterschiedlichen Kontinenten durch 

Epitope auf Peptiden untersucht. Eine der Beobachtungen innerhalb dieses Screenings ist, 

dass die antiviralen Antikörper von der Mehrheit der Testpersonen die gleichen 

immundominanten Peptide innerhalb bestimmter Antigene erkennen. Bei einigen Antigenen 

zeigten sich hierbei interkulturelle Unterschiede in der Spezifität der Antikörper. Xu et al. [1454] 

erklärt dieses Phänomen durch jeweilig endemische Virusvarianten und Polymorphismus der 

in der Immunantwort beteiligten Proteine. Die Beobachtung kann aber auch ein Indiz für 

vererbliche Antikörper darstellen. Ob ein solcher Mechanismus existiert, auf welche Art und 

Weise er funktioniert und nach welchen Kriterien Antikörper für eine mögliche Vererbung 

selektiert werden könnten, bleibt allerdings Spekulation. 

Durch weitere massenspektrometrische Analysen [1455] von Anti-Emp-Antikörpern aus zwei 

weiteren Spendern haben sich die schwere variable Kette 3OR16-9 und die leichte variable 

Kette 2D-28 und 2-28 als die wahrscheinlichsten Bestandteile der Antikörper bestätigt. Diese 

Daten ergänzen sich mit denen, welche in Kapitel 4.3.3 „Massenspektrometrische Analyse 

des Anti-Emp-Antikörpers“ beschrieben werden. Dies ist ein starker Hinweis dafür, dass 

nicht nur das Epitop, sondern auch die Struktur des Antikörpers bei mehreren Personen 

identisch ist. Diese Beobachtung müsste aber zunächst mit einer größeren Anzahl von 

Stichproben aus unterschiedlichen Spendern überprüft werden. In dem Fall, dass sich die 
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Beobachtung bestätigt, ist eine zufällige Selektion von Anti-Emp auszuschließen. Die geringe 

Trefferquote im Phagen-Display hebt hervor, mit welcher Seltenheit naive Zellen mit genau 

diesem Epitop übereinstimmen. Aufgrund dieser geringen Immunogenität besteht die 

Möglichkeit, dass diese variablen Ketten die beste Grundlage für die hypervariablen Regionen 

bieten, um genau dieses Epitop zu binden. Unterstützt wird diese Annahme durch die 

ubiquitäre Existenz von Antikörpern gegen bestimmte Pathogene. Die Diversität der in der 

somatischen Rekombination ausgewählten Gene dieser Antikörper ist für die variablen Ketten 

eingeschränkter, als eine zufällige Selektion vermuten lassen würde [1456-1458].  

Die Effektivität des Anti-Emp-Antikörpers darin, das natürliche Immunsystem in der 

Bekämpfung der Staphylokokken zu unterstützen, konnte für einen Bakterienstamm mit 

niedriger Virulenz (ATCC® 25904™) und passendem Epitop des Emp gezeigt werden. 

Unterscheidet sich das Antigen des Wildtyps (168L) oder hat der Bakterienstamm eine größere 

Virulenz (USA300), bleibt dieser Effekt aus oder kehrt sich sogar um. Die Virulenz spielt also 

in der Effektivität des Antikörpers eine entscheidende Rolle, eine Beobachtung, welche auch 

schon für andere Antikörper von weiteren Publikationen bestätigt wurde [1459,1460]. Eine 

generelle Interaktion von 168L mit den HL-60 Zellen und den getesteten Proteinen ist sehr 

gering, was vermuten lässt, dass es nur einen geringen Bezug zwischen 168L und dem 

Menschen als Wirt gibt. Die Phagozytose von opsonisierten Staphylokokken erfolgt innerhalb 

von 15 Minuten und der respiratorische Schub erst eine halbe Stunde danach [152]. Es ist daher 

nicht zwingend die ausbleibende Phagozytose, sondern eher die mangelnde Tötungseffizienz 

von HL-60 Zellen, weshalb USA300 überlebt [195,873]. Des Weiteren hat sich in den Ergebnissen 

der Arbeit eine große Differenz im Anteil der Immunglobulin-bindenden Proteinen zwischen 

ATCC® 25904™ und USA300 gezeigt. Dies ist ein Hinweis darauf, dass diese Proteine einen 

wesentlichen Beitrag darin leisten, die Staphylokokken vor dem humoralen Immunsystem zu 

schützen. 

Über die Virulenz hinaus besitzen USA300 und ATCC® 25904™ noch weitere, wesentliche 

Unterschiede. Beispielsweise besitzt USA300 keine Kapsel aus Polysacchariden [1130], welche 

normalerweise darin involviert ist, eine Opsonisierung zu verhindern [787,788]. Da dieser 

Bakterienstamm einer der erfolgreichsten pathogenen Staphylokokken ist, liegt die Vermutung 

nahe, dass er andere Möglichkeiten gefunden hat, um eine Opsonisierung zu verhindern [1461], 

diese keinen Einfluss mehr auf seine Überlebensfähigkeit hat, oder er sie sogar zu seinem 

Vorteil ausnutzen kann. Der Bakterienstamm ATCC® 25904™ besitzt zusätzlich zu seiner 

reduzierten Virulenz defektes FnBPA, was ihm eine Internalisierung in Wirtszellen erschwert 

und bei ihm deshalb zu einer geringeren Überlebenschance gegenüber neutrophilen Zellen 

führt [1462]. Ein wesentlicher Unterschied zwischen ATCC® 25904™ und USA300 ist, dass sich 

bei Ersterem eine Mutation in saeR stark auf dessen Expression von Leukotoxinen 
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auswirkt [1463]. Direkt nach dem Kontakt von neutrophilen Zellen und Staphylokokken kommt es 

zwischen beiden Partien bereits ohne eine Opsonisierung zum Austausch von toxischen 

Substanzen [617]. Durch die größere Expression von Leukotoxinen durch USA300, kann dieser 

die Anzahl an neutrophilen Zellen effektiver als ATCC® 25904™ reduzieren, bevor diese die 

Toxizität erwidern können. Diese Annahme lässt sich dadurch bestätigen, dass bereits die 

Zellen ohne die Zugabe von opsonisierenden Substanzen die Kolonienzahl von USA300 

deutlich weniger stark beeinflussen als die von ATCC® 25904™. Allerdings ist diese Erklärung 

noch nicht ausreichend dafür, einen gegenteiligen oder ausbleibenden Effekt des Anti-Emp-

Antikörpers auf USA300 zu begründen. Damit der Antikörper generell einen gegenteiligen 

Effekt erzielen kann, muss dieser die neutrophilen Zellen in ihrer Funktion einschränken, 

anstatt ihre Aktivität zu verstärken. Generell gab es schon die Beobachtung, dass diverse 

gegen Staphylococcus aureus gerichtete Antikörper die Effektivität von Immunzellen 

verschlechtern [298-300]. Ein ähnlicher nachteiliger Effekt kann bei Anti-Emp daher nicht 

ausgeschlossen werden. Das Antigen des Antikörpers wird in einer fibrillären Schutzschicht, 

welche neutrophilen Zellen abwehren soll, in der Zellwand des Bakteriums eingelagert [617]. Die 

Annahme, dass der Antikörper tatsächlich die Funktion der neutrophilen Zellen behindern 

kann, ist daher naheliegend. Anti-Emp würde in diesem Fall also als Köder für die neutrophilen 

Zellen dienen, welcher vermehrt unter nährstoffarmen Bedingungen exprimiert wird [621]. Bei 

ATCC® 25904™ würde diese Ablenkung lediglich zu einer verzögerten Phagozytose führen, 

diese aber nicht verhindern. Im Falle von USA300 wiederum würden die neutrophilen Zellen 

effektiv durch Leukotoxine zerstört werden, bevor sie auf die Staphylokokken einwirken 

können. Die zerstörten Zellen können dann anschließend von dem Bakterium als zusätzliche 

Nährsubstanz verwendet werden. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass die positive 

Auswirkung des Anti-Emp-Antikörpers auf USA300 eine große SA besitzt. Es ist daher 

möglich, dass der unterstützende Effekt des Antikörpers lediglich nivelliert und nicht umgekehrt 

wird. Auch in diesem Fall ist aber die erhöhte Expression an Leukotoxinen die 

wahrscheinlichste Erklärung für die abweichenden Ergebnisse dieser beiden 

Bakterienstämme. Für die generelle Durchführung des OPTA gilt es allerdings zu beachten, 

dass die Versuchsdauer eventuell zu kurz für die Staphylokokken ist, um die schützende 

Kapsel aus Fibrin auszubilden. Die Bakterien kommen erst durch die gemeinsame Kultivierung 

mit Zellen mit allen dafür notwendigen Ressourcen in Kontakt. Erste Strukturen können zwar 

schon nach einer Stunde beobachtet werden, aber eine volle Entwicklung dieses 

Schutzmechanismus kann bis zu vier Stunden dauern [701]. Hierbei ist aber nicht 

ausgeschlossen, dass Emp alleinig auf der Oberfläche von Staphylokokken oder früh 

entwickelte fibrilläre Strukturen bereits eine Behinderung der neutrophilen Zellen ermöglichen 

könnten. 
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Ein weiterer Aspekt, der bei der Auswertung der Ergebnisse des komplexen OPTA 

berücksichtigt werden sollte, ist der eventuelle Einfluss von ApoA1. Da das Protein durch die 

Affinitätschromatographie mit dem Antikörper aufgereinigt wurde, ist nicht auszuschließen, 

dass es mit dem Anti-Emp-Antikörper interagiert. Es kann die Aktivität von neutrophilen Zellen 

reduzieren [1421]. Aus diesem Grund ist es möglich, dass es als Komplex mit einem Antikörper 

die Immunreaktion gegenüber bestimmten Pathogenen attenuieren kann. Weitere Ergebnisse 

haben bereits gezeigt, dass ApoA1 nicht bei den Affinitätschromatographien aller 

Testpersonen isoliert wird [1455]. Diese Erkenntnis erschwert das Verständnis für die Interaktion 

zwischen Anti-Emp, ApoA1 und Emp noch weiter. 

Nachdem gezeigt wurde, dass Anti-Emp die Immunantwort gegen Staphylokokken zumindest 

bei einem Bakterienstamm mit einer niedrigen Virulenz verbessern kann, stellt sich die Frage, 

ob es sich als Antigen für einen Impfstoff eignet. Bei einer erfolgreichen Opsonisierung bindet 

der Antikörper auf der fibrillären Kapsel oder der Zellwand von Staphylokokken. Somit kann er 

dabei helfen, die neutrophilen Zellen in unmittelbarer Nähe der Bakterien zu konzentrieren. 

Schafft es der Staphylococcus aber, die neutrophilen Zellen zu zerstören, aus ihren 

Überresten den Schutz ihrer fibrillären Kapsel zu vergrößern [671] und sich von deren 

Überresten zu ernähren, ist er in der Ausführung seiner Effektorfunktionen ineffektiv. Nimmt 

man an, dass die neutrophilen Zellen nach einer Phagozytose nicht in der Lage sind, das 

Bakterium zu zerstören, so ist die generelle Effizienz eines opsonisierenden Antikörpers in 

Frage zu stellen, wenn dieser nur die Phagozytoseaktivität verstärkt [195,873]. Unterstützt wird 

diese Annahme dadurch, dass für diesen Zweck bereits bessere Antigene entdeckt wurden [294] 

und ein rekombinanter Emp-Antikörper bereits einmal ohne Erfolg im murinen Modell als 

passiver Impfstoff getestet wurde [626]. Auch tritt das Antigen des Anti-Emp-Antikörpers nicht 

vermehrt bei besiedelten Personen auf [252], zeigt keine relevante Immunogenität [249] oder ist 

vermehrt nach einer Infektion zu beobachten [38]. In der Summe dieser Aussagen ist es deshalb 

sehr unwahrscheinlich, dass der Anti-Emp-Antikörper in seiner aktuellen Form einen Beitrag 

in der menschlichen Immunabwehr gegen Staphylococcus aureus leistet.  

Als klassischer aktiver Impfstoff ist das Protein nicht als Antigen geeignet, da seine Antikörper 

nur eine bedingte Wirkung auf Bakterienstämme mit niedriger Virulenz zeigen. Bei der großen 

Relevanz, welche T-Zellen [907,919,1251] und Zytokine [441,1241,1242] in der Abwehr gegen 

Staphylococcus aureus spielen, ist es aber wahrscheinlich, dass er sich bei Zugabe der 

richtigen Adjuvantien als zuverlässiges Ziel für einen T-Zell-induzierten Impfstoff 

anbietet [1147,1230,1291]. Aufgrund der häufigen Expression des Proteins bestehen aber 

wahrscheinlich bei vielen Menschen schon bestehende T-Gedächtniszellen gegen das 

Antigen [1251], deren Funktionsfähigkeit bereits durch die Staphylokokken attenuiert wurde [899]. 

Der Impfstoff müsste also so konzipiert werden, dass er eine T-Zell-Population aktiviert, 
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welche sich in Unabhängigkeit des aktuellen Bestandes an T-Gedächtniszellen ausbildet [8]. 

Im Optimalfall könnte dieser Impfstoff eine kombinatorische Aktivierung von B- und T-Zellen 

fördern. 

In einem Versuchsdurchlauf, welcher als Beweis des Prinzips für die Detektion von 

antibiotischen Substanzen innerhalb eines stochastischen Arrays dient, wurde ein signifikanter 

Unterschied in der Signalstärke zwischen einem durch AmP gestressten Reporterstamm und 

einer Kontrolle gezeigt. Dies spricht dafür, dass der RGB-S Reporter für einen Einsatz in 

diesem System geeignet ist. Allerdings wurden beträchtliche technische Mängel beobachtet, 

welche die Qualität der Ergebnisse stark beeinflussen. Diese müssen behoben werden, bevor 

der Einsatz des RGB-S Reporters in einem stochastischen Array sinnvoll ist. Darüber hinaus 

gilt es zu beachten, dass es erhebliche Unterschiede zwischen dem aktuellen Reporterstamm 

und ESKAPE-Bakterien gibt. Escherichia coli zeigt je nach antibiotischer Substanz eine völlig 

andere Anfälligkeit, als Staphylococcus aureus [1464].  
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7 Ausblick 

Nachdem viele Informationen über die Anti-Emp-Antikörper gesammelt wurden, sind weiterhin 

wichtige Fragen offen, die es zu beantworten gilt. Gibt es nur einen einzigen oder mehrere 

Anti-Emp-Antikörper mit ähnlichem Epitop? Was ist der Ursprung dieses Antikörpers? Warum 

ist sowohl das Epitop, als auch die Struktur dieser Antikörper in verschiedenen Personen so 

ähnlich? Wieso versagt die Wirkung des Antikörpers mit steigender Expression von 

Leukotoxinen? Um diese Fragen zu beantworten, müssen weitere Untersuchungen des 

Antikörpers durchgeführt werden. 

Die Affinitätschromatographie zeigt Hinweise darauf, dass es bei manchen Personen mehr als 

einen Anti-Emp-Antikörper gibt. Diese Hinweise könnten über eine Titerbestimmung von Anti-

Emp durch einen enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) bestätigt werden. Hierbei 

könnten die Antikörpertiter von Anti-Emp in verschiedenen Seren gegenüber mehreren 

ähnlichen Epitopen bestimmt werden. Aus den Gemeinsamkeiten und Unterschieden der 

Ergebnisse verschiedener Seren könnte so sondiert werden, ob es sich um einen oder 

mehrere Antikörper handelt. Erste Versuche, ein Protokoll hierfür zu etablieren, zeigen aber 

nur mäßigen Erfolg [1465]. 

Da die Elution auch nachweislich IgM enthält, wäre es sinnvoll, diese Antikörperklasse auf 

seine Signale in der Substitutionsanalyse zu untersuchen. Ein Hervorgehen von IgM aus 

einem Keimzentrum mit einer ähnlichen Spezifität und Affinität wie bei den anderen beiden 

Antikörperklassen ist möglich, aber sehr unwahrscheinlich [186]. Wenn für IgM derselbe 

Antikörper-Fingerabdruck sichtbar ist, ist es nahezu auszuschließen, dass ein Keimzentrum in 

der Entwicklung dieser Antikörper involviert ist. Um Besonderheiten dieser Antikörper im 

Zusammenhang mit Kolonisierung und infizierten Patienten aufzudecken, müsste eine 

deutliche größere Personengruppe untersucht werden, um genug Stichproben für jeden 

möglichen Parameter vorweisen zu können. Diese Möglichkeit wird aber durch die hohen 

Kosten der PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays und einer mangelnden Verfügbarkeit 

entsprechender Seren eingeschränkt. 

Während die Ergebnisse des Funktionsnachweises durchaus aussagekräftig sind, könnten 

hier weitere Verbesserungen im Protokoll die Genauigkeit der Ergebnisse verbessern. Bisher 

wird nur die Tötungseffizienz von Zellen auf die Bakterien gezeigt. Um die toxische Wirkung 

von Staphylokokken auf die Zellen zu bewerten, könnte man zusätzlich die aus der 

gemeinsamen Kultivierung überlebenden Zellen quantifizieren. Hiermit könnte bestätigt 

werden, ob die Produktion von Leukotoxinen einen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse 

hat. Ebenso könnte der OPTA mit Deletionsmutanten von Staphylococcus aureus 
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durchgeführt werden. Eine Deaktivierung von Immunglobulin-bindenden Proteinen und 

Leukotoxinen würde die Komplexität des Versuches stark reduzieren. Hierbei müssten aber 

so viele Virulenzfaktoren ausgeschaltet werden, dass die Erzeugung einer geeigneten Mutante 

sehr unrealistisch ist. Außerdem würde durch eine solche Deaktivierung die tatsächliche 

Effektivität des Antikörpers verschleiert werden.  

In der aktuellen Durchführung des Assays selbst wird nicht zwischen phagozytierten und 

tatsächlich getöteten Bakterien unterschieden. Durch die in der Publikation von 

Lu et al. (2014) [150] vorgeschlagenen Verbesserungen werden internalisierte Bakterien befreit 

und gruppierte Bakterien sowie Aggregationen zwischen Zellen und Bakterien aufgelöst. 

Dadurch würde sich die tatsächliche Anzahl an toten Bakterien und somit die Wirkung des 

Anti-Emp-Antikörpers besser evaluieren lassen. Eine Verlängerung der gemeinsamen 

Kultivierungszeit von Bakterien und Zellen könnte ebenso die Genauigkeit der Ergebnisse 

verbessern, da somit gewährleistet wäre, dass die Bakterien der gesamten Dauer des 

respiratorischen Schubs ausgesetzt sind [1466]. Hierbei muss aber berücksichtigt werden, dass 

dies entsprechend auch für die Exposition der Zellen gegenüber Leukotoxinen gilt. 

Letztendlich kann die Funktion des Antikörpers und die Rolle von Leukotoxinen in der 

Interaktion zwischen neutrophilen Zellen und Staphylococcus aureus aber nur durch 

bildgebende Untersuchungen eindeutig nachgewiesen werden. In einem Versuchsaufbau 

ähnlich wie dem von Guggenberger et al. (2012) [617] könnte der direkte Einfluss von Anti-Emp 

anhand der Reaktion von Zellen und des jeweiligen Bakterienstamms beobachtet werden. 

Neuartige bildgebende Techniken, wie beispielsweise die Superauflösungsmikroskopie, 

könnten die Qualität entsprechender Ergebnisse zusätzlich aufwerten [1311]. 

Einer der größten Herausforderungen, die es zu bewältigen gilt, ist es, den Ursprung des 

Antikörpers aufzuklären. Um diesen zu finden, muss zunächst erforscht werden, wann und in 

welchem Zustand dieser Antikörper im Menschen entwickelt wird. Zu diesem Zweck wäre es 

hilfreich, das Serum einer einzelnen Person ab Geburt über einen längeren Zeitraum zu 

beobachten. Eine Substitutionsanalyse und Affinitätschromatographie könnte dabei helfen, 

den Ursprung des Antikörpers systematisch einzugrenzen. Das Serum der Mutter könnte 

hierbei in die Versuche mit einbezogen werden, um eventuelle Verwandtschaftsverhältnisse 

zu überprüfen. Bei der Bestimmung des Zeitpunktes müssen allerdings verschiedene Faktoren 

berücksichtigt werden. Eine Produktion von IgG und IgA ist bis zum sechsten Monat 

eingeschränkt [1467] und entwickelt sich erst bis zum sechsten Lebensjahr zur vollen Reife [1468]. 

Dies gilt auch für natürliche Antikörper, deren Expression sich in den beiden ersten 

Lebensjahren entwickelt [351]. Die Besonderheit ist hierbei, dass natürliches IgG die längste 

Entwicklungszeit besitzt [351]. Auch wurde beobachtet, dass die Ausbildung von spezifischen 

Antikörpern gegen Staphylococcus aureus, selbst bei einer Kolonisierung, nach Geburt sehr 
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lange dauern kann [293]. Die Titer von entsprechenden Antikörpern können aber bei einem Kind 

ohne Besiedlung und einem besiedelten Kind deutlich unterschieden werden [293]. Ergänzend 

muss berücksichtigt werden, dass sich die Entwicklung von T-Zellen im Verlauf des 

Wachstums verändert [1469], was einen Einfluss auf die Entwicklung von Anti-Emp haben 

könnte, wenn die Produktion des Antikörpers von einer T-Zelle abhängig ist. Die Komplexität 

der Reifung des Immunsystems könnte dabei helfen, den Ursprung von Anti-Emp genauer zu 

definieren.  

Ergänzend zu den Daten von Emp, wäre es hilfreich, weitere Antikörper zu untersuchen, 

welche dieselben Auffälligkeiten wie Anti-Emp besitzen. Frau Dr. Weber hat in Ihrer 

Dissertation bereits weitere Antikörper entdeckt, welche bei Substitutionsanalysen von 

mehreren Seren denselben Antikörper-Fingerabdruck zeigen [42,46,47]. Gemeinsame Parallelen 

zwischen diesen Antikörpern und Anti-Emp könnten bei der Aufklärung des Ursprungs helfen.  

Zur Überprüfung ob es eventuelle Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den Anti-Emp-

Antikörpern von verschiedenen Menschen gibt, wäre eine Isolation der mit der Produktion des 

Antikörpers zusammenhängenden B-Lymphozyten und eine Identifizierung der 

korrespondierenden DNA-Sequenz des Antikörpers aufschlussreich. Verbesserte Versuche 

zum Screening von korrespondierenden Zellen wurden bereits durchgeführt [1455]. Ob diese 

Versuche tatsächlich die gesuchten B-Zellen isoliert haben, muss aber noch geprüft werden. 

Darüber hinaus werden zum aktuellen Zeitpunkt Versuche von Kollegen unternommen, um die 

DNA-Sequenz durch Polymerase-Kettenreaktion anhand der bereits bekannten variablen 

Ketten zu identifizieren. Die Sequenz würde zum einen eine rekombinante Produktion des 

Antikörpers ermöglichen und somit analytische Experimente deutlich vereinfachen. Zum 

anderen könnten die gewonnenen Informationen mit bereits vorhandenen Datenbanken 

verglichen werden, um eventuelle Bezüge aufzudecken. Letztendlich wäre es sogar möglich, 

präzise Primer zu erstellen, um periphere mononukleäre Blutzellen verschiedener Personen 

auf die Anwesenheit und Diversität von Anti-Emp-Antikörpern zu untersuchen. Ergänzend 

hierzu könnte auch eine Suche nach korrespondierenden T-Zell-Rezeptoren bei der 

Aufklärung helfen. Mit dem Wissen, ob T-Zellen an der Selektion des Antikörpers involviert 

sind oder nicht, könnten die möglichen Kandidaten für den Ursprung von Anti-Emp bereits 

stark eingeschränkt werden. 

Alle Daten in dieser Dissertation sprechen dafür, dass eine zufällige Selektion von Anti-Emp-

Antikörpern nahezu unmöglich ist. Sollten durch weitere Forschungsergebnisse an diesem 

Thema neuartige Mechanismen entdeckt werden, welche eine Vererbung von spezifischen 

Antikörpern ermöglichen, würde das unser Verständnis über die Immunologie bahnbrechend 

verändern.  
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Während ein entscheidender Beitrag von Anti-Emp bei der Immunantwort gegen 

Staphylococcus aureus unwahrscheinlich ist, bleibt Emp ein interessantes Ziel für alternative 

Methoden. Das Protein wird vermehrt von Bakterienstämmen mit einer hohen Virulenz 

exprimiert und seine DNA-Sequenz ist gut konserviert [610]. Es ist sowohl an der Entwicklung 

von Biofilmen [622] als auch bei Abszessen[621] beteiligt und zeigt entsprechend der Ergebnisse 

dieser Arbeit eine gute Fähigkeit zur Bindung des Epitops und zur Opsonisierung des 

Pathogens. Befinden sich Staphylokokken in der Wirtsumgebung, wird Emp praktisch zu 

jedem Zeitpunkt exprimiert und bietet sich daher als zuverlässiges Ziel an [621]. Der Antikörper 

selbst könnte sich daher als gute Basis eignen, um Wirkstoffe gezielt in der Nähe von 

Abszessen und Biofilmen zu konzentrieren. Unter der Annahme, dass die Erbinformation der 

entsprechenden B-Zellen identifiziert werden kann, könnte dieser Antikörper rekombinant 

modifiziert werden, damit er bei der Bekämpfung gegen Staphylococcus aureus eine größere 

Effizienz besitzt. Die generelle Anfälligkeit des Antikörpers gegen Schutzmechanismen des 

Bakteriums könnte reduziert werden [1322]. Der Antikörper könnte mit Antibiotika oder Subtanz-

beladenen Nanopartikeln gekoppelt werden, wie es bereits bei anderen Antikörpern effektiv 

durchgeführt wurde [1233,1363]. Eine besondere Möglichkeit könnte sich hierbei bieten, den 

Aufbau der Fibrinkapsel und die durch Proteasen bedingte Dissemination [666,704,705] von 

Staphylococcus aureus zu verhindern. Zu diesem Zweck könnten entsprechende Wirkstoffe 

durch an den Antikörper gekoppelte Nanopartikel gezielt in den Infektionsherd gebracht und 

dort sezerniert werden. Alternativ wäre es auch möglich, Anti-Emp zu einem bivalenten 

Antikörper zu modifizieren [1319-1321], dessen zweites Antigen wichtige Komponenten in der 

Virulenz des Bakteriums neutralisiert. Ein gutes Beispiel hierfür sind Antikörper gegen 

Proteasen, welche deren Aktivität drastisch reduzieren können [1470]. Weitere geeignete Ziele 

zur Neutralisierung sind Superantigene, Toxine oder Phenol-lösliche Moduline, um deren 

Wirkung zu reduzieren. Während der Antikörper also in seiner klassischen Funktion nur einen 

geringen Beitrag leisten kann, bietet die Zuverlässigkeit, mit welcher er an seinem Antigen 

bindet, eine Grundlage für eine große Bandbreite an potentiellen Anwendungen. 

Das RGB-S Reportersystem synergiert sehr gut mit den mikrostrukturierten Glasträgern und 

hat großes Potential in stochastischen Arrays zur Anwendung zu kommen. Bevor dies 

allerdings möglich ist, müssen die starke Heterogenität und der Stress, der während der 

Prozedur auf den Bakterienstamm wirkt, reduziert werden. Kann das RGB-S Reportersystem 

zusätzlich auf ESKAPE-Bakterien angepasst werden, bietet es ein revolutionäres Werkzeug, 

um in sehr kurzer Zeit und mit geringem Kostenaufwand sehr viele neue und wirksame 

antimikrobielle Substanzen zu entdecken. Diese können dabei helfen, dem größer werdenden 

Mangel an antibiotischen Substanzen entgegenzuwirken [34,35]. Unabhängig davon zeigt die 

Befüllung der mikrostrukturierten Glasträger noch weitere Anwendungsmöglichkeiten. Da 

auch Zellen ohne Probleme und mit großer Effizienz in die Kavitäten gefüllt werden, bieten 
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sich weitere potentiellen Anwendung auf dem Gebiet der Lebenswissenschaften an. 

Beispielsweise können kurze Peptide auch als Kinase-Inhibitoren wirken [1471]. Solche 

Wirkstoffe finden ihre Anwendung in der Krebstherapie [1472]. Ein stochastischer Array könnte 

also zur Entdeckung neuer therapeutischer Wirkstoffe genutzt werden. 

Über die Hauptthemen hinaus wurden noch weitere Erkenntnisse in dieser Doktorarbeit 

gewonnen. Durch die Versuche, die Immunglobulin-bindenden Proteine abzuschwächen, 

wurden neue Proteininteraktionen in Staphylococcus aureus entdeckt, welche mit großer 

Wahrscheinlichkeit spezifisch Antikörper der Ziege immobilisieren. Durch die Vermischung von 

Emp und BSA hat sich gezeigt, dass sich diese beiden Proteine miteinander assoziieren und 

ein einzigartiges Muster an Banden in einer LDS-PAGE erzeugen. Die interessanteste 

Entdeckung ist allerdings, dass ein Sekundärantikörper gegen Anti-ApoA1 Immunglobuline im 

Serum markiert. Bisher ist keine Publikation bekannt, welche eine Interaktion von ApoA1 und 

Immunglobulinen beschreibt. Da dieser Fund in der Dissertation nicht detaillierter untersucht 

wurde, müssen die Ergebnisse allerdings mit großer Skepsis betrachtet werden und es bedarf 

diesbezüglich weitere Experimente, um diese zu bestätigen. Für ApoA1 wird eine Beteiligung 

in der Immunabwehr vermutet [1410] und sie können die Aktivität von neutrophilen Zellen 

drosseln [1421]. Werden diese Ergebnisse also bestätigt, könnten mit ApoA1 assoziierte 

Antikörper regulatorisch auf neutrophile Zellen wirken und ihre Aktivität gegen bestimmte 

Antigene inhibieren. Sie hätten sozusagen den gegenteiligen Effekt von gewöhnlichen 

Antikörpern und würden durch Opsonisierung eine Ruhezone für neutrophile Zellen schaffen.  
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8 Experimenteller Teil 

8.1 Material und Geräte 

8.1.1 Grundausrüstung 

Zur Grundausrüstung gehören essenzielle Laborgeräte, welche nicht zu analytischen Zwecken 

eingesetzt werden. Hierzu zählen Dampfsterilisatoren, Ein- und Mehrkanalpipetten, 

Eismaschinen, Gefrierschränke, Inkubatoren, Kühlschränke, Labornetzteile, Orbitalschüttler, 

pH-Meter, Rotationsverdampfer, Sicherheitswerkbänke, Thermoschüttler, Vortexer, Waagen, 

Wasseraufbereitungssysteme und Zentrifugen unterschiedlicher Hersteller sowie das Eis und 

ddH2O, das sie produzieren. Ebenso sind gewöhnliche Verbrauchsmaterialien, Gefäße und 

Werkzeuge von verschiedenen Herstellern der Grundausrüstung zugehörig. 

8.1.2 Messgeräte und Apparaturen 

8.1.2.1 1290 Infinity II Flüssigchromatographiesystem 

Das 1290 Infinity II Flüssigchromatographiesystem von Agilent Technologies wird zusammen 

mit der HPLC-Säule ZORBAX mit dem Säulenmaterial SB-C18, einer Porengröße von 80 Å, 

Partikelgröße von 5,0 µm, mit einer Länge von 250,0 mm und einem Innendurchmesser von 

4,6 mm als stationäre Phase zur Auftrennung der Peptidfragmente der enzymatisch verdauten 

Antikörper verwendet. Das integrierte Computerprogramm Intelligent System Emulation 

Technology vom Hersteller erlaubt es, die Prozessparameter und Gradienten festzulegen. 

Der Standort des Gerätes ist am Institut für Instrumentelle Analytik und Bioanalytik der 

Hochschule Mannheim und es wurde von Diego Yepes bedient. 

8.1.2.2 CanoScan 9000F 

Der Farbflachbettscanner CanoScan 9000F von Canon verfügt über eine Durchlichteinheit und 

eine weiße lichtemittierende Diode für sichtbares Licht als Beleuchtungsquelle. Die Scanfläche 

umfasst eine Fläche von 64 152,0 mm2 und der 12-zeilige Detektor mit CCD-Sensor kann 

Farbaufnahmen oder Vorschaubilder mit einer Auflösung von 25 bis 19 200 dpi scannen. Mit 

dem Gerät werden eingefärbte Polyacrylamid-Gele und Membranen aus PVDF digitalisiert und 

die daraus resultierenden Bilder lassen sich mit einer Datenbreite von bis zu 64 Bit in 

Graustufen- und 48 Bit im Farbformat als TIFF- oder JPG-Datei ausgeben.  

Der Standort des Gerätes ist in der Abteilung der funktionalen Genomanalyse am deutschen 

Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg. 
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8.1.2.3 DensiCHEK plus Densitometer  

Das Messgerät von BioMérieux kann die Trübung einer Flüssigkeit innerhalb eines konischen 

Gefäßes mit einem Durchmesser von 16,0 mm als MFU messen und ist in der Lage einen 

Probenblindwert zu speichern. Zur Messung wird ein Minimum von 1,0 mL benötigt und das 

Gerät kann einen Messwert zwischen 0,0 bis 4,0 MFU zuverlässig bestimmen. Durch den 

Trübungswert kann die Bakteriendichte innerhalb einer Suspension quantifiziert werden. 

Der Standort des Geräts befindet sich in der Abteilung für medizinische Mikrobiologie und 

Hygiene am Universitätsklinikum Heidelberg. 

8.1.2.4 Digitale Pumpe Reglo ICC 

Diese von Ismatec hergestellte Peristaltikpumpe verfügt über vier individuelle Roller. Durch 

MS/CA-Kassetten werden Schläuche des Typs Tygon® S3™ E-LFL mit einem 

reproduzierbaren Anpressdruck auf den Rollern befestigt. Die Drehrichtung, Motorleistung und 

resultierende Fließgeschwindigkeit jedes Rollers lässt sich individuell steuern und eine 

Laufzeit kann auf Zeit oder absolutes Volumen begrenzt werden. Durch die Pumpe wird die 

Fluidik innerhalb der Befüllungskammer gesteuert. 

8.1.2.5 DMLS Durchlichtmikroskop 

Das DMLS Durchlichtmikroskop von Leica besitzt eine Halogenbeleuchtung, um sichtbares 

Transmissionslicht zu erzeugen. Ebenso besitzt es eine handelsübliche Leuchtfeldblende, 

einen höhenverstellbaren Kondensor 0,9/1,3 mm Öl S1 mit Aperturblende sowie ein 

Okularpaar L Plan 10 x/20. In Tabelle 42 beschriebene Objektive sind im Objektivrevolver 

eingebaut und die Probe kann über den Probentisch in Richtung der X- oder Y-Achse bewegt 

werden. Mit Hilfe des Mikroskops wird die Dichte des Biofilms von Staphylokokken auf den 

Glasträgern der ibidi GmbH visuell überprüft. 

Tabelle 42: Auflistung aller Objektive, welche bei der Anwendung des DMLS Durchlichtmikroskop zur 

Verfügung stehen. 

Objektive 

Leica C Plan 10x/0,22 PH1 

Leica C Plan 20x/0,40 PH1 

Leica C Plan 40x/0,65 PH2 

Leica C Plan HI100 x/1,25 PH3 

Der Standort des Mikroskops ist in der Abteilung für medizinische Mikrobiologie und Hygiene 

am Universitätsklinikum Heidelberg. 
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8.1.2.6 Eclipse Ti 

Das Eclipse Ti ist ein modulares invertiertes Epifluoreszenzmikroskop von Nikon. Alle Module 

sind in Tabelle 43 aufgelistet. Zwei verschiedene Lichtquellen und Filterwürfel erlauben dem 

Mikroskop sowohl Bilder im Hellfeld als auch unter Anregung von verschiedenen Wellenlängen 

anzufertigen. Ein Filterwürfel besitzt hierbei zwei Bandpassfilter und einen dichroitischen 

Spiegel, die es ermöglichen das Anregungslicht einer sehr starken Lichtquelle einzugrenzen 

und gleichzeitig das von der Probe emittierte Licht zu filtern. Das Computerprogramm NIS-

Elements AR erlaubt eine digitale Steuerung aller Module und eine Fernsteuerung der 

Monochromkamera. Die Digitalbilder werden im ND2-Format ausgegeben und werden zur 

weiteren Bearbeitung konvertiert. Das Mikroskop wird dazu verwendet um Digitalaufnahmen 

von an einer Glasoberfläche adhärierten und mit Immunfärbung markierten Staphylokokken 

zu erzeugen. 

Tabelle 43: Module des Eclipse TI. 

Zubehör des Eclipse Ti 

CFI 10 x Okulare 

DS-Qi1Mc Monochromkamera mit bis zu 1,3 MPx 

Filterwürfel 

Nr. Anregungsfilter Bandbreite in 

[nm] 

Emissionsfilter 

Bandbreite in [nm] 

Umlenkung durch 

dichroitische Spiegel ab 

[nm] 

1. 352,0 bis 402,0 417,0 bis 477,0 415,0 bis 950,0 

2. 464,0 bis 499,0 516,0 bis 556,0 513,0 bis 950,0 

3. 540,0 bis 580,0 600,0 bis 660,0 595,0 bis ∞ 
 

Intensilight C-HGFIE mit einer C-LHGFI 130,0 W Quecksilberlampe und C-HGFIF15 

Quecksilber-Fluidleiter von Nikon als Lichtquelle für die Epifluoreszenz. 

Kondensorrevolver mit den Phasenkontrastfiltern PH1, PH2, PH3 

motorisierte Z-Achse 

Objektive 

Nikon 10 x/0,25 PH1 ADL  

Nikon Plan Fluor 20 x/0,5 PH1 DLL 

Nikon Plan Fluor 40 x/0,75 PH2 DLL 

Nikon Plan Fluor ELWD 20 x/0,45 DIC L/0-2 
 

TI-PS100W Netzteil zur Stromversorgung der im Mikroskop eingebauten 100,0 W starken 

Weißlichtlampe TI-DH Dia Pillar Illuminator. 
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8.1.2.7 Elmasonic S 100 H 

Das Elmasonic S 100 H von Elma Schmidbauer GmbH ist ein Ultraschallbad mit einem 

Volumen von 9,5 L und den Dimensionen 365,0 x 278,0 x 264,0 mm3. Es erzeugt ein 

Ultraschall bei einer Frequenz von 37 kHz und einer Ultraschall-Spitzenleistung von 600,0 W, 

was bei den vorhandenen Dimensionen einer Leistung von 8,0 mW/cm2 entspricht. Zusätzlich 

ist das Gerät in Intervallen von 5 °C mit einer Leistung von 600,0 W beheizbar, verfügt über 

eine Zeitschaltuhr und kann in einem Modus zur Entgasung von Flüssigkeiten eingesetzt 

werden. Dieses Gerät unterstützt die Reinigungsschritte der mikrostrukturierten Träger nach 

der Hydrophobierung. 

8.1.2.8 FACSCanto™ System 

Das FACSCanto™ von Becton Dickinson ist ein automatisiertes System für die klinische 

Durchflusszytometrie. Es verfügt über ein komplexes System aus Fluidik und Optik, welches 

in der Lage ist, eine präzise optische Analyse von einzelnen Zellen innerhalb einer flüssigen 

Probe durchzuführen. Die optischen Bauteile des Systems ermöglichen die Anregung von 

einzelnen Zellen durch zwei monochromatische Festphasenlaser. Sie bestehen aus einem 

Sapphire 488-20 von Coherent, mit einer Leistung von 20,0 mW, welcher eine Anregung bei 

488,0 nm erzeugt und einem 1144-P von JDS Uniphase mit einer Leistung von 17,0 mW, 

welcher eine Anregung bei 633,0 nm erzeugt. Die Emission der einzelnen Zellen wird über 

eine Aufstellung von dichroitischen Spiegeln auf den jeweiligen Detektor umgeleitet und von 

optischen Filtern eingegrenzt. Zusätzlich wird das Streulicht des Sapphire 488-20 zur Messung 

des Seitwärts- und Vorwärtsstreulichtes gesammelt und auf die entsprechenden 

Photoelektronenvervielfacher zur Detektion gelenkt. Alle Detektoren des Messgerätes sind in 

Tabelle 44 aufgelistet. Die Messparameter und Bedienung des Gerätes werden über das 

Computerprogramm FACSDiva™ von Becton Dickinson eingestellt und Messdaten werden 

manuell in dem Programm durch Gating eingegrenzt und anschließend als JPG-Datei 

extrahiert. Durch das Messgerät kann der Status der korrekten Zelldifferenzierung von HL-60 

Zellen überprüft werden. Ebenso wird es zur Detektion von immunmarkierten B-Zellen in 

behandeltem und unbehandeltem Vollblut verwendet. 
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Tabelle 44: Verfügbare Photoelektronenvervielfacher in Kombination mit den jeweiligen 

Anregungslasern. 

Photoelektronenvervielfacher 

Anregungslaser Detektion in [nm] 

Sapphire 488-20 Vorwärtstreulicht 478,0 bis 498,0 

Sapphire 488-20 Seitwärtstreulicht 478,0 bis 498,0 

Sapphire 488-20 r 515,0 bis 545,0 

Sapphire 488-20 r 564,0 bis 606,0 

Sapphire 488-20 > 670,0 

Sapphire 488-20 750,0 bis 810,0 

1144-P 650,0 bis 670,0 

1144-P 750,0 bis 810,0 

Der Standort des Systems ist in der Abteilung für medizinische Mikrobiologie und Hygiene am 

Universitätsklinikum Heidelberg. 

8.1.2.9 FLUOstar OPTIMA 

Der FLUOstar OPTIMA von BMG LABTECH ist ein Lesegerät für die elektronische 

Auswertung von Mikrotiterplatten. Der Detektor kann eine Absorption im Messbereich 

zwischen 0,0 bis 3,0 Abs, mit einer Genauigkeit von 1,0 x 10-2 Abs bestimmen. Das 

Detektionslimit der Fluoreszenz- und Lumineszenzintensität liegt bei 0,9 fmol 

beziehungsweise 50,0 amol/Kavität. Eine hochenergetische Xenon-Blitzröhre erzeugt Licht 

zur Messung der optischen Dichte, welches durch einen Monochromator in einem Spektrum 

von 240,0 bis 740,0 nm in monochromatisches Licht umgewandelt wird. In Kombination von 

bis zu acht BMG-10 Filtern in einem Filterrevolver wird das Licht zur Anregung von 

Fluorophoren begrenzt. Das von den angeregten Proben emittierte Licht wird von acht 

weiteren BMG-10 Filtern in einem zweiten Filterrevolver begrenzt. Alle im Gerät vorhandene 

Filter sind in Tabelle 45 aufgelistet. Eine integrierte Inkubationskammer mit Schüttelfunktion 

und Injektoren ermöglicht eine Kultivierung von Mikroorganismen innerhalb der Messfläche im 

Format einer Mikrotiterplatte und innerhalb eines Temperaturbereiches von 8 bis 45 °C.  

Inkubationsbedingungen, Messparameter und Empfindlichkeit der Detektion können durch 

das integrierte Computerprogramm festgelegt und automatisiert werden. Eine Ausgabe der 

Dateien erfolgt im XLS-Format. Durch das Gerät wird das Wachstum von Staphylokokken im 

Verlauf der Zeit bestimmt. 
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Tabelle 45: Ausgerüstete Filterräder mit jeweils vier von acht möglichen BMG-10 Filtern zur 

Begrenzung sowohl der Anregungs- als auch der Emissionswellenlängen im FLOUstar OPTIMA. 

BMG-10 Filter 

Anregungsfilter Bandbreite in [nm] Emissionsfilter Bandbreite in [nm] 

345,0 bis 365,0 450,0 bis 470,0 

534,0 bis 554,0 580,0 bis 600,0 

475,0 bis 495,0 510,0 bis 530,0 

574,0 bis 594,0 602,0 bis 622,0 

Der Standort des Gerätes ist in der Abteilung für medizinische Mikrobiologie und Hygiene am 

Universitätsklinikum Heidelberg. 

8.1.2.10 Impact II QTOF MS 

Der Impact II von Bruker ermöglicht die Flugzeit-Massenspektrometrie über quadrupole Stab-

elektroden. Damit sollen durch Ultrahochleistungsflüssigkeitschromatographie präparierte 

Peptide nach dem Verhältnis von Masse zu Ladung aufgetrennt werden. Die 

Messeinstellungen und angelegte Spannung werden über das Datenanalyseprogramm 

TASQ® von Bruker gesteuert und in Kombination mit dem Programm PEAKS DB von 

Bioinformatics Solutions Incorporated werden die Daten der Massenspektrometrie mit 

potentiellen Aminosäuresequenzen abgeglichen. 

Der Standort des Gerätes ist am Institut für Instrumentelle Analytik und Bioanalytik an der 

Hochschule Mannheim und die Messungen wurden von Diego Yepes durchgeführt. 

8.1.2.11 Innoscan 1100 AL 

Die Scanplattform von Innopsys kann kundenspezifische PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays in 

Fünfer und 16er-Konfiguration und mikrostrukturierte Glasträger auswerten. Durch ein 

eingebautes Beladungssystem werden die Träger zur eigentlichen Detektionskammer 

innerhalb des Gerätes transportiert. Zur Detektion kann der Glasträger von drei verschiedenen 

Lasermodulen gleichzeitig mit Licht bei 488,0, 532,0 und 635,0 nm angeregt und das emittierte 

Licht durch verschiedene, in Tabelle 46 beschriebene, Filter eingegrenzt werden. Das 

eingegrenzte Licht wird dann anschließend zur Auswertung von drei analogen 

Sekundärelektronenvervielfachern in ein elektronisches Signal umgewandelt. Die Plattform 

unterstützt bis zu sieben verschiedene optische Filter und kann Aufnahmen mit einer 

Auflösung von 0,5 bis 40,0 µm/Px auf einer Fläche von 22,0 x 74,0 mm2 anfertigen. Eine 

räumliche Lochblende ermöglicht einen Autofokus, der sich während der Aufnahme an die 

Oberfläche des Gerätes anpasst.  
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Laserintensität, Auswahl der Filter, Auflösung, Scangeschwindigkeit sowie Empfindlichkeit der 

Sekundärelektronenvervielfacher werden über die Software MAPIX gesteuert. Das aus dem 

Scan resultierende Bild wird als TIFF- oder BigTIFF-Datei ausgegeben. 

Tabelle 46: Filtermodule des Innoscan 1100 AL mit dazugehöriger Anregungswellenlänge. 

Verfügbare Filtermodule 

Nr. Mittenfrequenz des Bandpassfilters in [nm] Bandbreite in 

[nm] 

Anregungswellenlänge 

in [nm] 

1.  504,0 25,0 488,0 

2.  520,0 5,0 488,0 

3.  549,0 15,0 532,0 

4.  580,0 14,0 532,0 

5.  582,0 75,0 532,0 

6.  615,0 20,0 532,0 

7.  673,0 11,0 635,0 

8.  677,0 45,0 635,0 

Das Computerprogramm MAPIX ermöglicht es, die Bilder auszuwerten, indem es ein 

Selektionsgitter über die vorhandenen Signale legt. Es bestimmt sowohl Intensität als auch 

Hintergrundrauschen der einzelnen Ergebnisflächen innerhalb dieses Gitters entsprechend 

einer Datenbreite von 16 Bit in RFU. 

8.1.2.12 Invertiertes AE20 Phasenkontrastmikroskop  

Das AE20 von Motic verfügt über ein Quarz-Halogen-Beleuchtungssystem welches sichtbares 

Licht erzeugt und mit 30,0 W und 6 V betrieben wird. Es verfügt über ein 

Phasenzentrierteleskop, einen ELWD N.A 0.30 Kondensator mit Phasenschieber und WF 

10 X/20,0 mm Weitfeldokulare. Durch den Phasenregler kann das Mikroskop von Hellfeld auf 

die Phasenkontrastgrößen PH1, PH2 und PH3 eingestellt werden und durch einen 

Objektivtisch kann die Probe in Richtung der X- und Y-Achse manipuliert werden. Über einen 

Objektivrevolver wird das gewünschte Objektiv ausgewählt. Alle verfügbaren Objektive sind in 

Tabelle 47 aufgelistet. Durch das Mikroskop wird nach erfolgter Färbung mit Trypanblau die 

Anzahl von HL-60 Zellen innerhalb einer Kultursuspension bestimmt. 
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Tabelle 47: Auflistung der vier am Objektivrevolver eingebauten Objektive des invertierten 

Phasenkontrastmikroskops AE20. 

Objektive 

CCIS E Plan 4 x/0,1 EPL 

CCIS E Plan Phasenobjektiv 10 x/0,25 EPL PH 

CCIS E Plan Phasenobjektiv 20 x/0,4 LWD PH 

CCIS E Plan 40 x/0,65 EPL 

Der Standort des Mikroskops ist die Abteilung für medizinische Mikrobiologie und Hygiene am 

Universitätsklinikum Heidelberg. 

8.1.2.13 Jenway 7305 

Das Jenway 7305 von Jenway® ist ein Spektralphotometer für sichtbares und ultraviolettes 

Licht, welches durch eine Xenon-Lampe und einen Photoelektronenvervielfacher die 

Absorption in einem Spektrum zwischen 198,0 bis 1000,0 nm bei einer Bandbreite von 5,0 nm, 

einer Genauigkeit von 2,0 nm und einer Auflösung von 1,0 nm messen kann. Die Messung 

eines Probenblindwertes ist möglich und Messwerte werden innerhalb eines Messbereiches 

von -0,3 bis 2,5 Abs mit einer Genauigkeit von 1,0 x 10-2 Abs bestimmt. Ebenso kann das 

Photometer Konzentrationen in gängigen Einheiten mit einer einstellbaren Empfindlichkeit 

zwischen -300 bis 9999 SI messen. Messparameter und Bedienung des Gerätes werden über 

die integrierte digitale Anzeige gesteuert. Das Photometer wird zur Bestimmung der 

Peptidbeladung auf den mikrostrukturierten Glasträgern und zur Messung der 

Zellsuspensionsdichte von Synechocystis spec. verwendet. 

8.1.2.14 Muffelofen L24/11/B180  

Der von Nabertherm hergestellte Muffelofen hat eine Aufnahmeleistung von 3,5 W und besitzt 

drei keramische Heizplatten, welche ein Beheizen des Innenraums mit einem Volumen von 

24,0 L von drei verschiedenen Seiten ermöglichen. Die Temperatur im Ofen wird über Typ S-, 

K- und R-Sensoren geregelt und erreicht einen Maximalwert von 1100 °C. Durch den Ofen 

werden das Aushärten von Dichtungen aus dem Silikon Elastomer SYLGARD™ 184 

Polymethylmethacrylat, das Herstellen des Copolymers auf den mikrostrukturierten 

Glasträgern und das Schmelzen des Matrixpolymers SLEC PLT 7552 während der 

Hydrophobierung ermöglicht. 
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8.1.2.15 NanoDrop® 1000 Spektralphotometer 

Das von der PEQLAB Biotechnologie GmbH hergestellte Spektralphotometer ist darauf 

spezialisiert die Konzentration von DNA, RNA oder Proteinen innerhalb einer Flüssigkeit zu 

messen. Es kann die Absorption von sichtbaren Licht in einer Bandbreite von 

220,0 bis 750,0 nm mit einer Genauigkeit von 1,0 nm und einer Auflösung von 3,0 nm messen. 

Die Messung eines Probenblindwertes ist möglich und Konzentrationen werden innerhalb 

eines Messbereiches von 2,0 x 10-2 bis 75,0 Abs mit einer Genauigkeit von 3,0 x 10-3 Abs 

bestimmt. Als Lichtquellen dient eine gepulste Xenon-Lampe und eine Anreihung von 2048 

CCD-Elementen ermöglicht die Detektion von einer minimalen Konzentration von 2,0 ng/µL 

einzelsträngiger DNA. Als Besonderheit verfügt das Photometer über ein patentiertes 

Probehalterungssystem, welches auf Oberflächenspannung basiert und die Notwendigkeit 

eines Probengefäßes eliminiert. Dieses Prinzip erlaubt eine Probengröße von 1,0 µL und die 

Detektion von sehr konzentrierten Proben von bis zu 3,7 mg/mL DNA und 100,0 mg/mL 

Protein. Das Photometer wird zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Elutionen nach 

der Affinitätschromatographie verwendet. Der Standort des Gerätes ist in der Abteilung der 

funktionalen Genomanalyse am DKFZ in Heidelberg. 

8.1.2.16 Odyssey Classic Imaging System 

Die bildgebende Plattform von LI-COR Biosciences bietet eine breite optische 

Auswertungsmöglichkeit für Mikrotiterplatten, Membranen, Glasträger und Gelformate. 

Ausgestattet mit einem 25,0 x 25,0 cm2 großen Scanmodul mit Fokusversatz können 

Aufnahmen mit einer Auflösung von 338,0 bis 21,0 µm/Px in einem Abstand von bis zu 4,0 mm 

vom Modul entfernt aufgenommen werden. Als Lichtquelle kommen zwei 

Festkörperdiodenlaser zum Einsatz, welche gleichzeitig Proben mit Licht bei einer 

Wellenlänge von 685,0 und 785,0 nm anregen können. Ein eingebautes Mikroskopobjektiv mit 

dichroitischen Spiegeln kann emittiertes Licht von den Proben unter 750,0 nm und über 

810,0 nm mit zwei voneinander unabhängigen Detektoren empfangen. Durch das Programm 

Image Studio™ lässt sich die Empfindlichkeit der Detektion und der Fokusversatz einstellen 

sowie bestimmen, welche Dioden für die Anregung eingesetzt werden. Das als Ergebnis 

resultierende Bild wird als TIFF-Datei ausgegeben. Die Plattform wird dazu verwendet, um 

durch Immunfärbung eingefärbte Membranen und Glasträger auszuwerten und zu 

digitalisieren. 

Der Standort des Gerätes ist in der Abteilung der funktionalen Genomanalyse am DKFZ in 

Heidelberg. 
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8.1.2.17 Optisches Digitalmikroskop VHX-600 

Das von Keyence produzierte Mikroskop ist mit zwei Standard-Zoomobjektiven ausgerüstet. 

VH-Z20R arbeitet mit einer Vergrößerung von 20 bis 200 X und einem Arbeitsabstand von 

25,5 mm. VH-Z500R arbeitet mit einer Vergrößerung von 500 bis 5000 X und einem 

Arbeitsabstand von 4,4 mm. Das Mikroskop verfügt über eine effektive Auflösung von 

54,0 MPx und kann durch Digitalzoom auf dem integrierten 15 ″ Bildschirm theoretisch eine 

18 000-fache Vergrößerung mit Tiefenschärfe erreichen. Es ist in der Lage, Videos mit bis zu 

28 BpS aufzunehmen und kann eine Probe durch ein integriertes surjektives oder bijektives 

Beleuchtungssystem komplett ausleuchten. Durch das integrierte Computerprogramm lassen 

sich absolute Längen in einem dreidimensionalen Raum sowie Volumen und Winkel 

bestimmen. Das Mikroskop wird dazu verwendet, um Proben innerhalb der Kavitäten des 

mikrostrukturierten Glasträgers zu dokumentieren. 

8.1.2.18 Optisches System nach Clemens von Bojničić-Kninski [1435] 

Während seiner Dissertation hat Clemens von Bojničić-Kninski ein optisches System zur Ma-

krofotographie von Proben entwickelt. Das ganze System befindet sich auf einem optischen 

Tisch und wird von einem Mantel aus lichtundurchlässigen Stoffen umhüllt. Die Stoffe sind 

durch geklebte Magnetbänder an einem Rahmen aus Boschprofilen befestigt und verhindern 

den Eintritt von peripherem Licht in das optische System. Das optische System selbst besteht 

aus einem “Portal aus Boschprofilen”, einem Positioniertisch SCAN IM 130 x 100 von 

Märzhäuser Wetzlar mit motorisierten X- und Y-Achsen und einer motorisierten Linearachse, 

welche entweder selbst oder mit Stützen auf dem optischen Tisch befestigt ist. Auf der 

Unterseite des Portals ist ein PC-E Micro Nikkor 85,0 mm 1:2,8D Tilt-und-Shift Objektiv von 

Nikon montiert, welches das transmittierte oder emittierte Licht einer auf dem Positioniertisch 

befindlichen Probe einfängt. Das Licht wird anschließend durch einen Umlenkspiegel PF20-

03-P01 von Thorlabs, in die horizontale Ebene durch einen Langpassfilter und zwei Filterräder 

HSFW von Edmund Optics auf eine D810 Spiegelreflexkamera von Nikon umgelenkt. Die 

Spiegelreflexkamera ist auf einer motorisierten Linearachse platziert. Der Positioniertisch kann 

manuell mit einem Joystick Tango PCIe von Märzhäuser Wetzlar gesteuert werden.  

Ein spezifisch für das optische System entwickeltes Modul des 

Systementwicklungsprogrammes LabVIEW 2012 von NI™ erlaubt es, die steuerbaren 

Elemente innerhalb des optischen Systems zu konfigurieren. Zu diesen steuerbaren 

Elementen zählt eine 1-Achs-Positioniersteuerung PS 10 der Owis GmbH, welche eine digitale 

Steuerung der motorisierten Linearachse und dadurch eine grobe Fokussierung der 

Spiegelreflexkamera auf die Probe ermöglicht. Durch eine manuelle Bedienung des 

Fokusrings des Tilt-und-Shift-Objektivs lässt sich der Fokus präzisieren. Ein weiteres 

steuerbares Element bildet eines der beiden Filterräder, dessen Position durch das Modul 
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gesteuert werden kann, während das andere Filterrad der manuellen Installation von Filtern 

vorbehalten ist. Das Modul ermöglicht eine ferngesteuerte Bedienung der Spiegelreflexkamera 

und gibt über eine Echtzeitübertragung das aktuelle Sichtfeld der Kamera wieder, um den 

Fokus und die Position der Probe anzupassen. Für die Kamera kann über das Modul eine 

Belichtungszeit zwischen 125 Mikrosekunden und 30 Sekunden und eine Lichtempfindlichkeit 

mit einer ISO-Zahl von 80 bis 12800 eingestellt werden. Sie verfügt über drei Bildgrößen bei 

einer Chipgröße von 36,0 x 24,0 mm2: groß, mittel und klein, mit einer effektiven Auflösung 

von jeweils 36,2, 20,3 und 9,0 MPx. Mit dem Objektiv erreicht die Kamera somit eine 

Gesamtauflösung von ~ 1,2, 1,7 und 2,5 Px/µm für das jeweilige Format. Die Optik der Kamera 

ist so konzipiert, dass sie das menschliche Sehen nachahmen soll und hat ab einer 

Wellenlänge von 600,0 nm einen starken Empfindlichkeitsverlust. Bilder können als TIFF-, 

JPG-, oder RAW-Datei ausgegeben werden. 

Weitere mögliche Funktionen, welche das Modul aufweist, beinhalten den Vergleich 

verschiedener Fokuseinstellungen, eine Bildkorrektur sowie Zeitraffer und die Aufnahme eines 

größeren Bereiches über eine Bilderserie. Integriert in die Zeitrafferfunktion ist eine 

automatisierte Dokumentation der seit Start des Experiments verstrichenen Zeit. Bei der 

Bilderserie ist es möglich, den Startpunkt, die Größe der Überlappung, verwendete Filter, 

Belichtungszeit, Lichtempfindlichkeit und die Anzahl an Bilder in Richtung der X- und Y-Achse 

zu bestimmen. Alle im optischen System und dessen Beleuchtung verwendete Filter sind in 

Tabelle 48 aufgelistet. Zur Beleuchtung der Proben wird die Kaltlichtquelle intralux® 5100 mit 

angeschlossenem Leuchtfeld von Volpi verwendet. Um eine Anregung von fluoreszierenden 

Proben zu gewährleisten, werden die beiden hochenergetischen LED SOLIS-445B/M und 

SOLIS-470C verwendet. Erstere besitzt eine minimale kollimierte Ausgangsleistung von 

2,9 W, eine nominale Wellenlänge von 445,0 nm und eine Halbwertsbreite von 23,0 nm. 

Letztere verfügt über eine minimale kollimierte Ausgangsleistung von 3,0 W, eine nominale 

Wellenlänge von 470,0 nm und eine Halbwertsbreite von 34,0 nm. Die 

Anregungswellenlängen der SOLIS-445B/M werden durch Filter Nr. 1 in Tabelle 48 und die 

der SOLIS-470C durch den Filter Nr. 3 in Tabelle 48 eingegrenzt. Beide Dioden werden durch 

Stativstangen manuell auf die Probe fokussiert und werden über die Kontrolleinheit DC2200 

von Thorlabs für fokussierte einkanalige lichtemittierende Dioden mit Frequenzmodulation 

konfiguriert. Das System wird dazu verwendet, um mit Bakterien gefüllte mikrostrukturierte 

Träger innerhalb und außerhalb der Befüllungskammer zu beobachten und zu dokumentieren. 
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Tabelle 48: Auflistung der im optischen System integrierten optischen Filter von Edmund Optics. 

OD4 Filter 

Nr. Filtertyp Bandbreite in [nm] 

1.  Bandpassfilter 425,0 bis 475,0 

2.  Langpassfilter  > 475,0 

3.  Bandpassfilter 460,0 bis 480,0 

4.  Bandpassfilter 490,0 bis 510,0 

5.  Bandpassfilter 500,0 bis 520,0 

6.  Bandpassfilter 522,0 bis 542,0 

7.  Bandpassfilter 550,0 bis 570,0 

8.  Bandpassfilter 579,0 bis 599,0 

9.  Bandpassfilter 622,0 bis 642,0 

8.1.2.19 PixCell II  

Das PixCell II von Arcturus ist ein Mikroskop zur Lasermikrodissektion von Proben und kann 

als Auflichtmikroskop verwendet werden. Es verfügt über eine motorisierte X- und Y-Achse 

und über die in Tabelle 49 gelisteten Objektive. Zusätzlich wurde eine maßgeschneiderte 

Halterung angefertigt, um zur Dokumentation von Proben ein kamerafähiges Mobiltelefon vor 

dem WH10 x/22 Okular zu fixieren. Der Positioniertisch SCAN IM 130 x 100 von Märzhäuser 

Wetzlar lässt sich durch einen Joystick Tango PCIe von Märzhäuser Wetzlar steuern. Das 

Mikroskop wird zur Statusüberprüfung und Dokumentation der Befüllung von 

mikrostrukturierten Glasträgern mit modifiziertem Styrol-co-Acrylpolymer SLEC PLT 7552 

verwendet. 

Tabelle 49: Auflistung der vier am Objektivrevolver eingebauten Objektive des PixCell II. 

Objektive 

Olympus MPlan N 5 x/0,1 

Olympus MPlan N 10 x/0,25  

Olympus LCPlanFI 20 x/0,4 

Olympus UPlanApo 40 x/1 

8.1.2.20 Synergy H1 Hybrid Multimodus-Mikrotiterplatten-Lesegerät 

Das Mikrotiterplatten-Lesegerät Synergy H1 von BioTek Instruments GmbH unterstützt die 

Analytik von Mikrotiterplatten. Der Detektor kann eine Absorption im Messbereich zwischen 

0,0 bis 4,0 Abs mit einer Genauigkeit von 1,0 x 10-3 Abs bestimmen. Das Detektionslimit der 

Fluoreszenz liegt beim Einsatz eines Monochromators bei 20,0 pM und beim Einsatz eines 

optischen Filters bei 10,0 pM bis 250,0 fM. Für Lumineszenz liegt das Detektionslimit bei 
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75,0 amol pro Kavität. Xenon-Blitzröhren mit einer Leistung von 5,0 bis 20,0 W erzeugen 

sichtbares Licht zur Messung der Absorption und zur Anregung von Fluorophoren. Ein 

Monochromator kann in einem Spektrum von 230,0 bis 999,0 nm in monochromatisches Licht 

zur Transmission mit einer Bandbreite von 4,0 nm unterhalb und 8,0 nm oberhalb einer 

Wellenlänge von 285,0 nm umwandeln. Zwei weitere Monochromatoren grenzen zum einen 

die Anregungswellenlängen für Fluorophore in einem Spektrum zwischen 250,0 bis 700,0 nm 

ab. Zum anderen grenzen sie das von den Fluorophoren emittierte Licht in einem Spektrum 

zwischen 300,0 bis 700,0 nm mit einer Bandbreite von 16,0 nm ein. Ebenso besitzt das 

Messgerät mehrere in Tabelle 50 aufgeführte optische Filter mit dichroitischen Spiegeln. Eine 

integrierte Inkubationskammer mit Schüttelfunktion erlaubt eine Kultivierung von 

Mikroorganismen innerhalb der Messfläche in einem Temperaturbereich von Raumtemperatur 

bis zu 45 °C. Zwei Injektoren ermöglichen die kontrollierte Zugabe von flüssigen Substanzen. 

Die Inkubationsbedingungen, Messparameter und Empfindlichkeit der Detektion während des 

Experiments können durch das Computerprogramm Gen5 Data Analysis Software von BioTek 

Instruments GmbH programmiert werden. Die Messdaten werden im XLS-Format 

ausgegeben. Das Messgerät wird zur quantitativen Detektion für die vom RGB-S Reporter 

exprimierten fluoreszierenden Proteinen in einer Endpunkt- und Zeitraffermessung eingesetzt. 

Tabelle 50: Optische Filter zur Eingrenzung der Wellenlängen der Anregungs- und Emissionsspektren 

im Synergy H1. 

Filter mit dichroitischen Spiegeln 

Anregungsfilter 

Bandbreite in [nm] 

Emissionsfilter 

Bandbreite in [nm] 

Umlenkung durch dichroitische Spiegel 

ab [nm] 

365,0 bis 505,0 508,0 bis 548,0 510,0 bis 548,0 

320,0 bis 400,0 420,0 bis 500,0 400,0 bis 500,0 

320,0 bis 400,0 580,0 bis 660,0 400,0 bis 660,0 

465,0 bis 505,0 508,0 bis 548,0 510,0 bis 548,0 

Der Standort des Gerätes ist am Institut für biologische Grenzflächen 1 am Karlsruher Institut 

für Technologie (KIT). 

8.1.2.21 VL-115.BL 

Bei der VL-115.BL handelt es sich um eine Leuchtröhre von Vilber Lourmat GmbH, welche 

eine Fläche von bis zu 46 759,0 mm2 mit Schwarzlicht bei einer Spitzenwellenlänge von 

365,0 nm und einer Leistung von 15,0 W bestrahlen kann. Die Leuchtröhre ist von einem 

Gehäuse aus Aluminium ummantelt, besitzt zur Leistungssteigerung einen Onduflex-Reflektor 

und die Bandbreite des Lichtes reicht bis in dem sichtbaren Bereich.  
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Während der Doktorarbeit wurde die Beleuchtung zur gezielten Abspaltung des 

funktionalisierten Photo-Linkers innerhalb der mikrostrukturierten Glasträger genutzt. 

8.1.2.22 XCell SureLock™ Mini-Cell Elektrophorese-System mit XCell II Blotmodul  

Das XCell SureLock™ Mini-Cell Elektrophorese-System von Novex™ ermöglicht die 

Durchführung einer Gelelektrophorese mit handelsüblichen Polyacrylamid-Gelen. Der 

Pufferkern des Moduls fasst bis zu zwei Gele und kann durch mehrere Keile im System 

befestigt werden, sodass innere und äußere Pufferkammer effektiv getrennt werden. Das 

XCell II Blotmodul von Invitrogen wird bei der Durchführung eines Western Blot anstelle des 

Pufferkerns in dem Elektrophorese-System eingesetzt. Das Modul dient als Gehäuse und 

Flüssigkeitskammer für das vollständig zusammengesetzt Blotsandwich und wird auf dieselbe 

Art und Weise wie der Pufferkern innerhalb der Pufferkammer des Elektrophorese-Systems 

befestigt. Durch ein handelsübliches Labornetzgerät wird bei beiden Varianten Spannung und 

Stromstärke zwischen Kathode und Anode angelegt.  

Der Standort des Moduls ist die Abteilung der funktionalen Genomanalyse am DKFZ in 

Heidelberg. 

8.1.2.23 Zelldichtemessgerät Biowave WPA CO 8000 

Das von Biochrom GmbH hergestellte Messgerät kann die Abs bei einer OD600 von einer 

Flüssigkeit in einer handelsüblichen Küvette bestimmen. Die Messung eines 

Probenblindwertes ist obligatorisch und das Gerät kann bis zu 99 Messwerte dokumentieren. 

Eine zuverlässige Messung ist zwischen -0,3 und 2,0 Abs mit einer Genauigkeit von 

5,0 x 10-2 Abs möglich. Durch die Absorptionsmessung des Messgerätes wird die 

Bakteriendichte innerhalb von Bakteriensuspension approximiert. 

8.1.2.24 Zepto Modell 2 Grundgerät Typ A 

Das Zepto Modell 2 Grundgerät Typ A von Diener electronic GmbH & Co. KG besitzt eine 

runde Vakuumkammer aus Borosilikatglas mit einem Volumen von circa 2,6 L. Über 

Elektroden kann die Maschine ein Plasma bei einer Frequenz von 40 kHz mit einer Leistung 

von bis zu 100,0 W zünden. Die Gaszufuhr in dem Gerät wird über Nadelventile und die 

Leistung sowie Prozesszeit über analoge Knöpfe eingestellt. Mit Hilfe dieses Geräts werden 

die Siliziumdioxidmoleküle von mikrostrukturierten Glasträgern aktiviert um eine 

Hydrophobierung zu ermöglichen.   
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8.1.3 Basischemikalien 

Tabelle 51: Auflistung aller in der Dissertation verwendeten Chemikalien. 

Basischemikalien 

Nr. Chemikalie Lieferant CAS-Nr. Reinheit 

1.  

(2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyluronium-

hexafluorophosphat) 

VWR 94790-37-1 98,0 % 

2.  (3-Aminopropyl)triethoxysilan VWR 919-30-2 100,0 % 

3.  
1,1,4,7,7-

Pentamethyldiethylenetriamine 
VWR 3030-47-5 99,0 % 

4.  1-Hydroxybenzotriazol Sigma-Aldrich 2592-95-2 97,0 % 

5.  2-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich 60-24-2 99,0 % 

6.  2-Propanol VWR 67-63-0 98,0 % 

7.  Aceton VWR 67-64-1 99,8 % 

8.  Agar für die Bakteriologie VWR 9002-18-0 100,0 % 

9.  Aluminiumsulfat Hexadecahydrat Carl Roth GmbH 16828-11-8 ≥98,0 % 

10.  Ameisensäure VWR 64-18-6 99,0 % 

11.  Ammoniumhydrogencarbonat VWR 1066-33-7 98,0 % 

12.  Ampicillin Natriumsalz fisher scientific™ 69-52-3 ≥ 95,0 % 

13.  Argon Air Liquide 7440-37-1 100,0 % 

14.  

Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-

pyrrolidino-phosphonium-

hexafluorophosphat 

VWR 128625-52-5 ≥ 98,5 % 

15.  Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich 9048-46-8 ≥ 96,0 % 

16.  Chloroform VWR 67-66-3 99,0 % 

17.  Ciprofloxacin VWR 85721-33-1 ≥ 98,0 % 

18.  D(+)Biotin Acros Organics 58-85-5 99,0 % 

19.  Denaturierter Alkohol VWR 64-17-5 96,0 % 

20.  Dichlormethan VWR 75-09-2 ≥ 99,0 % 

21.  Diisopropylethylamin VWR 7087-68-5 99,5 % 

22.  Dimethylsulfoxid VWR 67-68-5 99,5 % 

23.  Druckluft Air Liquide 132259-10-0 100,0 % 

24.  Eisessig Sigma-Aldrich 64-19-7 100,0 % 

25.  Essigsäureanhydrid VWR 108-24-7 ≥ 99,0 % 

26.  Ethanol VWR 64-17-5 ≥ 99,8 % 
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Nr. Chemikalie Lieferant CAS-Nr. Reinheit 

27.  
Ethylendiamintetraessigsäure 

Dinatriumsalz Dihydrat 
VWR 6381-92-6 99,0 % 

28.  Fmoc-Photo-Linker Iris Biotech GmbH 162827-98-7 100,0 % 

29.  Fmoc-βA VWR 35737-10-1 ≥ 99,0 % 

30.  Gelatine VWR 9000-70-8 100,0 % 

31.  
Getrocknetes 

N,N-Dimethylformamid 
VWR 68-12-2 ≥ 99,8 % 

32.  Glycerin Sigma-Aldrich 56-81-5 99,0 % 

33.  Kaliumchlorid VWR 7447-40-7 ≥ 99,0 % 

34.  Kaliumdihydrogenphosphat VWR 7778-77-0 ≥ 99,0 % 

35.  Kaliumhydroxid VWR 1310-58-3 ≥ 84,0 % 

36.  Kanamycinsulfat fisher scientific™ 25389-94-0 > 95,0 % 

37.  Kieselgel 60 C18 Carl Roth GmbH 7631-86-9 100,0 % 

38.  Kohlenstoffdioxid Air Liquide 124-38-9 100,0 % 

39.  Kupfer(I)-chlorid fisher scientific™ 7758-89-6 99,9 % 

40.  Methanol VWR 67-56-1 ≥ 99,0 % 

41.  Methylmethacrylat VWR 80-62-6 ≥ 99,0 % 

42.  N,N-Diisopropylcarbodiimid Sigma-Aldrich 693-13-0 99,0 % 

43.  N,N-Dimethylformamid VWR 68-12-2 99,5 % 

44.  Natriumazid VWR 26628-22-8 ≥ 99,0 % 

45.  Natriumchlorid VWR 7647-14-5 ≥ 99,9 % 

46.  Natriumhydroxid VWR 1310-73-2 ≥ 97,0 % 

47.  N-Methylimidazol VWR 616-47-7 ≥ 99,0 % 

48.  n-Propyltriethoxysilan VWR 2550-02-9 ≥ 97,0 % 

49.  Paraformaldehyd Carl Roth GmbH 30525-89-4 100,0 % 

50.  Piperidin VWR 110-89-4 99,0 % 

51.  Poly-(ethylenglykol)-methacrylat Sigma-Aldrich 25736-86-1 100,0 % 

52.  Ponceau S Natriumsalz Sigma-Aldrich 6226-79-5 100,0 % 

53.  Resazurin Natriumsalz Alfa Aesar 62758-13-8 100,0 % 

54.  Stickstoff Air Liquide 7727-37-9 100,0 % 

55.  Tetrazyklin Hydrochlorid Carl Roth GmbH 64-75-5 100,0 % 

56.  
Trichlor-(1H,1H,2H,2H-

perfluoroctyl)-silan 
Sigma-Aldrich 78560-45-9 97,0 % 

57.  Triethylamin VWR 121-44-8 ≥ 99,0 % 

58.  Triethylenglykolmonomethylether VWR 112-35-6 ≥ 99,0 % 
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Nr. Chemikalie Lieferant CAS-Nr. Reinheit 

59.  Trifluoressigsäure Sigma-Aldrich 76-05-1 ≥ 99,5 % 

60.  Triisobutylsilan VWR 6485-81-0 99,0 % 

61.  
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

Hydrochlorid 
Merck KGaA 1185-53-1 ≥ 99,0 % 

62.  Tween 20 Sigma-Aldrich 9005-64-5 40,0 % 

63.  Verflüssigter Stickstoff Air Liquide 7727-37-9 100,0 % 

64.  wasserfreie Phosphorsäure Sigma-Aldrich 7664-38-2 99,9 % 

65.  wasserfreies Acetonitril VWR 75-05-8 99,9 % 

66.  wasserfreies Dichlormethan VWR 75-09-2 ≥ 99,7 % 

67.  
wasserfreies 

Dinatriumhydrogenphosphat 
VWR 7558-79-4 99,0 % 

68.  wasserfreies L-Cystein-Hydrochlorid Sigma-Aldrich 52-89-1 ≥98,0 % 

69.  wasserfreies n-Hexan VWR 110-54-3 ≥ 99,0 % 

70.  wasserfreies Trinatriumcitrat Merck KGaA 68-04-2 ≥ 99,0 % 

71.  α-Bromisobuttersäurebromid Sigma-Aldrich 20769-85-1 98,0 % 

8.1.4 Kommerzielle Produkte 

Tabelle 52: Auflistung aller in der Dissertation verwendeten kommerziellen Produkte. 

Kommerzielle Produkte 

Nr. Produkt Lieferant Produktnr. 

1.  1700 Series Gastight™ Spritze Hamilton™ 20972 

2.  
3D-Maleimide Glasträger, 

25,0 x 75,0 mm2 
PolyAn GmbH nicht verfügbar 

3.  
Adhäsiver Polymerase-Kettenreaktion-

Film aus Polyester 
Lab Logistics Group 6313398 

4.  BG-11-Flüssigmedium Thermo Fisher Scientific A1379901 

5.  
Blocking Buffer for Fluorescent Western 

Blotting (Rockland-Puffer) 

Rockland 

Immunochemicals 
MB-070 

6.  

BRANDplate®, 96-Well-Mikrotiterplatte, 

pureGrade™ S, schwarz, F-Boden aus 

Polystyrol 

BRAND 10 49 81608 

7.  

BRANDplate®, 96-Well-Mikrotiterplatte, 

pureGrade™ S, transparent, F-Boden 

aus Polystyrol 

BRAND 10 49 81602 
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Nr. Produkt Lieferant Produktnr. 

8.  

BRANDplate®, 96-Well-Mikrotiterplatte, 

pureGrade™ S, transparent, U-Boden 

aus Polystyrol 

BRAND 10 49 81600 

9.  Chymotrypsin Protease Promega Corporation V1061 

10.  Columbia-Agar Becton Dickinson Difco™ BD 254005 

11.  

Dulbecco’s phosphatgepufferte 

Salzlösung mit Magnesium und 

Calcium (DPBS-plus) 

VWR LONZ17-513F 

12.  

Dulbecco’s phosphatgepufferte 

Salzlösung ohne Magnesium und 

Calcium (DPBS-minus) 

anprotec AN-BS-0002 

13.  
eBioscience™ 1x Lysepuffer für rote 

Blutkörperchen 
Thermo Fisher Scientific 00-4333-57 

14.  
E-PAGE™ Blotting-Pads, 

wiederverwendbar, 8,6 cm x 13,5 cm 
Thermo Fisher Scientific LC2101 

15.  
EZBlue™ Coomassie®-Brillant-Blau G-

250 Gel Färbereagenz 
Sigma-Aldrich G1041 

16.  
Färbekasten für zehn Standard-

Objektträger (76,0 × 26,0 mm2) 
VWR 631-9328 

17.  
Foldbackklemmer mauly® mit 

32,0/13,0 mm Stapelhöhe  
Streit-Onlineshop 5013737 

18.  
Foldbackklemmer mauly® mit 

51,0/28,0 mm Stapelhöhe  
Streit-Onlineshop 5021814 

19.  GB 001 Gel-Blotting-Papier Schleicher & Schuell 10426370 

20.  

Glasplatten aus Quarzglas mit den 

Maßen 158,0 x 60,0 x 5,0 mm3 und 

111,0 x 60,0 x 50,0 mm3 

Glasbläserei Paris nicht verfügbar 

21.  

Glasträger mit acht individuellen 

Kammern inklusive abnehmbaren 

Wänden 

ibidi GmbH 80841 

22.  Glu-C Promega Corporation V1651 

23.  Hasenserum Gibco Corporation 16120099 

24.  Hitzeinaktiviertes FKS Merck KGaA N4762-100ML 

25.  
HPLC-Säule ZORBAX SB-C18, 80 Å, 

5,0 µm, 4,6 x 250,0 mm2 
Agilent Technologies 

AG880975-

902 
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26.  
Immobilon®-FL Membranen aus PVDF, 

Porengröße 450,0 nm, 10,0 x 10,0 cm 
Merck Millipore 05317 

27.  

Invitrogen™ NuPAGE™ 

2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 

Laufpuffer (20-fach konzentriert) 

Thermo Fisher Scientific NP0002 

28.  

Invitrogen™ NuPAGE™ 4 bis 12,0 %ige 

Bis-Tris-Gelkassetten, 1,0 mm Dicke, 

mit 12 Taschen 

Thermo Fisher Scientific 10247002 

29.  

Invitrogen™ NuPAGE™ 4 bis 12,0 %ige 

Bis-Tris-Gelkassetten, 1,0 mm Dicke, 

mit 15 Taschen 

Thermo Fisher Scientific 10338442 

30.  Invitrogen™ NuPAGE™ Antioxidans Thermo Fisher Scientific NP0005 

31.  
Invitrogen™ NuPAGE™ LDS 

Probenpuffer (vierfach konzentriert) 
Thermo Fisher Scientific 11549166 

32.  

Invitrogen™ NuPAGE™ 

Probenreduktionsmittel (zehnfach 

konzentriert) 

Thermo Fisher Scientific NP0004 

33.  
Invitrogen™ NuPAGE™ Transferpuffer 

(20-fach konzentriert) 
Thermo Fisher Scientific NP0006 

34.  

Kundenspezifische 

Substitutionsanalysen 

auf PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays 

in Fünfer- und 16er-Konfiguration 

PEPperPRINT GmbH nicht verfügbar 

35.  
Lightning-Link® Rapid DyLight® 680 

Konjugationsset 
abcam® ab201804 

36.  
Lightning-Link® Rapid DyLight® 800 

Konjugationsset 
abcam® ab201806 

37.  
LIVE/DEAD® BacLight™ Viabilitätsset 

für Bakterien 
Invitrogen L13152 

38.  
Lysogeny Broth-Bouillion nach Miller 

(LB-Miller) 
Fisher BioReagents™ 10113293 

39.  

Menschliches ApoA1 (1,4 mg/mL) in 

10,0 mM 

Ammoniumhydrogencarbonatlösung 

Sigma-Aldrich A0722 

40.  HKS Sigma-Aldrich S1764 
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41.  

Mikrostrukturierte Glasträger aus 

Quarzglas (75,0 x 25,0 x 1,0 mm3, 

Kavitäten: ⌀ = 12,0 µm, Tiefe = 

10,0 µm, Versetzungsabstand = 

8,0 µm, Anzahl: ~ 2,8 bis 3,2 Mio.) 

AMO GmbH nicht verfügbar 

42.  

Modifiziertes Styrol-co-Acrylpolymer 

SLEC PLT 7552 (Nanopartikel, diverse 

Größe) 

Sekisui Chemical GmbH nicht verfügbar 

43.  MS/CA-Kassetten Ismatec® IS 3510 

44.  NAP™-25-Pharmacia-Biotech Säule Sigma-Aldrich GE17-0852-02 

45.  NAP™-5-Pharmacia-Biotec Säule Sigma-Aldrich GE17-0853-01 

46.  Neubauer improved Zählkammer Paul Marienfeld 0640010 

47.  
NeutrAvidin™ Oregon Green™ 488 

Konjugat 
Thermo Fisher Scientific A6374 

48.  PDMS Stanzer für die Mikrofluidik Darwin microfluidics LVF-KXX-04 

49.  
Penicillin-Streptomycin-Mix 

(10 000 U/mL) 
Gibco Corporation 

Gibco™ 

15140122 

50.  
PEPperCHIP® Inkubationsschale in 

Fünfer- und 16er-Konfiguration 
PEPperPRINT GmbH nicht verfügbar 

51.  
Polyklonales IgG aus dem Hasen 

(10,0 mg/mL) 
Sigma-Aldrich PP64 

52.  ProteaseMAX™ Tensid Promega Corporation V2071 

53.  

Rekombinantes Emp von 

Staphylococcus aureus USA300 aus 

Escherichia coli mit einer Reinheit 

≥ 85,0 % 

MyBioSource MBS1482144 

54.  
Roswell Park Memorial Institute Medium 

1640 (RPMI 1640) 
anprotec AC-LM-0056 

55.  
SeeBlue™ Plus2 vorgefärbter 

Proteinstandard 
Thermo Fisher Scientific LC5925 

56.  
S-Monovette® mit Lithium-Heparin Gel, 

4,0 mL 
Sarstedt AG & Co. KG 04.1927 

57.  S-Monovette® Serum, 7,5 mL Sarstedt AG & Co. KG 01.1601.001 

58.  SulfoLink™ Kupplungsharz Thermo Fisher Scientific 20401 

59.  Sylgard™ 184 Silikon Elastomer Kit Dow Incorporated 1317318 
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Nr. Produkt Lieferant Produktnr. 

60.  Trypanblau-Lösung 4,0 ‰ (v/v) Sigma-Aldrich T8154 

61.  Trypsin Protease Promega Corporation V5111 

62.  Tryptische Soja-Bouillon Nr.2 (TSB) Omnilab 
SI 51228-

500G-F 

63.  Tygon® S3™ E-LFL Ismatec® GZ-96450-34 

64.  

Zeba™ Spin Entsalzungssäule, 

Molekulargewichtsgrenzwert 7,0 kDa, 

2,0 mL 

Thermo Fisher Scientific 89890 

65.  

Zeba™ Spin Entsalzungssäule, 

Molekulargewichtsgrenzwert 7,0 kDa, 

5,0 mL 

Thermo Fisher Scientific 89891 

66.  

Zeba™ Spin Entsalzungssäule, 

Molekulargewichtsgrenzwert 7,0 kDa, 

0,5 mL 

Thermo Fisher Scientific 89883 

67.  

Zellkulturflasche, Polystyrol, 250 mL, 

75,0 cm2, filter-Schraubverschluss, 

cellstar® TC, steril 

Sarstedt AG & Co. KG 83.3911.002 

68.  

Zellkulturflaschen, Nunclon™ Δ 

Oberfläche, Polystyrol/Polyethylen mit 

hoher Dichte, steril 

Thermo Fisher Scientific 15217915 

69.  
Zellsieb für 50,0 mL Röhrchen, 40,0 µm 

Porengröße 
VWR 734-0002 
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8.1.5 Antikörper 

Tabelle 53: Auflistung aller in der Dissertation verwendeten Antikörper, mit Tabellenschlüssel. 

Antikörperliste 

Tabellenschlüssel 

Nr. Antikörpername designierte Abkürzung 

Wirt Klonalität Konjugation Lieferant Produkt Nr. 

1.  Anti-Hase IgG schwere- und leichte Kette Anti-Hase IgG Cy™3 

Ziege polyklonal Cy™3 

Jackson 

ImmunoResearch 

Europe LTD 

111-165-003 

2.  Anti-Rind IgG schwere- und leichte Kette Anti-Rind IgG Cy™3 

Ziege polyklonal Cy™3 

Jackson 

ImmunoResearch 

Europe LTD 

101-165-003 

3.  Anti-Mensch ApoA1 Anti-ApoA1 DyLight® 680 

Maus monoklonal DyLight® 680 antikoerper-online.de ABIN3201833 

4.  Anti-Mensch CD27 Anti-CD27 PE 

Maus monoklonal PE Becton Dickinson 566945 

5.  Anti-Mensch CD35 Anti-CD35 PE 

Maus monoklonal PE Becton Dickinson 559872 

6.  Anti-Mensch CD71 Anti-CD71 APC 

Maus monoklonal APC Becton Dickinson 561940 

7.  Anti-Mensch IgA α-Globulin Anti-IgA DyLight® 800 

Ziege polyklonal DyLight® 800 antikoerper-online.de ABIN611979 

8.  Anti-Mensch IgG Fc-Region, kreuzabsorbiert Anti-IgG Fc DyLight® 680 

Ziege polyklonal DyLight® 680 
Thermo Fisher 

Scientific 
SA5-10138 

9.  Anti-Mensch IgG leichte Kette κ-Isotyp Anti-κ DyLight® 800 

Ziege polyklonal DyLight® 800 Novus Biologicals NBP1-75931 

10.  Anti-Mensch IgG leichte Kette λ-Isotyp Anti-λ DyLight® 680 

Ziege polyklonal DyLight® 680 Bio-Rad Laboratories STAR129 
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Tabellenschlüssel 

Nr. Antikörpername designierte Abkürzung 

Wirt Klonalität Konjugation Lieferant Produkt Nr. 

11.  
Anti-Mensch IgG schwere und leichte Kette, 

kreuzabsorbiert 
Anti-IgG H + L XFD350 

Ziege polyklonal XFD350 AAT Bioquest 50154 

12.  
Anti-Mensch IgG schwere und leichte Kette, 

preabsorbiert 
Anti-IgG H + L DyLight® 680 

Ziege polyklonal DyLight® 680 antikoerper-online.de ABIN6698933 

13.  Anti-Mensch IgG1 schwere Kette und Gelenkregion Anti-IgG1 DyLight® 680 

Maus monoklonal DyLight® 680 antikoerper-online.de ABIN135622 

14.  Anti-Mensch IgG2 Fc-Region und schwere Kette Anti-IgG2 DyLight® 800 

Maus monoklonal DyLight® 800 antikoerper-online.de ABIN135628 

15.  Anti-Mensch IgG3 Gelenkregion Anti-IgG3 DyLight® 800 

Maus monoklonal DyLight® 680 antikoerper-online.de ABIN135664 

16.  Anti-Mensch IgG4 Anti-IgG4 DyLight® 680 

Schaf polyklonal DyLight® 680 antikoerper-online.de ABIN458176 

17.  Anti-Mensch Siglec-E und IgG Fc-Region Fusionsprotein Anti-Siglec-Fc-IgG APC 

Ratte monoklonal APC 
Biolegend® 

Incorporated 
410712 

18.  Anti-Staphylococcus-Emp-Antikörper Anti-Emp 

Mensch polyklonal keine 
Affinitätschromato-

graphie 
nicht verfügbar 

19.  Humanisierter Anti-Mensch Myc Anti-Myc 

Maus monoklonal keine TU Braunschweig TUN225-2C1.8 

20.  scFv-Fc LES20_A7 LES20_A7 

Mensch monoklonal keine TU Braunschweig YM116-3Y 

21.  scFv-Fc LES20_C1 LES20_C1 

Mensch monoklonal keine TU Braunschweig YM127-14Y 

22.  scFv-Fc LES20_C9 LES20_C9 

Mensch monoklonal keine TU Braunschweig YM116-4Y 

23.  scFv-Fc LES20_D8 LES20_D8 

Mensch monoklonal keine TU Braunschweig YM127-15Y 
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Tabellenschlüssel 

Nr. Antikörpername designierte Abkürzung 

Wirt Klonalität Konjugation Lieferant Produkt Nr. 

24.  scFv-Fc LES7_C5 LES7_5 

Mensch monoklonal keine TU Braunschweig YM166-1Y 

25.  scFv-Fc LES7_C8 LES7_C8 

Mensch monoklonal keine TU Braunschweig YM116-2Y 

8.1.6 Peptide 

Tabelle 54: Auflistung aller in der Dissertation verwendeten Peptide, mit Tabellenschlüssel. 

Abstandshalter sind in Klammern angegeben. 

Peptidliste 

Tabellenschlüssel 

Nr. Name Lieferant Schutzgruppen oder Konjugate 

Peptidsequenz 

1.  Bac8c Peps4LS C-terminales Säureamid, AmP 

RIWVIWRR-NH2 

2.  eBio-GGS2-Emp9 Peps4LS N-terminales Biotin 

Biotin-(Polyethylenglycol5-E-G-G-S-G-G-S)-VPEFKGSLP 

3.  eBio-βA5-Emp9 Peps4LS N-terminales Biotin 

Biotin-(Polyethylenglycol5-EβA5)-VPEFKGSLP 

4.  Emp-C1 Peps4LS acetyliert, C-terminales C 

Acetyl-HYVPEFKGGLPAPRV-(βA-D-βA-A-A-E-E-A)-C 

5.  Emp-C2 Peps4LS Acetyliert, C-terminales C 

Acetyl-HYVPEFKGSLPAPRV-(βA-D-βA-A-A-E-E-A)-C 

6.  Fmoc-MP196 Peps4LS 

N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe, geschützte 

Seitenketten, AmP 

Fmoc-RWRWRW 

7.  Hämagglutinin-C Peps4LS acetyliert, C-terminales Cystein 

Acetyl-YPYDVPDYAGSGC-(βA-D-βA-A-A-E-E-A)-C 

8.  MP196 Peps4LS C-Terminales Säureamid, AmP 

RWRWRW-NH2 
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Tabellenschlüssel 

Nr. Name Lieferant Schutzgruppen oder Konjugate 

Peptidsequenz 

9.  Pac-525 Peps4LS C-terminales Säureamid, AmP 

KLRRWVRWI-NH2 

10.  Poliomyelitis-C Peps4LS acetyliert, C-terminales C 

Acetyl-KEIPALTAVETGATN-(βA-D-βA-A-A-E-E-A)-C 

8.1.7 Zusammensetzung von Puffern, Lösungen und Nährmedien 

Tabelle 55: Auflistung aller in der Dissertation verwendeten Puffer, Lösungen und Nährmedien.  

Puffer, Lösungen und Nährmedien 

Nr. Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

1.  
1,0 ‰ Gelatine-

Lösung 
1,0 ‰ (w/v) Gelatine gelöst in DPBS-plus. 

2.  Abschreckpuffer 
50,0 mM wasserfreies L-Cystein-Hydrochlorid gelöst in 

ddH2O. 

3.  Acetylierungsreagenz 

20,0 % (v/v) Diisopropylethylamin, 10,0 % (v/v) 

Essigsäureanhydrid vermischt mit 70,0 % (v/v) N,N-

Dimethylformamid. 

4.  
Ammoniumhydro-

gencarbonat-Puffer 
100,0 mM Ammoniumhydrogencarbonat gelöst in ddH2O. 

5.  Äußerer Laufpuffer 

760,0 mL ddH2O vermischt mit 40,0 mL  

Invitrogen™ NuPAGE™ 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure 

Laufpuffer. 

6.  BG-11-Flüssigmedium  

1,5 g/L Natriumnitrat, 75,0 mg/L Magnesiumsulfat 

Heptahydrat, 39,0 mg/L dibasisches Kaliumphosphat, 

27,0 mg/L Calciumchlorid Dihydrat, 20,0 mg/L 

Natriumcarbonat, 12,0 mg/L Eisenammoniumcitrat, 2,9 mg/L 

Borsäure, 1,8 mg/L Manganchlorid Tetrahydrat, 1,0 mg/L 

Ethylendiamintetraessigsäure, 391,0 µg/L Natriummolybdat 

Dihydrat, 222,0 µg/L Zinksulfat Heptahydrat, Kupfersulfat 

79,0 µg/L gelöst in ddH2O. 

7.  
Blockierungspuffer-

Formulation 1 

18,0 mL Rockland-Puffer vermischt mit 2,0 mL 

Hasenserum. 

8.  
Blockierungspuffer-

Formulation 2 

16,0 mL Rockland-Puffer vermischt mit 4,0 mL 

Hasenserum. 
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Nr. Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

9.  
Blockierungspuffer-

Formulation 3 

1,8 mL Rockland-Puffer vermischt mit 200,0 µL IgG aus 

dem Hasen. 

10.  Brom-Silan-Basis 
4,7 mL (3-Aminopropyl)triethoxysilan, 2,8 mL Triethylamin 

vermischt mit 70,0 mL wasserfreiem Dichlormethan. 

11.  
Ciprofloxacin-

Stammlösung 
100,0 µg/mL Ciprofloxacin gelöst in ddH2O. 

12.  

Citrate-Phosphat-

Derivativ-

Stabilisatorlösung 

(CPD-Stabilisator) 

26,3 g/L Trinatriumcitrat Dihydrat, 23,2 g/L wasserfreie 

Glucose, 2,6 g/L Citronensäure Monohydrat, 2,5 g/L 

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat gelöst in aqua ad 

iniectabilia. 

13.  Columbia-Agar  

13,5 g/L Agarose, 12,0 g/L pankreatisch verdautes Pepton 

aus Casein, 5,0 g/L Natriumchlorid, 5,0 g/L peptisch 

verdautes tierisches Gewebe, 3,0 g/L Hefeextrakt, 3,0 g/L 

Rindfleischextrakt und 1,0 g/L Maisstärke gelöst in ddH2O, 

vermischt mit 5,0 % (v/v) defibriniertes Schafsblut, 

autoklaviert und in Petrischalen gegossen. 

14.  
Coomassie®-Brillant-

Blau-Färbelösung 

5,0 % (w/v) Aluminiumsulfat Hexadecahydrat, 2,0 % (w/v) 

wasserfreie Phosphorsäure und 2,0 ‱ (w/v) EZBlue™ 

Coomassie®-Brillant-Blau G-250 Gel Färbereagenz gelöst in 

ddH2O, vermischt mit 10,0 % (v/v) Ethanol  

 

Reihenfolge der Zugabe: Aluminiumsulfat Hexadecahydrat, 

Ethanol, EZBlue™ Coomassie®-Brillant-Blau G-250 Gel 

Färbereagenz, wasserfreie Phosphorsäure. 

15.  Copolymer-Basis 

8,4 mL Methylmethacrylat, 2,9 mL Poly-(ethylenglykol)-

methacrylat, 620,0 µL Triethylenglykolmonomethylether und 

91,0 µL 1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylenetriamine vermischt 

mit 37,0 mL Dimethylsulfoxid. 

16.  

Differenzierungs-

medium für HL-60 

Zellen 

89,6 mL RPMI 1640 vermischt mit 10,0 mL 

hitzeinaktiviertem FKS und 600,0 µL N,N-

Dimethylformamid. 

17.  DPBS-minus 

137,0 mM Natriumchlorid, 8,1 mM 

Dinatriumhydrogenphosphat, 2,7 mM Kaliumchlorid und 

1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat gelöst in ddH2O. 
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Nr. Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

18.  DPBS-plus 

137,0 mM Natriumchlorid, 8,1 mM 

Dinatriumhydrogenphosphat, 2,7 mM Kaliumchlorid, 1,5 mM 

Kaliumdihydrogenphosphat, 0,9 mM wasserfreies 

Calciumchlorid und 0,5 mM Magnesiumchlorid Hexahydrat 

gelöst in ddH2O. 

19.  
Elutionspuffer-

Formulation 1 

wasserfreies Trinatriumcitrat gelöst in ddH2O, bis ein pH von 

2,0 erreicht wird. 

70.  
Elutionspuffer-

Formulation 2 

wasserfreies Trinatriumcitrat gelöst in ddH2O, bis ein pH von 

3,0 erreicht wird. 

20.  Entschützungslösung 
5,0 ‰ (v/v) Diisopropylethylamin gelöst in getrocknetem 

N,N-Dimethylformamid. 

21.  
Entschützungslösung 

für Seitenketten 

17,6 mL Dichlormethan, 1,2 mL Triisobutylsilan und 

800,0 µL ddH2O vermischt mit 20,4 mL Trifluoressigsäure. 

22.  
Equilibrierungs- 

puffer 
PBS vermischt mit 5,0 ‱ (v/v) Tween 20. 

23.  Extraktionspuffer 
25,0 % (v/v) Invitrogen™ NuPAGE™ LDS Probenpuffer 

(vierfach konzentriert) vermischt mit 75,0 % (v/v) ddH2O. 

24.  Färbelösung 

60,0 μM Propidiumiodid und 12,0 μM SYTO™ 9 aus dem 

LIVE/DEAD® BacLight™ Viabilitätsset für Bakterien gelöst in 

5,0 mL Kochsalzlösung-Formulation 2 in einem 

lichtgeschützten Gefäß. 

25.  
Färbepuffer-

Formulation 1 

Equilibrierungspuffer vermischt mit 10,0 % (v/v) Rockland-

Puffer. 

26.  
Färbepuffer-

Formulation 2 

8,0 mL Färbepuffer –Formulation 1 vermischt mit 1,0 mL 

Hasenserum und 1,0 mL Rockland-Puffer. 

27.  
Färbepuffer-

Formulation 3 

Färbepuffer-Formulation 1 vermischt mit 10,0 % (v/v) 

polyklonales IgG aus dem Hasen. 

28.  Fixierpuffer 4,0 % (w/v) Paraformaldehyd gelöst in DPBS-minus. 

29.  
Fmoc-Entschützungs-

lösung 

20,0 % (v/v) Piperidin vermischt mit 80,0 % (v/v) 

getrocknetem N,N-Dimethylformamid. 

30.  Fmoc-βA-Lösung 0,1 M Fmoc-βA gelöst in wasserfreiem Dichlormethan. 

31.  UPLC-Puffer A 1,0 ‰ (v/v) Ameisensäure vermischt mit ddH2O. 

32.  UPLC-Puffer B 
1,0 ‰ (v/v) Ameisensäure vermischt mit wasserfreiem 

Acetonitril. 
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Nr. Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

33.  Innerer Laufpuffer 

10,0 mL Invitrogen™ NuPAGE™ 2-(N-Morpholino)-

ethansulfonsäure Laufpuffer vermischt mit 500,0 µL 

Invitrogen™ NuPAGE™ Antioxidans und 179,5 mL ddH2O. 

34.  
Kalilauge in 

Isopropanol 
1,0 M Kaliumhydroxid gelöst in 2-Propanol. 

35.  
Kanamycinsulfat-

lösung 

Kanamycinsulfat zu einer Konzentration von 50,0 mg/mL 

gelöst in ddH2O. 

36.  
Kochsalzlösung-

Formulation 1 
1,5 ‰ (w/v) Natriumchlorid gelöst in ddH2O. 

37.  
Kochsalzlösung-

Formulation 2 
8,5 ‰ (w/v) Natriumchlorid gelöst in ddH2O. 

38.  Komplementpuffer 
16,7 % (v/v) HKS 

vermischt mit 83,3 % (v/v) Opsonisierungspuffer. 

39.  
Kulturmedium für 

HL-60 Zellen 

890,0 mL RPMI 1640 vermischt mit 100,0 mL 

hitzeinaktiviertem FKS und 10,0 mL Penicillin-Streptomycin-

Mix. 

40.  Kupplungspuffer 

50,0 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan und 5,0 mM 

Ethylendiamintetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat gelöst 

in ddH2O und mit Natriumhydroxid auf einen pH von 8,5 

eingestellt. 

41.  Lagerungspuffer 2,0 ‱ (w/v) Natriumazid gelöst in PBS. 

42.  LB-Miller  
10,0 g/L Natriumchlorid,10,0 g/L Trypton und 5,0 g/L 

Hefeextrakt gelöst in ddH2O. 

43.  

Lysogeny Broth-

Bouillion nach Miller 

mit Agarose (LB-

Miller-Nährplatten) 

25,0 g/L LB-Miller gelöst und 10,0 g/L Agar für die 

Bakteriologie suspendiert in ddH2O, autoklaviert und in 

Petrischalen gegossen. 

44.  

Lysogeny Broth-

Bouillion nach Miller 

mit Kanamycin (LB-

Miller-Kanamycin) 

25,0 g/L LB-Miller gelöst in ddH2O, vermischt mit 1,0 ‰ (v/v) 

Kanamycinsulfatlösung. 
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Nr. Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

45.  

Lysogeny Broth-

Bouillion nach Miller 

mit Kanamycin und 

Agarose (LB-Miller-

Kanamycin-

Nährplatten) 

25,0 g/L LB-Miller gelöst in ddH2O, autoklaviert und nach 

Abkühlzeit mit 1,0 ‰ (v/v) Kanamycinsulfatlösung vermischt 

und in Petrischalen gegossen. 

46.  

Lysogeny Broth-

Bouillion nach Miller 

mit Kanamycin und 

Ciprofloxacin (LB-

Miller-Kanamycin-

Ciprofloxacin) 

25,0 g/L LB-Miller gelöst in ddH2O, vermischt mit 1,0 ‰ (v/v) 

Kanamycinsulfatlösung und 1,0 ‰ Ciprofloxacin-

Stammlösung. 

47.  

Lysogeny Broth-

Bouillion nach Miller 

mit Kanamycin, 

doppelt konzentriert  

(LB-Miller-Kanamycin-

2x) 

50,0 g/L LB-Miller gelöst in ddH2O, autoklaviert und nach 

Abkühlzeit mit 2,0 ‰ (v/v) Kanamycinsulfatlösung vermischt 

und in Petrischalen gegossen. 

46.  

Lysogeny Broth-

Bouillion nach Miller, 

doppelt konzentriert 

(LB-Miller-2x) 

50,0 g/L LB-Miller gelöst in ddH2O. 

47.  MS-Puffer 1,0 ‰ Trifluoressigsäure vermischt mit ddH2O. 

48.  Neutralisierungspuffer 
1,0 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid  

gelöst in ddH2O. 

49.  Opsonisierungspuffer 
42,5 mL DPBS-plus vermischt mit 5,0 mL hitzeinaktiviertem 

FKS und 2,5 mL 1,0 ‰ Gelatine-Lösung. 

50.  
Peptid-

Extraktionspuffer 
5,0 % (v/v) Ameisensäure vermischt mit ddH2O. 

51.  
Phosphatgepufferte 

Salzlösung (PBS) 

137,0 mM Natriumchlorid, 8,1 mM wasserfreies 

Dinatriumhydrogenphosphat , 2,7 mM Kaliumchlorid und 

1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat gelöst in ddH2O. 

52.  
Ponceau S-

Fixierlösung  

5,0 ‰ (w/v) Ponceau S Natriumsalz gelöst in ddH2O, 

vermischt mit 1,0 % (v/v) Eisessig. 
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Nr. Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

53.  Protonierungspuffer 
1,0 ‰ (v/v) Trifluoressigsäure vermischt mit wasserfreiem 

Acetonitril. 

54.  Reduktionspuffer 49,8 mL PBS vermischt mit 214,0 µL 2-Mercaptoethanol . 

55.  Resazurinindikator 900,0 µM Resazurin Natriumsalz gelöst in ddH2O. 

56.  
RPMI 1640 

 

6,0 g/L Natriumchlorid, 2,0 g/L wasserfreie D- Glukose, 

800,0 mg/L zweibasisches und wasserfreies 

Natriumphosphat, 446,0 mg/L L-Alanyl-L-Glutamin, 

400,0 mg/L Kaliumchlorid, 200,0 mg/L L-Arginin als freie 

Base, 100,0 mg/L Calciumnitrat-Tetrahydrat, 65,2 mg/L 

L-Cystein Dihydrochlorid, 50,0 mg/L wasserfreies 

L-Asparagin, 50,0 mg/L L-Isoleucin, 50,0 mg/L L-Leucin, 

50,0 mg/L wasserfreies Magnesiumsulfat, 40,0 mg/L L-Lysin 

Monohydrochlorid, 35,0 mg/L Myo-Inositol, 30,0 mg/L 

L-Serin, 28,8 mg/L L-Tyrosin Dinatriumsalz Dihydrat, 

20,0 mg/L L-Asparaginsäure, 20,0 mg/L L-Glutaminsäure, 

20,0 mg/L L-Hydroxy-L-Prolin, 20,0 mg/L L-Prolin, 20,0 mg/L 

L-Threonin, 20,0 mg/L L-Valin, 15,0 mg/L L-Histidin, 

15,0 mg/L L-Methionin, 15,0 mg/L L-Phenylalanin, 10,0 mg/L 

Glycin, 5,0 mg/L L-Tryptophan, 5,0 mg/L Phenolrot 

Natriumsalz, 3,0 mg/L Cholinchlorid, 2,0 mg/L 

Natriumhydrogencarbonat, 1,0 mg/L Folsäure, 1,0 mg/L 

reduziertes L-Glutathion, 1,0 mg/L Nicotinsäureamid, 

1,0 mg/L p-Aminobenzoesäure, 1,0 mg/L Pyridoxin 

Hydrochlorid, 1,0 mg/L Thiamin Hydrochlorid, 250,0 µg/L 

Calcium D-Pantothenat, 200,0 µg/L D-Biotin, 200,0 µg/L 

Riboflavin und 5,0 µg/L Vitamin B12 gelöst in ddH2O. 

57.  

Saure Phosphate, 

Adenin, Guanin, 

Glukose, Sorbit-

Mannitol-

Additivlösung 

(PAGGS-M) 

10,0 g/L Mannitol, 9,4 g/L Glukose Monohydrat, 4,2 g/L 

Natriumchlorid, 1,4 g/L Dinatriumhydrogenphosphat 

Dihydrat, 1,3 g/L Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat, 

408,0 mg/L Guanosin, 194,0 mg/L Adenin gelöst in aqua ad 

iniectabilia und vermischt mit 10,0 mL/L CPD-Stabilisator  

58.  
SulfoLink™ 

Lagerungspuffer 

10,0 mM Ethylendiamintetraessigsäure-Dinatriumsalz gelöst 

in ddH2O, vermischt mit 50,0 % (v/v) Glycerin und 

5,0 ‱ (w/v) Natriumazid. 
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8.1.8 Bakterienstämme 

Tabelle 56: Auflistung aller in der Dissertation verwendeten Bakterienstämme. 

Bakterienstämme 

Nr. Kennzeichnung Art, Gattung und Stamm Bezugsort 

1.  
101L_01602 

(101L) 

Staphylococcus aureus 

sp. 

klinischer Stamm aus der Abteilung für 

medizinische Mikrobiologie und Hygiene 

am Universitätsklinikum Heidelberg  

2.  
168L_00586 

(168L) 

Staphylococcus aureus 

sp. 

klinischer Stamm aus der Abteilung für 

medizinische Mikrobiologie und Hygiene 

am Universitätsklinikum Heidelberg 

3.  
282L_01373 

(282L) 

Staphylococcus aureus 

sp. 

klinischer Stamm aus der Abteilung für 

medizinische Mikrobiologie und Hygiene 

am Universitätsklinikum Heidelberg 

  

Nr. Pufferbezeichnung Zusammensetzung 

59.  Transferpuffer 

849,0 mL ddH2O vermischt mit 100,0 mL Methanol, 50,0 mL 

Invitrogen™ NuPAGE™ Transferpuffer und 1,0 mL 

Invitrogen™NuPAGE™ Antioxidans. 

60.  TSB 

17,0 g/L pankreatisch verdautes Pepton aus Casein, 5,0 g/L 

Natriumchlorid, 3,0 g/L durch Papain verdaute Soja aus 

Pepton, 2,5 g/L D-Glukose und 2,5 g/L 

Dikaliumhydrogenphosphat gelöst in ddH2O. 

61.  Verdauungspuffer 

10,0 mM Ammoniumhydrogencarbonat gelöst in ddH2O, 

vermischt mit 10,0 % (v/v) wasserfreiem Acetonitril und 

1,0 % (v/v) ProteaseMAX™ Tensid. 

62.  
Waschpuffer-

Formulation 1 

1,0 M Natriumchlorid, 50,0 mM 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan und 5,0 mM 

Ethylendiamintetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat gelöst 

in ddH2O und mit Natriumhydroxidauf einen pH von 8,5 

eingestellt. 

63.  
Waschpuffer-

Formulation 2 
1,0 M Natriumchlorid gelöst in PBS. 

64.  
α-Bromisobutter-

säurebromid-Lösung 

4,6 g α-Bromisobuttersäurebromid in wasserfreiem 

Dichlormethan. 
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Nr. Kennzeichnung Art, Gattung und Stamm Bezugsort 

4.  ATCC® 25904™ 

Staphylococcus aureus 

subsp. aureus 

Rosenbach 

ATCC 

5.  

USA300 

Staphylococcus aureus 

subsp. aureus 

Rosenbach 

kommunaler Stamm aus der Abteilung 

für medizinische Mikrobiologie und 

Hygiene am Universitätsklinikum 

Heidelberg 

6.  

DSM 402 

Bacillus subtilis 

(Ehrenberg 1835) Cohn 

1872 

DSMZ 

7.  

DSM 498 

Escherichia coli (Migula 

1895) Castellani and 

Chalmers 1919 

DSMZ 

8.  
KE2775_01373 

(KE2775) 

Staphylococcus aureus 

spec. 

klinischer Stamm aus der Abteilung für 

medizinische Mikrobiologie und Hygiene 

am Universitätsklinikum Heidelberg 

9.  
RGB-S 

Reporter 

Escherichia coli K-12 

MG1655 

gespendet von Ahmed Zoheir vom 

Institut für biologische Grenzflächen 1 

am KIT 

10.  Stratagene 

#200158 

Escherichia coli XL1-

Blue-MRF 
Agilent Technologies 

11.  

Synechocystis 

spec. 

Synechocystis spec. 

PCC6803 

aus der Kultursammlung von P. V. 

Shestakov, gespendet von Annegret 

Wilde aus der Abteilung für Molekulare 

Genetik der Prokaryoten an der 

Universität Freiburg 

8.1.9 Humanmaterial und Ethik 

Im Rahmen des Ethikantrags S103/2019 wurden Blutseren und Vollblut von freiwilligen 

Spendern der Abteilung für medizinische Mikrobiologie und Hygiene am Universitätsklinikum 

Heidelberg dazu genutzt um Antikörper und Primärzellen zur experimentellen Anwendung zu 

gewinnen. Ebenso wurden die Blutseren aus diesem Antrag zusammen mit Patientenseren 

aus den Ethikanträgen 145/2009BO2 und 508/2012BO2 zu analytischen Zwecken als 

Primärantikörper in Substitutionsanalysen eingesetzt. 
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In der Anwendung des OPTA wurden neutrophile Promyelozyten der HL-60 Zelllinie von cell 

lines service (Bestellnummer 300209) erworben. 

Als Analyt in der hydrostatischen Befüllung von mikrostrukturierten Glasträgern wurden 

Human-Erythrozyten aus einem Erythrozytenkonzentrat zur intravenösen Infusion eines 

anonymen Spenders verwendet. Nach Ablauf des Haltbarkeitsdatums wurde das 

Erythrozytenkonzentrat vom städtischen Klinikum Karlsruhe zu Forschungszwecken 

freigegeben. Das Konzentrat besitzt einen Hämatokriten von 0,5 bis 0,7 L/L und ein 

Leukozytengehalt von weniger als 1,0 Mio. pro Packungseinheit. Zur Stabilisierung der 

Erythrozyten ist das Konzentrat in 0,3 bis 0,4 L/L PAGGS-M suspendiert. 

8.1.10 Verwendete Computerprogramme 

In diesem Kapitel sind alle Computerprogramme aufgelistet, welche zusätzlich zu den 

gerätespezifischen Programmen in der Arbeit verwendet werden. 

Eine ANOVA nach Tukey [1391] wird durch Origin von OriginLab ermöglicht.  

Der PepSlide® Analyzer von PEPperPRINT GmbH wird zur Auswertung von durch 

Immunfärbung markierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays eingesetzt. 

Image Processing and Analysis in Java (ImageJ) von National Institutes of Health [1395] wird 

dazu verwendet um Messdaten aus photographischen und gescannten Bildern zu generieren. 

Über das BLAST von National Center for Biotechnology Information werden Peptidsequenzen 

mit globalen Datenbanken verglichen. 

Zur Darstellung der Messdaten des Innoscan 1100 AL als Box-Plots wird das Programm 

Statistical Analysis Software Enterprise Guide von Statistical Analysis Software Institute 

Incorporated verwendet. 
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8.2 Präparation und Analytik von Proteinen und Peptiden 

8.2.1 Affinitätschromatographie durch Epitop-Paratop-Koppelung [1473-1475] 

8.2.1.1 Serumextraktion 

Die Seren werden in der Abteilung für medizinische Mikrobiologie und Hygiene am 

Universitätsklinikum Heidelberg von freiwilligen Spendern unter ärztlicher Aufsicht durch ein 

Blutentnahmesystem in eine S-Monovette® abgenommen. Von jeder freiwilligen Person wird 

hierbei 7,5 mL Serum entnommen. Nach einer kurzen Sedimentationszeit wird es in ein 

steriles konisches Gefäß mit 15,0 mL Volumen übertragen und bis zur weiteren Verwendung 

bei 4 °C gelagert. Zur Vorbereitung eines Serums für die Extraktion werden 2,5 mL der 

Flüssigkeit mit einer NAP™-25-Pharmacia-Biotech Säule entsprechend dem 

Herstellerprotokoll behandelt. Hierbei wird die Flüssigkeit, in welche die Serumbestandteile 

gelöst sind, getauscht und schlussendlich in 2,5 mL PBS gelöst. 

8.2.1.2 Vorbereitung der stationären Phase 

Als stationäre Phase für die Affinitätschromatographie wird das SulfoLink™ Kupplungsharz 

vorbereitet. Zur Vorbereitung werden leere Hülsen einer Zeba™ Spin Entsalzungssäule mit 

2,0 mL Volumen durch Stativstangen vertikal befestigt und jeweils 2,0 mL von dem in SulfoLink 

Lagerungspuffer aufgeschlämmten Harz in die Säulen transferiert. Durch Gravitation werden 

die Säulen im Verlauf der Zeit entwässert. 

In Reaktionsgefäßen werden jeweils 1,0 µg von den entsprechenden Peptiden in 2,0 mL 

Kupplungspuffer gelöst. Jede Lösung wird komplett in jeweils eine eingespannte Säule auf das 

Säulenbett aus Harz pipettiert. Anschließend werden die Säulen für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur und 15 UpM über Kopf rotiert, 30 Minuten sedimentiert und danach erneut 

eingespannt und entwässert. Nach der Entwässerung wird jede Säule mit jeweils 4,0 mL 

Kupplungspuffer gespült und anschließend mit 1,0 mL Abschreckpuffer befüllt. Dann werden 

sie für 15 Minuten bei Raumtemperatur und mit einer Geschwindigkeit von 15 UpM über Kopf 

rotiert, 30 Minuten sedimentiert und anschließend erneut eingespannt und entwässert. Der 

Entwässerung folgt ein Waschschritt. Dabei werden die Säulen mit jeweils 6,0 mL 

Waschpuffer-Formulation 1 gespült. Zum Abschluss werden 2,0 mL Lagerungspuffer auf jedes 

Säulenbett pipettiert und diese durch Invertieren der Säulen aufgeschlämmt. Der Schlamm 

aus den Säulen entspricht jetzt jeweils einer stationären Phase für die 

Affinitätschromatographie und wird zur Lagerung jeweils in die leere Hülse einer NAP™-25-

Pharmacia-Biotec Säule gefüllt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.  
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8.2.1.3 Affinitätschromatographie 

Als Kontaktraum für stationäre mit der mobilen Phase werden für jede Aufreinigung eine leere 

Säulenhülse einer Zeba™ Spin Entsalzungssäule mit 5,0 mL Volumen mit Stativstangen 

vertikal eingespannt. Die stationären Phasen werden in der NAP™-25-Pharmacia-Biotec 

Säulenhülse durch invertieren aufgeschlämmt. Von jedem aufgeschlämmten Harz werden 

jeweils 175,0 µL in die entsprechend eingespannte Säulenhülse pipettiert und diese 

anschließend entwässert. Alle Säulen werden danach mit 2,0 mL Lagerungspuffer gewaschen 

und schließlich mit jeweils 5,0 mL Serum befüllt. Das Serum entspricht hierbei der mobilen 

Phase und wird zur Interaktion mit den stationären Phasen in den Säulen für 18 Stunden bei 

4 °C und bei einer Geschwindigkeit von 15 UpM über Kopf rotiert. Nach der Inkubationszeit 

werden die Säulen durch Stativstangen vertikal fixiert und entwässert. Alle Säulen werden 

dann mit 5,0 mL Waschpuffer-Formulation 1 gespült und mit 100,0 µL Waschpuffer-

Formulation 2 aufgefüllt und aufgeschlämmt. Von diesem Waschschritt werden 200,0 µL 

Flüssigkeit für weitere Analysezwecke gesammelt (DL 1). Der Schlamm in den Säulen wird 

anschließend in jeweils eine NAP™-5-Pharmacia-Biotec Säule übertragen, entwässert und mit 

200,0 µL Waschpuffer-Formulation 2 gewaschen. Dabei werden 200,0 µL des Waschpuffers 

von jeder Säule für Analysezwecke in einem konischen Gefäß aufgefangen (DL 2).  

8.2.1.4 Elution der spezifischen Antikörper 

Zur Elution werden drei konische Gefäß mit 1,5 mL Volumen für jede Säule vorbereitet und 

eines von diesen wird zum Auffangen des Eluats unter jeder Säule platziert. In jede Säule 

werden 150,0 µL des Elutionspuffer-Formulation 1 pipettiert. Die Flüssigkeit wird in den 

Gefäßen für fünf Minuten inkubiert und nach Ablauf der Zeit wird diese erste Fraktion von 

beiden Säulen in die Auffanggefäße entleert. Es folgt eine sofortige Zugabe von 25,0 µL 

Neutralisierungspuffer für die entleerte Fraktion aus jeder Säule. Diese Elution wird wiederholt, 

bis für alle Säulen jeweils drei Fraktionen vorhanden sind. Jede Fraktion wird durch Zugabe 

von Natriumazid auf einen Gehalt von 2,0 ‱ (w/v) dieser Substanz gebracht und 

anschließend bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.  

8.2.2 Herstellung von Bakterienlysat aus Bakterien [609] 

Es werden vier entsprechend dem Kapitel 8.4.1.1 „Staphylokokken und Bacillus subtilis“ 

vorbereitete Bakterienkulturen von jeweils 101L, 168L, 282L, ATCC® 25904™, DSM 402, 

KE2775 und USA300 zentrifugiert, der Überstand verworfen und jedes Gefäß mit 5,0 mL 

DPBS-minus aufgefüllt. Der Inhalt von Übernachtkulturen mit dem gleichen Bakterienstamm 

wird in einem Gefäß vereint, erneut zentrifugiert, der Überstand verworfen und jedes 

Bakterienpellet in 20,0 mL DPBS-minus resuspendiert. Die Gesamtbakterienzahl wird durch 

Messung des Trübungswerts mit Hilfe des DensiCHEK plus Densitometers bestimmt. Von 
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jedem Bakterienstamm werden 28,0 Mrd. Bakterien in ein steriles konisches Gefäß 

übertragen. Dieses wird anschließend zentrifugiert, fünf Minuten invertiert auf einem Tuch 

getrocknet und anschließend in 80,0 µL Extraktionspuffer resuspendiert und bis zur 

Verwendung bei -20 °C gelagert. Jede Zentrifugation wird für zehn Minuten bei 7700 RZB 

gefahren. 

8.2.3 Präparation und Analyse von Proteinen  

8.2.3.1 LDS-PAGE [1476] 

Als Gel für die Elektrophorese werden 1,0 mm dicke Invitrogen™ NuPAGE™ 4,0 bis 12,0 %ige 

Bis-Tris-Gelkassetten mit zwölf oder 15 Taschen verwendet. Proben werden entsprechend der 

Tabelle 57 vorbereitet. Bei Versuchsansätzen unter nicht-reduzierenden Bedingungen wird die 

Zugabe des Reduzierungsreagenzes übersprungen. Vor der Zugabe in die Geltaschen werden 

alle Proben für zehn Minuten auf einem Thermoschüttler bei 70 °C denaturiert und 

anschließend bei 13 000 RZB zentrifugiert. Eine Gelkassette wird in das XCell SureLock™ 

Mini-Cell Elektrophorese-System gespannt und sowohl die innere als auch die äußere 

Kammer mit dem jeweiligen Puffer (Tabelle 52 Nr. 5. und 33) aufgefüllt. Nach Befüllung der 

Geltaschen mit den Proben und 3,0 µL des vorgefärbten Proteinstandards SeeBlue™ Plus2 

durch eine 1700 Series Gastight™ Spritze wird die Elektrophorese für 35 Minuten bei 200 V 

und 500 mA durchgeführt. Zur weiteren Prozessierung werden die Gele entweder durch einen 

Western Blot auf eine Immobilion®-FL Membran aus PVDF übertragen oder durch eine 

Färbung mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbt.  
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Tabelle 57: Die Probenkonsistenz der für die LDS-PAGE designierten Proben ist von dem jeweiligen 

Analyten abhängig. Letztendlich erreicht jede Probe ein Volumen von 20,0 µL. 

8.2.3.2 Färbung mit Coomassie®-Brillant-Blau [1476] 

Die Coomassie®-Brillant-Blau-Färbelösung wird nach der Publikation von 

Kang et al. (2002) [1477] hergestellt. Polyacrylamid-Gele werden zur Vorbereitung für die 

Färbung dreimal für zehn Minuten in ddH2O gewaschen. Nach den Waschschritten werden die 

Gele mindestens drei Stunden in der Färbelösung inkubiert. Gefärbte Gele werden durch den 

CanoScan 9000F digitalisiert. 

8.2.3.3 Western Blot [1478-1480]  

Der Transfer der Proteine auf eine Immobilon®-FL PVDF Membran wird mit dem XCell II 

Blotmodul innerhalb des XCell SureLock™ Mini-Cell Elektrophorese-System ermöglicht. 

Zunächst wird die Membran auf eine Fläche von 8,5 x 7,5 cm2 zugeschnitten, in Methanol 

eingelegt, dreimal mit ddH2O gespült und in Transferpuffer übertragen. Vier E-PAGE™ Blotting-

Schwämme, zwei GB-001 Gel-Blotting-Papiere und das Polyacrylamid-Gel werden in 

Transferpuffer getränkt und zusammen mit dem Gel und der Membran zu einem Blotting-

Probenzusammensetzung für die LDS-PAGE 

Volumen Reagenz 

5,0 µL Invitrogen™ NuPAGE™ Probenpuffer (vierfach konzentriert) 

0,0 bis 2,0 µL Invitrogen™ NuPAGE™ Probenreduktionsmittel (zehnfach konzentriert) 

1,0 bis 15,0 µL 

Proben mit Angabe in Gewicht (G), [KbE] oder Volumen (V): 

für Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung 

10,0 µL des Eluats/der stationären Phase/des Durchlaufs oder 6,0 % 

des gesamten Eluats/der gesamten stationären Phase/des gesamten 

Durchlaufs 

3,2 Mrd. KbE von Bakterien 

1,0 bis 2,0 µg BSA 

1,0 µg rekombinantes Emp 

für Western Blot 

2,0 bis 4,0 µL Eluat/Durchlauf/stationäre Phase 

15,0 µL Serum in einer Verdünnung von 1:20 bis 1:200 

1,8 Mrd. KbE von Bakterien 

16,0 ng bis 50,0 ng rekombinantes Emp 

200,0 ng BSA 

50,0 ng menschliches ApoA1 
 

mit ddH2O auf 20,0 µL auffüllen 
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Sandwich assembliert, welches in das Blotmodul eingesetzt wird. Das Modul wird in das 

Elektrophorese-System eingebaut und mit Transferpuffer befüllt. Nach dem Befüllen der 

äußeren Wanne mit 650,0 mL ddH2O wird für 90 Minuten eine Spannung von 30 V bei einer 

Stromstärke von 500 mA angelegt. Nach dem Transfer wird die Membran bis zur weiteren 

Verwendung bei 4 °C gelagert. Die von der Membran absorbierten Proteine werden folgend 

mit Ponceau S eingefärbt, dokumentiert, entfärbt und anschließend per Immunfärbung 

ausgewertet. 

8.2.3.4 Ponceau S-Färbung [1481] 

Der Proteingehalt jedes Western Blots wird vor der Sekundärfärbung durch eine 

Ponceau S-Färbung bestätigt. Die Zusammensetzung der Ponceau S-Fixierlösung und die 

Färbung der Membran werden gemäß der Publikation nach Salinovich und Montelaro (1986) 

durchgeführt. Gefärbte Membranen werden durch ein kamerafähiges Mobiltelefon oder den 

CanoScan 9000F digitalisiert und anschließend entfärbt. Bei der Entfärbung, ebenfalls nach 

Salinovich, wird anstelle von destilliertem Wasser das Gel so lange mit Equilibrierungspuffer 

gewaschen, bis keine Färbung mehr sichtbar ist. 

8.2.4 Herstellung von Peptidarrays [46,1482-1484]  

Ein 3D-Maleimide Glasträger wird in einer PEPperCHIP® Inkubationsschale in 

16er-Konfiguration fixiert. Danach werden jeweils 300,0 nL einer 100,0 µM Peptidlösung in 

ddH2O (Emp-C2, Hämagglutinin-C, Poliomyelitis-C) in jeweils eine Ecke von jedem 

Reaktionsraum der Inkubationsschale pipettiert. Anschließend wird der Glasträger aus der 

Inkubationsschale genommen und für zwei Minuten mit Reduktionspuffer benetzt. Nach der 

Inkubationszeit wird der Träger jeweils drei Minuten lang zunächst mit PBS und dann mit 

ddH2O gewaschen. In den darauffolgenden Schritten wird der gespottete Träger nacheinander 

jeweils fünf Minuten in Protonierungspuffer, Entschützungslösung, dreimal in 

Dimethylformamid und zweimal drei Minuten in Methanol inkubiert. Der Prozess wird 

abgeschlossen, indem der Glasträger unter einem Strom aus Argongas getrocknet und bis zur 

weiteren Verwendung im gleichen Gas bei 4 °C gelagert wird. Alle Wasch- und 

Inkubationsschritte werden auf einem Wippschüttler mit einer Umdrehungszahl von 10 UpM 

durchgeführt. 

8.2.5 Immunfärbung 

8.2.5.1 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen [1485] 

Mit Hilfe von drei Konjugationssets von abcam® werden die in Tabelle 58 dargestellten 

Proteine mit Fluorophoren markiert. Die Markierung wurde streng nach der Vorschrift des 

jeweiligen Sets durchgeführt. 
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Tabelle 58: Alle durch Konjugationssets mit Fluorophor markierte Proteine. 

Fluoreszenzmarkierung durch kommerzielle Konjugationssätze 

Protein Konjugationsset 

Anti-ApoA1 DyLight® 680 Lightning-Link® Rapid DyLight® 680 

Anti-λ DyLight® 680 Lightning-Link® Rapid DyLight® 680 

Anti-IgG1 DyLight® 680 Lightning-Link® Rapid DyLight® 680 

Anti-IgG2 DyLight® 800 Lightning-Link® Rapid DyLight® 800 

Anti-IgG3 DyLight® 800 Lightning-Link® Rapid DyLight® 800 

Anti-IgG4 DyLight® 680 Lightning-Link® Rapid DyLight® 680 

ApoA1 DyLight® 800 Lightning-Link® Rapid DyLight® 800 

8.2.5.2 Immunfärbung von PVDF-Membranen [1479,1486,1487] 

Die auf der PVDF-Membran absorbierten Proteine werden für fünf Minuten in 

Equilibrierungspuffer gequellt und anschließend für eine Stunde mit Blockierungspuffer 

gesättigt. Nach einer Waschprozedur wird der Western Blot mit dem Primärantikörper über 

Nacht bei 4 °C inkubiert. Sobald die Inkubationszeit zu Ende ist, folgen eine weitere 

Waschprozedur und eine Markierung der Analyten mit dem Sekundärantikörper für 

eine Stunde unter Ausschluss von Licht. Die Markierung wird von einer letzten Waschprozedur 

abgeschlossen und die PVDF-Membran wird, nachdem sie vollständig getrocknet ist, mit dem 

Odyssey Classic Imaging System ausgewertet. Bei der Färbung von Antikörpern als Analyt 

wird keine Färbung mit einem Primärantikörper benötigt und der Schritt kann inklusive der 

nachfolgenden Waschprozedur übersprungen werden. Die Waschprozedur besteht aus 

insgesamt vier Waschschritten, in welcher die Membran jeweils 3 Minuten lang in Färbepuffer 

gewaschen wird. Alle Arbeitsschritte werden auf einem Orbitalschüttler durchgeführt, welcher 

mit einer Geschwindigkeit von 140 UpM rotiert. Die Auswahl von Blockierungsreagenz, 

Färbepuffer, Primärantikörper und Sekundärantikörper ist abhängig von der individuell 

durchgeführten LDS-PAGE und ist der Tabelle 59 zu entnehmen.  
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Tabelle 59: Alle in Kombination verwendeten Blockierungsreagenzien, Färbepuffer sowie für die 

Primär- und Sekundärfärbung eingesetzten Antikörper, dargestellt im Zusammenhang mit dem 

jeweiligen Experiment.  

Western Blot Immunfärbung 

Versuch Blockierungs- 

reagenz 

Färbepuffer 

(Tabelle 55 ) 

Primärantikörper 

(Tabelle 53) 

Sekundär-

antikörper 

(Tabelle 53) 

Affinität von scFvs 

gegen Emp 

Tabelle 52 

Nr. 5 
Nr. 25 

Serum FS2 

(1:500) und 

Nr. 20 bis 25 

(10,0 µg/mL) 

Nr. 8 und 

Nr. 13 

(1:5000) 

Kontrollfärbung 
Tabelle 52 

Nr. 5 
Nr. 25 - 

Nr. 8 

(1:5000) 

Kotrollfärbung mit 

Hasenserum 

Tabelle 55 

Nr. 7 
Nr. 26 - 

Nr. 8 

(1:5000) 

LES20_C1 

und LES7_C5 gegen 

Bakterienlysat 

Tabelle 55 

Nr. 7 
Nr. 26 

Nr. 21 und 24 

(10,0 µg/mL) 

Nr. 8 

(1:5000) 

Markierung von Anti-

Emp 

Tabelle 52 

Nr. 5 
Nr. 25 - 

Nr. 7 und 18 

(1:5000) 

Markierung von ApoA1 
Tabelle 55 

Nr. 7 
Nr. 26 

Serum FS2 

(1:500) 

Nr. 3 

(1:1000) 

Nachweis von Emp in 

vitro 

Tabelle 52 

Nr. 5 
Nr. 25 Nr. 18 (1:500) 

Nr. 13 

(1:5000) 

Nachweis von Emp in 

vitro (alternativ) 

Tabelle 52 

Nr. 5 
Nr. 25 Nr. 18 (1:500) 

Nr. 8 

(1:5000) 

Nachweis von Emp in 

vitro (optimiert) 

Tabelle 55 

Nr. 8 
Nr. 26 Nr. 27 (1:500) 

Nr. 8 

(1:5000) 

8.2.5.3 Immunfärbung von Peptidarrays [41] 

PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays werden entsprechend ihrer Konfiguration in eine passende 

PEPperCHIP® Inkubationsschale gespannt. 3D-Maleimide Glasträger werden ausschließlich 

in Inkubationsschalen mit 16er-Konfiguration fixiert. Alle zur Färbung durch die 

Inkubationsschale designierten Kammern werden zehn Minuten mit Equilibrierungspuffer 

gequellt, anschließend 30 Min lang mit Rockland-Puffer gesättigt und daraufhin dreimal jeweils 

eine Minute lang mit Färbepuffer-Formulation 1 gewaschen. Nach den Waschschritten wird 

die Primärantikörperlösung oder das Primärreagenz in Färbepuffer-Formulation 1 aufgetragen 
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und entweder zwei Stunden oder bei 4 °C über Nacht inkubiert. Der Inkubation folgen drei 

weitere Waschschritte mit Färbepuffer-Formulation 1 für jeweils eine Minute. Die 

Immunfärbung wird danach durch eine Inkubation der Flächen mit der 

Sekundärantikörperlösung in Färbepuffer-Formulation 1 unter Ausschluss von Licht für 

eine Stunde, gefolgt von drei weiteren Waschritten für jeweils eine Minute, abgeschlossen. 

Der Array wird nach der Färbung kurz in ddH2O getaucht und durch einen Gasstrom aus 

Kohlenstoffdioxid getrocknet. Getrocknete mit DyLight® 680 oder DyLight® 800 markierte 

Arrays werden durch das Odyssey Classic Imaging System analysiert und digitalisiert. 

Peptidarrays, welche mit einem anderen Fluorophor markiert sind, werden durch den 

Fluoreszenzscanner Innoscan 1100 AL gescannt und digitalisiert. Wenn der Primärantikörper 

oder das Primärreagenz direkt mit einem Fluorophor konjugiert ist, können die Färbung mit 

dem Sekundärantikörper und der zugehörige Waschschritt übersprungen werden. Alle Wasch- 

und Inkubationsschritte werden auf einem Orbitalschüttler mit einer Rotationsgeschwindigkeit 

von 140 UpM durchgeführt. Das Flüssigkeitsvolumen pro Kammer ist abhängig von der 

entsprechenden PEPperCHIP® Inkubationsschale. Bei der Fünfer-Konfiguration werden 

400,0 µL und bei der 16er-Konfiguration 200,0 µL eingesetzt. Welche Proteine für die Primär- 

und Sekundärantikörperfärbung eingesetzt werden, ist der Tabelle 60 zu entnehmen. 
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Tabelle 60: Alle Arrayfärbungen mit der entsprechenden Angabe von Primär- und Sekundärantikörper, 

welche in den Färbelösungen verwendet wurden. 

8.2.5.4 Immunfärbung von immobilisierten Staphylokokken [1488] 

Der Fixierpuffer wird aus allen Kammern eines Glasträgers mit immobilisierten Staphylokokken 

entfernt und jede Kammer mit 200,0 µL Equilibrierungspuffer befüllt, für zehn Minuten 

inkubiert, der Puffer durch 200,0 µL Blockierungspuffer–Formulation 2 ausgetauscht und der 

Glasträger für 30 Minuten gesättigt. Jede Kammer wird nach dem Blockierungsschritt dreimal 

jeweils eine Minute lang mit 200,0 µL Färbepuffer-Formulation 3 gewaschen. Als 

Primärfärbung wird jeweils Anti-Emp in einem Verhältnis von 1:500 und Anti-Myc mit einer 

Konzentration von 15,0 µg/mL in Färbepuffer-Formulation 3 vorbereitet. Von jedem 

Bakterienstamm wird jeweils eine Kammer mit 200,0 µL des jeweiligen Primärantikörpers 

befüllt und der gesamte Glasträger wird bei 4 °C über Nacht inkubiert. Nach dieser Inkubation 

wird jede Kammer drei weitere Male jeweils eine Minute lang mit Färbepuffer-Formulation 3 

gewaschen. Anschließend werden die mit Primärantikörper inkubierten Kammern und jeweils 

eine weitere Kammer von jedem Bakterienstamm mit Anti-IgG H +L XFD350 in einem 

Verhältnis von 1:1000 in Färbepuffer-Formulation 3 unter Ausschluss von Licht für eine Stunde 

markiert. Nach der Markierung wird jede Kammer dreimal für jeweils eine Minute mit 

Färbepuffer-Formulation 3 gewaschen. Abschließend wird die Dichtung von dem Glasträger 

Immunfärbung von Peptidarrays 

Versuch Primärantikörper oder -reagenz Sekundärantikörper 

(Tabelle 53) 

Analyse von scFv-Fcs mit 

Sekundärfärbung 

Serum FS2 (1:500) und 

Tabelle 53 Nr. 20 bis 25 

(10,0 µg/mL) 

Nr. 8 (1:5000) 

Bestimmung des IgG-

Subtyps 
Tabelle 53 Nr. 18 (1:1000) 

Nr. 8 und 

Nr. 13 bis 16 (1:1000) 

Eluate aus 

Affinitätschromatographien 

Diverse Seren (1:500) und 

Tabelle 53 Nr. 18 (variierend) 
Nr. 7 und 8 (1:5000) 

Kontrolle von ApoA1 ApoA1 DyLight® 800 (10,0 µg/mL) - 

Kontrolle von HKS, FKS 

und IgG Hase 

Serum FS3, 

Tabelle 52 Nr. 24, Nr. 40 (1:200) 

und Nr. 51 (400,0 µg/mL) 

Nr. 1, Nr. 2 und Nr. 8 

(1:5000) 

Substitutionsanalysen von 

Seren 
Serum (1:100) Nr. 7 und 8 

κ-λ-Färbung Serum (1:200) 
Nr. 9 (1:1000) und 

Nr. 10 (1:750) 
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abgezogen, der gesamte Glasträger kurz in ddH2O getaucht, durch einen Gasstrom aus 

Kohlenstoffdioxid getrocknet und mit dem Eclipse Ti ausgewertet. Hierbei wird der Filter Nr. 1 

aus Tabelle 43 verwendet. Alle Wasch-, und Inkubationsschritte werden auf einem 

Orbitalschüttler mit einer Rotationsgeschwindigkeit von 140 UpM durchgeführt. 

8.2.6 MS Analyse von Antikörpern 

8.2.6.1 Fällung und Präparation des Anti-Emp-Antikörpers 

Eine Elution des Anti-Emp-Antikörpers wird durch eine Methanol-Chloroform-Fällung nach 

Wessel und Flügge (1984) [1489] von Unreinheiten befreit. 2,0 µL werden anschließend in 

dreifacher Ausführung durch eine präparative, nicht-reduzierende LDS-PAGE der Größe nach 

aufgetrennt und mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefärbt. Die Banden für vollständige und 

fragmentierte Antikörper sowie einzelne leichte Ketten werden anhand des Molekulargewicht 

entsprechend der Publikation von Liu et al. (2007) [1392] identifiziert und mit einem Skalpell 

ausgeschnitten. Jedes so erzeugte Fragment wird in ein Eppendorf Tube mit einem Volumen 

von 1,5 mL übertragen. 

Zur Entfärbung der Gelfragmente wird jedes Gefäß mit 100,0 µL einer 100,0 mM 

Ammoniumhydrogencarbonat in einer 1:1 Mischung aus ddH2O und wasserfreiem Acetonitril 

befüllt und 30 Minuten unter gelegentlichem vortexen bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der 

Inkubationszeit werden weitere 500,0 µL wasserfreies Acetonitril hinzugefügt und bei 

Raumtemperatur inkubiert, bis die Gele geschrumpft und ohne Farbe sind.  

8.2.6.2 Enzymatischer Verdau der Antikörper [1490] 

Es werden jeweils 20,0 µg Chymotrypsin Protease, Glu-C und Trypsin Protease in 1,5 mL 

Verdauungspuffer gelöst. Anschließend werden jeweils drei Gelfragmente mit 50,0 µL von 

jeweils einer der drei resultierenden Lösungen benetzt und in den folgenden 30 Minuten von 

den Gelfragmenten absorbiert. Jede Lösung wird aufgefüllt, sodass alle Gelfragmente 

komplett mit Flüssigkeit bedeckt sind. Nach 90 Minuten wird jeder Lösung 20,0 µL 

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer beigemischt und die Gefäße werden über Nacht bei 

37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wird in jedes Gefäß 100,0 µL Peptid-Extraktionspuffer 

pipettiert und die Peptide werden für 15 Minuten bei 37 °C aus dem Gel extrahiert. Der 

Überstand wird anschließend in einem konischen Gefäß mit 1,5 mL Volumen übertragen und 

in einer vakuumfähigen Zentrifuge bei 6700 RZB getrocknet. Das getrocknete Pellet wird in 

20,0 µL MS-Puffer gelöst, fünf Minuten lang gevortext und 15 Minuten lang bei 6700 RZB 

zentrifugiert. 
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8.2.6.3 Flüssigchromatographie mit Quadrupol-Flugzeitmassenspektrometer [1491,1492] 

Alle Proben werden mit einem Volumen von 5,0 µL in der Säule bei einer Temperatur von 

40 °C durch einen Gradienten von 3,0 % zu 60,0 % UPLC-Puffer B in UPLC-Puffer A im 

Verlauf von 30 Minuten bei einer Fließgeschwindigkeit von 200,0 µL/Minute aufgetrennt. Nach 

der Reinigung durch UPLC werden die Proben in der MS im positiven Ionenmodus bei einer 

Kapillarspannung von 4500 V und einer Trockengaszufuhr bei 200 °C von 9,0 L/Minute und 

einem Verneblerdruck von 1,4 Bar in kleine Tröpfchen verwandelt und beschleunigt. Die 

Messung wird auf eine Massenspanne von 150-2200 m/z bei einer Spektralrate von 5 und 

3 Hz durchgeführt. Das Programm PEAKS DB erlaubt einer Zuordnung der MS-Daten der 

Peptidfragmente zu bekannten Isotypen von Antikörperketten. 

Alle Materialien, Geräte, Reagenzien und Protokolle wurden von der Arbeitsgruppe von 

Prof. Dr. Carsten Hopf am Institut für Instrumentelle Analytik und Bioanalytik der Hochschule 

Mannheim zur Verfügung gestellt.  

8.2.7 In-vitro-Selektion des Emp-Antigens durch humanes Phagen-Display [1317] 

Als stationäre Phase werden die Peptide eBio-GGS2-Emp15, eBio-GGS2-Emp9, eBio-βa5-

Emp15, eBio-βA5-Emp9 nach Hust et al. (2007 [1493], 2009 [1494], 2011 [1494]) auf einer 96-Well-

Mikrotiterplatte fixiert. Anschließend wird die Mikrotiterplatte für das Panning von einer nach 

Hust et al. (2009 [1494], 2011 [1495]) erzeugten Bibliothek aus 1,0 Bill. scFvs aus naiven B-Zellen 

gescreent, welche in von Rondot et al. (2001) [1496] beschriebenen Hyperphagen verpackt sind. 

Treffer im Panning werden entsprechend Schütte et al. (2009) [1497] durch einen ELISA 

verifiziert und bioinformatisch nach Mollova et al. (2010) [1498] auf einzigartige genetische 

Sequenzen begrenzt. Diese einzigartigen Sequenzen werden nach Hust et al. (2011) [1495] in 

Stratagene #200158 kloniert, die entsprechenden scFvs von dem Bakterium exprimiert und 

durch immobilisierte Metallaffinitätschromatographie aufgereinigt.  

Das Phagen-Display und die Auswahl geeigneter scFvs wurden von Prof. Dr. Michael Hust, 

Saskia Polten und Stephan Steinke in der Abteilung für Biotechnologie an der 

TU Braunschweig durchgeführt. Die resultierenden scFvs LES20_A7, LES20_C1, LES20_C9, 

LES20_D8, LES7_C5 und LES7_C8 wurden durch Western Blot und Immunfärbung auf 

Peptidarrays analysiert. 
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8.3 Zellbiologische Experimente 

8.3.1 Kultivierung und Differenzierung von HL-60 Zellen8.3.1.1 Kultivierung von 

HL-60 Zellen [1499] 

Die kryokonservierten Zellen werden entsprechend der Herstellerangaben in eine aktive Kultur 

umgesetzt. Proliferierende HL-60 Zellen werden drei Tage lang bei 37 °C bei einer 

Kohlenstoffdioxidkonzentration von 5,0 % (v/v) in 20,0 mL Kulturmedium für HL-60 Zellen 

innerhalb einer Zellkulturflasche kultiviert. Nach der Inkubationszeit werden Zellkulturen in 

Subkulturen aufgespalten, indem jeweils 10,0 mL der Zellkultur mit 10,0 mL Kulturmedium in 

einer neuen Zellkulturflasche vermischt wird. 

8.3.1.2 Differenzierung von HL-60 Zellen zu aktiven neutrophilen Granulozyten [157] 

Eine HL-60 Zellkultur wird nach drei Tagen für acht Minuten bei 136 RZB zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Das Zellpellet wird in 20,0 mL Differenzierungsmedium für HL-60 Zellen 

resuspendiert, in eine Kulturflasche überführt und drei bis vier Tage lang bei 37 °C bei einer 

Kohlenstoffdioxidkonzentration von 5,0 % (v/v) kultiviert. 

8.3.1.3 Zellzahlbestimmung durch Trypanblau-Färbung [1500-1502]  

Für die Zählung der Zellen wird 10,0 µL Zellsuspension in eine Kavität einer beliebigen 96-

Well-Mikrotiterplatte pipettiert und mit 90,0 µL einer 4,0 ‰igen (v/v) Trypanblau-Lösung 

vermischt. Von dieser Mischung werden 10,0 µL in eine Neubauer improved Zählkammer 

aufgetragen und mit dem invertierten AE20 Phasenkontrastmikroskop ausgezählt. 

8.3.1.4 Evaluierung der Zelldifferenzierung [162,1503,1504] 

Zweimal 1,0 mL differenzierte und undifferenzierte Zellen werden in konische Gefäße mit 

1,5 mL Volumen übertragen, zentrifugiert und der Überstand verworfen. Jeweils ein Pellet von 

undifferenzierten und differenzierten Zellen werden mit 5,0 µL Anti-CD35 PE und 

Anti-CD71 APC vermischt, alle Pellets für 25 Minuten bei 4 °C gelagert und anschließend in 

1,0 mL DPBS-minus resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wird der Überstand 

erneut verworfen und alle Pellets in 250,0 µL DPBS-minus resuspendiert und durch FACS 

ausgewertet. Mit dem Programm FACSDiva™ werden differenzierte und undifferenzierte Zellen 

anhand von Vorwärts- und Seitwärtstreulicht identifiziert und durch Gating werden 

differenzierte Zellen für die Analyse ausgewählt. Die Untergrenze für erfolgreich mit 

Anti-CD71 APC markierte Zellen wird bei ~125,0 RF festgelegt. Für Anti-CD35 PE markierte 

Zellen beträgt diese Untergrenze 70,0 RFU. Zellen werden bei jeder Zentrifugation 

acht Minuten bei 360 RZB und 4 °C zentrifugiert. 
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8.3.2 FACS von peripheren mononukleären Blutzellen 

8.3.2.1 Blutentnahme und Lyse von Erythrozyten [1505,1506] 

Es wird 7,0 mL Vollblut von einem freiwilligen Spender ärztlich unter der Ethiknummer 

S103/2019 in S-Monovetten mit Lithium-Heparin-Gel entnommen. Zur Lyse der roten 

Blutkörperchen wird für jeden Ansatz 1,0 mL des Blutes mit 10,0 mL eBioscience™ 

1x Lysepuffer für rote Blutkörperchen vermischt, gevortext, zehn Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert und anschließend für acht Minuten bei 1300 RZB zentrifugiert. Nach der 

Zentrifugation wird der Überstand von jedem Ansatz verworfen und das Pellet je nach Versuch 

mit 100,0 µL DPBS-minus resuspendiert. 

8.3.2.2 Markierung von biotinylierten Peptiden durch fluoreszierendes 

Avidin [1427,1507,1508]  

Es werden 4,0 nmol der Peptide eBio-GGS2-Emp9 und eBio-βA5-Emp9 in einem molaren 

Verhältnis von 9:1 mit NeutrAvidin™ Oregon Green™ 488 Konjugat konjugiert und mit DPBS-

minus auf eine Stoffmengenkonzentration von 3,2 µM gebracht. Anschließend werden alle 

Konjugate durch eine Zeba™ Spin Entsalzungssäule mit einem Molekulargewichtsgrenzwert 

von 7,0 kDa und einem Volumen von 0,5 mL entsprechend der Produktanleitung von 

ungebundenen Fluorophoren befreit.  

8.3.2.3 Sieben von Anti-Emp Gedächtniszellen durch FACS [1427,1509]Für die Analyse mit 

FACS werden pro Ansatz 100,0 µL extrahierte periphere mononukleäre Blutzellen für 

zehn Minuten auf Eis gelagert, erhalten eine in Tabelle 61 beschriebene Menge an 

markiertem Peptid und werden für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubationszeit 

werden jeweils 5,0 µL von den Antikörpern Anti-CD27 PE und Anti-Siglec-Fc-IgG APC zu 

den Blutzellen gegeben und dem Gefäß 1,0 mL gekühltes DPBS-minus beigefügt. Alle 

Ansätze werden für acht Minuten bei 359 RZB und 4 °C zentrifugiert, der Überstand 

verworfen. Dann wird das Pellet in 250,0 µL DPBS-minus resuspendiert und zusammen mit 

ungefärbten Zellen durch FACS ausgewertet. Mit dem Programm FACSDiva™ werden B-

Lymphozyten durch Vorwärts- und Seitwärtstreulicht identifiziert und durch Gating werden 

differenzierte Zellen für die Analyse ausgewählt.  
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Tabelle 61: Alle verwendeten Konzentrationen der Peptid-Tetramere in der FACS zur Suche nach 

B-Gedächtniszellen. 

Anzahl der Populationen nach FACS 

gewünschte 

Stoffmengenkonzentration (c) in 

[nM] 

Peptid-Tetramer eingesetztes Volumen von 

320,0 nM Arbeitslösung in [µL] 

600 
eBio-GGS2-Emp9 

1,1 
eBio-βA5-Emp9 

300 
eBio-GGS2-Emp9 

2,2 
eBio-βA5-Emp9 

150 
eBio-GGS2-Emp9 

4,5 
eBio-βA5-Emp9 

72 
eBio-GGS2-Emp9 

9 
eBio-βA5-Emp9 

36 
eBio-GGS2-Emp9 

18 
eBio-βA5-Emp9 

8.4 Mikrobiologische Experimente 

8.4.1 Kultivierungsbedingungen 

8.4.1.1 Staphylokokken und Bacillus subtilis 

Alle Staphylokokken und DSM 402 werden jeweils in einem sterilen konischen Gefäß mit 

50,0 mL Volumen in 20,0 mL TSB für 18 Stunden bei 37 °C ohne Bewegung inkubiert. Zur 

Erzeugung von Bakterienkolonien werden die Bakterien auf Columbia-Agar ausgestrichen und 

mit dem Deckel nach unten für 18 Stunden bei 37 °C kultiviert. 

8.4.1.2 Escherichia coli und RGB-S Reporter 

DSM 498 wird in einem sterilen Glaskolben in 20,0 mL LB-Miller für 18 Stunden bei 37 °C und 

120 UpM inkubiert. Zur Erzeugung von Bakterienkolonien werden die Bakterien auf LB-Miller-

Nährplatten ausgestrichen und mit dem Deckel nach unten für 18 Stunden bei 37 °C kultiviert. 

Der RGB-S Reporter hat dieselben Kultivierungsbedingungen, verwendet aber LB-Miller-

Kanamycin und LB-Miller-Kanamycin-Nährplatten.  
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8.4.1.3 Synechocystis spec. 

Die Cyanobakterien werden in einer mit 20,0 mL BG-11-Flüssigmedium gefüllten 

Zellkulturflasche zwei Tage lang bei 20 °C und 120 UpM inkubiert. Während dieser Zeit 

werden sie mit einer Photonenstärke von 25,0 µmol/m2s beleuchtet. 

8.4.2 Bestimmung der Bakterienzahl durch Trübungswert 

Der gemessen Trübungswert einer Bakteriensuspension wird mit der Umrechnungsrate von 

Escherichia coli entsprechend Forbes et al. (2002) [1510] mit einer Rate von 0,5 MFU gleich 

150,0 Mio. KbE/mL umgerechnet. 

8.4.3 Immobilisierung von Staphylokokken auf Glasträgern [1511,1512] 

Die Staphylokokken ATCC® 25904™ und 168L werden über Nacht kultiviert und anschließend 

für 10 Minuten bei 7700 RZB zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Pellet in 

20,0 mL DPBS-minus resuspendiert. Durch das DensiCHEK plus Densitometer wird die 

Trübung der Bakteriensuspensionen bestimmt und folgend eine Arbeitssuspension mit einer 

Bakteriendichte von 1,0 Mio. KbE/mL von jedem Bakterienstamm hergestellt. Von der 

Arbeitssuspension von ATCC® 25904™ werden jeweils 200,0 µL in jede Kammer der oberen 

Reihe und 200,0 µL der Arbeitssuspension von 168L in jede Kammer der unteren Reihe eines 

Glasträgers der ibidi GmbH mit acht individuellen Kammern pipettiert. Diese wird im Anschluss 

ohne Bewegung für 18 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird jede 

Kammer mit 200,0 µL DPBS-minus bei einer orbitalen Rotationsgeschwindigkeit von 140 UpM 

gewaschen und die Adhäsion der Staphylokokken durch das DMLS Durchlichtmikroskop 

bestätigt. Nach der Bestätigung wird jede Kammer mit 200,0 µL Fixierpuffer befüllt, mit 

Parafilm versiegelt und für mindestens 18 Stunden bei 4 °C inkubiert. Zur Analyse werden alle 

Kammern durch eine Immunfärbung markiert. 

8.4.4 Test auf toxisches Potential der Versuchsreagenzien des 

Tötungsassays [1513] 

Als Testsubstanzen werden als Mischungen von Chemikalien entsprechend der Tabelle 62 

vorbereitet und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Als Analyt für das toxische Potential der 

eingesetzten Mischungen wird jeweils eine Übernachtkultur von 168L und ATCC® 25904™ für 

zehn Minuten bei 7700 RZB zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 20,0 mL 

DPBS-plus resuspendiert. Die Gesamtbakterienzahl wird durch Messung des Trübungswerts 

mit Hilfe des DensiCHEK plus Densitometers bestimmt. Dann werden jeweils 80,0 Mio. KbE 

von jeder Kultur in ein konisches Gefäß gefüllt, erneut bei zehn Minuten bei 7700 RZB 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet für fünf Minuten auf einem Tuch 
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getrocknet. Das getrocknete Pellet wird als Bakteriensuspension in 1,0 mL DPBS-plus 

resuspendiert. Mit Ausnahme von Spalte 12 werden in einer BRANDplate®-Mikrotiterplatte 

(Tabelle 52 Nr. 7) die oberen vier Reihen mit 10,0 µL der Bakteriensuspension von 

ATCC® 25904™ und die unteren vier Reihen mit 10,0 µL der Bakteriensuspension von 168L 

befüllt. Von jeder Mischung werden 20,0 µL in jede Kavität der in Tabelle 62 zugewiesenen 

Spalte pipettiert und mit der Bakteriensuspension vermischt. Anschließend wird die 

Mikrotiterplatte 90 Minuten bei 37 °C und 90 UpM inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden 

in jede belegte Kavität 170,0 µL TSB und in jede Kavität von Spalte 12 200,0 µL TSB gefüllt 

und vermischt. Die Mikrotiterplatte wird in die Inkubationskammer des FLOUstar OPTIMA 

gestellt und für 15 Stunden ohne Bewegung bei 37 °C kultiviert. In dieser Zeit wird alle 

fünf Minuten die OD600 von jeder Kavität gemessen. Der Test soll die Reaktionsbedingungen 

des OPTA so exakt wie möglich simulieren. Als Kontrolle für unspezifische Reaktionen wird 

Anti-Myc in einer Endkonzentration von 10,0 µg/mL eingesetzt. Anti-Emp wird in diesem Test 

auf eine Endkonzentration von ~ 6,8 µg/ml eingestellt. 

Tabelle 62: Verschiedene Testsubstanzen, deren toxisches Potential anhand der Wachstumsinhibition 

von Staphylokokken getestet wird. Alle Substanzen werden, wenn nicht anders angegeben, im 

entsprechenden Verhältnis mit DPBS-plus verdünnt. 

  

Test auf toxisches Potential 

Spalte Substanz Konzentration 

1 DPBS-plus (Negativkontrolle) konzentriert 

2 hitzeinaktiviertes FKS 15,0 % (v/v) des Gesamtvolumens 

3 Elutionspuffer  konzentriert 

4 HKS 20,9 % (v/v) des Gesamtvolumens 

5 Anti-Emp in Elutionspuffer 33,0 % (v/v) des Gesamtvolumens 

6 
Anti-Emp in Elutionspuffer und 

hitzeinaktiviertes FKS. 

Anti-Emp 33,0 % (v/v) des Gesamtvolumens;  

FKS: 15,0 % (v/v) des Gesamtvolumens 

7 Anti-Myc in PBS 3,5 % (v/v) des Gesamtvolumens 

8 
Anti-Emp in Elutionspuffer und 

HKS 

Antikörper: 33,0 % (v/v) des 

Gesamtvolumens; 

HKS: 20,9 % (v/v) des Gesamtvolumens 

9 menschliches ApoA1 
33,0 % (v/v) des Gesamtvolumens;  

Proteinkonzentration ~ 463,0 µg/mL 

10 
Anti-Myc in PBS und 

hitzeinaktiviertes FKS 

Antikörper: 3,5 % (v/v) des Gesamtvolumens 

FKS: 15,0 % (v/v) des Gesamtvolumens 
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8.4.5 Kolorimetrische Bestimmung der MIC von antimikrobiellen Substanzen 

durch Resazurin [1514-1516] 

Als Testsubstanzen für die Beobachtung eines inhibitorischen Effekts werden Lösungen mit 

einer Konzentration von 1,0 mg/mL der antibiotischen Substanzen Bac8c, MP196, Pac-525, 

Ampicillin Natriumsalz und Tetrazyklin Hydrochlorid in ddH2O hergestellt. Eine Übernachtkultur 

des RGB-S Reporter wird als Analyt verwendet und bei 3220 RZB zehn Minuten lang 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Pellet wird in 20,0 mL PBS resuspendiert. 

Mit dem Zelldichtemessgerät Biowave WPA CO 8000 wird die Bakteriendichte der 

Bakteriensuspension bestimmt und mit LB-Miller-Kanamycin auf eine optische Dichte von 

OD600 0,4 eingestellt und durch vortexen vermischt. In Reihe A einer BRANDplate®-

Mikrotiterplatte (Tabelle 52 Nr. 7) werden in alle Kavitäten 50,0 µL LB-Miller-Kanamycin-2x 

und in den Reihen B bis H in alle Kavitäten 50,0 µL LB-Miller-Kanamycin pipettiert. Die 

Testsubstanzen werden in doppelten Ansätzen in Reihe A durch Zugabe von 50,0 µL der 

jeweiligen Substanz in die Kavitäten gemischt und alle Kavitäten in Spalte 12 erhalten 

zusätzlich 50,0 µL LB-Miller-Kanamycin, um die Negativkontrolle zu vervollständigen. Durch 

eine Verdünnungsreihe werden 50,0 µL der Substanzen in den Spalten 1 bis 10 von Reihe A 

nacheinander in die alphabetisch nachfolgenden Reihen pipettiert, sodass sich die 

Substanzkonzentration mit jeder Reihe halbiert. Mit Abschluss der letzten Verdünnung in 

Reihe H werden 50,0 µL in den Spalten 1 bis 10 dieser Reihe verworfen, damit das Volumen 

der gesamten Verdünnungsreihe gleich ist. Jede Kavität, mit Ausnahme von Spalte 12, erhält 

zusätzlich 50,0 µL der Bakteriensuspension. Insgesamt wird die Konzentration der 

Bakteriensuspension halbiert und die der Testsubstanz geviertelt. Die Mikrotiterplatte wird 

einen Tag lang ohne Bewegung bei 37 °C kultiviert und nach der Inkubationszeit wird jeder 

Kavität 20,0 µL Resazurinindikator hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wird anschließend 

weitere zwei Stunden ohne Bewegung bei 37 °C inkubiert. Ein Farbumschlag markiert alle 

Kavitäten, in welchen kein bakterielles Wachstum nachgewiesen werden kann. 

8.4.6 Protokoll zur Messung der Stressantwort unter Exposition von 

Stressoren [1514,1516] 

Die Durchführung basiert auf der Doktorarbeit von Dr. Zoheir (2020) [1366] und wird an die 

Publikation von Berditsch et al. (2016) [1515] angepasst. Als Testsubstanzen für die 

Beobachtung einer Stressinduktion werden Lösungen mit einer Konzentration von 5,0 µg/mL 

von den antibiotischen Substanzen Bac8c, MP196 und Pac-525 in ddH2O hergestellt. Eine 

Übernachtkultur des RGB-S Reporter wird als Analyt verwendet und mit einer Geschwindigkeit 

von 3220 RZB für zehn Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und das Pellet in 

10,0 mL PBS resuspendiert. Mit dem Zelldichtemessgerät Biowave WPA CO 8000 wird die 
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Bakteriendichte der Bakteriensuspension bestimmt und mit LB-Miller-Kanamycin auf eine 

optische Dichte von OD600 2,0 x 10-3 eingestellt und durch Vortexen vermischt. In Reihe A einer 

BRANDplate®-Mikrotiterplatte (Tabelle 52 Nr. 6) werden in alle Kavitäten 50,0 µL LB-Miller-

Kanamycin-2x und in den Reihen B bis H in alle Kavitäten 50,0 µL LB-Miller-Kanamycin 

pipettiert. Die Testsubstanzen werden in dreifachen Ansätzen in Reihe A durch Zugabe von 

50,0 µL der jeweiligen Substanz in die Kavitäten gemischt. Alle Kavitäten in den Spalten 10 

bis 12 erhalten zusätzlich 50,0 µL LB-Miller-Kanamycin, um die Negativkontrolle zu 

vervollständigen. Durch eine Verdünnungsreihe werden 50,0 µL der Substanzen in den 

Spalten 1 bis 10 von Reihe A nacheinander in die alphabetisch nachfolgenden Reihen 

pipettiert, sodass sich die Substanzkonzentration mit jeder Reihe halbiert. Mit Abschluss der 

letzten Verdünnung in Reihe H werden 50,0 µL in den Spalten 1 bis 10 dieser Reihe verworfen, 

damit das Volumen der gesamten Verdünnungsreihe gleich ist. Jede Kavität, mit Ausnahme 

von Spalte 12, erhält zusätzlich 50,0 µL der Bakteriensuspension. Insgesamt wird die 

Konzentration der Bakteriensuspension halbiert und die der Testsubstanz geviertelt. Die 

Mikrotiterplatte wird mit einem adhäsiven Polymerase-Kettenreaktion-Film aus Polyester 

versiegelt und in der Inkubationskammer des Synergy H1 Hybrid Multimodus-Mikrotiterplatten-

Lesegerätes einen Tag lang mit einer Orbitalfrequenz von 3,0 mm bei 282 UpM und 37 °C 

kultiviert. Alle zehn Minuten wird jede Kavität durch Monochromatoren bei drei verschiedenen, 

in Tabelle 63 dargestellten Wellenlängen angeregt und eine bestimmte Bandbreite an 

Emissionslicht detektiert und aufgezeichnet. 

Tabelle 63: Konfiguration der Monochromatoren zur Detektion von fluoreszierenden Proteinen während 

einer kontrollierten Exposition des RGB-S Reporters mit Stressoren. 

Konfiguration der Monochromatoren 

detektiertes Protein Anregungswellenlänge 

in [nm] 

Emissionswellenlänge 

in [nm] 

Empfindlichkeit 

blau 

fluoreszierendes 

Protein 

391,0 bis 409,0 445,0 bis 463,0 50,0 

grün 

fluoreszierendes 

Protein 

474,0 bis 492,0 502,0 bis 520,0 100,0 

rot fluoreszierendes 

Protein 
562,0 bis 580,0 598,0 bis 616,0 150,0 
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8.4.7 Hydrostatische Befüllung und Auswertung der mikrostrukturierten 

Glasträger 

8.4.7.1 Assemblierung der fluidischen Kammer [44,1365,1517] 

Die fluidische Kammer setzt sich aus einer Dichtung, bestehend aus PDMS, zwei Glasplatten 

aus Quarz, entweder hydrophobiert oder unbehandelt (158,0 x 60,0 x 5,0 mm3 und 

111,0 x 60,0 x 50,0 mm3), einem Wasser- und Medienreservoir sowie einem hydrophobierten 

mikrostrukturierten Träger aus Quarzglas zusammen. Der Glasträger wird in die Dichtung 

gespannt, sodass die Mikrostrukturen nach innen gewandt sind. Anschließend wird die 

Dichtung zwischen die beiden Glasplatten gelegt, sodass die Seite mit dem mikrostrukturierten 

Träger mit der kleineren Glasplatte exakt abschließt. Beide Glasplatten werden mit vier großen 

Foldbackklemmern zusammengepresst. Mit einem System aus Schläuchen wird eine Seite 

der Befüllungskammer mit dem Medienreservoir verbunden, während die andere Seite mit 

dem Wasserreservoir verknüpft wird. Beide Schlauchsysteme werden in eine MS/CA-Kassette 

gespannt und diese in die digitale Pumpe Reglo ICC eingefügt. Das Wasserreservoir ist mit 

einem Magnetrührfisch ausgestattet und wird auf einen beheizbaren Magnetrührer platziert. 

Zur Überprüfung der korrekten Assemblierung werden 10,0 mL steriles destilliertes Wasser 

von dem Medienreservoir in das fluidische System geleitet. 

8.4.7.2 Hydrostatische Befüllung von mikrostrukturierten Glasträgern [44,1365,1517] 

Unmittelbar vor der Befüllung werden 10,0 mL einer Bakteriensuspension in das 

Medienreservoir gefüllt, die fluidische Kammer wird um einen Winkel von 45 ° geneigt und der 

Zugang zum Wasserreservoir mit einem Foldbackklemmer verschlossen. Durch die 

peristaltische Pumpe wird die Bakteriensuspension bei einer Fließgeschwindigkeit von 

600,0 µL pro Minute in die fluidische Kammer gepumpt, bis diese vollständig gefüllt ist. Die 

Bakterien werden dann für zweieinhalb Stunden sedimentiert. Nach der Sedimentationszeit 

wird der Magnetrührer auf eine Geschwindigkeit von 1250 UpM eingestellt, der Zugang zum 

Wasserreservoir geöffnet und die Bakteriensuspension mit einer Geschwindigkeit von 

225,0 µL pro Minute in das Medienreservoir zurückgepumpt, bis keine Flüssigkeit mehr in der 

fluidischen Kammer vorhanden ist. Für eine weitere Detektion wird der Zugang zu beiden 

Reservoirs mit Foldbackklemmern verschlossen oder der Glasträger wird aus der Kammer 

herausgenommen und eine Stunde lang in einer Sicherheitswerkbank getrocknet. 

8.4.7.3 Präparation und Detektion von Synechocystis spec. [1518] 

Zur Vorbereitung der Bakterienkultur werden 10,0 mL einer zwei Tage alten Kultur von 

Synechocystis spec. in ein steriles konisches Gefäß mit 50,0 mL Volumen gefüllt und 

zentrifugiert. Das Pellet wird in 10,0 mL Kochsalzlösung-Formulation 1 gelöst, erneut 

zentrifugiert und in 10,0 mL Kochsalzlösung-Formulation 1 resuspendiert. Die Bakteriendichte 
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wird durch das Spektralphotometer Jenway 7305 bestimmt. Anschließend wird das Volumen 

der Bakteriensuspension mit Kochsalzlösung-Formulation 1 auf 5,0 mL aufgefüllt und die 

Bakteriendichte auf eine OD750 von 0,4 eingestellt. Die mit Synechocystis spec. befüllten 

Glasträger werden ausschließlich im getrockneten Zustand mit dem Innoscan 1100 AL, dem 

optischen Digitalmikroskop VHX-600 und dem Mikroskop PixCell II detektiert. Bei einer 

Auswertung mit dem Innoscan 1100 AL wird der Glasträger bei 532,0 nm mit einer 

Laserenergie von 10,0 mW angeregt, das Emissionslicht mit Filter Nr. 6 in Tabelle 46 begrenzt 

und bei einer Empfindlichkeit von 0,1 detektiert. Alle Zentrifugationen werden für zehn Minuten 

bei 3220 RZB durchgeführt. 

8.4.7.4 Präparation und Detektion von humanen Erythrozyten [1519] 

Über ein Blutentnahmesystem wird das Erythrozytenkonzentrat in PAGGS-M in ein steriles 

konisches Gefäß übertragen und unverdünnt zur Befüllung eingesetzt. Die mit 

Humanerythrozyten befüllten Glasträger werden ausschließlich im getrockneten Zustand mit 

dem optischen Digitalmikroskop VHX-600 und dem Mikroskop PixCell II ausgewertet. 

8.4.7.5 Lebend-Tot-Färbung [1520-1522] 

8.4.7.5.1 Präparation von Bakterien durch Lebend-Tot-Färbung 

Zur Vorbereitung der Bakterienkultur werden 25,0 mL einer Übernachtkultur von DSM 498 in 

ein steriles konisches Gefäß mit 50,0 mL Volumen gefüllt und zentrifugiert. Der Überstand wird 

verworfen, das Pellet mit 20,0 mL Kochsalzlösung-Formulation 2 durch vortexen vollständig 

vermischt, erneut zentrifugiert und in 10,0 mL Kochsalzlösung-Formulation 2 resuspendiert. 

Die Bakteriendichte wird mit dem Zelldichtemessgerät Biowave WPA CO 8000 bestimmt und 

mit Kochsalzlösung-Formulation 2 auf ein Volumen von 5,0 mL und eine OD600 zwischen 0,5 

und 0,8 eingestellt. Zur Färbung wird die Bakteriensuspension in einem Verhältnis von 1:1 mit 

Färbelösung vermischt und im Dunkeln für 15 Minuten inkubiert. Alle Zentrifugationen werden 

für 25 Minuten bei 3220 RZB durchgeführt. 

8.4.7.5.2 Detektion von Bakterien durch Lebend-Tot-Färbung  

Nach der Befüllung werden gefärbte Bakterien in der fluidischen Kammer oder auf dem 

getrockneten Glasträger im optischen System nach Clemens von Bojničić-Kninski analysiert. 

Die Bakterien werden mit der SOLIS-470C bei voller Leistung angeregt, die Emission durch 

einen Breitbandfilter begrenzt und letztendlich durch eine D810 Spiegelreflexkamera 

detektiert. Für die Detektion des Farbstoffes SYTO™ 9 wird Filter Nr. 5 in Tabelle 48 verwendet 

und die Aufnahme mit einer Belichtungszeit von 15 Sekunden und einer ISO-Zahl von 12800 

durchgeführt. Für die Detektion des Farbstoffes Propidiumiodid wird Filter Nr. 9 in Tabelle 48 

verwendet und die Aufnahme mit einer Belichtungszeit von 30 Sekunden bei einer ISO-Zahl 

von 12800 durchgeführt. 
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8.4.7.6 RGB-S Reporter [1366]  

8.4.7.6.1 Präparation des RGB-S Reporters 

Zur Vorbereitung der Bakterienkultur werden 20,0 mL einer Übernachtkultur des RGB-S 

Reporters in ein steriles konisches Gefäß mit 50,0 mL Volumen gefüllt und zentrifugiert. Der 

Überstand wird verworfen, das Pellet mit 20,0 mL PBS durch vortexen vollständig vermischt, 

erneut zentrifugiert und in 10,0 mL LB-Miller-Kanamycin-Ciprofloxacin oder LB-Miller-

Kanamycin resuspendiert. Eine Bakteriensuspension in LB-Miller-Kanamycin-Ciprofloxacin 

wird zusätzlich zwei Stunden lang bei 37 °C ohne Bewegung inkubiert. Alle Zentrifugationen 

werden für 20 Minuten bei 3220 RZB durchgeführt. 

8.4.7.6.2 Detektion des RGB-S Reporters 

Nach der Befüllung werden die von dem Reporterstamm exprimierten fluoreszierenden 

Proteine in der fluidischen Kammer oder auf dem getrockneten Glasträger im optischen 

System nach Clemens von Bojničić-Kninski analysiert. Zur Detektion des blau 

fluoreszierenden Proteins wird der Glasträger mit der SOLIS-445B/M bei voller Leistung 

angeregt und das Emissionslicht ungefiltert von der D810 Spiegelreflexkamera bei einer 

Belichtungszeit von einer Sekunde und einer ISO-Zahl von 800 detektiert. Das grün 

fluoreszierende Protein wird mit der SOLIS-470C bei voller Leistung angeregt, das 

Emissionslicht durch Filter Nr. 5 in Tabelle 48 eingegrenzt und von der Kamera bei einer 

Belichtungszeit von sechs Sekunden und einer ISO-Zahl von 6000 detektiert. Für die Detektion 

des rot fluoreszierenden Proteins wird der Glasträger mit der SOLIS-470C bei voller Leistung 

angeregt, das Emissionslicht durch Filter Nr. 9 in Tabelle 48 eingegrenzt und von der Kamera 

bei einer Belichtungszeit von 15 Sekunden und einer ISO-Zahl von 12800 detektiert. 

Getrocknete Glasträger werden zusätzlich durch den Innoscan 1100 AL ausgewertet, wobei 

der Scanner nicht für die Detektion von blau fluoreszierenden Proteinen ausgestattet ist. Grün 

fluoreszierende Proteine werden bei 488 ,0 mit einer Laserenergie von 10,0 mW angeregt, das 

Emissionslicht mit Filter Nr. 1 in Tabelle 46 begrenzt und bei einer Empfindlichkeit von 5,0 

detektiert. Die rot fluoreszierenden Proteine werden bei 532,0 nm mit einer Laserenergie von 

10,0 mW angeregt, das Emissionslicht mit Filter Nr. 5 in Tabelle 46 begrenzt und bei einer 

Empfindlichkeit von 10,0 detektiert. 

8.4.7.7 Test auf antimikrobielle Stressantwort in mikrostrukturierten Glasträgern 

In dieser Variante des Experiments wird ein hydrophobierter mikrostrukturierter Glasträger 

verwendet. Dieser Glasträger wird zuvor entsprechend Kapitel 8.6.2 „Oberflächensynthese 

von antibiotischen Peptiden auf einem modifizierten mikrostrukturierten Träger“ zuerst 

mit einem Photo-Linker funktionalisiert, an dessen freien Aminogruppe das antimikrobielle 

Peptid MP196 geknüpft wird. Nach der Befüllung mit dem RGB-S Reporter wird die fluidische 

Kammer für 30 Minuten mit der Schwarzlichtlampe VL-115.BL bei voller Leistung 
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bestrahlt [1523,1524] und für 19 Stunden ohne Bewegung bei 37 °C inkubiert. Anschließend wird 

der Glasträger aus dem fluidischen System herausgenommen und eine Stunde lang in der 

Sicherheitswerkbank getrocknet. Eine Auswertung des Glasträgers wird entsprechend 

Kapitel 8.4.7.6.2 „Detektion des RGB-S Reporters“ durchgeführt.  

8.5 Durchführung des OPTA 

8.5.1 Vorbereitung der Kulturen und Reagenzien 

8.5.1.1 Vorbereitung der Staphylokokken [1525] 

Als Analyten für den Assay werden jeweils eine Übernachtkultur von den Staphylokokken 

168L, ATCC® 25904™ und USA300 in zweifacher Wiederholung zentrifugiert, der Überstand 

verworfen und das Pellet in 20,0 mL PBS-plus resuspendiert. Die Gesamtbakterienzahl wird 

durch Messung des Trübungswert durch das DensiCHEK plus Densitometer bestimmt. Für 

jede Bakterienart werden 1,0 Mrd. KbE in ein steriles konisches Gefäß pipettiert, zentrifugiert, 

der Überstand verworfen und das Pellet mit 1,0 mL Opsonisierungspuffer gevortext, bis die 

Bakterien komplett mit der Flüssigkeit vermischt sind. 

8.5.1.2 Vorbereitung der differenzierten HL-60 Zellen [162] 

Eine Zellkultur von HL-60 Zellen wird eine Woche und eine Differenzierung der Zellen drei 

Tage vor dem Experiment etabliert. Am Tag des Experiments wird die korrekte Differenzierung 

der Zellen überprüft und durch eine Trypanblau-Färbung die Anzahl von lebendigen Zellen 

bestimmt. Pro Testsubstanz werden 1,5 Mio. Zellen, multipliziert mit der Anzahl an Analyten, 

benötigt. Diese Anzahl wird für drei Minuten bei 500 RZB zentrifugiert. Der Überstand wird 

verworfen und das Zellpellet in Komplementpuffer resuspendiert, sodass sich eine 

Konzentration von 10,0 Mio. Zellen/mL ergibt. 

8.5.1.3 Vorbereitung der Testsubstanzen und Versuchsreagenzien [1526] 

Als Testsubstanzen für den Assay werden die Antikörper Anti-Emp, Anti-Myc, das 

menschliche ApoA1 und als Prozesschemikalie polyklonales IgG aus dem Hasen eingesetzt. 

Alle vier Substanzen werden jeweils mit einer Zeba™ Spin Entsalzungssäule mit einem 

Molekulargewichtsgrenzwert von 7,0 kDa und einem Volumen von 0,5 mL entsprechend der 

Produktanleitung behandelt, sodass alle Substanzen nach der Entsalzung in 

Opsonisierungspuffer gelöst sind. Für jeden Test werden 200,0 µL von jeder Testsubstanz in 

der in der Tabelle 64 angegebenen Konzentration hergestellt, indem die jeweilige Substanz 

mit 40,0 µL polyklonalem IgG aus dem Hasen in Opsonisierungspuffer und dem Puffer selbst 

verdünnt wird. 

  



 

322 

Tabelle 64: Vorbereitung der Testsubstanzen für den OPTA. 

Vorbereitung der Testsubstanzen 

Substanz Konzentration 

Anti-Emp 50,0 % (v/v), ~ 15,3 µg/mL 

Anti-Myc 2,2 % (v/v), ~ 15,0 µg/mL 

menschliches ApoA1 21,5 % (v/v), ~ 299,0 µg/mL 

8.5.2 Durchführung des OPTA 

Die Bedingungen des OPTA nach Paschall et al. (2019) [162] werden entsprechend den 

immunevasiven Eigenschaften von Staphylococcus aureus angepasst. 

Aus der vorbereiteten Bakteriensuspension werden 100,0 µL verworfen, die restliche 

Suspension mit 100,0 µL polyklonalem IgG aus dem Hasen aufgefüllt und fünf Minuten 

stehend bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit werden für jede Testsubstanz, multipliziert mit 

der Anzahl an Analyten, drei in einer Reihe parallel positionierte Kavitäten einer BRANDplate®-

Mikrotiterplatte (Tabelle 52 Nr. 8) mit jeweils 10,0 µL der Bakteriensuspension befüllt. 

Anschließend werden die Kavitäten mit jeweils 20,0 µL der entsprechenden Testsubstanz 

vermischt und für 30 Minuten bei 37 °C mit dieser inkubiert. Am Ende der Opsonisierung 

werden jeweils 10,0 µL des Gemisches aus Bakterien und Substanz auf zwei weitere Reihen 

einer Mikrotiterplatte verteilt. In der einen Reihe wird dieses mit 50,0 µL Zellsuspension und in 

der anderen Reihe mit 50,0 µL Komplementpuffer vermischt. Die Mikrotiterplatte wird 

anschließend bei 90 UpM und 37 °C für eine Stunde lang kultiviert. 

8.5.3 Analyse des OPTA [1411] 

In einer BRANDplate®-Mikrotiterplatte (Tabelle 52 Nr. 7) werden für jede Probe vier in einer 

Spalte parallel positionierte Kavitäten mit jeweils 180,0 µL DPBS-plus befüllt. Die Flüssigkeit 

in der numerisch ersten Kavität wird mit 20,0 µL der jeweiligen Probe vermischt und 

anschließend entsprechend der DIN EN ISO 6887 [1527] in den Kavitäten der darunterliegenden 

Reihen verdünnt. Eine Nährplatte Columbia-Agar wird in vier Kompartimente unterteilt, und 

auf jedes Kompartiment werden mit im Uhrzeigersinn aufsteigender Konzentration, 50,0 µL 

einer Verdünnung pipettiert. Anschließend wird die Nährplatte 15 Minuten getrocknet und mit 

dem Deckel nach unten 18 Stunden lang bei 37 °C kultiviert. 

  



 

323 

8.5.4 Dokumentation und Auswertung [1411,1528] 

Die Nährplatten werden nach der Kultivierungszeit mit einer Handykamera dokumentiert. 

Ansammlungen von Kolonien werden dann gezählt, wenn die Kolonien sichtbar 

auseinandergehalten werden können. Zur Auswertung werden die Kolonien mit Unterstützung 

von digitaler Zähl- und Zoomhilfe durch das Programm ImageJ [1395] gezählt.  

8.6 Polymerherstellung und chemische Modifikation von 

mikrostrukturierten Glasträgern  

8.6.1 Veredelung von mikrostrukturierten Glasträger mit 10:90-PEGMA-co-

PMMA-Polymerfilm 

Die Herstellung des Copolymers basiert auf einer Publikation von 

Kimani und Moratti (2006) [1529], welche fortlaufend durch Stadler et al. (2008) [1530] und 

Schirwitz (2012) [1531] verbessert wurde. 

Die Veredelung der mikrostrukturierten Träger wurde von Dr. Andreas Klinkusch am Institut 

für Mikrostrukturtechnik am KIT durchgeführt. 

8.6.1.1 Reinigung und Aktivierung der mikrostrukturierten Glasträger 

Die mikrostrukturierten Glasträger werden in einer mit 50,0 mL in Isopropanol gelöster 1,0 M 

Kalilauge befüllten Färbekammer für 18 Stunden eingelegt und aktiviert, anschließend mit 

50,0 mL ddH2O gewaschen und durch eine Spritzflasche mit Aceton abgespült. 

8.6.1.2 Synthese von Brom-Silan 

Die Brom-Silan-Basis wird in einer Schlenkflasche angesetzt und mit flüssigem Stickstoff auf 

-196 °C heruntergekühlt. Tropfenweise und unter ständigem Rühren werden 30,0 mL der 

α-Bromisobuttersäurebromid-Lösung in die Schlenkflasche gegeben, die gesamte Flasche 

nach Zugabe des vollen Volumens auf Raumtemperatur erwärmt und gewartet, bis das 

Dichlormethan verdampft ist. Die Restsubstanz in der Schlenkflasche wird in wasserfreiem 

n-Hexan gelöst und für 30 Minuten gerührt. Feststoffe, welche in der Lösung ausfallen, werden 

unter Argongas durch eine feinporige Filternutsche herausgefiltert und das Lösungsmittel in 

einem Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. 

8.6.1.3 Silanisierung der mikrostrukturierten Glasoberfläche 

Zur Vorbereitung für die Silanisierung werden 8,0 mM n-Propyltriethoxysilan und 

2,0 mM Brom-Silan in wasserfreiem Dichlormethan gelöst, in eine Färbekammer gefüllt und 

die aktivierten mikrostrukturierten Glasträger für 18 Stunden unter Argongas in der Flüssigkeit 
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inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die Träger dreimal für fünf Minuten mit Ethanol, 

zweimal zwei Minuten mit Aceton in der Färbekammer gewaschen und anschließend unter 

einem Strom aus Argon getrocknet. Die getrockneten Glasträger werden für zwei Stunden im 

Muffelofen bei 110 °C gebacken. 

8.6.1.4 Veredelung der mikrostrukturierten Glasoberfläche 

Zur Veredelung der silanisierten Oberflächen werden in einer Schlenkflasche die Chemikalien 

der Copolymer-Basis vermischt, die Flasche dreimal vakuumiert und mit Argon gespült. Unter 

einen Gegenstrom von Argon werden 44,0 mg Kupfer(I)-chlorid beigemischt und mit dem 

Gemisch verrührt. Die Färbekammer mit den Glasträgern wird in einen Exsikkator gestellt, 

evakuiert und mit Argon gespült. Anschließend wird das Reaktionsgemisch in die 

Färbekammer überführt, der Exsikkator dreimal evakuiert, mit Argon gespült und für 

20 Stunden zur Reaktion belassen. Nach Vervollständigung der Reaktion werden die 

Glasträger fünfmal fünf Minuten mit Dimethylsulfoxid, zweimal fünf Minuten mit Methanol, 

zweimal zehn Minuten mit ddH2O gewaschen, mit Aceton abgespült und unter einen Luftstrom 

getrocknet. 

8.6.1.5 Knüpfung von Fmoc-βA an Copolymer 

Um die Aminosäure β-Alanin an die Oberfläche des Copolymers zu knüpfen, wird 50,0 mL 

Fmoc-βA-Lösung in eine Schlenkflasche gefüllt, mit 120,0 mM N,N-Diisopropylcarbodiimid 

vermischt, fünf Minuten lang gerührt, und anschließend 400,0 mM N-Methylimidazol 

zugegeben. Die Färbekammer mit den Glasträgern wird in einen Exsikkator gestellt, dieser 

evakuiert und mit Argon gespült. Anschließend wird das Reaktionsgemisch in die 

Färbekammer überführt, der Exsikkator dreimal evakuiert und mit Argon gespült und für 

18 Stunden zur Reaktion belassen. Nach der Reaktionszeit werden die Glasträger für 

30 Minuten mit Acetylierungsreagenz inkubiert und anschließend dreimal fünf Minuten mit 

N,N-Dimethylformamid, zweimal drei Minuten mit Aceton gewaschen und mit einem Strom aus 

Argon getrocknet. Für die weitere Verwendung werden die Glasträger unter Argon-

Atmosphäre bei 4 °C gelagert.  

8.6.2 Oberflächensynthese von antibiotischen Peptiden auf einem modifizierten 

mikrostrukturierten Träger 

Die Oberflächensynthese wird aus der Dissertation von Dr. Daniela Mattes [1524] übernommen 

und von Dr. Zekun Zhou durchgeführt. 
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8.6.2.1 Fmoc-Entschützung [1524] 

Eine mikrostrukturierte Glasoberfläche wird zehn Minuten lang in N,N-Dimethylformamid 

gequollen und anschließend für 20 Minuten in 10,0 mL Fmoc-Entschützungslösung inkubiert. 

Nach der Inkubationszeit wird der Glasträger gewaschen und getrocknet.  

8.6.2.2 Waschen und trocknen [1524] 

Glasträger werden nach Abschluss von jedem Arbeitsschritt gewaschen und getrocknet. 

Hierbei werden sie dreimal für fünf Minuten in N,N-Dimethylformamid, zwei Minuten in 

Methanol, eine Minute in Dichlormethan gewaschen und anschließend unter einem Strom aus 

Argongas getrocknet. 

8.6.2.3 Acetylierung von freien Aminogruppen [1524] 

Eine mikrostrukturierte Glasoberfläche wird 30 Minuten lang in N,N-Dimethylformamid 

gequollen und anschließend zweimal eine Stunde in Acetylierungsreagenz inkubiert und 

anschließend gewaschen und getrocknet. 

8.6.2.4 Seitenkettenentschützung [1524] 

Eine mikrostrukturierte Glasoberfläche wird 30 Minuten lang in N,N-Dimethylformamid 

gequollen und anschließend dreimal 30 Minuten lang in Entschützungslösung für Seitenketten 

inkubiert. Darauffolgend wird die Glasoberfläche fünf Minuten in Dichlormethan und 

fünf Minuten in N,N-Dimethylformamid gewaschen. Nach den Waschschritten wird die 

Oberfläche noch 30 Minuten in Entschützungslösung inkubiert und anschließend gewaschen 

und getrocknet. 

8.6.2.5 Knüpfung von Peptiden auf 10:90-PEGMA-co-PMMA-Polymerfilm [44,1532] 

Es werden die Fmoc-Schutzgruppen einer mikrostrukturierten und veredelten Glasoberfläche 

entschützt und der Träger anschließend in einen Exsikkator gelegt. Dieser wird dreimal 

evakuiert und mit Argon gespült. Es wird eine Lösung des Fmoc-Photo-Linkers hergestellt, 

indem 200,0 mM des Linkers in 1,0 mL wasserfreiem N,N-Dimethylformamid gelöst und für 

fünf Minuten gerührt werden. Die Lösung wird anschließend mit 400,0 mM 

Diisopropylethylamin, 200,0 mM 1-Hydroxybenzotriazol und 200,0 mM Benzotriazol-1-yl-oxy-

tris-pyrrolidino-phosphonium-hexafluorophosphat vermischt, auf die Oberfläche gegeben, der 

Exsikkator zweimal evakuiert, mit Argon gespült und für 16 Stunden inkubiert. Nach der 

Inkubationszeit wird die Oberfläche gewaschen und getrocknet. Anschließend werden die 

verbleibenden freien Aminogruppen auf der Oberfläche acetyliert. Im Anschluss an die 

Acetylierung werden erneut die Fmoc-Schutzgruppen entfernt, der Träger in einen Exsikkator 

gelegt, dieser dreimal evakuiert und mit Argon gespült. Es wird eine Lösung von Fmoc-MP196 

hergestellt, indem 200,0 mM des Peptides in 1,0 mL wasserfreiem N,N-Dimethylformamid 

gelöst und für fünf Minuten gerührt werden. Die Lösung wird anschließend mit 400,0 mM 
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Diisopropylethylamin, 200,0 mM 1-Hydroxybenzotriazol und 200,0 mM Benzotriazol-1-yl-oxy-

tris-pyrrolidino-phosphonium-hexafluorophosphat gut vermischt, auf die Oberfläche gegeben, 

der Exsikkator zweimal evakuiert, mit Argon gespült und für 16 Stunden inkubiert. Nach der 

Inkubationszeit wird die Oberfläche gewaschen und getrocknet. Anschließend werden die 

verbleibenden freien Aminogruppen auf der Oberfläche acetyliert. Die Fmoc-Schutzgruppen 

werden mit 1,0 mL der Fmoc-Entschützungslösung entfernt. Im letzten Schritt werden die 

Seitenketten der Peptide auf der Oberfläche entschützt und der Träger unter 

Argonatmosphäre bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. 

8.6.3 Hydrophobierung von Glas 

8.6.3.1 Sicherung von Mikrokavitäten [43,44,1533] 

Mit einem feinen Tuch werden in dreifacher Wiederholung Nanopartikel des Matrixpolymers 

SLEC PLT 7552 in Mikrostrukturen des Glasträgers gedrückt, die Beladung mit dem PixCell II 

überprüft und bei Bedarf ergänzt. Sobald alle Kavitäten gefüllt sind wird die Glasoberfläche mit 

Druckluft und durch physische Interaktion mit Nitrilhandschuhen gereinigt. Der Glasträger wird 

anschließend unter Argon für eine Stunde bei 90 °C in einem Muffelofen gebacken, gekühlt 

und der ganze Prozess einmal wiederholt.  

8.6.3.2 Aktivierung von mikrostrukturierten Glasträgern [1534] 

Die Glasoberflächen werden durch das von Zepto Modell 2 Grundgerät Typ A erzeugte 

Luftplasma aktiviert. Hierbei werden die Glasträger für zehn Minuten bei einem 

Atmosphärendruck von 250,0 mBar bei voller Leistung mit Plasma behandelt. Anschließend 

werden die Glasträger sofort über Dampfabscheidung hydrophobiert.  

8.6.3.3 Aktivierung von Glasplatten [1531,1535,1536] 

Glasplatten ohne Kavitäten werden für 18 Stunden in Isopropanol gelöster 1,0 M Kalilauge 

eingelegt und anschließend zweimal fünf Minuten in ddH2O und fünf Minuten in Ethanol 

gereinigt, mit einem Luftstrom aus Argon getrocknet und für 30 Minuten in einem gasdichten 

und hitzebeständigem mit Argon gefüllten Behälter bei 120 °C in einem Muffelofen gebacken. 

Die Glasplatten werden anschließen sofort über Dampfabscheidung hydrophobiert. 

8.6.3.4 Hydrophobierung durch Dampfabscheidung [1537] 

Ein Tag vor der Hydrophobierung wird ein Exsikkator ohne Trocknungsmittel vorbereitet und 

für 18 Stunden evakuiert. Vor dem Öffnen wird der Exsikkator mit Argon geflutet und die 

aktivierten Glasträger und Glasplatten werden zusammen mit einer kleinen Petrischale in den 

Exsikkator gestellt. Für jeden Glasträger werden unter einem Strom aus Argon 5,0 µL und für 

jede Glasplatte 10,0 µL Trichlor-(1H,1H,2H,2H-perfluoroctyl)-silan in die Petrischale gefüllt, 

der Exsikkator geschlossen, für eine Minute evakuiert und unter Vakuum belassen. Nach drei 
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Stunden wird der Exsikkator mit Raumluft geflutet und alle Glasträger und -platten für eine 

Minute in ddH2O gewaschen. Anschließend wird das Glas innerhalb des Elmasonic S 100 H 

mit Ultraschall bei voller Leistung dreimal eine Minute in Ethanol, zweimal drei Minuten in 

Aceton und zweimal drei Minuten in Dichlormethan gewaschen. Mit einer Pasteurpipette und 

ddH2O wird die Hydrophobizität der Glasteile überprüft und der Träger anschließend unter 

einem Strom von Argon getrocknet und bis zur Verwendung bei 4 °C unter Argon gelagert. 

8.6.4 Herstellen einer Gussform aus PMMA und einer Dichtung aus 

PDMS [44,1365] 

Das Negativ der Dichtung wird durch die Software Autodesk Inventor als CAD-Zeichnung 

erstellt und von der betriebseigenen Werkstatt aus einem massiven Block aus PMMA in seine 

Form gefräst. Zur Herstellung der Form wird das Sylgard™ 184 Silikon Elastomer Kit 

verwendet. Es werden 15,0 g der Sylgard™ 184 Silikon-Elastomerbasis in einer Schale 

abgewogen und mit 1,9 g des Härters unter Rühren für einige Minuten vermischt. Die 

Mischung wird in einen Exsikkator gestellt und mehrfach evakuiert und mit Raumluft geflutet, 

bis alle Luftblasen aus dem Gemisch entfernt sind. Anschließend wird die Mischung in das 

Negativ gegossen und für 70 Minuten bei 65 °C im Muffelofen gebacken, bei Raumtemperatur 

abgekühlt und aus der Form genommen. Mit dem Skalpell werden überhängende Teile und 

der dünne Film aus PDMS in der Extrusion herausgeschnitten. Anschließend wird mit einem 

PDMS-Stanzer an den kurzen Seiten jeweils ein Loch für fluidische Anschlüsse geschlagen. 

Die Dimensionen beider Dichtungen sind 96 x 22,5 x 1,5 mm3. 
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9 Abkürzungen 

9.1 Aminosäuren 

A   Alanin 

C   Cystein 

D   Asparaginsäure 

E   Glutaminsäure 

F   Phenylalanin 

G   Glycin 

H   Histidin 

I   Isoleucin 

K   Lysin 

L   Leucin 

M   Methionin 

N   Asparagin 

P   Prolin 

Q   Glutamin 

R   Arginin 

S   Serin 

T   Threonin 

V   Valin 

W   Tryptophan 

Y   Tyrosin 

βA    β-Alanin 

  



 

329 

9.2 Chemikalien 

Brom-Silan   2-Bromo-2-methyl-N-[3-(triethoxysilyl)propyl]propenamide 

CPD   Citrate-Phosphat-Derivativ 

Cy™3   Cyanin™3 

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 

DPBS   Dulbeccos’s phosphate buffered saline     

   (Dulbeccos’s phosphatgepufferte Salzlösung) 

eBio   Glutaminsäure-Biotin 

Fmoc   Fluorenylmethoxycarbonyl 

LB   lysogeny broth  (Lysogenie-Brühe) 

LDS   Lithiumdodecylsulfat 

NH2    Aminogruppe 

PAGGS-M Saure Phosphate, Adenin, Guanin, Glukose, Sorbit-Mannitol-

Additivlösung 

PBS   phosphate buffered saline  (phosphatgepufferte Salzlösung) 

PDMS   Polydimethylsiloxan 

PEGMA-co-PMMA Poly(ethylenglycol)methylmethacrylat-Polymethylmethacrylat-

Kopolymer 

PMMA   Polymethylmethacrylat 

PVDF   Polyvinylidendifluorid 

RPMI 1640  Roswell Park Memorial Institute Medium 1640   

   (Roswell Park Gedächtnisinstitut Medium 1640) 

TSB   Tryptische Soja-Bouillon 
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9.3 Biomoleküle, Gene und Proteine 

agr   accessory gene regulator (beitragender Genregulator) 

AhpC   Alkyl Hydroperoxid-Reduktase C  

Ak.   Antikörper 

Amp   Ampicillin 

APC   Allophycocyanin 

ApoA1  Apolipoprotein A1 

Atl   major autolysin  (Autolysin) 

Bac2A   Bactenecin 2A AS-64906 

Bac8c   Bactenecin 8c 

Bap    Biofilm-assoziiertes Protein 

BSA    bovines Serumalbumin 

C1   complement component 1  (Komplementkomponente 1) 

C2   complement component 2  (Komplementkomponente 2) 

C2a   complement component 2a  (Komplementkomponente 2a) 

C2b   complement component 2a  (Komplementkomponente 2b) 

C3   complement component 3  (Komplementkomponente 3) 

C3a   complement component 3a  (Komplementkomponente 3a) 

C3b   complement component 3b  (Komplementkomponente 3b) 

C4   complement component 4  (Komplementkomponente 4) 

C4a   complement component 4a  (Komplementkomponente 4a) 

C4b   complement component 4b  (Komplementkomponente 4b) 

C4BP   C4 binding protein  (C4-bindendes Protein) 

C5   complement component 5  (Komplementkomponente 5) 

C5a   complement component 5a  (Komplementkomponente 5a) 

C5b   complement component 5b  (Komplementkomponente 5b) 

Cna   collagen adhesin  (Kollagenadhäsin) 

CD    cluster of differentiation  (Unterscheidungsgruppe) 

CD154   CD40-Ligand 

CD27   T-Zell Aktivierungsantigen 

CD35   Komplementrezeptor 1  

CD36   Thrombozytenglykoprotein IV 
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CD70   CD27-Ligand 

CD71   Transferrinrezeptor 1 

CHIPS   chemotaktisch inhibitorisches Protein von Staphylococcus aureus 

ClfA   clumping factor A  (Klumpungsfaktor A) 

ClfB   clumping factor B   (Klumpungsfaktor B) 

Coa   staphylocoagulase   (Staphylokoagulase) 

CP5    capsular polysaccharide type 5      

   (Kapselpolysaccharid Typ 5) 

CP8   capsular polysaccharide type 8      

   (Kapselpolysaccharid Typ 8) 

CpG   5’-Cystein-Phosphat-Guanin-3’ 

CXCL-12   CXC-Motiv-Chemokin 12   

DNA   Desoxyribonukleinsäure  

DSG1   Desmoglein-1 

Eap   Extrazelluläres Adhärenzprotein 

Ebh    Emp-Homolog   

Ecb   extracellular complement binding protein    

   (extrazelluläres Komplement-bindendes Protein) 

eDNA    extrazelluläre Desoxyribonukleinsäure 

Efb   extrazelluläres Fibrinogen-bindendes Protein 

Emp   extrazelluläres Matrixprotein 

emp   extrazelluläres Matrixprotein  (Gen) 

EmpA   extrazelluläres Matrixprotein  aus dem klonalen Komplex 30 

ETA   Exfoliatin A    

ETB   Exfoliatin B    

Fcγ-Rezeptor  Fc-Rezeptor für IgG   

FcγRIIA   low affinity IgG receptor II-a      

  (Fc-Rezeptor II-a für niederaffines IgG) 

FLIPr   Formyl-Peptid-ähnlicher Rezeptor 1 Inhibitor 

FnBPA  Fibronektin-bindendes Protein A 

FnBPB  Fibronektin-bindendes Protein B 

fur   ferric uptake regulator       

   (Regulator der Eisenaufnahme) 

FKS   fötales Kälberserum 

gC1qR/p33  Komplementrezeptor für C1q 
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GFPmut3b  grün fluoreszierendes Protein Mutation 3b 

Glu-C   Endoproteinase V8   

hBD-3   humanes β-Defensin-3 

Hla   α-Hämolysin 

Hlb   β-Hämolysin 

HlgAB   γ-Hämolysin Kombination AB 

HlgCB   γ-Hämolysin Kombination CB 

HKS   humanes Komplementserum 

Hmp   Flavohämoglobin 

ica   intracellular adhesion gene (intrazelluläres Adhäsionsgen) 

ICAM-1  intercellular adhesion molecule 1      

   (interzelluläres Zelladhäsionsmolekül 1) 

IFN-γ   Interferon-γ    

IgA   Immunglobulin Klasse A 

IgA1   Immunglobulin Klasse A Subtyp 1 

IgD   Immunglobulin Klasse D 

IgE   Immunglobulin Klasse E 

IgG   Immunglobulin Klasse G 

IgG1   Immunglobulin Klasse G Subtyp 1 

IgG2   Immunglobulin Klasse G Subtyp 2 

IgG3   Immunglobulin Klasse G Subtyp 3 

IgG4   Immunglobulin Klasse G Subtyp 3 

IgG Hase  IgG aus dem Hasen 

IgM   Immunglobulin Klasse M 

IIA-sPLA2  Phospholipase A2 der Säugetiergruppe IIA 

IL-10   Interleukin 10    

IL-12   Interleukin 12 

IL-17   Interleukin 17 

IL-1RA  Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist 

IL-1β   Interleukin 1β 

IL-2   Interleukin 1 

IL-27   Interleukin 27 

IL-6   Interleukin 6 
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IsdA   iron-regulated surface determinant A    

   (eisenregulierte Oberflächendeteminante A) 

IsdB   iron-regulated surface determinant B    

   (eisenregulierte Oberflächendeteminante B) 

IsdH   iron-regulated surface determinant H     

   (eisenregulierte Oberflächendeteminante H) 

J-Kette   joining-Kette    (Verbindungskette) 

KatA   Katalase A    

LukAB  Leukozidin Kombination AB   

LukED   Leukozidin Kombination ED 

MHC-Klasse II Haupthistokompatibilitätskomplex-Klasse II 

MPO   Myeloperoxidase   

mRFP1  monomerisches rot fluoreszierendes Protein 1 

mRNA   messenger Ribonukleinsäure     

   (Boten-Ribonukleinsäure) 

MsaB   Modulator von SarA B  

MsrA1   Methionin Sulfoxid-Reduktase A1 

MsrB   Methionin Sulfoxid-Reduktase B 

mTagBFP2  monomerisches, markiertes blau fluoreszierendes Protein 2 

Myc   Proto-Onkogen-basische-Helix-Schleifen-Helix-Transkriptionsfaktor 

NADPH-Oxidase Nikotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase 

NGF-β   nerve growth factor β  (Nervenwachstumsfaktor β) 

PBP2a   Penicillin-bindendes-Protein 2a 

PE   Phycoerythrin    

PerR   Peroxid-Operonenregulator 

PIA   polysaccharidisches interzelluläres Adhäsin 

PVL    Panton-Valentin-Leukozidin   

rbf   Regulator des Biofilms 

RNA   Ribonukleinsäure   

rpoH   RNA-Polymerase Sigma-Faktor H 

rpoS   RNA-Polymerase Sigma-Faktor S 

sae   Staphylococcus aureus exoprotein expression    

   (Exoproteinexpression von Staphylococcus aureus) 

saeR   Staphylococcus aureus exoprotein expression R    

   (Exoproteinexpression von Staphylococcus aureus R) 
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SarA   staphylococcal accessory regulator A    

   (Hilfsregulator A von Staphylococcus aureus) 

sarA   staphylococcal accessory regulator A  (Gen)   

   (Hilfsregulator A von Staphylococcus aureus) 

Sbi   Staphylococcus aureus binder of IgG     

   (IgG-Binder von Staphylococcus aureus) 

SCIN   staphylococcal complement inhibitor     

   (Staphylokokken-Komplement-Inhibitor) 

SdrE    serine-apartate repeat protein E     

   (Serin-Aspartat Wiederholungsprotein E) 

SEB   staphylococcal enterotoxin B      

   (Enterotoxin B von Staphylokokken) 

sek. Ak.  Sekundärantikörper 

SelX   staphylococcal enteroxin-like toxin X     

   (Enterotoxin-ähnliches Toxin X aus Staphylokokken) 

Siglec   sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin   

   (Anti-Sialinsäure-bindendes-Immunglobulin-ähnliches-Lektin) 

SMIP.7-10  small molecule immune potentiator 7-10     

   (kleinmolekularer Immunpotentiator 7-10) 

SodA   Superoxid Dismutase A 

SodM   Superoxid Dismutase M 

SpA   Staphylococcus aureus Protein A  

SPIN   staphylococcal peroxidase inhibitor      

   (Peroxidase-Inhibitor von Staphylokokken) 

spx   Redoxresponsiver Transkriptionsfaktor 

srrAB   staphylococcal respiratory response AB     

   (respiratorische Antwort von Staphylokokken AB) 

SrtA   Sortase A 

SSL10   staphylococcal superantigen-like protein 10    

   (Superantigen-ähnliches Protein 10 von Staphylokokken) 

SSL3   staphylococcal superantigen-like protein 3     

   (Superantigen-ähnliches Protein 3 von Staphylokokken) 

SSL5   staphylococcal superantigen-like protein 5     

   (Superantigen-ähnliches Protein 5 von Staphylokokken) 

SSL7   staphylococcal superantigen-like protein 7     

   (Superantigen-ähnliches Protein 7 von Staphylokokken) 

tcaR   Teicoplanin-assoziierter örtlicher Regulator 

Tet38   Tetrazyklin Efflux Transporter 38 
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Tetrazyk  Tetrazyklin 

TirS   Toll-ähnlicher und Interleukin-1 Rezeptor von Staphylokokken 

TNFR1  Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ1 

TSST-1  toxisches Schocksyndrom-Toxin 1  

VH3   schwere Variable Kette aus Genfamilie 3 

vWbp   Von-Willebrand-Faktor-bindendes Protein 

vWF   Von-Willebrand-Faktor 

σB   Sigma-Faktor B 

9.4 Sonstige 

101L   101L_01602 

168L   168L_00586 

282L   282L_01373 

ADL   apodized dark low  (Apodisiertes dunkles Tief) 

AG   Aktiengesellschaft 

AmP(n)  antimikrobielle Peptide(n) 

ANOVA  analysis of variance  (Varianzanalyse) 

ATCC   American Type Culture Collection     

   zu Deutsch: amerikanische Kulturtypensammlung 

B. sub.   Bacillus subtilis 

BigTIFF  Big Tag Image File Format (großes markiertes Bilddateienformat) 

BLAST   Basic Local Alignment Search Tool     

   (Grundlegendes Werkzeug zur Suche und Angleichung) 

B-Lymphozyt  Bursa Fabricii-Lymphozyt 

c   Stoffmengenkonzentration 

CA-   community-acquired   (über die Kommune erhaltener) 

CCD   charge-coupled device (ladungsgekoppeltes Bauteil) 

Co. KG  Compagnie Kommanditgesellschaft 

DAMP   damage-associated molecular patterns    

   (Schadens-assoziierte molekulare Muster) 

DIC   differential interference contrast     

   (differentieller Interferenzkontrast) 

DKFZ   Deutsches Krebsforschungszentrum 

DL 1   erster Durchlauf 

DL 2   zweiter Durchlauf 
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DLL   dark low low   (dunkles tiefes Tief) 

DSMZ   Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

Dom.   Dominanz 

Dr.   Doktor 

DRSA-   Daptomycin-resistenter Staphylococcus aureus 

durchschn.  durchschnittlich 

D-Segment  Diversifying-Segment  (diversifizierendes Segment) 

Elu 1   erste Elution 

Elu 2   zweite Elution 

Elu 3   dritter Elution 

Elu 4   vierte Elution 

ELWD   extra long working distance (extralanger Arbeitsabstand) 

EMBL-EBI European Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics 

Institute    (Europäisches Laboratorium für 

Molekularbiologie – Europäisches Institut für Bioinformatik)  

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay    

 (enzymgekoppelter Immunadsorptionstest) 

ESKAPE Akronym für die Bakterienarten Enterococcus faecium (E), 

Staphylococcus aureus (S), Klebsiella pneumoniae (K), Acinetobacter 

baumannii (A), Pseudomonas aeruginosa (P) und die Gattung der 

Enterobakterien (E) 

F(ab)2   fragment, antigen binding, full     

   (Antigenbindendes Fragment, vollständig) 

Fab   fragment, antigen binding, single     

   (Antigenbindendes Fragment, einzeln) 

FACS   fluoreszenzaktivierte Zellsortierung oder Durchflusszytometrie 

Fc   fragment crystallizable  (kristallisierbares Fragment) 

GFI   Gesamtfluoreszenzintensität 

GmbH   Gesellschaft mit beschränkter Haftung 

H   Häufigkeit 

HA-   healthcare-acquired        

   (über das Gesundheitswesen erhaltene erhaltener) 

Harz   stationäre Phase während der Affinitätschromatographie 

HPLC   high performance liquid chromatography    

   (Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) 

ImageJ  Image Processing and Analysis in Java    

   (Bildverarbeitung und Analyse in Java) 
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IMT   Institut für Mikrostrukturtechnik 

I-TASSER  Iterative Threading ASSEmbly Refinement    

   (Iterative Verfeinerung durch Gewindemontage) 

IQR   interquartile range  (Interquartilsabstand) 

JPG   Joint Photographic Experts Group     

   (Gemeinschaftliche Photographenexpertengruppe) 

J-Segment  Joining-Segment  (Verbindungs-Segment) 

K   Kontrolle 

KE2775  KE2775_01373 

KGaA   Kommanditgesellschaft auf Aktien 

KIT   Karlsruher Institut für Technologie 

Kons.   Konservierungsgrad 

LRSA    Linezolid-resistenter Staphylococcus aureus 

M   Marker für Proteingrößen 

M1 Makrophage Typ 1 Makrophage 

M2 Makrophage Typ 2 Makrophage 

MAPIX   Microarray Image Analysis Software     

   (Analysesoftware für Mikroarraybilder) 

MIC Minimum inhibitory concentration         

(minimalen inhibitorischen Konzentration 

MRSA   Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus 

MS    Massenspektrometrie 

MSCRAMM  microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules 

(Mikrobielle Oberflächenkomponenten zur Erkennung von adhäsiven 

Matrixmolekülen) 

MSSA   Methicillin-sensitiver Staphylococcus aureus 

N   Stichprobenumfang 

NK   Negativkontrolle 

Nr.   Nummer 

OPTA   Opsonophagozytischer Tötungsassay 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PAMP   pathogen-associated molecular pattern    

   (Pathogen-assoziierte molekulares Muster) 

Pos.   Position 

PK   Positivkontrolle 
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Produktnr.  Produktnummer 

Prof.   Professor 

PRR   pattern recognition receptors      

   (Mustererkennungsrezeptoren) 

PRSA   Penicillin-resistenter Staphylococcus aureus 

QTOF   quadrupole time-of-flight (quadrupole Flugzeit) 

RI   relative Intensität  

RGB-S Reporter red green blue Stress Reporter     

   (rot-grün-blauer Stressreporter) 

RFI   relative Fluoreszenzintensität 

SA   Standardabweichung 

SAPS   School of Advanced Professional Studies    

   (Schule für erweiterte professionelle Studien) 

SARS-CoV-2  Schweres akutes respiratorisches Syndrom – Coronavirus 2 

scFv   single chain variable fragment     

   (variables Einzelketten-Fragment) 

SERAM secretable expanded repertoire adhesive molecules   

(sekretierbare Adhäsionsmoleküle mit erweitertem Repertoire) 

TASQ®   target analysis for screening and quantitation   

   (Zielanalyse für Screening und Quantifizierung) 

TH17-Zellen  Typ 17 T-Helferzellen 

TH1-Lymphozyt Typ 1 T-Helferzellen 

TH2-Zellen  Typ 2 T-Helferzellen 

TIFF   Tag Image File Format (markiertes Bilddateienformat) 

T-Lymphozyt  Thymus-Lymphozyt 

TU Braunschweig Technische Universität Braunschweig 

UPLC   ultra performance liquid chromatography    

   (Ultraleistungsflüssigkeitschromatographie) 

VISA   Vancomycin-intermediärer Staphylococcus aureus 

VRSA   Vancomycin-resistenter Staphylococcus aureus 

V-Segment  Variable-Segment  (variables Segment) 

XLS   Excel Spreadsheet  (Excel Kalkulationstabelle) 

~   ungefähr 

≥   größer oder gleich 

α   Signifikanzniveau 
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∆   Differenz 

ε   molarer Absorptionskoeffizient 

λ   Wellenlänge 

9.5 Einheiten 

%   Prozent 

(v/v)   Volumen- 

(w/v)   Gewichts- 

″   Zoll 

°C   Celsius 

µmol/m2s  photosynthetische Photonenflussdichte 

‰   Promille 

‱   Promyriade 

A   Ampere 

Å   Ångström 

Abs   Absorption 

AU   arbitrary unit   (willkürliche Einheit) 

Bar   physikalische Größe für Druck 

Bit   binary digit   (Binärzahl) 

bp   Basenpaare 

BpS   Bilder pro Sekunde 

Da   Dalton 

dpi   dots per inch   (Punkte pro Zoll) 

g   Gramm 

Hz    Hertz 

ISO-Zahl  Internationale Messeinheit nach DIN ISO 5800:2003-11 

KbE   Kolonienbildende Einheiten 

L   Liter 

m   Meter 

M   Molar 

mol   Stoffmenge 

m/z   Masse-zu-Ladung-Verhältnis 

MFU   McFarland unit  (McFarland Einheit) 
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ODx   Optische Dichte bei Wellenlänge x 

pH   potential of hydrogen  (Wasserstoffpotential) 

ppt   parts per trillion  (Teile pro Billionen) 

Px   Pixel 

RFU   relative fluorescence units  (relative Fluoreszenzeinheiten) 

RLU   relativ light units  (relative Lichteinheit) 

RZB    relative Zentrifugalbeschleunigung 

SI    Système international d’unités     

   (internationale Standardeinheit) 

U   units     (Einheit) 

UpM   Umdrehungen pro Minute 

V   Volt 

W   Watt 

X   Vergrößerungs- oder Verdünnungsfaktor 

x   Vielfaches 

9.6 Größenordnungen 

MSI   Mega-  (106) 

KSI   Kilo-  (103) 

cSI   Centi-  (10-2) 

mSI   Milli-  (10-3) 

µSI   Mikro-  (10-6) 

nSI   Nano-  (10-9) 

pSI   Pico-  (10-12) 

fSI   Femto-  (10-15) 

aSI   Atto-  (10-18) 

SI2   Quadrat 

SI3   Kubik 

Mio.   Millionen 

Mrd.   Milliarden 

Bill.   Billionen 
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12.3 Anlagen 

Anlage 1: Alle Proben für die Primärfärbung sind in einem Verhältnis von 1:500 verdünnt. Die beiden 

Sekundärantikörper werden mit einem Verdünnungsfaktor von 1:5000 aufgetragen. Färbungen gegen 

IgG sind links und gegen IgA rechts abgebildet. Die Substitutionsanalysen sind in Falschfarben 

dargestellt und Helligkeit sowie Kontrast sind optimiert. 
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Anlage 2: Alle Proben für die Primärfärbung sind in einem Verhältnis von 1:500 verdünnt. Die beiden 

Sekundärantikörper werden mit einem Verdünnungsfaktor von 1:5000 aufgetragen. Färbungen gegen 

IgG sind links und gegen IgA rechts abgebildet. Die Substitutionsanalysen sind in Falschfarben 

dargestellt und Helligkeit sowie Kontrast sind optimiert. 
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Anlage 3: Nicht-reduzierende LDS-PAGE von konzentriertem Eluat aus einer Affinitätschromatographie 

von FS2 nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Färbung. Alle Proben werden in einem Volumen von 

2,0 µL aufgetragen. Zusätzlich zu den Proben werden 1,0 µg BSA und ein Marker für Proteingrößen als 

Kontrollen verwendet. Links ist das Gel vor und rechts nach der Extraktion von Gelfragmenten 

abgebildet. Helligkeit und Kontrast der Abbildung sind optimiert. 
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Anlage 4: Ergebnisse der FACS nach Gating zur Bestimmung des Anteils von HL-60 Zellen, welche an 

ihrer Oberfläche CD35 oder CD71 präsentieren. Durch die Daten kann die Bereitschaft der Phagozytose 

aus einem Gemisch von differenzierten HL-60 Zellen vor dem einfachen OPTA bestimmt werden. 

Anlage 5: Ergebnisse der FACS nach Gating zur Bestimmung des Anteils von HL-60 Zellen, welche an 

ihrer Oberfläche CD35 oder CD71 präsentieren. Durch die Daten kann die Bereitschaft der Phagozytose 

aus einem Gemisch von differenzierten HL-60 Zellen vor dem komplexen OPTA bestimmt werden. 
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Anlage 6: Zur Primärfärbung der 

Substitutionsanalysen und Peptidarrays 

wird das Blutserum einer Testperson im 

Verhältnis von 1:200 und scFvs in einer 

Konzentration von 10,0 µg/mL verwendet. 

Sekundärfärbungen mit Anti-IgG Fc 

DyLight® 680 werden in einem Verhältnis 

von 1:5000 durchgeführt. 

Links = markierte Substitutionsanalysen 

in Fünfer- oder 16er-Konfiguration; 

Rechts = markierte Peptidarrays. Die 

Helligkeit und der Kontrast sind zur 

besseren Sichtbarkeit um das 16-fache 

verbessert. 
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Anlage 7: Ergebnisse der FACS nach Gating. (36 nM eBio-GGS2-Emp9). 

Anlage 8: Ergebnisse der FACS nach Gating (72 nM eBio-GGS2-Emp9). 
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Anlage 9: Ergebnisse der FACS nach Gating (150 nM eBio-GGS2-Emp9). 

Anlage 10: Ergebnisse der FACS nach Gating (600 nM eBio-GGS2-Emp9). 
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Anlage 11: Ergebnisse der FACS nach Gating (36 nM eBio-βA5-Emp9). 

Anlage 12: Ergebnisse der FACS nach Gating (72 nM eBio-βA5-Emp9). 
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Anlage 13: Ergebnisse der FACS nach Gating (150 nM eBio-βA5-Emp9). 

Anlage 14: Ergebnisse der FACS nach Gating (300 nM eBio-βA5-Emp9). 
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Anlage 15: Ergebnisse der FACS nach Gating (600 nM eBio-βA5-Emp9). 

Anlage 16: Zunahme der Fluoreszenzintensität von mTagBFP2 im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit Bac8c.  
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Anlage 17: Zunahme der Fluoreszenzintensität von mTagBFP2 im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit Pac-525. 

Anlage 18: Zunahme der Fluoreszenzintensität von GFPmut3b im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit Bac8c. 
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Anlage 19: Zunahme der Fluoreszenzintensität von GFPmut3b im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit Pac-525. 

Anlage 20: Zunahme der Fluoreszenzintensität von mRFP1 im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit Bac8c. 
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Anlage 21: Zunahme der Fluoreszenzintensität von mRFP1 im Verlauf von einem Tag, bei der 

Exposition des RGB-S Reporters mit Pac-525. 


