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Auszug

Ein menschlicher Antikbrper gegen das extrazellulare Matrixprotein (Emp) von
Staphylococcus aureus wird in einem grof3en Anteil von Spenderseren nachgewiesen und
zeigt in Substitutionsanalysen in jedem Serum sehr &hnliche Antikérper-Fingerabdriicke. Der
Antikorper besitzt das Epitop ,HYVPEFKGSLPAPRV, welches einem Aminoséureabschnitt
am C-Terminus des Antigens entspricht. Diese Beobachtung widerspricht einer zufallig
gesteuerten Entwicklung und Selektion des Antikorpers. In dieser Arbeit wird das
Hauptaugenmerk daraufgelegt, das Ph&nomen dieses Antikdrper-Fingerabdrucks durch
Immunfarbungen von Substitutionsanalysen einer grof3eren Population von Patienten zu
beobachten sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu charakterisieren. Der Antikorper
wird in der Dissertation aus dem Serum aufgereinigt, analysiert, charakterisiert und auf eine

mdogliche Funktion tberprift.

Als zusatzliches Ziel wird die Detektionsgrundlage einer neuartigen und kostengtinstigen
Entwicklung getestet, welche dabei helfen kénnte, eine Vielzahl von potentiell antibakteriellen
Substanzen aus einer groRen Auswahl an zufallig generierten Peptiden zu identifizieren.
Aufgrund der steigenden Anzahl an Pathogenen, welche Resistenzen gegen antimikrobielle
Substanzen entwickeln, steigt die Nachfrage nach humanvertraglichen Alternativen weiter an.
Die Entwicklung neuer Antibiotika ist derweil ein sehr zeit- und kostenaufwandiges
Unterfangen. Ein Ultrahochdurchsatzverfahren, welches eine kostenglinstige, 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 fir
einen Grol3teil der nosokomialen Infektionen verantwortlich ist. Es kann ein grof3es Spektrum
an Organen wund Implantaten infizieren und ist aufgrund seiner Versatilitét,
Anpassungsfahigkeit, Widerstandsfahigkeit 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 uber dieses Bakterium sorgen aber zunehmend
fur ein besseres Verstandnis der Beziehung zwischen Staphylococcus aureus und dem
Menschen. Sie erhthen somit die Chance, einen effektiven Impfstoff zu entwickeln. Das
Wissen, welches in dieser Dissertation gesammelt wird, soll zusammen mit einer intensiven
Recherche zur Aufklarung tber den Ursprung und die Funktion des Antikdrpers beitragen.
Diese Arbeit soll das Wissen uiber Staphylococcus aureus erweitern und damit die Medizin auf
dem Weg zur Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes unterstitzen.
Il




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
,HYVPEFKGSLPAPRYV*, 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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Abbildung 16: Nicht-reduzierende LDS-PAGE aller wahrend der Affinitdtschromatographie generierten Proben und stationéren
Phasen nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung. Alle Proben werden in einem Volumen von 10,0 L aufgetragen.
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Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) werden die Proben in einem Verhéaltnis von 1:5000 mit Sekundarantikbrpern gegen
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Antikodrperfragmente in den nummerierten Banden mit grof3ter Wahrscheinlichkeit zu finden sind............ccccooooiiinin. 131
Abbildung 21: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten Banden der LDS-PAGE aus den
Abbildungen 16 und 17. Die Markierungen der Peaks wurden aus diesen Abbildungen lilbernommen. Eine rote Linie beschreibt
die Abgrenzung eines Peaks gegeniiber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fiir jeden Peak gleich gehalten, damit
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Abbildung 22: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 18. Die Markierungen der Peaks wurden
aus dieser Abbildung Glbernommen. Eine Abgrenzung zum Hintergrundrauschen ist so marginal, dass sie nicht im Blot angezeigt
wird. Sie wird fiir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben maoglich ist...........cccceeviiiiniiieinnnen. 134
Abbildung 23: Zusammenfassung der Banden des Western Blots der Abbildung 19. Die Markierungen der Peaks wurden aus
dieser Abbildung Ubernommen. Wenn sichtbar, beschreibt eine rote Linie die Abgrenzung des Peaks gegenuber dem
Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben méglich
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Abbildung 24: Alle Proben fur die Primarfarbung sind in einem Verhaltnis von 1:500 verdiinnt. Die beiden Sekundarantikorper

werden mit einem Verdiinnungsfaktor von 1:5000 aufgetragen. Farbungen gegen IgG sind links und gegen IgA rechts abgebildet.

Abbildung 25: LDS-PAGE aller wahrend der optimierten Affinitatschromatographie generierten Proben und stationaren Phasen,
nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung. Von jeder Probe wird 6,0 % des Gesamtvolumens in die Taschen gefllt. Zusatzlich
werden 1,0 pg BSA und ein Marker fiir Proteingrof3en als Maf3stab fir das Molekulargewicht als Kontrolle verwendet. Die Legende
beschreibt, welche Antikdrper oder Antikorperfragmente in den nummerierten Banden mit gro3ter Wahrscheinlichkeit zu finden

£ 1T SRS PUSERN

Abbildung 26: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten Banden der LDS-PAGE aus der Abbildung 25.
Die Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung Gibernommen. Eine rote Linie beschreibt die Abgrenzung des Peaks
gegeniiber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fiir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den
Proben mdglich ist. Bei den nicht-reduzierten Proben werden Peaks 1 bis 3 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre
Flache sich teilweise tUberlappt. Dasselbe gilt fiir Peaks 1 und 2 sowie 3 bis 5 bei den reduzierten Proben...........cccccceeiiinnes 146
Abbildung 27: Von jeder Probe werden 4,0 pL in einer reduzierenden und nicht-reduzierenden LDS-PAGE verwendet. Nach der
Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem Verhéltnis von 1:5000 mit Sekundérantikdrpern gegen
leichte und schwere Ketten von IgG eingeféarbt. Zusatzlich zu den Proben werden das Serum in einem Verhaltnis von 1:100 und
ein Marker fir Proteingréf3en als Kontrollen aufgetragen. Der linke Western Blot ist in Kontrast und Helligkeit um das Zweifache
und der rechte um das Zehnfache verstarkt. Die Legende beschreibt, welche Antikérper oder Antikorperfragmente in den
nummerierten Banden mit groRter Wahrscheinlichkeit zu finden SiNd. ...........coooiiiiiiiii e 147
Abbildung 28: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 27. Die Markierungen der Peaks wurden
aus dieser Abbildung Gbernommen. Eine blaue Linie, wenn sichtbar, beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegenuber dem
Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fiir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben mdglich
ist. Bei den nicht-reduzierten Proben werden Peaks 1 bis 4 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre Flachen sich
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Abbildung 29: Von jeder Probe werden 4,0 pL in einer reduzierenden und nicht-reduzierenden LDS-PAGE verwendet. Nach der
Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem Verhéltnis von 1:5000 mit Sekundéarantikorpern gegen
schwere Ketten von IgA eingeférbt. Zusatzlich zu den Proben werden das Serum in einem Verhéltnis von 1:100 und ein Marker
fur Proteingrof3en als Kontrollen aufgetragen. Der linke Western Blot ist in Kontrast und Helligkeit um das Zehnfache und der
rechte um das 40-fache verstarkt. Die Legende beschreibt, welche Antikdrper oder Antikérperfragmente in den nummerierten
Banden mit grof3ter Wahrscheinlichkeit zu fINdEN SiN............oiiiiiiiii et 149
Abbildung 30: Zusammenfassung der Banden des Western Blots der Abbildung 29. Die Markierungen der Peaks wurden aus
dieser Abbildung tUbernommen. Eine rote Linie, wenn sichtbar, beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegenuber dem
Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fiir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben mdglich
ist. Bei den nicht-reduzierten Proben werden Peaks 1 bis 4 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre Flachen sich
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Abbildung 31: Kombination der beiden Western Blots aus Abbildung 27 und 29. Die Legende beschreibt, welche Antikdrper oder
Antikdrperfragmente in den nummerierten Banden mit grof3ter Wahrscheinlichkeit zu finden sind.............cccooovivieivniciienenn. 151

Abbildung 32: Visuelle Darstellung der Flachen, welche fur eine Annéherung an die absolute Proteinmenge gemessen wurden.

Abbildung 33: LDS-PAGE aller wéahrend der optimierten Affinitdétschromatographie von den Seren von FS3 und FS4 generierten
Proben, nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung. Von jeder Probe wird 10,0 pl in eine Geltasche gefiillt. Zusétzlich zu den
Proben werden jeweils zwei Proben mit 1,0 und 2,0 pg BSA als Referenzwert und ein Marker fur ProteingréRen als Maf3stab fur
das Molekulargewicht als Kontrollen beigefiigt. Der Kontrast und die Helligkeit der Abbildung sind optimiert. Die Legende
beschreibt, welche Antikdrper oder Antikorperfragmente in den nummerierten Banden mit grof3ter Wahrscheinlichkeit zu finden

sind. Zur Bestimmung der Proteinmenge von Antikdrpern werden alle Banden im gelben Rechteck verwendet. ..................... 167

X




Abbildung 34: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten Banden der LDS-PAGE aus der Abbildung 33.
Die Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildungen Glbernommen. Eine rote Linie beschreibt die Abgrenzung des Peaks
gegeniiber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fur jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den
Proben mdglich ist. In der Flachenberechnung werden die Peaks 1 bis 3 sowie 5 und 6 zusammengefasst, da ihre Flachen sich
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Abbildung 35: Visuelle Darstellung der Flachen, welche fur eine Anndherung der absoluten Proteinmenge in den Elutionen der
Affinitatschromatographie von Serum FS3 gemessen wurden. Links sind die Oberflachendiagramme der BSA-Proben dargestellt,
welche als Referenzmenge eingesetzt wurden. Rechts sind die Oberflachendiagramme der ersten drei Banden aus den jeweiligen
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Abbildung 36: Visuelle Darstellung der Flachen, welche fur eine Anndherung der absoluten Proteinmenge in den Elutionen der
Affinitatschromatographie von Serum FS4 gemessen wurden. Links sind die Oberflachendiagramme der BSA-Proben dargestellt,
welche als Referenzmenge eingesetzt wurden. Rechts sind die Oberflachendiagramme der ersten drei Banden aus den jeweiligen
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Abbildung 37: Im zentralen Array wird die Sekundarfarbung gegen IgG abgebildet. Oberhalb und unterhalb davon sind
Sekundarfarbungen gegen spezifische Subtypen von IgG dargestellt. Alle Primar- und Sekundéarfarbungen werden in einem

Verhéltnis von 1:1000 durchgefiihrt. Zur besseren Sichtbarkeit werden sie graphisch verstérkt und in Falschfarben dargestelit.

Abbildung 38: Zur Primarfarbung aller Substitutionsanalysen wird das Blutserum einer Testperson im Verhaltnis von 1:200
verwendet. Sekundarfarbungen mit Anti-k DyLight® 800 werden in einem Verhaltnis von 1:1000 und Sekundarfarbungen mit Anti-
A DyLight® 680 werden in einem Verhdltnis von 1:750 durchgefiihrt. Rot = markierte leichte A-Ketten; Griin = markierte leichte k-
Ketten. Die Bilder sind in Falschfarben dargestellt und die mit Anti-A markierten Arrays werden um das 50-fache verstarkt.... 173
Abbildung 39: Von jedem Lysat wird 9,0 pl in eine Geltasche gefillt. Zuséatzlich zu den Proben werden 1,0 pg Emp und ein
Marker fur Proteingréen als MaRstab fiir das Molekulargewicht beigefiigt. Die Helligkeit und der Kontrast des Bildes sind
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Abbildung 40: Zusatzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker fir ProteingroRen aufgetragen.
Zur Immunfarbung werden die Proben im Verhéltnis von 1:500 mit Anti-Emp und in einem Verhdltnis von 1:5000 mit
Sekundarantikdrpern gegen IgG; eingeférbt. Kontrast und Helligkeit des Western Blots sind um das Zehnfache verstarkt. .... 183
Abbildung 41: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 38. Die Markierungen der Peaks wurden
aus dieser Abbildung ibernommen. Die Abgrenzung fiur jeden Peak wird gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den
Proben mdglich ist. Bei Peaks mit gréBerem Hintergrundrauschen wird die Abgrenzung mit einer blauen Linie hervorgehoben.
Der Peak von Shi und SpA sowie von Emp und fehlgefaltetem Emp, werden jeweils als eine Flache zusammengefasst. ..... 184
Abbildung 42: Zusatzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker fir Proteingréf3en aufgetragen.
Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem Verhéltnis von 1:500 mit Anti-Emp und in einem
Verhaltnis von 1:5000 mit Sekundarantikbrpern gegen die Fc-Region von IgG eingefarbt. Kontrast und Helligkeit des Western
Blots sind um das ACHETACNE VEISTAIKL. ...........oiiiiiiiiii ettt e ne et 187
Abbildung 43: Zusatzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker fir Proteingréf3en aufgetragen.
Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Kontrolle von den Proben getrennt und in einem Verhéltnis von
1:5000 mit Sekundarantikdrpern gegen die Fc-Region von IgG eingefarbt. Kontrast und Helligkeit des Western Blots sind um das
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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 tibernommen. Die Abgrenzung wird fiir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen
den Proben mdglich ist. Bei Peaks mit groRerem 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 Flache zusammengefasst. ...... 190
Abbildung 45: Zusatzlich zu den Proben wird zwei Mal Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker fur Proteingro3en
aufgetragen. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF wird die Kontrolle von den Proben getrennt. Die Proben werden
in einem Verhaltnis von 1:500 mit Anti-Emp eingefarbt. Sowohl Proben als auch Kontrollen werden anschlieBend in einem
Verhéltnis von 1:5000 mit Sekundérantikbrpern gegen die Fc-Region von IgG inkubiert. Kontrast und Helligkeit sind um das
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Abbildung 46: Zuséatzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und einem Marker fur Proteingro3en
aufgetragen. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem Verhéltnis von 1:500 mit Anti-Emp
und in einem Verhéltnis von 1:5000 mit Sekundarantikdrpern gegen die Fc-Region von IgG eingeféarbt. Kontrast und Helligkeit
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Abbildung 47: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 46. Die Markierungen der Peaks wurden
aus dieser Abbildung Ubernommen. Diese Abgrenzung wird fir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den
Proben mdglich ist. Bei Peaks mit groBerem 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 Flache zusammengefasst. ..... 196
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Auf der rechten Seite ist der Western Blot der antikdrperhaltigen Fraktionen abgebildet. Hier werden von jeder Verdiinnung 1,0 pL
verwendet und zusétzlich eine Kontrolle aus 50,0 ng ApoA1l beigefiigt. Der Sekundérantikdrper wird in einem Verhéltnis von

1:1000 eingesetzt. Der Western Blot ist in Falschfarben dargestellt und Kontrast sowie Helligkeit sind um das Vierfache verstarkt.

Abbildung 54: Nach der Primarfarbung werden alle Peptidarrays mit ihrem jeweiligen Sekundarantikérper in einem Verhaltnis
von 1:5000 eingefarbt. Die Intensitéten der oberen beiden Arrays werden als Graustufenbilder zu gleichen Bedingungen detektiert
und in Messwerte umgewandelt. Zur besseren Sichtbarkeit werden alle Bilder in Falschfarben dargestellt. Zusétzlich wird Kontrast
und Helligkeit der beiden unteren Arrays um das 20-fache VEIStArkt. ............ccoooviiiiiiiiiiiiiciice e 212
Abbildung 55: Columbia-Agar mit 5,0 % Schafsblut (Columbia Agar), bewachsen mit Kolonien von Staphylokokken. Die
Bakteriensuspension mit der kleinsten Verdiinnung hat eine Potenz von 10t und wurde im unteren rechten Viertel jeder Platte mit
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1 Einleitung

Unmittelbar nach der Geburt eines Menschen ist das ubiquitdre Bakterium Staphylococcus
aureus ein stiller Teilhaber unseres Lebens''. Seine Absichten sind als Pathogen aber
schadlich. Der Mensch stellt als sein Hauptwirt seinen zentralen Lebensraum und auch
Nahrungsquelle dar. Eine gesunde Person ist fur 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 . Diese Anpassungen ermoglichen es dem Bakterium einen grof3en Teil der
menschlichen Bevdlkerung zu kolonisieren. Es ist deren standiger Begleiter, was aber den
meisten Menschen nicht bewusst ist'”. Im Verlauf ihrer Kolonisierungszeit nahern sich Wirt
und Bakterium einem Equilibrium an, in welcher die Reaktion aufeinander attenuiert wird
Der Wirt entwickelt in dieser Zeit Antikdrper gegen Superantigene "' und eine Population an
Tr2-Gedéachtniszellen ', um eine Uberreaktion auf bestimmte Antigene zu vermeiden. Fiihrt
diese Kolonisierung auch nicht zwingendermal3en zu einer merklichen Infektion, so kann das
opportunistische Pathogen jederzeit ein bereits kompromittiertes Immunsystem auszunutzen,
um an seine begehrten Nahrstoffe zu gelangen. Hierbei exprimiert es eine grol3e Bandbreite
an Virulenzfaktoren, die eine starke Effizienz darin besitzen, Wirtsproteine zu manipulieren,
die Funktion des Immunsystems zu unterbinden oder sich selbst vor schadlichen Effekten
abzuschirmen“”. So wie das Immunsystem viele redundante Mdglichkeiten besitzt, um
Krankheitserreger zu bekampfen, besitzt Staphylococcus aureus viele GegenmalRhahmen,
welche ebenfalls durch Redundanzen abgesichert sind". Flexibilitat und
Anpassungsfahigkeit sind stark vom Bakterienstamm abhangig und sind ein essenzieller
Bestandteil der Virulenz und der Gefahrlichkeit und sind auch das Erfolgsprinzip fur das
Uberleben des Bakteriums . Dieser Erfolg manifestiert sich in einer Vielzahl von
Krankheiten, welche sich akut und chronisch von kaum merklich bis lebensbedrohlich &u3ern
kénnen und welche die Lebensqualitat der betroffenen Personen einschranken Im Jahr
2017 wurden 120000 Falle 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 gez&hlt . Diese Infektionen fuhrten in etwa 16,7 % der Féalle
zum Tod'". Unter Beriucksichtigung aller moglichen Infektionen, die durch den Erreger
verursacht werden und fur eine professionelle medizinische Behandlung relevant genug sind,
wird die Zahl in den Vereinigten Staaten im Jahr 1999 auf 500 000 Falle mit einer Todesrate
von 10,0 % geschatzt . 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) geschéatzt, aus
1




denen 19 000 Todesfélle resultierten, was einer Letalitéatsrate von 20,0 % entspricht

Weitere Hochrechnungen aus dem Jahr 1999 ergeben, dass MRSA bei ~ 21,0 % aller
Infektionen durch das Bakterium involviert ist und dabei zweieinhalb mal mehr Todesfalle als
Methicillin-sensitiver Staphylococcus aureus (MSSA) verursacht'*”. 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

beeintrachtigt hat

Mit Entwicklung der industriellen Herstellung von Antibiotika hatte man ein effektives Mittel,
um bakteriellen Infektionen die Stirn zu bieten “*'. Bakterien sind aber dynamische Lebewesen,
welche sich aufgrund ihrer hohen Mutationsrate sehr schnell verdndern und an unglnstige
Bedingungen anpassen konnen'“~. Aus diesem Grund dauerte es nicht einmal ein halbes
Jahrzehnt, bis sich erste resistente Varianten entwickelten'*. Diesem ersten Riickschlag
konnte durch kostspielige neuentwickelte Antibiotika entgegengewirkt werden, aber auch hier
waéhrte der Erfolg nicht lange “*'. Staphylococcus aureus hat seine Fahigkeit bewiesen, in
relativ kurzer Zeit Resistenzen gegen eine Vielzahl von antibiotischen Substanzen zu
entwickeln, besonders wenn diese nur in subletaler Dosis verabreicht werden . Mit
verstreichender Zeit verteilt sich die Resistenz innerhalb der Bakterienstamme und das
Pathogen eignet sich Resistenzen gegen immer mehr Substanzen an, welche als Wirkstoff zur
Bekampfung eingesetzt werden . Der Bedarf an einer dauerhaften Losung in Form eines
Impfstoffes, um vor allem den anfalligen Teil der Bevdlkerung zu schitzen, wird damit immer
groler. Die ersten Impfstoffe, die gegen das Pathogen entwickelt wurden, zeigten wahrend
der ersten Testphasen sehr vielversprechende Ergebnisse. In spateren Testphasen und bei

dem Einsatz im Menschen zeigten sich diese Impfstoffe allerdings wirkungslos

In den Industrielandern zahlt das Bakterium zu einem der Pathogene, welche die gréf3ten
Probleme im Gesundheitswesen verursacht und fur die meisten Todesfélle verantwortlich
ist . Statistische Daten veranschaulichen den Schaden, den das Bakterium anrichtet.
Alleine die jahrlichen Mehrkosten der durch das Pathogen hervorgerufenen Haut- und
Weichgewebeinfektionen werden in den vereinigten Staaten von Amerika auf 4,5 Mrd. $
geschatzt . 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

Um sich dieser Entwicklung entgegen zu stemmen, besteht Forschungsbedarf dergestalt,
neue Wirkstoffe und Entwicklungen zu fordern und das Verhaltnis zwischen Pathogen und Wirt

besser zu verstehen, um sich einem wirksamen Impfstoff anzunahern




Ein Kontakt mit dem Bakterium ist unvermeidbar und trotzdem gibt es Menschen, die bis an
ihr Lebensende niemals eine damit assoziierte Infektion erleiden . Wahrend Antikorper
gegen Antigene von Staphylococcus aureus in allen Menschen nachgewiesen werden kénnen,
so konnte ein damit zusammenhangender Schutz vor einer Infektion noch nicht nachgewiesen
werden . Die Wirkung des normalerweise sehr erfolgreichen humoralen Immunsystem
zeigt sich gegentber diesem Krankheitserreger eingeschrankt . Aus diesem Grund ist es
essenziell wichtig, die Interaktion von Antikbrpern mit dem Bakterium besser zu verstehen.
Jede Information kann dabei helfen dem adaptiven Immunsystem durch einen Impfstoff den

Schub zu verpassen, der fir einen vollstdndigen Schutz notwendig ist.

Diese Dissertation beschéftigt sich mit der Analyse eines Antikdrpers, welcher im Blutserum
fast jeder Person nachweisbar ist. Der Antikérper hat die Besonderheit, dass er auf der
molekularen Ebene bei jeder Testperson immer mit denselben Aminosauren des Antigens
interagiert, was einen zufalligen Ursprung praktisch ausschlief3t . Eine Aufklarung der
Funktion und der Natur des Antikdrpers liefert wichtige Informationen, welche bei zukinftigen
Impfstoffen zu einer verbesserten Erfolgswahrscheinlichkeit fihren kann.

Als Zusatz wird ein Reportersystem als Sensor fur 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
koénnten sehr schnell neue Wirkstoffe entwickelt werden, welche dringend bendtigt werden, um

im Wettlauf gegen anpassungsfahige Krankheitserreger einen Vorsprung zu gewinnen




2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Blutserum als Informationsquelle " “Mit ihrer Dissertation hat Dr. Weber
bewiesen, dass individuelle Antikbrper mit spezifischen Fingerabdriicken in direkte
Korrelation zu Krankheiten gebracht werden konnen. Die Uberwachung der Fingerabdriicke
ermdglicht hierbei die genaue Detektion von Antikérpern in der Auflésung ihrer molekularen
Interaktion mit dem Antigen, sodass jeder Antikorper individuell unterschieden werden kann.
Diese Art der Diagnostik ermdglicht es, genau die Antikérper zu ermitteln, welche bei einer
Infektion oder eine Krankheit die grof3te Rolle spielen und macht es mdglich, deren Relevanz
einzuschatzen. Sie hat damit die Grundlage geschaffen, dass die Differenz (A) von einzelnen

Antikorpertitern 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 anschlieRend auf ihre individuellen molekularen Interaktionen
untersucht. Fir diese Untersuchungen wurden hochdichte Peptidarrays verwendet, um die
Position der Antigene auf dem jeweiligen korrelierenden Protein und den individuellen
molekularen Antikorper-Fingerabdruck des zugehorigen Antikdrpers zu bestimmen. Insgesamt
konnte Dr. Weber dadurch erfolgreich 73 Antikorper-Fingerabdriicke bestimmen.
Interessanterweise gab es hierbei Antigene, welche sowohl in ihrer Position innerhalb des
korrelierenden Proteins, als auch in der molekularen Auflésung des Antikdrper-Fingerabdrucks
bei allen Patienten identisch sind. Die Beobachtung dieses Ph&nomens widerspricht den

biologischen Grundlagen der zufélligen Generation von Antikérpern

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 grof3en Zahl von Patientenseren ein Antikérper nachweisbar ist, welcher auf
dieses Epitop reagiert. Die Fingerabdriicke dieser Antikorper sind dabei nahezu identisch

In Substitutionsanalysen wird in jedem Peptidspot eine Aminosduresequenz an einer
bestimmten Position durch eine definierte Aminosdure substituiert. Die Position der
Substitution wird anhand der Zeile des Peptidarrays bestimmt und die an dieser Position
eingesetzte Aminosaure 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 Antikorpers. Mit Hilfe dieser Analyse konnen die
essenziellen Aminosauren der Protein-Protein-Interaktion untersucht und der Antikorper-
Fingerabdruck eines Antikorpers bestimmt werden.
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Abbildung 1: Die Epitopkartierung des Emp von Staphylococcus aureus zeigt Antikbrper von 20
Testseren, welche innerhalb der Aminosduresequenz des Proteins binden und durch eine
Sekundarfarbung markiert werden. Die X-Achse beschreibt die Position der markierten Aminoséaure in
der Sequenz. Anti-Emp-Antikérper binden bevorzugt am C-Terminus !“?, Durch eine motivbasierte
Analyse durch Weber et al. (2017) ist bekannt, dass die rot markierten Peptide fur die Interaktion
zwischen Peptid und Antikdrper essenziell sind “*. Das Bild wurde mit Erlaubnis von Frau Rentschler

verwendet

Durch einen anschliel3enden Abgleich mit Online-Datenbanken l&asst sich das zum Antikorper-
Fingerabdruck zugehorige Ursprungsprotein ermitteln . Die eigentliche Auswertung der
Substitutionsanalyse wird auf hochdichten PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays durch
Immunfarbung nachgewiesen. Im Blutserum befindliche Antikorper binden wéahrend der
Primarfarbung auf den Peptiden innerhalb des Mikroarrays. Nach der Sekundarfarbung kann
die relative Fluoreszenzintensitat (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 tber die einzelnen Spots und bestimmt sowohl jede individuelle relative
Fluoreszenzintensitat 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 = Funfer-Konfiguration;
Unten = 16er-Konfiguration). Das Signalmuster der Substitutionsanalyse entspricht dem aus der
Publikation von Dr. Weber bekannten Muster “*. Links im Bild ist schematisch eine konditionierte
Formatierung derselben Substitutionsanalysen zu erkennen. Die Konditionierung basiert auf den
Intensitatswerten, welche bei der Auswertung durch den PepSlide® Analyzer jedem fluoreszierenden

Peptidspot zugeteilt wird.




2.2 Das menschliche Immunsystem gegen Staphylococcus aureus

Um sich zu schitzen, verfigt der Mensch U(Uber eine groRBe Zahl von
Verteidigungsmechanismen zur Neutralisierung von kérperfremdem und potentiell infektiosem
Material. Dieser Schutz umfasst drei Verteidigungsmechanismen, die nacheinander wirksam
werden. Den ersten Mechanismus bilden Hautbarriere, Schleimhaute, Kérperflissigkeiten und
Pellikel, welche das Mikrobiom des Wirtes im gesunden Zustand durch eine Blockierung der
Permeation oder durch den Einsatz von biochemischen Substanzen schitzen . Aufgrund
dieser Schutzmafl3nahmen sind besondere Fahigkeiten notwendig, um kommensal auf dem
Menschen Uberleben zu kénnen . Versagen die Schutzbarrieren aufgrund einer Verletzung
oder Krankheit, mussen sich die Eindringlinge in der zweiten Verteidigungslinie gegen
Phagozyten und die Wirkstoffe innerhalb des Blutes behaupten sowie zusatzlich noch die
Lymphknoten passieren . Dies gelingt meistens nur den hochspezialisierten Pathogenen,
welche sich an die Verteidigungsstruktur des Wirtes angepasst haben. Opportunistische
Bakterien wie Staphylokokken und Streptokokken missen hierbei auf eine passende
Gelegenheit, bei denen wichtige Schutzbarrieren kompromittiert werden, warten, um den Wirt
zu befallen. Wenn sich eine solche Mdéglichkeit ergibt, haben die Pathogene aufgrund ihrer
Spezialisierung eine reelle Chance, sich im Wirtskérper auszubreiten. Dies dul3ert sich dann
in der Ausbildung von Krankheitssymptomen. Ein solcher Erfolg ist aber oft nur temporar, denn
mit zeitlicher Verzégerung wird die adaptive Immunabwehr aktiv und kann spezifisch auf den
Krankheitserreger einwirken, um das angeborenen Immunsystem bei der Neutralisierung der
Bedrohung zu unterstitzen. Damit es bei der nachsten Begegnung mit einem
Krankheitserreger, der es so weit geschafft hat, gewappnet ist, verfiigt das Immunsystem tber
ein Gedachtnis, sodass es sowohl das angeborene "' als auch das spezialisierte adaptive
Immunsystem sehr viel schneller aktivieren kann. In der Realitat 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 ", Dadurch verliert der
Wirt seine effektivste Verteidigung und der Krankheitserreger kann sich in Abhangigkeit der

Infektion ohne den Einsatz von moderner Medizin ungehindert ausbreiten.

In den folgenden Kapiteln werden alle Funktionen des Immunsystems abgehandelt, welche fur
die Verteidigung gegen Staphylococcus aureus wichtig und in der Dissertation von Relevanz

sind.




2.2.1 Angeborenes Immunsystem

Die Epithelzellen in der Haut und der Schleimhaut bilden effektive Barrieren, welche keine
Permeabilitat von Fremdmaterial ermdglichen und abhangig von ihrer Lokalisierung
antimikrobielle Peptide, Fettsduren, Proteine, Schleim und/oder Tenside zur chemischen
Abwehr gegen Mikroben und Viren produzieren und sezernieren kénnen. Bewegung auf den
Epithelzellen, auf der Haut oder im Darm verhindern, dass sich Bakterien festsetzen kénnen.
Zilien transportieren Fremdkorper 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 Unterstiitzung von antimikrobiellen Peptiden
(AmPn) einzudammen. Durch die Interaktion mit Pathogen- und Schadens-assoziierten
molekularen Mustern (PAMPs und DAMPs) werden Rezeptoren an der Oberflache von
Immunzellen aktiviert. Dadurch wird die Produktion von Akute-Phase-Proteinen,
Prostaglandinen, Leukotrienen, Plattchen-aktivierender Faktor, Zytokinen und Chemokinen
angeregt. Diese Substanzen I6sen Entziindungsreaktionen aus und initiieren die Wundheilung
innerhalb des betroffenen Gewebes. Sie kdnnen Fieber verursachen, rekrutieren neutrophile
Zellen, basophile Zellen und B-Zellen, aktivieren natirliche Killerzellen und regen
T-Helferzellen zur Differenzierung an. Eine Entziindung verbessert die Durchblutung und die
Permeabilitat in dem betroffenen Bereich, sodass Immunzellen und Inhalte des Blutplasmas
besser in das umliegende Gewebe diffundieren kénnen. Diese Reaktion wird von Schmerzen,
Schwellungen und Ro6tungen begleitet und kann je nach Gewebeart auch Ubelkeit
verursachen. Durch die Wundheilung wird zusatzlich die Produktion von weiteren AmPn
stimuliert *®. Mit dem Fieber wird die Koérpertemperatur des Wirtes angehoben, um die
Proteine des Pathogens durch einen Hitzeschock zu denaturieren. Einige Wirtszellen besitzen
zuséatzlich den defensiven Effekt, bei Kontakt mit Toxinen Exosomen freizusetzen, um diese

Zu neutralisieren

Staphylococcus aureus besitzt viele Mechanismen, um der angeborenen Immunantwort zu
entkommen oder sie zu bekadmpfen (siehe Kapitel 2.3.4.4 immunevasion”). Bei der
Immunantwort gegen den Erreger wird dem angeborenen Immunsystem aber dennoch die

wichtigste Rolle zugesprochen




2.2.1.1 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem umfasst tiber 30 Plasmaproteine, welche im Blutserum und anderen
Kdrperflissigkeiten geldst sind. Sie sind einer der ersten immunaktiven Substanzen, denen
Pathogene ausgesetzt sind, wenn sie es schaffen, in den Kérper des Wirtes einzudringen.
Normalerweise inaktiv, konnen sich manche dieser Proteine an der Oberflache von
potentiellen Krankheitserregern binden und anschlieBend in einer Kettenreaktion weitere
Komplemente rekrutieren und aktivieren. Uber den Lektinweg (iiber Lektine und Ficoline), den
klassischen Weg (Uber Komplement C1) oder den alternativen Weg (Uber hydrolysiertes
Komplement C3) kann das Komplementsystem durch Interaktion mit dem Eindringling die C3-
Konvertase bilden. Dieses Enzym aktiviert anschlieBend weitere Effektoraktivititen des
Komplementsystems. Damit dieses Enzym aktiviert wird, miissen Komplement C2 und C4 in
ihre Untereinheiten aufgespalten werden. Die Spaltung kann von C1 durchgefiihrt werden,
nachdem es an der Membran eines Eindringlings gebunden hat. Dieselbe Spaltung wird im
Lektinweg Uber an der Oberflache gebundene, Mannose-bindende, Lektin-assoziierte,
Serinproteasen Ubernommen. Die Untereinheit C4b bildet kovalente Bindungen mit der
Oberflache des Pathogens und benachbarter Proteine aus. Die Untereinheit C2a assoziiert
sich mit C4b zur aktiven C3-Konvertase. Die kovalenten Bindungen von C4b begrenzen die
Aktivitat der Konvertase hierbei auf die Oberflache des Krankheitserregers. Das Enzym spaltet
das Komplement C3, welches der haufigste Bestandteil des Komplementsystems ist, in seine
Untereinheiten auf. Aufgrund der groRen Menge von verfiigbarem C3 kann die Untereinheit
C3b eine groRRe Flache auf dem Pathogen opsonisieren, was die Aktivitat von Phagozyten mit
Hilfe deren Komplementrezeptoren unterstiitzt. Uber den alternativen Weg konnen 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 groRRer Bereich der Oberflache mit C3b eingedeckt werden. Ebenso konvertiert C3b die
C3-Konvertase durch Interaktion zur C5-Konvertase, welche die Untereinheiten von
Komplement C5 durch Spaltung zuganglich machen. Die drei Untereinheiten C3a, C4a und
C5a lésen derweil Entziindungsreaktionen aus, sodass der Lymphfluss sich erhdht und
weitere Komplemente, Antikérper und Immunzellen zu der betroffenen Stelle rekrutiert werden.
Das fur die Entwicklung der C3-Konvertase abgespaltene C2b wird zum C2-Kinin verarbeitet
und kann lokal begrenzte Schwellungen des Wirtsgewebes auslésen. Die Untereinheit C5b
I6st an der Membran des Krankheitserregers eine Komplementkaskade aus, welche weitere
Komplementfaktoren an der Oberflache des Pathogens rekrutiert und somit zur Ausbildung
von membranangreifenden Komplexen fihrt. Diese Komplexe bilden Poren in der
Zellmembran, welche die Homoostase des Krankheitserregers unterbrechen und bei
ausreichender Zahl zur Lyse fuhren. Die Interaktion von C1 mit der Oberflache des Pathogens

wird deutlich verstarkt, wenn diese bereits mit Antikbrpern opsonisiert ist. Daher wird die




Komplementaktivierung durch natirliche Antikbrper und das adaptive Immunsystem
unterstitzt. Die Untereinheiten C4b und C3b kdnnen ebenso kovalente Bindungen mit
Antikérpern auf der Oberflache eingehen und der so entstehende Komplex ist fir 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
Antikorper-Antigen-Bindung, eine sehr starke Produktion von Antikérpern auslésen. Speziell
bei der Interaktion mit Staphylococcus aureus ist bekannt, dass das Komplementsystem dem
Bakterium eine Adhasion an das Endothelium erschwert und bei einem intrazellularen Befall

die Bakterienzahl eindammen kann

2.2.1.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten reifen im Knochenmark aus hdmatopoetischen Stammzellen heran
und sind der Hauptbestandteil aller Leukozyten'"”. 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 Uber
funf Entwicklungsstufen zu reifen basophilen, eosinophilen oder neutrophilen Zellen heran
Bereits als Myeloblasten bilden sich primare Granula in den Zellen aus. In der ersten
Entwicklungsstufe, dem Promyelozyt, erweitert sich das Zytoplasma der Zelle. In der nachsten
Stufe werden die Zellen zu Myelozyten und bilden ihre sekundaren und quartaren Granula
aus, wahrend der Zellkern sich verkleinert und eine ovale Form annimmt'®“. Die dritte
Entwicklungsstufe, der Metamyelozyt, wird dadurch definiert, dass der Zellkern sich krimmt
und in die Lange zieht. Auch bilden sich mehr Granula aus. Darauf folgt die Entwicklung zum
stabkernigen Granulozyt, bei dem sich der Zellkern hufeisenférmig verbiegt und die Zelle die
tertiaren Granula erzeugt. In der letzten Entwicklungsstufe bilden sich sekretorische Vesikel
aus und der Zellkern teilt sich in drei bis fiunf Segmente auf, um der neutrophilen Zelle mehr
Flexibilitat zu verleihen . Sekretorische Vesikel sind mit Membrankomponenten,
Serumalbumin und Proteinen geflllt, welche die Zelle in der Adhasion und der Migration an
den Infektionsherd unterstitzen . Die Zellen haben nur eine geringe Lebensdauer mit einer
Halbwertszeit von einigen Stunden bis wenige Tage oder bis ihre Granula verbraucht
wurden . Bis die Granulozyten die Entwicklungsstufe des Metamyelozyten erreicht haben,
koénnen sich die Zellen teilen und vermehren !’*. Diese und alle folgenden Entwicklungsstufen

besitzen die Mdglichkeit Fremdkorper zu phagozytieren

Neutrophile Zellen sind eine der ersten, schnellsten und effektivsten Verteidiger, welche durch
Zytokine, meistens durch Makrophagen sezerniert, in grofBer Zahl an die Infektionsstelle
herbeigerufen und freigesetzt werden'*'. Ein groRer Teil von ihnen wird im Knochenmark

gelagert und bei der Rekrutierung durch entsprechende Substanzen wie beispielsweise

10



Chemokine, Hormone oder Lockstoffe in den Blutkreislauf disseminiert . Flr diese
Freisetzung mussen die Zellen zuvor nicht vollstandig ausgereift sein'’”". Im Blutkreislauf
adhéarieren die neutrophilen Zellen an entziindeten Endothelzellen und rollen an diesen
entlang . Wahrend des Rollens sind die Zellen spezifischen Botenstoffen ausgesetzt, die
daflrr sorgen, dass die Zelle Integrine aktiviert, wodurch sich die Adhéasion am Endothelium
verstarkt "', Durch Kriechbewegungen suchen sie sich anschliel3end eine geeignete Stelle,
um das Blutgefal’ zu verlassen '’ oder sie transmigrieren durch die GefalRwand hindurch

Chemotaktisch durch Botenstoffe angelockt, bewegen die Zellen sich dann weiter in Richtung
des Entzindungsursprung “?. Unmittelbar nach der Adh&sion werden die Zellen durch
Zytokine, Chemokine und andere Substanzen durch ein sogenanntes ,Priming‘ auf ihre
Aktivierung vorbereitet . Wéhrend dieses Vorgangs exozytieren sie ihren sekretorischen
Vesikel und teilweise ihre Granula , veréndern ihre Form und erhéhen die Anzahl der
Rezeptoren, unter anderem auch die Anzahl an Fcy-Rezeptoren, innerhalb ihrer
Zellmembran : Auch wird die Expression von Untereinheiten der
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat-Oxidase =~ (NADPH-Oxidase) erhoht und die
membranstandige Untereinheit des Enzyms sowie alle Vesikel und Granula an der

Zellmembran konzentriert

Am Ort der Entziindung angekommen, werden die geprimten Neutrophilen mit Hilfe der
Sensorik von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und Komplementrezeptoren via Chemotaxis
zu den Pathogenen gelockt und lI6sen bei Kontakt mit entsprechenden Liganden, unterstiitzt
von Mustererkennungs- und Fcy-Rezeptoren, die Signaltransduktion fiir ihre Aktivierung
aus . Mit der Aktivierung erhdhen die Zellen ihre Phagozytoseaktivitat und setzen vermehrt
Granula frei. lhre Lebensdauer wird verlangert 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 . Zur
Bekampfung der Eindringlinge phagozytiert der aktivierte Neutrophil diesen und verwendet
sein Lysosom und die wahrend der Entwicklung entstandenen Granula, um ihn biochemisch
zu bombardieren. Das Lysosom zeichnet sich durch einen sauren pH-Wert aus und verfligt
Uber viele Verdauungsenzyme. Primare Granula beinhalten Defensine, antibakterielle
Proteine und die membrangebundene neutrophile Elastase "''. Der Inhalt der sekundaren
Granula ist hauptséachlich Lysozym , Laktoferrin “*' und inaktivierte Cathelicidine '] sowie
die membranstandige Untereinheit der NADPH-Oxidase . Die Inhaltstoffe der tertiaren
Granula Uberlappen sich mit denen der sekundaren Granula und enthalten zusatzlich
Gelatinasen . Die quartdren Granula enthalten hauptsachlich Ficolin-1"". Gerade bei
Pathogenen sind die Mustererkennungsrezeptoren (PRR) oftmals nicht ausreichend, um die
Phagozytose einzuleiten". In diesem Fall muss der Eindringling zuvor durch das

Komplementsystem oder Antikdrper opsonisiert werden, um die Phagozytose durch
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Komplement- und Fc-Rezeptoren zu unterstitzen . Beide Rezeptoren wirken
kumulativ und ermoéglichen eine effizientere Phagozytose, wenn eine Opsonisierung durch
beide Substanzen erfolgt ist (Abbildung 3). Nachdem der Eindringling vollstandig im
Phagosom eingeschlossen ist, wird dieses mit dem Lysosom und den Granula zu einem
Phagolysosom fusioniert>*. Hierbei werden die Granula nacheinander in umgekehrter
Reihenfolge zu ihrer Entwicklung wéahrend der Granulopoiesis in das Phagolysosom
integriert *"?, Das Pathogen ist dadurch einem niedrigem pH-Wert und den zerstérerischen
Inhaltstoffen der Granula und des Lysosoms ausgesetzt'””. Ebenso werden dem
Phagolysosom Metallionen wie Eisen und Mangan, die dem Bakterium nitzlich sein kénnten,
entzogen ", Gleichzeitig wird ein Influx von toxischen lonen wie Kupfer geschaffen, um
Uberlebenswichtige Enzyme des Pathogens zu zerstoren . Im Zytosol von neutrophilen
Zellen wird in grof3en Mengen das Protein Calprotectin gespeichert. Dieses Protein kann bei
Freisetzung als DAMP wirken und so weitere Immunzellen und Entzindungsreaktionen
aktivieren 'Y\, Wéahrend der Phagozytose wirkt das Protein, indem es freies Eisen, Mangan
und Zink bindet, damit das Pathogen diese nicht als Ressource verwenden kann . Die
Stickstoffmonoxid-Synthase kann nach ihrer Produktion reaktive Stickstoffspezies wie das
toxische Stickstoffmonoxid produzieren. Nach der Assemblierung der NADPH-Oxidase wird
diese Uber die sekundaren Granula in die Membran des Phagolysosoms Ubertragen. Hat das
Enzym sich zusammengesetzt, kommt es zu einem respiratorischen Schub, welcher sich
durch einen erhthten Sauerstoffverbrauch und die Produktion von Sauerstoffradikalen und
Superoxidanionen auflert. Durch das Pumpen von Kalium und Wasserstoff in das
Phagolysosom werden die Superoxidanionen neutralisiert, was zu einer Absenkung des
pH-Wertes fihrt. Durch diese Ansduerung werden weitere Proteine aus der Membran des
Phagolysosoms herausgeldst und durch die Verdauungsenzyme des Lysosoms in ihrem
aktiven Zustand versetzt >, Dadurch wird unter anderem die neutrophile Elastase aktiviert,
welche die Eindringlinge direkt attackiert und zur Unterstlitzung des Angriffs die Cathelicidine
aktiviert **"!,  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 ''*'. Neutrophile Zellen geben den Inhalt ihrer
Granula und die reaktiven Sauerstoffspezies ebenso in die Umgebung ab, um umliegende
Krankheitserreger zu bekadmpfen. Hierbei kénnen sich auch weitere antimikrobielle
Substanzen entwickeln, die chemisch aktiv sind. Beispielsweise kdnnen die neutrophilen
Zellen durch die Freisetzung der neutrophilen Elastase die Herstellung von antimikrobiellen
Substanzen aus dem im Blut befindlichen Apolipoprotein E ermdglichen' . Durch den
Einfluss der Komplement-Untereinheit C5a kdnnen Granulozyten sich in substanzbeladene

Ektosomen transformieren, welche sowohl antimikrobielle Effekte besitzen , als auch
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andere Zellen des angeborenen Immunsystem durch Interaktion beeinflussen**“***/, Das
Resultat der Interaktion ist von dem Entstehungshintergrund der Ektosomen abhangig und es
kann entziindungsfordernd “*“**" oder -hemmend “***** wirken .,

Plasmamembran der neutrophilen Zellen O Komplement

Y Antikdrper

D Fe-Rezeptor

Komplement-
rezeptor

2 B s

Staphylococcus

aureus

Abbildung 3: Der kumulative Effekt von Antikérpern und Komplementen und ihren jeweiligen
Rezeptoren ermdglicht die Phagozytose von Staphylococcus aureus durch phagozytische Zellen. Die
lllustration wurde aus der Publikation von McGuinness et al. (2016) Gbernommen “l, Die genannte
Publikation ist Uber eine internationale Namensnennung-Lizenz 4.0 von Creative Commons
(CC BY 4.0) geschitzt 1%,
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Eine Subpopulation der neutrophilen Zellen ist weniger darin involviert Pathogene zu
phagozytieren. Diese Zellen zerstoren sich selbst, um aus dem Inhalt ihrer Granula und ihrem
Chromatin eine fibrillare Falle zu bilden, welche Krankheitserreger immobilisiert und mit
antimikrobiellen Substanzen uUberschittet'“". Diese Substanzen bleiben in der Falle
konzentriert und dadurch wird der unspezifische Schaden am Wirt eingegrenzt . Auch
verstarken diese Fallen die Effizienz von Makrophagen“*. Zur Ausbildung dieser Netze

mussen die neutrophilen Zellen aber zunachst zuvor von Thrombozyten aktiviert werden

Zusatzlich zu der direkten Interaktion mit den Eindringlingen kénnen neutrophile Granulozyten
Antigene fir T-Zellen prasentieren und mit den anderen Bestandteilen des Immunsystem
direkt interagieren, um sie in ihren Funktionen zu unterstitzen. Sie sind in der Lage Zytokine,
Chemokine und andere Substanzen abzusondern, welche eine Entziindung auslésen,
hemmen oder andere Immunzellen und weitere Neutrophile stimulieren und rekrutieren
kénnen ", Interessanterweise migrieren neutrophile Zellen bei einer Entziindung auch in den
Lymphknoten, um dort zundchst die Aktivierung von T- und B-Zellen zu verzégern'-“. Der
genaue Hintergrund dieser Inhibition ist noch unklar, aber Nauseef und Borregaard (2014)

vermuten, dass es sich hierbei um einen Sicherheitsmechanismus handelt, der dabei hilft,
groRBeren kollateralen Schaden zu vermeiden. Ebenso sind sie in der Lage, Zytokine zu
produzieren, welche die Lebensdauer und Reaktivitdt von B-Zellen foérdern ', Wéahrend einer
sehr starken Entzundungsreaktion kann sich die Produktion von neutrophilen Zellen im
Knochenmark verzehnfachen und sie sind dann in der Lage, sich auch auf3erhalb des
Knochenmarks zu teilen . Es kommt dazu, dass mehr neutrophile Zellen in friihen
Entwicklungsstufen in der Blutbahn freigesetzt werden. Die generelle Lebenserwartung von

neutrophilen Zellen kann sich in diesem Fall um bis zu zehn Tage verlangern

Neutrophile Zellen sind eine der wichtigsten Immunzellentypen bei der Verteidigung gegen
Staphylococcus aureus . Um das resiliente Bakterium effizient zu zerstéren, bendtigen
die Zellen ein Zusammenspiel von mehreren Effektoren, um genug Stress zu erzeugen. Zum
einen bedarf es eines niedrigen pH-Werts im Phagolysosom und eines respiratorischen
Schubs durch die NADPH-Oxidase!"". Wahrend des respiratorischen Schubs wird
Arachidonsaure in das Phagolysosom geleitet und durch die Sauerstoffradikale oxidiert
Die resultierende Substanz ist fir Staphylococcus aureus toxisch und kann das Bakterium
toten . Die von neutrophilen Zellen hergestellten Cathepsine und IIA-sPLA2
unterstitzen diesen Prozess. Sie sind durch ihre proteolytische Aktivitat an der Neutralisierung
der von dem Bakterium abgesonderten Virulenzfaktoren beteiligt. Cathepsine zeigen hierbei
auch eine wirksame Aktivitat gegen Biofilme des Erregers """, Ebenfalls ist die Produktion von
Stickstoffmonoxid notwendig, da sich ohne dessen Aktivitat ein grofRes Defizit in der

Totungseffizienz der neutrophilen Zellen zeigt*“*. Viele Beweise zeigen, dass die reaktiven
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Sauerstoffspezies und die von der MPO verfeinerte hypochlorige S&ure einen grof3en Beitrag
fur die zuverlassige Zerstérung des Pathogens leistet . Diese Beweise werden dadurch
erhartet, dass in den fibrillaren Fallen die MPO eingelagert wird und die Aktivitat dieses
Enzyms innerhalb dieser Fallen das Bakterium mit grof3er Effizienz zerstort ***'. Ebenso wird
wahrend einer Infektion mit Staphylococcus aureus die Entwicklung der Subpopulation
gefordert, welche fibrillare Fallen ausbildet, um den Krankheitserreger einzudammen

Gegen die besonders widerstandsfahigen Biofilme des Pathogens hat sich die Sekretion von
DNA, neutrophiler Elastase und Laktoferrin durch neutrophile Zellen als wirkungsvoll in der
Bekampfung gezeigt' . NGF-B hat sich als starker Vermittler fir die Neutrophilen- und
Makrophagen-assoziierte Immunantwort herausgestellt. Der Wachstumsfaktor wird durch die
Wirkung vieler Toxine, welche Staphylococcus aureus sezerniert, vermehrt exprimiert und
ausgeschittet. Wenn er mit der Tropomyosinrezeptorkinase auf den Phagozyten in Kontakt
kommt, verstarkt es deren Effizienz und, im Falle der Neutrophilen, auch deren
Rekrutierung*". Als ebenfalls sehr wichtig fur die Effektivitat 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
unterstiutzen' . Diese Wirkstoffe und chemische Reaktionen wirken redundant und in
Synergie um dem Wirt eine mdoglichst hohe Effizienz gegenuber dem Bakterium zu
verschaffen . Eine erfolgreiche Zerstérung des Pathogens nach Phagozytose ist
allerdings nicht garantiert, da Staphylococcus aureus Uber eine Vielzahl von
Verteidigungsmalnahmen verfligt . Die Expression dieser Malinahmen unterscheidet
sich bei jedem Bakterienstamm und aus diesem Grund ist ein Erfolg stark von der Individualitat

eines Bakterienstammes abhangig

2.2.1.3 HL-60 Zelllinie und der opsonophagozytischer Tétungsassay

Die in der Arbeit verwendete HL-60 Zelllinie stammt aus einer an Promyelozytenleukémie
erkrankten Person und besitzt eine Verdopplungszeit von bis zu 48 Stunden'*~“. Sie ist eine
Mixtur von neutrophilen Zellen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien, mit dem hdchsten
bestehenden Anteil an Promyelozyten'", welche sich unter Zugabe von Insulin und
Transferrin unablassig teilen . 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
Fahigkeit zur Phagozytose besitzt ">, Differenzierte Granulozyten dieser Zelllinie besitzen in
Zellkultur eine deutlich l&angere Lebenszeit als natirliche neutrophile Zellen . Wahrend der
Reifung verandern die neutrophilen Zellen die Zusammensetzung ihrer Oberflachenproteine.
Diese konnen als Indikator verwendet werden, um den aktuellen Entwicklungsstatus des
Gemischs mittels Durchflusszytometrie (FACS) zu Uberprifen. Die Oberflachenproteine,

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

besitzen vermehrt CD71"“". Dieses Protein verlieren sie im Verlauf der Granulopoiesis,
wahrend bei CD35 die gegenteilige Entwicklung zu beobachten ist. Nach
Paschall et al. (2020) sollten in einem Zellgemisch fir eine effektive phagozytische

Aktivitat Uber 55,0 % der Zellen CD35 und weniger als 20,0 % der Zellen CD71 an ihrer
Oberflache prasentieren. In diesem Verhdltnis kann das Gemisch in einem
opsonophagozytischer Totungsassay (OPTA) gegen das Bakterium eingesetzt werden, um zu

testen, ob sich bei Zugabe von opsonisierenden Agenzien eine erhdhte Totungseffizienz zeigt.

Innerhalb dieses Assays adhérieren die Zellen durch Gelatine und Serum an der
Testoberflache, was die allgemeine Bereitschaft zur Phagozytose der neutrophilen Zellen
erhoht . Durch die Zugabe von Serum und Antikérpern wahrend des Tétungsassays wird
Staphylococcus aureus opsonisiert, wodurch die Phagozytose der Bakterien durch die Zellen
aktiviert wird. Allerdings zeigten adh&rente Zellen in den Versuchen nach Lu et al. (2014)
entgegen der Erwartungen keine erhdohte Phagozytoseaktivitat bei vorheriger Opsonisierung
der Bakterien. Als Begrindung hierfir wird die verbesserte Phagozytoseaktivitat von
adharenten Zellen in Unabhé&ngigkeit von opsonisierenden Faktoren genannt

In der Publikation nach Lu et al. (2014) wurde der Einfluss eines spezifischen Antikorpers
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 Phagozytoseaktivitat der neutrophilen
Zellen oder deren Vernichtungseffizienz beobachtet werden. Dies deckt sich mit
Beobachtungen aus weiteren Publikationen . Die Phagozytose der Bakterien ist daher in
einem solchen Assay in keinem Fall eine Garantie dafiir, dass das Bakterium letztendlich auch

vernichtet wird
2.2.2 B-Lymphozyten und Immunglobuline

Die B-Lymphozyten sind spezialisierte Zellen, welche nach einer Entwicklungszeit
Immunglobuline, eine effiziente und spezifische Antwort auf extrazellulare Bedrohungen auf
den Wirtskorper, herstellen und sezernieren kénnen. Diese Proteine bestehen aus zwei
identischen leichten und schweren Ketten, welche zusammen eine Ypsilon-férmige Struktur
bilden. Die Ketten bestehen aus konstanten Regionen, welche am Ful3 des Antikdrpers die
Fc-Region bilden, die eine Interaktion mit korpereigenen Zellen ermoglicht. An den beiden
Armen des Immunglobulins, der sogenannten F(ab).-Region, werden zwei identische Antigen-
Bindungsstellen, die sogenannten ,Paratope’, durch die variablen Regionen der beiden Ketten
definiert. Die variable Domé&ne kann durch die Kombination verschiedener Mechanismen eine

Variabilitat von tber 10*? einzigartiger Paratope ausbilden
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2.2.2.1 Somatische Rekombination und junktionale Diversitat

Die Paratope in der F(ab).-Region besitzen jeweils drei hypervariable Regionen und kénnen
ein passendes Epitop auf ihrem Antigen binden. Das Epitop ist dabei nicht auf Aminosauren
beschréankt und kann aus allen mdglichen chemischen Strukturen bestehen. B-Lymphozyten
durchlaufen wahrend ihrer Reifung die sogenannte somatische Rekombination. Wahrend
dieser Rekombination wird ein Gen aus einer Gruppe in einem Gensegment der variablen
Doméne zufallig ausgewahlt und mit einem zuféallig ausgewahlten Gen aus einer anderen
Gruppe eines weiteren Gensegments durch Umlagerung gepaart. AnschlieBend wird es durch
SpleiBen verknlpft. 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) ausgewahlt. In
seltenen Fallen kann es bei Rekombination der schweren Kette zur doppelten Anlagerung des
Gens im mittleren Gensegment (D-Segment) kommen. Die fir diese Rekombination
verfugbaren Gene sind in Genfamilien eingeteilt und unterscheiden sich bei jedem Individuum
aufgrund von Polymorphismus. Das Spleil3en wird von spezifischen Enzymen durchgefihrt,
welche die Gene an konservierten Rekombinationssignalsequenzen zusammenfihren. Diese
Enzyme erzeugen einen Doppelstrangbruch zwischen der Signalsequenz und der
codierenden Sequenz des Gens und verknipfen Strang und Gegenstrang an diesem Bruch
mit einer Haarnadelstruktur. Die DNA zwischen den beiden Genen wird wahrend dieses
Prozesses deletiert oder durch Inversion umgelagert. Die beiden Haarnadelstrukturen werden
Uber den Artemis-Komplex durch die Verkniipfung nichthomologer Enden an zufélliger Stelle
gespalten. AnschlieRend werden die DNA-Strange wieder durch Reparaturenzyme verknupft.
Durch das Offnen der Haarnadelstruktur an einer zufélligen Position entsteht bei beiden
Strangen ein Einzelstrangiiberhang mit einer palindromischen Sequenz mit einer von der
Schnittposition abhangigen Lange. An den entstandenen Uberhangen wird durch die terminale
Desoxyribonukleotidyltransferase eine zuféllige Anzahl von Nukleotiden angehangt oder durch
Exonukleasen eine zuféllige Anzahl entfernt. Letztendlich werden die beiden Einzelstrange
zusammengefihrt, nicht passende Paarungen von Nukleotiden korrigiert und die beiden
Strange als doppelstrangige DNA wiederhergestellt. Jeder naive B-Lymphozyt kann nach
dieser Rekombination ein Immunglobulin mit einer einzigartigen variablen Doméne

monoklonal exprimieren.

Die konstante Doméane der leichten Kette liegt entweder als Isotyp k- oder A-vor. Eine der
Hauptaufgaben dieser Doméne ist es, die Verknipfung mit der schweren Kette herzustellen.
Zwischen den beiden Isotypen sind nach aktuellem Wissenstand keine funktionellen
Unterschiede bekannt. Die konstante Domé&ne der schweren Kette spielt eine gro3ere Rolle
und gibt die Klasse, Subklasse und somit die Funktion des Antikorpers vor. Nach der
Genumlagerung wird die variable Domane zusammen mit der konstanten Doméane einer

schweren Kette des Isotyps p und & transkribiert. Wahrend der RNA-Prozessierung werden
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die Introns des Transkripts zwischen der variablen Domé&ne durch Spleil3en mit einer der
beiden konstanten Domanen verknlpft und alle Introns zwischen den Genen der jeweiligen
konstanten Doméanen herausgeschnitten. Die resultierenden Exonen bilden wahrend der
Translation dann vollstandige schwere Ketten, die sich mit leichten Ketten assoziieren und
sich in Abhangigkeit des Isotyps als Immunglobuline der Klasse M (IgM) und D (IlgD)
zusammensetzen. Diese beiden Antikorper werden zur gleichen Zeit als Rezeptoren an der
Membran des Lymphozyten prasentiert. Sobald unreife naive B-Zellen diese Rezeptoren
ausgebildet haben, verlassen sie das Knochenmark und konzentrieren sich hauptséachlich in

lymphatischen Organen und in lymphatischem Gewebe.

2.2.2.2 Zentrale und periphere Toleranz

Bei der hohen Diversitat der variablen Region des von B-Lymphozyten prasentierten
Oberflachenimmunglobulins ist es vorgegeben, dass auch Bindungsstellen entstehen, welche
korpereigene Proteine erkennen. Da Substrate, die von Antikbrpern gebunden werden, durch
Effektormechanismen angegriffen werden, ist es nicht winschenswert, dass Antikorper mit
einem Autoantigen als Liganden freigesetzt werden. Noch wahrend der Entwicklung der
Lymphozyten gibt es deshalb Mechanismen, um Immunzellen mit autoreaktiven Eigenschaften
auszusieben. Reagiert der Oberflachenrezeptor bereits nach der Genumlagerung mit
korpereigenen Zellen, so leitet die Zelle entweder die Apoptose ein oder vollfiihrt eine weitere
Genumlagerung mit den verbleibenden Elementen der Gensegmente. Dies kann die Zelle
wiederholen, bis der Oberflaichenrezeptor keinen Liganden mehr binden kann oder keine
Elemente mehr verbleiben. Diesem Prozess kdnnen allerdings B-Zellen entkommen, welche
ein kleineres, losliches und weniger reaktives Autoantigen binden. Treffen diese Zellen auf
dieses Antigen, sodass dieses eine schwache Quervernetzung auslost, dann werden die
Zellen anergisch, wodurch sie die Expression des IgM einstellen und nicht mehr mit T-Zellen
interagieren konnen. 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 Moglichkeit, eine Immunreaktion auszulésen.

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 korpereigenen Antigen eingehen. Ebenso werden sie
anergisch, wenn sie ein losliches Autoantigen binden. Uberlebende Lymphozyten werden
schlieBlich 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

Potentielle Antigene werden in Lymphknoten und Milz von spezialisierten Makrophagen und
dendritischen Zellen zurtickgehalten und in den Lymphfollikeln den B-Zellen prasentiert. Bindet
ein Oberflachenimmunglobulin sein Antigen, sodass es zu einer Quervernetzung mit
multivalenten Bindungen kommt, reicht das alleine nicht aus, um den naiven B-Lymphozyt fur
eine Immunantwort zu stimulieren. Erst wenn die Signalstarke gro3 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
auReren Follikel des Lymphgewebes. Das gebundene Antigen wird durch Endozytose ins
Zellinnere transportiert und, falls moglich, proteolytisch verdaut. Das Antigen oder die
Peptidfragmente werden dann anschlieRend durch MHC-Klasse Il gebunden und an der
Zellmembran prasentiert. Im &ufReren 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 prasentieren.
T-Helferzellen, welche durch dasselbe Antigen aktiviert wurden, erkennen die prasentierten
Peptidfragmente und produzieren als Folge Zytokine. Die Zytokine werden sezerniert oder an
der Oberflache der T-Helferzelle prasentiert 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, verandern ihren
Stoffwechsel, ihre Morphologie und eventuell die Klasse ihrer Immunglobuline. Ein Grof3teil
der aktivierten Zellen bewegt sich im Verlauf von wenigen Tagen von der Grenze der T-Zell-
Zone hin zu den interfollikularen Regionen und den subkapsularen Sinus des Lymphknotens,
beziehungsweise den Brlckenkanalen der Milz. Dort bilden sie den sogenannten
,Primarfokus’. 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 primaren Follikel. Dort bilden sie ein Keimzentrum aus, in welchem
sich beide Arten von Lymphozyten teilen und sich die B-Zellen, ebenso wie im Primarfokus,

zu Plasmablasten entwickeln.

Die Aktivierung einer B-Zelle kann auch in Unabhangigkeit von T-Zellen initiiert werden.
Beispielsweise konnen PAMPs in Form von thymusunabhangigen Antigenen zur Akkumulation
der Signalstarke beitragen, um die notwendige Signalschwelle zu Uberschreiten. Eine solche
T-Zell-unabhéngige Aktivierung wird von speziellen neutrophilen Zellen innerhalb der

lymphatischen Gewebe durch die Expression von Zytokinen gefordert
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2.2.2.4 Entwicklungsverlauf von Plasmablasten

Noch bevor sich die B-Zellen zu Plasmablasten entwickeln und das Keimzentrum betreten,
kénnen diese zu einem Klassenwechsel der schweren konstanten Kette angeregt werden
Hierbei wird ein Bereich in der DNA-Sequenz herausgeschnitten, sodass ein anderer Isotyp
der schweren Ketten an die codierende Sequenz fir die variable Domane angrenzt. Welche
Klasse hierbei gewahlt wird, beeinflussen vor allem die Zytokine, welche von den
T-Helferzellen abgesondert werden. Diese Entwicklung ist nicht von der Affinitdt des
Antikorpers gegeniber seines Antigens abhangig ' ". Als Plasmablast und im Keimzentrum

ist dieser Prozess ebenfalls mdglich, tritt aber deutlich seltener auf

Wahrend der Entwicklung zum Plasmablasten wird um den Zellkern herum ein ausgepragter
Golgi-Apparat entwickelt. Das endoplasmatische Retikulum wird erweitert, um die Produktion
und den Transport einer grof3en Menge an Antikdrpern zu unterstutzen. Generell unterscheidet
man zwei Populationen von Plasmablasten. Ein Grol3teil der Plasmablasten ist kurzlebig und
teilt sich schnell, wéhrend eine kleinere Population sehr langlebig ist . Plasmablasten im
Primarfokus beginnen bereits mit der Produktion und Sekretion von IgM, wahrend
Plasmablasten im Keimzentrum zunédchst eine somatische Hypermutation und den
Klassenwechsel des Antikorpers durchlaufen. Mit Beginn der somatischen Hypermutation
werden in der variablen Region der Antikérper durch enzymatische Aktivitat absichtlich
Punktmutation eingefuigt, um nach einer Zellteilung &hnliche Variationen des urspriinglichen
Paratops zu erzeugen. Die entstehenden Variationen werden durch Interaktion mit den
umliegenden T-Helferzellen durch positive Selektion gefordert, indem sie bei der Bindung des
Antigens eine Anregung zur Proliferation und zur Verlangerung ihrer Lebenszeit erhalten.
Diese Anregung ist bei Varianten mit verbesserter Affinitat starker, da diese eine groéRere
Menge an Antigen binden kénnen. Die generelle Mutationsrate in diesem Entwicklungsprozess
liegt hierbei zwischen 4,0 % und 12,0 % . B-Lymphozyten, die nach der Mutation ein
defektes Oberflachenimmunglobulin besitzen oder das Antigen nicht binden kdénnen, werden
durch die Zellen nicht angeregt und deshalb durch negative Selektion eliminiert. Es ist mdglich,
dass sich wahrend der somatischen Hypermutation die Spezifitat des Antikdrpers verédndert
und dieser infolgedessen ein Autoantigen binden kann. Findet deshalb unabh&ngig von einem
T-Lymphozyten eine Quervernetzung eines Antigens an den Oberflachenimmunglobulinen

statt, leitet der B-Lymphozyt die Apoptose ein.

Nach der somatischen Hypermutation und dem Klassenwechsel verandern die Zellen ihre
Oberflache, sodass sie das Keimzentrum verlassen kénnen und wandern dann, angelockt
durch Chemokine und in Abh&ngigkeit ihrer Rezeptoren von diesen Botenstoffen, in das
Knochenmark, in die Markstrange der Lymphknoten , die rote Pulpa :

Schleimhaute oder in entziindetes Gewebe . Plasmablasten, die sich im Mukosa-
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assoziiertem lymphatisches Gewebe ausgebildet haben, verbleiben (berwiegend dort.
Wahrend der Reise und auch noch am Zielort reifen die Zellen zu Plasmazellen heran. Nach
diesem Entwicklungsschritt kénnen sie sich nicht mehr teilen. An ihren Positionen
angekommen, sezernieren sie grolBe Mengen ihres Antikorpers, welche durch den
Blutkreislauf oder andere Korperflissigkeiten transportiert werden und am Entziindungsort in
die betroffenen Gewebe diffundieren. Plasmazellen, welche sich aus kurzlebigen
Plasmablasten entwickelt haben, zerstéren sich nach wenigen Tagen selbst“". Die
Uberlebenden, langlebigen Zellen machen ~ 10,0 bis 20,0 % der verbleibenden Population
aus und konnen in einem Zeitraum von zwei Wochen bis hin zu einem Jahr
Uberleben . Sie verlieren mit der Zeit die Fahigkeit auf Chemokine zu reagieren und

verbleiben permanent an ihrem jeweiligen Standort

Immunantworten, die aus einer T-Zell-unabhangigen Aktivierungen stammen, kénnen sich
nicht in einem Keimzentrum entwickeln. Wahrend langlebige Plasmablasten eher mit T-Zell-
abhangigen Antigenen assoziiert werden, ist es auch moglich, dass diese Zellen bei einer
T-Zell-unabhéngigen Aktivierungen entstehen' . Wahrend der somatischen Hypermutation
wird auch die Spezifitdt und Affinitdét von IgM-exprimierenden Plasmablasten verdndert,
allerdings werden diese bei dem Erhalt von Uberlebenssignalen in den meisten Fallen
aufgrund ihrer Rezeptorstruktur von anderen Antikorperklassen ubertroffen' . Sowohl die
somatische Hypermutation, als auch der Klassenwechsel kann auch unabh&ngig von

Keimzentren erfolgen

2.2.2.5 Effektormechanismen von Antikdérpern und Immunglobulin-lsotypen

Antikdrper wirken auf drei unterschiedliche Arten. Sie kdnnen direkt an Giftstoffe, Bakterien
und Viren binden und diese an der Interaktion mit Wirtszellen hindern. Ebenso sind sie in der
Lage, Fremdkorper zu opsonisieren, sodass sie durch Phagozyten besser aufgenommen und
beseitigt werden kdnnen. Letztendlich haben sie auch die Fahigkeit, die Aktivierung des
Komplementsystems durch den klassischen Weg zu unterstitzen, um die Wirkung der
Komplement-assoziierten Opsonisierung auf Phagozyten zZu verstarken,
Entzindungsreaktionen einzuleiten und das gebundene Pathogen direkt anzugreifen. In
Abhangigkeit vom Isotyp der schweren konstanten Kette zeigen Antikorper eine schlechtere
oder bessere individuelle Effektoraktivitat. Insgesamt gibt es funf unterschiedliche Isotypen.
Der Isotyp vy, wird in vier und der Isotyp a 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 Antikdrper, welche sich bei Assemblierung durch einen
Isotypen der konstanten Doméane der schweren Kette definieren. Die Daten flr die Tabelle wurde aus
der Abbildung 5.20 der 9. Auflage von Janeway Immunologie (2018) Ubernommen und der

Gesamtanteil der Antikdrper im Serum mit den Messdaten von Gonzalez-Quintela et al. (2008)

erganzt.
Antikdrper-lsotypen im Blutserum
Isotyp Klasse Molekilmasse in Halbwertzeit in Gesamtanteil in
[kDa] [Tage] [%6]
Q12 Klasse A (IgA) ~ 160,0 bis 390,0 sechs ~17,1
Yi-4 Klasse G (IgG) ~ 146,0 bis 165,0 sieben bis 21 ~ 73,2
0 Klasse D (IgD) ~184,0 drei ~0,2
€ Klasse E (IgE) ~188,0 zwei ~<0,1
¥ Klasse M (IgM) ~ 970,0 bis 1145,0 zehn ~95

IgM bilden im Plasma ein Penta- und in seltenen Fallen auch ein Hexamer aus. Das IgA istim
Serum nur als Monomer vorzufinden und dimerisiert erst in anderen Korperflissigkeiten. Die
Polymerisierung der Dimere und Pentamere wird Uber eine separat exprimierte J-Kette
vermittelt. Die Plasmablasten aus dem Primarfokus produzieren nach ihrer Aktivierung IgM als
Ubergang, bis spezialisiertere Antikdrper aus den Plasmazellen der Keimbahn sezerniert
werden. Diese Antikdrper besitzen nur eine geringe Affinitat gegen das Antigen, welches die
Aktivierung ausgeltst hat. Sie bieten aber daflir zehn Paratope an und kénnen sehr gut das
Komplementsystem uber 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 Bauchfellh6éhle und Lunge ohne Aktivierung durch T-Zellen produziert. Diese natlrlichen
Antikoérper binden meistens Kohlenhydrate, die von bestimmten Bakteriengruppen hergestellt
werden. IgM kann auch durch Epithelzellen in den Darm transportiert werden. Das IgA wird
hauptséchlich in Kérpersekrete geschleust und ist vorwiegend in der Nahe von Epithelien und
Schleimhautepithelien vorzufinden. Da das Komplementsystem und Phagozyten oftmals
keinen Zugang zu diesen Bereichen finden, hat IgA eine Uberwiegend neutralisierende
Wirkung auf Pathogene und deren Toxine. IgE wird durch Rezeptoren an Mastzellen
gebunden und ist bei deren Aktivierung involviert. Die Hauptaufgabe der grof3ten Gruppe, 1gG,
ist hauptsachlich 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 kdnnen
die Antikorper korpereigene Zellen zur Vernichtung durch nattrliche Killerzellen markieren. Sie
sind in der Aktivitat als Opsonin effizienter als alle anderen Klassen, und es ist auch der einzige
Antikorper, welcher die Plazenta durchdringen kann. Zwischen Subtypen dieser Klasse gibt es

Unterschiede in der jeweiligen Physiologie und Aktivitat. So aktiviert 1gG. das
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Komplementsystem schlechter und 1gGs besser als 1gG:" 7. 1gGs besitzt eine deutlich
geringere Halbwertszeit als die anderen Immunglobuline, was vermutlich auf eine veranderte
Aminoséaure an der Position 435 innerhalb der Proteinsequenz zurtickzufiihren ist .1gG4
hat die besondere Eigenschaft, dass er eine gepaarte schwere und leichte Kette mit einem
anderen 1gG, tauschen und daher zwei unterschiedliche Antigene binden kann. In der
Epidermis treten IgA und IgG zur Verteidigung des Wirtes im Tandem auf'*”~. Die Funktion
von sekretiertem IgD ist noch nicht komplett aufgeklart, aber Erkenntnisse zeigen eine
Involvierung in der Immunverteidigung der Schleimhaute und eine Stimulation von B-,
Mast- und basophilen Zellen in den Atemwegen “7*. Als Oberflachenimmunglobulin 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 Antikorper die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies in den Immunzellen erhéhen kdnnen, wenn diese an einem opsonisierten
Bakterium binden. Eine gesteigerte Zerstérung des Biofilms konnte hierbei ohne eine erhdhte
Aktivitat der Phagozytose festgestellt werden

2.2.3 Immunologisches Gedéachtnis

Sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem sind in der Lage ein
Gedachtnis zu entwickeln, um wirkungsvolle Antikérper, PRR ~°, Oberflichenimmunglobuline
und T-Zell-Rezeptoren zu konservieren. Das Immungedachtnis ist hierdurch in der Lage bei
einem erneuten Zusammentreffen mit bereits bekannten Antigenen oder PAMPs™° eine
wirkungsvollere und schnellere Sekundarantwort zu aktivieren. B- und Plasma-
Gedachtniszellen erzeugen einen aktiven Antikorpertiter gegen bekannte Pathogene. Sie
konkurrieren hierbei um eine begrenzte Anzahl von Uberlebenssignalen, die in Form von
Zytokinen von anderen Zellen exprimiert werden. Sie kdnnen daher nur in einer bestimmten
Anzahl existieren. Das Gedéachtnis des adaptiven Immunsystems erreicht einen Monat nach
der Infektion seinen Hohepunkt und kann mit einer Halbwertszeit von acht bis 15 Jahren fir
sehr lange Zeit einen effektiven Schutz gegen eine erneute Infektion liefern. Dieses
Gedachtnis ist die Grundlage, auf welcher das Prinzip einer Impfung und einer aktiven
Immunisierung basiert. Durch gezielte Exposition eines Wirtes durch aktives, attenuiertes oder
inaktiviertes infektioses Material oder bestimmte Antigene kénnen unter der Aktivierung des

Immunsystems Eintrége in dieses Gedachtnis generiert werden.

Adjuvantien sind bei peptidbasierten Antigenen zum Auslésen einer adaquaten Immunreaktion
unabdingbar und kénnen die Wirkung solcher Impfstoffe und die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Immunisierung erhdhen. Ein effektiver Schutz kann erreicht werden, indem

entweder das verursachende Pathogen oder ein an der Pathogenese involviertes Toxin durch
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die Sekundarantwort 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
muissen Impfstoffe mehrere klinische Studien durchlaufen, in welchen all diese Faktoren
Uberpruft werden, bevor eine Zulassung auf den Markt erfolgt “**". Durch Impfungen ist es auch
mdoglich, Autoimmunerkrankungen zu behandeln und Tumorzellen gezielt zu markieren.
Dadurch wird ein Schutz vor bestimmten Arten von Krebs erzeugt. Leider lasst sich nicht gegen
alle Pathogene, zu denen auch Staphylococcus aureus zahlt, ein wirkungsvoller Impfstoff

entwickeln.

Dieses Thema wird genauer in Kapitel 2.3.5.1 ,Impfungen und passive Immunisierung*

ausgefuhrt.

2.2.3.1 B-Lymphozyten-Gedachtniszellen

Ein Anteil an den B-Lymphozyten, welche die Entwicklung innerhalb des Keimzentrums
durchlaufen haben, entwickelt sich zu B-Gedachtniszellen anstelle von Plasmazellen. Diese
Zellen veréndern ihre Expression, sodass sie langer tberleben und, mit Ausnahme der
Oberflachenimmunglobuline, keine Antikdrper sezernieren. Das Oberflachenimmunglobulin
hat bereits einmal die somatische Hypermutation durchlaufen und besitzt deshalb eine
bessere Affinitat gegen das Antigen. In Kombination mit einer gréReren Zahl an Rezeptoren
besitzt der Lymphozyt bei einer zweiten Begegnung eines bekannten Pathogens eine starke
Affinitat gegen das Antigen und konkurriert gegen naive Zellen erfolgreich um die Bindung.
Durch die vergroRRerte Anzahl an Rezeptoren ist eine Aktivierung der Gedachtniszellen deutlich
schneller als bei der Primarantwort, da sowohl die Quervernetzung der Antigene, als auch die
Interaktion mit T-Helferzellen beschleunigt ist. Direkt nach der Aktivierung vervielfaltigen sich
die Zellen um das zehn bis 100-fache und konnen sich sofort zu Plasmablasten und,
letztendlich, zu Plasmazellen differenzieren. Diese Plasmazellen produzieren im Vergleich zu
den Lymphozyten der Primarantwort eine gréRere Menge an Antikdrpern mit bereits
spezialisiertem Paratop und gepragter Antikorperklasse. Die Abwehr ist daher schneller und

effektiver als bei der vorherigen Begegnung.

Ebenso wie B-Lymphozyten sind auch unkonventionelle B-Zellen in der Lage, unabhé&ngig von
T-Lymphozyten, Gedéachtniszellen auszubilden, sodass sie dem Wirt einen effektiven Schutz
durch eine Sekundéarantwort bieten konnen . Einige dieser Gedachtniszellen konnen die
somatische Hypermutation ein weiteres Mal durchlaufen, um die Affinitat des Antikérpers noch
weiter zu verfeinern. Neue Forschungsergebnisse liefern auch Beweise dafir, dass sich
B-Gedachtniszellen unabhangig von den Entwicklungsschritten innerhalb eines Keimzentrums

entwickeln konnen
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2.2.3.2 Plasma-Gedachtniszellen

Langlebige Plasmablasten nach einer Primar- oder Sekundarantwort reichern sich
hauptséachlich in Knochenmark , Darm und Milz an “’“/, Im Knochenmark und
in der roten Pulpa kénnen diese Zellen, unter anderem von CXCL-12 angelockt <",
physischen Kontakt zu spezialisierten Stromazellen aufnehmen!“””, Diese Stromazellen
halten die Plasmablasten in einer Nische fest, wodurch die Lebensdauer der Plasmablasten,
auch, nachdem sie zu Plasmazellen differenziert sind, auf unbegrenzte Zeit verlangert
wird . Wahrend ihrer Entwicklung zur Plasmazellen durchleben die langlebigen
Plasmablasten einige Veranderungen in ihrer Epigenetik , ihrem Katabolismus

und ihrem Metabolismus , um ihre Lebenszeit direkt oder indirekt zu verlangern und den
Stress der Antikorperproduktion besser zu bewaltigen . Um jedoch das langfristige
Uberleben zu gewahrleisten, wird von unterschiedlichen Zellen innerhalb des Knochenmarks
und der roten Pulpa eine Vielzahl an verschiedenen, teilweise redundanten Botenstoffen
vermittelt . Wahrend also ein Grof3teil der Plasmazellen nach der Immunantwort abstirbt,
wird ein gewisser Teil am Leben gehalten und wirkt dem Absinken des Antikdrpertiters nach
der Infektion entgegen . Der dann aktuell bestehende Titer bildet einen Teil des
humoralen Immunsystems und kann das entsprechende Pathogen nach erneutem Kontakt
noch vor der Aktivierung einer Sekundarantwort neutralisieren. Fir die effiziente Entwicklung
einer Plasma-Gedachtniszelle werden sowohl die Keimzentren, als auch T-Zellen benétigt

Die Existenz von IgM-Plasma-Gedachtniszellen zeigt allerdings, dass ein Keimzentrum fir
die langlebige Entwicklung nicht notwendig ist. Jedoch ist es erwiesen, dass Plasmazellen aus
den Keimzentren besser um die verfiigbaren Uberlebenssignale in den Nischen konkurrieren
kénnen und so ihre Lebenszeit vergleichsweise langer erhéhen. Diese sich bevorzugend
in der Milz aufhaltenden IgM-Plasma-Gedachtniszellen zeigen unabhéngig von Keimzentren
somatische Mutationen auf, welche allerdings nicht auf die Spezifitat des Antigens selektiert

werden

Die Anzahl von langlebigen Plasmazellen, die sicher innerhalb einer Nische fir die langfristige
Expression von Antikérper befinden, umfasst ~ 1,0 %o bis 1,0 % aller Knochenmarkzellen und
ihre Gesamtzahl wird auf 1,0 Mrd. Zellen geschatzt . Nach einer Infektion differenzieren
entsprechend Berechnungen von Radbruch et al. (2006) ~ 1,0 Mio. Plasmablasten zu
langlebigen Plasmazellen, welche sich fur die lang anhaltende Produktion von Antikdrpern in
den Nischen des Knochenmarks einfinden. Das entspricht einem Tausendstel des
geschéatzten Limits innerhalb der Nischen und auch der relativen Anzahl an gemessenen
spezifischen Antikorper-produzierenden Zellen im Blut nach einer Impfung . Diese neuen
Zellen konkurrieren um die besetzten Stellen der Nischen und verdrangen die darin
befindlichen alten Zellen. So wird angenommen, dass die Menge an Ged&chtniszellen gegen

altere Antigenen bei jeder neu auftretenden Infektion um ein Tausendstel reduziert wird
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Des Weiteren wurden Kontrollmechanismen entdeckt, durch welche die Anzahl an
bestehenden Zellen innerhalb der Nischen Uber regulatorische Antikorper beeinflusst werden
kénnen “**'. Ebenso erschopft sich die Anzahl an Plasmazellen innerhalb der Nischen wahrend
einer systemischen Infektion oder chronischen Entziindung stark . Es gibt auch Beweise
dafiir, dass die Plasma-Gedachtniszellen sich bei diesen beiden Krankheitsbildern vermehrt
in andere Regionen abwandern, welche viel CXCL-12 enthalten oder Entziindungen
aufweisen . Es besteht also die Wahrscheinlichkeit, dass eine Plasma-Gedachtniszelle
nicht bis zu ihrem Lebensende in ihrer Nische verbleibt. Tatsachlich kdnnen die Plasmazellen
auch ohne direkten Kontakt mit den Stroma-Zellen fur lange Zeit tberleben und ihre Lebenszeit
wird auch in anderen Geweben verlangert'“*“. Radbruch et al. (2006) extrapoliert die
Lebenszeit von Plasmazellen innerhalb der Nischen im Knochenmark und den Schutz, den sie
bieten kdnnen, auf 30 Jahre.

2.2.4 Zustand und Rolle von Antikdrpertiter gegen Staphylococcus aureus

Durch die ubiquitdre und pathogene Natur von Staphylococcus aureus kommt der Mensch
unvermeidlich mit dem Bakterium in Kontakt. In Abhangigkeit vom Verlauf eines solchen
Kontaktes wird das Immunsystem aktiviert. Es bekommt die Chance Gedachtniszellen
auszubilden um den persdnlichen individuellen Schutz des Wirtes mit spezifischen Antikdrpern
Zu erganzen . Dies hat zur Folge, dass im Serum von Personen, welche unter einer
Infektion des Bakteriums gelitten haben, anschlie@end erhthte Werte von spezifischen
Antikérpern nachweisbar sind. Diese Antikdrper binden eine groRRe Vielfalt von Antigenen,
insbesondere Virulenzfaktoren des Bakteriums . Bei einer Untersuchung von IgA und
IgG nach einem Infektionsereignis zeigte sich fur beide Antikoérperklassen ein Uber einen
langen Zeitraum stabil bestehender Titer in den Seren der infizierten Personen'“”. Auch
konnte ein sehr schnell erfolgender, kurzlebiger und Uberaus starker Anstieg bestimmter
Antikdrper nachgewiesen werden . Dies lasst sehr wahrscheinlich auf die Aktivitat
entsprechender, bereits vorhandener B- und Plasma-Gedachtniszellen schlieRen

Das Spektrum an durch die Antikdrper abgedeckten Antigene héngt dabei mafRgeblich von der
Schwere der Infektion ab. So werden wahrend einer schweren Infektion Antikbrper gegen
Antigene ausgebildet, welche bei einer oberflachlichen Infektion nicht nachweisbar sind
Besonders deutlich zeigt sich der Anstieg von Antikdrpern bei Patienten, nachdem sie an einer
Bakteriamie erkrankt sind **'. Bei leichteren Infekten oder anhaltender Kolonisation entwickeln
sich derweil Antikorper, die vermehrt Superantigene neutralisieren . Auch wird das
Spektrum der abgedeckten Antigene und die Starke des Antikdrpertiters maf3geblich von den
exprimierten Virulenzfaktoren eines individuellen Bakterienstammes und der Anzahl an

Expositionsereignissen beeinflusst
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Gegen Toxine und Superantigene gerichtete Antikorper spielen eine wichtige Rolle beim
Schutz des Wirtes. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass ein vorhandener Titer
dieser Antikdrper den Wirt vor einer Infektion oder einem schweren Krankheitsverlauf schiitzen
und entsprechende Toxine in vitro neutralisieren kann . Die Antikdrper kdénnen
aufgrund von Kreuzreaktivitat in manchen Féllen mehr als nur einen Typ eines schadlichen
Molekils neutralisieren “°, Erstaunlich haufig wird bei den Wirten speziell gegen solche
Antigene hierbei der IgG4 Subtyp entwickelt . Umgekehrt ist zu beobachten, dass bei der
Abwesenheit dieser Antikdrpertiter schwerwiegende Krankheitsverlaufe sowie eine erhdhte
Infektions- und Todesrate auftreten. Dies gilt im Falle einer Bakteriamie , bei Implantat-

assoziierten Krankheiten oder beim Auftreten eines toxischen Schocks

Viele der Antikdrper gegen Staphylococcus aureus kénnen durch Opsonisierung auch in vitro
die Phagozytose verstarken . Diese Antikorper konnen durch Kreuzreaktion mehrere
Proteine mit ahnlicher Funktion binden und die Affinitat einiger solcher Antikdrper kann sich
auch bevorzugt oder nur gegen den Phénotyp des Biofilms richten. Experimente von
Lu et al. (2014) lassen vermuten, dass dieser Effekt in vivo keinen signifikanten Einfluss
auf die Zerstérung des Pathogens hat. Bei Patienten mit einem angeborenen Defekt bei der
Herstellung bestimmter PRR konnte aber beobachtet werden, dass Antikdrper gegen
Lipoteichonsdure die fehlende Funktion der Rezeptoren kompensieren konnten. Das
Immunsystems des Wirtes war in diesen Fallen in der Lage, trotz des Defekts das Pathogen
zu detektieren und zu vernichten. Paarte sich der Defekt allerdings mit fehlenden Antikorpern,
hatte das verheerende Folgen fur den Wirt'“’®, Ebenso wurden erst kirzlich sehr effektive
Antikorper des IgGs-Subtyps in menschlichen Spendern entdeckt, durch deren Unterstiitzung
neutrophile Zellen in der Lage sind, die Bakterienzahl in vitro und in vivo effektiv zu
reduzieren . Der Subtyp des Antikorpers ist hierbei der entscheidende Faktor, da er
bessere Effektorfunktionen hat und, interessanterweise, die in
Kapitel 2.2.2.5 ,Effektormechanismen von Antikdrpern und Immunglobulin-Isotypen®
erwahnte Mutation der Aminosdure an der 435. Position eine Neutralisierung durch
Staphylokokken via SpA verhindert . Dies wird durch eine Studie von
Whitehouse et al. (2016) bestatigt, in welcher eine Phagozytose in niedrigen, aber nicht

bei hohen Titern von IgGs-Antikdrpern durch das Protein verhindert wurde.

Die Antikorperprofile von Patienten sind heterogen, zeigen aber erkennbare Unterschiede
zwischen besiedelten Personen und Personen ohne Besiedlung bei der Starke des Titers und
in dem Spektrum der abgedeckten Antigenen auf . Durchschnittlich ist der Titer von
gegen Staphylokokken gerichteten Antikorpern in besiedelten Personen nahezu
anderthalbmal so hoch, als in Personen ohne Besiedlung “*~. Unabhé&ngig von merklichen

Infektionen koénnen entsprechend entwickelte Antikdrpertiter gegen Antigene von
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Staphylococcus aureus bereits in einem jungen Alter gemessen werden und generell bis zu
3,0 % aller Antikorperantworten des Blutserums umfassen ““*'. Bei besiedelten Personen zeigt
der Titer vor allem eine verstarkte Reaktivitdt gegentiber Toxinen und Superantigenen des
Pathogens . Die Antikorper korrespondieren dabei hauptsachlich mit den
spezifischen Antigenen des mit dem Wirt assoziierten Bakterienstammes . Eine
kunstliche Besiedlung mit einem anderen Bakterienstamm &ndert das Antikdrperprofil nicht
merklich. Somit liegt der Schluss nahe, dass die Besiedlung selbst vermutlich keinen grofRen
Einfluss auf die Entwicklung der Antikorper hat ““"\. Wahrscheinlicher ist es, dass aufgrund der
Besiedlung kleinere, fur den Wirt kaum merkliche Infektionen erfolgen, die den Anreiz fir die
entsprechende Immunantwort geben . Interessanterweise wurde Staphylococcus
aureus im Rahmen einer kunstlichen Kolonisierung von einer Person ohne Besiedlung sehr
schnell vernichtet, wéhrend sie in einem dauerhaften Trager vergleichsweise sehr lange
verweilen konnten'“*~, Durch eine vorhandene Besiedlung sind Personen deutlich starker
gefahrdet an einer Bakteridmie zu erkranken , werden allerdings durch den vorhandenen
humoralen Schutz Uberwiegend vor einem schweren Krankheitsverlauf bewahrt. Deshalb
weisen besiedelte Personen eine signifikant niedrigere Mortalitatsrate auf als Personen ohne
Besiedlung “"". Wird der Wirt allerdings durch einen exogenen Stamm infiziert oder durch
einen neuen Stamm besiedelt, ist die Effizienz des bestehenden Schutzes teilweise
kompromittiert . Bei Neugeborenen kann sich dieser durch Kontakt erworbene Schutz
stark verzdgern, sodass es Monate dauern kann, bis sie eigene korrespondierende Antikdrper
nach einer Besiedlung produzieren “”~'. Bei Patienten die generell eine unzureichende Menge
an Antikorpertiter besitzen oder diese aufgrund von Defekten nicht ausbilden, ist der

Krankheitsverlauf bei einer Blutbahninfektion meistens schwerer

In einer Studie von Kolata et al. (2011) “* werden die Unterschiede im Serum von beiden
Gruppen vor und nach einer Infektion hervorgehoben. Bei einer Person ohne Besiedlung
zeigten die Antikorper vor einer Infektion im Serum nur eine geringfligige Aktivitat gegen
Staphylococcus aureus. Das Serum einer besiedelten Person hatte derweil ein starkes Signal
gegen mehrere Proteine des Krankheitserregers. Wéahrend einer Infektion hatte die besiedelte
Person 1gG gegen bereits durch das Immungedéchtnis bekannte Antigene und keine
nennenswerten Mengen an IgM produziert. Neue Antikérper gegen bisher unbekannte
Antigene wurden nur geringfigig entwickelt. Die Person ohne Besiedlung wiederum hatte eine
Vielzahl von neuen Antikdrpern gegen das Bakterium hervorgebracht und exprimiert. Hierbei

wurde zusatzlich zu 1gG auch ein kurzlebiger Schub an IgM Antikdrper nachgewiesen

Meyer et al. (2021) haben eine grof3e Population von gesunden Menschen auf vorhandene
Antikdrper 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 Antikoérperklassen
einen hohen oder niedrigen Antikdrpergehalt gegen alle getesteten Antigene. Ein Drittel der
getesteten Seren, welche hierbei einen niedrigen Antikdrpertiter haben, zeigen diesen bei
beiden Antiktrperklassen. 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 1gG besiedelt. Mit zunehmenden Alter
nimmt der Titer der meisten gegen das Bakterium gerichteten IgG und einiger IgA ab und bei
zunehmenden unverhaltnismaiigem Korpergewicht sinkt der IgG-Titer und steigt der IgA-Titer
im Serum. Unter den mit dem Alter zunehmenden Antikérpern zahlen unter anderem
Antikorper, die gegen Superantigene und Toxine gerichtet sind. Manner haben generell einen
ausgepragteren Titer gegen die getesteten Antigene als Frauen. Ergdnzend haben
Whitehouse et al. (2016) bei einer kleineren Population an Patienten einen mit dem Alter
abnehmenden Titer von gegen Staphylococcus aureus gerichtetem 1gG: und IgM beobachtet.

Die Antikorperprofile zwischen besiedelten Personen und Personen ohne Besiedlung zeigen
bei vielen Antigenen keinen signifikanten Unterschied und in einigen Fallen sogar Titer, welche
bei Personen ohne Besiedlung erhdht sind. Diese erhdhten Titer richten sich hauptséachlich
gegen MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules)
und werden durch IgM dominiert . Das lasst sich entweder auf eine kirzlich
zurlickliegende Infektion, die Beteiligung von natlrlichen Antikérpern oder langlebigen
IgM-Plasma-Gedachtniszellen zurlckfihren. Da MSCRAMM flr Staphylococcus aureus
wichtig fur die Etablierung im Wirt sind, ist es nicht auszuschlie3en, dass entsprechende
Personen einen Uber das humorale Immunsystem vermittelten Schutz gegen das Bakterium
besitzen . Nichtsdestotrotz gibt es nach dem aktuellen Wissensstand keinen Nachweis,
dass ein bestimmter Antikorpertiter einen zuverlassigen Schutz gegen eine Kolonisierung oder
Infektion durch das Pathogen bieten kann . Einige Studien zeigen sogar, dass
Antikorper, welche gegen bestimmte Antigene gerichtet sind, durch ihr gemeinsames Wirken
eine Opsonisierung des Bakteriums verhindern oder den Krankheitsverlauf sogar
verschlimmern kénnen . Neben den funktionsféahigen Antikbrpern werden wahrend einer
Immunantwort auch Blindganger gegen die Antigene des Bakteriums entwickelt. Diese
Antikorper binden zwar ihr Ziel, haben aber keinerlei Effektorfunktionen . Auch verflgt
das Pathogen uber sehr virulente Proteine, die durch eine niedrige Immunogenitat definiert

sind, sodass kaum neutralisierende Antikorper gegen sie produziert werden
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Patienten mit der Schmetterlingskrankheit entwickeln aufgrund der Symptome Wunden, die
verstarkt durch mehrere Stamme von Staphylococcus aureus besiedelt werden . Eine
Konsequenz dieser Krankheit ist es, dass erkrankte Personen extrem hohe Antikorpertiter
gegen das Pathogen ausbilden . Interessanterweise haben diese Personen trotz der
erhdhten Exposition kein verstarktes Risiko an einer Bakteridmie zu erkranken ", Gegen
ausgewahlte SERAM (secretable expanded repertoire adhesive molecules) von
Staphylococcus aureus, zeigten Spender mit der Krankheit im Durchschnitt einen zehnfach

erhdhten Titer im Vergleich zu gesunden Personen

Anti-Emp-Antikbrper 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 . In der Studie von
Meyer et al. (2021) wurde auch Emp als Antigen gegen ein grol3e Anzahl von
Patientenseren getestet. Das in diesen Seren befindliche IgA zeigt im Durchschnitt den
sechstgrofdten Titer gegen das Protein. Hierbei wird ein Nachweis von gegen Emp gerichtetem
IgA deutlicher ofter und starker bei M&nnern 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 erhdhter 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 grofte. Bei Personen, welche an der
Schmetterlingskrankheit leiden, ist der Titer der Anti-Emp-Antikérper im Vergleich zu einer
gesunden Person erhoht. Allerdings ist dieser erhdhte Titer vergleichsweise niedriger als bei

Antikérpern, welche gegen andere SERAM gerichtet sind
2.2.5 Unkonventionelle B-Zellen und nattrliche Antikdrper

Unkonventionelle B-Zellen entsprechen ~5,0 % der Gesamtpopulation der B-Lymphozyten
und werden in Typ A und B unterschieden ", Die Zellen des Typs A werden entwickelt,
wahrend der Fotus noch im Mutterleib ist und sie sind in der Lage natirliche Antikorper zu
sezernieren und sich selbst zu erneuern . Der Typ B etabliert sich bei neugeborenen
Kindern im Knochenmark und kann sich, wie Typ A, erneuern . Die Erneuerung der
Zellen findet unabhangig vom Knochenmark statt und die beiden Typen kdnnen sich nicht
gegenseitig wiederherstellen. Voll entwickelte unkonventionelle B-Zellen blockieren nach ihrer
Reifung ihre eigene Neubildung und begrenzen so ihre Population “*“. Bei der Entwicklung
von naturlichen Antikérpern innerhalb unkonventioneller B-Zellen werden diese nur geringfiigig
von junktionaler Diversitat oder hypersomatischer Mutation verandert und zeigen eine hohe
genetische Ubereinstimmung mit ihrer urspriinglichen Gensequenz . Durch die limitierte

Anzahl an unkonventionellen B-Zellen ist auch die Anzahl an natirlichen Antikérpern und
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deren Bindungsmdglichkeiten begrenzt und diese bestehende Menge wird nur bedingt durch
Mutationen verandert“*\. Eine wichtige Funktion dieser Zellen besteht darin, in der friihen
Lebensphase die Toleranz gegentber probiotischen kommensalen Bakterien innerhalb des
Darms zu entwickeln und zu vermitteln . Im Wirt regulieren sie zusatzlich
Entzindungsreaktionen herunter, schiitzen ihn vor autoreaktiven Lymphozyten und vor
Antigenen, welche bei Gewebeschaden eine Autoimmunreaktion auslésen koénnten
Naturliche Antikorper zeigen fir gewoéhnlich eine niedrige Affinitat, eine hohe Kreuzreaktivitét
und treten hauptsachlich in der Antikorperklasse eines IgM auf . Allerdings sind auch
naturliche 1gG und IgA bekannt"**. Es wird angenommen, dass 80,0 % aller
zirkulierenden IgM und 50,0 % aller IgA tatsachlich nattrliche Antikdrper sind, die
ihren Ursprung aus unkonventionellen B-Zellen haben“". Sie haben hauptsachlich eine
schwere variable Kette der VH3-Genfamilie und die leichten Ketten kdnnen bei an Krebs
erkrankten Menschen durch den A-Isotyp dominiert werden “ 7. Das Paratop dieser Antikorper
kann Membranbausteine von Pathogenen und auch korpereigene Molekile
binden . Sie unterstiitzen vor allem in der postnatalen Entwicklung die Immunabwehr des
Wirtes . Auch sind sie bei der Friherkennung und Opsonisierung von krankhaft
veranderten oder zerstérten Zellen beteiligt . Bei Kontakt zu bakteriellen
Lipopolysacchariden kénnen Sie die Differenzierung zu IgM-sezernierenden Plasmazellen
schneller vollziehen als konventionelle B-Zellen'**"\, Auch kénnen sie einen Klassenwechsel
zu IgA oder IgG absolvieren und die Affinitat ihres Antikdrpers durch somatische
Hypermutationen verstarken, wenn sie entsprechenden Stimuli ausgesetzt sind. Ebenso
sind sie in der Lage, Apoptose in Krebszellen auszulésen und den Wirt vor
Autoimmunkrankheiten °**/, Atherosklerose und altersbedingten Krankheiten zZu
schitzen. Die Qualitat und das Antikorperprofil der unkonventionellen B-Zellen nimmt mit dem
zunehmenden Alter ab “**. Speziell die Anzahl an natirlichem IgG nimmt aber mit dem Alter
zu ", Nach einer Infektion ist vor allem ein Anstieg an natlrlichem IgG zu beobachten,
welches gegen doppelstrangige DNA gerichtet ist' ">\, Diese Antikdrper zeigen sehr oft ein
Spektrum an Kreuzreaktivitat gegen viele bakterielle Antigene "/, Zusammen mit dem
Komplementsystem koénnen die Zellen die Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen
fordern'"~". Die Expression der Antikorper selbst wird stark durch die Zytokine gesteuert,

welche von yd T-Zellen sezerniert werden

Naturliches IgA bildet einen relevanten Anteil des Antikorpergehalts der Schleimhaute von
Neugeborenen . Ihre Funktion ist komplementéar zu IgM und ein Defekt dieser Antikorper
kann zu schwerwiegenden Krankheiten fiihren . 1gG und IgM aus unkonventionellen
B-Zellen binden exakt dieselben Antigene und ein Finftel aller IgG bindet eine groRe Zahl von
Antigenen mit niedriger Affinitat'**”. Naturliches IgG tritt bevorzugt als 1gGs auf und
bendtigt im Wirt eine lange Entwicklungszeit >, welche erst mit dem Kontakt zu mikrobiellen
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und fremden Antigenen beginnt . Es kann bis zu zwei Jahre dauern, bis messbare
Mengen im Serum detektierbar sind'“>*. Die Antikdrper interagieren mit Antigenen von
Staphylococcus aureus und dem Komplementsystem Uber den Lektinweg, um die
phagozytische Aktivitat von Monozyten zu verstarken'““*. Bereits vorhandene natirliche
Antikorper, welche Oberflachenmolekille von Staphylococcus aureus binden, kénnen die
Effizienz einer Impfung verhindern. Hierbei behindern sich die Antikdrper aus den beiden

Quellen gegenseitig in ihrer Funktion, sodass keine Opsonisierung stattfindet

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 unabhéangigen Vorlaufer entspringt “*“.. In der zweiten Theorie nimmt man an, dass
sich beide B-Zellen aus demselben Vorlaufer 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 . Neue Studien
haben Beweise fur beide Theorien geliefert: Daher ist anzunehmen, dass sie sich nicht
gegenseitig ausschlie3en . Tatsachlich haben Graf et al. (2019) einen Beweis
geliefert, dass sogar gereifte B-Zellen mit den passenden Signalen zu unkonventionellen
B-Zellen konvertiert werden koénnen. Diese Beobachtung stellt die Unverdnderlichkeit des
Repertoires von natdrlichen Antikérpern nach der neonatalen Phase in Frage.
Born et al. (2016) nehmen an, dass der Wirt einen Mechanismus gefunden hat um
sicherzustellen, dass er nach der Geburt ein funktionsfahiges Repertoire an unkonventionellen
B-Zellen und natirlichen Antikérpern hervorbringt. Es wird spekuliert, dass bei dieser

Entwicklung hauptsachlich die stark konservierten yd T-Zellen eine grof3e Rolle spielen.
2.2.6 Immunsystem-assoziierter Kollateralschaden

Eine Immunantwort ist wichtig, um gefahrliche Pathogene oder Schadstoffe zu neutralisieren,
bevor sie im Wirt groBen Schaden verursachen kdnnen. Der Einsatz von Immunzellen selbst
ist aber ressourcenintensiv und setzt den Wirtskdrper oftmals unter Stress. Unter normalen
Umstanden ist der Kollateralschaden geringfugiger als der Schaden, den das Pathogen ohne
Abwehr anrichten kénnte. Bei speziellen Bedingungen kann das Immunsystem aber auch

aul3er Kontrolle geraten, was verheerende Folgen fur den Wirt hat

Das Prinzip eines Fiebers ist es, dass der Wirtskorper die temperaturbedingten Schaden an
den Proteinen besser kompensieren kann als das Pathogen. Uberschreitet die Temperatur
aber bestimmte Schwellenwerte, kann der resultierende Schaden am eigenen Korper
lebensbedrohlich werden"'. Die Antikdrperproduktion von Plasmazellen bendétigt viele
Ressourcen, nicht nur fur die Antikdrperproduktion selbst, sondern um zu verhindern, dass der

Produktionsstress die Zellen zerstort . Bei manchen Krankheitsbildern kann die sténdige
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Produktion von Antikdrpern sogar zu ernsthaften gesundheitlichen Problemen fiihren
Ebenso sind sowohl autoreaktive B- als auch Plasma-Gedéchtniszellen die Ursache
fur chronische Allergien oder Autoimmunerkrankung “°*. Wenn kdrpereigene Molekile vom
eigenen Immunsystem durch Antikérper neutralisiert werden, kann dies chronische
Krankheiten verursachen, welche die Lebensqualitéat deutlich verschlechtern. Ebenso kann
nach Sensibilisierung gegen ein Allergen bei erneutem Kontakt eine Ubertriebene Reaktion
auftreten, weil entsprechende Kontrollmechanismen versagen Werden bei einer
Aktivierung des Komplementsystems die beiden Untereinheiten C3a und C5a in zu groRRer
Menge produziert, kann das beim Wirt einen gefahrlichen anaphylaktischen Schock auslésen.
Bei dieser sogenannten Anaphylaxie kommt es zu einer UbermdaRigen Ausschittung von
entziindungsfordernden Substanzen, welche sich in einer positiven Rickkoppelung verstarkt.
Hierbei kommt es zur verstdrken Entzindungsreaktionen. Je nach Gewebe kdnnen die
Schwellungen und der Abfall des Blutdrucks lebensgeféhrliche AusmaflRe annehmen
Zusatzlich 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 Wirtskorper aktiv. Die reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies und die Inhaltstoffe der Granula sind in der Lage betréchtlichen
Kollateralschaden an Wirtszellen anzurichten . Die Substanzen, welche von
T-Helferzellen wéahrend einer Infektion abgesondert werden, l6sen Entziindungen aus und
rekrutieren weitere Immunzellen. Beides kann indirekt die Wirtszellen beschadigen. Speziell
yd T-Zellen, welche IL-17 und IFN-y produzieren, kénnen durch die Expression dieser
Zytokine langfristig das Risiko fur den Wirt erhéhen, an Krebs zu erkranken “°*. Im Falle von
Staphylococcus aureus ist es sogar moglich, dass der durch T-Zellen verursachte
Kollateralschaden die Situation verschlechtert und die Pathogenitat sowie Abszessbildung des
Bakteriums fordert “°~/. Besonders wenn T-Helferzellen liberreagieren oder ihre Aktivitat nicht
abklingt, ist dies sehr gefahrlich fir den Wirt, da ein lebensgefahrlicher Zytokinsturm ausgeltst
werden kann . Diese Ubertriebene Form der Immunantwort fihrt zu einer
Hyperinflammation des Korpers, die meist zur Kompensation direkt von einer Ausschittung
entzindungshemmender Zytokine begleitet wird“°”. Diese kompensierenden Zytokine
senken die Entziindung im Verlauf der Zeit ab, erreichen aber irgendwann den gegenteiligen
Effekt, sodass der Wirt anschliel3end einer Immunsuppression ausgesetzt ist. Bei Wandel des
Immunsystems durch diese beiden Extreme werden die Gerinnungsfaktoren erschopft,
wodurch es zu einer Verstopfung von Blutgefaf3en, Blutungsneigung, spontanen Blutungen
und eine Funktionsstorung des Endothels kommt' ", Als Folge dieser schwerwiegenden
Symptome besteht fir den Wirt das Risiko an multiplem Organversagen zu sterben

Zytotoxische T-Zellen haben ein sehr zerstorerisches Potential, da sie wirtseigene Zellen
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angreifen, um Krankheitserreger zu bekampfen. Sie verursachen daher schon in ihrer

gewdhnlichen Funktionsweise betrachtlichen Schaden an Wirtszellen.

Aufgrund ihres destruktiven Potentials ist es wichtig, dass die Immunantworten der Zellen mit
dem groRten Zerstdérungspotential erst nach Erreichen einer Aktivierungsschwelle eingeleitet
werden und ihre Reaktionen lokal begrenzt werden ™. 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 °*. Regulatorische B-"'*, T- > und Plasmazellen konnen sich
aus den jeweiligen Lymphozyten entwickeln, unterdriicken die Aktivitdt von anderen
Lymphozyten und sorgen in der Homoostase fur eine Signalschwelle, die zur Aktivierung der
adaptiven Immunabwehr Uberschritten 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"'*'. Opsonisierende Komponenten des Komplementsystems werden in kirzester
Zeit inaktiviert, wenn sie kein Ziel finden und die Lebensdauer und Effizienz aller Komponenten
wird durch korpereigene Proteine stark reguliert . Neutrophile Zellen beginnen erst nach dem
Priming damit, toxische Substanzen auszuschitten. 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 . Fehlt diese
unmittelbare  Apoptose, ist der Kollateralschaden merklich verstarkt und der
Entziindungszustand wird verlangert . Neutrophile Zellen, die bereits durch Priming auf
ihre Aktivierung vorbereitet wurden, kdnnen diese spontan abbrechen und sich wieder
normalisieren . Zerstorte neutrophile Zellen werden durch Makrophagen aufgenommen
und beseitigt . Bei diesem Prozess werden Zytokine freigesetzt, welche die Proliferation,

Differenzierung und Rekrutierung von neutrophilen Zellen reduzieren

34



2.3 Staphylococcus aureus

Zusammen mit Staphylococcus epidermidis ist Staphylococcus aureus einer der
meisterforschten Vertreter der Staphylokokken “°. 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 Nahrplatte bildet das
Bakterium grof3e, gelbliche Kolonien aus, deren Farbe an der Namensgebung malf3geblich
beteiligt ist. Es ist sowohl ein kommensales, als auch ein opportunistisch pathogenes
Bakterium, welches in der Umgebung ubiquitar zu finden ist**'. Die Hauptwirte des Pathogens
sind Menschen und Rinder ", wobei aber ein breites Spektrum an S&augetieren als Wirt
toleriert wird “°°, Als Pathogen ist es, direkt hinter der Gesamtheit der Koagulase-negativen
Staphylokokken, fur die meisten nosokomialen Infektionen verantwortlich und kann eine
Vielzahl von Krankheiten in einem Spektrum von stdrend bis tddlich verursachen . Hierbei
tritt er als extrazellularer und intrazellularer Krankheitserreger in Erscheinung.
Dabei kann es viele verschiedene Bereiche des Koérpers befallen. Das Pathogen gehdrt zu den
ESKAPE-Bakterien, die eine erhohte Wahrscheinlichkeit besitzen, eine starkere Resilienz
gegenlber antibiotischen Stoffen zu besitzen und zu entwickeln . Als Teil unseres
Mikrobioms ist es einer unserer standigen unbemerkten Begleiter und kann derzeit im
Krankheitsfall noch mit Antibiotika behandelt werden, um ein schlimmeres Krankheitsbild zu

verhindern
2.3.1 Entdeckung, Namensgebung und Abstammung

Die erste Entdeckung von Staphylokokken wurde von Alexander Ogston beschrieben """, der
sie im Eiter der Abszesse seiner Patienten zusammen mit Streptokokken beobachtete, die von
Theodor Billroth und Jaromir, Freiherr von Mundy (1874) entdeckt wurden . Im
19. Jahrhundert aufgrund ihrer Form als Mikrokokken zusammengefasst, sind sich beide
Bakterien optisch sehr &hnlich, mit der Ausnahme, dass Streptokokken sich in einer Kette und
Staphylokokken sich in einer Traube gruppieren. Ogston unterschied 1882 zwischen schlecht
riechenden Eiterungen, die hauptsachlich Giftstoffe und aerobe Mikroben enthielten, und
geruchslosen Eiterungen, die sich oftmals graduell bis zu Knochen oder Hirn ausbreiteten und
in einer tddlichen 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 Korpers auf diese ungebetenen Eindringlinge entstand. Durch die Injektion von mit
Staphylokokken angereichertem Eiter in Mausen zeigte er, dass sich um die Injektionsstellen
Abszesse bildeten und die Symptome &hnlich, wenn auch schwécher als bei menschlichen
Patienten ausgepréagt waren . Den Namen Staphylococcus setzte er aus den beiden

griechischen Wortern oraguAn (staphyle, Ubersetzung: Traube) und Kokkog (kokkos,
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Ubersetzung: Korn) zusammen und zusammengefasst lasst es sich frei als
»1raubenklgelchen® Ubersetzen'*””. Der Gattungsname ist hierbei eine Referenz an die
traubenférmige Gruppierung, in welcher sich die Bakterien aggregieren “**. Staphylococcus
aureus selbst wurde zwei Jahre spater von Dr. Friedrich Julius Rosenbach wahrend seiner
Forschungsarbeit in Wiesbaden isoliert und nach der goldenen Farbe seiner Kolonien mit dem

Artnamen aureus (Ubersetzung: golden) benannt

Es sind elf dominante Abstammungen von Staphylococcus aureus bekannt, welche bevorzugt
den Menschen als Wirt befallen ““*. Diese verschiedenen Abstammungen unterscheiden sich
in ihrer Virulenz, der bevorzugten Kolonisierungsumgebung und in der Fahigkeit, Resistenzen
gegen antimikrobielle Substanzen auszubilden. Die Bakterienstimme 101L, ATCC® 25904 ™
und USA300 sind Mitglieder der Abstammung des klonalen Komplexes 8, wahrend die
Stdmme 168L, 282L und KE2775 von dem klonalen Komplex 30 abstammen.

2.3.2 Propagation und Risikofaktoren

Das Bakterium Staphylococcus aureus ist ubiquitar und tberall dort zu finden, wo sich der
Mensch als Hauptwirt verbreitet hat. Es ist ein Teil des kommensalen Mikrobioms der Haut
und der Schleimhaute, kann Menschen in bestimmten Organen besiedeln und dort eine
Infektion auslosen . Sowohl MRSA, als auch MSSA konnen sich innerhalb einer
menschlichen Population Uber die Kommune (CA-) “**, das Gesundheitswesen (HA-) oder
Uber kontaminierte Nahrungsmittel und Alltagsgegenstande ausbreiten ““*. 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 haufiger betroffen sind

Bei der zweiten Wirtsform, welche mit einer Haufigkeit von durchschnittlich 60,0 % auftritt,
werden Betroffene zu periodischen Tragern von Staphylococcus aureus. Letztendlich werden
durchschnittlich 20,0 % aller Menschen zu keinem Zeitpunkt von dem Pathogen
besiedelt . Insgesamt sind im Durchschnitt etwa 37,2 % der menschlichen Bevdlkerung
Zu jeder Zeit mit Staphylococcus aureus besiedelt*“. Viele der betroffenen Personen
wechseln ihren Tragerstatus im Laufe der Zeit, wobei diese Veranderung haufig zwischen dem
10. und 20. Lebensjahr auftritt “““". Die Besiedlung kann bereits in den ersten Tagen nach der
Geburt erfolgen und die Bakterien entstammen mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu
80,0 % der Mutter . In neun von zehn Fallen ist der Bakterienstamm identisch mit dem
Pathogen, welches sich im Vestibulum nasi der Mutter eingenistet hat **'. Innerhalb der ersten
acht Wochen ist jeder zweite Saugling mit dem Bakterium besiedelt und nach sechs Monaten

reduziert sich die Inzidenz auf ein Fiunftel
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Das Vestibulum nasi befindet sich in den vorderen Nasenléchern und ist ein keratinisierter
Kdrperbereich mit Schweil3- und Talgdriisen sowie Korperbehaarung, welcher von der
Schleimhaut des Limen nasi eingegrenzt wird “°°. Dieser Bereich ist das bevorzugte Habitat
fur 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 Korper verteilen kann

Wahrend auch andere Bereiche, wie beispielsweise der Oropharynx , die Axilla ,
das Rektum “*“/, das Perineum und die Leiste besiedelt werden kénnen, so hat
sich gezeigt, dass durch die Beseitigung der im Vestibulum nasi nistenden Staphylokokken
auch die Besiedlung in anderen Koérperbereichen riicklaufig sind . Bei der permanenten
Wirtsform hat sich gezeigt, dass dauerhafte Trager von einem prddominanten Stamm und
periodische Trager von diversen Bakterienstammen besiedelt werden . Der
pradominante Bakterienstamm erschwert die Kolonisierung durch andere Stamme von
Staphylococcus aureus, deren Ursprung im Gesundheitswesen liegt“~. Vor allem bei
periodischen Tragern wurde ein sehr schneller Wechsel des besiedelnden Stammes sowie die
zeitweise Anwesenheit von mehreren Bakterienstammen zur selben Zeit beobachtet

Durchschnittlich werden diese Trager fur vier Wochen von einem Bakterienstamm besiedelt,
bevor dieser durch einen anderen abgeldst wird. Dieser Wechsel findet ungefahr sechsmal im
Jahr statt“~*. Stammen diese Staphylokokken von einem dauerhaften Trager, so wurde
nachgewiesen, dass sie eine erhthte Affinitéat und Adhasion gegentber nasalen Epithelzellen
aufweisen'"**. Zusatzlich zeigte sich, dass Personen, die aufgrund einer Infektion mit
Staphylokokken stationare Krankenpflege erhalten hatten, nach ihrer Entlassung eine erhéhte

Anfalligkeit gegeniiber einer erneuten Infektion und Besiedlung zeigten

Faktoren, die eine Besiedlung oder Infektion begiinstigen, sind zahlreich. So kdénnen das
Alter , Ethnizitat ““’/, Genetik , Geschlecht , Gewicht“", der Zustand des
Hormonhaushalts , Erndhrung und Immunsystem eine Rolle spielen.
Aber auch Verzicht auf Tabak , die Zusammensetzung der Zytokine im Blut oder
der Inhaltstoffe der nasalen Sekrete “*“!, das Mikrobiom der Nase und das Bestehen von
bestimmten humanen Leukozytenantigenen oder deren Polymorphismen konnen
von Bedeutung sein. Ebenso hat die Beschaffenheit der Zellwand und der Zellwandproteine
von Staphylococcus aureus einen Einfluss auf den Erfolg einer Besiedlung

Vorerkrankungen oder Verletzungen sind ebenfalls signifikante Faktoren, welche eine

Besiedlung oder Infektion begiinstigen kénnen. Zu diesen Erkrankungen zahlen unter

anderem: Hautkrankheiten und -verletzungen : bestimmte
Entziindungen ,  Weichgewebeinfektionen und  Krankheiten, die das
Immunsystem , den Stoffwechsel oder die Nierenfunktion einschranken.

Speziell bei Patienten mit Mukoviszidose wurde beobachtet, dass Staphylococcus aureus
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seinen Metabolismus ", Phanotyp und das Spektrum seiner Virulenzfaktoren
verandert, um sich an die durch die Krankheit veranderten Bedingungen in der Lunge
anzupassen, um dadurch seine Persistenz zu erhdéhen . Darlber hinaus leiden auch
Drogenkonsumenten, die Substanzen intravends verabreichen und Allergiker, die
wiederholt Injektionen zur Behandlung erhalten haben unter einem erhohten Risiko der
Kolonisierung. Vor allem deutet diese Beobachtung darauf hin, dass dieses Risiko besonders
dann erhoht 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 erhéht, denn diese
Personen halten sich haufig in Kliniken auf. Diese Einrichtungen gelten als potentielles Habitat
fur Staphylococcus aureus . Speziell bei Menschen mit einer Stérung betreffend der
Qualitat oder Quantitédt des Komplementsystems , von bestimmten Zytokinen :
Makrophagen , Keratinozyten ", neutrophilen Zellen sowie von Tnl-

oder Tul7-Zellen besteht ein erhdhtes Risiko durch einen Befall mit Staphylococcus
aureus und einer nachfolgenden Infektion. Eine Person ist den gleichen Risiken ausgesetzt,
wenn aufgrund einer Erkrankung bei einer Entziindungsreaktion die Polarisierung der
T-Effektorzellen zu Ty2-Zellen beglinstigt ist . Dies ist nicht nur auf eine Abwesenheit der
anderen Effektorzellen zuriickzufiihren, denn die Th2-Zellen fordern aktiv die Expression von
Fibrinogen und Fibronektin, was die Proliferation von Staphylococcus aureus begtinstigt
Das Verhdltnis von IFN-y zu IL-17 hat sich als ausschlaggebend fir die Vorhersage gezeigt,
ob eine Person flr eine Besiedlung pradestiniert ist. Ist der Anteil von IFN-y niedrig, wurden
die Personen mit einer grof3en Wahrscheinlichkeit besiedelt, wahrend die Kolonisierung bei
einem gréRReren Verhaltnis von IFN-y ausgeblieben ist . Dieses Phanomen hangt damit
zusammen, dass die Expression von hBD-3 innerhalb der Epithelzellen der Nase durch IFN-y
verstarkt wird ““”. Ohne die Ausschiittung dieses Defensins steigt die Wahrscheinlichkeit einer

Besiedlung des Vestibulum nasi durch das Bakterium deutlich

Obwonhl eine Kolonisierung durch das Pathogen haufig auftritt, fihrt nur ein sehr geringer Anteil
davon zu einer Infektion . Es gibt daher Individuen, welche trotz einer Besiedlung bis an
ihr Lebensende keine Infektion durch das Pathogen erleiden . Besiedelte Personen haben
aber ein generell erhdhtes Risiko, sich mit dem opportunistischen Krankheitserreger zu
infizieren und das Bakterium zu verbreiten . Sie werden hierbei bevorzugt von ihrem
endogenen Bakterienstamm infiziert . Personen ohne Besiedlung haben hingegen bei
einer Infektion generell das erhohte Risiko einen schwereren Krankheitsverlauf zu erleiden

Auch kénnen mehrere Bakterienstamme, sowohl MSSA und MRSA, gleichzeitig an einer
Infektion beteiligt sein """ Eine Infektion ist auch durch eine Kreuzkontamination Gber einen

exogenen Stamm moglich . Dieser hat ein groReres infektioses Potential als ein
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kolonisierender Stamm . Vermehrt treten exogene Infektionen nach stationaren
Krankenhausaufenthalten auf. Innerhalb von Kliniken werden die Bakterien Uber septische
Wunden verteilt und kénnen sich durch die Kontamination und Besiedlung von Personal und
Umgebung etablieren und Patienten infizieren'"?”, Staphylococcus aureus ist mit
13,0% der zweithaufigste Verursacher einer nosokomialen Infektion und an 20,0 %
aller postoperativen Infektionen beteiligt. Ein erheblicher Teil davon ist in dieser Umgebung
Methicillin-resistent *"°'. Unter anderem wéahrend einer Operation und bei der postoperativen
Versorgung steigt das Infektionsrisiko, da die natlrliche Schutzbarriere der Haut durch
Katheter oder Zugange durchbrochen wird und das Pathogen so freien Zugang zum
Kdrperinneren hat . Wahrend der Operation kann das Bakterium hamatogen oder Uber
die Luft in den operativen Bereich gelangen. Hier kann das Risiko einer Kreuzinfektion durch
praventive HygienemalRhahmen """ saubere Wundversorgung und die prophylaktische
Gabe von Antibiotika reduziert werden. Diese Reduktion ist allerdings nur bedingt gegen
Staphylokokken aus der eigenen Kolonisierung  wirksam . Bei einem
Krankenhausaufenthalt mit operativem Eingriff oder Hautperforation ist bei einem Patienten
mit kompromittierten Gesundheitszustand die Gefahr einer Infektion besonders stark
erhoht . Die Gro3e des Risikos ist hierbei von der Dauer und dem Umfang des Eingriffes
abhangig

Der primére Ort, an dem die Verbreitung einer Kolonisierung ihren Lauf nimmt, ist die h&usliche
Umgebung. Familienmitglieder stehen in sehr engem und haufigem Kontakt, wodurch sie
einem hohen Ubertragungsrisiko ausgesetzt sind . Dieses Risiko ist besonders bei
Kindern, pflegebedirftigen Menschen und Haustieren relevant, da diese eine verminderte
Mdglichkeit und Bereitschaft zur Selbstpflege und -hygiene besitzen . Ein besiedeltes
Haushaltsmitglied kann die Haushaltsumgebung und Alltagsgegenstdnde kontaminieren,
welche dann ein Kolonisierungspotential fir andere Familienmitglieder bilden, wobei die
Anzahl und das Alter aller Familienmitglieder einen grof3en Einfluss auf die Verbreitung dieser
Kontamination haben . Sobald sich Staphylococcus aureus in einem Haushalt etabliert
hat, verwandelt sich dieser in eine Brutstatte mit kontaminierten Gegenstanden und
Oberflachen, wodurch sich das Risiko der Bewohner besiedelt zu werden oder eine Infektion
zu erleiden drastisch steigert “**'. Hierbei ist sowohl die Umgebung selbst , als auch der
Kontakt zu anderen Haushaltsmitgliedern der hauptsachliche Grund fir das erhdhte
Risiko. Hat sich das Pathogen erst einmal im Haushalt eingenistet, kann er abwechselnd
zwischen periodischen und dauerhaften Tragern tbertragen werden und auf diese Weise
wiederkehrende Besiedlungen und Infektionen verursachen . Andere Menschen, die im
engen Kontakt mit diesem Infektionsherd stehen, wie etwa Verwandte, laufen in Gefahr, sich
selbst und ihren eigenen Haushalt zu geféahrden. Dieses Infektionsrisiko wird dann verstarkt,

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 pradominant im Gesundheitswesen einnistet, sich nach Genesung der
betroffenen Personen Uber Monate im Haushalt der infizierten Person halten und diesen
verseuchen kann . Ein vereinfachtes Modell mdoglicher Ubertragungswege ist in
Abbildung 4 dargestellt.

In einer Simulation nach Macal et al. (2014) wird geschatzt, dass 95,0% der
Ansteckungsereignisse nicht durch eine Infektion, sondern durch besiedelte Personen
verursacht werden. Das Infektionsrisiko steigt logischerweise mit der Haufigkeit des
menschlichen Umgangs und dem Umgang mit potentiell kontaminierten Gegenstanden,
sodass gréRere Menschenmengen sowie offentliche und private Einrichtung mit grofl3er
Fluktuation und insbesondere  Schulen und Kindertagestatten ein  grofRes
Gefahrdungspotential aufweisen ™. Tatséchlich ist diese Simulation realistisch, da der
Umgang mit besiedelten und infizierten Personen sowie das Teilen von kontaminierten
Hygiene- und Alltagsgegenstanden zur der wahrscheinlichsten Ubertragung eines tber die
Kommune akquirierten Staphylococcus aureus fuhrt . Darliber hinaus konnte der
Ursprung von Epidemien von Staphylococcus aureus bereits in 6ffentlich zuganglichen und
haufig  frequentierten = R&umen nachgewiesen  werden . Wahrend zum
Besiedlungsverhalten von Staphylococcus aureus bereits eine enorme Datenmenge bekannt
ist, ist die Datenerfassung trotz allem ungenau, da diese meistens retroaktiv nach einer
Infektion getatigt wird. Aus diesem Grund lassen sich weder die Quelle der Kolonisierung, noch
der Ubertragungsverlauf erfassen. Ebenso beschréanken sich die meisten Publikationen auf
eine nasale Kolonisierung und vernachlassigen hierbei andere potentielle befallene

Kdrperbereiche, wodurch eine Unschérfe entsteht
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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 lllustration sind besiedelte Menschen mit gelber
Farbe und infizierte Menschen in roter Farbe hervorgehoben. Die doppelten roten Pfeile zeigen
Kontaktwege, auf denen eine Ubertragung stattfinden kann. Je gréRer das Ubertragungsrisiko, desto
breiter der doppelte Pfeil. Die lllustration stammt aus der Publikation von Knox et al (2017) und
wurde mit der Erlaubnis von Elsevier verandert. Eine Lizenz fur eine Ubersetzung und Verdffentlichung
wurde von dem Herausgeber erworben!”..

2.3.3 Adhasine

Um den Wirt befallen zu kénnen, muss zunachst physischer Kontakt zu dessen Zellen

oder, im Falle von Thrombozyten, Zellfragmenten aufgebaut werden. So binden
Staphylokokken bevorzugt an der extrazellularen Matrix von Endothelzellen ““'. Diese Matrix
ist eine dreidimensionale Suprastruktur, welche sich aus verschiedenen Glykoproteinen wie
beispielsweise Fibrinogen, Fibronektin, Kollagen und Vitronektin zusammensetzt

Adhasine von Pathogenen erkennen sehr haufig die molekularen Bestandteile dieser
extrazellularen Matrix, allen voran das Fibronektin . FuUr die Interaktion mit einer so
gearteten Matrix verfugt das Pathogen Uber eine Vielzahl von Adh&sinen und
Zellwandkomponenten, welche ein breites Spektrum an Funktionen besitzen und oftmals mit
zwei oder mehr Wirtsproteinen interagieren kdnnen. Beispielsweise sind sie sehr prominent
darin, das Pathogen vor dem Immunsystem des Wirtes zu verbergen oder dessen Effektivitat

zu reduzieren
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In diesem Kapitel stehen hauptséachlich die adhésiven Eigenschaften der Proteine im
Vordergrund, wahrend die potentiellen immunevasiven Eigenschaften in Kapitel 2.3.4.4

.<Jmmunevasion” abgehandelt werden.

2.3.3.1 MSCRAMM und SERAM

Wichtige Adhasine, welche Staphylococcus aureus an seiner Zellwand prasentiert, werden
unter dem Akronym MSCRAMM in Tabelle 2 zusammengefasst . Weiter verfugt
Staphylococcus aureus Uber sekretierte Proteine, welche sich nach der Freisetzung an die
AuRenhille des Bakteriums anlagern und ebenfalls in der Adh&sion involviert sind. Vertreter
dieser Proteine sind unter dem Akronym SERAM in Tabelle 3 dargestellt . Unter den
Staphylokokken stehen der Gattung Staphylococcus aureus eine gréf3ere Variation an
Oberflachenkomponenten zur Verfigung als bei verwandten Krankheitserregern, auch wenn
die genaue Anzahl vom jeweiligen Bakterienstamm abhangig ist . Das Spektrum an
exprimierten MSCRAMM und SERAM wird ebenfalls durch die aktuelle Wachstumsphase und
Nahrstoffsituation beeinflusst. So werden beispielsweise manche dieser Proteine nur bei
Eisenmangel hergestellt . Bei beiden Proteingruppen treten Redundanzen auf, sodass
mehrere Proteine oftmals die gleichen Liganden binden und auch eine ahnliche Funktion
besitzen """, Des Weiteren ist auch die Teichonsaure, ein Zellwandbestandteil von Gram-
positiven Bakterien, an der initialen Adh&sion der Bakterien an der Oberflache involviert

Proteine aus der Gruppe der MSCRAMM besitzen typischerweise am C-Terminus das
sogenannte LPXTG-Motiv, eine Erkennungssequenz fiir die Cystein-Endopeptidase SrtA. Das
Enzym spaltet die Proteine innerhalb des Motivs und integriert diese anschliel3end durch eine
kovalente Bindung in die Peptidoglycanschicht des Bakteriums . Ein Grof3teil der
Proteine besitzt am N-Terminus eine Tandemstruktur aus zwei Untereinheiten, welche der
Faltung von IgG sehr &hnlich ist>*°. Eine Besonderheit ist hierbei das SpA, welches an
seinem N-Terminus ein Tandem aus funf Doméanen besitzt, welche jeweils eine Struktur aus
drei Helix-Biindeln bilden . Der Bindungsmechanismus, mit welcher die Faktoren ihre
Liganden binden, ist als ,dock, lock and latch® bekannt . Zwischen zwei Untereinheiten wird
eine Tasche gebildet, in welcher der Ligand binden kann. Nach der Bindung wird durch eine
Konformationsanderung die C-terminale Erweiterung einer Untereinheit in der zweiten
arretiert . Dieser Mechanismus resultiert in einer Bindung des Liganden durch die zwei
Untereinheiten, welche sowohl mechanisch, als auch durch starke Wechselwirkungen

erfolgt
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Eines der wichtigen Adhasine, welches das Bakterium die Kolonisierung im Vestibulum nasi
ermdglicht, ist CIfB. Es verfugt Uber die Fahigkeit, mehrere w-Schleifen in Loricrin und am
C-terminalen Ende von Keratin 10 zu binden .. Diese beiden Proteine werden bevorzugt in
Plattenepithelzellen ausgebildet, welche einen Grof3teil des Vestibulum nasi definieren

Ebenso ermdglicht IsdA die Festsetzung an den Epithelzellen, indem es mit seiner
Bindungsstelle fir Ham-Gruppen als Kreuzreaktion auch Loricrin, Keratin 10 und Involucrin,

einen Bindungspartner von Loricrin, binden kann

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 koénnen. Die Verankerung dieser Proteine wird durch
Interaktion mit Zellwandkomponenten, wie beispielsweise die neutrale Phosphatase oder die
Teichonsdure ermdoglicht, kann aber auch durch Selbstassoziation vermittelt werden. Im
molekularen Detail sind diese Mechanismen aktuell noch nicht genauer erforscht . Unter
den SERAM gibt es Vertreter, deren bisherig bekannte Hauptfunktion darin besteht, ein
Anheften des Bakteriums an der Wirtszelle zu ermdglichen. Zu diesen Proteinen gehdren das
Emp und das 1,0 MDa groRe Ebh ™", 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 Adhésion, sondern hauptsachlich in der
Ausbildung einer schitzende Kapsel leistet . Zum anderen produzieren die
Staphylokokken das Eap, welches ein sehr versatiles Werkzeug mit groRer Funktionalitat ist.
Das Protein ist eines der am meisten erforschten Proteine aus der SERAM-Gruppe. Es
unterstitzt das Bakterium sowohl bei der Adhé&sion als auch bei der Immunevasion /. Wird
das Protein nicht exprimiert, ist eine Interaktion mit den Wirtsorganismen sehr stark
reduziert *°"/, wodurch eine Kolonisierung und eine intrazellulare Invasion der Wirtszellen

nicht mehr méglich 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)

Publikationen ergéanzt.

Ubernommen und mit Informationen aus weiteren

CIfA (~ 97,0 kDa)

Fibrinogen (y-Kette)

MSCRAMM
Adhasin Bindungspartner Funktion
Annexin 2 7%, Adhasion , Aggregation

von Thrombozyten ,

Komplementfaktor | , Immunevasion , Schutz
vWF vor Scherkraft
Elastin "~ Adhésion , Aggregation

Fibrinogen (y-Kette)

von Thrombozyten ,

IsdA (~ 39,0 kDa)

Ham-Gruppen ,

FnBPA und FnBPB Fibronektin , Biofilmbildung ,
(~ 63,0 und 104,0 kDa) Plasminogen Immunevasion >,
intrazellulare Invasion ,
Agglutination
Fibrinogen ", Adhéasion ', Aktivierung von
Fibronektin %, Thrombozyten %,

Eisenerwerb >** Resistenz

SpA (~ 39,9 kDa)

Involucrin %, gegen antimikrobielle
Keratin 10 %, Loricrin Substanzen
Ham-Gruppen %, Eisenerwerb %%,

IsdB (~ 72,0 kDa) _ . _
Integrin B-3 intrazellulare Invasion
gC1gR/p33™7, Adhéasion ", Aggregation
Immunglobuline , von Thrombozyten ,
TNFR1 ™7, vVWF Biofilmbildung """,

Immunevasion , Schutz
vor Scherkraft >°",
Superaktivierung von

TNFR1
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Tabelle 3: Wichtige SERAM mit ihren Bindungspartnern und Funktionen. Die Tabelle wurde aus

Chavakis et al. (2005)

Ubernommen und mit Informationen aus weiteren Publikationen erganzt.

SERAM

Adhasin

Bindungspartner

Funktion

Eap (~ 60,0 bis 72,0 kDa)

DNA =77
Fibrinogen :
Fibronektin ,
homophile Interaktion
ICAM-1 “"4,
Knochen-Sialoprotein
Kollagen ,
Prothrombin ,
Thromospondin 1777,
Vitronektin

Adhasion

Immunevasion

, Agglutination

und -modulation
Invasion "°“), Stérung der

Wundheilung

, intrazellulare

Fibrinogen ,

Komplement C3

Bindung von Thrombozyten

Immunevasion °°"/; Stérung der

Coa (~ 59,0 kDa)

Efb (~ 19,0 kDa) Wundheilung ", verhindert
Aggregation von
Thrombozyten
Fibrinogen , Adhasion
Emp (~ 35,5 kDa) Fibronektin ,
Kollagen ,
Vitronektin
Fibrinogen "', Aktivierung von
Prothrombin ', Thrombozyten ", Aktivierung

von Staphylothrombin '+~

Immunevasion

vWhbp (~ 66,0 kDa)

Fibrinogen ,
Fibronektin ,

Prothrombin , VWF

Adhasion und Kolonisierung
Immunevasion , Koagulation

von Plasma

45



2.3.3.2 Extrazellulares Matrixprotein

Das Emp von Staphylococcus aureus ist das Zielprotein, mit dem das Epitop des Anti-Emp-
Antikorpers interagiert“*. Das korrespondierende monocistronische Gen emp hat einen
offenen Leserahmen mit einer Grol3e von 1023 bp und wurde von Hussain et al. (2001) in
246 Stammen von Staphylococcus aureus nachgewiesen. Die Ergebnisse eines Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) von Geracietal. (2017) implizieren, dass
Staphylokokken, welche die Barrieren von Epithelzellen nicht tiberwinden kénnen und nur eine
niedrige Virulenz besitzen, nicht Uber das emp-Gen verfigen. Ein Beispiel hierfur ist die
Gattung Staphylococcus epidermidis, in welcher emp bisher nur in einer einzigen Methicillin-
resistenten Variante als Fragment festgestellt werden konnte “*“.. Als eine Ausnahme zu der
Implikation zeigt sich allerdings die Gattung Staphylococcus haemolyticus, welche das Gen
trotz ihrer geringen Virulenz besitzt

Die Transkription von emp in Staphylococcus aureus beginnt nach vier Stunden
Kultivierungszeit in der spaten logarithmischen Phase und die Konzentration des Proteins
nimmt auch nach Erreichen der stationdren Phase stetig zu'°*”. Enthalt die Umgebung des
Bakteriums wenig Eisen, wird die Transkription von emp in Staphylococcus aureus primar
durch den Regulator fur und die Expression des ica-Operons geregelt. Eine generelle
Expression des Proteins wird aber auch unter Abhangigkeit der globalen Regulatoren
sae , agr °~und, mit geringem Einfluss, sarA ' gesteuert. In einer Umgebung reich an
Eisen und unter osmotischem Stress wird die Transkription tiber noch nicht bekannte Faktoren
in Unabhéngigkeit von fur herunterreguliert'®“*. 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

Nach der Translation der mRNA besitzt das Emp 341 Aminosauren und ein Molekulargewicht
von ~ 38,5 kDa °“”.. Die ersten 26 Aminosauren zeigen eine sehr groRe Ahnlichkeit gegeniiber
bekannten bakteriellen Signalpeptiden'°*, welche abgetrennt werden, sobald das Protein
seinen Zielort erreicht hat'°*". In seiner endgiltigen Form hat ein einzelnes Emp daher
315 Aminosauren und ein Molekulargewicht von ~ 35,5 kDa. Das Protein besitzt 42 positive
und 19 negative Seitenketten”””, hat in der zentralen Sequenz einen sehr hohen Gehalt an
Histidin  und besitzt einen stark konservierten C-Terminus'®*”., Eine von
Hussain et al. (2001) durchgefiihrte statistische Analyse der Aminosauresequenz 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) haben die Struktur und Funktion experimentell und analytisch
bestimmt. Durch Elektronenmikroskopie wurde als Tertiarstruktur ein ringférmiges Protein mit
knopfférmigen Fibrillen dargestellt, welches sich in Polymeren von zwei bis vier Einheiten
zusammenflgt. Die sichtbaren Fibrillen haben hierbei eine Lange und Breite von bis zu
180,0 nm. Eine Circulardichroismusspektroskopie zeigte, dass das Emp von 40,0 % [-
Faltblatt-Strukturen ausgepragt wird und eine Proteinanalyse durch I-TASSER (lterative
Threading ASSEmbly Refinement) von Zhang Lab schlagt eine hufeisenférmige Struktur fr
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 groRten Wahrscheinlichkeit der
tatsdchlichen Form des Proteins zu entsprechen. Links wird der N-Terminus in blau und rechts der
C-Terminus in Rot gezeigt. Die Aminosaure Histidin mit ihrem Imidazol an der Seitenkette wird in weil3er
Farbe hervorgehoben. Die lllustration wurde aus der Publikation von Geraci et al. (2017)
Ubernommen. Die genannte Publikation ist Gber eine internationale Namensnennung-Lizenz 4.0 von
Creative Commons (CC BY 4.0) geschiitzt
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Emp wird hauptsachlich in Zellwandextrakten von Staphylococcus aureus nachgewiesen,
kann aber auch im erschdpften Nahrmedium entdeckt werden, wenn dieses aufkonzentriert
wird . Es ist kein Protein bekannt, welches die Verankerung von Emp in der
Zelloberflache ermdglicht. Vielmehr ist anzunehmen, dass es aufgrund seines positiven
isoelektrischen Punktes und seiner Ladungen sich elektrostatisch auf negativ geladenen
Oberflachenmolekilen, wie beispielsweise Teichonséaure, anlagern kann. Zusatzlich verflugt
das Protein Uber 36,3 % hydrophobe Seitenketten, was eine hydrophobe Wechselwirkung mit
Lipidgruppen und Lipoteichonséuren auf der Zellwand ermdglicht. Beide Effekte schlie3en sich
in diesem Fall nicht aus und kénnen auch gemeinsam auftreten, um das Emp an seinem

Bestimmungsort zu verankern

Die Funktion von Emp ist noch nicht vollstandig geklart, aber es ist bekannt, dass das Protein
zur Abszesshildung notwendig ist und auch dazu beitragt, dass das Bakterium l&angere Zeit im
Wirtsorganismus bestehen kann°““, Bei einer chronischem Osteomyelitis ist die Expression
sichtbar erhoht und fiir die Biofilmbildung in einer Umgebung mit niedrigem Eisengehalt wird
das Protein essenziell bendtigt*". Ebenso wird es bei der Abszessbildung vermehrt von
Bakterien innerhalb der dort entstehenden Lasion produziert “*°., Ahnliche Proteine mit einem
hohen Gehalt an Histidin sind aufgrund der Beschaffenheit der Aminoséaure haufig in der
Interaktion mit anderen Proteinen oder Molekilen involviert °~*. Fibrillare Proteine wie Emp
sind auch aus anderen Bakterienstdmmen bekannt und haben verschiedene Funktionen, von
Adhasion an Wirtsoberflachen, bis hin zum lateralen Gentransfer. Das Protein, welches
aufgrund von funktioneller Analogie die groRte Assoziation zu Emp zeigt, ist das Curli-
Protein “*“. Ahnlich wie bei Emp, unterstiitzt dieses in Gram-negativen Bakterien
vorkommende Protein sowohl die Biofilmbildung als auch die Adhasion und Invasion von

Wirtszellen

Das Emp zeigt eine Affinitat gegentber dem Wirtsgewebe und kann sowohl auf Haut, Knochen
als auch Knorpel adharieren. Wird die extrazellulare Matrix des Gewebes zuvor proteolytisch
verdaut, steigt diese Bindungsspezifitdt und -effizienz deutlich *"'. Auf molekularer Ebene
interagiert das Emp mit den Wirtsproteinen Fibronektin, Fibrinogen, Vitronektin und einigen
Kollagenen. Hierbei ist die Affinitit gegeniber Kollagen | und Vitronektin gro3er als bei
Fibronektin und Fibrinogen'""". Experimente mit trunkiertem Protein zeigen, dass der
N-Terminus fur die Ausbildung der Fibrillen und die Polymerisation essenziell ist, wahrend der
C-Terminus die Zielspezifitdt gegentber Wirtsproteinen bestimmt und zu deren Bindung
beitréagt. Die grof3te Bindungsaffinitat zeigt allerdings die zentrale Sequenz des Proteins,
welche durch ein héufiges Auftreten der Aminoséure Histidin ausgepragt ist. Besteht ein
vollstandiger C-Terminus, ist die Bindungseffektivitdit des zentralen Bereiches in der

Interaktion mit Wirtsproteinen reduziert, was vermuten lasst, dass dieser Bereich auch an der

48



Dissoziation zwischen Emp wund den Wirtsproteinen beteiligt ist™". In emp-
Deletionsexperimenten von Hussain et al. (2001) wurde gezeigt, dass Staphylococcus
aureus trotz fehlendem emp weiterhin die Proteine Fibronektin und Fibrinogen binden kann,
auch wenn die Bindungsstéarke signifikant reduziert wurde. Das Protein tragt also maf3geblich
zur Adhésion an der Wirtszelle bei, wird aber durch weitere Adhasine durch redundante
Funktionalitat erganzt. Geraci et al. (2017) schlagen ein Modell vor, in welchem Emp erst
in einer spateren Infektionsphase seinen Beitrag zur Virulenz leistet, nachdem die
extrazellulare Matrix durch Virulenzfaktoren des Pathogens und der Immunantwort des Wirtes
beschadigt wurde. Durch Emp verbessert sich das Potential des Bakteriums, sich an dem

beschadigten Gewebe zu verankern und von dort aus tiefer in den Wirt einzudringen.
2.3.4 Virulenz und Pathologie

Unter normalen Umstanden ist das Innere eines menschlichen Kdrpers ein sehr ungeeigneter
Ort fur Organismen, um an Nahrstoffe zu gelangen. Ein Pathogen muss zuerst die
Hautbarriere Uberwinden und es dann schaffen, nicht vom adaptiven und humoralen
Immunsystem eliminiert zu werden. Zudem werden essenzielle Elemente wie Eisen bereits
vom Wirtskdrper gebunden und sind in den Korperflussigkeiten nur sehr sparlich
aufzufinden “*", Gelingt es dem Pathogen jedoch, all diese Barrieren zu tGberwinden, hat es
die Mdglichkeit, Wirtszellen zu zerstéren, um sie als Nahrstoffquelle zu nutzen

Staphylococcus aureus ist die Bakterienart mit der hdchsten Virulenz seiner Gattung und
evolutionar perfekt dafir gerustet, genau dieses Ziel zu erreichen'***, Es verflgt Uber
verschiedene Werkzeuge, sogenannte Virulenzfaktoren, um sich gegen das Immunsystem zu
wehren, Wirtszellen zu manipulieren und zu zerstéren und Resistenzen gegen antimikrobielle
Substanzen zu auszubilden . Hierbei kann es die Expression der Virulenzfaktoren
hervorragend auf verschiedene Bereiche im Wirtskérper anpassen, um sich beste Chancen
fur eine erfolgreiche Infektion zu schaffen . Sein Repertoire an Virulenzfaktoren
unterscheidet sich in Abh&ngigkeit des Bakterienstammes . Anhand seiner Umgebung,
kann er die Faktoren exprimieren, die ihm den gré3ten Vorteil verschaffen . Auch kann
eine manganhaltige Umgebung die Virulenz und Fitness des Bakteriums verstarken

Bevorzugte Angriffsziele des Bakteriums sind unter anderem die roten Blutkdrperchen, die
einen hohen Eisengehalt aufweisen. Aus diesem Grund verfligt das Pathogen Uber eine
Vielzahl an Toxinen, um Blutbestandteile zu zerstéren . Die Virulenz des Bakteriums ist
letztendlich zusammen mit dem in Kapitel 2.2.6 ,Immunsystem-assoziierter
Kollateralschaden” beschriebenen Wirken der koérpereigenen Immunantwort fir das
Krankheitsbild im Wirtsorganismus verantwortlich. Die folgenden Kapitel fassen zusammen,
welche Virulenzfaktoren Staphylococcus aureus zu einem geféahrlich Pathogen machen und

welche Folgen eine Infektion fur den Wirtsorganismus haben kann.
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2.3.4.1 Regulation der Virulenz

Die Expression von Virulenzfaktoren wird durch ein Netzwerk von Regulatoren und Operonen
beeinflusst . Die relevantesten dieser Regulatoren sind agr'°*", fur'®“Y, sae ,
o® und sarA sowie dessen Homologe °** wie auch das Operon ica ““*. Einer oder
mehrere dieser Regulatoren kénnen an der Expression eines einzelnen Virulenzfaktors
beteiligt sein und sich gegenseitig direkt beeinflussen , aber auch unabhéngig

voneinander agieren *°°],

Der Regulator agr, eine der wichtigsten Regulatoren, wird durch ein autoinduziertes Peptid
beeinflusst, dessen Signalstarke mit steigender Anzahl der Bakterienpopulation
zunimmt . Dieses sogenannte ,quorum sensing‘ ist ein Sensor, der es dem Erreger
ermoglicht, die eigene Populationsdichte wahrzunehmen und seine Genregulation
entsprechend anzupassen'”"“. Dieses System ist verhaltnismalig aufwandig in der
Aufrechterhaltung und in einer gro3en Population bilden sich deshalb sehr oft Mutanten,
welche kein voll funktionsfahiges agr besitzen . Das quorum sensing dieser Mutanten
wird durch die Peptidproduktion der umgebenden Bakterien gesteuert, wahrend sie selbst die

eingesparten Ressourcen anderweitig verwenden

Staphylococcus aureus besitzt durch dieses Netzwerk an Sensorik eine Mdéglichkeit, sowonhl
seinen eigenen Zustand, als auch die Situation des Wirts zu evaluieren und seine Expression

entsprechend anzupassen

2.3.4.2 Phanotypen

In  Abhangigkeit der Umgebungsbedingungen >, Dauer der Infektion , dem
Bakterienstamm '/,  dem Gesundheitszustand des Wirtes und des befallenen
Gewebes kann Staphylococcus aureus bei einer Infektion des Wirtskérpers einen
Abszess *“/, einen Biofilm , eine kleine Kolonien-Varianten oder Schlafer

ausbilden. Die Phanotypen des Biofilms und der kleinen Kolonien-Variante werden von dem
Pathogen meistens ausgebildet, wenn es antibiotischem Stress ausgesetzt ist und sich in einer
fur ihn unwirtlichen Umgebung befindet . Der induzierende Stress kann in Form von
heftigen Widerstand des Immunsystems oder antimikrobiellen Substanzen

auftreten. Die Ausbildung dieser Phanotypen erméglichen es dem Bakterium, sich fiir langere

Zeit im Wirt einzunisten.

2.3.4.2.1 Planktonischer Phéanotyp und Abszessgemeinschaft

Im normalen planktonischen Phénotyp besitzt Staphylococcus aureus das grof3te zytotoxische
Potential und die starkste Aktivitdt und erzeugt nach einer Infektion des Gewebes
Abszesse . Nachdem sich das Bakterium im Wirt erfolgreich adhériert und
niedergelassen hat, beginnt es, gesteuert durch das quorum sensing, mit der Expression von
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toxischen Substanzen und zerstort im Verlauf von mehreren Tagen das umliegende
Wirtsgewebe °*".. Das dabei freiwerdende Fibrin wird vom dem Pathogen dazu genutzt, eine
fibrillare Kapsel um den Infektionsherd auszubilden, um sich vor dem Immunsystem des Wirtes
Zu isolieren . Gleichzeitig lockt das Bakterium Immunzellen an seine Position, indem es
Lipoproteine sezerniert, welche die PRR der Immunzellen aktivieren . Diese
Immunzellen sammeln sich am Rand des Abszesses, um die Bakterien zu bekdmpfen. Dabei
treten beim umliegenden Gewebe Kollateralschaden auf. Gleichzeitig werden die Wirtszellen
durch Toxine weiter dezimiert, was zur Freisetzung von noch gréf3eren Mengen Fibrin und
auch Eiter flhrt . Im weiteren Verlauf nimmt die Bakterienzahl innerhalb des
Abszesses weiter zu und dieser vergrofRert sich unter Ausbildung einer grol3en
Pseudokapsel °"*. Ab einer gewissen Gro3e und gesteuert Uber das quorum sensing wird
die Integritat der Kapsel und Pseudokapsel durch enzymatische Aktivitat reduziert, bis beide
Strukturen reil3en. Darauf folgt eine Verbreitung der im Abszess kultivierten Bakterien im
Wirtskdrper. Die verbreiteten Bakterien konnen den Prozess wiederholen und eine

Abszessbildung an einer anderen Position auslésen

Fir die Ausbildung eines Abszesses sind die Virulenzfaktoren Coa und SpA nétig ©' . Damit
die Bakterien nach der Abszessruptur eine neue Infektion verursachen kdnnen, mussen sie
unter anderem in der Lage sein, Eap zu exprimieren. Ebenso leisten die Proteine Cna, CIfA
FnBPA, FnBPB, IsdA, IsdB und vWbp einen sehr groR3en Beitrag in der Ausbildung eines
Abszesses °““. Auch ist die Rekrutierung und nachfolgende Zerstérung von neutrophilen
Zellen notwendig, um die fibrillare Kapsel zu vergroBern und die Pseudokapsel
aufzubauen °’*, Bleiben wichtige Signale aus, welche normalerweise die Rekrutierung dieser

Immunzellen vermitteln, kann das Pathogen keinen Abszess hervorrufen

2.3.4.2.2 Biofilm und Schlafer

Viele Regulatoren haben einen Einfluss auf die Produktion der Proteine und Substanzen, die

fur eine Ausbildung eines Biofilms bendétigt werden “*"'. Essenziell dafiir sind Signale der
Regulatoren ¢® und sarA . Auch spielen das Operon ica und die
Regulatoren fur =" rbf™™" srrAB , tcaR und spx eine gréRere Rolle bei der

Entwicklung dieses Phéanotyps. Der Virulenzfaktor SpA, dessen Expression durch die
Regulatoren agr, sarA und sae reguliert wird, ist ebenfalls fir die Ausbildung eines Biofilmes
notwendig . Zu weiteren bekannten Proteinen, welche die Ausbildung eines Biofilms
unterstlitzen, zahlen das Atl >, Bap *, FnBPA und FnBPB "7, Biofilme entstehen
bevorzugt auf kérperfremden Material, wie beispielsweise Implantate °°”, kbnnen aber auch
Gewebe befallen . Das Bakterium kann sich auf fast jeder Oberflache ohne
Einschrankung einnisten, um dort einen Biofilm zu erzeugen . Unter dem Einfluss des

wirtseigenen IL-1B wird die Ausbildung des Phanotyps geférdert und dieser kann die durch
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das Zytokin hervorgerufenen Entzindung deutlich besser tolerieren™®”. In einem
heranwachsenden Biofilm bilden Bakterien eine Glykokalyx, welche neben Polysacchariden
als Hauptbestandteil , unter anderem aus extrazellularer Desoxyribonukleinsaure
(eDNA) , Amyloidfibrillen und einer Mixtur von bakteriellen Proteinen und
Wirtsproteinen besteht. Die Produktion und Integration von eDNA unterstitzt hierbei die
Stabilitat des Biofilms in seiner frihen Entwicklungsphase . Der Biofilm bildet eine
dreidimensionale Struktur aus mehreren Schichten aus'“"". 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 . Aus den Bakterien im Inneren des Biofilms koénnen sich
sogenannte Schlafer entwickeln, welche ihre Biosynthese auf ein Minimum begrenzen, sodass
bakterizide Wirkstoffe keinerlei Angriffspunkt finden' . Solche Schlafer kdnnen sehr hohe
Konzentrationen von antimikrobiellen Substanzen tolerieren. Sie werden unter antibiotischem
Druck vermehrt ausgebildet und sind in der Lage, sich zu einem spateren Zeitpunkt zu

reaktivieren

In einem voll entwickelten Biofilm ist die Expression von einigen Toxinen, Superantigenen und
immunevasiven Virulenzfaktoren im Vergleich zu planktonischen Bakterien deutlich
erhoht . Wahrend der Zunahme der Signalstarke des quorum sensing wird die
Entwicklung vieler Biofilmkomponenten inhibiert und die Expression von peptidischen
Detergenzien und Proteasen erhoht, welche lytisch auf den Biofilm wirken. So nimmt die
Stabilitat eines stark ausgereiften Biofilmes ab und als Resultat kdnnen sich Flocken aus

diesem herauslosen und sich im Wirt als Aussaat flr neue Infektionen verteilen

2.3.4.2.3 Kleine Kolonien-Variante

Die Ausbildung des Phanotyps der kleinen Kolonien-Variante geht mit einem reprimierten
Signal des Uber agr vermittelten quorum sensing von Staphylococcus aureus einher. Hierbei
wird das Signal aktiv durch eine Expression von ¢® unterdrtickt und gleichzeitig bleibt eine
positive Verstarkung durch sarA aus'"**. Fehlt die reprimierende Funktion von ¢®, so kann

dieser Phanotyp nicht ausgebildet werden

Kleine Kolonien-Varianten konnen sich sehr gut an andere Zellen anheften, in diese eindringen
und fur langere Zeit bestehen . Diese Varianten verandern sich morphologisch und
haben eine deutlich reduzierte Verdoppelungszeit''*“: Sie reduzieren ihren Metabolismus

und exprimieren auch eine reduzierte Auswahl und Anzahl an Virulenzfaktoren . Unter
den verbleibenden Virulenzfaktoren dominieren hauptsachlich Adhasine'' . Aufl3erdem
neigen sie dazu einen Biofilm zu entwickeln oder eine Autolyse einzugehen ' Die reduzierte

Anzahl an Virulenzfaktoren zeigt sich unter anderem durch die ausbleibende Expression von
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Staphyloxanthin, Leukotoxinen und Coa'’"”. Auch resultiert die Verdnderung oftmals darin,
dass das Bakterium nicht mehr alle essenziellen Substanzen selbst herstellen kann . Die
kleine Kolonien-Variante tritt au3ergewoéhnlich oft bei einem Wirt mit Mukoviszidose auf

In vitro wird dieser Phanotyp von Staphylococcus aureus meistens nicht aufrecht gehalten,
sodass die Bakterien zu ihrem planktonischen Phanotyp zurtickkehren . Diese Ruckkehr
wird in vivo durch die Abwesenheit von Stressoren oder die N&he zu einer nahrstoffreichen
Umgebungen ausgelést und ist oftmals der Verursacher von wiederkehrenden
Infektionen . 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

2.3.4.3 Toxine, Superantigene und Phenol-ldsliche Moduline

Staphylococcus aureus verfiigt Uber ein breites Arsenal an giftigen Substanzen, welche eine
Bedrohung fur den Wirt darstellen und schwere Krankheiten verursachen kénnen. Obwohl
selten, konnen diese Krankheitsprozesse zu lebensbedrohlichen Zustéanden wie nekrotischer
Fasziitis''“,  toxischem  Schocksyndrom oder akuter Epidermolyse durch
Staphylokokkentoxin fuhren. Die am besten erforschten toxischen Substanzen werden
hierbei in  Phenol-lésliche  Moduline , Poren-bildende  Toxine und
Superantigene unterschieden. Die ersten beiden Kategorien wirken zytotoxisch auf
Wirtszellen. Die widerstandsfahigen Superantigene kdnnen hingegen innerhalb kirzester Zeit,
unabhangig von der Spezifitat von T-Zell-Rezeptoren, eine lbertriebene Immunreaktion von
T-Zellen auslosen, diese fir nachfolgende Immunreaktionen erschdpfen und sogar einen
Zytokinsturm hervorrufen . AuBBerhalb dieser Kategorien gibt es noch weitere toxische
Substanzen, wie beispielsweise Hlb, dessen enzymatische Aktivitat toxisch auf den Wirt
wirkt'"“*, Mehrere Toxine in Kombination kénnen ihre Wirkung gegenseitig verstéarken

oder inhibieren'’"®, Eine Verstarkung ist auch durch Toxine anderer Bakterienarten
mdoglich "*.. Viele dieser Giftstoffe werden von dem Bakterium in Form von extrazellularen
Vesikeln abgesondert. Diese tragen in Abhéngigkeit von der Temperatur wesentlich zu deren

Effizienz bei

Phenol-l6sliche Moduline sind amphipathische, toxische Peptide, deren Kontakt mit
Immunzellen durch Priming und Rekrutierung von neutrophilen Zellen sowie Ausschittung von
Zytokinen beantwortet wird . Ihre zerstorerische Wirkung ist hierbei nicht nur auf den Wirt
beschrankt, sondern wird auch im Konkurrenzkampf mit anderen Bakterien eingesetzt

Zusatzlich wirken diese Peptide bei der Strukturierung und Auflésung des Biofilms mit'"“*. Sie

konnen die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen fordern'", kodnnen eine
Degranulation von Mastzellen auslésen und manipulieren das Verhalten von
Immunzellen
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Unter den Poren-bildendenden Toxinen wird Hla in den haufigsten Fallen von dem Pathogen
exprimiert. Das Toxin besteht aus sieben gleichgroRen Untereinheiten und ist die
Hauptursache fir die Toxizitdt von Staphylococcus aureus . In niedriger Konzentration
kann es hamolytisch wirken und zerstért B- und T-Zellen sowie Monozyten durch Aktivierung
der Apoptose'”". 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 groRer Menge zerstoért, was
zu einer Nekrose des assoziierten Gewebes fuihrt'>~. Auch kann es in manchen Féllen als
Superantigen wirken und bei einer Lungenentziindung eine Uberreaktion der T-Zellen oder
eine Aktivierung von Inflammasomen mit assoziiertem Kollateralschaden verursachen
Ebenso reduziert es die antimikrobielle Aktivitat von Thrombozyten'”, kann eine Adhasion
der Zellmatrix innerhalb des Epithels der Lunge stéren und verursacht eine starke
Ausschuittung von entziindungsférdernden Zytokinen durch neutrophile Zellen'"™'. Wirkt das
Toxin auf murine Mastzellen, wird eine nachfolgende Invasion durch Staphylococcus aureus
vereinfacht und ein intrazellulares Uberleben des Pathogens innerhalb der Zelle
gewahrleistet

Speziell um die immunaktiven Zellen des Wirtes aktiv zu bek&mpfen, besitzt Staphylococcus
aureus bis zu funf bekannte Leukotoxine, welche darauf spezialisiert sind, Leukozyten zu
vernichten (Abbildung 6 C). Zu diesen Toxinen zahlen das HIgAB, HIgCB, LukAB, LUKED
und das PVL "/, Diese Toxine bestehen aus zwei Untereinheiten, von denen die eine dem
Protein die Spezifitdt gegeniber den Wirtszellen verleiht und die andere die Bindung an deren
Plasmamembran ermdglicht . 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 3-Fass entsteht, welches
die Zellmembran der Wirtszelle durchdringt . Bildet sich eine ausreichende Anzahl
dieser Fasser in der Membran, wird die Homoostase der Zelle unterbrochen, was letztendlich
zu ihrer Zerstérung fihrt . Bei LUkAB bildet sich ein Heterodimer, bevor eine Bindung
mit der Wirtszelle erfolgt''*. Die Spezifitdt der Leukotoxine ist hierbei hauptsachlich auf
Chemokin- und Komplementrezeptoren ausgerichtet, mit denen sie sowohl Erythrozyten, als
auch bestimmte Populationen von Leukozyten zerstbren kénnen . Eine besondere
Eigenschaft von LukAB ist es, eine neutrophile Zelle, welche das Pathogen bereits
verschlungen hat, von innen heraus zu zerstéren 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 . Es bildet Poren in Leukozyten
und den Mitochondrien der Wirtszellen aus und zerstort sie mit einer solchen Effizienz,
dass eine gefahrliche Nekrose im Gewebe erfolgt”'"'. Die Toxine haben neben den

leukozidischen Effekten noch weitere Mdglichkeiten das Immunsystem zu manipulieren
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So koénnen sie beispielsweise die neutrophilen Granulozyten aktivieren, damit diese eine
bessere Chemotaxis aufweisen, um diese dann direkt in eine tédliche Falle aus Giftstoffen zu
locken . Ebenso sind sie in der Lage das Inflammasom in Immunzellen, Epithelzellen
und Osteoblasten zu aktivieren und kénnen dadurch eine Entziindungsreaktion, entfernt vom

eigentlichen Infektionsort, auslésen

Das toxische Schocksyndrom betrifft zu 90,0 % Frauen, da die Staphylokokken bei dieser
Vergiftung Uberwiegend Uber Menstruationsartikel in den Kdrper gelangen. In diesen Artikeln
kénnen sich die Pathogene vermehren und das Superantigen TSST-1 produzieren

Dieses Protein hat in hohen Konzentration einen zytotoxischen Effekt auf Zellen und sorgt in
niedrigen Konzentration fur eine Leckage in Endothelzellen . Besonders gefahrlich ist
allerdings, dass es als Superantigen bei Leukozyten zu einer starken Immunreaktion fuhrt,
welche einen Zytokinsturm erzeugen kann. Die Produktion des Toxins wird durch einen
Mangel an Magnesiumionen deutlich erhdht'' . Dartiber hinaus sind ein neutraler pH-Wert
und erhdhte Sauerstoffkonzentrationen erforderlich. Diese speziellen Bedingungen sind der
Grund dafir, dass dieses Toxin bei einer Infektion in anderen Kérperbereichen nicht exprimiert
wird . Symptome dieses Syndroms reichen von Fieber und Hypotonie bis hin zu einem
diffusen makulésen Exanthem und bleibt es unbehandelt, kann es zu einem multiplen

Organversagen mit Todesfolge fuhren

Akute Epidermolyse durch ein Staphylokokkentoxin ist eine Krankheit, die Uberwiegend bei
Neugeborenen und Kinder auftreten kann . Die Superantigene ETA und ETB sind
zusatzlich Serinproteasen, welche gezielt das Protein DSGL1 spalten. Dieses Protein ist das
Haftprotein, welches in der Epidermis das Stratum granulosum und Stratum spinosum
miteinander verbindet . Ohne diese Verbindung kommt es zu einer Akantholyse,
wodurch sich die Keratinozyten in der oberen Schicht der Epidermis ablésen '’“*. Die Krankheit
ist gekennzeichnet durch Symptome wie Fieber, Exantheme, ndssender Hautauschlag sowie
eine Rachen- oder Mittelohrentziindung. Ebenso bilden sich leicht platzende Blasen auf der
Haut. Dariiber hinaus konnen als Folge der Hautschaden Sekundarinfektionen erfolgen,
welche den Kdorper zusatzlich belasten und zu einer Sepsis oder Lungenentziindung fihren
konnen """, Neugeborene und Kinder haben eine Mortalitatsrate von 3,6 bis 11,0%. Diese liegt

bei Erwachsenen zwischen 40,0 bis 63,0 %

Es gibt noch weitere giftige Substanzen, die flr den Wirt schadlich sein kénnen. Wie bei der
Besiedlung und der Infektion spielen fur die Schwere der Vergiftung Vorerkrankungen und

Alter des Wirts eine entscheidende Rolle

55



2.3.4.4 Immunevasion

Damit sich Staphylococcus aureus im Wirtsorganismus etablieren kann, muss er sich gegen
das Immunsystem des Wirtes schitzen". Neben den Leukotoxinen besitzt er zu diesem
Zweck eine Vielzahl weiterer Mdoglichkeiten, sich vor ungewollter Aufmerksamkeit zu
verbergen und in den Gegenangriff Uberzugehen . Diese Gesamtheit an Virulenzfaktoren ist
entscheidend dafiur, dass sich das Bakterium im Verlauf einer Infektion und auch dariiber
hinaus im Wirt behaupten kann''. Sowohl die Anzahl dieser Proteine als auch die Art und
Weise, wie diese die wirtseigenen Mechanismen manipulieren kénnen, 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'**. Zusatzlich werden bis zu
80,0 % aller Bakterien der Gattung Staphylococcus aureus von einer Kapsel aus
Polysacchariden umhillt, 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)

Coa ist ein sehr starker Virulenzfaktor mit dessen Hilfe das Bakterium der Aufmerksamkeit von
Phagozyten entgehen kann “* ", 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
kénnen mit sich selbst und anderen Monomeren polymerisieren und ein Blutgerinnsel
erzeugen “>?'. Normalerweise ist die Bildung dieser Blutgerinnsel ein natirlicher Prozess der
Blutgerinnung, um Blutungen zu stoppen .. Coa ermdglicht Staphylococcus aureus, diesen
Prozess unabhangig von einer Verletzung auszuldsen . Mit der R-Domane des Proteins und
Fibrin-bindenden Adhasinen kann der Erreger aus diesen Gerinnsel eine Kapsel aufbauen,
welche die Bakterien umhillt und vor der Phagozytose durch Immunzellen schiitzt
(Abbildung 6 A) "*. In dieser Funktion hat die Doméane eine sehr hohe Effektivitat, da gezeigt
wurde, dass die Belastung des Krankheitserregers im Blut stark reduziert wird, wenn diese
R-Domane durch einen Antikérper blockiert wird >, Diese Agglutination von Blutgerinnsel
kann so weit gehen, dass sich ein Thrombus bildet, welcher zu einer Embolie und dadurch zu
einer lebensgefahrlichen Situation fihren kann """, Wahrend der Abszessbildung ist Coa auch
an der Herstellung der groRen Pseudokapsel aus Fibrin, in welcher die Bakterienpopulation
heranwéchst, involviert>®. In dieser Funktion wird Coa vor allem durch das
Oberflachenprotein CIfA unterstitzt, welches sowohl Fibrin, als auch Fibrinogen an der

Oberflache von Staphylococcus aureus bindet. Das gebundene Fibrin bietet so neues Substrat
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fur das Staphylothrombin und unterstiitzt dadurch die VergrofRerung und die Integritat der
fibrillaren Kapsel und Pseudokapsel """, Erganzend hierzu bildet vWbp eine weitreichendere
schitzende Matrix aus, welche allerdings eine geringere defensive Wirkung als die Kapsel
selbst hat'“*". FnBPA und FnBPB kdnnen ebenfalls ihren Beitrag zum Aufbau der Kapsel und
Pseudokapsel leisten, indem sie Thrombozyten binden™"*. Emp lagert sich in die von
Staphylococcus aureus erzeugte Kapsel ein, zeigt dort allerdings keine nachweisbare

Funktion

Insbesondere zur Abwehr gegen die Antikérper und das Komplementsystem des Wirtes
verfigen viele Stamme von Staphylococcus aureus Uber die Virulenzfaktoren Cna'’™”,
C4BP ™", CIfA Eap 7", Ecb "™, Efb ", IsdH """ Sbi , SdrE , SPA :
SSL7 und SSL10 (Abbildung 6 B). Diese Proteine werden in der Zellwand der
Bakterien angereichert oder sezerniert. Sie kodnnen sowohl Antikdrper als auch einige
Komplementfaktoren blockieren, neutralisieren oder deren Zerstdrung fordern. Das Protein
SpA wird von fast jeden Bakterienstamm der Spezies exprimiert. Die Neutralisierung der
Immunglobuline ist nicht auf Menschen beschrankt, sondern beeinflusst ebenso Antikorper
von anderen Saugetieren, wie in Tabelle 4 dargestellt, mit unterschiedlicher Effektivitat

Zusatzlich ist SpA sehr immunogen, sodass B-Zellen bevorzugt Antikbrper gegen das Protein
ausbilden und daflir andere wichtige Proteine als potentielle Ziele fir Antikdrper vernachlassigt
werden “"". Der Vorlaufer von SpA verflgt Uber ein YSIRK-GXXS-Signalpeptid. Diese
Peptidsequenz vermittelt eine erhdhte 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 . Zur Ergdnzung des Schutzes gegeniiber Antikbrpern und Komplementfaktoren
kann das Bakterium unter anderem verschiedene Proteasen sezernieren, um diese Proteine
Zu zerstéren . Interessanterweise kann das wirtseigene Plasmin durch das Protein
Staphylokinase rekrutiert und manipuliert werden, um opsonisierende Substanzen,
Komplementfaktoren und AmP zu zerstdren . Neben der Inaktivierung von Antikdrpern
kann das Komplementsystem auch aul3er 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

Speziell Staphylokokken mit dem Phénotyp der kleinen Kolonien-Variante werden deutlich
seltener von Phagozyten aufgenommen und vernichtet . Biofilme besitzen einen grélZeren
Schutz gegentber der Phagozytose, welcher unter anderem durch die Akkumulation des

polysaccharidischen interzellularen Adhéasins (PIA) und von Poly-N-acetyl-3-1,6-
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Glucosamin erzeugt wird “~~. Auch Abszesse erschweren es phagozytischen Zellen die
Bakterien aufzunehmen. Durch die groRere Kontaktfliche des Abszesses gegenlber
Leukozyten findet aber ein reger Austausch von Toxinen zwischen Bakterien und Zellen

statt

Tabelle 4: Die Affinitdt des von Staphylococcus aureus exprimierten SpA gegeniiber verschiedener
Klassen von Immunglobulinen aus unterschiedlichen Spezies. Die Daten wurden aus der Publikation
von Richman et al. (1982)
und Robin Thorpe (1996)

entnommen und mit Informationen von M. B. Frank (2001) ***, Mark Page

erganzt.

Affinitat von SpA

humanes Immunglobulin sonstige IgG

leichte Kette A-lIsotyp

IgA normale Affinitat | Hase starke Affinitat
IgD normale Affinitat | Hamster normale Affinitat
IgE normale Affinitat | Maus IgG: normale Affinitat
19G1 starke Affinitat Maus 1gG2a starke Affinitat
19G2 starke Affinitat Maus IgGap starke Affinitat
19Gs keine Affinitat Maus 1gG3 normale Affinitat
19G4 starke Affinitat Meerschweinchen starke Affinitat
IgM starke Affinitat Rind normale Affinitat
Fab-Region normale Affinitat | Pferd normale Affinitat
F(ab).-Region normale Affinitat | Ratte starke Affinitat
scFv (single chain normale Affinitdt | Schwein starke Affinitat
variable fragment)

Fc-Region normale Affinitdt | Huhn keine Affinitat
leichte Kette k-Isotyp keine Affinitat Ziege keine Affinitat

keine Affinitat

2.3.4.4.2 Invasion von Wirtszellen

Das Pathogen hat die Méglichkeit in menschliche Zellen einzudringen und diese, geschitzt
vor dem Immunsystem, zu infizieren . Die Invasion in die Wirtszellen wird hauptsachlich
von dem Phanotyp der kleinen Kolonien-Variante ausgefuhrt . Durch diese Eigenschaft
kénnen die Bakterien auch in Phagozyten wie neutrophilen Zellen "', Makrophagen und
Kupffer-Zellen 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 . Eine solche Zellinvasion gelingt unter anderem durch FnBPA und FnBPB ,

die in der Lage sind, die Konformation von Fibronektin so zu verandern, dass eine RDG-
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Sequenz prasentiert wird “*“. Diese Sequenz wird von dem a-5-3-1 Rezeptor erkannt, welcher
eine Endozytose in die Wirtszelle ermdglicht “**'. Weitere Proteine wie Eap und Atl

unterstltzen diesen Prozess, wobei Atl hauptsachlich in der Invasion von phagozytisch nicht-
aktiven Zellen involviert ist“**!. Bei der Invasion von Epithelzellen innerhalb der Lunge dringt
das Bakterium durch die Interaktion von Tet38, einer Effluxpumpe, mit dem CD36 an den

Oberflachen von Epithelzellen in das Innere der Zelle ein

Staphylokoagulase A Bewahrung vor Neutralisierung von B
Antik¢ d Erschopfu
Staphylothrombin Prothrombin CoA Phagozytose durch v:nl Bo_zﬁlrelr:n sk
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Abbildung 6: Staphylococcus aureus besitzt ein gro3es Spektrum an direkten und indirekten
Mechanismen, um eine Opsonisierung und das Wirken einer Immunantwort zu verhindern. Diese
Schutzmechanismen sind fir das Uberleben des Bakteriums im Wirtskorper essenziell. Diese
lllustration wurde aus der Publikation von Pozzi et al. (2016) Ubernommen und Ubersetzt. Die
genannte Publikation ist Uber eine internationale, nicht-kommerzielle Namensnennung-Lizenz 4.0 mit
der Weitergabe unter gleichen Bedingungen von Creative Commons (CC BY-NC-SA 4.0) geschutzt

Durch die Endozytose befindet sich das Bakterium in einer nahrstoffreichen Umgebung und
ist durch die Wirtszelle vor dem Immunsystem und antibakteriellen Substanzen
abgeschirmt . Innerhalb einer Zelle sind Staphylokokken ebenso vor der Ausléschung
durch die Wirtsabwehr bewahrt. Sie konnen die Autophagie beeinflussen , sodass sie
nicht von der Wirtszelle vernichtet werden und diese zu einem spateren Zeitpunkt verlassen

um den Wirt erneut befallen zu kbnnen
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2.3.4.4.3 Uberleben 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 schiitzen . Direkt nach der Phagozytose wird das
Bakterium verédnderten Bedingungen ausgesetzt, worauf es mit einer Anpassung seiner
Genexpression antwortet . Es erhéht die Expression von Stressantworten und Enzymen
zur Umsetzung verschiedenster Substrate. Zusatzlich schrankt es seine Zellteilung ein und
wechselt auf einen anaeroben Stoffwechsel “*?. So kann es Nahrstoffmangel und oxidative
Schaden besser kompensieren. Kurze Zeit danach wird die Expression von Adhasinen und
Toxinen gesteigert . Bei Kontakt mit toxischen Konzentrationen von Kupfer verhindert
das Bakterium den Transport des toxischen Elements in sein Lumen. Zu den
Stressantworten des Bakteriums zahlt die Expression von SodA und SodM, welche
Sauerstoffradikale in Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff umsetzen und
gleichzeitig Mangan als Nahrstoff sichern . Fur das Uberleben im Phagolysosom ist
Mangan unerlasslich, unter anderem auch, weil die beiden Dismutasen dieses Element als
Kofaktor benétigen . Deshalb ist es fir das Bakterium wichtig, essenzielle Nahrstoffe wie
Eisen, Mangan und Zink durch die Expression von Transportern und Metallophoren zu
erhalten . Zu den auf die Stressantwort exprimierten Enzymen z&hlen unter anderem
Aur und eine groRe Zahl weiterer Proteasen, welche durch ihre proteolytische Aktivitat Schutz
gegenlber antimikrobiellen Proteinen und Peptiden vermitteln . Auf den toxischen Effekt
von ungesattigten Fettsauren im Phagolysosom reagiert Staphylococcus aureus mit einer
erhdhten und veranderten Expression von Zellmembran-assoziierten Proteinen und verstarkt
seinen Metabolismus . Uber PerR und MsaB werden AhpC, KatA und Staphyloxanthin
aktiviert “°“', Die beiden Enzyme spalten das gefahrliche Wasserstoffperoxid und andere
Peroxide zu Wasser und Alkohol, beziehungsweise zu molekularem Sauerstoff

Staphyloxanthin ist ein goldenes Pigment und ein starkes Antioxidans, welches reaktive
Sauerstoffspezies inaktiviert . Auch sezerniert das Bakterium Liponsaure, welche
ebenfalls als Antioxidans wirksam ist'“°"". Durch insgesamt flinf regulatorische Elemente wird
die Aktivierung von Hmp gesteuert"". Dieses Protein vermittelt die Resistenz von
Staphylococcus aureus gegeniber Stickoxiden und reaktiven Stickstoffspezies und kann
durch nitrosativen Stress verursachte Schaden reparieren . Das Bakterium wechselt bei
Kontakt zu Stickstoffmonoxid auf einen fermentativen Stoffwechsel. So kann es die Toxizitat
dieser Chemikalie umgehen . Zudem verfugt Staphylococcus aureus selbst Uber die
Moglichkeit, Stickoxide zu produzieren. Zum einen setzt das die phagozytische Zelle einem
nitrosativem Stress aus, zum anderen nutzt das Bakterium die damit zusammenhangenden
Stoffwechselwege, um den eigenen nitrosativen Stress und die Effektivitdit von AmPn zu

reduzieren
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Unter der Einwirkung von hypochloriger Séure reduziert Staphylococcus aureus seinen
Durchmesser und exprimiert vermehrt MsrAl und MsrB, die oxidativem Stress

entgegenwirken

Wirtsenzyme kénnen auch durch die Sezernierung von Virulenzfaktoren direkt beeinflusst
werden. Eap und SSL5 kénnen als Proteaseinhibitoren die Aktivitat der neutrophilen
Elastase und weiterer Enzyme einschranken. Durch das Protein SPIN kann Staphylococcus
aureus die Funktion der MPO blockieren, indem es die Aufnahme von Wasserstoffperoxid
verhindert“’®, Aufgrund der O-Acetylierung seiner Peptidoglycane bietet die Zellwand des
Bakteriums keine Angriffsflache fir die proteolytische Aktivitat des Lysozyms'“’". Die Bildung
der Kapsel aus Polysacchariden wird nach der Phagozytose verstarkt. Daher ist anzunehmen,
dass sie ebenfalls eine schitzende Wirkung besitzen >?.. Hla inhibiert, zusatzlich zu seinem
toxischen Potential, die Lokalisierung von makrophagischen Mitochondrien, sodass diese die
zur Totung des Bakteriums notwendige Caspase-1 nicht ausreichend konzentrieren

kdnnen

Darlber hinaus besitzt das Bakterium noch weitere Proteine, um sich vor oxidativen Stress
oder nitrosativem Stress zu schitzen, durch Oxidation verursachte Schaden zu
reparieren und den pH-Wert des Phagolysosoms anzuheben “°~. Letztendlich induziert der
Stress die Wandlung des Bakteriums zum Phéanotyp der kleine Kolonien-Variante

2.3.4.4.4 Direkte Manipulation von Immunzellen

Staphylococcus aureus besitzt eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, welche es ihm ermdglicht,
Wirtszellen zu entschérfen, deren eigene Waffen gegen sie selbst zu verwenden oder sie so
zu manipulieren, dass es die Uberlebenschance des Pathogens verbessert. So verfiigt es
beispielsweise Uber Virulenzfaktoren, um fibrillare Fallen zu zersetzen. Sie kénnen diese in
eine Substanz umwandeln, welches die Apoptose von Makrophagen initiiert . Auch kann
es die Ausbildung dieser Fallen direkt hemmen . Ebenso besitzt es die Mdglichkeit,
Signalkaskaden von Makrophagen so zu manipulieren“*”, dass diese ihre Produktion von
entziindungsfordernden Zytokinen sowie reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies

reduzieren. Die Signalibertragung von bestimmten PRR in Keratinozyten und Phagozyten
wird von dem Bakterium durch die Expression von SSL3 und TirS blockiert. Eine
Migration und Freisetzung von neutrophilen Zellen kann durch die Sezernierung von
CHIPS , FLIPr SelX und SSL5 verhindert werden. Durch das Protein FLIPr
und &hnliche Proteine kann der Erreger bestimmte Fcy-Rezeptoren auf der Oberflache von
Leukozyten deaktivierten (Abbildung 6 E). Ohne diese Rezeptoren kénnen diese Immunzellen
keine Antikdrper binden. Somit wird die Aktivierung der Effektorfunktionen verhindert.

Betroffene Immunzellen sind sozusagen blind fir die Antikoérper-basierte Signallbertragung
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und stellen fur Staphylococcus aureus keine Gefahr mehr dar'™’". Die Phenol-l6slichen
Moduline kdnnen die Ausschittung von Zytokinen von Immunzellen so manipulieren, dass die
Wirtsabwehr eingeschréankt wird und die Bakterien nicht mehr effektiv bekampft werden

kdnnen

Bei der direkten Manipulation von T-Lymphozyten durch Superantigene wird die Produktion
von Antikérpern unterdriickt, 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 unabhangig von der Prasenz eines Antigens aktiviert. Werden die Zellen auf diese
Art und Weise aktiviert, stehen sie nicht mehr fir eine Interaktion mit den B-Zellen zur
Verfligung . Direkt und indirekt kdnnen T-Lymphozyten auch durch die Sezernierung von
Modulatoren pazifiziert werden. Das Eap, zum Beispiel, senkt die Verdoppelungszeit von
T-Lymphozyten, vermindert deren Fahigkeit auf ein Antigen zu reagieren und verstérkt deren
Polarisierung zu einer Ty2-Zelle ™. Die Virulenzfaktoren SpA und PBP2a verursachen
zusatzlich zur Polarisierung von T-Lymphozyten zu Ty2-Zellen auch eine Polarisierung von
T-Lymphozyten zu regulatorischen T-Lymphozyten. Ty2-Zellen sind bei der Bek&dmpfung von
Staphylococcus aureus ineffektiv und aus den polarisierten Zellen entwickeln sich
Gedachtniszellen. Diese werden bei einer Sekundarantwort bevorzugt aktiviert werden und
verhindern, dass ein effektiver, durch T-Zellen vermittelter Schutz gegen Staphylococcus
aureus ausgebildet werden kann'’’. SpA ist auch in der Lage, als Superantigen
Oberflachenimmunglobuline von B-Zellen zu blockieren, was die Antikérperproduktion
verhindert und die Apoptose dieser Zellen auslost . In der Wirkung als Superantigen
kann das Protein ebenso in der Lunge zur starken Freisetzung von TNFR1 und zu damit
assoziierten Entziindungen fiihren """, Bestimmte Peptidoglycane auf der Oberflache von
Staphylococcus aureus aktivieren PRR, was zu einer starken Freisetzung von IL-10 fihrt.
Dieses Interleukin schwéacht die Effizienz von Twl- und Tul7-Zellen ab . Weitere
Virulenzfaktoren fordern die Differenzierung von Lymphozyten zu regulatorischen B- und
T-Lymphozyten, welche Signalstoffe aussenden, um die Aktivitat von anderen Lymphozyten
zu reduzieren . Hla kann die Ausbildung von gewebespezifischen T-Zellen wahrend
einer Haut oder Weichgewebeinfektion verhindern™". Mukosal-assoziierte invariante
T-Zellen sind besonders gegeniber dem Superantigen SEB anfallig, welches eine extrem
starke Uberreaktion mit darauffolgender Erschopfung und Funktionslosigkeit der betroffenen

Zellen verursacht

Eine intrazellulare kleine Kolonien-Variante kann Mitochondrien von Wirtszellen dazu
beeinflussen, ihre Glykolyse und die Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies zu

verstarken. Der Schaden, welcher dadurch verursacht wird, ist grof3 genug um die Zelle, nicht
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aber das Bakterium zu zerstdren . Ebenso sind manche Bakterienstamme des

Pathogens in der Lage, gezielt die Apoptose von neutrophilen Zellen auszulésen

Wahrend einer langeren Infektion ist Staphylococcus aureus im Phanotyp eines Biofilms in der
Lage, Makrophagen in ihre M2-Form zu polarisieren . Die Phagozytoseaktivitat und das
antimikrobielle Potential dieser Makrophagen sind im Vergleich zu einer durch Tyl-Zellen
aktivierten M1-Makrophage deutlich reduziert™®. Zusatzlich werden die Zellen durch
Mediatoren von dem Bakterium dazu aufgefordert, entziindungshemmende Zytokine

auszuschitten

Es gibt noch viele weitere Virulenzfaktoren, welche im Repertoire von Staphylococcus aureus

enthalten sind, um die Effizienz von Leukozyten einzuschranken

2.3.4.4 Resistenz gegen antimikrobielle Substanzen

Mit der Herstellung des ersten Antibiotikums Penicillin stand endlich eine Substanz, die
bakterielle Infektionen effektiv bekédmpfen konnte, zur Verfligung . Wahrend dieses
Antibiotikum 1941 noch gegen die meisten Stamme von Staphylococcus aureus wirksam war,
zeigten die ersten Bakterien Resistenzmechanismen, die das Antibiotikum bereits drei Jahre
spéater wirkungslos machten . Penicillin-resistenter Staphylococcus aureus (PRSA) wurde
bereits 1948 in britischen Krankenh&ausern bei 60,0 % aller mit dem Bakterium assoziierten
Isolate nachgewiesen und breitete sich Anfang der 1950er Jahre als Pandemie weltweit
aus Y, Mit der Entwicklung der semi-synthetischen Antibiotika Methicillin und Oxacillin
konnten ab 1959 resistente Staphylokokken wieder mit groRer Effizienz behandelt werden

bis innerhalb eines Jahrzehnts erneut resistente Bakterienstamme weltweit in Erscheinung

traten

Penicillin und Methicillin gehoren zu den B-Lactam-Antibiotika. lhre 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 Kraften, die bei Zellteilung und -aufbruch auf sie einwirken,
nicht standhalten . Seit dem Aufkommen des Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus werden die Bakterienstimme in MSSA und MRSA unterteilt. Wahrend eine Resistenz
gegen Ampicillin und Penicillin bei Methicillin-empfindlichen Bakterien nicht ungewdhnlich ist,
haben Methicillin-resistente Bakterien die Neigung, Resistenzen gegen eine Vielzahl von
Antibiotika und toxischen Substanzen wie beispielsweise Cadmium und Quecksilber
zu entwickeln. Das Spektrum der Resistenzen reichte in einigen Fallen sogar so weit, dass
keine wirksamen Antibiotika zur Behandlung einer schwere Infektion durch Staphylococcus
aureus zur Verfugung standen . In den wvon Lyon etal. (1987) und
Guo et al. (2020) publizierten Forschungsiuberblicken sind Resistenzen von MRSA
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gegeniber 29 Antibiotika sowie organischen und anorganischen Giftstoffen aufgelistet. Selbst
moderne Antibiotika wie Daptomycin ", Linezolid und Vancomycin , die als sehr
effektiv gegen Staphylokokken gelten, bringen mit der Zeit resistente Bakterienstamme hervor.
Diese werden mittlerweile in Daptomycin-resistenter (DRSA)"", Linezolid-resistenter
(LRSA) ™", Vancomycin-intermediarer  (VISA) und  Vancomycin-resistenter
Staphylococcus aureus (VRSA) kategorisiert. Eine Zeitlinie, welche die Entwicklung von

Staphylokokken-assoziierten Resistenzen bis hin zu VRSA zeigt, ist in Abbildung 7 dargestellt.

Epidemien und Entwicklung der Antibiotikaresistenz von Staphylococcus aureus

Entwicklung von Vancomycin

Entwicklung von Mgthicillin
1980
/ globale Verbreitung

von MRSA

erster Ausbruch von MRSA‘)
Auftreten von MRSA .

PRSA-Pandemie
Auftreten von PRSA

Produktion
von Penicillin

1940 | 1950

Auftretenkvon CA-MRSA

Auftreten von VISA

Abbildung 7:  Unterhalb der Zeitlinie werden chronologisch alle Meilensteine in der
Resistenzentwicklung von Staphylococcus aureus bis zu der Erscheinung von VRSA dargestellt. Uber
die Zeitlinie ist die Entwicklung der korrespondierenden Antibiotika gezeigt. Diese lllustration wurde
entsprechend der Publikation von McGuiness et al. (2017) nachgebildet. Die genannte Publikation
ist Uber eine internationale nicht-kommerzielle Namensnennung-Lizenz 4.0 fur die Weitergabe unter

gleichen Bedingungen von Creative Commons (CC BY-NC 4.0) geschutzt

Die genetischen Mutationen, welche zu einer Resistenz fuhren, treten mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 10 bis 108 auf und die zusammenhéangenden Informationen
kénnen im Chromosom oder auf einem Plasmid vertreten sein . Ein groRRer Teil der
genetischen Information fur Resistenzen befindet sich aber vorzugsweise auf Plasmiden.
Diese sind fur das Bakterium nicht Uberlebenswichtig, weil sie regelmaRig ausgestol3en
werden und daher drastischere Anderungen in ihrer Sequenz ohne Beeintrachtigung der
Fitness tolerieren kdnnen . Ein Bakterium kann mehrere Plasmide, die eine Resistenz
ermdglichen, aufnehmen. Allerdings kdnnen bestimmte Plasmide nicht koexistieren, weshalb
sie in 13 Inkompatibilitatsgruppen eingeteilt werden . Verfuigen die Plasmide Uber eine
Integrationssequenz, koénnen sie ihre genetische Information zum Teil oder komplett im
Chromosom einfigen . Ist das Plasmid ein Vektor fur ein Transposon oder eine
Transposon-Gruppierung, kann das genetische Material auf andere Plasmide oder in das
Chromosom Ubertragen werden . Durch diese Ubertragung koénnen mehrere

Resistenzen gegen antimikrobielle Substanzen in das Chromosom oder auf ein Plasmid
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gelangen . Die Informationen der Resistenzgene konnen durch Bakteriophagen-
assoziierte Transduktion °~°, natirliche Transformation , und durch Plasmid- oder
Transposon-vermittelte Konjugation mit anderen Staphylokokken und Bakterienarten

ausgetauscht werden.

Um eine Resistenz gegen einen antibiotischen Wirkstoff zu schaffen, entsteht entweder ein
Mechanismus, der einen Efflux der antibakteriellen Substanz ermdglicht, eine Diffusion
des Wirkstoffes in das Zytosol erschwert oder ihn zerstdrt *'. Auch kann das Bakterium
seine eigenen Proteine verandern, damit der Wirkstoff seinen Interaktionspartner nicht mehr
binden kann """\, Die anfangliche Resistenz gegen Penicillin wurde durch die Expression der
B-Lactamase vermittelt, welches diese Klasse von Antibiotika zerstort "**. Unter anderem
werden dieses Enzym und andere Resistenzfaktoren tber extrazellularen Vesikel sezerniert,
sodass ihre Wirksamkeit groR3flachig ausgebreitet wird "°“'. Diese Vesikel tragen wesentlich
zur Resistenz des Bakteriums bei und kdnnen in vitro auch die Resistenz von anderen
Bakterien stark erhthen . Aufgrund seiner semi-synthetischen Natur kann Methicillin
nicht von der 3-Lactamase zerstort werden . Stattdessen modifizieren Methicillin-resistente
Staphylokokken als Reaktion auf das Antibiotikum die Zielproteine des Wirkstoffes. Sie
entwickeln auch neue Enzyme fur den Prozess der Zellwandsynthese, und so kann diese dann
nicht mehr durch das B-Lactam gestort werden . Solche Veranderungen sorgen dafir,

dass alle Antibiotika, die eine Hemmung durch B-Lactam erzeugen, nicht mehr wirksam sind.

Das Glykopeptid Vancomycin bindet an zwei aufeinanderfolgenden Aminosauren innerhalb
der Peptidstruktur von Lipid Il. Dadurch wird der Aufbau und die Umstrukturierung der
Peptidoglycane in der Bakterienzellwand unterbunden, wodurch diese instabil wird ”’*'. Bei
Wahrnehmung von Vancomycin synthetisiert VRSA Enzyme, um die Herstellung von Lipid I
zu unterdriicken, bestehendes Lipid Il zu spalten und stattdessen eine Alternative herzustellen,
dessen Struktur nicht von Vancomycin gebunden wird . VRSA hat seine Resistenz durch
lateralen Gentransfer mit Enterokokken erhalten. Dessen Resistenzbildung wurde bis zu
seinem Verbot, durch den in der Tierzucht eingesetzten Wachstumsverstarker Avoparcin
gefordert . Aktuell gegen Vancomycin resistente Bakterien zeigen einen sichtbaren

Verlust ihrer Fitness, wodurch ihre allgemeine Verbreitung erschwert wird

Seit seiner Erscheinung in den 1960er Jahren hat sich MRSA auf der ganzen Welt
verbreitet”'*. In den meisten entwickelten Landern in Europa und Amerika wurden neue
Regulationen und Uberwachungsinstanzen eingefiihrt, um die Nutzung von Antibiotika
zu beschranken, wodurch die Anzahl der positiven Isolate dort ricklaufig ist . In anderen
Landern, wie beispielsweise dem Schwellenland Indien, erreichen die Inzidenzwerte von

resistenten Staphylokokken erst noch ihren Hohepunkt . Die Verbreitung von VRSA hat
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sich seit 2006 auf 2020 von 2,0 % auf 7,0 %, erhoht. Dabei nimmt Afrika die Spitzenposition
bei dieser Verbreitung ein . Die durch SARS-CoV-2 verursachte pandemische Situation
hat den Gebrauch von Desinfektionsmittel stark erhoht. Als Resultat darauf haben sich in
vielen isolierten MRSA-Stammen Resistenzgene gegen Biozide entwickelt . Die
Mechanismen, die mit dieser Resistenz zusammenhdngen, wirken sich auch auf die
Wirksamkeit anderer antibiotischer Substanzen aus . Zuséatzlich zu den Resistenzen
gegen Antibiotika kann Staphylococcus aureus die Anwesenheit von AmP wahrnehmen und
entsprechende Resistenzgene aktivieren . Durch diese Resistenzgene verflgt das
Pathogen Uber eine natirliche Resistenz gegenliiber AmP, wie beispielsweise die wirtseigenen
Defensine ", Cathelicidine und den von Thrombozyten und von neutrophilen
Zellen hergestellten Peptiden. Es entwickelt aber auch Resistenzen gegen AmP, welche
von anderen Bakterien sezerniert werden'. Diese Resistenzen werden unter anderem
erreicht, indem das Bakterium seine Zellmembran und Zellwand modifiziert , hegative
Ladungen auf seiner Oberflache eliminiert und seine Hydrophobizitat erhoht »'. Das
Ganze wird durch einen aktiven Efflux der AmP unterstitzt"*”. Ebenso gibt es resistente
Varianten gegeniber Fettsduren und dem von Staphylococcus staphylolyticus
produziertem Lysostaphin

Kleine Kolonien-Varianten und Biofilme haben bereits durch ihren Phanotyp eine wirksame
Resistenz gegeniber antibiotischen Substanzen und dem Immunsystem °°“., Die Resistenz
der kleinen Kolonien-Variante wird durch den intrazellularen Aufenthalt und durch die
reduzierten Stoffwechselkapazitaten erreicht, wodurch das Bakterium fir den Wirkstoff
erschwert zugéanglich ist und weniger Angriffsfliche bietet . Der Biofilm bietet den
Staphylokokken Schutz vor antibiotischen Substanzen, physikalischen Effekten sowie dem
Immunsystem und erlaubt es letztendlich auch, Nahrstoffe in groRerer Menge
anzureichern . Einige Antibiotika schaffen es nicht, den Biofilm zu infiltrierten und
verlieren bereits in den ersten Schichten ihre Wirkung . Auch haben die Schlafer in den
tieferen Schichten der Struktur einen reduzierten Metabolismus und teilen sich nur noch selten.
Dadurch ist die Anzahl an mdglichen Angriffszielen fur Antibiotika bei diesem Phanotyp
minimiert'"”'. Zusétzlich dazu verfugen Biofilme Uber eine erhdohte Expression an
Staphyloxanthin und produzieren in den friihen Entwicklungsstufen vermehrt KatA . Als
Bestandteil der Biofilmmatrix veréndert PIA die Oberflachenladung des Biofilms und reduziert

dadurch die Effektivitat, mit der AmPn auf die Zellwand wirken kann

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 . Durch den Einsatz von

Antibiotika hat sich die Sterblichkeitsrate durch eine mit Staphylococcus aureus assoziierte
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Bakteriamie halbiert. Aufgrund der wachsenden Resistenzen hat sich jedoch die Virulenz des

Bakteriums erneut massiv erhoht

2.3.4.5 Pathologie

Hat sich das Pathogen im Wirt etabliert, treten je nach betroffener Stelle unterschiedliche
Symptome auf. Zu den betroffenen Bereichen zdhlen unter anderem Haut, Weichteile,
Blutbahn, Gelenke, innere Organe, Muskeln und Knochen . Der Krankheitserreger
kann, abhangig von der Schwere der Infektion und der Virulenzfaktoren des
Bakterienstammes, zu verschiedenen Krankheitshildern fiihren. Das Spektrum dieser
Krankheiten umfasst leichte Hautkrankheiten wie Pickel und Borkenflechte , ernstere
Krankheiten wie chronische Rhinosinusitis , Geschwire und Osteomyelitis
sowie Krankheiten mit potentiell tddlichem Verlauf wie Bakteriamie , Endokarditis ,
Myokardinfarkt oder Lungenentziindung . Zusétzlich zu seinen Virulenzfaktoren fuhrt
eine Infektion durch das Pathogen zu einer generellen Hypoxie im umgebenden

Wirtsgewebe : Toxine , Superantigene und einige  andere
Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus besitzen das Potential, Allergien :
eine  Anaphylaxie , oder immunpathologische Krankheiten wie intrinsisches
Asthma , atopische Dermatitis , oder Rhinosinusitis im Wirt zu

entwickeln oder deren Krankheitsbild durch eine Besiedlung zu verschlimmern. Bei einigen
Krankheitsbildern ist der Krankheitserreger der pradominante Verursacher. So ist er in der
Halfte aller Falle bei Haut- und Weichgewebeinfektionen und bei Osteomyelitis
involviert oder bei einer orthopadischen Periimplantitis bei einem Dirittel aller Falle fir
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 flihren und sich von dort systemisch verbreiten . Eine Behandlung dieser betroffenen
Stellen erweist sich als aulRerst schwierig, da fir diesen Zweck keine adaquaten Antibiotika
zur Verfigung stehen . Fremdkoérper wie Implantate sind besonders von der
Besiedlung betroffen, da die Bakterien sehr gut an Titan binden und sich das
Adhasionspotential im Lauf der Zeit verstarkt, wenn das Implantat mit kdrpereigenen
Proteinen benetzt ist. Tatsachlich kann die fir eine Infektion bendtigte Infektionsdosis bei
dem Bakterium auf Implantaten um den Faktor 10° geringer sein als in Gewebe . Zudem
werden Implantate nicht durchblutet, weshalb weder das Immunsystem, noch antibiotische
Substanzen einen guten Zugang zu einem dort etablierten Biofilm haben . Das
Krankheitsbild endet deshalb in den meisten Fallen mit einer Periimplantitis und
Implantatversagen. In diesem Fall muss das Implantat entfernt und erneuert werden, damit
schwerwiegende gesundheitliche Folgen verhindert werden . Solche Eingriffe selbst
sind allerdings mit einem nicht unerheblichen Risiko verbunden und die Wahrscheinlichkeit,
dass sie sich als wirkungslos erweisen, ist hoch . Die Phéanotypen des Biofilms und der
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kleinen Kolonien-Variante werden vermehrt mit wiederkehrenden und chronisch auftretenden
Krankheiten assoziiert, spielen aber auch bei Haut , Weichgewebe- ,
Blutbahn- und Herzinfektionen eine relevante Rolle. Gerade die chronischen
Krankheiten kdnnen oftmals durch die verstarkte Immunevasion und Resilienz dieser
Phanotypen nicht effektiv. vom Immunsystem bekdmpft werden. Zu der Fdérderung der
chronischen Krankheiten tragt bei, dass sich eine effektive Abwehr gegen das Pathogen meist

erst dann entwickelt, wenn sich langlebige Phanotypen schon langst etabliert haben

Die haufigste Krankheit mit schwerem Verlauf nach einer Infektion mit Staphylococcus aureus
ist die Bakteriamie, bei welcher die Bakterien die Blutbahn infizieren, sich dadurch im ganzen
Kdrper verteilen und vermehren, was zu metastatischen Infektionen fuhrt. Eine solche Infektion
kann zu Symptomen fuhren, die von Fieber bis zu Sepsis oder septischem Schock reichen,
welche von einer Sterblichkeitsrate von bis zu 40,0 % begleitet werden . Die Sepsis ist eine
Uberreaktion der Immunantwort des Betroffenen, die durch PAMPs und Superantigene
verstarkt wird . Es kommt zu einem in Kapitel 2.2.6 ,/mmunsystem-assoziierter
Kollateralschaden® genauer beschriebenen Zytokinsturm mit eventuell tddlicher Folge. Das
Alter des Patienten sowie die Art und Menge der ausgeschiitteten Zytokine, Chemokine und
anderen Substanzen hat einen erheblichen Einfluss darauf, ob eine Blutbahninfektion durch
Staphylococcus aureus glimpflich verlauft, chronisch wird oder tédlich endet . Hierbei ist
auch der Zeitpunkt der Ausschittung von Relevanz '". Die in diesem Verlauf relevanten
Zytokine sind in Tabelle 5 genauer ausgefiihrt. Dabei ist zu beachten, dass die Wirksamkeit
einiger Zytokine von dem infizierten Korperbereich abhéngig sein kann, wie sehr gut am
Beispiel von IL-17 zu sehen ist, welches hauptsachlich bei Weichgewebe- und Hautinfektionen
eine relevante Rolle spielt . Zusatzlich zu den genannten Wirkstoffen wurde auch
beobachtet, dass Patienten, die im Vergleich zu Tul- oder regulatorischen T-Zellen einen
groBeren Gehalt an Tul7-Zellen aufweisen, vermehrt einen Krankheitsverlauf mit
schwerwiegenderen Konsequenzen erleiden. Umgekehrt verlauft die Infektion nicht so schwer,
wenn die Anzahl an regulatorischen T-Zellen groRer ist. Dies lasst einen starken Einfluss des
durch die T-Zellen verursachten Kollateralschadens auf die Schwere des Krankheitsverlauf

vermuten

Aufgrund der hohen Affinitat und des starken Adhasionspotentials des Krankheitserregers

gegenluber Wundgewebe wird dieser haufig in Abstrichen von chronischen Wundinfektionen

gefunden . Vor allem bei Infektionen vendser Beingeschwire wird er in 88,0 bis 93,5 %
der Falle nachgewiesen . Infektionen bei Wunden, die in Zusammenhang mit
Staphylococcus aureus stehen, haben eine verzégerte Wundheilung . Addiert sich das

mit Krankheitsbildern auf, die bereits eine Verzogerung bei der Wundheilung verursachen, wie

beispielsweise bei einem diabetischen Ful3, so kann sich die Genesungszeit sogar
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verdoppeln . Eine entscheidende Rolle bei der Wundheilungsstérung spielt hierbei das
. Durch die

Blockade ist Leukozyten sowie den an der Wundheilung beteiligten Proteine der Zugang zu

Eap, welches das ICAM-1 auf der Oberflache der Wirtszellen blockiert

diesem Integrin verwehrt. Dadurch wird der Wundheilungsprozess am betroffenen Ort
behindert Ohne die Leukozyten kann keine Entziindung und nachfolgende
Wundheilung am Infektionsort initiiert werden und die Staphylokokken am Infektionsort kénnen
nur schwerlich bekampft werden Der Virulenzfaktor Efb unterstiitzt diese
Wundheilungsstérung, indem es eine Adhasion von Thrombozyten und neutrophilen Zellen an

entziindeten Zellen verhindert

Tabelle 5: Abhéngig 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)

Ubernommen in Tabellenform zusammengefasst.

Relevanz von Zytokinen bei einer Bakteriamie
Substanz Wirkung Relevanz
Unterdriickung von niedrige Konzentration lindert Verlauf,
entziindungsfordernden Zytokinen | hohe Konzentration verschlimmert
IL-10 und Leukozyten, Polarisierung von | Verlauf
Th2-Zellen , Forderung der B-
Zell-Differenzierung
IL1RA Antagonist fur IL-1B niedrige Konzentration lindert
Verlauf
entztindungsférdernd frihe hohe Konzentration lindert
LB Verlauf,
niedrige Konzentration verschlimmert
Verlauf
aktiviert T-Zellen und erhdht deren | hohe Konzentration lindert Verlauf,
IL-2 Lebensdauer niedrige Konzentration verschlimmert
Verlauf
induziert Freisetzung von IL-10, niedrige Konzentration lindert
et Polarisierung von Ty1-Zellen Verlauf
entztindungsfordernd; aktiviert niedrige Konzentration lindert Verlauf,
IL-6 Lymphozyten, hemmt neutrophile hohe Konzentration verschlimmert
Zellen Verlauf

Unabhangig von einer Methicillin-Resistenz wird durch das Auftauchen von MRSA ein Anstieg

todlicher Krankheiten wie nekrotische Lungenentziindung und Fasziitis

beobachtet. Auch bildet MRSA deutlich haufiger die kleine Kolonien-Variante aus als
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MSSA ™. In einigen besonders tragischen Fallen endete eine Infektion mit MRSA bei
gesunden Kindern ohne erhéhte Anfalligkeit todlich . Es besteht daher die Annahme, dass
MRSA, allen voran der Bakterienstamm USA300, virulenter ist als MSSA . Unter
anderem wird das PVL vermehrt von CA-MRSA und somit auch von USA300 produziert. Dies
kann eine Erklarung fir die erhdhte Virulenz sein . Aufgrund der geringen Fitness der
aktuellen VRSA-Varianten geht noch keine gréf3ere Gefahr durch dieses Pathogen aus. Wie
der Trend aber zeigt, ist es nur eine Frage der Zeit, bis sich die Resistenz ausbreitet

Lediglich bei VISA konnte beobachtet werden, dass dieser bei der Interaktion mit Immunzellen
in vitro und in Tierversuchen eine geringere Ausschittung an entziindungsférdernden

Substanzen als erwartet hervorgerufen hat

Durch die opportunistische Natur von Staphylococcus aureus besitzt es das Potential, eine
bereits bestehende Infektion durch ein anderes Pathogen als Koinfektion zu verstarken. Bei
einer durch das Influenza-A-Virus verursachten Lungenentzindung kann es als
Sekundarinfektion auftreten und den Krankheitsverlauf und die Uberlebensrate
verschlechtern . Am humanen Immundefizienz-Virus erkrankte Menschen haben eine
deutlich héhere Anfélligkeit gegeniber Infektionen durch Staphylococcus aureus . Der Pilz
Candida albicans verschafft dem Bakterium durch seinen Befall Angriffspunkte und
Staphylococcus aureus kann im selben Biofilm koexistierten, was ihm zusatzlichen Schutz
verleiht . Pseudomonas aeruginosa kann das Immunsystem der Lunge
kompromittieren, sodass Staphylococcus aureus sich im Anschluss an die Infektion sehr gut
in dem Organ einnisten kann . Die beiden Bakterien werden bei bestimmten, durch
Staphylococcus aureus verursachten Krankheiten oftmals gemeinsam isoliert . Dartiber
hinaus wird das Bakterium auch sehr haufig bei Patienten isoliert, die an SARS-CoV-2 und

einer bakteriellen Sekundéarinfektion leiden
2.3.5 Praventive Malinahmen, Behandlung und Impfungen

Staphylococcus aureus begleitet unsere Evolution schon seit Millionen von Jahren und durch
diese Koevolution ist es fur den Krankheitserreger eine Leichtigkeit, wirtseigene Proteine zu
manipulieren und das Immunsystem zu umgehen. Der Einsatz modernster medizinischer
Mittel ist unabdingbar, um die Oberhand tUber 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 Wettriisten 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
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Bekampfung und Uberwachung von MRSA , heue Impfstoffe und vor allem die
Entwicklung neuer Antibiotika 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

In den folgenden Kapiteln werden medizinische Entwicklungen und Methoden aus
Vergangenheit, Gegenwart und Zukunft beschrieben, die zur Bekampfung von Staphylococcus
aureus eingesetzt wurden, aktuell eingesetzt werden und vielversprechendes Potential fur

einen zukunftigen Einsatz zeigen.

2.3.5.1 Impfungen und passive Immunisierung

Die Entwicklung von Impfstoffen gegen Staphylococcus aureus wurde sehr lange Zeit
vernachlassigt, da die Antibiotikatherapie zufriedenstellende Ergebnisse erzielte und keine
geeigneten Antigene fir eine effektive Impfwirkung gefunden wurden . Mit
zunehmender Resistenz gegen Antibiotika wurde aber die Notwendigkeit eines Impfstoffes
immer definierter. Erste Versuche Tot- und Toxoidimpfstoffe einzusetzen zeigten zwar einen
erhohten Antikorpertiter, reduzierten jedoch nicht die Anzahl der Infektionen
Verfugten die toten Bakterien tber eine fibrillare Kapsel, zeigte die Impfung in Tiermodellen

erste groRRere Erfolge . Polysaccharide sowie bestimmte Toxine und Proteine, die
an der Oberflache der Bakterienzellwand prasentiert werden, wie beispielsweise
MSCRAMM haben sich in Testmodellen als sehr gute Antigene fir Impfungen und

passive Immunisierungen erwiesen. Bei Adhasinen hatte sich in manchen Fallen auch ein
synergetischer Effekt gezeigt, der die Adhasion der Bakterien verhindert und diese gleichzeitig
opsonisiert hat . Bei Antigenen mit geringer Immunogenitat und ohne geordnete
Struktur, wie beispielsweise FNBPA, haben sich allerdings auch Antikdrper entwickelt, welche
keinen oder sogar einen nachteiligen Effekt erzeugt hatten . Die Antikdrper zeigten in
diesem Fall Affinitat gegen Ligand-induzierte Bindungsstellen, welche vom Protein-Ligand-
Komplex prasentiert wurden und die Adh&sion des Pathogens nach erfolgreicher Bindung des
Antigens zusétzlich verstarkten . Deutlich erfolgreicher als konventionelle Antigene
haben sich hierbei Fusionsproteine gezeigt, an welchen die Bindungsstelle des Liganden mit
einem Tragerprotein fusioniert wurde. Die Antikorper, die gegen dieses fusionierte Protein
erzeugt wurden, verhindern eine Bindung des Originalproteins an seinen
Liganden . Die Effektivitat dieser Blockierung wurde zusatzlich verstérkt, wenn das
Fusionsprotein vor dem Einsatz als Antigen denaturiert wurde . Im Vergleich zum Einsatz
von natirlichen Proteinen oder toten Bakterien haben sich auch rekombinante Proteine
deutlich erfolgreicher darin gezeigt, Antikdrper hervorzubringen, die einen Impfschutz

ermdglichen kénnten
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Trotz all dieser Versuche gibt es bis heute keinen Impfstoff, der einen signifikanten oder gar
vollstandigen Schutz gegen Staphylococcus aureus ermdglicht . Eines der ersten
Beispiele fur den fehlgeschlagenen Einsatz eines Impfstoffes gegen Staphylococcus aureus
war StaphVAX™ . Zunachst ein vielversprechender Impfstoff mit zwei Antigenen sowie
guter Effizienz und Vertraglichkeit, hatte er es in der Phase-Ill-Studie nicht geschafft, einen
konsistenten humoralen Schutz in Patienten gegen das Pathogen auszubilden “”. Griinde
hierfir waren, dass eines der Antigene nur von 40,0 % aller Bakterienstdmme von
Staphylococcus aureus prasentiert wird und es oftmals keine effektive Antikdrper
hervorgebracht hat . 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 . Ein weiteres Problem mit beiden Antigenen war auch,
dass sie von dem Bakterium erst in der stationdren Phase produziert wurden, weshalb eine
Infektion nicht durch den Impfstoff verhindert werden konnte . Neben StaphVAX™ gab
es noch weitere prophylaktisch und therapeutisch getestete Impfstoffe, die es nicht geschafft
haben, die Anforderungen einer klinischen Studie zu erfillen . Einige Studien und
Tests zur Immunisierung hatten sogar solch verheerende Effekte, dass die Uberlebensrate der
Patienten oder Versuchstieren bei einer Infektion deutlich verschlechtert wurde . Ein
besonders katastrophales Beispiel war hierbei der Impfstoff V710, dessen Wirkung verstarkt
einen Antikérper hervorbrachte, der den Bakterien ein intrazellulares Eindringen in

Immunzellen ermoglichte

Es gibt mehrere Faktoren, welche die Ineffizienz der bisherigen Impfstoffe begriinden kénnen.
Zum einen hat die Medizin nicht genug Informationen dartber, wie eine menschliche
Immunantwort gegen Staphylococcus aureus auf molekularer Ebene ablauft . Bei
Impfungen von Neugeborenen hat ein normalerweise wirkungsvoller Antikdrper beispielsweise
keine Wirkung erzielt, da das Immunsystem fiur die Entwicklung effizienter Antikdrper noch
nicht ausgereift genug war . Alle bisher genannten Versuche, die in klinischen Studien
getestet wurden, haben darauf abgezielt, eine Opsonisierung des Pathogens zu
erreichen . Allerdings hat sich gezeigt, dass die Phagozytose durch Immunzellen in vivo
meist bereits ohne zusatzliche Antikorper erfolgt und der fehlende Immunschutz in der
mangelhaften Totungseffizienz der assoziierten Zellen zugrunde liegt . Zudem hatte
man sich nur auf eine Immunisierung gegen den planktonischen Phanotyp des Bakteriums

konzentriert, ohne die Relevanz der anderen Phanotypen zu bericksichtigen
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Aufgrund der bisherigen geringen Effizienz von opsonisierenden Antikorpern gibt es sogar
Zweifel daran, ob von kérpereigenen Antikdrpern mit dieser Effektorfunktion tberhaupt ein
vollstandiger Schutz fur den Wirtsorganismus gegen Staphylococcus aureus vermittelt werden
kann. Diese schaffen es namlich selbst bei einem hohen Titer nicht, das Bakterium
einzudammen . Diese Zweifel werden von Beobachtungen gestitzt, dass Menschen
mit einer kompromittierten Fahigkeit, funktionale Antikdrper zu produzieren, kein signifikant
erhdhtes Risiko gegen eine Infektion durch Staphylococcus aureus besitzen

Gegen diese Zweifel sprechen natirlich auftretende Antikorper bei Patienten, welche durch
ihre opsonisierende Wirkung die Vernichtung des Bakteriums erfolgreich unterstitzt haben.
Diese Antikdrper wurden bisher aber nur in Tierversuchen an dem Krankheitsbild der
Bakteridmie getestet “'\. Bei einigen Impfstoffen zeigte sich wahrend der Testphase, dass der
beobachtete Schutz auf der Stimulation von T-Helferzellen anstelle einer verstarkten
Opsonisierung basierte. So konnte es auch passieren, dass Patienten mit einer ungeeigneten
Zusammensetzung von Zytokinen im Vollblut keinen Impfschutz entwickelten

Auch wurde vermehrt beobachtet, dass sich die Verteidigung gegen dieses Pathogen verstarkt
auf das angeborene Immunsystem stitzt . Allerdings besitzt Staphylococcus aureus
auch hier eine Vielzahl von Mdbglichkeiten, die Verteidigung zu unterwandern und einer
Elimination, vor allem durch phagozytische Zellen, zu entgehen

Das grundlegende Problem der bisherigen Impfstoffe ist daher, dass ein vollig ungeeignetes
Antigen ausgewahlt wurde, um ein Ziel zu erreichen, welches nicht die Losung des Problems
ist. Wahrend die getesteten Impfstoffe in vitro zwar ein gutes Ergebnis erreichen konnten,
waren sie fir die Aufgabe in einer komplexeren Umgebung in vivo wirkungslos

Dieses Problem wird dadurch verstarkt, dass viele Studien in naiven Tiermodellen

oder mit kranken Testpersonen durchgefihrt wurden. Das Immunsystem
unterscheidet sich in beiden Modellen von dem eines gesunden Menschen. Aus diesem Grund
hat sich die tatsachliche Wirkung des Impfstoffes deshalb stark von den Testergebnissen aus
den Studien unterschieden . Diese Problematik wird dadurch verdeutlicht, dass einige
Toxine des Bakteriums bei Tieren im Vergleich zum Menschen nicht denselben verheerenden
Effekt haben . Auch bilden Tiermodelle in einer keimfreien Laborumgebung deutlich
weniger Lymphozyten aus, weshalb die Testergebnisse eines Impfstoffes sich nicht auf
realistische Bedingungen Ubertragen lassen, wenn ein solches Modell verwendet wird

Ebenso wurde nicht bedacht, dass eine der Impfung vorausgehende Exposition durch das
Pathogen die Art und Weise der Immunantwort des Wirtes verandert . Letztendlich
wurde in den meisten Studien auch kein Adjuvans eingesetzt und dessen Abwesenheit kbnnte

ebenfalls fur die Entwicklung eines Impfschutzes unentbehrlich sein
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Eine grof3e Herausforderung bei der Entwicklung eines effektiven Impfstoffes ist es, dass nicht
jeder Stamm von Staphylococcus aureus die gleichen Virulenzfaktoren besitzt und
exprimiert . Viele dieser Virulenzfaktoren sind noch zusatzlich in ihrer Funktion
redundant, sodass die fehlende Funktion eines Proteins durch die eines anderen ersetzt
wird . Dadurch wird die Suche nach einem geeigneten Antigen enorm erschwert, da ein
gutes Ziel fur einen Impfstoff fir das Pathogen unentbehrlich sein sollte. Ein geeigneter
Impfstoff sollte daher im besten Fall ein grol3es Spektrum der Uberlebensnotwendigen
Proteinexpression verschiedenster Bakterienstimme des Pathogens neutralisieren

Gesteigert wird diese Herausforderung dadurch, dass sich die natirliche Immunantwort gegen
Staphylococcus aureus in Abhangigkeit von dem betroffenen Gewebe und dem Phanotyp
stark unterscheiden kann . Ein guter Ansatz, dieses Ziel zu erreichen, ist es,
multivalente Impfstoffe mit gut erforschten Antigenen einzusetzen, um einen Impfschutz zu
erzeugen . Durch den Einsatz mehrerer Komponenten wird auf eine groRRere
Bandbreite an Bakterienstdmmen abgezielt und somit der funktionellen Redundanz der
Virulenzfaktoren entgegengewirkt . Mehrere solcher experimentellen Impfstoffe haben
bereits ihre Wirkung in vivo bewiesen . Mehr Aufmerksamkeit sollte auch
daraufgelegt werden, wie sich die molekularen Mechanismen &auf3ern, die bei einer
Immunantwort des Wirtes gegen Staphylococcus aureus ihre Wirkung entfalten. Werden diese
Mechanismen besser verstanden, erhdht sich die Chance, ein wirksames Antigen und
Adjuvans fir potentielle Impfstoffe zu finden . Schlussendlich ware es fir Studien
sinnvoll, Biomarker zu Uberwachen, welche mit den Krankheiten korrespondieren, um die
tatsachliche Effizienz des Impfstoffes zu einem friheren Zeitpunkt besser zu

bestimmen

Passive Immunisierungen, die darauf abzielen, einen Krankheitsverlauf zu lindern, zeigen
derweil in ihrer Funktion sehr vielversprechende Ergebnisse . Diese Antikdrper zielen
darauf ab, Toxine und Superantigene zu neutralisieren, damit potentielle Gewebeschaden
oder ein toxischer Schock vermieden werden. Auch verhindert ein solcher Wirkstoff die
Erschopfung der Immunzellen durch Superantigene und Leukotoxine . Vor allem Anti-
Toxin-Antikdrper zeigen sich sehr effizient darin, ihre assoziierten Toxine zu
neutralisieren . Sie kdonnen in manchen Fallen sogar eine Immunitat bei Kindern
gegenluber dem Pathogen erméglichen “°“. Die Nachfrage nach dieser Art von Impfstoffen ist

allerdings sehr limitiert, wodurch die Entwicklung sehr einschrankt wird

2.3.5.2 Therapien, Praventionen und Behandlungen
StandardmaRig ist die Behandlung mit Antibiotika bei einer Infektion mit
Staphylococcus aureus oder als Prophylaxe vor einem operativen Eingriff bei

entsprechender Indikation etabliert. In Abhangigkeit von der betroffenen Stelle, dem
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Anfalligkeitsprofil des Pathogens, der Vertraglichkeit des Patienten und der Verfugbarkeit
werden entsprechend Tabelle 6 verschiedene Antibiotika zu diesem Zweck eingesetzt
Antibiotika, die auf der Wirkung von B-Lactam beruhen, haben eine sehr gute Vertraglichkeit,
sind aber aufgrund der starken Verbreitung der Resistenz gegeniber diesem Wirkstoff
meistens keine sinnvolle Option . Zur Behandlung von MSSA werden bevorzugt
semisynthetische Penicilline oder Cephalosporine aus der ersten Generation
verwendet . Die Gabe von Vancomycin ist fir durch MRSA infizierte Patienten und flr
Patienten mit Unvertraglichkeiten gegentber alternativen Substanzen die aktuell
standardisierte Behandlungsmethode . Der Grund dafiir ist zum einen das Vermeiden
einer Resistenzbildung und zum anderen, weil Vancomycin bei einer Bakteridamie und
anderen Diagnosen eine geringere Effektivitat zeigt als andere Antibiotika . Bei einer
Infektion durch VISA missen zusatzlich zu Vancomycin noch weitere antibiotische
Substanzen verabreicht werden . Gegen einen Befall durch VRSA werden andere,
wirkungsvollere antibiotische Substanzen wie beispielsweise Daptomycin, Linezolid und
Teicoplanin eingesetzt . Diese Substanzen zeigen eine deutlich effektivere Wirkung
gegen MRSA und VRSA als Vancomycin . Eine Behandlung ist, selbst bei einem Pathogen
ohne Resistenzen, keine Erfolgsgarantie und vom Bakterienstamm, dem Krankheitsstadium
und dem Patienten abh&ngig

Bei einer fortgeschrittenen Infektion und zur Beseitigung von Biofilmen sind oft aufwandigere
Behandlungsmalinahmen als die orale Verabreichung von Antibiotika notwendig, um dem
Patienten zu kurieren. Zu diesen MalRhahmen zadhlen beispielsweise das legen einer
Drainage , ein operativer Eingriff , eine parenterale Injektion mit Antibiotika

oder eine Kombination aus den genannten Mafinahmen . Ist die Infektion mit einem
Katheter oder einem Implantat assoziiert, mussen diese gegebenenfalls entfernt
werden, um die Infektion zusammen mit einer Antibiotika-Therapie zu Uberwinden . Zur
Vermeidung von Implantat-assoziierten Infektionen werden ein mit antibiotischen Substanzen
beladener Knochenzement oder Gipsperlen verwendet . Das Antibiotikum muss
bestimmte Kriterien erfullen, um fir den Einsatz im Material geeignet zu sein, damit es seine
Wirkung nicht verliert. Aus diesem Grund wird in solchen Fallen meist Gentamycin oder

Tobramycin eingesetzt

Um eine Infektion und die Verbreitung von Staphylococcus aureus und vor allem MRSA zu
verhindern, kdnnen praventive Malinahmen ergriffen werden. Zu diesen Mal3nahmen z&hlen
Standards im Gesundheitswesen , das Tragen von Schutzkleidung, das Isolieren von
infizierten Patienten und das Einhalten von Hygienerichtlinien . Auch kann ein
praventiver Abstrich bei Patienten durchgefihrt werden, um eine mdogliche Besiedlung im

Voraus zu erkennen . Ebenso kann bei Personen, die mit Staphylococcus aureus besiedelt

75



sind, eine Dekolonisierung durch eine topische Anwendung von Mupirocin in der Nase
durchgefuhrt werden . Die Wirkung dieser Anwendung wird durch die orale
Verabreichung von Rifampicin in Kombination mit Cotrimoxazol oder Ciprofloxacin und ein Bad
in antimikrobieller Seife unterstitzt . Eine solche Dekolonisierung zeigte bisher aber
vor allem bei MRSA nur magigen Erfolg, da die betroffenen Personen zeitnah erneut besiedelt

wurden

Eine Antibiotika-Therapie dauert lange und ist keine Garantie dafur, dass sich die Situation
des Patienten bessert . Jedes Antibiotikum hat eine unterschiedliche Erfolgsquote
bei der Ausrottung von MSSA und MRSA sowie bei der Vorbeugung einer wiederkehrenden
Infektion . 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 bekdmpfen . Gegen MSSA zeigt beispielsweise
Flucloxacillin eine enorme Erfolgsquote, die rapide sinkt, sobald das Pathogen Methicillin-
resistent ist . Genau umgekehrt verhalt sich dieser Effekt bei Cotrimoxazol

Cotrimoxazol ist ein vor allem gegen MRSA sehr wirkungsvolles Antibiotikagemisch aus
Trimethoprim und Sulfamethoxazol, welches wichtige Stoffwechselwege des Bakteriums
blockiert . Leider hat das Antibiotikum eine sehr schlechte Vertraglichkeit, was den
praktischen Gebrauch einschrankt . Daptomycin ist fur Patienten gut vertraglich und
auch haufig therapeutisch erfolgreich, kann aber oftmals eine zeitnah wiederkehrende
Infektion nicht verhindern . Das Oxazolidinon Linezolid zeigt einen Einbruch in der
Wirksamkeit, wenn Staphylococcus aureus sich mit Gram-negativen Bakterien vermischt
hat . FUr besonders hartnackige Infektionen kann als Zusatz die Verabreichung des
Antibiotikums Rifampicin erfolgen. Es zeigt eine gute Wirkung gegen metabolisch sehr
schwach aktive Phanotypen wie Schlafer oder die kleine Kolonien-Variante und kann daher
auch chronische Infektionen effektiv bekampfen . Die Chance auf einen Therapieerfolg
lasst sich erhohen, indem mehre Antibiotika miteinander kombiniert werden. Dies kann aber
zu einer erhdhten Nephrotoxizitat der Wirkstoffe fihren . Ein interessanter Wirkstoff flr
eine kombinatorische Therapie ist hierbei Nafcillin, da es das angeborene Immunsystem

stimuliert

Wie jeder andere Arzneistoff haben auch Antibiotika, Nebenwirkungen die so schwerwiegend
sein konnen, dass die Therapie abgebrochen werden muss. Aus diesem Grund muissen die
Wirkstoffe anhand ihrer Toxizitdt bei der Verabreichung in der Konzentration begrenzt

werden
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Tabelle 6: Abhangig von der Infektion und dem der Anfalligkeit des Bakteriums werden verschiedene
Antibiotika zur Behandlung vorgeschlagen. Die Informationen fir die Tabelle wurde aus der Publikation

von Bamberger et al. (2005) Ubernommen

Behandlung von Infektionen durch Staphylococcus aureus mit Antibiotika
(Stand 2005)
Infektion Bakterium Antibiotika Dauer der Therapie
MSSA Cefalexin, Dicloxacillin,
einfache Clindamycin funf bis sieben Tage
Hautinfektion MRSA Clindamycin, Cotrimoxazol,
Linezolid
MSSA Nafcillin, Cefazolin, o
_ _ zwei bis vier
komplexe Clindamycin
_ _ Wochen
Hautinfektion MRSA Vancomycin, Linezolid,
Daptomycin
MSSA Nafcillin, Cefazolin, o
_ zwei bis vier
Vancomycin
Bakteriamie E— : Wochen
MRSA Vancomycin, Linezolid,
Daptomycin
MSSA Nafcillin, Cefazolin,

_ ) Vancomycin _
Katheterinfektion zwei Wochen
MRSA Vancomycin, Linezolid,

Daptomycin
MSSA Nafcillin, Cefazolin,
Clindamycin, Chinolon- o
- o ] o vier bis sechs
Osteomyelitis Antibiotika plus Rifampicin
I— : Wochen
MRSA Vancomycin, Linezolid,
Daptomycin
MSSA Nafcillin, Clindamycin
Lungenentziindung 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 Losung auf3erhalb 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 Bekampfung von Staphylococcus aureus

Methode

Effekt

Adjuvans: extrazellulare Vesikel

Stimulation des angeborenen Immunsystems
und T-Zellen, Ausbildung von

T-Gedachtniszellen

Adjuvans: SMIP.7-10 oder CpG

Stimulation und Polarisierung von Tyl-Zellen,

Ausbildung von T-Gedachtniszellen

Anlegen von Spannung und elektrische

Stimulation von Implantaten

Alkalisierung, Dispersion und Zerstdérung von

Biofilmen

Antikorper-Wirkstoff-Konjugate

lokale Verabreichung von Antibiotika,

Zerstorung von intrazellularen Bakterien

Antithrombin und

Thrombozytenaggregationshemmer

verhindert Aufbau von fibrillarer Kapsel,
Matrix und Pseudokapsel, Schutz gegen
Endokarditis

Behandlung mit Bakteriophagen

rauberische Vernichtung der Bakterien

Behandlung mit IL-12

Stimulation und Polarisierung vonTn1-Zellen

bivalente Antikdrper mit Wirkung gegen
Wirt und Pathogen

erhdhte Phagozytose durch Makrophagen

Blockierung der SOS-Antwort bei Zugabe

von Antibiotika

verstarkte antibiotische Wirkung, verminderte

Resistenzbildung

Centyrine und Centyrin-Hybride

Neutralisierung von Toxinen, Umgehung der

Immunevasion

elektrochemische Gerliste

Zerstorung von Biofilmen durch reaktive

Sauerstoffspezies und Hypohalogenite

Enzym-beladene Bakteriophagen

gezielte Lyse von Bakterien

Inhibition von quorum sensing

Hemmung der Virulenz

Inhibition von Staphyloxanthin

verhindert Resistenz gegen reaktive

Sauerstoffspezies

Injektion von Antibiotika-beladenen

Stammzellen

lokale Verabreichung von Antibiotika

Substanz-beladene Hydrogele

fokussierte bakterizide Aktivitat

Tarn-Beschichtungen fir Erythrozyten

und Thrombozyten

Aufrechterhaltung der Immunabwehr,
Kontakttdtung, Neutralisierung von Toxinen,

Schutz vor Pathogenen
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2.3.5.4 Prospekt
Gegenwartig wurden bereits neue Erkenntnisse gewonnen, die eine Entwicklung von

effizienteren Impfungen und Wirkstoffen ermdglicht. Es wurde erkannt, dass

T-Zellen , speziell Tyl- und Tyl7-Zellen , deren sezernierte
Zytokine und das angeborene Immunsystem, vor allem neutrophile Zellen und
Makrophagen "°“, 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-Gedachtniszellen gegen Antigene von Staphylococcus aureus vorhanden sind
Diese Gedachtniszellen werden durch Populationen definiert, welche unabhéngig voneinander
bei einer Sekundarantwort aktiviert werden kénnen. Diese Populationen besitzen grundlegend
verschiedene Polarisationen und unterscheiden sich in den Zytokinen, welche sie nach ihrer
Aktivierung freisetzen. Welche Population bei einer Sekundarantwort aktiviert wird, ist hierbei
von der Darreichungsform des Antigens abhangig. So neigen proteinogene Antigene
bevorzugt dazu, Th2-Zellen und mRNA-basierte Antigene eher Ty1-Zellen zu polarisieren
Ebenso wurde beobachtet, dass die Toxizitat der Toxine voneinander abhangig sein kann,
was die Moglichkeit bietet, die Effektivitat mehrerer Toxine gleichzeitig durch das Blockieren
von synergetischen Effekten zu reduzieren """, Auch ist man sich mittlerweile im Klaren, dass
Staphylococcus aureus sehr viele Abwehrmechanismen gegen das Immunsystem
besitzt und Biofilme oder kleine Kolonien-Varianten als Phanotyp ausbildet

und so sehr lange im Wirt Uberleben 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 hohere Effizienz bei der Therapie zeigen und die Chance einer
Resistenzhbildung minimieren . Ein vielversprechender Kandidat fur neuartige
Antibiotika ist das Levonadifloxacin, welches bei guter Vertraglichkeit gleich mehrere
Uberlebensnotwendige Mechanismen des Pathogens attackiert und eine gute Wirksamkeit
gegen Biofilme zeigt . Neben neuen Antibiotika zeigen sich auch AmP als sehr effektive
Substanzen, um das Pathogen und seine individuellen Phanotypen zZu
bekdampfen. Ebenfalls vielversprechend sind neue Methoden, welche den Wirkstoff am
Wirkungsort konzentrieren . Ein praziser Einsatz ermoglicht so auch die Nutzung
sonst unvertraglicher Substanzen wie beispielsweise Enzyme . Ebenso wurden neue
Arzneimittel zur erfolgreicheren Dekolonisierung von Patienten entwickelt . Auch gibt es
die Aussicht, antimikrobielle Substanzen mit neuen Wirkungsweisen aus anderen
Grundstoffen zu beziehen, um das Spektrum an Wirkstoffen zu erweitern . Speziell
gegen Biofilme wurden erst kirzlich natirliche und synthetische Wirkstoffe gefunden und
entwickelt, welche vielversprechende Aussichten bei der Bekampfung dieses Phénotypen
bieten . Hierbei wurden auch Antibiotika entwickelt, welche effizient gegen die
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besonders widerspenstigen Schlafer wirken oder deren Anfalligkeit gegeniber
antimikrobiellen Substanzen verstarken . Unterstitzend zu diesen Substanzen zeigen
neue Behandlungsmethoden und Neuentwicklungen in der Nanotechnologie sowie
spezifisch gegen Biofilme gerichtete Antikorper 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 . Gegen die oftmals intrazellulare
kleine Kolonien-Variante gibt es bisher keine zugelassenen Arzneimittel mit guter Wirkung.
Antikorper, welche mit antibiotischen Substanzen konjugiert sind und das Antibiotika Plectasin
zeigen allerdings sehr vielversprechende Ergebnisse bei der Vernichtung dieses
Phéanotyps . Daruber hinaus wurden Methoden entwickelt, um befallene Makrophagen

ohne Kollateralschaden von intrazellularen Besetzern zu befreien

Neue Impfstoffe mit multivalenten und geeigneteren Antigenen sowie
besseren Adjuvantien sind bereits in der Testphase oder in ihren klinischen Studien.
Sehr vielversprechend sind hierbei Impfstoffe, deren Antigen auf Mechanismen abzielen oder
ignorieren , die Staphylococcus aureus nutzt, um dem Immunsystem zu entgehen, in
vielen Bakterienstdmmen vertreten sind und sehr bereitwillig préasentiert werden . Auch
bei Impfstoffen, welche gegen Antigene wirken, die fur die Aufnahme von Eisen und
Mangan 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, zahlen auch einige, die auf Toxine und
Superantigene als Antigen abzielen, um dem Wirt keinen vollstandigen, aber dafir
zuverlassigen Schutz gegen bestimmte Krankheiten zu bieten. Unterstitzend zu diesen
Impfstoffen zeigen Adjuvantien, die eine Stimulation der T-Zellen ermdglichen, eine sehr gute
Wirkung und erhdhen die Erfolgsquote bei diesen Impfungen . Ein besonders
interessantes Ziel fir eine Impfung kdnnten hierbei die gewebespezifischen T-Zellen sein. Sie
sind sehr zahlreich, befinden sich bei Haut- und Weichgewebeinfektionen in unmittelbarer
Né&he zum Infektionsherd und die Beteiligung dieser Zellen an einer Bekdmpfung gegen das
Pathogen ist bereits bekannt . 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

Eine ebenso vielversprechende Wirkung hat in einigen Fallen die Impfmethode ,prime and pull’
gezeigt . 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 groR3ere Mengen von gewebespezifischen T-Gedéachtniszellen aus, welche
bei erneutem Kontakt eine schitzende Sekundarantwort aktivieren . Wahrend T-Zellen
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eine wichtige Rolle in der Immunantwort gegen Staphylococcus aureus spielen und auch
unabhangig einer humoralen Antwort eine schitzende Wirkung haben koénnen, ist der
Schlissel zu einem effektiven Impfschutz mit grof3er Wahrscheinlichkeit eine kombinatorische
Wirkung aus aktivierten T-Zellen und opsonisierenden oder neutralisierenden
Antikérpern . Wahrend die Effizienz von den humoralen Antworten bisher nicht
ausreichend war, zeigt ein neuer multivalenterer Impfstoff mit vier Antigenen in der Testphase,
dass er auch unabhangig von einer T-Zell-Antwort einen effektiven Schutz erzeugen kann

Zum Zweck einer passiven Immunisierung gibt es neue, erfolgversprechende Impfungen, die
hauptséchlich darauf abzielen die Schwere der Infektion zu reduzieren. Vorzugsweise sind
hier ein oder mehrere Toxine und Superantigene von Staphylococcus aureus
das Ziel der injizierten Antikbrper. Auch sind Antikorper-Antibiotika-Konjugate
vielversprechende Kandidaten fiir zukinftige Arzneimittel zur therapeutischen Behandlung

von Infektionen

Speziell T-Zell-stimulierende Impfstoffe haben in den letzten Jahren erstaunliche Fortschritte
gemacht . Der Einsatz eines mRNA-Impfstoffes, eine relativ neue Technologie, die ihre
Sternstunde wahrend der SARS-CoV-2-Pandemie hatte, wurde noch nicht bei Staphylokokken
eingesetzt . Im Kampf gegen Staphylococcus aureus, speziell gegen die kleine
Kolonien-Variante, kénnte die Wirksamkeit eines solchen Impfstoffes aber sehr
vielversprechend sein. Tatséachlich zeigen erste Versuche mit mRNA-basierten Impfstoffen
gegen Streptokokken bereits sehr vielversprechende Ergebnisse . Da diese Art von
Impfstoff hauptséchlich PRR, die auf RNA reagieren, aktiviert, wird eine T-Zell-Population
angeregt, welche pradominant aus Tul-Zellen und zytotoxischen T-Zellen besteht und nach
ihrer Aktivierung grof3e Mengen an IFN-y freisetzt *”\. Bei T-Zell-basierten Impfstoffen ist
allerdings zu bedenken, dass die Aktivierung von T-Zellen zweischneidig ist und eine
Uberaktivierung der T-Zellen Autoimmunerkrankungen und folgeschwere Kollateralschaden
im Wirtssystem verursachen kann . Die wichtigste und zugleich schwerste Aufgabe
wird es deshalb sein, den Impfstoff so anzupassen, dass T-Zellen mit der notwendigen Potenz
fur einen effektiven Impfschutz aktiviert werden, ohne dabei einen schwerwiegenden

nachteiligen Effekt hervorzurufen

Viele der in Kapitel 2.3.5.3 ,Neue und unkonventionelle Behandlungen® aufgelisteten
Methoden zeigen gute Ergebnisse in der Bekampfung des Pathogens und bieten sich als
Grundlage fur effektive Methoden an, um ihn zu bekadmpfen. Neue pharmakologische
Entwicklungen lassen eine direkte Manipulation von Immunzellen zu, um diese in ihrer
Effizienz zu unterstitzen oder nachteilige Effekte und Mechanismen zu unterbinden

Die unglaubliche Komplexitéat, welche Staphylococcus aureus in der Interaktion mit dem

Menschen zeigt, erschwert den effektiven Einsatz einer solchen Manipulation jedoch
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enorm . Auch ist, wie bei einer T-Zell-Impfung, Vorsicht geboten, da durch die direkte
Beeinflussung von Immunzellen negative Auswirkungen und Uberreaktionen mdglich

sind

Eine gute Plattform, um wichtige Details Gber die Interaktion zwischen Staphylococcus aureus
und Antikérpern zu erforschen, sind Phagen-Displays. Uber Immun- oder
Universalbibliotheken kénnten effektive Antigene selektiert und die Erbinformation aus den
Phagen, die an diesen Virulenzfaktoren binden, rekombinant als scFvs exprimiert
werden . scFvs kénnen aufgrund ihrer geringen Grol3e tiefer in Gewebe und Biofilme
eindringen und kénnen in der rekombinanten Produktion so modifiziert werden, dass sie
besser am Antigen binden . Ebenso kdnnen sie so entworfen werden, dass sie bispezifisch
sind und von den immunevasiven Proteinen des Pathogens ignoriert werden.
Zusatzlich sind die scFvs in Unabhé&ngigkeit zum Immunsystem in der Lage, einen bakteriziden
Effekt auszuiben . Sehr wahrscheinlich kénnen sie in Kombination mit Vancomycin
dessen Wirksamkeit verstarken und bieten deshalb eine gute Mdoglichkeit, bei der
kombinatorischen Verabreichung Resistenzen vorzubeugen . In dieser Funktion
kénnen sich die scFvs wie AmP verhalten und beispielsweise durch ihre positive Ladung die
Integritat der Zellwand kompromittieren . Durch das Potential und die Modifizierbarkeit
der scFvs, sind sie fir die Entwicklung eines wirkungsvollen passiven Impfstoffes sehr gut
geeignet . Tats&chlich wurden durch ein solches Phagen-Display bei einem
Panning gegen eine Universalbibliothek bereits erfolgreich drei scFvs gefunden, welche bei
guter Vertraglichkeit das Bakterienwachstum und den Infektionsverlauf in Versuchstieren

signifikant einschranken konnten

Die Vereinfachung und Verbesserung von Sequenzierungs- und Screeningmethoden
ermdglicht es, die Genetik und das Proteom von Wirt und Pathogen , deren
Interaktion sowie molekulare Effekte von Immunzellen, welche zur Zerstérung von
Krankheitserregern beitragen, besser nachzuvollziehen . Diese Informationen kénnen
grundlegend dazu beitragen, neue Mechanismen zu finden, um das Pathogen
einzudammen . Mit der Entdeckung, dass das angeborene Immunsystem ebenfalls
Uber ein Gedéachtnis verfugt und dies einen Effekt auf den Verlauf einer Infektion haben kann,
offnet sich auch ein vdllig neues Forschungsfeld, das effektive Wirkstoffe hervorbringen
kbénnte . Das humane Mikrobiom-Projekt konnte ebenfalls dabei helfen, neue
wirkungsvolle Substanzen oder Therapien zu entwickeln und die Kolonisierung sowie Infektion
durch das Pathogen zu verstehen . Das Mikrobiom von gesunden Menschen innerhalb der
Nase unterscheidet sich stark von dem eines besiedelten oder infizierten Menschen

Bakterien innerhalb dieses Mikrobioms kdnnen sich gegenseitig beeinflussen, fordern oder

behindern . So wurde beispielsweise schon beobachtet, dass Bacillus subtilis und
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Staphylococcus aureus Antagonisten sind, die nicht koexistieren kdnnen . Ebenso iben

die Bakterien  Staphylococcus caprae ,  Staphylococcus  epidermidis :
Staphylococcus lugdunensis*",  Staphylococcus staphylolyticus , Streptococcus
pneumoniae , Propionibakterien und Pseudomonas aeruginosa

biochemischen Einfluss auf Staphylococcus aureus aus. Sie dezimieren diesen oder
verhindern eine Besiedlung . Andere Bakterien, wie beispielsweise Corynebakterien,
konkurrieren mit dem Pathogen im Vestibulum nasi um die Besiedlungsflache und kénnen
diesen vertreiben . Es gibt aber auch Bakterien, die eine Kolonisierung von
Staphylococcus aureus beglnstigen . Diese Entdeckungen kénnte dabei helfen zu
bestimmen, ob eine Person anfallig fur eine Besiedlung ist. Auch wird dadurch die Suche nach

neuen Substanzen beschleunigt, die gegen den Krankheitserreger eingesetzt werden kdnnen.

Mit Voranschreiten der Forschung werden sich neue Mdglichkeiten entwickeln, um die
Effizienz eines Impfstoffes zu beurteilen. Neue Biomarker ™, Bildgebungstechniken :
Organoide , bessere Diagnostik und Tiermodelle werden es ermdglichen die
Effizienz eines Impfstoffes und Antikorpertiter von Patienten besser zu bestimmen. Bessere
Tiermodelle und auf Nanotechnologie basierendes Screening zeigen
bereits eine deutlich verbesserte Moglichkeit zur Diagnostik und Evaluation. Jede Information,
die durch die Forschung an diesem Krankheitserreger und der Interaktion mit Saugetieren
erlangt wird, bringt uns ein Stiick in der Entwicklung eines effektiven Schutzes weiter. Ein
grolBer Meilenstein wird es hierbei sein, ein effektives Mittel gegen intrazellularen
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 Wettristen gegen das Pathogen wieder in Rickstand geraten. Er wird immer mit uns
koexistieren und das Bakterium hat schon mehr als einmal gezeigt, wie anpassungsfahig 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

Stochastische Peptidarrays sind ein Format von kostengunstigen Arrays, in welchem die
Herstellung von zuféllig generierten Peptiden im ultrahochdichten Durchsatz mit Hilfe der
Ein-Loch-ein-Peptid-Methode erreicht wird. Ihre Herstellung basiert auf der Beladung eines
mikrostrukturierten Glastragers mit ~ 2,8 bis ~3,2 Mio. individuellen Reaktionsraumen
(Abbildung 8) durch vorgefertigte und markierte Mikropartikel, welche unter bestimmten
Bedingungen Aminosduren disseminieren. Die GroRe der Mikrostrukturen ist dabei so
angepasst, dass nur ein Mikropartikel in jede Kavitéat des Glastragers passen kann. Mit Hilfe

der Markierung lasst sich nach der Beladung Uberprifen, mit welcher Aminosaure jeder
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einzelne Partikel assoziiert werden kann, der eine Kavitat befillt hat. Durch anschlieRende
Freisetzung der Aminosauren und folgender Merrifield-Synthese kann so in mehreren
Durchlaufen in jeder Kavitat ein individueller Peptidspot aus zuféllig generierten Peptiden
erzeugt werden. Bei einer so groRen Anzahl von stochastisch erzeugten Peptiden ist die

Wahrscheinlichkeit grof3, dass einige davon einen potentiell toxischen Effekt gegen

Mikroorganismen aufweisen kénnen.

Abbildung 8: Darstellung eines mikrostrukturierten Glastragers aus Quarzglas mit vergrof3ertem
Ausschnitt seiner Mikrostrukturen. Die ~ 2,8 Mio. Kavitaten sind auf einer Flache von 75,0 x 25,0 mm?
durch einen Durchmesser von 12,0 um und einer Tiefe von 10,0 um bei einem Abstand von 8,0 um
definiert. Sie dienen als individuelle Reaktionsraume wahrend der Peptidsynthese. Das Bild entstammt
der Dissertation von Roman Popov (2018) . Es ist Uber eine internationale, nicht-kommerzielle
Namensnennung-Lizenz 4.0 mit der Weitergabe unter gleichen Bedingungen von Creative Commons
(CC BY-NC-SA 4.0) geschutztll.

Die Herstellung der stochastischen Peptidarrays selbst ist die Hauptaufgabe anderer
Dissertationen. In dieser Arbeit wird die Mdglichkeit Gberprift, ob die Wirkung von toxischen
Peptiden, welche potentiell durch den Array produziert werden, durch einen bakteriellen

Reporterstamm nachgewiesen werden kdnnen.
2.4.1 Antimikrobielle Peptide

Naturlich erzeugte AmP sind in Lebewesen keine Seltenheit. So besitzt der Mensch bereits
ein grol3es Repertoire an diesen Peptiden, um sich gegen pathogene Organismen zur Wehr
Zu setzen . Einige synthetisch hergestellte oder naturlich isolierte Peptide, besitzen
antibakterielle Aktivitdt wodurch sie als potentielle Antibiotika sehr vielversprechende Wirkung
zeigen . Daptomycin, eines der Antibiotika mit der starksten bekannten antimikrobiellen
Wirkung, beruht auf einer Peptidbasis . Auch wurde schon der Einsatz von Peptiden als
wirkungsvolle Tragersubstanz gezeigt, um gekoppelt an antibiotischen Substanzen, deren
Wirksamkeit zu konzentrieren . 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 fur die Veranschaulichung, wie
Hochdurchsatzverfahren dabei helfen kénnen, neue Wirkstoffe gegen pathogene Organismen
zu entdecken “°°***“/ Die Ein-Loch-Ein-Peptid-Methode hat ein groRes Potential, weitere
antibiotisch wirksame Substanzen zu finden, damit der Wettlauf gegen antimikrobielle

Resistenzen gewonnen wird.
2.4.2 Beladung von Bakterien in den mikrostrukturierten Trager ** 5%

Zur Beladung der mikrostrukturierten Trager bedarf es einer speziellen Befillungskammer
(Abbildung 9) inklusive Fluidiksystem, um sicherzustellen, dass alle Kavitaten mit Bakterien
gefullt werden und wahrend des Inkubationsprozesses nicht austrocknen. Diese
Befullungskammer wurde wahrend der Masterarbeit von Matthias Forschner entwickelt und
innerhalb der Dissertation von Zekun Zhou weiterentwickelt und verbessert, um eine Befiillung
des Glastragers mit Mikropartikeln und die Inkubation von Mikroorganismen innerhalb der
Befiillungskammer zu ermdglichen. Bei der Beflillung von hydrophoben Glastragern wird der
Flussigkeitspegel als Meniskus uber die Kavitaten gezogen und dadurch ein hydrostatischer

Effekt erzeugt, durch welchen die Bakterien in die Kavitaten gepresst werden.

Abbildung 9: Der Glastrager wird mit Hilfe einer Kunststoffdichtung passend zwischen zwei grof3en
Quarzglasplatten gepresst und tber Offnungen in der Dichtung mit dem Fluidiksystem verbunden.
Zwischen dem Trager und der langen Glasplatte entsteht ein Fluidikkanal, in welchem nach der
Befullung eine Kontaktflache zwischen Mikrostrukturen und Bakteriensuspension entsteht. Das Bild

wurde mit der Erlaubnis des Autors, Zekun Zhou, verandert und Gbernommen 1“4,
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2.4.3 Eigenschaften des bakteriellen Reporterstammes

Als Reporter fir mdgliche antibakterielle Substanzen wird das von Ahmed Zoheir, wahrend
seiner Dissertation entwickelte RGB-S Reporter Vektorsystem verwendet. In einem Bakterium
transformiert, verleiht es diesem die Fahigkeit, fluoreszierende Proteine unter dem Einfluss
einer subletalen Dosis von zytotoxischen, genotoxischen und physiologischen Stressoren zu
exprimieren. Voneinander unabhangige Kombinationen von Promotoren und codierenden
Genen fir fluoreszierende Proteine erlauben hierbei eine prazise Unterscheidung der
Stressarten.  Eine  optimierte  Auswahl der korrelierenden  Anregungs- und
Emissionswellenlangen erlaubt es, alle drei Fluorophore gleichzeitig ohne Interferenzen oder
ungewollten Energietransfer zu detektieren. Auf dem Plasmid ermdglicht der Regulator rposS,
welcher an ein rot fluoreszierendes Protein (MRFP1) gekoppelt ist, die Sensorik flr Stress,
welcher durch Na&hrstoffmangel , Saure , hydrostatischem Druck und
Dehydration ausgelost wird. Uber Komponenten der SOS-Antwort wird die Expression des
blau fluoreszierenden Proteins (mTagBFP2) gesteuert, welche durch DNA-Schaden ,
ultraviolette  Strahlung , Alkalisierung , Oxidierung und Exposition durch
Bakteriophagen aktiviert wird. Der zytotoxische Stress wird Uber den o-Faktor rpoH
detektiert, welcher an die Produktion eines griin fluoreszierenden Proteins (GFPmut3b)
geknupft ist. Als Teil der Hitzeschockantwort wird es vermehrt durch ungefaltete
Proteine , Hitzedenaturierung , Alkalisierung , Oxidierung und durch die
umgebende Flussigkeit verursachten hyperosmotischen Druck ausgeldst. Sowohl rpoS
als auch die SOS-Antwort werden als GegenmalRnahme auf die toxische Wirkung gegen
manche Antibiotika aktiviert und sorgen im Wildtyp fir Abwehrreaktionen, welche der Toxizitat
entgegenwirken . Eine flrr das Bakterium toxische Substanz kann hierbei auch mehrere

Promotoren gleichzeitig aktivieren

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 groRBe 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 Absorptionswellenlangen der fluoreszierenden Proteine des RGB-S
kann unter Stresseinfluss

Reporter Vektors.

Ein Bakterium, welches diesen Vektor erhalt,

fluoreszierende Proteine als detektierbares Signal exprimieren. Das Diagramm ist aus der Dissertation

von Ahmed Zoheir m

it seiner Erlaubnis entnommen und angepasst
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3 Ziel der Arbeit

Mit dieser Arbeit soll priméar dazu beigetragen werden, die Herkunft und Funktion des Anti-
Emp-Antikorpers zu erforschen. Dieser Beitrag ermdéglicht das bessere Verstandnis des
Verhéltnisses zwischen Wirt und Pathogen und macht dieses Wissen fur zukinftige
Impfversuche verfiigbar. Die Forschungsarbeit demonstriert hierbei die Effizienz und
Moglichkeiten, welche sich durch die Analyse der molekularen Interaktion zwischen Antikorper
und Epitop bieten. Sie ermdglicht es, die Korrelation der Bindungsaffinitat zwischen
besiedelten Patienten und Patienten ohne Besiedlung zu ermitteln. Zu diesem Zweck werden
Blutseren dieser Patienten durch Immunfarbungen auf die Existenz des Antikorpers untersucht
und die resultierende Signalstarke und das Signalmuster miteinander verglichen. Von
Personen mit einer sehr ausgepragten Signalstarke kann der Antikérper durch
Affinitatschromatographie lUber seinen Antikorper-Fingerabdruck spezifisch fir experimentelle
Zwecke isoliert werden. In den Experimenten soll die Affinitdt zum Bindungspartner des
Antikbrpers in vitro, in situ und in vivo nachgewiesen werden. Durch
Ultraleistungsflissigkeitschromatographie(UPLC)-gekoppelte Massenspektrometrie (MS) von
enzymatisch verdautem Antikérper wird, unterstitzt durch Immunfarbung, die strukturelle
Beschaffenheit der einzelnen Antikorperketten analysiert. Ebenso werden Versuche
durchgefiihrt, um die korrespondierenden B-Zellen, welche den Antikdrper exprimieren, fur
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 dafur, ob der Antikdrper sich als aktiver Impfstoff eignet. Um
es zu bestimmen, wird die Aktivitdt von neutrophilen Zellen gegen Staphylococcus aureus
nach einer Opsonisierung mit dem Antikorper bestimmt. Zur Evaluierung der Wirksamkeit
werden ein Bakterienstamm mit niedriger und hoher Virulenz im Vergleich untersucht. Bei
dieser Evaluierung wird ebenso die Kreuzreaktivitdit des Antikorpers 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 Glastrager. In einer solchen Umgebung werden sowohl
Cyanobakterien mit natirlich 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 zuverlassig in die Kavitaten platziert und dort
am Leben erhalten werden kénnen. Uber Mikroskope und einen speziell fur die Glastrager
entworfenen makrophotographischen Aufbau werden die Testobjekte wahrend der Versuche

detektiert und die Homogenitdt und Diffusion dokumentiert. Die Diffusion ist hierbei
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ausschlaggebend fir das Konzept des stochastischen Peptidarrays, da eine ungewollte

Vermischung der Bestandteile zwischen den Kavitaten vermieden werden muss.

Uber 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
Durchfiihrbarkeit eines stochastischen Peptidarrays mit einem Photo-Linker an einen
veredelten mikrostrukturierten Glastrager geknipft. Durch Spaltung des Photo-Linkers lasst
sich der Zeitpunkt kontrollieren, zu welchem sich der Reporterstamm mit dem Peptid
vermischt. Eine anschlieBende Detektion der fluoreszierenden Proteine innerhalb der

Kavitaten ermoglicht 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
Aminoséauren eines Epitops bei der Interaktion eines Antikérpers 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-
Antikorper Uber ihre Affinitat 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 Aminosaure durch eine der 20 proteinogenen Aminosauren festgelegt. An welcher Position
die Aminosaure substituiert wird, ist durch die Zeilen des Arrays vorgegeben. Welche
Aminosaure an dieser Position anstelle der originalen Aminosdure eingesetzt wurde, ist
anhand der Spalte definiert. Fur die Experimente wird je nach Konfiguration die
Aminosauresequenz ,HYVPEFKGSLPAPRV' vollstandig oder teilweise substituiert. In der
Forschungsarbeit von Simone Rentschler wurde diese Sequenz in einer Epitopkartierung als
Epitop des Anti-Emp-Antikorpers festgestellt

Jeder Chip besitzt zur Kontrolle der Chipqualitat zusatzlich einen Rahmen aus Peptidspots,
welche abwechselnd aus H&amagglutinin- und Poliomyelitis-Epitopen bestehen. Das
Poliomyelitis-Epitop entspricht hierbei einem Antigen, gegen die ein grofl3er Anteil der
menschlichen Bevolkerung Antikérper ausgebildet hat. Aus diesem Grund reagieren die
meisten Patientenseren auf diese Spots, sodass diese ohne eine weitere Markierung des

Hamagglutininepitops als Kontrolle der Chipqualitat verwendet werden kdénnen.

Die Substitutionsanalysen von dem Epitop des Anti-Emp-Antikérpers werden zur Analyse in
zwei unterschiedlichen Formaten eingesetzt. Um den Antikorper-Fingerabdruck, die
Konsensussequenz und den individuellen Peptidspots im Detail zu ermitteln, bietet der
Mikroarray in Finfer-Konfiguration prézise Messwerte. In dieser Konfiguration wird jede
Substitutionsanalyse von dem Epitop ,HYVPEFKGSLPAPRV* in dreifacher Ausfiihrung mit
Serum eingefarbt. Das reduziert die Fehleranfalligkeit der individuellen Peptidspots und
steigert die Zuverlassigkeit der Ergebnisse. Substitutionsanalysen in 16er-Konfiguration sind
merklich anfalliger fir Messfehler, da jede Farbung nur als Unikat durchgefihrt wird. In dieser
Konfiguration ist das Epitop, welches substituiert wird, auf die Sequenz ,VPEFKGSLP*
begrenzt. Sie bieten sich als kostenglinstige Alternative zu der Flinfer-Konfiguration an, wenn
keine prazisen Messwerte der individuellen RFI von den Peptidspots notwendig sind oder eine

grol3e Menge an parallelen Proben getestet werden muss. Die Qualitat der Peptid-Mikroarrays
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ist von der Produktionscharge abhangig. Deshalb lassen sich absolute Messwerte von
Substitutionsanalysen verschiedener Patienten nur vergleichen, wenn alle verwendeten

Arrays aus derselben Charge stammen oder auf demselben Glastrager untersucht werden.

Alle Patientenseren werden zur Analyse des Antikorper-Fingerabdrucks zur Primarfarbung auf
Peptid-Mikroarrays in FUnfer-Konfiguration aus unterschiedlichen Chargen verwendet. Zum
Vergleich der Signalstarke der Patientenseren untereinander werden diese parallel zur
Primarfarbung in Peptid-Mikroarrays mit 16er-Konfiguration aus gleicher Charge eingesetzt.
Nach den Primarfarbungen werden alle Substitutionsanalysen in der Sekundarfarbung gegen
die Antikdrpertypen IgG und IgA markiert. Im Anschluss an die Sekundarfarbung 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 gefarbte Substitutionsanalyse ergibt einen individuellen
Antikorper-Fingerabdruck, welcher normalerweise aufgrund der zufélligen Selektion eines
Antikorpers fiur jeden Patienten einzigartig sein sollte. Zur Darstellung in Abbildungen werden
die Graustufenbilder in Falschfarben dargestellt. Fir eine bessere Sichtbarkeit werden die
Helligkeit und der Kontrast gleichermafRen verstarkt. Alle Sekundarfarbungen der
Substitutionsanalysen in Flnfer-Konfiguration sind fir IgG in Abbildung 10 und fir IgA in
Abbildung 11  dargestellt. Die Sekundarfarbungen der Substitutionsanalysen in
16er-Konfiguration sind fir 1gG in Abbildung 12 und fir IgA in Abbildung 13

zusammengefasst.

Als Referenzwert der qualitativen Analyse ist in der Flnfer-Konfiguration das unveranderte
Epitop von Anti-Emp in 45-facher Ausfiihrung vorzufinden. Zur Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen der anderen Peptidspots werden diese als Mittelwert zusammengefasst und
dieser als Referenzwert fir Normalisierungen verwendet. Aufgrund der chaotischen Natur von
biologischen Versuchen zeigen die individuellen RFI der einzelnen Spots eine
Heterogenitat auf. Das Berechnen der Standardabweichung (SA) erlaubt es, diese
Heterogenitat zu evaluieren und die Qualitdt des Ergebnisses einzuschatzen. Zeigt eine
Substitutionsanalyse eines Patienten einen Defekt oder ein starkes Messartefakt, ist die SA
Uberdurchschnittlich erhoht. Durchschnittlich liegt diese bei Substitutionsanalysen in der
Funfer-Konfiguration bei 50,0 %. Daher wird diese SA als Schwellenwert fir defekte
Ergebnisse verwendet. Uberschreitet die SA des Mittelwerts, welcher sich aus den
Signalstarken aller mit Patientenserum eingefarbten Peptidspots des originalen Epitops

zusammensetzt, diese Schwelle, wird die Immunfarbung 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 Aminoséure substituiert wird, wird ebenfalls der
Mittelwert aus den Triplikaten gebildet. Zeigt ein Mittelwert eine SA von = 65,0 %, werden die

Messwerte fir diese Substitution eliminiert und nicht in die Zusammenfassung aufgenommen.

Fur 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 fir jede Substitutionsanalyse in 16er-Konfiguration individuell als
Gesamtfluoreszenzintensitat (GFI) zusammenzufassen. Die GFI gibt keine prazise Aussage
Uber die Affinitat, absolute Menge oder Anzahl der involvierten Antikorper, erméglicht aber
eine Anndherung an die relative Menge an Anti-Emp-Antikérper, welche in jedem
Patientenserum vorliegt und ermdglicht somit einen Vergleich der Seren untereinander. Auch
bietet diese Zusammenfassung eine Toleranz gegenlber einer geringen Anzahl von
fehlerhaften Messungen einzelner Substitutionen. Wie auch bei der Funfer-Konfiguration
werden Ergebnisse von der Zusammenfassung ausgeschlossen, wenn die SA des
Mittelwertes der RFI aller Peptidspots des originalen Epitops eine bestimmte Schwelle
Uberschreitet. Durchschnittlich zeigen die Substitutionsanalysen der 16er-Konfiguration eine
SA von 53,8 %. Da die Substitutionsanalysen in dieser Konfiguration aber fehleranfalliger sind
als in der Funfer-Konfiguration, wird eine erhdhte Schwelle bendtigt, damit genug Messwerte
fur einen sinnvollen Vergleich Ubrigbleiben. Die Schwelle ergibt sich daher aus der
anderthalbfachen durchschnittlichen SA, welche auf 80,0 % aufgerundet wird. Jede
Sekundarfarbung wird empirisch auf optische Fehler Gberprift. Zeigt sich hierbei eine zu groRe
Diskrepanz zwischen der GFI und der empirischen Evidenz, werden die Sekundarfarbungen

zutreffender Seren ebenfalls aus der Zusammenfassung ausgeschlossen.
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Substitutionsanalysen Patientenseren, Anti-lgG Fc DyLight® 680,
Funfer-Konfiguration
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Abbildung 10: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glastrager

mit Flnfer-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle fiir den Primarantikérper und benetzen die Arrays
in einem Verdunnungsverhaltnis von 1:100. Gebundene Primarantikbrper werden durch
Anti-lgG Fc DyLight® 680 in der Sekundarfarbung markiert. Substitutionsanalysen, deren SA aufgrund

von Messartefakten die Schwelle Uberschreiten, sind rot umrandet und markiert.
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Substitutionsanalysen Patientenseren, Anti-IgA DyLight" 800,
Funfer-Konfiguration
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Abbildung 11: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glastrager

Serum 5040
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Serum 5247 .

Serum 5436

mit FUnfer-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle fir den Primarantikdrper und benetzen die Arrays
in einem Verdunnungsverhaltnis von 1:100. Gebundene Primarantikbrper werden durch
Anti-IgA DyLight® 800 in der Sekundarfarbung markiert. Substitutionsanalysen, deren SA aufgrund von

Messartefakten die Schwelle tGiberschreiten, sind rot umrandet und markiert.
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Substitutionsanalysen Patientenseren, Anti-lgG Fc DyLight® 680,
16er-Konfiguration
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Abbildung 12: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glastrager
mit 16er-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle fur den Priméarantikdrper und benetzen die Arrays
in einem Verduinnungsverhaltnis von 1:100. Gebundene Primarantikérper werden durch
Anti-IgG Fc DyLight® 680 in der Sekundarfarbung markiert. Die Umrandung und Farbe der Arrays
beschreibt folgende Charakteristika: Blau = keine Besiedlung vorhanden; Gold = Besiedlung vorhanden;
Grin = unbekannter Status; Rot = Mittelwert des Epitops Uberschreitet Schwelle der SA oder zeigt

grolRe Diskrepanz zwischen Messwert und empirischer Evidenz.
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16er-Konfiguration

Substitutionsanalysen Patientenseren, Anti-IgA DyLight® 800,
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Abbildung 13: Mit Patientenseren inkubierte PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays auf einem Glastrager
mit 16er-Konfiguration. Die Seren dienen als Quelle fur den Primarantikdrper und benetzen die Arrays
1:100. durch
Anti-IgA DyLight®800 in der Sekundarfarbung markiert. Die Umrandung und Farbe der Arrays

in einem Verduinnungsverhaltnis von Gebundene Primarantikbrper werden
beschreibt folgende Charakteristika: Blau = keine Besiedlung vorhanden; Gold = Besiedlung vorhanden;
Grin = unbekannter Status; Rot = Mittelwert des Epitops tUiberschreitet Schwelle der SA oder zeigt gro3e

Diskrepanz zwischen Messwert und empirischer Evidenz.
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4.1.1 Analyse des Antikdrper-Fingerabdrucks

Die im Vergleich zur Arbeit von Dr. Weber verhaltnismaRig gréRere Anzahl an Patientenseren
erlaubt es, ein besseres und zuverlassigeres Bild der Substitutionsanalyse des von ihr
entdeckten Anti-Emp-Antikérpers und korrespondierendem  Antikorper-Fingerabdruck
XPEFXGSXX* zu entwerfen”. Zur Analyse der Antikdrper-Fingerabdriicke werden
PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays in Flnfer-Konfiguration verwendet. Dies hat den Vorteil,
dass in der Inkubationskammer fir ein Serum jeweils drei identische Peptidarrays vorliegen,
sodass man fur jede Position einer Substitutionsanalyse drei individuelle Messwerte erhalt.
Entsprechend der Handhabung der Peptidarrays kdnnen sich Verunreinigungen und Artefakte
bilden, welche das Messergebnis verfélschen und somit fir 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 erfahrungsgeman
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 fiir die
zu erwartende Signalstarke bei der Interaktion des Anti-Emp-Antikdrpers mit seinem
tatsachlichen Antigen. Das Ziel ist es hierbei, Positionen innerhalb dieser Sequenz zu finden,
an welchen nur eine geringe Anzahl an Aminosauren ausgetauscht werden kénnen, bevor die
Interaktion zwischen Antikdrper und Antigen kompromittiert wird. Diese Positionen werden als
essenziell im Epitop des Antikdrpers definiert und tragen maRgeblich zur Wechselwirkung
zwischen Antikdrper und Antigen bei. Hierbei gibt es Positionen, die keinerlei und bedingte
Toleranz gegenlber einer Substitution zeigen. Bei keiner Toleranz ist an der jeweiligen
Position nur eine einzige Aminoséaure als Option zulassig. Ohne diese Aminosaure kann der
Antikorper sein Ziel nicht mehr binden. Ist die Toleranz bedingt, dann bleibt die Bindung bei
bis zu vier unterschiedlichen Aminosauren aufrechterhalten. Ob eine Aminoséure an einer
Position Relevanz fur die Bindung des Antikorpers hat, kann in der relativen Signalstérke ihrer
korrespondierenden Peptidspots ermittelt werden. Ist die gemittelte Starke des Signals hierbei
geringer als 60,0 % der Signalstarke des Peptidspots, welcher das Peptid mit der
Originalsequenz enthélt und sich in derselben Spalte befindet, ist von keiner relevanten Rolle
der Aminosaure auszugehen. Die Anzahl an Aminoséuren, welche an der jeweiligen Position
zu der Ausbildung einer Bindung fuhren, sind fir jedes getestete Serum in Tabelle 8 in
Korrespondenz fir Anti-Emp-lgG und in Tabelle 9 in Korrespondenz fir Anti-Emp-IgA
aufgelistet. Fur die Bestimmung der essenziellen Positionen werden fur das Epitop von Anti-
Emp-lgG fast alle und von Anti-Emp-IgA mehr als die Halfte aller getesteten
Substitutionsanalysen verwendet. Die Qualitdt der Signale sind fir Anti-Emp-lgG generell

besser als fur 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 fur eine erfolgreiche Interaktion méglichen Substitutionen an der jeweiligen
Position im Peptid aufgelistet. Der Modalwert beschreibt die haufigste Anzahl an Aminosauren im
gesamten Datensatz fur die jeweilige Position. Fur die Farbkodierung gilt folgende Legende:
Grin = essenzielle Position; Gold= bedingt essenzielle Position; Rot = nicht-essenzielle Position.

Anzahl der essenziellen Aminosauren des Epitops von Anti-Emp-IgG

Pos. 1 2 3 /4|56 |7 |89 10|11 | 12 |13 |14 | 15
1364 201 20 | 5 14 2 |15 | 2 12 | 15| 20 | 17
5006 20 20| 6 18| 2 | 4 |15 | 7 12 | 13 | 20 | 16
5008 19 | 20 | 4 15 2 |12 | 3 10 | 16 | 19 | 17
5012 20| 20| 3 12 | 3 5 8 (13|20 | 20
5015 17 | 20 | 3 9 7 10 | 8 | 20 | 20
5017 20| 20 | 4 12 2 |11 14 | 10 | 19 | 19
5020 20 20 | 3 9 5 5 (13| 20 | 18
5022 201 20| 9 15 2 | 14| 2 10 | 14 | 18 | 14
5030 20 20| 6 14 2 |14 3 10 | 14 | 19 | 19
5031 20 (20 | 5 12 ! 8 |11] 2017
5036 19 120 | 5 12 2 7 |14 |19 | 18
5037 20 20| 3 5 9 - 9 (12 |19 | 15
5040 20120 |19 | 4 17 3 |115| 6 18 | 18 | 20 | 19
5056 201 20 | 4 14 6 | 13 | 2 7 |13 | 18 | 17
5065 16 | 19 | 4 9 5 6 (12|20 | 20
5159 16 |16 | 5 | 2 10 9 | 6 |20 | 16
5192 19 | 20 | 20 | 11 7 3 19 | 15
5213 201 20| 5 9 4 |12 | 19 | 19
5247 19 |1 20 | 6 15 2 |13 | 3 14 | 16 | 19 | 19
5335 20120 | 4 | 2 14| 4 | 3 |14 | 3 14 | 15| 19 | 18
5345 20120 |15 | 5 6 | 10 4 | 5 2 6 |13 | 6
5436 19 | 20 | 2 13 10 | 8 | 20 | 19
5441 20 | 18 | 2 10 3 4 3 11| 20 | 19
5482 201 20 | 6 15| 3| 3 |16 | 2 12 {15 | 19 | 19
5505 20 20| 3 8 5 10 | 17 | 20 | 20
Modalwert | 20 | 20 | 5 14 5 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 fur eine erfolgreiche Interaktion méglichen Substitutionen an der jeweiligen
Position im Peptid aufgelistet. Der Modalwert beschreibt die haufigste Anzahl an Aminosauren im
gesamten Datensatz fur die jeweilige Position. Fur die Farbkodierung gilt folgende Legende:

Griin = essenzielle Position; Gold = bedingt essenzielle Position; Rot = nicht-essenzielle Position.

Anzahl der essenziellen Aminosauren des Epitops von Anti-Emp-IgA

Pos. 1 11 | 12 | 13 | 14 | 15
1364 20 3 |11 |12 |16 | 4
5006 20 15|19 |18 | 19 | 14
5008 19 14 | 16 | 19 | 14
5020 5 10 | 13 | 17 | 16
5022 20 _ 6 | 3 -
5030 19 10 | 14 | 16 | 14 | 11
5031 20 16 | 17 | 18 | 17 | 8
5036 15 2 6 |14 | 13 | 12
5040 20 2 | 8 |10|12| 3
5056 20 2 |11 11| 15| 13
5065 11 3 |13 |16 |20 | 19
5192 11 _ 3|8 [13]10
5247 20 3 [ 1114 |19 | 19
5335 20 2 |14 |13 |17 | 15
5482 19 12 | 18 | 18
5505 12 19 | 20 | 18
Modalwert | 20 16 | 19 | 14

Die Anzahl an Aminosauren in den Tabellen 8 und 9 vermittelt einen Uberblick, wie viele
Substitutionsanalysen an der jeweiligen Position essenziell, bedingt essenziell und
nicht-essenziell sind. Der Modalwert gibt die in dem Testsatz wahrscheinlichste Anzahl fir die
jeweilige Position an. Das Epitop von Anti-Emp-lIgG und -IgA hat am h&ufigsten essenzielle
Positionen an der vierten, finften, sechsten, achten, neunten und elften Position. Die dritte

Position im Epitop ist fur Anti-Emp-IgA haufig nur bedingt essenziell.

Nachdem die essenziellen Positionen im Epitop der Antikdrper ermittelt wurden, wird die
Aufmerksamkeit auf die Aminoséuren gelegt, welche diese Positionen fillen. Hierbei ist von
Relevanz, wie haufig die Aminosduren der Originalsequenz an den essenziellen und bedingt
essenziellen Positionen in der Signalstarke durch andere Aminosduren tbertrumpft werden.

Diese Haufigkeit wird in Tabellen 10 und 11 als Dominanz (Dom.) innerhalb aller verwendeten
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Testseren dargestellt. Des Weiteren kann eine einfache Aussage uber den Grad der
Konservierung getroffen werden, wenn berechnet wird, wie haufig im gesamten Testsatz fur
Anti-Emp-IgG und -IgA die originale Aminosaure durch eine andere ersetzt werden kann. Zu
dieser Berechnung wird die Anzahl der Aminosauren, welche mindestens eine Signalstarke
von 60,0 % gegenlUber ihrer Referenz zeigen, zusammengefasst. Daraufhin wird der
prozentuale Anteil der originalen Aminoséure an dieser Summe berechnet und in den beiden
Tabellen 10 und 11 als Konservierungsgrad (Kons.) angezeigt. Je groRer der Anteil der
originalen Aminosaure, desto starker ist die Aminosdure an dieser Position im Epitop
konserviert. Bei einem geringen Grad ist es wahrscheinlich, dass die Aminosdure an dieser
Position durch eine andere substituiert werden kann und der Antikérper diese Substitution

toleriert.

Sowohl bei dem Epitop von Anti-Emp-IgG als auch -IgA zeigen die originalen Aminosauren
an allen Positionen, aufl’er bei der dritten, eine Dominanz von uber 50,0 %. Der
Konservierungsgrad bei dem Epitop von Anti-Emp-IgG ist an der vierten Position am starksten
und zeigt an dieser Position ausnahmslos die Aminoséure der Referenz. Fir das Epitop von
Anti-Emp-IgA zeigt sich der starkste Konservierungsgrad ebenfalls an dieser Position,
allerdings sind in diesem Fall bei einigen Seren Substitutionen durch andere Aminoséuren
maoglich. Generell ist der Konservierungsgrad fur das Epitop von Anti-Emp-lgG an allen
Positionen gréRer als bei Anti-Emp-IgA. Hierbei ist allerdings deren bessere Signalstarke und
die groRRere Anzahl von erfolgreichen Sekundarfarbungen zu berlcksichtigen. Wahrend
Dominanz und Konservierungsgrad einfache Moglichkeiten sind, um die wichtigsten
Positionen und die Relevanz der originalen Aminosaure hervorzuheben, so erlauben sie keine
gualitative Aussage Uber den individuellen Beitrag jeder Aminosaure zur Bindungsstéarke an
den jeweiligen Positionen. Fir diese Aussage muss die durchschnittliche Signalstarke jedes
individuellen Peptidspots aus allen markierten Substitutionsanalysen berechnet werden. Da
die Substitutionsanalysen der Seren aber auf sechs PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays mit
unterschiedlicher Manufakturqualitat verteilt wurden, ist es nicht sinnvoll, absolute Werte
miteinander zu vergleichen. Um die Messwerte trotzdem zusammenfassen zu kdnnen, werden
sie normalisiert, indem sie zur Signalstarke der originalen Aminosaure in Relation betrachtet
werden. Dies ermdglicht eine qualitative Aussage daruber, wie viel starker oder schwéacher
eine Interaktion zwischen Antikdrper und Antigen fir jede individuelle Aminosaure bei einer

Substitution im Vergleich zur Referenz ist.

100



Tabelle 10 In den Zeilen werden die Designationen der unterschiedlichen Testseren und entlang der
Spalten die essenziellen Aminoséuren an der jeweiligen Position im Peptid aufgelistet. An jeder Position
wird die Darstellung auf maximal vier Aminoséauren begrenzt. Alle Aminoséuren sind von links nach
rechts entsprechend ihrer Signalstarke absteigend sortiert. Die Aminoséuren aus der Originalsequenz
sind in Rot markiert.

Aminosauren 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 AST,P E,P,AV
5008 P E F G S, A P,AE
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,AT P,V,E, A
5056 P E F G V, S, A 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,AV
5335 P, Q E F G,N, QA S,AG P,AE
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,AP P
5482 P E F G,AE S,AG 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 Aminoséuren an der jeweiligen Position im Peptid aufgelistet. An jeder Position
wird die Darstellung auf maximal vier Aminoséauren begrenzt. Alle Aminoséuren sind von links nach
rechts entsprechend ihrer Signalstarke absteigend sortiert. Die Aminoséuren aus der Originalsequenz
sind in Rot markiert.

Aminosauren 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.R, | F, D,

E,G,V, || EDP,V P,NE,G|P,ST,N|EPM,Y

W,Q | Y,E

5008 | P,V, I P E F G S, A P,E AV
5020 Vv 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| EK F,H |P,G,HN|P,NG,S|NPED
5031 F, D,

,P,N,T| P, N E H E " E G,N,V,W| S, EV,N|PNTM
5036 | I,V,P P G, EK F G S,F P, K
5040 | P, T, I,V P,V G S P,V
5056 | V,A, P, I P E F,E G AV, S, | P,V
5065 |E,P,I,V|EPNY| ER F,E G S, W, R P,Y,E
5192 Q,P,

. M, QP V| E F G S P

5247 |P,V,,Q| P,Q E F G,Q |SAPG| PAS
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. | 313% | 750% | 93,8% |100,0% | 81,3 % 81,3 % 75,0 %
Kons. | 122% | 239% | 69,6% | 41,0% | 33,3 % 23,9 % 22,9 %

Die Zusammenfassung der durchschnittichen RFI aller Peptidspots wird in einem
Aminoséaureblot dargestellt und fiir das Epitop fur Anti-Emp-IgG in Diagramm 2 und das Epitop
von Anti-Emp-IgA in Diagramm 3 dargestellt. Zur besseren Ubersichtlichkeit werden
Aminoséauren, welche durchschnittlich weniger als 60,0 % RFI gegenuber der originalen
Aminoséaure zeigen, ignoriert. Saure Aminoséauren sind in Rot, basische in Blau, unpolare in

Grau, polare in Griin und aromatische Aminosauren in Pink eingefarbt.
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Zusammengefasster Aminosadureblot
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Diagramm 2: Der Aminosaureblot zeigt die durchschnittliche RFI der Sekundarfarbungen gegen IgG
von Peptidspots deren Sequenz eine substituierte Aminosaure enthalt. Die Signalstéarke der Peptidspots
wird hierbei in Relation zu der durchschnittlichen RFI der Peptidspots mit der originalen Peptidsequenz
gesetzt. Es werden nur Aminosduren angezeigt, deren RFI mindestens 60,0 % der originalen
Aminosaure entsprechen. N = Stichprobenumfang.

Der Aminoséureblot 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 fur Anti-Emp-lgG, beziehungsweise an der achten Position flr das
Epitop von Anti-Emp-IgA, ist im Durchschnitt eine Substitution durch eine andere Aminosaure
an essenziellen Positionen mdglich. Die Signalstarke dieser Aminoséuren ist aber schwacher

und weist eine sehr grof3e SA auf.

An den nicht-essenziellen Positionen zeigt sich ein breites Spektrum an Aminosauren, welche
das Original ersetzen konnen, ohne dass die Bindung zwischen Antikdrper und Epitop
eingeschrankt wird. Viele dieser substituierenden Aminosauren kénnen die Bindungsaffinitat
sogar verbessern. Hierbei sind es hauptséchlich die sauren und polaren Aminoséauren, zu
welchen das Paratop eine verstéarkte Affinitat zeigt. Bei dem Epitop von Anti-Emp-IgG werden
mit Ausnahme der zweiten und zehnten Position die drei Substitutionen, welche die grofdte
Signalstéarke zeigen, von den beiden sauren Aminosauren und Methionin dominiert. Da die
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beiden sauren Aminoséuren eine negative Ladung besitzen, kann angenommen werden, dass
diese bei der Substitution die Interaktion mit einem lokal positiv geladenen Paratop verstarken.
Die einzige Besonderheit, welche die Aminosdure Methionin besitzt, ist die, dass sie Uber ein
Schwefelatom verfiigt. Cystein, welches ebenfalls ein Schwefelatom besitzt, zeigt allerdings
im Vergleich zur Referenz kein aufallig starkes Signal, weshalb nicht davon auszugehen ist,
dass dieses Atom malgeblich zur Bindungsaffinitat beitragt. Methionin zeigt allerdings eine
verstarkte Affinitat bei der Interaktion mit aliphatischen Aminosauren . Daher kann dies ein
Hinweis fur die Anwesenheit dieser Aminosauren im Paratop sein. An der zweiten Position
zeigen sich ebenso Prolin und Valin als sehr stabile Substitutionen. Die zehnte Position kann
nicht durch die Asparaginsaure substituiert werden, zeigt aber eine gute durchschnittliche
Signalstarke bei der Aminosaure Valin. Prolin hat eine starke Affinitat zu aromatischen
Aminosauren und Valin ist eine stark hydrophobe Aminosaure. Wenn das Original durch
diese beiden Aminosauren substituiert wird, ist das ein Hinweis auf aromatische und
hydrophile Aminosauren in den hypervariablen Regionen des Antikorpers. Aromatische,
basische und unpolare Aminosauren kénnen das Original zwar auch erfolgreich substitutieren,
allerdings ist die Signalstarke bei diesen Substitutionen Gberwiegend schwécher als bei der
Referenz. Die durchschnittliche Signalstarke der Substitutionen des Epitops von Anti-Emp-
IgA erganzt sich mit der von Anti-Emp-IgG an den Positionen 13 bis 15. In den vorderen,
nicht-essenziellen Positionen zeigen sich aber grof3ere Unterschiede. In der ersten Position
haben Prolin und Valin eine gréRere durchschnittliche Signalstarke als Methionin. An der
zweiten Position dominieren die beiden sauren Aminosauren nicht. Dafiir zeigen Asparagin,
Methionin, Prolin und Valin ein sehr starkes Signal. Position 7 zeigt derweil zusatzlich bei Serin
und Valin eine starke RFI im Vergleich zur originalen Aminosaure. Glycin zeigt sich als
dominante Aminoséaure mit einer verhaltnismalig groRen RFI an Position 10, und an
Position 12 zeigt Valin eine gréRere Signalstarke als Methionin. Beide Antikbrpertypen zeigen
eine ahnliche Verteilung bei den durchschnittlichen Signalstarken von aromatischen,
basischen, polaren, sauren und unpolaren Aminosauren an den nicht-essenziellen Positionen,
auch wenn sich das Verhéltnis der Signalstarken der individuellen Aminosauren zur

Originalsequenz im Detail unterscheidet.

Erneut ist hier zu beachten, dass die Population, aus welcher die Daten gewonnen werden,
fur das Epitop von Anti-Emp-IgA nur halb so grof3 ist, wie bei Anti-Emp-1gG. Es ist daher

davon auszugehen, dass das Ergebnis des Epitops von Anti-Emp-lgG zuverlassiger ist.
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Zusammengefasster Aminosaureblot
Substitutionsanalysen Anti-Emp-IgA
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Diagramm 3: Der Aminosaureblot zeigt die durchschnittliche RFI der Sekundarfarbungen gegen IgA
von Peptidspots deren Sequenz eine substituierte Aminosaure enthalt. Die Signalstarke der Peptidspots
wird hierbei in Relation zu der durchschnittlichen RFI der Peptidspots mit der originalen Peptidsequenz
gesetzt. Es werden nur Aminosduren angezeigt, deren RFI mindestens 60,0 % der originalen

Aminosaure entsprechen.

Der in Dr. Webers Dissertation vorgeschlagene Antikdrper-Fingerabdruck ,XPEFXGSXX" kann
mit einer groReren Auswahl an Testseren bestétigt werden. Die Aminosaure an der dritten
Position des Epitops ist hur bei dem Epitop von Anti-Emp-IgA bedingt essenziell, da sie in den
meisten Fallen durch einige weitere Aminosauren substituiert werden kann. Allerdings kann
die Aminosaure an der elften Position des Epitops in den meisten Féllen nicht durch eine
andere Aminosaure ersetzt werden, weshalb die Ergebnisse nahelegen, diese Position in den
Antikorper-Fingerabdruck als essenzielle Position aufzunehmen. Entsprechend lautet die
Sequenz des Antikorper-Fingerabdrucks dann  XPEFXGSXP".
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4.1.2 Konsensussequenz des Anti-Emp-Epitops

Die Substitutionsanalyse eines Epitops ermdglicht es, die Sequenz zu bestimmen, welche im
untersuchten Bereich im Konsensus die groRte Wahrscheinlichkeit hat, die beste Affinitéat
gegenltber dem Antikérper zu ermdéglichen. Wahrend die originale Aminosauresequenz des
Epitops ,HYVPEFKGSLPAPRV* an den essenziellen und bedingt essenziellen Positionen dem
Optimum entspricht, verstarkt eine Substitution an den nicht-essenziellen Positionen oftmals
die Interaktion zwischen Antikérper und Antigen. Die Konsensussequenz entspricht derjenigen
Aminosauresequenz, welche an jeder Position die Aminosaure enthalt, welche dort im

gesamten Datensatz am haufigsten die grofdte Signalstéarke zeigt.

Die Konsensussequenz fir das Epitop von Anti-Emp-lgG entspricht der Aminosauresequenz
,EEVPEFDGSEPEEDD'. Bei Anti-Emp-IgA ergibt sich fir dasselbe Epitop die
Konsensussequenz ,E(E/P)VPEFMGSVPEPEV‘. Beide Sequenzen geben vor, welche
Aminosauresequenz fur die jeweilige Antikorperklasse am haufigsten die beste Affinitat
gegeniber Anti-Emp zeigen wirde. 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
Aminosauren in der Konsensussequenz haufiger durch eine von der Originalsequenz
abweichenden Aminosaure substituiert. Saure Aminosauren treten bei diesen Substitutionen
hierbei am haufigsten auf. An den ersten beiden Positionen von beiden Epitopen ist die
originale Aminosaure in keinem Serum dominant vertreten. Dasselbe gilt fur die siebte Position
des Epitops von Anti-Emp-IgG. Die Annahme liegt daher nahe, dass die Aminosauren dieser
Positionen in der Originalsequenz keinerlei Funktion besitzen, um die Interaktion zwischen

Antikérper und Antigen zu unterstiitzen.

In Diagramm 4 ist die Konsensussequenz fur das Epitop von Anti-Emp-IgG und in Diagramm 5

die Konsensussequenz fiir das Epitop von Anti-Emp-IgA zusammengefasst.
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Konsensussequenz
Anti-Emp-lgG
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Diagramm 4: Aus den dominierenden Aminosduren des gesamten Datensatzes lasst sich die

Konsensussequenz bestimmen. Das gestapelte Diagramm ist entsprechend der Haufigkeit von unten
nach oben absteigend sortiert. Der Balken mit der gré3ten Haufigkeit ist durch eine violette Umrandung

hervorgehoben. Die Konsensussequenz ist am Ful3e der Stapel zusammengefasst.
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Diagramm 5: Aus den dominierenden Aminosduren des gesamten Datensatzes lasst sich die

Konsensussequenz bestimmen. Das gestapelte Diagramm ist entsprechend der Haufigkeit von unten
nach oben absteigend sortiert. Der Balken mit der gréRten Haufigkeit ist durch eine violette Umrandung
hervorgehoben. Die Konsensussequenz ist am Ful3e der Stapel zusammengefasst. Gibt es zwei Balken

mit demselben Wert, wird zusatzlich die konkurrierende Aminosaure im Balken darliber angegeben.
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4.1.3 Vergleich der Signalstarken zwischen den Testseren

Fur 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 Verfligung. Dies bietet die Mdglichkeit, eine statistische Analyse der Patienten
durchzufiihren, um zu Uberprifen, ob die Charakteristika einen Einfluss auf die Signalstarke
der Substitutionsanalyse haben. Um einen Vergleich durchzufihren, missen die
Signalstarken fur jedes Serum in eine vergleichbare Form gebracht werden. Zu diesem Zweck
wird die durchschnittliche Signalstarke jedes Peptidspots der Substitutionsanalyse als
Mittelwert zusammengefasst und als GFI definiert. Diese GFI kann zwar keine Aussage uber
die Menge der Antikorper innerhalb der Testseren treffen, erlaubt es aber, die relative Affinitat
einzuschatzen. Somit kann diese zwischen den Testpersonen verglichen werden und es ist
eine einfache statistische Analyse der anonymisierten Charakteristika im Zusammenhang mit
Anti-Emp mdglich. Alle Testseren werden als Primarfarbung auf PEPperCHIP® Peptid-
Mikroarrays in 16er-Konfiguration mit derselben Manufakturqualitat inkubiert. Unterschiede,
welche durch eine individuelle Qualitat der Substitutionsanalysen entstehen, kdnnen daher
vernachlassigt werden. In der Sekundarfarbung werden auf den Peptidspots gebundene Anti-
Emp-lgG und -IgA markiert. Die Detektion von Anti-Emp-IgA und -lgG wird mit
unterschiedlichen Anregungsquellen, Detektoren und Sekundarantikbrpern vollzogen. Da
deren Diskrepanz in der Detektionsempfindlichkeit sich mit den zur Verfligung stehenden
Mitteln nicht bestimmen lasst, kann die GFI dieser beiden Antikérpertypen nicht miteinander

verglichen werden.

Nicht jedes Serum zeigt bei der Farbung von Anti-Emp-IgA ein ausreichendes Signal fir ein
sichtbares Muster. In diesen Fallen ist davon auszugehen, dass das Serum Uber keine
passenden Antikorper verfiigt, um die Substitutionsanalyse einzufarben. Bei Arrays, auf denen
nach der Sekundarfarbung kein sichtbares Muster zu erkennen ist, wird der Wert der GFI
deshalb auf 0,0 gesetzt. Die Informationen Uber 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 miteinander auf signifikante
Unterschiede verglichen. Bei dieser Analyse wird die Streuung der Mittelwerte betrachtet,
welche sich oberhalb der errechneten SA befinden. Der g-Wert gibt hierbei an, wie weit die
Mittelwerte auseinanderstreuen und steigt mit zunehmender Divergenz. Das Signifikanzniveau
a gibt vor, ab welchem g-Wert der Unterschied zwischen Gruppen, in Abhangigkeit des
Strichprobenumfangs, als signifikant gilt. Je kleiner das a, bei dem noch eine Signifikanz

erreicht werden kann, desto zuverlassiger ist die Signifikanz.
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Tabelle 12: Informationen Uber die individuellen Charakteristika der Spenderseren.

Patientencharakteristika
Serum Besiedlungsstatus Geschlecht Alter Allergie Nikotin

1364 Person besiedelt unbekannt | unbekannt | unbekannt | unbekannt
5006 Person nicht besiedelt mannlich 25 nein nein
5008 Person besiedelt weiblich 24 ja ja
5012 Person nicht besiedelt weiblich 21 ja nein
5015 Person nicht besiedelt mannlich 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 mannlich 23 ja nein
5065 Person nicht besiedelt mannlich 25 nein nein
5159 Person besiedelt weiblich 26 nein nein
5192 Person nicht besiedelt mannlich 32 ja nein
5213 Person nicht besiedelt weiblich 23 nein nein
5247 Person nicht besiedelt méannlich 21 nein nein
5335 Person besiedelt weiblich 23 nein nein
5345 Person besiedelt mannlich 24 nein ja
5346 Person nicht besiedelt mannlich 24 ja nein
5436 Person nicht besiedelt weiblich 54 nein nein
5441 Person nicht besiedelt weiblich 24 nein nein
5482 Person nicht besiedelt mannlich 28 nein nein
5505 Person nicht besiedelt weiblich 25 nein nein
FS1 unbekannt mannlich unbekannt | unbekannt | unbekannt
FS2 unbekannt weiblich unbekannt | unbekannt | unbekannt
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Die Gruppen werden fur jeden Vergleich in Gruppe A und B eingeteilt. Eine Verteilung der

Gruppen ist in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: Gruppen innerhalb der Testpopulation, welche fir einen statistischen Vergleich

gegenubergestellt werden.

Gruppenverteilung fur statistischen Vergleich der GFl

Charakteristika Gruppe A Gruppe B Diagramm
Besiedlungsstatus Person besiedelt | Person nicht besiedelt Diagramm 6
Geschlecht mannlich weiblich Diagramm 7
) _ keine bekannten )
Allergien Allergiker _ Diagramm 8
Allergien
Alter junger als 25 25 und alter Diagramm 9

Fir einen Vergleich von Personen bezuglich ihres Tabakkonsums stehen nicht genug Raucher
im Testsatz zur Verfligung. Die statistischen Ergebnisse jeder ANOVA sind in Tabelle 14

aufgelistet.

Eine einfache statistische Analyse der GFl kann in Unabhangigkeit der Charakteristika
durchgefuhrt werden. Alle Sekundarfarbungen von IgG zeigen eine erkennbare
Substitutionsanalyse. Bei der Farbung von Anti-Emp-IgA wiederum sind bei vier von 23
glltigen Substitutionsanalysen kein sichtbares Signal zu erkennen, was einem Anteil von
17,4 % aller giltigen Analysen entspricht. Der Wert der GFlI ist fir Anti-Emp-lgG relativ
homogen verteilt. So sind 44,4 % aller Intensitaten groRer und 55,6 % niedrigerer als der
Mittelwert. Der Mittelwert dieser Signale ist um 16,7 % grof3er als der Median. Im Vergleich ist
diese Statistik fur alle Anti-Emp-lgA-Farbungen sehr heterogen, da 21,7 % aller Werte Uber
und 78,3 % unter dem Mittelwert liegen, was zur Folge hat, dass dieser mehr als fliinfmal so
hoch ist wie der Median. In der Verteilung der GFI zeigen IgA-assoziierte Signale eine fast
zwolffach groRere Varianz als IgG-assoziierte. Bei Personen, deren GFI von Anti-Emp-IgA im
starksten Viertel des gesamten Testsatzes vertreten ist, befindet sich die GFI von Anti-Emp-
IgG am haufigsten im zweitschwachsten Viertel aller Seren. Insgesamt zeigen zwei
Testpersonen eine GFI die sich jeweils bei beiden Antikbrpertypen mit der Signalstarke im
obersten Viertel des gesamten Testsatzes befindet. Beide Seren stammen von Patientinnen
ohne Besiedlung, welche alter 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
Signalstéarke jeweils bei beiden Antikdrpertypen im schwéchsten Viertel des gesamten
Testsatzes befindet. Die zugehérigen Patienten sind jinger als 25 Jahre alt und haben keine
Allergien. Zwei der drei Patienten sind nicht besiedelt und weiblich, die dritte Person ist

besiedelt und mannlich.
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Tabelle 14: Die Ergebnisse der ANOVA jedes Vergleichs im Uberblick. Die Mittelwerte sind fur beide

Gruppen mit SA angegeben. Fir jeden Vergleich wird ein g-Wert nach Tukey errechnet und

entsprechend das Bestehen einer Signifikanz ermittelt.

ANOVA nach Tukey
Vergleich Mittelwert (SA) in Mittelwert (SA) in g-Wert Signifikanz
RFU [%] Gruppe A | RFU [%] Gruppe B
Besiedlungsstatus
19G 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* 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 Nein
Allergien IgG 1468,2 (+ 32,9 %) 846,8 (+ 65,1 %) 4,0 pe!
a=5x10?
Allergien IgA 1182,8 (+ 149,0 %) | 1049,4 (+ 240,9 %) | 1,7 x 10! Nein
Geschlecht IgG 1127,9 (+ 63,3 %) | 1228,3 (+ 58,3 %) | 4,8 x 10* Nein
Geschlecht IgA 944.4 (+ 168,0 %) | 1119,4 (+ 238,5%) | 2,5 x 10 Nein

In den ANOVA zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen der

Allergiker und der Patienten ohne Allergie bei einem avon5x 102 Bei dem
Besiedlungsstatus zeigt Gruppe B bei der durchschnittlichen GFI fir Anti-Emp-IgG ein um
1,7% und fur Anti-Emp-IgA ein um 35,7 % starkeres Signal als Gruppe A. Beim
Altersvergleich zwischen den beiden Gruppen zeigt sich bei Gruppe B der Wert fur Anti-Emp-
IgG um 37,6 % und der fir Anti-Emp-IgA um 78,9 % erhoht. Im Vergleich zwischen den
allergischen und bei Personen ohne Allergie zeigt sich eine um 73,4 % erhohte Intensitét bei
dem Anti-Emp-lgG und eine um 12,7 % erhohte Intensitat bei dem Anti-Emp-IgA flr die
Gruppe A. Werden die GFlI entsprechend der Geschlechtszugehorigkeit miteinander
verglichen, zeigt sich bei der Gruppe B ein um 8,9 % grél3eres Signal bei Anti-Emp-lgG und

bei Anti-Emp-IgA ein um 18,5 % gréRReres Signal als bei Gruppe A.

Die Ergebnisse zeigen, dass keine Korrelation zwischen dem Besiedlungsstatus und der
Signalstarke der Substitutionsanalysen des Anti-Emp-Antikérpers 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
fur eine statistische notwendige Menge von mindestens 100 Stichproben durchgefihrt wird.
Die Analyse liefert deshalb nur schwache Anhaltspunkte fur eine Annaherung einer méglichen
Korrelation bietet aber Hinweise dafir, nach welchen Charakteristika zukinftige Stichproben

ausgewahlt werden sollten. Auch wurden alle besiedelten Personen nur auf nasale
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Kolonisierung getestet, wodurch eine Unscharfe durch andere Kolonisierungsbereiche

gegeben ist.
Box-Plot Gesamtfluoreszenzintensitat (GFl)
Vergleich Patientenseren - Besiedlungsstatus
1,0x10° 1 [_]25,0 bis 75,0 % .
T Bereich innerhalb 1,5 IQR
— Medianlinie
— O Mittelwert
)
ﬁg 8,0 x 10° 1
£
y
e
© 6,0x10°
3 .
QL
% .
©
N 4,0 x10°
o
(]
>
=
€
& 3
@ 2,0x10%
(O]
O]
0,0 S S—
I I I I
1gG besiedelt N =9 IgG nicht besiedelt IgA besiedelt N = 6 IgA nicht besiedelt
N =16 N=16

Besiedlungsstatus
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 Intensitéat
werden innerhalb des Rechtecks als Rauten dargestellt. Werte die auRerhalb des anderthalbfachen

Interquartilsabstands (IQR) liegen, werden als statistische Ausreif3er betrachtet.

Die grof3e SA innerhalb der Box-Plots, welche aus den GFI der mit Anti-Emp-IgG markierten
Arrays erzeugt werden, entspricht den Erwartungen, da der individuelle Antikorpertiter
innerhalb einer groReren 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 grofR3en

Heterogenitat in den Antikdrpertitern eine deutlich vergrofRerte SA.
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Box-Plot Gesamtfluoreszenzintensitat (GFl)
Vergleich Patientenseren - Alter

1,0x10* 1 [_J25,0 bis 75,0 % .
T Bereich innerhalb 1,5 IQR
— Medianlinie

O Mittelwert

8,0 x 10° -

6,0 x 10° -

4,0 x 10°%

Gesamtfluoreszenzintensitat (GFI) in [RFU]

2,0 x 10° s
. ©
1 RS . é
. .
0.0 —1 %,
1 I I I

IgG unter 25 1gG 25 und IgA unter 25 IgA 25 und

N =15 alterN=9 N=13 alterN=8
Alter

Diagramm 7: Die Verteilung der GFI der Anti-Emp Substitutionsanalysen im Vergleich von Personen
die jinger und alter als 25 Jahre alt sind. Alle Werte zwischen 25,0 und 75,0 % der maximalen Intensitat
werden innerhalb des Rechtecks als Rauten dargestellt. Werte die au3erhalb des anderthalbfachen IQR
liegen, werden als statistische Ausreil3er betrachtet.
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Box-Plot Gesamtfluoreszenzintensitat (GFI)
Vergleich Patientenseren - Allergien

1,0x10* 9 [_]25,0 bis 75,0 % .
T Bereich innerhalb 1,5 IQR
— Medianlinie
O Mittelwert

8.0 x 10° *  Signifikanz bei Signifikanzniveau a = 5 x 102

6,0 x 10° -

4,0 x 10°%

2,0 x 10°

Gesamtfluoreszenzintensitat (GFI) in [RFU]

O
i ~ S
0,0 2o—o—o* o
1 I I I
IgG Allergien IgG Allergien nicht IgA Allergien IgA Allergien nicht
bekanntN =9 bekannt N = 15 bekannt N = 6 bekannt N = 15

Status von Allergien
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 Intensitat
werden innerhalb des Rechtecks als Rauten dargestellt. Werte die au3erhalb des anderthalbfachen IQR
liegen, werden als statistische Ausreil3er betrachtet.
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Box-Plot Gesamtfluoreszenzintensitat (GFI)
Vergleich Patientenseren - Geschlecht
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Geschlecht

Diagramm 9: Die Verteilung der GFI der Anti-Emp Substitutionsanalysen im Vergleich von mannlichen

und weiblichen Personen. Alle Werte zwischen 25,0 und 75,0 % der maximalen Intensitat werden
innerhalb des Rechtecks als gedrehte Quadrate dargestellt. Werte, die au3erhalb des anderthalbfachen

IQR liegen, werden als statistische Ausrei3er betrachtet.
4.1.4 Unterschiede der Gruppen in Konsensussequenz und Aminosaureblot

Durch die Einteilung der Testseren nach Gruppen in Kapitel 4.1.3 ,Vergleich der
Signalstarken zwischen den Testseren® lasst sich die Konsensussequenz und der
Aminosaureblot innerhalb dieser Gruppen auf auffallige Unterschiede untersuchen. Um die
Unterschiede moglichst prazise hervorzuheben, wird nur der Datensatz aus den PEPperCHIP®
Peptid-Mikroarrays in Finfer-Konfiguration nach der Sekundarfarbung mit Anti-IgG
Antikdrpern verwendet. Die Messdaten aus der Sekundarfarbung gegen IgA sind fur diesen
Vergleich aufgrund der hohen SA zu ungenau um fiir diese Analyse berticksichtigt zu werden.
Fur jede einzelne Gruppe aus Tabelle 13 wird eine Konsensussequenz und ein

Aminoséaureblot erstellt und die Ergebnisse entsprechend der Paarungen gegeniibergestellt.
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Da die meisten Daten in diesem Vergleich keine auffalligen Unterschiede zeigen, wird der

Fokus auf die hervorstechenden Differenzen begrenzt.

Alle essenziellen und bedingt essenziellen Positionen zeigen bei der Konsensussequenz die
originale Aminosaure bei den entsprechenden Positionen. An einigen Positionen von nicht
essenziellen Aminosduren  treten  von der bisherigen Konsensussequenz
,EEVPEFDGSEPEPDD* abweichende Aminosauren auf. Die Differenz in der Haufigkeit ist in
den meisten Fallen allerdings nur geringfuigig. Zwischen besiedelten Personen und Personen
ohne Besiedlung gibt es einen auffalligen Unterschied in der ersten Aminosaure der
Konsensussequenz. Hier zeigen Personen ohne Besiedlung deutlich haufiger die
Glutaminsaure als dominante Aminosaure. Der gréf3te Unterschied der Konsensussequenz ist
zwischen mannlichen und weiblichen Testpersonen zu sehen. So liegt die Aminosaure Prolin
bei weiblichen Patienten nur an zweiter Position als dominante Aminosaure vor. Ebenso ist bei
den Seren von Patientinnen an der 14. Position der Konsensussequenz deutlich haufiger die

Aminosaure Asparaginsaure dominant als bei méannlichen Patienten.

Damit im Aminoséaureblot der Gruppen ein Unterschied als auffallig gilt, muss zwischen der
durchschnittlichen Signalstarke eines Peptidspots mindestens eine Differenz von 30,0 %
zwischen den beiden Gruppen vorliegen. Nach diesen Kriterien zeigen besiedelte Personen
bei der Substitution der Aminosdure an der zweiten Position ein um Uber 30,0 % starkeres
Signal, wenn die originale Aminosaure mit einem Asparagin oder Lysin getauscht wird.
Dagegen zeigt das Epitop von Personen ohne Besiedlung eine um mehr als 30,0 % grbRere
Signalstarke, wenn die Aminosdure an der 14. Position durch eine saure Aminosaure
substituiert wird. Weiter ist die Signalstarke von Personen ohne Besiedlung im Vergleich zu
besiedelten Personen um 31,7 % hoher, wenn die Aminosaure an der 15. Position durch eine
Asparaginsaure getauscht wird. Personen, die 25 Jahre alt oder alter sind, zeigen im Vergleich
zu jingeren Personen eine um 37,1 % groRBere Fluoreszenzintensitat, wenn die Aminosaure
an der siebten Position durch Asparaginsaure ersetzt wird. Der betragsmafiig grofite
Unterschied in der individuellen Signalstarke zeigt sich zwischen mannlichen und weiblichen
Patienten. Die Sekundarfarbungen von Frauen zeigen im Durchschnitt ein um 47,9 %
starkeres Signal bei der Substitution von Asparaginséure an der siebten Position. Derweil zeigt
das Serum von Mannern in der Sekundarfarbung eine um fast 40,0 % erhdhte RFI, wenn die
originale Aminosaure an dieser Position durch Asparagin oder Arginin substituiert wird. Bei
einer Substitution durch Glutamin ist diese Differenz auf 55,4 % erhdht. Patienten mit und ohne

Allergien zeigen keine auffélligen Unterschiede.
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4.2 Affinitatschromatographie

Als sehr effiziente Methode, um Anti-Emp-Antikdrper aus Blutserum zu isolieren, bietet sich
die Affinitatschromatographie an. Die Methode nutzt das Epitop des Emp-Antikdrpers als
stationdre Phase um eine mdoglichst hohe und reine Menge des Antikdrpers zu erhalten.
Hierbei wird die Spezifitat und Affinitdt zwischen Antikbrper und Antigen ausgenutzt. Die
Epitope werden in Form von modifiziertem Peptid als Antigen an ein kommerziell erhéltliches
Harz gekoppelt. Unter der Ausbildung einer Thioetherbindung wird das Cystein der
modifizierten Peptide mit den lodacetylgruppen des Harzes verknipft. Durch S&ulenhilsen
wird anschlieRend die optimale Durchmischung zwischen Harz und Serum und die
anschliel3end Elution gewahrleistet. Zur Elution wird die Interaktion zwischen Antikérper und
Epitop durch séurebasierte Denaturierung geschwacht. Hierbei wird die Funktionalitat der
Antikorper zu einem gewissen Grad reduziert, weshalb eine Kontrolle der Aktivitat der eluierten
Antikoérper nach der Elution notwendig ist. Wahrend die Spezifitat zwar explizit den Anti-Emp-
Antikorper selektiert, so ist nicht auszuschlie3end, dass auch weitere Antikérper mit ahnlicher
Spezifitat aufgereinigt werden. Diese Methode selektiert nicht nach Antikérperklasse. Da alle
Antikorperklassen im Blutserum vertreten sind, ist innerhalb des Eluats ein Antikérpergemisch

mit hauptsachlichem Anteil an IgG zu erwarten.
4.2.1 Sondierung fur optimale Parameter

Das Ziel der Affinitatschromatographie ist es, eine moglichst reine und grof3e funktionale
Menge des gewunschten Antikorpers zu erhalten. Wahrend ein Peptid, welches der
Konsensussequenz entspricht, eine maximale Affinitdt zwischen Epitop und Antikorper
gewahrleisten wirde, ware durch die sehr starke Veranderung der Aminosauresequenz mit
einer stark erhdhten Anzahl an unbestimmten Kreuzreaktionen zu rechnen. Da zusatzlich die
Elution des Antikdrpers auf einer Abschwachung der Wechselwirkung gegeniiber des Epitops
basiert, kann eine verstarkte Affinitdt die Ausbeute durch erhthte Retentionswirkung sogar

reduzieren.

Um den Einfluss der Retention wahrend der Elution zu beurteilen, wird die
Affinitatschromatographie deshalb mit zwei Epitopen durchgefiihrt. Als das Peptid mit der
starkeren Affinitdt wird die Originalsequenz ,HYVPEFKGSLPAPRV‘ (normales Epitop)
verwendet. Das zweite Peptid fur diesen Versuch hat eine niedrigere Affinitat als die
Originalsequenz und besitzt die Aminosauresequenz ,HYVPEFKGGLPAPRV‘ (schwaches
Epitop). Das Spenderserum fiir die Affinitatschromatographie stammt von FS2 und gemaf der
zugehorigen Substitutionsanalyse entspricht die Signalstarke dieses Peptids fir IgG nur

29,5 % und fUr IgA einen undefinierbaren Anteil des Originals.

118



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)
durchgefuhrt. Um ungebundene und konkurrierende Antikérper oder Proteine mit einer
geringeren Affinitat aus der stationaren Phase zu spilen, wird diese vor der Elution mehrfach

mit Waschpuffer gespult.

4.2.1.1 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der aus dem Serum isolierten Antikdrper wird nach der Elution
photometrisch durch Messung der Absorption (Abs) bei ODa2go mittels einem NanoDrop® 1000
Spektralphotometer bestimmt. Entsprechend der Herstellerangaben entsprechen 1,0 Abs
einer Konzentration von 1,0 mg/mL Protein. Zusatzlich zu den Proben wird der Proteingehalt
von vor der Elution durchgefihrten Waschschritten gemessen, um einen eventuellen
Proteinverlust durch diese Waschritte nachzuweisen. Bei der ersten Durchfihrung der
Affinitdtschromatographie wird im Unterschied zZu der Methodik in
Kapitel 8.2.1.3 ,Affinitdtschromatographie® nur eine einzige Elution mit der Halfte des dort
angegebenen Volumens (2,5 mL) von jeder Saule durchgefuhrt. Waschpuffer-Formulation 1
enthalt keine zusatzlichen 1,0 M Natriumchlorid und von den Waschschritten wird nur von
Durchlauf 2 (DL 2) eine Probe fiir jedes Epitop enthommen. Auf3erdem wird ein zweiter
Waschschritt mit doppelt destilliertem Wasser (ddH20O) direkt nach der Probenentnahme von
DL 2 durchgefuihrt und als weitere Probe in die Analyse mit aufgenommen. Diese zusatzliche
Kontrolle erlaubt es, denn Einfluss der Salzkonzentration auf die Elution abzuschatzen. Als
Blindwert fur die photometrischen Messungen der Proben wird Elutionspuffer verwendet. Fir
DL 2 wird Waschpuffer-Formulation 2 als Blindwert benutzt. Alle photometrischen Messungen
in ddH,O verwenden fiir diesen Zweck die gleiche Flissigkeit ohne Probe. Alle Messwerte

sind in Tabelle 15 aufgelistet.

Das schwache Epitop zeigt eine deutlich gréRere Wirkung darin, Proteine aus der stationdren
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 Saule eluiert. Die stationare Phase mit dem normalen Epitop
zeigt bei der Elution keinen entscheidenden Unterschied zwischen den beiden pH-Werten.
Dies lasst vermuten, dass der Effekt, welcher die Proteine in der stationdren Phase zuriickhalt,
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 stationaren 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 Flussigkeit als wirksamer

Waschpuffer anzuzweifeln ist, um konkurrierende Proteine zu entfernen. Der Waschpuffer
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zeigt derweil eine drei- bis viermal so starke Elutionswirkung im Vergleich zu ddH.O. Die
Salzkonzentration hat daher einen deutlichen Effekt auf die Wascheffektivitat. Waschpuffer-
Formulation 2 eignet sich daher, um Verunreinigungen und unspezifische Proteine von der

stationdren Phase zu spulen.

Tabelle 15: Absorptionswerte und ungefédhre Proteinmenge innerhalb der Elutionen aus der
Affinitatschromatographie. Insgesamt werden drei photometrische Messungen pro Probe durchgefiihrt.

Die SA ist in Klammer angegeben.

Absorptionsmessung ODa2go nach Affinitatschromatographie
Epitop pH bei Abs bei ODago (SA) Proteinmenge in
Elution [mg/mL]

schwaches Epitop 2,0 28,3 x 102 (+ 8,9 %) 283,0

schwaches Epitop 3,0 12,3 x 102 (+ 28,5 %) 123,0
DL 2, schwaches Epitop 7,4 9,0 x 103 (+ 33,3 %) 9,0
ddH»0, schwaches Epitop 5,0 2,0 x 103 (x 0,0 %) 2,0

normales Epitop 2,0 1,8 x 101 (+ 5,6 %) 180,0

normales Epitop 3,0 18,6 x 102 (* 25,3 %) 186,0

DL 2, normales Epitop 7.4 1,0x102(x 17,3 %) 10,0
ddH»0, normales Epitop 5,0 3,0 x 103 (x 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 Affinitdt des Epitops zu stark, werden die Antikdrper von
der stationdren Phase zurtickgehalten. Eine mogliche Erklarung hierfir ist eine temporére Dis-

und anschlieRende Reassoziation der Antikérper an die Antigen-beladene stationére Phase.

4.2.1.2 Bestimmung der Antikérperfunktion und Ausbeute

Eine photometrische Bestimmung des Proteingehalts erméglicht es, die Menge an eluiertem
Protein abzuschéatzen, bietet jedoch keine Information tber die Funktionalitat und Affinitat der
isolierten Antikdrper. Als Methode, um diese beiden Parameter zu untersuchen, werden alle
Eluate zusammen mit dem entsprechenden Spenderserum als Primarfarbung auf einem
PEPperCHIP® Peptid-Mikroarray mit Substitutionsanalysen der Aminosauresequenz
,HYVPEFKGSLPAPRV"* in Funfer-Konfiguration eingesetzt. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Eluate werden diese bei der Farbung auf eine Proteinkonzentration von 1,0 pg/ml verdiinnt. In
der Sekundarfarbung werden alle Antikdrper, welche auf den Mikroarrays binden, gegen I1gG
und IgA eingefarbt. Die Detektion und Auswertung der Substitutionsanalysen sowie die
Darstellung der Antikorper-Fingerabdricke erfolgt geman
Kapitel 4.1 ,Substitutionsanalysen von Patientenseren® und sind fur IgG in Abbildung 14
und fr IgA in Abbildung 15 dargestellt.
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Die SA der Signalstarken aus der Sekundarfarbung fur die originale Aminoséauresequenz liegt
fur 1IgG durchschnittlich bei 24,8 %. Der Kontrollrahmen aus dem Epitop fur Anti-Poliomyelitis-
Antikérper ist nur im Serum zu erkennen. Das ist eine Andeutung daflr, dass Antikérper ohne
eine Affinitat gegentber dem Epitop von Emp durch die Waschschritte aus den Eluaten
entfernt worden sind. Aus empirischer Sicht markieren die Sekundarantikorper bei einer
Elution mit einem pH-Wert von 2,0 mehr Antikdrper als bei einem pH-Wert von 3,0. Es ist auch
ein deutlicher Unterschied zwischen der Affinitatschromatographie durch das schwache und
normale Epitop zu erkennen. So zeigen Elutionen von stationdren Phasen mit dem schwachen
Epitop bei einem pH-Wert von 3,0 mehr Signalstarke als Elutionen aus stationaren Phasen mit

dem normalen Epitop bei einem saureren pH-Wert.

Substitutionsanalysen Affinitatschromatographie Anti-Emp FS2,
Anti-lgG Fc DyLight” 680, Fuinfer-Konfiguration

schwaches
Epitop
1:278 1:122
Elution pH 2,0 Elution pH 3,0
Serum 1:500
normales
Epitop
1:179 1:185

Abbildung 14: Alle Sekundéarfarbungen werden in einem Verhaltnis von 1:5000 durchgefihrt und sind
entsprechend ihrer Parameter auf der Abbildung verteilt. Oben = schwache Affinitdt des Epitops;
Unten = normale Affinitdét 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 Primarfarbung von jeder Probe

zum direkten Vergleich auf einen Proteingehalt von 1,0 pg/mL normalisiert.

Die durchschnittliche SA der Signalstarken aus der Sekundarfarbung des originalen Peptids
von IgA liegt bei 93,6 %. Wie auch bei IgG zeigt sich der Kontrollrahmen der Anti-Poliomyelitis-

Antikérpern nur bei dem eingefarbten Serum. Alle Messungen dieses Antikdrpertyps mussten
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aufgrund der niedrigen Signalstéarke bei einer sehr hohen Sensitivitat durchgefiihrt werden und
weisen zwischen den Triplikaten eine sehr grol3e Heterogenitat in den Signalstarken auf. Bei
der Auswertung wurden zu viele Messwerte aufgrund einer hohen SA eliminiert, weshalb eine
sinnvolle Zusammenfassung dieser Ergebnisse nicht mdglich ist. Eine empirische Auswertung
ergibt denselben Trend, der bei der Sekundarfarbung gegen IgG beobachtet wurde. Allerdings
ist das typische Muster der Substitutionsanalysen von Anti-Emp bei der Sekundarfarbung der
Elution aus der stationaren Phase mit dem normalen Epitop bei IgA nicht klar zu erkennen.
Bei Elutionen von diesem Epitop zeigt sich kein deutlicher empirischer Unterschied in der
Signalstarke in Abhangigkeit des pH-Werts der Elution.

Substitutionsanalysen Affinitatschromatographie Anti-Emp FS2,
Anti-IgA DyLight 800, Funfer-Konfiguration

schwaches
Epitop

1:278 1E122

Elution pH 2,0 Elution pH 3,0

Serum 1:500

normales
Epitop

1:179 1:185

Abbildung 15: Alle Sekundarfarbungen werden in einem Verhéaltnis von 1:5000 durchgefihrt und sind

entsprechend ihrer Parameter auf der Abbildung verteilt. Oben = schwache Affinitdt des Epitops;
Unten = normale Affinitdt 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 Priméarfarbung von jeder Probe

zum direkten Vergleich auf einen Proteingehalt von 1,0 pg/mL normalisiert.

Fur eine Hervorhebung der Unterschiede in der Affinitat wird die normalisierte RFI aller
sichtbaren Peptidspots aus den Sekundarfarbungen individuell bestimmt. Die Signalstarken
von Peptidspots aus der Sekundarfarbung von Eluaten wird hierbei mit den Signalstarken von

Peptidspots aus der Sekundarfarbung 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 héher 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 Signalstarken der Sekundarfarbung
des Serums und der Eluate, welche durch das normale Epitop isoliert wurden. Neben der
grol3en Anzahl an Peptidspots mit einer unterscheidbaren Signalstarke sind es die einzigen
Elutionen, welche an einigen Peptidspots ein vergleichsweise starkeres Signal zeigen als das
Serum. Besonders aufféllig ist hierbei die starke Zunahme der RFI bei der Asparaginséaure,

welche die Aminosaure an der siebten Position substituiert.

deren RFI
Sekundarfarbung um mehr als 30,0% von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der

Tabelle 16: Anzahl der Peptidspots der individuellen Elutionen, sich nach der

Sekundarfarbung des Serums unterscheidet. Alle RFI sind als Mittelwerte der jeweiligen Triplikate

zusammengefasst.
Differenz der Aminoséaureblots der Affinitatschromatographie von FS2:
Eluate gegen Serum (A 2 30,0 %)
Peptidspots Peptidspots
_ ) _ i Anzahl
(Signalstarke Eluat < Serum) (Signalstarke Eluat > Serum)
Eluat gesamt
Anzahl durchschn. Anzahl durchschn. )
: : _ : (relativ)
(relative Anzahl) Differenz | (relative Anzahl) Differenz
schwaches 16
Epitop bei 16 (5,3 % 40,7 % - -
pitop ( ) (5.3 %)
pH 2,0
schwaches
Epitop bei 7 (2,3 %) 37,5% - - 7 (2,3 %)
pH 3,0
normales 44
Epitop bei 39(13,0 %) 43,4 % 6 (2,0 %) 50,8 %
(15,0 %)
pH 2,0
normales 18
Epitop bei 25 (8,3 %) 46,9 % 13 (4,3 %) 63,5 %
(12,6 %)
pH 3,0
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Elutionen von Antikdrpern, welche durch das schwache Epitop aufgereinigt wurden, zeigen bei
allen merklichen Differenzen immer eine schwachere RFI als die Originalsequenz. Eine
Besonderheit dabei ist es, dass es hauptséchlich die sauren Aminosauren sind, welche bei
der Substitution ein deutlich schwacheres Signal zeigen. Keine der Elutionen aus einer
stationdren Phase mit schwachem Epitop zeigt innerhalb der essenziellen Positionen eine
Differenz von uber 30,0 % zur RFI der Peptidspots, welche mit Blutserum eingefarbt wurden.
Durchschnittlich liegt die Differenz an diesen Positionen bei 6,9 % flr 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
Antikbrper in  Nuancen unterscheiden, was eine abweichende Affinitat an den
nicht-essenziellen Positionen zur Folge hat. Die geringe Differenz an den essenziellen
Positionen deutet aber an, dass sowohl die Antikdrper in den Elutionen als auch die Antikorper
im Serum das originale Epitop mit &hnlicher Effektivitéat binden. Bei der Aufreinigung mit dem
normalen Epitop sind in der Differenz zwischen den Peptidspots ein Betrag von tber 30,0 %
an einer beziehungsweise zwei Positionen fur die Elution bei einem Wert von 3,0
beziehungsweise 2,0 zu beobachten. Die betreffenden Substitutionen sind an essenziellen
Positionen, die einen verhaltnismaRig niedrigen Konservierungsgrad haben. Paart sich dieses
Detail aber mit der grof3en Anzahl an Differenzen, ist das ein starkes Indiz dafur, dass sich die
aufgereinigten Antikorper merklich von den aus dem Serum eluierten Antikdrpern
unterscheiden. Fir die Unterschiede in der Affinitat gibt es zwei mdglich Ursachen. Eine davon
konnte sein, dass die durch den sauren pH-Wert bedingte Denaturierung das Paratop der
Antikbrper permanent umstrukturiert, sodass dieses nach der Elution eine veranderte
Bindungsspezifitat hat. Die zweite mdgliche Ursache ist, dass es mehrere Varianten des Anti-
Emp-Antikdrpers gibt und diese bei der Elution voneinander getrennt werden. Beide
Mdglichkeiten schlie3en sich nicht gegenseitig aus und durch diese Immunfarbung lasst sich

nicht bestimmen, welcher der beiden Méglichkeiten wahrscheinlicher ist.

Ein Problem, welches die Differenzen in den Signalstarken mit sich bringen, ist, dass eine
Bestimmung der GFI von den Peptidarrays nicht zur Auswertung der Substitutionsanalysen
durchgefuhrt werden kann. Die merklichen Differenzen wirden eine Unscharfe im relativen
Verhéltnis der Signalstarken ergeben. Damit die Peptidarrays trotzdem miteinander verglichen
werden konnen, wird eine kleinere Teilmenge an Signalen verwendet, die zwischen den
Sekundarfarbungen der Elutionen und dem Serum nur eine sehr geringe Differenz in den
Signalstarken zeigt. Als Teilmenge fir diesen Zweck bietet sich die RFI der Peptidspots an,
welche die originale Aminosaurefolge ,HYVPEFKGSLPAPRV* beinhalten. Diese Peptidspots
reprasentieren fir jede Probe die relative Affinitéat des Antikdrpers gegeniiber dem Epitop und
sind in einer ausreichenden Menge vorhanden, um eine akzeptable Fehlertoleranz zu
besitzen. Folglich werden diese Spots fir jede Probe als Mittelwert zusammengefasst und
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untereinander verglichen. Dieser Vergleich bietet ebenfalls die Mdglichkeit, die Ausbeute von
funktionsfahigen Anti-Emp-Antikdrpers in Unabhangigkeit der absoluten Proteinmenge zu
berechnen, wenn sowohl der Verdiinnungsfaktor 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 wahrend der Affinitdtschromatographie entnommenen Proben
und nachfolgende Bestimmung der relativen Ausbeute von funktionsfahigem Antikérpern im Verhaltnis

zum Blutserum.

Vergleich und Ausbeute verschiedener Extraktionsbedingungen
Probe Volumen | Verdinnungsfaktor in RFI in [RFU] mit | Ausbeute
[X] (SA)
Serum von FS2 2,5 mL 500 1,1 x 101°(13,8 %) -
schwaches Epitop
_ 112,0 pL 283 9,4 x 108 (18,3 %) 8,4 %
bei pH 2,0
schwaches Epitop
_ 109,0 pL 123 1,0 x 108(17,1 %) 9,1 %o
bei pH 3,0
normales Epitop bei
112,0 uL 186 4,2 x 107 (51,7 %) 3,8 %o
pH 2,0
normales Epitop bei
e 109,0 uL 180 3,7 x10°(23,4 %) | 3,3 %o0
pH S,

Im direkten Vergleich zeigt die Affinitditschromatographie mit dem schwachen Epitop in der
stationdren 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 %o.
Eine deutlich schlechtere Ausbeute zeigen hierbei die Elutionen der Affinitdtschromatographie
mit dem normalen Epitop. Bei gleichbleibender Elution werden mit dem schwachen Epitop
mehr als das 20-fache an funktionsfahigen Antikbrper gewonnen. Diese Beobachtung steht im
starken Kontrast zu der photometrisch bestimmten Proteinmenge aus Tabelle 15. Eine
Erklarung hierfur ist, dass die Bedingungen der Affinitatschromatographie und Elution eine
stark denaturierende Wirkung auf den Antikorper haben, wodurch dieser in seiner Funktion
eingeschrankt wird. Des Weiteren kann auch eine Verunreinigung proteinogenen Ursprungs
das Messergebnis der photometrischen Bestimmung verfalscht haben. Nichtsdestotrotz zeigt
die Elution einer Affinitatschromatographie mit dem Peptid ,HYVPEFKGGLPAPRV* bei einem
pH-Wert von 2,0 die besten Bedingungen fiir eine erfolgreiche Extraktion von Anti-Emp-

Antikdrpern aus Blutserum.
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4.2.1.3 Analyse von Protein- und Antikérperbanden

Als weiterer Nachweis fiir die erfolgreiche Extraktion des Antikdrpers und gleichzeitig gute
Option, die Proben auf Verunreinigungen zu Uberprifen, bietet sich die Durchfiihrung einer
Lithiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LDS-PAGE) mit anschlieRender

Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung oder Western Blot an.

Die LDS-PAGE faltet alle Proteine innerhalb der Proben auf und trennt diese entsprechend
ihrer GroRe voneinander. Bei reduzierenden Bedingungen wird ein Reagenz hinzugegeben,
welches die Disulfidbriicken der Proteine voneinander trennt, wodurch die Quartarstruktur
aufgeldst und das Protein in all seine Untergruppen aufgeteilt wird. Entsprechend bleibt diese
Trennung aus, wenn auf das Reduzierungsreagenz verzichtet wird. Bei den Antikdrpern hat
das zur Folge, dass sie im Gel entweder als vollstandiger Antikérper oder als leichte und
schwere Ketten aufgetrennt werden. Bereits ohne das Reduzierungsreagenz haben LDS
und der niedrige pH-Wert wéhrend der Elution eine denaturierende Wirkung auf die
Proteine . Aus diesem Grund ist es moglich, dass ein geringer Anteil an Antikérpern auch
in Abwesenheit des Reduzierungsreagenzes in seine Einzelketten aufgetrennt oder
fragmentiert wird. Gegenteilig ist das Reduzierungsreagenz keine Garantie fur eine
vollstandige Denaturierung, und so ist auch unter reduzierenden Bedingungen das Auftreten
von vollstandigen und fragmentierten Antikrpern moglich . Leichte Ketten sind nicht direkt
miteinander verbunden und kénnen keine Dimere bilden **'. Da die Coomassie®-Brillant-Blau-
Farbung alle Proteine einfarbt, sind auch die anderen Antikdrperklassen sichtbar. Die
Anteilsmenge von IgE und IgD sind vernachlassigbar und die bisherigen Ergebnisse lassen
vermuten, dass IgA einen verhaltnismaRig niedrigen Anteil in der Elution hat. Die schweren
Ketten von IgA sind um ~ 5,0 kDa kleiner als 1IgGs und ~ 5,0 kDa gréRBer als die drei
verbleibenden IgG Subtypen . Es ist nicht bekannt, welcher Anteil an Anti-Emp-IgM sich in
den Elutionen befindet. Da diese Antikdrperklasse aber normalweise Uber keine sehr gute
Opsonisierungswirkung verfugt “*' ist davon auszugehen, dass der Anteil an IgM nur marginal
ist. Mit ~ 70,0 kDa besitzt diese Antikérperklasse die grofdten schweren Ketten ", IgA liegt im
Blutserum nicht als Dimer vor, daher kénnen sich nur unvollstdndig aufgefaltete Banden
entwickeln, in welchen monomere Antikérper zuriickgehalten werden ™. Unvollstéandig
aufgefaltetes IgM ist so grof3, dass es aufgrund der Porengréf3e nicht aufgetrennt werden
kann ", Zur Vollstéandigkeit werden alle Proben fur die Coomassie®-Brillant-Blau-Farbungen
sowohl unter reduzierenden, als auch unter nicht-reduzierenden Bedingungen behandelt.
Zusatzlich bietet die LDS-PAGE die Mdglichkeit, Suspensionen auf ihren Proteingehalt zu
untersuchen. Die Methode erlaubt es daher, einen Anteil der stationdaren Phase (Harz)
aufzutragen, um die relative Proteinmenge zu bestimmen, welche nach der Elution auf dem
Harz verbleibt. Fur die Proben, welche nicht mit Reduktionsmittel behandelt werden, ist das
eingefarbte Gel in Abbildung 16 prasentiert. In Abbildung 17 ist das Gel fur reduzierte Proben
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dargestellt. Zur Erganzung bietet der Western Blot prazise Informationen dariber, welche
Antikdrpertypen und -ketten in den Banden vorzufinden sind. Aufgrund der begrenzten
Verfligbarkeit von Sekundarantikorpern kann nur die schwere Kette von IgA lokalisiert werden.
Der Western Blot wird unter reduzierenden Bedingungen in Abbildung 18 in der
Sekundarfarbung gegen IgG, in Abbildung 19 in der Sekundarfarbung gegen IgA und in
kombinierter Darstellung in Abbildung 20 prasentiert. Western Blots werden als
Graustufenbilder dokumentiert und in Falschfarben dargestellt. Der Kontrast und die Helligkeit

aller Abbildungen wird zur besseren Sichtbarkeit verstarkt.

LDS-PAGE Affinitatschromatographie
Anti-Emp, nicht-reduziert

schwaches Ei i normales Epito

lIstandi tierte Ak. vollstandige und fragmentierte Ak.
vollstandige und fragmen g g 198 5
ol e 14 . ¢

1;4 .‘.‘; 1980"1- ,
e . ri
i 4 ,0-*13-.. n..

i g-- ‘

4 s ‘ 4
62 0
2 - 5 —
schwere Ketten g schwere Ketten -
leichte Ketten und Verunreinigung

leichte Ketten und Verunreinigung

.

1 = vollstandiger Antikorper 2 = zwei schwere, eine leichte Kette
3 = zwei schwere Ketten 4 = eine schwere, eine leichte Kette
5 = schwere Kette 6 = leichte Kette und Verunreinigung

Abbildung 16: Nicht-reduzierende LDS-PAGE aller wahrend der Affinitdtschromatographie generierten
Proben und stationaren Phasen nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung. Alle Proben werden in
einem Volumen von 10,0 pL aufgetragen. Zusatzlich zu den Proben werden 1,0 und 2,0 pg bovines
Serumalbumin (BSA)(K) und ein Marker fur ProteingrofR3en (M) als Kontrollen verwendet. Die Legende
beschreibt, welche Antikérper (Ak.) oder Antikdrperfragmente in den nummerierten Banden mit gré3ter

Wahrscheinlichkeit zu finden sind.

Das Ergebnis der nicht-reduzierten Proben zeigt, dass die Trennschéarfe der LDS-PAGE nicht
ausreichend ist, um die einzelnen Antikdrpertypen zuverlassig voneinander zu unterscheiden.
Der Western Blot in Abbildung 20 demonstriert, dass eine schwere 1gG-Kette nur unterhalb

und nicht oberhalb der schweren Kette von IgA zu finden ist. Es ist daher auszuschlieRen,
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dass sich in einer der Proben IgAs befindet. Die Grol3e von IgG1,2,4 und IgA sind in einem nicht-
reduziertem Verlauf zu &hnlich, sodass die Bandbreite der Banden zu groR ist, um diese spatial
unterscheiden zu kénnen. Eine Relevanz von Anti-Emp-lgM kann ausgeschlossen werden,
da sich auf der Hohe der Markierung fir ~188,0 kDa keine entsprechende Bande in
unmittelbarer Nahe befindet. Weiter fallt auf, dass bei jeder Probe eine sehr grol3e Bande auf
der Hohe der Markierung von ~ 28,0 kDa aufzufinden ist. Diese Bande zeigt eine
unverhaltnismaRige GréRe zum relativen Anteil der vollstandigen und fragmentierten

Antikoérper und Uberdeckt die Bande der leichten Antikérperketten komplett.

LDS-PAGE Affinitatschromatographie
Anti-Emp, reduziert

schwaches Epitop normales Epitop

1 = zwei schwere, eine leichte Kette 2 = zwei schwere Ketten
3 = eine schwere, eine leichte Kette 4, 6 und A = unbekanntes Protein
5 = schwere Kette 7 = leichte Kette und Verunreinigung

Abbildung 17: LDS-PAGE aller wahrend der Affinitadtschromatographie generierten Proben und
stationaren Phasen unter reduzierenden Bedingungen, nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung.
Alle Proben werden in einem Volumen von 10,0 pL aufgetragen. Zusatzlich zu den Proben werden
1,0und 2,0 uyg BSA und ein Marker fir Proteingrof3en als Kontrollen verwendet. Die Legende
beschreibt, welche Antikorper oder Antikdrperfragmente in den nummerierten Banden mit grof3ter
Wahrscheinlichkeit zu finden sind.

Die LDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen zeigt eine ahnlich schlechte Trennscharfe
wie die LDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Wahrend die Information aus
Abbildung 20 definitiv zeigt, dass in der funften 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 koharente Bande sichtbar. Hierbei besteht allerdings auch die
Mdoglichkeit, dass die Menge an IgA fir eine erfolgreiche Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung
schlichtweg nicht ausreichend ist. Des Weiteren ist die Anzahl an verbleibenden vollstéandigen

Antikérpern so gering, dass diese nach der Farbung keine sichtbare Bande erzeugen.

Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, reduziert, Anti-IgG H + L DyLight® 680

schwaches Epitop normales Epitop

schwere IgG -Kette schwere IgG -Kette

leichte IgG-Kette 8. leichte IgG-Kette

2

1 = schwere IgG-Kette
2 = leichte IgG-Kette

Abbildung 18: Von jeder Probe werden 2,0 uL in einer reduzierenden LDS-PAGE verwendet. Nach der
Ubertragung auf eine Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) werden die Proben in einem Verhéltnis
von 1:5000 mit Sekundarantikérpern gegen leichte und schwere Ketten von IgG eingefarbt. Zusatzlich
zu den Proben wird das Serum in einem Verhaltnis von 1:200 und ein Marker fir Proteingréf3en als
Kontrollen aufgetragen. Die Legende beschreibt, welche Antikdrper oder Antikérperfragmente in den

nummerierten Banden mit grof3ter Wahrscheinlichkeit zu finden sind.

Bei Banden an der vierten und sechsten Position sowie Bande A, sind im Gel der Abbildung 17
Uber die GroR3e undefinierbare Fragmente der Antikorper zu sehen. Die Bande A ist bei den
nicht-reduzierten Proben Uber alle Versuche hinweg einzigartig. In den zugehdrigen Western
Blots ist an diesen Stellen kein oder nur ein sehr schwaches Signal zu erkennen. Es ist
moglich, dass es sich hierbei um wahrend der Elution oder der Reduzierung denaturierte
Antikorper handelt. In diesem Fall wurden diese Antikorper so stark denaturiert, dass sie nicht

mehr durch die entsprechenden Sekundarfarbungen markiert werden kénnen.
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Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, reduziert, Anti-IgA DyLight® 800

schwaches Epitop normales Epitop

schwere IgA-Kette schwere IgA-Kette

B = schwere IgA-Kette

Abbildung 19: Von jeder Probe werden 2,0 uL in einer reduzierenden der LDS-PAGE verwendet. Nach
der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem Verhéltnis von 1:5000 mit
Sekundarantikdrpern gegen schwere Ketten von IgA eingefarbt. Zusétzlich zu den Proben werden das
Serum in einem Verhaltnis von 1:200 und ein Marker fiir Proteingré3en als Kontrollen aufgetragen. Die
Legende beschreibt, welche Antikérper oder Antikdrperfragmente in den nummerierten Banden mit
grofl3ter Wahrscheinlichkeit zu finden sind.
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Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, reduziert, Anti-IgG H + L DyLight® 680 und
Anti-IlgA DyLight® 800

schwaches Epitop normales Epitop

schwere IgA- und lg@-Kette schwere IgA- und 1gG-Kette

leichte IgG-Kette : leichte IgG-Kette

B = schwere IgA-Kette
1 = schwere IgG-Kette
2 = leichte IgG-Kette

Abbildung 20: Kombination der beiden Western Blots aus Abbildung 18 und 19. Die Legende
beschreibt, welche Antikorper oder Antikérperfragmente in den nummerierten Banden mit gréf3ter
Wabhrscheinlichkeit zu finden sind.

Die starke Kontamination bei einem Molekulargewicht, bei welchem die leichten Ketten der
Antikbrper erwartet werden, bestéatigt, dass die photometrische Bestimmung der
Proteinkonzentration durch eine Verunreinigung verfalscht wird. Gleichzeitig ist aber
festzustellen, dass trotz dieser Tatsache die Elution bei einem pH-Wert von 2,0 die grofite
Signalstarke zeigt, wenn der Antikrper mit dem schwachen Epitop aus dem Serum
aufgereinigt wird. Um diese empirische Wahrnehmung in ein messbare Grdol3e umzuwandeln,
bietet sich das Gelanalysewerkzeug von ImageJ an. Durch dieses Werkzeug kann
eine eingefarbte LDS-PAGE oder ein Western Blot in einen zweidimensionalen Graphen
umgewandelt werden, welcher die Position und die Intensitéat jeder Bande als Peak definiert.
In diesem Prozess wird jede Bande in einer gleichgrol3en Selektion markiert und die relative
Pixeldichte individuell berechnet. Diese Pixeldichte wird dann als relative Intensitat (RI) in
einem Blot dargestellt. Dabei ist das Maximum abh&ngig von der Datenbreite des Gerétes,
welches zur Detektion des Gels oder der Membran verwendet wurde. Zur Vereinheitlichung
werden diese Darstellungen in der Dissertation als Intensitat-Blots bezeichnet. Die GroRRe der

Peaks wird unter gleichbleibenden Bedingungen manuell von dem Hintergrundrauschen des
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Gels abgeschieden, um eine Vergleichbarkeit der individuellen Peaks aufrecht zu erhalten.
AnschlieRend werden alle Banden der mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten LDS-PAGE
und des Western Blots in einen vergleichbaren Intensitats-Blots umgewandelt. Danach wird
die Flache der Peaks bestimmt. Die Nummerierung der Peaks wird entsprechend der Banden
in Abbildungen 16 bis 19 definiert. Mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbte Banden sind in
Abbildung 21 und Western Blots mit den Sekundarfarbung gegen IgG und IgA in
Abbildung 22, beziehungsweise Abbildung 23 dargestellt. Das Integral von jedem Peak wird
von ImageJ 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 mdglich, welche sich

auf demselben Gel befinden.

Die Ergebnisse aus dem Vergleich werden dazu verwendet, Erkenntnisse aus den vorherigen
Analysen zu bestatigen und zu ergdnzen. Auch liefern sie einen Schéatzwert dafir, wie viel

Protein und Antikorper auf der Saule verbleibt und durch die Waschschritte eluiert wird.
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Intensitats-Blots LDS-PAGE Affinitatschromatographie,

Anti-Emp
nicht-reduziert
schwaches Epitop normales Epitop
2551 4dH,0 pH 3,0 6| 25| dan,0 pH 3,0

0 0
255 255

0 0
255 255

relative Intensitat (RI) in [U]
relative Intensitat (RI) in [U]

2 200,0 25,0 2 200,0 25,0
Molekulargewicht in [kDa] Molekulargewicht in [kDa]
reduziert
schwaches Epitop normales Epitop
255 4aH,0 | pH3,0 - 7| 2] dan,0 pH 3,0

0 0
255 255

0 0
255| Harz 200,0 250 = 255

Harz 200,0 25,0

relative Intensitat (RI) in [U]
relative Intensitat (RI) in [U]

34 5 345

6 6

0 0
200,0 200,0

25,0 25,0
Molekulargewicht in [kDa] Molekulargewicht in [kDa]

Abbildung 21: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten Banden der LDS-
PAGE aus den Abbildungen 16 und 17. Die Markierungen der Peaks wurden aus diesen Abbildungen
Ubernommen. Eine rote Linie Dbeschreibt die Abgrenzung eines Peaks gegeniber dem
Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fir jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich
zwischen den Proben mdglich 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 Flachen sich
teilweise Uberlappen.
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Die Intensitats-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 kénnen. Die

Peaks der Proben, welche als ddH2O deklariert sind, zeigen die geringste Grol3e.

Intensitats-Blots Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, reduziert, Anti-lgG H + L DyLight” 680
schwaches Epitop normales Epitop
X1 4dH,0 pH 3,0 Tx1%) 4dH,0 pH 3,0
g_ 0 - A A |0 PO A
= 7% pH2,0 DL2 = 7% pH 2,0 DL 2
é 1 2 é: 1 2 1 2
g ol . . AL 2 | | DU | A -—— A A
é“m Harz 2 Serum (1:200) %“m Harz Serum (1:200)
1 1
2
0 DR '\ ol o A
200,0 25,0200,0 25,0 200,0 25,0200,0 25,0
Molekulargewicht in [kDa] Molekulargewicht in [kDa]

Abbildung 22: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 18. Die

Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung Ubernommen. Eine Abgrenzung zum

Hintergrundrauschen ist so marginal, dass sie nicht im Blot angezeigt wird. Sie wird fir jeden Peak

gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben méglich ist.

Aufgrund der hervorragenden Signalstarke ist das Hintergrundrauschen des Western Blots
minimal, wenn in der Sekundarfarbung IgG eingefarbt wird. Die Signalstarke von IgA ist
hingegen sehr schwach, weshalb das Hintergrundrauschen stark erhdht ist und Messartefakte

erkennbar sind.
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Intensitats-Blots Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, reduziert, Anti-lgA DyLight" 800

schwaches Epitop normales Epitop
7x10° 44H,0 pH 3,0 Tx10° 4dH,0 pH 3,0
B
B B
=) =)
e, £...0
= X% pH2,0 DL 2 =% BH 2,0 DL2
5 8 3 B
3 @ B
g B 5
£ E
S S el
g Tx10) Harz Serum (1:200) g £X0% Serum (1:200)
° . ° A
B
0 0
200,0 25,0 200,0 250 200,0 25,0 200,0 25,0
Molekulargewicht in [kDa] Molekulargewicht in [kDa]

Abbildung 23: Zusammenfassung der Banden des Western Blots der Abbildung 19. Die Markierungen
der Peaks wurden aus dieser Abbildung Ubernommen. Wenn sichtbar, beschreibt eine rote Linie die
Abgrenzung des Peaks gegenuber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fur jeden Peak

gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben méglich ist.

Das Integral aus den ersten drei Peaks in den Intensitats-Blots der nicht-reduzierten Proben,
beschreibt die Summe von vollstandigen und fragmentierten Antikorpern, welche mindestens
zwei schwere Ketten enthalten. Diese umfassen auch mdgliche F(ab).-Regionen im dritten
Peak. Peak 4 ergibt die Menge an Antikdrperfragmenten, welche nur eine schwere und eine
leichte Kette enthalten. Der funfte Peak wird durch die Menge an einzelnen schweren Ketten
sowie Fab- und Fc-Regionen definiert und der sechste Peak ist eine Referenz fir die Grolie
der proteinogenen Verunreinigung. Nachdem die stationdre Phase mit Wasser gesplilt wurde,
wird von beiden Epitopen eine kleine Menge der proteinogenen Verunreinigung herausgelost.
Bei dem normalen Epitop werden zusatzlich schwere Einzelketten eluiert. Wahrend des
Spulens der stationdren Phase durch Waschpuffer wird, mit Ausnahme der Verunreinigung,
deutlich mehr Protein in der stationaren Phase mit dem normalen Peptid herausgeldst. 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 stationaren Phase mit dem normalen Epitop
herausgeltst. Die Elution mit dem pH-Wert von 2,0 zeigt bei gleichem Volumen eine deutlich
grolRere Menge an eluiertem Protein in allen Peaks, aufRer in dem flinften. Im Harz verbleibt

bei beiden Elution eine relative gro3e Menge an Protein zurtick.
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Tabelle 18: Integrale aller Peaks aus den Intensitats-Blots der nicht-reduzierten LDS-PAGE in

Abbildung 21. Die Flachen werden zwischen den Aufreinigungen mit schwachem und normalem Epitop

verglichen.
Vergleich der Peakflachen zwischen der Affinitdtschromatographie mit schwachem
und normalen Epitop in einer nicht-reduzierenden LDS-PAGE
Probe Epitop Integral Peaks 1 bis 3 | Integral Peak 4 | Integral Integral
Peak 5 Peak 6
PR schwach - - - 2,0 kPx
2
normal - - 862,0 Px 1,3 kPx
Verhaltnis 3wach - - - 153,6 %
normal
H30 schwach 6,2 kPx 427,0 Px - 6,5 kPx
p )
normal 7,5 kPx 922,0 Px 1,5 k Px 8,5 kPx
Verhaltnis 3wach 83,0 % 46,3 % - 76,0 %
normal
H20 schwach 12,4 kPx 1,4 kPx 1,6 kPx 10,3 kPx
p )
normal 10,0 kPx 707,0 Px 1,6 kPx 8,5 kPx
Verhaltnis Srf(';:::;“ 123,7 % 199,1 % 96,9% | 121,4%
oL 2 schwach 5,6 kPx 507,0 Px 535,0 Px 7,1 kPx
normal 8,5 kPx 549,0 Px 9440 Px 5,9 kPx
Verhaltnis <2 66,0 % 92,4 % 56,6 % | 121,5%
H schwach 7,6 kPx 1,2 kPx 2,2 kPx 14,9 kPx
arz
normal 7,5 kPx 924,0 Px 2,7 kPx 15,4 kPx
Verhaltnis <22 101,6 % 125,1 % 82,3 % 92,2 %
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Tabelle 19: Integrale aller Peaks aus den Intensitats-Blots der LDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen in Abbildung 21. Die Flachen werden zwischen den Aufreinigungen mit schwachem und

normalem Epitop verglichen.

Vergleich der Peakflachen zwischen der Affinitdtschromatographie 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
PR schwach 1,3 kPx - 2,4 kPx
2
normal 4,0 kPx - 3,2 kPx
Verhaltnis 3wach 33,5 % - 75,1 %
normal
H30 schwach 10,6 kPx 248,0 Px 8,0 kPx
p )
normal 9,5 kPx 484,0 Px 9,8 kPx
Verhaltnis 3wach 111,2 % 51,2 % 82,3 %
normal
H20 schwach 12,0 kPx 559,0 Px 12,6 kPx
p )
normal 9,2 Px 417,0 Px 10,4 kPx
Verhaltnis Swach 130,3 % 134,2 121,0 %
normal
oL 2 schwach 5,7 kPx 168,0 Px 8,4 kPx
normal 8,2 kPx 260,0 Px 8,1 kPx
Verhaltnis Swach 69,4 % 64,6 % 103,6 %
normal
H schwach 7,3 kPx 243,0 Px 4.6 kPx
arz
normal 10,6 kPx 347,0 Px 6,9 kPx
Verhaltnis 3wach 69,0 % 70,1 % 67,8 %
normal

Die ersten beiden Peaks der Intensitats-Blots von den reduzierten Proben sind nicht eindeutig
von dem Hintergrundrauschen zu unterscheiden, daher kdnnen sie nicht in den Vergleich mit
aufgenommen werden. Sie enthalten hauptsachlich vollstdndige und fragmentierte
Antikdrperfragmente. Zusatzlich ist es moglich, dass Peak 2 F(ab).-Regionen enthalt. In dem
Peak 3 befinden sich Antikdrperfragmente, welche eine zusammenhéngende leichte und
schwere Kette beinhalten. Peak 4 dieser Proben beinhaltet undefinierbare Fragmente und
Peak 5 enthalt Uberwiegend einzelne schwere Ketten. Peak 5 konnte auch Fab- sowie
Fc-Regionen enthalten, aufgrund des eingesetzten Reduktionsmittel sollte deren Menge
allerdings geringfiigig sein. Da die Integrale der Peaks 3 bis 5 im Intensitats-Blots nicht
auseinandergehalten werden konnen, reprasentieren sie die Menge an schweren Ketten,
welche von der stationdren Phase gesplilt werden. Die Antikdrperfragmente von Peak 6 und
Peak A konnen nicht genauer bestimmt werden. Peak A wird fUr die Auswertung ignoriert, da

er nur ein einziges Mal wahrend der Analyse beobachtet wird. Peak 7 ist, wie in der nicht-
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reduzierten Variante, hauptsachlich durch das kontaminierende Protein definiert. Beide
Elutionen sind entsprechend der Integrale aus den Intensitats-Blots der reduzierten Proben
erfolgreicher, wenn die Antikdrper mit einem schwachen Epitop isoliert werden und bei Einsatz
dieses Epitops bleibt auch weniger Protein im Harz zurlick. Diese Ergebnisse stehen im
starken Kontrast zu den Ergebnissen aus der Analyse der nicht-reduzierten Proben. Es ware
Zu erwarten, dass die Ergebnisse der Intensitéts-Blots der reduzierten Proben, denen der
Intensitats-Blots der nicht-reduzierten Proben entsprechen wirden, da das gleiche
Probenmaterial eingesetzt wurde. Ein direkter Vergleich ist allerdings dadurch erschwert, dass
die Proben unterschiedlich prozessiert wurden und die Qualitéat der Farbung und Bildgebung

auch innerhalb desselben Geles sehr heterogen sein kann.

Intensitats-Blots, die aus Proteinbanden einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung stammen,
kénnen zwar die relative Grof3e dieser Banden bestimmen, aber nicht genauer definieren,
welcher dieser Banden tatsachlich Antikorper enthalten. Um abzuschatzen, welche Probe und
Bande die grofite Anzahl an Antikdrper enthélt, kénnen 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 Antikorperklasse IgA assoziiert. Betrachtet man die Ergebnisse, zeigt
sich zunachst, dass die meisten Antikdrper in den Banden der stationaren Phase markiert
werden. Hierbei handelt es sich um ein Vielfaches der Menge, welche in den Elutionen von
der stationaren Phase heruntergewaschen wird. Im Widerspruch zu den Ergebnissen der
Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung verbleibt der groRte Teil von IgG in der stationaren Phase,
welche das schwache Epitop enthalt. Eine Erklarung hierfir ist, dass viele Antikorper, welche
durch das normale Epitop gebunden werden, wahrend der Elution so stark denaturiert werden,
dass ein Grof3teil davon nicht mehr durch den Sekundérantikbrper gebunden werden kann.
Da beide Phasen wahrend der Elution gleichbehandelt werden, musste die Denaturierung
jedoch durch eine andere Wirkung als die des niedrigen pH-Wertes verursacht werden. Der
hauptséchliche Unterschied zwischen den beiden Epitopen ist die Affinitdt gegeniiber dem
Paratop des Antikdrpers. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass eine schnelle Abfolge von
Dissoziation und Reassoziation in Kombination mit dem niedrigen pH-Wert Wechselwirkungen
auf den Antikdrper ausibt, welche diesen zerstéren. Im scheinbaren Gegensatz zu den
Ergebnissen aus Tabelle 17 reinigt die Elution bei einem pH-Wert von 3,0 mehr Antikdrper in
der stationaren Phase auf, welche das normale Epitop enthélt. Allerdings wird hier die Menge
an Antikorper und nicht deren Funktionsfahigkeit Gberprift. W&hrend sich also bei diesem pH-
Wert durch die grol3ere Affinitat mehr Antikorper aufreinigen lasst, sind viele dieser Antikorper
nicht funktionsfahig. Die Menge an Antikdrpern, welche durch den Waschschritt mit
Waschpuffer aus den stationdren Phasen herausgewaschen wird, entspricht bei beiden
Epitopen in etwa einer Elution bei einem pH-Wert von 3,0. Waschschritte mit ddH.O haben
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gemal vorheriger Beobachtungen eine vernachlassigbare Elutionswirkung. Weiter wird
bestétigt, dass eine Elution bei einem pH-Wert von 2,0 die grof3te Ausbeute erreicht, wenn

Anti-Emp zuvor in der stationdaren Phase mit dem schwachen Epitop zurlickgehalten wird.

Tabelle 20: Die Integrale aller Peaks aus den Intensitats-Blots in den Abbildungen 22 und 23. Die
Flachen werden zwischen der Aufreinigung mit schwachem und normalem Epitop verglichen. Zur
Vergleichbarkeit wird die Flache des Serums wird mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert und zum

groRten Integral ins Verhéltnis gesetzt.

Vergleich der Peakflachen zwischen der Affinitdtschromatographie mit schwachem
und normalen Epitop in einem Western Blot
Probe Epitop Integral Peak 1 Integral Peak 2 Integral Peak B
schwach 134,0 Px 19,0 Px -
ddH->O
normal 181,0 Px 318,0 Px 862,0 Px
Verhaltnis 3wach 74,0 % 6,0 % -
normal
schwach 452.0 Px 579,0 Px 1,3 kPx
pH 3,0
normal 544,0 Px 1,0 kPx 2,3 kPx
Verhaltnis 3wach 83,1 % 56,2 % 57,1 %
normal
schwach 1,8 kPx 2,0 kPx 3,7 kPx
pH 2,0
normal 931,0 Px 1,4 kPx? 2,7 kPx
Verhaltnis Swach 192,5 % 140,8 % 140,4 %
normal
oL 2 schwach 472,0 Px 543,0 Px 1,2 kPx
normal 510,0 Px 718,0 Px 1,6 kPx
Verhaltnis Swach 92,5 % 75,6 % 75,4 %
normal
H schwach 10,0 kPx 10,3 kPx 1,5 kPx
arz
normal 4,4 kPx 6,0 Px 2,5 kPx
Verhaltnis 3wach 228,7 % 172,4 % 62,3 %
normal
Serum 382,6 kPx 264,6 kPx 625,4 kPx
h h pH 2
SEtEIel eln) &) 4,7 %o 7.4 %o 6,0 %o
Serum
| pH 2
normal pH 2,0 2.4 %, 5,3 % 4,2 %o
Serum

Die Erkenntnisse aus der ersten Aufreinigung liefern wichtige Informationen, um nachfolgende
Affinitatschromatographien zu verbessern. Um die grof3ten Menge des Antikdrpers aus dem
Blutserum zu isolieren, sollte die stationdre Phase mit dem schwachen Epitop

,HYVPEFKGGLPAPRV‘ verknlipft werden. Als optimale Bedingungen fir eine
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Elutionswirkung hat sich ein Puffer mit dem pH-Wert von 2,0 ergeben. Da noch viel Material in
der stationdren Phase verbleibt, ist eine Abfolge von mehreren Elutionen mit gréfRerem
individuellen Volumen in Betracht zu ziehen. Die Kontamination, welche ein &hnliches
Molekulargewicht wie leichte Antikdrperketten besitzt, macht eine photometrische
Bestimmung der Antikdrperkonzentration unmdoglich. Aus diesem Grund muss in kommenden
Affinitdtschromatographien eine adaquate Alternative eingesetzt werden, um die

Proteinmenge zu bestimmen.
4.2.2 Optimierte Affinitatschromatographie

Eine weitere Aufreinigung der Anti-Emp-Antikorper wird unter optimierten Bedingungen
durchgefuhrt. Eine Saule wird mit einer stationdren Phase befillt, welche das modifizierte
Peptid ,HYVPEFKGGLPAPRV® prasentiert. Insgesamt wird die Sdule mit 5,0 mL Serum
beladen, zweimal mit unterschiedlichen Waschpuffern vor der Elution gewaschen und
gebundene Antikdrper dreimal mit einem Elutionspuffer bei einem pH-Wert von 2,0 von der
stationdren Phase gespult. Diese Elutionen werden entsprechend ihrer Abfolge als Elution 1
(Elu 1), Elution 2 (Elu 2) und Elution 3 (Elu 3) bezeichnet. Die Antikoérper 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 Durchfiihrung der Fokus auf

die Unterschiede zwischen den individuellen Elutionen gerichtet.

4.2.2.1 Bestimmung der Antikérperfunktion und Ausbeute

Fur die Primarfarbung der Substitutionsanalysen werden die Verdiinnungen aller Elutionen
einheitlich durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Sekundarfarbungen, die Detektion und
Auswertung der Substitutionsanalysen sowie die Darstellung der Antikdrper-Fingerabdriicke
erfolgen gemall den bereits bekannten Bedingungen. Eine graphische Darstellung der
Graustufenbilder nach den Sekundarfarbungen ist in Abbildung 24 gezeigt. Erwartungsgemar3
zeigt sich der Kontrollrand aus Poliomyelitis-Peptiden, wenn keine Elution fir die
Primarfarbung verwendet wird. Die SA aller Sekundarfarbungen gegen I1gG liegen
durchschnittlich bei 16,4 %. In diesem Durchlauf sind die Substitutionsanalysen mit der
Farbung gegen IgA von deutlich besserer Qualitéat und erreichen eine durchschnittliche SA
von 42,1 %. Die einzigen Proben dieser Féarbung, deren Peptidspots aufgrund zu vieler
eliminierter Messwerte nicht im Detail ausgewertet werden kénnen, sind Elution 3 und DL 1.
Der Vergleich der Aminosaureblots zwischen den Eluaten und dem Serum ist in Tabelle 21
aufgelistet. Die RFI des originalen Peptids aller Proben im Vergleich fur die

Sekundarfarbungen und die daraus errechnete Ausbeute ist in Tabelle 22 dargestellt.
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Substitutionsanalysen Affinitatschromatographie Anti-Emp FS2,
Anti-IgG Fc DyLight® 680 und Anti-IgA DyLight” 800,
Funfer-Konfiguration

Elution 1

e I iges ) LR

Elution 2 Elution 2
: Elution 3 ik Elution 3

Abbildung 24: Alle Proben fir die Primarfarbung sind in einem Verhaltnis von 1:500 verdinnt. Die
beiden Sekundarantikdrper werden mit einem Verdinnungsfaktor von 1:5000 aufgetragen. Farbungen
gegen IgG sind links und gegen IgA rechts abgebildet.

Vergleicht man die Aminosaureblots untereinander, so zeigt die erste Elution nach der
Sekundarfarbung mit Anti-lgG Werte, die dem vorherigen Kapitel entsprechen. In der zweiten
Elution weichen die Ergebnisse ab, da auch Peptidspots bemerkbar sind, welche eine starkere
Signalstarke als das Serum aufweisen. Besonders auffallig 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 Gber
30,0 % starkeres Signal als die Korrespondenz im Serum. Dasselbe ist bei der Substitution
dieser Aminosaure mit einem Arginin in der dritten Elution zu beobachten. In der dritten Elution
nimmt die Anzahl an Peptidspots, welche eine grof3ere Signalstarke als die Referenz besitzen,
weiter zu. Im Vergleich zeigen Substitutionsanalysen, in welchen IgA eingefarbt wurde, eine
merkliche Differenz in der Signalstarke 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 Aminosauresequenz eine starke Tendenz aufweisen, ein starkeres
Signal zu besitzen, wenn sie in der Primarfarbung mit einer Elution eingeféarbt werden.
Gegensatzlich verhalt es sich mit der Signalstarke in nachfolgenden Positionen. In allen drei
Elutionsschritten stechen zwei Substitutionen an der essenziellen fiinften Position hervor,
deren Signalstarken sich von den mit Serum inkubierten Peptidspots an derselben Position

unterscheidet. Wird an dieser Position die originale Aminosaure durch Lysin oder Arginin
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ersetzt, verschlechtert sich die Signalstarke verhaltnismaRig in den ersten beiden Elutionen
deutlich. Diese essenzielle Position besitzt den gréRten Konservierungsgrad und kann nur in
sehr seltenen Fallen substituiert werden. Dieser Hinweis in Kombination mit der hohen Anzahl
an Differenzen zeigt, dass sich das eluierte IgA sehr stark von dem im Serum verfligbaren
Anti-Emp-IgA unterscheidet. Es ist sehr wahrscheinlich, dass mehr als ein funktionsfahiges

IgA vorliegt und diese bei der Affinitatschromatographie voneinander getrennt werden.

deren RFI
Sekundarfarbung um mehr als 30,0% von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der

Tabelle 21: Anzahl der Peptidspots der individuellen Elutionen, sich nach der

Sekundarfarbung des Serums unterscheidet. Alle RFI sind als Mittelwerte der jeweiligen Triplikate

zusammengefasst.
Differenz der Aminoséaureblots der Affinitatschromatographie von FS2:
Eluate gegen Serum (A 2 30,0 %)
Peptidspots Peptidspots
. - . - Anzahl
(Signalstarke Eluat < Serum) (Signalstarke Eluat > Serum)
Eluat gesamt
Anzahl durchschn. Anzahl durchschn. _
_ _ _ _ (relativ)
(relative Anzahl) Differenz | (relative Anzahl) 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 %)
DL1 1 (3,3 %o) 30,3 % 19 (6,3 %) 50,9 % 20 (6,7 %)
IgA
) 103
Elution 1 67 (22,3 %) 46,7 % 36 (12,0 %) 45,6 %
(34,3 %)
) 128
Elution 2 83 (27,7 %) 45,5 % 45 (15,0 %) 58,3 %
(42,7 %)

Wie auch im vorherigen Kapitel gibt es zwei mdgliche Erklarungen dafir, dass sich die
Signalstarken der Spots innerhalb der Elutionen von denen im Serum unterscheiden. Eine
Erklarung ist es, dass sich im Serum verschiedene Anti-Emp-Antikdrper befinden, welche
aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinitdt eine voneinander abweichende Retentionszeit
besitzen. Die zweite Erklarung ist, dass sich das Paratop des Anti-Emp-Antikdrpers mit jeder
weiteren Elution aufgrund der denaturierenden Wirkung verandert. Dementsprechend werden
in den ersten Elutionen Antikérper herausgesplilt, welche eine niedrige Retentionszeit und ein
intaktes Paratop besitzen und der Anteil an Antikdrpern mit einer langeren Retentionszeit oder

einem verdnderten Paratop nimmt folglich mit jeder weiteren Elution zu. Die beiden genannten
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Erklarungen schlieRen sich nicht gegenseitig aus. DL 1 besitzt zwar auch eine erhohte Anzahl
an Peptidspots mit groRBerer Signalstarke, allerdings sind diese hauptsachlich auf
Substitutionen an den ersten beiden Positionen beschrankt. Es ist daher anzunehmen, dass
die eluierten Antikorper in DL 1 und Elution 3 sich in Nuancen unterscheiden und die
Retentionszeit der Antikdrper innerhalb von DL 1 geringer ist als die der Antikorper in der
ersten Elution. Es bestatigt die Beobachtung aus dem vorherigen Kapitel, dass der Anti-Emp-
IgG eine gewisse Bandbreite in der Affinitdt gegenliber den Aminosduren an den
nicht-essenziellen Positionen des Epitops hat. Bedeutende Hinweise auf Anti-Emp-IgG,
welche sich in der Affinitat gegentiber den essenziellen Positionen unterscheiden, gibt es

allerdings nicht.

Tabelle 22: Berechnung der RFI aller Proben und nachfolgende Bestimmung der relativen Ausbeute

von funktionsfahigem Antikérper des Antikorpertyps IgG und IgA, im Verhaltnis zum Blutserum.

Vergleich und Ausbeute aufeinanderfolgender Elutionen
Probe Volumen | Verdinnungsfaktor RFI in [RFU] (SA) Ausbeute
in [x]
IgG
Serum von
Fso 5,0 mL 500 2,1 x 10%° (15,0 %) -
Elution 1 175,0 pL 500 4,7 x 10° (16,1 %) 22,4 %
Elution2 | 175,0 uL 500 3,1 x10°(12,0 %) 14,8 %
Eluton 3 | 175,0 uL 500 2,7 x 107 (15,1 %) 1,2 %o
DL 1 5,0 mL 500 2,6 x 10° (23,4 %) 12,6 %
IgA
Serum von
—= 5,0 mL 500 4,2 x 108 (40,1 %) -
Eluton 1 | 175,0 uL 500 1,2 x 108 (23,1 %) 29,7 %
Elution2 | 175,0 uL 500 1,3 x 108 (24,7 %) 33,8%

Uber die Berechnung und dem Vergleich der RFI des originalen Peptids wird in den drei
Elutionen eine Ausbeute von 38,4 % fur Anti-Emp-lgG geschatzt. Die Messwerte der ersten
beiden Elutionen ergeben fur die Antikérperklasse IgA entsprechend eine Ausbeute von
63,7 % in den ersten beiden Elutionen. Entsprechend dem grof3eren Volumen und den
optimierten Versuchsbedingungen zeigt sich eine deutlich bessere Ausbeute als in der
vorherigen Aufreinigung. Die Signalstarke der Substitutionsanalyse von DL 1 zeigt auch, dass
ein erheblicher Anteil funktionaler Anti-Emp-Antikdrper durch den Waschvorgang verloren

wird.
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4.2.2.2 Analyse von Protein- und Antikdrperbanden

Ebenso wie in dem vorherigen Kapitel werden die aus dem Serum aufgereinigten Eluate
sowohl durch eine LDS-PAGE mit nachfolgender Farbung durch Coomassie®-Brillant-Blau, als
auch durch einen Western Blot analysiert und anschlieRend in Intensitats-Blots umgewandelt.
Die LDS-PAGE fur den Western Blot wird dieses Mal aber zusatzlich unter nicht-reduzierenden
Bedingungen durchgefiihrt, da Banden ermittelt werden sollen, welche vollstandige und
fragmentierte Antikdrper enthalten. Diese Banden werden in nachfolgenden Unterkapiteln zur
Annaherung der Antikdrpermenge und zur Extraktion fir Analysezwecke genutzt. AulRerdem
wird das Probenvolumen in der LDS-PAGE fiur den Western Blot erhdht, um bessere Signale
nach der Sekundarfarbung zu erhalten. Das mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbte Gel ist
in Abbildung 25 und der zugehorige Intensitats-Blot in Abbildung 26 gezeigt. Der mit Anti-IgG
eingeféarbte Western Blot wird in Abbildung 27 und die entsprechenden Intensitats-Blots in
Abbildung 28 prasentiert. Die Sekundarfarbung des Western Blots gegen 1gG und deren
Intensitats-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 verstarkt.

Nach der Farbung der LDS-PAGE wird sichtbar, dass alle Proben die gleichen Banden
enthalten, welche schon in der LDS-PAGE des vorherigen Kapitels angefarbt wurden. Bei den
nicht-reduzierten Elutionen heben sich alle Banden, auRer der flinften, von den Banden aller
anderen Proben hervor. Dasselbe gilt, mit Ausnahme der vierten Bande, fir die reduzierten
Proben. Die beiden ersten Elutionen enthalten den gréf3ten Anteil an Protein, wenn das Serum
nicht bertcksichtigt wird. Banden, welche in den Proben der stationaren Phasen eingefarbt
werden, sind bei dieser Affinitdtschromatographie deutlich kleiner als vergleichsweise Banden,
die in den ersten beiden Elutionen zu erkennen sind. Zusammen mit der geringen Ausbeute
der dritten Elution spricht das dafir, dass die neue Elutionsprozedur deutlich mehr Protein aus
der stationdren Phase l6st und sich dadurch der maximalen Proteinmenge annéahert, welche
nach der Affinitadtschromatographie eluiert werden kann. Auf der Phase verbleibende Proteine
haben mit gro3er Wahrscheinlichkeit eine zu starke Wechselwirkung gegeniiber dem Epitop,
um sie effektiv zu eluieren. Das verunreinigende Protein, welches die Banden der leichten
Antikorperketten Uberdeckt, ist in allen Proben deutlich zu erkennen. Besonders stark wird es
allerdings wahrend den ersten beiden Elutionen aufgereinigt. Das spricht dafir, dass dieses
Protein eine Affinitdt gegentiber dem Epitop in der stationdren Phase oder den in der

stationaren Phase immobilisierten Proteinen besitzt.
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LDS-PAGE Affinitits graphie,

Anti-Emp, schwaches Epit
nicht-reduziert reduziert

1 = vollstandiger Antikorper 1 = vollstandiger Antikorper

2 = zwei schwere, eine leichte Kette 2 = zwei schwere Ketten

3 = zwei schwere Ketten 3 = eine schwere, eine leichte Kette
4 = eine schwere, eine leichte Kette 4 und 6 = unbestimmtes Protein

5 = schwere Kette 5 = schwere Kette

6 = leichte Kette und Verunreinigung 7 = leichte Kette und Verunreinigung

Abbildung 25: LDS-PAGE aller wahrend der optimierten Affinitatschromatographie generierten Proben
und stationdren Phasen, nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung. Von jeder Probe wird 6,0 % des
Gesamtvolumens in die Taschen gefullt. Zusatzlich werden 1,0 ug BSA und ein Marker fir
Proteingrdf3en als Mal3stab fiir das Molekulargewicht als Kontrolle verwendet. Die Legende beschreibt,
welche Antikorper oder Antikérperfragmente in den nummerierten Banden mit groRter

Wahrscheinlichkeit zu finden sind.

Der Inhalt beider Durchlaufe wirkt identisch und zeigt bei den nicht-reduzierten Proben
besonders groRe Proteinmengen bei einem Molekulargewicht, bei welchem schwere
Antikorperketten sowie Fab- und Fc-Regionen erwartet werden”". Diese Bande wird im
Western Blot entsprechend dem zugehdrigen Intensitats-Blot in Abbildung 28 kaum merklich
markiert. Das bedeutet, dass das Protein in dieser Bande entweder kein Antikorper ist, oder
es so stark denaturiert wurde, dass der Sekundarantikorper es nicht mehr markieren kann.
Aufgrund der Bandengrof3e kann in den reduzierten Proben der Durchlaufe die vierte Bande
mit diesen Fragmenten assoziiert werden. Da der Probeninhalt identisch ist, misste diese
Bande also logischerweise den gleichen Inhalt haben. Diese Bande wird nicht von den

Sekundarantikérpern markiert und das Molekulargewicht, an dem sie zu finden ist, entspricht
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keinem assoziierbaren Antikorperfragment. Einzelne Proteine kénnen durch Reduzierung
allerdings nicht gréRer werden. Moéglicherweise spaltet der Effekt der Reduzierung die Proteine
in diesen Banden zu weiteren Fragmenten auf. Diese kénnten dann mit sich selbst, oder
anderen Proteinen, interagieren, wenn die Affinitat zueinander nicht durch den Einfluss von
LDS oder Reduktionsmittel verhindert wird.

Intensitats-Blots LDS-PAGE Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, schwaches Epitop
nicht-reduziert reduziert
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Abbildung 26: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten Banden der LDS-
PAGE aus der Abbildung 25. Die Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung tibernommen.
Eine rote Linie beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegentber dem Hintergrundrauschen. Diese
Abgrenzung wird fur jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben maglich ist.
Bei den nicht-reduzierten Proben werden Peaks 1 bis 3 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da
ihre Flache sich teilweise Uberlappt. Dasselbe gilt fir Peaks 1 und 2 sowie 3 bis 5 bei den reduzierten
Proben.
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Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, schwaches Epitop, Anti-lgG H + L DyLight® 680

nicht-reduziert reduziert

—vollsté;dige und frag—mentie-a-rte IgG_

fragmentierte IgG
1

5 3

schwere 1gG-Kette 49, ; schwere lgG-Kette

leichte IgG-Kette ' 2 leichte 1IgG-Kette
6 . : 4
1 = vollstandiges 1gG 1 = zwei schwere IgG-Ketten
2 = zwei schwere, eine leichte IgG-Kette 2 = eine schwere, eine leichte IgG-Kette
3 = zwei schwere IgG-Ketten 3 = schwere IgG-Kette
4 = eine schwere, eine leichte IgG-Kette 4 = leichte 1gG-Kette

5 = schwere IgG-Kette
6 = leichte IgG-Kette

Abbildung 27: Von jeder Probe werden 4,0 uL in einer reduzierenden und nicht-reduzierenden LDS-
PAGE verwendet. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem
Verhéltnis von 1:5000 mit Sekundarantikérpern gegen leichte und schwere Ketten von IgG eingefarbt.
Zusatzlich zu den Proben werden das Serum in einem Verhaltnis von 1:100 und ein Marker fir
Proteingrof3en als Kontrollen aufgetragen. Der linke Western Blot ist in Kontrast und Helligkeit um das
Zweifache und der rechte um das Zehnfache verstéarkt. Die Legende beschreibt, welche Antikdrper oder

Antikdrperfragmente in den nummerierten Banden mit grof3ter Wahrscheinlichkeit zu finden sind.

Um schwach markierte Banden im Western Blot zu identifizieren, werden zur Unterstiitzung
die Informationen aus den entsprechenden Intensitats-Blots herangezogen. Vollstadndige und
fragmentierte Antikdrper in den nicht-reduzierten Proben sind in beiden Sekundarfarbungen
des Western Blots markiert und entsprechen den Erwartungen aus den Banden der LDS-
PAGE. Schwere Ketten von IgG werden in jeder nicht-reduzierten Probe eingefarbt, 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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Intensitats-Blots Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, schwaches Epitop, Anti-lgG H + L DyLight® 680
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Abbildung 28: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 27. Die
Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung Gbernommen. Eine blaue Linie, wenn sichtbar,
beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegenlber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird
fur jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben mdéglich ist. Bei den nicht-
reduzierten Proben werden Peaks 1 bis 4 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre Flachen
sich teilweise Uberlappen.

In dem Western Blot der reduzierten Proben sind bei der Sekundarfarbung gegen IgG
innerhalb der Proben des Serums und der ersten beiden Elutionen deutliche Banden zu
erkennen, welche der schweren und leichten Antikorperkette zugeordnet werden kdnnen. Die
Peaks innerhalb des Intensitéats-Blots der stationdren Phase zeigen, dass auch hier die
schwere und leichte Kette markiert werden. Innerhalb der dritten Elution sowie beiden
Durchlaufen werden nur die schweren Antikorperketten markiert. In den Proben der ersten
beiden Elutionen sind zusatzlich Antikorperfragmente mit zwei schweren Ketten und einer
leichten sowie schweren Kette sichtbar. Wahrend in den Proben der Durchléaufe 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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Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp , schwaches Epitop, Anti-IgA DyLight® 800

nicht-reduziert reduziert

1 = vollstéandiges IgA A = eine schwere, eine leichte IgA-Kette
2 = zwei schwere, eine leichte IgA-Kette B = schwere IgA-Kette

3 = zwei schwere IgA-Ketten

4 = eine schwere, eine leichte IgA-Kette
5 = schwere IgA-Kette

Abbildung 29: Von jeder Probe werden 4,0 uL in einer reduzierenden und nicht-reduzierenden LDS-
PAGE verwendet. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem
Verhéltnis von 1:5000 mit Sekundarantikdrpern gegen schwere Ketten von IgA eingefarbt. Zusatzlich
zu den Proben werden das Serum in einem Verhéltnis von 1:100 und ein Marker fir ProteingréRen als
Kontrollen aufgetragen. Der linke Western Blot ist in Kontrast und Helligkeit um das Zehnfache und der
rechte um das 40-fache verstéarkt. Die Legende beschreibt, welche Antikdrper oder Antikdrperfragmente

in den nummerierten Banden mit groRter Wahrscheinlichkeit zu finden sind.

Die Sekundarfarbung 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
Antikorpers erwartet wird. Das bedeutet, dass eine grof3ere Menge IgA bei dem ersten
Waschschritt von der Saule gesplt wird. Hervorstechend ist hierbei, dass die Bande merklich
oberhalb von den Banden der restlichen schweren Ketten von IgA platziert ist. Diese erhohte
Retentionszeit lasst sich durch eine Deformation des Antikérpers erklaren, wodurch sich
dessen Widerstand im Gel erhoht. Da diese Antikorperketten nur im reduzierten Zustand zu
sehen sind, ist ihr Ursprung hochstwahrscheinlich die Gesamtmenge an vollstandigen und

fragmentierten Antikdrpern, welcher wéhrend der Reduzierung aufgetrennt werden.
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Intensitats-Blots Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, schwaches Epitop, Anti-IgA DyLight” 800

nicht-reduziert reduziert
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Abbildung 30: Zusammenfassung der Banden des Western Blots der Abbildung 29. Die Markierungen
der Peaks wurden aus dieser Abbildung Gbernommen. Eine rote Linie, wenn sichtbar, beschreibt die
Abgrenzung des Peaks gegenuber dem Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird fur jeden Peak
gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben méglich ist. Bei den nicht-reduzierten Proben
werden Peaks 1 bis 4 als gemeinsamer Peak zusammengefasst, da ihre Flachen sich teilweise
Uberlappen.

Entsprechend den Ergebnissen aus der Farbung der LDS-PAGE mit Coomassie®-Brillant-Blau
enthalten beide Durchlaufe Proteine mit einem &hnlichen Molekulargewicht. Eine Erklarung
dafir, dass die Markierung der schweren Antikoérperketten nur bei DL 1 und nicht bei DL 2 zu
beobachten ist, konnte hochstwahrscheinlich sein, dass Unterschiede in den Waschpuffern
daflrr sorgen, dass das Epitop, welches der Sekundarantikdrper erkennt, entweder erhalten
bleibt oder zerstort wird. Die Puffer unterscheiden sich im pH-Wert und den Inhaltstoffen. Das
Puffersystem von Waschpuffer-Formulation 1 aus DL1 basiert auf
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, besitzt einen pH-Wert von 8,5 wund enthalt
Ethylendiamintetraessigsaure Dinatrium Dihydrat. Waschpuffer-Formulation 2 wird durch

Hydrogenphosphate gepuffert und besitzt einen neutralen pH-Wert.
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Western Blot Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, schwaches Epitop,
Anti-lgG H + L DyLight® 680 und Anti-lgA DyLight® 800

nicht-reduziert reduziert

volls_téndigg und f?agmemierte IEA unc-i-lgG

1
} o ' fragmentierte IgG

3 1
4

B
5 3¢
schwere IgA und IgG Kette : schwere IgA- und IgG-Kette

leichte IgG Kette ' ’ leichte IgG-Kette

6 8, Z
1 = vollstandiges IgA und IgG 1 = zwei schwere IgG-Ketten
2 =1gA und IgG, zwei schwere, eine leichte Kette 2 = eine schwere, eine leichte IgG-Kette

3 =1gA und IgG, zwei schwere Ketten T - S
4 = 1gA und IgG, eine schwere, eine leichte Kette A = eine schwere, eine leichte IgA-Kette

5 = IgA und IgG, schwere Kette B = schwere IgA-Kette
6 =IgA und IgG, leichte Kette 3 = schwere IgG-Ketten

4 = |eichte IgG-Kette

Abbildung 31: Kombination der beiden Western Blots aus Abbildung 27 und 29. Die Legende
beschreibt, welche Antikorper oder Antikérperfragmente in den nummerierten Banden mit gréf3ter
Wabhrscheinlichkeit 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 Trennschéarfe des Gels bei einem
grolReren Molekulargewicht Uberlappen. Verhéltnisméafig werden in den nicht-reduzierten
Proben bei der Sekundarfarbung gegen IgG eine deutlich groRere Menge an einzelnen

schweren Ketten angefarbt, als bei der Sekundarfarbung gegen IgA.

Zur Evaluierung der verhéltnismafigen Grol3e aller Banden zwischen den Proben wird das
Integral von jedem erkennbaren Peak aus den Intensitats-Blots der Proben durch das
Gelanalysewerkzeug von ImageJ berechnet. Die Berechnungen und Vergleiche sind
fur die mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbter Banden in Tabelle 23 fur nicht-reduzierte
Proben und in Tabelle 24 fir reduzierte Proben zusammengefasst. Integrale von

Sekundarfarbungen des Western Blots gegen IgG werden fir nicht-reduzierte Proben in
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Tabelle 25 und fur reduzierte Proben in Tabelle 26 aufgelistet und verglichen. Die Integrale
der Sekundarfarbung gegen IgA werden in Tabelle 27 zusammengefasst. In diesem Kapitel
ist die GroRe der Banden jeder Probe von Relevanz, da die relative Proteinmenge
hervorgehoben werden soll, welche durch jede Elution aufgereinigt wird. Fir alle Peaks
innerhalb desselben Molekulargewichts wird deshalb die Probe bestimmt, welche nach der
Berechnung des Integrals die grofdte Flache zeigt. Alle anderen Integrale aus Peaks mit
demselben Molekulargewicht werden zu diesem ins Verhaltnis gesetzt. Integrale, die sich aus
den Peaks innerhalb der Sekundarfarbung des Serums ergeben, werden fiir die Bestimmung

der gréRten Flache ausgeschlossen.

Tabelle 23: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitats-Blots der nicht-reduzierten Proben der
mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten LDS-PAGE in Abbildung 26, im Vergleich zum gro3ten Peak

des jeweiligen Molekulargewichts.

Vergleich der Peakflachen zwischen den nicht-reduzierten Proben der LDS-PAGE

Probe Verhaltnis Verhéltnis Peak 4 | Verhéltnis Peak 5 | Verhéltnis Peak 6
Peaks 1 bis 3

grofite ) .

. Elution 2 Harz DL1 Elution 2

DL1 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 Intensitats-Blot der nicht-reduzierten Proben stellt die relative Menge an
vollstandigen Antikoérpern dar. Fragmentierte Antikorper werden in den Peaks 2 bis 4
reprasentiert. Hier kdnnen sich F(ab).-Regionen im dritten Peak befinden. Die Peaks 5 und 6
entsprechen jeweils der relativen Menge an schweren, beziehungsweise leichten
Antikorperketten. Peak 5 kann zusatzlich auch Fab- und Fc-Regionen enthalten und die
Proteinmenge der leichten Antikérperketten im sechsten Peak wird von einer Verunreinigung
mit ahnlicher Grdl3e verschleiert. Die ersten beiden Elutionen zeigen eine grofRe Ausbeute in
allen sechs Peaks. Lediglich im vierten und funften Peak werden sie von anderen Proben
Ubertroffen. Die stationare Phase zeigt eine relativ grofle Menge an fragmentierten
Antikorpern. Da die dritte Elution keinerlei Protein enthalt, welche entsprechend des
Molekulargewichts mit fragmentierten Antikdrpern assoziiert werden kann, ist anzunehmen,
dass diese nach der zweiten Elution nicht mehr aus der stationdren Phasen eluiert werden

kénnen. In beiden Durchlaufen wurde eine groRere Menge an Proteinen mit einem
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Molekulargewicht von ~ 50,0 kDa (Peak 5) aus der stationaren Phase gespiilt. Uber die
Farbung mit Coomassie®-Brillant-Blau lasst sich aber nicht genauer bestimmen, ob es sich
hierbei wirklich um Antikérperfragmente oder ein anderes Protein handelt. In den anderen
Peaks der Durchlaufe 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 betragt weniger als ein FiUnftel der beiden vorangehenden
Elutionen. Im Vergleich bleibt im Harz deutlich weniger Protein zuriick, als bei der im

vorherigen Kapitel dargestellten Affinitditschromatographie.

Tabelle 24: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitats-Blots der reduzierten Proben der mit
Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten LDS-PAGE in Abbildung 26, im Vergleich zum gré3ten Peak des

jeweiligen Molekulargewichts.

Vergleich der Peakflachen zwischen den reduzierten Proben der LDS-PAGE
Probe Verhaltnis Verhaltnis Verhaltnis Peak 6 | Verhéltnis Peak 7
Peaks 1 und 2 Peak 3 bis 5
groidte . _ _ .
. Elution 2 Elution 1 Elution 1 Elution 1
DL1 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
vollstandigen Antikdérpern und Antikoérperfragmenten aufzufinden, welche nicht vollstandig
reduziert wurden und mindestens zwei schwere Antikdrperketten enthalten. Ebenso ist es
mdoglich, dass sich im zweiten Peak F(ab).-Regionen befinden. Der dritte Peak enthalt
Antikorperfragmente mit einer schweren und einer leichten Kette. Die Proteine sowohl im
vierten als auch im sechsten Peak, kénnen 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
Antikorperketten sowie eine unbekannte proteinogene Verunreinigung definiert. Im Gegensatz
zu den nicht-reduzierten Proben besitzen die ersten beiden Elutionen bei allen Peaks die
grofite Flache. Das liegt daran, dass sich die groRte Menge an Protein, welche in den
Waschritten von der stationaren Phase gewaschen wird, im vierten Peak befindet. Dieser Peak
wird bei der Berechnung der Integration mit dem dritten und funften Peak vereint. Die

Proteinmengen im dritten und flinften Peak sind in den Elutionen deutlich gréRer als im vierten.
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Das unbestimmte Protein im vierten Peak besitzt daher nur eine geringe Affinitdt gegeniber

der stationaren Phase.

Die Werte der gemessenen Flachen 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 héchstwahrscheinlich
um vollstandige Antikdrper und grof3ere fragmentierte Antikbrper, welche in jeder Probe als
marginaler Rest verbleiben. Dementsprechend besitzen diese beiden Peaks nur eine geringe
Relevanz fir 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 ungefahr die vierfache Menge an
Protein. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen in den Intensitats-Blots der

nicht-reduzierten Proben.

Tabelle 25: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitéats-Blots der nicht-reduzierten Proben des
Western Blots in Abbildung 28, im Vergleich zum gréRten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die
Flachen der Peaks des Serums werden mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert und zu der jeweils

groRten Flache aus den anderen Proben ins Verhéltnis gesetzt.

Vergleich der Peakflachen zwischen den mit Anti-IgG markierten,
nicht-reduzierten Proben des Western Blots

Probe Verhaltnis Peaks Verhaltnis Peak 5 Verhaltnis Peak 6
1 bis 4
grofte Flache Elution 1 Elution 2 Elution 2

DL1 18,1 % 157 % -

DL 2 13,7 % 7,8 % -
Elution 1 100,0 % 93,2% 80,7 %
Elution 2 91,2 % 100,0 % 100,0 %
Elution 3 122 % 4.9 % -

Harz 9,7 % 57% 19,1 %

grolte Flache 1.4 % 2.2 %, 1.9 %o
Serum

Wie auch im vorherigen Kapitel gibt die FlAche der Peaks in den Intensitéats-Blots des Western
Blots einen Schatzwert fir die tatsachlich vorhandene Menge an Antikérper vor. Die Flachen
der ersten vier Peaks der nicht-reduzierten Proben beschreiben hierbei die Menge an
vollstandigem und fragmentiertem 1gG. Der finfte Peak spiegelt die schweren 1gG-Ketten und
der sechste die leichten IgG-Ketten wider. Bei jedem Peak dominiert einer der beiden ersten

Elutionen die Grof3e der Flache. Eine groRere Menge an Antikdrperketten ist nur in diesen
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beiden Elutionen zu beobachten. Alle anderen Proben enthalten eine vernachlassigbare
Menge. Die FlachengroRe der Peaks der Elutionen ist im Verhaltnis zu der FlachengroRe der
Peaks des Serums groRRer als erwartet. Das ist aber mit grol3er Wahrscheinlichkeit auf das

grolere Elutionsvolumen und die optimierten Versuchsbedingungen zurtckzufthren.

Tabelle 26: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitéts-Blots der reduzierten Proben des
Western Blots in Abbildung 28 im Vergleich zum gréf3ten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die
Flachen der Peaks des Serums werden mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert und zu der jeweils

groRten Flache aus den anderen Proben ins Verhéltnis gesetzt.

Vergleich der Peakflachen zwischen den mit Anti-IgG markierten,
reduzierten Proben des Western Blots
Probe Verhaltnis Verhéltnis Peak 2 | Verhdltnis Peak 3 | Verhéltnis Peak 4
Peak 1
grofite : : : .
o Elution 1 Elution 1 Elution 2 Elution 1

DL1 - 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 %

grobte Flache| g 4 ¢, 1,6 % 7.2 %o 5,9 %o

Serum

Die Werte der Flachen der Intensitéats-Blots, welche mit den reduzierten Proben des Western
Blots korrespondieren und mit Anti-lgG markiert sind, bestatigen die Beobachtung aus den
nicht-reduzierten Proben. Der einzige Unterschied ist, dass im zweiten Peak die Flache des
Peaks der stationaren Phase deutlich groR3er ist. Hierbei handelt es sich um die fragmentierten
Antikorper, welche auch mit der dritten Elution nicht aus dem Harz herausgelost werden

konnten.
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Tabelle 27: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitats-Blots der reduzierten Proben des
Western Blots in Abbildung 30, im Vergleich zum grof3ten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die
Flachen der Peaks des Serums werden mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert und zu der jeweils

groR3ten Flache aus den anderen Proben ins Verhéltnis gesetzt.

Vergleich der Peakflachen zwischen den mit Anti-IgA markierten

Proben des Western Blots

Probe Verhéltnis Peaks 1 bis 4 Verhaltnis Verhaltnis Peak B
Peak 5
grofte , , _
Elache Elution 1 Elution 1 Elution 2
DL1 - - 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 %
grofite Flache 2.7% i 1.2 %
Serum

In den Intensitéts-Blots des Western Blots, welcher gegen IgA eingefarbt 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 flir die Auswertung vernachlassigt. Die ersten vier Peaks entsprechen
vollstandigem IgA und fragmentiertem IgA, welches mindestens zwei schwere Ketten enthalt.
Der funfte Peak definiert die Flache, 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 bestatigt die Beobachtung, dass der groR3te Teil der aufgereinigten
Antikérper in den beiden ersten Elutionen aufzufinden ist. Die einzige Ausnahme ist die grof3e
Menge an schweren IgA-Ketten, welche im ersten Durchlauf markiert werden. Wie aber bereits
erwahnt, zeigt die entsprechende Bande ein grol3eres Molekulargewicht als schwere IgA-
Ketten innerhalb der Elutionen. Die gemessene Flache der Elutionen der schweren IgA-Ketten
ist im reduzierten Zustand im Vergleich zu der Flache des Serums geringer als erwartet. Eine
Ursache dafir kann sein, dass die geringe Signalstarke der Anti-lgA-Markierung die

Bestimmung eines genauen Messwertes erschwert.
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Die Ergebnisse der optimierten Affinitatschromatographie zeigen eine deutlich grofere relative
und absolute Ausbeute im Vergleich zur ersten Aufreinigung. Bei Anti-Emp-lgG variiert das
Epitop der Antikorper in jeder Elution geringfiigig. Diese Variation ist bei IgA vergleichsweise
deutlich starker zu beobachten. Zwei Elutionen reichen aus, um die meisten Antikbrper aus
der stationaren Phase aufzureinigen. Wahrend die Menge an Proteinen in diesen beiden
Elutionen sehr éhnlich ist, so ist die Funktionsfahigkeit von IgG aus der ersten Elution deutlich
besser als die in der zweiten. Bei IgA ist die Proteinmenge ebenfalls ungefahr gleich, aber
stattdessen ist die Funktionsfahigkeit in der zweiten Elution besser. Die Ausbeute von
funktionsfahigem IgA ist mehr als doppelt so gro3 wie die Ausbeute von IgG. In der dritten
Elution ist die Ausbeute der Proteinmenge von beiden Antikdrpertypen deutlich geringer als in
den ersten beiden Elutionen. Auch ist die Funktion der Antikdrper innerhalb dieser Elution
deutlich reduziert. Auf der stationaren Phase verbleibende Antikdrper besitzen eine so starke
Retentionszeit, dass sie hochstwahrscheinlich nicht mehr aus dem Harz herausgeldst werden
kénnen. Durch die Waschschritte geht zwar ein Teil der Anti-Emp-Antikorper verloren, daftr
erhoht sich aber die Homogenitat der Affinitat gegentiber demselben Epitop. Aus diesem
Grund sind die beiden Waschschritte unabdingbar.

4.2.2.3 Annadherung an die Proteinmenge uber relative Intensitat

Aufgrund der proteinogenen Verunreinigung ist eine photometrische Bestimmung der
Proteinmenge innerhalb der Elutionen nicht sinnvoll. Die Verunreinigung ist so stark, dass der
Messwert erheblich verfalscht wird. Aus diesem Grund wird eine alternative Methode zur
Schatzung der Proteinkonzentration verwendet. Uber die BandengroRe der BSA-Kontrolle
kann abgeschatzt werden, wie stark eine bestimmte Proteinmenge durch das Coomassie®-
Brillant-Blau eingefarbt wird. Fir den Zweck der Bestimmung wird die LDS-PAGE aus der
Abbildung 25 verwendet. Als geeignete Banden fir die Messung der Anti-Emp-Antikorper
bieten sich die drei Banden mit dem gréf3ten Molekulargewicht der nicht-reduzierten Proben
an. Diese enthalten vollstandige und fragmentierte Antikdrper mit mindestens zwei schweren
Antikodrperketten und werden im Western Blot gut sichtbar markiert. Fragmente mit einer
schweren und leichten Kette sowie einzelne schwere Ketten reprasentieren jeweils ein halbes
Antikdrpermolekil und wirden die Messung deshalb verzerren. Die leichte Bande ist aufgrund

der Verunreinigung nicht als Bande fiur die Schatzung brauchbar.

Fur die Berechnung des Anti-Emp-Antikdrpers wird die Rl der BSA-Bande als Referenz
bestimmt. Als Vergleichswert werden die drei obersten Banden der Elutionen
zusammengefasst. Um die Messwerte flur die relevanten Banden zu erhalten, werden diese
durch das Programm ImageJ innerhalb einer Selektion mit einer GroRe von
65,0 x 100,0 Px ausgewahlt, die Farben invertiert und der Mittelwert der RI innerhalb dieser

Flache bestimmt. Von diesem Mittelwert wird der Modalwert der Selektion subtrahiert und das
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Ergebnis mit der Flache der Selektion multipliziert. Der Modalwert entspricht hierbei dem
haufigsten Wert des Hintergrundrauschens innerhalb der Selektion. Die Datenbreite von
ImageJ ist fur die Messung der Schatzwerte auf ein Maximum von 16 Bit begrenzt. Zur
besseren Veranschaulichung wird von jeder Messung ein Oberflachendiagramm angefertigt.
Durch den Vergleich des Produkts der Banden des Anti-Emp-Antikdrpers mit dem der BSA-
Bande lasst sich die Proteinmenge der Antikorper schatzen. 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 Schatzwert und ermdglicht es, in
Ermangelung besserer Alternativen, eine ungeféahre Antikérperkonzentration innerhalb der
Elutionen zu bestimmen. Der Farbstoff Coomassie®-Brillant-Blau interkaliert mit bestimmten
Aminoséauren der Proteine, weshalb das Molekulargewicht bei dieser Bestimmung keine Rolle
spielt . Da die Aminosauresequenz des Anti-Emp-Antikdrpers nicht bekannt ist, werden
eventuelle Varianzen in der Zusammensetzung der Proteine ignoriert. Angefertigte
Oberflachendiagramme sind in Abbildung 32 dargestellt. Die Messergebnisse und die
Berechnung zur Bestimmung der Schatzwerte sind in Tabelle 28 aufgelistet.

Oberflachendiagramme
LDS-PAGE Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, nicht-reduziert

BSA 1,0 ug Elution 1

6,6 x 10U 6,6 x 10U

Elution 3

6,6 x 10U

?

Abbildung 32: Visuelle Darstellung der Flachen, welche fir eine Annéherung an die absolute

Proteinmenge gemessen wurden.
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Tabelle 28: Die durchschnittliche Intensitdt Antikdrper-haltiger Banden aus der LDS-PAGE in
Abbildung 25 wird mit der durchschnittlichen relativen Intensitéat eines Referenzproteins mit bekannter

Proteinmenge verglichen.

Mengenbestimmung von Anti-Emp-Antikérper tber durchschnittliche Intensitat
Probe Gesamtintensitat geschatzte geschatzte Proteinkonzentration
in [bitPx] Proteinmenge in [ug/mL]
BSA 1,0 ug 2,1 x 107 1,0 ug 100,0
Elution 1 2,4 x 107 1,2 ug 115,2
Elution 2 2,3 x 107 1,1 ug 111,1
Elution 3 4,2 x 10° 19,8 ng 2,0

Die Schatzung ergibt, dass sich in den Proben der beiden ersten Elutionen eine Menge von
Antikdrpern mit einem Gewicht von knapp Uber 1,0 ug befindet. Die Proteinkonzentration
unterscheidet sich in diesen beiden Proben nur geringfiigig. In der dritten Elution hingegen
befinden sich weniger als 2,0 % dieser Menge. Da alle Proben nur als Unikat vorliegen, lasst
sich bei dieser Schatzmethode keine SA bestimmen, wodurch die Stabilitdt der Messwerte

nicht ermittelt werden kann.
4.2.3 Weitere Affinitatschromatographien

Im Verlauf der Dissertation wurden noch weitere Affinitditschromatographien durchgeftihrt und
Anti-Emp-Antikorper fir Versuchszwecke isoliert. Blutserum fir die Aufreinigung wurde von
den freiwilligen Spendern FS2, FS3 und FS4 unter arztlicher Aufsicht abgenommen. Die
Auswertung der nachfolgenden Aufreinigungen wird auf den Vergleich der Aminosaureblots
und die Berechnung der jeweiligen Ausbeute begrenzt. In den ersten Chromatographien von
FS3 und FS4 werden vier Elutionen durchgefiihrt, um zu tGberprufen, ob noch Antikdrper mit
einer langeren Retentionszeit von der Saule gewaschen werden kénnen. Die vierte Elution
(Elu 4) wird allerdings nur durch eine LDS-PAGE und nachfolgender Coomassie®-Brillant-Blau
im nachsten Kapitel analysiert. Das Serum, die Elutionen und DL 1 von jeder
Affinitatschromatographie werden als Primarfarbung zur Markierung von PEPperCHIP®
Peptid-Mikroarrays in 16er-Konfiguration verwendet. Diese Peptidarrays enthalten eine
Substitutionsanalyse des Peptids ,HYVPEFKGSLPAPRV‘. Nach der Primarfarbung werden
alle Peptidarrays mit Sekundarantikorpern gegen die Antikdrpertypen IgG und IgA markiert.
Auf diese Weise markierte Arrays der Proben aus der Affinitdtschromatographie von FS3 und
FS4, sind in den Anlagen 1 und 2 im Anhang dargestellt. Bei der letzten Aufreinigung von FS2
werden nur zwei Elutionen durchgefiihrt und es wird auf eine Markierung und nachfolgende
Auswertung des IgA verzichtet. Als Vergleichswert fir die Signalstéarken jeder Farbung wird

die RFI der Peptidspots, welche die originale Aminosauresequenz enthalten, als Mittelwert
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zusammengefasst und die zusammenhangende SA bestimmt. Uberschreitet die SA hierbei
80,0 %, kann die Farbung nicht fur einen Vergleich verwendet werden. Nach dieser Regel
scheiden die Sekundarfarbungen gegen IgA der zweiten optimierten
Affinitatschromatographie des Serums von FS2 fiir eine Auswertung aus. Die Differenzen in
den Intensitaten innerhalb der Aminosaureblots der Elutionen im Vergleich zum Serum, die
einen Betrag von 30,0 % oder héher besitzen, sind fur die beiden Aufreinigungen von FS2 in
Tabelle 29 aufgelistet. Die gleichen Differenzen sind fur die Seren von FS3 und FS4 in
Tabelle 30 zu finden. Da jede Substitution im Peptidarray nur als Unikat vorliegt, ist die
Zuverlassigkeit der Messergebnisse geringer als bei den Peptid-Mikroarrays in Finfer-
Konfiguration. Die Ausbeute der Affinitatschromatographien sind flr das Serum FS2 in
Tabelle 31 und fur FS3 sowie fur FS4 in Tabelle 32 beschrieben.

Der Vergleich der Aminoséaureblots der Affinitditschromatographien von FS2 bestatigt bisherige
Ergebnisse. Peptidspots mit einer Differenz zur Referenz sind nur in geringer Zahl aufzufinden.
In vereinzelten Fallen ist einer dieser Peptidspots an einer essenziellen Position. Mit jeder
weiteren Elution nimmt die Anzahl an Peptidspots zu, welche ein groReres Signal als die
Referenz im Serum zeigen. Im Gegensatz dazu nimmt der Anteil an vergleichsweise
schwécheren Signalen ab. Der Durchlauf zeigt in allen drei Aufreinigungen im Vergleich zum
Serum die gré3te 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 Verhaltnis verschiebt sich in der zweiten und dritten Elution zu Peptidspots,
welche ein schwacheres Signal als die Referenz zeigen. In der ersten Elution sind hierbei
mehrere Differenzen bei Substitutionen in den letzten beiden essenziellen Positionen zu
finden. In ahnlicher Form kann diese Beobachtung in der Aufreinigung von FS4 beobachtet
werden. Dort veréndert sich die Anzahl der Peptidspots mit gréReren Differenzen nur minimal
und das Verhaltnis verschiebt sich mit jeder weiteren Elution hin zu Peptidspots, welche eine
geringere Signalstarke 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 flinf Peptidspots eine Differenz zur
Referenz und in vielen Féllen ist der Betrag grof3er als 100,0 %. Der Durchlauf von FS4 weist
diese Differenzen mit vergleichbarem Betrag in jedem dritten Peptidspot auf. Die grof3e Anzahl
an Differenzen zwischen Serum und den Elutionen deutet bei beiden Spendern darauf hin,
dass mehrere Antikorper involviert sind, welche jeweils eine unterschiedliche Affinitat
gegenluber dem Epitop des Anti-Emp-Antikdrpers besitzen. Bei den Durchlaufen sind so viele
pragnante Unterschiede sichtbar, sodass die Wahrscheinlichkeit grof3 ist, dass in den
Waschschritten Anti-Emp-Antikdrper abgeschieden werden, welche ein &hnliches, aber nicht
das gleiche Epitop binden.
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Tabelle 29: Anzahl der Peptidspots der individuellen Elutionen,

deren RFI

sich nach der

Sekundarfarbung um mehr als 30,0% von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der

Sekundarfarbung des Serums unterscheidet.

Differenz der Aminoséaureblots der Affinitatschromatographie von FS2:
Eluate gegen Serum (A 2 30,0 %)
Peptidspots Peptidspots
. , : ) Anzahl
(Signalstarke Eluat < Serum) (Signalstarke Eluat > Serum)
Eluat gesamt
Anzahl durchschn. Anzahl durchschn. )
: : : _ (relativ)
(relative Anzahl) Differenz | (relative Anzahl) Differenz
optimierte Affinitatschromatographie 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 %)
DL1 5 (2,8 %) 42,7 % 8 (4,4 %) 55,1 % 13 (7,2 %)
optimierte Affinitatschromatographie FS2 Nr. 3
Elution 1 7 (3,9 %) 34,6 % 5 (2,8 %) 106,9 % 12 (6,7 %)
Elution 2 1 (5,6 %o) 40,6 % 4 (2,2 %) 59,5 % 5 (2,8 %)
DL1 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 verhaltnismafig gréere
Menge an IgA. Das vereinfacht die Auswertung dieses Antikdrpertyps in den Elutionen beider
Personen deutlich. Wéahrend die erste Elution des Serums von FS3 keine merklichen
Unterschiede zur Signalstarke der Markierung von Anti-IgA in der Referenz zeigt, erhéht sich
diese in der zweiten Elution um eine geringe Anzahl. Mit einer weiteren Elution verschiebt sich
das Verhéltnis zu Peptidspots, welche eine geringere Signalstarke als die Referenz zeigen.
Der Durchlauf zeigt in Peptidspots nur Differenzen, welche geringer als die Signalstarke aus
den entsprechenden Referenzspots sind. Es zeigen sich nur wenige Differenzen in den
Peptidspots an essenziellen Positionen und diese unterscheiden sich nur geringfuigig. Das
Serum von FS4 weist zwei grol3e 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

Sekundarfarbung um mehr als 30,0% von der korrespondierenden RFI der Peptidspot der

Sekundarfarbung des Serums unterscheidet.

Differenz der Aminoséaureblots der Affinitatschromatographie von FS3 und FS4:
Eluate gegen Serum (A 2 30,0 %)
Peptidspots Peptidspots
(Signalstarke Eluat < Serum) (Signalstarke Eluat > Serum) Anzanl
Eluat gesamt
Anzahl durchschn. Anzahl durchschn. (relativ)
(relative Anzahl) Differenz | (relative Anzahl) Differenz
optimierte Affinitdtschromatographie 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 % 14l
(78,3 %)
IgA
Elution 1 1 (5,6 %o) 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 %)
DL1 2 (1,1 %) 38,2 % 94 (52,2 %) 70,0 % 96 (53,3 %)
optimierte Affinitatschromatographie 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%)
Eluton 3 | 19 (10,6 %) 49,7 % 4 (2,2 %) 457 % 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 %)
Eluton2 | 22 (12,2 %) 88,5 % 17 (9,4 %) 51,5 % 39 (21,7 %)
Elution3 | 23 (12,8 %) 85,8 % 5 (2,8 %) 46,3% | 28 (15,6 %)
DL 1 9 (5,0 %) 126,9 % 64 (35,6 %) 700% | 73 (40,1 %)
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Aus den Ergebnissen der Differenzen zwischen den Aminoséaureblots und den Spenderseren
lassen sich zwei wichtige Erkenntnisse gewinnen. Die erste Erkenntnis ist, dass das Verhaltnis
von Peptidspots, welche eine groRere oder niedrigere Signalstarke als ihre mit Serum
eingefarbte Korrespondenz zeigen, sich mit jeder Elution verandert. Die Richtung in welche
dieses Verhaltnis sich verschiebt und die Intensitat dieser Verschiebung sind dabei von dem
jeweiligen Spender abhangig. Dies ist ein starker Hinweis daflir, dass die durch sauren
pH-Wert bedingte Denaturierung der Antikorper nur eine untergeordnete Rolle spielt und jede
Person Anti-Emp-Antikbrper mit einer Bandbreite an Retentionszeiten besitzt, welche
entsprechend dem Elutionsvolumen in unterschiedlichen Fraktionen isoliert werden. Die
unterschiedlichen Retentionszeiten und die Nuancen in der Signalstarke kénnten hierbei aus
einer Selektion von mehreren unterschiedlichen B-Zellen stammen, welche wahrend dem
Verlauf einer somatischen Hypermutation geférdert wurden. Die zweite und wichtigere
Erkenntnis ist, dass die Differenzen im Aminosaureblot aufdecken konnen, ob sich die
Antikorperaffinitat im Eluat vom Blutserum unterscheidet. Zeigen Eluate eine grolRere Anzahl
an Differenzen in mehreren essenziellen Positionen, ist das ein starker Hinweis dafir, dass
die Affinitat gegeniiber dem Epitop bei eluierten Antikdrpern und dem Serum verschieden ist.
In diesem Fall ist davon auszugehen, dass das Serum Uber mehrere Antikorper verfligt, welche
ahnliche, aber unterscheidbare Epitope binden kénnen. So zeigen die Elutionen von FS2 bei
der Aufreinigung von 1gG und die Elutionen von FS3 bei der Aufreinigung von IgA so
geringfligige Unterschiede, dass hierbei von einer sehr kleinen Bandbreite an Antikdrpern
auszugehen ist, welche das Epitop ,HYVPEFKGGLPAPRYV' binden. Im Unterschied hierzu
zeigen aufgereinigtes Anti-Emp-lgG von FS3 und FS4 sowie aufgereinigtes IgA von FS2 und
FS4 groRere Unterschiede zur jeweiligen Referenz im Serum. Zuséatzlich ist eine
verhaltnismagig groe Anzahl an Differenzen in Peptidspots der Substitutionsanalysen von
Durchlaufen zusammenhangender Affinitdtschromatographien zu beobachten. Diese
Unterschiede sind in den Substitutionsanalysen dieser Proben vermehrt an den essenziellen
Positionen zu finden. Das spricht dafiir, dass wahrend der Affinitatschromatographie
Antikdrper mit einer Kreuzreaktivitat gegeniiber dem Epitop in den Durchlaufen abgeschieden
werden. Aus diesem Grund entsteht bei der Farbung einer Substitutionsanalyse eine groRere
Diskrepanz zwischen Serum und Elution. Spender, bei denen dies der Fall ist, besitzen
hochstwahrscheinlich mehrere Antikorper des jeweiligen Antikorpertyps, welche das Epitop
,HYVPEFKGGLPAPRV' binden kdnnen. Diese Antikdrper sind aber polyklonal und haben
nicht dieselbe Affinitat, wodurch sie wahrend der Affinitatschromatographie voneinander
getrennt werden. Es gibt daher Menschen, welche Anti-Emp-Antikdrper mit einer Bandbreite

sehr enger oder sehr breit gefacherter Affinitaten besitzen.
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Tabelle 31: Berechnung der RFI aller Proben der nachfolgenden, optimierten
Affinitatschromatographien von FS2 und nachfolgende Bestimmung der relativen Ausbeute von

funktionsfahigem Antikdrper, im Verhaltnis zum Blutserum.

weitere Affinitatschromatographien von Blutserum aus FS2

Probe Volumen | Verdunnungsfaktor RFI in [RFU] (SA) Ausbeute
in [X]
optimierte Affinitdtschromatographie FS2 Nr. 2
19G

Serum 5,0 mL 200 2,7 x 10° (17,9 %) -
Elution 1 175,0 ul 500 5,0 x 108 (14,8 %) 18,8 %
Elution 2 175,0 ul 500 4,5 x 108 (17,2 %) 16,8 %
Elution 3 175,0 ul 500 2,5 x 108 (11,5 %) 9,3%

optimierte Affinitatschromatographie FS2 Nr. 3

[s]€]
Serum 5,0 mL 100 8,0 x 10° (10,8 %) -
Elution 1 175,0 ul 1000 8,8 x 108 (27,0 %) 11,1 %
Elution 2 175,0 pl 1000 9,2 x 10% (10,2 %) 11,4 %

Die Ausbeuten der Elutionen aus der Affinitditschromatographie des Serums von FS2 liegen
zwischen 10,0 und 20,0 %. Bei der dritten Elution sinkt die Ausbeute im Falle von
funktionsfahigem IgG auf 9,3 %.
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Tabelle 32: Berechnung der RFI aller Proben der optimierten Affinitatschromatographien von FS3 und
FS4. Nachfolgend wird die relative Ausbeute von funktionsfahigen Antikdrpern im Verhdltnis zum

Blutserum bestimmt.

Affinitdtschromatographien von Blutserum aus FS3 und FS4

Probe Volumen | Verdunnungsfaktor RFI in [RFU] (SA) Ausbeute
in [X]
optimierte Affinitdtschromatographie FS3
19G
Serum 5,0 mL 200 3,9 x 10° (10,7 %) -
Elution 1 175,0 ul 500 9,7 x 108 (7,0 %) 24,8 %
Elution 2 175,0 ul 500 1,1 x 10° (12,9 %) 27,2%
Elution 3 175,0 ul 500 5,5 x 108 (15,8 %) 13,9%
IgA
Serum 5,0 mL 200 4,1 x 10° (26,5 %) -
Elution 1 175,0 ul 500 4,4 x 10® (28,3 %) 10,6 %
Elution 2 175,0 ul 500 8,5 x 108 (23,6 %) 20,7 %
Elution 3 175,0 ul 500 4,3 x 108 (40,2 %) 10,6 %

optimierte Affinitdtschromatographie FS4

19G
Serum 5,0 mL 200 6,5 x 10° (18,1 %) -
Elution 1 175,0 ul 500 1,2 x 10° (15,5 %) 18,1 %
Elution 2 175,0 pl 500 9,2 x 108 (17,9 %) 14,1 %
Elution 3 175,0 pl 500 3,0 x 108 (22,1 %) 4,6 %
IgA
Serum 5,0 mL 200 3,9x 10° (15,7 %) -
Elution 1 175,0 ul 500 6,4 x 108 (22,4 %) 16,5%
Elution 2 175,0 pl 500 7,7 x 108 (43,6 %) 19,7 %
Elution 3 175,0 pl 500 1,9 x 108 (33,9 %) 4,8 %

Die Elutionen nach der Affinitdtschromatographie mit Serum von FS3 und FS4 zeigen eine
Ausbeute von funktionsfahigen Antikdrpern zwischen 10,0 und 30,0 %. Die dritten Elutionen
zeigen vergleichsweise jeweils eine Ausbeute zwischen einem Viertel und der Halfte der

ersten Elution.
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4.2.4 Optimierte Bestimmung der Proteinmenge

Die Annaherung zur Schéatzung der Proteinmenge in Kapitel 4.2.2.3 ,Annéaherung an die
Proteinmenge uUber relative Intensitat* verfugt aufgrund der Abwesenheit von mehreren
Stichproben Uber keine bestimmbare SA. Aus diesem Grund ist eine Evaluierung der
Zuverlassigkeit des Schatzwertes nicht moglich. Zur Bestimmung von zuverlassigeren
Schatzwerten werden deshalb die Elutionen der Affinitdtschromatographie von den
Spenderseren FS3 und FS4 in einer LDS-PAGE ohne Reduktionsmittel vorbereitet und mit
Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbt. Als Referenzprotein zur Korrelation der Menge mit der
Farbeintensitat werden insgesamt vier Proben mit BSA eingesetzt. Jeweils zwei dieser Proben
werden in einer Menge von 1,0 und 2,0 pg in Geltaschen gefillt. Zusétzlich 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 hoher ist, wird die LDS-PAGE nach der Farbung mit einer Auflésung 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 eingefarbte LDS-PAGE ist in Abbildung 33 dargestellt. Uber das
Gelanalysewerkzeug von ImageJ werden die Banden in den dritten und vierten Elutionen
in Intensitats-Blots umgewandelt und die Integrale der resultierenden Peaks bestimmt. Die
Intensitats-Blots von den Elutionen sind in Abbildung 34 dargestellt. Da die Auflosung des
Bildes der LDS-PAGE doppelt so hoch ist wie bei der vorherigen Bestimmung, wird die
Messflache fur die Schatzung auf 130,0 x 200,0 Px erweitert. Von jeder Messung der
durchschnittlichen relativen Intensitat wird ein Oberflachendiagramm angefertigt. Diese
werden gesammelt in den Abbildungen 35 und 36 prasentiert. Die tatsdchlichen Messwerte

und die geschéatzten Proteinkonzentrationen sind in Tabelle 33 aufgelistet.

166



LDS-PAGE Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, nicht-reduziert, schwaches Epitop
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1 = vollstandiger Antikorper 2 = zwei schwere, eine leichte Kette
3 = zwei schwere Ketten 4 = eine schwere, eine leichte Kette
5 = schwere IgA-Kette 6 = schwere IgG-Kette

7 = leichte Kette und Verunreinigung

Abbildung 33: LDS-PAGE aller wahrend der optimierten Affinitatschromatographie von den Seren von
FS3 und FS4 generierten Proben, nach einer Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung. Von jeder Probe wird
10,0 yl in eine Geltasche gefullt. Zusatzlich zu den Proben werden jeweils zwei Proben mit
1,0und 2,0 uyg BSA als Referenzwert und ein Marker flr ProteingréRen als Mal3stab fir das
Molekulargewicht als Kontrollen beigefligt. Der Kontrast und die Helligkeit der Abbildung sind optimiert.
Die Legende beschreibt, welche Antikorper oder Antikorperfragmente in den nummerierten Banden mit
groRter Wahrscheinlichkeit zu finden sind. Zur Bestimmung der Proteinmenge von Antikérpern 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 Antikérper von FS3, als auch FS4, besitzen eine
grol3e Verunreinigung mit einem Molekulargewicht, das den Erwartungen von leichten
Antikorperketten entspricht. Als gut sichtbarer Unterschied ist bei der ersten, zweiten und
vierten Elution eine grol3e Bande auf der Hohe von ~ 55,0 kDa zu sehen. In den beiden
Eluaten wurde im Vergleich zu dem Serum von FS2 eine viel groRere Menge an IgA
gewonnen. Diese Bande reprasentiert deshalb mit groRer Wahrscheinlichkeit einzelne
schwere Ketten dieses Antikorpertyps. Auffallig ist hierbei, dass diese Bande bei der vierten,

nicht aber bei der dritten Elution zu erkennen ist.
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Intensitats-Blots LDS-PAGE Affinitatschromatographie,
Anti-Emp, nicht-reduziert, schwaches Epitop
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Abbildung 34: Zusammenfassung aller mit Coomassie®-Brillant-Blau eingeférbten Banden der LDS-
PAGE aus der Abbildung 33. Die Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildungen
Ubernommen. Eine rote Linie beschreibt die Abgrenzung des Peaks gegeniber dem
Hintergrundrauschen. Diese Abgrenzung wird flr jeden Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich
zwischen den Proben maoglich ist. In der Flachenberechnung werden die Peaks 1 bis 3 sowie 5 und 6

zusammengefasst, da ihre Flachen sich teilweise tUberlappen.

Die Flachen der Peaks in der vierten Elution sind bei beiden Seren mit Ausnahme des siebten
Peaks groRer 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 vollstandige Antikorper und Antikérperfragmente mit
mindestens zwei schweren Ketten und werden in einer Messflache vereint. Diese Flache ist
bei der vierten Elution von FS3 fast dreimal so grof3 und bei der vierten Elution von FS4 mehr
als dreimal so groR} als bei der entsprechenden dritten Elution. Peaks 5 und 6 reprasentieren
die extrahierte Menge an schweren IgG- und IgA-Ketten und ist nur fir die Elutionen von FS4
vergleichbar, da die dritte Elution von FS3 an dieser Stelle kein sichtbares Signal zeigt. In
diesem Vergleich ist die Flache der beiden Peaks in der vierten Elution mehr als siebenmal so
grol3. Die Tatsache, dass die vierte Elution mehr Antikérper enthdlt als die Dritte und zuséatzlich
schwere Ketten aus der stationdaren Phasen extrahiert, unterstitzt die Theorie, dass sich
mehrere Anti-Emp-Antikorper im Blut befinden, welche zwar dasselbe Epitop binden, aber
aufgrund ihrer abweichenden Affinitat eine grof3ere Retentionszeit besitzen. Die vergrofRerte

Retentionszeit sorgt dafiir, dass mehr Elutionsvolumen notwendig ist, um sie von der Saule zu
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spulen. Aus diesem Grund werden diese Antikbrper von anderen Anti-Emp-Antikorpern
wahrend der Affinitatschromatographie isoliert.

Oberflichendiagramme LDS-PAGE Affinititschromatographie FS3, Anti-Emp, nicht-reduziert
BSA 1,0 ug Elution 1 Elution 2

6,6 x 10U

Abbildung 35: Visuelle Darstellung der Flachen, welche fir eine Anndherung der absoluten
Proteinmenge in den Elutionen der Affinitdtschromatographie von Serum FS3 gemessen wurden. Links
sind die Oberflachendiagramme der BSA-Proben dargestellt, welche als Referenzmenge eingesetzt

wurden. Rechts sind die Oberflachendiagramme der ersten drei Banden aus den jeweiligen Elutionen
abgebildet.

Oberflichendiagramme LDS-PAGE Affinititschromatographie FS4, Anti-Emp, nicht-reduziert

BSA 1,0 ug Elution 1 Elution 2

6,6 x 10U 6,6 x 10°U 6,6 x 10°U 6,6 x 10°U

6,6 x 10U

Abbildung 36: Visuelle Darstellung der Flachen, welche fiir eine Anndherung der absoluten
Proteinmenge in den Elutionen der Affinitdtschromatographie von Serum FS4 gemessen wurden. Links
sind die Oberflachendiagramme der BSA-Proben dargestellt, welche als Referenzmenge eingesetzt

wurden. Rechts sind die Oberflachendiagramme der ersten drei Banden aus den jeweiligen Elutionen
abgebildet.
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Tabelle 33: Die RI Antikorper-haltiger Banden aus der LDS-PAGE in Abbildung 33 wird mit der

durchschnittlichen RI eines Referenzproteins mit bekannter Proteinmenge verglichen.

Mengenbestimmung von Anti-Emp-Antikérper tber durchschnittliche Intensitat
Probe Gesamtintensitat geschatzte geschatzte Proteinkonzentration
in [bitPx] Proteinmenge in [ug/mL]
BSA Mittelwert 1,4 x 108 1,0 ug 100,0
FS3
Elution 1 1,8 x 108 1,3 ug 125,6
Elution 2 1,6 x 108 1,1 ug 112,8
Elution 3 9,4 x 108 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 ug 118,1
Elution 2 1,5x 108 1,1 ug 108,6
Elution 3 3,7 x 108 25,7 ng 2,6
Elution 4 8,5 x 106 59,5 ng 5,9

In der optimierten Mengenbestimmung wird der gemessene Schatzwert fir die BSA-Proben
mit einem Gewicht von 2,0 ug halbiert. Aus diesen Werten wird dann zusammen mit den BSA-
Proben mit einem Gewicht von 1,0 ug der Mittelwert und die SA berechnet. Der Mittelwert dient
als Referenzwert, welcher der Rl von 1,0 pug Protein entspricht. Die SA lasst die Stabilitat der
Schatzwerte bestimmen und liegt mit 13,4 % in einem akzeptablen Fehlerbereich. Die
Proteinmengen, welche aus beiden Affinititschromatographien gewonnen werden, sind sehr
ahnlich und entsprechen hdchstwahrscheinlich der maximalen Menge, welche von der
stationdren Phase eluiert werden kann ohne die Reinheit maf3geblich zu kompromittieren.
Diese Vermutung wird dadurch bestérkt, dass die vorherige Mengenbestimmung mit Elutionen
aus einer Affinitatschromatographie von FS2 ebenfalls sehr ahnliche Schatzwerte zeigt. Als
Ergadnzung zu den Ergebnissen der LDS-PAGE ist sichtbar, dass Elution 4 eine gréRRere
Proteinmenge enthalt als Elution 3. Allerdings ist zu beachten, dass die vierte Elution von FS3
aufgrund eines Messartefaktes innerhalb der Messflache einen erhéhten Schatzwert besitzt.
Die Menge an vollstandigen und fragmentierten Antikdrpern, welche in der dritten und vierten
Elution eluiert wird, ist im Vergleich gegentber den ersten beiden Elutionen sehr gering und
deshalb vernachlassigbar. Da die Schatzwerte aus mit Coomassie®-Brillant-Blau eingefarbten
Banden erstellt werden, lasst sich nicht ermitteln, welche Antikdrperklasse wahrend der Elution
hauptséchlich herausgeldst wird. Wahrend alle Seren also insgesamt in ihren Elutionen
ungefahr dieselbe Menge an Antikdrper enthalten, unterscheidet sich der individuelle Anteil

von IgG und IgA.
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4.3 Charakterisierung des Anti-Emp-Antikdrpers

Die erfolgreiche Aufreinigung von Anti-Emp-Antikérpern aus dem Serum ermdéglicht eine
prazisere Charakterisierung des Antikorpers. In diesem Kapitel werden die Isotypen der
leichten und schweren Antikorperketten der eluierten Antikérper durch Immunfarbung
identifiziert. Erganzend zu der Farbung wird eine MS der Antikdrper durchgefuhrt um die
Ergebnisse aus der Farbung zu bestatigen und um die Genfamilien und Gene der variablen

Domanen der Antikorper zu identifizieren.
4.3.1 Bestimmung des IgG-Subtyps

Fur die Bestimmung des 1gG-Subtyps wird eine aus dem Serum von FS2 aufgereinigte Elution
fur die Primarfarbung von Substitutionsanalysen des Peptids ,HYVPEFKGSPAPRV® in
16er-Konfiguration verwendet. Nachfolgend werden auf den Arrays gebundene Antikdrper
durch Sekundarantikbrper mit Spezifikationen entsprechend der vier moglichen Subtypen

markiert. Das Ergebnis nach der Sekundarfarbung ist in Abbildung 37 dargestellit.

Substitutionsanalysen,
IlgG-Subtypenanalyse,
16er-Konfiguration

Abbildung 37: Im zentralen Array wird die
Sekundarfarbung gegen IgG  abgebildet.
| Oberhalb und unterhalb davon sind

Anti-lgG, DyLight® 680  Anti-IgG, DyLight~ 800

Sekundarfarbungen gegen spezifische Subtypen
von IgG dargestellt. Alle Primér- und
Sekundarfarbungen werden in einem Verhaltnis
von 1:1000 durchgefiihrt. Zur besseren

Sichtbarkeit werden sie graphisch verstérkt und

Anti-lgG Fc DyLight" 680 in Falschfarben dargestellt.

Anti-lgG, DyLight” 800  Anti-lgG, DyLight® 680
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Das Ergebnis der Subtypenanalyse ist eindeutig, da nur die Sekundarfarbung von Anti-IgG:
DyLight® 680 ein Signal zeigt. Alle sich in dem Eluat befindlichen IgG entsprechen daher dem
Subtyp 1gGi. Antikérper mit dem Subtyp 1gG: werden hauptsachlich als humorale Antwort auf
Membranproteine und lésliche Proteine ausgebildet und werden normalerweise von einem
schwacheren Signal der Subtypen IgGs und IgGa4 begleitet . Selbst wenn die restlichen
gefarbten Substitutionsanalysen maximal verstarkt werden, ist bei diesen Antikérpern
allerdings kein Signal sichtbar. Das bedeutet entweder, dass deren Anteil in dem Gemisch aus
Anti-Emp-Antikérpern zu gering ist, um nachweisbar zu sein, oder dass der Ursprung des

Antikérpers nicht aus einer Immunantwort stammt.
4.3.2 Bestimmung des Isotyps der leichten Kette

Die leichten Ketten eines Antikérpers gehdren jeweils einem von zwei verschiedenen Isotypen
an. Um nachzuprifen, ob sich dieser Isotyp in verschiedenen Personen unterscheidet, wird
das Serum von neun Testpersonen untersucht. Wie im vorherigen Kapitel werden diese
Isotypen dber Immunfarbung durch Markierung mit spezifischen Sekundarantikorpern
bestimmt. Da die Signalstarke fir die ldentifizierung nicht ausschlaggebend ist, werden
erganzend zu den Substitutionsanalysen auch giinstigere Peptidarrays aus eigener
Herstellung verwendet. Diese Peptidarrays besitzen Peptidspots in zwei Reihen. In der oberen
Reihe sind jeweils eine Kontrolle fiir die Epitope von typischen Antikérpern gegen
Hamagglutinin und Poliomyelitis aufgetragen. Ein einzelner Peptidspot, welcher das Epitop
,HYVPEFKGSPAPRV' enthalt, befindet sich in der unteren Reihe. Bei der Immunfarbung
werden beide Typen von Arrays gleichbehandelt. Dabei wird auf eine Kontrollfarbung der
Hamagglutinin-Kontrollen verzichtet. Alle nach der Sekundarfarbung markierten Arrays sind in

Abbildung 38 prasentiert.

Das Ergebnis der Immunfarbungen zeigt, dass alle Anti-Emp-Antikdrper in den Seren der
Testpersonen zwei leichte Ketten des Isotyps k besitzen. Dieser Isotyp ist in menschlichen
Antikérpern durchschnittlich zweimal so haufig vertreten, wie der andere Isotyp “". Da jedes
getestete Serum nur einen Isotyp zeigt, wird ein zufélliger Ursprung des Antikdrpers weiter
ausgeschlossen. Die Wahrscheinlichkeit, dass der Antikdrper aus einer Immunantwort
hervorgegangen ist, reduziert sich ebenso, da eine zufallige Generation auch Anti-Emp mit
dem k-Isotyp bei einigen Seren hervorbringen hatte missen. Wenn sich mehrere Antikdrper
mit &hnlichem Epitop in einem Serum befinden, ist entsprechend der Ergebnisse anzunehmen,

dass sie eine groRe strukturelle Ahnlichkeit besitzen.
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Substitutionsanalysen und Peptidarrays,
Isotypenanalyse leichte Kette, 16er-Konfiguration

FS2 FS3

Anti-A DyLight® 680 ">1°  Anti-k DyLight® 800

Abbildung 38: Zur Primarfarbung aller Substitutionsanalysen wird das Blutserum einer Testperson im
Verhaltnis von 1:200 verwendet. Sekundarfarbungen mit Anti-k DyLight® 800 werden in einem
Verhaltnis von 1:1000 und Sekundarfarbungen mit Anti-A DyLight® 680 werden in einem Verhaltnis von
1:750 durchgefiihrt. Rot = markierte leichte A-Ketten; Griin = markierte leichte k-Ketten. Die Bilder sind

in Falschfarben dargestellt und die mit Anti-A markierten Arrays werden um das 50-fache verstéarkt.
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4.3.3 Massenspektrometrische Analyse des Anti-Emp-Antikdrpers

Fur eine genauere Analyse der Antikdrperketten, welche dem Anti-Emp-Antikérper zugehdrig
sind, wird eine reduzierende LDS-PAGE mit einem aus FS2 aufgereinigten Eluat in dreifacher
Ausfihrung durchgefiihrt. Aus dieser LDS-PAGE werden Gelbanden mit vollstandigen
(~150,0 kDa) wund fragmentierten (~ 100,0bis ~125,0 kDa) Anti-Emp-Antikérpern
herausgeschnitten. Die Antikbrper aus den herausgeschnittenen Gelfragmenten werden
extrahiert, enzymatisch verdaut und die resultierenden Peptidfragmente durch MS bestimmt.
Den identifizierten Peptiden wird anschlieRend tber das Computerprogramm PEAKS die
wahrscheinlichste Sequenz eines potentiell zugehdrigen Proteins zugeordnet. Zusatzlich
werden auch Banden der proteinogenen Verunreinigung bei einem Molekulargewicht von
~28,0 kDa auf dieselbe Art und Weise prépariert. Die LDS-PAGE und die Positionen, an
welchen die Fragmente herausgeschnitten wurden, werden in Anlage 3 im Anhang prasentiert.

Uber die Summe der identifizierten Peptidfragmente werden maogliche Proteine ermittelt, die
sich in dem Eluat befinden kdnnten. Abh&ngig von der Menge dieser identifizierten Fragmente
und des Anteils der Proteinsequenz, welchen sie abdecken, wird jedem Protein ein
Zuverlassigkeitswert zugeordnet. Eine Bestimmung der konstanten Ketten der Antikorper tber
MS innerhalb der Elution wird in Tabelle 34 dargestellt.

Tabelle 34: Konstante Ketten innerhalb der Elution, welche durch MS bestimmt wurden.

Ergebnisse der MS fiur die konstanten Ketten von Anti-Emp-Antikérpern
Isotyp Zuverlassigkeitswert Abdeckung in [%]
o1 51,5 33,0
Vi 216,0 55,0
\Z) 176,7 58,0
Ya 127,2 32,0
u 69,9 18,0
K 227,3 93,0

Die Identifikation der schweren konstanten Kette zeigt eine klare Dominanz der 1gGi-Kette.
Hierbei ist zu beachten, dass die Peptidfragmente, welche fur diese ldentifikation genutzt
werden, die Aminosduresequenz von IgGs, 19G2 und IgGs 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 fur die Identifikation einer einzelnen konstanten Kette
verwendet werden kdnnen, so kdnnen 50,3 % der Peptide exklusiv der Sequenz von IgG: und
34,0 % exklusiv der Sequenz von IgG., zugeordnet werden. Fur 1gGs gibt es kein

Peptidfragment, die es exklusiv bestétigt. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass in der
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Elution sowohl IgGs, als auch IgG; vorliegen. Ergéanzt man die Ergebnisse mit der Identifikation
des Subtyps in Kapitel 4.3.1 ,Bestimmung des lgG-Subtyps®, ist das Signal von IgG:
entweder ein Messartefakt, oder eine Verunreinigung, da innerhalb der Immunféarbung kein
Signal bei diesem Subtyp zu sehen ist. Das bevorzugte Antigen von Antikorpern, welche
diesen Isotypen besitzen, sind Kohlenhydrate . Die proteinogene Natur von Emp macht es
deshalb unwahrscheinlich, dass es sich bei diesem Peptidfragment um Bruchstiicke eines
gegen Emp gerichteten Antikérpers handelt. In der Elution sind wahrend der MS ebenso
Peptide zu finden, welche eindeutig als Fragmente von IgA: und IgM identifiziert werden
kénnen. Diese Informationen ermdglichen es, den Subtyp der schweren Kette von Anti-Emp-
IgA zuzuordnen und zeigen, dass durch die Affinitatschromatographie auch IgM aufgereinigt
wurde. Es gibt allerdings keinen Beweis dafir, 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 grofe Zahl von Fragmenten, welche den Isotyp k der leichten Ketten

bestatigen.

Die Identifikation der variablen Ketten erweist sich als komplizierter, da hier einige Peptide
gefunden wurden, welche einer grolRen Anzahl an moéglichen Antikérperketten zugeordnet
werden konnen. Da diese Ketten hypervariable Regionen besitzen, werden die
Peptidfragmente den bekannten, konservierten Domanen zugeteilt. Hierbei werden die Ketten
sowohl einer Genfamilie, als auch dem zugehérigen Gen in dieser Familie zugeordnet.
Peptide, welche zur ldentifikation 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 Zuverlassigkeitswerte gegentber den Werten aus Tabelle 34.

Entsprechend der Ergebnisse aus den Kapiteln4.1.1 ,Analyse des Antikorper-
Fingerabdrucks“ und 4.3.2 ,Bestimmung des Isotyps der leichten Kette wird eine grolte
strukturelle Ahnlichkeit der Anti-Emp-Antikdrper erwartet. Es ist deshalb sehr wahrscheinlich,
dass eine einzige Keimbahnlinie fir die Produktion des Antikérpers verantwortlich ist. In
diesem Fall sollte ein eindeutiges Signal sichtbar sein. Tatséchlich zeigen die Peptidfragmente
aber Hinweise auf zwei verschiedene Keimbahnlinien. Da sich in der Elution nicht nur IgG,
sondern auch nachweisbare Mengen an IgM und IgA: befinden, ist es moglich, dass diese
Antikorperklassen von weiteren Keimbahnlinien sezerniert werden. Die schweren variablen
Ketten, welche mit einer groReren Zuverlassigkeit bestimmt werden kénnen, sind 3-7, 3-48
und 30R16-9. Alle diese Antiktrperketten werden durch die Peptidfragmente 1, 4 und 8
identifiziert. Das Peptidfragment 7 indiziert, dass die schwere variable Kette 3-48 der
tatséchlichen variablen Kette im Anti-Emp-Antikorper entspricht. Dieses zuséatzliche Indiz hat

aber nur eine geringe Zuverlassigkeit. Als zweite Antikdrperkette mit einer geringeren
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Zuverlassigkeit werden in den Peptidfragmenten 2, 3, und 5 die schweren variablen Ketten
3-15 und 3-21 identifiziert. Hierbei kann zusatzlich Peptidfragment 6 nur fur die Identifikation
von 3-15 verwendet werden. Das spricht daflr, dass diese die schwere variable Kette in dem
zweiten Antikdrper ist. Die beiden Treffer fur die schweren Ketten, 3-15 und 3-48, haben in
ihrer Aminosauresequenz nur eine Ubereinstimmung 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-
Antikérpern involviert ist. Die schwere Kette mit der besseren Zuverlassigkeit assoziiert sich
hierbei hochstwahrscheinlich mit der Antikdrperklasse 1gG, da diese in der Elution dominant
ist. Es kann nicht definiert werden, ob die schwere Kette mit der niedrigeren Zuverlassigkeit
von 1gG, IgA oder IgM stammt. Da sich gemaly Kapitel 4.2.1.2 ,Bestimmung der
Antikdrperfunktion und Ausbeute® die aufgereinigten Antikbrper nicht wesentlich in der
Affinitdt von dem Serum von FS2 unterscheiden, ist es am wahrscheinlichsten, dass die zweite
schwere variable Kette einer anderen Antikdrperklasse als 1gG zugehorig ist. Fir diese
Vermutung spricht auch, dass sich die Konsensussequenz von Anti-Emp-IgA und 1gG
entsprechend Kapitel 4.1.2 ,Konsensussequenz des Anti-Emp-Epitops® unterscheidet. Es
ist daher anzunehmen, dass sich auch die variable Doméane der beiden Antikdrpertypen
unterscheidet.

Tabelle 35: Ergebnis der Analyse Uber MS fiir die schwere variable Kette. 3-48 ist in Rot und 3-15 in
Grin hervorgehoben.

Ergebnisse der MS flr die variablen schweren Ketten von Anti-Emp-Antikérpern

Peptidfragment mogliche Ketten als Zuverlassigkeitswert | Abdeckung in [%]
Nr. [Genfamilie-Gen]

3-7; 3-13; 3-16; 3-23; 3-35;
3-48; 3-64D; 3-72; 3-74;
1 6291,0 16,0
30R15-7; 30R16-8;

30R16-9; 30R16-13

2 3-15; 3-21 5360,0 16,0
3 3-15; 3-21 4760,0 10,9
3-7; 3-13; 3-21; 3-48; 3-72;

4 2039,0 5,9
30R16-9

5 3-15; 3-21 1846.,0 13,4
3-15; 3-35 1137,0 10,1

7 3-48 1081,0 41,6

3-7; 3-13; 3-21; 3-48;

8 1070,0 9,4

30R16-9
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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 Antikorperketten sind in Tabelle 36 dargestellt.

Tabelle 36: Variable leichte Ketten innerhalb der Elution, welche durch MS bestimmt wurden.

Ergebnisse der MS fiir die variablen leichten Ketten von Anti-Emp-Antikérpern
Peptidfragment maogliche Ketten in Zuverlassigkeitswert | Abdeckung in [%]
Nr. [Genfamilie-Gen]
1 2-28; 2D-28 7921,0 20,2
2 3D-20 7389,0 15,1
. 2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 5495.0 10,9
2D-40
4 4-1 4757,0 15,1
- 2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 46430 10,9
2D-40
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
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 3646,0 11,8
12 2D-40
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 2845,0 8,4
13 2D-40
14 4-1 2396,0 14,3
15 2-28; 2D-28; 2-40; 2D-40 2316,0 12,6
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 2040,0 5,9
16 2D-40
17 2-28; 2D-28; 2-40; 2D-40 1908,0 6,7
2-28; 2D-28; 2-29; 2-40; 1398,0 7,6
18 2D-40
19 4-1 1240,0 6,7

Die Peptidfragmente, welche den leichten variablen Ketten zugeordnet werden kénnen,

weisen auf insgesamt funf Treffer hin, von welchen vier klar unterscheidbar sind. Bei den

zuverlassigsten Treffern handelt es sich um die Gene 2D-28 und 2-28, deren
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Aminosauresequenzen sich nicht unterscheiden, weshalb sie als ein Treffer behandelt werden.
Weitere Treffer mit einer hohen Zuverlassigkeit sind 2-29, 2D-40, 2-40, 3D-20 und 4-1. Die
Aminoséauresequenz von 2D-40 und 2-40 sind identisch, wodurch die beiden Gene ebenfalls
als ein einziger Treffer zahlen. Zwischen den Aminoséuresequenzen dieser vier Treffer gibt es
erhebliche Unterschiede, sodass die Anzahl der Treffer nicht durch Messungenauigkeiten
begriindet werden kann. Es ist wahrscheinlich, dass diese Ketten aus Antikdrpern stammen,
welche von jeweils unterschiedlichen B-Zellen produziert wurden. Wie auch bei der schweren
variablen Kette ist es mdglich, dass eine andere Antikdrperklasse auch eine andere leichte
variable Kette besitzt. Uber die Messdaten kénnen diese Ketten aber nicht zugeordnet werden.
Werden die Ketten gemald der Prddominanz der entsprechenden Antikorpertypen in der
Elution zugeordnet, verfugt IgG Uber 2-28, IgA Uber 4-1 und IgM tber 3-20/3D-20. Da es einen
Treffer mehr als identifizierte Antikbrpertypen gibt, muissten die Antikbrper von einer
Antikorperklasse durch zwei unterscheidbare B-Zellen produziert werden. Eine weitere
Mdglichkeit ist es, dass sich in der Elution weitere, unspezifische Antikorper befinden, welche
das Ergebnis beeinflussen kénnen. Damit diese aber in der MS als relevante Treffer erkennbar
sind, mussten sie in einer nachweisbaren Konzentration vorliegen. Da vy als zusatzlicher
Isotyp bei der Identifizierung der schweren Ketten gefunden wurde, ist es méglich, dass ein
vierter Treffer dieser AntikOrperkette zugeordnet werden kann.

Uber die Zusammenfassung der gesammelten Informationen lasst sich die wahrscheinlichste
Zusammensetzung des Anti-Emp-IgG einschatzen. Entsprechend sollte er tiber zwei leichte
Ketten des Isotyps k, mit den variablen Ketten 2-28 verfligen. Die schweren Ketten dieses
Antikérpers werden hdchstwahrscheinlich durch den yi-Isotyp und die variablen Ketten 3-48

definiert.

Das Gelfragment mit der proteinogenen Verunreinigung bei einem Molekulargewicht von
~ 28,0 kDa weist hauptsachliche Peptidfragmente auf, welche leichte Ketten des k-Isotyp,
menschliches Apolipoprotein A1 (ApoA1l) und die leichte variable Kette 2-28 identifizieren.
Dies bestatigt 2-28 als wahrscheinlichste leichte Kette fur Anti-Emp-lgG und identifiziert
gleichzeitig ApoALl als proteinogene Verunreinigung. Das tatsachliche Molekulargewicht von
ApoA1l stimmt hierbei mit dem geschatzten Molekulargewicht der Verunreinigung in der LDS-
PAGE Uberein. Mit Ruckblick auf die gewonnenen Daten aus den anderen beiden
Gelfragmenten zeigt sich auch dort ApoA1 mit einer Abdeckung von 80,0 % als Treffer mit der
zweitgroRten Zuverlassigkeit. Dies kann bedeuten, dass ApoA1 im nicht-reduzierten Zustand
eine groRRe Affinitat zu dem Antikérper oder dem Epitop besitzt und die Wechselwirkungen so

grol3 sind, dass sie den Wirkungen einer LDS-PAGE trotzen.
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4.4 Uberpriufung der Antikorper-Antigen-Interaktion in vitro

Das Gemisch aus Anti-Emp-Antikorpern ist mit Hilfe von Peptiden aus den Spenderseren
aufgereinigt worden, welche das Epitop der Antikérper in der Aminosauresequenz enthalten.
Fir dieses Antikdrpergemisch muss aus diesem Grund noch der eindeutige Beweis erbracht
werden, dass es auch eine Affinitat gegenuber seinem naturlichen vorkommenden Epitop
zeigt. Folgend werden die aufgereinigten Antikorper in der Primarfarbung gegen
Proteinextrakte verschiedener Stamme 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 wéare eine emp-Deletionsmutante
des im Western Blot gepriften Wildtyps wiinschenswert. Eine solche Mutante ist aber nicht
verfugbar. Stattdessen werden als Kontrolle drei Stdmme von Staphylococcus aureus
verwendet (168L, 282L und KE2775), deren Epitop des Anti-Emp-Antikdrpers eine alternative
Aminosauresequenz enthalten. Das Epitop ,HVVPEFQGIPAPRV' (Emp,) dieser Stamme
unterscheidet sich an der zweiten, siebten und neunten Position von Emp. Die letzte dieser
Positionen ist fur die Interaktion zwischen dem Antikérper und seinem Epitop essenziell.
Isoleucin wird nur in sehr seltenen Fallen als Substitution an dieser Position von Anti-Emp
toleriert. In den folgenden Farbungen wird ausschlieBlich ein Gemisch aus Anti-Emp-
Antikdrpern verwendet, welches aus dem Blutserum von FS2 aufgereinigt wurde. Fir das
Serum wird entsprechend einer Substitutionsanalyse nur eine Signalstarke erwartet, welche
bei dieser Substitution 6,6 % der Signalstarke des originalen Epitops entspricht.
Dementsprechend sollte das Empa der drei fur die Negativkontrolle ausgewdahlten
Bakterienstamme vergleichsweise deutlich schwécher oder gar nicht von Anti-Emp markiert
werden, als Emp. Als zusatzliche Kontrolle wird der Gram-positive Modellorganismus Bacillus
subtilis  (B.sub.) eingesetzt, um eventuell unspezifische Markierungen des
Sekundarantikorpers gegen Gram-positive Bakterien aufzudecken. Als Probanden fir den
tatséchlichen Nachweis der Affinitat der Anti-Emp-Antikbrper werden drei Bakterienstamme
verwendet (101L, ATCC® 25904™ und USA300), welche Emp mit dem Epitop
,HYVPEFKGSPAPRV‘ exprimieren. Von zweien dieser Stdmme ist eine Evaluierung der
individuellen Virulenz bekannt. Der Bakterienstamm USA300 ist einer der Stdmme von
Staphylococcus aureus, welcher die grofte Virulenz besitzen . ATCC® 25904™, welcher
auch als Newman D2C bekannt ist, besitzt eine Punktmutation in saeR, welche eine
Komponente des Regulators sae ist . Diese Punktmutation beeintrachtigt 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 eingeschrankt.
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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 werden alle Bakterien erst zu Lysaten prozessiert,
wenn sie die stationdre Phase erreicht haben. Die Lysate enthalten eine grél3ere Anzahl an
unterschiedlichen Proteinen, welche bis zu diesem Zeitpunkt von den Bakterien produziert
wurden. In ihnen sind hauptsachlich intra- und extrazellulare Proteine enthalten. Sezernierte
Proteine, welche anschlieend nicht an der Zellwand befestigt werden, werden wahrend der
Verarbeitung abgeschieden. Fir jedes Bakterienlysat wird zunachst eine reduzierende LDS-
PAGE durchgefiihrt und die nach GroRe aufgetrennten Proteine im Gel mit Coomassie®-
Brillant-Blau eingefarbt. Das Ergebnis dieser Farbung ist in Abbildung 39 dargestellt und
ermoglicht eine grobe Darstellung der Proteinvielfalt innerhalb der Lysate. Auf der H6he der
~ 38,0 kDa Markierung sammelt sich eine groRe Menge an Proteinbanden, die als mdgliches
Emp identifiziert werden kdnnen (gelbes Rechteck). Das rekombinante Protein selbst zeigt
insgesamt zwei Banden. In der ersten Bande haben sich Proteine mit einem gréReren
Molekulargewicht gesammelt. Die Reinheit des Proteins ist mindestens 85,0 % und somit
relativ niedrig. Proteine innerhalb der ersten Bande stammen deshalb héchstwahrscheinlich
aus dem Erzeugerorganismus des rekombinanten Proteins. Mdglich ist es auch, dass es ein
Dimer des Emp ist'“*"!, welches sich aufgrund der hohen Proteinkonzentration entwickelt und
den Bedingungen der LDS-PAGE und der Reduzierung widerstanden hat. Die zweite und
groBere Bande sollte Emp als Monomer entsprechen, zeigt aber ein gréReres
Molekulargewicht als erwartet. Nach Herstellerangaben besitzt das rekombinante Emp einen
Protein-Tag, welcher die Aufreinigung des Proteins nach der Expression erleichtert. Dieser
Tag erhdht das Molekulargewicht des Proteins und kann fiir die unerwartete Verschiebung
verantwortlich sein. Alle Lysate der Staphylokokken zeigen eine dhnliche 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 koharente
konturlose Menge an Proteinen, welche sich Gber die gesamte Lange des Gels verteilt. Auch
wenn beide Bakterienarten dieselben Korperregionen besiedeln kénnen , unterscheiden

sich ihre Proteinzusammensetzung betrachtlich.
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LDS-PAGE Bakterienlysate

Abbildung 39: Von jedem Lysat wird 9,0 pl in eine Geltasche geflillt. Zuséatzlich zu den Proben werden
1,0 pg Emp und ein Marker fir Proteingrof3en als Mal3stab fir das Molekulargewicht beigefugt. 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 Primarfarbung nur gegen IgG eingefarbt.
Ein Problem, welches sich bei der Durchfiihrung 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 Funktionsfahigkeit dieser Proteine
durch die LDS-PAGE beeintrachtigt wird. Diese Proteine kdnnen sowohl den Primér- als auch
den Sekundarantikérper binden und so in der Markierung zu falsch-positiven Ergebnissen
fuhren. Bekannte Immunglobulin-bindende Proteine haben allerdings eine von der Emp leicht

zu unterscheidende Molekularmasse, wodurch sie als solche identifiziert werden kdnnen. Sbi
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hat ein Molekulargewicht von ~ 50,0 kDa und bei einer Einflussnahme wird mit einer

Bande auf der entsprechenden Hohe gerechnet. Die GroRe von SpA hat in Abhangigkeit des

Bakterienstammes eine Bandbreite an mdoglichen GroRRen zwischen
~ 40,0 und ~ 60,0 kDa . Mit seinen funf Immunoglobulin-bindenden Domanen hat es
von den Proteinen dieser Kategorie die groRte Kapazitat dafir, Antikdrper zu binden . Bei

dem Bakterienstamm ATCC® 25904 ™ ist fiir SpA eine GroRe von ~ 55,6 kDa bekannt. Mit einer
solcher GroRRe liegt es knapp oberhalb von Sbi. Je nach Signalstarke und Trennscharfte
konnten sich die falsch-positiven Signale dieser beiden Proteine Uberlappen. Zuletzt hat auch
SSL10 die Mdoglichkeit, Antikbrper zu binden und falsche Signhale zu verursachen. Fir
ATCC® 25904™ liegt die GroRe mit ~ 26,1 kDa unterhalb des Molekulargewichtes von
Emp.

In Western Blots wird das Volumen der als Proben eingesetzten Bakterienlysate auf 5,0 pl
reduziert. Die Aufnahmen werden wie in vorherigen Kapiteln in Falschfarben dargestellt. Der
Western Blot ist in Abbildung 40 beschrieben. Mit dem Gelanalysewerkzeug von ImageJ
werden Intensitats-Blots von jeder Probe und Emp angefertigt und das Integral jedes
relevanten Peaks in diesen Intensitats-Blots bestimmt. Die Intensitats-Blots sind in
Abbildung 41 dargestellt und die Flachenbestimmung wird in Tabelle 37 aufgelistet.

Die markierten Banden im Western Blot zeigen, dass die Immunoglobulin-bindenden Proteine
trotz LDS und Reduktionsmittel weiterhin ihre Funktion erfiillen. Es sind Banden auf der Hohe
von allen drei Proteinen zu finden. Alle Bakterienlysate, bis auf das von 101L und
Bacillus subtilis, haben eine Bande auf einer Hohe von ~ 50,0 kDa. Diese entspricht
hdchstwahrscheinlich Shi. Die Grée 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 kénnte. Alle falsch-
positiven Signale, welche von SpA und Sbi stammen kdnnen, werden mit einem grauen
Rechteck markiert. Des Weiteren haben alle Lysate eine markierte Bande auf einer Hohe, an
welche SSL10 erwartet werden kann. Diese werden in einem roten Rechteck eingegrenzt.
KE2775 zeigt eine sehr grol3e BandengréfRe und Signalstdrke bei den falsch-positiven
Markierungen, was impliziert, dass dieser Staphylococcus eine deutlich starkere Expression
von Immunglobulin-bindenden Protein als die anderen Bakterienstdmme besitzt. Das
rekombinante Emp zeigt insgesamt drei Banden, welche durch die Sekundarfarbung
eingefarbt werden. Die beiden groReren Banden ergdnzen die Beobachtung aus der
Coomassie®-Brillant-Blau-Farbung aus Abbildung 39. Tatsachlich wird die obere Bande durch
den Priméarantikdrper markiert, was die Theorie unterstiitzt, dass es sich hierbei um ein Dimer
des Emp handelt. In der untersten markierten Bande des rekombinanten Proteins befindet

sich moglicherweise eine fehlgefaltete oder trunkierte Variante des Proteins, welche wahrend
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des Extraktionsprozesses beim Hersteller erzeugt wird. Alle Bakterienlysate, welche gemaf
den Erwartungen Emp enthalten sollten, zeigen eine Bande, welche sich ungefahr auf der
Hohe der Bande in der Positivkontrolle befindet. Die Bande der Kontrolle ist etwas hoher als
in den Lysaten, was der Zunahme des Molekulargewichts aufgrund des Protein-Tags
entspricht. Bakterienstamme, 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.

Western Blot Affinitat gegen Bakterienlysat in vitro,
Anti-Emp, Anti-lgG, DyLight® 680

Sbi und SpA

Abbildung 40: Zusétzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker fur
ProteingrofRen aufgetragen. Zur Immunféarbung werden die Proben im Verhéltnis von 1:500 mit Anti-
Emp und in einem Verhaltnis von 1:5000 mit Sekundarantikdrpern gegen 1gG; eingefarbt. Kontrast und

Helligkeit des Western Blots sind um das Zehnfache verstarkt.
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Auffallig ist, dass sowohl die Banden von Emp, als auch die von SSL10, an einer hoheren
Position gefunden werden, als entsprechend ihrem Molekulargewicht zu erwarten ware.
Mdglicherweise werden die Bakterienlysate aufgrund der grof3en Proteinmenge in der Probe
in ihrer Auftrennung behindert, sodass die tatsachlich Proteingrof3e verzerrt wird.

Nichtsdestotrotz lassen sich alle markierten Proteinbanden zuordnen.

Intensitats-Blots Western Blot Affinitat gegen Bakterienlysat,
in vitro, Anti-Emp, Anti-lgG, DyLight® 680
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Abbildung 41: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 38. Die
Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung Gibernommen. Die Abgrenzung fir jeden Peak
wird gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben mdglich ist. Bei Peaks mit grof3erem
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 FlAche zusammengefasst.
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Tabelle 37: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitats-Blots der Proben des Western Blots in
Abbildung 41, im Vergleich zum gréf3ten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die Probe von Bacillus
subtilis wird ignoriert, da der Intensitats-Blot keine Peaks erzeugt. Die Flache des Peaks, welche das
vermutete Emp-Dimer enthélt, wird nicht in der Tabelle aufgefuhrt.

Vergleich der Peakflachen zwischen markierten Proteinbanden eines Western Blots

Probe Sbi/SpA Emp SSL10
grofte Flache 282L Emp (16,0 ng) 282L
ATCC® 25904 ™ 29% 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 % -

Fur den Bakterienstamm ATCC® 25904 ™ wird bei allen Immunglobulin-bindenden Proteine die
kleinste Flache 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 groRere Flache bei den Peaks dieser Proteine.
Die mit Abstand grof3te Flache der Peaks von Sbi, SpA und SSL10 wird fur 282L errechnet.
Dieser Bakterienstamm kann durch seine Proteine eine groe Menge an Antikorpern
spezifisch binden und somit starke, falsch-positive Banden erzeugen. Bei Peaks der Banden
von Emp zeigen 101L und ATCC® 25904™ eine ahnlich groRe Flache und USA300 eine etwas
grolRere Flache als die anderen beiden Bakterienstamme. Im Vergleich zur Positivkontrolle
schaffen die Peaks es auf ein Sechstel, beziehungsweise einem Viertel der Flache. Fir Empa
werden keine sichtbaren Banden und deshalb auch keine Peaks ermittelt. Die Flache des
Peaks fiir das vermutete Emp-Dimer entspricht 8,3 % der Flache der Peaks des restlichen

Emp.

Die Ergebnisse des Western Blots zeigen, dass das aus dem Serum von FS2 isolierte
Gemisch aus Anti-Emp-Antikorpern das Protein des Wildtyps in allen drei Fallen erfolgreich
markieren kann. Diese Markierung misslingt ebenso dreimal in Lysaten, welche Empa
enthalten. Weiter féllt auf, dass Immunglobulin-bindende Proteine auch im reduzierten und
denaturierten Zustand weiterhin ihre Funktion erfullen. Durch die falsch-positiven
Markierungen, welche von diesen Proteinen erzeugt werden, ist die Qualitat der Ergebnisse
beeintrachtigt. Zudem ist es fiir nachfolgende Experimente wichtig, dass die Wirkung dieser
Immunglobulin-bindenden Proteine auf ein Minimum begrenzt wird. Es werden deshalb

Mafinahmen ergriffen, um den stérenden Einfluss zu unterdriicken.
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4.4.2 Reduktion der Wirkung von Immunglobulin-bindende Proteinen

4.4.2.1 Einsatz von alternativem Sekundarantikorper

Die Intensitat der durch Shi, SpA und SSL10 bedingten falsch-positiven Markierungen in der
Sekundarfarbung kénnen durch einen Wechsel des Sekundarantikérpers reduziert werden.
Uber SpA ist bekannt, dass die Affinitat gegeniiber Immunglobulinen von der Art des
Spenderorganismus abhangig ist“**. Wahrend diese Information flr die beiden anderen
Proteine noch nicht bekannt ist, sollte sich dies aber aufgrund der Wirtsspezifitat von
Staphylococcus aureus dahnlich verhalten, auch wenn sich die individuelle Affinitat
wahrscheinlich unterscheidet. Durch einen Wechsel des Sekundarantikbrpers kann so
zumindest gewahrleistet werden, dass die Affinitat des Proteins mit dem grof3ten
Bindungspotential gegeniiber 1gG unterdriickt wird. Der bisherig verwendete Antikdrper Anti-
IgG: DyLight® 680 hat einen murinen Ursprung. SpA zeigt gegentber IgG von Mausen eine
normale bis starke Affinitdt" . Als Alternative hierzu ist die Verwendung eines
Sekundarantikorpers, welcher in einer Ziege erzeugt wurde, eine deutliche Verbesserung,
denn diese kdnnen nicht mit einer &hnlichen Effizienz von SpA gebunden werden "', Fir die
Sekundarfarbung in den folgenden Western Blots wird deshalb der Antikdrper Anti-IgG Fc
DyLight® 680 aus dem verfligbaren Repertoire gewahlt, welcher diese Anforderung erfullt. Ein
zusatzlich positiver Effekt ist, dass dieser Antikérper die Fc-Region von menschlichen
Antikérpern bindet. An dieser Region werden die Immunglobuline von SpA vorzugsweise
gebunden ", wodurch immobilisierte Primarantikbrper nicht mehr durch den
Sekundarantikorper erkannt werden und deshalb kein falsches Signal erzeugen sollten. Der
Western Blot wird mit dem alternativen Sekundarantikérper wiederholt und ist in Abbildung 42
dargestellt. Zusatzlich zu dem Western Blot werden Kontrollen integriert, welche in der
Immunfarbung nur mit dem Sekundarantikorper eingefarbt werden. Diese Kontrollen umfassen
Emp, das Lysat von Bacillus subtilis sowie jeweils ein Lysat eines Staphylococcus, welcher
entweder Emp oder Empa exprimiert. Wahrend der LDS-PAGE laufen diese Kontrollen
parallel zu den eigentlichen Proben, werden aber nach der Ubertragung auf die PVDF-
Membran von diesen abgetrennt und in separaten Gefal3en eingefarbt. Die Markierungen in
diesen Kontrollen sind in Abbildung 43 gezeigt und geben eine Information dartber, wie stark
der Sekundarantikdrper selbst von den Immunglobulin-bindenden Proteinen beeinflusst wird.
Da sowohl die Proben, als auch die zusatzlichen Kontrollen dieselbe LDS-PAGE durchlaufen
und auf dieselbe PVDF-Membran Ubertragen wurden, lassen sich die Intensitats-Blots der
Kontrollen mit denen der Proben vergleichen. Diese sind in gemeinsamer Darstellung in
Abbildung 44 abgebildet. Das Ergebnis der Flachenberechnung dieser Intensitats-Blots ist in

Tabelle 38 aufgelistet.
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Der zweite Western Blot zeigt, dass der Wechsel zu einem anderen Sekundarantikdrper nicht
die gewlnschte Wirkung hatte. Es sind weiterhin deutliche Banden der Immunglobulin-
bindenden Proteine zu erkennen. Zuséatzlich 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.

Western Blot Affinitat gegen Bakterienlysat in vitro,
Anti-Emp, Anti-lgG Fc DyLight® 680

Sbi und SpA

B

unbekannt

Abbildung 42: Zusatzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker fur
ProteingréRen aufgetragen. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in
einem Verhaltnis von 1:500 mit Anti-Emp und in einem Verhéltnis von 1:5000 mit Sekundarantikdrpern
gegen die Fc-Region von IgG eingefarbt. Kontrast und Helligkeit des Western Blots sind um das

Achtfache verstarkt.
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In den zusatzlichen Kontrollen, welche nur mit dem Sekundéarantikdrper eingeféarbt wurden,
wird sichtbar, dass dieser nur von SSL10 und dem unbekannten Protein gebunden wird. Sbi
und SpA zeigen bei der Farbung durch den Sekundarantikorper fast kein Signal und besitzen
eine entsprechend geringe Affinitat gegentber Antikérpern von Ziegen. Da Ziegen ein
geeigneter Wirt flr diese Bakterien sind , ist es mdglich, dass es sich bei dem unbekannten
Protein um ein Immunglobulin-bindendes Protein handelt, welches bevorzugt Antikérper von
Ziegen neutralisiert. Die auf diesem Gebiet nur unzureichende Forschung kann die oben
angefuhrte Hypothese allerdings nicht durch entsprechende Literatur bestétigen. Die grofite
Bande mit falsch-positivem Signal entspringt Primarantikérpern, welche von den
Immunglobulin-bindenden  Proteinen  immobilisiert und anschlieBend durch den
Sekundarantikdrper markiert werden. Dies bedeutet, dass die Fc-Region der Primarantikorper
nach der Immobilisation durch die Immunglobulin-bindenden Proteine fur eine Markierung
weiterhin verflgbar ist. MaBnahmen, welche also nur die Spezifitat und den Ursprung des
Sekundarantikdrpers verandern, sind also nicht ausreichend, um die falsch-positiven Signal
zu eliminieren. Die Banden auf Hohe 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 Sekundéarantikdrper ein bogenférmiges Artefakt
zeigen, wenn sie das gleiche Molekulargewicht besitzen.
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Western Blot Affinitat gegen
Bakterienlysat in vitro,
Anti-lgG Fc DyLight® 680,
Kontrollfarbung

Sbi und SpA

|

SSL10
unbekannt

——E

Abbildung 43: Zusatzlich zu den Proben wird
Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker
fur ProteingrofRen aufgetragen. Nach der
Ubertragung auf eine Membran aus PVDF
werden die Kontrolle von den Proben getrennt
und in einem Verhaltnis von 1:5000 mit
Sekundarantikdrpern gegen die Fc-Region von
IgG eingefarbt. Kontrast und Helligkeit des
Western Blots sind um das Achtfache verstarkt.
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Intensitats-Blots Western Blot Affinitat gegen Bakterienlysat,
in vitro, Anti-Emp, Anti-lgG Fc DyLight® 680

(20| AaTcc® £
25904

168L
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SSL10

unbekannt
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7 x 104
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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 tlbernommen. Die Abgrenzung wird fir jeden
Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben mdglich ist. Bei Peaks mit gréRerem
Hintergrundrauschen wird die Abgrenzung mit einer blauen Linie hervorgehoben. Der Peak von Shi und

SpA sowie von Emp und fehlgefaltetem Emp, werden jeweils in einer Flache zusammengefasst.
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Tabelle 38: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitats-Blots der Proben des Western Blots in
Abbildung 44, im Vergleich zum gro3ten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Sekundarantikérper

werden mit sek. Ak. abgekurzt. Die Flache des Peaks, welche das vermutete Emp-Dimer enthalt, wird

nicht in der Tabelle aufgefuhrt.

Vergleich der Peakflachen zwischen markierten Proteinbanden eines Western Blots
Probe Shi/SpA Emp SSL10 unbekannt
Emp ATCC® 25904™ | ATCC® 25904™
grofte Flache 282L
(16,0 ng) (nur sek. AK.) (nur sek. AK.)
ATCC® 25904™ 12,3 % 25,9 % 60,3 % 91,1 %
ATCC® 25904 ™
- - 100,0 % 100,0 %
(nur sek. Ak.)
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 Flache ignoriert, da die Intensitats-Blots dieser Proben keine Peaks erzeugen.
Im zweiten Western Blot unterscheidet sich die Verteilung der Flachen maRRgeblich von dem
ersten Western Blot. Das errechnete Integral aus den Peaks von Sbi und SpA zeigt dieses
Mal die groRte Flache bei dem Bakterienstamm USA300. Bei den beiden Lysaten, welche als
Kontrollen verwendet werden, ist diese Flache nicht vorhanden beziehungsweise deutlich
kleiner als die Flache des gré3ten Peaks. Die Peaks flr die Proteinbanden von SSL10 zeigen
mit Ausnahme der Kontrolle von ATCC® 25904 ™ eine ahnliche GroRe. Eine mogliche Erklarung
hierflr ist, dass das SSL10 von diesem Bakterienstamm starker exprimiert wird oder es eine
vergleichsweise grolRere Affinitdt gegeniiber dem Sekundéarantikorper zeigt. Bei einer
vorherigen Farbung mit Primarantikdrper werden potentielle Bindungsstellen fur den
Sekundarantikdrper blockiert, was eine nachfolgende Immobilisierung dieses Antikorpers
verhindert. Da es sich bei dem Primarantikbrper um ein Antikdrpergemisch handelt, ist es
ebenso maoglich, dass nicht alle Antikorper in diesem Gemisch von dem Sekundarantikdrper
markiert werden kdnnen, was ein vergleichsweise reduziertes Signal zur Folge hat. Das
unbekannte Protein ist in allen Lysaten, aufler denen von Bacillus subtilis und dem
Bakterienstamm 282L zu erkennen. Der Staphylococcus ATCC® 25904™ zeigt bei diesem

Peak eine deutlich grol3ere Flache als die anderen Bakterienstdmme. Im Gegensatz zum
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vorherigen Western Blot zeigt ATCC® 25904™ bei dem Peak, welcher dem Emp entspricht,
eine verhaltnismaRig grolRere Flache als die anderen beiden Bakterienstamme. Da in beiden
Western Blots dasselbe Gemisch als Primarantikérper eingesetzt wurde, ist davon
auszugehen, dass die gleichen Proteine in dieser Farbung markiert werden. Eine mdgliche
Erklarung fur die Diskrepanz ist die Messungenauigkeit bei der Berechnung der Peakflache,
da die Intensitats-Blots nur eine begrenzte Genauigkeit und Konsistenz besitzen. Die Flache
des Peaks fiur das vermutete Emp-Dimer entspricht 22,4 % der Flache der Peaks des
restlichen Emp und weicht somit ebenfalls von dem Verhéltnis im ersten Western Blot ab. Der
grofite 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 Sekundarantikorpers hatte folglich bei diesem Bakterienstamm
die grofRte Wirkung.

4.4.2.2 Sattigung der Immunglobulin-bindenden Proteine

Der Austausch des Sekundarantikorpers zeigt nicht den erwarteten Effekt, da die falsch-
positiven Signale auf der Immobilisierung von Primarantikdrpern 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 standardméafRigen Blockierung von
unspezifischen Protein-bindenden Flachen in jedem Western Blot eingesetzt wird. SpA zeigt
eine sehr grofRe Affinitdt gegenlber Antikdrpern von Hasen “**., Wird dem Blockierungspuffer
also Hasenserum beigefligt, sollten die darin enthaltenen Antikdrper im besten Fall alle
Bindungsstellen der Immunglobulin-bindenden Proteine blockieren. In der eigentlichen
Primarfarbung sollten diese Proteine dann keine weitere Kapazitéat besitzen, um Anti-Emp-
Antikorper zu binden. Zur Erganzung der Blockierung wird das Hasenserum auch in den
wahrend der Primar- und Sekundarfarbung verwendeten Farbepuffer gemischt, damit dieser
einer mdoglichen Dissoziation zwischen Hasenantikdrper und Immunglobulin-bindenden
Proteinen wahrend der Farbung entgegenwirkt. Um die Effektivitat dieser MalBhahme zu
Uberprifen, werden die Proteine des rekombinanten Emp sowie eines Bakterienlysats von
jeweils ATCC® 25904™ und 168L in doppelter Ausfuhrung innerhalb einer LDS-PAGE
voneinander aufgetrennt. Nachfolgend werden die Proteine auf eine PVDF-Membran
Ubertragen und wie zuvor ein Western Blot durchgefiihrt. Als Blockierungspuffer wird
Blockierungspuffer-Formulation 1 und als Farbepuffer Farbepuffer-Formulation 2 verwendet.
Beide Reagenzien haben einen 10,0 %igen (v/v) Gehalt an Hasenserum. Als
Sekundarantikdrper wird Anti-lgG Fc DyLight® 680 verwendet, da die Affinitat der

Immunglobulin-bindenden Proteine gegenliber diesem Antikdrper bekannt ist.
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Einer der zwei Satze an Proben wird wahrend der Immunfarbung mit und der andere ohne
Primarantikorper eingefarbt. Der markierte Western Blot dieses Versuches ist in Abbildung 45

zusammengefasst.

Western Blot Affinitat gegen Bakterienlysat in
vitro, Anti-Emp, Anti-lgG Fc DyLight® 680,
Kontrollfarbung

Hasenserum
Primarantikorper
Sekundarantikorper

Hasenserum
Sekundarantikorper

Sbi und SpA

. |

SSL10
unbekannt

Abbildung 45: Zusatzlich zu den Proben wird zwei Mal Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein
Marker fur ProteingroRen aufgetragen. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF wird die
Kontrolle von den Proben getrennt. Die Proben werden in einem Verhaltnis von 1:500 mit Anti-Emp
eingefarbt. Sowohl Proben als auch Kontrollen werden anschlieend in einem Verhdltnis von 1:5000
mit Sekundéarantikbrpern gegen die Fc-Region von IgG inkubiert. Kontrast und Helligkeit sind um das

Achtfache verstarkt.
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Innerhalb des Western Blots sind bei einer achtfachen Verstéarkung von Helligkeit und Kontrast
keine Banden der Immunglobulin-bindenden Proteine an den erwarteten Positionen zu
erkennen. Bei einer groReren Verstarkung wird bei dem Lysat von 168L eine Bande auf der
Hohe von ~ 50,0 kDa sichtbar. Die Blockierung der Immunglobulin-bindenden Proteine durch
die Zugabe von Hasenserum in die Prozessreagenzien zeigt sich erfolgreich darin, einen
Grolteil der falsch-positiven Signale zu eliminieren. Entsprechend sollte das Hasenserum

diese Wirkung auch bei der Durchfiihrung von weiteren Versuchen zeigen.

Aufgrund des eindeutigen Ergebnisses wird die Erstellung eines mit dem Western Blot

zusammenhangenden Intensitats-Blots verzichtet.

4.4.3 Optimierter Nachweis der Affinitat in vitro

Zum Abschluss des Affinititsnachweises in vitro wird ein dritter Western Blot mit dem
vollstandigen Satz an Bakterienlysaten unter den optimierten Bedingungen durchgefiihrt. In
einem Versuch, das verbleibende schwache falsch-positive Signale zu eliminieren, wird als
Veranderung der Gehalt des Hasenserums im Blockierungspuffer auf 20,0 % (v/v) erhoht. Als
Prozessreagenzien werden Blockierungspuffer- und Féarbepuffer-Formulation 2 verwendet.
Zur Markierung der Primarantikorper wird der Sekundarantikérper Anti-lgG Fc DyLight® 680
eingesetzt. Die sonstige Durchfiihrung entspricht der Standardprozedur. Das Ergebnis der
Sekundarfarbung ist in Abbildung 46 dargestellt. Die zugehdrigen Intensitats-Blots werden in
Abbildung 47 aufgefiihrt und deren Flachenberechnung in Tabelle 39 aufgelistet.

Die markierten Banden des optimierten Western Blots zeigen, dass trotz des hohen Gehalts
an Hasenserum weiterhin Banden auf der Hohe des Molekulargewichts von Sbi und SpA als
falsch-positive Signale sichtbar sind. Im Vergleich wirken diese Banden aber schwécher als in
den vorangegangenen Western Blots. Banden, an welchen das unbekannte Immunglobulin-
bindende Protein die Sekundarantikorper immobilisiert hat, sind nicht mehr sichtbar. An den
Positionen, an welchen zuvor Sekundarantikdrper 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 Bakterienstamme USA300, 101L, 282L und dem Bakterium Bacillus subtilis
sichtbar sind. Das Hasenserum fiihrt zu unerwiinschten Kreuzreaktionen, welche die Spezifitat
der Markierung des Sekundarantikorpers beeinflussen. Wie auch im ersten und zweiten
Western Blot zeigen nur Bakterienlysate eine Bande auf der Hohe des Emp, wenn die
Bakterienstamme die Variante mit dem Epitop ,HYVPEFKGSPAPRV* exprimieren. Stdmme,

welche Empa produzieren, zeigen auf dieser Hohe kein wahrnehmbares Signal
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Western Blot Affinitat gegen Bakterienlysat in vitro,
Anti-Emp, Anti-lgG Fc DyLight® 680

unbekannt

E 33

Sbi und SpA

Abbildung 46: Zusatzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und einem Marker fir
ProteingréRen aufgetragen. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in
einem Verhaltnis von 1:500 mit Anti-Emp und in einem Verhaltnis von 1:5000 mit Sekundarantikérpern

gegen die Fc-Region von IgG eingefarbt. Kontrast und Helligkeit sind um das Flnffache verstarkt.
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Intensitats-Blots Western Blot Affinitat gegen Bakterienlysat
in vitro, Hasenserum, Anti-Emp, Anti-lgG Fc DyLight® 680
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Abbildung 47: Zusammenfassung der Banden des Western Blots aus der Abbildung 46. Die
Markierungen der Peaks wurden aus dieser Abbildung ibernommen. Diese Abgrenzung wird fiir jeden
Peak gleich gehalten, damit ein Vergleich zwischen den Proben mdglich ist. Bei Peaks mit gréRerem
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 Flache zusammengefasst.
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Tabelle 39: Die relativen Flachen der Peaks aus den Intensitats-Blots der Proben des Western Blots in
Abbildung 47, im Vergleich zum grofiten Peak des jeweiligen Molekulargewichts. Die Flache des Peaks,
welche das vermutete Emp-Dimer enthalt, wird nicht in der Tabelle aufgefuhrt. Ebenso werden die

Peaks von unbekannten Proteinen nicht aufgelistet.

Vergleich der Peakflachen zwischen markierten Proteinbanden eines Western Blots
Probe Sbi/SpA Emp
grofte Flache USA300 Emp
ATCC® 25904 ™ - 26,5 %
101L 48,1 % 9,8 %
USA300 100,0 % 19,9 %
168L 25,2 % -
282L 57 % -
KE2775 10,6 % -
Emp (16,0 ng) - 100,0 %

Die GroRRenverteilung der Peaks, welche mit Emp assoziiert werden, ahnelt den Ergebnissen
aus dem zweiten Western Blot. Bei den Peaks, welche aus Banden generiert werden, in denen
Antikérper durch Sbi und SpA immobilisiert werden, zeigen sich die Ergebnisse allerdings
inkonsistent zum vorherigen Western Blot. Es ist mdglich, dass das Hasenserum die
Immunglobulin-bindenden Proteine, abhéangig von der Bakterienart unterschiedlich effizient
blockiert. USA300 immobilisiert die groRte und ATCC® 25904™ die geringste Menge an
Antikorpern. Diese Beobachtung deckt sich mit der individuellen Virulenz dieser beiden
Bakterienstamme. Das Dimer von Emp entspricht 7,9 % der restlichen Flache des Proteins

und ahnelt daher dem Ergebnis aus dem ersten Western Blot.

Zusammengefasst wurde in drei individuellen Versuchen bewiesen, dass das in der
Affinitatschromatographie isolierte Gemisch aus Anti-Emp-Antikdrpern sein Antigen im
Wildtyp erfolgreich binden kann. Besitzt der Wildtyp eine abweichende Variante des Proteins
mit einem Epitop, welches sich in drei Aminosauren unterscheidet, bleibt die Interaktion von
Antikérpern und dem Protein aus. Alle Bakterienlysate der untersuchten Wildtypen besitzen
ein Repertoire an Immunoglobulin-bindenden Proteinen, welche im reduzierten und
denaturierten Zustand die Antikérper immobilisieren. Dies fuhrt in den Versuchen zur
Erzeugung von falsch-positiven Ergebnissen und wird héchstwahrscheinlich das Ergebnis
weiterer Antikorper-basierter Versuche stéren. Ein Wechsel des Sekundarantikdrpers ist keine
sinnvolle MaBRhahme, um dieses Problem zu beheben, da der Ursprung fiir einen Grol3teil der
falschen Signale aus immobilisierten Primarantikdrpern stammt. Eine vorherige Blockierung

durch Hasenserum loscht einen Grol3teil der falschen Signale aus.
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Die vollstandige Elimination kann allerdings auch bei einem hohen Anteil des Serums nicht
erreicht werden. Zudem erzeugt das Serum selbst ebenfalls Storeffekte, welche zu falsch-

positiven Signalen fuhren kénnen.

4.5 Uberpriufung der Antikorper-Antigen-Interaktion in situ

Der Affinitatsnachweis von Anti-Emp gegentber dem rekombinanten und natirlichen Protein
in vitro war erfolgreich. Deshalb gilt es als néchstes zu beweisen, dass das Emp auch direkt
an seinem nattrlichen Ort im Bakterium markiert werden kann. Neben der Problematik, dass
die Immunglobulin-bindende Proteine erneut ein falsch-positives Signal erzeugen, kénnte der
Nachweis problematisch werden, da das Emp hauptsachlich in der fibrillaren Kapsel des
Bakteriums lokalisiert wird “*". Unter den Kultivierungsbedingungen im Labor wird diese
Kapsel nicht ausgebildet, da im Nahrmedium das dafiir notwendige Fibrin fehlt. Da das Protein
aber auch in der Zellwand nachgewiesen werden kann """, sollte eine Markierung durch eine

Immunfarbung moglich sein.

Fur die Praparation in den individuellen Kammern auf dem Glastrager werden die zwei
Bakterienstamme ATCC® 25904™ und 168L ausgewahlt. Wie im vorherigen Kapitel gezeigt,
wird das Empa von 168L nicht durch den Primarantikorper markiert. Da sich die Wirkung der
Immunglobulin-bindenden Proteine aber nicht vollstandig eliminieren lasst, ist aufgrund von
falsch-positiven Signale mit einer schwachen Markierung von 168L zu rechnen. Dieser Effekt
wird durch Verwendung von Blockierungs- und Farbepuffer-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 ungewtiinschten Kreuzreaktionen
zu minimieren. Um den Einfluss der falsch-positiven Markierung einzuschatzen, werden
zusatzlich Sekundarfarbungen ohne vorherige Primarfarbung als Kontrollen durchgefuhrt.
Parallel zu Anti-Emp wird als Kontrolle ein humanisierter Anti-Proto-Onkogen-basische-Helix-
Schleifen-Helix-Transkriptionsfaktor-Antikdrper (Anti-Myc) zur Primarfarbung verwendet.
Dieser Antikorper hat keinerlei Zusammenhang mit Staphylokokken und fungiert deshalb als
Detektor fur unspezifische Interaktionen. Zwei der mit Staphylokokken préaparierten Kammern
auf dem Glastrager werden zum Zweck der Hellfeldmikroskopie nicht behandelt. Fir die
Aufnahmen der mit Sekundarantikdrper markierten Bakterien werden in jeder Kammer
Bereiche auf dem Glastrager ausgesucht, an denen vereinzelt Bakterien aufzufinden sind.
Eine Aufnahme mit der Lichtmikroskopie wird hierbei vermieden um den Effekt der

Photobleichung Zu minimieren.

In den Abbildungen werden die mikroskopischen Aufnahmen der beiden Bakterienstamme

jeweils gegenubergestellt. Die Aufnahmen aus der Hellfeldmikroskopie beider
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Bakterienstamme  sind in  Abbildung 48  dargestellt.  Kontrollfarbungen  ohne
Sekundarantikorper sind in Abbildung 49 abgebildet. In der Abbildung 50 sind die Aufnahmen
der Bakterien zu sehen, welche in der Primarfarbung mit Anti-Myc-Antikdrper markiert wurden.
Zum Abschluss sind in der Abbildung 51 die Bilder aus der Fluoreszenzmikroskopie der mit
Anti-Emp und Sekundarantikorper eingefarbten Bakterien zu sehen. Jede Sekundarfarbung
wird in einem Verhaltnis von 1:1000 durchgefuihrt. Alle Aufnahmen werden durch das Objektiv
Nikon Plan Fluor 40 x/0,75 PH2 DLL bei einer VergréRerung von 400 X aufgenommen. Zur
Dokumentation der Aufnahmen wird eine Nikon DS-QilMc mit einer Auflésung von 1,3 MPx
und einer Datenbreite von 24 Bit verwendet. Die effektive Flache von jedem Bild betragt
7,2 x 102 mm?. Alle Bilder der Fluoreszenzmikroskopie werden mit derselben Belichtungszeit

und Empfindlichkeit des Photoelektronenvervielfachers durchgefihrt.

Staphylococcus aureus Hellfeldaufnahmen

ATCC® 25904™ 168L

Abbildung 48: Jeweils eine Farbbildaufnahme der beiden Bakterienstimme wurde bei einer

Belichtungszeit von 20 Mikrosekunden detektiert.

Die Hellfeldaufnahmen zeigen bei beiden Bakterienstdmme auf der Glasoberflache sichtbare
Staphylokokken. Diese sind auf dem Glastrager vereinzelt vorzufinden und haben auch
mehrschichtige Biofilme ausgebildet.
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Staphylococcus aureus Kontrolle, Anti-lgG H + L XFD350
ATCC® 25904™ 168L

50 pm 50 pm

Abbildung 49: Jeweils eine Farbbildaufnahme einzelner und gruppierten Staphylokokken unter

Anregung des Fluorophors des Sekundarantikdrpers. In der Primarfarbung wird kein Antikorper

verwendet.

In den Kontrollen ohne Primarantikdrper von beiden Bakterienstammen ist an einigen wenigen
Positionen eine schwache Fluoreszenz zu erkennen. Genaue Konturen der Bakterien lassen
sich aber nicht erkennen. Dies spricht dafiir, dass beide Bakterienstamme den
Sekundarantikorper immobilisieren  kdnnen. Entsprechend der Ergebnisse aus
Kapitel 4.4.2.1 ,Einsatz von alternativem Sekundarantikérper sind es mit grofRer
Wahrscheinlichkeit SSL10 wund ein bisher unbekanntes Protein, welche den

Sekundarantikdrper immobilisieren und deshalb ein falsch-positives Signal erzeugen.
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Staphylococcus aureus Kontrolle,
Anti-Myc, Anti-lgG H + L XFD350

ATCC® 25904™ 168L

50 pm 50 pm

Abbildung 50: Jeweils eine Farbbildaufnahme einzelner und gruppierten Staphylokokken unter

Anregung des Fluorophors des Sekundarantikdrpers. In der Primarfarbung wird Anti-Myc in einer
Konzentration von 15,0 pg/mL verwendet.

Ahnlich wie bei der Kontrolle ohne Primarantikorper zeigt sich bei der Primarfarbung mit Anti-
Myc ein konturloses Leuchten in der Emissionswellenldnge des verwendeten Fluorophors.
Dieses Leuchten wirkt intensiver als das in der Kontrolle ohne Primarantikdrper. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass die Gesamtmenge an Antikérpern, welche durch die Immunglobulin-
bindenden Proteine immobilisiert wird, in dieser Kontrolle gré3er ist. Somit wird die Intensitat

der Fluoreszenz kumulativ gesteigert.
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Staphylococcus aureus, Anti-Emp, Anti-lgG H + L XFD350

ATCC® 25904™ 168L

50 pm 50m l

Abbildung 51: Jeweils eine Farbbildaufnahme einzelner und gruppierten Staphylokokken unter

Anregung des Fluorophors des Sekundarantikorpers. In der Primarfarbung wird eine Elution von FS2 in

einem Verhaltnis von 1:500 verwendet.

In der Aufnahme der mit Anti-Emp und Sekundarantikdrper markierten Staphylokokken hebt
sich die Fluoreszenzintensitat deutlich von allen bisherigen Aufnahmen ab. Dies ist ein
deutlicher Hinweis darauf, dass Staphylococcus aureus ATCC® 25904™ von dem
Primarantikorper vermehrt opsonisiert und dieser nachfolgend durch den Sekund&rantikorper
markiert wird. Es sind zwar nur schwache Konturen von einzelnen Bakterien zu erkennen, aber
zusammenhangende Aggregate lassen sich sehr gut bestimmen. Die Fluoreszenzmarkierung
von 168L zeigt hingegen nur eine schwache Steigerung in der Signalstarke im Vergleich zu
den beiden anderen Kontrollen. Das spricht flr einen groReren kumulativen Effekt der

gesamten Menge an immobilisierten Antikorpern.

Insgesamt ist die Differenz des Fluoreszenzsignals zwischen der Probe und den Kontrollen
bei der Markierung von ATCC® 25904™ zu groR, um sie durch eine Zunahme der Menge an
durch Immunglobulin-bindende Proteine immobilisiertem Antikdrper zu erklaren. Ebenso ist
auszuschlieRen, dass die Bindung unspezifisch ist, da der Anti-Myc-Antikorper die
Fluoreszenzintensitat nicht merklich verstéarkt hat. Das deutlich besser erkennbare Signal
muss daher auf der spezifischen Interaktion des Anti-Emp-Antikbrpers mit dem Bakterium
basieren. Das Signal ist allerdings relativ schwach. Das Fehlen einer starkeren Vergrof3erung

verwehrt es, die genaue Position des Proteins im Bakterium zu lokalisieren.
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4.6 Interaktion zwischen ApoA1l, Emp und Anti-Emp

Wahrend der Affinitdtschromatographie wurde zusammen mit dem Antikdrper 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-Antikorpers® ist bekannt,
dass es sich bei diesem Protein um ApoAl handelt. Es wurde als sehr zuverlassiger Treffer
bestatigt, was bedeutet, dass dieses Protein wahrend der Affinitatschromatographie entweder
eine Affinitit gegenliber dem in der stationdren Phase verwendeten Epitop oder dem
Antikorper selbst besitzt. Folgend werden Versuche durchgefuhrt, um diese Interaktion zu

Uberprifen.

Im ersten Nachweis wird Uberprift, ob ApoA1l direkt mit dem Epitop interagiert. Hierfur wird
aus Humanplasma aufgereinigtes ApoAl 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.

Substitutionsanalyse,
Direktmarkierung ApoA1 DylLight" 800,
16er-Konfiguration

Abbildung 52: Die Substitutionsanalyse wird direkt mit
10,0 pg/mL markiertem menschlichen ApoA1l eingefarbt.
Zur besseren Sichtbarkeit werden die Helligkeit und der
Kontrast des Arrays um das 50-fach verstarkt und in

Falschfarben dargestellt.

Entsprechend der graphischen Verstarkung des Arrays sind nach der Direktmarkierung keine
markierten Peptide zu erkennen. Es sind lediglich schwache, unspezifische Bindungen zu
sehen.

Fur eine weitere, ausfiihrlichere Uberpriifung werden zwei Western Blots durchgefiihrt. Die
LDS-PAGE fur den ersten Western Blot enthalt Serum, DL1 und Eluat aus einer
Affinitdtschromatographie von FS2. Durch eine Sekundarfarbung mit einem Anti-ApoAl-

Antikdrper kann eine Interaktion des Proteins mit dem Anti-Emp-Antikérper, falls vorhanden,
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entsprechend nachgewiesen werden. Ein Western Blot besitzt eine Detektionsschwelle,
welche bis zu 1,0 ng Protein nachweisen kann . Die Menge von ApoAl, welche fur einen
effektiven Nachweis notwendig ist, ist unbekannt. Als genereller Schatzwert wird deshalb die
Elution so gewahlt, dass ein Wert von 5,0 ng erreicht wird. Da die Menge an ApoALl in der
Elution nicht bekannt ist, wird die in Kapitel 4.2.2.3 ,Annaherung an die Proteinmenge Uber
relative Intensitat geschatzte Menge des Anti-Emp-Antikorpers als Referenz gewahit. So
wird fur die Elution eine Verdinnung in einem Verhaltnis von 1:20 gewahlt, welche unter
Bertcksichtigung des eingesetzten Volumens entsprechend der Schéatzung in der Geltasche
~ 6,0 ng des Anti-Emp Antikdrpers enthalten sollte. In derselben Verdiinnung werden sowohl
das Serum als auch DL 1 eingesetzt. Damit die Referenz voraussichtlich gut sichtbar ist, wird
das aus Menschen aufgereinigte ApoALl in einer Menge von 50,0 ng als Kontrolle verwendet.
Im zweiten Western Blot werden wahrend der LDS-PAGE Bakterienlysate von ATCC® 25904 ™
und 168L aufgetrennt, diese zunéchst mit Serum von FS2 markiert und anschlieend in der
Sekundarfarbung mit dem Anti-ApoA1l-Antikérper eingefarbt. 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 Durchfihrung des zweiten
Western Blots Blockierungspuffer-Formulation 1 und Farbepuffer-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
Sekundarmarkierung 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 ApoAl mdglicherweise direkt. Bei 168L ist eine
grolBere Proteinbande zu erkennen, welche hochstwahrscheinlich durch Sbi oder SpA
immobilisierten Sekundarantikérpern entspricht. Die beiden Proteinbanden, welche bei beiden
Bakterienstammen deutlich zu erkennen sind, haben ein Molekulargewicht zwischen
~ 28,0 und 38,0 kDa. Der ungleichmafige Verlauf der Banden und das Fehlen der Emp-
Bande als Markierung macht die Zuordnung dieser Banden allerdings unprézise.
Entsprechend ihrer Positionen und vergleichbarer Ergebnisse aus Kapitel 4.4 ,Uberpriifung
der Antikorper-Antigen-Interaktion in vitro“ ist diese Bande mit groferer Wahrscheinlichkeit
dem Immunglobulin-bindenden Protein SSL10 zuzuordnen. Ungewohnlich ist aber das
unverhaltnismaliige starke Signal, welches von dieser Bande ausgeht. Ebenso haben die
Ergebnisse aus Kapitel 4.4.2.2 ,Sattigung der Immunglobulin-bindenden Proteine®
gezeigt, dass SSL10 durch das im Blockierungs- und Farbepuffer zugefuhrte Serum effektiv

blockiert wird.
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Western Blot Affinitat von ApoA1,
Anti-ApoA1 DyLight® 680

feddzion nicht-reduziert
Serum FS2 1:500 =

unbekannt

(=]

Sbi und SpA 49.0

38,0

SSL7 und/oder SSL10

28,0 O ey T
nicht-reduzierte Antikorper

14,0

Abbildung 53: Links ist die Sekundarfarbung der mit Serum und Sekundarantikbrper markierten

Bakterienlysate dargestellt. Von jedem Lysat wurden 5,0 uL eingesetzt und zusatzlich wurde in eine
Tasche 16,0 ng rekombinantes Emp als Kontrolle pipettiert. Auf der rechten Seite ist der Western Blot
der antikdrperhaltigen Fraktionen abgebildet. Hier werden von jeder Verdiinnung 1,0 pL verwendet und
zusatzlich eine Kontrolle aus 50,0 ng ApoAl beigefugt. Der Sekundérantikdrper wird in einem
Verhaltnis von 1:1000 eingesetzt. Der Western Blot ist in Falschfarben dargestellt und Kontrast sowie

Helligkeit sind um das Vierfache verstarkt.

Eine mdgliche Erklarung fur das starke Signal der Bande in den Bakterienlysaten findet sich
maoglicherweise in dem Western Blot, in welchen die antikérperhaltigen 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  Antikérpern nach einer LDS-PAGE ergibt.
Dementsprechend bindet ApoA1l scheinbar an menschlichen Antikdrpern. Vergleichsweise
zeigt die Bande mit einer Grof3e von ~ 28,0 kDa ein starkeres Signal als in den vorherigen

Ergebnissen. Hierbei handelt es sich vermutlich tatsachlich um das im Serum befindliche, freie
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ApoAl. Da das Protein nicht vollstandig von den Antikdrperketten getrennt wird, ist die
Wechselwirkung in dieser Interaktion stark genug, um den Bedingungen einer LDS-PAGE
ohne Reduktionsmittel zu trotzen. Diese Beobachtung ergénzt sich mit den Ergebnissen aus
Kapitel 4.3.3 ,Massenspektrometrische Analyse des Anti-Emp-Antikoérpers®, da in den
Gelfragmenten der vollstandigen und fragmentieren Antikdrper ApoAl als Kontamination
identifiziert wird. Aufgrund des unregelmafigen Markers fir ProteingréRen lasst sich die
genaue GroRe der Banden nicht ermitteln. Dies erschwert es zu bestimmen, ob und falls, wie
stark die Retentionszeit der Antikdrperfragmente wahrend der LDS-PAGE durch diese
Interaktion erhoht wird. Auch erlaubt es der Western Blot nicht zu identifizieren, ob diese
Interaktion bevorzugt mit einer bestimmten Antikdrperklasse stattfindet. Dementsprechend ist
anzunehmen, dass das starke Signal der Bakterienlysate nicht nur von SSL10, sondern auch
von SSL7 stammt, welches eine starke Affinitat gegentiber IgAF™! und eine &ahnliches
Molekulargewicht wie SSL10 besitzt'"'". Der Einfluss des Hasenserums auf die Effektivitat
dieses Proteins ist nicht bekannt. Daher ist es mdglich, dass ein Grof3teil des Signals auf
immobilisiertes IgA zurtckzufiihren ist, welches mit ApoAl interagiert und durch den
Sekundarantikorper markiert wird. Es ist allerdings nicht auszuschlieRen, dass SSL10 oder
SSL7 eine direkte Wechselwirkung mit ApoAl eingehen. Hierfir gibt es aber keine
bestédtigende Literatur. Ebenso kann nicht ermittelt werden, ob ApoAl als vollstindiges
Protein vorliegt. Die grof3e Abdeckung dieses Proteins, die bei der Bestimmung tUber MS

beobachtet werden konnte, ist aber ein starker Hinweis fur diese Vermutung.

Weder die Elution, noch die Kontrolle aus ApoAl werden wahrend der Sekundarfarbung
markiert. Da der Ursprung der Antikérper und der Kontrolle sich unterscheidet, ist es moglich,
dass der Sekundarantikdrper kein passendes Epitop besitzt, um das aufgereinigte ApoAl zu
binden . Deutlich wahrscheinlicher ist es aber, dass die in der Kontrolle und Elution
verwendete Mengen zu gering fiir einen Nachweis sind. Sowohl der Durchlauf als auch das
Serum enthalten eine groRe Menge an Antikdrpern und ApoALl. Bei einem weiblichen Spender
wie FS2 kénnen die Antikorperklassen IgA, 1gG und IgM im Blut bis zu einer Konzentration
von 13,6 mg/mL vorliegen. Fir ApoAl kann eine Konzentration von bis zu 2,1 mg/ml
erreicht werden . Die Konzentrationen von Antikdrpern ist somit schatzungsweise im
Serum bis zu 118-mal so hoch wie in der Elution. Wenn davon ausgegangen wird, dass die
Schéatzwerte fir ApoALl stimmen, dann ist die Konzentration im Serum vergleichsweise 18-mal
so hoch. Ein Grof3teil der Substanzen des Serums befinden sich auch im Durchlauf, was die
ahnliche Intensitat der Proteinbanden in den beiden Proben erklart. Die Magnitude in dieser
Diskrepanz ist grol3 genug, dass es wahrscheinlich ist, dass die Menge an ApoA1l sowohl in
der Kontrolle, als auch in der Elution unterhalb der Detektionsgrenze des Western Blots liegen.

Unterstitzt wird diese Theorie durch die Information, dass ApoAl wahrend der Analyse mit
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MS auch in den praparierten Gelfragmenten der vollstandigen Antikdrper nachgewiesen

wurde.

Die maRige Qualitat des Western Blots sowie die ausbleibende Markierung der Kontrollen,
stellen die Richtigkeit der vorliegenden Ergebnisse stark in Frage. Hinzu kommt, dass in der
aktuell verfigbaren Literatur keine Wechselwirkung zwischen ApoAl und den im Serum
befindlichen Antikdrpern beschrieben sind. Tatséachlich wird aber Gber eine mdgliche Rolle von
ApoAl in der Immunologie spekuliert . Um eine Interaktion zwischen ApoAl und
Antikorper im Serum zu bestatigen, mussten die Immunfarbung erneut mit besserer Qualitét
und sinnvolleren Kontrollen wiederholt werden. Der Fokus dieser Arbeit liegt aber nicht in der
Erforschung dieser Interaktion, weshalb keine weiteren Versuche durchgefiihrt und

beschrieben werden.

4.7 Uberprufung der Antikérperfunktion in vivo

In den vorherigen Kapiteln wurde sowohl die Bindung von Anti-Emp an Emp aus Wildtypen
von Staphylococcus aureus, als auch die Affinitat gegeniber vollstandigen, praparierten
Bakterien gezeigt. Es ist daher bewiesen, dass der Antikdrper das natirlich 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 Antikorpers zu testen, werden deshalb komplexe und ressourcenintensive
OPTA durchgefihrt. In einem OPTA werden Staphylokokken mit Antikdrpern und weiteren
Substanzen zum Zweck einer Opsonisierung vermischt und anschlieBend mit aktivierten
neutrophilen Zellen aus der HL-60 Zelllinie inkubiert. Die Anzahl der Bakterien, welche diese
gemeinsame Inkubation Uberleben, wird durch das Erstellen und Auswerten von
Verdinnungsreihen Uber das klassische Tropfplattenverfahren nach Miles und Misra (1938)
bestimmt . Entsprechende Kontrollen erméglichen es, den Einfluss jeder opsonisierenden
Substanz auf die Kolonienzahl der Bakterien zu bestimmen. Der Begriff TOtungsassay ist im
Falle von Staphylokokken allerdings irrefihrend, da er vorgibt, dass die Reduktion der
Bakterienzahl ausschlie3lich durch die bakterizide Aktivitat der Zellen bedingt ist. Da
Staphylococcus aureus ein sehr komplexes Pathogen ist, welches seinen Stoffwechsel

und seine Proteinexpression als Antwort auf Stress anpassen kann , ist eine aktive
Totung der Bakterien durch die neutrophilen Zellen allerdings nicht garantiert. Zusatzlich
besitzen Staphylokokken die Fahigkeit, neutrophile Zellen zu invadieren und somit einer
Zerstorung zu entgehen'"". Wie sich das Tropfplattenverfahren auf intrazellulare
Staphylokokken auswirkt, ist nicht bekannt. Es ist aber davon auszugehen, dass sie
gegeniiber extrazellularen Bakterien aufgrund ihrer Eigenschaften ein verlangsamtes

und/oder verzogertes Wachstum zeigen werden.
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Zur Durchfiihrung des OPTA wird der nach Paschall et al. (2019) publizierte Prozess als
Vorlage verwendet und entsprechend bisheriger Ergebnisse angepasst, um die
Empfindlichkeit und Effizienz des Assays zu verbessern. Eine dieser Veranderung ist es, dass
anstelle von Serum aus Kaninchenbabys humanes Komplementserum (HKS) im Assay
verwendet wird. Tierische Komponenten haben in vergangener Forschung bereits Ergebnisse
verfalscht und das HKS bietet sich als gute Alternative an, da es den Zellen alle
notwendigen Bestandteile fir eine Immunantwort liefert und den nattrlichen Prozess besser
simuliert. Weiterfihrend werden Mafnahmen ergriffen, um den immunevasiven Eigenschaften
von Staphylococcus aureus entgegenzuwirken. Das Bakterium wird in diesem Assay sowohl
Komplemente, als auch Antikérper durch Proteasen und spezifische Proteine

deaktivieren. Zur Sattigung 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 Antikdrper aus dem Hasen ungefahr einem Drittel bis
einem Achtel des im menschlichen Serum vorkommenden I1gG und sollte daher in dieser
Funktion eine gute Wirkung erzielen. Das hitzeinaktivierte fotale Kalberserum (FKS) ist
Bestandteil in allen Prozessreagenzien, welche Bakterien oder Zellen enthalten. Die darin
enthaltenen Antikorper sind zwar durch die Hitze denaturiert und SpA hat eine geringere
Aktivitat gegenuber Antikorpern dieser Tierart, aber trotzdem bietet sie eine begrenzte
Kapazitat darin, Immunglobulin-bindende-Proteine zu sattigen . Damit diese S&ttigung nicht
durch die Aktivitat 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 fir zuséatzliche
sattigende Substanzen, da dieses sowohl Komplement, als auch Antikérper enthalt. Ein
weiteres groReres Problem fir Durchfihrung des OPTA ist das toxische Potential, welches
Staphylokokken aufgrund ihrer Expression von Leukotoxinen besitzen!"*”. 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 Durchfiihrung des OPTA werden die Staphylokokken verschiedenen Substanzen
ausgesetzt, welche bereits ohne das Einwirken von Immunzellen ihre Vitalitat oder
Wachstumsgeschwindigkeit beeinflussen kdnnen. Aus diesem Grund ist es essenziell, den
Einfluss dieser Bestandteile auf das Wachstum der Bakterien evaluieren zu kénnen. In einem
einfachen Toxizitatstest wird die Durchfihrung des OPTA ohne eine Zugabe von Zellen
simuliert. Hierbei wird die Konzentration der Substanzen entsprechend der tatsachlichen
Bedingungen im OPTA angepasst. Die Bakterienstamme ATCC® 25904™ und 168L werden

wéhrend 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
Nahrmedium beflillte Kavitat einer Mikrotiterplatte tGbertragen und das Wachstum innerhalb
aller Kavitaten durch periodische Messung der ODeoo in einem Lesegeréat fur 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 gelost ist, eingesetzt. Da
die Elution, welche Anti-Emp enthalt, auch eine groRere Verunreinigung aus ApoA1l besitzt
und diese sich mdglicherweise auch mit dem Antikorper assoziiert, wird der Einfluss dieses
Proteins in rekombinanter Form getestet. FKS und HKS sind essenzielle Bestandteile des
Assays, da sie die Zellen mit allen fur die Immunabwehr notwendigen Ressourcen versorgen.
Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass diese Substanzen einen negativen
Einfluss auf das Wachstum der Bakterien haben konnten. Aus diesem Grund wird der Einfluss
dieser beiden Bestandteile ebenfalls im Toxizitatstest begutachtet. Da AntikGrper unabhéngig
von Immunzellen Komplementfaktoren binden und somit Bakterien aktiv attackieren konnen,
werden die beiden Antikdrper ebenfalls als Mixtur mit FKS und Anti-Emp und zusétzlich als
Mixtur mit HKS getestet”". Das Ergebnis des Toxizitéatstestes wird flr die jeweiligen
Bakterienstamme in den Diagrammen 10 und 11 dargestellt.

Toxizitatstest der OPTA-Reagenzien
ATCC® 25904™ - Wachstum iiber Zeit

Negativkontrolle

+10,0 % (viv) FKS

+ 66,6 % (v/v) Elutionspuffer
fme + 13,9 % (VIV) HKS
+ 6,8 pug/mL Anti-Emp
fome + 25 1 ug/mL Anti-Emp und 10,0 % (v/v) FKS
+ 10,0 pg/mL Anti-Myc

+ 25,1 pyg/mL Anti-Emp und 13,9 % (v/v) HKS!

+300,0 pg/mL ApoA1

optische Dichte (ODggp) in [Abs]

+ 10,0 pg/mL Anti-Myc und 10,0 % (v/v) FKS

N=4

Zeit (t) in Stunden

Diagramm 10: Zunahme der ODsoo innerhalb eines Zeitraums von 15 Stunden von Staphylococcus
aureus ATCC® 25904™, nach einer anderthalbstiindigen Inkubation mit den in der Legende genannten
Substanzen. Alle Messwerte sind entsprechend der Messungen einer Blindprobe gegen das

Nahrmedium geeicht.
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Toxizitdtstest der OPTA-Reagenzien
168L - Wachstum iiber Zeit

(=== Negativkontrolle

=1+ 10,0 % (v/v) FKS

N
L

+ 66,6 % (v/v) Elutionspuffer

+13,9 % (v/v) HKS

+ 6,8 pg/mL Anti-Emp

o
©
L

+ 25,1 pg/mL Anti-Emp und 10,0 % (v/v) FKS
+ 10,0 pg/mL Anti-Myc

+ 25,1 pg/mL Anti-Emp und 13,9 % (v/v) HKS!

o
[)]
L

==+ 300,0 pg/mL ApoA1

optische Dichte (ODg0) in [Abs]

e + 10,0 pg/mL Anti-Mye und 10,0 % (v/v) FKS

N=4

o
w
1

Zeit (t) in Stunden

Diagramm 11: Zunahme der ODeoo innerhalb eines Zeitraums von 15 Stunden von Staphylococcus
aureus 168L, nach einer anderthalbstiindigen Inkubation mit den in der Legende genannten
Substanzen. Alle Messwerte sind entsprechend der Messungen einer Blindprobe gegen das

Nahrmedium geeicht.

Im Toxizitatstest von ATCC® 25904™ zeigen der Elutionspuffer und der Anti-Myc-Antikorper
einen deutlichen negativen Einfluss auf das Wachstum. Der Anti-Emp-Antikbrper hat ein
geringflgig schlechteres Wachstum als die Kontrolle, was vermutlich auf die toxische Wirkung
des Elutionspuffers zurtickzufihren ist. Bei dieser geringen Effektivitét ist eine neutralisierende
Wirkung des Antikorpers eher unwahrscheinlich. Tats&chlich kann aber das im Elutionspuffer
enthaltene Natriumcitrat antibakteriell wirken . Das FKS und HKS sowie ApoAl wirken
sich wachstumsfordernd auf die Bakterien aus und werden von diesen wahrscheinlich als
zusatzliche Nahrungsquelle verwendet. Der fordernde Effekt von FKS und HKS ist hierbei so
stark, dass dieser die toxischen Effekte des Anti-Myc-Antikérpers und des Elutionspuffers in
Mixturen ausgleicht. Es ist unwahrscheinlich, dass der Anti-Myc-Antikérper selbst den
toxischen Effekt verursacht. Wahrscheinlicher ist es, dass der Puffer toxische Bestandteile wie
beispielsweise Natriumazid enthélt und diese das Wachstum der Bakterien limitieren. Da es
sich bei diesem Antikérper nicht um ein kommerzielles Produkt handelt, lasst sich die
Zusammensetzung des Puffers nicht exakt bestimmen. Der Messwert fir das Gemisch aus
Anti-Emp und HKS erreicht die Detektionsgrenze des Plattenlesegerates, wodurch

fortlaufende Messungen ungenauer werden und Messartefakte entstehen.
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Der Toxizitatstest von 168L zeigt fur den Elutionspuffer, Anti-Myc und Anti-Emp eine ahnliche
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 verfalscht. HKS hat tatséachlich eine hemmende Wirkung auf
das Wachstum des Bakteriums. Es ist anzunehmen, dass das Komplementserum Bestandteile
enthalt, 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 erméglichen, den toxischen Effekt des Anti-Myc-

Antikérper in der Mixtur zu reduzieren.

Beide Toxizitatstests zeigen, dass die Bestandteile des OPTA einen substantiellen Einfluss
auf das Wachstum und Vitalitat der Bakterien haben kdnnen. Die Kontrollen in dem Assay sind
allerdings so konzipiert, dass die Testsubstanzen, welche wéahrend der Opsonisierung
hinzugefiigt werden, die einzige sich andernde Variable ist. Dementsprechend kann ein
Unterschied in der Kolonienzahl im Normalfall auf die opsonisierende Substanz zurtickgefuhrt
werden. Bei einer zu starken Einflussnahme wird allerdings die Vitalitdt der Bakterien
kompromittiert, wodurch sie fur weitere Einflisse anfalliger sind und das Ergebnis somit
verfalscht wird. Aus diesem Grund missen die Puffer aller wahrend des OPTA getesteten
Substanzen durch eine Entsalzungssaule mit Opsonisierungspuffer getauscht werden. Das
HKS lasst sich als Versuchsreagenz nicht ersetzen. Eine eventuelle Einflussnahme dieser

Komponente auf das Ergebnis von 168L wird aber berlicksichtigt.
4.7.2 Affinitat der Prozesschemikalien gegentiber Emp

In der Durchfihrung des OPTA werden HKS, FKS sowie IgG Hase verwendet. Alle diese
Substanzen haben die Mdéglichkeit, Emp direkt oder als Kreuzreaktion zu binden. lhre
Konzentration ist im Vergleich zu den Testsubstanzen zwar geringfligig, sollte aber dennoch
beriicksichtigt werden. Zur Uberpriifung der Affinitat werden diese drei Substanzen deshalb
zur Primarfarbung 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 wahrend des OPTA als
Testsubstanz verwendet werden soll. Aufgrund der Verfugbarkeit werden die Primarfarbung
von FKS und IgG Hase mit Sekundarantikorpern markiert, welche mit Cy™3 anstelle von
DyLight® 680 konjugiert sind. Aufgrund der Kompatibilitat wird dieses Fluorophor mit einem

anderen Gerat ausgewertet. Die markierten Peptidarrays sind in Abbildung 54 préasentiert.
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Substitutionsanalysen,
humane- und tierische Antikorper,
16er-Konfiguration

Sekundarantikorper
Anti-lgG Fc DyLight® 680

Abbildung 54: Nach der Primarfarbung werden
alle  Peptidarrays mit ihrem jeweiligen
Sekundéarantikorper in einem Verhéltnis von
1:5000 eingeférbt. Die Intensitéaten der oberen

beiden Arrays werden als Graustufenbilder zu

gleichen Bedingungen detektiert und in

Serum FS3 HKS (1:200) Messwerte umgewandelt. Zur  besseren
(1 -200) Sichtbarkeit werden alle Bilder in Falschfarben
Anti-Rind Anti-Hase dargestellt. Zuséatzlich wird Kontrast und
IgG Cy"3 IlgG Cy 3

Helligkeit der beiden unteren Arrays um das 20-

fache verstarkt.

FKS (1:200) lgG Hase
(400,0 pg/mL)

Der Peptid-Mikroarray, welcher in der Primarfarbung durch HKS markiert wurde, zeigt ein
ahnlich starkes Signal wie das Serum von FS3 bei gleicher Verdinnung. Das bedeutet, dass
sich im HKS tatsachlich Anti-Emp-Antikorper befinden und diese einen Einfluss auf den OPTA
nehmen konnen. Um diesen Einfluss ins Verhdltnis zu setzen, wird die GFI aus den
Messergebnissen der Sekundarfarbungen der beiden menschlichen Seren berechnet und
verglichen. Dartber hinaus wird aus den in Kapitel 4.2.3 ,Weitere
Affinitatschromatographien® fir die Ausbeute berechneten Werten bestimmt, wie stark das
Eluat im Vergleich zum Serum konzentriert ist. Das HKS hat in der aktuellen Féarbung der
Mikroarrays eine GFI, welche 78,5 % der GFI des Serums von FS2 entspricht. Im selben
Volumen ist die Signalstéarke des Eluats bei der Sekundéarfarbung um fast das Achtfache
starker als das Serum, aus dem es aufgereinigt wurde. Im OPTA selbst betragt die
Konzentration des HKS wahrend der gemeinsamen Kaultivierung von HL-60 Zellen und
Staphylokokken 13,9 % (v/v). Das Eluat mit dem Anti-Emp-Antikorper wird in einem Verhaltnis
von 1:1 verwendet. Aus dem Produkt dieser Faktoren ergibt sich, dass die Anti-Emp-

Antikorper im HKS eine Affinitat 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
Uberwogen und ist deshalb vernachlassigbar. Es ist allerdings nicht auszuschlie3en, dass HKS
weitere Antikorper besitzt, welche Staphylococcus aureus opsonisieren konnten >, Diese
liegen im Test selbst aber ebenso nur in verdiinnter Konzentration vor und kommen erst nach
der Opsonisierung mit den Bakterien in Kontakt. Um dennoch einen mdglichen Einfluss auf die
Bakterien zu untersuchen, wird jedem Test eine Kontrolle beigefligt, welche die Effektivitat der

Zellen im Nahrmedium mit HKS ohne Zugabe von weiteren Substanzen testet.

Die Farbung von IgG Hase bringt auch bei einer 20-fachen Verstarkung 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 Signalverstarkung
einen gefarbten Rahmen aus Poliomyelitis-Peptiden und weist drei Signale bei Peptiden auf,
welche denen der Aminosauresequenzen ,HYAPEFKGSLPAPRV', HYVEEFKGSLPAPRV"
und ,HYEPEFKGSLPAPRV® entsprechen. Alle drei dieser Peptidspots zeigen in den mit
menschlichem Serum gefarbten Arrays normalerweise ein gut erkennbares Signal. Aufgrund
der sehr schwachen Signalstarke ist aber nur von einer geringflgigen potentiellen
Beeinflussung der Ergebnisse durch FKS auszugehen.

4.7.3 Einfacher OPTA

Um die Komplexitat des OPTA zunéchst zu reduzieren, werden nur die Bakterienstamme
ATCC® 25904™ und 168L in dreifacher Ausfiihrung in dem Assay untersucht. Die Bakterien
werden hierbei bis zur stationaren Phase kultiviert, damit sie Uber genug Zeit verfliigen, 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® enthalt dieses Eluat ein
Gemisch aus Antikbrpern mit einer Konzentration von 112,8 ug/mL. Es ist davon auszugehen,
dass nicht alle, aber ein groRer Anteil dieser Antikorper der IgG-Klasse zugehorig ist. Wahrend
der Affinitatschromatographie wurde ein Anteil der Antikorper irreversibel denaturiert. Mit der
Annahme, dass alle Anti-Emp-Antikérper aus dem Serum entfernt wurden, lasst sich die
Ausbeute fur eine Anndherung nutzen, um die Menge an funktionsfahigen Antikdrpern
innerhalb des Eluats zu schatzen. Dementsprechend sollte das Gemisch bei einer Ausbeute
von 27,2 % eine Konzentration von ~ 10,2 pg/mL an funktionsfahigen Antikdrpern wahrend
der Opsonisierung besitzen. Dies entspricht abh&ngig von dem Antikdrpergehalt einer Person,
einem Minimum von ~ 6,7 %o00 des im Serum vorkommenden IgG oder 2,3% der
Konzentration von Antikérpern, welche durchschnittich in einem Serum gegen
Staphylococcus  aureus  gerichtet sind“"".  Vergleichsweise entspricht diese

Antikdrperkonzentration der sechsfachen Konzentration, welche fiir einen effektiven Schutz
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gegen Tetanus bendtigt wird . In dieser Menge sollte der Antikdrper einen merklichen
Einfluss auf die Anzahl der Bakterienkolonien haben, wenn er in seiner opsonisierenden
Wirkung die Phagozytose der neutrophilen Zellen unterstitzt. Um eine mdgliche Wirkung von
anderen Einflissen als von der opsonisierenden Substanz auszuschlieRen, wird die Basis fir
Probe und korrespondierende Kontrolle im selben Gefa3 angesetzt und erst nach der
Opsonisierung voneinander getrennt. Der einzige Unterschied zwischen den beiden Ansatzen
ist die Zufuhr der HL-60 Zellen in der Probe. Ein mdglicher natirlicher bakterizider Einfluss der
HL-60 Zellen wird evaluiert, indem fir jeden getesteten Bakterienstamm eine weitere
Kontrollreihe hinzugefugt wird, in welcher au3er den Zellen keine weiteren Additive beigefligt

werden.

Die Bereitschaft zur Phagozytose der differenzierten Zellen wird vor dem Beginn jedes OPTA
via FACS bestimmt. Hierbei wird der Anteil an differenzierten Zellen Uber das Verhaltnis der
an der Oberflache prasentierten Unterscheidungsgruppen bestimmt, welche diese Zellen
prasentieren. Die zwei Unterscheidungsgruppen sind in diesem Fall CD35 und CD71 und flr
eine angemessene Bereitschaft muss der Anteil von CD35 groRRer als 55,0 % sein und der
Anteil von CD71 unter 20,0 % liegen'""*". Bei diesem Assay liegt dieser Anteil bei 86,7 %,
beziehungsweise 20,3 %, daher ist von einem fur die Phagozytose geeignetem Gemisch an
neutrophilen Zellen auszugehen. Die entsprechend Messungen des FACS sind in Anlage 4 im
Anhang beigefugt.

Bei der Auswertung der durch Tropfplattenverfahren generierten Kulturplatten ist es nicht
empfehlenswert, die Zahlung verschiedener Verdiinnungsreihen miteinander zu verrechnen,
da die Genauigkeit dadurch reduziert wird . Eine Auszéhlung wird deshalb auf die
Verdiinnung begrenzt, welche die grof3te noch zéhlbare Menge an Bakterienkolonien zeigt.
Fur gewohnlich wird bei der Zahlung das Maximum der zahlbaren Menge an Kolonien auf
300,0 KbE begrenzt, da es nach diesem Punkt schwierig wird, die Kolonien eindeutig
auseinander zu halten . Moderne Kameratechnik, unterstitzt durch digitale Hilfsmittel,
ermdglicht aber entsprechend der Erfahrung wéahrend dieser Arbeit die eindeutige Zuordnung
von mehr als 600,0 KbE. Nach der Auszdhlung wird fir jeden Bakterienstamm die
durchschnittliche Konzentration in KbE/mL berechnet. Eine Zusammenfassung der kultivierten
Néahrplatten ist in Abbildung 55 dargestellt. Die Hochrechnung der Auszéhlung wird in
Diagramm 12 prasentiert. Die Nahrplatten von beiden Bakterienkulturen zeigen in den beiden
niedrigsten Verdunnungen an der Stelle der Innokulation gut und zahlreich entwickelte
Kolonien. Beide Bakterienstdamme zeigen sehr ahnliche Kolonien mit derselben Farbe. Der
Tropfen, welcher zur Innokulation verwendet wurde, hat sich in einigen Platten allerdings

verschoben, was die Genauigkeit der Zahlung reduziert und somit die SA erhoht.
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+ - + N Abbildung 55: Columbia-Agar mit

5,0 % Schafsblut (Columbia Agar),
bewachsen mit Kolonien von
Staphylokokken. Die
Bakteriensuspension mit der
kleinsten Verdinnung hat eine
Potenz von 10! und wurde im
unteren rechten Viertel jeder Platte

mit einem Tropfenvolumen von

ATCC® 25904™

50,0 uL aufgetragen. Die Potenz der

fir die Innokulation verwendeten

Verdinnungen nimmt im
Uhrzeigersinn  bis zu einem
maximalen Verdinnungsfaktor von
104 zu.

168L

Bei der Verdiinnung mit der kleinsten Potenz ist die Anzahl der Kolonien zu hoch, um diese
prazise zu bestimmen. Aus diesem Grund wird fur die Auswertung die Verdiinnung mit einer
hoheren Potenz ausgewahlt. 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 Aktivitdt 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 Kolonienzahlung wird ersichtlich, dass der Bakterienstamm ATCC® 25904™ generell
Uber eine kleinere Verdopplungszeit als 168L verflgt, da er deutlich mehr Kolonien ausbildet.
Allerdings kann diese Beobachtung auch auf die Wirkung des HKS zuriickgefiihrt 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 enthélt, wird die Anzahl an Kolonien ersichtlich, welche
alleinig durch die Wirkung von neutrophilen Zellen reduziert wird. Von dieser Reduktion sind
beide Bakterienstamme betroffen. Hierbei wird die Anzahl an z&hlbaren Kolonien bei
ATCC® 25904™ um 34,6 % und bei 168L um 22,3 % reduziert. Wie bereits erwéahnt, kann
hierbei nicht bestimmt werden, ob die Zellen die Bakterien aktiv téten oder die Reduktion eine
Reaktion der Bakterien auf die Zellen ist. Auch ist es mdglich, dass eine Phagozytose, welche
nicht todlich verlauft, bereits die Kolonienzahl reduzieren kann

Kolonienzahlung OPTA
Staphylococcus aureus gegen Anti-Emp

G
+ Anti-Empund HL-60
e
e
+ Anti-Emp
},
2 | [_]1esL
% ATCC® 25904™
<
+ HL-60
H
—r—
Negativkontrolle
——
4 I 4 I
0,0 2,0 x 10° 4,0 x 10°

kolonienbildende Einheiten (KbE) in [KbE/mL]
Diagramm 12: Auswertung und nachfolgende Hochz&hlung der Bakterienkolonien zur Berechnung der

durchschnittlichen Konzentration an kolonienbildenden Einheiten der Staphylokokken in jeder Testreihe.

Die Zugabe des Anti-Emp-Antikorpers tragt zu einer kumulativen Reduktion der Kolonienzahl
bei, allerdings wird diese aufgrund des Wirkens der neutrophilen Zellen in Diagramm 12 nur
verfalscht dargestellt. Zum besseren Hervorheben der Wirkung der Antikdrper werden die
Daten deshalb zusatzlich in einem Viabilitatsdiagramm 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. Zusatzlich 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 gezahlten Kolonien entsprechender Proben und Kontrollen
durchgefuhrt. Fir die Kontrollen der Proben mit opsonisierenden Substanzen wirden in einer
ANOVA allerdings ein verfalschtes Ergebnis angezeigt werden, da der Effekt der Zellen
kumulativ auf die Proben einwirkt. Um diesen Effekt in der Analyse auszuschliel3en, wird die
Anzahl der gezahlten Kolonien auf jeder mit Anti-Emp vermischten Kontrolle durch
Interpolation auf einen Wert geschétzt, den sie haben wiirde, wenn sie Zellen enthalten héatte.
Als Faktor fur diese Interpolation wird der Koeffizient aus der Probe, welche nur Zellen enthalt,
und der Negativkontrolle gebildet. Die resultierenden Schatzwerte werden anschlie3end in der
ANOVA mit den gezadhlten Kolonien der entsprechenden Probe verglichen. Das
Viabilitatsdiagramm wird in Diagramm 13 gezeigt. Die Ergebnisse der ANOVA sind bereits in

dem Diagramm integriert.

Im Viabilitdtsdiagramm ist zu erkennen, dass die HL-60 Zellen einen groReren Einfluss auf die
Proliferation der Bakterien nehmen als die Anti-Emp Antikérper. lhre Wirkung auf
ATCC® 25904 ™ ist hierbei starker 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 Uber opsonisierende Eigenschaften verfugt, welche den
neutrophilen Zellen eine verbesserte Phagozytoseaktivitat ermdglicht. 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-Antikdrpers in Kombination mit den HL-60 Zellen reicht allerdings
nicht aus, um die Bakterien zu eliminieren. Auch wurde in vertffentlichten Studien bereits
gezeigt, dass die Phagozytose von Staphylokokken durch neutrophile Zellen nicht

zwangslaufig zu deren Zerstérung fuhrt
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Viabilitatsdiagramm OPTA
Staphylococcus aureus gegen Anti-Emp

100,0
*
80,0
**
60,0

[ reduziert durch Anti-Emp

reduziert durch HL-60

aktive Bakterien

40,0 1 * Signifikanz bei
Signifikanzniveau a = 5 x 102

** Signifikanz bei

20,0 - Signifikanzniveau a = 1 x 10

N=3

Anteil an Bakterienfraktion in [%]

0,0

1 1
ATCC® 25904™ 168L
Bakterienstamm

Diagramm 13: Die Differenzen in der Anzahl der Kolonien zwischen Proben und Kontrollen aus der
Kolonienzéahlung in Diagramm 12, dargestellt als Viabilitatsdiagramm. Jede Bakterienfraktion ist als
Stapel eines Saulendiagramms dargestellt. Wenn die Wirkung von HL-60 Zellen oder Anti-Emp eine
signifikante Reduktion in der Anzahl der gezahlten Bakterienkulturen verursacht, wird das entsprechend

an der Spitze jedes Stapels angegeben.

Der genaue Anteil an getdteten Staphylokokken ist Gber diese Methode nicht zu ermitteln. Die
Methodik im Assay selbst ist sehr fehleranfallig, was sich stark auf die Ergebnisse der Triplikate
auswirken kann. Entsprechend hat der Gber die ANOVA bestimmte Standardfehler bei nur drei
Stichproben einen groRRen Einfluss darauf, ob ein Ergebnis als signifikant oder insignifikant

eingestuft wird.
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4.7.4 Komplexer OPTA

Erganzend zu der Durchflhrung eines einfachen OPTA wird in einem weiteren Versuch die
Komplexitat des Assay erhéht. Hierbei wird ein weiterer Bakterienstamm, namlich USA300,
als Testobjekt eingefiihrt und die Bandbreite an Testsubstanzen fir die Opsonisierung erhoht.
USA300 hat eine groRere Virulenz als ATCC® 25904™ und zeigt entsprechend
Kapitel 4.4 ,Uberpriifung der Antikdrper-Antigen-Interaktion in vitro“ eine deutlich groRere
Kapazitat darin, durch seine Immunglobulin-bindenden Proteine Antikorper zu immobilisieren.
Dementsprechend ist es im Assay schwieriger, diesen Bakterienstamm erfolgreich zu
opsonisieren. Als zuséatzliche Testsubstanzen werden der Anti-Myc-Antikdrper und ApoAl
eingesetzt. Des Weiteren wird eine zusatzliche Testreihe ohne die Zugabe von IgG Hase
eingefiihrt, um die Auswirkung dieser Substanz auf die Bakterienkolonien einschatzen zu
kénnen. Die Elution aus der Affinitditschromatographie von FS3 wird wie zuvor mit einer
geschéatzten Konzentration von ~ 15,3 pg/mL eingesetzt. Anti-Myc und ApoA1l werden in einer
Konzentration von jeweils 15,0 pg/mL und 299,0 ug/mL verwendet. Der Puffer aller
Substanzen wird zuvor durch eine Entsalzungssaule 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 beigefiigt. Wahrend die Differenzierung
dieser Zellen fiir die Durchfiihrung 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 spaten Entwicklungsstufen befinden und im Gemisch deshalb auch intermediare
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 Nahrplatten werden im
Zustand nach der Inkubation in Abbildung 56 gezeigt. Eine aus der Auszdhlung erstellte

Kolonienz&ahlung ist in Diagramm 14 dargestellt.
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Abbildung 56: Columbia-Agar, bewachsen mit Kolonien von Staphylokokken. Die Bakteriensuspension
mit der kleinsten Verdiinnung hat eine Potenz von 10! und wurde im oberen rechten Viertel jeder Platte
mit einem Tropfenvolumen von 50,0 pL aufgetragen. Die Potenz der fur die Innokulation verwendeten

Verdiinnungen nimmt im Uhrzeigersinn bis zu einem maximalen Verdinnungsfaktor von 104 zu.

In diesem OPTA zeigt 168L ein deutlich reduzierteres Wachstum gegeniber den anderen
beiden Bakterienstammen. 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
Verdinnungen mit der niedrigeren Potenz sind gut entwickelte und zahlreiche Kolonien ftr
eine Zahlung vorzufinden. Fir ATCC® 25904™ und USA300 werden fiur die Auszahlung die

Verdinnung mit der Potenz 102 und fiir 168L die Verdinnung mit der Potenz 10! ausgewahlt.
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Kolonienzédhlung OPTA
Staphylococcus aureus gegen Substanzen
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Diagramm 14: Auswertung und nachfolgende Hochzéhlung 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 Auszahlung der Kolonien ergibt sich fiir einige Triplikate eine grof3e Heterogenitat bei
der Anzahl an gezéhlten Kolonien, welche sich sehr stark auf die SA ausubt. Die Reduktion
der Kolonien, welche durch den Einfluss der HL-60 Zellen verursacht wird, ist in diesem Assay
deutlich starker. Diese Beobachtung ist auf die im Vergleich zum ersten Assay abweichende
Zusammensetzung des Gemisches aus neutrophilen Zellen zurtickzufiihren. 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 lasst 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 groReren Virulenz dieses Bakterienstammes in
Zusammenhang gebracht werden. Wie im vorherigen Assay wird zur besseren

Ubersichtlichkeit ein Viabilitatsdiagramm der Daten aus Diagramm 15 angefertigt und eine
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ANOVA fiir jede Testreihe durchgefihrt. In den ANOVA wird die Kolonienanzahl der Kontrollen

wie im vorherigen Kapitel durch Interpolation angepasst.

Viabilitaitsdiagramm OPTA
Staphylococcus aureus gegen Substanzen
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ATCC® 25904™ 168L USA300
Bakterienstamm

Diagramm 15: Die Differenzen in der Anzahl der Kolonien zwischen Proben und Kontrollen aus der
Kolonienzéahlung in Diagramm 14, dargestellt als Viabilitatsdiagramm. Jede Bakterienfraktion ist als
Stapel eines Saulendiagramms dargestellt. Wenn die Wirkung von HL-60 Zellen oder den Substanzen
eine signifikante Reduktion oder Zunahme in der Anzahl der gezahlten Bakterienkulturen verursacht,

wird das entsprechend an der Spitze jedes Stapels angegeben.

Im Gegensatz zu dem einfachen OPTA zeigen sich in der komplexen Durchfiihrung mehrere
Substanzen, welche nach der Opsonisierung zu einer Zunahme bei der Anzahl der zahlbaren
Kolonien fiihren. Bei dem Bakterienstamm ATCC® 25904™ wirken sogar alle Substanzen,
aul3er dem Anti-Emp-Antikdrper, wachstumsfordernd. Tats&chlich zeigt dieses geforderte
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 gegentuber
der Kontrolle keinen signifikanten Unterschied. Allerdings wird die Anzahl der Kolonien
gegenuber der hypothetischen Anzahl aus der Interpolation halbiert. Der Grund dafiir, dass
die Reduktion nicht signifikant ist, ist die sehr grol3e SA, welche sich aus der Auszahlung 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 Antikdrper definitiv eine
Wirkung zeigt.

Das erhthte Wachstum, welches nach der Opsonisierung mit den anderen Substanzen
beobachtet werden kann, spricht daflr, dass diese Substanzen die Wirkung der Zellen
geringflgig abschwéachen. Es ist allerdings auch mdglich, dass es sich hierbei um
vernachlassigbare und durch die Methodik bedingte Unscharfe handelt. Der signifikante
Unterschied bei der Zugabe von Anti-Myc kénnte dadurch erklart werden, dass HL-60 Zellen
das Antigen dieses Antikorpers in grol3er Zahl produzieren . Wahrend es sich hierbei zwar
um ein intrazellulares Protein handelt kann nicht ausgeschlossen werden, dass es bei der
durch Leukotoxine verursachten Zelllyse fir diese Antikérper zugénglich wird. Da es sich um
humanisierte Antikdrper handelt, konnten die neutrophilen Zellen diese sehr gut an ihren
Fc-Rezeptoren binden, nachdem sie ein Antigen gefunden haben. Eine solche Interaktion
konnte 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,
bestétigt dies, dass der Puffer, in welchem der Antikorper gelost ist, die Ursache fir das
gehemmte Wachstum im Kapitel 4.7.1 ,Wirkung der Prozesschemikalien auf

Staphylococcus aureus® war.

168L wird von allen getesteten Bakterienstdmmen am wenigsten durch die getesteten
Substanzen in Kombination mit den Zellen beeinflusst. Es zeigt sich keine signifikante
Anderung in der Anzahl der zahlbaren Bakterienkolonien. Ebenso zeigt sich auch kein
signifikanter Einfluss des Anti-Myc-Antikorpers. Dies kann bedeuten, dass der signifikante
Effekt des Anti-Myc-Antikdrpers bei ATCC® 25904™ nur Zufall gewesen ist. Auch ist es
mdoglich, dass der abschwéachende Effekt auf die Zellen bei diesem Bakterienstamm so gering
ist, dass er sich nicht merklich von der SA unterscheiden lasst. Zuletzt besteht auch die
Mdglichkeit, dass 168L weniger toxisch auf die Zellen wirkt und deshalb nur eine geringe

Menge an Antigen fur Anti-Myc zur Verfliigung steht.

Bei USA300 zeigt sich eine starke Zunahme der kolonienbildenden Einheiten bei der Zugabe
von Anti-Emp, Anti-Myc und IgG Hase. Es spricht dafiir, dass USA300, als Reaktion auf das
Gemisch aus Substanz und Antikorper, die Wirkung der neutrophilen Zellen vermindert. Dies
ist vermutlich auf die erhohte Virulenz des Bakterienstammes zuriickfihren und wird in der
Diskussion im Detail ndher erlautert. Wahrend die Zunahme in der Anzahl der z&hlbaren
Kolonien zwar recht grof3 ist, so kann aufgrund der gro3en SA in der korrespondierenden
Kontrolle keine Signifikanz definiert werden. Eine wirkliche Einflussnahme des Antikdrpers 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 dafir, dass die
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prophylaktische Absattigung der Immunglobulin-bindenden Proteine einen deutlichen Effekt
auf die Uberlebensrate von USA300 hat. Stehen diese Proteine nicht fiir die Abwehr von
Antikérpern zur Verfligung, kénnen die neutrophilen Zellen die Bakterienzahl einfacher
reduzieren. Dieser Effekt ist nicht signifikant und geringfligig bei ATCC® 25904™ und nicht bei
168L zu beobachten. Es ist ein Hinweis daflr, dass die reduzierte Anzahl der
kolonienbildenden Einheiten von 168L auf eine Reaktion des Bakteriums und nicht auf eine
Aktion der Zellen zuriickzufiihren ist. Uberraschenderweise zeigt sich eine deutliche und sehr
signifikante Abnahme der kolonienbildenden Einheiten, wenn ApoAl und HL-60 Zellen
gemeinsam auf USA300 wirken. ApoAl ist in der Lage, Lipoteichonséure von Gram-positiven
Bakterien zu binden . In einer Veroéffentlichung von Meilhac et al. (2020) wird deshalb
angenommen, dass es zusammen mit &hnlichen Proteinen einen Beitrag in der Immunabwehr
gegen Pathogene leistet. Dieser Beitrag wirkt sich aber eher hemmend auf die Aktivitat der
neutrophilen Zellen aus . In diesem Falle wirde das bedeuten, dass eine reduzierte
Aktivitat der neutrophilen Zellen zu einer indirekten Reduktion der Bakterienzahl fiihrt, da diese
wahrscheinlich in einer geringeren Haufigkeit von den Bakterien zerstort und als Nahrmittel
verwendet werden kdnnen. Eine weitere Moglichkeit ist es auch, dass ApoA1l die Anfalligkeit
von USA300 gegenlber einer Substanz verstarkt, welche von den HL-60 Zellen hergestellt
wird . Ein solcher Effekt wéare bisher aber unbekannt. Dass USA300 bei der Mixtur aus
ApoALl und neutrophilen Zellen sich anders verhélt als die anderen Staphylokokken, spricht
daflr, dass die Wirkung dieses Proteins entweder spezifisch auf diesen Bakterienstamm wirkt
oder diese von der individuellen Virulenz abhangig ist. Die Anti-Emp-haltige Elution enthalt
ebenfalls ApoAl, allerdings in einer geringeren Konzentration. Nach der Opsonisierung mit
dem Proteingemisch wird eine Zunahme der Kolonienzahl beobachtet. Der Effekt von ApoA1l
wird daher hochstwahrscheinlich durch eine antagonistische Wirkung von Anti-Emp

unterdriickt.

Eine Wiederholung des Versuches, welcher homogenere Ergebnisse in der Kolonienzéhlung
erreicht, wirde héchstwahrscheinlich zu einer signifikanten Differenz zwischen mit Anti-Emp-
Antikorper opsonisierten Proben und Kontrollen fiihren. Aufgrund der materialintensiven
Durchfihrung und der zu dem Zeitpunkt bedingten Verfugbarkeit von humanen

Komplementserum konnten aber keine weiteren Versuche durchgefihrt werden.

4.8 Ausgewahlte Anti-Emp-scFvs aus humanem Phagen-Display

Die Aufreinigung des Anti-Emp-Antikorpers ist kostspielig und erzeugt nur eine begrenzte
Menge des Antikorpers, welche fur Versuche verwendet werden kann. Zudem ist das Serum
von Menschen nur begrenzt verfliigbar, da deren Bereitschaft, es wiederholt zu spenden, wenig

ausgepragt ist. Als alternative Quelle wirde sich die Herstellung von rekombinanten
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Antikbrpern  anbieten, welche eine spezifische Affinitdt gegen das Epitop
,HYVPEFKGSLPAPRV* zeigen. Die Arbeitsgruppe von Hust et al. in Braunschweig besitzt
unter anderem eine Spezialisierung fur die ldentifikation von Antigenen durch Phagen-
Displays und die rekombinante Produktion von scFvs, welche auf diesen Antigenen binden
koénnen. In einer Kooperation hat sich die Arbeitsgruppe bereit erklart, 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 Antikdrperketten dieser
scFvs identifiziert, welche in Tabelle 40 dargestellt sind. Hierbei ist Gber die Genfamilie und
das Gen hinaus auch der zugehdérige Polymorphismus bekannt. Ebenso ist bekannt, welche
zwei beziehungsweise drei Segmente wahrend der somatischen Rekombination in der

variablen Region zusammengefligt wurden.

Tabelle 40: Alle im Panning auf das Epitop reagierende scFvs mit detaillierter Information tber ihre

Zusammensetzung.
scFvs mit Affinitat gegen ,HYVPEFKGSLPAPRV*
_ leichte variable Kette
schwere variable Kette .
. _ als [Genfamilie-
scFv als [Genfamilie-Gen*Polymorphismus]

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*0linv 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 bestatigen, dass diese scFvs tatsachlich das Antigen binden, wird eine LDS-PAGE
unter reduzierenden Bedingungen fur einen Western Blot vorbereitet, in welcher jede Bande
mit 50,0 ng Emp und 200,0 ng BSA befillt wird. Das BSA sollte hierbei als Kontrolle dienen,
um unspezifische Proteinbedingungen zu detektieren. Nach dem Ubertrag auf ein PVDF-
Membran wird diese entsprechend ihrer Spur in einzelne Fragmente zerteilt, damit die
Primarfarbung jeder Bande unabhangig voneinander durchgefuhrt werden kann. Da in diesem
Versuch keine Bakterienlysate markiert werden, wird bevorzugt der Sekundarantikdrper
Anti-lgG: DyLight® 680 eingesetzt, um Artefakte bei der Sekundarfarbung zu reduzieren.

Dieser ist allerdings aufgrund der Abwesenheit von schweren konstanten Ketten nicht in der
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Lage, scFvs einzufarben. Aus diesem Grund werden in diesem Versuch zwei unterschiedliche

Sekundarantikorper verwendet.

Um durch Sekundarantikorper verursachte falsch-positive Signale auszuschliel3end, werden
als zusatzliche Kontrollen der beiden Antikérpern Sekundarfarbungen in Unabhéangigkeit einer

Primarfarbung durchgefiihrt. Das Ergebnis des Western Blots wird in Abbildung 57 dargestellt.

Western Blot Affinitat von scFvs gegen Emp

Anti-lgG;,
DyLight® 680

Anti-IgG Fc DyLight® 680

Abbildung 57: Abweichend zu den vorherigen Beschreibungen zeigen die Quadrate tiber jedem PVDF-
Fragment den zur Markierung eingesetzten Priméarantikorper. Links sind die Sekundarfarbungen der
Proben zu sehen, welche zuvor in einem Verhaltnis von 10,0 pug/mL mit scFvs markiert wurden. Rechts
werden dieselben Proben zuvor mit einer Elution von FS2 im Verhdltnis von 1:500 inkubiert. Beide
Sekundarantikérper werden zur Anwendung in einem Verhaltnis von 1:5000 verdinnt. Der Western Blot

wird in Falschfarben dargestellt und Kontrast sowie Helligkeit um das Achtfache verstarkt.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass Emp und BSA sich als Gemisch sehr
ungewohnlich in einer nicht-reduzierenden LDS-PAGE verhalten. Sowohl LES20_C1,
LES7_C5 und die Elution zeigen mehrere Banden in einem &hnlichen Muster. Es ist mdglich,
dass zwischen Emp und BSA eine bisher unbekannte Wechselwirkung stattfindet.
Entsprechend der Banden misste diese Interaktion dazu fiihren, dass BSA wéhrend des
Verlaufs der LDS-PAGE fragmentiert wird und sich Emp mit diesen Fragmenten assoziiert.
Entsprechend lasst sich nur vermuten, welche Bande vollstandigem BSA entspricht. Fir Emp
selbst ist in allen Proben eine klar definierte Bande erkennbar. Dies beinhaltet auch die
Kontrollen ohne Primé&rantikérper, was entweder auf die Interaktion zwischen BSA und Emp
oder auf eine eventuelle Verunreinigung innerhalb der Prozesschemikalien zurliickzufiihren ist.
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Diese Bande ist bei LES20_A7 und LES20_C9 so schwach, dass die Intensitat sich nicht von
der Kontrolle unterscheidet. Bei den scFvs LES20 D8 und LES7_C8 ist die Signalstarke grof3
genug, dass eine tatsachliche Affinitat gegentiber Emp mdglich ist. Wird aber beriicksichtigt,
dass jeder scFv entsprechend der Ergebnisse aus Kapitel 4.2.2.3 ,Annaherung an die
Proteinmenge udber relative Intensitat® 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 kbnnen, zeigen eine Signalstarke, welche der in der Elution markierten Bande &hnlich
ist. Da auch die Signalmuster der restlichen Banden ahnlich sind, ist anzunehmen, dass diese
beiden scFvs Emp tatsachlich effektiv binden kénnen. Um diese Vermutung zu bestétigen,
wird in einem weiteren Western Blot die Affinitdt dieser beiden scFvs gegeniber
Bakterienlysaten getestet. Die fur die LDS-PAGE ausgewdahlten Lysate stammen von
ATCC® 25904™, 168L und USA300. lhr Inhalt wird unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt. Entsprechend bisheriger Durchfiihrungen wird die Wirkung von Immunglobulin-
bindenden Proteinen durch die Verwendung von Blockierungspuffer-Formulation 1 und
Farbepuffer-Formulation 2 abgeschwacht. Um den verbleibenden Einfluss dieser Proteine zu
beurteilen, wird parallel von jedem Bakterienlysat eine Kontrolle ohne Primarfarbung markiert.
Der eingefarbte Western Blot wird in Abbildung 58 gezeigt.
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Western Blot Affinitat von scFvs gegen Emp,
Anti-lgG Fc DyLight® 680
Kontrolle LES7_C5 LES20_C1

Sbi und SpA

= =% =8 |

38,0
- EMmMp _ aep

Abbildung 58: Von jedem Lysat werden 5,0 uL in einer reduzierenden LDS-PAGE verwendet.
Zusatzlich zu den Proben wird Emp mit einer Menge von 16,0 ng und ein Marker fir Proteingréf3en
aufgetragen. Nach der Ubertragung auf eine Membran aus PVDF werden die Proben in einem
Verhéltnis von 1:500 mit 10,0 pg/mL eines scFv markiert und anschliel3end werden sowohl Proben und
Kontrollen in einem Verhaltnis von 1:5000 mit Sekundarantikbrpern gegen die Fc-Region von IgG
eingefarbt. Der Western Blot wird in Falschfarben dargestellt und Kontrast sowie Helligkeit um das
Zehnfache verstarkt.

In diesem Western Blot ist in der Kontrollreihe ein schwaches Signal bei der Bande des Emp
zu sehen. Dies bestatigt, 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 Affinitat in vitro® sind in
der Kontrolle deutliche Banden zu sehen, welche durch die von Sbi oder SpA immobilisierten
Antikorper verursacht werden. Das scFv LES7_C5 zeigt in den Banden, welche Emp und
Empa entsprechen, nur eine sehr geringe Signalstérke, welche nicht von der Signalstarke 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 natirlichen und gentechnisch
hergestellten Protein sind gro genug, dass die Affinitat 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 Aminosduresequenz des Proteins binden
kann, sich aber nicht mit dem gleichen Epitop wie dem des Anti-Emp-Antikorpers assoziiert.
LES20_C1 markiert ebenso Banden, welche Emp und Empa zugeordnet werden kénnen. Die
Markierung ist aber vergleichsweise starker als die des rekombinanten Proteins. Auch hier

spricht das Signal, welches bei beiden Varianten des Emp beobachtet werden kann, dafr,
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dass LES20_C1 ein anderes Epitop als Anti-Emp besitzt. Uber den Emp-Varianten hinaus
interagiert das Einzelkettenfragment mit weiteren Proteinen, welche ein groRReres
Molekulargewicht als Emp aufweisen. Es bindet daher eine groRe Bandbreite von Proteinen,
welche von Staphylococcus aureus exprimiert werden. Das Repertoire an mdoglichen
Proteinen, welche von diesen Banden reprasentiert werden konnten, ist zu grol3 und deren

Identifizierung im Rahmen der Dissertation zu aufwendig.

In zusatzlichen Primar- und Sekundarfarbungen von PEPperCHIP® Peptid-Mikroarrays und
Peptidarrays aus eigener Herstellung konnte bestatigt werden, dass LES7_C5 und LES20 C1
das Epitop ,HYVPEFKGSLPAPRV‘ als gespottetes Peptid, aber nicht in der
Substitutionsanalyse markieren konnten. Dies spricht daflir, dass Interaktionen zwischen den
scFvs und dem Epitop unspezifischen Kreuzreaktionen entsprechen, welche ab einer
bestimmten Peptidkonzentration auftreten. Die Daten zu diesen Arrayfarbungen sind in der
Anlage 6 im Anhang zu finden.

Da der Ursprung der Fragmente naive B-Zellen sind, ist es mdoglich, dass es sich bei
LES20_C1 um eine urspringliche und unspezifische Variante des Anti-Emp-Antikorpers
handelt. Bei der Erstantwort, in welcher naive B-Zellen involviert sind, ist die Spezifitat
zwischen dem Antigen und dem Antikorper gering und diese wird erst wahrend der somatische
Hypermutation gereift . Die Genfamilien und die zugehérigen Gene der variablen Ketten von
LES20 _C1 unterscheiden sich entsprechend der Ergebnisse aus
Kapitel 4.3.3 ,Massenspektrometrische Analyse des Anti-Emp-Antikdrpers” von denen
des Anti-Emp-Antikdrpers. Das ist ein Hinweis darauf, dass sich ein Epitop gegen Emp in
Unabhéngigkeit des Gens der variablen Kette entwickeln kann, unter der Annahme, dass sich
die Genfamilie und das Gen des Anti-Emp-Antikérpers 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-Antikorper
eine naive B-Zelle ist. Die Wahrscheinlichkeit von 1,0 ppt einer B-Zelle Antikdrper gegen das
Epitop ,HYVPEFKGSLPAPRV* zu entwickeln, zeugt von einer sehr geringen Immunogenitét
dieses Epitops. Die Menge an unterschiedlichen getesteten nativen Zellen entspricht der
10°-fachen Menge, welche einem Menschen nach der somatischen Rekombination zur
Verfligung steht . Dementsprechend héatte nur eine von 10 000 Personen die Chance, einen
Antikérper auszubilden, welcher Uberhaupt die Mdglichkeit besitzt, durch somatische
Hypermutation genau dieses Epitop auszubilden. Da Antikdrper mit diesem Epitop aber mit
grolRer Zuverlassigkeit bei fast jeder Testperson nachgewiesen werden konnen, ist eine

zufallige Entwicklung mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit auszuschlief3en.
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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 missen zunachst Vorversuche
gestartet werden, um eine geeignete Markierung fur diese Zellen zu finden. Der Ursprung des
Anti-Emp-Antikorpers ist noch unbekannt. Hierbei kann es sich unter anderem um eine
B-Gedéachtniszelle, eine unkonventionelle B-Zelle oder eine Plasma-Gedéchtniszelle handein.
Bei der generellen Menge an Anti-Emp im Blutserum ist es wahrscheinlich, dass Plasma-
Gedachtniszellen oder unkonventionelle B-Zellen in der Produktion involviert sind.
B-Gedéachtniszellen sind generell nicht an der konstanten Produktion von Antikérpern
beteiligt . Die Existenz eines korrespondierenden Zelltyps schliel3t aber grundsatzlich
nicht die Koexistenz eines anderen Zelltyps aus. Der Anteil an peripher zirkulierenden
B-Gedé&chtniszellen im Blut liegt bei ~ 40,0 % . Unkonventionelle B-Zellen kdnnen ebenso
im peripheren Blut gefunden werden, allerdings in deutlich geringerer Zahl . Aufgrund ihrer
Position innerhalb der Nischen sind Plasma-Gedachtniszellen mit der geringsten
Wahrscheinlichkeit im Blut anzutreffen “**. Nach bisherigen Annahmen gehen diese Zellen
nur bei einer Infektion in die Peripherie Uber'**?. Entsprechend besitzen Anti-Emp

exprimierende B-Gedachtniszellen die héchste Trefferquote, sollten sie existieren.

Perry et al. (2019) haben ein Protokoll entwickelt, mit dem B-Gedachtniszellen aus einer
Suspension von peripheren mononuklearen Zellen markiert und tber FACS identifiziert
werden kdnnen. Zur Markierung der Zellen werden mehrere Optionen vorgeschlagen und fir
ein tatsachliches Screening von B-Gedachtniszellen zwei Sekundarantikérper ausgewabhit.
Der erste Sekundarantikorper markiert das CD27, welches ein prominentes Ziel zur
Markierung dieser Zellen ist . Der Vorteil dieses Markers ist, dass durch ihn sowohl
Plasmablasten , Plasmazellen , Plasma-Gedéchtniszellen , als auch
unkonventionelle B-Zellen markiert werden. Somit sind alle Zellen durch das Screening
abgedeckt, welche den Anti-Emp-Antikérper potentiell produzieren kdnnten. Nachteilig ist,
dass darlber hinaus noch weitere Immunzellen markiert werden, welche nicht mit der
Produktion von Antikdrpern in Verbindung gebracht werden kénnen. Zu diesen Zellen zéahlen
regulatorische Plasmazellen , T-Zellen""'und yd T-Zellen . Wenn angenommen wird,
dass bis zu 3,0 % aller T-Zellen spezifisch auf Staphylococcus aureus reagieren kdnnen, ist
es realistisch, dass auch ein entsprechender T-Zell-Rezeptor existiert , welcher das Epitop
des Anti-Emp Antikdrpers binden kann. Um die B-Lymphozyten von den anderen
Lymphozyten zu unterscheiden, wird als zweiter Marker ein Sekundarantikorper gegen die
Fc-Region von IgG verwendet. Nach Herstellerangaben ist dieser Sekundarantikorper in der
Lage, die Antikdrper auf der Membran von Gedéachtniszellen zu markieren. Er bevorzugt

hierbei Antikorper der Klasse IgG1 und 1gGs und assoziiert sich nicht mit IgD, IgE und IgM.
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Diese Eigenschaften sollten eine gute Markierung von IgG-prasentierenden Zellen
ermdglichen. Mit einer dritten Markierung werden alle Antikbrper markiert, die mit Peptiden
interagieren, welche das Epitop ,VPEFKGSLP‘ in ihrer Aminosauresequenz besitzen.
Entsprechend der Publikation von Perry et al. (2019) werden diese Peptide in biotinylierter
Form an mit Oregon Green™ 488 konjugiertes NeutrAvidin™ gekoppelt, sodass sie als
Tetramer vorliegen. Neben dem Antikorper 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 finf Moleklle Ethylenglycol und sieben
Aminosauren definiert. Im zweiten Peptid (eBio-BAs-Emp9) werden funf Molekile
Ethylenglycol und sechs Aminosauren im Abstandshalter verwendet. Die letzten funf
Aminosauren im Abstandshalter sind B-Alanin (BA). Durch die Kombination der drei Marker
sollte es mdglich sein, B-Gedéachtniszellen, welche den Anti-Emp-Antikorper produzieren

kdnnen, zu identifizieren.

Leukozyten fur die Markierung werden durch eine einfache Aufreinigung aus menschlichem
Vollblut gewonnen. Wahrend der Arbeitsschritte werden sie auf Eis gehalten, um eine
unspezifische Aufnahme der Markierungsreagenzien zu vermeiden. Da nicht abgeschatzt
werden kann, wie effizient der Anti-Emp-Antikdrper in diesem Versuchsdurchlauf die Peptid-
Tetramere binden wird, werden von diesen verschiedenen Konzentrationen zur Markierung
eingesetzt. Wahrend der FACS werden von insgesamt 50 000 Zellen Messdaten fiir das
Vorwarts- und Seitwartstreulicht sowie die Intensitéat der jeweiligen Markierung gemessen.
Uber das Streulicht konnen der Durchmesser und die Granularitat der Zellen bestimmt werden.
Mit der Hilfe von entsprechenden Referenzen werden Populationen von mononuklearen
Zellen identifiziert, welche mit grof3er Wahrscheinlichkeit Leukozyten enthalten. Diese Zellen
werden durch sogenanntes ,Gating’ mit der Software des Gerates ausgewahlt und als
Subpopulation P1 markiert. In dieser Subpopulation werden anschlieend durch ein weiteres
Gating potentielle Lymphozyten ausgewahlt, welche durch die Markierung mit Anti-CD27
Phycoerythrin (PE) mindestens eine Signalstéarke von 90,0 RFU erreichen. Diese Population
wird als P2 definiert und gibt die Subpopulation an, in welcher B-Gedachtniszellen 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 anschlieRend alle Zellen
bestimmt, welche durch das Peptid-Tetramer markiert werden und durch diese Markierung
mindestens eine Signalstarke von 150,0 RFU aufweisen. Fir die Reproduzierbarkeit wird die
Auswahl der Subpopulationen bei jeder Probe gleich gehalten. Zur Veranschaulichung des
Gating und zur Prasentation der Ergebnisse wird aufgrund der groRen Datenmenge nur ein
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ausgewahltes Beispiel gezeigt. Der vollstandige Datensatz mit allen Ergebnissen ist zur
Einsicht in den Anlagen 7 bis 15 im Anhang verflugbar. Ein Beispiel fur Gating auf Basis des
Streulichts ist in Diagramm 16 dargestellt. Der Anteil, welcher héchstwahrscheinlichen
Lymphozyten enthalt, 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.

300 nM eBio-GGS:-Emp9 Peptid-Tetramer

2,5x10°
=)
|
E 20x10°
£
T
< Diagramm 16: Vorwarts- und
w
= 15x10% Seitwartsstreuung von 50 000
o
3 Zellen. Im Rechteck werden
@ Leukozyten als P1 definiert.
(0 5 |
E 1,0x 10
D
w
B
B
S .
= 5,0 x 10°4 [l sonstige Bestandteile

Il P1 - Leukozyten

[0 P2 - Lymphozyten

Il P3 - B-Gedachtniszellen

[ P4 - potentielle Anti-Emp
B-Gedéchtniszellen

0,0 5,0 x 10* 1,0 x 10° 1,5x10° 2,0x10° 2,5x10°
Intensitat Vorwartsstreulicht (FSC-H) in [RLU]
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Diagramm 17: In P1 werden
alle Zellen, deren Signalstérke
des Sekundarantikérpers

CD27 90,0 RFU

Uberschreitet, durch Gating

gegen

als P2 definiert.
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P2

werden Zellen ausgewahlt,

Diagramm 18: Aus
welche bei der Markierung mit
Anti-Siglec-Fc-1gG APC
mindestens einen Wert von
200,0 RFU erreichen und als
P3 zusammengefasst.
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300 nM Peptid-Tetramer

105—:

Diagramm 19: Im letzten 10¢
Zellen ]
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Signalstarke von 150,0 RFU
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103-:

Peptid-Tetramers besitzen

und als P4 definiert.

Il sonstige Bestandteile
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[l P3 - B-Gedéchtniszellen
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B-Gedachtniszellen

102 10° 10* 10°
Signalstarke Anti-Siglec-Fc-lgG APC in [RFU]

Signalstarke eBio-GGS:-Emp9 in [RFU]

-
o
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Tabelle 41: Darstellung aller Population der peripheren Blutbestandteile jeder mit FACS analysierten
Probe.

Anzahl der Populationen nach FACS

Stoffmengen Anzahl der Zellen

konzentration | Peptid-Tetramer sonstige P1 P2 P3 P4
(c) in [nM] Bestandteile

eBio-GGS,-Emp9 27,0 x 10* 23,0x10* | 1,9x 103 90 86
000 eBio-BAs-Emp9 25,3 x10* 24,7 x 10* | 1,3 x 103 72 60
eBio-GGS,-Emp9 23,5 x 10* 26,5x 10* | 1,8 x 103 96 76
390 eBio-BAs-Emp9 39,2 x 10* 10,8 x 10* | 1,4 x 10° 43 20
eBio-GGS,-Emp9 | 23,8 x 10* 26,2 x 10* | 2,6 x 10° 5 6
150 eBio-BAs-Emp9 21,3 x10* 28,7 x 10* | 2,3 x 103 2 2
. eBio-GGS,-Emp9 22,0 x 10* 28,0 x 10* | 1,7 x 103 1 1
eBio-BAs-Emp9 22,2 x 10* 27,8 x10* | 1,7 x 103 1 1
eBio-GGS,-Emp9 | 21,8 x 10* 28,2 x10* | 2,3x10° 0 0
3 eBio-BAs-Emp9 22,3 x10* 27,7x10* | 1,6 x 10® 1 1

Die Lymphozyten, welche CD27 an ihrer Oberflache préasentieren, sammeln sich vermehrt in
zwei Gruppen. Die erste Gruppe hat einen kleineren Durchmesser als die zweite und die

Varianz in der Granularitét ist relativ gering. Die Zellen in der zweiten Gruppe sind zahlreicher,
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groRer und besitzen eine grof3ere Varianz in der Granularitat. Gemaf Perry et al. (2019)
entspricht die groRere der beiden Gruppen den Lymphozyten. Bei der kleineren Gruppe
handelt es sich aufgrund ihrer geringeren GroRe und Granularitat vermutlich um zerstorte

Lymphozyten. Diese Verteilung ist in allen Proben zu beobachten.

Aus den Ergebnissen ist direkt sichtbar, dass in den grof3ten beiden Konzentrationen die
Anzahl der Treffer fir P3 und P4 vermehrt ist. Dies hangt mit einem generellen Anstieg an
Zellen zusammen, welche sich mit dem Peptid-Tetramer assoziieren. Mit der Zunahme dieser
Assoziation wird auch eine zunehmende Signalstarke des Anti-Siglec-Fc-IgG beobachtet.
Dieser Effekt kann in Diagramm 20 im direkten Vergleich betrachtet werden. Diese
Beobachtung ist ungewd6hnlich, da die Konzentration dieses Antikorpers in jeder Probe
dieselbe ist. Da sich die Emission von Oregon Green™ 488 und die Anregungswellenlangen
von Allophycocyanin (APC) teilweise uUberlappen, besteht die Mdoglichkeit, dass die
Signalstarke des Pigments durch unbeabsichtigten Forster-Resonanzenergietransfer verstarkt
wird. Eine unspezifische Interaktion des Sekundarantikbrpers mit dem Peptid-Tetramer ist
allerdings nicht auszuschlieBen. Es ist aber ein starkes Zeichen dafiir, dass der
Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green™ 488 und das Pigment APC nicht fur die gemeinsame
Nutzung geeignet sind. Durch die konzentrationsabhangige Zunahme an Signalstéarke wird die
Anzahl an falsch-positiven Signalen erhoht. Eine prazise Bestimmung der Antikorper-
prasentierenden Zellen ist deshalb durch die aktuell verwendeten Markierungen nicht méglich.
Zwischen den beiden Peptid-Tetrameren ist mit steigender Konzentration bemerkbar, dass
das Peptid mit dem Abstandshalter eBio-GGS,-Emp9 eine groRere Assoziation zu den Zellen
besitzt. Ob diese vermehrte Assoziation aber spezifisch oder unspezifisch ist, lasst sich nicht

ermitteln.
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150 nM Peptid-Tetramer 600 nM Peptid-Tetramer
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P2 - Lymphozyten

P3 - B-Gedachtniszellen

P4 - potentielle Anti-Emp)

B-Gedachtniszellen
T

10?5

sonstige Bestandteile
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T

T T
10? 10° 10* 10° 10°
Signalstarke Anti-Siglec-Fc-1lgG APC in [RFU] Signalstarke Anti-Siglec-Fc-lgG APC in [RFU]

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 Anndherung an potentielle B-Gedachtniszellen durch FACS erreicht werden,
welche aber aufgrund der zunehmenden Signalstéarke aus unspezifischen Bindungen ohne
klares Ergebnis blieb. Fir ein erfolgreiches Screening mit anschlieRender Sortierung zur
Extraktion von B-Gedachtniszellen, welche Anti-Emp exprimieren, werden weitere
Verbesserungen in der Durchfiihrung und in der Analyse durch Gating bendétigt. Das
Hinzufligen zusatzlicher Kontrollen wiirde es erméglichen, den Einfluss von Oregon Green™
488 auf APC besser einschatzen zu kénnen. Der Einsatz von zusatzlichen Markierungen
konnte eine eindeutigere Zuordnung der B-Gedéachtniszellen erméglichen und die Analyse
einer groReren Zellpopulation die Trefferchance erhéhen. Zur weiteren Verbesserung kénnte
die Reinheit der Probe verfeinert werden, indem eine vorherige Auftrennung der Zellen durch
magnetische Zellsortierung durchgefihrt wird.

Aufgrund der begrenzten Zeit und des Mangels an geeigneten Spendern muss dieses Projekt
allerdings auf3erhalb des Rahmens dieser Dissertation weitergefiihrt werden. Die Ergebnisse

der Dissertation werden fir kommende Versuche als Grundlage verwendet.
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4.10 Test des RGB-S Reporterstammes in der Anwendung fur

stochastische Peptidarrays

Als weiteres Thema der Dissertation soll die Detektion toxischer Substanzen innerhalb des
Formats eines ultrahochdichten stochastischen Arrays Uberprift werden. Eigens fir diesen
Zweck wurde eine Befullungskammer fur diesen Array konzipiert. Wahrend die Testlaufe
aufgrund der Verfugbarkeit nicht an einem stochastischen Array durchgefihrt werden konnten,
so werden Versuche durchgefiihrt, um die prinzipielle Mdglichkeit der Detektion in diesem

Format durch einen Reporterstamm nachzuweisen.
4.10.1 Befullung und Visualisierung des mikrostrukturierten Glastragers

Zur Beflillung des mikrostrukturierten Glastragers, welcher die Basis des Arrays bildet, wird
dieser in eine Beflllungskammer gespannt und durch ein einfaches fluidisches System mit
einer Suspension aus Bakterien oder Zellen iberschwemmt. Durch das kontrollierte Entleeren
der Suspension aus der Kammer wird ein wandernder Meniskus ausgebildet, welcher die
Bakterien oder Zellen in die Kavitdten das Glastragers drickt. Um diesen Effekt zu erzeugen,
muss der Glastrager Uber hydrophobe Eigenschaften verfiigen, weshalb jeder Beflillung eine
Silanisierung des Glastrégers vorangegangen ist. Mit dieser Methode kann eine Befullungsrate

von bis zu 98,3 % erreicht werden.

Zur Detektion der befillten Bakterien werden drei verschiedene Systeme eingesetzt. Eine
Detektion durch den Innoscan 1100 ermdglicht es, ein Gesamtbild des mikrostrukturierten
Glastragers zu erstellen. Auf diesem Bild ist jede einzelne Kavitat sichtbar, und mit Hilfe der
Software MAPIX lasst sich ein Detektionsraster erstellen, um den Median der Signalstérke und
des Hintergrundrauschens jeder einzelnen Kavitéat zu messen. Entsprechend ermdéglicht diese
Detektion die Bestimmung der Beflllungsrate und eine Aufzeichnung sowohl qualitativer als
auch quantitativer Daten. Der grof3e Nachteil dieses Systems ist allerdings, dass aufgrund des
geringen Arbeitsabstandes keine Echtzeit-Aufnahmen der Bakterien innerhalb des Arrays
moglich sind. Dieses Defizit kann durch das optische System nach Clemens von Bojni€ic¢-
Kninski ausglichen werden, da es eine Aufnahme der Kavitaten in Echtzeit ermdglicht.
Allerdings erlaubt das optische System aufgrund seiner technischen Limitierung keine digitale
Auswertung der Signalstarke innerhalb der Kavitaten. Als drittes fir die Auswertung
verwendetes System bietet das optische Digitalmikroskop VHX-600 eine Kombination aus
Arbeitsabstand, Auflésung und Vergréf3erung, welche eine hochwertige Aufnahme des Inhalts
der Kavitaten im Detail erlaubt. Wahrend die Visualisierung von Bakterien oder Zellen durch
das optische Digitalmikroskop unabhdngig von Markierungen funktioniert, bendtigen die

anderen beiden Systeme fir diese Detektion eine Fluoreszenzmarkierung.
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Uber die drei Systeme wird in ersten Testlaufen die Befllung und die Detektion verschiedener
Mikroorganismen und humanen Erythrozyten in dem mikrostrukturierten Glastrager
untersucht. Ein Wildtyp von Synechocystis spec. besitzt als Fluoreszenzmarkierung
naturliches Chlorophyll a . Das Cyanobakterium wird nach der Befiillung 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 kénnen aufgrund eines fehlenden
Zellkerns und mangelnder Verflugbarkeit nicht durch Fluoreszenzmarkierung hervorgehoben
werden. Sie werden ausschlieBlich 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 Flache
von ~ 5,6 mm?. Bacillus subtilis wird in zwei Ausschnitten mit jeweils einer Flache von 1,8 mm?
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 erhoht und die Belichtungszeit auf funf Sekunden verlangert. Die
Hellfeldaufnahmen der humanen Erythrozyten sind auf eine Flache von ~ 9,0 x 103 pm?
zugeschnitten.
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Visualisierung der Befiillung von mikrostrukturierten Glastragern

Bacillus subtilis
optisches System nach
Clemens von Bojnici¢-Kninski

Synechocystis spec.
Innoscan 1100 AL

| o By
humane Erythrozyten
optisches Digitalmikroskop VHX-600

Abbildung 59: Oben links = Synechocystis spec. ohne VergréRerung; Oben rechts = Durch

Viabilitatsfarbstoffe markierte Bacillus subtilis in Kavitaten, links tot, rechts lebendig, bei einer
VergroRerung von 2 X; Unten = Mikroskopische Aufnahmen von humanen Erythrozyten, links in
Kavitaten, rechts auf den Stegen des Glastragers, bei einer Vergro3erung von 2000 X. Die Aufnahmen
der fluoreszierenden Bakterien werden in Falschfarben dargestellt und deren Helligkeit um 30,0 %
verstarkt.

Die Cyanobakterien wurden erfolgreich mit einer Beflllungsrate von 61,2 % in die Kavitaten
geflllt. Auf dem gesamten Glastrager sind zwei groRere Artefakte und Schwankungen in der
Homogenitat zu erkennen, was sich in einer SA von 93,9 % aul3ert. Eine Ursache ist hierflr
hdchstwahrscheinlich eine unterschiedliche Bakterienzahl in den Kavitaten sowie Unreinheiten
und Aggregationen in der verwendeten Suspension. Die Beflllung und Detektion von
lebendem und totem Bacillus subtilis hat funktioniert. Es ist nicht moglich, die Befullungsrate
zu quantifizieren, aber empirisch ist diese bei den lebenden Bakterien besser. Humane

Erythrozyten sammeln sich nach der Befullung am Boden der Kavitaten und sind durch
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Hellfeldmikroskopie gut zu erkennen. Es konnten keine Erythrozyten auf den Stegen
beobachtet werden. Die Beflllungsrate und Viabilitdt der Erythrozyten kann aufgrund

technischer Limitierung nicht genauer bestimmt werden.
4.10.2 Stressantwort des RGB-S Reporter gegentber Ciprofloxacin

Um die Detektion des RGB-S Reporter innerhalb des mikrostrukturierten Glastréagers zu
gewahrleisten, muss zunachst dessen Aktivitat anhand einer bereits getesteten Reaktion
Uberpruft werden. Aus der Arbeit von Ahmed Zoheir ist bekannt, dass der Bakterienstamm
als Antwort auf die Exposition gegen Ciprofloxacin GFPmut3b exprimiert. Diese Substanz wird
daher dem N&hrmedium des Reporterstammes in einer Konzentration von 100,0 ng/mL zur
Signhalerzeugung zugegeben. In der Folge wird der RGB-S Reporter in einen
mikrostrukturierten Glastrager gefullt und nach der Inkubationszeit durch den Innoscan 1100
ausgewertet. Als Kontrolle wird ein paralleler Versuch unter gleichen Bedingungen ohne die
Zugabe von Ciprofloxacin durchgefuhrt. Beide Bilder werden mit der gleichen Laserintensitat,
der gleichen Empfindlichkeit des Photoelektronenvervielfachers und mit denselben Filtern
detektiert. Ausschnitte einer Flache von ~ 22,4 mm? aus den Aufzeichnungen beider
mikrostrukturierten Glastrager sind in Abbildung 60 dargestellt. Ein Box-Plot aus den
Messergebnissen ist in Diagramm 21 abgebildet. Die groRe Menge an Messdaten Ubersteigt
die Kapazitaten von herkbmmlichen 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 Heterogenitat in ihrer Signalstarke, was zu einer sehr grol3en
SA fihrt. Diese betragt 103,1 % fir die Kontrolle und 82,5 % fiir die mit Ciprofloxacin
inkubierten Bakterien. Der Glastrager, dessen Bakterien mit Ciprofloxacin inkubiert wurden,
hat eine Beflillungsrate von 97,8 % und zeigt mehrere groRere und Uberbelichtete Artefakte,
welche bei der Kontrolle nicht sichtbar sind. Im Vergleich hierzu zeigt die Kontrolle eine
Befillungsrate von 98,2 %. Insgesamt ist die GFI aller Kavitaten, welche mit Ciprofloxacin
supplementierten Bakterien gefillt sind, doppelt so gro3 wie bei der Kontrolle. Es ist daher
davon auszugehen, dass Ciprofloxacin genug Stress auf den RGB-S Reporter ausibt, um eine
Proteinexpression zu aktivieren. Die sehr hohe Signifikanz zwischen den beiden Scans ist auf

die groRRe Stichprobenanzahl zurickzufuhren.
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RGB-S Reporter, Innoscan 1100

ohne Ciprofloxacin

mit Ciprofloxacin

Abbildung 60: RGS-S Reporter nach Inkubation in einem mikrostrukturierten Glastrager mit (rechts)

und ohne (links) Zugabe von Ciprofloxacin. Die Bilder sind in Falschfarben dargestellt und deren

Helligkeit um 30,0 % verstarkt.
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Box-Plot RGB-S Reporter relative Signalstéarke
Vergleich mit und ohne Ciprofloxacin

kkkk
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4,0 x 10*+ — Medianlinie
O Mittelwert
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N=27x10°
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relative Fluoreszenzintensitat (RFI) in [RFU]
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00 __+—_|7
ohne mit
Ciprofloxacin Ciprofloxacin

Diagramm 21: Die Darstellung im Box-Plot zeigt die Verteilung der Signalstarken von GFPmut3b
innerhalb der mit RGB-S Reporter beflillten Kavitéaten beider mikrostrukturierten Glastrager. Werte, die

aul3erhalb des anderthalbfachen IQR liegen, werden als statistische Ausreil3er betrachtet.
4.10.3 Diffusion von Bakterien innerhalb der Kavitaten

Fur eine fehlerfreie Bestimmung von Kavitaten, welche gestresste Bakterien enthalten, ist es
wichtig, dass diese nicht zwischen den Kavitaten diffundieren. Zur einfachen Bestimmung
einer solchen Diffusion werden mikrostrukturierte Glastrager mit einer geringen Konzentration
an Bakterien befillt, welche zuvor Ciprofloxacin ausgesetzt waren. Durch das optische System
wird eine Ansammlung von befillten Kavitdten lokalisiert. Diese wird in einer
Echtzeitaufnahme Uber die Dauer von 45 Minuten jede Minute unter gleichen Bedingungen
dokumentiert. In jeder Aufzeichnung werden Uber das Begrenzungswerkzeug von ImageJ

alle Pixel hervorgehoben, welche eine Signalstarke von uber 75,0 RFU besitzen. Die
Gesamtzahl der Pixel wird bestimmt und der Durchschnitt der Fluoreszenzintensitat dieser
Pixel wird als GFI zusammengefasst. Verandert sich die Anzahl und Intensitat dieser Pixel im
Verlauf der Zeit merklich, so ist davon auszugehen, dass die Bakterien zwischen den Kavitéaten

wandern.
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Die Ansammlung von befillten Kavitaten und die entsprechende Auswahl nach der
Begrenzung wird in Abbildung 61 dargestellt. Insgesamt wird hierbei eine Flache von 45,1 mm?
betrachtet. Der Mittelwert und die Flache aller Pixel Uber 75,0 RFU werden in Diagramm 22

zusammengefasst.

RGB-S Reporter, optisches System

ausgewahlte Kavitaten

begrenzte Pixel _

Abbildung 61: Erstes Bild einer Echtzeitaufnahme des RGB-S Reporters wahrend der Inkubation in
einem mikrostrukturierten Glastrager, supplementiert mit Ciprofloxacin. Auf der rechten Seite sind alle

Pixel mit einer Signalstarke von mehr als 75,0 RFU in dem Bild mit einem gelben Rahmen ausgewahlt.

Die Anzahl der Pixel fluktuiert bis zur 40. Minute und nimmt danach merklich ab. Bei der GFI
ist ein abnehmender Trend Uber die Zeit zu beobachten. Dieser Trend ist allerdings so
schwach, dass er auch durch Photobleichung verursacht werden kann . Zusammengefasst
ist die Verdnderung uber die Zeit unmerklich und fihrt zu der Annahme, dass die Bakterien
nicht die Moglichkeit besitzen, innerhalb der gemessenen Zeit zwischen den Kavitaten zu
diffundieren. Eine Verfadlschung der Messergebnisse aufgrund von motilen Bakterien ist

deshalb zu vernachlassigen.
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Test auf Diffusion von Bakterien
RGB-S Reporter induziert mit Ciprofloxacin - Schwelle = 75,0 RFU
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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 zun&chst ein fir den Reporter
geeigneter Stressor ausgewdhlt werden. Dieser Stressor muss Uber mindestens eine
Aminogruppe verfugen, damit eine Verknlpfung auf einem 10:90-
Poly(ethylenglycol)methylmethacrylat-Polymethylmethacrylat-Kopolymer-Polymerfilm (10:90-
PEGMA-co-PMMA-Polymerfilm), der Synthesebasis des stochastischen Arrays, mdglich ist.
Die drei AmP Bac8c , MP196 und Pac-525 sowie die beiden Antibiotika Ampicillin
(Amp) und Tetrazyklin (Tetrazyk) erfullen diese Bedingung und werden deshalb als potentielle
Stressoren in Betracht gezogen. Durch Inkubation des RGB-S Reporterstammes mit diesen
Substanzen und einer nachfolgenden Viabilitdtsanalyse durch Zugabe des Redoxfarbstoffes
Resazurin in das Nahrmedium wird die jeweilige MIC des Bakteriums gegeniber jeder
Substanz ermittelt. Bleibt eine Substanz-bedingte Hemmung der Bakterien innerhalb der
Kavitaten aus, wird der Farbstoff von diesen zu Resorufin reduziert, was durch einen deutlich
sichtbaren Farbumschlag des Nahrmediums von Blau zu Pink ersichtlich ist . Bleibt dieser
Farbumschlag hingegen aus, ist die Substanzkonzentration ausreichend um das Wachstum

der Bakterien zu hemmen. Eine unvollstindige Katalyse bei geringer Bakterienzahl des
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Farbstoffes ist moglich und resultiert in einer Mischung aus beiden Farben. Das Messergebnis
der Farbung wird in Abbildung 62 gezeigt.

RGB-S Reporter, Bestimmung der MIC
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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) enthélt keine Bakterien.

Fur die drei Peptide kann eine MIC klar bestimmt werden. Bac8c zeigt die grof3te Wirkung und
schrankt das Wachstum der Bakterien ab einer Konzentration von 4,0 pg/mL ein. MP196 zeigt
bei einer Konzentration von 16,0 pg/mL eine effektive Hemmung. Das Peptid Pac-525 wirkt ab
einer Konzentration von 63,0 ug/mL hemmend und wirkt somit von den ausgewahlten
Peptiden am schwachsten 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 pg/mL. Letzteres fihrt ab einer Konzentration von

31,0 pg/mL, beziehungsweise 63,0 ug/mL, zu einer effektiven Hemmung.
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4.10.5 Bestimmung der Stress-induzierten Expression Uber 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 Signalstarke dieser Proteine in einem Zeitraum von
einem Tag aufgezeichnet. Hierbei wird das Bakterium verschiedenen Konzentrationen der
Peptide ausgesetzt und die Uber die Zeit zunehmende Fluoreszenz mit einer Kontrolle
verglichen. Aufgrund der ungenauen Ergebnisse werden die Antibiotika in diesem Experiment
nicht berlcksichtigt. Die in diesem Kapitel gezeigten Ergebnisse werden auf die AmP
begrenzt, welche die Expression des RGB-S Reporters deutlich induzieren kénnen. Alle
weiteren Diagramme werden in den Anlagen 16 bis 21 im Anhang aufgelistet. Die Ergebnisse
sind in den Diagrammen 23 bis 25 dargestellt.

Test der Stressantwort von RGB-S Reporter auf AmP
mTagBFP2 - MP196

300,0
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= —— 50 pg/mL
= ——25 pg/mL
Iﬁ:" 200,0 — 1,3 pg/mL
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% 312,5 ng/mL
S 156,2 ng/mL
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o 39,1 ng/mL
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Diagramm 23: Zunahme der Fluoreszenzintensitdt von mTagBFP2 im Verlauf von einem Tag, bei der
Exposition des RGB-S Reporters mit MP196.
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Test der Stressantwort von RGB-S Reporter auf AmP
GFPmut3b - MP196
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Diagramm 24: Zunahme der Fluoreszenzintensitat von GFPmut3b im Verlauf von einem Tag, bei der
Exposition des RGB-S Reporters mit MP196.

Test der Stressantwort von RGB-S Reporter auf AmP
mRFP1 - MP196

— 8,0x10%

o

D—C:- ——35,0 pg/mL
= ——25 pg/mL
L 4 1,3 pg/mL
&L 6,010 6250 ng/mL
g 312,5 ng/mL
o 156,2 ng/mL
€ 78,1 ng/mL
g 4,0x10% ——39,1 ng/mL
N Kontrolle

g N=3

=]

L

D 2.0x10* 1 ;

/

o )

0 5 10 15 20
Zeit (t) in Stunden

Diagramm 25: Zunahme der Fluoreszenzintensitat von mRFP1 im Verlauf von einem Tag, bei der
Exposition des RGB-S Reporters mit MP196.
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Die Expression von allen drei fluoreszierenden Proteinen wird durch das Peptid MP196 am
starksten aktiviert. Von diesen Proteinen wird aber tatsachlich 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 ug/mL. Das Spektrum
von mMRFP1 lasst sich durch den Innoscan 1100 AL aufzeichnen. Somit ist das Peptid MP196
der beste Kandidat aus der verfugbaren Auswahl, um ein Signal innerhalb des

mikrostrukturierten Glastragers zu erzeugen.
4.10.6 Durchfihrung eines Beweises des Prinzips

Die Herstellung von mikrostrukturierten Glastragern mit konjugierten Peptiden ist Bestandteil
der Dissertation von Dr. Zekun Zhou “*. Er hat sich bereit erklart, MP196 via eines Photo-
Linkers auf einen mit 10:90-PEGMA-co-PMMA-Polymerfilm veredelten mikrostrukturierten
Glastrager zu koppeln. Die maximale Beladung eines auf diese Art und Weise modifizierten
Glastragers entspricht 1,0 bis 2,0 nmol/cm?. Entsprechend eigener Berechnung ergibt die
Summe aus Grund- und Mantelflache einer Kavitat innerhalb eines mikrostrukturierten
Glastragers eine Flache von 490,1 pm2. Dementsprechend werden in jeder Kavitat im
Optimalfall bis zu 4,9 fmol des Peptids angeknipft. Wenn fir eine Schatzung davon
ausgegangen wird, dass jede Kavitat nach der Beflllung und wahrend der Inkubation zur
Halfte geflllt ist, besitzt diese ein Flissigkeitsvolumen von 0,6 pL. Wird nach der Abspaltung
des Photo-Linkers jedes Peptid in dieser Flissigkeit gelost, 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 vollstandigen
Umsetzung auszugehen. Ebenso ist es nicht mdglich die Wirkung von physikalischen Kréften
in diesem Mal3stab abzuschatzen. Es gibt daher noch weitere, unbestimmte Faktoren, welche
die Konzentration reduzieren kénnen. Ein direkter Nachweis der abgespaltenen Peptide kann

aufgrund einer fehlenden Detektionsmoglichkeit nicht erfolgen.

Der RGB-S Reporter wird durch die Beflllungskammer in die Kavitaten des maodifizierten, mit
dem Peptid beladenen, mikrostrukturierten Glastragers gefullt. Anschlieend 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 Fluoreszenzintensitéat
von mRFP1 auf beiden mikrostrukturierteren Glastragern wird nach der Inkubationszeit durch
den Innoscan 1100 AL dokumentiert. Ausschnitte mit einer GréRBe von ~ 22,4 mm? dieser
Dokumentation sind in Abbildung 63 dargestellt. Der Box-Plot mit den Messergebnissen wird

in Diagramm 26 gezeigt.

248



RGB-S Reporter, Innoscan 1100
ohne MP196 mit MP196

Abbildung 63: RGB-S Reporter nach Inkubation in einem mikrostrukturierten Glastrager mit (rechts)
und ohne (links) MP196. Die Bilder sind in Falschfarben dargestellt und deren Helligkeit um 30,0 %

verstarkt.

Ahnlich wie bei der Inkubation mit Ciprofloxacin zeigen beide Bilder eine starke Heterogenitét.
Die SA erreicht hierbei einen Anteil von 87,1 % fir den Testlauf mit MP196 und 84,2 % flr die
Kontrolle. Hierbei sind bei beiden Glastragern mehrere Uberbelichtete Artefakte zu
beobachten, welche eine &hnliche Flache einnehmen. Die Inkubation mit dem AmP hat eine
Befullungsrate von 97,8 % und zeigt eine um 10,7 % hohere GFl als die Kontrolle, welche eine
Befiillungsrate von 96,0 % aufweist. Aufgrund der hohen Stichprobenzahl ergibt sich zwischen
Testlauf und Kontrolle ein signifikanter Unterschied bei einem avon 1 x 10%. Trotz der

Signifikanz ist ein eindeutiges Ergebnis anzuzweifeln. Der RGB-S Reporter ist wahrend der
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Durchfiihrung erheblichem Stress ausgesetzt. Am wahrscheinlichsten wird der Stress, welcher
MRFP1 induziert durch einen Néahrstoffmangel oder Dehydration ausgeldst. Ebenso
ist die SA beider Dokumentationen aufgrund der heterogenen Signalverteilung sehr grol3. Dies

reduziert die Zuverlassigkeit der Ergebnisse.

Box-Plot RGB-S Reporter relative Signalstéarke
Vergleich mit und ohne MP196
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=5
L
x,
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Diagramm 26: Die Darstellung im Box-Plot zeigt die Verteilung der Signalstéarken von mRFP1 innerhalb
der mit RGB-S Reporter befillten Kavitéaten der beiden mikrostrukturierten Glastrager. Werte, die

aul3erhalb des anderthalbfachen IQR liegen, werden als statistische Ausreil3er betrachtet.

Der toxische Effekt von MP196 kann von dem RGB-S Reporter innerhalb der Kavitaten des
Glastragers nach Abspaltung der Peptide von dem Polymer durch die Expression von mRFP1
nachgewiesen werden. Dieser erste Versuch zeigt aber gréRere Stérquellen auf, welche die
Qualitat des Ergebnisses beeinflussen. Die Information tber diese Storquellen kann in Zukunft
dazu verwendet werden, um entsprechend MalRnahmen zu ergreifen, damit diese beseitigt
werden konnen. Aufgrund des grofRen Aufwands und mangelnder Zeit konnte kein weiterer

Versuch durchgefihrt werden.
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5 Zusammenfassung

In Substitutionsanalysen von mehreren Seren gegen das Epitop ,HYVPEFKGSLPAPRV',
konnte nach Sekundarfarbungen gezeigt werden, dass fast alle IgG und ungefahr die Halfte
aller IgA eine Affinitat zu diesem Epitop besitzen. Alle Sekundarfarbungen zeigen einen sehr
ahnlichen Antikorper-Fingerabdruck mit essenziellen Aminosauren, welche fast immer an
denselben Positionen zu beobachten sind. In der Signalstéarke dieser Substitutionsanalyse
konnte leidglich ein signifikanter Unterschied zwischen Personen mit und ohne bekannten
Allergien festgestellt werden.

Durch eine Affinitdtschromatographie wurde der auf das Epitop ansprechende Antikdrper aus
mehreren Personen erfolgreich isoliert. Hierbei wurden Diskrepanzen in der Signalstarke
einzelner Peptidspots von Substitutionsanalysen zwischen Eluat und Serum festgestellt,
welche zur Annahme flihren, dass sich die hypervariablen Regionen der eluierten Antikorper
in Nuancen unterscheiden. Diese Diskrepanzen flhren zu einer unterschiedlichen
Retentionszeit der in der Elution befindlichen Antikérper. Die exakten Unterschiede in den
Retentionszeiten sind individuell von den Testpersonen abhangig und kdnnen so grol3 sein,
dass davon auszugehen ist, dass mehrere Antikérper mit ahnlichem, aber nicht gleichem
Paratop aufgereinigt wurden. Ist die Affinitat des Antikorpers gegeniber dem Epitop in der
stationdren Phase zu grol3, reduziert das die Ausbeute von funktionsfahigen Antikdrpern
drastisch. Ein Anteil der gebundenen Antikérper kann auch nach mehrfacher Elution nicht von

der stationaren Phase getrennt werden.

Eine Charakterisierung des Antikorpers ergibt, dass sich im Eluat Antikorper befinden, welche
schwere konstante Ketten besitzen, die mit 19Gi, 19G2, IgA: und IgM assoziiert werden
kénnen. Alle diese Antikorper besitzen eine leichte konstante Kette des k-Isotyps. Durch MS
analysierte Eluate zeigen unterschiedliche Mdglichkeiten fiir variable Ketten. Dies spricht
dafiir, dass sich im Gemisch tatsachlich unterscheidbare Antikérper mit abweichender
Zusammensetzung befinden. Insgesamt ist die Auswahl an potentiellen Antikbrpern aber
geringer, als es eine zuféllige Selektion von Antikérpern vermuten lassen wirde. Als
wahrscheinlichste Treffer fur 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 Antikdrper 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 Stérsignale wahrend der Analyse erzeugt, welche

durch die Zugabe von unspezifischen Antikdrpern reduziert werden konnten.

251



Im Funktionsnachweis in vivo wurde tatséchlich ein hemmender Effekt von Anti-Emp gegen
ATCCP® 25904 ™ beobachtet. Dieser Effekt konnte sowohl bei 168L, als auch bei USA300 nicht
nachgewiesen werden. 168L besitzt ein vom Epitop des Antikdrpers marginal abweichendes
Antigen und USA300 eine deutlich groRere 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 Antikdrper in Abhangigkeit von der Virulenz einen gegenteiligen Effekt besitzen
konnte. Interessanterweise wurde im Rahmen dieser Dissertation eine signifikante Reduktion
der KbE beobachtet, 