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1 Einleitung 

1.1 Staphylokokken  

Staphylokokken sind Gram-positive, unbewegliche, Haufen bildende Kokken, die nicht 

sporenbildend sind und fast ausschließlich fakultativ anaerob wachsen. In der aktuellen 

Taxonomie bilden die Staphylokokken eine von fünf Gattungen der Familie der 

Staphylococcacae. Es sind aktuell 81 Spezies inklusive Subspezies der Gattung 

Staphylococcus bekannt (DSMZ, 2016). 

Habitate für Staphylokokken können Luft, Staub, Essen und Wasser sein (WIDERSTRÖM 

et al., 2011), sind jedoch in erster Linie die Schleimhäute und die Haut des Menschen, bei 

dem sie den größten Teil der kommensalen Flora bilden (KLOOS & MUSSELWHITE, 1975). 

Staphylokokken sind jedoch für den Menschen auch in anderer Hinsicht von besonderer 

Bedeutung, sie gehören zu den fünf häufigsten Ursachen nosokomialer Infektionen 

(NATIONAL NOSOCOMIAL INFECTIONS SURVEILLANCE, 1996). 

Die Spezies, die für die Humanmedizin relevant sind, werden diagnostisch anhand des 

Vorhandenseins an freier Koagulase (SPERBER & TATINI, 1975) eingeteilt. So 

unterscheiden wir koagulase-positive Staphylokokken von koagulase-negativen 

Staphylokokken (KNS). 

Klinisch bedeutsamster Vertreter der koagulase-positiven Staphylokokken ist 

Staphylococcus aureus, der sich bei etwa 30% der Bevölkerung persistierend oder transient 

v.a. im Vestibulum nasi findet (VAN BELKUM, 2006; LINA et al., 2003; WERTHEIM et al., 

2005). Im Gegensatz zu den KNS zeichnet er sich durch eine höhere Virulenz (GILL et al., 

2005; ROGERS et al., 2009; VUONG & OTTO, 2002) aus. S. aureus ist u.a. als Verursacher 

pyogener Erkrankungen der Haut (Abszess, Furunkel, Karbunkel), Osteomyelitis,  

Pneumonie, Endokarditis sowie Bakteriämie und Sepsis bekannt (MUSHER et al., 1994). 

Zusätzlich besitzt er mehrere Toxine, durch die beispielsweise das staphylococcal-scalded-

skin-Syndrom, das staphylococcal-toxic-shock-Syndrom sowie Lebensmittelvergiftungen 

verursacht werden (LOWY, 1998). 

Bei den KNS ist S. epidermidis die am häufigsten isolierte Spezies (MCCANN et al. , 2008; 

RUPP & ARCHER, 1994; VADYVALOO & OTTO, 2005; WIDERSTRÖM et al., 2011) und findet 

sich ubiquitär auf Haut und Schleimhäuten (KLOOS & MUSSELWHITE, 1975). Galt 

S. epidermidis lange Zeit als apathogen, so wird das Bakterium in den letzten Jahren als 

klarer Opportunist eingestuft (DOMINGO & FONTANET, 2001; VUONG & OTTO, 2002). 

S. epidermidis ist der häufigste Verursacher nosokomialer Bakteriämien (WISPLINGHOFF 
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et al., 2004). Eine besondere Bedeutung wird den fremdkörperassoziierten Infektionen 

beigemessen. Ursächlich hierfür ist vor allem ein in letzten Jahrezehnten stetig 

zunehmender Einsatz von Fremdkörpern in der Medizin, wie beispielsweise Gefäß-

prothesen, Herzklappen, Gelenkprothesen, Liquorshunts, (zentral-)venösen und arteriellen 

Kathetern, Schrittmachern, intraokulären Linsen und Peritonealkathetern (VON EIFF et al. , 

2002; MACK et al. , 2006; MACK, 1999; RAAD et al., 1998). Die Folgen dieser Infektionen 

sind eine erhöhte Morbidität und Mortalität und gehen mit operativen Eingriffen, einer pro-

longierten Antibiotikatherapie (SAGINUR et al., 2006) und erhöhten Kosten für das 

Gesundheitssystem (UÇKAY et al., 2009) einher.  

1.2 Pathogenität von Staphylococcus epidermidis 

S. epidermidis besiedelt erfolgreich Haut und Schleimhäute des Menschen. Diese 

Kolonisation ist für den gesunden Menschen mit intakter Haut unproblematisch. Im 

Gegensatz zu S. aureus besitzt S. epidermidis wesentlich weniger extrazelluläre Emzyme 

und Toxine (VON EIFF et al., 2002; VUONG & OTTO, 2002), welche eine Infektion 

erleichtern würden. Während S. aureus mit seinem reichhaltigen Arsenal an Virulenz-

faktoren fulminant verlaufende Infektionen verursacht (GILL et al., 2005), verlaufen die 

durch S. epidermidis verursachten Infektionen meist subakut oder chronisch (VON EIFF 

et al., 2002; OTTO, 2009). Eine Ausnahme stellt hier die durch S. epidermidis verursachte 

Endokarditis nativer Herzklappen (MONK et al., 2008) dar, die mit einer zu S. aureus 

ähnlichen Fulminanz verläuft. Die Penetration von Haut oder Schleimhaut (GILL et al., 

2005; OTTO, 2008) ist ein wichtiger Risikofaktor für eine Infektion mit S. epidermidis, die 

Haut penetrierende Fremdkörper sind somit besonders riskant. Angestochene Portkatheter 

oder Dialyseshunts zum Beispiel bieten durch ihren Kontakt zur Haut eine leichte 

Eintrittspforte für eine Infektion. Eine immunsupprimierte Prädisposition des Wirtes, 

beispielsweise durch AIDS, eine immunsupprimierende Therapie oder Frühgeburtlichkeit 

begünstigt eine Infektion mit S. epidermidis (VUONG & OTTO, 2002). Weitere Risiko-

faktoren für eine Infektion sind ein prolongierter Krankenhausaufenthalt, rezidivierende 

operative Eingriffe, lange Dauer der Operation oder ein Aufenthalt auf der Intensivstation 

(CHOONG & WHITFIELD, 2000; WISPLINGHOFF et al., 2004).  

Trotz seiner im Vergleich zu S. aureus geringeren Virulenz ist S. epidermidis, zusammen 

mit den selteneren Spezies der KNS, mit 31% der häufigste Verursacher nosokomialer 

Bakteriämien (WISPLINGHOFF et al., 2004). Der wichtigste Virulenzfaktor von 

S. epidermidis ist die Fähigkeit sich auf Polymeroberflächen von Fremdkörpern in einem 
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mehrschichtigen Biofilm anzusiedeln (KNOBLOCH et al., 2002a; MACK et al., 2006; OTTO, 

2008; RUPP et al., 1999b; VUONG & OTTO, 2002). Ein zunehmender Einsatz von Fremd-

körpern in der Medizin korreliert somit mit einer Zunahme an Infektionen mit 

S. epidermidis. Aggraviert wird die Situation durch eine zunehmende Resistenz gegenüber 

Antibiotika. So sind mittlerweile 75-89 % der S. epidermidis Stämme resistent gegenüber 

Methicillin (VADYVALOO & OTTO, 2005; VUONG & OTTO, 2002; WISPLINGHOFF et al., 

2004), hinzu kommen häufig Resistenzen gegenüber Penicillinen, Makroliden, 

Chloramphenicol, Tetracylinen und Chinolonen (GILL et al., 2005; SAGINUR et al., 2006).  

1.3 Mechanismen der Biofilmbildung bei Staphylococcus epidermidis 

Biofilme sind ein in der Natur weit verbreitetes Konzept: planktonische Bakterien konglo-

merieren an einer Oberfläche und produzieren eine schützende, extrazelluläre Matrix u.a. 

aus Exopolysacchariden (COSTERTON, 1999). Viele der nosokomialen S. epidermidis 

Stämme bilden einen Biofilm (GALDBART et al., 2000; KNOBLOCH et al., 2002a) auf der 

Oberfläche von Fremdkörpern und können auf diese Weise dem Immunsystem und der 

Antibiotikatherapie entkommen (COSTERTON, 1999), sodass häufig eine Entfernung des 

Fremdkörpers nötig ist (MACK et al., 2007; ROGERS et al., 2009). 

Die Biofilmbildung verläuft nach einem Vier-Stufen Modell (Abbildung 1-1 (OTTO, 

2009)): Einer initialen Adhäsion an den Fremdkörper, der Akkumulation weiterer Zellen, 

der Strukturierung des Biofilms und letztendlich der Auflösung mit Abgabe von planktoni-

schen Zellen, die zu einer Reinfektion führen können. Da die Strukturierung und die Ab-

lösung des Biofilms von ihren molekularen Mechanismen her kaum zu trennen sind, 

werden diese hier gemeinsam betrachtet.  

1.3.1 Kontakt und primäre Adhäsion 

Bei der Herstellung des Kontaktes zu einer Oberfläche und der initialen Adhäsion spielen 

viele unterschiedliche Faktoren eine Bedeutung, wie Van-der-Waals-Kräfte, elektro-

statische Kräfte, Säure-Base-Interaktionen, hydrophobe Interaktionen, und Faktoren wie 

die Thermodynamik, Art und Beschaffenheit der Bakterien- und Fremdkörperoberfläche 

(OTTO, 2009). Die initiale Anheftung der Bakterien kann durch die direkte Adhäsion an die 

Oberfläche eines Fremdkörpers oder unter Vermittlung wirtseigener Matrixproteine 

erfolgen. Ersteres wird hauptsächlich durch die Oberflächenhydrophobizität der Bakterien 

initiiert und dann von spezifischen Bindungsproteinen unterstützt (OTTO, 2009). Dazu ge-

hören das Adhäsin und Autolysin AtlE (HEILMANN et al., 1997) und das Bhp Protein 
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(TORMO et al., 2005a). Fraglich ist jedoch, ob dieser Weg in vivo von Bedeutung ist, da 

Fremdkörperoberflächen in vivo rasch von Matrixproteinen überlagert sind (MACK et al., 

2007; OTTO, 2008). Für AtlE konnte die Bedeutung in vivo mittels Katherterinfektions-

modellen nachgewiesen werden (RUPP et al., 1999a, 1999b, 2001). Matrixproteine, wie 

Fibrinogen, Fibronectin, Laminin, Vitronectin, Elastin und Kollagen, sind auch die Ver-

mittler des zweiten möglichen Adhäsionsmechanismus. S. epidermidis kann mithilfe von 

seinen auf der Oberfläche exprimierten MSCRAMM Proteinen (microbial surface 

components recognizing adhesive matrix molecules) an Matrixproteine binden (PATTI 

et al., 1994). Diese Bindung kann sowohl kovalent sein (SdrG/Fbe und Aap), als auch 

nicht-kovalent sein (AtlE). AtlE ist auch für die Freisetzung extrazellulärer DNA (ecDNA) 

verantwortlich, der eine biofilmfördernde Rolle zugeschrieben wird (IZANO et al., 2008; 

QIN et al., 2007). Das et al. zeigten, dass in Gegenwart von ecDNA die initiale Anheftung 

effektiver abläuft (DAS et al., 2010). Weitere Virulenzfaktoren, die an der initialen An-

haftung beteiligt sind, sind in Tabelle 1-1 dargestellt. 

  

Anheftung an Polymer-
oberfläche oder an 
daran haftende Matrix-
proteine 

 

Hydrophobe Wechsel-
wirkungen, MSCRAMM, 
AtlE  

Akkumulation 

 

PIA, 
Teichonsäure, 
adhäsive Proteine 
(z.B.: Aap. Bhp), 
ecDNA 

Strukturierung 
 

PSM vom β-Typ 

Ablösung 
 

PSM vom β-Typ 

 

Abbildung 1-1 Phasen der Biofilmbildung nach Otto, 2009 
Die primäre Adhäsion von S. epidermidis an eine Oberfläche erfolgt direkt oder via Matrixmoleküle. Für die 
interzelluläre Aggregation sind hauptsächlich das Exopolysaccharid PIA (polysaccharide intercellular 
adhesin), adhäsive Proteine, Teichonsäuren und extrazelluläre DNA (ecDNA) verantwortlich. Es folgen Rei-
fung und Strukturierung des Biofilms. Hier sind vermutlich phenollöslichen Moduline (PSM) für die 
Spaltung nicht-kovalenter Bindungen im Biofilm zuständig. Beim Überwiegen disruptiver Kräfte kommt es  
zur Ablösung planktonischer Zellen. (Otto, 2009) 
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Tabelle 1-1 Virulenzfaktoren der initialen Anhaftung 

1.3.2 Akkumulation 

Die interzelluläre Adhäsion folgt der initialen Anheftung und wird durch mehrere Faktoren 

vermittelt. Dazu gehören adhäsive Proteine, Teichonsäuren, extrazelluläre DNA und in 

erster Linie ein Exopolysaccharid, das PIA (polysaccharid intercellular adhesin) oder 

Poly-N-Acetylglukosamin (PNAG) genannt wird. PIA ist ein Homoglycan aus durch-

schnittlich 130 β-1,6-verbundenen N-Acetylglukosaminresten (GlcNAc), die teilweise 

Succinat und Phosphat enthalten (MACK et al., 1996). Zusätzlich sind 15 bis 20 % der 

Reste deacetyliert (MACK et al., 1996), was dem sonst neutralen Molekül bei neutralem 

oder sauerem Umgebungs-pH-Wert, wie er auf der menschlichen Haut herrscht, durch 

Protonierung der Aminogruppe eine positive Ladung gibt (VUONG et al., 2004b). Folglich 

werden die Bakterien durch elektrostatische wirkende Kräfte zwischen der positiv ge-

ladenen Aminogruppe des PIA, der negativen Ladung des Succinats des PIA und der 

negativ geladenen Bakterienoberfläche zusammengehalten (OTTO, 2008).  

PIA wird durch die Enzyme des ica-Operons (intercellular adhesin) synthetisiert, welches 

die vier Gene icaADBC umfasst (HEILMANN et al., 1996). Durch das membranständige 

Enzym IcaA wird ein Glukosaminoglykanpolymer synthetisiert, indem UDP-GlcNAc auf 

die vorhandene Kette transferiert wird. Für volle Produktivität benötigt diese Reaktion das 

ebenfalls membranständige IcaD (GERKE et al., 1998). IcaC transportiert die Glukosamino-

Virulenzfaktor Funktion Referenz 

AtlE Autlolysin/Adhäsin bindet an abiotische 
Oberflächen 

(HEILMANN et al., 1997) 

Aae Autlolysin/Adhäsin bindet an abiotische 
Oberflächen und Matrixproteine  

(HEILMANN et al., 2003) 

Embp Bindung an Fibronektin (WILLIAMS et al., 2002) 

GehD Lipase, Kollagen bindendes Adhäsin  (BOWDEN et al., 2002) 

SdrG/Fbe  Bindung an Fibrinogen (NILSSON et al., 1998) 

SdrF Bindung an Kollagen (MCCREA et al., 2000) 

SdrH  (MCCREA et al., 2000) 

Teichonsäuren  Fibronectin (HUSSAIN et al., 2001) 
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glykankette nach extrazellulär (GERKE et al., 1998). Durch IcaB an der Bakterienober-

fläche werden Aminogruppen an den N-Acetylglukosaminresten durch Deacetylierung frei 

(VUONG et al., 2004b).  

PIA ist für die Bildung des Biofilms und die Virulenz von S. epidermidis von essenzieller 

Bedeutung, wie mit einer PIA-negativen S. epidermidis 1457 Transposonmutante namens 

1457-M10 im Vergleich mit dem Wildtyp in mehreren Tiermodellen gezeigt werden 

konnte (FLUCKIGER et al., 2005; RUPP et al., 1999a, 1999b, 2001). Neuere Ergebnisse zei-

gen, dass PIA für die Biofilmbildung jedoch nicht obligatorisch ist, da auch PIA-negative 

Stämme Biofilme bilden können (CHOKR et al., 2006; KOGAN et al., 2006; ROHDE et al., 

2005). Nach Kogan et al. wird die Akkumulation dieser Biofilme dann hauptsächlich durch 

Teichonsäuren und Proteine vermittelt (KOGAN et al., 2006).  

Eines dieser Proteine, das eine PIA-unabhängige Biofilmbildung vermitteln kann, ist das 

Protein Aap (accumulation associated protein) (KOGAN et al., 2006; ROHDE et al., 2005; 

SUN et al., 2005). Aap besteht aus mehreren Anteilen. Von N- bis C- terminal finden sich 

folgende Regionen: eine A-repeat-, eine α/β-, eine B-repeat-, eine prolin- und glycin-

reiche, kollagenähnelnde Region, die letztendlich in ein N-terminales LPXTG-Motiv 

mündet, welches als Zellwand-Anker dient (CONRADY et al., 2008; ROHDE et al., 2005; 

SCHNEEWIND et al., 1993).  

Dieses 220 kDa Protein kann erst in seiner proteolytisch prozessierten 140 kDa Isoform 

eine Biofilmbildung vermitteln, wobei die Schnittstelle zwischen der α/β- und der B-

repeat-Region liegt (ROHDE et al., 2005). Die Proteolyse kann einerseits durch 

staphylokokkeneigene Proteasen, andererseits durch Granulozytenproteasen erfolgen 

(ROHDE et al., 2005).  

Die in der B-Region repetierte Aminosäuresequenz wird G5-Domäne genannt und findet 

sich auch bei anderen gram-positiven Bakterien (BATEMAN et al., 2005). In der Gegenwart 

von Zink ist es diese repetitive Domäne, die Dimere bildet, damit anderen Adhäsions-

molekülen wie beispielsweise Cadherinen ähnelt, und auf diese Weise die interzelluläre 

Adhäsion vermittelt (zinc-zipper) (CONRADY et al., 2008; ROHDE et al., 2005). Zusätzlich 

konnte gezeigt werden, dass die G5-Domäne eine potentielle Bindungsstelle für N-Acetyl-

glukosamin, also für PIA, ist und somit die Biofilmbildung fördert (BATEMAN et al., 2005; 

OTTO, 2009).  

Ein weiteres Protein ist das Bap-homologe Protein (Bhp), das nach dem in S. aureus vor-

kommenden Biofilm associated protein (Bap) benannt wurde (TORMO et al., 2005a). Bei 

S. aureus spielt Bap eine wichtige Rolle bei der Bindung an Styropor, interzellulärer 
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Adhäsion und Biofilmbildung. Eine ähnlich Wirkung wird auch bei S. epidermidis 

vermutet (CUCARELLA et al., 2001; VON EIFF et al., 2002; GILL et al., 2005). 

Außer PIA und adhäsiven Proteinen wird auch extrazellulären Teichonsäuren und extra-

zellulärer DNA aus lysierten Zellen eine Bedeutung in der akkumulativen Phase der Bio-

filmbildung zugeschrieben, die vermutlich auf ihre anionische Ladung zurückzuführen ist 

(OTTO, 2009; SADOVSKAYA et al., 2004). 

1.3.3 Strukturierung und Ablösung 

Ein reifer Biofilm zeigt oft pilzartige, dreidimensionale Strukturen auf, die von Flüssig-

keitskanälen durchzogen sind, in denen Nährstoffe transportiert werden (COSTERTON, 

1999; HERMANOWICZ, 2001). Diese Strukturierung des Biofilms erfolgt durch Zunahme 

von disruptiven Kräften, die letztendlich zur Auflösung des Biofilms, der Abgabe von 

planktonischen Zellen und somit zur potentiellen Neuinfektion führen kann (YAO et al., 

2005). Über die disruptiven Kräfte ist im Vergleich zu den adhäsiven Kräften weniger 

bekannt. Andere biofilmproduzierende Bakterien produzieren Enzyme, die PIA hydro-

lysieren können (KAPLAN et al., 2003), bei S. epidermidis gibt es bislang keinen direkten 

Nachweis über die Funktion von Enzymen in der Strukturierung und Ablösung eines 

Biofilms (WANG et al., 2011). 

Weiterhin sind amphipathische Peptide, die sogenannten phenollösliche Moduline (phenol-

soluble modulins, PSM), beschrieben worden. Diese bewirken durch ihre 

grenzflächenaktive, surfactant-ähnliche Wirkung ein Lösen nichtkovalenter Bindungen im 

Biofilm, zu denen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der anionischen 

Fremdkörperoberfläche und dem kationischen PIA, sowie hydrophobe Wechselwirkungen 

zwischen den Bakterien zählen (OTTO, 2009; YAO et al., 2005). PSM werden in zwei 

Klassen unterteilt, den Alpha-Typ mit einer Größe von 20 bis 25 Aminosäuren mit stark 

zytolytischer Wirkung und den Beta-Typ mit einer Größe von 40 bis 45 Aminosäuren mit 

keiner signifikanten zytolytischen Wirkung.  

Wang et al. stellten vor Kurzem fest, dass PSM im Biofilm im Verhältnis zu plank-

tonischen Zellen nur im geringeren Umfang produziert werden, jedoch aber mit einer rela-

tiven Dominanz der PSM vom Beta-Typ. Dies deutete schon darauf hin, dass diese für die 

Biofilmstrukturierung und -ablösung von besonderer Bedeutung sein könnten, was letzt-

endlich auch in vivo gezeigt werden konnte (WANG et al., 2011).  

S. epidermidis besitzt im Gegensatz zu S. aureus nur ein einziges PSM vom Alpha-Typ, 

nämlich das δ-Toxin (OTTO, 2009). Das δ-Toxin inhibiert in vitro eine Bindung an 
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Polymeroberflächen (VUONG et al., 2003), scheint aber, da es in vivo im Biofilm kaum 

exprimiert wird (WANG et al., 2011), somit nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.  

Für die Ablösung der Zellen zuständig und somit elementar für eine Neuinfektion, sind 

somit auch vorrangig die PSM vom Beta-Typ. Zusätzlich können das Beenden der PIA-

Produktion oder Scherkräfte, wie sie beispielsweise in Blutgefäßen durch den Blutstrom 

erzeugt werden, eine Rolle spielen. 

1.4 Regulation der Biofilmbildung 

Die Biofilmbildung ist ein vielseitig regulierter Prozess bei dem planktonische Bakterien 

an einer Oberfläche konglomerieren und eine schützende, extrazelluläre Matrix u.a. aus 

Exopolysacchariden produzieren.  

1.4.1 Regulation der PIA-Synthese 

Das Exopolysaccharid PIA des Biofilms wird durch die Produkte des ica-Operons 

synthetisiert. Eine Transposoninsertion in diesem Operon führt zu einem biofilmnegativen 

Phänotyp, eine Komplementierung mit icaADBC mit einem induzierbaren Promotor 

wiederum kann die PIA-Produktion wiederherstellen (MACK et al., 1994, 2000; RUPP et al., 

1999a). Divergent des icaADBC-Genlocus liegt icaR, dessen Protein als spezifischer 

Repressor der icaADBC-Transkription identifiziert wurde (CONLON et al., 2002b; GÖTZ, 

2002). icaR selbst unterliegt wiederum weiteren Regulationsmechanismen. Conlon et al. 

zeigten, dass Ethanol im Medium die Transkription von icaR hemmt (CONLON et al., 

2002b).  

Neben dem icaADBC-Locus wurden durch Transposonmutagenese weitere Gene mit 

Einfluss auf die PIA-Synthese gefunden. Diese Mutanten waren trotz intaktem icaADBC-

Locus biofilmnegativ (MACK et al., 2000). Eins dieser durch Transposonmutagenese 

ausgetauschten Gene war rsbU (regulator of σB) in der S. epidermidis M15 Mutante 

(MACK et al., 2000). RsbU ist einer der Regulatoren für den alternativen Sigmafaktor σB 

(KNOBLOCH et al., 2001). Sigmafaktoren sind eine Untereinheit der RNA-Polymerase und 

für die Erkennung von Promotoren und somit der Bildung des RNA-Polymerasen-DNA-

Komplexes zuständig. Sie werden nach initiierter Transkription wieder freigesetzt, für die 

Elongation reicht das übrig gebliebene Kern-Enzym (MADIGAN et al., 2000). Der 

alternative Sigmafaktor σB wurde erstmalig in Bacillus subtilis beschrieben und ist dort 

Stresssignal, unter anderem für Hitze, Ethanol, oxidativen Stress, Säuren und Substrat-

mangel. σB findet sich als globaler Stressregulator aber auch in anderen Gram-positiven 
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Organismen, wie S. aureus und S. epidermidis (HALDENWANG & LOSICK, 1980; HECKER & 

VÖLKER, 2001; KNOBLOCH et al., 2004; KULLIK & GIACHINO, 1997; GERTZ et al., 2000). 

Wie auch bei S. aureus, ist das S. epidermidis sigB-Operon kleiner als das von B. subtilis 

und enthält nur vier Gene, die sigB-Regulatoren rsbUVW (regulator of σB) und sigB 

(HECKER & VÖLKER, 2001; KNOBLOCH et al., 2001). Die Funktion dieser Gene wurde für 

S. epidermidis von Knobloch et al. durch ihre Deletion ermittelt (KNOBLOCH et al., 2004). 

In S. epidermidis führt die Deletion von σB zu einer Reduktion der Biofilmbildung 

(KNOBLOCH et al., 2001). Durch den alternativen Sigmafaktor σB wird die icaR-Trans-

kription über einen bislang unbekannten Mediator gehemmt werden und führt einer gestei-

gerten icaADBC-Expression (KNOBLOCH et al., 2004). Darüberhinaus wurde die Funktion 

der Regulatoren des alternativen Sigmafaktor σB ermittelt. Es wurde gezeigte, dass RsbU 
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Abbildung 1-2 Regulatormodell der Biofilmbildung bei S. epidermidis nach Mack, 2006 
Die PIA-Synthese erfolgt durch die Proteine IcaA, IcaD, IcaB und IcaC aus UDP-aktiviertem N-Acetyl-
glukosaminglykanresten, welche unter anderem durch GcaD synthetisiert werden. Die Ica-Proteine sind 
zusammen im ica-Operon codiert, dessen Transkription durch den spezifischen Repressor IcaR gehemmt 
wird. Die Transkription von icaR dahingegen wird via eines unbekannten Intermediats durch den 
alternativen Sigmafaktor σB und Ethanol gehemmt. Die Aktivität des alternativen Sigmafaktor σB 
unterliegt einer Regulationskaskade: RsbW ist Anti-Sigmafaktor und RsbV-spezifische Kinase, RsbV ist 
im dephosphorylierten Zustand Anti-anti-Sigmafaktor, RsbU ist eine RsbV-spezifische Phosphatase. 
Weitere Positivregulatoren der icaADBC-Transkription sind die Proteine BarA, BarB und SarA. Das agr-
System reprimiert die für die primäre Adhäsion benötigten MSCRAMM und AtlE. In Rechtecken wurden 
Gene, in Ovalen Proteine dargestellt. PA gibt einen σA-abhängigen, PB einen σB-abhängigen Promotor an. 
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und RsbV positive Regulatoren und RsbW ein negativer Regulator des alternativen Sigma-

faktors σB ist. So fungiert RsbW durch Komplexbildung mit dem Sigmafaktor σB mittels 

Protein-Protein-Interaktionen als Anti-Sigmafaktor, indem es dessen Bindung an die RNA-

Polymerase verhindert. RsbV konkurriert im dephosphorylierten Zustand mit σB um 

Komplexbildung mit RsbW und ist somit ein Anti-anti-Sigmafaktor. RsbV wird durch 

RsbU, einer RsbV-spezifische Phosphatase, dephosphoryliert und durch RsbW, welches 

darüber hinaus eine Kinaseaktivität besitzt, phosphoryliert (KNOBLOCH et al., 2004; MACK 

et al., 2007). In einer Zelle, die keinem Stress unterliegt, liegt RsbV größtenteils im 

phosphorylierten Zustand vor, sodass σB durch RsbW inaktiviert wird. Dieses „partner 

switching“ Modell findet sich ebenfalls in B. subtilis und S. aureus (AKBAR et al., 1997; 

ALPER et al., 1994). Eine basale Transkription dieser Gene erfolgt durch einen Promotor, 

der durch den Housekeeping Sigmafaktor σA initiiert wird (KNOBLOCH et al., 2001). Zu der 

genannten basalen σA-abhängigen Transkription des sigB-Operons findet zusätzlich eine 

Autoregulation durch einen σB-abhängigen Promotor statt, der strangaufwärts des 

rsbVWsigB-Locus liegt (KNOBLOCH et al., 2001).  

Eine weitere biofilmnegative Transposonmutante ist S. epidermidis M12 (MACK et al., 

2000). M12 trägt eine Insertion in dem zu B. subtilis, Lactococcus lactis und S. aureus 

homologen purR-Gen (purine repressor) (KNOBLOCH et al., 2003; MACK et al., 2000). In 

B. subtilis ist PurR der Repressor des pur-Operons, das für Enzyme der Purinbiosynthese 

kodiert (WENG et al., 1995). PurR bindet an einer Konsensussequenz des pur-Operons, die 

in Lactococcus lactis Pur-Box genannt wurde, dort jedoch ein Transkriptionsaktivator der 

pur-Gene ist (KILSTRUP et al., 1998). Eine Konsensussequenz im Sinne einer Pur-Box 

findet sich bei S. epidermidis weder im icaADBC-Genlocus, noch bei seinem Negativ-

regulator icaR, sodass eine direkte Regulation dieser Gene durch PurR nicht 

wahrscheinlich ist (KNOBLOCH et al., 2003). Eine Transposoninsertion in purR führt jedoch 

nicht nur zum Verlust der Transkription von purR, sondern auch dreier anderer Gene, 

nämlich dem strangaufwärts liegenden ispE und den strangabwärts liegenden barA und 

barB (biofilm associated regulator) (JONAS, 2009). Dies wird auf die gleichzeitige 

Deletion des für die Transkription des barAB-Genlocus benötigten und in der kodierenden 

Sequenz vor purR enthaltenen Sequenz des σB-abhängigen-Promotors zurückgeführt 

(JONAS, 2009; KNOBLOCH et al., 2003). Für barAB besteht eine Sequenzhomologie zum 

yabJ-spoVG-Operon in B. subtilis und S. aureus (BARTSCHT, 2001). In B. subtilis reguliert 

YabJ die Purinbiosynthese negativ, SpoVG ist dahingegen an der Sporenbildung und 

asymmetrischen Septierung beteiligt (MATSUNO & SONENSHEIN, 1999; SINHA et al., 1999). 
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In S. epidermidis wurde die Funktion der Produkte des barAB-Genlocus in dieser Arbeits-

gruppe erforscht. Nach der Konstruktion von Deletionsmutanten der vier Gene konnte 

gezeigt werden, dass eine Deletion von barA zu einer mäßig verminderten Biofilmbildung 

und die Deletion von barB zu einem biofilmnegativen Phänotyp führte (JONAS, 2009). Dies 

ließ sich auf eine icaR-unabhängige, verminderte icaA-Transkription zurückführen, welche 

auch nicht durch Zugabe von Ethanol oder Natriumchlorid zu dem Medium rückgängig 

war. Folglich ergibt sich daraus eine positive Regulation durch barAB auf den icaABDC-

Locus, wobei BarB eine essenzielle Bedeutung hat (JONAS, 2009).  

600 kB strangabwärts einer nicht kodierenden Region des barAB-Locus liegt gcaD, die 

Transkription erfolgt jedoch unabhängig von barAB (BARTSCHT, 2001). Die Funktion von 

gcaD (Alternativname glmU) in S. epidermidis ist aufgrund der Sequenzhomologie zu 

B. subtilis und Escherichia coli wahrscheinlich eine bifunktionale N-Acetylglukosamin-1-

phosphat Uridyltransferase/ Glukosamin-1-phosphat Acetyltransferase, die der Bio-

synthese von UDP-aktivierten N-Acetylglukosamin, einem essenziellen PIA-Bestandteil, 

dient (Gill et al., 2005; Guan et al., 2009; Olsen & Roderick, 2001; Wang et al., 2004). 

Weitere Untersuchungen zu GcaD in S. epidermidis sind unter anderem Bestandteil dieser 

Arbeit.  

Ein weiterer globaler Regulator mit positivem Einfluss auf die icaADBC-Transkription ist 

sarA (staphylococcus accessory regulator) (FLUCKIGER et al., 1998). sarA-Mutanten und -

Phasenvarianten, mit folglich inaktivierten sarA, zeigen IcaR-unabhängig eine verminderte 

Transkription von icaADBC und einen biofilmnegativen Phänotyp (CONLON et al., 2004; 

TORMO et al., 2005b). Dies lässt sich durch Bindung des Protein SarA an den icaA-

Promotor erklären (TORMO et al., 2005b). Weiterhin wurde gezeigt, dass durch die Zugabe 

von Ethanol icaADBC wieder vermehrt transkribiert wurde, wobei es jedoch nicht zu einer 

Biofilmbildung kam, was auf eine weitere SarA-vermittelte posttranskriptionelle Regu-

lation hinweist (CONLON et al., 2004). Von drei vorhandenen sarA-Promotoren ist einer σB-

abhängig (FLUCKIGER et al., 1998), trotz allem scheint SarA die PIA-Synthese unabhängig 

von σB zu regulieren (HANDKE et al., 2007; JÄGER et al., 2009).  

Ein weiterer Positivregulator der PIA-Synthese wurde 2008 von Wang et al. beschrieben. 

Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit zu einem Protein aus S. aureus wurde es ebenfalls 

sarZ genannt (KAITO et al., 2006; WANG et al., 2008) Es konnte gezeigt werden, dass sarZ 

in S. epidermidis sowohl die primäre Adhäsion, als auch die Akkumulation fördert. 
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1.4.2 Quorum sensing 

Quorum sensing befähigt Bakterien zur interzellulären Kommunikation und Koordination 

des Wachstums bei ansteigender Populationsdichte. Im Biofilm verhalten sich die 

Bakterien somit wie ein multizellulärer Organismus. Dies wird durch hormonähnliche 

Moleküle vermittelt, den Autoinducern, die freigesetzt und detektiert werden können 

(Bassler, 1999). Gram-positive Bakterien benutzen unter anderem nicht-membrangängige, 

prozessierte Oligopeptide als Autoinducer (Miller & Bassler, 2001). In der sich ver-

mehrenden Population kommt es zu einem interzellulären Konzentrationsanstieg des Auto-

inducers, der daraufhin ein membranassoziiertes Zweikomponenten-System aktiviert 

(Waters & Bassler, 2005). Dies führt zur Aktivierung einer Sensorkinase mit konsekutiver 

Phosphorylierung eines Antwortregulators, der die Genexpression an die neue Populations-

dichte anpasst (Miller & Bassler, 2001; Novick & Geisinger, 2008; Waters & Bassler, 

2005). S. epidermidis besitzt zwei bekannte Quorum sensing Systeme. Bei den in 

S. epidermidis beschriebenen Quorum sensing Systemen handelt es sich um das besser 

untersuchte accessory gene regulator System (agr) und das luxS-System (OTTO et al., 

1998; XU et al., 2006). Beide Systeme reprimieren die Biofilmbildung (VUONG et al., 2003; 

XU et al., 2006). 

1.4.2.1 Das	agr-System	
Der agr-Locus besteht aus dem für RNAII kodierenden agr-Operon mit Promotor P2 und 

dem divergenten RNAIII-Locus mit dem Promotor P3 (Novick et al., 1995). Das agr-

Operon besteht aus den vier Genen agrBDCA. agrD kodiert hierbei für das Signaloligo-

peptid AIP (autoinducing peptide), welches von dem membranständigen AgrB Protein von 

intra- nach extrazellulär transportiert und modifiziert wird (Ji et al., 1995). AgrC ist ein 

membranständiger AIP-Rezeptor, der zusammen mit AgrA eine Zweikomponenten-

Rezeptorkinase bildet (Novick et al., 1995). Bindet AIP an die Sensorkinase AgrC, wird 

AgrA phosphoryliert, welches wiederum eine erneute Transkription von den Promotoren 

P2 und P3 initiiert und somit eine Autoinduktion bewirkt.  

RNAIII besitzt einen offenen Leserahmen für δ-Hämolysin, die Hauptfunktion liegt aber in 

den regulatorischen Fähigkeiten (NOVICK et al., 1993; NOVICK & GEISINGER, 2008). Das 

agr Quorum sensing System wird in der postexponentiellen Phase aktiviert (NOVICK & 

MUIR, 1999; RECSEI et al., 1986; VUONG et al., 2000a). Durch RNAIII werden Exoproteine 

wie Proteasen und Lipasen induziert und die Expression von Oberflächenproteinen 

reprimiert (VUONG et al., 2000a). Gleichzeitig werden aber auch Transkriptionsregulatoren 

und Regulatoren von Stressantworten beeinflusst. Die Deletion von agr führt auch zur 
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Hochregulierung von σB, RsbV und RsbW (YAO et al., 2006). Die Bedeutung von agr für 

die Biofilmbildung konnte ebenfalls mittels agr Deletion gezeigt werden. Diese führte zu 

einer verstärkten Biofilmbildung, besseren Anhaftung an Styropor oder menschliche 

Epithelzellen und verstärkten AtlE Expression (VUONG et al., 2000b, 2003). Für die 

akkumulative Phase scheint agr jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen, da sie keinen 

Einfluss auf die icaADBC-Transkription oder PIA-Menge hat (VUONG et al., 2003). 

Interessanterweise sezernieren die agr-Mutanten keine PSM. PSM spielen neben ihrer 

Rolle für die Strukturierung und Ablösung des Biofilms, ebenfalls eine Bedeutung als 

PAMP (pathogen-associated molecular patterns) für die Aktivierung des angeborenen 

Immunsystems (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002; VUONG et al., 2004a). Durch Aktivierung 

des agr Quorum sensing Systems in der postexponentiellen Phase werden PSM erst 

sezerniert, wenn ausreichend Biofilm vorhanden ist und somit eine vorzeitige Aktivierung 

des Immunsystems verhindert. Somit spielt das agr Quorum sensing System eine wichtige 

Rolle für die Interaktion mit dem angeborenen Immunsystems über Regulierung der PSM 

(VUONG et al., 2004a). 

1.4.3 Regulation durch externe Faktoren 

Eine Biofilmbildung kann durch externe Stressfaktoren induziert werden. Eine dieser 

Stresskonditionen ist eine subinhibitorische Antibiotikumkonzentration, wie sie 

beispielsweise für Tetracyline, die Streptograminkombination aus Quinupristin-Dalfo-

pristin und im geringeren Umfang auch für Erythromycin nachgewiesen wurde 

(FITZPATRICK et al., 2002; RACHID et al., 2000). Ein für die Humanmedizin kritischer 

Faktor sind Desinfektionsmittel wie Ethanol, n-Propanol und Isopropanol, weil sie die 

Frage aufwerfen, ob durch Benutzung dieser Mittel fremdkörperassoziierte Infektionen 

gefördert werden (KNOBLOCH et al., 2002b). Darüber hinaus zeigten auch externer Stress 

durch hohe Temperaturen und anaerobe Bedingungen, eine Limitation an Eisen sowie eine 

niedrige Glukosekonzentration und hohe Osmolarität des Mediums eine biofilmindu-

zierende Wirkung (CRAMTON et al., 2001; DEIGHTON & BORLAND, 1993; DOBINSKY et al., 

2003; MACK et al., 1992; RACHID et al., 2000).  

1.5 Resistenz gegen das Immunsystem und die Antibiotikatherapie 

Viele der nosokomialen S. epidermidis-Stämme bilden einen Biofilm (KNOBLOCH et al., 

2002b) auf der Oberfläche von Fremdkörpern und sind auf diese Weise gegenüber dem 

Immunsystem und einer Antibiotikatherapie unempfindlich (COSTERTON, 1999). Für die 
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Biofilmbildung ist die PIA-Synthese durch das ica-Operon wesentlich. In 

epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass das ica-Operon vor allem in 

nosokomialen S. epidermidis Isolaten vorhanden ist (ZIEBUHR et al., 1997). 

Es wurden viele Gründe diskutiert, weshalb das Immunsystem und Antibiotika bei Bio-

filmen nur eine stark limitierte Wirkung haben. Eine mögliche Ursache ist, dass sich 

sesshafte Zellen in einem Biofilm in ihrer Genexpression massiv von planktonischen Zel-

len unterscheiden (COSTERTON, 2003), indem basale zelluläre Prozesse wie Nucleinsäure-, 

Protein- und Zellwandbiosynthese heruntergefahren werden (OTTO, 2009). Sich rasch 

vermehrende planktonische Zellen in der exponentiellen Phase sind im Vergleich zu Zellen 

im Biofilm empfindlicher gegenüber Antibiotika (SPOERING & LEWIS, 2001). Es wurde 

vermutet, dass Zellen in einem Biofilm im Vergleich zu planktonischen, stationären Zellen 

resistenter gegenüber Antibiotika sind, dies scheint jedoch nicht der Fall zu sein. Zellen in 

einem Biofilm scheinen unter bestimmten Bedingungen genauso empfindlich gegenüber 

Antibiotika zu sein wie planktonische, stationäre Zellen und werden durch Antibiotika 

abgetötet (BROOUN et al., 2000; LEWIS, 2001). Ursächlich hierfür ist eine Subpopulation 

sogenannter Persister-Zellen, die im Biofilm tolerant gegenüber multiplen Antibiotika und 

dem Immunsystem sind (KNOBLOCH et al., 2002a; LEWIS, 2010; WIUFF et al., 2005). Nach 

einer Antibiotikatherapie verbleiben im Biofilm bei intaktem Immunsystem nur eine 

bestimmte Anzahl von Persistern. Es handelt sich hierbei nicht um eine zellzyklusbedingte 

Eigenschaft oder Mutation der Zellen, sondern um temporäre phänotypische Varianten 

(LEWIS, 2001, 2010). Im Gegensatz zur klassischen Resistenz, die mit Erhöhung der 

minimalen Hemmkonzentration einhergeht und es Zellen erlaubt, in einem sonst letalen 

Umfeld zu wachsen, können Persister weder sterben noch wachsen (CORREIA et al., 2006). 

Die Entstehung und Wiederbelebung dieser Zellen ist Gegenstand der aktuellen Forschung. 

Bekannt ist jedoch, dass eine Stressantwort der Zelle auf DNA-Schäden, wie sie 

beispielsweise durch Ciprofloxacin verursacht werden, zu einer Induktion von 

Toxin/Antitoxin-Modulen in der Zelle führt, die basale zelluläre Prozesse steuern 

(CORREIA et al., 2006; DÖRR et al., 2010; KORCH & HILL, 2006).  

Erschwerend für die Therapie der fremdkörperassoziierter Infektionen kommt hinzu, dass 

S. epidermidis im Biofilm fähig ist, der Immunreaktion zu entgehen. Obwohl Phagozyten 

den Biofilm durchwandern können und eine vermehrten Komplementaktivierung erfolgt, 

werden im Biofilm lebende Bakterien nicht abgetötet (CERCA et al., 2006; JOHNSON et al., 

1986, 1986; KRISTIAN et al., 2008; VUONG et al., 2004b). Es wurde nachgewiesen, dass die 

extrazelluläre Matrix des Biofilms die gegen sie gerichteten Antikörper auffängt und somit 
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eine effektive Phagozytose der Bakterien verhindert (CERCA et al., 2006). Die Therapie 

fremdkörperassoziierter Infektionen wird zusätzlich durch eine Freigabe von Bakterien aus 

dem Biofilm und die konsekutive Kolonisation anderer Fremdkörper aggraviert (MACK et 

al., 2007), folglich ist durch eine Persistenz der Erreger im Biofilm auf dem Fremdkörper 

häufig eine Entfernung des Fremdkörpers nötig (MACK et al., 2007; ROGERS et al., 2009). 

1.6 Fragestellung 

Aufgrund der zunehmenden Inzidenz fremdkörperassoziierter Infektionen durch 

S. epidermidis und einer häufigen Resistenz gegen Antibiotika ist die Forschung auf dem 

Gebiet der Biofilmbildung in den letzten Jahrzehnten immer weiter in den Vordergrund 

gerückt. Das Verständnis um die vielschichtige Regulation der Biofilmsynthese in 

S. epidermidis bietet ein Fundament für die weitere Erforschung der Infektionsprävention 

und der Generierung neuer spezifischer Therapieoptionen. Aus dieser Arbeitsgruppe war 

bereits ein vielschichtiges Regulationsmodell der PIA-Synthese bekannt.  

In dieser Arbeit sollten systematisch wachstumsabhängige Expressionsmuster diverser 

Regulatorproteine der PIA-Synthese analysiert werden, um somit weitere Hinweise auf 

einen globalen Zusammenhang der Regulatoren zu sammeln. Die Expressionsmuster-

analysen sollten mittels Western Blot mit Proteinproben von S. epidermidis 1457 erfolgen. 

Hierfür sollten im Flüssigmedium Reinkulturen kultiviert und Proteinproben während 

unterschiedlicher Wachstumsphasen zu noch zu definierenden Zeitpunkten gewonnen 

werden. Zum Ausschluss stammspezifischer Expressionsmuster wurden zwei weitere 

S. epidermidis Wildtypstämme, 1057 und 8400, gewählt. Bei besonderen Fragestellungen 

wurden die Analysen um vorliegende S. epidermidis Mutanten ergänzt.  

Ausgewählt wurden der alternative Sigmafaktor σB, der ein globaler Stressregulator ist, 

und durch RsbU aktiviert wird, sowie die Positivregulatoren der PIA-Synthese BarA und 

BarB. Gegen σB, RsbU, BarA und BarB gerichtete polyklonale Antiseren lagen in dieser 

Arbeitsgruppe bereits für Western Blot Analysen vor. 

Strangaufwärts von barAB liegt das zu Bacillus subtilis und S. aureus homologe purR, 

dessen Bedeutung für die Biofilmsynthese zu Beginn dieser Arbeit noch nicht geklärt war. 

Zusätzlich wurde der spezifische Repressor des icaADBC-Locus, IcaR, gewählt, sowie das 

Enzym GcaD, welches das für die PIA-Synthese benötigte N-Acetylglukosamin 

synthetisiert. Gegen PurR, IcaR und GcaD gerichtete polyklonale Antiseren sollten im 

Rahmen dieser Arbeit in Kaninchen generiert und für anschließende Western Blot 

Analysen verwendet werden. 
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2 Material  

2.1 Bakterienstämme 

Tabelle 2-1 In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme 
Stämme relevante Charakteristika Referenz 

Staphylococcus epidermidis 

 1457 Katheterisolat, stark biofilmpositiv MACK et al., 1992  

 1057 ZVK-Isolat, schwach 
biofilmpositiv 

MACK et al., 1996 

 8400 Blutkulturisolat, schwach biofilm-
positiv 

MACK et al., 1992 

 1457sigB sigB::erm, biofilmreduziert KNOBLOCH et al., 2004 

 1457barA barA::erm, biofilmreduziert JONAS, 2009 

 1457barB barB::erm, biofilmnegativ JONAS, 2009 

 1457barAB barAbarB::erm, biofilmnegativ JONAS, 2009 

 1457agr agr::spec, verstärkt biofilmpositiv VUONG et al., 2003 

 1457sigBagr agr::spec sigB::erm, biofilm-
reduziert 

SCHEWE, 2009 

Escherichia coli   

 Top10 F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZ∆M15 ∆lacΧ74 recA1 
araD139 ∆(ara-leu)7697 

Invitrogen 

 DH5α F- supE44 ΔlacU169 (Ф80 
lacZΔM15) hsdR17 λ- recA1 endA1 
gyrA96 thi-1 relA1 

HANAHAN, 1985 

 BL21-AI F-ompT hsdSB (rB
-mB

-) gal dcm 
araB::T7RNAP-tetA 

Invitrogen 

  BL21 Star 
(DE3)pLysS 

F-ompT hsdSB (rB
-mB

-) gal dcm  
rne131 (DE3) pLysS (CamR)  

Invitrogen 
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2.2 Plasmide 

Tabelle 2-2 In dieser Arbeit verwendete Plasmide 
Plasmid relevante Charakteristika Referenz 

pDONR™221 4762 bp, attP1 und attP2, CmR, KanR, ccdB, Primer-
Bindungsstellen für M13_for und M13_rev 

Invitrogen 

pDEST™17 6354 bp, attR1 und attR2, 6His-tag, CmR AmpR, ccdB Invitrogen 

pENTRY-icaR  Klonierungsvektor mit icaR-Gen, attP1 und attP2, 
KanR 

diese Arbeit 

pENTRY-gcaD Klonierungsvektor mit gcaD-Gen, attP1 und attP2, 
KanR 

diese Arbeit 

pENTRY-purR Klonierungsvektor mit purR-Gen, attP1 und attP2, 
KanR 

diese Arbeit 

pEXPR-icaR Expressionsvektor mit icaR-Gen, attB1 und 
attB2,6xHis-tag, AmpR 

diese Arbeit 

pEXPR-gcaD Expressionsvektor mit gcaD-Gen, attB1 und 
attB2,6xHis-tag, AmpR 

diese Arbeit 

pEXPR-purR  Expressionsvektor mit purR-Gen, attB1 und 
attB2,6xHis-tag, AmpR 

diese Arbeit 

2.3 Nährmedien 

Die Nährmedien wurden in aqua bidest. angesetzt und autoklaviert (121 °C, 1,2 bar, 

15 min). Für Agarplatten wurde dem entsprechendem Medium 1,2 % (w/v) Bacto-Agar 

hinzugefügt. 

Tabelle 2-3 In dieser Arbeit verwendete Nährmedien 
Nährmedium Zusammensetzung   

1x SOC-Medium 2 % (w/v)  Trypton       
0,5 % (w/v)  Hefeextrakt  
0,05 % (w/v)  NaCl       
2,5 mM KCl          
20 mM  MgCl2        
20 mM  Glukose           
pH 7,0 

 

Luria-Bertani-Medium (LB) 2 % (w/v)  LB Broth   

Trypton Soja Brühe (TSB) 3 % (w/v)  TSB   
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Tym Brühe 2 %   Trypton                  
0,5 %   Hefeextrakt            
0,1 M   NaCl                   
10 mM  MgCl2 

  

2.4 Antibiotika 

Tabelle 2-4 In dieser Arbeit verwendete Antibiotika 
Bezeichnung Lösungsmittel Selektionskonzentration 

Ampicillin aqua bidest. 70 µg/ml in E. coli 

Kanamycin aqua bidest. 100 µg/ml in E. coli 

2.5 Oligonuklotide 

Tabelle 2-5 In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide 
Bezeichnung Sequenz (5’ – 3’) 
Klonierung der Expressionsvektoren 
 purR_attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGAAAAG

ATGAGATATAAAAGAAG 
 purR_attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTAAGAA

AATTTAGACAAACTGTT 
 icaR_attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGGAGATT

TTAGAATTGAAAGATAAG 
 icaR_attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTTTGAA

ATCTCGAATTTGTTACATAC 
 gcaD_attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAA

AGACATGCGATTATTC 
 gcaD_attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCAAGAAC

TATTTTTTTAGGTAGC 
   
Transformationskontrolle 
 icaR_for GGGAGATTTTAGAATTGAAAGATAAG 
 icaR_rev CTTTTGAAATCTCGAATTTGTTACATAC 
 gcaD_for TCATGCAAAGACATGCGATTATTC 
 gcaD_rev GCAAGAACTATTTTTTTAGGTAGC 
 purR_for TTGAAAAGAT GAGATATAAAAGAAG 
   
Die hier abgebildeten Oligonukleotide wurden von der Fima Eurofins MWG Operon 
synthetisiert 
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2.6 Enzyme 

Tabelle 2-6 In dieser Arbeit verwendete Enzyme 
Enzym Konzentration Hersteller 

Klonasen   

 Gateway BP Clonase™ II enzyme mix 0,5 Reakt./µl Invitrogen 

 Gateway LR Clonase™ II enzyme mix 0,5 Reakt./µl Invitrogen 

Polymerasen   

 DyNAzyme ™ II 2 U/µl Finnzymes 

 PCR Extender Polymerase Mix 5 U/µl 5Prime 

weitere Enyzme   

 DNase I Ampflification Grade 1 U/µl Invitrogen 

 Lysostaphin 1,5 U/µl Genmedics 

 Proteinase K 2 µg/µl  Invitrogen 

  Lysozym 0,2 mg/ml Sigma 

2.7 Antikörper 

Tabelle 2-7 In dieser Arbeit verwendete Antikörper 
Bezeichnung eingesetzte 

Verdünnung 
Referenz 

Ziegen Anti-Kaninchen IgG, monoklonal 
Alkalische Phosphatase konjugiert 

1:30000 Invitrogen 

Anti-RsbU_Sepi, polyklonal 1:1000 JONAS, 2009 

Anti-SigB_Sepi, polyklonal 1:1000 JONAS, 2009 

Anti-BarA_Sepi, polyklonal 1:1000 JONAS, 2009 

Anti-BarB_Sepi, polyklonal 1:5000 JONAS, 2009 

Anti-IcaR_Sepi, polyklonal 1:1000 diese Arbeit 

Anti-GcaD_Sepi, polyklonal 1:1000 diese Arbeit 

Anti-PurR_Sepi, polyklonal  diese Arbeit 

Alle polyklonalen Seren wurden in Kaninchen generiert. 
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2.8 Kits 

Tabelle 2-8 In dieser Arbeit verwendete Kits 
Bezeichnung Verwendung Hersteller 

Bio-Scale™ Mini 
Profinity™ IMAC 
cartridges 

Proteinaufreinigung Bio-Rad 

DyNAzyme™ II DNA 
Polymerase Kit 

Amplifikation von DNA-
Fragmenten 

Finnzymes 

E. coli Expression System 
with Gateway® Technology 

Proteinüberexpression  Invitrogen 

HiTrap NHS-activated HP   Antikörper Aufreinigung GE-Healthcare 
Biosciences 

NucleoSpin® Extract II PCR-Produkt Aufreinigung Marcherey & Nagel 

NucleoSpin® Tissue Isolation chromosomaler DNA Marcherey & Nagel 

PCR Extender System Amplifikation von DNA-
Fragmenten, High Fidelity PCR 

5Prime 

peqGOLD Plasmid 
Miniprep Kit I 

Plasmidisolation PEQLAB 

2.9 Chemikalien und Verbrauchsmittel 

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien handelt es sich, soweit nicht anders 

angegeben, um analysereine Substanzen der Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), 

Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland). 

Tabelle 2-9 In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Verbrauchsmittel 
Bezeichnung Hersteller 

Amicon Ultra Centrifugal Filter Device 4 5k Millipore 

BCIP Applichem 

Blutagarplatten Biomerieux 

Quick Start™ Bradford dye agent Bio-Rad 

BSA New England Biolabs 

Complete, ETDA-free Roche 

Coomassie brilliant blue R250 Roth 
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Cryobank, Stammhaltungssystem für Mikroorganismen Mast Diagnostics 

Ethidiumbromidlösung 1 % Fluka 

Freundsches Adjuvans, inkomplett Sigma 

Freundsches Adjuvans, komplett Sigma 

Halbmikroküvetten Sarstedt 

L(+)-Arabinose Sigma 

LB Sigma 

MES-Puffer 20x Invitrogen 

Milchpulver  Roth 

NBT Applichem 

NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gels Invitrogen 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging 

Roti®-PVDF-Membran Roche 

SeeBlue2®Plus Invitrogen 

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder Fermentas 

Sterilfilter MILLEX.GV 0,22 µm Poren Millipore 

TSB Becton Dickinson 

UVette Eppendorf 

2.10 Puffer und Lösungen 

Alle Puffer und Lösungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit aqua bidest. 

angesetzt. Sofern nicht anders angegeben, stammten die eingesetzten Chemikalien von den 

Firmen Carl Roth, Merck und Sigma-Aldrich. 

 

1x NuPage Transferpuffer 1x NuPage Tansferpuffer 
    10 % (v/v)  Methanol 
 

5x TBE-Puffer  45 mM  Tris 
    45 mM  Borsäure 
    2 mM   EDTA 
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6x DNA-Probenpuffer 0,25 % (w/v)  Bromphenolblau 
    30 % (v/v)  Glycerol 
    0,25 %(w/v)  Xylencyanol 
    50 mM  EDTA 
 
10xTBS   0,49 M  Tris 
    9 % (w/v)  NaCl 
    pH 7,6 
 
AP-Puffer   0,1 M   TrisHCl pH 9,5 
    0,1 M   NaCl 
 
Blotto    50 ml  10x TBS 
    2,5 % (w/v)  Magermilchpulver  
    0,05 % (v/v)  Tween 
    ad 500 ml aqua bidest. 
  

Coomassie-Brilliantblau 800 ml  Methanol 
    140 ml  Essigsäure 
    2 g  Coomassie brilliant blue G250 
    ad 2 l   aqua dest. 
 
Coomassie-Entfärber  800 ml  Methanol 
    140 ml  Essigsäure 
    ad 2 l   aqua dest. 
 
Probenpuffer (3x Laemmli) 15 % (v/v)  Glycerol 
    1,5 % (v/v) beta-Mercaptoethanol  
    0,15 M  Tris pH 6,8 
    7,5 % (w/v)  SDS 
    0,03 % (w/v)  Bromphenolblau 

 

Semidry Transferpuffer 48 mM  Tris  
    39mM  Glycin 
    20 % (v/v)  Methanol 
    1,3 % (w/v)  SDS 
    pH 9,2 
 
TbfI-Puffer   30 mM KoAc 
    50 mM RbCl2 
    100 mM KCl 
    10 mM CaCl2 
    15 % (v/v) Glycerin 
 
TbfII-Puffer   10 mM Na-MOPS pH 7,0 
    75 mM CaCl2 
    10 mM KCl 
    15 % (v/v) Glycerin 
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TE-Puffer   10 mM  Tris 
    1 mM   EDTA 

pH 7,4 
 

Antikörper Aufreinigung 

Blockierender Puffer  0,5 M   Ethanolamin 
    0,5 M   NaCl 
    pH 8,3 
 

Waschpuffer   0,1 M   Azetat 
    0,5 M   NaCl 
    pH 4 
 

Kopplungspuffer  0,2 M   NaHCO3 
    0,5 M   NaCl 
    pH 8,3 
 

Bindepuffer   20 mM  Na2HPO4 
    0,5 M   NaCl 
    pH 7,4 
 

Elutionspuffer  100 mM  Glycin 
    pH 3 
 

Proteinaufreinigung 

Waschpuffer I, denaturierend 300 mM  KCl 
     50 mM  KH2PO4 
     5 mM  Imidazol 
     6 M   Harnstoff 
 

Waschpuffer II, denaturierend 300 mM  KCl 
     50 mM  KH2PO4 
     10 mM  Imidazol 
     6 M   Harnstoff 
 

Elutionspuffer   300 mM  KCl 
     50 mM  KH2PO4 
     250 mM  Imidazol 
     6 M   Harnstoff 
 
Für die native Proteinaufreinigung wurden alle drei Puffer ohne Harnstoff hergestellt. 
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2.11 Geräte und Hilfsmittel 

Tabelle 2-10 In dieser Arbeit verwendete Geräte und Hilfsmittel 
Bezeichnung Hersteller 

Biofuge 22R Roche 

Brutschrank Hera Cell 240 Heraeus 

Brutschüttelinkubator Edmund Bühler 

FlexCycler Analytik Jena 

GelAir Dryer Bio-Rad 

Gelelektrophoresekammer PEQLAB 

Infinite M200 Tecan 

J2-2 Centrifuge Beckmann 

Kamera RLR Kaiser 

pH-Meter MP200 Mettler Toledo 

Power supply Ev321 PEQLAB 

Precellys 24 PEQLAB 

SmartSpec™ Plus Spectrophotometer Bio-Rad 

Thermomixer comfort Eppendorf 

Ultraschallsonde Bandelin Sonopuls 

UV-Transilluminator Vilber Lourmat 

Vario perpex LKB 

Wasserbad GFL 1083 GFL 

XCell SureLock™ Mini-Cell Invitrogen 

Zentrifuge 5418 Eppendorf 

Zentrifuge 5810R Eppendorf 
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2.12 Software und Datenbanken 

Tabelle 2-11 In dieser Arbeit verwendete Software, Datenbanken oder Tools 
Datenbank/ 
Software/ Tool 

Funktion Quelle/Hersteller 

ClustalW2 Erstellen von Alignments http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/c
lustalw2/ 

ExPASy Translate 
Tool 

Konvertieren einer DNA-
Sequenz in eine Proteinsequenz 

ExPASy Proteomics Server: 
http://web.expasy.org/translate/ 

KEGG-Pathway Metabolismus in S. epidermidis: http://www.genome.jp/kegg/kegg
2.html 

 Aminozuckermetabolismus http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?ser00520 

 Glykolyse/Glukoneogenese http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?ser00010 

 Citratzyklus http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?ser00020 

NCBI-Server Bezug aller Gen- und 
Proteinsequenze 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Vector NTI Theoretische 
Plasmidkonstruktion, Arbeiten 
mit DNA-Sequenzen 

Invitrogen 
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3 Methoden 

3.1 Kultur und Lagerung bakterieller Zellen 

3.1.1 Kultivierung bakterieller Zellen 

Die Kultivierung bakterieller Zellen auf Festnährböden erfolgte im Brutschrank über Nacht 

(üN) bei 37 °C und 5 % CO2. Bei Verwendung von Flüssigmedien erfolgte die Anzucht, 

wenn nicht anders angegeben, in einem Erlenmeyerkolben bei 37 °C und 150 Upm im 

Schüttelinkubator. Für die Hauptkultur erfolgte aus einer 5 ml üN-Vorkultur (16 h) die 

Inokulation auf eine optische Dichte von 0,05 bei 600 nm (OD600nm). Für die verwendeten 

Medien sowie Antibiotika gibt Tabelle 3-1 einen Überblick. Wenn nötig, erfolgte die 

Supplementierung des TSB mit 3 % Ethanol. 

 Zur Stammhaltung wurden Kryokulturen laut Angaben des Herstellers angelegt und bei    

-80 °C gelagert. 

 

Tabelle 3-1 In dieser Arbeit bestehende Kultivierungsbedingungen 
Organismus Nährmedium Antibiotikum Selektions-

konzentration 

S. epidermidis 

 1457 Blutagar / TSB   

 1057 Blutagar / TSB   

 8400 Blutagar / TSB   

 1457sigB TSB Erythromycin 50 µg/ml 

 1457barA TSB Erythromycin 50 µg/ml 

 1457barB TSB Erythromycin 50 µg/ml 

 1457barAB TSB Erythromycin 50 µg/ml 

 1457agr Blutagar / TSB   

 1457sigBagr TSB Erythromycin 50 µg/ml 

E. coli 

 Top10 LB / Tym-Brühe Kanamycin 50 µg/ml 

 DH5α LB / Tym-Brühe Ampicillin 50 µg/ml 
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 BL21-AI LB / Tym-Brühe Ampicillin 50 µg/ml 

 BL21 Star LB / Tym-Brühe Ampicillin 
Chloramphenicol 

50 µg/ml   
34 µg/ml 

3.1.2 Ermittlung der Zellmasse in Flüssigmedien 

Die Zellmasse einer Flüssigkultur wurde indirekt durch Messung der Trübung der 

Bakteriensuspension, der optischen Dichte (OD), ermittelt. Die Bestimmung erfolgt mittels 

Photometer bei 600 nm in einer Küvette gegen das entsprechende Medium als Leerwert. 

Dabei wurde auf entsprechende Verdünnungen geachtet, da stark trübe Suspensionen die 

Messungen und somit die lineare Abhängigkeit von Zellmasse und Zelldichte 

beeinträchtigen könnten. 

3.1.3 Wachstumskurven von Staphylococcus epidermidis Stämmen 

Es wurden Wachstumskurven einer S. epidermidis Reinkultur im Flüssigmedium erstellt 

um geeignete Zeitpunkte für eine Proteingewinnung zu ermitteln. Dafür wurde die optische 

Dichte logarithmisch über einen Zeitraum von 24 Stunden aufgetragen. Die Messungen 

erfolgten manuell alle 30 Minuten. Die Kultivierung erfolgte wie unter 3.1.1 angegeben. 

Anschließend erfolgte die Unterteilung der Wachstumkurve in die exponentielle, 

transitorische und stationäre Phase. 

Um von der optischen Dichte einer S. epidermidis Kultur Rückschluss auf die Anzahl der 

lebenden Zellen zu ziehen zu können, wurde die Anzahl der koloniebildenden Einheiten 

(KBE) entlang der Wachstumskurve ermittelt. Hierfür wurden ab Animpfung der 

Hauptkultur halbstündlich die optische Dichte der Kultur bestimmt und gleichzeitig Proben 

entnommen, mit denen eine Verdünnungsreihe von unverdünnter Zellkultur bis 10-7 erstellt 

wurde. Als nächstes wurden pro Verdünnungsstufe 3 Tropfen à 10µl auf eine Agarplatte 

getropft. Nach erfolgter Kultivierung wurden die Kolonien pro Tropfen gezählt um die 

koloniebildenden Einheiten mittels folgender Formel zu berechnen: 

KBE
1
ml =

Kolonien
10µl ×

1000
Verdünnung 

Es wurde der Mittelwert der KBE der jeweiligen drei Tropfen ermittelt und in einem 

Diagramm gegen die optische Dichte linear aufgetragen. Aus diesen Werten wurde unter 

Annahme einer annähernden linearen Beziehung eine Regressionsgrade erstellt. 
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3.2 Genetische Manipulation von Zellen 

Da E. coli Zellen keine natürliche Transformationskompetenz besitzen, wurden sie 

chemisch kompetent gemacht. Dafür wurden zuerst Vorkulturen mit Top10, DH5α und 

BL21 in 5 ml Tym-Brühe über Nacht im Schüttelinkubator wie unter 3.1.1 angegeben 

kultiviert. Die Vorkulturen wurden darauf auf eine OD600nm = 0,05 in 150 ml Tym Brühe 

angeimpft und erneut im Schüttelinkubator bis zu einer OD600nm = 0,5 angezüchtet. Alle 

weiteren Schritte erfolgten auf Eis oder bei 4°C. Als nächstes wurden die Zellen bei 

3000 Upm 15 Minuten lang pelletiert, der Überstand verworfen und das Pellet mit 15 ml 

TfbI-Puffer pro 50 ml ursprünglicher Zellkultur resuspendiert und für 30 Minuten 

inkubiert. Die Zellen wurden erneut pelletiert, mit 2 ml TfbII-Puffer pro 50 ml 

ursprünglicher Zellkultur resuspendiert. Die Suspension wurde zuletzt auf 200 µl 

aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

Anschließen wurden die chemisch kompetenten E. coli Zellen für die Transformation 

rekombinanter Vektoren verwendet. Dafür wurden zuerst 200 µl chemisch kompetenter 

Zellen auf Eis gelegt und 5-10 ng Vektor-DNA in einem Volumen von 1 µl hinzugefügt 

und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte bei 42 °C für 30 s ein Hitzeschock, 

während dessen das Plasmid in die Zelle aufgenommen wurde. Nach einem sofortigen 

Transfer auf Eis wurden 250 µl auf Raumtemperatur erwärmtes SOC-Medium hinzugefügt 

und die Zellen für eine Stunde bei 37 °C und 150 Upm kultiviert. Letztendlich wurden 

zwei unterschiedliche Volumina, 30 µl und 70 µl, auf LB-Agar mit dem für das Plasmid 

selektiven Antibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Der Erfolg der 

Transformation wurde mittels Kolonie-PCR überprüft (3.3.2). 

3.3 Arbeiten mit DNA 

3.3.1 Isolation chromosomaler DNA aus Staphylococcus epidermidis 1457 

Für die Isolation chromosomaler DNA wurde das Kit NucleoSpin Tissue verwendet.  

Dafür wurden 5 ml Vorkultur abzentrifugiert (90 s), in 180 µl T1-Puffer resuspendiert und 

25 µl Proteinase K hinzugefügt. Daraufhin wurde für 3 h bei 56 °C und 500 Upm prälysiert 

und 10 µl Lysostaphin hinzugefügt, gevortext und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch 

Zugabe von 200 µl B3-Puffer, Vortexen und eine zehnminütige Inkubation bei 70 °C 

wurde die Lyse induziert. Für verbesserte Bindekonditionen wurde 210 µl 100 % Ethanol 

hinzugefügt, die Lösung auf die Säule geladen und die Säule für eine Minute zentrifugiert. 

Es folgten zwei Waschschritte, zuerst mit 500 µl BW-Puffer, dann mit 600 µl B5-Puffer 
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mit jeweils folgendem einminütigen Zentrifugationsschritt. Anschließend wurde die 

Säulenmembran für eine Minute getrocknet. Zuletzt wurde nach einer einminütigen 

Inkubation bei Raumtemperatur mit 100 µl auf 70 °C vorgeheiztem BE-Puffer die DNA 

für eine Minute eluiert. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 16873 xg. 

3.3.2 Polymerasekettenreaktion 

Um DNA-Sequenzen zu amplifizieren wurde die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase 

chain reaction, PCR) benutzt. Diese Methode wurde einerseits für die Herstellung von 

attB-PCR Produkten für Klonierungen benötigt, andererseits um DNA-Sequenzen mittels 

Kolonie-PCR nachzuweisen.  

Für Klonierungen wurde das PCR Extender System von 5Prime verwendet, dessen 

Polymerase auch eine proof reading-Aktivität besitzt. Als template diente die isolierte 

genomische DNA von S. epidermidis 1457. Zum Nachweis einer stattgefundenen Trans-

formation wurde eine Kolonie-PCR mit dem PCR Kit DyNAzyme™ II von Finnzyme 

durchgeführt. Als template wurde eine einzelne in 10 µl aqua dest. suspendierte Bakterien-

kolonie verwendet. Zur Bestimmung der optimale Annealing-Temperatur wurde im Voraus 

eine Temperaturgradienten-PCR durchgeführt. 

 

Für einen 20 µl-Ansatz wurde verwendet: 

1,0 µl   DNA 

je 0,6 µl  forward/reverse Primer (10 pmol/µl) 

0,4 µl   dNTPs 

2,0 µl   Puffer (5x) 

0,2 µl   Polymerase 

ad 20 µl  aqua dest.  

 

Für alle in dieser Arbeit benutzten Primerpaare wurden folgende in Tabelle 3-2 

dargestellten Reaktionsbedingungen verwendet (35 Zyklen). 

 

Tabelle 3-2 PCR-Reaktionsbedingungen in dieser Arbeit 
  initiale 

Denaturierung 
Denaturierung Annealing Elongation 

Temperatur  95 °C  95 °C 54,3 °C  72 °C  

Zeit 5 min 90 s 45 s 100 s 
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3.3.3 Analyse von DNA mittels TBE-Agarosegelen 

Die Größen-Analyse von DNA erfolgte mittels Elektrophorese (120 V, 400 mA, 1 h) in 

1,5 % (w/v) Agarose-TBE-Gelen mit 0,003 % Ethidiumbromid in 0,5 x TBE-Puffer. Dafür 

wurden 10 µl der Probe mit 3 µl DNA-Probenpuffer vermischt und auf das Gel 

aufgetragen. Als Größenstandard diente λ-DNA HindIII HaeIII. Die Visualisierung als 

auch Dokumentation der Banden erfolgte mittels eines UV-Transilluminators. 

3.3.4 Nukleinsäureaufreinigung 

Die Aufreinigung eines PCR-Produktes erfolgte mit dem Kit Nucleo Spin Extract II. Dafür 

wurden 40 µl des erhaltenen PCR-Produkts mit 100 µl NT-Puffer vermischt um die 

Bindekonzentration anzupassen. Während eines einminütigen Zentrifugationsschrittes 

wurde die DNA an die Membran gebunden. Als nächstes wurde die Membran mit 600 µl 

NT3-Puffer gewaschen und die Membran anschließend für zwei Minuten durch 

Zentrifugieren getrocknet. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 16873 xg und 

Raumtemperatur. 

Eluiert wurde mit 30 µl aqua dest. und anschließend die Nucleinsäurekonzentration 

gemessen. 

3.3.5 Isolierung von Plasmid-DNA 

Für die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das Plasmid Miniprep Kit I von 

PEQLAB benutzt. Dieser Vorgang unterteilt sich im Prinzip in drei Schritte, die Anzucht 

der Bakterien, die alkalischen Lyse und die Reinigung der DNA über eine Anionen-

austauschersäule. Sämtliche Zentrifugationsschritte erfolgten bei 16873 xg und 

Raumtemperatur. Zuerst wurden die Bakterien in 5 ml Flüssigkultur über Nacht 

angezüchtet und am nächsten Tag für 90 s komplett pelletiert. Das Pellet wurde 

anschließend mit 250 µl Lösung I und RNase durch Vortexen resuspendiert. Die so 

erhaltene Bakteriensuspension wurde durch Zugabe von 250 µl Lösung II und Invertieren 

lysiert und durch Hinzufügen von 350 µl saurer Lösung III neutralisiert. Das dabei 

entstandene Präzipitat wurde durch den nachfolgenden Zentrifugationsschritt (10 min) 

entfernt. Mit der so entstandenen Lösung wurde die HiBind®DNA-Säule durch 

Zentrifugation (1 min) beladen und die Plasmid-DNA an die Silikamembran gebunden. Es 

schlossen sich zwei einminütige Zentrifugations-Waschschritte mit 500 µl HB-Puffer zur 

Entfernung von Protein- und RNA-Spuren beziehungsweise mit 750 µl DNA-Waschpuffer 

an. Die Säule wurde für 1 min in der Zentrifuge getrocknet und die Plasmid-DNA 
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letztendlich mit 30 µl aqua dest. eluiert. 

3.3.6 Konzentrationsbestimmung von Nucleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung der Nucleinsäuren erfolgte photometrisch bei 260 nm 

Wellenlänge (A260nm) mit einer 1 : 10 Verdünnung mit aqua ad iniectabilia in UV-

durchlässigen Küvetten.  

Da A!"#$%  = 1 einer Menge von 50 !!
!"

 doppelsträngiger DNA (dsDNA) entspricht, ergibt 

sich für die Konzentration: 

dsDNA 
µg
ml = 50

µg
ml  × A!"#$% × Verdünnungsfaktor 

 

Durch die Messung der Absorption bei 280 nm (A280nm) Wellenlänge, bei der Proteine ihr 

Absorptionsmaximum haben, lässt sich durch Berechnung des Quotienten auf 

Verunreinigung durch diese schließen, wenn !!"#$!
!!"#$%

 < 1,8. 

3.3.7 Gateway-Klonierungen 

Um einen Expressionsvektor für Proteinüberexpressionen in E. coli herzustellen, wurde die 

Gateway® Technologie von Invitrogen verwendet. Diese Methode basiert auf der für die 

Infektion von E. coli durch den Bakteriophagen λ benutzten Rekombination mittels 

sogenannter att-sites.  

Zur Kontrolle der rekombinanten Vektoren wurden diese nach erfolgter Plasmidisolation 

(3.3.5) durch die Firma Eurofins MWG Operon mit den Primern M13 bzw. T7 sequenziert. 

Die erhaltenen Sequenzen wurden daraufhin mittels Alignment mit dem Genom von 

S. epidermidis RP62a verglichen. 

3.3.7.1 BP-Klonierung	
Bei der BP-Klonierung werden durch die BP-Klonase II ein von zwei attB-sites flankiertes 

PCR-Produkt mit den zwei attP-sites des Donor-Vektors rekombiniert (Abbildung 3-1). 

Das PCR-Produkt enthielt die kodierende Sequenz des gewünschte Gens. Die beiden 

erhaltenen Produkte der Klonierung sind einerseits das ccdB Selbstmordgen, andererseits 

der Entry-Vektor, der nun die von attL-sites flankierte kodierende Sequenz enthält. Der 

Entry-Vektor kann im nächsten Schritt transformiert werden. ccdB dient bei nicht erfolgter 

Klonierung zur negativen Selektion. Als Donor-Vektor wurde der pDONR221™ von 

Invitrogen, der eine Kanamycinresistenz besitzt, benutzt.  
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Ansatz BP-Klonierung:  20 fmol attB-PCR-Produkt 

     50 fmol Donor-Vektor 

     ad 8 µl TE-Puffer, pH8 

     2 µl  BP Clonase™ II enzyme mix  

Die Berechnung der für die BP-Klonierung benötigten Stoffmenge erfolgte mittels 

folgender Formel: 

Stoffmenge ng  = X fmol × N ×
660 fg
fmol  ×  10!!

ng
fg  

X  – einzusetzende Stoffmenge in Femtomol (fmol) 
N  – Größe der DNA in Basenpaaren (bp) 
 

Der Ansatz der BP-Klonierung wurde bei Raumtemperatur pipettiert und für eine Stunde 

bei 25 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl Proteinase K und einer 

Kanamycin(

ccdB$
a&P$ a&P$

DONOR.
Vektor(

gcaD$
a&B$ a&B$

a&B.PCR.Produkt$

BP.ClonaseTM(II(
enzyme(mix(

ccdB$
a&B$ a&B$

Kanamycin)

gcaD$
a&L$ a&L$

ENTRY0
Vektor)

Nebenprodukt)

Transforma=on)
in)E.$coli$Top10)

Abbildung 3-1 BP-Klonierung am Beispiel von gcaD 
Das von attB-sites flankierte gcaD wird in den attP-sites besitzenden Donor-Vektor mittels der BP-Klonase 
kloniert. Es entsteht der Entry-Vektor pENTRY-gcaD, der für die weitere LR-Klonierung (3.3.7.2) verwendet 
wurde, sowie ein Nebenprodukt, welches die ccdB-Kassette enthält. 
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zehnminütigen Inkubation bei 37 °C unterbrochen. Der erhaltene Entry-Vektor wurde im 

nächsten Schritt in E. coli Top10 transformiert (3.2). 

3.3.7.2 LR-Klonierung	
Bei der LR-Klonierung wird die von attL-sites flankierte Sequenz eines Entry-Vektors 

(pENTRY), die für das gewünschte Gen kodiert, durch die LR-Clonase herausgeschnitten 

und in einen Destinationsvektor statt des ccdB Selbstmordgens integriert (Abbildung 3-2). 

Es entsteht ein neuer Expressionsvektor. Dieser enthält die gewünschte von attB-sites 

flankierte, kodierende Sequenz und sowohl die Ampicillinresistenz, als auch den 

induzierbaren T7-Promotor des Destinationsvektors. Der verwendete Destinationsvektor 

war pDEST17™ von Invitrogen. Proteine, die mit diesem Vektor erstellt werden, enthalten 

N-terminal sechsfach Histidin, den sogenannten His-tag, der eine Aufreinigung des 

Proteins mittels Affinitätschromatographie ermöglicht. 

  

Ampicillin(

gcaD%
a&B% a&B%

Expressions0
Vektor(

T70Transkrip7ons0
Terminator( T70Promotor(

Start0ATG(
6xHis(

ccdB%
a&P% a&P%

Nebenprodukt(

Ampicillin(

ccdB$
a&R$ a&R$

DESTINATIONS1
Vektor(

LR1ClonaseTM(II(
enzyme(mix(

Kanamycin(

gcaD$
a&L$ a&L$

ENTRY1
Vektor(

T71TranskripCons1
Terminator( T71Promotor(

Start1ATG(
6xHis(

Abbildung 3-2 LR-Klonierung am Beispiel von gcaD 
Die attL-sites des mittels BP-Klonierung erhaltenen Entry-Vektors werden mit den attR-sites des 
Destinations-Vektor rekombiniert. Hierbei entsteht ein Expressionsvektor, der eine Promotorsequenz, das zu 
exprimierende Gen inklusive Startcodon und eine für sechs Histidin kodierende Sequenz zur weiteren 
chromatographischen Aufreinigung (3.4.3) enthält. 



34 
Methoden 

  

Ansatz LR-Klonierung  20 fmol pENTRY 

    50 fmol Destinationsvektor 

    ad 8 µl TE-Puffer, pH8 

    2 µl   LR Clonase™ II enzyme mix 

 

Mit dem Ansatz der LR-Klonierung wurde wie in 3.3.7.1 verfahren. Der erhaltene 

Expressionsvektor wurde im nächsten Schritt transformiert (3.2). Hierbei diente E. coli 

DH5α zur Stammhaltung und sowohl BL21-AI, als auch BL21 Star zur Proteinüber-

expression. 

3.4 Arbeiten mit Proteinen 

3.4.1 Gewinnung von Proteinproben von Staphylococcus epidermidis 

Die Proteinproben der S. epidermidis Stämme wurden während der früh-, mittel- und 

spätexponentiellen, sowie der stationären Phase zu den Zeitpunkten 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, 8 und 

24 Stunden, vom Zeitpunkt der Animpfung ausgehend, gewonnen. 

Um anschließend die intrazellulären Proteine aufzureinigen, wurden 50 ml einer 

S. epidermidis Kultur bei 4 °C, 3220 xg für 15 min pelletiert und mit 10 ml TE-Puffer 

resuspendiert. Um stark biofilmbildende Zellen zu resuspendieren wurden diese für 20 s 

bei 70 % Amplitude sonifiziert. Die Suspension wurde erneut bei 3220 xg für 15 min 

pelletiert. 

Diese Aufreinigung wurde einmal wiederholt. Hiernach wurde das Pellet mit 1 ml TE-

Puffer resuspendiert, 5 µl Proteaseinhibitor hinzugefügt, in ein Gefäß mit Glasperlen 

überführt und für 30 s bei 6800 Upm in einer Zellmühle (Precellys® 24) mechanisch 

aufgeschlossen. 

Es folgte ein Zentrifugationsschritt (4 °C, 25200 xg, 25 min). Die in Lösung befindlichen 

Proteine wurden in ein neues Eppendorfgefäß überführt und erneut für 45 min zentrifugiert 

um sämtliche Glasperlen und unerwünschte Zellreste zu pelletieren. 

Die Proteinlösung wurde abermals überführt und bei -20 °C gelagert. 

3.4.2 Proteinüberexpression in Escherichia coli 

Die Überexpression eines Proteins fand in E. coli BL21-AI oder alternativ für die PurR-

Überexpression in BL21 Star statt, nachdem ein Expressionsvektor in die Zellen 

transformiert worden war (3.2 und 3.3.7). E. coli B21-AI besitzt eine T7-Expressions-
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kassette, die sich im araB-locus des araBAD-operons befindet. So wird die Expression der 

T7-RNA-Polymerase, deren Promotorsequenz sich auf dem Expressionsvektor findet, 

durch Arabinose induziert. Folglich wird durch Zugabe von Arabinose zum Nährmedium 

die Überexpression des Proteins gesteuert. Darüber hinaus fehlen dem Stamm zwei 

Proteasen, die Lon- und OmpT-Protease, letztere ist für die Spaltung der T7-Polymerase 

zuständig (GRÄSLUND et al., 2008; GRODBERG & DUNN, 1988). Alternativ wurde der 

Expressionsvektor pEXPRpurR in E. coli BL21 Star transformiert. Die T7-RNA-

Polymerase wurde in das Genom dieses Stammes mittels des DE3-Prophagen eingebracht 

und ist unter Kontrolle des lacUV5-Promotors (DUBENDORFF & STUDIER, 1991; TABOR & 

RICHARDSON, 1985), welcher sich durch IPTG induzieren lässt. Zusätzlich zu der oben 

genannten Proteasendefizienz besitzt dieser Stamm eine Mutation im RNase E-Gen 

(rne131) und erhöht damit die Stabilität der mRNA. 

Vor der eigentlichen Expression wurde eine Testexpression in einem geringeren Volumen 

(35 ml) LB-Medium durchgeführt. Die restlichen Bedingungen waren zur eigentlichen 

Überexpression identisch. Nach Induktion erfolgte eine Probenentnahme zu den 

Zeitpunkten 0, 30, 60, 120 und 240 Minuten. Eine Kontrolle der Proteinüberexpression 

erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese. 

Für die eigentliche Überexpression wurde ausgehend von 3 l LB-Medium bei 37 °C, 

150 Upm bis OD600nm 0,6 kultiviert. In E. coli BL21-AI wurde mit Arabinose (Endkonzen-

tration 0,2 %) induziert und nach 3 bis 4 h bei 37 °C und 150 Upm geerntet. In BL21 Star 

wurde mit IPTG (Endkonzentration 0,5 mM) induziert und die Kultur über Nacht bei 

Raumtemperatur, 150 Upm kultiviert. Die Zellen wurden bei 4 °C, 15 min bei 3220 xg 

pelletiert. 

3.4.3 Proteinaufreinigung rekombinanter Proteine 

Die Proteinaufreinigung des in E. coli überexpremierten, rekombinanten Proteins erfolgte 

mittels Nickelaffinitätschromatographie (1 ml Bio-Scale™ Mini Profinity™ IMAC 

Cartridges) (HOCHULI et al., 1987). Das rekombinante Protein enthält hierfür einen N-

terminalen Polyhistidinrest als spezifische Markerstruktur (His-tag). Für die Aufreinigung 

wurde das Pellet aus der Überexpression mit 20 ml Waschpuffer I resuspendiert, DNase, 

Lysozym, 1 mM MgCl2 und Proteaseinhibitor zugefügt, um anschließend für 30 min auf 

Eis geschüttelt zu werden. Im Anschluss wurden die Zellen unter Eiskühlung mechanisch 

mithilfe von Ultraschallwellen (3 x 30 s bei 70 % Amplitude) aufgeschlossen und für 

30 min bei 4 °C und 25200 xg zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß 
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überführt, mit einer Porengröße von 0,22 µm filtriert und nach Protokoll über die Säule 

aufgereinigt. Zuerst wurde die Säule mit Waschpuffer äquilibriert, daraufhin mithilfe einer 

peristaltischen Pumpe (2 ml/min) mit der Probe beladen, dabei wurde der Durchlauf 

behalten. Es folgten 2 Waschschritte. Mittels Elutionspuffer wurden fraktioniert Eluate zu 

je 1 ml aufgefangen. Das Pellet, der Durchlauf während des Beladens und Waschens, als 

auch die Eluate wurden mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese auf das gewünschte 

Protein hin untersucht. Die optisch auf dem Gel rein erscheinenden Eluate wurden 

zusammengeführt und mit einem Ultrafilter (15 min, 4 °C, 3220 xg) umgepuffert und 

aufkonzentriert. Im Fall von PurR schloss sich eine Trichloressigsäurefällung an. Dafür 

wurde 100 %ige Trichloressigsäure auf eine Endkonzentration von 10 % zu der 

Proteinlösung hinzugefügt. Anschließend wurde das Protein über Nacht bei 4 °C 

präzipitiert. Das ausgefällte Protein wurde für 30 min bei 4 °C und 3220 xg pelletiert. Es 

schlossen sich zwei Waschschritte an, erst mit einem Äquivolumen von 100 %igen 

Ethylalkohol, dann 70 %igen Ethylakohol. Auf jeden Waschschritt folgte das Abzentri-

fugieren des Proteins (s.o.). Anschließend wurde das Präzipitat in TE-Puffer resuspendiert. 

Für eine native Aufreinigung wurde mit harnstofffreien Puffern bei 4 °C gearbeitet. 

 Zuletzt wurden die Säulen nach Angaben des Herstellers chaotrop gereinigt und bis zu 

ihrer erneuten Benutzung für das gleiche Protein in 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert.  

3.4.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration einer Lösung erfolgte nach Bradford 

(BRADFORD, 1976). Bei dieser Methode wird die Eigenschaft des Farbstoffs Coomassie-

Brilliantblau ausgenutzt, Komplexe mit kationischen und nichtpolaren, hydrophoben 

Proteinseitenketten zu bilden, was zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des 

Farbstoffs von 465 zu 595 nm führt. Bei allen Lösungen erfolgte eine Dreifachbestimmung 

mit anschließender Bildung des Mittelwerts. Zuerst wurde mittels einer BSA-

Konzentrationsstandardkurve in sieben verschiedenen Konzentrationen zwischen 

0,125 mg/ml und 2 mg/ml kalibriert (Anhang I). Es wurden 5 µl Proteinlösung mit 250 µl 

Bradfordreagenz vermischt und nach fünfminütiger Inkubation die Absorption bei 595 nm 

(A595nm) mithilfe eines Mikrotiterplatten-Lesegeräts gemessen. Von den erhaltenen Werten 

wurde der blank-Ansatz (250 µl Bradfordreagenz mit 5 µl aqua dest.) subtrahiert. Die 

korrigierte Absorption wurde gegen die BSA-Konzentration aufgetragen und eine 

Eichgerade errechnet. Als Gleichung ergab sich: 

Proteinkonzentration 
mg
ml =  0,427 × A!"!#$ + 0,050 
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Diese Gleichung wurde daraufhin verwendet, um aus der gemessenen Absorption die 

Proteinkonzentration zu errechnen. Dabei wurde darauf geachtet, eine Absorption von 

A595nm = 1,0 nicht zu überschreiten, um Abweichungen von der linearen Beziehung von 

Intensität und Konzentration zu vermeiden. Wenn nötig, wurde eine Verdünnung der 

Proteinlösung mit aqua dest. verwendet. 

3.4.5 Trennung von Proteinen mittels SDS-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte nach Molekulargewicht mittels SDS-

Gelelelektrophorese in einem vertikalen System mit 1x MES als Laufpuffer. Dafür wurden 

jeweils 10 µg Proteinprobe mit aqua dest. auf ein Volumen von 10 µl aufgefüllt und mit 

4 µl 3x Laemmli versetzt. Die Proteinlösung wurde anschließend für 5 min bei 95 °C 

denaturiert und auf ein 12 % Bis-Tris Polyacrylamidgel aufgetragen. 

Sollte ein Kulturüberstand untersucht werden, wurde jeweils das Pellet von 1 ml Kultur 

mit 1x Laemmli versetzt. Die Menge 1x Laemmli wurde je nach optischer Dichte der 

Kultur zum Entnahmezeitpunkte berechnet. Bei einer OD600nm = 1 wurde das Pellet 

entsprechend mit 100 µl 1x Laemmli resuspendiert und wie oben angegeben denaturiert. 

Aufgetragen wurden Äquivolumen (13 bis 15 µl). 

Alternativ wurden S. epidermidis Proteinproben zellzahladaptiert (2 x 106 Zellen in einem 

Volumen von 10 µl) aufgetragen und mit 5 µl 3x Laemmli versetzt. 

Als Größenstandard dienten zuerst der Marker SeeBlue2®Plus, später Spectra™ Multicolor 

Broad Range Protein Ladder. Das Gel wurde für ca. 30 min unter leichtem Schwenken bei 

Raumtemperatur mit Coomassie-Brilliantblau gefärbt und anschließend über Nacht ebenso 

mit Coomassie-Entfärber behandelt. Zuletzt wurde das Gel mit aqua bidest. äquilibriert 

und im Geltrockner zwischen zwei Zellophanfolien getrocknet. Durch Anfärben mit 

Coomassie-Brilliantblau kann von der Intensität der Banden proportional auf die 

Proteinmenge geschlossen werden (BRADFORD, 1976; GRÄSLUND et al., 2008). 

3.5 Immunologische Arbeitstechniken 

3.5.1 Erstellen eines polyklonalen Antiserums 

Für die Erstellung eines polyklonalen Antiserums wurde ein New Zealand White 

Kaninchen mit 100 µg des gewünschten Proteins mittels subkutaner Injektion mindestens 

zwei Mal immunisiert. Da die gewünschten 100 µg Protein in maximal 250µl gelöst sein 

durften, mussten die Proteinproben teilweise in einer Vakuumevaporatorzentrifuge 
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aufkonzentriert werden. Für die Immunisierung wurde maximal 250 µl Proteinlösung mit 

einem Äquivolumen Freudschen Adjuvans vermischt. Bei der ersten Immunisierung wurde 

komplettes, ab der zweiten Immunisierung inkomplettes Freudsches Adjuvans verwendet. 

Die erste Titerkontrolle einer Serumprobe erfolgte vier Wochen nach der zweiten 

Immunisierung mittels eines Western Blots. Bis zum Erreichen des gewünschten Titers, 

einer sichtbaren Bande bei einer Verdünnung des Serums 1 : 50000, erfolgten weitere 

Immunisierungen. Zuletzt wurde das Kaninchen entblutet und das Blut bei 

Raumtemperatur, 3220 xg für mindestens 15 min zentrifugiert. Das Serum wurde 

anschließend dekantiert und bei -20 °C gelagert. 

3.5.2 Aufreinigung eines polyklonalen Antiserums 

Um ein polyklonales Kaninchenantiserum aufzureinigen wurde das Kit HiTrap NHS-

activated HP von Amersham benutzt. Die für die Aufreinigung benutzten Säulen enthalten 

NHS-aktivierte Sepharose, die an primäre Aminogruppen (-NH2) des rekombinant 

hergestellten Proteins kovalent bindet. Wenn das Protein an die Säule gebunden hat, wird 

das Serum über die Säule laufen gelassen. Die darin enthaltenen spezifischen Antikörper 

können so an das als Antigen fungierende Protein binden. Anschließend wird die Säule 

gewaschen und die spezifischen Antikörper eluiert. 

Dafür muss zuerst das in der Säule enthaltene Isopropanol mit 1 mM HCl ausgespült 

werden. Als nächstes wird die Säule mit 1 ml der Ligandenlösung, welche 0,5 mg/ml des 

rekombinanten Proteins in Kopplungspuffer enthält, beladen und verschlossen für 30 min 

bei 25°C inkubiert. Nach erfolgter Kopplung des Proteins müssen alle restlichen aktiven 

Gruppen deaktiviert und unspezifisch gebundene Liganden ausgewaschen werden. Dies 

erfolgt in drei sich abwechselnden Wasch- und Deaktivierungsschritten. Nachdem die 

Säule mit neutralem Puffer gewaschen wurde, erfolgte bei der ersten Benutzung ein 

Leerlauf mit Binde- und Elutionspuffer und ein Äquilibrationsschritt mit Bindepuffer. 

Daraufhin liefen 30 ml des polyklonalen Antiserums mit einer Flussrate von 0,5 ml/min 

über die Säule. Mittels Antigen-Antikörper-Bindung erfolgte die Separation der gesuchten 

Antikörper. Als nächstes wurden Serumreste mit Waschpuffer entfernt und die gesuchten 

Antikörper mit Elutionspuffer eluiert und drei Fraktionen je 1 ml aufgefangen. Sowohl die 

optimale Fraktion, als auch die optimal einzusetzende Verdünnung der Antikörper wurde 

mittels Western Blot ermittelt. 

3.5.3 Western Blot Analysen 

Um Proteine spezifisch nachzuweisen, wurden Western Blot Analysen durchgeführt. Dies 
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bezeichnet die elektophoretische Aufspaltung eines Proteingemischs nach Größe in einem 

SDS-Polyacrylamidgel mit anschließender Immunodetektion. Nach der erfolgten 

Auftrennung mittels Gelelektrophorese (3.4.5) erfolgte der elektrophoretische Transfer der 

Proteine von dem Gel auf eine PVDF-Membran entweder mittels Tankblotting oder 

semidry-Blotting. Für die verwendeten Einstellungen am power supply siehe Tabelle 3-3. 

 

Tabelle 3-3 Einstellungen am power supply beim Western Blotting 
Blotsystem Spannung  Strom Zeit 
Tankblotting 30 V 400 mA 120 min 
Semidry-Blotting max.25 V 3 mA/cm2 Membran 30 min 
 

Daraufhin wurde die Membran in Blotto äquilibriert und mit dem Primärantikörper gegen 

das gesuchte Protein in entsprechender Verdünnung in Blotto über Nacht bei Raum-

temperatur inkubiert. Am folgenden Tag wurden restliche Primärantikörper unter leichtem 

Schwenken mit dreimaligen je zehnminütigen Waschschritten mit Blotto entfernt. 

Anschließend inkubierte die Membran mit dem Sekundärantikörper, einem Alkalische 

Phosphatase konjugierten, monoklonalen Ziegen Anti-Kaninchen IgG Antikörper, in einer 

1 : 30000-Verdünnung in Blotto unter leichtem Schwenken für eine Stunde bei 

Raumtemperatur. Nach einmaligem Spülen mit Blotto und dreimaligem Spülen mit aqua 

bidest. wurde die Membran in AP-Puffer äquilibriert. Die Detektion erfolgte in 30 ml 

frischem AP-Puffer mit 100 µl 5 % BCIP in 100 %igen Dimethylformamid und 200 µl 

5 % NBT in 70 %igen Dimethylformamid.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Herstellung polyklonaler Antiseren 

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von IcaR, GcaD und PurR auf die Biofilmregulation 

von S. epidermidis 1457 weitergehend untersucht werden. Eine mögliche Methode um 

intrazelluläre Proteine in S. epidermidis nachweisen zu können sind Western Blots. Diese 

Methode erfordert zum Nachweis der Proteine spezifische Antikörper, welche als 

polyklonale Antiseren in Kaninchen generiert wurden. Hierfür wurden die Kaninchen mit 

dem jeweiligen Protein, das rekombinant in E. coli hergestellt wurde, immunisiert.  

4.1.1 Klonierung von Expressionsplasmiden 

Um ein Expressionsplasmid zu generieren, wurde die kodierende Sequenz von IcaR, GcaD 

und PurR aus isolierter chromosomaler DNA von S. epidermidis mittels PCR amplifiziert. 

Es wurden Primer verwendet, die bereits die für eine in frame Klonierung benötigten 

att-sites enthielten. Das erhaltene att-PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese 

überprüft. Es folgte die BP-Klonierung und die Transformation des erhaltenen Entry-

Vektors in E. coli. Ob eine Transformation erfolgreich war, wurde mittels einer Kolonie-

PCR überprüft (Abbildung 4-1). 

Zur Bestätigung einer korrekten Insertion wurden der Insertionsbereich der Plasmide 

sequenziert (Anhang II Sequenzierungen) und die erhaltene Sequenz mit der publizierten 

Sequenz von S. epidermidis RP62a (GILL et al., 2005) verglichen. Eine vollständige 

Sequenz von S. epidermidis 1457 ist bislang noch nicht publiziert worden. Die icaR-
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Abbildung 4-1 Transformationskontrolle 
Die Überprüfung einer erfolgreichen Transformation erfolgte mittels Kolonie-PCR. Dargestellt sind die 
Fragmente der PCR-Produkte nach elektrophoretischer Aufspaltung in einem TBE-Agarosegel 
(Ausschnitte). icaR entspricht einer Größe von 558 kB, purR 825 kB und gcaD 1356 kB. Als 
Größenstandard diente ein Markermix aus λ-DNA Hind III verdaut und ϕ-DNA Hae III verdaut. 
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Sequenz von S. epidermidis 1457 war komplett identisch mit dem icaR-Gen in 

S. epidermidis RP62a (IIA). Bei der Sequenz von gcaD fand sich im Protein selbst eine 

Punktmutation im Sinne einer Transition bei der es sich jedoch um eine stumme Mutation 

handelte (IIB).  

Für purR in S. epidermidis 1457 fand sich im Vergleich zu der Sequenz von S. epidermidis 

RP62a in der ersten Sequenzierung (IIC) eine Transversion in der zweiten Base eines 

Tripletts, die bei einer Expression des Proteins theoretisch zu einem Aminosäureaustausch 

von Prolin zu Glutamin geführt hätte, sowie eine weitere Transversion im Sinne einer 

stummen Mutation. Aufgrund einer nichtinduzierbaren Proteinüberexpression wurden 

erneut Klonierungsversuche durchgeführt. Im zweiten Klonierungsexperiment fanden sich 

ebenfalls zwei Transitionen, die beide zu theoretischen Aminosäureveränderungen geführt 

hätten (IID), nämlich von Asparagin zu Asparaginsäure und von Serin zu Prolin. Auch hier 

gelang eine Überexpression nicht. Im dritten purR-Klonierungsexperiment zeigte sich die 

purR-Sequenz von S. epidermidis RP62a und S. epidermidis 1457 letztendlich identisch 

(IIE). 

Anschließend wurden die erhaltenen Sequenzen aus den Entry-Vektoren in den 

Destinationsvektor pDEST17 kloniert. Der erhaltene Expressionsvektor (III) wurde 

anschließend in E. coli transformiert. Einzig der purR-Expressionsvektor wurde aufgrund 

zunächst erfolgloser Testexpressionen ebenfalls sequenziert. Die erhaltene Sequenz war 

jedoch identisch mit dem purR-Gen in S. epidermidis RP62a (Daten nicht gezeigt). 

4.1.2 Proteinüberexpression in E. coli und -aufreinigung  

Die Proteinüberexpression erfolgte in E. coli BL21-AI, der einen Expressionsvektor 

enthielt. Induziert wurde die Proteinüberexpression durch Arabinose. Nach erfolgter 

Überexpression des Proteins wurde der Kulturüberstand geerntet. Nach anschließender 

Aufreinigung (3.4.2 und 3.4.3) wurden zur Kontrolle neben den Proteineluaten auch der 

pelletierte Zellüberstand, Durchlauf und Waschschritte mittels SDS-Gelelektrophorese 

überprüft. Sowohl IcaR, als auch GcaD konnten in den Eluaten als prominente Bande in 

der Elektrophorese nachgewiesen werden.  

Bei IcaR (Abbildung 4-2) fanden sich große Mengen des Proteins in der ersten 

Elutionsfraktion, jedoch mit sichtbaren Verunreinigungen. Die zweite und dritte 

Elutionsfraktion zeigten sich visuell rein, sodass diese Fraktionen zusammengeführt 

wurden. IcaR war in einer ausreichenden Konzentration (0,787 µg/µl) vorhanden.  
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GcaD (Abbildung 4-3A) war in großen Mengen überexprimiert worden. Allerdings hatte 

nicht das gesamte Protein an die Säule gebunden und war auch im Durchlauf (D) deutlich 

nachweisbar. Darüber hinaus ging ein nicht unerheblicher Teil während der beiden 

Waschschritte (W1 und W2) verloren. In den Eluaten fand sich noch ausreichend GcaD. 

Die erste und zweite Elutionsfraktion waren noch deutlich verunreinigt, die 

darauffolgenden Fraktionen zeigten sich jedoch ausreichend rein und wurden 

zusammengefügt. Aufgrund der geringeren Proteinkonzentration (0,349 µg/µl) wurde eine 

Aufkonzentrierung durchgeführt. Für die Aufreinigung des Proteins wurden 

denaturierende, harnstoffhaltige Puffer verwendet. Bei der anschließenden Aufkonzen-

trierung fielen jedoch Harnstoffkristalle aus.  

In einem zweiten Überexpressionsexperiment wurde das Protein in einem harnstofffreien 

Puffer nativ aufgereinigt. In der anschließenden SDS-Gelelektrophorese (Abbildung 4-3B) 

zeigte sich eine erfolgreiche Überexpression mit prominenten GcaD-Banden in den ersten 

Eluaten, die aber deutlich durch fremde Proteine verunreinigt waren. Infolgedessen wurden 
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Abbildung 4-2 SDS-Gelelektrophorese der Proteinüberepression von IcaR  
Zusätzlich zu den erhaltenen Proteineluaten 1 bis 3 (E1 – E3) wurden zur Kontrolle der pelletierte 
Kulturüberstand (P), der Durchlauf (D) und der Waschschritt (W) ebenfalls aufgetragen. 
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Abbildung 4-3 SDS-Gelelektrophorese der GcaD-Aufreinigung 
(A) Denaturierende Aufreinigung und (B) native Aufreinigung in Harnstoff-freiem Puffer. Zusätzlich zu den 
erhaltenen Proteineluaten 1 bis 9 (E1 – E9) wurden zur Kontrolle der pelletierte Kulturüberstand (P), der 
Durchlauf (D) und beide Waschschritte (W1 – W2) ebenfalls aufgetragen. Für weitere Untersuchungen  
wurden E3 – E9 (A) sowie E1 – E8 (B) verwendet. 
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die Fraktionen 1 bis 8 zusammengefügt und die native Aufreinigung wiederholt. Dadurch 

ging jedoch eine relativ große Menge an GcaD verloren, wie sich in einer erneuten SDS- 

Gelelektrophorese (Daten nicht gezeigt) darstellte. Die größte Menge an Protein war im 

Durchlauf nachweisbar. Dahingegen waren sämtliche Eluate visuell rein, sodass diese 

zusammengefügt wurden. Bedingt durch den relativ hohen Proteinverlust war die 

Konzentration eher gering (0,281 µg/µl), sodass eine Aufkonzentrierung durchgeführt 

wurde.  

Vor der eigentlichen PurR-Überexpression wurden Testexpressionen in E. coli BL21-AI 

durchgeführt. Da diese nicht erfolgreich waren, erfolgte ein Wechsel des E. coli Stammes 

von BL21-AI auf BL21 Star. Auch hier schienen die Testexpressionen nicht zu 

funktionieren. In allen Testexpressionen stagnierte etwa 60 Minuten nach Induktion das 

Wachstum (Abbildung 4-4).  

In der Gelelektrophorese der Testexpression zeigte sich jedoch eine neue prominente 

Bande mit einem ungewöhnlichem Laufverhalten (Abbildung 4-5). Es folgten eine 

Überexpression und eine denaturierende Proteinaufreinigung mittels Affinitätschromato-

graphie. In der SDS-Gelelektrophorese waren in den ersten beiden Eluaten ausreichend 

Protein nachweisbar, aber auch deutliche Verunreinigungen, sodass die restlichen acht 

Eluate zusammengefügt wurden. Die zusammengeführten Eluate enthielten eine nur 

geringe Proteinkonzentration (0,139 µg/µl). Beim Aufkonzentrieren fiel erneut Harnstoff 

kristallin aus. Mittels Trichloressigfällung konnte das Protein vom Harnstoff getrennt 

werden und für eine Immunisierung verwendet werden.  
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Abbildung 4-4 Wachstumskurve der PurR-Testexpression 
Dargestellt ist eine repräsentative Wachstumskurve von E. coli BL21 Star pEXPRpurR. Gemessen wurde die 
optische Dichte der Zellkulture bei 600nm (OD600nm), die in logarithmischer Skalierung gegen die Zeit in 
Minuten aufgetragen wurde. Zum Zeitpunkt 0 erfolgte die Induktion der Proteinüberexpression mit IPTG. Es 
sind jeweils Mittelwerte aus drei Experimenten dargestellt. 
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4.1.3 Immunisierung von Kaninchen 

Die Generierung polyklonaler Antiseren erfolgte durch Immunisierung von New Zealand 

White Kaninchen. Vor Gewinnung des gesamten Antiserums wurde die Reaktivität des 

Serums in verschiedenen Verdünnungen mittels Western Blot getestet. Hierzu wurden 

Proteinproben von S. epidermidis 1457 und zur Positivkontrolle Eluate des aufgereinigten, 

nachzuweisenden Proteins verwendet (Abbildung 4-6). Zur Negativkontrolle diente ein vor 

den Immunisierungen entnommenes Nullserum. Ziel war es, eine Reaktivität bei 

Verdünnung des Serums von mindestens 1 : 5000, zu erreichen. Das IcaR- und das GcaD-
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Abbildung 4-5 SDS-Gelelektrophorese der PurR-Test- und Überexpression 
(A) stellt Proben der Testexpression zu den Zeitpunkten 0, 30, 60, 120, 180 und 240 Minuten nach Induktion 
dar. Aufgetragen wurde jeweils der pelletierte und mit 1x Laemmli resuspendierte vollständige 
Zellüberstand. Die erwartete Größe des Proteins beträgt 30,4 kDa + 4 kDa für den His-tag. (B) zeigt die 
Aufreinigung der PurR-Überexpression: pelletierter Kulturüberstand (P), Durchlauf (D), Waschschritte (W1 
– 2) und Proteineluate 1 bis 10 (E1 – E10). 
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Abbildung 4-6 Reaktivitätskontrolle des GcaD-Probeserums mittels Western Blot 
Getestet wurde das nach dreifacher Immunisierung entnommene Testserum in einer Verdünnung von 
1:5000. Die getesteten Proteine waren GcaD-Proteineluate (1a-c) und Proteinproben von S. epidermidis 1457 
(2a+b). 1a-c sind GcaD-Proteineluate aus der Überexpression in E. coli (1a à unverdünntes Eluat, 1b à 
1:10 Verdünnung, 1c à 1:100 Verdünnung). Dieses GcaD enthält einen His-tag und ist etwa 4 kDa größer. 
Die S. epidermidis Proteinproben wurden bei 3,5 (2a) und 24 (2b) Stunden geerntet. Es besteht bereits eine 
geringe Reaktivität des Testserums bei 3,5 Stunden (2a).  
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Antiserum konnten nach vierfacher, das PurR-Antiserum nach fünffacher Immunisierung 

gewonnen werden (Daten nicht gezeigt).  

4.1.4 Aufreinigung polyklonaler Antiseren 

Da die Antiseren in Kaninchen generiert wurden, die nicht in steriler Umgebung gehalten 

wurden, zeigten die Western Blots viele unspezifische Banden. Um diese so gering wie 

möglich zu halten, wurden die Antiseren zusätzlich über eine Säule aufgereinigt, an die das 

jeweilige Protein kovalent gebunden hatte. Als nächstes wurde die Säule mit dem 

Antiserum beladen, die spezifischen Antikörper wurden gebunden, während die 

unspezifischen Antikörper ausgewaschen wurden. Zuletzt konnten die spezifischen 

Antikörper eluiert werden. Mit den Antikörpereluaten wurden Western Blots mit den 

Verdünnungen 1:500, 1:1000, 1:5000 und 1:10000 durchgeführt (Abbildung 4-7). Um 

optimale Bedingungen für folgende Western Blot Analysen zu gewährleisten, wurde die 

Schnittstelle aus maximaler Reaktivität der Verdünnung und dem Minimum an 

Kreuzreaktionen gewählt. Für GcaD wurde Eluat 3 in einer Verdünnung von 1:5000 

gewählt. Für IcaR wurde Eluat 3 in einer 1:1000 Verdünnung gewählt (Daten nicht 

gezeigt). Das PurR-Antiserum war bei Abschluss dieser Arbeit noch nicht aufgereinigt. 

4.2 Analyse intrazellulärer Staphylococcus epidermidis Proteine 

Im weiteren Verlauf sollten die Proteine IcaR, GcaD, RsbU, σB, BarA und BarB auf ihr 

Expressionsmuster während des Wachstums von S. epidermidis 1457 untersucht werden. 

Dafür eignen sich Western Blot Analysen, die mit Proteinproben von S. epidermidis 

Stämmen und den spezifischen Antikörpern erfolgten. Zum Ausschluss stammspezifischen 
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Abbildung 4-7 Western Blot der GcaD-Antikörperaufreinigung 
Western Blots aller Eluate der GcaD-Antikörperaufreinigung. Als Protein wurden S. epidermidis 1457 
Proteinproben, die nach 4,5 Stunden geerntet worden waren, verwendet. Getestet wurden alle drei Eluate in 
den Verdünnungen 1:500 (A), 1:1000 (B), 1:5000 (C) und 1:10000 (D). Verwendet wurde anschließend 
Eluat 3 in einer Verdünnung von 1:5000 (Eluat 3: C). 
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Verhaltens erfolgten zusätzlich Analysen mit zwei weiteren S. epidermidis 

Wildtypstämmen, S. epidermidis 1057 und S. epidermidis 8400. 

4.2.1 Wachstumsverhalten von S. epidermidis Stämmen und Gewinnung 

von Proteinproben 

Um die Proteine IcaR, GcaD, RsbU, σB, BarA und BarB zu analysieren, wurden 

intrazelluläre Proteine der S. epidermidis Wildtypstämme 1457, 1057 und 8400 gewonnen. 

Anschließend mussten geeignete Zeitpunkte für die Proteingewinnung gewählt werden. 

Hierfür wurden Wachstumskurven aus Schüttelkulturen erstellt (Abbildung 4-8) und die 

Kurven anhand ihrer Steigung in Wachstumsphasen unterteilt. Daraus ergab sich bis fünf 

Stunden die exponentielle Phase, zwischen fünf und acht Stunden die transitorische Phase 

und ab acht Stunden bis Experimentende bei 24 Stunden die stationäre Phase. Als 

Zeitpunkte zur Proteingewinnung wurden 2,5, 3,5, 4,5, 5,5, 8 und 24 Stunden gewählt. 

Diese Zeitpunkte wurden für alle Stämme beibehalten, da alle Stämme ein ähnliches 
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Abbildung 4-8 Wachstumskurven von S. epidermidis Stämmen 
Gemessen wurde die optische Dichte bei 600nm, hier logarithmisch dargestellt, über die Zeit. Diagramm A 
zeigt eine Wachstumskurve von S. epidermidis 1457 Wildtyp. Markiert sind die Zeitpunkte zu denen 
Proteinproben gewonnen wurden. Diagramm B zeigt ebenfalls Wachstumskurven von S. epidermidis 1457 
Wildtyp im Vergleich zu den Wildtypen 1057 und 8400. Die Wachstumskurven wurden aus gemittelten 
Werten aus mindestens drei Experimenten erstellt. 



47 
Ergebnisse 

  

Wachstumsverhalten zeigten. Aus früheren Untersuchungen aus dieser Arbeitsgruppe war 

bekannt, dass auch die S. epidermidis 1457 Mutanten ein ähnliches Wachstumsverhalten 

zeigen, ohne relevante Differenzen in Generationszeit und Wachstumsrate. Einzig die 

1457barAB-Mutante zeigte eine leicht verlängerte Generationszeit (JONAS, 2009). Für 

weitere Fragestellungen wurden auch Proben während der stationären Phase zweistündlich 

entnommen. Zusätzlich wurden neben Schüttelkulturen auch statische Kulturen in 

Petrischalen angezüchtet, um Proteinproben unter Biofilmbedingungen zu erhalten. 

4.2.2 Proteinanalysen mittels Western Blot 

4.2.2.1 Expressionsmuster	von	σB	
In S. epidermidis 1457 war der globale Stressregulator σB in fünf Untersuchungen während 

sämtlicher Phasen präsent (Abbildung 4-9A). Allen gemein war eine Dynamik im 

Expressionsmuster. Bis auf eine Ausnahme mit gleichstarken Banden war von der früh- 

(2,5 h) bis mittexponentiellen (3,5 h) Phase immer eine Zunahme der Proteinmenge nach-

weisbar. Bei zwei Untersuchungen fand sich zur mitt- (3,5 h) und spätexponentiellen 

(4,5 h) Phase relativ die stärkste Bande. Zwei weitere zeigten zusätzlich eine ebenso starke 

Bande in der frühtransitorischen Phase (5,5 h). In der späten transitorischen Phase (8 h) 

war bis auf eine Ausnahme bereits eine deutlich geringere Proteinmenge präsent. In der 

stationären Phase konnte bei allen Analysen ein weitere Abnahme mit kaum noch 

detektierbaren Banden beobachtet werden. 

Aufgrund der beobachteten Dynamik, mit Abnahme der Proteinmenge sowohl zwischen 

der früh- (5,5 h) und spättransitorischen (8 h) Phase, als auch zwischen der 

spättransitorischen (8 h) und stationären (24 h) Phase, wurden Einzeluntersuchungen mit 

1457 
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Abbildung 4-9 Western Blot Analysen mit σB-spezifischen Antikörpern 
Die Expression von σB wurde in S. epidermidis 1457 analysiert. Dargestellt ist ein repräsentatives 
Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) mittexponentiellen (3,5 h), spät-
exponentiellen (4,5 h), transitorischen (5,5 und 8 h) und stationären (24 h) Wachstumsphase. Zusätzlich ist in 
(A) die σB -Expression zwischen 4,5 und 8,5 h dargestellt. In (B) wurde das Expressionsmuster mit den 
S. epidermidis Stämmen 1057 und 8400 von 2,5 bis 24 Stunden verglichen. 
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S. epidermidis 1457 Proteinproben durchgeführt, die halbstündlich zwischen 4,5 und 8,5 

Stunden (Abbildung 4-9A) und zweistündlich zwischen 8 und 20 Stunden gewonnen 

worden waren (Daten nicht gezeigt). Zwischen der spätexponentiellen (4,5 h) und der 

spättransitorischen (8,5 h) Phase nahm die Stärke der Banden kontinuierlich ab. In der 

stationären Phase fanden sich in beiden durchgeführten Analysen differierende Ergebnisse 

(Daten nicht gezeigt). Ab 10 Stunden zeigten beide kaum noch erkennbare Banden, eine 

der Beiden zeigte jedoch eine Zunahme zwischen 16 und 18 Stunden mit nachfolgender 

Abnahme der Bandenstärke. 

Zum Ausschluss stammspezifischen Verhaltens wurden vergleichende Untersuchungen mit 

S. epidermidis 1057 und 8400 durchgeführt (Abbildung 4-9B). In S. epidermidis 1057 

stellte sich ein ähnliches Expressionsmuster zu S. epidermidis 1457 dar. Eine maximale 

Expression war in der mitt- bis spätexponentiellen Phase, mit einer darauffolgenden 

Abnahme der Bandenstärke. In S. epidermidis 8400 zeigte sich in zwei von drei 

Untersuchungen keine Dynamik in der Expression von σB. Die Ausnahme stellte eine 

Untersuchung bei der σB in der exponentiellen und transitorischen Phase deutlich, in der 

stationären Phase nur fraglich nachweisbar war (Daten nicht gezeigt). Zusätzlich fand sich 

bei dieser Ausnahme auch eine Zunahme des Proteins von früh- bis zur mittexponentieller 

Phase. Ab diesem Zeitpunkt zeigte sich bis zur spättransitorischen Phase keine Dynamik 

mehr. 

4.2.2.2 Expressionsmuster	von	RsbU	
RsbU ist ein Positivregulator von σB und wird von einem σA-abhängigen Promotor 

transkribiert. In fünf Western Blot Analysen mit RsbU-spezifischen Antikörpern in 

S. epidermidis 1457 war RsbU immer ohne relevante Dynamik in der mittexponentiellen 

bis spättransitorischen Phase nachweisbar (Abbildung 4-10A). Bis auf eine Ausnahme war 

RsbU bereits in einer geringeren Menge in der frühexponentiellen Phase detektierbar. In 

der stationären Phase war RsbU bis auf zwei Ausnahmen kaum noch detektierbar. 

Interessanterweise war RsbU in diesen zwei Ausnahmen in der stationären Phase als 

Doppelbande erkennbar. Es stellte sich ein etwa ein Kilodalton kleineres Protein zusätzlich 

dar, die ursprüngliche RsbU-Bande war etwas schwächer ausgeprägt.  

Zum Ausschluss stammspezifischen Verhaltens wurden die S. epidermidis Stämme 1057 

und 8400 ebenfalls analysiert (Abbildung 4-10B). Beide Stämme zeigten ein fast 

identisches Expressionsmuster, von der frühexponentiellen bis frühtransitorischen Phase 

war RsbU gut darstellbar. Während in S. epidermidis 8400 RsbU nach 8 Stunden noch 

keine Dynamik zeigte, war die Bande in S. epidermidis 1057 schwächer. Interessanter-
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weise zeigte sich bei beiden Stämmen in der stationären Phase eine Dreifachbande, wobei 

die größte fraglich der ursprünglichen RsbU-Bande zugeordnet werden konnte. Bei 

S. epidermidis 1057 zeigten sich alle drei Banden nur schwach, aber gleichmäßig, während 

bei S. epidermidis 8400 das kleinste, etwa zwei Kilodalton kleinere, Protein, die relativ 

stärkste Bande darstellte. 

Aufgrund der Doppelbanden in S. epidermidis 1457 stellte sich der Verdacht auf eine 

spezifische proteolytische Prozessierung. Konsekutiv wurden S. epidermidis 1457 Protein-

proben, die zweistündlich zwischen acht und 20 Stunden gewonnen worden waren, 

analysiert (Abbildung 4-10A). In dieser zweifach durchgeführten Untersuchung zeigte sich 

eine kontinuierliche Abnahme der Stärke der RsbU-Banden. In beiden Untersuchungen 

zeigten sich Doppelbanden, in der Ersten von acht bis 18 Stunden, mit einem Maximum 

bis 14 Stunden und in der Zweiten konnte bei allen Zeitpunkten fraglich eine Doppelbande 

detektiert werden, eine eindeutige Doppelbande stellte sich allerdings nur bei 14 Stunden 

dar. Folglich war eine spezifische proteolytische Prozessierung naheliegend.  

Aufgrund der Hinweise auf eine spezifische proteolytische Prozessierung sollte eine 

Mutante untersucht werden, für die eine andere Proteasenaktivität gezeigt worden war. Für 

S. epidermidis 1457sigB war in dieser Arbeitsgruppe eine gesteigerte Aktivität von 

Proteasen gezeigt worden (SCHEWE, 2009), sodass diese Mutante in einer 

Einzeluntersuchung mit RsbU-spezifischen Antikörpern untersucht wurde (Abbildung 

4-11A).  

RsbU war in 1457sigB von der frühexponentiellen bis zur spättransitorischen Phase 

nachweisbar. Eine Zunahme der RsbU-Expression konnte hier erst später in der 

exponentiellen Phase von 3,5 Stunden auf 4,5 Stunden beobachtet werde. Die stärkste 
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Abbildung 4-10 Western Blot Analysen mit RsbU-spezifischen Antikörpern 
Die Expression von RsbU wurde in S. epidermidis 1457 analysiert. Dargestellt ist ein repräsentatives 
Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) mittexponentiellen (3,5 h), 
spätexponentiellen (4,5 h), transitorischen (5,5 und 8 h) und stationären (24 h) Wachstumsphase. Zusätzlich 
ist in (A) die RsbU-Expression zwischen 8 und 20 h dargestellt. In (B) wurde das Expressionsmuster mit den 
S.epidermidis Stämmen 1057 und 8400 von 2,5 bis 24 Stunden analysiert.  
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Proteinexpression war am Übergang von der spätexponentiellen bis frühtransitorischen 

Phase zu beobachten. Spättransitorisch fand sich eine Doppelbande, stationär war kein 

RsbU mehr darstellbar. Wie zuvor der Wildtyp wurde auch 1457sigB zwischen 8 und 20 

Stunden auf RsbU hin analysiert (Abbildung 4-11B). Bis zehn Stunden ließ sich noch 

eindeutig eine Doppelbande darstellen, ab 12 Stunden nur noch das kleinere Protein, 

dessen Bande kontinuierlich abnahm und sich bei 20 Stunden nicht weiter darstellte. 

4.2.2.3 Expressionsmuster	der	globalen	Regulatoren	BarA	und	BarB	
BarAB werden von einem σB-abhängigen Promotor auf einem gemeinsamen Transkript 

transkribiert. BarA war in vier Untersuchungen immer von der mittexponentiellen bis 

frühtransitorischen Phase präsent (Abbildung 4-12A). In der frühexponentiellen Phase war 

BarA bei drei von vier Untersuchungen noch ausreichend darstellbar, einmal nur fraglich. 

Zwischen 2,5 und 3,5 Stunden zeigte sich durchgehend eine Zunahme der 

Proteinexpression. In der einen Hälfte der Analysen stellten sich die stärksten Banden bei 

3,5 und 4,5 Stunden dar, mit Abnahme bei 5,5 Stunden. In der anderen Hälfte zeigten sich 

die stärksten Banden bis 5,5 Stunden. Spättransitorisch war bei einer Untersuchung kein 

BarA mehr präsent, während bei den restlichen Analysen eine weitere Abnahme der 

Proteinmenge beobachtet wurde. Aufgrund der beobachteten relativen Abnahme der 

Proteinmenge zwischen 5,5 bis 8 Stunden und 8 bis 24 Stunden, wurden 

Einzeluntersuchungen durchgeführt, die diese Zeitpunkte halbstündlich, beziehungsweise 

zweistündlich umfassten. Zwischen 4,5 und 8,5 Stunden fand sich eine kontinuierlich 

abnehmende Proteinmenge. Bei der Analyse der stationär gewonnenen Proteinproben war 

BarA von 8 bis 14 Stunden noch präsent, eine Abnahme konnte zwischen 10 und 12 

Stunden beobachtet werden.  
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Abbildung 4-11 Western Blot Analysen mit RsbU-spezifischen Antikörpern in der sigB-
Mutante 
Die Expression von RsbU wurde in S. epidermidis 1457 und 1457sigB analysiert. Dargestellt (A) ist ein 
Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) mittexponentiellen (3,5 h), spät-
exponentiellen (4,5 h), transitorischen (5,5 und 8 h) und stationären (24 h) Wachstumsphase. Zusätzlich ist in 
(B) für beide Stämme die RsbU-Expression zwischen 8 und 20 h dargestellt. 
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Es erfolgten drei vergleichende Untersuchungen über 24 Stunden mit den S. epidermidis 

Stämmen 1057 und 8400 (Abbildung 4-12B). In S. epidermidis 1057 war BarA immer 

während der exponentiellen und der frühtransitorischen Phase präsent. Während dieser 

Phasen zeigte sich keine relevante Dynamik. Ausnahme war eine einzelne Untersuchung, 

bei der die relativ stärkste Expression bei 2,5 und 3,5 Stunden beobachtet wurde. In zwei 

Untersuchungen war BarA zu den Zeitpunkten 8 und 24 Stunden nicht und in der dritten 

Untersuchung nur fraglich nachweisbar. In S. epidermidis 8400 zeigte BarA ein 

einheitliches Expressionsmuster und war in sämtlichen während der exponentiellen und 

transitorischen Phase gewonnenen Proben präsent. Es zeigte sich eine zu S. epidermidis 

1457 vergleichbare Dynamik. Die stärkste Bande fand sich in der frühtransitorischen Phase 

mit nachfolgender Abnahme bis zur spättransitorischen Phase. In der stationären Phase 

fand sich kein BarA. 

BarB war in sechs Analysen in S. epidermidis 1457 zu sämtlichen untersuchten 

Zeitpunkten ohne relevante Dynamik nachweisbar (Abbildung 4-13A). Ein identisches 

Expressionsmuster fand sich auch in allen mit S. epidermidis 1057 und 8400 

durchgeführten Analysen. 

Da bekannt war, dass BarB, welches von einem σB-abhängigen Promotor transkribiert 

wird, für die PIA-Synthese essenziell ist, S. epidermidis 1457sigB aber trotzdem zu einer, 

wenn auch im Vergleich zum Wildtyp reduzierten, Biofilmfilmbildung fähig ist, sollte 

S. epidermidis 1457sigB auf BarB hin analysiert werden (Abbildung 4-13B). BarB wurde 

auch in S. epidermidis 1457sigB kontinuierlich ohne Dynamik exprimiert. Im Vergleich 

zum Wildtyp zeigte sich jedoch eine geringere Proteinexpression (Abbildung 4-13B).  
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Abbildung 4-12 Western Blot Analysen mit BarA-spezifischen Antikörpern 
Die Expression von BarA wurde in S. epidermidis 1457 analysiert. Dargestellt ist ein repräsentatives 
Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) mittexponentiellen (3,5 h), 
spätexponentiellen (4,5 h), transitorischen (5, 5 und 8 h) und stationären (24 h) Wachstumsphase. Zusätzlich 
ist in (A) die BarA-Expression sowohl zwischen 4,5 und 8,5 h als auch zwischen 8 und 20 h dargestellt. In 
(B) wurde das Expressionsmuster mit den S. epidermidis Stämmen 1057 und 8400 von 2,5 bis 24 Stunden 
analysiert.  
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4.2.2.4 Expressionsmuster	von	GcaD	
GcaD ist ein bifunktionales Enzym. GcaD transferiert zuerst einen Acetylrest auf 

Glucosamin-1-Phosphat, sodass Acetylglucosamin-1-Phosphat entsteht, anschließend 

katalysiert GcaD unter Zusatz von UTP die Reaktion zu UDP-N-Acetylglukosamin. UDP-

N-Acetylglukosamin wird sowohl bei der Zellwandsynthese, als auch für die PIA-Synthese 

benötigt (GERKE et al., 1998). gcaD liegt strangabwärts von barAB und besitzt einen 

putativen σA-abhängigen Promotor (BARTSCHT, 2001). 

In S. epidermidis 1457 war GcaD in sechs Untersuchungen immer in der exponentiellen 

Phase darstellbar (Abbildung 4-14). In fünf von sechs Experimenten zeigte sich in der 

exponentiellen Phase eine Dynamik mit Zunahme der Proteinexpression von der früh- bis 

mittexponentiellen Phase. In der mitt- und spätexponentiellen Phase zeigte sich die stärkste 

Bande. Nur in einer Untersuchung zeigte sich in der frühtransitorischen Phase noch eine 

identisch starke Expression wie in der spätexponentiellen Phase. Bei vier Untersuchungen 

stellte sich in der frühtransitorischen Phase eine deutlich schwächere Bande, in einer kein 

GcaD mehr dar. Bei vier von sechs Untersuchungen war bei 8 und 24 Stunden kein GcaD 

nachweisbar, bei den restlichen beiden Untersuchungen nur sehr fraglich. 
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Abbildung 4-13 Western Blot Analysen mit BarB-spezifischen Antikörpern 
Die Expression von BarB wurde in den S. epidermidis Stämmen 1057, 1457 und 8400 (A), als auch in 
1457sigB im direkten Vergleich mit dem Wildtyp analysiert (B). Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment 
mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) mittexponentiellen (3,5 h), spätexponentiellen (4,5 h), 
transitorischen (5,5 und 8 h) und stationären (24 h) Wachstumsphase.  
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Abbildung 4-14 Western Blot Analysen mit GcaD-spezifischen Antikörpern 
Die Expression von GcaD wurde in den S. epidermidis Stämmen 1057, 1457 und 8400 analysiert. Dargestellt 
ist ein repräsentatives Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) mittexponentiellen 
(3,5 h), spätexponentiellen (4,5 h), transitorischen (5,5 und 8 h) und stationären (24 h) Wachstumsphase.  
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Zum Ausschluss eines stammspezifischen Expressionsmusters erfolgten ähnliche 

Untersuchungen mit den S. epidermidis Stämmen 1057 und 8400 (Abbildung 4-14). In 

S. epidermidis 1057 zeigte sich eine kontinuierliche Proteinexpression in der exponen-

tiellen Phase, bei 5,5 Stunden war GcaD nur noch unsicher nachweisbar. In 

S. epidermidis 8400 war GcaD außer in der exponentiellen Phase auch in der 

transitorischen Phase präsent und ließ sich als schwache Bande auch bei 24 Stunden 

darstellen. Von 2,5 bis 5,5 Stunden war eine Zunahme der Proteinexpression zu 

beobachten, bei 8 Stunden war eine geringere Menge präsent. 

Es folgten weitere Einzeluntersuchungen in S. epidermidis 1457 Mutanten (Abbildung 

4-15). In 1457sigB wurde GcaD im Vergleich zum Wildtyp geringer exprimiert und ließ 

sich nur in der exponentiellen Phase und ohne relevante Dynamik darstellen.  

In 1457barA war eine kontinuierliche Zunahme der Proteinexpression von der 

frühexponentiellen bis frühtransitorischen Phase zu beobachten, während es spät-

transitorisch und stationär nicht präsent war. GcaD war in 1457barB von 2,5 bis 5,5 

Stunden darstellbar, die stärkste Expression fand sich mittexponentiell. 

In 1457barAB war GcaD zu allen Zeitpunkten präsent, es ließ sich jedoch eine Dynamik 

beobachten, mit Zunahme der Expression in der exponentiellen und Abnahme ab der spät-

transitorischen Phase 
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Abbildung 4-15 Western Blot Analysen mit GcaD-spezifischen Antikörpern in 
S. epidermidis 1457 Mutanten 
Die Expression von GcaD wurde in S. epidermidis Stämmen 1457, 1457barA, 1457barB, 1457barAB und 
1457sigB analysiert. Dargestellt ist ein Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) 
mittexponentiellen (3,5 h), spätexponentiellen (4,5 h), transitorischen (5,5 und 8 h) und stationären (24 h) 
Wachstumsphase. 
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4.2.2.5 Expressionsmuster	von	IcaR	
Aus Transkriptionsanalysen ist bekannt, dass die icaADBC-Transkription während der 

postexponentiellen und stationären Phase herunterreguliert ist (KNOBLOCH et al., 2004). 

Also könnte IcaR, als negativer Transkriptionsregulator des ica-Operons, zu diesen 

Zeitpunkten hochreguliert sein.  

In S. epidermidis 1457 war IcaR in sechs Untersuchungen zu allen Zeitpunkten der 

exponentiellen und transitorischen Phase präsent (Abbildung 4-16, Abbildung 4-17). Von 

2,5 bis 4,5 Stunden zeigte sich bei vier von sechs Analysen eine kontinuierliche Zunahme 

der Proteinexpression, während sich bei den übrigen beiden keine relevante Dynamik 

zeigte. Interessanterweise wurde die Bande durchgehend während der transitorischen 

Phase breiter, dreimalig bei 5,5, zweimal bei 8 Stunden, einmal nicht beurteilbar. In zwei 

der sechs Western Blots ließ sich erkennen, dass es sich bei dieser verbreiterten Bande um 

eine Doppelbande handelte. Diese stellte neben der spezifischen IcaR-Bande eine zweite, 

etwa 0,5 Kilodalton kleinere spezifische Bande dar. Bei 24 Stunden war jeweils nur noch 

das kleinere Protein präsent. Es wurde eine mögliche spezifische Prozessierung in 

Erwägung gezogen.  

In einer Einzeluntersuchung mit S. epidermidis 1457 Proteinproben, die zwischen 8 und 20 

Stunden gewonnen worden waren, sollten genauere Hinweise zu der möglichen proteo-

lytischen Prozessierung gewonnen werden (Abbildung 4-17A). Die Doppelbande war nur 

bei 8 Stunden präsent, zwischen 10 und 20 Stunden fand sich nur die kleinere Bande ohne 

weitere Dynamik. In einer vergleichenden Untersuchungen mit S. epidermidis 1057 

(Abbildung 4-16) zeigte sich ein zu S. epidermidis 1457 ähnliches Expressionsmuster mit 

in der exponentiellen Phase nur darstellbarem größeren Protein und einer Doppelbande bei 

5,5 und 8 Stunden. Die Doppelbande bei 8 Stunden zeigte kaum noch die ursprüngliche 

IcaR-Bande. Bei 24 Stunden war ebenfalls nur das kleinere Protein präsent. Bei Analysen 
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Abbildung 4-16 Western Blot Analysen mit IcaR-spezifischen Antikörpern 
Die Expression von IcaR wurde in S. epidermidis Stämmen 1057, 1457 und 8400 analysiert. Dargestellt ist 
ein repräsentatives Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) mittexponentiellen 
(3,5 h), spätexponentiellen (4,5 h), transitorischen (5,5 und 8 h) und stationären (24 h) Wachstumsphase. 
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mit S. epidermidis 8400 (Abbildung 4-16) war IcaR zu allen Zeitpunkten präsent, eine 

Doppelbande war nicht sicher abgrenzbar. 

Da bekannt war, dass σB ein indirekter negativer Transkriptionsregulator von icaR ist und 

die S. epidermidis 1457sigB-Deletionsmutante einen biofilmreduzierten Phänotyp besitzt, 

sollte das IcaR-Expressionsmuster in dieser Mutante analysiert werden. Es zeigte sich ein 

ähnliches Expressionsmuster zum Wildtyp (Abbildung 4-17B), als einziger Unterschied 

erschien die Doppelbande schon bei 5,5 Stunden. In den zwischen 8 und 20 Stunden 

gewonnenen Proteinproben stellte sich zu diesen Zeitpunkten bereits nur die kleinere 

Bande dar und zeigte ein kontinuierliches Expressionsmuster. 

Da alle vorausgehenden Experimente nur in Schüttelkulturen durchgeführt worden waren, 

sollten unter Biofilmbedingungen gewonnene Proteinproben ergänzend auf IcaR hin 

analysiert werden. Exemplarisch wurden die Zeitpunkte 7 und 14 Stunden gewählt. In 

S. epidermidis 1457 (Abbildung 4-18) stellte sich bei 7 Stunden, ähnlich der Schüttel-

kulturen, eine Doppelbande dar. Bei 14 Stunden war zwar auch eine Doppelbande zu 
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Abbildung 4-17 Western Blot Analysen mit IcaR-spezifischen Antikörpern im Vergleich 
mit der sigB-Mutante 
Die Expression von IcaR wurde in S. epidermidis 1457 (A) und 1457sigB (B) in einem Experiment 
analysiert. Dargestellt ist ein Experiment mit Proteinpräparationen der frühexponentiellen (2,5 h) 
mittexponentiellen (3,5 h), spätexponentiellen (4,5 h), transitorischen (5, 5 und 8 h) und stationären (24 h) 
Wachstumsphase. Zusätzlich wurden die Zeitpunkte zwischen 8 und 24 h dargestellt. 
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Abbildung 4-18 Western Blot Analyse mit IcaR-spezifischen Antikörpern unter 
Biofilmbedingungen 
Die Expression von IcaR wurde unter Biofilmbedingungen in S. epidermidis 1457, 1457barA, 1457barB, 
1457barAB, 1457sigB, 1457sigBar und 1457agr analysiert. Dargestellt ist ein Experiment mit 
Proteinpräparationen aus der transitorischen (7 h) und stationären (14 h) Wachstumsphase. 
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sehen, die Bande des größeren Proteins war jedoch kaum noch erkennbar. In 1457sigB war 

analog des Expressionsmusters der aus Schüttelkulturen gewonnenen Proben nur das 

kleinere Protein vorhanden. 

Die Analysen mit S. epidermidis 1457sigB wiesen auf eine möglicherweise früher 

einsetzende proteolytische Prozessierung oder erhöhte intrazelluläre Proteaseaktivität hin. 

Konsekutiv wurde IcaR in S. epidermidis 1457agr (Abbildung 4-18) analysiert, da diese 

Mutante über eine deutlich erniedrigte Proteaseaktivität verfügt (SCHEWE, 2009). 

Interessanterweise zeigte diese stark biofilmpositive Mutante ausschließlich das größere 

Protein ohne Dynamik in der Expression. Ebenso verhielt sich S. epidermidis 1457sigBagr.  

Für S. epidermidis 1457barA, 1457barB und 1457barAB war vor kurzem in dieser 

Arbeitsgruppe im Vergleich zum Wildtyp eine veränderte extrazelluläre Proteaseaktivität 

gezeigt worden (JONAS, 2009). In 1457barAB und in 1457agr war bei beiden Zeitpunkten 

das größere Protein präsent (Abbildung 4-18). 1457barA zeigte bei 7 Stunden noch eine 

Doppelbande, 1457barB zeigte bereits bei 7 Stunden eine Doppelbande die hauptsächlich 

das kleinere Protein darstellte. Bei beiden Mutanten war bei 14 Stunden nur das kleinere 

Protein nachweisbar (Abbildung 4-18). 

Zuletzt sollte in einer Einzeluntersuchung der Einfluss von Ethanol auf IcaR untersucht 

werden (Abbildung 4-19). Es ist bekannt, dass Ethanol die icaR-Transkription hemmt 

(KNOBLOCH et al., 2004). In dem mit Ethanol supplementierten Medium war das IcaR 

sowohl in S. epidermidis 1457, als auch 1457sigB in geringerer Menge nachweisbar. 

Zusätzlich zeigte sich, dass in diesen Proteinproben vor allem das größere Protein 

darstellbar war.  
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Abbildung 4-19 Western Blot-Analyse mit IcaR-spezifischen Antikörpern: Einfluss von 
Ethanol 
Die Expression von IcaR wurde unter Biofilmbedingungen und Supplementierung des Mediums mit 3 % 
Ethanol (EtOH) in S. epidermidis 1457 und 1457sigB analysiert. Dargestellt ist ein Experiment mit Protein-
präparationen der transitorischen (7 h) und stationären (14 h) Wachstumsphase. 
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5 Diskussion 
Staphylococcus epidermidis ist ein Kommensal der menschlichen Haut und Schleimhäute, 

dessen Rolle als Pathogen jahrelang unterschätzt worden ist (HUEBNER & GOLDMANN, 

1999; KLOOS & MUSSELWHITE, 1975). Infektionen in immunkompetenten Personen sind 

selten, jedoch zählt S. epidermidis zu einem der fünf häufigsten Erreger nosokomialer 

Infektionen (VON EIFF et al., 2002; LIM & WEBB, 2005; RUPP & ARCHER, 1994; ZIEBUHR 

et al., 2006). Dass S. epidermidis Infektionen in den letzten Jahrzehnten zugenommen 

haben, korreliert unter anderem mit dem zunehmenden Gebrauch implantierter 

Fremdkörper in der modernen Medizin (VUONG & OTTO, 2002). Ursächlich hierfür ist die 

Fähigkeit von S. epidermidis, an Fremdkörperoberflächen zu adhärieren und einen 

mehrschichtigen Biofilm zu bilden (GÖTZ, 2002; KNOBLOCH et al., 2004). Biofilmbildung 

auf Fremdkörpern führt zu einer erschwerten Erreichbarkeit des Erregers für das 

wirtseigene Immunsystem und zu einer Toleranz gegenüber Antibiotika, häufig ist die 

Explantation des Fremdmaterials die letzte Therapieoption (MACK et al., 2007).  

Die Biofilmbildung unterteilt sich in vier Phasen: der primären Adhäsion des Erregers an 

die Polymeroberfläche, der darauffolgenden Akkumulation, Reifung und letztendlich 

Ablösung. In der Akkumulationsphase wird der interzelluläre Kontakt unter anderem durch 

das Exopolysaccharid PIA (polysaccharid intercellular adhesin) vermittelt, deren Synthese 

durch ein komplexes Netzwerk reguliert wird. Das Wissen um diese Regulations-

mechanismen bildet eine Grundlage für die Entwicklung gezielter Therapien. Das 

Verständnis, zu welchem Zeitpunkt des bakteriellen Wachstums Regulatoren exprimiert 

werden, ist essenziell, um spezielle Targets wählen zu können. Untersuchungen zur 

wachstumsabhängigen Expression der Regulatoren der PIA-Synthese in S. epidermidis 

fehlten jedoch bislang. 

5.1 Generierung polyklonaler Antiseren 

Das wachstumsabhängige Expressionsmuster folgender Proteine sollte mittels Western 

Blots in S. epidermidis 1457 analysiert werden: der alternative Sigmafaktor σB, der ein 

globaler Stressregulator ist und durch RsbU aktiviert wird, die Positivregulatoren der PIA-

Synthese BarA und BarB, IcaR, einem Negativregulator des ica-Operons, das 

bifunktionale Enzym GcaD und der putative Regulator PurR. 

Gegen den alternativen Sigmafaktor σB, RsbU, BarA und BarB gerichtete Antiseren lagen 

in dieser Arbeitsgruppe bereits vor. Gegen IcaR, GcaD und PurR gerichtete Antiseren 
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wurden erfolgreich im Rahmen dieser Arbeit generiert. 

Die spezifischen Antikörper wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit den 

rekombinant überexprimierten Proteinen IcaR, GcaD und PurR generiert. Für die 

Überexpression von IcaR, GcaD und PurR wurde das E. coli Expressions System mit 

Gateway® Technologie von Invitrogen verwendet. Nach der Klonierung wurde die 

Sequenz des jeweiligen offenen Leserahmens durch Sequenzierung überprüft. Es konnte 

gezeigt werden, dass die Sequenzen der Gene icaR, gcaD und purR in S. epidermidis 1457 

und die bereits publizierten Sequenzen dieser Gene in S. epidermidis RP62a (GILL et al., 

2005) identisch sind.  

IcaR konnte erfolgreich und komplikationslos überexprimiert und aufgereinigt werden. Die 

Überexpression und Aufreinigung des rekombinanten GcaD erfolgte zweimal. In der ersten 

Überexpression erforderte eine zu geringe Proteinkonzentration der Eluate eine 

Aufkonzentrierung. Aufgrund denaturierender Aufreinigungsmethoden führte die 

Aufkonzentrierung zu einer Kristallisation des enthaltenen Harnstoffs. 

Eine denaturierende Aufreinigung bietet, wenn die biochemischen Fähigkeiten des 

Proteins nicht benötigt werden, beispielsweise bei einer Immunisierung, zahlreiche 

Vorteile. Werden größere Mengen eines Proteins rekombinant hergestellt, bilden sich 

häufig unlösliche intrazelluläre Proteinaggregate, sogenannte inclusion bodies, welche im 

Pellet nachgewiesen werden können. Inclusion bodies können unter denaturierenden 

Bedingungen aufgelöst werden (GABERC-POREKAR & MENART, 2001; SCHLAGER et al., 

2012). Zusätzlich wird durch Denaturierung des rekombinanten Proteins, welches 

N-terminal den aus sechs Histidinresten bestehenden His-tag enthält, aufgrund der 

Konformationsänderung eine bessere Freilegung des His-tags erreicht. Der freigelegte His-

tag bewirkt eine effizientere Bindung des rekombinanten Proteins an eine affinitäts-

chromatographische Säule bei einer Proteinaufreinigung. 

In der zweiten GcaD Überexpression und der anschließenden nativen Aufreinigung fanden 

sich ausreichende Proteinmengen. Trotz Imidazol in den Waschpuffern enthielten die 

ersten Eluate jedoch reichlich Kontaminationen (GRÄSLUND et al., 2008). Folglich wurden 

die erhaltenen Eluate nochmals nativ über die Säule aufgereinigt. Trotz identischer 

Versuchsbedingungen war eine relativ große Menge des rekombinanten Proteins im 

Durchlauf verloren gegangen. Einerseits lag möglicherweise der His-tag unter nativen 

Bedingungen nicht ausreichend frei, sodass das rekombinante Protein nicht effizient 

binden konnte, andererseits waren die Eluate eventuell nicht ausreichend umgepuffert 

worden, sodass eine zu hohe Imidazolkonzentration (> 30 mM Imidazol) eine vollständige 
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Bindung verhinderte (GRÄSLUND et al., 2008). Denkbar wäre ebenfalls eine Proteolyse mit 

Entfernung des His-tags, allerdings war präventiv ein Proteaseinhibitor bei der 

Aufreinigung hinzugefügt worden. Zusätzlich zeigte die beobachtete Bande in der SDS-

Gelelektrophorese die erwartete Größe, was eine Proteolyse unwahrscheinlich macht. 

Trotz Proteinverlust im Durchlauf war nach Zusammenführen der Eluate und 

anschließendem Aufkonzentrieren eine für weitere Experimente ausreichende Protein-

konzentration in dem zusammengeführten Eluat vorhanden. 

Für die initial erfolglose PurR-Überexpression können mehrere Gründe diskutiert werden. 

Trotz korrekter Sequenz des dritten Vektors (Anhang IIE) konnte in E. coli BL21-AI keine 

Proteinüberexpression erzielt werden, sodass die Mutationen der purR-Sequenz der ersten 

beiden Vektoren nicht ursächlich sein können. Erst nach Wechsel des Stammes auf 

E. coli BL21 Star zeigte sich in der Testexpression eine prominente Bande. Berrow et al. 

analysierten in einer großen multizentrischen Studie mögliche Parameter, die zur 

Veränderungen der Expression eines rekombinanten Proteins in E. coli BL21 führten 

(BERROW et al., 2006). In dieser Arbeit wurde nicht nur der E. coli Stamm variiert, sondern 

mit dem Wechsel wurde ebenfalls eine geringere Umgebungstemperatur gewählt. Eine 

Reduktion der Umgebungstemperatur verbessert die Löslichkeit des rekombinanten 

Proteins (VERA et al., 2007). Trotz möglicher Präzipitation des Proteins, hätte dieses 

Protein jedoch in einer SDS-Gelelektrophorese als prominente Bande im gesamten 

Zellüberstand sichtbar sein müssen. Somit liegt für die initial erfolglose Expression eine 

stammspezifische Ursache nahe. 

PurR könnte in höheren Konzentrationen für E. coli toxisch sein, denn in allen 

Testexpressionen zeigte sich ab etwa 60 Minuten nach Induktion sowohl bei E. coli BL21-

AI, als auch bei E. coli BL21 Star ein stagnierendes Wachstum (Abbildung 4-4). Dagegen 

spricht jedoch, dass E. coli BL21-AI für die Expression toxischer Proteine geeigneter ist 

als E. coli BL21 Star (Herstellerangaben). E. coli BL21 Star besitzt eine Mutation im 

rne131-Gen, welches für die Endonuclease RNase E codiert und somit den RNA-Abbau 

verhindert (GRUNBERG-MANAGO, 1999; KIDO et al., 1996). Folglich ist denkbar, dass die 

PurR Expression in E. coli BL21-AI zu gering war, um sie mittels SDS-Gelelektrophorese 

zu detektieren und erst dank erhöhter mRNA-Stabilität in E. coli BL21 Star ausreichend 

hohe Proteinkonzentrationen erzielt werden konnten, um PurR als prominente Bande 

darzustellen. 

Unerwarteterweise stellte sich die als PurR identifizierte Bande inklusive des His-tags in 

der SDS-Gelelektrophorese etwa fünf Kilodalton größer dar. Allerdings ließ sich das 
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überexprimierte Protein erfolgreich mittels Affinitätschromatographie aufreinigen. Eine 

erfolgreiche Aufreinigung über eine metallaffinitätschromatographische Säule garantiert 

jedoch nicht, dass es sich um das gewünschte überexprimierte Protein handelt, da auch 

gewöhnliche E. coli Proteine aufgrund einer hohen Affinität zu zweiwertigen Kationen, 

wie beispielsweise Nickel, mitaufgereinigt werden können (GRÄSLUND et al., 2008; 

HOWELL et al., 2006; MEINNEL et al., 1992). Mögliche kontaminierende E. coli Proteine, 

die etwa ein ähnliches Molekulargewicht wie PurR besitzen, werden in Tabelle 5-1 

aufgezählt.  

 

Tabelle 5-1 Über Ni2+-Affinitätschromatographie potentiell mitaufgereinigte E. coli 
Proteine (HOWELL et al., 2006) 
Protein Funktion Molekulargewicht [kDa] 

YeiH hypothetisch 36,9 

YbiB hypothetisch 34,9 

YrbG Metallkationenaustauscher 34,7 

HchA Chaperon 31,1 

RplB Großes ribosomales Protein L2 29,7 

 

Um auszuschließen, dass es sich bei dem aufgereinigten Protein um ein gewöhnliches 

E. coli Protein mit ähnlichem Molekulargewicht handelt, könnte beispielsweise eine 

Massenspektrometrie durchgeführt werden. Dieses wurde jedoch im Rahmen der 

Doktorarbeit nicht durchgeführt. Die Experimente mit den gewonnenen polyklonalen 

Testseren wiesen später jedoch auf eine korrekte Überexpression von PurR hin (siehe 

unten), sodass von einem atypischen Laufverhalten des Proteins in der SDS-Gelelektro-

phorese ausgegangen werden kann. 

IcaR, GcaD und PurR waren somit erfolgreich überexprimiert worden und wurden für die 

Immunisierung von Kaninchen zur Generierung polyklonaler Antiseren verwendet. 

Nachdem die Antiseren mittels Western Blots auf eine ausreichende Reaktivität überprüft 

worden waren, konnten sie über Säulen aufgereinigt werden. Diese Säulen waren durch 

Bindung des jeweiligen Proteins an NHS-aktivierte Sepharose für die Antikörper-

aufreinigung vorbereitet worden. Um sicherzustellen, dass die aufgereinigten Antiseren das 

für die Immunisierung verwendete Protein detektierten, wurden Western Blots mit einem 

aufgereinigten Eluat der His-tag Proteine durchgeführt (Abbildung 4-7). Diese Banden 
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stellten sich dann aufgrund des His-tags erwartungsgemäß etwa vier Kilodalton größer als 

die entsprechenden Proteine in S. epidermidis 1457 dar. Einen zusätzlichen Kontroll-

mechanismus stellte eine fehlende prominente Bande gleicher Größe dar, wenn der 

Western Blot mit dem Nullserum durchgeführt wurde. Somit standen für den Nachweis 

von IcaR und GcaD aus S. epidermidis 1457 geeignete polyklonalen Antiseren zur 

Verfügung. Das PurR-Antiserum war im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht aufgereinigt 

worden. Reaktivitätskontrollen zeigten jedoch eine erfolgreiche Immunisierung. Für das 

erzeugte PurR-Antiserum steht eine abschließende Kontrolle mittels Western Blot Analyse 

zur Verfügung. So könnten die Antikörper anhand gewonnener Proteinproben aus der 

S. epidermidis 1457purR-Deletionsmutante überprüft werden (JONAS, 2009). Das Fehlen 

der PurR-Bande im Vergleich zu der im Proteingemisch des Wildtyp-Stammes wäre hier 

beweisend für die erfolgreiche Herstellung eines PurR Antiserums. 

Für weitere Untersuchungen standen somit die bereits in dieser Arbeitsgruppe erzeugten 

polyklonalen Antiseren gegen RsbU, σB, BarA und BarB (JONAS, 2009) sowie die im 

Rahmen dieser Arbeit erzeugten Antiseren gegen IcaR und GcaD zur Verfügung. 

5.2 Expression von σB und RsbU  

In dieser Arbeitsgruppe war bereits gezeigt worden, dass die in dieser Arbeit verwendeten 

S. epidermidis 1457 Mutanten sich bis auf eine Ausnahme in ihrer Wachstumsrate und 

Generationszeit nicht relevant vom Wildtyp unterscheiden (JONAS, 2009). Einzig 

S. epidermidis 1457barAB zeigt im Vergleich eine nicht signifikante Verzögerung des 

Wachstums. Für die anderen beiden untersuchten Wildtypen S. epidermidis 1057 und 8400 

war ebenfalls keine relevante Abweichung in der Wachstumskurve festgestellt worden 

(JONAS, 2009). Folglich wurden für alle Stämme in den weitergehenden Untersuchungen 

identische Zeitpunkte für die Gewinnung von Proteinproben gewählt.  

Erkenntnisse zum globalen Stressregulator σB (1.4.1) stammen vor allem aus 

Untersuchungen mit Bacillus subtilis und konnten teilweise auch für Staphylococcus 

aureus und Staphylococcus epidermidis adaptiert werden. In dieser Arbeit sollte das 

wachstumsabhängige Expressionsmuster des alternativen Sigmafaktors σB in 

S. epidermidis analysiert werden. Für S. epidermidis 1457 wurde in allen Western Blot 

Analysen eine Dynamik im Expressionsmuster beobachtet (Abbildung 4-9). Die Analysen 

zeigten eine zunehmende Expression während der exponentiellen Phase, mit einem 

Maximum während der spätexponentiellen Phase. Spätestens ab der spättransitorischen 

Phase nahm die Menge von σB relevant ab. Trotzdem scheint eine minimale basale 
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Expression auch während der stationären Phase vorhanden zu sein. In einer von zwei 

Einzeluntersuchungen wurde eine erneute Zunahme der Expression ab etwa 16 Stunden 

beobachtet (Daten nicht gezeigt). Weitere Untersuchungen müssten hier folgen, um diese 

Einzelbeobachtung zu evaluieren. 

Dass der intrazelluläre σB-Spiegel allerdings nicht mit der σB-Aktivität korrelieren muss, 

ist aus Untersuchungen mit B. subtilis bekannt (BENSON & HALDENWANG, 1993a, 1993b). 

In S. epidermidis 1457 wurde bereits zuvor in dieser Arbeitsgruppe die wachstums-

abhängige σB-Aktivität anhand von Transkriptionsanalysen des ausschließlich σB-abhängig 

transkribierten Gens asp23 (alkaline shock potein 23) untersucht. Interessanterweise fand 

sich für S. epidermidis 1457 die maximale σB-Aktivität bei sieben Stunden, somit später als 

die in dieser Arbeit beobachtete maximale σB-Menge (JÄGER, 2007). Für die Aktivität von 

σB ist die Regulation durch RsbU, RsbV und RsbW entscheidend. Somit konnte auch für 

S. epidermidis 1457 gezeigt werden, dass keine direkte Korrelation zwischen der Menge 

und Aktivität des alternativen Sigmafaktors σB besteht. 

Um ein stammspezifisches Verhalten auszuschließen, wurden ebenfalls Untersuchungen in 

den S. epidermidis Wildtyptämmen 1057 und 8400 durchgeführt (Abbildung 4-9B). 

Während S. epidermidis 1057 eine ähnliche Dynamik zeigt, kann für S. epidermidis 8400 

eine kontinuierliche Expression in einem Zeitraum von 24 Stunden beobachtet werden. 

Weitere Untersuchungen mit anderen Stämmen sind somit nötig, um stammspezifische 

Ursachen auszuschließen. Für S. aureus Newmann (DUTHIE & LORENZ, 1952) wurde von 

Senn et al. ein zu S. epidermidis 8400 ähnliches kontinuierliches Expressionsmuster (1 bis 

8 Stunden) beobachtet (SENN et al., 2005), auch hier fand sich eine abweichende Dynamik 

der σB-Aktivität, mit maximaler Aktivität während der spätexponentiellen Phase 

(BISCHOFF et al., 2001). 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass σB als globaler Regulator in S. epidermidis in 

allen Wachstumsphasen präsent ist. Die Dynamik der Proteinmenge variiert je nach 

S. epidermidis Stamm. Wachstumsabhängige Northern Blot Analysen des alternativen 

Sigmafaktors σB könnten helfen zu verstehen, inwieweit posttranskriptionelle 

Mechanismen eine Rolle für die Expression von σB in S. epidermidis spielen. Ähnliche 

Analysen in S. aureus Newman ergaben eine Diskrepanz zwischen Transkription und 

Proteinexpressionsmuster (BISCHOFF et al., 2001; SENN et al., 2005). Entscheidend für die 

regulative Funktion von σB ist jedoch vor allem die Aktivität und nicht die Proteinmenge. 

Der σB Positivregulator RsbU wird benötigt, um den globalen Stressregulator σB über eine 

Regulationskaskade zu aktivieren (Abbildung 1-2) (GIACHINO et al., 2001; KNOBLOCH 
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et al., 2001). In S. epidermidis 1457 wurde RsbU sowohl in der exponentiellen, als auch 

transitorischen Phase nachgewiesen (Abbildung 4-10). Während die Expression von der 

früh- bis mittexponentiellen Phase zunahm, war RsbU ab der mittexponentiellen bis zur 

spättransitorischen Phase ohne relevante Dynamik präsent. Stationär war RsbU bis auf 

zwei aus fünf Untersuchungen kaum noch nachweisbar. Darüber hinaus wurde ab der 

spättransitorischen Phase eine weitere, etwa ein Kilodalton kleinere spezifische Bande 

beobachtet. Dies weist auf eine spezifische Prozessierung von RsbU hin. Ein fast 

identisches Expressionsmuster ließ sich für die anderen untersuchten Wildtypstämme 

S. epidermidis 1057 und 8400 nachweisen, mit dem Unterschied, dass bei diesen 

Wildtypen bei 24 Stunden noch immer eine spezifische Bande vorhanden war. Somit 

zeigen die hier untersuchten S. epidermidis Wildtypstämme eine kontinuierliche 

Expression während der exponentiellen und transitorischen Phase, mit Hinweis auf eine 

spezifische Prozessierung in der stationären Phase. 

In B. subtilis wird RsbU selbst durch eine Kaskade reguliert, bestehend aus RsbR, RsbS, 

RsbT und RsbX, wobei RsbT durch Bindung an eine N-terminale Bindungsdomäne in 

RsbU dessen Phosphataseaktivität stimuliert (AKBAR et al., 1997; DELUMEAU et al., 2004). 

Diese vorgeschaltete Kaskade fehlt jedoch in S. aureus und S. epidermidis. In 

Staphylokokken wird rsbU von einem σA-abhängigen Promotor abgelesen, strangabwärts 

werden zusätzlich rsbVWsigB von einem vorgeschalteten, σB-abhängigen Promotor 

transkribiert (KNOBLOCH et al., 2001). Interessanterweise konnte für S. aureus trotz 

fehlender vorgeschalteter Regulationskaskade gezeigt werden, dass die N-terminale 

Bindungsdomäne für RsbT in RsbU ebenfalls konserviert ist (PANE-FARRE et al., 2009). 

Dies lässt somit einen von B. subtilis abweichenden Aktivierungsmechanismen für RsbU 

in Staphylokokken vermuten. 

Für S. aureus ist bekannt, dass eine Überexpression von RsbU zu einer unverzüglichen 

Erhöhung der σB-Aktivität führt (SENN et al., 2005). Dies lässt auch für S. epidermidis eine 

direkte Korrelation zwischen RsbU-Expression und σB-Aktivität vermuten. Allerdings 

zeigte in S. epidermidis die σB-Aktivität im Gegensatz zur RsbU-Expression eine deutliche 

Dynamik, mit einem Maximum der Aktivität während der spätexponentiellen Phase 

(JÄGER, 2007). Diese Beobachtung deckt sich mit denen in S. aureus. Northern und 

Western Blots zeigten während der exponentiellen Phase eine kontinuierliche rsbU-

Transkription in S. aureus und einen konstanten RsbU Proteinspiegel, während σB eine 

Dynamik mit maximaler Aktivität während der spätexponentiellen Phase aufwies 

(BISCHOFF et al., 2001; SENN et al., 2005). 
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Auffällig ist, dass σB länger als RsbU in der stationären Phase nachweisbar ist. Ein Grund 

hierfür könnte unter anderem die Autoregulation von σB sein.  

Um zu beurteilen, ob σB Einfluss auf die Regulation von RsbU hat, wurde das 

Expressionsmuster in einer sigB-Deletionsmutante untersucht (Abbildung 4-11), welches 

eine tendenziell später einsetzende und verkürzte Expression von RsbU zeigte. Zusätzlich 

setzte in dieser Mutant die spezifische Prozessierung früher ein als beim Wildtyp. Die 

Beurteilung dieses veränderten Expressionsmusters ist allerdings schwierig, da es sich bei 

σB um einen globalen Regulator handelt, dessen Deletion in S. epidermidis eine massive 

Veränderung der Expressionsmuster sowohl von Exoproteinen, als auch cytoplasmatischer 

Proteine bewirkt (JONAS, 2009; KIES et al., 2001). Die Hypothese, dass σB selbst Einfluss 

auf die Regulation von RsbU hat, wird allerdings durch neuere Erkenntnisse über die 

Expression von σA gestützt. Die Gene, die für den Sigmafaktor σA kodieren, finden sich im 

macromolecular synthesis operon (MMSO), welches in S. epidermidis für drei weitere 

Gene kodiert. Bryant et al. zeigten anhand S. epidermidis 1457, dass sigA unter anderem 

auch von einem σB-abhängigen Promotor transkribiert wird (BRYANT et al., 2010). Dies 

würde bedeuten, dass sigA bei einer Deletion von sigB vermindert transkribiert wird und 

somit eine geringere und verzögerte RsbU-Expression erklären könnte.  

Transkriptionsanalysen zeigten, dass sigA fast ausschließlich kontinuierlich transkribiert 

wird (BRYANT et al., 2010). Eine Ausnahme bildet jedoch der Übergang von der 

transitorischen in die stationäre Phase, bei 10 und 12 Stunden fand sich eine deutlich 

reduzierte Transkription. Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass die sigA-

Transkription im Wildtyp ab 12 bis 16 Stunden wieder zunahm, jedoch nicht in der sigB-

Deletionsmutante (BRYANT et al., 2010). Eine Reduktion der RsbU Expression zwischen 

10 und 12 Stunden konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden, wohl aber die deutlich 

längere Expression von RsbU beim Wildtyp im Gegensatz zu der sigB-Deletionsmutante. 

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass σB die Expression von RsbU indirekt 

mittels Modulation der σA-Transkription reguliert, eine zusätzliche posttranskriptionelle 

Regulation scheint jedoch wahrscheinlich. Diese RsbU-Modulation durch σB bedeutet, dass 

unter Stressbedingungen, neben der Autoregulation von σB, eine Aktivierung der RsbU-

Expression stattfindet. Dies erscheint sinnvoll, wenn bedacht wird, dass durch die 

Autoregulation von σB die Transkription von rsbVWsigB initiiert und somit dafür gesorgt 

wird, dass RsbV ausreichend durch RsbU dephosphoryliert werden kann. Diese 

Positivregulation von RsbU wirft allerdings die Frage auf, inwieweit Mechanismen 

vorhanden sind, die RsbU negativ regulieren könnten, wie dies für S. aureus vermutet 
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wurde (PANE-FARRE et al., 2009). Hier könnten Untersuchungen zu der in S. aureus 

konservierten RsbT-Bindungsdomäne Aufschluss über einen potentiellen negativen 

Regulator geben. 

Alternativ wäre auch eine agr-vermittelte Regulation von RsbU in Betracht zu ziehen. 

Proteomanalysen in dieser Arbeitsgruppe ergaben für S. epidermidis 1457agr eine stärkere 

RsbU Expression (JONAS, 2009). Dies könnte ebenfalls die geringere RsbU-Expression in 

S. epidermidis 1457sigB erklären, da das agr-System durch σB reprimiert wird und somit 

für eine geringere RsbU-Expression verantwortlich sein könnte (JÄGER, 2007; ZIEBANDT 

et al., 2004). Dagegen sprechen jedoch die Beobachtung von Jäger, der für S. epidermidis 

1457sigB keinen relevanten Transkriptionsunterschied von rsbU zum Wildtyp beobachtete 

(JÄGER, 2007). Zudem fiel eine früher einsetzende spezifische Prozessierung von RsbU in 

der sigB-Deletionsmutante im Vergleich mit dem Wildtyp auf (Abbildung 4-11). Für S. 

epidermidis 1457sigB war in dieser Arbeitsgruppe bereits eine Verdopplung der 

extrazellulären Gesamtproteaseaktivität beobachtet worden (KNESCHKE, 2011). Somit wird 

erstmalig eine verstärkte cytoplasmatische proteolytische Aktivität der sigB-Deletions-

mutante postuliert. Da Sigmafaktoren für die Erkennung von Promotoren zuständig sind 

(1.4.1), können sie nur positiv regulieren und benötigen einen weiteren Regulator. Auch 

hier ist eine agr-vermittelte Regulation möglich. Aus Transkriptionsanalysen mit RNAIII, 

einem Transkript des agr-Locus, ist bekannt, dass RNAIII bei S. epidermidis 1457sigB im 

Vergleich zum Wildtyp verstärkt transkribiert wird (KNESCHKE, 2011). Durch die fehlende 

Repression von agr werden Proteasen hochreguliert und sorgen somit für einen 

beschleunigten Abbau von RsbU. Bislang wurde für agr nur eine Induktion von 

Exoproteasen beschrieben (YAO et al., 2006). Dies wird zusätzlich durch Erkenntnisse 

dieser Arbeitsgruppe gestützt, dass eine Deletion von agr zu einem fast vollständigem 

Verlust der extrazellulären Proteasen führt (Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. J.K.-M. 

Knobloch, unpubliziert). 

Der globale Stressregulator σB wird durch RsbU über eine Regulationskaskade aktiviert. In 

dieser Arbeit sollten die wachstumsabhängigen Expressionsmuster beider Proteine 

untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass das von einem σA-abhängigen 

Promotor transkribierte RsbU in allen untersuchten S. epidermidis Stämmen kontinuierlich 

bis zur transitorischen Phase exprimiert wird und in der stationären Phase einer 

spezifischen Prozessierung unterliegt. σB ist in S. epidermidis in allen Wachstumsphasen 

präsent, mit einer variierenden Dynamik der Proteinmenge je nach S. epidermidis Stamm. 

Für S. epidermidis 1457 wurde gezeigt, dass keine Korrelation zwischen der Aktivität und 
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Expression von σB vorhanden ist. Des Weiteren ergaben die Analysen, dass σB 

offensichtlich länger als RsbU exprimiert wird. Erklärungen hierfür sind die 

Autoregulation von σB, eine indirekte Regulation von RsbU durch das agr-System oder 

durch σB mittels Modulation der σA-Transkription. Am wahrscheinlichsten ist jedoch eine 

Steuerung der beobachteten spezifischen proteolytischen Prozessierung von RsbU. An 

dieser Stelle wurde erstmalig eine früher einsetzende spezifische proteolytische 

Prozessierung in der S. epidermidis 1457sigB Mutante beobachte. Es wird eine verstärkte 

agr-regulierte Proteasenaktivität dieser Mutante postuliert.  

5.3 Expression von BarA und BarB 

In S. epidermidis sind BarA und BarB globale Regulatoren, die initial aufgrund ihrer 

postulierten Funktion in der Biofilmregulation benannt wurden (KNOBLOCH, 2005). In 

dieser Arbeitsgruppe wurde für BarB sowohl eine essenzielle Bedeutung für die 

Biofilmbildung ermittelt, als auch ein signifikanter Einfluss auf das intrazelluläre Proteom 

durch BarA und BarB (JONAS, 2009). In dieser Arbeit sollte das Expressionsmuster von 

BarA und BarB in S. epidermidis 1457 untersucht werden. BarA war in S. epidermidis 

1457 von der frühen exponentiellen bis zur transitorischen Phase nachweisbar (Abbildung 

4-12). Die prominenteste Bande fand sich in der mitt- und spätexponentielle Phase, mit 

folgender kontinuierlicher Abnahme der Proteinmenge bis etwa 14 Stunden. Ab 16 

Stunden war kein BarA mehr nachweisbar. In S. epidermidis 8400 zeigte sich ein sehr 

ähnliches Expressionsmuster. In S. epidermidis 1057 nahm die Menge an BarA über die 

Zeit gesehen bereits schon ab der spätexponentiellen Phase ab, sodass für BarA keine 

verallgemeinernde Aussage zur Expression in S. epidermidis getroffen werden kann. Es 

wurde aber festgestellt, dass BarA immer von der exponentiellen bis frühstationären Phase 

exprimiert wird. 

BarB hingegen zeigte immer ein konstitutives Expressionsmuster ohne relevante Dynamik 

(Abbildung 4-13). Dies konnte in allen untersuchten S. epidermidis Wildtypen beobachtet 

werden. 

Aus Transkriptionsanalyen ist bekannt, dass barA und barB zusammen transkribiert 

werden (BARTSCHT, 2001), einerseits von einem σB-, andererseits von einem σA-

abhängigen Promotor (JONAS, 2009). Das σA-abhängige Transkript umfasst zusätzlich das 

strangaufwärts liegende Gen purR. Northern Blot Analysen zeigten, dass das σB-abhängige 

Transkript während der exponentiellen Phase stark und während der stationären Phase nur 

schwach vorhanden war (BARTSCHT, 2001). Das σA-abhängige Transkript hingegen war 
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nur während der exponentiellen Phase nachweisbar (BARTSCHT, 2001). Für BarA kann 

somit nur gezeigt werden, dass ein wachstumsabhängiges Expressionsmuster vorliegt, 

welches sich ähnlich dem Transkriptionsmuster verhält. Es stellt sich die Frage, warum 

BarB trotz einer zur BarA identischen Transkription länger nachweisbar ist. Da BarA 

während der stationären Phase (24 Stunden) nicht mehr exprimiert wird, wurde vermutet, 

dass die BarB Expression offensichtlich nicht auf (post-)transkriptioneller Ebene reguliert 

wird. Somit würde es sich bei BarB um ein besonders stabiles Protein handeln. 

In S. epidermidis reguliert BarA die PIA-Synthese durch eine signifikante positive 

Regulation der icaA-Transkription (JONAS, 2009). Für andere Staphylokokkenspezies 

liegen für das BarA-homologe YabJ bislang keine vergleichbaren Daten oder Hinweise auf 

die Funktion vor. YabJ in B. subtilis wurde bislang eine fragliche Rolle in der Purin-

biosynthese zugesprochen (SAXILD et al., 2001; SINHA et al., 1999). In S. aureus konnte 

durch Deletion des yabJspoVG-Operons und anschließender Komplementierung nur dem 

BarB-homologen SpoVG eine Funktionen beigemessen werden (MEIER et al., 2007; 

SCHULTHESS et al., 2009, 2011). In S. aureus ist SpoVG unter anderem essenziell für die 

Bildung einer Polysaccharidkapsel, welche bei S. epidermidis nicht vorhanden ist (MEIER 

et al., 2007). Zusätzlich ist SpoVG in S. aureus Induktor der Nuklease-, der extrazellulären 

Protease- und Lipaseaktivität (SCHULTHESS et al., 2011). 

Im Gegensatz zu der konstitutiven Expression in S. epidermidis wurde für das BarB-

homologe SpoVG in S. aureus eine Dynamik in der Expression beobachtet, sowohl auf 

Transkriptions-, als auch Translationsebene (SCHULTHESS et al., 2011). Dass sich das 

Expressionsmuster von BarB in S. epidermidis von dem von SpoVG in S. aureus 

unterscheidet, lässt sich wahrscheinlich an den unterschiedlichen Funktionen der Proteine 

erklären, die diese in den jeweiligen Organismen inne haben. BarB induziert in 

S. epidermidis die icaA-Transkription, wobei bislang unklar ist, ob diese Induktion direkt 

oder über ein Intermediat erfolgt (JONAS, 2009). Die icaA-Genexpression unterliegt im 

Gegensatz zu BarB einer wachstumsabhängigen Dynamik, neben BarB reguliert jedoch 

auch IcaR als spezifischer Repressor die Transkription von icaA (GÖTZ, 2002; PINTENS 

et al., 2008). Die konstitutive Expression von BarB als essenziellem Regulator der 

Biofilmsynthese erscheint durchaus sinnvoll. Möglicherweise spielen hier post-

translationale Mechanismen zur Regulierung eine Rolle. In einer anderen Arbeit aus dieser 

Arbeitsgruppe wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Proteinmenge und das Verhältnis 

von BarA und BarB zueinander für die Biofilmsynthese entscheidend sein könnten, da die 

Komplementierung einer S. epidermidis barAB-Deletionsmutante mit einem barAB-
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tragenden Plasmid ihren biofilmnegativen Phänotyp beibehielt (JONAS, 2009). 

Um zu bestätigen, dass BarB ein besonders stabiles Protein ist, sollte die BarB-Expression 

in S. epidermidis 1457sigB analysiert werden. Aus Transkriptionsanalysen war bereits 

bekannt, dass BarB nicht nur σB-abhängig transkribiert wird, sondern zusätzlich über ein 

größeres, purR umfassendes Transkript, welches jedoch nur während der exponentiellen 

und nicht in der stationären Phase vorhanden ist (BARTSCHT, 2001). Tatsächlich zeigte 

sich, dass BarB in der sigB-Deletionsmutante weiterhin kontinuierlich vorhanden war, 

wenn auch in einer im Vergleich zum Wildtyp geringeren Menge. Es konnte also gezeigt 

werden, dass es sich bei BarB um ein besonders stabiles Protein handelt. Zusätzlich zeigt 

sich, dass die σB-abhängige Transkription keine Bedeutung für die Dynamik der BarB 

Expression spielt, wohl aber für die absolute Menge an BarB.  

Limitiert werden die Ergebnisse zu BarA und BarB in S. epidermidis allerdings dadurch, 

dass die Expressionsmusteranalysen nur an planktonischen Zellen durchgeführt wurden 

und somit nicht vollständig den Bedingungen der im Biofilm lebenden Zellen entspricht. 

Somit sollten weitergehende Untersuchungen zum Expressionsmuster von BarA und BarB 

an sessilen Zellen erfolgen. 

BarA und BarB sind globale Regulatoren in S. epidermidis. Für BarA wurde in den 

vorliegenden Analysen in S. epidermidis eine wachstumsabhängige Expression von der 

exponentiellen bis frühstationären Phase beobachtet. Für BarB dahingegen wurde nicht nur 

in S. epidermidis Wildtypen, sondern sogar in der sigB-Deletionsmutante eine konstitutive 

Expression beobachtet. Somit wird dieses Protein trotz eines σB-abhängigen Promotors 

auch unabhängig von σB konstitutiv exprimiert und weist eine deutlich erhöhte Stabilität 

auf. BarA und BarB haben in S. epidermidis im Vergleich zu ihren Homologen YabJ und 

SpoVG in S. aureus aufgrund unterschiedlicher Funktionen in dem jeweiligen Organismus 

eine abweichende Regulation und dementsprechend ein anderes Expressionsmuster. 

5.4 Expression von GcaD 

PIA ist ein Homoglycan, welches aus durchschnittlich 130 β-1,6-verbundenen N-Acetyl-

glukosaminresten (GlcNAc) besteht und von den Proteinen des ica-Operons synthetisiert 

wird (HEILMANN et al., 1996; MACK et al., 1996). UDP-aktiviertes N-Acetylglukosamin 

wird in mehreren Schritten aus Fruktose-6-phosphat, einem Glykolyseintermediat, 

synthetisiert (Abbildung 5-1) (GERKE et al., 1998). Die letzten beiden Syntheseschritte 

werden durch GcaD (Alternativname: GlmU, EC-Nummern 2.7.7.23 und 2.3.1.157) 

katalysiert, welche eine bifunktionale UDP-N-Acetylglukosaminpyrophosphorylase und 
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Glukosamin-1-phosphat-N-acetyltransferase ist. In S. epidermidis 1457 wurde GcaD von 

der frühen exponentiellen bis frühen transitorischen Phase nachgewiesen (Abbildung 

4-14). Hierbei zeigte sich eine Zunahme der Expression am Anfang der exponentiellen 

Phase, postexponentiell war weniger Protein nachweisbar. Ab der späten transitorischen 

Phase war GcaD nicht mehr sicher nachweisbar. Für S. epidermidis 1057 zeigte sich ein 

identisches Bild, während bei S. epidermidis 8400 eine Abnahme der Proteinmenge erst 

zum Ende der transitorischen Phase beobachtet werden konnte. Es kann somit gesagt 

werden, dass GcaD in S. epidermidis offensichtlich vor allem während der mitt- bis 

spätexponentiellen Phase exprimiert wird. Somit wäre vor allem zu diesen Zeitpunkten 

genug UDP-N-Acetylglukosamin für die Zellwandsynthese und PIA-Produktion 

vorhanden. 

Sadykov et al. führten an S. epidermidis 1457 wachstumsabhängige Transkriptions-

analysen der für die Synthese von UDP-N-Acetylglukosamin aus Fruktose-6-phosphat 

benötigten Enzyme GlmS, GlmM und GcaD/GlmU durch (SADYKOV et al., 2008). gcaD 

mRNA wurde während der exponentiellen Phase (2 und 4 h), nicht aber während der 

transitorischen Phase (6 und 8 h) nachgewiesen. Von 2 bis 4 Stunden konnte eine Zunahme 

der Bandenstärke der Transkriptionsanalysen beobachtet werden (SADYKOV et al., 2008). 

Somit fand sich zu diesen Zeitpunkten eine Dynamik ähnlich zu den hier durchgeführten 

Proteinexpressionsmustern. Allerdings war das Protein etwa 1,5 Stunden länger als die 

entsprechende mRNA nachweisbar. Unerwarteterweise nahm die Transkription bei 8 und 

10 Stunden wieder zu, die Bandenstärke entsprach sogar denen der exponentiellen Phase 

(SADYKOV et al., 2008). Eine ähnliche Zunahme der Proteinexpression wurde nicht 

beobachtet, lediglich in zwei von sechs Untersuchungen war bei 8 und 24 Stunden eine 

Bande beobachtet worden. Eine mögliche Erklärung könnte ein beschleunigter Protein-

abbau während der stationären Phase sein. Alternativ könnte GcaD einen zu geringen 

Anteil an der Gesamtmenge des Proteingemisches besessen haben, um mittels Western 

Blot nachgewiesen zu werden. Vermutlich ist eine Translation von GcaD während der 

stationären Phase möglich, da in zwei von sechs Western Blots ein Nachweis erfolgte. Eine 

zumindest geringere GcaD Expression am Übergang zwischen transitorischer und 

stationärer Phase erscheint sinnvoll, da auch zu diesen Zeitpunkt UDP-N-

Acetylglukosamin als Bestandteile der Zellwandsynthese, wenn auch in einem geringeren 

Umfang, benötigt wird.  

Vuong et al. konnten zeigen, dass eine Hemmung des Citratzyklus in S. epidermidis zu 

einer vermehrten PIA-Synthese führte (Abbildung 5-1), umgekehrt war bei erhöhter 



70 
Diskussion 

  

Citratzyklusaktivität weniger PIA nachweisbar (VUONG et al., 2005). Die Citratzyklus-

aktivität ist für den vollständigen Katabolismus nichtbevorzugter Kohlenstoffquellen 

essenziell (VUONG et al., 2005). UDP-N-Acetylglukosamin wird aus Fruktose-6-phosphat 

synthetisiert, welches ein Intermediat der Glykolyse ist. Am Ende der Glykolyse entsteht 

Pyruvat, welches durch die Pyruvatdehydrogenase zu Acetyl-CoA umgewandelt wird. Die 

vollständige Verstoffwechslung von Acetyl-CoA erfolgt dann im Citratzyklus. Für 

welchen Stoffwechselweg Fruktose-6-Phosphat weiterverwendet wird, muss somit 

reguliert werden. Durch Generierung einer Deletionsmutante beschrieben Sadykov et al. 

einen positiven Effekt auf die Biofilmbildung und Repression des Citratzyklus durch das 

catabolite control protein A (CcpA). Dieser Effekt scheint sich jedoch nicht via gcaD -

Transkription auszuwirken. (SADYKOV et al., 2011). 

Anhand einer S. epidermidis 1457 Aconitasemutante zeigten Sadykov et al., dass durch 

Hemmung des Citratzyklus die Transkription von gcaD induziert wurde und im Vergleich 

zum Wildtyp vermehrt UDP-N-Acetylglukosamin vorhanden war (SADYKOV et al., 2008).  

Aus Untersuchungen der biofilmnegativen Mutante S. epidermidis 1457barAB war 

Abbildung 5-1 Ausschnitt aus dem Metabolismus von S. epidermidis 
Dargestellt ist der Zusammenhang zwischen PIA-Synthese, Glykolyse/Glukoneogenese und Citratzyklus. Für 
die PIA-Synthese wird UDP-N-Acetylglukosamin benötigt. UDP-N-Acetylglukosamin wird in mehreren 
Schritten, von denen zwei durch GcaD katalysiert werden, aus dem Glykolyseintermediat Fruktose-6-phoshat 
hergestellt (KEGG-Pathway 2.12). 
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bekannt, dass in dieser Mutante Enzyme der Glykolyse und des Citratzyklus induziert 

wurden (JONAS, 2009). Werden Enzyme der Glykolyse und des Citratzyklus induziert, 

müsste eine geringere Synthese von UDP-N-Acetylglukosamin erfolgen, da weniger 

Fruktose-6-phosphat für die Synthese zur Verfügung steht. Da S. epidermidis 1457barAB 

keinen Wachstumsdefekt, sondern nur eine nicht relevante Wachstumsverzögerung besitzt 

(JONAS, 2009), scheint für das Wachstum eine ausreichende Menge UDP-N-Acetylglucos-

amin vorzuliegen. Es stellte sich somit die Frage nach der Expression von GcaD in dieser 

Mutante. Erstaunlicherweise zeigte sich, dass GcaD trotz vermehrter Glykolyse und 

Citratzyklusaktivität in S. epidermidis 1457barAB während des gesamten Wachstums 

annähernd konstitutiv exprimiert wurde (Abbildung 4-15). Für die barAB-homologe 

S. aureus Newman yabJspoVG-Deletionsmutante wurde beobachtetet, dass eine Induktion 

der glmU-/gcaD-Transkription in dieser Mutante vorlag (SCHULTHESS et al., 2011). 

Allerdings wurden in dieser Arbeit nur Proben am Übergang zur transitorischen Phase bei 

fünf Stunden verwendet, sodass keine Aussage zum zeitlichen Verlauf möglich ist. 

Eine konstitutive GcaD-Expression erscheint sinnvoll, da der Organismus jederzeit bei 

Zufuhr von Glucose überschüssiges Fruktose-6-Phosphat in die Synthese von UDP-N-

Acetylglucosamin verwenden kann. Ein ähnliches Verhalten, welches die Bereitschaft zur 

Aufnahme der PIA-Synthese signalisiert, wurde von Dobinsky et al. für die icaADBC 

Transkription unter Glucosemangel bei S. epidermidis beobachtet (DOBINSKY et al., 2003). 

Bei Mangel von Glucose im Medium wurde kein PIA synthetisiert, erstaunlicherweise 

fand eine ausgeprägte icaADBC Transkription statt. Diese Transkripte waren zudem 

funktionell aktiv, da bei Zufuhr von Glucose eine zügige Aufnahme der PIA-Synthese 

beobachtet wurde.  

Interessanterweise scheint die Einzeldeletion von barA oder barB in S. epidermidis 1457 

nicht den gleichen Einfluss auf die GcaD-Menge zu haben wie die Doppeldeletion 

(Abbildung 4-15). Bei beiden Mutanten war ähnlich dem Wildtyp GcaD bei acht und 24 

Stunden nicht sicher nachweisbar. Die 1457barA Deletionsmutante zeigt im Vergleich zum 

Wildtyp kaum eine relevante Änderung im Expressionsmuster. Die biofilmnegative 

S. epidermidis 1457barB-Mutante zeigte eine eindeutige Proteinexpression sogar nur 

während der früh- bis mittexponentiellen Phase. Somit korreliert ein biofilmnegativer 

Phänotyp nicht mit einer annähernd konstitutiven GcaD Expression, wie es bei 

S. epidermidis 1457barAB der Fall ist.  

Da ein biofilmnegativer Phänotyp offensichtlich nicht mit einer annähernd konstitutiven 

GcaD Expression einhergeht, stellt sich die Frage wieso S. epidermidis 1457barAB dieses 
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Expressionsmuster aufweist. Alternativ ist somit an eine verminderte Proteaseaktivität der 

barAB-Deletionsmutante zu denken und einer daraus resultierenden längeren GcaD 

Halbwertzeit. Aus Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe ist bekannt, dass in der barAB-

Deletionsmutante extrazelluläre Proteasen nicht mehr detektierbar sind (Arbeitsgruppe 

Prof. Dr. med. J.K.-M. Knobloch, unpubliziert). Der Ausfall dieser globalen Regulatoren 

führt auch am intrazellulären Proteom zu massiven Veränderungen (JONAS, 2009), sodass 

hier eine verminderte intrazelluläre Proteasenaktivität postuliert wird. 

Stresssignale, wie beispielsweise Hitze, induzieren eine Biofilmbildung. Dies geschieht 

durch Aktivierung von RsbU, der konsekutiv erhöhten σB-Aktivität und negativen 

Transkriptionsregulation des spezifischen Repressors des ica-Operons, IcaR. Die Deletion 

von σB führt zu einem biofilmreduzierten Phänotyp. Hier stellte sich ebenfalls die Frage 

nach der Expression von GcaD in einer σB-Deletionsmutante. In S. epidermidis 1457sigB 

war GcaD nur in der exponentiellen Phase nachweisbar und zeigte sogar im Vergleich zu 

S. epidermidis 1457barB mit biofilmnegativem Phänotyp schmalere Banden (Abbildung 

4-15). Somit lässt sich auch hier kein Zusammenhang zwischen Biofilmphänotyp und 

GcaD Expression erkennen. Auffällig waren viele kleinere Proteine im Verlauf des 

Wachstums. Wie schon bei RsbU (5.2) wurde auch bei Untersuchungen mit GcaD eine 

erhöhte Proteaseaktivität in S. epidermidis 1457sigB festgestellt. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass keine direkte Korrelation zwischen 

Biofilmphänotyp und der GcaD Expression besteht. Die Regulation zentraler 

Stoffwechselwege in S. epidermidis hat einen Einfluss auf die PIA-Synthese. Durch 

Hemmung des Citratzyklus wird die PIA-Synthese induziert, ein wichtiger Mechanismus 

ist die Expression des an der Synthese von UDP-N-Acetylglucosamin beteiligten GcaD.  

Zusätzlich konnte die bei RsbU beobachtete erhöhte Proteasenaktivität in S. epidermidis 

1457sigB bei Untersuchungen mit GcaD bestätigt werden. Für S. epidermidis 1457barAB 

wird dahingegen eine deutlich verminderte Proteasenaktivität postuliert. 

5.5 Expression von IcaR 

PIA wird aus UDP-N-Acetylglukosamin durch die Enzyme des ica-Operons, IcaA, IcaD, 

IcaB und IcaC, synthetisiert (HEILMANN et al., 1996). IcaR ist ein spezifische Repressor 

der icaADBC-Transkription (CONLON et al., 2002b; GÖTZ, 2002). Die Transkription von 

icaR wird indirekt negativ durch σB und Ethanol im Medium reguliert (CONLON et al., 

2002a; KNOBLOCH et al., 2004). In S. epidermidis 1457 wird IcaR von der exponentiellen 

bis transitorischen Phase exprimiert (Abbildung 4-16). Ab der transitorischen Phase wurde 
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eine Doppelbande aus IcaR und einer etwa 0,5 Kilodalton kleineren Bande beobachtet. Die 

Doppelbande ging im weiteren Verlauf in das kleinere Protein über, sodass ab Beginn der 

stationären Phase nur noch das kleinere Protein vorhanden war. Dies ließ eine spezifische 

proteolytische Prozessierung des Proteins vermuten. Vergleichende Analysen mit weiteren 

S. epidermidis Wildtypstämmen ergaben für S. epidermidis 1057 ein identisches Expres-

sionsmuster und für S. epidermidis 8400 ein konstitutives Expressionsmuster, jedoch ohne 

abgrenzbare Doppelbande. Somit fand sich für zwei von drei untersuchten S. epidermidis 

Stämmen eine Expression von der exponentiellen bis transitorischen Phase mit spezifischer 

Prozessierung während der transitorischen Phase. 

Aus Northern Blot Analysen war bekannt, dass icaADBC in einem Medium mit 

ausreichend Glukose während der exponentiellen Phase von einem σA-abhängigen 

Promotor transkribiert wird (DOBINSKY et al., 2003; KNOBLOCH et al., 2004). Somit müsste 

die Transkription von icaADBC während der transitorischen und stationären Phase 

reprimiert werden. Diese direkte Repression ist bislang nur für IcaR bekannt, während 

BarB und SarA icaADBC positiv regulieren (CONLON et al., 2002b; FLUCKIGER et al., 

1998; JONAS, 2009; TORMO et al., 2005b). Eine Repression von icaADBC während der 

transitorischen und stationären Phase würde auf eine IcaR-Aktivität während dieser Phase 

hindeuten. icaR wird bis zur frühen stationären Phase (10 h) annähernd konstitutiv 

transkribiert, mit einem leichten Maximum während der frühen exponentiellen Phase (2 

und 4 h) und ist bei zwölf Stunden kaum noch vorhanden (SADYKOV et al., 2008). Leider 

liegen keine Daten für die Transkriptionsanalysen für 24 Stunden vor. Somit konnte 

gezeigt werden, dass IcaR offensichtlich kontinuierlich bis zur späten transitorischen Phase 

translatiert wird, vermutlich aber schon ab der frühen transitorischen Phase einer 

proteolytischen Prozessierung unterliegt. Es stellt sich folglich die Frage, ob 

möglicherweise die proteolytisch prozessierte Form des IcaR die icaADBC-Transkription 

reprimiert.  

Einen indirekten Hinweis auf die wachstumsabhängige IcaR Aktivität in S. epidermidis 

sammelten Sadykov et al. mittels Northern Blot Analysen, die mit einer icaD-spezifischen 

Sonde die Menge an icaADBC mRNA in S. epidermidis 1457 Wildtyp und der icaR-

Deletionsmutante demonstrierten (SADYKOV et al., 2008). Die stärkste Bande der icaADBC 

Transkripte im Wildtyp fand sich während der exponentiellen Phase bei vier Stunden. 

Ohne Repression durch IcaR zeigte sich eine deutlich stärkere Transkription von der 

frühen exponentiellen (2 h) bis späten transitorischen (8 h) Phase, mit einem Maximum 

von der früh- bis mittexponentiellen Phase (SADYKOV et al., 2008). Dies würde somit auf 
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eine IcaR Aktivität vor allem während der exponentiellen Phase hindeuten und gegen die 

Vermutung sprechen, dass das proteolytisch prozessierte IcaR der Repressor der icaADBC 

Transkription ist.  

Die Citratzyklusaktivität spielt offensichtlich ebenfalls eine Rolle für die Transkription von 

icaR. Anhand einer Aconitasedeletionsmutante konnte gezeigt werden, dass die icaR 

Transkription durch die Citratzyklusaktivität während der exponentiellen Phase gehemmt 

und während der transitorischen und stationären Phase induziert wird (SADYKOV et al., 

2008). In S. epidermidis 1457barAB werden Enzyme der Glykolyse und des Citratzyklus 

induziert (JONAS, 2009). Dies würde also bedeuten, dass in dieser Mutante trotz 

biofilmnegativem Phänotyp vermehrt IcaR exprimiert werden könnte. Interessanterweise 

fand sich bei S. epidermidis 1457barAB auch noch während der stationären Phase nur das 

nicht prozessierte IcaR (Abbildung 4-18). Somit findet in S. epidermidis 1457barAB im 

Vergleich zum Wildtyp eine deutlich längere Expression von IcaR statt. Es könnte also 

vermutet werden, dass der biofilmnegative Phänotyp dieser Mutante aus der abweichenden 

IcaR Expression resultiert. In Western Blot Analysen der ebenfalls biofilmnegativen 

S. epidermidis 1457barB Mutante ergaben allerdings bereits in der transitorischen Phase 

die Doppelbande und stationär nur noch die proteolytisch prozessierte Form. Des Weiteren 

war aus Transkriptionsanalysen in dieser Arbeitsgruppe bereits bekannt, dass eine Einfach- 

oder Doppeldeletion im barAB-Locus keinen Einfluss auf die icaR-Transkription hat 

(JONAS, 2009). Folglich kann eine Regulation der Expression von IcaR in S. epidermidis 

1457barA, 1457barB und 1457barAB nicht auf transkriptioneller Ebene ablaufen. So ist 

erneut eine erniedrigte Proteaseaktivität in S. epidermidis 1457barAB für einen deutlich 

verzögerten Abbau des Proteinszu vermuten. Dies ist bereits bei Untersuchungen mit 

GcaD für diese Mutante aufgrund des im Vergleich zum Wildtyp massiv veränderten 

Proteoms von S. epidermidis 1457barAB postuliert worden (5.4). Somit konnte erneut 

gezeigt werden, dass extra- und intrazelluläre Proteasen gleichsinnig reguliert werden. 

Im Gegensatz zu S. epidermidis 1457barAB wurde für S. epidermidis 1457sigB eine 

erhöhte agr-vermittelte Proteasenaktivität postuliert (5.2, 5.4). Um weitere Hinweise auf 

die Bedeutung der Proteasenaktivität und der Expression von IcaR zu sammeln, wurden 

die Expressionsmuster in S. epidermidis 1457sigB mittels Western Blot analysiert 

(Abbildung 4-17). Tatsächlich erschien im Expressionsmuster von IcaR in S. epidermidis 

1457sigB im Vergleich zum Wildtyp sowohl die Doppelbande früher, als auch die 

prozessierte Form von IcaR. Aufgrund dieser Betrachtung stellt sich erneut die Frage, ob 

es die prozessierte Form von IcaR ist, die als icaADBC-spezifischer Repressor fungiert. 
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Die Deletion von sigB führt in S. epidermidis 1457 zu einer Reduktion der Biofilmbildung, 

zusätzlich fehlt die indirekte negative Regulation von icaR durch σB (JONAS, 2009). Da 

IcaR in S. epidermidis 1457sigB schneller abgebaut wird, wird postuliert, dass das 

proteolytisch prozessierte IcaR der aktivere Repressor ist. 

Eine Bestätigung, dass die veränderte Proteasenaktivität in der sigB-Deletionsmutante agr-

vermittelt ist, konnte durch weitere Untersuchungen in den Deletionsmutanten 

S. epidermidis 1457agr und 1457sigBagr bestätigt werden. agr wird durch σB indirekt 

negativ reguliert (BISCHOFF et al., 2001). In S. epidermidis 1457agr zeigte sich 

transitorisch und stationär nur die unprozessierte Form von IcaR, gleiches galt für die 

sigBagr Doppelmutante. Durch die Deletion von agr fehlte die Induktion der Proteasen. 

Bislang wurde für agr nur eine Induktion von extrazelluläre Proteasen beschrieben 

(SCHEWE, 2009; VUONG et al., 2000a; YAO et al., 2006). Somit kann auch für 

S. epidermidis 1457agr postuliert werden, dass sowohl extra-, als auch intrazelluläre 

Proteasen in dieser Mutante herunterreguliert sind. 

Die Deletion von agr führt zwar zu einer verstärkten Biofilmbildung, aber nicht zu einer 

erhöhten PIA-Synthese (VUONG et al., 2003), sodass hier keine Aussage getroffen werden 

kann, welche Form von IcaR aktiver ist. Hier könnten Untersuchungen mit Hemmung der 

Proteinbiosynthese, beispielsweise mit Chloramphenicol, und sequenzieller Entnahme von 

Proteinproben zur Beurteilung der Entwicklung des Expressionsmusters mittels Western 

Blot einen Hinweis auf eine veränderte Proteaseaktivität oder Regulation auf 

Translationsebene liefern. 

Eine Supplementierung des Mediums mit Ethanol führt zu einer σB-unabhängigen 

Repression der icaR-Transkription in S. epidermidis und induziert so eine starke 

Biofilmsynthese (CONLON et al., 2002a; KNOBLOCH et al., 2004). Da bislang nur Daten aus 

Northern Blot Analysen für icaR vorlagen, sollten in dieser Arbeit zusätzlich Analysen der 

Proteinexpressionsmuster erfolgen (Abbildung 4-19). Sowohl in S. epidermidis 1457, als 

auch in S. epidermidis 1457sigB wurde in dem mit 3 % Ethanol supplementierten Medium 

eine schwächere IcaR Expression im Vergleich zu ethanolfreiem Medium beobachtet. 

Während der transitorischen und stationären Phase war vor allem die nichtprozessierte 

Form von IcaR dominant. Wenn also bei Supplementierung des Mediums mit Ethanol eine 

verstärkte Biofilmbildung aufgrund einer deutlich verminderten Repression der icaADBC-

Transkription beobachtet wird, so kann von einer geringeren IcaR Aktivität ausgegangen 

werden. Theoretisch könnte man also einen schnelleren Abbau des Proteins erwarten, dies 

ist jedoch nicht der Fall. Somit ergibt sich auch hier ein weiterer Hinweis, dass die 
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proteolytisch prozessierte Form der aktivere Repressor der icaADBC-Transkription ist. 

Zusammenfassend betrachtet unterliegt IcaR einem wachstumsabhängigen Expressions-

muster mit einer proteolytischen Prozessierung ab der transitorischen Phase. Es wird 

postuliert, dass die prozessierte Form von IcaR der aktivere Repressor der icaADBC-

Transkription ist. Globale Regulatoren, wie BarA, BarB, σB, als auch das Quorum sensing 

agr-System, haben einen Einfluss auf die wachstumsabhängige Expression von IcaR. Dies 

geschieht durch Änderung der intrazellulären Proteaseaktivität. Hierbei konnte gezeigt 

werden, dass S. epidermidis 1457sigB eine deutlich erhöhte und 1457agr und 1457barAB 

eine deutlich verminderte Proteasenaktivität besitzen. Abschließend konnte auch gezeigt 

werden, dass intra- und extrazelluläre Proteasen in den genannten Mutanten gleichsinnig 

reguliert werden. 
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6 Zusammenfassung 
Staphylococcus epidermidis ist Teil der menschlichen Haut- und Schleimhautflora. 

Jahrelang wurde S. epidermidis in seinem pathogenen Potenzial unterschätzt und als 

Kontaminat mikrobiologischer Kulturen behandelt. Eine zunehmende Inzidenz 

langwieriger, fremdkörperassoziierter und häufig auch therapieresistenter Infektionen 

zwingen jedoch zur Reevaluation der Pathogenität und machen die Biofilmbildung in 

S. epidermidis zum Gegenstand intensiver Forschung. Im Biofilm wird die interzelluläre 

Adhäsion vor allem durch das extrazelluläre Polysaccharid PIA (polysaccharide 

intercellular adhesin) vermittelt. Die Regulation der PIA-Synthese erfolgt über IcaR, den 

spezifischen Repressor des icaADBC-Locus, sowie globale Regulatoren, wie BarA, BarB, 

den alternativen Sigmafaktor σB und das agr-Quorum sensing System. Systematische 

Analysen zur wachstumsabhängigen Expression dieser Regulatoren in S. epidermidis 

fehlten bislang. Die wachstumsabhängige Expression wurde mittels Western Blots 

analysiert, für die polyklonale Antiseren gegen IcaR, GcaD und PurR in Kaninchen 

generiert wurden. Der Regulator von σB, RsbU, wurde während der exponentiellen und 

transitorischen Phase exprimiert und aktiviert über eine Regulationskaskade σB. Der 

globale Stressregulator σB war in S. epidermidis in allen Wachstumsphasen präsent. Aus 

vorherigen Arbeiten dieser Arbeitsgruppe war bekannt, dass σB über ein noch unbekanntes 

Intermediat die Transkription von icaR reprimiert. IcaR zeigte ebenfalls ein wachstums-

abhängiges Expressionsmuster und unterlag ab der transitorischen Phase einer spezifischen 

proteolytischen Prozessierung. Es wird postuliert, dass das prozessierte IcaR der aktivere 

Repressor des icaADBC-Locus ist. Die icaADBC-Transkription unterliegt einer positiven 

Regulation durch die Proteine BarA und BarB, die unter anderem σB-abhängig transkribiert 

werden. Trotz gemeinsamer Transkription wurde ein unterschiedliches Expressionsmuster 

für BarA und BarB beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei BarB um ein 

sehr stabiles Protein handeln muss. Zusätzlich wurde die Expression des für die Synthese 

von UDP-N-Acetylglukosamin benötigten Enzyms GcaD analysiert. Eine Korrelation 

zwischen dem GcaD Expressionsmuster und dem Biofilmphänotyp eines Stammes konnte 

nicht gefunden werden. Anhand der analysierten Expressionsmuster in unterschiedlichen 

S. epidermidis Mutanten wurde für einige Mutanten eine veränderte cytoplasmatische 

Proteaseaktivität postuliert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass S. epidermidis 1457sigB 

eine deutlich erhöhte und 1457agr und 1457barAB eine deutlich verminderte 

Proteasenaktivität besitzen. Intra- und extrazelluläre Proteasen wurden in den genannten 

Mutanten gleichsinnig reguliert. 
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8 Anhang 
I. Proteinstandardkurve Bradfordassay 

Mode Absorbance 
    Wavelength 595 nm 
    Bandwidth 9 nm 
    Number of 

Reads 25   
    

       Konzentration 
BSA [mg/ml] <> 1 2 3 mean 1-3 

meanBSA - 
meanLeerwert 

Leerwert 5µl 
aq. ad inject. A 0,3502 0,3053 0,3101 0,3219   

0,125 B 0,3621 0,3635 0,3633 0,3630 0,0411 
0,25 C 0,4729 0,4891 0,4797 0,4806 0,1587 

0,5 D 0,6047 0,6221 0,67 0,6323 0,3104 
0,75 E 0,7319 0,8202 0,6974 0,7498 0,4280 

1 F 0,8656 0,8664 0,8842 0,8721 0,5502 
1,5 G 0,9789 0,9941 1,0903 1,0211 0,6992 

2 H 1,1356 1,1435 1,1912 1,1568 0,8349 

       Konzentration 
BSA [mg/ml] meanBSA - meanLeerwert 

   0 0,0000 mg/ml 
   0,125 0,0411 mg/ml 
   0,25 0,1587 mg/ml 
   0,5 0,3104 mg/ml 
   0,75 0,4280 mg/ml 
   1 0,5502 mg/ml 
   1,5 0,6992 mg/ml 
   2 0,8349 mg/ml 
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II. Sequenzierungen  

In den folgenden Sequenzierungen wurden die codierenden Sequenzen des gewünschten 

Proteins grau hinterlegt. Zusätzlich wurde bei Sequenzierungen der Entry-Vektoren der 

Anteil der ehemaligen attB-site blau hinterlegt. Fehler in der Sequenz wurden gelb 

hinterlegt und das Basentriplett umrahmt.  

A. Sequenzierung pENTRYicaR 
Sequenzierung AAAAAAGCAGGCTGGGAGATTTTAGAATTGAAAGATAAGATTATTGATAACGCAATAACC 
pENTRYicaR    AAAAAAGCAGGCTGGGAGATTTTAGAATTGAAAGATAAGATTATTGATAACGCAATAACC 
              ************************************************************ 
   Anteil att-site   Start icaR 
 
Sequenzierung TTATTTTCCGAAAAGGGGTACGATGGTACTACACTTGATGATATTTCTAAAAGTGTAAAT 
pENTRYicaR    TTATTTTCCGAAAAGGGGTACGATGGTACTACACTTGATGATATTTCTAAAAGTGTAAAT 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung ATAAAAAAGGCTAGTCTATATTATCATTACGATAATAAGGAAGAAATATATCGAAAAAGT 
pENTRYicaR    ATAAAAAAGGCTAGTCTATATTATCATTACGATAATAAGGAAGAAATATATCGAAAAAGT 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GTTGAGAATTGTTTCAATTACTTTATAGATTTTTTGCTTAGGAACCATGATGATAATTAT 
pENTRYicaR    GTTGAGAATTGTTTCAATTACTTTATAGATTTTTTGCTTAGGAACCATGATGATAATTAT 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung TCCATTGACGGACTTTACCAGTTTTTATTCAAATTTATATTCGACGTTGATGAGAGATAT 
pENTRYicaR    TCCATTGACGGACTTTACCAGTTTTTATTCAAATTTATATTCGACGTTGATGAGAGATAT 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung ATTAAATTATATGTTCAATTATCTAGTGCTCCAGAAGCACTGAATTCAGAAATCAAACAC 
pENTRYicaR    ATTAAATTATATGTTCAATTATCTAGTGCTCCAGAAGCACTGAATTCAGAAATCAAACAC 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung CATCTTCAAGAAATTAATACTACCTTACATGATGAATTGATAAAGTATTATGATCCTACG 
pENTRYicaR    CATCTTCAAGAAATTAATACTACCTTACATGATGAATTGATAAAGTATTATGATCCTACG 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung CACATCGCTTTGGATAAAGAGGACTTTATAAACTTAATTCTTCTTTTTCTTGAGACTTGG 
pENTRYicaR    CACATCGCTTTGGATAAAGAGGACTTTATAAACTTAATTCTTCTTTTTCTTGAGACTTGG 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung TATTTTAGAGCCTCCTTTTCACAAAAATTCGGGATTATTGAGGACAGTAAAAACCGTTTT 
pENTRYicaR    TATTTTAGAGCCTCCTTTTCACAAAAATTCGGGATTATTGAGGACAGTAAAAACCGTTTT 
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung AAAGACCAAGTATATTCACTGTTAAATGTATTTTTAAAAAAATAATTTTTGTAACTAGTA 
pENTRYicaR    AAAGACCAAGTATATTCACTGTTAAATGTATTTTTAAAAAAATAATTTTTGTAACTAGTA 
              ************************************************************ 
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B. Sequenzierung pENTRYgcaD 
Sequenzierung AAAAAAGCAGGCTTCATGCAAAGACATGCGATTATTCTGGCAGCAGGTAAGGGCACAAGA  
pENTRYgcaD    AAAAAAGCAGGCTTCATGCAAAGACATGCGATTATTCTGGCAGCAGGTAAGGGCACAAGA  
              ************************************************************ 
   Anteil attB   Start gcaD 
 
Sequenzierung ATGAAATCAAAGAAATATAAAGTGCTCCATGAGGTTGCTGGCAAACCAATGGTTGAACAT  
pENTRYgcaD    ATGAAATCAAAGAAATATAAAGTGCTCCATGAGGTTGCTGGCAAACCAATGGTTGAACAT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GTGCTTAACAACGTAAAACAAGCTGGCGTTGATCAAATTGTAACTATTATTGGCCATGGC  
pENTRYgcaD    GTGCTTAACAACGTAAAACAAGCTGGCGTTGATCAAATTGTAACTATTATTGGTCATGGC  
              ***************************************************** ****** 
 
Sequenzierung GCTGAGAGTGTGAAAGATACATTGGGTAATCAATCATTATATAGTTTTCAGGATAAACAA  
pENTRYgcaD    GCTGAGAGTGTGAAAGATACATTGGGTAATCAATCATTATATAGTTTTCAGGATAAACAA  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung CTTGGAACAGCTCATGCTGTGAAAATGGCACATGAACATTTAGCAGATAAAGAAGGAACT  
pENTRYgcaD    CTTGGAACAGCTCATGCTGTGAAAATGGCACATGAACATTTAGCAGATAAAGAAGGAACT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung ACTCTAGTAGTATGTGGAGATACACCACTTATTACATACCAAACTTTACAATCACTTATT  
pENTRYgcaD    ACTCTAGTAGTATGTGGAGATACACCACTTATTACATACCAAACTTTACAATCACTTATT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GAACATCATGAAAGTACACAATCACATGTTACTGTATTATCTGCTTCTACTATCAATCCT  
pENTRYgcaD    GAACATCATGAAAGTACACAATCACATGTTACTGTATTATCTGCTTCTACTATCAATCCT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung TATGGTTATGGACGAATTATTAGAAATCATAATGGAATATTAGAGCGTATTGTTGAAGAG  
pENTRYgcaD    TATGGTTATGGACGAATTATTAGAAATCATAATGGAATATTAGAGCGTATTGTTGAAGAG  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung AAAGACGCAAATGACTCAGAACGTGCGATTAAAGAAATTAGTTCAGGTATTTTTGCCTTT  
pENTRYgcaD    AAAGACGCAAATGACTCAGAACGTGCGATTAAAGAAATTAGTTCAGGTATTTTTGCCTTT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung AATAATCGAGTACTATTTGAGAAGTTAGAACAAGTTAAAAATGATAATGCTCAAGGAGAA  
pENTRYgcaD    AATAATCGAGTACTATTTGAGAAGTTAGAACAAGTTAAAAATGATAATGCTCAAGGAGAA  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung TATTATTTACCTGATGTTTTGTCTTTAATTTTAAAAGACGGAGGTAAAGCTGAAGTTTAT  
pENTRYgcaD    TATTATTTACCTGATGTTTTGTCTTTAATTTTAAAAGACGGAGGTAAAGCTGAAGTTTAT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung TGTACCGAAGATTTTGATGAAATCATTGGTGTTAATGATCGTTTGATGTTAAGTGAAGCT  
pENTRYgcaD    TGTACCGAAGATTTTGATGAAATCATTGGTGTTAATGATCGTTTGATGTTAAGTGAAGCT  
              ************************************************************ 
 
 
Sequenzierung GAAAAGGCTTTGCAACAACGTATCAATCGCTATCATATGGAAAATGGTGTGACAATCATT  
pENTRYgcaD    GAAAAGGCTTTGCAACAACGTATCAATCGCTATCATATGGAAAATGGTGTGACAATCATT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GACCCTAGTTCAACATTTATTGGAACAGATGTGAAAATTGGAATAGATACAACTATTGAA  
pENTRYgcaD    GATCCTAGTTCAACATTTATTGGAACAGATGTGAAAATTGGAATAGATACAACTATTGAA  
              ** ********************************************************* 
  Transition 
 
Sequenzierung CCGGGCGTGCGCATCGGAGGTCATACAACGATTGAAGAAGATGTGTGGATAGGCCAATAC  
pENTRYgcaD    CCGGGCGTGCGCATCGGAGGTCATACAACGATTGAAGAAGATGTGTGGATAGGCCAATAC  
              ************************************************************ 
 
 
 
Sequenzierung TCTGAAATTAATAATAGCACAATTCATTCGAATGCTAACATAAAACAATCGGTTATCAAT  
pENTRYgcaD    TCTGAAATTAATAATAGCACAATTCATTCGAATGCTAACATAAAACAATCGGTTATCAAT  
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              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GACTCTATTGTTGGAGAGAACACAACAGTTGGACCTTTCGCTCAACTACGCCCAGGATCT  
pENTRYgcaD    GACTCTATTGTTGGAGAGAACACAACAGTTGGACCTTTCGCTCAACTACGCCCAGGATCT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung AATTTAGGTTCTGAAGTTAAAGTAGGAAACTTTGTTGAAGTGAAGAAAGCAGATATTAAA  
pENTRYgcaD    AATTTAGGTTCTGAAGTTAAAGTAGGAAACTTTGTTGAAGTGAAGAAAGCAGATATTAAA  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GATGGTGCTAAAGTATCACACTTGAGCTACATTGGAGATGCTGAAATAGGTGAGCGTACA  
pENTRYgcaD    GATGGTGCTAAAGTATCACACTTGAGCTACATTGGAGATGCTGAAATAGGTGAGCGTACA  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung AATATCGGATGTGGTTCTATCACTGTAAACTATGACGGCGCTAACAAATTTAAAACAATA  
pENTRYgcaD    AATATCGGATGTGGTTCTATCACTGTAAACTATGACGGCGCTAACAAATTTAAAACAATA  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GTAGGTAAAGATGCTTTTATAGGATGTAATACGAACCTTATAGCACCTGTAACAGTAGGT  
pENTRYgcaD    GTAGGTAAAGATGCTTTTATAGGATGTAATACGAACCTTATAGCACCTGTAACAGTAGGT  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung AATCATACTCTTATTGCAGCTGGATCCACAATTACAGATAATATCCCTGAAGATAGTTTA  
pENTRYgcaD    AATCATACTCTTATTGCAGCTGGATCCACAATTACAGATAATATCCCTGAAGATAGTTTA  
              ************************************************************ 
 
Sequenzierung GCATTAGCGCGTGCAAGACAAGTAAATAAAGAGGGCTACCTAAAAAAATAGTTCTTGCAC  
pENTRYgcaD    GCATTAGCGCGTGCAAGACAAGTAAATAAAGAGGGCTACCTAAAAAAATAGTTCTTGCAC  
              ************************************************************ 
           Stop gcaD 
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C. Erste Sequenzierung pENTRYpurR 
Sequenzierung      GCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGAAAAGATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTAT 
purR               ----------------------------------ATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTAT 
                                                     ************************** 
               Anteil att-site Start purR 
 
Sequenzierung      TGTATTTATGACACAATACCTCATGAACCACCAAAATAAGTTGATACCACTCACTTATTT 
purR               TGTATTTATGACACAATACCTCATGAACCACCCAAATAAGTTGATACCCCTCACTTATTT 
                   ******************************** *************** *********** 
       Transversion       Transversion 
          Prolin ! Glutamin 
 
Sequenzierung      TGTAAAGAAATTTAAACAAGCAAAATCGTCAATTAGTGAAGACGTTCAAATCATTAAAAA 
purR               TGTAAAGAAATTTAAACAAGCAAAATCGTCAATTAGTGAAGACGTTCAAATCATTAAAAA 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      TACGTTTCAAAATGAAAAATTAGGAACTATTATTACTACAGCAGGTGCTAGCGGTGGAGT 
purR               TACGTTTCAAAATGAAAAATTAGGAACTATTATTACTACAGCAGGTGCTAGCGGTGGAGT 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      AACCTATAAGCCTATGATGAGTAAATCAGAGGCCACAGAGGTTGTTGATGAGGTGATAGA 
purR               AACCTATAAGCCTATGATGAGTAAATCAGAGGCCACAGAGGTTGTTGATGAGGTGATAGA 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      GCAATTACAAGAGAAAGACCGTTTGCTACCTGGAGGATATTTATTTTTATCCGATTTAGT 
purR               GCAATTACAAGAGAAAGACCGTTTGCTACCTGGAGGATATTTATTTTTATCCGATTTAGT 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      TGGTAATCCTTCTCTATTAAATAAAGTAGGTAAGTTAATTGCTAGTATATATATGAACGA 
purR               TGGTAATCCTTCTCTATTAAATAAAGTAGGTAAGTTAATTGCTAGTATATATATGAACGA 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      AGAACTTGATGCTGTTGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACTTGCGAATGCAGTCGC 
purR               AGAACTTGATGCTGTTGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACTTGCGAATGCAGTCGC 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      AAACGTATTAAATTTACCTGTAGTGGTTATAAGAAAGGACAATAAAGTTACAGAAGGTTC 
purR               AAACGTATTAAATTTACCTGTAGTGGTTATAAGAAAGGACAATAAAGTTACAGAAGGTTC 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      TACGGTTTCAATCAATTATGTTTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGTGTTATC 
purR               TACGGTTTCAATCAATTATGTTTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGTGTTATC 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      GAAACGAACTTTAGCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCTGG 
purR               GAAACGAACTTTAGCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCTGG 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      TGGCTCAATTAATGGAGTAATGAATTTAATGAATGAGTTTAAAGCACATGTAAAAGGGGT 
purR               TGGCTCAATTAATGGAGTAATGAATTTAATGAATGAGTTTAAAGCCCATGTAAAAGGGGT 
                   ********************************************* ************** 
         Transversion 
 
Sequenzierung      ATCAGTACTTGTAGAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTT 
purR               ATCAGTACTTGTAGAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTT 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      AGTCAGATTGTCAGATGTCGACGAGTACAACCAAGAATTTAAAGTGGAACCAGGCAACAG 
purR               AGTCAGATTGTCAGATGTCGACGAGTACAACCAAGAATTTAAAGTGGAACCAGGCAACAG 
                   ************************************************************ 
 
Sequenzierung      TTTGTCTAAATTTTCTTAAAACCCAGCTTTCTT 
purR               TTTGTCTAAATTTTCTTAA-------------- 
                   *******************               
            Stop purR 
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D. Zweite Sequenzierung pENTRYpurR 
Sequenzierung   ----------------------------------------------TATTTTGACTGATA  
pENTRYpurR      TGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATA 
                                                              ************** 
 
Sequenzierung   GTGACCTGTTCGTTGCAACACATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTAC  
pENTRYpurR      GTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTAC  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   AAAAAAGCAGGCTTTGATAAGATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTATTGTATTTATGACA  
pENTRYpurR      AAAAAAGCAGGCTTTGATAAGATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTATTGTATTTATGACA  
                ************************************************************ 
                Anteil att-site     Start purR 
 
Sequenzierung   CAATACCTCATGAACCACCCAAATAAGTTGATACCCCTCACTTATTTTGTAAAGAAATTT  
pENTRYpurR      CAATACCTCATGAACCACCCAAATAAGTTGATACCCCTCACTTATTTTGTAAAGAAATTT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   AAACAAGCAAAATCGTCAATTAGTGAAGACGTTCAAATCATTAAAAATACGTTTCAAAAT  
pENTRYpurR      AAACAAGCAAAATCGTCAATTAGTGAAGACGTTCAAATCATTAAAAATACGTTTCAAAAT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   GAAAAATTAGGAACTATTATTACTACAGCAGGTGCTAGCGGTGGAGTAACCTATAAGCCT  
pENTRYpurR      GAAAAATTAGGAACTATTATTACTACAGCAGGTGCTAGCGGTGGAGTAACCTATAAGCCT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   ATGATGAGTAAATCAGAGGCCACAGAGGTTGTTGATGAGGTGATAGAGCAATTACAAGAG  
pENTRYpurR      ATGATGAGTAAATCAGAGGCCACAGAGGTTGTTGATGAGGTGATAGAGCAATTACAAGAG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   AAAGACCGTTTGCTACCTGGAGGATATTTATTTTTATCCGATTTAGTTGGTAATCCTTCT  
pENTRYpurR      AAAGACCGTTTGCTACCTGGAGGATATTTATTTTTATCCGATTTAGTTGGTAATCCTTCT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   CTATTAAATAAAGTAGGTAAGTTAATTGCTAGTATATATATGAACGAAGAACTTGATGCT  
pENTRYpurR      CTATTAAATAAAGTAGGTAAGTTAATTGCTAGTATATATATGAACGAAGAACTTGATGCT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   GTTGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACTTGCGAATGCAGTCGCAAACGTATTAAAT  
pENTRYpurR      GTTGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACTTGCGAATGCAGTCGCAAACGTATTAAAT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   TTACCTGTAGTGGTTATAAGAAAGGACGATAAAGTTACAGAAGGTTCTACGGTTTCAATC  
pENTRYpurR      TTACCTGTAGTGGTTATAAGAAAGGACAATAAAGTTACAGAAGGTTCTACGGTTTCAATC 
                *************************** ******************************** 
      Transition 
        Asparagin ! Asparaginsäure 
 
Sequenzierung   AATTATGTTTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGTGTTATCGAAACGAACTTTA  
pENTRYpurR      AATTATGTTTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGTGTTATCGAAACGAACTTTA  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   GCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCTGGTGGCCCAATTAAT 
pENTRYpurR      GCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCTGGTGGCTCAATTAAT  
                *************************************************** ********                          
             Transition 
          Serin ! Prolin  
 
Sequenzierung   GGAGTAATGAATTTAATGAATGAGTTTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTA  
pENTRYpurR      GGAGTAATGAATTTAATGAATGAGTTTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTA  
                ************************************************************ 
 
                                                                             
 
Sequenzierung   GAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTTAGTCAGATTGTCA  
pENTRYpurR      GAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTTAGTCAGATTGTCA  
                ************************************************************ 
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Sequenzierung   GATGTCGACGAGTACAACCAAGAATTTAAAGTGGAACCAGGCAACAGTTTGTCTAAATTT  
pENTRYpurR      GATGTCGACGAGTACAACCAAGAATTTAAAGTGGAACCAGGCAACAGTTTGTCTAAATTT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   TCTTAAAACCCAGCTTTC------------------------------------------  
pENTRYpurR      TCTTAAAACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATT  
                ****************** 
  Stop purR 
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E. Dritte Sequenzierung pENTRYpurR 
Sequenzierung   TGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGAAAAGATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTA  
pENTRYpurR      -----------------------------------ATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTA  
                                                   ************************* 
       Anteil att-site Start purR 
 
Sequenzierung   TTGTATTTATGACACAATACCTCATGAACCACCCAAATAAGTTGATACCCCTCACTTATT  
pENTRYpurR      TTGTATTTATGACACAATACCTCATGAACCACCCAAATAAGTTGATACCCCTCACTTATT  
                ************************************************************ 
Sequenzierung   TTGTAAAGAAATTTAAACAAGCAAAATCGTCAATTAGTGAAGACGTTCAAATCATTAAAA  
pENTRYpurR      TTGTAAAGAAATTTAAACAAGCAAAATCGTCAATTAGTGAAGACGTTCAAATCATTAAAA  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   ATACGTTTCAAAATGAAAAATTAGGAACTATTATTACTACAGCAGGTGCTAGCGGTGGAG  
pENTRYpurR      ATACGTTTCAAAATGAAAAATTAGGAACTATTATTACTACAGCAGGTGCTAGCGGTGGAG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   TAACCTATAAGCCTATGATGAGTAAATCAGAGGCCACAGAGGTTGTTGATGAGGTGATAG  
pENTRYpurR      TAACCTATAAGCCTATGATGAGTAAATCAGAGGCCACAGAGGTTGTTGATGAGGTGATAG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   AGCAATTACAAGAGAAAGACCGTTTGCTACCTGGAGGATATTTATTTTTATCCGATTTAG  
pENTRYpurR      AGCAATTACAAGAGAAAGACCGTTTGCTACCTGGAGGATATTTATTTTTATCCGATTTAG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   TTGGTAATCCTTCTCTATTAAATAAAGTAGGTAAGTTAATTGCTAGTATATATATGAACG  
pENTRYpurR      TTGGTAATCCTTCTCTATTAAATAAAGTAGGTAAGTTAATTGCTAGTATATATATGAACG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   AAGAACTTGATGCTGTTGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACTTGCGAATGCAGTCG  
pENTRYpurR      AAGAACTTGATGCTGTTGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACTTGCGAATGCAGTCG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   CAAACGTATTAAATTTACCTGTAGTGGTTATAAGAAAGGACAATAAAGTTACAGAAGGTT  
pENTRYpurR      CAAACGTATTAAATTTACCTGTAGTGGTTATAAGAAAGGACAATAAAGTTACAGAAGGTT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   CTACGGTTTCAATCAATTATGTTTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGTGTTAT  
pENTRYpurR      CTACGGTTTCAATCAATTATGTTTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGTGTTAT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   CGAAACGAACTTTAGCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCTG  
pENTRYpurR      CGAAACGAACTTTAGCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCTG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   GTGGCTCAATTAATGGAGTAATGAATTTAATGAATGAGTTTAAAGCCCATGTAAAAGGGG  
pENTRYpurR      GTGGCTCAATTAATGGAGTAATGAATTTAATGAATGAGTTTAAAGCCCATGTAAAAGGGG  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   TATCAGTACTTGTAGAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCT  
pEntrypurR      TATCAGTACTTGTAGAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCT  
                ************************************************************ 
 
Sequenzierung   TAGTCAGATTGTCAGATGTCGACGAGTACAACCAAGAATTTAAAGTGGAACCAGGCAACA  
pENTRYpurR      TAGTCAGATTGTCAGATGTCGACGAGTACAACCAAGAATTTAAAGTGGAACCAGGCAACA  
                ************************************************************                  
 
Sequenzierung   GTTTGTCTAAATTTTCTTAA----------------------------------------  
pENTRYpurR      GTTTGTCTAAATTTTCTTAAAACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGC  
                ********************                                   
   Stop purR
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III. Plasmidkarten der Expressionsvektoren

!

pEXPR icaR
5311 bp

initiation ATG

6xHis

ROP

Amp(R)

attB1

attB2

icaR

T7 reverse primer

T7 primer

T7 promoter

bla promoterRBS

pBR322 origin

T7 transcription terminator

!

pEXPR gcaD
6 06 4  bp

initiation ATG

6xHis

ROP

Amp(R)

attB1

attB2

OriMasterSite

gcaD

T7 reverse primer

T7 primer

T7 promoter

bla promoter

RBS

pBR322 origin

T7 transcription terminator

AvaI (34 6 6 )

BamH I (59 58 )

ClaI (50 6 )

EcoR I (530 )

Hind III (4 9 9 )

PstI (128 6 )

ApaL I (856 )

ApaL I (210 2)

ApaL I (26 0 2)

!

pEXPR purR
5527 bp

initiation ATG

6xHis

ROP

Amp(R)

attB1

attB2

OriMasterSite

purR

T7 reverse primer

T7 primer

T7 promoter

bla promoterRBS

pBR322 origin

T7 transcription terminator

AvaI (34 6 6 )

ClaI (50 6 )

Hind III (4 9 9 )

PstI (128 6 )

EcoR I (530)

EcoR I (5276 )

ApaL I (8 56 )

ApaL I (210 2)

ApaL I (26 02)

Abbildung 8-1 Plasmidkarten der Expressionsvektoren 
Die Expressionsplamide (Größe in bp) wurden nach dem entsprechenden überexpremierten Protein benannt. 
In grün ist das entsprechende Gen dargestellt, welches von den att-sites flankiert wird. Strangaufwärts findet 
sich der His-tag, Start-Codon, der T7-Promotor und die Ribosomen-Bindungsstelle (RBS). Die Plasmide 
enthalten zusätzlich eine Ampicillinresistenz. 
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IV. Tierversuchsgenehmigung 
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