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1  Zusammenfassung

Die  Rasterkraftmikroskopie-basierte,  Einzelzell-kraftspektroskopische  Quantifizierung  der
Adhasionsstarke  von  opportunistisch-pathogenen  Mikroorganismen auf klinisch-relevanten
Oberflachen, wie dem Zentralen Venenkatheter oder dem Zahnschmelz, ermdglichen es, den
biophysikalischen Mechanismus hinter der Adhé&sion besser zu verstehen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Adhdsion von individuellen Staphylococcus aureus-Zellen auf Zentralen VVenenkathetern und
von Candida albicans-Zellen auf Zahnschmelz untersucht. Dabei standen ihre Adhasionsvermdgen an
die jeweiligen nativen Substratoberflachen sowie von S. aureus in Gegenwart von humanem Blutplasma
und von C. albicans in Gegenwart von humanem Speichel im VVordergrund. Die Ergebnisse zeigen, dass
sich die Adhasionskrafte von S. aureus auf Zentralen Venenkathetern und von C. albicans auf
Zahnschmelz auf den unbehandelten Substratoberflichen im geringen ein- bis zweistelligen
Nanonewton-Bereich bewegten. Eine Biokonditionierung der Substratoberflichen mit humanem
Blutplasma oder mit Speichel zeigte einen unterschiedlichen Effekt bei der Adhédsion: Wéhrend eine
Speichelbeschichtung des Zahnschmelzes die Adhasionskrafte von C. albicans-Zellen signifikant
erhohte, fihrte eine Blutplasmabeschichtung des Zentralen Venenkatheters zu einer signifikanten
Reduzierung der Adhéasionskrafte von S. aureus. Die starke Adhésion von C. albicans auf
speichelbeschichtetem Zahnschmelz konnte auch auf oral-behandelten, in situ-biokonditionierten
Zahnschmelzprufkorpern gezeigt werden. Aufgrund des starken negativen Effekts von humanem
Blutplasma auf das initiale Adhdsionsvermdgen von S. aureus auf Zentrale Venenkathetern wurden
weiterflihrende Studien der Einzelzellkraftspektroskopie mit explantierten Zentralen Venenkathetern
aus der Klinik, oder nach Adsorption von ausgewahlten Blutplasmaproteinen auf dem Substrat
durchgefuhrt. Explantierte Substratoberflachen zeigten dabei eine &hnliche Minimierung der
Adhasionskrafte wie nach einer in vitro-Behandlung des Substrats mit humanem Blutplasma. Unter den
ausgewdhlten Blutplasmaproteinen konnte Humanes Serumalbumin als ein starker negativer Effektor
der Adhdsion von S. aureus auf Zentralen Venenkathetern identifiziert werden. Fibrinogen, ein in der
Literatur etablierter Faktor bei der Adh&sion von S. aureus, induzierte interessanterweise ebenfalls eine
Abnahme der Adhésionskrafte, jedoch in einem begrenzteren Umfang als humanes Serumalbumin.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in dieser Arbeit die Rasterkraftmikroskopie-basierte
Einzelzellkraftspektroskopie erstmalig auf authentischen, klinisch-relevanten Oberfldchen durchgefiihrt
wurde. Substratoberflachen wurden ebenfalls in vitro mit relevanten Korperflissigkeiten behandelt, die
einen starken Effekt auf die Adhésion des jeweiligen Mikroorganismus ausiibten. Die resultierende
Adhésionsstarke war auf diesen biokonditionierten Substratoberflachen und auf ex situ isolierten bzw.
in situ-behandelten Substratoberflachen vergleichbar, was ein klares Indiz daftr darstellt, dass die in
vitro produzierten Daten ein gutes Abbild der in vivo-Situation wiedergeben.

Die Einzelzellkraftspektroskopie wurde auch zur Bestimmung der Adhdsionsstarke von S. aureus auf

Endothelzellen nach Inaktivierung des Hitzeschockproteins ClpC, einem Modulator der bakteriellen
Xiii



Uberlebensfahigkeit in Wirtszellen, angewendet. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Adhasionsstarke zwischen einem ClpC-produzierenden S. aureus-Stamm und einer clpC-
Deletionsmutante. Daraus konnte gefolgert werden, dass das ClpC-abhingige Uberleben des

Bakteriums in der Wirtszelle nicht Uber eine Regulation des bakteriellen Adhdsionsvermdgens an die

Wirtszelloberflache erfolgt.
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Atomic force microscopy to investigate the adhesion of
opportunistic-pathogenic  microorganisms to authentic,

clinically relevant surfaces

Summary

Atomic force microscopy-based single-cell force spectroscopy enables the quantification of the adhesion
strength of microorganisms to clinically relevant surfaces, such as central venous catheters or tooth
enamel surfaces. With this technique, it is possible to uncover biophysical adhesion mechanisms, which
have not been discovered yet.

In this work, the adhesion strengths of Staphylococcus aureus to the tubing of central venous catheters
and of Candida albicans to tooth enamel specimen were investigated. Chiefly, the adhesion of individual
cells of each species was tested to the respective naive surfaces, as well as to human blood plasma-
treated central venous catheters for S. aureus, and to saliva-treated tooth enamel for C. albicans. The
results show that the adhesion forces for S. aureus to the catheter and for C. albicans to the tooth enamel
were in the lower nanonewton range. When surfaces were preincubated with the respective bodily fluids,
we found a different effect on adhesion: While a coating of tooth enamel with saliva resulted in a
significant increase of C. albicans adhesion forces, the deposition of human blood plasma reduced the
adhesion forces of S. aureus significantly. The strong adhesion of C. albicans to saliva-treated tooth
enamel could also be reproduced on orally treated, in situ-coated tooth enamel specimen.

Due to the strong negative impact of human blood plasma on the adhesion capacity of S. aureus to
central venous-catheter tubing, further single-cell force spectroscopy studies were conducted with
explanted central venous catheters from the clinics or after coating the substrate surface with selected
blood plasma proteins. S. aureus cells tested on explanted surfaces showed a similar reduction in
adhesion forces as observed with the in vitro-treated catheter surfaces. Among selected blood plasma
proteins, human serum albumin was identified as a negative effector of the adhesion of S. aureus to
central venous catheters. Fibrinogen, a factor known to promote adhesion of S. aureus to host cells and
tissues, interestingly, also induced a reduction of adhesion forces, albeit not to the same degree as
albumin.

In conclusion, this work established atomic force microscopy-based single-cell force spectroscopy for
the first time on authentic, clinically relevant surfaces. Substrate surfaces were either untreated or treated
in vitro with the relevant bodily fluids, which had a tremendous effect on the adhesion of the

microorganisms to the respective surface. Importantly, the resulting adhesion strengths were comparable
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to the adhesion strengths recorded on ex vivo- or in situ-coated substrate surfaces, suggesting that the in
vitro data produced with this assay can be related to the in vivo situation.

Furthermore, this technique could be used to quantify the adhesion strength of S. aureus to endothelial
cells after inactivation of ClpC, a modulator of bacterial survival in host cells. Here, no significant
difference was found in the adhesion strengths between a ClpC-producing S. aureus and a clpC deletion
mutant. It was concluded that the ClpC-dependent survival of the bacterium in the host cell does not

result from a regulation of the adhesion strength to the epithelial cell surface.
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2  Einleitung

2.1 Kolonisierende  opportunistische  Krankheitserreger  des

Menschen

Die Bezeichnung ,,Opportunistischer Krankheitserreger definiert eine grofere Gruppe von
mikrobiellen Organismen, die gelegentlich lokale oder lebensbedrohliche Infektionen im Wirt
verursachen. Mit ,kolonisierenden opportunistischen Krankheitserregern soll dabei jene Gruppe
gemeint sein, die den menschlichen Wirt im Regelfall asymptomatisch besiedeln und einen Bestandteil
der normalen Flora des Wirts bilden. Zu dieser Gruppe gehdren bakterielle Mikroorganismen, wie etwa
Staphylococcus aureus, und Pilze, wie Candida albicans. Parasiten, wie der Einzeller Toxoplasma
gondii, oder Viren, wie das Herpes-Simplex-Virus, komplementieren diese Gruppe. Wirtsabhéngige
Faktoren beim Menschen wie Alter und Verhalten [225], Korperanatomie [38] und Gesundheitsstatus
(hierbei zahlen Immunaktivitat, mogliche Vorerkrankungen oder Fettleibigkeit [57,153,204]) k6énnen
die Kolonisationsrate, und die Wahrscheinlichkeit, an einer (Re-)Infektion zu erkranken, markant
beeinflussen [85].

Die mikrobielle Kolonisation von Oberflachen ist ein progressiver und dynamischer Vorgang,
beginnend mit dem biophysikalischen Prozess der Adhésion einzelner Mikroben an die Oberflache (s.
Abb. 1) und ihrer schrittweisen Vermehrung. Proliferierende Mikroben kdnnen weitere Artgenossen und
artfremde  Mikroorganismen rekrutieren und (ber interzelluldare Verknipfungen in den
Besiedlungsprozess einbauen. Die hdchste Komplexitat wird erreicht, wenn durch diese verzahnten
Ereignisse dreidimensionale multizellulare Gebilde, sogenannte mikrobielle Biofilme, entstehen. In
solchen Konstrukten sind die mikrobiellen Zellen in eine schleimige Matrix aus mikrobiellen
Exopolysacchariden, extrazellularer DNA und Proteinen eingebettet [139]. Wéahrend die Bakterien
innerhalb eines Biofilms an unterschiedliche Mikronischen angepasst sind und verschiedene
Phénotypen und Funktionen annehmen, dienen planktonische Bakterien hauptsachlich zur

Dissemination und Besiedlung neuer Oberflachen [60].
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Abbildung 1: Adhésion von kolonisierenden opportunistischen Krankheitserregern.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (links) eines Biofilmausschnitts mit einer adhérenten
Staphylococcus aureus-Zelle auf einer abiotischen Goldoberflache (Pfeil) und (rechts) einzelner
Candida albicans-Zellen auf einer naturlich biokonditionierten Zahnoberfl&che. (Links) Adaptiert nach
[105], (rechts) Matthias Hannig, UKS Homburg.

Die initiale Adhasion der mikrobielle Zelle an eine biotische/abiotische Oberflache ist die Grundlage
bei der Eroberung von neuen Habitaten und unter glnstigen, nahrstoffreichen und umweltfreundlichen
(und selbst umweltfeindlichen) Bedingungen die Basis der Biofilmbildung [178]. Die Adhasion bewirkt
progressiv eine oft irreversible Verankerung der Zelle auf der Substratoberflache, die Synthese von
Proteinen durch den Vorgang der Mechanotransduktion, die wichtig fir die Bildung von essentiellen
Komponenten eines Biofilms sind, und tragt mafgeblich zur Dichte und Hohe des Biofilms bei
[60,76,105]. Mikroben, die zu einer ausgepragten Biofilmbildung fahig sind und im Rahmen dieser
Arbeit ndher untersucht werden sollen, sind die beiden opportunistischen Humanpathogene S. aureus

und C. albicans.

2.1.1 Das Bakterium Staphylococcus aureus

Etwa 20-30 % der gesunden Erwachsen sind dauerhafte Trager des grampositiven Kokkenbakteriums
Staphylococcus aureus, wahrend bis zu weitere 47 % zumindest zeitweise mit diesem Bakterium
besiedelt sein kdnnen [151,278,275,222]. Das Haupthabitat von S. aureus ist der Nasenrachenraum mit
einem Schwerpunkt auf den Nasenvorhof [297]. Daneben kénnen auch die Haut, und etwas seltener
auch der Darm, mit diesem fakultativ anaeroben Bakterium besiedelt sein ohne dabei zwingend eine

Infektion hervorzurufen. Mit einer durchschnittlichen Grofle von etwa 1 pm ist es nach der Gram-
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Farbung unter dem Lichtmikroskop gut zu erkennen. Hierbei lassen sich die Bakterien, die sich gerne
mit mehreren individuellen Bakterienzellen in Trauben-férmigen Clustern zusammenlagern, sehr gut
von den ebenfalls opportunistisch-pathogenen, allerdings kettenférmigen Streptokokken, wie
Streptococcous pyogenes, unterscheiden. Eine biochemische Methode zur Unterscheidung der
Staphylokokken von den Streptokokken ist der Katalase-Nachweis, der bei Staphylokokken positiv
verlauft. Von dem ebenfalls klinisch-relevanten und nahen Verwandten Staphylococcus epidermidis ist
S. aureus Uber einen negativen Koagulase-Test differenzierbar. Neuerdings an Bedeutung gewinnende
Keime wie Staphylococcus argenteus sind dagegen biochemisch schwer, durch hochtechnologische

Methoden jedoch sicher von S. aureus abzugrenzen [7].

Viele S. aureus-Isolate besitzen eine erworbene Resistenz gegenilber Kklinischen Antibiotika, eine
Beobachtung, die erstmals 1960 beim Penicillinase-festen 3-Lactamderivat Methicillin gemacht wurde,
und in die Erstbeschreibung vom Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) flhrte [212]. Heutzutage ist
bekannt, dass die meisten im Krankenhausumfeld zirkulierenden MRSA neben ihrer Resistenz
gegeniiber R-Lactam-Antibiotika in der Regel auch noch gegen weitere Antibiotikaklassen resistent
sind. Zur Bekampfung dieser S. aureus-Varianten konnen (blicherweise nur noch Reserveantibiotika
wie etwa das Glykopeptid VVancomycin oder das Lipopeptid Daptomycin eingesetzt werden [161].
Jedoch wird auch mit ihrer Hilfe eine Beseitigung des Keims nicht immer gewéhrleistet: Forscher
fanden, dass selbst Reserveantibiotika in klinisch-relevanten Konzentrationen manchmal nicht
zielfihrend waren, die Bakterienpopulation in einem effektiven Malle zu reduzieren, die es dem
Immunsystem gestattet, die Infektion zu kontrollieren, wenn diese sich in Biofilmen anlagerten [28].
Schéatzungen der jlingeren Vergangenheit gehen davon aus, dass bakterielle Biofilme fur etwa 80% aller
Infektionen des Menschen verantwortlich sind und eine erhebliche Rolle bei der Entstehung von akuten
und chronischen Infektionskrankheiten spielen [234]. Daher werden alternative Kombinationen von
Wirkstoffen oder Strategien zur Bekdmpfung von diesen Biofilm-bildenden Keimen dringend benétigt.
Infektionen mit S. aureus kénnen zu einer Reihe von Krankheitsbildern, wie Infektionen der Haut- und
Weichgewebe bis hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen wie Blutstrominfektionen oder
Endokarditiden, fuhren. S. aureus etabliert solche Infektionen auch tiber die Besiedlung von Implantaten
wie dem Zentralen Venenkatheter (ZVK) oder kiinstliche Herzklappen [245,14,185,4,174].



2.1.2 Der Hefepilz Candida albicans

Candida albicans ist ein weiterer, bedeutender Vertreter der kolonisierenden opportunistischen
Krankheitserreger des Menschen und gehdrt zu den sich asexuell vermehrenden Hefepilzen, solchen
Einzellern, die sowohl durch Knospung als auch durch Hyphenbildung wachsen und sich vermehren
koénnen. C. albicans ist daher ein polymorpher Hefepilz aus (i) kompakten ovalformigen Hefezellen, (ii)
»echten Hyphen (elongierte Zellen, die intrazellular miteinander verkniipft sind und tiber gemeinsame
Poren verfuigen) und (iii) Pseudohyphen (aneinandergereihte Hefezellen, denen gemeinsamen Poren
fehlen) [167]. C. albicans besiedelt den Menschen an verschiedenen Habitaten, wie dem
Grastrointestinal- oder Reproduktionstrakt, in der Mundhohle, oder auf der Hautoberflache
[144,3,97,157]. Die Kolonisation der Mundhohle gilt als Basis von oralen Candida-Infektionen, den
oralen Candidosen, und wird auch als der Ursprung fiir eine weitere Dissemination des Hefekeims im
Korper, darunter auch im Rahmen der gastrointestinalen Kolonisation angenommen [242]. Die
Besiedlung der Mundhéhle mit C. albicans ist meist altersunabhangig und bis zu 67 % aller Kinder und
59 % aller Erwachsenen kénnen mit C. albicans durchseucht sein [100]. Dementsprechend konnte der
Keim bereits in Zahnfleischtaschen [69], Wurzelkanélen [15], auf orthodontischen Apparaturen, die
direkt auf den Zahnen angebracht werden kénnen [32], innerhalb von Zahnprothesen [170], und auf der
Zahnschmelzoberflache [24] nachgewiesen werden. Der kulturelle Nachweis von C. albicans erfolgt
Uber spezielle Nahrbdden wie dem Candida-CHROM-Agar, einem selektiven Indikatormedium fur
verschiedene Arten der Candida-Gattung bei gleichzeitiger Wachstumshemmung von Bakterien.
Weitere biochemische Tests ermdglichen die Identifizierung von C. albicans anhand von Zucker-
Assimilationstests und enzymatischen Tests. Neben diesen Goldstandards der C. albicans-Diagnostik
bietet eine Massenanalyse von C. albicans-Zellfragmenten iber MALDI-TOF MS (engl. matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) eine rasche Identifikation dieser Spezies
[217]. Klinisch bedeutsame Erkrankungen, die durch C. albicans verursacht werden konnen, sind
Oberflacheninfektionen der Haut und Schleimhé&ute bis hin zu ernsthaften Blutstrominfektionen, die mit
einer Mortalitatsrate von Uber 40% assoziiert sind [295,39,209]. In Deutschland ist dieser Keim
verantwortlich fur etwa 9,2 % aller nosokomialen Infektionen [94]. Antimykotische Therapien gegen
Candida spp. lassen sich je nach Alter des Patienten, Grad und Ort der Infektion mit verschiedenen
Wirkstoffen durchfuihren. Bei Neugeboren und Kleinkindern sowie bei Erwachsenen mit mukokutanen,
den Schleimhaut-betreffenden, Infektionen wird hdufig der Ergosterolsynthese-Inhibitor Fluconazol
verwendet. Bei systemischen Infektionen werden wu.a. der 1,3-3-D-Glukansynthase-Inhibitor
Caspofungin oder der Porenbildner Amphotericin B verwendet. Ein erheblicher Nachteil bei der
Anwendung von Antimykotika sind die hdufigen Wechselwirkungen mit humanen Wirkungsstrukturen,
wie etwa die Hemmung von Enzymen. Der Grund hierfiir liegt in der Ahnlichkeit von potenziellen
Zielstrukturen in Pilz und Mensch. Daher bendtigt eine Therapie mit beispielsweise Fluconazol zur

Bekampfung von C. albicans- Infektionen bei werdenden Muttern eine hohe Wirkstoff-Konzentration
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bei etwa 400 — 800 mg/d. Dadurch kann es folglich zu schwerwiegenden, kongenitalen Fehlbildungen
des Kindes kommen (zum Vergleich: 6-12 mg/kg/d an Fluconazol sind empfohlen bei einer

systemischen Infektion von Neugeborenen) [162,163,224].

2.2 Mikrobielle Adhasion als Grundlage der Biofilmbildung

Die Stadien der Biofilmbildung (s. Abb. 2) verlaufen in C. albicans und S. aureus auf ahnliche Weise
und werden fur C. albicans in vier und fur S. aureus in funf grundlegende Phasen unterteilt: (1) Adhdsion
von einem oder mehreren Einzellern an die Oberflache gefolgt von interzelluldarer Adhésion, (1)
Proliferation der Mikroben zu einer basalen Schicht und zusétzlich die Formierung erster
strukturgebender Hyphen bei Pilzen, (111) Maturation des Biofilms und (IV) Dispersion von kompakten
Einzelzellen zur Kolonisierung weiterer Stellen [167,187]. Bei S. aureus gibt es zwischen (1) und (1)
zusatzlich eine Exodus-Phase, bei der einzelne Bakterien aus dem Biofilm freigesetzt werden, um ein

dreidimensionales Wachstum des gesamten bakteriellen Biofilms zu ermdglichen [186].

(IV) Dispersion

(Il Maturation

Abbildung 2: Adhasion als Stadium der Biofilmbildung bei kolonisierenden opportunistischen
Erregern.

Dargestellt ist die mikrobielle Biofilmbildung mit den vier charakteristischen Entwicklungsstadien. Die
wichtige (1) initiale Adh&sion von einzelnen Zellen erfolgt dabei an abiotische und/oder an
biokonditionierte Stellen (violett) der Substratoberflache. Adaptiert nach [207].

Der initiale Prozess der Adhéasion an die Oberflache hilft den mikrobiellen Zellen sich vor harschen
Umweltbedingungen, wie etwa mechanischen Scherkraften, zu schitzen, und bei Biofilm-bildenden

Mikroorganismen komplexe mikrobielle Gemeinschaften zu bilden. Die Adhé&sion ist dadurch auch der
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Ursprung fiir die Entstehung von Biofilmen-assoziierten Infektionen [61]. Die mikrobielle Adhésion
kann an biologische Strukturen, wie etwa an humane extrazellulire Matrixproteine auf
Wirtszelloberflachen, oder an abiotische (medizinisch-relevante) Oberflachen, die im menschlichen
Korper implantiert oder inseriert werden kdnnen, erfolgen. Biophysikalisch betrachtet ist die Adhasion
die Summe aller Kréfte, die zwischen zwei oder mehreren Interaktionspartnern, wie etwa einem
Bakterium und einer Substratoberflache, wirken, wobei solche groReren Kdérper mit ihren
Oberflachen(makro-)molekilen und -atomen spezifisch (direktional, innerhalb enger geometrischer
Grenzen) oder unspezifisch (ungerichtet) interagieren. Bei einigen Arten von Mikroorganismen ist
bekannt, dass sie auf ihrer Oberflache in groRer Anzahl Makromolekile mit adhésiven Eigenschaften,
die Adhasine bzw. Adhéasionsfaktoren, aufweisen, und dass diese Adhasine mit ihren individuellen
Bindungseigenschaften sowie ihrer Verteilung auf der mikrobiellen Zelloberflache die Adhé&sionsstarke
des Mikroben malgeblich beeinflussen [253]. Im Folgenden werden die unspezifischen und
spezifischen Adh&sionsmechanismen beschrieben, derer sich Mikroorganismen bedienen kénnen, um

eine Oberflache, u.a. mithilfe solcher Adhéasine, zu besiedeln.

2.2.1 Unspezifische Adhasionsmechanismen in Mikroorganismen

Einen wichtigen Beitrag zu der Adhdsion von Mikroorganismen spielen die unspezifischen
Adhésionsmechanismen, bei denen in der Regel ungerichtete, physikalische Kréfte wirken. Die
unspezifischen Kréafte entstehen zwischen verschieden Arten von Atomen, Molekilen oder
Molekiilgruppen oder auch bei der Anndherung von Mikrometerobjekten bei unterschiedlichen
Distanzen in Angstrom*-Dimensionen. Sie sind maRgeblich auf elektromagnetische Interaktionen
zuruickzufiihren, die darauf beruhen, dass auf atomarer Ebene elektrische Ladungen gleicher Art sich
abstoRen und entgegengesetzte sich anziehen. Umgebungsfaktoren wie pH, lonenstarke, Temperatur
und Zusammensetzung von Flissigkeiten konnen genauso wie mechanische und elektrische
Eigenschaften des Substrats oder der Zelloberflache der Mikroorganismen das Auftreten unspezifischer
Adhasionsmechanismen markant beeinflussen. Verschiedene Interaktionen fallen in diese Kategorie
und man unterscheidet zwischen den langweitreichenden und den kurzweitreichenden Interaktionen
bzw. Kréften (s. Tab. 1). Bei den langweitreichenden Interaktionen nimmt das Interaktionspotenzial mit
der Distanz zwischen zwei Kérpern nur langsam ab, wahrend bei den kurzweitreichenden Kraften die
Abnahme schneller erfolgt (bei Betrachtung der Interaktionen zwischen zwei Kérpern auf der Angstrém
-Skala).

11 penannt nach dem Physiker Anders Jonas Angstrom; 1 A = 0,1 nm.



Tabelle 1: Interaktion bzw. Kréfte mit einer wichtigen Funktion bei der mikrobiellen Adhésion.

Art der
Interaktion oder Kraft

Charakteristiken

Reichweite

Van der Waals

Eine Kraft, die zwischen

< 50 nm; langweitreichend

Oberflachen mit (abhé&ngig von den
permanenten und/oder Geometrien der involvierten
induzierten Dipolen wirkt; Korper)
attraktiv

Elektrostatisch Eine Kraft zwischen lonen, Wenige nm in
geladenen Molekilen oder physiologischer Ldsung;
Oberflachen; attraktiv oder langweitreichend
repulsiv

Hydrophober Effekt Eine Interaktion zwischen <5 nm; kurzweitreichend

nichtpolaren Molekilen bzw.
Kdrpern in polaren

Flissigkeiten; attraktiv

Sterisch Quantenmechanische Kraft, Wenige Angstrom;
wodurch die Geometrie und kurzweitreichend
Gestalt

eines Molekls

festgelegt wird; repulsiv

Thermale Fluktuation Eine temperaturabhangige Wenige Angstrom
Kraft, die zur sterischen
AbstoRung zwischen

Molekilen fuhrt; repulsiv

Wasserstoffbriicken Eine direktionale Wenige Angstrom
elektrostatische Kraft

zwischen  positiven  und
negativen (Partial-
)Ladungen von Molekilen;

attraktiv

Zu den am besten untersuchten Interaktionen in mikrobiellen Adhé&sionsprozessen z&hlen die van der
Waals (vdW)-Kréfte. Diese gehoren zu den langweitreichenden Interaktionen und ermdglichen starke,
ladungsabhéngige Attraktionen etwa zwischen einem kugelformigen Mikrometerobjekt, wie

(n&herungsweise) eine spharische Zelle, und einer makroskopischen Substratoberflache [169,255]. Die
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vdW-Kréfte vermitteln daher auch die Adhé&sion von Staphylokokken oder anderen einzelligen
Organismen an polarisierte oder polarisierbare Substratoberflaichen [141,169]. So konnte gezeigt
werden, dass das S. aureus mit seiner in der Regel negativen Oberflachenladung auf Siliziumoberflachen
einen Dipol induzieren konnte, wodurch es dann tber vdW-Kréfte zur Adhdsion kommen konnte [169].
Auf anderen Oberflachen, wie etwa dem biomedizinisch relevanten Teflon funktioniert diese Art der
Dipol-Induktion durch negativgeladene Bakterien nicht, da Telefon eine starke, durch Fluor-Atome
vermittelte negative Oberflachenladung aufweist und sich nicht polarisieren lasst [140]. Zur
Modellierung der bakteriellen Adhasion an Substratoberflachen werden Bakterien oft als kolloide
Partikel beschrieben wie etwa in der DLVO-Theorie, benannt nach Derjaguin, Landau, Verwey und
Overbeek. In der DLVO-Theorie wird die Interaktion bzw. das Interaktionspotenzial von zwei
Oberflachen anhand ihrer Ladungen (in Fliissigkeiten meist negativ) und der zwischen ihnen wirkenden
vdW-Kréfte beschrieben bzw. ermittelt [42,130,140]. Die Erweiterte DLVO-Theorie (XxDLVO)
berticksichtigt zusétzlich kurzweitreichende Interaktionen zwischen dem Bakterium und der
Substratoberflache, wie etwa den hydrophoben Effekt. Hydrophobe Interaktionen spielen vor allem bei
der Adhésion von Mikroorganismen mit einer hydrophoben Zelloberflache, wie S. aureus, auf
hydrophoben Substratoberflachen eine tragende Rolle [81,73,302,257]. Allerdings kdnnen solche
Adhasions-Events, die auf hydrophoben Interaktionen basieren, aufgrund der komplexen
Zusammensetzung der Zelloberflache, wie sie auch bei S. aureus zutrifft, nicht mithilfe der xDLVO-
Theorie erklért oder vorhergesagt werden [257]. Auf der Zelloberflache von S. aureus etwa befinden
sich zahlreiche adhasive Makromolekile (ermittelt wurden in Simulationsstudien etwa 8000 Adhdsine
bei einem definierten Radius von 500 nm), die mithilfe von kurzweitreichenden Interaktionen in groRRer
Anzahl an hydrophobe Oberflachen binden kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass die Adhésion und
die Annédherung von S. aureus an hydrophobe Silizium-Oberflachen signifikant starker bzw. attraktiver
ausfiel als bei dem nahverwandten Staphylococcus carnosus, dem zellwandgebundene
Adhasionsfaktoren groRtenteils fehlen [268]. Der hauptsachliche Grund fir diesen markanten
Unterschied im Adhdsionsvermdgen liegt darin, dass Adhésine von S. aureus, welche aus der Zellwand
des Bakteriums herausragen, bereits bei einer Distanz von ~ 50 nm zur Substratoberflache, auf die
Oberflache treffen und ihr geniberliegendes Ziel zu binden vermdgen, noch bevor der eigentliche
Korper des Bakteriums die Oberflache erreicht [267,268,253]. Hierbei scheinen sowohl proteindse als
auch nicht-proteintse Makromolekile der Zellwand von S. aureus eine wichtige Rolle zu spielen, da
die Adhé&sionsfahigkeit der Zelle reduziert werden konnte, sobald die bakterielle Zelloberflache mit
einer Protease (Pronase E) oder mit einem Protein-Crosslinker wie Glutaraldehyd behandelt wurde
[268]. Diese Makromolekiile sind maBgeblich fur die Adhésionsstarke von S. aureus verantwortlich,
und zeigen, dass die XDLVO-Theorie, die normalerweise nur die Geometrie des Bakteriums
berticksichtigt, theoretisch auf die einzelnen makromolekularen Oberflachenadhdsine angewendet

werden musste, um die bakterielle Adhé&sion an hydrophobe Oberflachen exakt zu beschreiben [268].



Auf hydrophilen Oberflachen ist die Anbindungsféhigkeit und die Adhésion von S. aureus schwécher
als auf hydrophoben Oberflachen und es existiert eine stochastische Adhéasionsstéarke flr individuelle
Bakterienzellen, wodurch das Zustandekommen einer (irreversiblen) bakteriellen Adhésion schwer
vorherzusehen ist [172]. Dort kann die elektrostatische Repulsion, die in physiologischer Lésung durch
einen Doppellayer aus negativen Ladungen zwischen Bakterium und Substratoberflache ausgeldst wird,
so grofR werden, dass praktisch keine Anbindung der Adhésine an die Substratoberflache erfolgen kann.
Bei dieser Form der bakteriellen Interaktion zur Substratoberflache handelt es sich dann um eine
reversible, schwebende Adhasion (engl. floating adhesion) im Gegensatz zu einer fest-verankerten

Adhasion (engl. tether-coupled adhesion), wie sie auf hydrophoben Oberflachen zu beobachten ist [276].

2.2.2 Spezifische Adhéasionsmechanismen in Mikroorganismen

Vor allem pathogene Mikroorganismen sind bekannt dafur, auch an humane Wirtsstrukturen, wie etwa
Zellmembrankomponenten von Epithel- und Endothelzellen, sowie an Komponenten der extrazelluléren
Matrix zu binden [118]. Die Adhé&sion verlduft hier meist Uber spezifische Rezeptor-Liganden-
Interaktionen, die Uber die Bindung der Oberflachenadhdsine der Mikrobe an humane Ligandenproteine
des Wirts in geometrisch eingeengten Rdumen stattfindet, wie etwa beim Clumping Faktors A (CIfA)
in S. aureus, der durch den C-Terminus der y-Proteinkette von Fibrinogen zwischen seinen
Proteindoménen N2 und N3 eingefadelt wird [179,180]. Die fiir die Adhasion in Betracht kommenden
Kréfte sind prinzipiell dieselben wie bei den unspezifischen Adh&sionsmechanismen, jedoch mit dem
Unterschied, dass spezifische Interaktionen in einem sehr begrenzten Interaktionsraum stattfinden. Hier
spielen dann vor allem hydrophobe Interaktionen bei der Kontaktentstehung und Wasserstoffbriicken
bei der Interaktion von komplementdren Strukturen in Bindungstaschen eine wichtige Rolle [183].

In S. aureus und C. albicans vermitteln meist zellwandgebundene Oberflachenadhésine die spezifische
Adhasion. Sie sind kovalent (seltener durch nicht-kovalente Interaktionen) in der Zellwand verankert
und werden in das AuBenmilieu exponiert, wobei sie unter Umstdnden weiter modifiziert werden

kénnen, wie etwa durch Zuckerketten oder Oberflachenladungen (s. Abb. 3).

Adhasionsfaktoren und Adhasionsmechanismen in S. aureus

S. aureus besitzt ein grolRes Repertoire an Virulenzfaktoren, mit deren Hilfe das Bakterium den Korper
des Wirtes erfolgreich besiedeln kann. Es gibt unter den Virulenzfaktoren vier groRBe Klassen: Die
Invasine, die immunmodulierenden Faktoren, die Toxine und die Adhasionsfaktoren. Unter den

Adhésionsfaktoren finden sich Proteine, die kovalent an das Peptidoglykan der Zellwand gebundenen



sind und als CWA (engl. cell wall-anchored [proteins]) bezeichnet werden [91]. Eine weitere

Untergruppe bilden die adhdsiven und polymeren Zellwand-Bestandteile Wand- und Teichonsauren.
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Abbildung 3: Zellwandgebundene Adhasionsfaktoren in S. aureus und C. albicans.

Schematische Darstellung der Adhé&sionsfaktoren der Zellwand bei (A) S. aureus und (B) C. albicans.
Auffallige Gemeinsamkeiten der Zellwand sind strukturgebende Zuckerketten aus Peptidoglykan (S.
aureus) oder Glukan (C. albicans), mit denen die Adhasionsfaktoren kovalent verknipft sein kénnen.
Weitere Adhésionsfaktoren sind mit der Zellwand auf nicht-kovalente Weise assoziiert oder mit der
Zellmembran verbunden. CWA, engl. cell-wall anchored (proteins); Glc, Glucose; GPI-CWP, engl.
GPl-anchored cell wall protein; LPXTG, Leu-Pro-X-Thr-Gly, wobei X eine beliebige Aminoséure
darstellt; MP, Mannoprotein; NAG, N-Acetyl-Glukosamin; NAM, N-Acetyl-Muraminséure
(Miteinander verknupfte NAM- und NAG-Molekiile bilden die Basis von Peptidoglykanstrangen); NT,
Protein-N-Terminus; PK, Polysaccharid-Kapsel; ZM, Zellmembran; ZW, Zellwand. Abbildung zur
Veranschaulichung nicht maRstabsgetreu.

Eine dritte Gruppe sind die SERAMs (engl. secretable expanded repertoire adhesive molecules),
Proteine, die sekretiert werden und teilweise an der bakteriellen Zellwand verbleiben sowie an adhésive
Wirtsstrukturen binden und die bakterielle Adhésion vermitteln kénnen [49].
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Im Folgenden werden einige Vertreter der CWA-Teilgruppe MSCRAMM (engl. microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules) beschrieben, denen eine bedeutende Rolle bei der
bakteriellen Adhasion an Wirtsstrukturen zukommt. Die Proteinsequenz der MSCRAMMS besteht stets
aus folgenden Komponenten; dem N-terminalen Signalpeptid, mehreren charakteristischen, 1gG-artig
gefalteten Domanen [91], den hydrophoben Zellwand- und Zellmembran-iberbriickenden Domanen,
und dem C-terminalen LPXTG-Maotiv, iber welches das Protein mithilfe des Enzyms Sortase A kovalent
in die Zellwand verankert wird [118]. Zwei der wichtigsten MSCRAMMSs sind die Fibrinogen-
Bindefaktoren (engl. clumping factors) CIfA und -B. CIfA und -B sind ca. 92 kDa bzw. 124 kDa (was
je nach S. aureus-Stamm auch variieren kann) grof3 und die Fg-Bindungsaktivitat verlauft fir beide ber
die N-terminale Region A, welche aus den IgG-artigen Ligandenbindedoménen N2 und N3 besteht. Flr
CIfA wurde eine Prévalenz von 99 % in MSSA- und MRSA-Isolaten beschrieben [115].
Interessanterweise ist die Proteinstruktur von Region A nur zu 26% zwischen CIfA und -B identisch,
was auf unterschiedliche Zielstrukturen in Fg hindeutet. Daher ist es nicht verwunderlich, dass CIfA die
v-Kette, und CIfB die a— und 3-Ketten von Fg bindet [195]. Die Bindung zwischen Fg und CIfA ist sehr
stark und kann konformationsabhéngig bis in die GrélRenordnung kovalenter Bindungen (~2 nN) reichen
[122]. CIfA kann Uber Fg an abiotische Oberflachen oder mit Fg als Briickenstruktur an das Integrin
avpB3 auf der Zelloberfliche von Endothelzellen binden, was zu einer erhéhten Kolonisierung von Herz
und Nieren, wie in einem Mausmodell gezeigt wurde, fuhren kann [90,284]. CIfA ist ein immunogener
Virulenzfaktor in S. aureus und wurde daher auch als Teil eines Kombinationsimpfstoff gegen invasive
S. aureus-Infektionen getestet [110]. Neben seiner zellbindenden Eigenschaft ist CIfA in Kombination
mit den beiden Koagulasen Coa und VWBP insbesondere fiir die Bildung von Fibrinnetzwerken von
Bedeutung, in denen sich S. aureus vor der angeborenen Immunabwehr zu schiitzen vermag [51,90].
CIfB wiederum kommt eine wesentliche Rolle bei der Besiedlung der Nasenschleimhaute zu, indem es
mit nasalen Epithelzellen interagiert und dabei an das Strukturprotein K10 des Keratin-Typs | bindet,
welches auf der Zelloberfliche abgelagert wird [91,202]. Auch bindet CIfB an das
Zelloberflachenprotein Loricrin, welches ebenfalls auf den nasalen Epithelzellen oder auf Korneozyten
vorkommt [89,189,286]. Im Rahmen von Weichgewebsinfektionen im Mausmodell wurde gezeigt, dass
CIfB in Gegenwart von Loricrin einen Einfluss auf die durch S. aureus verursachte Abszessbildung
ausubt [160].

Weitere wichtige Adhé&sine von S. aureus sind die Fibronektin-bindenden Proteine FnbpA und -B. Die
Fnbps gehoren zu den gréReren MSCRAMMS und erreichen eine GroRe von ~ 110 kDa (FnbpA) bzw.
~ 100 kDa (FnbpB). Sie besitzen mehrere C-terminale Fibronektin(Fn)-Bindestellen, die eine Adhésion
eines Fnbps an mehrere Fn-Molekile ermdglichen [246,291]. Je nach Stamm konnen die FnbpS bis zu
elf aufeinanderfolgende Fn-Bindestellen enthalten, die sich vom C-Terminus bis in Region A erstrecken
[181]. Ahnlich wie die Clfs besitzen die Fnbps eine N-terminale Fg-Binderegion, wobei gezeigt werden
konnte, dass FnbpA dhnlich wie CIfA die y-Kette von Fg bindet und dadurch in CIfA- und CIfB-

Doppelmutanten von S. aureus die Interaktion zu Fg aufrechterhalten kann [291]. Obwonhl die Fnbps zu
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den Adhasionsproteinen in S. aureus gehoren, spielen sie auch eine wichtige Rolle bei der Fn-
vermittelten Internalisierung von S. aureus durch eukaryonte Epithel- oder Endothelzellen [77,248,92],
einem weiteren Immunevasionsmechanismus des Bakteriums, sich der Internalisierung durch
professionelle Phagozyten wie Neutrophile Granulozyten oder Makrophagen zu entziehen.

Ein weiteres wichtiges Adhasionsprotein dieses Bakteriums ist Protein A, welches u.a. bei der Adhdsion
von S. aureus Uber das Oberflachenprotein gC1gR an Thrombozyten eine Rolle spielt [194]. Protein A
besitzt eine GroRe von etwa 55 kDa und an seinem N-Terminus funf Immunglobulin-bindende Tandem
Repeats, die jeweils aus einem Blindel aus drei helikalen Proteinstrukturen bestehen. Die eigentliche
Hauptfunktion dieses Proteins ist eine Bindung der Fc-Strukturen von IgG-Antikorpern, wodurch die
Antikorper-vermittelte Opsonisierung von S. aureus durch das Immunsystem verringert wird. Als
Adhasionsfaktor bindet Protein A des Weiteren an den von-Willebrand-Faktor und fordert dadurch die
bakterielle Adhésion an Endothelzellen [124,210]. Ergénzend l&sst sich zu den zellwandgebundenen
Adhasinen in S. aureus, wie den FnBPs [241,298], CIfB [195] oder Protein A (Bjérkind und Arvidson,
1980) hinzufiuigen, dass sie bevorzugt in der exponentiellen Wachstumsphase der Bakterien exprimiert
werden, wéhrend andere Adhésine wie CIfA oder das MSCRAMM SdrC auch in spateren
Wachstumsphasen exprimiert werden konnen [19,82].

Neben den CWA-Proteinen existieren mit den Teichonsduren, wie erwahnt, auch nicht-proteindse
Zellwand-Adhésine in S. aureus. Dabei gibt es die Unterteilung in Wandteichonséuren (WTS) und
Lipoteichonsduren (LTS). Bei ihnen handelt es sich um komplexe, zwitterionische Zellwandpolymere,
wobei die WTS kovalent an das Peptidoglykan der Zellwand gebunden und die LTS Uber ein Glykolipid
in der Zellmembran verankert sind [31]. WTS und LTS bestehen aus einem polyanionischen Riickgrat
aus Ribitolphosphat- bzw. Glycerolphosphat-Wiederholungen. Teichonséuren sind wichtige integrale,
und im Falle von LTS essenzielle Bestandteile der Zellwand von S. aureus [214]. WTSs sind zudem

wichtige Adhésine bei der Kolonisierung von humanen Haut- und Nasenepithelzellen [292-294].

Ein Uberblick Uiber die Gesamtheit an Adhasionsfaktoren in S. aureus findet sich in den Reviews von
Heilmann und Foster et al. [91,118].

Adhasionsfaktoren und Adhasionsmechanismen in Candida albicans

Die Zellwand von C. albicans besteht aus einer inneren und dufReren Zellwand sowie, im dufersten
Bereich der Zelloberflache, aus einem ausgeprégten Netzwerk aus verzweigten Glykoproteinen. Die
innere bzw. dulere Hefen-Zellwand besteht hauptséchlich aus den Polysaccharidketten B-1-3-Glukan
bzw. R-1,6-Glukan. Die Glykoproteine der Zellwand besitzen in C. albicans hdaufig eine
Glycosylphosphatidylinsotiol(GPI)-Ankerstruktur zu ihrer kovalenten Anbindung an die Zellwand

[152]. Diese Struktur ist namensgebend fur die Gruppe der GPI-Proteine und ermdglicht eine
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bioinformatische Entdeckung mdglicher Adhé&sionsfaktoren in C. albicans [67]. Die GPI-
Oberflachenproteine sind meist mit dem C-Terminus an das (-1,6-Glukan der duBeren Zellwand
gebunden (s. Abb. 3). Einige wenige Nicht-GPI-Proteine sind, ahnlich wie die SERAMS aus S. aureus,
Uber hydrophobe und ionische Interaktionen mit der Zellwand assoziiert, oder Uber anderweitig
kovalente Verbindungen dort verankert. Vertreter beider Gruppen konnen zusatzlich Uber
Disulfidbricken mit der Zellwand kovalent verbunden sein [40]. Beide Gruppen enthalten zudem
potenzielle Adhésionsfaktoren [135,40]. Eine Auswahl wichtiger GPI-Oberflachenproteine mit
Adhasionseigenschaften sind die Als-Proteine Alsl bis -5, Hwpl, Csh1l oder Eapl, die an extrazellulare
Wirtstrukturen wie etwa auf humanen Zelloberflachen binden kénnen oder bei der Biofilmbildung eine
wichtige Rolle spielen [71,164,200,247]. Die Als-Proteine sind die am besten charakterisierten
Adhasine in C. albicans. Ihre N-Terminale Proteinstruktur besteht - nach der enzymatischen Abspaltung
der Signalsequenz - aus Ig-artigen Proteindomanen, deren komplexe Struktur eine Funktion in Protein-
Protein-, Protein-Zucker- und anderen Protein-Liganden-Interaktionen ermdglicht [67,74]. Als-Proteine
kdnnen im Falle von Alsl an das y-Peptid von Fg, an Fn, oder an Fucose-haltige Glykane binden
[71,229]. Die Ig-artigen Proteindoméanen N1 und N2 von Als1 erinnern dabei von ihrem Aufbau aus R-
Faltblattern und von ihrer Faltungsstruktur her an die Proteindoménen von CIfA in S. aureus [237]. An
sie schlieRen sich im Weiteren an: Eine Threonin-reiche Region, die eine kurze Amyloid-formende
Proteinstruktur mit einer Wichtigkeit fur Zell-Zell-Interaktionen trégt, eine Tandem Repeat-Region, die
eine Rolle bei hydrophoben Interaktionen spielt und O-Mannosylierungsstellen fiir kovalente
Modifikationen durch Zuckermolekiile [21,10,229]. Eine Mannosylierung ist von zentraler Bedeutung
bei weiteren zellwandgebundenen bzw. assoziierten Faktoren aus C. albicans, den Mannoproteinen,
denen bereits mutmaBliche Adhasionseigenschaften zugeschrieben wurden [266]. Diese
Mannoproteine, die aufgrund der haufigen Modifikation der Proteine durch Mannose oder Mannan in
C. albicans so bezeichnet werden, machen etwa 20 % bis 30 % der Gesamttrockenmasse der Zellwand
aus [95,223]. Ein Mannan-Rest, ein Polymer aus Mannose-Einheiten, ist dabei tber kurzstrangige (engl.
O linkages) oder tber verzweigte (engl. N linkages) Oligosaccharide mit dem Protein verkn(pft (s. Abb.
3). Die Mannosylierung der Proteine ist wichtig fur die Integritat und Funktion der Adhasine und fir die
Integritat der gesamten Zellwand [135]. Ein wichtiges Mannoprotein ist Bgl2, welches neben seiner
Funktion als Zellwand-Remodulierungsenzym auch eine Bindungsaktivitat an Speichelliganden besitzt
[135]. C. albicans besitzt eine starke Bindungsaktivitdt an abiotische Oberflachen [74,164], die
mafgeblich iber Als1 und Eapl vermittelt wird. So zeigte eine als14/4-Deletionsmutante in C. albicans
beispielsweise eine signifikante Verminderung im Adhdsionsvermdgen auf der medizinisch-relevanten
Substratoberflache Silikon [88]. Untersuchungen mit einer eapl-Mutante wiederum erbrachten, dass
Eap1l fur die Adhasion von C. albicans an Polystyrol von groRer Bedeutung ist [164]. Adhasionsfaktoren
spielen auch eine entscheidende Rolle bei der Adhé&sion von C. albicans auf proteinbeschichteten
abiotischen Oberflachen, wie etwa durch Speichelfaktoren. So konnte u.a. gezeigt werden, dass C.

albicans dazu in der Lage war, humane Speichelproteine oder auch einzelne Faktoren wie das humane
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Speichelprotein Statherin auf der Oberflache von Zahnschmelz zu binden [136]. Die Adhé&sion von C.
albicans an speichelbeschichteten Oberflachen konnte wiederum unterbunden werden, sobald die
Oberflachenproteine von C. albicans mit Trypsin oder mit einem anderen, Mannose-spaltenden Enzym
verdaut wurden. Diese Beobachtungen zeigten auf, dass Mannoproteine bei der Adhasion von C.
albicans an Speichelprotein-beschichtete Oberflachen eine tragende Rolle spielen kénnen. Ebenso
wurde eine Beteiligung der etablierten C. albicans-Adhéasionsfaktoren Alsl und Bgl2 und des
zellwandgebundenen Ecm33 bei der Anbindung an Speichelkomponenten beschrieben [135,266].

Die Fahigkeit von C. albicans an eine Vielfalt von Proteinen und an fragmentierte Protein-Molekiile
(lineare Peptidstrange) zu adharieren, ist eine besondere Eigenschaft dieser Hefe. C. albicans besitzt
dafiir, neben seinen spezifischen Interaktionen mit Wirtsliganden, ein spezielles Adhdsionssystem (engl.
degenerate adherence recognition system): Die diesem System zuzuordnenden Adhdsine binden dabei
an einfache bis sich mehrfach wiederholende, kurze Aminoséuresequenzen bzw. an simple Grundmotive
der proteingsen Liganden [150]. Dadurch wird auch die Adhé&sion an denaturierte Proteine auf
Oberflachen ermdglicht [116].

2.3 Die Anhaftung von Mikroorganismen auf Kklinisch-relevanten
Oberflachen

Hart- und Weichgewebe des menschlichen Kdorpers, die in stdndigem Kontakt mit Mikroorganismen
stehen, werden zwangslaufig durch diese besiedelt. Dies gilt beispielsweise fir den Mund-Nasen-
Rachenraum, fur den Verdauungstrakt mit seiner immensen Vielfalt an mikrobiellen Spezies, oder fur
die Hautoberflache als oberflachenméRig das groBte aller Organe. Dariiber hinaus kénnen in den Kdrper
inserierte Fremdkorper, wie der Zentrale Venenkatheter (ZVK) oder Gelenks- bzw. Zahnimplantate, im
menschlichen Kérper ebenfalls durch Mikroorganismen besiedelt werden. Weniger als 100 Kolonie-
formende Mikroorganismen waren in einer Tierstudie dabei ausreichend, um eine Implantat-assoziierte

Infektion in Gegenwart von Immunzellen auszulésen [305].

2.3.1 Oberflachenanhaftung von S. aureus auf Zentralen Venenkatheter (ZVK)

Krankenhaus-assoziierte Blutstrominfektionen, die mit dem Gebrauch von Kathetern assoziiert
(CABSI)? sind, oder die primar vom Katheter ausgehen (CRBSI)?, stellen seit Jahrzehnten eine groRe

Herausforderung im intensivmedizinischen Alltag dar [132,55,83,103]. In Deutschland gibt es j&hrlich

2 engl. catheter-associated blood stream infection
% engl. catheter-related blood stream infection
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mindestens 8400 mit ZVKs in Verbindung stehende Sepsisfélle auf Intensivstationen [261,306]. Eine
Studie zeigte, dass in 64 % der Falle von CRBSIs grampositive Erreger als Ausloser der
Katheterinfektion identifiziert werden konnten [211]. Die haufigsten grampositiven Verursacher von
CRBSIs sind Koagulase-negative Staphylokokken und S. aureus [211,243]. S. aureus ist aufgrund
seines grofRen Arsenals an bakteriellen Virulenzfaktoren diejenige Staphylokokken-Art, bei der eine
Katheter-Kolonisation am haufigsten zu einer schwerwiegenden Infektion fiihrt [133,304].

Die haupturséachliche Infektionsroute bei ZVK-Infektionen wird bis dato kontrovers diskutiert, jedoch
gibt es vier solche potenziellen Routen, die zu einer Verunreinigung des GeféaRkatheters durch
mikrobielle Erreger fuhren kénnen [96] (s. Abb. 4): (I) Die Adsorption oder Adhésion einzelner
individueller Keime bei der Einfuhrung des ZVKs in das Blutgefa durch die Hautoberflache des
Patienten oder durch disseminierte Mikroorganismen von der Kleidung oder der Flora des
medizinischen Personals. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass bei Kurzzeit-
Behandlungen (< 4 d nach Insertion des ZVKs) beim Auftreten von kontaminierten Geféalikathetern eine
Korrelation zwischen der Keimart auf dem ZVK und derselben in der Hautflora des Patienten vorlag,
wenn zum Zeitpunkt der ZVK-Insertion der Keim auf der Haut des Patienten nachweisbar war
[226,16,43]. (I1) Eine Verunreinigung des ZVKs durch intraventse Medikamente, Infusate, Spdl- und
Blockldsungen [63]. Dies ist heutzutage eher einer der seltenen Griinde fir eine ZVK-Kontamination
und wurde etwa durch kommerziell erworbenes verunreinigtes Wasser verursacht, das zur Verdiinnung
von intravends verabreichtem Antibiotikum verwendet wurde [72].  (1Il) Eine Manipulation des
Katheterhubs* durch das Krankenhauspersonal, die die Gefahr einer Kolonisierung und Biofilmbildung
auf der intraluminalen Seite des ZVKs erhoht, indem Bakterien entlang dieser Seite bis in die Blutbahn
migrieren, ein Risiko, dass sich mit der Anzahl der Behandlungstage mit dem ZVK erhoht [227,238].
Beschrieben wurde, dass der Katheterhub bereits nach ca. 7-9 Behandlungstagen die zweithaufigste
Quelle einer Katheterinfektion und nach 23 Tagen die haufigste Infektionsquelle fir CRBSIs darstellt
[227,249]. (1V) SchlieBlich die hdmatogene Kolonisierung des Katheters durch ins Blut disseminierte
planktonische Mikroorganismen aus entfernten primaren Infektionsherden. Diese Art der Kolonisierung
wurde nur selten beschrieben und der Mechanismus zur Besiedlung der ZVK-Oberflache durch

blutbeschichtete Mikroorganismen wurde bisher nicht charakterisiert [154,238].

4 Hierbei handelt es sich um eine mechanisch verstarkte Luer-Lock-Verbindung zwischen dem ZVK und den
Infusionseingdngen
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Abbildung 4: Die vier potenziellen Kontaminationsrouten und -quellen bei der Entstehung von
ZVK-Infektionen. Adaptiert nach [236].

Die Infektionsrouten | und 111 stellen den hochsten Risikofaktor fiir eine Infektion dar [238]. Mikrobielle
Kontaminationen um die Insertionsstelle herum wurden bereits als ein entscheidender Faktor flr
CRBSIs identifiziert [27]. Dieses steht im Einklang mit der Erkenntnis, dass die extraluminale
Katheteroberflache haufig dichter kolonisiert wird als das intraluminale Areal [59]. Aus diesen Griinden
ist die Untersuchung der bakteriellen Adhésion als erster Schritt der Biofilmbildung auf der

extraluminalen Seite des ZVKs und zur Reduzierung von CRBSIs von hdchster Wichtigkeit.

2.3.2 Oberflachenanhaftung von C. albicans auf Zahnoberflachen bei Kindern

Der opportunistische Erreger C. albicans ist ein haufiger Besiedler der Mundhéhle des Menschen und
dort ein vielgestaltiger Mikroorganismus, der, wie oben erwéhnt, in den Formen Hefezelle, Hyphen und
Pseudohyphen vorkommt. C. albicans baut strukturierte und dynamische Biofilme, die dem
festsitzenden Pilz ermdglichen in der Mundhéhle gegen mechanische Scherkrafte, wie etwa solche die
durch den Speichelfluss verursacht werden, zu bestehen [20,65,264]. Polymikrobielle Biofilme mit zwei
oder mehreren unterschiedlichen Arten wie C. albicans, Actinomyces viscosus oder Streptococcus
mutans, fiihren haufig zu ernsthaften Erkrankungen des Mundraumes, wie etwa Prothesen-Stomatitis,
Parodontitis, und Zahnkaries, zu letzterer zahlt bei Kleinkindern das schwerwiegende Nursing-Bottle-
Syndrom S-ECC [106,134,301]. S-ECC ist eine der weitverbreitetsten Krankheiten bei Kindern unter

3 Jahren oder 4-6 Jahren und ist ein Belastungsfaktor fir das weltweite Gesundheitswesen [203,301].
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Es konnte bei einem hohen Prozentsatz an Kindern eine Infiltrierung der Zdhne mit C. albicans
beobachtet werden [242]; auch wurden tiefe karidse Zahnkavitaten mit entweder C. albicans allein oder
im Zusammenschluss mit einer weiteren nicht-albicans Candida-Art beschrieben [84]. Dabei lasst sich
dieser Krankheitserreger bei S-ECC-erkrankten Kindern bis zu dreimal hdufiger in den Zahnplaques
als in der umgebenden Speichelflussigkeit auffinden [300]. Es wird heutzutage davon ausgegangen, dass
eine hohe orale Prasenz von Candida spp. mit dem Schweregrad von S-ECC korreliert [66,84,171].
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass C. albicans in der Lage ist, die Zahnstruktur zu degradieren,
eines der Charakteristika von Karies-Pathogenen [148,244]. Durch das Vermogen von C. albicans
Sauren wie Brenztraubensaure oder Essigsaure abzusondern und dadurch seine Umgebung anzusduern
und dabei selbst die Fahigkeit besitzt, in dieser sauren Umgebung zu Uberleben, kénnte eine Degradation
der Zahnoberflache verursacht werden [148]. Die bisher beschriebenen mikrobiellen Kariesausloser
entspringen groRtenteils der Gruppe der opportunistisch pathogenen Bakterien (vor allem Streptococcus
mutans). Trotz der hohen Bedeutung von S. mutans flr die Entstehung von Zahnkaries, fehlen die
eindeutigen wissenschaftlichen Belege dafir, dass diese Spezies der alleinige Erreger von Zahnkaries
ist [99]. Die Entdeckung, dass S. mutans zur Entstehung von Zahnkaries fiihren konnte, veranlasste viele
Forschungsarbeiten sich (erfolgreich) mit S. mutans im Kontext von Zahnkaries zu beschéftigen,
resultierte aber auch darin, dass die Untersuchung potenzieller anderer Keime vernachléssigt wurde
[175]. Im vergangenen Jahrzehnt konnte die Existenz von Lactobacillen, Enterokokken und C. albicans
in kariosen Z&hnen belegt werden [148]. Es wurde auch berichtet, dass C. albicans in Abwesenheit von
S. mutans die Kariesentstehung fordern kann. Dies passiert vorzugsweise auf der okklusalen Oberflache
der Zéhne, wo Scherkrafte gegen Keime geringer sind als auf den bukkalen und approximalen, glatten
Seiten des Zahnes [148].

2.4 Adsorption von Wirtsfaktoren auf Substratoberflachen und ihre

Bedeutung ftir die mikrobielle Adhasion

Die Oberflachen von Wirtszellen und Geweben oder von medizinisch relevanten Substraten, die in den
menschlichen Kérper inseriert werden (z.B. ZVKs oder Implantate), werden beim erstmaligen Kontakt
mit Korperflissigkeiten innerhalb von wenigen Sekunden mit Biomolekilen beschichtet [17]. Die
Adsorption von Proteinen an Implantatoberflachen ist von besonderem Interesse, da diese als potenzielle
Bindeparter fur Mikroorganismen vorliegen kénnen. Dabei spielen die Oberflacheneigenschaften des
Substrats einen entscheidenden Einfluss auf die Konformation der adsorbierten Proteine: Beispielsweise
konnen auf hydrophilen Oberflachen Liganden auf vergleichsweise schonende Weise adsorbieren und
ihre natiirliche Konformation beibehalten [265]. Hydrophobe Oberflachen, hingegen, denaturieren
vielfach das Protein, die urspringliche Proteinkonformation wird zerstort, und das Protein breitet sich
starker auf der Oberflache aus [111]. Auch kann die Konkurrenz unter freibeweglichen Proteinen in

einem heterogenen Proteingemisch einen entscheidenden Einfluss auf die Adsorption an das Substrat
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austiben, wobei das Molekulargewicht der Proteine die Sedimentationsgeschwindigkeit bestimmt. Der
Vroman-Effekt besagt flr adsorbierte Blutplasmaproteine (und moglicherweise auch fiir andere
adsorbierte Proteine aus anderen Proteingemischen) auf negativ-geladenen Oberflachen wie Titan oder
Glas, , dass die kleineren, durch Sedimentation gebundenen Makromolekiile mit der Zeit durch groere

Makromolekiile, die eine hthere Affinitat zur Oberflache aufweisen, ersetzt werden [18,287].

2.4.1 Der Effekt von humanen Blutplasmaproteine auf die Adhé&sion von S. aureus

Humanes Blutplasma (HBP) bildet den proteindsen und zellfreien Bestandteil des Blutes. Auf
Medizinprodukten wie ZVKs verandert HBP das Bindungsvermdgen von S. aureus auf diesem
Materialtyp [102]. Es gibt dabei eine Diskrepanz in der Literatur (ber den Effekt von HBP auf die
Adhasion von S. aureus an ZVKs oder an den Grundstoff Polyurethan, aus dem ZVKs haufig aufgebaut
sind. Einige Studien konnten dabei einen positiven Effekt von HBP auf das Adhasionsvermdgen von S.
aureus auf in vitro-beschichtete [52,138] oder explantierte ZVKs aus den BlutgefaRen von Patienten
[280,281] feststellen, wahrend andere Studien keinen oder sogar einen negativen Effekt von Blutplasma
bzw. -serum an Polyurethan-basierte ZVKs beobachteten [155,213]. Einzelne Blutplasmafaktoren,
hingegen, sind auf ihren Effekt auf die bakterielle Adh&sion gut charakterisiert (s. Tab. 2). Zwei
Beispiele fur solche Blutplasmaproteine sind Humanes Serumalbumin (HSA), ein 66 kDa-groRes
Protein mit einer Sekundarstruktur aus hauptsdchlich a-Helices und keinen R-Faltblattstrukturen,
welches eine entscheidende Rolle beim Transport von fettlgslichen Molekilen im Blut spielt und
verantwortlich fir die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks ist; und Fg, ein 340 kDa-
grolRes Hexamer aus zwei Sets mit jeweils einer a-, B- und y- Proteinkette, und dessen enzymgesteuerte
Umwandlung in Fibrin beim Prozess der Wunderverschlielung essentiell ist [188]. Die
Proteinzusammensetzung des Blutplasmas kann sich individuell stark unterscheiden und ist ebenfalls
mit Gewebsproteinen nach Gewebsschadigungen oder mit Proteinen des Immunsystems, wie etwa IgM-
und IgG-Antikorper als Reaktion auf Infektionen, durchsetzt. Die Konzentrationen der einzelnen
Proteine kénnen sich um mehrere Ordnungen in einer logarithmischen Skala unterscheiden [12]. HSA
etwa ist mit Abstand das haufigste Blutplasmaprotein und um einen Faktor ~ 102 hoher konzentriert als
das zweithdufigste Blutplasmaprotein, Faktor H, ein Komplement-Kontrollprotein des Immunsystems.
Viele Komponenten des Blutplasmas konnen als Kolonisierungsfaktoren von pathogenen
Mikroorganismen ausgebeutet werden, und dadurch zur Basis einer Blutstrominfektion oder
Endokarditis werden [92,118,121,210]. Mit HSA gibt es einen bereits bekannten, negativen
Bindepartner fir S. aureus im Blut [143]. Verschiedene Untersuchungen belegten, dass HSA sich
inhibitorisch auf die Adhasion von S. aureus an Oberflachen auswirkte [11,201,176,177]. Es wurde
spekuliert, dass durch die negativen Netto-Oberflachenladungen von S. aureus und von immobilisiertem
HSA eine Anndherung an das Substrat unterbunden wird [120,232].
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Tabelle 2: Ausgewahlte Wirtsfaktoren aus Blutplasma bzw. Speichel und ihr Einfluss auf die
Adhasion von S. aureus bzw. C. albicans.

Proteine in grin- bzw. in orange-schattierten Feldern wirken sich nach Adsorption an die
Substratoberflache negativ bzw. positiv auf die spezifische Adhésion des jeweiligen Mikroorganismus
aus.

Blutplasmaprotein und Beziehung zu S. | Speichelprotein und Beziehung zu C.
aureus albicans

Serumalbumin [121] Muzine [34]

IgG [121] Statherin [136]

Fg [118] Basische Prolinreiche Proteine [205]

Fn [92] Fn [149]

von-Willebrand-Faktor [210] Bpifa2 [129]

Vitronektin [49]

2.4.2 Der Effekt von Speichelproteinen auf die Adhasion von C. albicans

Der Speichel ist eine korpereigene Mixtur, die aus den sekretierten Flussigkeiten der drei grof3en
paarigen Speicheldriisen (Ohr-, Unterkiefer, und Unterzungenspeicheldriise) und der kleinen
Speicheldriisen gebildet wird. Weitere Komponenten, die von Mikroorganismen der Mundhohle
abgegeben werden, oder durch die Nahrung im Speichel verbreitet werden, kénnen zur Komposition des
Speichels beitragen. Zu den hdufigen Proteinen im Speichel gehoren die zu den Glykoproteinen
zdhlenden Muzine oder die stérkespaltende Amylase. Eine Besonderheit in der Mundhohle ist die
Ausbildung einer proteinhaltigen Grenzflache zwischen dem Speichelfluss und der Zahnoberflé&che, die
auch Pellikel genannt wird. Dabei gibt es markante Unterschiede in der Proteinzusammensetzung des
Pellikels tber die Zeit, wie etwa zwischen einem initialen Pellikel (Speichelkontaktzeit zum Zahnt <3
min) und dem ausgereiften Proteinbiofilm (t > 120 min). Ebenso konnten grolRe Unterschiede in der
Pellikelzusammensetzung zwischen einzelnen Probanden beobachtet werden. Bereits in den initialen
Pellikeln ist eine groBe Anzahl an unterschiedlichen Proteinen enthalten, auch wenn ein

bemerkenswerter hoher Anteil von Uberlappenden Proteinen zwischen verschiedenen Individuen
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detektierbar war [272]. In Pellikeln kénnen sich geeignete Liganden fur kolonisierende opportunistische
Krankheitserreger wie C. albicans befinden, wie etwa das humane Bpifa2, ein Agglutinationsfaktor des
Speichels zur Verklumpung von Mikroorganismen sowie C. albicans-Bindepartner auf
Silikonoberflachen [129] (s. Tab. 2). Weitere potenzielle Liganden bilden das Fn, das 43-
Aminoséaurenlange Statherin, ein Protein, das die Bildung von Calciumsalzen verhindert und so fiir hohe
Calciumkonzentrationen an der Zahnoberflichen zu sorgen vermag, sowie basische Prolin-reiche
Proteine, darunter zwei 17 kDa- (IB-6) und 20 kDa-grof3e Varianten [117,136,149,197,205].

Einige Arbeiten zeigten auch, dass Speichel als Ganzes die Adhésion von C. albicans an medizinisch-
relevante Oberflachen, wie etwa Hydroxylapatit oder Silikon positiv beeinflussen kann
[41,128,129,266], wohingegen anderen Arbeiten Speichel keinen oder sogar einen dualen Einfluss auf
die Adhasion zugeschrieben haben [34,218], wodurch der potenzielle Effekt von Speichel auf die
Adhasion von C. albicans heute ein kontrovers diskutiertes Thema darstellt.
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2.5 Traditionelle Adhasionsassays mit Batch-Kulturen und moderne
AFM-basierte Adhé&sionsstudien

2.5.1 Mikrobiologische Adhésionsstudien mit Batch-Kulturen

Adhasionsstudien mit Mikroorganismen beschreiben meist die qualitative oder semi-quantitative
Anzahl von adhérenten Mikroorganismen an Oberflachen [36,143]. Bei Adhdasionsstudien mit Batch-
Kulturen, in  denen Mikroorganismen aus demselben Kulturansatz nach identischen
Wachstumsbedingungen verwendet werden, stehen hdufig Kurzzeitstudien im Vordergrund, die die
Adsorption und Adhésion von Mikroorganismen an eine Substratoberflache nach etwa 30 - 120 min
untersuchen. Eine Besonderheit solcher Assays ist die Verwendung hoher Mikrobenkonzentrationen (in
der Regel > 10° Zellen/ml). Das quantitative Anhaftungsvermégen des Mikroorganismus in diesen
Zellzahl-quantifizierenden Assays hangt stark von der Inkubationsdauer und von der Spezies oder
Subspezies ab; zusatzlich wird bei einigen Spezies die maximale Anzahl adhérenter Zellen nach 60 min
erreicht, wohingegen andere Spezies auch nach 90 min einen Anstieg in der Anzahl der adharenten
Zellen zeigen [208]. Wichtige Faktoren bei der Anhaftung der Zellen sind dabei die wirkenden
Adhasionsmechanismen zwischen der Zelle und dem Substrat und der passive Transport (Sedimentation
bei statischen Assays oder der Stromungstransport bei Experimenten unter Fluss) der Mikroorganismen
zur Oberflache [42]. Vielfach kommt es dabei zu markanten Diskrepanzen zwischen den in statischen
Adhasionsassays und Flussexperimenten erhaltenen Adhéasionsdaten, da bei den letzteren die
FlieRgeschwindigkeit und die Scherkraft die Adhdsionsmechanismen des Mikroorganismus
beeinflussen kdnnen [199,215,271]. Die Anzahl adharenter mikrobieller Zellen kann dariiber hinaus
stark vom Design des Adhéasionsexperiments beeinflusst werden, mdgliche Varianten sind
Flusskammern mit parallelen Platten, radiale Flusskammern, Zentrifugations-Assays, Schiittelassays
und statische Adhédsionsassays mit Waschschritten zur Entfernung ungebundener Zellen in
beispielsweise Mikrotiterplatten [35,192,221]. Eine umfangreiche Auflistung der aktuell géngigen
Techniken mit ihren jeweiligen Stérken (und Schwéchen) findet sich in einem Review von Alam und
Kollegen [6].

2.5.2 Adhasionsstudien mit S. aureus auf Zentralen Venenkathetern

Die Adhasion von S. aureus auf ZVKs soll in dieser Arbeit eine zentrale Rolle spielen. Dabei soll die
individuelle Adhasionsstarke einzelner Bakterienzellen quantifiziert werden. Der folgende Abschnitt
gibt einen Uberblick Gber den aktuellen Stand der Forschung in diesem Themengebiet: Verschiedene

Adhésionsstudien beschaftigten sich bereits mit der Anhaftung von S. aureus-Zellen an ZVKs aus
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Polyurethan, Silikon, Teflon und weiteren Kunststoffmaterialien [120,155]. Auch Untersuchungen auf
proteinbeschichteten Kathetern wurden durchgefuhrt [52,93,280]. Auch die Adhésion von S. aureus an
oberflachenmodifizierte Katheter mit einem hydrophilen Hydrogel oder mit einer Heparin-
Beschichtung, einem Blutgerinnungshemmer, der die in vitro-Adhésion von Bakterien verringert, oder
mit adsorbierten Blutplasmaproteinen wurden untersucht [155,168,13]. Die bakterielle Adhéasion auf
Kathetern wurde dabei haufig durch Elektronenmikroskopie visualisiert, und adhérente lebende
Bakterien wurden Uber ihre ATP-Aktivitat, Uber Fluoreszenzfarbung oder tber eine CFU-Bestimmung
quantifiziert [93,155,216]. Die Adhésionsraten entsprachen dabei in der Regel etwa 0,1 bis 1% aller im
Assay eingesetzten Bakterien [155,137,138], was darauf hindeutet, dass die meisten Bakterien in
Losung verblieben oder beim Waschvorgang abgeldst wurden. Polyurethan- und Silikonkatheter haben
sich in den letzten Jahrzehnten als die geeignetsten Kathetertypen im Kklinischen Alltag etabliert [44].
Polyurethankatheter sind aufgrund ihrer mechanischen Uberlegenheit (d.h., gute Steifheit fur die
Insertion, typisches Weichwerden nach Positionierung in der vendsen Blutbahn) und ihrer Biostabilitat
und Biokompatibilitdt heutzutage die am haufigsten verwendeten Kurzzeitkatheter [29]. Allerdings
ergaben viele klinische Infektionsverldufe und in vitro-Studien, dass ZVKs aus Polyurethan durch
Bakterien wie Staphylokokken gebunden wurden [13,23,245]. Fir verschiedene S. aureus-Stamme
konnte dabei auch die adhasive Eigenschaft auf unkonditionierten und Blutplasma-beschichteten ZVKs
gezeigt werden [137].

Obwohl Batch-Assays die Bedeutung und Gefahr der Adhasion von verschiedenen S. aureus-lsolaten
an ZVKs demonstriert haben, wurde die Adhéasionsstirke einzelner S. aureus-Zellen auf
Polyurethankathetern bisher nicht untersucht. Die quantifizierte Adhésionsstarke einzelner
Bakterienzellen konnte das Verstandnis Uber die bakterielle Adhésion grundlegend erweitern, da in
Zukunft theoretische Modelle entwickelt werden konnten, die bei der Materialentwicklung von
Bedeutung sein kénnen [268]. Fiir solche quantitativen Untersuchungen bedarf es hochaufldsender
Techniken und Anwendungen mit einzelnen Mikroorganismen, wie etwa der Rasterkraftmikroskopie-

basierten Einzelzellkraftspektroskopie.

2.5.3 Adhasionsstudien mit C. albicans auf Zahnschmelz

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Adhésion von C. albicans auf Zahnschmelzpriifkérpern.
Zahnschmelz wurde in der Literatur hdufig anhand von kinstlich hergestelltem Hydroxylapatit (HAP)
nachgebildet, da Zahnschmelz zu 95 % aus HAP, einem Mineral aus Kalziumphosphat, besteht. HAP
des Zahnschmelzes bildet langliche Nanokristallite (~ 200-1000 nm x 26 nm x 68 nm [L x W x H]:) und
formt sich im Mikrometerbereich weiter zu Prismen aus, die aus der linearen Ebene der Oberflache
herausragen [114] (s. Abb. 5).
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Abbildung 5: Hochauflésende Aufnahmen der Zahnschmelzoberfléache.

Kristallisiertes Hydroxylapatit ist hierarchisch eingeteilt und bildet bei der Entstehung von Zahnschmelz
Nanokristallite und Prismen. Auf jeder Ebene entsteht eine geordnete Struktur. (Links)
Rasterkraftmikroskopie, (Mitte und rechts) Elektronenmikroskopie. Adaptiert nach [114].

Die Mehrzahl der bis dato verdffentlichten Adhdsionsstudien mit C. albicans beschéftigen sich mit der
Anhaftung von C. albicans-Zellen aus Batch-Kulturen an HAP [41,198,136,119,266]. In diesen Studien
konnte u.a. gezeigt werden, dass C. albicans HAP in einem starkeren Ausmal} bindet als etwa
Polymethylmethacrylat (PMMA), welches in der Zahnmedizin in Teil- und Vollprothesen Verwendung
findet [119]. Auf ahnliche Weise konnte eine starkere Anhaftung von C. albicans an artifizielle HAP-
Kigelchen gezeigt werden als beim bakteriellen Karieskeim S. mutans [198]. Auf speichelbehandeltem
HAP zeigte C. albicans dabei interessanterweise eine starkere Adhasion im Vergleich zu unbehandeltem
HAP [206,266], was bereits dafir spricht dass Speichelkomponenten die Adhasion, d.h. die Anzahl an
gebundenen C. albicans-Zellen, positiv beeinflussen konnen. Einzelzellkraftspektroskopische Studien
mit diesem opportunistischen Krankheitserreger wurden bisher weder an HAP noch an natirlichem
Zahnschmelz durchgefiihrt, so dass bis dato unbekannt ist, mit welchen Adhésionskréften C. albicans

an diese Wirtsoberflache zu binden vermag.

2.5.4 Bestimmung der Adhéasionsstérke einzelner pathogener Mikroorganismen
mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskpie (engl. atomic force microscopy, AFM)-basierte Einzelzellkraftspektroskopie
(engl. single-cell force spectroscopy, SCFS) ist eine Methode, um quantitative Adhasionsparamenter
bei der initialen Adhasion von individuellen Zellen, vorrangig Mikroorganismen, zu bestimmen [142].
Hierbei wird der Kraftsensor des AFMs, der Federbalken, beispielsweise mit einem einzelnen
Bakterium zu einer Bakteriensonde funktionalisiert, wodurch bakterielle Interaktionen zu einer
Substratoberflache mithilfe des Federbalkens bestimmt werden konnen (s. Kapitel 3.4
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,Rasterkraftmikroskopie® und Kapitel 3.4.1.2 ,,Einzelzell-Kraftspektroskopie mit Mikroorgansimen).
Die Bewegung der Bakteriensonde zum Substrat (Annaherung), der direkte Kontakt, und ihr Riickzug
kénnen genau beobachtet werden. Dabei ist es moglich mit Beginn der Rickzugsphase und des
bakteriellen Ablosevorgangs zellindividuelle Adhasionskrafte zwischen der Bakterienzelle und dem
jeweiligen Substrat zu bestimmen [268]. Kang und Elimelech beschrieben erstmals die Herstellung von
Bakteriensonden zur Bestimmung der Adhésionskrafte einzelner, lebender Bakterien auf artifiziellen
Oberflachen [142]. Bei diesem damals neuwertigen Verfahren wurde das Bakterium mit dem
biologischen Klebstoff Polydopamin, einem Polymer mit adhdsiven Eigenschaften auf nahezu allen
bisher bekannten Oberflachen, an den Federbalken befestigt und so die Bestimmung der
Adhasionskrafte lebender Bakterien ermdglicht [142]. Mithilfe der AFM-basierten SCFS ist heutzutage
eine Quantifizierung von Adhé&sionskréften lber einen relativ umfassenden, physiologisch-relevanten
Kréftebereich (> 20 pN — 100 nN) mdglich, wohingegen anspruchsvolle Instrumente wie Optical
Tweezer zwar kleine Kréfte (10 — 200 pN) sehr gut aufldsen konnen [86,303], aber ungeeignet dafur
sind, die Bestimmung groRerer bakterieller Adhésionskrafte (> 500 pN) zu realisieren [193,257,267].
Durch die AFM-basierte SCFS ist es auch einfacher die Kontaktbedingungen zwischen Bakterium und
Substrat zu kontrollieren, wie etwa die Hohe der Aufdriickkraft oder die Kontaktzeit. AuRerdem ist es
moglich, dieselbe Zelle zum einen in ihrem nativen Zustand und zum anderen nach einem Proteinbad
auf ihre Adhé&sionsstérke hin zu testen und dabei den Einfluss der an die Bakterienzelle adsorbierten
Proteine auf das Adhé&sionsverhalten der Bakterienzelle an das gleiche Substrat zu identifizieren [254].
Ebenso kann die Bakteriensonde auf unterschiedlichen Oberflachen verwendet werden, da sie ohne
groRere Probleme zwischen verschiedenen Samples transferiert werden kann. Die SCFS ist zudem die
einzige Technik, mit der man beim Abldsevorgang einen Kraftegradienten darstellen kann [262].
Dadurch ist es wahrend des Abldsevorgangs des Bakteriums von der Oberflache mdglich, neben der
maximalen Interaktionskraft, der Adhéasionskraft, auch die in der Interaktion lokalisierte
Adhasionsenergie zu bestimmen. Auch die Abreilllange ist ein wichtiger Parameter, den man beim
Ablésevorgang bestimmen kann und der den maximalen Abstand aufzeigt, bei der der Kontakt des
Bakteriums mit der Substratoberflaiche beendet wird [254]. Basierend auf der SCFS wurden
umfangreiche Protokolle zur Bestimmung der Adhésion von einzelnen Bakterien auf abiotischen
Oberflachen entwickelt [22,269]. Dadurch wurde unter anderem die Adhé&sion von S. aureus auf
abiotische Oberflachen wie hydrophile und hydrophobe Siliziumwafer untersucht und die Mechanismen
der bakteriellen Adhdsion charakterisiert [267,268,256]. Diese und andere Untersuchungen fuhrten zur
Aufklarung der Bedeutung von van-der-Waals-Kréften, hydrophoben Effekten oder der
Oberflachenrauigkeit und des Kontaktbereichs fir die bakterielle Adhdsion [253,256,257].

Eine spezielle Anwendung des AFMs ist das FluidFM (engl. Fluidic Force Microscopy). Hierbei ist der
AFM-Federbalken (hier auch Mikropipette genannt) mit einer Offnung am freien Ende versehen, die

uber einen Mikrofluidik-Kanal im Federbalken mit einem Druckkontrollsystem verbunden ist. Durch
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die Erzeugung eines negativen Druckes kénnen so Mikrometer-Objekte wie humane Zellen, Hefezellen
oder Bakterien an der Offnung immobilisiert werden. Eine Pionierarbeit konnte die Adhésionskrafte von
C. albicans auf hydrophoben Dodecylphosphat-Oberflachen bestimmen; die Maximalwerte lagen dabei
bei etwa 40 nN [219]. Eine weitere Arbeit beschéftigte sich mit der Adhésion von C. albicans an
nanostrukturierte Oberflachen [64]. Studien mit FluidFM-generierten Bakteriensonden, wie etwa mit
den Bakterien Escherichia coli oder Paracoccus seriniphilus wurden ebenfalls beschrieben [126,220].
Der Vorteil der FluidFM-basierten SCFS ist der hohe Durchsatz von eukaryonten Zellen wie Hefen oder
humane Zellen [219]. Kurzgefasst kann dabei eine einzelne Zelle mit dem Federbalken angesaugt
werden, worauf dann die Quantifizierung der Adhésion auf dem Substrat erfolgt. AnschlieBend wird die
Zelle mit Uberdruck entfernt und eine neue Zelle kann zur Funktionalisierung ausgewahlt werden. Der
Durchsatz mit Bakterien ist im Vergleich zur herkémmlichen Polydopamin-basierten SCFS mit dieser
Methode jedoch geringer, da aufgrund des geringen Bakteriendurchmessers Nanopipetten (Offnung:
300 nm) verwendet werden missen, die nur eine vergleichsweise geringe Ansaugkraft gestatten, so dass
die Bakterien nur schwierig per negativem Druck an die Nanopipette immobilisiert werden kdnnen oder
aber nach aufwandiger Immobilisierung beim Messvorgang vielfach abgeldst werden [165].

2.5.5 Madoglichkeiten zur Anwendung des AFMs auf Medizinprodukten

In der Literatur lassen sich viele Studien finden, die die Adhdsionskrafte von pathogenen Organismen
Uber Einzelzellkraftspektroskopie auf genau definierten Oberflachen oder auf Grundstoffen von
Implantaten, den Biomaterialien, testen [64,142,172,219,250,253,254,256,268,289]. Darunter lassen
sich Adhésionsstudien von S. aureus auch auf Biomaterialien von medizinischer Qualitat, wie etwa
Substrate aus Silikon finden [288,289]. Biomaterialien unterscheiden sich von den kommerziell
erwerbbaren Implantaten jedoch héufig insofern, dass die exakte Oberflachenbeschaffenheit von
Implantaten meist unbekannt ist. Wie komplex die Verarbeitung eines Implantats sein kann, lasst sich
am Beispiel von ZVKs erahnen, deren Oberflachen zur Prévention von Infektionen (,,Anti-Biofilm-
Strategie) manchmal zusétzlich mit antimikrobiellen Substanzen oder anti-adhédsiven Beschichtungen
ausgestattet sind [233]. Um eine reelle Abbildung des Adhdsionsverhaltens von opportunistischen
pathogenen Mikroorganismen auf, im Kliniksalltag eingesetzten, Medizinprodukten zu erhalten, ist es
wichtig, die Oberflache des jeweiligen Medizinproduktes zu charakterisieren und die zellindividuelle
Adhésion auf diesem Material zu untersuchen und nicht auf einer aus dhnlichen Grundsubstanzen

produzierten planen Oberflache.
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Die semi-quantitative oder quantitative Bestimmung der Anzahl adhédrenter Mikroorganismen auf
abiotischen und medizinisch-relevanten Oberflachen wurde bis dato schon gut untersucht. Ebenso
existieren schon viele Untersuchungen zum Einfluss humaner Wirtsfaktoren auf das Adhdsionsverhalten
von S. aureus oder C. albicans auf Modelloberflachen. Aussagekraftige Untersuchungen zum
zellindividuellen Adhéasionsvermdgen, wie etwa die Adhdsionskraft der mikrobiellen Zellen, auf
Medizinprodukten wie dem ZVK oder auf harten Gewebsoberflache wie Zahnschmelz wurden bisher
nicht durchgefihrt. Auch der Einfluss von Korperfllssigkeiten wie Blut und Speichel auf das
Adhasionsvermdgen der individuellen mikrobiellen Zelle wurde nur in Einzelféllen getestet [254].
Basierend auf den Pionierarbeiten von Thewes et al. (2015) und Potthoff et al. (2012) sollten in dieser
Arbeit Bakterien- und Hefesonden generiert und verwendet werden, um die initiale Adhé&sionsstérke,
die sich aus den quantifizierbaren Daten zur Adhéasionskraft, Adhadsionsenergie und Abreilllange einer
einzelnen Zelle bestimmen lasst, zu ermitteln [219,269]. Im Speziellen sollten diese quantifizierbaren
Parameter von S. aureus auf ZVKs und von C. albicans auf Rinderzahnschmelz in An- bzw.
Abwesenheit relevanter Korperflissigkeiten bestimmt werden. Die Adhasionsstéarke von S. aureus
wurden in einem weiteren Projekt auch auf einer Endothelzelllinie bestimmt, um die Bedeutung der
bakteriellen Adhdsion im direkten Vorfeld des Internalisierungsprozesses von S. aureus durch

Endothelzellen zu evaluieren.

26



3 Material & Methoden

3.1 Materialien

Tabelle 3: AFM-Gerate und Zubehor.

Geréat / Zubehor Hersteller Material Federkonstante  Spitzen-
(N/m) radius (nm)
Rasterkraftmikroskop- Bruker, Santa
System BioScope Catalyst Barbara, USA
(Aufbau auf Leica
DMI4000B-Lichtmikroskop)
Rasterkraftmikroskopie- Nanosurf,
System FlexAFM mit Liestal;
FluidFM®-Addon (Aufbau  Cytosurge,
auf Axiovert 10-Mikroskop)  Glattbrugg,
beide Schweiz
FluidFM® micropipette (2 Cytosurge, Siliziumnitrid 0,3 (nominal) spitzenlos
um-Offnung) Glattbrugg,
Schweiz
MLCT-010 (D) Bruker Siliziumnitrid 0,03 (nominal) spitzenlos
Qp-BioAC-ClI NanoAndMore 0,3 (nominal) <30
GmbH, Wetzlar
SNL-10 (A) Bruker Siliziumnitrid 0,35 (nominal) 2 (nominal)

Tabelle 4: Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller

Argongas

Blutagarplatten (enthalten 5 % Schafsblut in
TSA)

Dopamin-Hydrochlorid

Ethanol (99,9 %)

Praxair, Dusseldorf

Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Frankreich

Thermo Fisher (Kandel), Kandel

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Humanes Fibrinogen

Humanes Serumalbumin

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumhypochlorit

LIVE/Dead BacLight Bacterial Viability Kit

Salzsaure

Tabelle 5: Laborgerate und Systeme.

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Merck, Darmstadt

VWR, Belgien

Merck, Darmstadt

Zentrale Beschaffung und Dienste, Saarbriicken

Hedinger GmbH, Stuttgart
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Carl Roth, Karlsruhe

Laborgerat/System

Hersteller

Absaugstation

Analysewaage Mettler PC4400
Autoklav Vakulab HP

Axiovert 10 Mikroskop

Brutschrank

Feinwaage Mettler AE100

GeneQuant pro 1300 Spectrophotometer
Magnetrihrer

Mikromanipulator

Mikroskop Leica DMI14000 B

MilliQ™ Synthesis A10

pH-Meter (PHM220)

Pipettboy acu 2

Schittelinkubator Multitron
Sterilwerkbank HERA safe
Ultraschallsonde 1510

UV Ozone Cleaner — ProCleaner™ Plus
Vortex

Vakuum-Exsikkator

Zentrifuge 5418

Laboport Knf, Freiburg

Mettler, GieRen

MMM Group, Planegg/Miinchen
Zeiss (Oberkochen)

Heraeus, Hanau

Mettler, GielRen

Biochrom, Berlin

Ika, Staufen

Narishige Group (Tokyo, Japan)
Leica, Wetzlar

Millipore, Billerica, USA
Radiometer, Meterlab Meckenheim
Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Infors HAT, Einsbach

Heraeus, Hanau

Braun, Melsungen

BioForce Nanosciences; Salt Lake City, USA
Scientific Industries, USA

Duran, Wertheim/Main

Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 6: Mikrobiologische Isolate.

Isolat Beschreibung Referenz

S. aureus

HOM 6 (N315) MRSA [158]

HOM 415 (ATCC 12600) DSM 20231, agr- DSMz

HOM 416 (PBMO001) DSM 20231, clpC::erm(B); EmR [46]

HOM 433 MSSA, klinisch isoliertes CRBSI-Isolat diese Arbeit, [108]
C. albicans

ATCC 10231 DSM 1386, Nicht-invasiv, Gruppe (engl. DSMZ

clade) 2, Serotyp A

Tabelle 7: Eukaryotische Zelllinien

Isolat Beschreibung Referenz
EA.hy926
(ATCC CRL2522) Humane Endothelzellen, immortalisiert [78]

Tabelle 8: Losungen.

Medium/Puffer Hersteller/Rezeptur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco®, Invitrogen, Darmstadt

Glycerin (65 %) 65 ml Glycerol (100 %), 2,5 ml 1 M Tris/HCI
pH 8,0, 2,45 g MgSO4 X 7TH20rein; ad 100 ml
H20rein

H2Orein 18,2 MQcm, <10 parts per bilion Gesamtzahl an

organischem Kohlenstoff; autoklaviert
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Lysogeny Broth (LB)

NaClO (5%)

PBS (10 x)

TRIS-HCI (10 mM)

Tryptic Soy Broth (TSB)

Yeast Peptone Dextrose (YPD)

Tabelle 9: Software.

20,0 g Difco™ LB Broth, Lennox (Beckton,
Dickinson and Company, Le Pont de Claix,
Frankreich); ad 1 | H2Orein

45 ml (11% Natriumhypochlorid); 55 ml H2Orein
80,0 g NaCl, 14,4 g Na;HPO4, 2,4 g KH2POs,, 2
g KCI; ad 1l H2Orein; pH 7,4

12,11 mg Trizma® (Sigmal Aldrich, Steinheim)
in 100ml Hz2Orein, pH 8,5

30,0 g Bacto™ TSB (Beckton, Dickinson and
Company, Le Pont de Claix, Frankreich); ad 1 |
H2Orein

10,0 g Yeast Extract, 20,0 g Bacto Peptone, ad 1
| H2Orein, autoklaviert; 20,0 g Glucose
(sterilfiltriert)

Software

Hersteller

Nanoscope Analysis v1.9

NanoScope v

Office® 365

OriginPro 2019b

Scanning Probe Image Processing (SPIP)
Zotero 5.0.88

Tabelle 10: Medizinprodukte.

Bruker, Santa Barbara, USA

Bruker, Santa Barbara, USA

Microsoft, Redmond, USA

OriginLab, Northampton, USA

Software Image Metrology, Dédnemark
Center for History and New Media, Georg-
Mason-Universitat, USA

Medizinprodukt

Hersteller/

Arrow CVC set DE-14703-S (Typ I)
Arrow (explantiert)
B. Braun Certofix Trio S 720 (Typ 1)

B. Braun (explantiert)

Blutentnahmesystem S-Monovette® 9 ml LH

Einmal-Skalpell
Kanile Safety-Multiply®

Teleflex Medical GmbH, Fellbach
wie oben
B. Braun, Melsungen

wie oben
Sarstedt, Niimbrecht
B. Braun, Melsungen

Sarstedt, Nimbrecht
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Vygon Seldipur Safe (Typ I1)

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien.

Vygon, Aachen

Verbrauchsmaterial

Hersteller

0,2 um-Filter

Einweg-Saugpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Falcons (15 ml, 50 ml)

FluoroDish FD35-100

Kanlen

Klebstoff

Kuvetten
Mikroskopier-Glasobjekttrager

Nunc® Cryo Tube

Petrischalen @ 94 mm

Pipetten Eppendorf Research®
Pipetten Socorex Acura®
Pipettenspitzen (1000 pul, 100 pl, 10 pl)
Reaktionsgefal (1,5 ml)
Reaktionsgefal (2 ml)

Willco Wells GWST-5040

3.2 Humanes Probenmaterial

o Humanes Vollblut wurde wvon gesunden,

Sarstedt, Nimbrecht

Corning Costar, Wiesbaden

Greiner bio-one, Frickenhausen

World Precision Instruments (Friedberg)
B. Braun, Melsungen

Pattex

Sarstedt, NiUmbrecht

Menzel, Braunschweig

Nalge Nung International, Rochester, USA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Socorex, Ecublens, Schweiz

Greiner bio-one, Frickenhausen

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner bio-one, Frickenhausen

WillCo Wells (Amsterdam, Niederlanden)

erwachsenen Spendern enthommen.

Die

Probandeninfomation zur Studie und Einwilligungserklarung wurden den Spendern vorgelegt

o Explantierte ZVKSs von Patienten stammten aus der klinischen Abteilung Innere Medizin V —

Pneumologie, Allergologie, Beatmungs- und Umweltmedizin, UKS, Homburg

o Humaner Speichel und Zahnschmelzpellikel wurden von gesunden, erwachsenen Probanden

gewonnen, die ihre Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie gaben

Die Studien und Prozesse zur Gewinnung von Blutmaterial und explantierten ZVKs wurde von der

Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes evaluiert und genehmigt (Code-Nummern 95/18 und

39/20). Protokolle zur Gewinnung und Kollektivierung von humanem Speichel und Pellikel wurden
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ebenfalls genehmigt (Code-Nummern 283/03, 2016 und 54/21, 2021). Die Studien erfolgten nach den

Richtlinien der Erklarung von Helsinki.

3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung und Kryokonservierung von S. aureus

Bakterienisolate wurde fur die Experimente in Flissigmedium bei 37 °C im Multitron Schiittelinkubator
(Infors, Bottmingen, Schweiz) angezogen. Bei den langeren Inkubationszeiten (16 h) der
Ubernachtkulturen wurde eine Umdrehungsgeschwindigkeit (UPM) von 150 UPM eingestellt, bei der
Anzucht von 2,5 h-Kulturen wurde die UPM auf 225 erhéht. Das Ansetzen der Flissigkulturen erfolgte
dabei in Schittelkolben mit einem Volumen/Medium-Verhéltnis von 10:1. Zur Inokulation des
Mediums mit Bakterien fiir Ubernachtkulturen wurde eine einzelne Kolonie mit einer sterilen Impfése
ins Medium Gberfiihrt. Zur Herstellung der 2,5 h-Kulturen wurde frisches Medium mit der
Ubernachtkultur beimpft, so dass die frische Kultur eine Optische Dichte (ODgoo) von 0,05 als Startwert
besaf.

Bakterienkolonien fiir Experimente und fiir die Kyrokultivierung wurden auf TSA (engl. Trypticase Soy
Agar)-Platten mit 5% Schafsblut (BD, Heidelberg) angezichtet. Die Kultivierung erfolgte iber Nacht
(18 - 21 h) bei 37 °C im Hereaus B5042E-Inkubator (Willi Fischer KG, Frankfurt). Die bewachsene
Blutagarplatte wurden in der Regel bis zu sieben Tage bei 4 °C aufbewahrt und langere
Lagerungsszeiten wurden aufgrund der Gefahr von mutagenen Prozessen im Bakteriengenom
vermieden.

Kryokulturen der verwendeten S. aureus- Stamme wurden aus Ubernacht-Fliissigkulturen in LB-
Medium hergestellt. Dazu wurde die bakterielle Flissigkultur zu sterilfiltriertem Glycerin (65% in
H2Osterit) in einem Nunc® Cryo Tube (Nalge Nunc International, Rochester, USA) gemischt. Die
bakterielle Kryokultur enthielt dabei eine Glycerin-Endkonzentration von 15-25 % und ihre Lagerung
erfolgte bei — 70 °C.

3.3.2 Isolierung des klinischen Bakterienisolats HOM 433

Das klinische S. aureus-Isolat HOM 433 wurde in Kooperation mit der Inneren Medizin V (AG Bahls,
UKS Homburg) von einem kolonisierten ZVK eines Patienten gewonnen. Daflir wurde das
Schlauchende des ZVKs mit Spitze vom Rest getrennt und in ein Transportréhrchen dberfihrt. Mithilfe

des Rohrpostsystem des UKS‘ wurde das Patientenmaterial dann an das IMMH versandt. Das Material
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wurde zun&chst zwischengelagert bei — 70 °C und dann auf einer Blutagarplatte nach der Technik von
Maki in eine Festkultur Uberfiihrt [173]. Aufgrund des mdglichen Auftretens von Mischkulturen wurde
eine Reinkultur, ebenfalls auf einer Blutagarplatte, angefertigt und einzelne Bakterienkolonien fiir die

Kryokonservierung verwendet.

3.3.3 Kultivierung und Kryokonservierung von Hefezellen

Der verwendete C. albicans- Stamm DSM 1386 wurde fir die Experimente in YPD-
Flissigmedium im Schittelinkubator fir 19 h bei 37 °C und 150 UPM angezogen. Fir die
Experimente wurde eine einzelne Kolonie des Pilzes auf einer TSA-Agarplatte mit 5% Schafsblut ins
YPD-Medium Uberfuhrt. Fir verbesserte aerobe Wachstumsbedingungen wurde ein
Volumen/Medium-Verhéltnis von 12,5 : 1 ausgewahlt. Kryokulturen wurden im Verfahren nach
dem MAST Cryobank System (MAST, Diagnostica, Reinfeld) hergestellt, wobei einzelne C. albicans-
Kolonien von der TSA-Agarplatte in das MAST-Medium mit Perlen eingeruhrt wurden. Die angesetzte
Kryokultur wurde dann bei — 70 °C aufbewahrt.

3.4 Rasterkraftmikroskopie

3.4.1 Einleitung zur Methodik

Die Rasterkraftmikroskopie (engl. Atomic Force Microscopy; AFM) ist eine sehr fortschrittliche
Oberflachen-Analysetechnik, mit deren Hilfe man Substratoberflachen topographisch abbilden und
Variationen der Oberflache nachempfinden kann, mit der Mdglichkeit den dargestellten Regionen auch
nanomechanische Eigenschaften, wie Elastizitat oder Adhdsionskapazitaten, quantitativ zuzuordnen
[25,75]. Diese Methode gestattet es Messungen in Vakuum, Luft oder in Flussigkeit durchzufihren.
Eine Behandlung der Substratoberflache, wie etwa durch eine Fixierung durch Glutaraldehyd, sind in
der Regel nicht notwendig [230]. Damit eignet sich das AFM im Besonderen fiir biologische
Experimente, in denen es oft von erhohter Bedeutung ist, dass Experimente in physiologischen Puffern
oder Zellkulturmedien stattfinden und Materialien zudem in einem nativen Zustand (unfixiert, ungefarbt
oder unmarkiert) verbleiben sollen (Miller und Dufréne, 2011).

Das Herzstuck der Rasterkraftmikroskopie ist eine mikroskopisch kleine Messspitze (bezeichnet im
Folgenden als AFM-Spitze), die an einem ,Kraftsensor”, dem Federbalken (Lénge: < 300 pum)
angebracht ist und mit der es mdglich ist, eine Probenoberfléche in einem Rasterprozess topografisch
darzustellen. Die AFM-Spitze kann verschiedene Geometrien (pyramidal, konisch, in Sonderféllen auch

zylindrisch oder spharisch) annehmen, und besitzt in der Regel einen Spitzenradius im geringen

33



Nanometer-Bereich. Somit ist es moglich, durch die Wahl einer geeigneten Spitzengeometrie und des
Spitzenradius Substratoberflachen mit einer lateralen (X-Y) Auflésung von < 1-5 nm abzubilden [75].
Fir eine erfolgreiche Abbildung ist es essenziell, repulsive Kréfte zwischen der AFM-Spitze und der
Probe zu minimieren und die Aufdriickkraft konstant zu halten. Dafiir werden die Verbiegungen des
Federbalkens, die sich im fiir das menschliche Auge unsichtbaren nm-Bereich bewegen, mithilfe eines
Laserstrahls, der auf die Rickseite des Federbalkens fokussiert und in eine segmentierte Photodiode
reflektiert wird, amplifiziert. Bei jeder Verbiegung des Federbalkens kommt es auf diese Weise zu einer
Verénderung des messbaren Spannungssignals in der Photodiode [37,230]. Das Rasterkraftmikroskop
enthdlt ein Rulckkopplungssystem (engl. feedback circuit), welches Abweichungen des
Spannungswertes in der Photodiode zu einem eingestellten Referenzwerten korrigieren kann (s. Abb.
6). Wird der Referenzwert wieder erreicht, so erfahrt wiederum die AFM-Spitze die fir sie
vorhergesehene Aufdruckkraft auf die Probenoberflache. Somit ldsst sich mithilfe des
Ruckkopplungssystems die Aufdriickkraft des AFM-Spitze auf der Probenoberflache kontrollieren, was
ein wichtiges Kennzeichen dieser Technik ist. Erst dadurch wird es méglich weder die AFM-Spitze
noch die Probenoberflache zu deformieren oder zu beschadigen, was letztendlich entscheidend daftr ist,
die Oberflachentopografie wirklichkeitsgetreu darzustellen.

4-Quadrant
Photodiode
laser Photodiode
voltage
-—v % V,,¢ = deflection o force
cantilever Tip ,
excitation Substrate Feedback
t Z-Position Circuit
|
Z motion : Low
: <— pass
v filter “
Ref. (Set)
Voltage

Abbildung 6: Funktionsweise des Rasterkraftmikroskops beim Abbildeprozess von
Substratoberflachen.

Schematische Darstellung der essenziellen Komponenten eines Rasterkraftmikroskops und ihre
jeweilige Verknipfung innerhalb der AFM-RUckkopplungsschleife, deren Funktion es ist, die Kraft
zwischen der AFM-Spitze und der Substratoberflache konstant zu halten. Beim topografischen
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Abbildeprozess auf einer Substratoberflache verursachen repulsive Interaktionskrafte eine Verbiegung
des Federbalkens, welche mithilfe eines reflektierten Laserstrahls auf der Riickseite des Federbalkens
in einer Photodiode amplifiziert und detektiert wird. In der Photodiode wird eine Verénderung des
Spannungssignals  (Vowy zum voreingestellten Referenzwert (Vse) registriert, woraufhin das
Ruckkopplungssystem des AFMs ein Fehlersignal kreiert, das der Differenz von Vo, und Vs entspricht.
Dieses Signal erreicht dann den Z-Positionierer (das Z-Piezoelement), der die Verbiegung des
Federbalkens schlielich ausgleicht, um den Referenzwert Ve in der Photodiode wieder zu erreichen
[230].

Die hohe Kraftkontrolle des AFMs erlaubt es dem Benutzer auch Kraftspektroskopien durchzufiihren.
Dabei werden Kraft-Distanz-Messung aufgenommen, bei der die Kréafte-Interaktion der AFM-Spitze
mit der Substratoberflache in Abhangigkeit von ihrer Distanz zueinander bestimmt wird. Dabei wird die
AFM-Spitze der Substratoberflache langsam angenédhert und dann mit einer kontrollierbaren und
geringen Aufdrickkraft im pN- oder nN-Bereich auf sie gepresst. In dieser Annéherungsphase kann die
AFM-Spitze, ggf., bei einer attraktiven Interaktion zur Substratoberflache, durch etwa vdW-Kréfte in
den direkten Kontakt mit ihr ,springen“. Dieses In-Kontakt-Schnappen erfolgt bei einem
charakteristischen Abstand Uber der Substratoberflache, der Snap-in-Distanz, mit einer maximalen
Verbiegungskraft auf den Federbalken, der Snap-in-Kraft. Beim Abldsevorgang kénnen, sofern es zu
einer Adhésion zwischen AFM-Spitze und Substrat kommt, Interaktionskrafte im pN- bis nN-Bereich
aus der Riickzugskurve bestimmt werden. Weichere Federbalken besitzen eine hohere Sensitivitét als
hértere und ermdglichen die Auflésung von intermolekularen Kraften [25], sind im Gegensatz dazu aber
eher ungeeignet, groRere Kréfte aufzulésen. Die maximale Interaktionskraft beim Abldsevorgang
zwischen AFM-Sonde und Substratoberflache bezeichnet man als Adhé&sionskraft und das
mathematische Integral der Kraft entlang des (Abldse-)Weges als Adhdsionsenergie, die der benétigten
Arbeit fur den Ablésevorgang der AFM-Spitze von der Substratoberfléche entspricht (s. Abb. 7).
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Abbildung 7: Quantifizierbare Adhasionsparameter aus einer rasterkraftmikroskopischen Kraft-
Distanz-Messung.

Dargestellt ist die Rlckzugskurve wahrend einer Kraft-Distanz-Messung mit einer AFM-Sonde, die hier
beispielhaft mit einer lebenden Zelle statt mit einer AFM-Spitze behaftet ist, auf einer
Substratoberflache. Die Adhésionskraft ist dabei der Minimalwert fir die Kraft, die Abreilllange
kennzeichnet das Ende der Diskontinuitat und den Ubergang zur Basislinie, und die Adhasionsenergie
entspricht der hervorgehobenen Flache und ist das Integral der Kraft entlang des Abstandes, der begrenzt
ist vom 0 nm-Abstandswert und der AbreiRlange.

34.1.1 Modi zum Abbilden von topografischen und adhasiven

Substratoberflachen-Eigenschaften

Zur Darstellung der Substratoberfliche wird die AFM-Spitze rasterformig auf dem zu
charakterisierenden Areal bewegt. Dabei kann die AFM-Spitze in einer stdndigen Beriihrung (Kontakt-
Modus), oder in einem intermittierenden Kontakt-Modus mit der Oberflache stehen. Der Kontakt-
Modus ist eine sichere Abbildungstechnik fur abiotische Oberflachen, jedoch kann es durch laterale
mechanische Scherkréfte zu Brichen an der AFM-Spitze kommen und auf weichen oder biologischen
Oberflachen zur schnellen Kontamination der AFM-Spitze sowie zur Verformung von den biologischen
Oberflachenstrukturen. Im intermittierenden Kontakt-Modus wird der Federbalken mit der AFM-Spitze
in eine Schwingung versetzt, und die AFM-Spitze bertihrt die Oberflache dabei, wahlweise, im unteren
Wendepunkt der Amplitude der Resonanzfrequenz oder mit einer kontrollierten Aufdrickkraft (Peak
Force) unterhalb der Resonanzfrequenz. Beide intermittierende Kontakt-Modi eignen sich gut fiir die
Darstellung von biologischen Oberflachen, da laterale Scherkrafte zwischen der AFM-Spitze und der
Substratoberflache minimiert werden [8]. Die Schwingung bei Resonanzfrequenz wird im traditionellen
., Tapping-Modus“ angewendet, der auf den meisten AFM-Systemen verfugbar ist, und normalerweise
mit steifen Federbalken (Federkonstante 2 - 100 N/m) kombiniert wird. In diesem Modus folgt der
schwingende Federbalken den Konturen der Probenoberflache. Dabei wird die Hohenposition der AFM-
Spitze wahrend des Abbildens standig angepasst, da Verdnderungen innerhalb der Probentopografie zu
Stérungen der Resonanzschwingung des Federbalkens fiihren. In dem Tapping-Modus kénnen mithilfe
des Phasen-Signals auch mechanische Eigenschaften der Substratoberflache abgelesen werden,
basierend auf einer Phasenverschiebung zwischen den sinusférmigen drive signal und Schwingung des
Federbalkens. Eine prézise Beschreibung von (kontakt-)mechanischen Eigenschaften ist anhand der
Phasenverschiebung allein nicht mdglich. Dafur eignet sich der PF QNM (engl. PeakForce Quantitative
NanoMechanics)-Modus besser, der von Bruker (Santa Barbara, CA, USA) in 2009 entwickelt wurde.
In diesem Modus, in dem der Federbalken unterhalb der Resonanzfrequenz zur Schwingung gebracht
wird, kann die Aufdrickkraft (hier: engl. peak force) mit pN-Genauigkeit kontrolliert werden. Dadurch

konnen Anndherungsphase und Riickzugsphase der Kraft-Distanz-Kurven prazise auf weitere
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nanomechanische Eigenschaften ausgewertet werden. Die Elastizitat der Probenoberflache kann durch
die Annaherungsphase begutachtet werden und Elastizitatskarten der Areale kénnen erstellt werden.
Adhasionskrafte kénnen aus den Ruckzugskurven quantifiziert und grafisch als Adhasionskarte

dargestellt werden.

34.1.2 Einzelzell-Kraftspektroskopie mit Mikroorganismen

Die Einzelzellkraftspektroskopie ermdglicht es, das Annaherungs- und das Adhasionsvermdgen von
einzelligen Mikroorganismen auf verschiedenen Oberflachen zu beurteilen und simultan zu
guantifizieren [45,191,268]. Dafiir wird eine einzelne Zelle mithilfe eines biokompatiblen Klebstoffes
am freien Ende eines spitzenlosen Federbalkens immobilisiert [22,142,269]. Eine stabile
Biofunktionalisierung erfolgt etwa durch Polydopamin, einem von bioadhésiven Muschelproteinen
inspiriertem Derivat des Katecholamins Dopamin [142]. Diese Art der chemischen Immobilisierung
beeintrachtigt die Lebensfahigkeit des Bakterium nicht, wodurch Kraft-Distanz-Messungen mit
lebenden Bakterienzellen ermdglicht werden [269]. Der Vitalitdtszustand des Mikroorganismus kann

zusétzlich anhand eines Lebend-Tot-Farbstoffes nach den Experimenten visualisiert werden (s. Abb. 8).

Abbildung 8: Polydopamin-basierte Funktionalisierung von AFM-Federbalken mit individuellen,
viablen Bakterien.

Nach einer Behandlung mit dem Bioklebstoff Polydopamin koénnen Silikonnitrid-Federbalken zur
Immobilisierung eines Bakteriums genutzt werden. Mithilfe eines inversen Lichtmikroskops und der
feinen Hydrauliksteuerung eines Mikromanipulators kann ein individuelles Bakterium am Federbalken
immobilisiert werden. Lebend-tot-Férbung (A) eines lebenden S. aureus-Bakteriums nach 100 Kraft-
Distanz-Kurven oder (B) nach Abt6tung des Bakteriums durch Ethanol. Adaptiert nach [269].
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Eine alternative Methode zur Anbindung von lebenden Zellen an den Federbalken ermdglicht das
FluidFM [126]. Hierbei werden modifizierte Federbalken mit einem integrierten Mikrofluidik-Kanal
und einer Offnung am freien Ende (Mikro- oder Nanopipetten) genutzt, um individuelle Zellen mithilfe
eines Negativdrucks zu immobilisieren (s. Abb. 9). Diese Methode wurde bereits verwendet, um
verschiedene Zelltypen, auch mit gréReren Durchmessern als Bakterien, wie etwa Hefezellen, darunter
auch C. albicans, oder humane Zellen zu immobilisieren und deren Adhasionsstarke zu testen
[56,68,219].
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Abbildung 9: FluidFM-basierte Funktionalisierungsmethode zur Anbringung von individuellen
Zellen an eine AFM-Mikropipette.

Die Funktionalisierung einer Mikropipette, eines Federbalkens mit integriertem Mikrofluidik-Kanal,
erfolgt mithilfe eines Negativdrucks und eignet sich im Besonderen fur groRere Mikrometerobjekte wie
einzellige Pilze und humane Zellen. Nach Beendigung des Experiments kann die Zelle mithilfe von
Positivdruck, oder durch kurzes Anheben des Federbalkens aus der Flissigkeit wieder entfernt werden.
Adaptiert nach [219].

3.4.2 Abbilden der Oberflacheneigenschaften von ZVKs im intermittierenden

Kontaktmodus

In dieser Arbeit wurden im PF QNM-Modus Oberflachentopografien und kontaktmechanische
Eigenschaften von Zentralen Venenkathetern unter Einfluss von HBP untersucht. Der PF QNM-Modus
auf  ZVKs verhindert in Gegenwart von Blutplasmaproteinen oder anderen weichen
Oberflachenstrukturen ihr Loslésen von der Oberfliche und verringert dadurch malRgeblich eine
Kontamination der AFM-Spitze. Die hohe Kontrolle der Aufdriickkraft reduziert auch Briiche an der
AFM-Spitze und Beschadigungen der Substratoberflache [131]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei
kommerziell erhéltliche ZVK-Modelle (ZVK-Typen | bis I11) verwendet (Typ I: Arrow CVC set DE-
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14703-S, Teleflex Medical GmbH, Fellbach; Typ IlI: Certofix Trio S 720, B. Braun, Melsungen; Typ
I11: Seldipur Safe, Vygon, Aachen).

Vorbereitung der ZVKs fur die Rasterkraftmikroskopie:

Die steril verpackten Katheter wurden unter einer Biosicherheitswerkbank der Klasse Il (Heraeus,
Hanau) gedffnet, um die Sterilitdt der Katheterfragmente weiterhin zu gewahrleisten, und um eine
potenzielle  Ablagerung von Fremdpartikeln aus der Luft zu reduzieren. Fur die
Oberflachencharakterisierung der ZVKs und Adhésionsexperimente mit Bakterien wurde der
Katheterschlauch (engl. tubing) ohne Katheter-Spitze verwendet. Dieser wurde mit einem sterilen B.
Braun-Einmal-Skalpell (Aesculap AG, Tuttlingen) in 0,5 cm-groRe Fragmente zerteilt. Einzelne
Fragmente wurden nachfolgend auf eine flache Petrischale mit Glasboden (WillCo Wells, Amsterdam,
Niederlanden) mit einem wasserunléslichen Klebstoff (Pattex, Disseldorf) fixiert und zur Aushéartung

des Klebers (und Entweichung von dessen Dampfen) fur 30 min in der Biosicherheitswerkbank platziert.

Die fixierten ZVK-Fragmente wurden dann, je nach Versuchsablauf, mit HBP (Kontrollbehandlung:
PBS) behandelt. Daftir wurden im Vorfeld des Experiments Vollblutproben von gesunden Probanden
gesammelt. Aus zwei Lithium-Heparin-Blutentnahmerdhrchen (16 I.E. / ml Blut, Sarstedt, Numbrecht)
mit 9 ml Vollblut wurden unter der Sterilbank 1 ml Aliquots erstellt und fiir 2 min bei 5.000 UPM
zentrifugiert. Der Uberstand mit dem Blutplasma wurde in ein neues Reaktionsgefaf tibertragen und ein
zweites Mal zentrifugiert. Das Blutplasma wurde isoliert und in einem frischen Reaktionsgefal bis zur
weiteren Verwendung bei — 70 °C gelagert. ZVK-Fragmente fir AFM-Experimente wurden mit ~ 500
pl Blutplasma fur 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Danach wurden die ZVK-Fragmente achtmal
in PBS zur Entfernung nicht-adsorbierter Molekiile gewaschen [1], wobei die Waschlésung nicht direkt
auf dem ZVK pipettiert wurde, um die biologische Beschichtung nicht zu beschéadigen. Schlief3lich
wurde das vorbereitete ZVK-Substrat mit 4 ml PBS uberschichtet.

Abbilden und Auswertung:

Zur Bestimmung der Oberflachentopografien und kontaktmechanischen Adh&sionseigenschaften der
Zentralen Venenkatheter wurden Federbalken mit einer pyramidalen Spitze SNL-10 (Nom.
Federkonstante: 0,35 N/m; Bruker, Santa Barbara; USA) oder einer zirkular-symmetrischen Spitze qp-
BioAC-Cl (Nom. Federkonstante: 0,3 N/m (Nanosensors, Neuchatel, Schweiz) verwendet. Die
PeakForce-Amplitude wurde auf 150 nm eingestellt. Danach wurde die Katheteroberfldche auf einem

Areal von 10 pm x 10 pm bei einer Scan-Frequenz von 0,1 Hz und einer Resolution von 256 x 256
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Samples/Linie abgebildet. Zur Bestimmung der Topografien wurden die Rohbilder mit den Funktionen
Flatten (1. Ordnung) und Plane Fit (0.Ordnung) in Nanoscope Analysis Version 1.9 (Bruker Nano,
Santa Barbara, USA) korrigiert. Oberflacheneigenschaften, die mit der Topografie assoziiert sind, wie
die mittlere Rauigkeit (engl. root mean square [rms]) und die dimensionslose Schiefe wurden Uber ein
Areal von 10 um x 10 um bestimmt. Die kontaktmechanischen Eigenschaften (Adhdsion) wurden
parallel zur Bestimmung der Topografie in einem separaten Kanal des PF QNM-Modus aufgenommen.
ZVK-Fragmente von verschiedenen Modellen wurden im fabrizierten Zustand oder nach Behandlung
mit PBS bzw. HBP untersucht. Fir jede Bedingung wurden drei verschiedene Stellen auf den ZVK-
Oberflachen abgebildet.

3.4.3 Einzelzell-Kraftspektroskopie mit S. aureus auf ZVKs

Vorbereitung der Bakterien:

Um die Adhé&sionsstarke von individuellen S. aureus -Bakterienzellen auf dem ZVK zu bestimmen,
wurden Bakterien aus der exponentiellen Wachstumsphase nach 2,5 h-Wachstumszeit in TSB
verwendet. 1 ml dieser Hauptkultur wurde fir 1 min bei 12.000 UPM zentrifugiert und das
Bakterienpellet zweimal in 1 ml 1 x PBS gewaschen. Fir die Einzelzell-Kraftspektroskopie waren
vereinzelte Bakterien notig. Daher wurde 1 ul der Hauptkultur (1:100 Verdiunnung in PBS) zur
Sedimentation der Bakterien auf eine Petrischale pipettiert. Die Sedimentation der Bakterien dauerte bei
geschlossenen Schale 2-3 min, wahrend dieser Zeit konnte der Tropfen auch nicht maRgeblich
verdunsten. AnschlieBend wurden 30 ul PBS auf den kleineren Tropfen gegeben, um die Bakterien in

Flissigkeit zu halten und vor dem Austrocken zu schiitzen.

Vorbereitung der ZVK-Fragmente:

Die verwendeten ZVK-Fragmente wurden wie zuvor beschrieben vorbereitet (s. Kapitel 3.4.2
"Vorbereitung der ZVKs fir die Rasterkraftmikroskopie). Explantierte ZVKs der Typen | und Il
wurden nach Erhalt vom Patienten aus der Klinik (Innere Medizin V — Pneumologie, Allergologie,
Beatmungs- und Umweltmedizin, UKS, Homburg) in Fragmente aufgeteilt und in 1,5 mi-
Reaktionsgefdllen bei — 70 °C weggefroren und unmittelbar vor den AFM-Experimenten auf
Glasschalen (WillCo Wells, Amsterdam, Niederlande) mit Pattex-Kleber befestigt. Das Trocknen des
Klebers erfolgte in einer Feuchtigkeitskammer, um das natiirliche Protein-Coating des individuellen

Patienten auf dem Katheter vor der Austrocknung zu schutzen.
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Dopaminbehandlung der Federbalken:

Fir die Einzelzell-Kraftspektroskopie sollte ein einzelnes Bakterium an einen spitzenlosen Federbalken
(MLCT-010, nom. Federkonstante: 0,03 N/m, Bruker, Santa Barbara, USA) angebracht werden. Fir die
benétigte adh&siven Eigenschaften des Federbalkens wurde dieser mit Dopamin, wissenschaftlich auch
2-(3,4-Dihydroxyphenyl)ethylamin, (Thermo Fisher, Kandel) behandelt. Daftir wurde der Federbalken
zunéchst in einem Ozon-/UV-Reiniger (BioForce Nanosciences; Salt Lake City, USA) fur 15 min
gereinigt und in eine mit Parafilm beschichtete Petrischale positioniert. 100 pl einer Dopamin-haltigen
Losung (4 mg/ml Dopamin in 10 mM Tris-HCL; pH 8,5) wurden auf den Federbalken gegeben fiir eine
Inkubationsdauer von 1 h bei 4 °C gelagert. In dieser Zeit wechselte der urspriingliche farblose Tropfen
seine Féarbung in dunkles braun mit einer leichten Triibung, die ein Indiz fiir die Polymerisation des
Dopamins darstellt. AnschlieRend wurde der Federbalken dreimal in 100 pl sterilisiertem, ultrareinem

H,O gewaschen und fiir 1 h in der Sterilbank zum Trocknen gestelit.

Kalibrierung der Federbalken:

Jeder einzelne Federbalken wurde flir eine zuverldssige Ermittlung der Kraft aus der
Federbalkenverbiegung in zwei Schritten kalibriert. Im Kalibrierungsprozess wurde zunéchst die
Verbiegung des Federbalkens in nm aus der Anderung des Spannungssignals in der Photodiode in V
ermittelt. Diese Beziehung wird auch als Verbiegungssensitivitat (nm/V) definiert. Anhand der
Federkonstante wurde darauf der Zusammenhang zwischen der Verbiegung und der Kraft in N
experimentell bestimmt. Die Zweischritt-Kalibrierung diente dazu, ggf. abweichende Werte von den
nominalen Herstellerangaben festzustellen. Zur Bestimmung der Verbiegungssensitivitdt wurde eine
harte, undeformierbare Substratoberfliche bendtigt [269], woflr die Glas-Oberflache eines
herkommlichen Glasobjekttrdgers (Menzel-Glaser, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)
ausgewdhlt wurde. Der Federbalken wurde dann auf der Glasoberflache aufgedriickt, bis ein
Referenzwert, eine vordefinierte Auslenkung des Lasers in der Photodiode in Volt, erreicht wurde.
Dabei wurde der Fahrweg des Z-Weg-Piezomotors, der die Bewegung des Federbalkens steuert und die
Verbiegung auf dem Glas kontrolliert, aufgezeichnet. Diese auf diese Weise ermittelte
Verbiegungssensitivitat betrug in der Regel ~ 25 nm/V fur den Federbalken D (MLCT-010, Bruker,
Santa Barbara, USA). Die Federkonstante wurde mithilfe des thermischen Rauschens (engl. thermal
noise) der Umgebung und die dadurch verursachten zufalligen Verbiegungen des Federbalkens
experimentell bestimmt. Vereinfacht dargestellt in (1), kann bei harmonischen Schwingungen des
Federbalkens die Federkonstante aus der Gesamtenergie des Systems und der potenziellen Energie

berechnet werden

41



k=KgT/x2 (1)

wobei:
k = die Federkonstante
Ky = Die Boltzmann-Konstante, 1,38 * 10 Joule/Kelvin

X, = die Verbiegung des freien Endes des Federbalkens

Die experimentell ermittelte Federkonstante fur den 0.g. Federbalken betrugen in der Regel zwischen
0.04-0.09 N/m.

Funktionalisieren des Federbalkens mit einem Mikromanipulator:

Die Funktionalisierung des Federbalkens zur Bakteriensonde wurde mithilfe eines Mikromanipulators
(MOM 202D, Narishige, Tokyo, Japan), und somit extern vom AFM-Setup, durchgefiihrt [269]. Bei
einem Mikromanipulator handelt es sich um einen Aufbau fiir ein Lichtmikroskop, der es erlaubt,
mithilfe einer Hydrauliksteuerung mechanische Mikrometer-Manipulationen durchzufiihren. Unter
Zuhilfenahme eines selbst-konstruierten Mikromanipulator-Arms konnte dort der bewegliche
Federbalkenhalter des AFMs verankert werden. Der Federbalkenhalter wurde dazu genutzt, den
Federbalken in das Mikromanipulator-System einzubauen. Fiir die Funktionalisierung des Federbalkens
mit einer individuellen S. aureus-Bakterienzelle wurden die o0.g. sedimentierten Bakterien auf der
Petrischale zur Hilfe genommen. Die Vorgehensweise zur Funktionalisierung des Federbalkens folgt

dem Protokoll von Thewes et al. [269].

Einzelzellkraftspektroskopie auf ZVKs:

Die generierte Bakteriensonde wurde in den AFM-Messkopf wiedereingebaut. Hierbei war es wichtig,
dass die Laserintensitat in der Photodiode vor Ausbau und nach Wiedereinbau des Federbalkens in den
AFM-Messkopf unveréndert war (Abweichungen von wenigen 100 mV wurden toleriert), da es
ansonsten zu Ungenauigkeiten der eingestellten Kalibrierungswerte und zu falschen Quantifizierungen
bei der Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven kommen kann. Nach Wiedereinbau wurde die
Funktionalitat der Bakteriensonde auf einer hydrophoben Glasoberfldche (FluoroDish, World Precision
Instruments, Friedberg, Germany) tberprift. Kraft- Distanz -Kurven, die keine simultane Streckung von
Zellwand-gebundenen Adhéasionsfaktoren vermuten oder erkennen lieRen, wurden aussortiert. Nach
erfolgreichem Test wurde das hydrophobe Glas-Sample durch das vorbereitete ZVK-Fragment (s.
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Kapitel 3.4.2 ,Abbilden der Oberflacheneigenschaften von Zentralen Venenkathetern im
intermittierenden Kontaktmodus*) ausgetauscht. Die Bakteriensonde wurde bei maximalem
Sicherheitsabstand Uber dem ZVK platziert und schrittweise der Oberflache angenahert. Entsprechend
einer selbst entwickelten Prozedur wurde die Bakteriensonde der Mitte des Katheteroberflache

angenahert (s. Abb. 10) mit einer angewandten Kraft (engl. deflection setpoint) von < 2 nN.

Sicht von oben Bewegung der Sonde
; f in Y-Richtung

Abbildung 10: Optischer Annaherungsprozess der AFM-Bakteriensonde auf die ZVK-Oberflache
mithilfe eines Inversmikroskops.

Die Bakteriensonde wurde nach einer ersten groben Annéherung an die ZVK-Oberfldchenmitte in einem
ausreichenden Hohen-Abstand von 50 um an den oberen Rand des ZVKs gefahren. Die Zeit zur
kompletten Uberfahrt bis zum unteren Rand des ZVKs wurde dann ermittelt. Die Bakteriensonde wurde
dann wieder die Halfte der Zeit zuriickgefahren, wo sich die geschétzte Mitte des ZVKs befand. Die
Bakteriensonde wurde der Oberflache angenahert und Kraft-Distanz-Kurven wurden aufgenommen.

Die kraftspektroskopischen Messungen mit der Bakteriensonde auf dem ZVK wurden innerhalb von
flinf Minuten nach Eintauchen des ZVK-Fragments in PBS gestartet. Auf der ZVK-Oberflache wurde
10 Kraft-Distanz-Kurven auf verschiedenen Positionen durchgefiihrt, mit einem lateralen
Mindestabstand von mindestens 1 um in x-Richtung zwischen zwei Kraft-Distanz-Messungen. Dabei
wurden fir jede Kraft-Distanz-Kurve eine Aufdrickkraft von 300 pN, Annaherungs- und
Rickzugsgeschwindigkeiten von 160 nm/s und eine Fahrtstrecke von 800 nm festgesetzt. Die Viabilitat
des Bakteriums wurde nach den SCFS-Experimenten mit einer 1:1000 Verdiinnung eines Leben-tot-
Farbstoffes (LIVE/Dead BacLight Bacterial Viability Kit, Thermo Fisher Scientific, Dreieich) bestatigt.

43



3.4.4 Einzelzell-Kraftspektroskopie mit S. aureus auf Endothelzellen

Vorbereitung der Bakterien:

Um die Adhéasionskrafte und Abreillangen von individuellen S. aureus- Zellen auf Endothelzellen zu
bestimmen, wurden Bakterien des Stammes DSM 20231 oder seiner isogenen clpC-Mutante aus der
stationaren Wachstumsphasen aus 16 h-Ubernachtkulturen in LB-Medium verwendet. Die

Vorbereitung der Bakterien fur die Einzelzell-Kraftspektroskopie folgt der Prozedur aus Kapitel 3.4.3.

Vorbereitung der Endothelzellen:

Endothelzellen der Linie EA.hy926 wurden fiir die Einzelzell-Kraftspektroskopie ausgewahlt. Die
Kultivierung sowie Subkultivierung von EA.hy926 und das Verfahren zur Einstellung definierter
Zellzahlen mithilfe der Trypanblaufarbung von Zellen folgten jeweils den dazugehdrigen, zuvor
veroffentlichten Protokollen [79]. Am Vortag der AFM-Messungen wurden 7,5 x 10* Zellen in DMEM
in einer Petrischale mit Glasboden ausgesét und die Zellen fir 24 h adhérieren gelassen. Am Messtag

wurde das DMEM durch entsprechendes frisches Medium ausgetauscht.

Einzelzellkraftspektroskopie auf ZVKs:

Nachdem der AFM-Federbalken — wie in Kapitel 3.4.3 bereits beschrieben — vorbereitet und mit einer
individuellen S. aureus- Zelle funktionalisiert wurde, wurde die Bakteriensonde an die flache Oberflache
des Lamellipodiums einer einzelnen EA.hy926-Zelle angendhert. Daraufhin wurden 8 x 8 Kraft-
Distanz-Messungen auf einem Areal von 1 um x 1 um auf dem Lamellipodium bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Kraft-Distanz-Messungen erfolgten in DMEM bei einer Aufdriickkraft von 1000 pN bei
einer Kontaktzeit von 250 ms, bei den Anndherungs- und Riickzugsgeschwindigkeiten von 1000 nm/s
und bei einer Fahrtstrecke von 7 pm. Daten von finf Zellpaaren zwischen jeweils EA.hy926 und

DSM20231 oder der isogenen clpC-Mutante wurden gesammelt.
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3.4.5 Einzelzell-Kraftspektroskopie mit C. albicans auf Zahnschmelzprifkoérpern

Vorbereitung der Zahnschmelz-Prufkorper und der Speichelpellikel:

Zahnschmelzpriifkdrper mit der finalen Grole 3 mm x 4 mm x 1 mm wurden von der vestibuldren
Oberflache von Rinder-Schneidezéhnen gewonnen. In der Arbeitsgruppe von Prof. Matthias Hannig
(Forschung Zahnerhaltung, UKS, Homburg) wurden die Zahnschmelzprifkorper in der finalen GroRe
und Oberflachenstruktur vorbereitet: Die Prifkorper wurden mit Schleifpapier (Biihler, Diusseldorf) in
aufsteigender Kornung (Max. 4000) im Nassen poliert. Die maximale Kdrnung ist verantwortlich fur
das feine Schliffbild des Zahnschmelzes. Nach dem Schleifprozess wurde der Zahnschmelzprifkorper
fur 3 min in 3% Natriumhypochlorit, fir 10 min in destilliertem Wasser behandelt bzw. gereinigt, und
fir 15 min in 70%igem Isopropanol sterilisiert. Vor Verwendung am AFM wurde der
Zahnschmelzprufkérper flr mindestens 12 h in Wasser aquilibriert.

Am IMMH wurde der Zahnschmelzprifkorper fir die AFM-Messungen mit einem wasserunldslichen
Klebstoff (Pattex, Diisseldorf) auf einer Glasboden-Schale (FluoroDish, World Precision Instruments,
Friedberg) befestigt. Die Aushdrtung des Klebers erfolgte bei halb offener Schale fir 15 min bei
Raumtemperatur. Wahrend dieser Zeit wurde der Prufkdérper mit ~20 pl Wasser bedeckt, um ein

Trocknen der Zahnoberflache zu vermeiden.

Um einen 3-Minuten-Pellikeln auf der Zahnschmelzoberflache erzeugen zu kdénnen, wurden
Speichelproben von zwolf Spendern gesammelt und zu Universalspeichel verarbeitet. Diese Prozedur
wurde von der AG Hannig durchgefiihrt. Dabei wurde Speichelfliissigkeit des individuellen Spender
zweimal fur 10 min bei 14.000 UPM und 2 °C zentrifugiert, wobei die orale Begleitflora entfernt wurde.
Danach wurden alle individuellen Speichelproben der Spender zu Universalspeichel vereinigt und bis
zur weiteren Verwendung am AFM in kleineren Aliquots bei - 80 °C gelagert. Am IMMH wurde der
Zahnschmelzpriifkdrper in eine Feuchtigkeitskammer in eine Petrischale gelegt und mit ~ 20-25 pl
Universalspeichel beschichtet. Aufgrund der guten Tropfenbildung des Speichels auf dem Priifkorper
blieb der Tropfen problemlos auf der Oberflache haften, ohne dabei zu verlaufen. Nach einer
Inkubationszeit von 3 min bei 37 °C wurde das Volumen wieder abgenommen und die Oberflache
viermal mit 25 pl PBS gewaschen. Der Priifkdrper mit dem fertigen Speichelpellikel wurde dann mit 3

ml PBS tberschichtet und fir AFM-Messungen verwendet.
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Das in situ-Tragen von Zahnschmelzprifkérpern:

Um das zellindividuelle Adhésionsvermégen von C. albicans auf in vitro-speichelbeschichteten
Zahnschmelzprufkdrpern mit in situ-getragenen Zahnschmelzprifkérpern zu vergleichen, wurden fir
die AFM-Studien Zahnschmelzpriifkorper bei einem gesunden Probanden auf der bukkalen Seite des
Unterkiefers platziert und biokonditioniert. Spatestens 2 h vor dem Einsetzen des Priifkdrpers wurde die
letzte Mahlzeit eingenommen. Etwa 30 min vor dem Einsetzen des Priifkérpers erfolgte ohne Zahnpasta
die Zahnreinigung mit einer Zahnbirste. Es folgte das Tragen des Prifkorpers. Nach einer
Inkubationszeit des Prifkorpers fur 3 min in der Mundhohle wurde er vorsichtig in ein Becherglas mit
300 ml sterilem H>O uberfuhrt. Anschlielend wurde der in der Mundhdhle exponierte Prufkorper mit
einer Pinzette in eine Wiege-Schale gelegt und mit einer Druckflasche mit sterilem Wasser gespilt.
Dieser Waschprozess war notwendig, um grobere Ablagerungen von der Priifkérper-Oberflache zu

entfernen.

Vorbereitung der Pilze:

Um die Adhésionsstarke von C. albicans auf Zahnschmelzprifkérper zu quantifizieren, wurden
Hefezellen aus einer 19 Stunden-Kultur in YPD-Medium gewonnen. Es wurde 1 ml der kultivierten
Zellen bei 5000 UPM fiir 5 min zentrifugiert und zweimal in 1 ml PBS gewaschen. Fir die Einzelzell-
Kraftspektroskopie sollten einzelne C. albicans-Hefezellen an einer Mikropipette (nom. Federkonstante:
0,3 N/m, Offnung: 2 um, Cytosurge, Glattbrugg, Schweiz) immobilisiert werden. Fir diesen
Funktionalisierungsprozess wurden die gewaschenen C. albicans-Zellen zundchst 1:200 verdiinnt, was
einer ODeggo ~ 0,3 entsprach. Von dieser Verdlinnung wurde 1 pl auf eine Glas-Schale (World Precision
Instruments, Friedberg) in 2 pl vorpipettiertes PBS gegeben. Es folgte eine Sedimentationszeit von 2-3
min bei geschlossener Zellkulturschale. AnschlieRend wurden ~ 40 ul PBS auf den kleineren Tropfen
gegeben, um die nun adhérenten Hefezellen in Flussigkeit zu halten, und die Sedimentationszeit wurde

auf insgesamt 15 min erhéht.

Behandlung von C. albicans-Zellen mit Speichel:

In dieser Arbeit sollte auch das Adhasionsvermdgen von speichelbehandelten Hefezellen beurteilt
werden. Zur Beschichtung der Hefezellen mit Universalspeichel wurde 1 ml der 19-Stunden-Kultur auf

eine ODggo = 3 normalisiert und die Zellen fir 2 min bei 5000 UPM zentrifugiert und pelletiert. Der
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Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ul Speichel resuspendiert. Anschliefend wurden die
speicheldurchmischten Zellen in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefaf} tbertragen und bei 37 °C fiir 15 min
im geschlossenen Reaktionsgefall im Brutschrank behandelt. Die Zellen wurden gewaschen, indem das
Volumen auf 1,5 ml mit PBS aufgefiillt und dann fir 2 min bei 5000 UPM zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde komplett entfernt und das Pellet ein weiteres Mal in PBS gewaschen. Nach einer
darauffolgenden Resuspension in 1 ml PBS waren die Zellen bereit fir den oben beschriebenen

Sedimentationsschritt.

Vorbereitung und Kalibrierung der Mikropipette

Die FluidFM-Mikropipette enthalt ein Flissigkeits-Reservoir, welches vor der Kalibrierung mit
50%igem Glycerin beflllt wurde. Die Bestimmung der Federkonstante in Luft wurde mithilfe des
thermischen Rauschens der Umgebung (s. Kapitel 3.4.3 ,,Einzelzell-Kraftspektroskopie mit S. aureus
auf ZVKs*) ermittelt und betrug in der Regel zwischen 0,2-0,3 N/m. Die Verbiegungssensitivitat wurde,
ebenfalls wie in Kapitel 3.4.3, in PBS durchgefiihrt und konnte mit Werten zwischen 75-80 nm/V

bestimmt werden.

Funktionalisierung der Mikropipette und Kraft-Distanz-Messungen auf den

Zahnschmelz-Prifkdrpern:

Die Funktionalisierung der Mikropipette zur Hefesonde erfolgte wahrend einer Kraft-Distanz-Messung
auf einer einzelnen C. albicans-Zelle. Dafiir wurde die Mikropipette des FluidFMs zunéchst auf der
Glasschale in das PBS mit den sedimentierten Zellen getaucht und in einem ausreichenden
Hohenabstand zu einer individuellen Zelle (~ 15 pm) platziert. Eine Kraft-Distanz-Kurve mit einer
angewandten Kraft von 10 nN fiir eine Kontaktzeit von 5 s wurde durchgefiihrt. Wéhrend dieser 5 s
Verweildauer wurde ein negativer Druck von 400 mbar mithilfe des FluidFM-gekoppelten
Druckkontrollsystems aufgebaut, wodurch die Zelle durch die Offnung der Mikropipette angesaugt und
an dieser Stelle immobilisiert wurde. Durch die Ruckfahrtbewegung der Mikropipette von der
Zelloberflache wurde die Funktionalisierung erfolgreich beendet. Der Negativdruck wurde fir die
folgenden Kraft-Distanz-Messungen auf Zahnschmelz auf 350 mbar reduziert. Die Hefesonde wurde
vor der Uberfahrt vom Glasboden auf den Zahnschmelz, zur VVorsichtsmanahme, auf den maximalen
Abstand zur Substratoberflache zuriickgezogen und dann auf den Zahnschmelz-Priifk6rper Uberfihrt.
Das Adhasionsvermdogen der Hefezellen wurde fur die beiden Oberflachenkontaktzeiten O s oder 5 s an
jeweils finf verschiedenen Positionen des Zahnschmelzes mit einem lateralen Abstand von 10 pm

zwischen zwei Kraft-Distanz-Kurven bestimmt. Fir die Fahrtstrecke der Hefesonde wurden jeweils 5
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pm fir die Anndherungs- bzw. fur die Rickzucksphase mit einer Geschwindigkeit von 800 nm/s
eingestellt. Die angewandte Kraft, mit der die Hefesonde auf den Zahnschmelz gedriickt wurden, wurde

auf 10 nN gesetzt.

3.4.6 Auswertung von Kraft-Distanz-Kurven

Die Kraft-Distanz-Messung besteht aus einem Annaherungs- und Riickzugsvorgang des Federbalkens
bzw. der zellfunktionalisierten Sonde relativ zur Substratoberflache. Die Annéherungskurve der Kraft-
Distanz-Messung ermdglicht die Auswertung der Snap-in-Kraft und der Snap-in-Distanz. In dieser
Arbeit wurde die Snap-in-Kraft ausgewertet. Die Rickzugskurve wurde hinsichtlich mehrerer
Paramater, der Adhasionskraft, Adhasionsenergie, und AbreiBlange analysiert (s. Abb. 7). Die
Basislinien der Kurven wurde auf 0 nN korrigiert. Adhéasionskrafte und Snap-in-Kréfte wurden nach
Messungen mit dem Bruker BioScope Catalyst (Santa Barbara, USA) in Nanoscope Analysis v.1.9
ausgewertet. Alle anderen Adhésionskréfte sowie die Abreilangen und Adhésionsenergien wurden
mithilfe der Software OriginPro 2019b (OriginLab, USA) bestimmt. Zur Korrektur der Basislinien von
FluidFM-Daten wurde die Software SPIP (Software Image Metrology, Dédnemark) genutzt.

Die Krafteresolution ist in Kraft-Distanz-Kurven vom jeweiligen AFM-Setup abhéngig und zu niedrigen
pN-Bereichen hin begrenzt. Einfluss auf die Krafteresolution hat die Federharte und somit die
(experimentell ermittelte) Federkonstante. Daher wurden die Werte fiir die Snap-in-Kraft und fir die
Adhasionskraft, die unter bestimmten Versuchsbedingungen in der Einzelzellkraftspektroskopie Werte
von 0 pN aufzeigten auf 20 pN (Punktlinie in den Abbildungen) festgesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der Oberflachenmaterialeigenschaften von ZVK-

Typ I-111 mit Relevanz fur die Bakterienadhasion

Ein Hauptfokus dieser Arbeit war es, das Adhasionsvermdgen des opportunistischen Krankheitserregers
S. aureus auf ZVKs mithilfe der Einzelzell-Kraftspektroskopie zu bestimmen, wobei die
Adhasionsstarke von individuellen Bakterienzellen quantifiziert werden sollte. Einer der wichtigsten
Faktoren, die die Adhéasionsstarke von S. aureus auf abiotischen Oberflaichen mitbestimmt, ist die

Oberflachentopografie. Eine mathematische Funktion von ihr und von entscheidender Wichtig-
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Abbildung 11: Topografien der ZVK-Typen I bis I11.

Fragmente der ZVK-Typen | - 11l wurden auf Glasschalen mit Klebstoff fixiert und nach anschlieRender
Beschichtung in PBS per Rasterkraftmikroskopie im PF-QNM-Modus abgebildet. (A)
Hohentopografien der ZVK-Typen | — Il auf einem Areal von 10 pm x 10 pm und einer Berg-Tal-
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Distanz (H6he) von 0,5 um. (B) Hoéhenprofile an den Y-Positionen 2,5 um, 5 um und 7,5 um werden
durch horizontal eingezeichnete Linien entlang der X-Achse reprasentiert. (C) Dreidimensionale
Topografie der 2D-Karten aus (A). Adaptiert nach [108].

keit flr die bakterielle Adhésion ist die Oberflachenrauigkeit, die durch hochauflésende
Mikroskopiertechniken wie die Rasterkraftmikroskopie ermittelt werden kann [62]. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Oberflachentopografien von drei verschiedenen, im Klinikalltag gebrduchlicher
ZVK-Typen (Arrow CVC set DE-14703-S; B. Braun Certofix Trio, und Vygon Seldipur S) in den
Dimensionen 10 pum x 10 um x 0,5 um (Lénge x Breite x HOhe) mittels AFM bestimmt (s. Abb. 11).
Untersuchungen der Oberflachenrauigkeit auf einem Areal von 10 um x 10 um hinsichtlich des
guadratischen Mittelrauwertes RMS (engl. root mean square), einem haufig verwendeten Parameter zum
Vergleich von Oberflachenrauigkeiten, ergaben Werte zwischen 51-58 nm, was auf eine ahnlich raue
Oberflache der drei ZVK-Typen schlieBen lasst (s. Tab. 11). Die AFM-basierten Topografien der
abgebildeten Areale zeigten, dass die einzelnen ZVK-Typen zum Teil groBere Unterschiede in der
Welligkeit der Oberflachenstruktur aufwiesen. Die Oberflache von ZVK-Typ | wies globulére
Oberflachenbestandteile auf und zeigte bei der Betrachtung des Langsquerschnitts meist einen
gleichformigen Hohenverlauf (,,Wellenverlauf) mit leichten Erhebungen, den ,,Bergen®, und mit meist
flachen ,,Tdlern* (s. Abb. 11 A und B, ,,I). ZVK-Typ Il zeigte eine &hnliche Oberflachenstruktur,
jedoch mit einem sehr groRen Abstand zwischen den Wellenbergen und -télern (,,Wellenhohe*; s. Abb.
11 B, ,,II¥). Beide ZVK-Typen besalen dartiber hinaus eine &hnliche Schiefheit (engl. skewness), die
die Verteilung der Hohendaten und ihre Symmetrie zum Mittelwert wiedergibt. Durch eine insgesamt
symmetrische Verteilung der Héhendaten der ZVK-Typen | und Il entstanden niedrige skewness-
Werte, die zusatzlich positive Betrage annahmen (s. Tab. 11). Positive Zahlenwerte weisen darauf hin,
dass es tendenziell mehr Erhebungen als tiefe Gruben gibt, jedoch entsprechen die Kennzahl hier bei
ZVK-Typ I und 111 (0,64 £ 0,77 bzw. 0,44 + 0,10) nur einer gering erhdhten Verschiebung zugunsten
der Erhebungen. Im Gegensatz dazu zeigte ZVK-Typ Il zwar einen regelméaRigen und flachen
Hohlenverlauf (s. Abb. 11 B, ,,II*), aber daflir, wegen einigen unregelmaRig auftretenden, hohen
Erhebungen auf der Oberflache (s. Abb. 11 A und C, ,,IT) und einer asymmetrischsten Verteilung der

Hohendaten einen gesteigerten, positiven Schiefheitswert (1,69 + 0,67).
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Tabelle 11: Oberflacheneigenschaften der ZVK-Typen I-111.

Dargestellt sind verschiedene Oberflachenparameter mit Mitteilwerten und Standardabweichungen
(Adaptiert nach [108]). ®,, engl. advancing contact angle; HBP, Humanes Blutplasma.

Rauigkeit (RMS) Schiefheit Kontaktwinkel @, | Kontaktwinkel

in nm in° @®a in ° (+ HBP)
ZVK-Typ | 575+6,9 0,64 £0,77 119+6 55+4
ZVK-Typ Il 508+7,11 1,69 + 0,67 109+1 39+4
ZVK-Typ I 58,3+18,3 0,44 £0,10 109+1 51+5

Erganzend zu den AFM-basierten Daten zur Oberflachenbeschaffenheit wurde auch die
Hydrophobizitat der ZVK-Typen I-11l bestimmt. In Kollaboration mit der Experimentalphysik der
Universitat des Saarlandes wurden in einem automatisierten Setup zur Bestimmung der Wasser-
Kontaktwinkel (®,, engl. advancing contact angle) die Hydrophobizitat auf den Oberflachen der ZVK-
Typen ermittelt, wobei der Rand des ZVKs mithilfe einer linearen Funktion und die Wasseroberflache
mithilfe einer Polynomfunktion beschrieben werden konnten. Die Werte fiir ®, lagen bei allen
Kathetertypen in einer dhnlichen GréRenordnung (®, > 90 °) mit dem grofiten Wert fur ZVK-Typ I,
gefolgt von ZVK-Typ Il und Il (s. Tab. 11), und geben eindeutige Hinweise auf eine hydrophobe
Oberflachenstruktur der ZVKs. Da der ZVK nach Insertion ins groRvendse Blutgefal von Patienten mit
Blutplasmakomponenten beschichtet wird, wurde auch der Effekt von Humanem Blutplasma nach einer
in vitro-Behandlung der ZVKs auf die Wasserkontaktwinkel untersucht. Hierbei zeigte sich fur alle drei
ZVK-Typen eine Reduzierung der Werte fiir den Wasserkontaktwinkel ®, < 90 °, was auf eine
hydrophile Oberflacheneigenschaft der ZVKs hinweist (s. Tab. 11).

Nach dieser eingehenden Charakterisierung der ZVK-Oberfldchenbeschaffenheit sollte in einem
nachsten Schritt das Adhasionsvermdgen individueller S. aureus-Bakterienzellen auf der ZVK-
Oberflache quantifiziert werden. Zu diesem Zwecke wurden Bakterien aus der exponentiellen
Wachstumsphase, einem friihen Stadium der bakteriellen Vermehrung mit einer hohen
Verdopplungsrate der Bakterien verwendet, bei dem S. aureus eine starke Expression verschiedener
Zellwand-gebundener Adhasine aufweist (s. Kapitel 2.2.2. ,,Adhédsionsfaktoren und spezifische

Adhésionsmechanismen in S. aureus®).
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4.2 Bestimmung der Adhéasionsstarke von S. aureus HOM 6 und
HOM 433 auf ZVK-Typ I-111

Die Adhasionsstarke von S. aureus an eine Substratoberflache lasst sich durch die Anzahl und
Bindungsfahigkeit von Oberflachenadhasinen in der Zellwand definieren [253]. Sie lasst sich in AFM-
Studien gut aus der bakteriellen Adhé&sionskraft und Adhésionsenergie ablesen, und wurde etwa auf gut
charakterisierten Silizium-Modelloberflachen mit definierter Rauigkeit und/oder Hydrophobizitét
bestimmt [253,256]. Auf einem Medizinprodukt wie dem ZVK, einem fur die medizinische Versorgung
von Patienten hoch relevantem Hilfsinstrument, das zugleich jedoch, insbesondere bei langerer
Verweildauer im Patienten, regelmaRig durch Bakterien kontaminiert wird, wurde die Adhasionsstarke
von S. aureus bisher nicht bestimmt. Diese Wissensliicke sollte im Rahmen dieser Arbeit adressiert
werden.

Zunéchst wurden Bakteriensonden fiir die AFM-basierte Einzelzellkraftspektroskopie vorbereitet,
wobei ein einzelnes, lebendes Bakterium an einen mit Bioklebstoff (Polydopamin) beschichteten
Federbalken angebracht wurde. Als Substratoberflachen wurden kommerziell erwerbbare, im
Klinikalltag gebréuchliche polyurethanbasierte ZVKs verwendet. Jede individuelle Bakteriensonde
wurde fur Kraft-Distanz-Messungen an zehn verschiedenen Stellen auf diesen ZVKs verwendet.
Ruckzugskurven aus den Kraft-Distanz-Messungen der S. aureus-Stdmme HOM 6 und HOM 433 auf
den drei ausgewéhlten ZVK-Typen zeigten dabei starke Adhasionskrafte (Faan) zwischen dem
adhérenten Bakterium und der ZVK-Oberflache im niedrigen nN-Bereich (s. Abb. 12). Die
Ruckzugskurven wiesen dabei (berwiegend einen glatten Kurvenverlauf bis zum Erreichen eines
starken Adhésionspeaks, von Fin, auf. Diesem folgten vereinzelte ségezahnformige, Kleinere
Adhdsionspeaks. Der steile Anstieg der Kurve bis zum Erreichen der maximalen Adhasionskraft
markierte den Prozess, in dem eine maximale Anzahl von gebundenen bakteriellen
Oberflachenadhésinen simultan durch die Riickstellkraft des Federbalkens gestreckt wurden und einer
Ablbsung des Bakteriums von der ZVK-Oberflache widerstehen konnten. Dies signalisierte eine starke
Interaktion zwischen Bakterienzelle und Substratoberflache. Sagezahnférmige Peaks reprasentieren die

Streckung und Ablésung weiterer meist langerer Adhésine.
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Abbildung 12: AFM-Riickzugskurven von individuellen S. aureus-Bakterienzellen auf den ZVK-
Typen I-111.

Représentative Riickzugskurven aus der Einzelzellkraftspektroskopie zwischen S. aureus-HOM 6 bzw.
HOM 433 und den ZVK-Typen I-111 mit Adhdsionskraften und ségezahnférmigen Peaks. Adaptiert nach
[108].

Die Ruckzugskurven verdeutlichten weiter, dass fur S. aureus auf allen ZVK-Typen zum Teil sehr
unterschiedlich hohe Werte fiir die Adhé&sionskraft quantifiziert werden konnten. Um den Einfluss der
Oberflachenrauigkeit des ZVKs auf die Hohe und Variabilitat der Adhésionskréafte zu testen, wurde ein
Vergleich zwischen einer Glasoberflache aus sehr glattem, hydrophobem Borosilikat-Glas und dem
ZVK-Typ Il durchgefihrt. Dieser zeigte, dass fur individuelle Zellen des S. aureus-Stammes HOM 6
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unterschiedlich starke Adhasionskrafte entlang des Weges in X-Richtung, also in Langsrichtung des
rohrenférmigen ZVKs festgestellt werden konnten, wahrend die Adhasionskrafte auf dem Borosilikat-

Glas auch an verschiedenen Stellen in hohem Male reproduzierbar waren (s. Abb. 13 A).
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Abbildung 13: Positionsabhéangige und zellindividuelle Adhéasionskréafte von S. aureus auf ZVK-
Oberflachen.

(A) Uberlagerte Riickzugskurven eines reprasentativen Bakteriums von S. aureus-HOM 6 auf
Borosilikat-Glas und auf der Oberflache des ZVK-Typ Il gemessen an jeweils zehn verschiedenen
Positionen auf der jeweiligen Substratoberflache. (B) Adhésionskréfte individueller Bakterienzellen von
HOM 6 und HOM 433 auf dem ZVK-Typ II. Boxen der Box-Plot-Diagramme enthalten jeweils 10
Daten mit Median (horizontale Linie), Mittelwert (geschlossenes Quadrat), den Interquartilabstanden
(25 % - 75 %) und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereiches. Adaptiert nach [108].

Die positionsabhdngige Variation der Maxima der Adhé&sionskréfte konnte fir verschiedene,
individuelle Zellen von S. aureus HOM 6 und HOM 433 auf dem ZVK-Typ Il festgestellt werden (s.
Abb. 13 B). Die GréRenordnung der Adhdsionskrafte lag typischerweise im Bereich zwischen 1 nN und
10 nN, wie etwa bei HOM 6, Zelle 3 mit 1,87 + 1,24 nN und Zelle 5 mit 6,95 + 3,12 nN bei HOM 6
oder wie bei HOM 433, Zelle 1 mit 3,67 £ 1,95 nN und Zelle 2 mit 1,83 + 0,62 nN (s. Abb. 13 B).
Die Betrachtung der Gesamtheit der Adhdsionskrafte von HOM 6 und HOM 433 auf den drei ZVK-
Typen I-111 ergab, dass sich die Werte flr Fan meist im einstelligen nN-Bereich bewegten und sich im
Durchschnitt zwischen 2 nN und 5 nN einordneten (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Adhésionskréafte von S. aureus HOM 6 und HOM 433 auf den ZVK-Typen I-111.

Adhasionskrafte von HOM 6 (petrolfarben) und HOM 433 (himmelblau) auf den ZVK-Typen I-111.
Boxen der Box-Plot-Diagramme enthalten Datenpunkte von jeweils sechs individuellen Zellen (10
Werte pro Zelle) mit Median (horizontale Linie), Mittelwert (geschlossenes Quadrat), den
Interquartilabstdnden (25 % - 75 %) und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereiches. ns, nicht
signifikant (Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test). Adaptiert nach [108].

Die getesteten Zellpopulationen von HOM 6 auf den Oberflachen der drei untersuchten ZVK-Typen
zeigten ahnliche, signifikant nicht-unterscheidbare Adhdasionskrafte, was auf ein vergleichbares
Adhasionsverhalten dieses S. aureus-Stammes auf allen drei ZVK-Typen hindeutet, wenn auch auf
ZVK-Typ Il die Tendenz zu einer schwacheren Adhasionskraft (2,93 + 2,20 nN) auszumachen war.
Ahnlich wie HOM 6 zeigten auch getestete Zellpopulationen des klinischen Isolats HOM 433 auf den
Oberflachen der drei ZVK-Typen dort untereinander vergleichbare Adhasionskrafte. Dabei waren die
Adhasionskrafte auf ZVK-Typ Il (3,24 £ 2,06 nN) tendenziell wiederum am niedrigsten. Weiterhin
wurden zwischen den beiden HOM-Stammen keine signifikanten Unterschiede in den Adhdsionskraften
detektiert, was darauf hindeutet, dass der Laborstamm HOM 6 und das klinische Isolat HOM 433 unter
den gehandhabten in vitro-Kultivierungsbedingungen ein dhnliches Adhésionsvermdogen, basierend auf
der maximalen Interaktionskraft Fagn, auf dem jeweiligen ZVK-Typ besalien (s. Tab. 12).
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Tabelle 12: Vergleich von Adhésionskraft Faan und Adhasionsenergie Eagn zwischen HOM 6 und
HOM 433.

Signifikant, P < 0,05; ns nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test).

HOM 6 vs. HOM 433 Unterschied (Fagn) Unterschied (Eadn)
ZVK-Typ | P =0,58, ns P =0,61, ns
ZVK-Typ Il P =0,38, ns P =0,25, ns
ZVK-Typ Il P=1,ns P = 0,045, signifikant

Zur weiteren Analyse des Adhésionsvermdgens von S. aureus auf den ZVKs wurde zusatzlich die
Adhésionsenergie Eagn, mit der die bendtigte Arbeit zur kompletten Separation von Bakterium und
Oberflache bezeichnet wird [270], berechnet. Obwohl die Bestimmung von Fan das
Adhéasionsvermdgen des einzelnen Bakteriums bereits sehr gut quantifiziert, besitzt E.a fUr das
Verstandnis des Abldsevorgangs des Bakteriums von der Oberfléche eine ebenfalls zentrale Bedeutung,
da sie die Gesamtheit aller Interaktionen (d.h., die zwischen Bakterium und Substrat wechselwirkenden
Krafte) bei der Abldsung der bakteriellen Zelle von der ZVK-Oberflache beschreibt [254].

m: 10- HOM 6 m: 10- HOM 433

= | L 5 .

@ T - o %

U) ‘5) %

—_ . B —_

% 0,14 - % 0,14 %

e 2

o 0,014 o 0,014

S 0,001 : : : S 0,001 41— . .

< [ I 1l < | I Il
ZVK-Typ ZVK-Typ

Abbildung 15: Adhasionsenergien von S. aureus HOM 6 und HOM 433 auf den ZVK-Typen | bis
1.

(a) Werte fur die Adhasionsarbeit Eaqn aller untersuchten HOM 6- und HOM 433-Zellen auf den ZVK-
Typen | bis 11, die aus den Rickzugskurven der Kraft-Distanz-Messungen bestimmt wurden. Boxen
enthalten jeweils 60 Werte von sechs individuellen Zellen (Zehn Werte pro Zelle) mit Median
(horizontale Linie), Mittelwert (Geschlossenes Quadrat), Interquartilabstdnde (25 % - 75 %) und
Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereiches. ns nicht signifikant (Kruskal-Wallis Test mit Dunn-
Test innerhalb der HOM-Gruppe).

56



Die Adhasionsenergie von individuellen bakteriellen Zellen und der ZVK-Oberfldche bewegte sich fir
HOM 6 und HOM 433 auf den ZVK Typen I-111 in der Regel zwischen 0,1-1 fJ (s. Abb. 15) und war in
der GréRenordnung fur Adhésionsenergien, die mit S. aureus-Zellen auf anderen Substratoberflachen
berechnet wurden [253]. Fir HOM 6 ergaben sich durchschnittliche Werte von 1,26 + 1,82 fJ auf ZVK-
Typ 1, 0,18 + 0,24 fJ auf ZVK-Typ Il und 0,18 + 0,11 fJ auf ZVK-Typ IlI. Ahnlich dazu zeigten auch
individuelle Bakterien von HOM 433 vergleichbare Adhésionsenergien auf den Oberflachen der
einzelnen ZVK-Typen. Dabei ergaben sich fir HOM 433 durchschnittliche Werte fur Eaqn in Hohe von
0,32 + 1,96 fJ auf ZVK-Typ I, 0,24 £ 0,26 fJ auf ZVK-Typ Il und 0,36 + 0,26 fJ auf ZVK-Typ IIl.
Interessanterweise zeigte sich beim Vergleich der Adhéasionsenergien von HOM 6 und HOM 433 ein
signifikanter Unterschied auf ZVK-Typ Il (s. Tab. 12), ein potenziell wichtiges Detail bei der
Beurteilung der Adhé&sionsstarke bei diesen, ansonsten mit nN-Adhé&sionskréften, &hnlich stark
adh&renten HOM-Stammen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass beide untersuchten S. aureus-Stdmme ein deutliches
Adhésionsvermdgen auf Polyurethan-basierten ZVK-Oberflachen aufwiesen, welches anhand ihrer
Adhasionskraft und Adhasionsenergie mit individuellen Bakterienzellen quantifiziert werden konnte.
Ebenso konnte im Rahmen dieser Untersuchungen ein zellindividuelles sowie positionsabhangiges
Adhasionsvermdgen auf dem ZVK verdeutlicht werden. Die stets hohen Adhdasionskréfte in allen Kraft-
Distanz-Kurven lassen eine allgemein starke Adhé&sion von S. aureus auf den ZVK-Typen ableiten.

4.3 Bakterielle Snap-in-Krafte auf ZVKs und der Einfluss von

humanem Blutplasma (HBP)

Ein wichtiger Parameter bei der Kontaktentstehung des Bakteriums zur ZVK-Oberflache ist das Snap-
in-Event (engl. Snap-in fiir , In-Kontakt-Schnappen). Dabei handelt es sich um eine UnregelmaRigkeit
bzw. Diskontinuitat in der Annaherungsphase der Kraft-Distanz-Kurve. Diese Diskontinuitdt entsteht
durch die Verbiegung des Federbalkens, wenn das Bakterium, vor Beendigung der Anndherungsphase,
nahezu spontan mit seinen Zellwand-Makromolekiilen an die ZVK-Oberflache bindet. Wahrend die
zuvor beschriebenen Adhé&sionsparameter den Abldsevorgang des Bakteriums von der Oberflache
beschreiben, analysiert man mit dem Snap-in-Event den bakteriellen Anhaftungsmechanismus an die
Oberflache. Bei diesem Event l&sst sich die HOhe der maximalen Snap-in-Kraft, Fsnap, zwischen

Bakterium und ZVK quantifizieren.

Fsnap-Werte aus den Anndherungsphasen der Kraft-Distanz-Kurven auf den Oberflachen von ZVK-
Typen I-111 zeigten fir HOM 6 Fsnap-Werte in Hohe von 502,40 + 359 pN, 166,67 + 199 pN und 913,43
+ 362 pN auf den ZVK-Typen I, Il bzw. 11l. Fir HOM 433 lagen die Werte bei 337,17 £ 216 pN, 129,99
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+ 67 pN und 209,05 + 153 pN (s. Abb. 16). Die Snap-in-Krafte traten somit auf allen getesteten
Polyurethan-ZVK-Oberflachen im mittleren dreistelligen pN-Bereich auf. Dies lasst darauf schliefen,
dass beide HOM-Stdmme dazu in der Lage sind, Kontaktpunkte zur ZVK-Oberflache herzustellen,
bevor der Zellkdrper der Bakterienzelle, durch die eigentliche Beendigung der Annéherungsphase, mit
der Substratoberflache in Kontakt gebracht wurde. Niedrige Snap-in-Krafte fir beide HOM-Stamme
auf ZVK-Typ Il waren dabei fur HOM 6 signifikant kleiner als auf ZVK-Typ Ill und fir HOM 433
signifikant kleiner als auf ZVK-Typ I. Die hohen Fsnap-Werte fir HOM 6 auf ZVK-Typ 111 standen im
Vergleich auch zu ZVK-Typ | in einem Kontrast, da auf diesen beiden ZVK-Typen fur HOM 6
gleichartige Adhasionskrafte beobachtet wurden, was darauf hindeutet, dass das Bakterium wahrend des
Annaherungsprozesses und wahrend des Abldsevorgangs unterschiedliche Affinitaten zur ZVK-
Oberflache besitzt.
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Abbildung 16: Snap-in-Kréafte von S. aureus HOM 6 und HOM 433 auf den Oberflachen von
ZVK-Typ I-111.

Die Anndherungsphasen von Kraft-Distanz-Kurven von HOM 6- und HOM 433-Zellen auf den ZVK-
Typen | bis 1l wurde hinsichtlich der Snap-in-Kraft analysiert. Boxen der Box-Plot-Diagramme
enthalten jeweils Kraftwerte von sechs Bakterien mit jeweils 10 Daten pro individueller Bakterienzelle,
und jeweils den Median (horizontale Linie), Mittelwert (geschlossene Box) und Interquartilabstande (25
% - 75 %) und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereiches. ns, nicht signifikant; signifikant, *P <
0,05, **P < 0,01 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test).

Vor dem Hintergrund, dass in der medizinischen Anwendung Implantate wie ZVKs nach Insertion in

eine grofvendse Blutbahn binnen Sekunden mit Plasmaproteinen beschichtet werden [17] , wurde der
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Einfluss von humanem Blutplasma auf das Snap-in-Event zwischen Bakterium und der ZVK-
Oberflache untersucht. Bereits friiher konnte schon gezeigt werden, dass adsorbierte Blutplasmaproteine
auf Substratoberflachen zu einem veranderten Anhaftungsvermogen von S. aureus auf Polyurethan-
Substraten fuhren [70]. Fur die hier durchgefuhrten AFM-Experimente wurden die ZVK-Oberflachen
daher in humanem Blutplasma (HBP) behandelt, als Kontrolle diente PBS (pH 7,4). Die ermittelten
Werte fir Fsnap auf den PBS-vorbehandelten ZVK-Fragmenten lagen fiir HOM 6 bei 885 + 338 pN, 356
+ 238 pN und 450 + 237 pN auf den ZVK-Typen I, 1 und 111 (s. Abb. 17 mittlere Spalte). Auffélligkeiten
gab es in der Haufigkeitsverteilung der Werte fur Fsnap. SO zeigten die Fsnap-Daten auf ZVK-Typ | die
geringste Abweichung vom Mittelwert, wohingegen bei ZVK-Typ Il Haufungen der Fsnp- Werte
entweder bei 20-200 pN oder bei 500-700 pN vorlagen. Ein direkter VVergleich zu den Fsnap-Werten auf
unbehandelten ZVK-Oberflachen aus Abb. 16 ergab Folgendes: So konnten, einerseits, auf den ZVK-
Typen | und Il Steigerungen der Fsnap-Werte nach einer Behandlung der ZVK-Oberflache mit PBS
beobachtet werden, und andererseits eine Verringerung dieser Werte fur ZVK-Typ 1l (vgl. Abb. 17
linke Spalte). Im deutlichen Kontrast zu den Beobachtungen auf den PBS-behandelten und
unbehandelten ZVKs standen die ermittelten Kraftewerte auf den HBP-behandelten ZVKs. Hierbei
wurden in den Kraft-Distanz-Kurven nur selten Snap-in-Events beobachtet. Da das hier verwendete
AFM-Setup keine Krafte-Werte unterhalb von 20 pN aufzeigen konnte und somit eine begrenzte
Auflosegenauigkeit besitzt, wurden sémtliche Nullwerte in der Annéherungskurve, die einem Fehlen
des Snap-in-Events entsprechen, auf 20 pN gesetzt. Die auf diese Weise angepassten Werte fiir Fsnap
lagen fur die ZVK-Typen I, Il, und 111 bei 23 + 12 pN, 21 + 5 pN bzw. 20 + 2 pN. Insgesamt lagen die
Werte fir Fsnap €ng beieinander und verteilten sich auf unter 100 pN (s. Abb. 17 rechte Spalte).
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Abbildung 17: Einfluss von ZVK-adsorbierten Blutplasmakomponenten auf die Snap-in-Kraft
von S. aureus.

Die Snap-in-Kréfte von S. aureus HOM 6 wurden nach 30 min Behandlung in PBS (mittlere Spalte)
und HBP (rechte Spalte) auf den ZVK-Typen | bis Il untersucht. Dargestellt sind die relativen
Héufigkeiten der Snap-in-Kréfte aus jeweils 60-70 Kraft-Distanz-Kurven, darunter auch Werte auf
unbehandelten ZVK-Typen (linke Spalte, vgl. Abb. 16). Die Einteilung der Snap-in-Krafte im
jeweiligen Histogramm erfolgte in Klassen (engl. bins) mit einer KlassengroRe von 100 pN. Fir die
Berechnung der mittleren Snap-in-Kréfte (s. Einflgungen) wurden die Werte unterhalb der
Detektionsgrenze des verwendeten AFM-Setups auf 20 pN gesetzt.

4.4 Untersuchung des Einflusses von HBP auf die
Oberflachentopografie und adhéasiven Eigenschaften von ZVKs

am Beispiel von ZVK-Typ Il

Um den Einfluss von humanem Blutplasma (HBP) auf die Adhasionsstarke von S. aureus auf ZVK-
Oberflachen zu untersuchen, ist es wichtig, zundchst den Einfluss der adsorbierten
Blutplasmakomponenten auf die Oberflachentopografie und die adh&siven Eigenschaften der ZVKs zu
charakterisieren. Dies wurde am Beispiel von ZVK-Typ Il durchgefiihrt, wobei als Messsonde ein
herkdbmmlicher Federbalken mit Messspitze verwendet wurde. Als Negativkontrolle zur

Biokonditionierung mit HPB dienten ZVK-Fragmente, die in PBS behandelt wurden.
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Abbildung 18: Der Einfluss von adsorbierten Blutplasmakomponenten auf die Topografie der
ZVK-Oberflache.

Die ZVK-Oberflache wurde im PF-QNM-Modus, nach Behandlung des ZVK Typ Il in PBS (1)
oder in humanem Blutplasma (ll), in Flussigkeit (PBS) abgebildet. Dargestellt sind (a) 2D- und
(c) 3D- Topografien auf einem Areal von 10 um x 10 um, und (b) der Hohenverlauf entlang der
X-Achse an ausgewdhlten Y-Positionen aus (a). (b) Werte fir die RMS-Rauigkeit und
Schiefheit mit Mittelwert und Standardabweichung aus drei Versuchsreplikaten sind
angegeben.

Die Behandlung des ZVKs mit PBS fiuhrte auf der ZVK-Oberflache zu zahlreichen rundlichen
Erhebungen (s. Abb. 18 A und C, links), die ohne eine Behandlung der ZVK-Oberflache im Vorfeld der
AFM-Messungen in Flussigkeit nur vereinzelt in der Topografie ausgemacht wurden (vgl. Abb. 11).
Auch auf der Blutplasma-behandelten ZVK-Oberfldche konnten diese Strukturen vermehrt ausfindig
gemacht werden (s. Abb. 18 A und C, rechts). Wurden verschiedene Hohensektionen auf den
abgebildeten ZVK-Oberflachen betrachtet, so erkannte man nach PBS-Behandlung meist einen
wellenférmigen Verlauf mit sich wiederholenden Wellenbergen und -télern in der Oberflache (s. Abb.
18 B, links). Dieser wellenformige Verlauf war auch auf dem HBP-behandelten ZVK zu erkennen,
jedoch mit haufigen weichen Ubergangen zwischen zwei Wellenbergen (s. Abb. 18 B, rechts). Die
RMS-Werte der ZVK-Oberflachen von ZVK-Typ Il betrugen nach PBS-Behandlung 45.6 £ 1,1 nm, und
nach HBP-Behandlung 46,6 £ 11,9 nm und waren somit untereinander und zum RMS-Wert auf dem
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gleichen ZVK-Typ ohne Behandlung (50,8 = 7,1 nm; vgl. Tab. 11) vergleichbar, was auf eine
vergleichbare Oberflachenrauigkeit zwischen den Konditionen schlieBen lasst. Die Werte fiir die
Schiefheit hingegen waren mit 1,17 + 0,65 (PBS-Behandlung) und 0,81 + 0,07 (HBP-Behandlung) zwar
zueinander vergleichsweise é&hnlich, wiesen aber im Vergleich zu den Schiefheitswerten der
unbehandelten Oberflachen fur diesen ZVK-Typ (1,69 + 0,67), insbesondere fiir die HBP-behandelte
Oberflache, deutlich kleinere Werte auf. Die geringe Schiefheit auf den behandelten ZVK-Fragmenten
lasst sich vermutlich auf ihre gleichmaRigeren Oberflichen mit einer breit verteilten Anzahl an
Oberflachenerhebungen zurtickfuhren, die auf dem nicht-behandelten ZVK-Fragmenten noch als
AusreilRer in die Hohendaten eingingen.

Der hier verwendete PF-QNM-Modus erlaubt es neben der Oberflachentopografie simultan auch
adhésive Eigenschaften der Katheteroberfldche zu bestimmen und als Karte der lokalen Adhé&sionskréfte
zwischen der Oberflache und der AFM-Messspitze darzustellen. Auf PBS-behandelten Fragmenten des
ZVK-Typ Il konnten starke Adhé&sionskréfte im erhéhten nN-Bereich auf dem nahezu gesamten
untersuchten Areal beobachtet werden, dabei gab es lokale Stellen mit groBeren Maxima fir die
Adhasionskrafte als auf dem Ubrigen Areal (s. Abb. 19 A, links). Es konnten mittlere Adh&sionskrafte
in Hohe von 13,42 + 5,83 nN, 12,65 + 5,66 nN und 11,29 + 4,98 nN auf drei verschiedenen Arealen des
ZVKs bestimmt werden, was auf eine starke Interaktion zwischen der Messspitze und der PBS-
behandelten ZVK-Oberflache hindeutet (s. Abb. 19 B, oben).

Die Beschichtung der ZVK-Oberflache mit HBP hingegen bewirkte einen starken Riickgang der
Adhasionskrafte zwischen der Messspitze und der Substratoberflache. Die Adhasionskréfte waren auf
dem gesamten Areal stark vermindert und stark adhédrente Regionen oder Punkte, die auf dem nicht-
biokonditioniertem ZVK beobachtbar waren, konnten hier nicht nachgewiesen werden bzw. waren auf
Werte < 500 pN beschrankt (s. Abb. 19 A, rechts). Die Werte fiir F.an lagen hier entweder im Bereich
des messtechnischen Hintergrundrauschens oder andernfalls im zweistelligen bis gering-dreistelligen
pN-Bereich (s. Abb. 19 B, unten). Die durchschnittlichen Adhasionskrafte auf drei verschiedenen
Arealen dieses HBP-beschichteten ZVK-Typs lagen bei 0,06 £ 0,27 nN, 0,07 £ 0,08 nN und 0,07 £ 0,05
nN.
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Abbildung 19: Adhésionskréafte zwischen AFM-Messspitze und ZVK-Oberflache ohne oder mit
adsorbierten Blutplasmakomponenten.

(A) Adhasionskarten der ZVK-Oberflache von ZVK-Typ Il wurden im PF-QNM-Modus nach
Behandlung in PBS (links) oder HBP (rechts) mit einer Polykarbonat-Messspitze erstellt. Aufnahme
erfolgte jeweils auf einem ZVK-Areal 10 pm x 10 pm in PBS. (B) Relative Haufigkeit der
Adhésionskrafte auf drei verschiedenen Arealen des ZVK-Typ Il nach einer Behandlung in PBS
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(schwarz) oder HBP (gelb). Die Einteilung der Adhésionskréfte aus jeweils 65.536 Kraft-Distanz-
Kurven pro Histogramm erfolgte in Klassen mit einer KlassengréRe von 100 pN.

4.5 Untersuchung des Einflusses von HBP auf die Adhéasionskrafte

von S. aureus auf ZVKs

Um den Einfluss der Blutplasma-Beschichtung auf behandelten ZVK-Oberflachen hinsichtlich der
Adhéasionskraft von S. aureus zu ermitteln, wurden in einem ersten Schritt die Fagn-Werte individueller
Bakterien auf PBS- oder HBP-behandelten ZVK-Fragmenten quantifiziert. In einem zweiten Schritt
wurden Bakterienzellen mit HBP behandelt, um die Adhésionskraft ebenfalls unter dieser physiologisch
vermutlich hoch relevanten Kondition zu bestimmen. Es wurden fiir unbehandelte Bakterienzellen des
Stammes HOM 6 Faan-Werte in Hohe von 5,41 + 2,54 nN, 4,48 + 3,94 nN bzw. 2,37 £ 1,81 nN auf den
ZVK-Typen I, Il und Il bestimmt (s. Abb. 20 A, blaue Boxen). Eine Beschichtung der ZVK-Oberflache
mit HBP resultierte darin, dass die Fan-Werte fir HOM 6 auf allen ZVK-Modellen stark reduziert
wurden (s. Abb. 20 A, orangene Boxen). Die Betrdge fir HOM 6 lagen nun bei 0,71 + 0,93 nN, 0,10 +
0,83 nN bzw. 0,42 + 0,77 nN auf den ZVK-Typen I, 1l bzw. Ill. Dabei waren die bakteriellen
Adhasionskrafte auf HBP-behandeltem ZVK-Typ Il signifikant kleiner als auf ZVK-Typ I. Dies steht
interessanterweise im Einklang mit den tendenziell reduzierten, bakteriellen Adhdsionskréften auf
unbehandelten Oberflachen von ZVK-Typ Il im Vergleich zu Typ | (vgl. Abb. 14). Um den
adhé&sionsreduzierenden Effekt von HBP auf S. aureus auch mit einem klinischen ZVK-Isolat zu
demonstrieren, wurden die Adhésionskréafte von HOM 433 auf ZVK-Typ Ill bestimmt. HOM 433-
Zellen zeigten dabei auf PBS-behandeltem ZVK-Oberflachen eine durchschnittliche Adhésionskraft in
Hohe von 1,20 + 0,99 nN und nach HBP-Behandlung eine durchschnittliche Adhasionskraft in Hohe
von 0,10 £ 0,20 nN (s. Abb. 20 B). Insgesamt kam es damit bei HOM 6 zu einer 7,6-fachen (fur ZVK-
Typ 1), 45-fachen (fur ZVK-Typ II) und 5,6-fachen (fur ZVK-Typ I11) Abnahme der durchschnittlichen
Adhésionskraft auf den HBP-behandelten ZVVK-Oberflachen, sowie eine 12-fache Abnahme fir HOM
433 auf ZVK-Typ Il

Als néchstes wurde die Bakteriensonde mit HBP behandelt und Kraft-Distanz-Messungen auf HBP-
beschichteten ZVK-Oberflachen durchgefiihrt. Dies sollte die bakterielle Adhésion in einem potenziell
hdmatogenen Infektionsweg nachbilden, da bei dieser Interaktion zwischen Bakterium und ZVK-
Oberflache (im BlutgefaR des Patienten) beide Seiten mit Blutplasmakomponenten in Kontakt kommen.
Unter dieser Kondition wurden fiir die individuelle, HBP-behandelte S. aureus-Bakterienzellen sehr
geringe Adhésionskréfte (40 + 39 pN) auf HBP-beschichteter Substratoberflache von ZVK-Typ IlI
ermittelt, wohin im Vergleich unbehandelte Bakterienzellen auf dieser Substratoberflache starker (304
+ 287 pN) binden konnten (s. Abb. 20 C).
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Abbildung 20: Einfluss von humanen Blutplasmakomponenten auf die Adhéasionskréfte von S.
aureus auf ZVK-Oberflachen.

Die Oberflachen der ZVK-Typen I-1l1 wurden fir 30 min mit PBS (blau) oder in HBP (orange)
behandelt. Adhédsionskrafte wurden mit (A) HOM 6- und (B) HOM 433-Bakterienzellen bestimmt. (C)
HOM 6-Bakteriensonden wurden fur 30 min in HBP behandelt oder unbehandelt und die
Adhasionskrafte auf HBP-behandelten ZVK-Oberfldchen bestimmt. Boxen der Box-Plot-Diagramme
bestehen aus jeweils 40-60 Daten aus vier bis sechs Zellen, und enthalten jeweils den Median
(horizontale Linie), den Mittelwert (geschlossene Quadrate), den Interquartilsabstanden (25 % - 75 %)
und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereiches. Punktlinie stellt die Detektionsgrenze des
verwendeten AFM-Setups dar. ns nicht signifikant; *P < 0,05 (Mann-Whitney U-Test (farblich-
gekennzeichnete Sternchen) und Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test (schwarze Sternchen). Adaptiert
nach [108].

65



4.6 Adhéasionskrafte von S. aureus auf explantierten, nicht-infektitsen
ZVKs

Die gute Durchfiihrbarkeit von AFM-Kraft-Distanz-Messungen auf ZVKs und auf HBP-behandelten
ZVKs sollte als Basis dafiir dienen, die bakteriellen Adhéasionskrafte im néachsten Schritt auf
explantierten, nicht-infektidsen ZVKs zu quantifizieren. Diese Art der Biokonditionierung erlaubt es,
die bakterielle Adhasion auf einer physiologisch hoch-relevanten Grenzflache zu untersuchen. Dafiir
wurden explantierte ZVKs derselben Modelle wie die oben beschrieben ZVK-Typen | und Il getestet.
Die Adhésionskréfte auf ZVK-Typ | erreichten Betrége in Hohe von 229 + 639 pN fiir HOM 6 und 300
+ 720 pN fiir HOM 433, und auf ZVK-Typ Il in Héhe von 527 + 952 pN fur HOM 6 und 313 + 658 pN
flr HOM 433 (s. Abb. 21 A). Dabei waren die Adhdsionskrafte auf beiden ZVK-Typen im
vergleichbaren Grol3enbereich, wobei HOM 6 tendenziell starker an ZVK-Typ Il binden konnte als an
ZVK-Typ |. Stammspezifische Unterschiede zwischen HOM 6 und HOM 433 konnten insgesamt nicht
beobachtet werden und somit war das Adhasionsvermdgen des Laborstamms mit dem des klinischen
HOM 433 an die ex situ-ZVK-Oberfl&che vergleichbar.

Wourden die Mittelwerte mit den Medianen der bakteriellen Adhasionskréfte auf den explantierten ZVKs
verglichen, so erkannte man ihre starke Abweichung voneinander (s. Abb. 21 A). Dies stand im Einklang
mit der Beobachtung, dass vereinzelt starke Adhésionskréfte auf bestimmten Arealen beider ZVK-
Typen bestimmt wurden, welche einen starken Einfluss auf die mittlere Adhdsionskraft austibten.
Ruckzugskurven enthillten hdufig nahezu fehlende Interaktionsevent mit geringen Adhéasionskréaften (s.
Abb. 21 B, links) und vereinzelt spezifischere Interaktionen zwischen Bakterium und explantiertem
ZVK (s. Abb. 21 B, rechts).
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Abbildung 21: Die Adhésionskrafte von S. aureus HOM 6 und HOM 433 auf explantierten ZVKs.

Explantierte ZVKs von ZVK-Typ | und Il wurden von Patienten erhalten, denen die ZVKs aufgrund
nicht-infektidser Ereignisse entfernt werden mussten. Teilstiicke dieser ZVKs wurden in einer
Glaspetrischale befestigt und fir die Kraft-Distanz-Messungen mit einem Tropfen PBS Uberschichtet.
Die ZVK-Fragmente wurden anschlielend mit S. aureus-Messsonden in Hinblick auf (A) die
Adhasionskrafte getestet. (B) Représentative Rickzugskurven. Boxen der Box-Plot-Diagramme
bestehen aus jeweils 50 Datenwerten von flinf Zellen mit 10 Datenwerten pro Zelle, und enthalten den
Median (horizontale Linie), den Mittelwert (geschlossenes Quadrat), den Interquartilabstanden (25 % -
75 %) und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereiches. Horizontale Punktlinie kennzeichnet die
Detektionsgrenze des verwendeten AFM-Systems. Teilabbildung A adaptiert nach [108].

4.7 Humanes Serumalbumin und Fibrinogen und ihre Einfllsse auf

die Adhasionskrafte von S. aureus auf ZVKs

Zwei wichtige Komponenten des Blutplasmas sind Humanes Serumalbumin (HSA), das mit Abstand
héufigste Protein im Blutplasma, sowie humanes Fibrinogen (HFg), ein wesentlicher Bestandteil der
Blutgerinnung sowie ein wichtiger Ankerpunkt (Ligand) fur S. aureus bei der Adhésion an humane
Wirtsstrukturen wie etwa auf den Oberfldchen von Endothelzellen [52,195]. Beide Proteine wurden
hinsichtlich der Adhasionskrafte von S. aureus auf ZVK-Substraten untersucht, nachdem diese mit den
entsprechenden Proteinen in vitro behandelt worden waren. Dabei wurden Katheterfragmente von ZVK-
Typ Il und verschiedene Konzentrationen von HSA (0,4 mg/ml, 4 mg/ml, 40 mg/ml) oder HFg (0,4
mg/ml) fur diese Untersuchungen ausgewéhlt (s. Abb. 22 A und B). Eine Behandlung mit jeweils beiden
Blutplasmabestandteilen fiihrte zu einer klaren Reduktion der Adhdasionskrafte von HOM 6. So
induzierte eine Behandlung von ZVK-Typ Il mit 40 mg/ml HSA eine Reduzierung der Werte flr Fagn
von 4478 + 3943 pN bei PBS auf 134 + 356 pN, was einen Faktor-Unterschied von 33,4 entspricht (s.
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Abb. 22 A). Interessanterweise konnten fir HOM 6 &hnlich geringe Fagn-Werte bei niedrigeren HSA-
Konzentrationen quantifiziert werden (173 + 594 pN fiur 4 mg/ml HSA und 127 + 424 pN fir 0,4 mg/ml
HSA), was darauf schlieBen lasst, dass diese Konzentrationen von HSA bereits ausreichten, um die
adhasiven Eigenschaften der Substratoberflache zu verandern und dadurch hohe Adhésionskréfte auf
ZVK-Typ |l signifikant zu reduzieren. Eine ebenfalls signifikante, aber nicht ganz so starke
Minimierung von Fun wurde durch die Behandlung von ZVK-Typ Il mit 0,4 mg/ml humanem
Fibrinogen hervorgerufen, einer physiologisch relevanten Blutplasmakonzentration dieses Proteins.
Hierbei wurde fiir HOM 6 eine mittlere Adhésionskraft in Hohe von 369 + 425 pN bestimmt (s. Abb.
22 B).
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Abbildung 22: Einfluss von HSA und HFg auf die Adhésionskraft von S. aureus auf ZVKs und
Modulation des Snap-in-Events durch HSA.

Schlauchfragmente des ZVK-Typs Il wurden mit (A) HSA (40 mg/ml, 4 mg/ml oder 0,4 mg/ml) oder
(B) HFg (0,4 mg/ml) beschichtet und mit HOM 6-Bakteriensonden auf die Adhésionskraft getestet und
mit PBS-behandelten ZVK-Substratoberflachen verglichen. Boxen der Box-Plot-Diagramme enthalten
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jeweils 60 Datenwerte von sechs individuellen Zellen mit jeweils 10 Werten pro Zelle. Boxen enthalten
jeweils den Median (horizontale Linie), den Mittelwert (geschlossenes Quadrat), Interquartilabstéande
(25 % - 75 %) und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereiches. * P < 0,05 (Kruskal-Wallis-Test
mit Dunn-Test). (C) Uberlagerung von zehn Anndherungskurven einer jeweils reprasentativen
Bakterienzelle (links) mit Snap-in-Events auf PBS-behandelter ZVK-Oberflache und (rechts) ohne
Snap-in-Events auf HSA (40 mg/ml)-beschichteter ZVK-Oberflache von ZVK-Typ Il. Punktlinien
kennzeichnen die Detektionsgrenze des verwendeten AFM-Systems. Teilabbildungen A und B adaptiert
nach [108].

Die Untersuchung der Snap-in-Events in den Ann&herungsphasen der Kraft-Distanz-Kurven zeigte
bereits groRe Unterschiede zwischen PBS- und HBP-behandelten ZVK-Fragmenten (vgl. Abb. 17). Da
HSA einen starken negativen Effekt auf die Adhésionskraft von S. aureus ausiibte, sollte auch sein
potenzieller Einfluss auf den Anndherungsvorgang des Bakteriums zur Substratoberflache und auf die
Snap-in-Kraft  untersucht  werden. Interessanterweise  konnten auf  HSA-beschichteten
Schlauchfragmenten des ZVK-Typs Il keine Snap-in-Events ausgemacht werden, wahrend nach einer
Behandlung der ZVK-Oberflache mit PBS deutliche Shap-in-Events mit scharfen Snap-in-Peaks
beobachtet wurden (s. Abb. 22 C).

4.8 Bestimmung der Adhasionsstarke zwischen S. aureus HOM 415
und der Endothelialzelllinie Ea.hy926

Die Invasion und Uberlebensfahigkeit von S. aureus in eukaryonten Zellen ist stark abhangig vom
Wirtszelltyp und vom bakteriellen Isolat. Dabei ist die Adhasionsfahigkeit des Bakteriums an den
jeweiligen Zelltyp eine Grundvoraussetzung fir die rezeptorvermittelte Invasionsfahigkeit des
Bakteriums. Um sichere Aussagen zur intrazellularen Uberlebensfahigkeit von S. aureus in eukaryonten
Zellen zu treffen, sollten im Vorfeld mogliche Unterschiede in der Adhasionsstérke (d.h., Parameter wie
Adhésionskraft und Abreillange) der zur Untersuchung in Betracht kommenden Bakterienstimme
festgestellt werden. Aus Vorarbeiten des IMMH war bereits bekannt, dass die Uberlebensfahigkeit von
S. aureus DSM20231, einem Derivat des aus humanem Pleuraerguss gewonnen S. aureus-Isolats 533
R4, in eukaryonten Zellen stark abhéngig vom Hitzeschockprotein CIpC ist [87]. In dieser Arbeit
wurden daher die Adhésionskrafte und Abreillangen von S. aureus DSM20231 (HOM 415) und der
homologen clpC-Mutante (HOM 416) ermittelt. Daflir wurden einzelzellkraftspektroskopische Kraft-
Distanz-Kurven auf flachen Zellarealen, den Lamellipodien, der Endothel-Zelllinie Ea.hy926
durchgefuhrt. Ein Vergleich der Adhé&sionskrafte zwischen den beiden HOM-Stdmmen zeigte, dass ihre
Werte fur F.an vergleichbar hoch waren. Die Adhésionskréfte fur HOM 415 bewegten sich bei 181 +
103 pN und die Werte fur HOM 416 lagen bei 162 £+ 113 pN. Auch waren die mittleren Abreil}langen
mit 1954 + 1726 nm fur HOM 415 und 1595 + 1327 nm fir HOM 416 in einem vergleichbaren
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L&ngenbereich und nicht signifikant voneinander unterschiedlich (s. Abb. 23 A). Ein Vergleich der
Ruckzugsevents der Kraft-Distanz-Kurven verdeutlichte das Vorkommen von kurzen Interaktionen mit
einem scharfen Adhasionspeak und von langen Interaktionen mit sowohl scharfem Peak
(Adhasionskraft) als auch einem , Kréfte-Plateau*, einer gleichbleibenden Interaktionskraft zwischen
Bakterium und der Endothelzelle bei der Riickfahrt der Bakteriensonde von der Oberflache, bis der
Kontakt zwischen diesen beiden Zelltypen komplett abreif3t (s. Abb. 22 B). Die Kurven verdeutlichten,
dass beide bakteriellen Stdimmen spezifische Interaktionen mit Bindepartnern auf den Ea.hy926-Zellen
austiben konnten und eine langanhaltende Bindung mit der Endothelzellmembran [260] (engl. membran
tetherings), oder mit Komponenten der extrazellularen Matrix der eukaryonten Wirtszelle ausbilden

konnten.
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Abbildung 23: Untersuchung der Adhésionskraft und Abrei3lange von S. aureus HOM 415 und
der homologen AclpC-Mutante HOM 416 auf humanen Endothelzellen.

Einzelzell-kraftspektroskopische Messungen von S. aureus-HOM 415 (DSM20231 Wildtyp) und HOM
416AclpC aus der stationdren Wachstumsphase auf Endothelzellen des Typs Ea.Hy926. (A)
Adhasionskrafte und Abrei8langen von sechs individuellen Bakterienzellen. Die Histogramme setzten
sie jeweils aus den ermittelten Datenwerten von insgesamt 384 Kraft-Distanz-Kurven von sechs
unterschiedlichen Bakterienzellen (64 Datenwerte pro Bakterium) zusammen. (B) Exemplarische
Ruckzugskurven zwischen Bakterium und dem Lamellipodium der Endothelzelle. Adaptiert nach [107].

4.9 Bestimmung der Adhasionsstarke von C. albicans auf nativem

oder speichelbeschichtetem Zahnschmelz

Ein wichtiger Faktor bei der Kolonisierung der Mundhohle, wie etwa die Zahnoberflache, ist die initiale
mikrobielle Adhé&sion, die auch als erster Schritt der Biofilmbildung in Zahnkavitdten von hoher
Relevanz ist. Der opportunistische Hefepilz Candida albicans steht im Fokus solche Oberflachen zu
besiedeln und bei Kindern S-ECC auszuldsen, die vor allem Kinder unter 3 Jahren oder zwischen 4-6
Jahren betrifft [301]. Im Fokus dieses Teils der Arbeit standen die Generierung von FluidFM-basierten
Hefesonden und die Quantifizierung der zellindividuellen Adhésion von C. albicans auf Zahnschmelz-
Prufkorpern. Die auf diese Weise generierte Hefesonde wurde auf einen flachen Zahnschmelzprifkorper
Uberfuhrt und die Adhé&sionsparameter Fadn, Laor (Abreillange), und Eagn bestimmt. Zundchst wurden C.
albicans-Zellen aus einer Ubernachtkultur unbehandelt (das bedeutet ohne vorherige Behandlung in
Speichel) auf natirlichem und speichelbehandeltem Enamel fir kurze Oberflachenkontaktzeiten (0 s
und 5 s) auf ihre Fagn-Werte hin getestet (s. Abb. 24 A).

71



A
40 EEnamel ohne initialen Pellikel B 40 ]
E 35 Enamel mit initialem Pellikel . .Z 35,
= 30. ! ' = 30
B 25 1 S 2s. + +
S '_‘ [ -
[ 20 - - 2 20+ +
c T c
S 15 T S 15-+ + +
@ 101 = 1 3 0 $ +
= | = £ :
5 L °
< <
0 — . ob———
0 5 12345678 9101112
Oberflachenkontaktzeit [s] Individuelle Zelle

Abbildung 24: Adhéasionskrafte von unbehandelten C. albicans-Zellen auf Zahnschmelz-
Prifkorpern mit oder ohne Speichelpellikel.

Dargestellt sind (A) die Adhé&sionskréfte von C. albicans ATCC 10231- Zellen auf unbehandeltem oder
speichel-behandeltem Zahnschmelz fiir die Oberflachenkontaktzeiten 0 s und 5s. Boxen der Box-Plot-
Diagramme enthalten jeweils den Median (horizontale Linie), den Mittelwert (geschlossenes Quadrat),
die Interquartilabstédnde (25 % - 75 %) und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereichs. Jede Box
enthalt 30 Datenpunkte von insgesamt sechs individuellen Zellen (5 Datenpunkte/ Zelle). *** P < 0,001
(Mann-Whitney U-Test mit den F.an-Mittelwerten der individuellen Zellen). (B) Adhasionskrafte von
individuellen Hefezellen fiir eine Oberflachenkontaktzeit von 5 s. Farblich hinterlegte Bereiche
kennzeichnen eine Behandlung des Zahnschmelzes ohne (orange) oder mit (blau) Speichel. Mittelwerte
(geschlossenes Quadrat) und Standardabweichungen (Antennen) wurden aus jeweils finf Datenpunkten
ermittelt. Adaptiert nach [109].

Die hier gezeigten Daten, die in Abhéngigkeit der Kontaktzeit bestimmt wurden, verdeutlichten eine
signifikante Steigerung der Adhé&sionskréfte zwischen C. albicans und Zahnschmelz durch eine
Steigerung der Kontaktzeit vont = 0 s auf t = 5 s. Bei Betrachtung der Oberflachenkontaktzeitt = 0 s
ergaben sich Faan-Werte in Héhe von 3,3 £ 2,1 nN auf unbehandeltem Zahnschmelz und in H6he von
8,4 £ 6,2 nN auf speichelbehandeltem Zahnschmelz (s. Abb. 24 A). Dies lasst vermuten, dass adsorbierte
Speichelkomponenten auf dem Zahlschmelz dazu beitragen, die Adhasionskraft von C. albicans auf
dieser biokonditionierten Zahnoberflache signifikant zu erhohen. Eine Erhohung der
Oberflachenkontaktzeit auf t = 5 s resultierte in einer allgemeinen Steigerung der Fan. Die
entsprechenden Werte lagen hier bei 12,4 + 3,6 nN auf unbehandeltem Zahnschmelz und bei 20,0 + 6,0
nN fir speichelbehandelten Zahnschmelz. Somit ergaben sich auch diese Oberflachenkontaktzeit
erhdhte Adhésionskrafte auf speichelbehandeltem Zahnschmelz. Ein genauerer Blick auf die
individuelle Adhésionsstarke einzelner C. albicans-Zellen auf Zahnschmelz verriet, dass die mittleren
Adhésionskrafte auf speichelbehandeltem Zahnschmelz insgesamt héher lagen als auf den
unbehandelten Zahnschmelzoberflachen (s. Abb. 24 B). Die insgesamt starke Adhasion des Hefepilzes

im nN-Bereich auf Zahnschmelz veranlasst zu tiefergehende Analysen der Riickzugsevents der Kraft-
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Distanz-Kurven. Hierbei zeigte sich, dass, ungeachtet der vorliegenden
Zahnschmelzoberflachenkondition, eine ausgepréagte Interaktion von C. albicans mit Zahnschmelz

vorlag mit ausgepragten Adhasionspeaks und Ségezahn-férmigen Kurvenverlaufen (s. Abb. 25 A).
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Abbildung 25: Rickzugskurven, Abreil3langen und Adhésionsenergien von unbehandelten C.
albicans-Zellen auf Zahnschmelz-Priufkorpern.

(A) Représentative Rickzugskurven aus der FluidFM-basierten Einzelzellkraftspektroskopie von C.
albicans ATCC 10231 auf naturlichem (links) und speichelbehandeltem Zahnschmelz (rechts). (B)
AbreiBBlangen flr einen Oberflachenkontaktzeit von t = 5 s auf unbehandeltem (orange) oder
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speichelbehandeltem (blau) Zahnschmelz. Histogramm enthalt Klassen mit einer Klassenbreite von 50
nm. *** P < 0,001 (Mann-Whitney U-Test). (C) Adhésionsenergien zwischen Hefezellen und
unbehandelten, speichelbehandelten oder in situ-behandeltem Zahnschmelz-Priifkdrpern. Boxen des
Box-Plot-Diagramms enthalten Median (horizontale Linie) und Mittelwert (geschlossenes Quadrat)
sowie Interquartilabstande (25 % - 75 %) und Antennen mit 90 % des Datenbereichs. Jede Box enthélt
30 Datenpunkte von sechs individuellen Zellen. ns, nicht signifikant. ***, P < 0,001 (Kruskal-Wallis-
Test mit Dunn-Test). Adaptiert nach [109].

Interessanterweise zeigten sich auf speichelbehandeltem Zahnschmelz fur die Abreildlange Laor, die den
Abstand markiert, bei dem die letzten Bindungen zwischen C. albicans und der Zahnschmelzoberflache
gebrochen werden, mit 720,9 + 167,3 nm im Vergleich zu einem Lan-Wert von 558,8 £ 111,2 nm auf
unbehandeltem Zahnschmelz erhéhte Werte (s. Abb. 25 B). Die Untersuchung der Adhdsionsenergie
Eadn zeigte flr eine Oberflachenkontaktzeit von t = 5 s auf speichelbehandeltem Zahnschmelz eine 2,2-
fache Erhdhung des Betrags im Vergleich zu unbehandeltem Zahnschmelz. Um die Adhdsionsenergie
auch auf physiologisch noch relevanterem Speichelpellikel zu bestimmen, wurden Kraft-Distanz-
Kurven auf in situ-generierten 3-Minuten-Pellikeln auf Zahnschmelz-Priifkdrpern getestet. Dabei
wurden eine 2,5-fache Erhéhung von Eagn im Vergleich zum unbehandelten Enamel und dhnliche Werte
im Vergleich zu in vitro-generierten Speichelbelédgen auf Zahnschmelz festgestellt (s. Abb. 25 C).

4.10 Bestimmung der Adhéasionsstarke von speichelbehandelten C.

albicans-Zellen auf Zahnschmelz

In der Mundhohle zirkulierende C. albicans-Zellen sind, im Gegensatz zu im Labor kultivierten Zellen,
sowohl unmittelbar nach Eintritt als auch bei bereits etablierter Persistenz in der Mundhohle mit
Speichelkomponenten bedeckt. Daher wurde in einem néachsten Schritt untersucht, ob durch eine
Behandlung der C. albicans-Zelloberflache mit humanem Speichel die Adhasion des Organismus an
Zahnschmelz beeinflusst wird. Dafiir wurden Ubernachtkulturen von C. albicans in einer humanen
Speichelldsung, einer Speichelmixtur aus zusammengefiihrten Speichelproben gesunder Probanden,
inkubiert. Dabei wurde, dhnlich wie zuvor bei den unbehandelten C. albicans-Zellen, Adhasionskrafte
im nN-Bereich sowie eine generelle Steigerung der Adhdsionskraft auf Zahnschmelz-Prifkérpern durch
eine Erhéhung der Kontaktzeit beobachtet. Fur eine Oberflachenkontaktzeit von zunéchst t = 0 s lagen
auf unbehandeltem Zahnschmelz-Priifkdrpern die Adhé&sionskréfte bei 1,6 + 0,5 nN und auf
speichelbehandelten Prifkorpern bei 6,0 £ 2,0 (s. Abb. 26 A). Fiir eine Oberflachenkontaktzeit vont =
5 s erreichten die Werte flir Fagn auf unbehandeltem Zahnschmelz einen Betrag von 6,5 + 1,5 nN und

auf speichelbehandeltem Zahnschmelz, deutlich hoher, einen Betrag von 17,7 + 6,8 nN.
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Abbildung 26: Adhésionskrafte von speichelbehandelten C. albicans-Zellen auf Zahnschmelz-
Prifkorpern mit oder ohne Speichelpellikel.

Dargestellt sind (A) die Adhasionskrafte von speichelbehandelten C. albicans-Zellen auf
unbehandeltem oder speichelbehandeltem Zahnschmelz-Prifkdrpern fiir die Oberflachenkontaktzeiten
0 sund 5s. Boxen der Box-Plot-Diagramme enthalten jeweils den Median (horizontale Linie), den
Mittelwert (geschlossenes Quadrat), die Interquartilabstande (25 % - 75 %) sowie Antennen mit 90 %
des Datenbereiches. Jede Box enthélt 30 Datenpunkte von insgesamt sechs individuellen Zellen. *** P
< 0,001 (Mann-Whitney U-Test mit den Fan-Mittelwerten der individuellen Zellen). (B)
Adhasionskrafte von individuellen Hefezellen. Farblich hinterlegte Bereiche kennzeichnen eine
Beschichtung des Zahnschmelzes ohne (orange) oder mit (blau) Speichel. Mittelwerte (geschlossenes
Quadrat) und Standardabweichungen (Antennen) wurden aus jeweils funf Datenpunkten ermittelt.
Adaptiert nach [109].

Vergleichbar mit unbehandelten C. albicans-Zellen, zeigten speichelbehandelte Zellen signifikant
hohere Adhésionskréfte auf speichelbehandeltem Zahnschmelz als auf unbehandeltem Zahnschmelz (s.
Abb. 26 rechts). Rickzugskurven aus der Einzelzellkraftspektroskopie zeigten auch unter diesen
Bedingungen ausgepragte Adhasionspeaks und sagezahnférmige Kurvenverlaufe sowohl auf der
unbehandelten als auch auf der speichelbehandelten Enameloberflache (s. Abb. 27 A). Abreilllangen
erreichten auf unbehandeltem Zahnschmelz einen Mittelwert bei 4794 + 105,1 nm und auf
speichelbehandeltem Zahnschmelz bei 703,2 + 215,9 nm, woraus gefolgert werden kann, dass
adsorbierte Speichelkomponenten auf der Enameloberflache die maximale Interaktionsldnge zwischen
Hefezellen und Zahnschmelzoberflache erhéhen (s. Abb. 27 B). Die starke Interaktion machte sich auch
fur Ean von speichelbehandelten C. albicans-Zellen bemerkbar. Im Vergleich zu unbehandelten
Zahnschmelzoberflachen waren auf speichelbehandeltem Zahnschmelz die Betrdge um einen Faktor >
4 groRer. Zusétzlich wurde Eaan auch auf in situ-behandeltem Zahnschmelz bestimmt. Die Werte fir Eadn

waren vergleichbar mit denen auf in vitro-speichelbehandeltem Zahnschmelz, und zeigten, dass die in
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vitro-generierten 3-Minuten-Speichelbeldge auf Zahnschmelz, hinsichtlich der adhésiven Eigenschaften

fiir Hefezellen, mit den in situ-Pellikel vergleichbar waren (s. Abb. 27 C).
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Abbildung 27: Riuckzugskurven, Abrei3langen und Adhasionsenergien von speichelbehandelten
C. albicans-Zellen auf Zahnschmelz-Prufkorpern.

(A) Représentative Riickzugskurven aus der FluidFM-basierten Hefeszellen-
Einzelzellkraftspektroskopie auf nattirlichem (links) und speichelbehandeltem Enamel (rechts). (B)
AbreiBBlangen flr einen Oberflachenkontaktzeit von t = 5 s auf unbehandeltem (orange) oder
speichelbehandeltem (blau) Enamel. Histogramm weist Klassen mit einer Klassenbreite von 50 nm aus.
*** P < 0,001 (Mann-Whitney U-Test). (C) Adhésionsenergie zwischen C. albicans-Zellen und
unbehandelten, speichelbehandelten oder in situ-behandelten Zahnschmelz-Priifkdrpern. Boxen des
Box-Plot-Diagramms enthalten den Median (horizontale Linie), den Mittelwert (geschlossenes
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Quadrat), die Interquartilabstédnde (25 % - 75 %) und Antennen mit 5 % und 95 % des Datenbereichs.
Jede Box enthalt 25-30 Datenpunkte von funf bis sechs individuellen Zellen. ns, nicht signifikant. ***,
P < 0,001 (Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test). Adaptiert nach [109].

Die Einzelzell-kraftspektroskopischen Experimenten mit C. albicans belegen, dass sowohl
unbehandelte als auch speichelbehandelte Hefezellen mit hohen Adhé&sionskréften auf den Pellikeln des
Enamel anzuhaften vermdgen. Ein detaillierter Blick auf Rickzugskurven sollte nun Hinweise darauf
geben, ob die adsorbierten Speichelkomponenten auf der C. albicans-Zelloberflache den
Adhasionsmechanismus verandern. Dafiir wurden AFM-Rlckzugskurven aus Kraft-Distanz-
Messungen von unbehandeltem und speichelbehandeltem C. albicans auf Zahnschmelz tberlagert und
gegeniibergestellt. Ausgewertet wurden dabei die Kurven auf den in situ-formierten Pellikeln auf
Zahnschmelz, um die potenziell unterschiedlichen Adhdsionsmechanismen bei moglichst
physiologischer Oberflachenbeschaffenheit des Enamel zu vergleichen. Hier konnte beobachtet werden,
dass die Werte fiir Faan fir unbehandelte Hefezellen bei 21,1 £ 10,0 nN und fiir speichelbehandelte
Hefezellen bei 15,7 + 8,6 nN und somit in einem noch vergleichbaren GrdRenbereich lagen.
Interessanterweise aber konnten Unterschiede in der lokalen Position von Fagn beobachtet werden, die
fiir unbehandelte Hefezellen bei 197,4 + 45,8 nm lagen und fiir speichelbehandelte Hefezellen auf 298,0
+ 59,3 nm verschoben wurden (s. Abb. 28). Dies indiziert, dass die L&nge der involvierten

Adhasionsmolekiile beim Auftreten des Adhasionspeaks unterschiedlich ist.
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Abbildung 28: Uberlagerung von Kraft-Distanz-Kurven von unbehandelten oder
speichelbehandelten C. albicans-Zellen auf in situ-Pellikeln des Zahnschmelzes.
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Uberlagerungen der Riickzugsphasen von Kraft-Distanz-Messungen zwischen C. albicans und
Zahnschmelz. Einzelne Kurven stammen von (links) unbehandelten C. albicans-Zellen (n = 35) und von
(rechts) speichelbehandelten C. albicans-Zellen (n = 25). Dargestellt sind der mittlere Abstand der
Adhasionskraft (X bei Fan) vom Nullpunkt (X = 0) und die mittlere Adhésionskraft (Faan). [109].

5 Diskussion

5.1 Die Oberflacheneigenschaften von ZVK-Typ I-111

Polyurethan(PU)-basierte Zentrale Venenkatheter sind neben den Silikon-basierten Kathetertypen die
am meisten verwendeten ZVKs unter den klinisch-groBvendsen Zugangen [296]. Neben ihrer grof3en
Biostabilitat und Biokompatibilitat bei der Behandlung von Patienten bilden PU-basierte ZVKs aber
auch ein Risiko fiir Thrombosen und Infektionen, da sie Oberflacheneigenschaften und Irregularitaten
aufweisen konnen, die die Adhédsion von nosokomialen Keimen, darunter von opportunistisch-
pathogenen Bakterien wie S. aureus begiinstigen [282,296]. Aus diesen Griinden liefern quantitative
Daten Uber die Oberflachenrauigkeit, Irregularitaten auf der Oberflache, Hydrophobizitdt und
Adhasionseigenschaften der ZVKs wichtige Hinweise flir eine Interpretation der Adhdasionsstéarke (und
somit des mechanischen Zusammenhalts) zwischen Bakterien und ZVK.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Oberflachentopografien der ZVK-Typen I-lIIl mit dem
Rasterkraftmikroskop und die Hydrophobizitdt Uber Kontaktwinkel-Messungen untersucht. Ein
Vergleich zwischen den ZVK-Typen zeigte, dass die mit dem Rasterkraftmikroskop untersuchten
Areale der ZVKs im nativen Zustand, d.h. bevor es zu einem Kontakt mit Flussigkeit in Form einer
Vorbehandlung kam, eine raue Oberflache aufwiesen. Dies steht im Einklang mit &hnlichen
Erkenntnissen aus friiheren Arbeiten, die demonstrierten, dass native ZVK-Oberflachen, darunter auch
ein namensgleiches Modell von ZVK Typ-Il, mit irregularen, kornigen Oberflachenstrukturen
durchsetzt waren [29,30,263,296]. Die hier untersuchten ZVK-Typen besalen teilweise Welligkeiten in
der Oberflache und kérnige Strukturen, die wenigen hundert nm Héhe erreichten. In einem mdglichen
Adhésionsszenario auf der ZVK-Oberflache kdnnten solche Begebenheiten den Mikroorganismen
Schutz vor mechanischen Scherkraften geben, wenn etwa einzelne Hautkeime bei der ZVK-Insertion
beim Patienten an den ZVK binden und sich so vor mechanischen Scherkraften beim Penetrieren des
Gewebes, oder, nach Insertion des ZVKs ins Blutgefal3, durch den Blutstrom schiitzen kénnen. Die in
den Topografien beobachteten markanten Wellenhéhen und die breiten Wellenabstdnde kénnten die
ersten kleineren Poren im ZVK darstellen und eine Einlagerung von einzelnen Mikroorgansimen und
somit die Entstehung von Mikrokolonien begtinstigen. Dariiber hinaus zeigten die AFM-Bilder auch
Unterschiede in den Oberflachentopografien der drei ZVK-Typen. Es ist zu erwarten, dass

firmenindividuelle Herstellungsverfahren zur Gewinnung der PU-basierten ZVKs zu unterschiedlich
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gestalteten ZVK-Oberflachen flhren: Eine Studie von Bovas und Kollegen von 2018 stellte die
Bedeutung des PU-Hartegrades fiir die Oberflachentopografie heraus [29]. Die SHORE A-Harte,
benannt nach Albert F. Shore, die haufig zur Bestimmung des Hartegrades von Elastomeren verwendet
wird, ist hilfreich bei der Einordnung des Hartegrades von PU-Polymeren, die fir ZVKs verwendet
werden. Dabei entsprechen 0 SHORE einer hohen Eindringtiefe von 2,5 mm eines Indenters (ein
Kegelstumpf mit einer um-Stirnflache) in die Substratoberflache und 100 SHORE einer Eindringtiefe
von 0 mm. Fur die Herstellung vieler ZVKs wird thermoplastisches Polyurethan mit einer geringen
Eindringtiefe verwendet, wie etwa Pellethane® mit der Shore-A-Harte 85, jedoch gibt es auch zahlreiche
andere Hartegrade, die ausgewdhlt werden koénnten [29]. Weiterhin kann bei der Produktion von
Polyurethan-Granulat im Herstellungsprozess der ZVKs, die dort angewandte Schmelztemperatur die
Beschaffenheit der spéteren ZVK-Oberflache bereits beeinflussen, da gezeigt werden konnte, dass
Variationen der Schmelztemperatur im Bereich zwischen 185-200 °C zu differenzierbaren
Oberflachentopografien, Rauigkeiten und Oberflachen-Hydrophobizitaten fihrten [29]. Dazu passen
auch die unterschiedlichen Wasserkontaktwinkel, die im Rahmen dieser Arbeit auf den ZVK-Typen I-
I11 bestimmt wurden. Solche Unterschiede kdnnten durch individuelle Herstellungsprotokolle der
Unternehmen entstanden sein. Die hier untersuchten ZVK-Exemplare waren zwar stets hydrophob,
jedoch waren durchaus Unterschiede in den Wasserkontaktwinkeln erkennbar. So konnten fiir ZVK-
Typ | im Vergleich zu den beiden anderen ZVK-Typen, die nahezu identische Wasserkontaktwinkel
aufwiesen, ein 9,1 %-hoherer Wasserkontaktwinkel ermittelt werden, was auch als ein Hinweis daftr
gesehen werden kann, dass Oberflachen dieses ZVK-Typs fiir Bakterien mit mehrheitlich hydrophoben
Zellwandeigenschaften wie etwa S. aureus [231] eine hdhere Attraktivitét besitzen. Schlieflich kénnten
Inkorporationen von weiteren Molekdilen im Polyurethan-Festkérper zu unterschiedlichen Oberflachen
fiihren. Beispielsweise wird das Kontrastmittel Bariumsulfat zur Erleichterung bildgebender
medizinischer Verfahren als Modifikation in ZVKs verwendet [282]. Dieser inkorporierte Hilfsstoff
kann in wassriger Umgebung leicht aus dem ZVK herausgeldst werden und eine inhomogene ZVK-
Oberflache mit teilweise I6chrigen Strukturen hinterlassen. In einer Studie mit Tripellumen-ZVKs von
Arrow (derselbe Markenname wie ZVK-Typ |) wurde Bariumsulfat detektiert, wahrend in einem Modell
von B. Braun (Certofix Trio; namensgleiches Modell des hier verwendeten ZVK-Typs Il), keines
auffindbar war [277]. Ob allerdings bei der Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten ZVK-Modelle
auch Bariumsulfat verarbeitet wurde, Iasst sich allein aufgrund der topografischen ZVK-Daten, die hier
gewonnen wurden, nicht beurteilen.

Das AFM wurde auch dazu genutzt, um die Topografie des ZVKSs nach dessen Behandlung in HBP oder
PBS darzustellen, wie im Rahmen dieser Arbeit am Beispiel von ZVK-Typ Il dargestellt wurde. Auf
beiden, behandelten Oberflachen konnten aufféllig viele kornige Strukturen (Erhebungen auf der
Oberflache) beobachtet werden, deren Erscheinung ein Resultat des 30-miniitigen Kontakts des ZVKs
mit der Flussigkeit sein konnte. Der im Vergleich zu unbehandelten ZVKs zeitlich verlangerte Kontakt

mit der Flissigkeit I0st auf behandelten ZVKs vermutlich eine Konformationsanderung des

79



oberflachennahen PUs aus [166,228]. Da das Co-Block-Polymer PU aus hydrophoben und hydrophilen
Segmenten besteht, ist es aufgrund des Wasserkontaktes sehr wahrscheinlich zu einer Mikrophasen-
Segregation dieser Segmente und somit zu einer Reorganisation der Oberflache gekommen [5]. Unklar
ist, ob solche Oberflachenanderungen, erstens, nachteilig fir den Patienten sind und/oder, zweitens, eine
Infektion mit Krankenhauskeimen beginstigen. Eine Bestimmung des Hértegrades kdnnte hier einen
Vergleich mit Pellethane® ermdglichen, und aufzeigen, ob die dynamischen Veranderungen mit dem
Hértegrad korrelieren. Interessanterweise zeigte eine daltere Arbeit, dass Pellethane® eine groRe
Widerstandsfahigkeit gegen Oberflachenverdnderungen im Vergleich zu anderen Polyurethan-Typen
aufwies [50]. Initiale, dynamische Veranderungen werden u.a. durch eine hydrophobe Oberflache und
eine feste kristalline Struktur des Materials aktiv unterdriickt. Ob dynamische ZVK-Oberflachen, wie
ZVK-Typ Il, die Infektion mit Krankenhauskeimen begunstigen, lasst sich anhand der Quantifizierung
der Adhésionsstérke individueller S. aureus-Zellen aus dieser Studie nicht eindeutig sagen, da die
Adhasionsstérke bereits auf nativem Substrat sehr hoch war. Aus Sicht des Patienten ware es auch
interessant, diesen ZVK-Typ, auch im Vergleich zu den anderen ZVK-Typen dieser Arbeit, auf das
Thromboserisiko zu testen.

Interessanterweise zeigte sich eine starke Adhésion der AFM-Messspitze aus Quarz-&hnlichem
Material® auf der ZVK-Oberflache. Basierend auf den groBen Werten fiir die Adhéasionskraft ware es
denkbar, dass die Messspitze (iber zwischenmolekulare Krafte mit der ZVK-Oberflache interagiert. In
Flussigkeiten ist die Messspitze vermutlich als hydrophil einzustufen, da auch chemisch &hnliche SiO,-
Messspitzen in Fllssigkeit mit stabilen Lagen von Wassermolekilen berlagert werden und somit als
hydrophil gelten [58,283]. Durch stabile Wassermolekiile auf der Oberflache der AFM-Spitze und der
Exposition hydrophiler (polarer) Komponenten des ZVKs kénnte es zu attraktiven Bindungen kommen.
Auch der Kontaktradius der AFM-Spitze (30 nm) und die Oberflachenrauigkeiten der ZVK-Oberflache
kénnten zu dieser Interaktion beitragen. Im starken Kontrast dazu konnten auf der HBP-beschichteten
ZVK-Oberflache die grolRen Adhasionskrafte nicht mehr detektiert werden, obwohl die Wahl der AFM-
Spitze dieselbe war und die Rauigkeit von ZVK-Typ Il nach der Behandlung in HBP vergleichbar war
wie bei PBS. Es lasst sich vermuten, dass bei einer 30-miniitigen Behandlung des ZVK-Oberflache mit
Blutplasma die gesamte Oberflache liickenlos und aufgrund der hohen Proteinkonzentrationen in HBP,
vermutlich mehrschichtig mit makromolekularen Biokomponenten, wie HSA, aufgebaut ist [252]. Es
ist zu erwarten, dass sich dadurch die ZVK-Oberflache hinsichtlich ihrer physikalisch-chemischen
Eigenschaften stark gedndert hatte und attraktive chemische Anteile des ZVKs fiir eine unspezifische
(physikalische) Bindung der AFM-Messspitze zur Substratoberflache nicht mehr zur Verfugung
standen. Stattdessen wiirden humane Blutplasmaproteine die Oberflache bedecken, und, wie im Falle
von Albumin aus dem Blutplasma von Rindern, die Oberflache durch die Exposition von negativ-

geladenen Proteindoménen vermutlich negativ laden [156]. Einen wahrscheinlichen Grund daftr liefern

5 aufgrund ihrer chemischen Ahnlichkeit zu Silizium-Dioxid (SiO,) hat diese Messspitze eine vermutlich
&hnliche Hydrophobizitat wie herkdmmliche Messspitzen aus SiO; (Herstellerangabe)
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die negativ-geladenen Domanen der adsorbierten Proteine. Zwischen diesen und der AFM-Spitze
konnte es im extremen Fall dann zu einer kurzweitreichenden elektrostatischen Repulsion aufgrund
eines negativen-geladenen Doppellayers bei der Annadherung der AFM-Spitze an das Substrat kommen,
ahnlich wie es zwischen Siliziumnitrid-AFM-Spitzen und negativ-geladenen Aluminiumoberfléachen bei
hohen pH-Werten beobachtet wurde [37]. Zusétzlich kdnnten stabile Lagen von Wassermolekilen, die
sich als ein Wasser-Netzwerk auf hydrophilen, HBP-beschichteten Substratoberflache lagern kénnen,
die Penetration der Energiebarriere durch die Messspitze erschweren. Dartiber hinaus bleibt ungeklart,
ob und inwiefern sich hydrophobe Effekte auf den Adhasionsprozess zwischen der AFM-Spitze und
dem ZVK-Substrat auswirken. Daher ware es interessant, die Oberflachentopografie und adhésiven
Eigenschaften dieses ZVK-Typs Il auch im nativen hydrophoben Zustand, etwa durch AFM-Messungen
in Luft ohne dessen Immersion in Flissigkeit, oder in Fllssigkeit mit einer hydrophoben Messspitze zu

bestimmen.

5.2 Die Adhésions- und Annéaherungsstarke von S. aureus auf ZVKs

In dieser Arbeit wurde die Adhasionsstérke von S. aureus in Form von individuellen bakteriellen Zellen
auf den drei handelslblichen, Polyurethan-basierten ZVK-Typen | bis Ill quantifiziert. Um die
Adhasionseigenschaften von S. aureus hierbei moéglichst detailliert zu beschreiben, ist es wichtig, neben
der Riickzugskurve der Kraft-Distanz-Messungen auch die Annaherungskurve zu beurteilen. Wéhrend
die Riickzugskurve Einblicke iber die Natur und Starke des Abldsevorgangs des Bakteriums von der
Oberflache gibt, erhalt man bei der Annaherungskurve Information dartiber, ob eine Adhésion durch ein
spontanes In-Kontakt-Springen von bakteriellen Zellwandmolekdlen, d.h., durch ein Snap-in-Event des
Bakteriums, an die Substratoberflache stattfindet [2,42,267,290].

5.2.1 Adhéasionskrafte und Adhéasionsenergien von S. aureus auf ZVKs

Die Einzelzell-kraftspektroskopische Bestimmung der Adhésionsstérke von S. aureus auf hydrophoben
und hydrophilen Oberflachen fiihrte bereits zu grundlegenden Erkenntnissen tber Anhaftungs- und
Ablbseprozesse dieses Keims auf Modellsubstratoberflichen [172,253,256,269,268]. Aus diesen
Erkenntnissen ~ konnte  man  ableiten, dass die  Anzahl der anbindungsfahigen
zellwandgebundenen/assoziierten Adhéasionsfaktoren die Hohe der Adhésionskraft von S. aureus
ausmachen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Adhésionskrafte und die Adhdsionsenergien von S.
aureus HOM 6 und HOM 433 auf den ZVK-Typen I-I1l aus den Riickzugskurven der Kraft-Distanz-
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Messungen bestimmt. Die Werte fir Fan mit Durchschnittswerten zwischen 2-5 nN lassen auf eine
vergleichsweise hohe Attraktivitat der ZVK-Oberflache fir S. aureus-Adhésion schlielen [36]. Der
Ablosevorgang mit dem steilen Verlauf der Rickzugskurve bis zum Erreichen des Adhasionspeaks
erinnert an die sehr glatte (engl. ,,cup-shaped) Form der Rilckzugskurven bei den starken
Adhasionsevents von S. aureus auf hydrophoben Siliziumoberflachen [172,253,256,268]. Auch die
Werte fur die Adhésionsenergie auf den ZVK-Typen waren zu den Betrégen flir Eagn auf hydrophoben
Siliziumwafern vergleichbar [253]. Da die initiale Adhdsion von S. aureus auf hydrophoben
Oberflachen hauptsachlich Uber hydrophobe Interaktionen erfolgt, ist es moglich, dass dieselben
Interaktionen auch auf den ZVK-Typen I-1ll greifen. Hierflr sprechen die ermittelten
Wasserkontaktwinkel ®, von > 90 ° auf den ZVK-Oberflachen, die ein eindeutiges Indiz fir die
hydrophobe Oberflachenbeschaffenheit der ZVKs darstellen. Wie zuvor auf hydrophoben
Siliziumoberflachen beobachtet [172,258], zeigte sich auch in dieser Arbeit, dass die Hohe der
Adhasionskrafte von S. aureus auf dem ZVK stark vom Adhé&sionsvermdgen des individuellen
Bakteriums abhéngig war. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass dieselbe individuelle
Bakterienzelle ein sehr variables Adh&sionsvermdgen mit zum Teil markant unterschiedlichen
Adhésionskraften auf verschiedenen Stellen desselben ZVK-Substrates aufwies. Fir grofe
Adhésionskrafte ist es entscheidend, dass eine groBtmdgliche Anzahl an zellwandgebundenen
Adhésionsfaktoren von S. aureus mit der ZVK-Oberflache interagieren kénnen, wie etwa auf sehr
glatten hydrophoben Siliziumoberflachen, wo zellwandgebundene Adhésionsfaktoren simultan an die
Oberflache binden. GroRere Rauigkeiten der Oberflache kénnten zu einer Variation der Maxima von
Faan auf der ZVK-Oberflache fihren, indem die Bakterienzelle stellenweise mit vielen Arealen des
Substrates zeitgleich in Kontakt zu treten vermag und Faan grof8 wird, oder mit nur sehr wenigen und die
Anbindungsmoglichkeiten sowie F.an reduziert werden. Eine nicht-gleichméBige Verteilung der
zellwandgebundenen Adhésionsfaktoren, u.a. in Nanoclustern, auf der Oberflache von S. aureus mag
dazu fuhren, dass auch die Welligkeit der ZVK-Oberflache dariiber entscheidet, ob adhérente Stellen
des Bakteriums die Oberflache erreichen oder nicht [258]. Schlieflich kénnen positionsabhangige
Adhasionskrafte auch auf eine chemisch heterogene Substratoberflaiche hindeuten, sodass die
Interaktionen zwischen Bakterium und ZVK heterogene Werte fiir Faqn erreichen, anders etwa als auf
gleichmaRigen funktionalisierten Oberflachen wie silanizierte Silizium-Oberflachen, die nahezu
identischen Faan auf verschiedenen Arealen produzieren lassen [172,267]. Auch ist nicht auszuschlief3en,
dass die Substratoberflache im zeitlichen Rahmen der AFM-Messungen dynamischen Veranderungen
ausgesetzt war, die durch eine Phasentrennung der harten und weichen Domanen des Polyurethans tiber
den Kontakt mit dem physiologischen Puffer Uber die Zeit induziert wurde [30].

Da S. aureus flr seine genetische und phanotypische Heterogenitat bekannt ist, wurden in dieser Arbeit
die Adhasionskrafte des Gesamtgenom-sequenzierten Laborstamms HOM 6 (N315) und die des frisch
von einer ZVK-Oberflache gewonnenen klinischen Isolats HOM 433 ermittelt. Die Ergebnisse der

Einzelzell-kraftspektroskopischen Untersuchungen verdeutlichten, dass die mittleren Adhdsionskréfte
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von N315 auf den untersuchten ZVK-Typen I-111 keinen signifikanten Unterschied zu den F.a-Werten
von HOM 433 zeigten. Fiir das Isolat N315 ist bekannt, dass es Gene fir eine Vielzahl verschiedener
Oberflachenadhasine, wie etwa Protein A, CIfA und -B, oder FnBPA und -B besitzt [158]. Diese werden
mehrheitlich in der exponentiellen Wachstumsphase der Bakterien exprimiert, wie etwa nach 2,5 h-
Wachstumszeit fir FnBPB oder 1-2 h fur CIfB [26,195,241,298]. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass
diese Zellwand-gebundenen Adhasionsfaktoren der N315-Zellen, die in den hier dargestellten
Adhasionsstudien aus exponentiellen Wachstumsphasen gewonnen wurden, ebenfalls eine Rolle bei der
Adhasion an ZVKs spielen. Es darf davon ausgegangen werden, dass diese Adhdsine auch beim
klinischen Isolat HOM 433 eine mehr oder weniger wichtige Rolle spielen. Eine Ganzgenomanalyse
von HOM 433 mit anschlieRender, softwarebasierter Identifizierung von Offenen Leserastern, die fur
Adhasionsproteine kodieren, konnte in Zukunft zumindest Gewissheit Uber die Existenz der
entsprechenden Gene in diesem Isolat bringen.

Insgesamt ergénzt die hier ermittelte grofRe Adhasionsstérke von S. aureus auf Polyurethan-basierten
ZVKs die Ergebnisse friiherer Arbeiten aus semi-quantitativen Adhasionsassays auf demselben
Materialtyp [145,155]. Sie passt auch ins Bild anderer Studien, in denen demonstriert wurde, dass S.
aureus in der Lage war, an verschiedene ZVK-Kunststoffmaterialen zu binden, darunter,
interessanterweise, nicht nur an Polyurethan, sondern auch an (silikonisiertes) Latex und PVVC, und dass
das Adhasionsvermdgen von S. aureus dabei sogar starker war als bei der klinisch ebenfalls relevanten
Spezies S. epidermidis [168].

5.2.2 Der bakterielle Anndherungsprozess auf ZVKs und die Ermittlung der
Snap-in-Kraft

In dieser Arbeit konnten Snap-in-Kréafte von S. aureus auf unbehandelten oder PBS-behandelten ZVK-
Oberflachen im erhéhten pN- bis vereinzelt im nN-Bereich detektiert werden. Sie waren in
vergleichbaren Dimensionen wie die Snap-in-Kréfte auf hydrophoben Silizium-Oberflachen, wobei die
Betrége in dieser Studie etwas geringer ausfielen als die grofRen Werte fir Fsnap auf Silizium bei etwa
4,2 nN. Dagegen waren die Fsnap-Werte hier weit groRer als auf hydrophilen Silizium-Oberflachen (0,06
nN), die eher als unattraktiv fur eine S. aureus-Adhésion gelten [172,256,268]. Einzelne Snap-in-Kréfte
auf den ZVK-Oberflachen waren je nach Position der Bakteriensonde auf dem ZVK groRer oder kleiner,
ein mogliches Indiz fur den Einfluss der heterogenen Oberflachentopografie auf die Snap-in-Kraft,
ahnlich wie zuvor bei der Adhé&sionskraft. Das Auftreten des Snap-ins auf den nativen ZVKs als auch
auf den PBS-behandelten ZVVKs gibt wichtige Einblicke in die Kontaktentstehung zwischen Bakterium
und der ZVK-Oberflache: Durch das Auftreten des Snap-ins wird erstmalig evident, dass S. aureus

mithilfe seiner Oberflachenmakromolekiile, wie den proteintsen Adh&sinen oder Teichonsduren, dazu
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in die Lage versetzt wird, die ZVK-Substratoberflache zu binden, noch bevor der eigentliche Zellkorper
des Bakteriums mit der Oberflache des ZVKs in Kontakt kommt [259,268]. Diese Art der Anbindung
ist vermutlich ahnlich wie bei den Salivarius-Streptokokken, die mit ihren Oberflachenfibrillen
Substratoberflichen mit verschiedenen Hydrophobizititen anbinden konnen, wohingegen
Bakterienzellen ohne solche Fibrillen dazu nicht in der Lage sind [276].

Auch die Auswirkungen der HBP-Behandlung der ZVK-Oberflachen auf die Snap-in-Kraft von S.
aureus waren ahnlich deutlich wie bei der Adhéasionskraft. Es zeigte sich eine einschneidende
Minimierung der mittleren Werte flr Fsnyp auf den drei HPB-konditionierten ZVK-Typen I-111 im
Vergleich zu den PBS-behandelten Varianten. Aufféllig war dabei nicht nur die Minimierung der Kraft,
sondern auch das oft komplette Ausbleiben des Snap-in-Events. Diese Beobachtung ist ein starkes
Argument dafir, dass die Zellwand-gebundenen Adhésine von S. aureus den durch das HBP-Coating
hervorgerufenen Ladungswiderstand nicht tiberwinden konnten und es der Aufdriickkraft des AFMs
bedurfte, um eine Adhésion einzuleiten. Es ist zu vermuten, dass es sich bei dieser Form der Adhésion
zwischen Bakterium und HBP-beschichtetem ZVK um eine reversible, ,,floating adhesion* (engl. fiir
,Schwebende Adhasion®) im Gegensatz zu einer festen, ,.tether-coupled adhesion® (engl. fiir ,,iiber
Anbindungen verankerte Adhésion) handelt [276]. Dabei verbliebe das Bakterium in der Brownschen
Teilchenbewegung, da die makromolekularen Adhdsine die repulsive Energiebarriere der HBP-
beschichteten ZVK-Oberflache nicht durchbrechen kdnnen. Mdglicherweise machen die sehr selten
Snap-in-Events auf HBP-beschichteten ZVKs die bakterielle Anndherung dann zu einem stochastischen
Prozess, bei dem die Zelle Uber viele Anbindungsversuche die richtige Adhasionsstelle auf der HBP-
Schicht des ZVKs findet.

5.3 Der Einfluss von HBP und ausgewahlten HBP-Proteinen auf die

Adhasion von S. aureus auf ZVKs

5.3.1 Adhasionskrafte von S. aureus auf HBP-beschichteten ZVKs

Sobald ein Medizinprodukt, wie der ZVK, in die Blutbahn inseriert wird, erféhrt es innerhalb von
wenigen Sekunden eine Uberschichtung der Oberflache mit Blutplasmakomponenten [17]. Einen
Konsens dariiber, inwiefern diese Komponenten die Adh&sion von S. aureus beeinflussen, d.h., ob
negativ oder positiv, gibt es bisher jedoch nicht [52,138,155,279]. In dieser Arbeit konnte der Einfluss
adsorbierter Blutplasmakomponenten auf Polyurethan-basierten ZVKs hinsichtlich der bakteriellen
Adhésionskraft von S. aureus quantifiziert werden. Adsorbierte Blutplasmakomponenten fiihrten zu
einer starken Reduzierung der Haftkraft des Bakteriums auf der ZVK-Oberflache. Diese Erkenntnisse

spiegeln die Ergebnisse vergangener Arbeiten wider, die einen negativen Effekt von Blutplasma oder -
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serum auf die Adhé&sion von S. aureus auf Polymeroberflachen beschrieben [120,155,213]. Von Neuheit
allerdings ist hier (i) die Bestimmung der Adhésionskréfte F.an und (ii) die Entdeckung, dass Fagn auf
den HBP-beschichteten ZVKs um ein Vielfaches (> 10fach) kleiner war als auf PBS-vorbehandelten
ZVKs. Es ist davon auszugehen, dass die adsorbierten Blutplasmaproteine die hochaffinen
Bindungsstellen der ZVK-Oberflache zur Anhaftung von bakteriellen Adhésionsfaktoren belegen, und
selbst keine attraktiven Interaktionspartner flr die Adhéasionsfaktoren darstellen. Vermutlich werden
dabei hydrophobe Bindestellen verdeckt, da diese fiir nN-groe Adhésionskréfte von S. aureus
verantwortlich sind [172,253,268]. Die Adhéasionskrafte auf den HBP-beschichteten ZVKs kdnnten
dann von der Verfligbarkeit von Rezeptor-Liganden-Interaktionen, wie etwa zwischen Clfs bzw. FnBPs
und HFg abhéangig sein. Eine mdgliche physikalische Erklarung fur die minimierten Adhasionskrafte
auf den HBP-beschichteten ZVKs liefert die reduzierte Oberflachenhydrophobizitat der ZVK-
Oberflache nach einer Behandlung mit HBP, da S. aureus bekannterweise eine reduzierte
Adhasionsstéarke auf hydrophilen Oberflachen besitzt [253,267]. Einzelne Blutplasmaproteine konnten
in anderen Studien die Hydrophobizitdt von Oberflache verringern, indem sie mit hydrophoben
Aminosauren an die Oberflache banden und polare Aminoséuren nach AuBen exponierten [143,156].
Im Grunde vergréRert sich auf solchen hydrophilen Oberflachen die Potenzialbarriere H im Vergleich
zu hydrophoben Oberflachen. Es ist zu vermuten, dass eine HBP-Beschichtung das
Oberflachenpotenzial des ZVKs und dadurch die Potenzialbarriere H ebenfalls erhoht, die so grof3 wird,
dass das Bakterium sie im Vergleich zum unbeschichteten ZVK bei der Anhaftung an die Oberflache
nicht Gberwinden kann, selbst wenn das Bakterium fiir eine gewisse kurze Zeit mit der Oberflache in
Kontakt steht. Dies steht im Einklang mit Experimenten, die zeigten, dass durch chemische Modifikation
entstandene hydrophile ZVK-Oberflachen eine Reduzierung von adhédrenten Bakterien bewirkten
[47,137,251]. Weiterhin kann eine potenziell negativ-geladene ZVK-Oberflache zu einer
elektrostatischen Repulsion von S. aureus, dessen Zelloberflache auch mit einer negativen Nettoladung
versehen ist, fihren, dhnlich wie in Gegenwart von anionischen Sulfonat-Gruppen auf Polyurethan-
Polymeren, die hdufig einfache Abldseevents von zuvor adhérenten S. aureus-Zellen verursachten [70].
Vermutlich kdnnte eine VergréRerung (i) der Aufdriickkraft, mit der das Bakterium in AFM-Messungen
auf die ZVK-Oberflache gepresst wird, oder (ii) der Oberflachenkontaktzeit zwischen Bakterium und
ZVK die Adhasionskrafte auf dem HBP-beschichteten ZVK durchaus gewichtig beeinflussen. Eine
VergroRerung der Oberflachenkontaktzeit zwischen Bakterium und Substrat konnte zu einer
registrierbaren Erhéhung der Adhéasionskraft von S. aureus auf HBP-behandelten ZVK fiihren, ahnlich
wie sie auf hydrophilen Silizium-Oberflachen mit dieser Bakterienart beobachtet wurde [172]. Wiirde
man in der Einzelzell-Kraftspektroskopie Rickzugskurven mit stark-spezifischen Interaktionen
produzieren, wére das ein wichtiger Hinweis darauf, dass nach Penetration der Potenzialbarriere
spezifische Liganden-Interaktion mit adsorbierten HBP-Bestandteilen wie Fibrinogen oder dem von-

Willebrand-Faktor, fir die S. aureus ja spezifische Interaktionspartner exprimiert, ausgebildet wurden.
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5.3.2 HSA und HFg und ihre Bedeutung fir die Adhasionskrafte von S. aureus
auf ZVKs

Die Beobachtung, dass es nach einer Oberflachenbeschichtung der ZVKs mit HBP zu einer drastischen
Abnahme der Adhéasionskrafte von S. aureus kam, fuhrte zu weiteren Adhdsionsexperimenten, die sich
mit dem Abldsevorgang des Bakteriums von der ZVK-Oberflache in Gegenwart von HSA oder HFg
beschéftigten. Anhand von Vorarbeiten des IMMH konnte bereits gezeigt werden, dass sich in
Proteinextrakten, die sich mithilfe von Natriumdodecylsulfat von HPB-behandelten ZVK gewinnen
lieRen, ein Protein mit ~ 60 kDa-GroRRe in groRBer Zahl identifiziert werden konnte, bei dem es sich
vermutlich um HSA handelte (Masterarbeit Willeit, 2018). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
zeigten, dass HSA-Proteinkonzentrationen in Hohe von 400 pg/ml schon zu einer starken Reduzierung
der Adhasionskraft von S. aureus auf verschieden Stellen von ZVK-Typ Il fihrten, woraus abzulesen
war, dass die ZVK-Oberflache bereits bei dieser niedrigen Proteinkonzentrationen ausreichend breit mit
HSA beschichtet worden war. Untersuchungen mit dem verwandten Albumin-Protein aus Rind (BSA)
auf anderen Oberflachen zeigten bereits, dass bei geringen BSA-Konzentrationen (< 1 mg/ml) Mica-
Oberfl&chen einlagig und bei héherer Konzentration (~ 5 mg/ml) mehrlagig mit dem Protein gesattigt
worden waren [1,252]. Es konnte in dieser Arbeit quantitativ demonstriert werden, dass HSA die
Adhasion von S. aureus auf dem HSA-beschichteten ZVK im Durchschnitt auf < 200 pN reduziert. Die
Werte fir Fanh auf HSA-behandeltem ZVK waren zu den meisten Werten auf HBP-behandeltem ZVK
vergleichbar, was stark darauf hindeutet, dass HSA fiir die Faan-reduzierende Eigenschaften fur S. aureus
auf dem HBP-beschichteten ZVK verantwortlich war. Dieses Bild passt zu den Erkenntnissen von
Dickinson et al. [70], wonach Albumin in Zellanzahl-quantifizierenden Adhdsions-Assays die bleibende
Anhaftung von S. aureus auf Polyurethan verringert hatte, und auch zu einer anderen Forschungsarbeit,
in der unter Verwendung einer physiologischen Konzentration von Albumin eine zehnfache
Reduzierung der Adhédsion von S. aureus auf Silikonkathetern beobachtet wurde [83]. Diese
Erkenntnisse untermauern die Vorschldge von anderen Kollegen, Albumin als ein anti-adhasives
Coating gegen bakterielle Krankheitserreger umfangreich zu testen [146,176,235].

Interessanterweise zeigte sich eine dhnliche Reduzierung der F.an-Werte auf dem ZVK auch nach einer
Behandlung des Substrats mit HFg. Diese HFg-vermittelte Minimierung der Adhésionskréafte im
Vergleich zu unbeschichtetem ZVK ist auf den ersten Blick verwunderlich, da S. aureus mit den Clfs
und Fnbps Adhésine exprimiert, die eine spezifische Bindung zu HFg vermitteln [196,291], und da
Zellzahl-quantifizierende Adhé&sionsassays aus friheren Arbeiten einen positiven Effekt von HFg auf
die Adhasion von S. aureus auf implantierbaren Materialen demonstriert hatten [83,123,127]. Solche
Assays, in denen Oberflachen in bakterielle Losungen eingetaucht wurden, oder umgekehrt,

Bakterienlésungen auf Oberflachen gegeben wurden, um schlieBlich die Anzahl adhérenter Bakterien
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zu bestimmen, lassen allerdings eine Bewertung von Adhdsionskraften nicht zu. Wéhrend in Zellzahl-
guantifizierenden Adhdsions-Assays die spezifische Adhédsion an HFg meist erst nach einer
Vorbehandlung der Substratoberflache mit BSA (zur Reduzierung der unspezifischen Zelladsorption)
getestet wird [159], ermdglichten die hier gezeigten AFM-Experimente erstmalig die Quantifizierung
der tatsachlichen bakteriellen Adhé&sionskrafte auf ZVKs in Gegenwart von HFg. Die ermittelten
Adhasionskrafte lieferten interessante Entdeckungen auf der individuellen Zellebene, dass auf der einen
Seite (i) eine unspezifische bakterielle Adhésion an PBS-behandelte ZVKs hohere Adhasionskrafte
verursacht als die HFg-vermittelte spezifische Adhdsion, aber dass auf der anderen Seite (ii)
substratgebundenes HFg héaufiger starkere Interaktionen zwischen dem individuellen Bakterium und
dem ZVK aufweist als HSA, in dessen Gegenwart nur selten ausgepragte Adhdasionsevents auf der ZVK-
Oberfl&che zu beobachten waren. Die starkeren spezifischen Interaktionen zwischen HFg und S. aureus
sind vermutlich auf die zahlreichen Fg-bindenden Adhdsine zurlickzufiihren, wéhrend solche Bindungen
zwischen HSA und Adhasinen nicht oder nur im begrenzten Umfang maglich sind. In einem néchsten
Schritt sollte die Adhdsionsstérke von S. aureus-Stdmmen mit einer fehlenden Fg-Bindungsaktivitat
beurteilt werden, und ob dabei eine weitere Reduzierung der Adhé&sionskréfte auf Fg-beschichtetem
ZVK erfolgt. Daflir eignet sich beispielsweise S. aureus-Newman AclfAB, welches nur zu einer
schwachen Adhésion auf Fg-beschichteten Substratoberflaichen in Zellzahl-quantifizierenden
Adhésionsassays fahig ist [90]. Diese Mutante eignet sich ebenfalls zur Beurteilung der Adhasionsstarke
auf nativen ZVK-Oberflachen, genauso wie S. aureus 4srtA, die keine Sortase A produziert, die die
kovalente Verbindung der adhdsiven MSCRAMMs in die Zellwand katalysiert, und S. aureus 4tagO,
einem Stamm mit einem Defekt in der Synthese von Wandteichonséuren. Diese beiden Mutanten fuhrten
bereits zu einer Reduzierung der Adhasionsstarke von S. aureus auf hydrophoben Silizium-Oberflachen
[259].

Eine in Hinblick auf die in vivo-Situation relevante Limitierung dieser AFM-basierten Untersuchungen
ist allerdings, dass die Bestimmung der zellindividuellen Adhasionsstarke der Bakterien unter
Ausschluss von Scherkraften stattfand. Im GefaRsystem auftretende Flusse tben auf die ZVK-
adharenten Bakterien einen mechanischen Stress aus, auf den die Bakterien mit einer mechanisch-
induzierten, spezifischen Adhdsion zu humanen Wirtsligandenproteinen reagieren konnen. Eine
auflergewohnliche Eigenschaft von verschiedenen bakteriellen Adhasinen ist dabei das Umschalten von
Slip-Bonds zu Catch-Bonds bei erhdhten Zugkréften, wobei die Dissoziationslebensdauer dieser
Bindung mit der auf sie ausgelibten Kraft bis zu einer maximalen Interaktionskraft gesteigert wird
[184,199,271]. Man spricht auch von einer Kraft-induzierten Adhésion. Das AFM ermdglicht es, die
Zugkraft auf den AFM-Federbalken wéhrend der Ruckwartsbewegung [Zugkraft (pN/s) =
Federkonstante (pN/nm) * Geschwindigkeit (nm/s)] schrittweise zu erhdhen [122,183,285]. Zukiinftige
Untersuchungen sollten daher die Existenz von Catch-Bonds zwischen S. aureus und HFg-beschichteten
ZVKs Dbeleuchten. Da die Zugkraft in dieser Arbeit zwischen S. aureus und allen

Oberflachenbedingungen des ZVKs konstant bei ~ 12.500 pN/s gehalten wurde, entspricht dies einem
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eher geringen mechanischen Stress fur das Bakterium, wéhrend ein héherer mechanischer Stress bei
Zugkréften ab > 35.000 pN/s zu erwarten ist [122,285].

5.3.3 Adhasionskrafte von S. aureus auf explantierten Katheteroberflachen

Flussbedingungen im Blut sowie die Verweildauer von Implantaten im Korper beeinflussen die
Zusammensetzung der Proteinbeschichtungen, die sich auf ihnen bilden, markant und kénnen u.a. eine
Konformationsanderung der bereits adsorbierten Proteine ausldsen [17,104]. Dieses gilt im Besonderen
auch fur ZVKs, die dem Blutplasma gegenuber exponiert werden. Die Adhasionskréfte von S. aureus
auf den explantierten ZVK-Substratoberflachen resultierten im Vergleich zu den nicht-behandelten oder
PBS-behandelten ZVKs in einer klaren Verringerung der F.an-Werte, dhnlich wie sie auf den ZVK-
Fragmenten nach einer HBP-Vorbehandlung in vitro beobachtet worden waren. Dies deutet darauf hin,
dass der explantierte ZVK &hnliche Adhéasionseigenschaften fur S. aureus aufwies wie HBP-behandelte
ZVKs. Die unter dynamischen Bedingungen in der menschlichen Vene adsorbierten Blutplasmaproteine
auf dem explantierten ZVK waren vermutlich verantwortlich fir den negativen Effekt auf die
Adhésionskraft, und reduzierten diese auf eine d&dhnliche Weise wie entsprechende
Blutplasmakomponenten, die unter statischen Inkubationsbedingungen an die ZVK-Oberflache
adsorbiert wurden. Allerdings fanden sich unter den vielen hier beobachteten niedrigen
Adhésionskraften gelegentlich auch erhohte Adhésionskréfte, die bis in den geringen, einstelligen nN-
Bereich hineinreichten. Eine der Ursachen fir diese gelegentlich starken Interaktionskréfte konnte sein,
dass unter Fluss adsorbierte Proteine eine Konformation eingenommen haben, wie etwa elongierte
Fasern des von-Willebrand-Faktors, die von S. aureus-Adhésinen, wie dem vWhbp, nur in dieser
Konformation gebunden werden kénnen, und dieses Adhésionsevent daher bevorzugt auf explantiertem
ZVKs aber nicht auf in vitro-behandelten ZVKs erfolgt [54,210]. Des Weiteren ist es moglich, dass
einzelne oder im Extremfall auch fragmentierte Ligandenproteine als Ankerstrukturen fiir S. aureus auf
dem explantierten ZVK fungieren, wie etwa geringe Konzentrationen von Fibronektin, die auf
explantierten Kathetern bereits gefunden werden konnten [281]. Auch ist es denkbar, dass aufgrund der
mechanischen Belastung des ZVKs bei der Behandlung von Patienten UnregelmaRigkeiten, Briiche und
Risse auf dem ZVK, wie sie bereits in elektronenmikroskopischen Studien beschrieben wurden,
entstehen, die die Kontaktflache fir das adhérierende Bakterium erhdhen und es dadurch zu lokal
erhéhten Adhé&sionskraften kommt [155].
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5.3.4 Dekoration der Bakterienzelloberflache mit HBP und Auswirkungen auf die
Adhasionskraft

Zwei wichtige Eigenschaften bei einer hdmatogenen Ausbreitung des Bakteriums von entfernt liegenden
Infektionsherden und einer dadurch entstehenden Adhésion an den ZVK sind (i) das Einwirken von
adsorbierenden humanen Blutplasmafaktoren auf die Zelloberflache von S. aureus und (ii) die Adhdasion
des Bakteriums an Blutzellen wie die Thrombozyten, (iber die sich S. aureus ebenfalls an den ZVK
anlagern kann. Interessanterweise resultiere die Dekoration der Bakterienoberflache mit HBP in einer
weiteren Minimierung der Adhasionskrafte auf HBP-behandelten ZVK-Oberflachen im Vergleich zu
unbehandelten Bakterienzellen. Es ist wahrscheinlich, dass die bakteriellen Oberflachenadhésine, wie
die CIfAs oder die FnbpAs, durch geltste Proteine aus dem HBP, wie etwa Fg, gebunden werden [291],
wodurch die Adhasine fur eine Interaktion mit immobilisiertem Fg nicht mehr zur Verfugung stiinden.
Dieser Befund ldsst vermuten, dass disseminierte Bakterien im Blut unter zumindest statischen
Bedingungen ein nur sehr schwaches Adhasionsvermdégen auf ZVKs besitzen, sobald diese im Blutgefal
verweilen. Solch eine Situation kdnnte entstehen, wenn das Bakterium lokal vor Scherkraften geschitzt
ist. Was im Rahmen dieser Arbeit noch nicht untersucht werden konnte, ist der Einfluss von ZVK-
adhdrenten Thrombozyten (Plattchen) auf die bakteriellen Adhésionskréfte des Bakteriums an den ZVK.
Weiterfuhrende AFM-Studien konnten hierzu pléattchenreiches Blutplasma zur Behandlung der ZVK-
Oberflachen verwenden.

5.4 Zusammenfassende Diskussion zur bakteriellen Adhé&sionsstiarke von S.

aureus an unbeschichtete und biokonditionierte ZVKSs

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die AFM-basierte Einzelzellspektroskopie mit S. aureus auf
authentischen ZVK-Oberflachen durchgefiihrt und die bakterielle Adhdsionsstarke auf diesem
Implantat-Typ bestimmt. Es wurden starke Adhdsionskrafte und hohe Adhésionsenergien zwischen S.
aureus und den unbeschichteten nativen ZVK-Oberflachen detektiert. In Relation hohe Werte wurden
auch fir die Snap-in-Kréfte ermittelt, die vermutlich durch das spontane Anbinden von
zellwandgebundenen Adhé&sionsfaktoren des Bakteriums an die Oberflache wahrend einer Annéherung
des Bakteriums zum ZVK entstehen. Diese Beobachtungen liefern starke Indizien fir eine hohe
Attraktivitdt von S. aureus fiir ZVK-Oberflachen. Die in vitro-vermittelte Adsorption von humanem
Blutplasmakomponenten auf dem ZVK reduzierte die unspezifischen bakteriellen Adhésionskréfte und
markierte einen Ubergang zu schwachen Interaktionen oder spezifischen Adhasionsevents. Der
Vergleich mit explantierten, nicht-infektiosen Kathetern zeigte einen erstaunlich ahnlichen Effekt mit

ebenfalls geringen Adhésionskraften, was darauf hindeutet, dass die Adhéasionseigenschaften des in
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vivo-beschichteten ZVKs &hnlich sind wie jene des in vitro-HBP-behandelten ZVKs. Experimente mit
einzelnen Blutplasmakomponenten, wie zundchst mit HSA, lieferten die niedrigsten Werte fir die
Adhasionskrafte. Diese Beobachtung zeigte auf, dass die bakterielle Adhdsion von S. aureus an den
ZVK durch wirtseigene Faktoren in HBP verringert werden kann. Sinnvoll wéren daher zusétzlich
durchfuhrbare Adhdasionsstudien mit weiteren CRBSI-assoziierten Krankenhauskeimen und HSA als
Testkandidat flr eine anti-adhasive Beschichtung von Implantaten. Im Vergleich zu HSA- zeigten HFg-
beschichtete ZVK-Oberflachen eine starkere Interaktion mit den Bakteriensonden, wobei die
Adhasionskrafte im Vergleich zu unbeschichteten oder PBS-behandelten ZVK-Oberflachen reduziert
wurden. Dadurch l&sst sich spekulieren, dass die Adhdsion von S. aureus an den HFg-beschichteten
ZVK nicht unbedingt von der Héhe der Adhésionskraft abhangt, sondern von der Verfugbarkeit der
passenden Wirtsliganden, wie etwa Fg oder Fn, und der passenden bakteriellen Adhésine, wie etwa Fnbp
oder ClIfs. Uberraschenderweise bewirkte eine Beschichtung der Bakterienzelle mit HBP eine weitere
Reduzierung der Adhé&sionskraft von S. aureus auf HBP-beschichtetem ZVK, was ein Hinweis dafir
sein kann, dass die zellwandgebundenen Adhésine von S. aureus durch geldste HBP-Komponenten
bedeckt wurden und fiir eine Adhésion an potenzielle oberflachengebundene Liganden nicht mehr zur
Verfligung standen.
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5.5 Die Adhasionsstarke von S. aureus auf Endothelzellen

Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass die Uberlebensfahigkeit von S. aureus
DSM20231 in eukaryonten Zellen stark abhdngig vom Hitzeschockprotein ClpC ist [87]. Da die
Invasion und Uberlebensfahigkeit von S. aureus in eukaryonten Zellen vermutlich auch tiber die Anzahl
adhérenter Bakterien beeinflusst wird, sollte im Rahmen dieser Dissertation das Adhésionsverhalten von
S. aureus DSM20231 und dessen isogener clpC- Mutante per Einzelzellkraftspektroskopie untersucht
werden. Hierzu wurden in dieser Arbeit die Adhdsionskrafte und Abreifflangen von Stationare-Phase-
Bakterienzellen erstmalig auf der Endothelzelllinie Ea.hy926 ermittelt. Die hier ermittelten Werte waren
vergleichbar flir beide S. aureus-Stamme, was auf eine ausgeglichene Adhasionsstarke auf
Endothelzellen hindeutet. Anhand von Kraft-Distanz-Kurven konnte verbildlicht werden, dass beide
bakteriellen Stammen spezifische Interaktionen mit Bindepartnern auf den Ea.hy926-Zellen ausiiben
konnten und dabei vermutlich langanhaltende Bindungen mit der Endothelzellmembran (engl. Membran
Tetherings) eingingen bzw. mit hochmolekularen Komponenten der extrazelluldaren Matrix der
Endothelzellen interagierten. Aus diesen Befunden lasst sich folgern, dass beide Bakterienstimme eine
dhnliche sowie spezifische Adhésionsstarke auf Ea.hy926-Zellen besafen und, dass das jene
Hitzeschockprotein ClpC keine bemerkenswerte Funktion in diesem initialen Prozess der bakteriellen
Besiedlung von Endothelzellen einnimmt. Die hier bestimmten Adhé&sionskrafte und Abreif3langen sind
zudem vergleichbar mit den quantifizierten Daten von S. aureus Newman auf Endothelzellen der
menschlichen Nabelvene, sogenannte HUVEC (engl. human umbilical vein endothelial cells) [285], was
darauf schlieRen l&sst, dass primare Endothelzellen (HUVECS) sich in Hinblick auf die Interaktion zu
Bakterien sehr ahnlich verhalten wie Endothelzellen einer etablierten Zellkultur (Ea.hy926). Diese
Beobachtung ist nicht zuletzt insofern bemerkenswert, da fir die Interaktion von S. aureus mit
Keratinozyten in Hinblick auf Adhé&sion und Internalisierung zum Teil deutliche Unterschiede zwischen
priméren Zellen und den Zellen einer etablierten Zelllinie beobachtet werden konnten [33]. Des
Weiteren konnte mit diesen Versuchen der Nachweis geliefert werden, dass mit dem am IMMH zur

Verfligung stehenden AFM-Setup auch Kraft-Distanz-Messungen auf eukaryonten Zellen méglich sind.
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5.6 Die Adhésionsstarke des opportunistischen Hefepilzes C. albicans

auf Zahnschmelzprifkérpern

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Adhéasionsstarke von individuellen C. albicans-Zellen auf
Rinderzahnschmelzprufkorpern, die als Modellsubstrat fur den menschlichen Zahnschmelz dienten,
ermittelt. Dabei wurde die Adhasionsstarke von C. albicans-Hefestadien auf der unbehandelten
Zahnschmelzoberflache oder nach Pellikelbildung auf dem Enamel quantifiziert. Darlber hinaus
wurden auch die Zellen u.a. in einer Speichellésung vorbehandelt, um den Effekt einer
Speicheldekoration der C. albicans-Zelle auf die Adhdsionsparameter zu untersuchen. Da sich bei der
Adhasion von C. albicans auf Zahnschmelz, interessanterweise, keine Snap-in-Events wie bei S. aureus
auf ZVKs beobachten lielen, konzentrierten sich die Auswertungen hier auf die Quantifizierung der

Adhasionskrafte, -energien und der AbreiRlangen.

5.6.1 Die Adhasionsstarke von unbehandelten C. albicans-Zellen auf

Zahnschmelzprifkorpern und der Einfluss von Pellikel

In der Mundhdéhle sind Zahnoberflachen dem Speichelfluss und der Adsorption von Speichelproteinen
ausgesetzt, wobei es innerhalb von Sekunden bis Minuten nach der Zahnreinigung zu einer
Biokonditionierung der Zahnoberflache durch Speichelkomponenten und zur Ausbildung eines initialen
Pellikels kommt [273]. Um der Realitdt moglichst nahe kommende Rahmenbedingungen zu schaffen,
wurden die Adhasionskrafte von einzelnen C. albicans-Zellen auf Rinderzahnschmelzprifkérpern mit
oder ohne einem Pellikel bestimmt. Diese Untersuchungen brachten fur native Zahnschmelzprifkdrper
Fan-Werte im geringen nN-Bereich hervor, die in ihrer GréRenordnung mit Faan-Werten desselben C.
albicans-Morphotyps auf hydrophoben und hydrophilen Dodecylphosphat-Oberflachen oder
nanostrukturiertem Gold vergleichbar waren [64,219]. Dariiber hinaus war die Adhésionsstarke von
unbehandelten C. albicans-Zellen auf in vitro-beschichtetem Enamel und auf den Pellikeln der in situ-
getragenen Zahnschmelzprufkdrper ausgepragter als auf unbehandeltem Zahnschmelz. Die hier
erstmalig prasentierten Befunde, dass die Adhéasionsenergien auf in vitro-beschichtetem Enamel in sehr
ahnlicher Weise auch auf ex situ-Zahnschmelz beobachtet werden konnten, lassen vermuten, dass die
Speicheladsorption an Zahnschmelz in vitro auf dhnliche Weise erfolgt wie in situ bzw. dass sie sich
zumindest auf die Adhasionsstirke von C. albicans gleich auswirkt. Ahnlich zu anderen Keimen, wie
auch S. aureus, sind zellwandgebundene Adhasionsfaktoren [67,135] die priméren Vermittler der
Adhasion von Hefezellen und werden nach ihrer Anbindung an die Oberflache bei der Abldsung der
mikrobiellen Zelle von der Oberflache in der Regel zunéchst gestreckt und entfaltet, bevor es zu ihrer

Ablosung vom Untergrund kommt. Eine vor kurzem erschienene AFM-basierte SCFS-Studie
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demonstrierte schon die Wichtigkeit solcher Adhé&sine fiir das Adhasionsverhalten von Hefezellen der
Candida-Spezies C. glabrata auf Substratoberflachen wie PDMS oder Polythiourethan [147]. Die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Adhé&sionskrdfte von C. albicans auf unbehandeltem und
speichelbehandeltem Zahnschmelz zeigten zudem eine signifikante Erhéhung der Fagn-Werte mit einer
steigenden Oberflachenkontaktzeit. Diese Beobachtungen sind in Einklang mit friheren Befunden fiir
diese Hefeart auf hydrophilen oder hydrophobisierten Glasoberflachen [219], bei Zell-zu-Zell-
Interaktionen mit Makrophagen-Oberflachen [80], oder auf molekularer Ebene beim
Adhasionsverhalten vom C. albicans-Protein Als5 auf hydrophoben Substratoberflachen [10]. Sowohl
bei der Adhéasion an unbehandelten als auch an speichelbehalten Enamel ist es wahrscheinlich, dass
makromolekulare Adhéasionsfaktoren, wie die Als-Proteine, sowohl fir die Adhasion von C. albicans
an das native Material als auch an proteindse Oberflachenstrukturen beteiligt waren [9,88,98]. So
konnte fr das Als-Protein Alsl bereits gezeigt werden, dass es in Koordination mit der Endoglukanase
Bgl2 und dem Zellwandprotein Ecm33, eine wichtige Rolle bei der Anhaftung von C. albicans-
Hefezellen an speichelbehandelten Zahnschmelz-Modellsubstraten, wie Hydroxylapatit (HAP), der
Mineralkomponente des Zahnschmelzes, spielt [266]. In Vorlduferstudien durchgefiihrte Zellzahl-
bestimmende Adhé&sionsassays zeigten zudem, dass Hefezellen in hoherer Anzahl an Speichel-
behandelte als an unbehandelte HAP-Oberflachen binden konnten [41,266]. Potenzielle Liganden fiir
C. albicans im Speichel-Pellikel sind basische prolinreiche Proteine (bPRPs) wie IB-6, das Calcium-
bindende Protein Statherin und Bpifa2 [129,205,272]. Die Adhé&sionsstarke der Hefezellen zeigten dabei
Uiberraschenderweise gréRere Variationen auf den Pellikeln auf, was moglicherweise dem Umstand
geschuldet ist, dass die beprobten Areale auf dem Zahnschmelz eine unterschiedliche Dichte an
Speichelliganden aufwiesen, die fir die Adhdsion mit C. albicans zur Verfligung standen.
Interessanterweise konnten solche grofleren Variationen in der Adhasionsstarke auch schon flr
speichelbehandelte Bakterienzellen der Art Streptococcus mutans auf unbeschichtetem HAP beobachtet
werden [254]. Die Befunde lassen vermuten, dass die Adhédsion von unbehandelten C. albicans-Zellen
an unbeschichteten Zahnschmelz eher tber unspezifische Interaktionen und einer simultanen Bindung
von Adhésinen verlauft, die zu einer eher geringen Variation in der Adhasionsstarke fuihren, wahrend
bei der Interaktion mit dem Speichelpellikel, abhdngig von der Verfugbarkeit der Liganden im
Speichelpellikel, mit einer groRReren Variation in der Anzahl gebundener Adhésine zu rechnen ist
[112,135,205]. Dieses Szenario ist auch in Einklang mit der gelegentlich in dieser Arbeit beobachteten
starken VergrolRerung der Abreif3lange auf einigen Arealen des Speichel-behandelten Zahnschmelzes,
bei der vermutlich schwach-gebundene Speichelproteine mit der Hefeoberflache in Kontakt kamen.

Eine abschlieBende Beurteilung des Effekts vom Pellikel auf die Adhdsionsfahigkeit von C. albicans an
Zahnoberflachen anhand der hier présentierten Beobachtungen sollte jedoch noch nicht durchgefiihrt
werden, da initiale Pellikel sich in ihrer Proteinzusammensetzung zwischen Individuen markant
voneinander unterscheiden konnen [272], und jedes individuelle Pellikel eine eigene Anzahl an

adhé&siven Bindepartner fur Hefezellen beherbergen kénnte. Hinweise darauf, dass Unterschiede in der
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Zusammensetzung von Pellikel einen relevanten Einfluss auf das Adhadsionsverhalten haben kénnten,
werden u.a. durch eine Studie von Samaranayake und Kollegen gegeben, in der in Zellzahl-
bestimmenden Adhésionsassays ein reduziertes Adhasionsvermdgen von C. albicans auf Acrylharz-
Zahnimplantanten mit maturierten 18 h-Pellikel im Vergleich zur PBS-Kontrolle demonstriert wurde
[239]. Um einen eindeutigen Bezug zwischen der SCFS und jenen zellquantitativen
Adhasionsversuchen herzustellen, sollten zukiinftige SCFS-Studien auch Adhasionskrafte auf
maturierten, 18 h-Pellikeln des Zahnschmelzes mit einbeziehen. Auch sollten weiterfiihrende SCFS-
Studien mit C. albicans—Deletionsmutanten durchgefiihrt werden, denen einzelne oder mehrere
relevante Adhasionsfaktoren fehlen. Alternativ kdnnten auch gréfRere Gruppen von Zellwand-
gebundenen Adhésionsfaktoren entfernt werden, wie etwa durch die Proteinasen Trypsin und Proteinase
K, oder es kénnte Einfluss auf ihre Integritdt und Mannosylierung genommen werden, wie etwa durch
a-Mannosidase und durch Periodate, wodurch das Adhé&sionsvermdgen der Zelle auch dramatisch
gesenkt werden konnte. Dadurch wére es mdglich, beteiligte Adhéasine und dominierende
Adhéasionsmechanismen hinter den starken Adhé&sionskréften von C. albicans auf Speichel-
beschichtetem Zahnschmelz zu entschlisseln.

5.6.2 Der Effekt einer Speicheldekoration der Zelloberflache auf die

Adhasionsstarke von C. albicans auf Zahnschmelzprufkorpern

Ahnlich wie die Zahnschmelzoberflache in vivo mit dem Speichelpellikel beschichtet wird, stehen C.
albicans-Zellen, die in der oralen Kavitét zirkulieren, durchgehend mit geldsten Speichelkomponenten
in Kontakt. Nach einer Speichelbehandlung von C. albicans-Hefezellen konnten Adhésionskrafte auf
unbeschichtetem Zahnschmelz im geringen nN-Bereich detektiert werden, die geringer waren als Fadn
auf Pellikel. Die erhohten Adhé&sionskréafte auf dem Pellikel des Enamel erinnern an die SCFS-
Messungen mit Mutans-Streptokokken, bei denen sich die Anzahl bindungsféhiger Adhdsionsfaktoren
an das Enamel-Modellsubstrat HAp nach einer Behandlung der Bakterienzellen mit Speichelproteinen
vergroRerte [254]. Wahrend allerdings in den Experimenten von Spengler et al. [254] die
Adhasionskrafte auf diese Weise auf unbehandeltem HAp vergroRert wurden, fuhrte die
Speichelbehandlung der Hefezellen auf unbehandeltem Zahnschmelz tendenziell zu einer
Verschlechterung der Adhasion. Ein moglicher Grund hierfur kénnte sein, dass die zellwandgebundenen
Adhésionsfaktoren in C. albicans, die fir die Oberflachenadhdsion an nativen Zahnschmelz wichtig
waren, durch die unspezifische Adsorption von Speichelkomponenten an die Zelloberflache in ihrer
Bindungsaktivitat inhibiert wurden. Solch ein Effekt wiirde dazu fiihren, dass nur wenige freie Adhé&sine
zur Verfugung stehen, und die adsorbierten Speichelkomponenten selbst nur geringfligig zur Adhé&sion

beitragen, wéhrend bei S. mutans die Adhé&sionskréfte auf HAp grundsétzlich sehr gering (im erhthten
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dreistelligen pN-Bereich) sind und adsorbierte Speichelkomponenten diese Adhésionskrafte vermutlich
vergréBern konnen. Uberraschend war die starke Adhasionsfahigkeit der C. albicans-Zellen auf den
Speichelpellikeln, die fir diese Substratoberflache im Vergleich zu unbehandelten Zellen auch nach
Speichelbehandlung erhalten blieb. Diese Adhéasionsstarke wurde auch auf in-situ-Pellikeln bestatigt.
Dies spricht dafiir, dass selbst nach einer Adsorption von Speichelkomponenten an die Zelloberflache
der Hefe, eine vermutlich groRe Anzahl an freien Adhésinen fur die Anhaftung an den Pellikel existierte.
Ein moglicher Grund hierfiir konnte die Unterscheidungsfahigkeit der Adhéasine zwischen gelésten und
immobilisierten Speichelproteinen sein, dhnlich wie es flr die Bakterienart Streptococcus gordonii
gezeigt wurde, welche immobilisierte PRPs von geldsten zu unterscheiden vermochte, und die letztere
Form nicht band [101,205]. Solche Unterscheidungsfahigkeiten sind allerdings bei anderen
Speichelproteinen mdglicherweise nicht gegeben, wie etwa bei geldstem Fibronektin, das auch in
Speichel vorzufinden ist [274] und welches an die Zellwand der Hefezelle binden kann und dadurch die
Bindefahigkeit der Adhésine an immobilisierten Fibronektin mafgeblich verringert [149].

Anhand der AFM-Riickzugskurven konnte auf den Pellikeln des Enamel eine qualitative Verédnderung
des Adhdsionspeaks nach Speichelbehandlung der Hefezellen detektiert werden. Der Adhésionspeak
entspricht der Adhé&sionskraft, und die Distanz, bei der diese auftritt, ist von der L&nge der
zellwandgebundenen Adhésionsfaktoren abhéngig. Bei speichelbehandelten C. albicans-Zellen traten
die Adhéasionskrafte bei einer groReren Distanz als bei unbehandelten Zellen auf und die Betrége fir die
Adhasionskraft waren tendenziell geringer. Dies deutet darauf hin, dass kurzere Adhésine, die zwar die
Adhasion von unbehandelten Zellen auf Speichelpellikel vermitteln kénnen, nach Adsorption von
Speichelkomponenten an ihre Oberflachen diese Bindungsfahigkeit verlieren. Stattdessen wirden nur
noch langere, moglicherweise spezifische Adhésionsfaktoren der Hefe die Bindungsfahigkeit an den
Pellikel beibehalten.  Interessanterweise entspricht die Distanz bei der C. albicans seinen
Adhasionspeak auf in situ-Pellikeln hatte, der Distanz von Adhasionspeaks bei Als1-Proteinen, wenn
diese in Einzelmolekuil-Kraftspektroskopien mithilfe einer funktionalisierten AFM-Messspitze auf der
Hefenzellwand gestreckt werden [125]. Als1 spielt eine wichtige Rolle bei der Adhasion von C. albicans
an speichelbeschichtete HAp-Oberflachen [266], daher ware es sinnvoll in SCFS-Experimenten die
Distanz der Adhasionspeaks von C. albicans alsl 4/4-Mutanten auf in situ-Pellikel zu untersuchen.
Sollte die Vorhersage zutreffen, dass hauptsachlich Als1 die Adhasion der speichelbehandelten Hefe an
Pellikel vermittelt, so kénnte eine Deletion von alsl zu einer starken Abnahme des Adhésionspeaks und

somit der Adhasionskraft fihren.
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5.7 Zusammenfassende Diskussion zur Adhasionsstarke von C.
albicans auf Zahnschmelz und potenzielle

Adhasionsmechanismen

Die hier durchgefuhrte Einzelzellkraftspektroskopie mit C. albicans auf Zahnschmelz-Prifkorpern
verdeutlichte ein simultanes Anbinden von Adhdsionsfaktoren an die natirliche als auch an die
speichelbeschichtete Zahnschmelzoberflache, wobei die groeren Adhésionskrafte auf den
Speichelpellikeln bestimmt wurden. Es ist moglich, dass die Nanorauigkeit der Zahnschmelzoberfléche,
vorrangig auch nach einer Formierung des Pellikels, beim Anbinden der Adhésine eine Rolle spielt.
Zuvor konnte gezeigt werden, dass ein in situ-gebildeter Pellikel auf Zahnschmelz globulére
Agglomerate im nm-Bereich aufweist [113]. Eine kirzlich gemachte Entdeckung gibt zudem den
Hinweis, dass Goldoberfldchen, die mit Nanopartikeln beladen wurden und dadurch die Rauigkeit der
Oberflache erhohten, die Adhésionskrafte von C. albicans im Vergleich zur unbeladenen
Goldoberflache vergréBern konnten [64]. Die dort bestimmten Rickzugsphasen der Kraft-Distanz-
Kurven erinnern dabei stark an die hier dargestellten Rickzugskurven zwischen C. albicans und
Pellikel-beschichtetem Zahnschmelz, was auf einen ahnlichen Adhasionsmechanismus hindeuten
konnte. Ob diese Nanorauigkeit synergistisch mit spezifischen Interaktionen zwischen Adhasinen und
Speichelliganden die Adhasionskréfte positiv beeinflussen, sollte in weiterflihrenden Studien untersucht
werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass C. albicans eine groBe Adhésionsstarke (betrachtet wurden nN-
Adhasionskraft und fJ-Adhdsionsenergie) auf dem Zahnschmelz aufweist, wodurch gefolgert werden
kann, dass dieser opportunistische Krankheitsrreger in seinem Hefestadium ein groRes Repertoire an
adhasiven Virulenzfaktoren besitzt, um die Zahnoberfliche zu besiedeln. Dies kann von groler
Bedeutung in karidsen Zahnkavitéten sein, in denen der Pilz vor den Scherkraften des Speichelflusses
geschitzt ist. Es kann gemutmal3t werden, dass diese Kavitaten und der Flusstransport zum Zahn wichtig
fur die Adhéasion dieser kolonisierenden Spezies sind, da Hefezellen keine Snap-in-Events in den Kraft-
Distanz-Kurven dieser Arbeit erkennen lieRen, und somit nur schwierig eine mogliche Potenzialbarriere
zum Zahnschmelz durchbrechen kdnnten. Speziell auf dem dort vorhandenen Speichelpellikel wird C.
albicans dann allerdings adsorbierte Speichelliganden flir sich nutzen kénnen, um die Adhasion zu

gewadhrleisten und zu festigen.
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5.8 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Adhé&sionsstarke der kolonisierenden opportunistischen Erreger-
Arten S. aureus und C. albicans auf klinisch-relevanten Oberflachen erstmalig charakterisiert werden.
Die mit diesen Untersuchungen gewonnenen Daten konnten die Richtung fir weiterfiihrende
Experimente vorgeben, um zukiinftig praventative Mal3nahmen gegen eine Besiedlung von abiotischen
oder biotischen Oberflachen durch diese potenziellen Krankheitserreger zu ergreifen.

Zum einen hat sich humanes Serumalbumin als ein potenzielles anti-adhasives Coating fiir ZVKs
erwiesen. Um dieser Rolle jedoch gerecht zu werden, miissen zuerst weitere potenzielle bakterielle
Kontaminanten von ZVKs und Ausléser von CRIBSIs mittels Einzelzellkraftspektroskopie untersucht
werden. Weitere wichtige Krankheitserreger, die in der Lage sind, Biofilme auf Venenkathetern zu
bilden, sind Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis sowie
Escherichia coli [48,53,103,182,240]. Darlber hinaus sollten die Materialoberflachen von kommerziell
vertriebenen ZVKs auf ihre Biostabilitat hin untersucht werden. Mechanische Eigenschaften der heute
verfugbaren ZVKs sollten vor und nach einer Verweildauer im BlutgefaR analysiert werden und auf
Risse, Briiche und artifizielle Poren untersucht werden.

Zur Reduzierung von Kinderkaries konnte ein Pellikel-Management auf Zahnschmelz helfen, die
Adhésionsstérke von C. albicans zu minimieren und somit die Présenz dieses Krankheitserregers in der
oralen Kavitat zu verringern. Natirliche Polyphenole sind vielversprechende Substanzen in der
praventativen Zahnmedizin, die die in situ-Biofilmbildung von Bakterien auf Zahnschmelz stark
verringern und Gegenstand der aktuellen Forschung sind [299]. Diese Polyphenole kdnnten
gegebenenfalls auch die Adhésion und Biofilmbildung von C. albicans reduzieren. Als weiterfiihrende
Experimente sollte zudem die Adhasionsstarke von C. albicans auf Keratinozyten des Zahnfleisches
und auf bukkalen Zellen mittels Einzelzell-Kraftspektroskopie bestimmt werden, da das weiche Gewebe
der Mundhohle zum Kaolonisierungsspektrum von C. albicans gehodrt und als Krankheitsherd zur
Entstehung von Karies durch die Ubertragung von Hefezellen auf etwa okklusale Zahnoberflachen

fungieren konnte.
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