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1. Zusammenfassung

Staphylococcus aureus ist ein wichtiges humanmedizinisches Pathogen und hat in den
letzten Jahren vor allem als nosokomialer Erreger an Bedeutung gewonnen: Insbesondere
primare Septikdmien, aber auch Endokarditis, Wund- und Knochen-Infektionen sowie andere
Abszess-bildende Infektionen werden hdufig von S. aureus verursacht. Seit Einfuhrung
antimikrobieller Therapie hat der Erreger dabei Resistenzen gegen nahezu alle Antibiotika-
Stoffklassen entwickelt und die globale Ausbreitung multiresistenter Stamme ist inzwischen
von eminenter Bedeutung fur Patienten und Kliniker.

Fur die Entwicklung invasiver S. aureus Infektionen ist die Expression von
Virulenzfaktoren von entscheidender Bedeutung, da sie letztlich die Pathogenitdat des
Mikroorganismus vermitteln. Hier hat sich bereits in mehreren Studien gezeigt, dass S. aureus
sich hinsichtlich der Virulenzgen-Expression als Reaktion auf eine Reihe von
Umweltfaktoren adaptieren kann. In der hier vorgelegten Arbeit wurden nun zwei in ihrer
Umweltbedingung-Abhangigkeit bisher noch nicht untersuchte Gene, eap und emp, die fiir
das ,.extrazellulare Adhé&sivprotein“ (Eap) sowie das ,.extrazelluldre Matrix-Bindeprotein®
(Emp) kodieren, hinsichtlich ihrer Expressionsabhéngigkeit von Umweltbedingungen
untersucht.

Unterschiedliche Umweltbedingungen fur S. aureus als Erreger - zwischen Persistenz auf
unbelebten Oberflachen Uber Kolonisation von Hauten und Schleimhduten bis hin zu
invasiver Infektion - sind unter anderem durch eine extreme Variabilitdt in Umgebungs-
Osmolaritat sowie in der Konzentration bivalenter Kationen charakterisiert. Fiir diese Arbeit
wurden daher die Gen-Expressions-Bedingungen zundchst unter verschiedenen
lonenkonzentrationen (NaCl, Mg?*, Ca®") und Umweltstress (in Form von Osmolaritat)
untersucht. Die Gen-Expression wurde in einem Lumineszenz-Reporter-Gen-Assay Uberprift.
Parallel wurde durch detaillierte Analyse des Bakterienwachstums sichergestellt, dass die
untersuchten Umweltbedingungen das Wachstum der Bakterien nicht nachhaltig
beeinflussten.

Alle Experimente wurden mit MBB durchgeflhrt, das mit den jeweiligen Zusatzen
supplementiert wurde. Die Ergebnisse der Wachstumskurven ergaben fir die meisten
Kulturbedingungen keine grofReren Unterschiede, das bakterielle Wachstum war &hnlich der
Vergleichskurve mit nicht supplementiertem MBB. Allerdings zeigte das MBB Medium unter

einer 0,5 mM EDTA-Supplementierung eine deutliche Wachstums-Reduktion, wahrend die
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Wachstums-Kurve unter Zugabe von 0,25 % Citrat eine leichte Wachstums-Steigerung
anzeigte.

Die Analyse der Expression von eap und emp ergab eine konzentrations-abhéngige
Reduktion unter MBB-Supplementierung mit NaCl. Die fir die eap-Expression optimale
NaCl-Konzentration lag dabei zwischen 0 und 0,25 mM und entspricht damit annahernd der
normalerweise in MBB enthaltenen Konzentration. Im Unterschied hierzu wurde nach
Supplementierung mit 1 M NaCl eine deutliche Hemmung der Genexpression nachgewiesen.
Dass dieser Effekt durch die Osmolaritat und nicht durch die Natrium-Konzentration bedingt
war, konnte durch die Supplementierung von MBB mit anderen osmolar wirksamen
Substanzen wie 1 M Sucrose und 1 M KCI bestatigt werden. Fir eine MBB-
Supplementierung mit dem Chelator EDTA oder nach Supplementierung mit CaCl; ergab sich
ebenfalls eine Expressions-Reduktion. Fiir den Chelator Citrat sowie MgCl, zeigte sich
hingegen ein Unterschied in der Regulation von eap und emp. Wahrend Citrat die eap-
Expression steigerte, fand sich fir emp eine Steigerung unter MgCl,-Supplementierung.

Diese Ergebnisse zeigen, dass unter unterschiedlichen Umweltbedingungen S. aureus in
der Lage ist, die Expression von eap und emp zu beeinflussen. Ein Mechanismus, der diese
Adaptivitat der Genexpression erkléren konnte, ist eine Verdnderung im ,,Supercoiling™ der
DNA. Frihere Studien haben bereits eine Veranderung des ,,Supercoiling“ auf Modifikation
des Umwelt pH-Wertes oder der Osmolaritdat nachgewiesen. Nachdem die Ergebnisse eine
deutliche Gen-Expressions-Reduktion unter entweder 1 M NaCl oder den anderen osmolar
wirksam supplementierten Medien zeigten, wurde der Einfluss einer Veranderung der
tertidren DNA-Struktur auf die Eap-Expression untersucht. Hierzu wurde ein Gyraseinhibitor,
Novobiocin, in subinhibitorischer Konzentration benutzt. Die optimale subinhibitorische
Konzentration wurde dabei durch die Analyse von Wachstumskurven bei verschiedenen
Konzentrationen von Novobiocin gesichert. Daraus ergab sich, dass nach Supplementierung
von 0,5 ng/ml und 5 ng/ml Novobiocin keine Verminderung des Wachstums resultierte,
hingegen fur die hoheren Konzentrationen von 20 und 40 ng/ml Novobiocin eine deutliche
Wachstumsreduktion konstatiert wurde. Bei einer Konzentration von 5 ng/ml ergab sich
jedoch im Reporter-Gen-Assay die groRte Steigerung der Gen-Expression. Dies lief3
tatsdchlich eine Modifikation des ,,Supercoiling® bakterieller DNA als Ursache der unter
unterschiedlicher Osmolaritat festgestellten Genexpression vermuten.

Das arlRS-System ist bekannt fur seinen Einfluss auf das ,,Supercoiling”. Zur
Untersuchung der Bedeutung des arlRS-Systems hinsichtlich seiner Beeinflussung der

umweltabhéngigen Genexpression in S. aureus wurde daher eine Deletions-Mutation, die in
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S. aureus Stamm BF21 bereits konstruiert vorlag, zur Vergleichbarkeit mit den
Vorergebnissen in den hier verwendeten S. aureus Stamm Newman mittels Phagen-
Transduktion Ubertragen. Zundchst wurde die Eap-Expression auf Protein-Ebene mittels SDS-
PAGE untersucht, anschliefend wurde auf Gen-Ebene die mRNA-Expression mittels ,,real
time PCR*“ (RT-PCR) analysiert. Auf Proteinebene zeigte sich in der AarlRS-Mutante eine
geringere Eap-Produktion als im Vergleich mit dem Wildtyp (WT); dieser Befund konnte
auch auf Gen-Ebene durch die Ergebnisse der RT-PCR bestatigt werden. Interessanterweise
zeigten die parallel durchgefiihrten Wachstumskurven-Analysen, dass die AarlRS-Mutante
keine postexponentielle Wachstumsphase aufweist und nach der exponentiellen
Wachstumsphase vielmehr direkt in die stationdre Phase tbergeht. Ein dhnlicher Befund
hinsichtlich eines Defekts der postexponentiellen Wachstumsphase konnte in der
Vergangenheit in unserer Arbeitsgruppe bereits bei anderen metabolischen Defekten, die mit
einer Anderung des Krebszyklus-abhangigen Stoffwechsels einhergehen, gezeigt werden.
Entsprechend zeigte ein mit unserer AarlRS Mutante durchgefuhrter Azetat-Assay eine
geringere Fahigkeit der Mutante, Azetat zu metabolisieren.

Zusammenfassend st festzustellen, dass die Expression der wichtigen S. aureus
Virulenzfaktoren Eap und Emp, insbesondere durch Osmolaritdt- und Kationen-bedingte
Umweltbedingungen, nachhaltig beeinflusst werden. Als Mechanismus fir diese
Beeinflussung konnten wir durch Exposition mit ,,Supercoiling“-Inhibitoren und einer
Analyse einer S. aureus arlRS-Deletionsmutante (mit konsekutivem Defekt im DNA
,,Supercoiling*) eine Anderung der Transkriptionsbedingungen wahrscheinlich machen. Diese
detaillierte Analyse der Eap- und Emp-Expression erlaubt damit ein besseres Verstéandnis tber
die Virulenz-Adaptation von S. aureus unter unterschiedlichen, in vivo vorliegenden
Bedingungen und damit den Bedingungen fir bakterielle Invasion und nachfolgende
Infektion. Diese Beobachtungen sind insbesondere wichtig, da sie neue Wege aufzeigen
konnen, die Pathogenese oder den Verlauf einer invasiven Infektion durch diesen potentiell

hoch virulenten Erreger zu beeinflussen.



Summary

S. aureus is a human pathogen, which has become increasingly important with respect to
nosocomial infections in recent years. It has been implicated in septicemia, endocarditis, bone
and wound infections as well as abscess formation. Since the inception of antimicrobial
treatment, the bacteria has developed resistance to nearly all classes of Antibiotics and the
global dissemination of multi-resistant strains has become an important issue for Patients and
medical staff alike.

The expression of virulence factors is of immense importance in the development of

invasive S. aureus infections, due to the fact that they mediate the pathogenicity of the
Bacteria.
Various studies have shown that S. aureus is able to adapt it's virulence gene expression to
many environmental factors. This work is focused on the genes eap and emp, which code for
the extracellular adhesion protein and extracellular matrix protein, respectively. These genes
have not been investigated for differences in expression due to environmental conditions.

The environmental conditions which affect the pathogenicity of S. aureus from it's
persistence on organically inert surfaces, to it's colonisation of the skin and finally invasive
infection are characterised by a marked variation in both environmental osmolarity and the
concentration of bivalent cations. Gene expression was examined under both different ion
concentration (NaCl, Mg, Ca”"), and environmental stress (in the form of osmolarity). The
gene expression was tested in a luminescence-reporter-gene assay. In addition, it was
established by detailed analysis of growth of the bacteria that the examined environmental
conditions were not affecting it in an adverse way.

All the experiments were performed in MBB supplemented with the various additives.
The resultant growth curves were similar to that of the reference medium with the exception
of the medium supplemented by 0.5 mM EDTA which demonstrated a considerable reduction
in growth while the medium supplemented with 0.25 % citrate showed a slight increase in
growth.

The analysis showed that there was a correlation between the expression of both eap and
emp and the concentration of NaCl in the medium. The optimal NaCl concentration for eap
expression was between 0 and 0.25 M, which is approximately the normal concentration in
MBB. In contrast, there was a clear inhibition of gene expression noted after a
supplementation of 1 M NaCl. That this was due to the osmolarity and not to the NaCl
concentration was confirmed in tests with other additives which affect osmolarity, i.e. 1 M
sucrose and 1 M KCL. When MBB was supplemented by the chelator EDTA, or with CaCl,,
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it was noted that there was also a reduction in the expression of both genes. Addition of the
chelator citrate showed an increase in the expression of eap while addition of MgCl, showed
an increase in the expression of emp.

These results showed that under different environmental conditions S. aureus is able to
change the expression of eap and emp. One mechanism that could explain the adaptivity of
the gene-expression is a change in supercoiling of the DNA. Previous studies demonstrated a
change of supercoiling due to modifications of pH of the environment or the osmolarity. After
our results showed a massive reduction of the gene-expression under 1 M NaCl or the other
osmolar-effective supplemented mediums, we started an investigation on changes on the
tertiary structure of the DNA and correlated changes in the eap-expression. For these
experiments we used a gyraseinhibitor, Novobiocin, in subinhibitory concentrations. The
optimal subinhibitory concentration was proved by analysis of growth curves of different
concentration of Novobocin. These showed that supplements of 0.5 ng/ml and 5 ng/ml
Novobiocin, respectively, did not show any reduction in growth, whereas concentrations of 20
ng/ml and 40 ng/ml did so. The greatest increase in gene expression in the reporter-gene assay
was noted at the concentration of 5 ng/ml Novobiocin. These results led us to conclude that a
modification of the supercoiling of bacterial DNA gyrase was a cause of the differences noted
in gene expression under different osmolarities.

The arlRS-system is known to influence DNA supercoiling. A deletion mutant was
constructed to assess the extend to which the arlRS-system influenced environmentally
dependent gene expression in S. aureus. This mutant existed already in the S. aureus strain
BF21 and was transformed for a better comparison with our results to our strain Newman by
phage transduction. At first the Eap-expression was tested on the protein level with an SDS-
PAGE followed by tests on the gene-level by mRNA expression with RT-PCR. On the
protein-level, a lower Eap production was observed in the arlRS-mutant than in the wildtype
(WT); this result was confirmed by the results on the gene level with the analysis of the RT-
PCR results. Interestingly, the parallel growth curves showed that the arlRS-mutant has no
post-exponential growth phase; the stationary phase starting directly after the exponential
growth phase. Similar results regarding the absence of the post exponential growth phase
were noted in studies of those metabolic defects which cause changes in the TCA cycle. We
therefore performed an acetate assay with the arlRS mutant in which it was noted that it was
less able to metabolize acetate.

To summarize the results, we can say that the expression of the important S. aureus
virulence factors eap and emp is substantially influenced by differences in osmolarity and
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cation concentration. A possible mechanism of this influence may be a change in
transcription, as evidenced by the results of experiments with supercoiling inhibitors and a S.
aureus deletion mutant (with a consequent defect in DNA supercoiling). This detailed
analysis of eap-and emp expression allows for a better understanding of the virulence
adaption of S. aureus under different in vivo conditions and therefore the factors predisposing
to bacterial invasion and subsequent infection. These observations are important because they
show new ways to influence the pathogenicity or the process of invasive infection due to this

highly virulent pathogen.



2. Einleitung

2.2 Charakterisierung von S. aureus

Seit seiner Erstbeschreibung durch Alexander Ogston vor (ber 100 Jahren ist die
Bedeutung von Staphylococcus aureus als Erreger schwerer, auch unter wirksamer
antimikrobieller Therapie nicht selten todlich verlaufender, Infektionen gesichert. Der Erreger
gehort zu den am besten untersuchten humanmedizinisch bedeutsamen Erregern, und im
Laufe der jahrzehntelangen Forschung haben sich unzéhlige Aspekte ergeben, die insgesamt
unser Verstandnis von diesem hochadaptiven, an den Warmbluter-Wirt aber auch an adverse
Umgebungsbedingungen sich optimal anpassenden Erreger vervollstandigen.

S. aureus gehort zur Familie der micrococcaceae, die wiederum zu den gram-positiven
Kokken gehdren. Die Bakterien dieser Gruppe besitzen eine kugelige Form von der GroRie 1
um und bilden keine Sporen. lhre nicht-parallelen Teilungsebenen resultieren in einem
Kolonie-Wachstum in Form von Haufen oder ,,Trauben*, daher rihrt auch dem Name, denn
otapyroc aus dem Griechischen bedeutet ,,Traube* (Abbildung 1). Zur Gruppe der
Staphylokokken gehoren 30 Spezies und Subspezies, darunter auch andere humanpathogene
Erreger wie Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus haemolyticus. In dieser Gruppe
ist S. aureus der wichtigste Vertreter fiir die Human-Medizin in Bezug auf bakterielle Infekte
(Murray, 2007). Auch fur die Veterindrmedizin spielt S. aureus eine bedeutende Rolle,
besonders beim Krankheitsbild der bovinen Mastitis. Hier nimmt S. aureus nach den
koagulase-negativen Staphylokokken eine fuhrende Rolle ein (Ferguson, 2007). Ebenfalls
konnte eine Transmission von Tier zu Mensch gezeigt werden. In einer Studie von
Farmarbeitern und Kithen mit Mastitis konnte eine hohe Ubereinstimmung des S. aureus-

Isolates bei Mensch und Tier gefunden werden (Tiwari, 2007).
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Abbildung 1: A Mikroskopisches Bild: traubenartiges Wachstum von S. aureus

B Wachstum von S. aureus auf einer Blutagarplatte

S. aureus ist ein fakultativer Anaerobier, der auf Ndhrmedien porzellanartige, gelbliche,
konvex geformte Kolonien bildet (Abbildung 1). Oft bilden sich Hamolysezonen um die
Kolonien, die durch membranwirksame Toxine, insbesondere o-Toxin, verursacht werden.
Die Anspriche an die Nahrbdden sind gering. Die Pathogenese der verschiedenen
Krankheiten durch S. aureus beruht auf den von diesem Erreger produzierten Pathogenitats-
und Virulenzfaktoren (u.a. Toxine und Exo-Enzyme). Die Diagnose einer S. aureus-Infektion
erfolgt im Regelfall durch klassisch-mikrobiologische Verfahren, insbesondere Mikroskopie
mit Gramfarbung und anschlieBende kulturelle Anreicherung. Nach Isolierung des Erregers
erfolgt die Genus- und Speziesdifferenzierung mittels Plasmakoagulase- und/oder Clumping-
Faktor-Test; Bestatigungsteste konnen durch den Nachweis von S. aureus-spezifischen Genen
(insbesondere nuc, verschiedene fem-Faktoren, oder — wie kirzlich beschrieben — auch das in
dieser Arbeit untersuchte eap (Hussain et all., 2007) mittels Nukleinsédure-Amplifikations-
Testung (NAT) erfolgen. Das Vorhandensein spezifischer Enterotoxine oder des Toxischen—
Schock-Syndrom-Toxins-1 (TSST-1) kann immunbiologisch bestimmt werden; auch hier sind
jedoch heutzutage molekulare Nachweisverfahren etabliert und werden zunehmend primar
eingesetzt. Weiterhin existieren die Mannitose-Fermentation und der Desoxyribonuklease-

Test zur Identifizierung (Murray, 2007).

2.3 Infektionen

S. aureus ist der hdufigste nosokomiale Erreger. Dort tritt er haufig als MRSA auf. Die
Voraussetzung fir die Infektion ist die Kolonisation; einer Kolonisation muss nicht

zwangslaufig eine Infektion folgen. Neben Patienten kénnen auch Krankenhaus-Mitarbeiter
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mit S. aureus/MRSA kolonisiert sein (Lee, 2007). Ob eine Infektion erfolgt, hdngt von den
Wirtsfaktoren und der Pathogenitat und Virulenz des Bakteriums ab.

Préadilektionsstellen von S. aureus sind Haut und Schleimhdute, Nase, Achsel, Vagina und
Rachen. Haufigstes Gebiet ist die Schleimhaut des vorderen Nasenraumes. In der Nase
scheint Mucin der kritische Wirtsfaktor zu sein, der zur Kolonisation fiihren kann. Das Risiko
fir eine Infektion steigt bei Vorhandensein von Fremdkdrpern im Organismus, wie z. B.
Katheter.

Die Erregerausbreitung erfolgt tber Hautkontakt, sowie aerob. Eine weitere Quelle sind
unbehandelte Oberflachen in der Umgebung des Patienten, da S. aureus féahig ist, bis zu
mehreren Wochen auf Oberflachen zu uberleben (Boyce, 2007; Kolmos, 2007). Patienten mit
erhdhtem Risiko fir eine S. aureus-Infektion sind Diabetes mellitus Erkrankte,
Drogensiichtige, Dialysepatienten, HIV-Infizierte sowie Menschen mit angeborener
Immunschwache.

Krankheiten, die S. aureus verursacht, konnen in vier Gruppen eingeteilt werden; diese
kénnen durch die unterschiedlichen Angriffspunkte im Korper definiert werden.

Zum einen zu nennen ist die invasive Infektion. Ein charakteristischer Vertreter ist hier die
Endokarditis. Diese Infektionen entstehen nach dem Eindringen der Erreger durch die Haut;
entweder verursachen sie direkt eine lokale Entzindung oder breiten sich uber den Blutweg
aus und penetrieren verschiedene Gewebe. Hierbei spielen die MSCRAMM eine grofe Rolle
bei der Invasion, sogar in Knochen und Gelenke (Tierversuch), vermittelt (iber das Kollagen-
bindende Protein. S. aureus ist ebenfalls fahig direkt an das Endothel zu binden, oft erleichtert
durch kleinere Endothelldsionen. Die Wundheilung im menschlichen Korper lauft tber die
Aktivierung der Faktoren Fibronektin und Kollagen, die Thrombusvernetzung uber
Fibrinogen. An diese Faktoren kann S. aureus binden; Uber eine Art
Phagozytosemechanismus kann das Bakterium in die Zelle aufgenommen werden und damit
eine zellulare Veranderung bewirken, die dann die Formation von Absiedlungen beginstigt.

Die néchste Gruppe sind die Intoxikationen, die entstehen, indem praformierte Toxine
aufgenommen werden. Hier sind zu nennen: Enteritiden und Lebensmittelvergiftungen. Die
Toxine sind Enterotoxine (A-H); diese sind Superantigene mit pyrogener Aktivitat.
Superantigene sind gekennzeichnet durch ein Molekulargewicht von ca. 35 kDA und einer
Hitzestabilitat bis tiber 100°C. Sie weisen eine gewisse Ahnlichkeit mit T-Zellen auf, daher
binden sie an MHCII-Molekiile mit einer nachfolgenden Immunaktivierung tber eine T-

Zellaktivierung, Makrophagenaktivierung und Zytokinfreisetzung als Mediatoren.
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Die dritte Gruppe sind Toxin-vermittelte Erkrankungen. Darunter fallen SSSS und TSS.
Diese agieren uber ahnliche Mechanismen wie die Toxikosen, da hier ebenfalls Toxine eine
Immunreaktion hervorrufen. Diese Toxine sind zum Teil Exfoliativ-Toxine.

Die letzte Gruppe sind die Biofilm-assoziierten Infektionen. Das Einbringen jeglicher
Fremdkorper stellt ein Infektionsrisiko dar. Das Bakterium bildet auf der Katheteroberflache
einen Polysaccharidfilm, der eine Infektion erleichtert (Kap.2.4.5). Pradisponiert fiir diese
Infektionen sind Menschen mit AIDS, langjéhriger IL-2 Behandlung und Personen mit
schwerer Niereninsuffizienz sowie Diabetes mellitus. Bei diesen besteht die Gefahr, dass die
Infektionen schwerer, zum Teil auch mit Bakteriamie verlaufen (Lowy, 1998; Mandell,
2007/2008).

2.4 Virulenzfaktoren

Das Genom besteht aus einem zirkuldren Chromosom (seine ungefahre Lénge betrégt
2.800 Mbp). Erst vor wenigen Jahren war es moglich, das komplette Genom zu sequenzieren
(Kuroda, 2001). Das Genom besteht aus vielen unterschiedlichen Genen. Viele davon
scheinen durch lateralen Transfer Ubertragen worden zu sein. Dabei finden sich auf dem
Chromosom multiple mobile S. aureus Pathogenitétsinseln, z. B. ,,toxic shock syndrome toxin
island* (SaPI1 15kb) (Ruzin, 2001), ,,exotoxin island“, ,,endotoxin island*; diese sind daflr
verantwortlich, dass S. aureus Gene anderer Organismen Ubernehmen kann, z. B. die diversen
Antibiotikaresistenzen. Weiterhin konnten Duplikationen von Genen flr Superantigene
analysiert werden. Dies konnte erklaren, warum S. aureus Organismen verschiedener

genetischer Herkunft infizieren kann (Kuroda, 2001).
2.4.1 Zellwand

Die S. aureus Zellwand besteht zu 50 Prozent aus Peptidoglykan. Das Peptidoglykan
wiederum setzt sich zusammen aus abwechselnden Polysaccharid-Untereinheiten von N-
Acetylglukosamin und N-Acetylmuraminsdure, die Uber 1,4-Positionen [-glykosidisch
verbunden sind (Lowy, 1998). Unterschiedliche Strukturen, wie z.B. Adhédsionsmolekiile, die
in der Zellwand verankert sind, bedingen auch eine unterschiedliche Koagulationsfahigkeit.
Wichtige Bestandteile der Zellwand sind die Lipoteichonsduren (LTA) und die
Wandteichonsauren (WTA). Die Lipoteichonsdure (LTA) ist ein Glycerolphosphat-Polymer,
das kovalent mit einem Glykopeptidende an einem Peptidoglykan in der Zytoplasmamembran
verankert ist. Das Peptidoglykan selbst ist resistent gegen die hydrolytische Aktivitat von
Lysozymen. Eine Verbindung mit Teichonsduren verstarkt diese Resistenz noch. Die WTA
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sind komplexer aufgebaut als die LTA und ebenso mit einem Peptidoglykan verankert
(Kohler, 2005). Ein Effekt der LTA sowie den Peptidoglykanen besteht in der Modulation der
phagozytischen Antwort tber TLR-2. TLR-2 (toll-like receptor) ist ein Membranrezeptor des
angeborenen Immunsystems, der bakterielle Bestandteile erkennt. Sobald Bakterien zugrunde
gehen, werden die Lipoteichonsauren und Peptidoglykane frei. Diese binden an das Membran
Protein CD14 auf Makrophagen. Zusammen mit TLR-2 wird die Zelle aktiviert, NF-kappaB,
einen Transkriptionsfaktor, der auch fur Entziindungsproteine kodiert, TNF-o und IL-1pB
auszuschitten. Es erfolgt eine Immunreaktion (Schwandner, 1999; Hennecke, 2005). Ein
Fehlen der WTA fuhrte in Experimenten (in vitro) zu einer bis zu 70% verminderten
Interaktion mit dem Endothel und somit auch zu einer verringerten Virulenz (Weidenmaier,
2005).

2.4.2 Kapsel

Die Kapsel spielt eine wichtige Rolle in der Virulenz des Bakteriums; sie besitzt
verschiedene Funktionen: zum Einen der Schutz vor Phagozytose, Schutz des Bakteriums vor
Austrocknung sowie Erleichterung der Anhaftung an Oberflachen (Lowy, 1998; Mandell,
2007). Mehr als 90 % der S. aureus Stamme produzieren eine Kapsel (Lee, 1994). Die Kapsel
besteht aus Polysacchariden. Eine Analyse der Feinstruktur der Polysaccharide ermdglicht
eine genaue Unterteilung in bislang 11 Serotypen. Die Typen 5 und 8 sind zu 92 %
verantwortlich fir menschliche Infektionen. Die restlichen 8 % konnten nicht tber Antikorper
gegen 5 und 8 typisiert werden. Allerdings konnte man das Antigen 336 identifizieren, das ein
Polyribitol-phosphate-N-acetylglucosamin ist, ahnlich den Teichonséuren (Roghmann, 2005).
Die meisten Methicillin-resistenten S. aureus Stdmme exprimieren einen Kapseltyp 5 (Pak,
1999).

2.4.3 Oberflachenproteine

Es existieren zwei groBe Gruppen von Oberflachenproteinen. Einmal die Gruppe der
,microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules* (MSCRAMM). Diese
besitzen ein LPXTG-Motiv. Dieses Motiv dient zur Verankerung des Adhasionsmolekdls und
der bakteriellen Zelloberflache (Foster, 1998). Ein wichtiger Faktor dieser Verankerung stellt
das Enzym Sortase dar, das in der bakteriellen Zellmembran verankert ist. Dieses wird
benodtigt, um die Oberflachenproteine mit der Zellwand zu verbinden und stellt somit
ebenfalls einen Pathogenitatsfaktor dar. Homologe Enzyme konnten in anderen
Bakterienspezies nachgewiesen werden (Mazmanian, 2000). Zu dieser Gruppe gehoren
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Protein A (spa), clumping faktor A und B (CIfA und CIfB), die Fibronektin-Bindeproteine
(FnBPA und FnBPB) sowie das Kollagen-Bindeprotein (Cna). Neben Genannten existieren in
S. aureus jedoch noch eine weitaus groRere Zahl von Sortase-abhangigen
Oberflachenproteinen, deren biologische Bedeutung erst in jlngster Zeit zu verstehen
begonnen wird (Chavakis et all.,, 2007). Die zweite Gruppe von S. aureus
Oberflachenproteinen ist die Gruppe der SERAM (,,secretable expanded repertoire adhesive
molecules®), zu denen die Koagulase (Coa), ,,von Willebrandt factor binding protein*
(VWhbp), ,.extracellular fibrinogen binding protein“ (Efb), ,.extracellular matrix binding
protein“ (Emp) und das ,.extracellular adhesive protein“ (Eap) gehoren. Diese Proteine
besitzen kein LPXTG-Motiv und sind nicht kovalent, im Wesentlichen durch bisher nicht

identifizierte Bindemechanismen mit der Zelloberflache verbunden (Chavakis, 2005).
2.4.4 Toxine und Enzyme

Fur die Virulenz und Pathogenitat sind die gebildeten Toxine und Enzyme zu einem
groBen Teil mitverantwortlich. Die wichtigsten Toxine sind: Supertoxine (Entero-Toxine,
Exfoliativ-Toxine), Hamolysin (o, B, y) sowie Leukotoxine. Weiterhin sind einige Enzyme zu
erwéhnen: Koagulase, DNAse, Staphylokinase und Hyaluronidase. Diese sind wichtig fur das
Uberleben des Bakteriums im Kérper (z.T. durch Fibrinpfropfbildung und Auflésung).

Seit langerem ist bekannt, dass die Expression von Toxinen und Zelloberflache-Molekiilen
eine starke Abhéngigkeit von der jeweiligen Wachstumsphase, in der sich die
Mikroorganismen befinden, aufweist.

Anhand der dargestellten Wachstumskurve (Abbildung 2) ist ersichtlich, dass das
Bakterium verschiedene Phasen durchlduft. Die Wachstumskurve beginnt mit der lag-Phase
(ca. 1-2 h); hier beginnt das Wachstum der Bakterien; darauf folgt die log-Phase; dies ist die
Phase des exponentiellen Wachstums. Danach geht die Kultur in die post-exponentielle Phase
iiber; diese stellt eine Ubergangsphase zwischen der exponentiellen und der stationaren Phase
dar. Die stationare Phase ist durch eine stabile Bakterienzahl gekennzeichnet und geht am
Ende in den langsamen Tod der Kultur tber, da die Uberlebensbedingungen, also
Nahrungsangebot/pH-Wert, sich zunehmend verschlechtern. In den verschiedenen Phasen
werden unterschiedliche Proteine produziert. Fir diese Arbeit wurden Eap und Emp
betrachtet, die zu den Oberflachenproteinen gehéren und in der Exponentialphase (log-Phase)

produziert werden. In den spateren Phasen werden Toxine und Exoenzyme produziert.
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Abbildung 2: schematische Darstellung einer bakteriellen Wachstumskurve (Cheung, 2002)
2.4.5 Biofilm

Der Biofilm entsteht, indem Bakterien nach der Adhésion beginnen Polysaccharide zu
produzieren, die miteinander verkleben und so einen einheitlichen Film bilden k&nnen
(Harraghy, 2006) (Abbildung 3). Das Einbringen von Fremdkdrpern allein stellt schon einen
Risikofaktor fir eine Infektion dar (Seifert, Farr, 2004). Nach S. epidermidis stellt S. aureus
den zweithdufigsten Erreger bei Katheter-assoziierten Infektionen dar. Allerdings sind nur
einige Stdimme von S. aureus fahig, sich zu einem Biofilm zu gruppieren. Auf den Kathetern
sammeln sich Faktoren aus dem Blut, wie Fibronektin, an wund stellen eine
Adhasionsmdglichkeit fur das Bakterium dar. Dadurch wird die Infektion erleichtert und ein
Angreifen von Antibiotika erschwert. Somit ist die Produktion eines Biofilms als

Virulenzfaktor zu werten.

Abbildung 3: Biofilm produziert von S. aureus (Harraghy, 2006)
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2.5 Eapund Emp

251 Eap

Eap gehort zur Gruppe der ,,secretable expanded repertoire adhesive molecules (SERAM)
(siene 2.4.3). Die GroRe des Proteins ist Stamm-abhéngig. Sie variiert zwischen 60 und 72
kDa. Eap kann in fast allen Stammen von S. aureus gefunden werden (Hussain, 2007), im
Gegensatz zu Koagulase-negativen Staphylokokken Spezies, wie S. epidermidis, welche kein
Eap besitzen (Hussain, 2007). Mittels PCR konnten drei verschieden groRe PCR-Stiicke
isoliert werden. Eine Analyse ergab eine L&nge von 689 Aminoséuren. Darin enthalten ist
eine Signalsequenz sowie eine Domaéne, die sich sechs Mal wiederholt. Ein Teil dieser
Doméne weist eine groRe Ahnlichkeit mit einem MHCII-Komplex auf, weshalb Eap zuerst

Map (,,MHCII analogous protein“) genannt wurde (Harraghy, 2003).
25.2 Emp

Das im Vergleich zu Eap bisher deutlich weniger untersuchte SERAM Emp besitzt ein
Molekulargewicht von 40 kDa. Man weil}, dass Emp mit Fibronektin, Fibrinogen, Kollagen
und Vitronectin interagiert. Durch Studien wurde belegt, dass Emp-Mutanten weniger an
Fibronektin und Fibrinogen binden als der Wildtyp, sodass eine Rolle bei der Adhdsion

wahrscheinlich ist, was aber noch nicht genauer untersucht wurde (Hussain, 2001).
2.5.3 Bislang bekannte Wirkungen von Eap (Emp)
2.5.3.1 Adhasion

Eap kann eine Agglutination bewirken, wobei sich die Bakterien gruppieren. Dies
geschieht durch eine Verénderung der Proteinstruktur in eine oligomere Form (Palma, 1999).
Dadurch wird die Adhasion verbessert. Ebenso besteht offensichtlich ein grél3erer Schutz vor
der Immunabwehr des Wirts. Dies muss aber noch weiter erforscht werden.

Eap kann auch an extrazellulare Matrixproteine binden, zum Beispiel an Kollagen I,
allerdings nicht an Kollagen Il, sodass hier die Annahme besteht, dass Eap eine spezielle
Bindungskonfiguration erkennt. Der genaue Mechanismus ist allerdings noch nicht geklart
und bedarf weiterer Erforschung (Hussain, 2002).

Sezerniertes Eap bindet an die Oberflache von S. aureus zurtick. Eap ist in der Lage, mit
sich selbst zu interagieren. Dartiber hinaus bindet Eap offensichtlich an bakterielle Strukturen,

die zur Verankerung sezernierten Eap’s mit der Zelloberfliche dienen. Hier ist insbesondere
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eine neutrale Phosphatase beschrieben worden. Auch an andere S. aureus Zellwandstrukturen,
wie Teichonséduren (insbesondere Teichonsauren mit kationischen D-Alanin-Resten), kann
Eap binden (Harraghy, 2003). Die Eap-vermittelte Agglutination stellt man sich daher als
molekulare Briickenbildung von einem oder mehreren Eap-Molekilen mit Bindungsstellen
auf der Staphylokokken-Zelloberflache vor. Im Unterschied zu S. aureus konnte gezeigt
werden, dass flr andere bakterielle Spezies wie S. epidermidis, S. mutans und E. coli eine
geringere Eap-vermittelte Agglutination (und auch mdgliche Bindung) nachweisbar war
(Harraghy, 2003).

2.5.3.2 Interaktion mit eukaryontischen Zellen

2.5.3.2.1 Adhésion an eukaryontische Zellen

Eap ist ein wichtiger Bestandteil bei der Adhé&sion von S. aureus an eukaryontische Zellen,
da einige Studien mit Eap-Deletions-Mutanten eine um 80 % verringerte Adhdsion an
eukaryontische Zellen zeigten (Kreikemeyer, 2002). Ein Versuch mit Eap-Antikorpern zeigte
ebenfalls eine verminderte Adhésion (Hussain, 2002). ICAM-1 wurde als Bindungsmolekul
an der eukaryontischen Zelle identifiziert. Vor allem ist von Bedeutung, dass Eap zu S. aureus
zurlickbinden kann, sodass es die Verbindung im Sinne einer Briicke zwischen
eukaryontischer Zelle, sezerniertem Eap und Eap des Bakteriums darstellt. Eap bindet vor
allem an APC’s, T-Zellen, Epithel-, Endothelzellen und Fibroblasten.

2.5.3.2.2 Invasion von eukaryontischen Zellen

Eap spielt eine Rolle in der Internalisation von S. aureus in eukaryontische Zellen. Einige
Studien belegten, dass eine Adhé&sion zundchst an nicht spezialisierte Phagozyten erfolgt und
dann eine Internalisation. Diese Anbindung war bei Eap-Deletions-Mutanten schlechter als
beim Wildtyp. Daruber hinaus zeigte eine vorherige Behandlung von S. aureus Zellen mit
Anti-Eap Antikorpern eine verschlechterte Internalisation sowohl beim Wildtyp als auch bei
der Deletions-Mutante (Haggar, 2003). Der genaue Weg der Internalisation ist noch nicht
geklart (Dziewnowska, 1999).

2.5.3.2.3 Veréanderung der Angioneogenese und verschlechterte Wundheilung
Isoliertes Eap kann eine verzogerte Wundheilung vermitteln. Die korpereigene
Immunabwehr wird gehemmt und eine Vaskularisierung des Wundgebietes verhindert. Eine
Blockade der mitotischen und Wachstumstendenzen erfolgt (ber eine Blockade von VEGF

(vascular endothelial growth factor) und bFGF (basic endothelial growth factor). Weiterhin
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wird auch die Expression von TF (tissue factor) inhibiert (Athanasopoulos, 2006; Sobke,
2006).

2.5.3.3 Immunmodulatorische Effekte

Allgemein gesprochen hat sich durch zahlreiche Studien der letzten Jahre eine anti-
inflammatorische Wirkung fir Eap herauskristallisiert. Die einzelnen Komponenten werden

im Folgenden genauer beschrieben.

2.5.3.3.1 Interaktion mit ICAM-1

Durch die vorher beschriebenen Effekte im Zusammenhang auf Bindung an
eukaryontische Zellen inhibiert Eap eine Uber B,-Integrin- und Urokinase-vermittelte
Leukozyten-Reaktion. Dadurch ist keine Adhasion der Leukozyten ans Endothel sowie keine
Extravasation durch das Endothel méglich. Darlber hinaus wird die Interaktion von ICAM-1
mit Mac-1 und LFA-1 (lymphocyte function associated molecule) geblockt. Dies bewirkt eine
negative Interaktion mit APC’s und T-Zellen. Weiterhin wird in der Anwesenheit von Eap die
Invasion von Neutrophilen und Makrophagen ins Gewebe unterdrtickt. In dieser Studie wurde
ebenfalls festgestellt, dass Maduse, die mit einem Eap-positiven Stamm infiziert waren, im
Falle einer bakteriellen Peritonitis ein 2-3fach geringeres Neutrophilen-Recruitment
aufwiesen, als Eap-negative Stamme (Chavakis, 2002). In einer Studie (Xie, 2006) konnte
belegt werden, dass Eap eine antiinflammatorische Wirkung im medizinisch wichtigen
Krankheitsbild der Multiplen Sklerose hat. Eap blockiert das pB-Integrin abhéangige
Neutrophilen-Recruitment und interagiert mit ICAM-1. Daraus ergibt sich eine verringerte T-
Zell-Adhésion an ICAM-1 und TNF-aktiviertes menschliches Gewebe. Letztendlich bewirkt
Eap eine Unterdriickung der Autoimmun-Enzephalitis, bisher allerdings nur experimentell.
Erst 2004 konnte gezeigt werden (Haggar, 2004), dass Eap Neutrophile daran hindert, an
nicht stimulierte und TNF-a stimulierte Endothelzellen zu binden. Daraus folgt eine
verminderte Transmigration der neutrophilen Zellen. Dies begriindet eine verminderte

Inflammation des betroffenen Gewebes.

2.5.3.3.2 Interaktion mit Lymphozyten
T-Helferzellen sind ein wichtiger Bestandteil des menschlichen Immunsystems.
Unterschieden werden zwei Typen: Thl-Zellen und Th2-Zellen. Diese unterscheiden sich
unter anderem durch ihre unterschiedliche Aktivierung mittels Interleukinen. So werden Th1l-

Zellen durch 1L-12 aktiviert, wahrend Th2-Zellen durch dieses Zytokin gehemmt werden. Die
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umgekehrte Reaktion erfolgt durch IL-4. Thl-Zellen bewirken vor allem eine Interferon-
Ausschittung und eine 1gG2 Produktion, wohingegen die Th2-Zellen-Antwort in einer
Aktivierung eosinophiler Granulozyten und IgGl und IgE Induktion resultiert. B-Zellen
bilden den humoralen Teil der Immunantwort. Sie kénnen sowohl durch T-Zellen, hier Th2,
als auch unabhangig davon aktiviert werden.

Eap kann die Proliferation von B-Zellen fordern. Dadurch kann die IL4 Produktion
gesteigert werden. Dies wiederum bewirkt durch eine vermehrte Differenzierung von T-
Zellen zu Th2 eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Thl- und Th2-Zellen. Als
zugrunde liegenden Prozess kann man die Interaktion mit ICAM-1 oder eine Ahnlichkeit der
bakteriellen Superantigene mit denen von Eap vermuten (Jahreis, 2000). Fiir Map wurde eine
Verénderung der T-Zell-Funktion bestatigt. Versuche mit rekombinantem Map zeigten eine
verringerte T-Zell Proliferation und eine verringerte allergische Spatreaktion. In vivo ergaben
sich verminderte Arthritis, Osteomyelitis, sowie verminderte Abszessbildung in einem
Mausmodell bei den Minusmutanten (Lee, 2002).

An peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) konnten verschiedene Reaktionen auf
Eap beobachtet werden. Niedrigere Konzentrationen induzierten eine Proliferation, wéhrend
hohere Konzentrationen eine Inhibierung der T-Zell-Proliferation zur Folge hatten. Ebenfalls
ergaben sich nach einer inhibierenden Konzentration gehduft B-Zell und T-Zell Tod. Diese
Effekte konnten durch einen speziell hergestellten Anti-Eap Antikorper verhindert werden.
(Haggar, 2005).
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2.6 Regulatoren von Eap und Emp

2.6.1 Schema des globalen Zusammenhangs

Die Regulation von Eap/Emp ist ein Komplex verschiedener Regulatoren, von denen
bisher nur einige bekannt sind. In Abbildung 4 wird ein Ubersichtsschema Gber die bisher

bekannten Regulationswege dargestellt.
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Abbildung 4: Schema des interaktiven Zusammenhanges (Cheung, 2004)
2.6.2 agr (akzessorischer Genregulator)

agr ist einer der am langsten bekannten Regulatoren von Virulenzgenen. agr besteht aus 4
Genen: agrA, agrB, agrC, agrD. agrB ist eine Membran-gebundene Protease. Diese
modifiziert ein von agrD gebildetes Préapropeptid, das letztendlich als bakterielles Pheromon
agiert. Dieses Pheromon wird von einer Membran-gebundenen Sensor-Kinase (agrC)
registriert, die wiederum den zytoplasmatischen Regulator (agrA) aktiviert. agr hat
verschiedene Transkripte RNAII und RNAIII mit ihren jeweiligen Promotoren P2 und P3.
Davon stellt RNAIII das Effektormolekiill dar. Es wird vor allem am Ubergang der
postexponentialen Phase zur stationdren Phase exprimiert (Lindsay, 1999). agr kann von

Umweltfaktoren, wie z.B. pH-Wert, beeinflusst werden (Regassa, 1992).
2.6.3 sar (staphylokokken akzessorischer Aktivtor)

sar ist der Genlokus fir das DNA-Bindungsprotein SarA. Allerdings existiert nicht, wie
vorher vermutet, ein Genlokus, sondern ein ORF von 375 bp mit drei Promotoren (sarP1
(proximal), P2 (distal), P3 (distal)) (Cheung, 2005). P1 und P2 werden vor allem in der
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.exponential Phase“ produziert, wohingegen das Maximum fir sarP3 in der
postexponentiellen Phase liegt. Diese drei Loci enden an derselben Stelle und kodieren
gemeinsam fur SarA. SarA selbst kann an seinen eigenen Promotor binden und damit die
Expression herunterregulieren (Cheung, 2008). Nach weiteren Untersuchungen wurden noch
weitere SarA-dhnliche Produkte gefunden, die nun zur SarA-Homologen Familie
zusammengefasst werden. Dabei konnen zwei Gruppen unterschieden werden; einmal kleine
basische Proteine und zum anderen Zwei-Domanen Proteine, in denen eine Region enthalten
ist, die Ahnlichkeit mit den kleinen basischen Proteinen aufweist (Cheung, 2002). In den
neuesten Studien konnten die frilheren Annahmen, dass es 3 verschiedene Gruppen (1.
einzelne Domane, 2. doppelte Doméne sowie 3. MarR Homologe) gibt, korrigiert werden.
Wahrscheinlich ist die Struktur der ganzen SarA-Homologen Familie eine ,,winged helix
Proteinstruktur® (Cheung, 2008). Dabei wurde auch die vorher schon erwahnte Rolle in der
Regulation von agr untersucht. SarA und SarR binden an agr und laut einer Geluntersuchung
auch an derselben Stelle des agr Promotors (Manna, 2006). Nach diesen Ergebnissen soll
SarA an den P2 Promotor binden und daruber sowohl RNAII und daher auch RNAIII positiv
reguliert werden. Somit kann es auch in einer indirekten Funktion in die Regulation von Eap

und Emp eingreifen.
2.6.4 sigmaB

Denaturierter Sigma-Faktor ist einer der Regulatoren fur viele Virulenzgene wie sarC, agr
und vermutlich sarA. Allerdings ist ¢° auch fahig, andere Virulenzgene direkt zu regulieren.

Zuerst wurde ¢°

in Bacillus subtilis gefunden. Dort ist der Faktor fur die Stress- und
Hitzeschock-Antwort verantwortlich. Es existieren drei Promotoren fiir sigmaB. sigBP1 wird
vermehrt am Anfang, sigBP2 wéhrend des ganzen Wachstums und sigBP3 vor allem am
Ubergang von der exponentiellen zur stationaren Phase transkribiert. Man vermutet, dass
sigBP2 die Transkriptionsprozesse steuert (Senn, 2005). Weiterhin existiert ein 4-Gen-Operon
aus rsbU, rsbV, rsBW und sigB, dessen Produkt insgesamt die Aktivierung von ¢° vermittelt.
o® hat keine direkte regulatorische Wirkung auf Eap, es wirkt negativ regulatorisch auf

RNAIII (Bischoff, 2004).

2.6.5 sae (S. aureus exoprotein expression)

sae ist ein Regulator der Virulenzgenexpression. Gefunden wurde es durch eine Mutante,

die verschiedene Exoproteine nicht produzieren konnte (Giraudo, 1999; 1994). Der Lokus
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besteht aus 4 ORF's (open reading frames), zwei davon kodieren ein klassisches 2-
Komponentensystem (Novick, 2003; Steinhuber, 2003). Der Genlokus ist sehr grof3. Drei der
Transkripte beginnen oberhalb von saeRS. Diese kodieren fur zwei ,,Reading Frames* saeP
und saeQ. RNAIII soll einen positiven Einfluss auf den Genlokus besitzen. So wie RNAIII
kann auch sae durch Umweltfaktoren beeinflusst werden. Eine sae Mutation hat keinen
Einfluss auf die Expression von agr und sar (Giraudo, 1997). Eine Aktivierung durch agr
konnte in einigen Stdammen beschrieben werden, allerdings ist der genaue Mechanismus daftr
noch ungeklart (Novick, 2003; Giraudo, 2003; Goerke, 2005). sae ist einer der wichtigsten
Regulatoren fir Eap und Emp.

2.7 Bedeutung der Dissertation und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Umweltbedingungen, die die Expression von eap
und emp beeinflussen, zu untersuchen. S. aureus ist in der Lage, an hohe Unterschiede in der
Osmolaritat der Umgebungsbedingungen zu adaptieren. Die Untersuchung der Auswirkung,
insbesondere der Konzentration- mono-und divalenter Kationen- auf die eap und emp
Expression kann uns dann helfen, die Rolle dieser Virulenzfaktoren im Rahmen der
Adaptationsvorgange des Erregers an verschiedene Umweltbedingungen zu verstehen.
Unterschiede in der Regulation kdnnen uns dartber hinaus Aufschluss Gber Mechanismen,
der bisher immer noch nicht vollstandig aufgeklarten Regulationsmechanismen von eap und
emp geben. Insgesamt erhoffen wir uns von diesen Untersuchungen ein verbessertes
Verstdndnis der Pathomechanismen von S. aureus, insbesondere hinsichtlich seiner

adaptierten Virulenzgen-Expression.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Bakterienstamme, Plasmide und Primer

Stamme

S. aureus
Newman

SH1000

RN4220

E. coli
XL-10
DH5a

Plasmide
pPCRScript
pKO10
pSB2035
pPEmMp-
pKO10

pEmpl

Stamm oder Plasmid

Wildtyp
8325-4 Abkommling rsbU+

Restriktions-negativer Strang, 8325 Abkdmmling

E. coli cloning vector, Amp®
R-galactosidase reporter plasmid
gfp-lux dual reporter plasmid

emp-promotor cloned an den Platz des hla-Promotor
in pKO10
DNA Fragment, den emp-Promtor und die partial

coding Sequenz umfassend

Beschreibung

T. Foster, Dublin

Horsburgh et all.
(2002)

Kreiswirth et all.
(1983)

Stratagene

Stratagene

Ohlsen et all. (1997)
Qazi et all. (2001)
Niamh Harrahy

in dieser Studie



pEapl

PEmp-gfp-
lux

Primer
5-3

empPF1

empPR1

empPF21

empPR2

DNA Fragment, das eap-Promotoren-Sequenz und ein
Teil des PCR Skripts enthélt

pEmp-gfp-lux auf P3-Promotor Platz klonierter emp-

Promotor in pSB2035

Primer Sequenz

ACAGAATTCAATTATTTATAATGCACC

CCTAAGCTTTTATATAGACTCAATATTATAAC

CTCAAAATCACAAACCTGCATCTC
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GCGTGATATCCAGGAACTGC

Niamh Harraghy; in

dieser Studie

Quazi et all. (2001)

Funktion

Amplifikation des
emp-Promotors,
Ecorl Abschnitt un-

terstrichen

Amplifikation des
emp-Promotors,
Hindlll Abschnitt

unterstrichen

Amplifikation eines
Teiles des emp-
Promotors und
codierender

Sequenzen fir S1
Mapping und Primer

Extensions Analyse

Amplifikation eines
Teiles des emp-

Promotors und



BF23

BF24

BF2

BF9

EapRT_F
EapRT_R
EmpRT_F
EmpRT_R

GyrBRT_
F1

GyrBRT_
R1

SaeRT_F
SaeRT_R
sarART_F
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ACC AGG ATT AGC GAATAA GAT AGC A

AAC TCT ATT CAGGAATTG TCAGAT A

CGG CAT TAT CTAGAATTATAA AAG CCA

ACC GAAGTT TACAGG AGCCTCT

AAGCGTCTGCCGCAGCTA
TGCATAGGAACATGGACTTTAGAA
CAGAATCGCCTAGATATACACATCCA
GCATGCCCTGGTGTAACAAAATT
GACTGATGCCGATGTGGA

AACGGTGGCTGTGCAATA

AAACTTTGCTTGATAATGCGCTAAA
GTTCTGGTATAATGCCAATACCTTCA
TCAATGGTCACTTATGCTGACAAA

codierender
Sequenzen fur S1
Mapping und Primer
Extensions Analyse

Amplifikation eines
Teiles des Sequenz
von arlRS zur Primer

Extensions Analyse

Amplifikation eines
Teiles des Sequenz
von arlRS zur Primer

Extensions Analyse

Amplifikation eines
Teiles des Sequenz
von arlRS zur Primer

Extensions Analyse

Amplifikation eines
Teiles des Sequenz
von arlRS zur Primer

Extensions Analyse
RT-PCR von eap
RT-PCR von eap
RT-PCR von emp
RT-PCR von emp
RT-PCR von gyrB

RT-PCR von gyrB

RT-PCR von sae
RT-PCR von sae
RT-PCR von sarA
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sarART_R TCAATACAGCGAATTCTTCAAAGC
RNAIII AGGAGTGATTTCAATGGCACAAG
RT F
RNANIRT_ | TGTGTCGATAATCCATTTTACTAAGTCA
R
AsSp23RT_ CAAGAACAAAATCAAGAGCCTCAAT
F
3.1.2 Medien

RT-PCR von sarA
RT-PCR von RNAIII

RT-PCR von RNAIII

RT-PCR von sigB

Als Grundmedium wurde MBB benutzt, weiterhin in einigen Versuchen TSB, BHI, LB
(fur E. coli) benutzt.

Die Angaben beziehen sich auf 1 Liter:

TSB

LB
BHI

MBB

5 g NaCl, 17 g Pancreatic Digest of Casein, 2,5 g Glucose, 3 g Enzym

abgebautes Sojamehl, 2,5 g Dikaliumphosphat

5 g Yeast Extrakt, 5 g NaCl, 10 g Pancreatic Digest of Casein

5 g NaCl, 3 g Glucose, 2,5 g Dinatriumhydrogenphosphat, 6 g Hm-

Herzmuskelinfusion, 6 g Peptisch abgebautes Tiergewebe, 14,5 ¢

Pancreatic Digest of Gelatine

10 g Pepton, 5 g NaCl, 5 g yeast extract, 0,1 g K;HPO,

Zur Herstellung der Medien fir die weiteren Versuche wurde MBB supplementiert mit:
0-1 M NacCl, 0,02 M-1 M Sucrose, 1 M KCI 0,25 % Citrat, 0,5 mM EDTA, 20 mM MgCly,
5 mM CaCl,, 0,5 ng-40 ng /ml Novobiocin
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Zur Elektroporation wurden weiterhin verwendet:

SOC 20 g Bacto Trypton, 5 g Bacto yeast extract, 0,5 g NaCl,
10 ml 250 mM KCI, 5 ml 2 M MgCl,, 20 ml 1 M Glucose

SMM 1,1 ml SSM8 (2x), 1 M Sucrose, 0,04 M Maleic Acid, 0,04 M MgCl2,
pH 6,5

0,1 ml BSA (0,5%)
0,8 ml PAB (4x): 1,5 g Beef extract, 1,5 g yeast extract, 5 g Pepton,
1 g Glucose, 3,5 g NaCl, 3,68 g K;HPO,4, pH 7

3.1.3 Software

Fir die RT-PCR wurde die Software von AbiPrism Biosystems und Excel verwendet.
Fur das Reporter-Gen-Assay die Software der Workstation und Excel.

Fur die Darstellung der Grafiken SigmaPlot, Microsoft Excel und Powerpoint.
3.2 Methoden

3.2.1 Anzucht und Lagerung von Bakterien
3.2.1.1 Anzucht auf Agarplatten

Fur die Agarplatten wird 1,5 % Agar verwendet, das bedeutet fir 100 ml Medium 1,5 g
Agar.

Agar und Medium werden zusammen in der Mikrowelle erhitzt, danach wird der Agar auf
ca. 40°C abgekuhlt; anschlielfend wird das entsprechende Antibiotikum in obiger Dosierung
hinzugeflgt. Pro Platte benutzt man 25-30 ml fliissigen Agar. Wenn die Platten trocken sind,
werden die Bakterien durch Ausstrich 1-2 Tage inkubiert bei 37°C.

Verwendet wurden Blutagar, TSB- ,BHI-, LB-Platten.

3.2.1.2 Anzucht in Flissigmedium

Hierzu wurden flr E. coli LB, fir S. aureus TSB oder MBB verwendet. Zur Anzucht fuigt

man entweder eine Kolonie einer Platte oder eine Beimpfungsose einer Kultur bzw. eines
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-70°C Stocks hinzu. Nach Bedarf werden Antibiotika verwendet. Chloramphenicol in den
Konzentrationen 5 oder 10 ug/ml oder 10 pg/ml Erythromycin, weiterhin 100 pg/ml
Ampicillin. Fir die Ubernachtkultur werden 5 ml Kulturmedium mit der entsprechenden
Menge Antibiotika versetzt, die Bakterien hinzugefiigt und je nach Experiment 12-16 h in
einem Schiittelinkubator (Multitronll der Infors Ag) bei 37°C und 150 Rpm inkubiert. Dies
sind die angewendeten Standardbedingungen fir alle Versuche; Abweichungen werden

angegeben.
3.2.1.3 Erstellen einer Wachstumskurve mittels Bestimmung der optischen Dichte

Am néchsten Tag wird die Kultur geschuttelt. Dann wird jeweils 1 ml der Kultur in 19 ml
des entsprechenden Mediums gefullt, diese weiter 10 h unter den vorigen Bedingungen
inkubiert. Zum Zeitpunkt 0 und danach zu jeder Stunde wird die optische Dichte mittels

Photometer bestimmt.
3.2.1.4 Kryokonservation von Bakterien

Hierzu wird eine Ubernachtkultur angesetzt und am nichsten Tag werden 850 ul
Bakterienkultur und 150 pl 100 % Glycerol in ein spezielles Gefrierréhrchen pipettiert und
bei -70°C aufbewahrt. Das Glycerol wird zur leichteren Verwendung auf 60°C im Wasserbad

erhitzt und hei3 verwendet.
3.2.2 DNA
3.2.2.1 Isolation von Plasmid DNA mittels Qiagen Miniprep Kit

Die Ubernachtkultur wird am nichsten Tag zuerst geschittelt, dann wird 1 ml davon in ein
1,5 ml Rohrchen gefiillet. Nach der Zentrifugation bei 5000 x g wird mit dem Protokoll vom
Qiagen Miniprep Kit weitergearbeitet. S. aureus wird nach der Resuspension des Sediments
mit Puffer P1, zur Aufspaltung der Zellwand mit 10 ul Lysostaphin (2 mg/ml) versetzt und
danach fir 15 min bei 37°C im Schuttler inkubiert.

Nach Beendigung des Protokolls werden die Proben bei -20°C eingefroren.
3.2.2.2 Isolation von Plasmid DNA ohne Kit

Die Kultur wird geschittelt, um die Bakterien wieder vom Boden zu lésen. Ein 1,5 ml
Réhrchen wird unter sterilen Bedingungen gefllt. Danach wird das Réhrchen bei 14000 x g 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wird ganz von dem gebildeten Sediment entfernt und
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verworfen. Das Sediment wird nun in 100 ul P1 von Qiagen Kit geldst. Zur Zelllyse werden
dann 200 pl 1% SDS/0,2 M NaOH dazugegeben und mehrmals abgekippt. Danach gibt man
150 pl Natriumcitrat hinzu und mischt erneut. Die Mischung wird 10 min bei 14000 x g
zentrifugiert.

Der Uberstand wird in ein neues GefaR gegeben und 2x das Volumen an 100 % Ethanol
hinzugefiigt. Die DNA féllt nun aus. Die Reagenzien werden gemischt und 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wird nun bei 14000 x g 3 min zentrifugiert. Der
gebildete Uberstand wird vollstandig entfernt und 1 ml 70 % Ethanol hinzugegeben. Sediment
und Ethanol werden durch Kippen suspendiert. Erneut bei 14000 x g 3 min zentrifugieren.
Der Uberstand wird verworfen und das Sediment 1 h bei Raumtemperatur trocknen lassen.
Danach wird das Sediment in 30 ul EB-Buffer (10 mM TrisCl Qiagen) resuspendiert. Die

Losung wird bei -20°C eingefroren.
3.2.2.3 Isolierung genomischer DNA

Nach der erwinschten Zeit wird 1 ml dieser Kultur unter sterilen Bedingungen in ein 1,5
ml Rohrchen geflllt. Das Rohrchen wird danach zentrifugiert, um die Zellen zu
sedimentieren; der Uberstand wird verworfen. Das Sediment wird durch Zugabe von 150 pl
TE-Buffer und anschlieBendem Schiitteln resuspendiert. Dazu kommt nun 1 ul ,,Ready Lyse*
Lysozym. Diese Mischung wird nun 30 min bei 37°C inkubiert (entgegen des Protokolls). Die
weitere Verarbeitung richtet sich wieder nach dem Protokoll der Firma Qiagen. Die DNA

kann nun bei -20°C aufbewahrt werden.
3.2.2.4  Herstellung von Gel zur Analyse von DNA und PCR Produkten

0,5 % Agarose Gel neu

Die Mischung von TAE und Agarose wird in der Mikrowelle erhitzt, bis die Flissigkeit
klar ist. 60 ml der Flussigkeit werden in einen Erlenmeyerkolben pipettiert. Dazu wird
Ethydium-Bromid gegeben. Die Endkonzentration betrdgt 0,5 ug/ml. Die Flussigkeit durch

Schdtteln vermischen und dann in eine vorbereitete Gelform geben. Das Gel trocknen lassen.
3.2.2.5 Gelelektrophorese zur Analyse von DNA und PCR Produkten

Das getrocknete Gel wird in eine Kammer, die mit TAE Puffer (Tris 2 M, EDTA 0,1 M,
Essigsaure 1 M, pH 8,2) geflllt ist, gelegt, so dass das Gel bedeckt ist. Die
Probenzusammensetzung ist abhdngig vom vorangegangenen Versuch. Das Endvolumen ist

24 ul. Bei einer Restriktionsanalyse werden 20 ul des Digest und 4 ul Farbpuffer 10x (1x



-28-

TAE, 40 mM TrisAzetat) benutzt. Fir die Analyse von PCR Produkten werden 10 ul Wasser,
10 ul PCR Produkt und 4 pl Farbpuffer benutzt. Die Mischung wird dann jeweils in eine
Vertiefung im Gel pipettiert. In die erste Vertiefung kommen 10 pl eines 1 kb

GroRenstandards (Ladder/Invitrogen). Dann wird Strom mit 120 V angeschlossen.
3.2.2.6  Extraktion von DNA aus einem Gel

Hierfir wird zundchst eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser
Elektrophorese wird unter UV-Licht betrachtet und die Banden ausgeschnitten, in Réhrchen
gefiillt und anschlieBend unter Beachtung des Leergewichts des Réhrchens gewogen.

Danach wird nach Protokoll weitergearbeitet. Flr kleine Banden bis 600 bp entspricht dies
dem Protokoll von ,,QuiAquick Gel Extraction Kit*.

Das ,,Qia ExIl Agarose Gel Extraction* Protokoll wird fur die groReren Banden benutzt.

Es wird 3x Buffer ,,Quil*“ zum Gel in 1 ml Réhrchen gegeben und 30 pl des geschuttelten
Buffer ,,QiaExII“ dazugegeben. Der Mix wird bei 50°C 10 min in einen Tischschuttler
gegeben, bis das Gel vollstandig aufgeltst ist. Danach wird die Mischung 30 s zentrifugiert
und der Uberstand abgekippt. Nun werden 500 ul Buffer QxI hinzugefiigt und damit das
Sediment unter leichtem Anschnippen resuspendiert. Wiederum wird das Gemisch 30 s
zentrifugiert und der Uberstand verworfen; dazu werden 2x 500 pl PE-Buffer gegeben und
durch Anschnippen gemischt. Das Gemisch wird erneut zentrifugiert und der Uberstand
weggekippt.Das Sediment 30 min bei Raumtemperatur trocknen lassen und danach 20 ul EB-

Buffer in jedes Rohrchen geben.

Plasmid 4 kb 5 min bei Raumtemperatur
Vektor 10 kb 10 min bei 50°C inkubieren

Wieder 30 s zentrifugieren und den Uberstand vorsichtig in ein neues R&hrchen

pipettieren.
3.2.2.7 Reinigung von DNA

Dazu wird das Resultat eines Digest DNA 50 ul benétigt. Hinzu werden 5x PB-Buffer
hinzugefugt und in eine QiAquick-Saule gegeben. Das Rohrchen wird nun 30 s zentrifugiert
und der Uberstand verworfen; dazu kommt PE-Buffer 750 ul und wird 30 s zentrifugiert.

Der Uberstand kann abgeschiittet werden. Erneut wird 1 min bei mehr als 10000 U

zentrifugiert.
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Die Séaule wird nun in ein neues 1,5 ml Rohrchen gestellt. Auf die Sdulenmembran wird
EB Buffer 50 ul gegeben. Danach wird die Mischung 1 min zentrifugiert und der Uberstand
weggeschittet. Die DNA befindet sich im Rohrchen.

3.2.3 Cloning

Ligation mit pPCR Skript (Stratagene)
pPCR-Skript-Amp Sk(+)cloning vektor ist ein Vektor, der ,,blunt* endet und in den man
PCR Produkte mittels des Restriktionsenzymes Srfl ligieren kann.

In ein 0,5 ml Réhrchen werden folgende Reagenzien pipettiert:

pPCR-Skript Amp Sk(+)cloning vector 1 pl

PCR-Script mit Buffer 10x 1
10 mM+ATP 05 wul
PCR-Produkt 55 ul
Srfl Restriktionsenzyme 1
T4 DNA Ligase 1
Endvolumen 10

Die endgultige Mischung wird mit der Pipette gemischt und dann 1h bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wird das Gemisch fiir 10 min auf 65°C in einem Thermoschittler inkubiert.

Das Resultat wird bei -20°C eingefroren.
3.2.3.1 Ligation mit Vektor und Plasmid

Das Mischungsverhaltnis von Vektor und Plasmid soll 1:3 sein. Die Menge wird anhand
der Bandenbreite nach einer Gelelektrophorese bestimmt. Um die Menge an DNA abschétzen

zu konnen, wurde der Gellauf mit verschiedenen Mengen DNA durchgefihrt.

H,O 2 u
Plasmid X ul
Vektor x
Ligase Puffer 2 ul
Ligase (Promega) 2 ul
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Die Mischung wird nun fur 3 h bei 22°C inkubiert, danach fur 10 min auf 72°C erhitzt und

dann bei -20°C eingefroren.
3.2.3.2 Elektroporation mit E .coli

Fur die Elektroporation mit E. coli wird eine 1:10 Verdinnung aus Ligations-Mix und
Wasser in einem Roéhrchen erstellt. Davon werden 10 upl entnommen und zu 40 pul
elektrokompetenten Zellen gefligt. Diese Mischung wird 30 min in einer Eisbox gekuhlt.
Danach wird die Elektroporation mit den folgenden Geréateeinstellungen vorgenommen:

25kv  200Q 25pF

Danach wird 500 ul SOC-Medium hinzugefiigt und fir 1 h bei 37°C geschuttelt.

Auf vorbereiteten LB-Agarplatten, angereichert mit 100 pg/ml Ampicillin, wurden 100 pl
und 200 pl der Suspension verteilt und bei 37°C erneut inkubiert, bis Bakterien gewachsen

sind und anschlielfend bei 4°C aufbewahrt.
3.2.3.3 Screening

Die Antibiotikaplatten fiir das Wachstum werden zuvor mit 100 pl 2 % X-Gal und 100 pl 1
mM IPTG behandelt. E. coli besitzt das Enzym R-Galactosidase (lacZ). Dieses kann zum
Screening eingesetzt werden. [-Galactosidase kann X-Gal verstoffwechseln, was sich in
einem Farbumschlag ins Blaue aufert. Durch die Insertion in lacZ verlieren die Bakterien die

Féahigkeit 3-Galaktosidase zu verstoffwechseln. Somit bilden sie weiRe Kolonien.
3.2.3.4 Elektroporation von S. aureus

Fir die Elektroporation von S. aureus werden 10 pl Plasmid DNA mit 40 pl
elektrokompetenten S. aureus-Zellen zusammengefuhrt und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Elektroporation wird mit 2 kV 100 Q 25 uF durchgefiihrt. Danach
wird dem Produkt 1 ml SMMP zugeftigt und fir 4 h bei 37°C und 150 Rpm geschuttelt. 100
ul wurden direkt auf Antibiotika-Nahrbdden verteilt. Die Ubrige Flussigkeit wird durch
Zentrifugation sedimentiert und schlielich wieder in 100 ul SMMP resuspendiert und
ebenfalls auf Antibiotikaplatten verteilt. Die Platten bleiben 24 h bei 37°C im Inkubator.
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3.2.3.5 Phagentransduktion

Phagenlysat

Ubernachtkultur nach Protokoll mit RN4220+ (pEmp1). Nach dieser Zeit werden 100 pl
CaCl; zur Kultur hinzugeflgt. Das Phagenlysat (Phage 85) wird zunachst mit Phagenbuffer (5
mM CaCl, LB Medium) verdiinnt in der Folge 10, 10% 103, 10* und danach fiir 2 min auf
52°C erhitzt.

Danach werden 300 pl Kultur und 100 ul Phagenlysat in Réhrchen gegeben und fur 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Zu den Roéhrchen wird jeweils 4 ml LB-Softy (LB + 0,6 %
Agar), sowie 5 mM CaCl, gegeben, gemischt und dann zigig auf Blutplatten verteilt. Die
Platten werden (ber Nacht bei 37°C inkubiert. Die braunen Platten am néchsten Tag sind ein
Indikator des Wachstums und klares LB-Softy zeigt eine Lyse an. Auf den Platten wird dann
2 ml Phagenpuffer gemischt und damit das LB-Softy von der Platte heruntergekratzt und in
ein Rohrchen gefullt. Das Roéhrchen wird nun fir 10 min bei 9000 x g zentrifugiert. Danach
wird der Uberstand abpipettiert und mit einem 0,45 um Millipor-Filter gefiltert. Das Lysat
kann bei 4°C einige Jahre aufgehoben werden.

Transduktion

Der Empféanger-Stamm wird in 20 ml TSB 18 h bei 37°C und 150 Rpm inkubiert. Am
nichsten Tag wird die Ubernachtkultur fir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert. Das
entstandene Sediment wird in 1 ml resuspendiert. Danach werden 0,5 ml der Zellsuspension
zu 0,5 ml LB, das mit 5 mM CaCl, versetzt ist, gefugt. Dazu kommt noch dieselbe Menge an
Phagen Lysat. Diese Mischung wird nun 20 min bei 37°C und unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Nach dieser Zeit wird 1 ml eiskaltes 20 mM Natriumcitrat hinzugefugt. Danach
wird die Mischung zentrifugiert und das Sediment wiederum in 1 ml 20 mM Natriumcitrat
resuspendiert. 100 pl davon werden nun auf TSB Platten, die mit 20 mM Natriumcitrat und
selektiven Antibiotika versetzt sind, ausgestrichen und fur 24-36 h bei 37°C inkubiert.

Nach dieser Zeit werden einzelne Kolonien wiederum auf TSB-Platten ausgestrichen, die
dieses Mal 5 mM CaCl, enthalten. Diese Prozedur wird noch einmal wiederholt. Die
Kolonien, die dann wachsen, sollten die Transduktion enthalten und werden nochmals

phanotypisch (Antibiotika-Resistenz) Gberpriift.
3.2.3.6 Polymerase-Ketten-Reaktion

Fur die PCR wird eine Endmenge 50 pl benétigt. Die bendtigten Reagenzien werden in

einer Eisbox kuhl gelagert. Es werden autoklavierte PCR-Rohrchen und Filterpipetten sowie
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autoklaviertes Milliporwasser verwendet. Die PCR wurde in einem ,,Gene Amp PCR System
9700 von der Firma Applied Biosystem durchgefihrt.
Aus den Reagenzien wird wie folgt ein Mastermix erstellt:

H,0 38,75 ul H,0 37,75 ul
Vent/10x buffer 5 ul 10x buffer 5 ul
MgSO, 0,5 ul MgCl, 2 ul
dNTP's 2 ul dNTP’s 2 ul
Primerl (60pmol/ul) 1 ul Primerl (60pmol/ul) 1 ul
Primer2 (60pmol/ul) 1 ul Primer2 (60pmol/ul) 1 ul
Vent 0,25 Taq 0,25
Endvolumen 49 ul 49 ul
DNA 1 ul 1 ul
Endvolumen 50 ul 50 ul

Die Reagenzien, auller dem Enzym, werden aufgetaut und kurz anzentrifugiert.
Der Mastermix wird kurz geschuttelt und dann in die Réhrchen aufgeteilt und die DNA

hinzugeflgt.

PCR Programm:

94°C 5min

30 Zyklen 94°C 45 s (Denaturierung)
55°C 30 s (Hybridisierung)
72°C 90 s (Kettenverlangerung)
72°C 10 min

3.2.3.7 Restriktionsenzymanalyse

Die DNA wird zusammen mit Restriktionsenzymen 1 h bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit
schneiden die Enzyme die DNA an bestimmten Stellen. Das Ergebnis stellt sich in einer

Gelelektrophorese dar.
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Mischung:
H,0O 135 ul
Puffer 2 ul
Restriktionsenzyme 0,5 pul
DNA 5 ol
Endvolumen 20
3.2.4 RNA

3.2.4.1 Isolierung von RNA

Nach der angegebenen Zeit wird 1 ml Ubernachtkultur in 19 ml des zu testenden Mediums
gegeben und erneut unter den vorherigen Bedingungen inkubiert. Nach 3 h und 6 h werden
die Proben genommen. Dazu werden 0,8 ml der Kultur in ein 1,5 ml R6hrchen gegeben und 5
min in einer Zentrifuge bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert.

In der Zwischenzeit werden ,,RAI“ 500 ul und 5 ul B-Mercaptoethanol durch Schitteln
gemischt. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand abgekippt und das Sediment in 100 pl
TE-Buffer durch Schitteln resuspendiert. Dann den Mix (,,RAI) dazugeben und mixen.
Danach wird die Flussigkeit zur Ribolyse 20 s mit ,,Lysing Matrix B“-Rohrchen im ,,Fast
Prep* (FP 120) der Firma Bio Savant zentrifugiert. Nachfolgend wird die Mischung mit
15000 x g 1 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches
Réhrchen abpipettiert. Nun ein weiteres Mal bei 15000 x g 2 min zentrifugieren. Ein
,Nucleospin“-Filter wird in ein ,Collecting“-Réhrchen gesetzt und der Uberstand
hineingegeben. Nun wieder bei 11000 x g 1 min zentrifugieren. Dazu werden 350 pul 70 %
Ethanol gegeben und durch Pipettieren gemischt. Dieses Lysat wird auf eine ,,NucleoSpin
RNA 11 S&ule gegeben und 30 s bei 8000 x g zentrifugiert. Nun werden 350 ul ,,Membrane
desalting Buffer zur Sdule gegeben, die in einem frischen Rohrchen steht. Dann wird 1 min
bei 11000 x g zentrifugiert. Den Uberstand abschiitten, sofort wieder bei 11000 x g
zentrifugieren. In ein 0,5 ml Roéhrchen wird die Mischung aus 10 pul ,,DNAse* und 90 pl
,DNAse Reaction Buffer® gegeben und durch Anschnippen gemischt. AnschlieRend werden
95 ul der Mischung auf die Membranen der Séulen gegeben und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach den 15 min werden 200 ul ,,RA2*“ auf die Sdule gegeben und 30 s bei 8000 x g

zentrifugiert.
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Die Saule wird in ein neues Rohrchen gestellt und 600 ul ,,RA3 auf die Séule gegeben, 30
s bei 8000 x g zentrifugiert und der Uberstand abschittet. Danach werden 250 pl ,,RA3* auf
die Saule gegeben und 2 min bei 11000 x g zentrifugiert; den Uberstand abschitten. Erneut 2
min bei 11000 x g zentrifugieren und die S&ule in ein neues Rohrchen stellen. Dann werden
60 ul ,,RNAse* freies Wasser dazugegeben und 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Nun
Aufteilen in 2x 20 pl, 1x10 pl.

3.2.4.2 Verifizierung der Reinheit der RNA mittels Screening nach genomischer DNA

Die Reagenzien werden in einem Mastermix zunéchst zusammenpipettiert; die RNA bleibt
bis zur Verwendung in der -70°C Gefriertruhe. Der Transport erfolgt in einer Eisbox.

Angaben zu verwendeten Substanzen finden sich im RT-PCR Kapitel.

Der Mix wird in die Rohrchen bzw. Platte fir die RT-PCR pipettiert und danach die
jeweilige RNA hinzugefgt.

Fur den Check wird das Gerat vorbereitet, das Screening wird auf gyrB eingestellt.

Die Geréteinstellungen sind:

95°C 10 min
40 Zyklen 95°C 155
60°C 1 min
Schmelzkurve 95°C 15s
60°C 20s
95°C 15s

3.2.4.3 Reinigung und Aufbereitung der RNA

Die Reinigung ist notwendig, um Reste genomischer DNA nach der Praparation, die eine
Analyse mittels RT-PCR unmdglich machen, zu entfernen.

Zur Reinigung wird die verunreinigte RNA wieder zusammenpipettiert zu einem Volumen
von 50 ul; gegebenenfalls mit ,,HPLC“-Wasser auffiillen. Dann werden 175 ul ,,RAI-Buffer«
hinzugegeben und die Reagenzien durch Schitteln gemischt. Danach werden 175 pl 70%
Ethanol hinzugefligt und erneut geschiittelt. Dieses Gemisch wird nun auf den Filter einer
blauen ,,RNA Il Sdule* aufgetragen und 30 s bei 8000 x g zentrifugiert. Die Sdule wird
danach in ein neues Rohrchen gestellt. Auf die Séule werden nun 350 ul ,,MDB* gegeben und

erneut 1 min bei 11000 x g zentrifugiert; danach fir 30 s zentrifugieren.
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Aus 90 ul ,,DNAse Reaction Buffer und 10 ul ,,DNAse“ wird nun eine Mischung
hergestellt und 95 ul davon auf die S&ule aufgetragen. Dies wird 15 min bei Raumtemperatur
einwirken lassen. Nach dieser Zeit werden 200 ul ,,RA2“ auf die Sdule aufgetragen und bei
8000 x g 30 s zentrifugiert. Die Saule wird in ein neues Rohrchen platziert. Darauf kommen
600 ul ,,RA3“. Die Zentrifugation erfolgt bei 8000 x g fur 30 s.Dann erneute Waschung mit
250 pl ,,RA3“ und Wiederholung der Zentrifugation (2x). Dazwischen wird der Durchlauf
verworfen. Zur Elution tragt man nun 60 ul ,,RNAse“-freies Wasser auf die S&ule, die jetzt in

einem neuen Rohrchen steht, und zentrifugiert 1 min bei 11000 x g.
3.2.4.4 Herstellung eines RNA-Gels

Zur Herstellung eines RNA-Gels muissen zunéchst alle zu benutzenden Materialien
gereinigt werden, um die Zerstérung der RNA durch RNAsen zu verhindern.

Fur 30 ml Gel werden benétigt:

Agarose 03 ¢

H,0 25 mi
10x Mops 3 ml
Formaldehyd 2  ml

Das Gel nun trocknen lassen.

3.2.4.5 Bereitung von cDNA

Zur cDNA-Herstellung wird das Ergebnis der Umrechnung der gemessenen RNA bendtigt.
In jede Probe werden 3,5 pg RNA gegeben. Die errechnete pl-Zahl wird nun mit Wasser zu

25 ul erganzt. Die Mischung wird kontinuierlich in einer Eisbox gekuhlt gehalten.
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Buffer 5 ul
dNTP 2 ul
Random Primer 5 ul

Reverse Transkriptase 2,5 ul
RNAse out 0,625 pul
HPLC H,0 0,875 ul

Dieser Mix wird nun zu dem vorbereiteten Mix aus Wasser und RNA gegeben und
vermischt.

Das Endvolumen betragt nun 50 pl.

Die cDNA wird im PCR-Gerat hergestellt.

Die Geréteeinstellungen sind:

25°C fir 10 min
37°Cfur2h

Nach den zwei Stunden wird die cDNA mdglichst sofort aus der Maschine entfernt und
aliquotiert; dies ergibt ein Réhrchen mit 28,6 ul und eines mit dem Rest. Zu den 28,6 ul
kommen 71,4 ul HPLC Wasser, so dass eine Endkonzentration von 20 ng/ul entsteht.

3.2.4.6 Analyse der RNA/cDNA mittels RT-PCR

Primer:
Die benutzte Primer-Konzentration betrdgt 5 uM. Die Tabelle stellt die Endkonzentration

der Primer in nM dar

Forward Primer Reverse
gyrB 300 300
Eap 300 300
Emp 100 100
Asp23 300 300
RNAIII 300 300
Sae 50 100
sarA 300 300
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Fur die RT-PCR wird der Reagenzienmix wie folgt prépariert:

Sybr Green 12,5 pul
Primer F X ul
PrimerR X ul
HPLCH,O x  ul
Endvolumen 225 pul
cDNA 25 u
Endvolumen 25  ul

Dieser Mix wird nun in eine ,,Micro Amp optical 96-well Reaction Plate pipettiert. Die
Messungen erfolgen jeweils als Doppelmessungen. Die Analyse erfolgt im ,,AbiPrism 7
sequence detection system* der Firma Applied Biosystems. Die Geréteeinstellungen
entsprechen denen der gDNA.

3.2.5 Protein
3.2.5.1 Herstellung der Proteinproben

Nach 16 h wird jeweils 1 ml der Ubernachkultur in 19 ml (1:20) des zu messenden
Mediums pipettiert und diese wieder bis zu den erwiinschten Zeitpunkten zur 3., 6. und 10.
Stunde im Schuttler zu den vorherigen Bedingungen belassen.

Zum jeweiligen Zeitpunkt erfolgt zundchst eine Probenentnahme zur OD-Messung
(OD600).

Bei der Probenentnahme mdchte man eine OD von 6 erreichen und passt dementsprechend
die Menge der verwendeten Bakterien nach OD-Messung an.

Die entsprechende Menge wird in ein Rohrchen gegeben und auf Eis gelegt. Die Réhrchen
werden bei 6000 x g 5 min bei 4°C zentrifugiert. Der so entstandene Uberstand tiber dem
Sediment wird abpipettiert. Zu dem Sediment wird nun 2x ,,SDS Extraktionspuffer (125 mM
Tris HCL, pH 7) gegeben. Das Sediment wird mit einem Endvolumen von 100 ul
Extraktionspuffer resuspendiert. Die Flussigkeit wird nun fir 3 min bei 95°C unter Schitteln
inkubiert. Danach wird das Réhrchen bei 4°C 10000 x g 3 min zentrifugiert. Dieses Mal wird
der Uberstand in ein frisches Réhrchen gegeben und mit 40 ul 4x SDS Probenpuffer (200 mM
Tris HCL, pH 6,8, 400 mM DTT, 8 % SDS, 0,4 % Bromphenolblau, 40 % Glycerin) versetzt.
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Diese Mischung wird erneut 8 min bei 95°C inkubiert. Die Proben werden nun bei -20°C

aufbewahrt.
3.2.5.2 Analyse der Proteinproben mittels SDS-PAGE

Fur den Gellauf wird die Apparatur nach Plan aufgebaut und auf seine Dichtigkeit
Uberpraft.
Danach werden die verschiedenen Gele zusammenpipettiert.

Separating Gel 10 %

Acrylamid 3,3 ml
1 M TRIS PufferpH 8,8 35 ml
H.0 26 mil
SDS (20%) 50 ul
APS 100 ul
Temed 83 u
Endvolumen ca. 10 mil

Mit einer 1 ml Pipette wird das Gel in die Apparatur hineingegeben. Das Gelfenster ist nun
zu 2/3 gefullt, das restliche Drittel wird mit Wasser aufgefullt und 30 min stehen lassen.

Sobald das Gel trocken ist, kann das Wasser abgeschttet werden.

Stacking Gel

Acrylamid30% 0,6 ml
I1MTRISpH6,8 0,4 ml

H.0 1,5 ml
SDS 20 % 16
10 % APS 3,3
Temed 2,7 ul

Endvolumenca. 3 ml

Dieses Gel auf das vorherige pipettieren und den Kamm einstecken. Das Ganze wird nun

unter einer klaren Folie 30 min trocknen lassen.
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Wenn das Gel trocken ist, kann der Kamm entfernt und das restliche Wasser mit
Filterstreifen aus den Offnungen herausgesaugt werden. Die Gelplatten werden nun in den
Kasten fir den Stromlauf gesetzt. Dann wird ein ,,Running Buffere eingefullt. In die erste
Vertiefung werden 15 pl eines GroRenstandards ,,Page Ruler” (Fermentas) gefullt. Danach
werden 35 ul Proben in die nachsten Taschen geflllt. Das Gel wird 2 h mit 80-100 Volt
inkubiert. Nach dem Lauf wird das Gel vorsichtig aus der Verankerung geldst. Das Gel wird
nun zum Férben in eine Wanne gelegt. Hinzu kommt ein ,,Coomassie Blue Buffer® (500 ml
Methanol, 400 ml Wasser, 100 ml Glacial acetic acid). Die Wanne wird nun 30 min auf eine
Wippe gestellt. Der ,,Blue Buffer® wird abgekippt und ,,Destain“ (300 ml Methanol, 600 ml
Wasser, 100 ml Glacial acetic acid) zum Reinigen hinzugegeben und erneut 30 min unter
Wippen inkubiert. Danach auch den ,,Destain“ entfernen und das Gel Uber Nacht in H,O
stehen lassen.

Zum Trocknen wird das Gel zwischen zwei Stiicke von cellophanfreiem Papier gelegt und

mit dem ,,Biorad Gel Airdryingsystem* getrocknet.
3.2.6 Assays zur Analyse des Verhaltens der Bakterien
3.2.6.1 Reporter Gene Assay

Am Messungstag wird zunéchst ein Mastermix aus Bakterienkultur und des jeweiligen
Mediums erstellt im Verhaltnis 1:100. Davon werden je 200 ul in eine ,,96-well-plate*
pipettiert zu einer dreifach Messung. Der ,,Victor2*“ der Firma Perkin Elmer schittelt die
Platte bei 37°C und flhrt alle 30 min eine Lumineszenz- und Absorptions-Messung durch.
Zur Analyse wird die Lumineszenz durch die Absorption geteilt. Die Absorption entspricht
der OD-Messung bei Wellenléange 595.

3.2.6.2 Analyse des pH-Wertes in Flissigmedien

Am ndchsten Tag wird 1 ml der Kultur in 19 ml des zu messenden Mediums gegeben und
diese Mischung wieder bis zur Messung zu den vorherigen Bedingungen geschittelt. Die
Messungen erfolgen zur 3., 6. und 10. Stunde. Dazu wird 1 ml der Kultur in ein neues
Rohrchen geflllt und 15 min bei 72°C im Wasserbad inkubiert, um die Bakterien abzut6ten.

Danach wird der pH-Wert mittels pH-Meter ermittelt.
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3.2.6.3 Herstellung von Proben zur Analyse des Azetatgehaltes in Flissigmedien und

Analyse der Proben

Von der Ubernachtkultur wird 1 ml in das jeweils vorbereitete Medium gegeben. Die
neuen Kulturen werden bei denselben Bedingungen weitergeschittelt. Nach der vorgegebenen
Zeit, also zur 3., 6. und 10. Stunde werden jeweils 2 ml in ein Réhrchen gefullt und 5 min bei
20000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein frisches 15 ml Réhrchen gefiillt und die
gleiche Menge an eiskaltem 1 M ,,Perchlorid acid* dazugegeben. Alles wird durch Schutteln
gut gemischt und 2 min bei 4°C stehen lassen. Danach muss die Mischung fiir 10 min bei 300
X g zentrifugiert werden.

2 ml dieses Uberstandes werden in eine neues Rohrchen gefillt; dieses enthalt schon 200
ul 5 M KOH. Zum Reagieren wird die Mischung wieder 15 min bei 4°C aufbewahrt. Nach
dieser Zeit wird noch einmal fiir 5 min bei 3000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein

neues Rohrchen gefillt und kann bei 4°C langere Zeit aufbewahrt werden.

Messung:

Bei einem neuen Kit muissen zundchst die Inhaltsstoffe nach Packungsanleitung
resuspendiert werden.

Zunéchst wird eine Leerprobe aus 1 ml ,,Solution1*, 200 ul ,,Solution2 und 2 ml Wasser
hergestellt. Fir die Proben werden jeweils 1 ml ,,Solution1®, 200 pl ,,Solution2*, 1,9 ml
Wasser und 100 ul Probe zusammenpipettiert. Beides wird mit einem Stdbchen gemischt und
die OD bei 340 nm genommen. Nun werden 10 ul ,,Suspension3‘ hinzugeftgt, wieder mit
demselben Stabchen wie zuvor gemischt und 3 min stehen gelassen. Danach wird wiederum
die Absorption gemessen.

Dann werden 20 pl von ,,Solution4* dazugegeben, wiederum gemischt und 10-15 min
ruhen lassen. Nach diesem Zeitraum sollte die Reaktion gestoppt haben; wenn nicht, wird alle

2 min weiterkontrolliert.

Die Konzentration wird nach der Formel des Protokolles von ,,Boehringer Mannheim/R-

Biopharm Essigsaure UV-Test* errechnet.
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4. Resultate

4.1 Herstellung des emp-gfp-lux

Die Herstellung einer emp-gfp-lux Variante war notwendig, um die Expression von Emp
naher untersuchen zu kdnnen, wie im weiteren Verlauf noch néher beschrieben werden wird.
Die entsprechende Variante fiir eap-gfp-lux lag bereits im Labor vor (N. Harraghy).

Das hier benutzte Reporter-Gen-Assay ist das gfp-lux-System, das mittels des lux Teils
eine Ermittlung der Lumineszenz ermdglicht, die wiederum die Aktivitat des emp/eap-

Promotors wiederspiegelt.
4.1.1 Praparation des emp-Promotors fur das Klonieren in pSB 2035

Die Vorarbeiten fur emp-gfp-lux wurden in E. coli durchgefihrt, da dieser die hthere
Replikationszahl besitzt. Der emp-Promotor existierte bereits geklont in pKO10 (N.
Harraghy) mit den Seiten Hindlll und EcoRIl.Um zum Klonieren mit pSB2035 kompatibel zu
sein, musste die Hindlll-Seite in eine Smal-Seite gedndert werden. Nachdem aus DH5« (E.
coli) die pEmp-pKO10 Plasmid DNA extrahiert wurde, wurde mit der Plasmid-DNA als
Matrize eine PCR mit den spezifischen Primern empPF1(1) und empPR1(2) durchgefiihrt, um
den emp-Promotor zur Ligation vorzubereiten. Hierdurch entstand ein PCR-Produkt von ca.
600 bp. Das PCR-Produkt wurde mit dem ,,pPCR Skript-Amp SK(+) cloning vektor Kit* fur
die Weiterverarbeitung gereinigt und anschlieBend in pPCR Skript-Amp SK(+) ligiert und in
DH5« transformiert. Entsprechende rekombinante Klone wurden nach Induktion auf X-Gal

Medien mittels des blue/white Screening identifiziert.
4.1.2 Vorbereitung von pSB2035 fir die Klonierung

Der Plasmid pSB2035 (Quazi et all.) enthélt die gfp-lux-Reporter-Sequenz. Oberhalb
davon liegt der P3-Promotor mit den Schnittstellen EcoRI und Smal. Im néchsten Schritt
wurde Plasmid-DNA sowohl aus dem rekombinanten DH5a (enthélt pEMP-pPCR Skript-
Amp Sk(+)) und aus XL-10 (pSB2035) isoliert und mit EcoRI und anschliefend mit Smal

restringiert. Die Analyse folgte in einem Agarosegellauf.
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O=Ladder
1=emp-gfp-lux-
Konstrukt

600 bp

Abbildung 5: PCR Produkt der GréfRe 600 bp Ergebnis der Amplifikation des emp-Promotors

Die entsprechenden Banden, die emp-Promotor-Sequenz (600 bp) sowie pSB2035 mit der
gfp-lux-Sequenz (12 kb) enthielten, wurden aus dem Gel ausgeschnitten und gereinigt.

O=Ladder
1=Digest
2=PCR

Abbildung 6: Darstellung von DH5a mit lux-Vector und emp-Promotor

4.1.3 Konstruktion von emp-gfp-lux, Ligation, Transformation in E. coli,

Sequenzierung und Transduktion in Newman

Die gereinigten Fragmente wurden an den kompatiblen Seiten ligiert und durch
Elektroporation in DH5a integriert. Aus den gewachsenen Kolonien wurde Plasmid DNA
isoliert und mittels PCR sowie Gel analysiert. Die Kolonie der besten Bande im Gel wurde fir
die Sequenzierung ausgewahlt. Zur Uberpriifung der Richtigkeit der Sequenz, vor der

Transformation in Newman, wurden 3 pg DNA zur Analyse in die Firma MWG Biotech AG
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gesendet. Nachfolgend dargestellt ist die Sequenzfolge von Bande drei (Abbildung 7). Die
Sequenz wurde von der Firma mit bereits in der ,,GenBankDNA Database* vorhandenen
Sequenzen mittels des ,,BLAST*“-Programmes abgeglichen; dies ergab, dass die vWF-
Bindeprotein-Sequenz Ubereinstimmungen aufweist. Dies ist damit zu erklaren, dass die
Sequenz vor dem eigentlichen Gen anfangt und die von-Willebrand-Faktor-Sequenz direkt
vor emp liegt; somit ist auch klar, dass die nachfolgende Sequenz die von emp ist. Der
Buchstabe, der in der ersten Reihe nicht angezeigt wird, kann allerdings in einem

Chromatogramm (Ausschlagsdiagramm) deutlich als A identifiziert werden.

protein (vwb) gene, complete cds

Length=1740AAGTCATGATTTCACA-CAACGCATCAATCACCAACAACTTCAAATCACACGCATAATAA 62

Score = 670 bits (338), Expect = 0.0

Identities = 345/346 (99%), Gaps = 1/346 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 4 Prerrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
Sbjct 1395 AAGTCATGATTTCACAACAACGCATCAATCACCAACAACTTCAAATCACACGCATAATAA 1454

Query 63 TGTTGTTGAATTTGAAGAAACGTCTGCTTTACCTGGTAGAAAATCAGGATCACTGGTTGG 122

FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1455 TGTTGTTGAATTTGAAGAAACGTCTGCTTTACCTGGTAGAAAATCAGGATCACTGGTTGG 1514

Query 123 TATAAGTCAAATTGATTCTTCTCATCTAACTGAACGTGAGAAGCGTGTAATTAAGCGTGA 182

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e
Sbjct 1515 TATAAGTCAAATTGATTCTTCTCATCTAACTGAACGTGAGAAGCGTGTAATTAAGCGTGA 1574

Query 183 ACACGTTAGAGAAGCTCAAAAGTTAGTTGATAATTATAAAGATACACATAGTTATAAAGA 242

FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1575 ACACGTTAGAGAAGCTCAAAAGTTAGTTGATAATTATAAAGATACACATAGTTATAAAGA 1634

Query 243 CCGAATAAATGCACAACAAAAAGTAAATACTTTAAGTGAAGGTCATCAAAAACGTTTTAA 302

Abbildung 7: Sequenzanalyse von emp, durchgefiihrt von der Firma MWG Biotech AG mittels der
,GenBankDNA®“ Database und verglichen mit vorhandenen Sequenzen mittels des ,,BLAST*-
Programmes. Die erste Reihe (query) zeigt die eingesendete emp-Sequenz, die zweite (subject) die
Database Sequenz

Nachdem die Sequenzanalyse die emp-Sequenz in pSB2035 bestétigte, konnte mit der
Transformation in S. aureus Stamm Newman fortgefahren werden. Hierzu wurde zunéchst
durch Elektroporation das emp-Plasmid in S. aureus Stamm RN4220 eingebracht. Dieser
Stamm ist restriktionsnegativ und kann Fremd-DNA aufnehmen. Nach diesem Schritt erfolgte
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wiederum eine DANN-Isolation mit anschlieBender PCR und Gelelektrophorese. Danach
wurde mittels Phagen-Transduktion mit Phage 85 das emp-gfp-lux Insert auf Newman
ubertragen. Die Selektion erfolgte durch Selektion auf Ampicillin wie in Material und
Methoden 3.2.3.3 beschrieben. Zur Analyse des Produktes, ob die Transduktion erfolgreich
war, wurde eine PCR mit den Primern empPR1 und empPF1 durchgeflhrt. Die abschlieRende

Gelelektrophorese stellt das Endergebnis der Herstellung von emp-gfp-lux (MGHO) dar.

O=Ladder
1=emp-gfp-lux

600 bp

Abbildung 8: PCR-Produkt, das die GroRe von 600 bp besitzt und somit als emp-gfp-lux (MGHO) in

Newman betrachtet werden kann.
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4.2 Wachstumskurve und Reporter-Gen-Assay

4.2.1 Bestatigung der emp-gfp-lux Variante mittels Reporter-Gen-Assay
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Abbildung 9: Wachstumskurve des Stammes Newman im Medium MBB (ber 10 h im Vergleich mit

den Ergebnissen der Biolumineszenz der Konstrukte eap-gfp-lux und emp-gfp-lux inkubiert in MBB

Die angefertigte Wachstumskurve von Newman im Wachstumsmedium MBB zeigt den
typischen Verlauf einer S. aureus-Wachstumskurve. Die einzelnen Wachstumsphasen sind zu
erkennen. Die Kurve beginnt mit einer langsamen Zunahme der Zelldichte innerhalb der
ersten zwei Stunden, einem exponentiellen Wachstum bis ca. 6 Stunden und Eintritt in die
stationdre Phase ab 8 Stunden Bebritungsdauer.

Die Ergebnisse der Biolumineszenz, mit den Konstrukten eap-gfp-lux und emp-gfp-lux
inkubiert in MBB, zeigten ein ansteigendes Wachstum bis zur vierten Stunde. Die hochsten
Werte wurden fiur beide Konstrukte zwischen der 4. und der 6. Stunde erzielt. Die Kurven
nehmen einen ahnlichen Verlauf, die Aktivitdt des emp-Konstruktes betragt weniger als die
Hélfte der Aktivitat des eap-Konstruktes. Diese Werte wurden konstant in mehreren

Versuchsreihen erzielt.
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4.2.2 Umweltbedingungen, welche die eap- und emp-Expression beeinflussen

4.2.2.1 loneneffekte

4.2.2.1.1 Effekte von NaCl
NaCl ist schon in einer bestimmten Konzentration von 0,08 M im Referenzmedium MBB
enthalten. Durch gezielte VVeranderung sollen nun verschiedene Effekte gezeigt werden. Die
Darstellung verschiedener Konzentrationen erfolgte zur engmaschigeren Darstellung der
Verénderungen auf die Osmolaritat. Auflerdem koénnen die Veranderungen so im Verlauf

beurteilt werden.
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Abbildung 10:
A Darstellung der Wachstumskurven verschiedener Konzentrationen von NaCl
B Darstellung der Ergebnisse des Reporter-Gen-Assay mit eap-gfp-lux
C  Darstellung der Ergebnisse des Reporter-Gen-Assay mit emp-gfp-lux
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Zunéchst wurden die Wachstumskurven mit Newman in MBB und in MBB supplementiert
mit unterschiedlichen Konzentrationen von NaCl untersucht. Hierbei zeigte sich bei der
Anzucht in unsupplementiertem MBB sowie bei allen untersuchten Konzentrationen von
NaCl-Supplementierung von MBB (0,25 M; 0,5 M; 0,75 M; 1,0 M) eine flr S. aureus
typische Wachstumskurve. Interessanterweise differierten die zeitabhangig gemessenen
Zelldichten der untersuchten Konstrukte bei den unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen nur
geringfugig, allerdings war bei zunehmender NaCl-Supplementierung des Mediums eine
Tendenz zu reduzierter Zelldichte bei Eintritt in die stationdre Wachstumsphase erkennbar.

Eine deutliche Abhéngigkeit von der NaCl-Konzentration wiesen jedoch die
Bestimmungen der Biolumineszenz (gemessen als ,relative light units“, RLU) als Ausdruck
der Reportergen-Aktivierung in Abhédngigkeit von NaCl-Konzentrationen und Zeit auf.
Sowohl die Reportergen-Aktivitat des Newman pEap-gfp-lux Konstrukts als auch die des
Newman pEmp-gfp-lux Konstrukts resultierte in den hdchsten RLU Werten bei Untersuchung
von unsupplementiertem MBB. Im Medium ohne NaCl waren hingegen die gemessenen
RLU-Werte deutlich niedriger und erreichten Spitzen-Werte, die nur noch ca. halbmaximal
waren im Vergleich zu Bestimmungen in MBB. Daruiberhinaus nahmen mit zunehmender
NaCl-Supplementierung die gemessenenen RLU-Werte deutlich ab: Wahrend die
Spitzenwerte bei Supplementierung von 0,25 M NaCl nur méRig niedriger als in
unsupplementiertem MBB lagen, war bei Supplementierung mit 1 M NaCl praktisch keine
Reportergen-Aktivitat mehr detektierbar. Einige der gemessenen RLU-Bestimmungen wiesen
dabei einen angedeutet zweigipfligen Verlauf auf. Maximale Reportergen-Aktivitat war
zwischen 4 und 6 Stunden Bebrutungsdauer zu verzeichnen und Korrelierte dabei mit der
spatexponentiellen Wachstumsphase. Interessanterweise war die gemessene Biolumineszenz
des pEap-gfp-lux-Konstrukts deutlich (ca. um die Halfte) hoher als die des pEmp-gfp-lux-
Konstrukts. Es ist unklar, ob dies Ausdruck einer tatsachlich erhéhten Reportergen-Aktivitat
ist und damit im Wildtyp-Stamm mit einer entsprechend erhohten Transkript-Bildung
einhergeht, oder ob dies vielmehr Konsequenz von Unterschieden in der Biolumineszenz der
einzelnen Reportergen-Konstrukte (z.B. durch unterschiedliche Plasmid-Kopienzahl) ist.

Da in diesem Versuch beide, sowohl Osmolaritét, als auch ionaler Einfluss, einen Effekt
bewirken kénnen, musste danach geklart werden, welcher Bestandteil verantwortlich ist. Der

nachste Ansatz war der Einfluss anderer lonen auf die Expression.
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4.2.2.1.2 Effekte von Mg und Ca®* auf eap und emp
Fur die Versuche wurde MgCl, in der Konzentration 20 mM, sowie CaCl, in der
Konzentration 5 mM benutzt.
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Abbildung 11:

A Wachstumskurve der Medien MgCl, und CaCl, im Vergleich mit MBB
Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit MgCl, eap-gfp-lux
Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit MgCl, emp-gfp-lux

Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit CaCl, eap-gfp-lux

m O O @

Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit CaCl, emp-gfp-lux

Fiir Ca** und Mg** wurden ebenfalls zunachst Wachstumskurven mit Newman im
Vergleich mit dem Referenzmedium MBB erstellt. Es zeigt sich in den supplementierten
Medien nahezu derselbe Verlauf einer typischen Wachstumskurve wie im Referenzmedium.
Im Vergleich der Biolumineszenz von mit MgCl, supplementiertem MBB, sowie den
Konstrukten eap-gfp-lux und emp-gfp-lux, zeigt sich im Grunde ein dhnlicher Aufbau wie im
Vergleichsmedium: ein Anstieg bis zur 4. Stunde, die Maxima zwischen der 4. und der 6.
Stunde. Die Unterschiede bestehen in der HOhe der RLU. Diese zeigen sich am Besten im
Vergleich der hochsten Werte: flr eap-gfp-lux bleibt der Wert ca. ein Drittel unter dem
Vergleichswert, wohingegen emp-gfp-lux etwa ein Drittel hohere Werte erreicht.

Die Ergebnisse der Biolumineszenz fir das mit CaCl, supplementierte Medium mit den
Konstrukten eap-gfp-lux und emp-gfp-lux zeigten stark reduzierte RLU Werte, die sich fir

emp-gfp-lux wahrend der gesamten Messung kaum andern. Die Werte fiir eap-gfp-lux lassen
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noch andeutungsweise hohere RLU-Werte im Sinne von Hochpunkten é&hnlich der

Vergleichskurve erkennen.

Nachdem die Effekte durch Hinzufligen von lonen getestet wurden und die Expression
nicht so definitiv beeinflusst war, dass man von der Urséchlichkeit des loneneinflusses
ausgehen konnte, musste geklart werden, welchen Einfluss es hat, wenn man lonen aus der

L6sung bindet.

4.2.2.1.3 Effekt von Mg®*- und Ca**-Chelatoren auf die Expression von eap und emp
Da fur die Medien MBB mit MgCl, und CaCl, eine Verénderung fur die eap- und emp-
Expression gefunden werden konnte, stellte sich die Frage, ob eine Chelat-Bildung dieser
lonen die Veranderungen aufhebt oder weitere Veranderungen hervorruft.
Als Chelatoren wurden 0,25 % Citrat und 0,5 mM EDTA verwendet. Die Chelatoren
besitzen unterschiedliche Affinitat zu zweiwertigen lonen. Citrat bildet fast nur Komplexe mit
Ca®*, wahrend EDTA mit Ca** und Mg®" interagiert, wobei die Affinitat zu Ca®* groRer ist.

5
—e— MBB
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Abbildung 12:

A Wachstumskurve der Medien Citrat und EDTA im Vergleich mit MBB

Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit Citrat eap-gfp-lux.
Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit Citrat emp-gfp-lux
Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit EDTA eap-gfp-lux

m O O @

Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays mit EDTA emp-gfp-lux
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Die durchgefuhrte Analyse des Wachstumsverhaltens von Newman in den mit Citrat und
EDTA supplementierten Medien zeigte fur Citrat zu Beginn einen fast kongruenten Verlauf
der typischen Wachstumskurve; der Eintritt in die stationdre Phase erfolgte flir Newman in
MBB mit der 8. Stunde. Die Kurve von Newman im Citratmedium befindet sich in der 10.
Stunde noch in der postexponentiellen Phase, der Eintritt in die stationdre Phase liegt
auBerhalb des Messzeitraumes. Die Kurve von Newman im EDTA supplementierten Medium
lasst kein Wachstum erkennen, die Kurve bleibt immer auf einem niedrigen Niveau ohne
einen andeutungsweise typischen Kurvenverlauf.

Die Ergebnisse der Biolumineszenz zeigen fiur eap-gfp-lux in Citrat zu Beginn einen fast
identischen Verlauf mit dem Referenzmedium, die Maximalwerte werden ebenfalls zwischen
der 4. und 6. Stunde erreicht. Die Maximalwerte liegen ca. ein Viertel Uber den
Vergleichswerten. Nach der 6. Stunde passen sich die Werte denen der Vergleichskurve an.

Die Werte fiir emp-gfp-lux folgen bis zur 6. Stunde den Werten der Vergleichskurve,
allerdings um ein Viertel erniedrigt. Nach der 6. Stunde reduzieren sich die Werte wie im
Vergleich, bleiben aber bis zur Halfte dartber. Fir das EDTA supplementierte Medium
ergaben sich fur beide Konstrukte niedrige Werte ohne Auslenkungen, die auf das fehlende
Wachstum zuriickzufiihren sind. Da Citrat als Substrat im Citratzyklus benutzt werden kann,
sollte nun durch eine Azetatanalyse geklart werden, ob im mit Citrat supplementierten
Medium eine Aktivitatssteigerung des Citratzyklus zu finden ist. Azetat selbst kann auch im

Citratzyklus als Substrat genutzt werden.
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Abbildung 13: Darstellung der Azetatproduktion des mit Citrat versetzten Mediums im Vergleich mit
MBB

Die Azetatanalyse (Abbildung 13) zeigt zundchst zur 3. Stunde keinen relevanten
Unterschied zwischen der Azetatmenge von Newman in MBB und des mit Citrat
supplementierten MBB. Zur 6. Stunde ist im MBB-Medium die Azetatmenge auf ein Drittel
des Ausgangswertes gesunken, wohingegen im Citrat-Medium eine im Vergleich zur 3.
Stunde auf mehr als das Doppelte gesteigerte Azetat-Konzentration zu finden ist. Nach 10

Stunden ist in beiden Medien kein Azetat mehr zu finden.

Da die bisherigen Untersuchungen mit dem loneneinfluss zwar eigenstéandig interessante
Ergebnisse lieferten, aber keinen Vergleich mit NaCl gestatteten, blieb nur die Mdglichkeit,

andere Medien mit gleicher Osmolaritét zu testen.
4.2.3 Effekt von Osmolaritat auf eap und emp

Zum Vergleich, ob die Osmolaritat eine Antwort auf das vorherige Verhalten bietet,
wurden weiterhin verschiedene 1 M Medien auf ihren Effekt getestet. Hier wurden 1 M KCI,
1 M NaCl und 1 M Sucrose benutzt.
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Abbildung 14:
A Wachstumskurven von MBB, verandert mit verschiedenen 1 M Konzentrationen im Ver-gleich
mit MBB

B Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays der molaren Medien mit eap-gfp-lux

C  Darstellung der Auswertung des Reporter-Gen-Assays der molaren Medien mit emp-gfp-lux

Die Wachstumskurve von Newman in den supplementierten Medien zeigt einen S. aureus
typischen Kurvenverlauf, allenfalls geringfuigig reduziert beim Eintritt in die stationdre Phase.
Die Ergebnisse der Biolumineszenz lassen fur eap-gfp-lux und emp-gfp-lux in den mit 1 M
KCI und 1 M NaCl supplementierten Medien kaum einen Ausschlag erkennen. Die Werte
bewegen sich auf niedrigem Niveau und folgen nicht den Werten der Referenzkurve. Die
Werte der Konstrukte im mit 1 M Sucrose supplementierten Medium zeigen einen geringen
Ausschlag, der allerdings im Gegensatz zur Referenzkurve schon zu Beginn der 3. Stunde,
also etwas vorgezogen, stattfindet. Die HOochstwerte der Kurve erreichen nur ein Viertel der
Werte der Referenzkurve. Weiterhin verlaufen die Werte flir eap-gfp-lux auf einem hoheren
Niveau als die des emp-Konstruktes.

Die Ergebnisse von 1 M NaCl, 1 M Sucrose und 1 M KCI bestarken die Hypothese eines
Einflusses der Osmolaritat auf die eap- und emp-Expression. Da die hthere Osmolaritat zu
einem vermehrten Supercoiling der DNA fuhrt, wurde zur Unterstltzung dieser Hypothese
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ein Versuch mit Novobiocin durchgefiihrt. Novobiocin inhibiert die Gyrase und wirkt einer

Verdrillung entgegen.
4.2.4 Effekt von Gyrase Inhibitoren

Novobiocin ist ein Antibiotikum, das mit der DNA interagiert. Es inhibiert die DNA-
Gyrase, indem es verhindert, dass ATP daran binden kann, sodass die Energiezufuhr

unterbrochen ist und vermindert so den Grad des negativen Supercoilings.

—&— MBB

6 4| @ 05ng/ml Novobiocin
—w- 5ng/ml Novobiocin
—v — 20ng/ml Novobiocin
—l - 40ng/ml Novobiocin

OD600
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Abbildung 15:

A Wachstumskurve  unterschiedlicher  Konzentrationen von  Novobiocin  im
Vergleich mit MBB
B Ergebnisse des Reporter-Gen-Assays mit unterschiedlichen Konzentrationen

Novobiocin und eap-gfp-lux.

Die Wachstumskurven von Newman in MBB supplementiert mit verschiedenen
Konzentrationen von Novobiocin (0,5 ng/ml, 5 ng/ml, 20 ng/ml, 40 ng/ml) ergab: Fur die 0,5
ng/ml Konzentration einen identischen Verlauf mit der S. aureus typischen Wachstumskurve;
fir 5 ng/ml lasst sich die Form der Kurve noch erkennen, verlduft aber mit reduzierten
Dichtewerten. Die hoheren Konzentrationen weisen zunehmend geringere Dichtewerte auf
und eine stark verkurzte exponentielle Phase mit einem frithen Eintritt in die stationédre Phase.
Fur die Analyse im Reporter-Gen-Assay wurden aufgrund der Wachstumskurve nur die
Konzentrationen 0,5 ng/ml und 5 ng/ml benutzt. Die Werte fur eap-gfp-lux in diesen
Konzentrationen ergaben schon zu Beginn einen steileren Verlauf als die Vergleichskurve,
der Kurvenverlauf bleibt ahnlich. Die Maximalwerte liegen zwischen der 3. und der 5. Stunde
und sind bis auf das Doppelte gesteigert. Nach dem Abfall nach der 6. Stunde bis zur 10.
Stunde bewegen sich alle Kurven auf dhnlichem Niveau. Im Verlauf weist das mit 5 ng/ml
supplementierte MBB im Gegensatz zur Wachstumskurve die hdchsten Werte auf.
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Durch die bisherigen Ergebnisse lag es nahe, dass die Osmolaritat ein Regulationsfaktor
fir Eap darstellt, sodass ein Regulator, der Einfluss auf die Osmolaritat hat, auch Einfluss auf
Eap haben konnte.

4.3 arlRS-Mutanten Herstellung

Die Ergebnisse des Reporter-Gen-Assays forderten Uberlegungen nach einem neuen
Regulationssystem.

Da zuvor bei den Medien mit 1 M NaCl, 1 M Sucrose und 1 M KCI eine starke
Verringerung der Expression gefunden wurde (was moglicherweise aufgrund des verstérkten
Supercoilings geschah) und die Untersuchung mit Novobiocin (das ein verringertes
Supercoiling bewirkt) eine Steigerung der Expression zur Folge hatte, sollte untersucht
werden, welchen Einfluss eine arl-Mutation auf die Expression von Eap hat. Diese Mutation
wurde schon in Bezug auf die Expression anderer Proteine, wie Protein A (Fournier, 2004)
und ihren Einfluss auf das Supercoiling getestet. Somit war bekannt, dass ein Einfluss dieser
Mutation auf das Supercoiling existiert.

Die Staimme RN6390, BF21 wurden von B. Fournier (Partnerinstitut Paris) zur Verfigung
gestellt. BF21 enthélt bereits die Deletionsmutation. Diese musste zum Zweck der
Vergleichbarkeit mittels Phagentransduktion, wie in Kapitel 3.2.3.5 beschrieben, auf Newman
iibertragen werden. Zur Uberpriifung, ob die Transduktion erfolgreich war, wurde eine PCR
mit genomischer DNA des Transduktionsclones und den spezifischen Primern BF23/24 und
BF2/9 durchgefiihrt. Diese Primer greifen an spezifischen Stellen an und sollten je ein PCR-
Produkt der GroRe 2,3 kb und 2,9 kb ergeben. Wie in gezeigt, ergab die PCR mit dem
ausgewdhlten Klon die Produkte mit der erwarteten Grolie.

Die Newman arl-Deletionsmutante wurde MGH1 genannt.
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O=Ladder
1=2,3kbProduktMGH1
2=2,9kb Produkt MGH1

Abbildung 16: Gelelektrophorese nach PCR mit spezifischen Primern

Die PCR mit den beiden spezifischen Primern ergibt zwei spezifische Stiicke
unterschiedlicher Lange, die im Gel als Banden unterschiedlicher GroRe (kb) zu erkennen
sind.

Diese Banden stimmen mit der GroRRe, die aus der Literatur fir diesen Mutanten bekannt
war Uberein. Dies istein starker Hinweis dafiir, dass die Transduktion erfolgreich war. Zur

Erhértung wurde noch eine genomische DNA angefertigt.

0 1

O=Ladder
1=Genomische DNA

Abbildung 17: Gelelektrophorese nach Anfertigung genomischer DNA
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Die Gelelektrophorese zeigt, dass die GroRe von MGH1 mit der erwarteten ZielgroRe
ubereinstimmt.

Danach wurde ein Proteingel (SDS-PAGE) zur Analyse der Produktion der Proteine
hergestellt.

0= Ladder
1=MGH1 3h
2=Newman 3h
3=MGH1 6h
4=Newman 6h
5=MGH1 10h

6=Newman

Abbildung 18: Darstellung des SDS-PAGE-Gels Newman und MGH1 nach der Trocknung

Das Proteingel zeigt die Eap-Produktion im Wildtyp Newman und dem arlRS-Konstrukt
MGH1 an unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Breite und Starke der Bande korreliert mit der
Menge. In den Spalten fur Newman kann man zu allen Zeitpunkten eine dicke Bande an der
Eap-Stelle erkennen, mit einem Maximum zur 3. Stunde. In den Spalten fur das MGH1 ist nur
eine ganz dunne Linie ohne Maximum zu erkennen.

Nachdem das Proteingel eine verminderte Expression von Eap gezeigt hatte, stellte sich die
Frage, ob dies auf einer direkten Regulation beruht oder Uber eine Beeinflussung anderer
Proteine indirekt die Eap-Produktion beeinflusst. Somit sollte durch die RT-PCR Analyse die
Expression von eap betrachtet werden.
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Abbildung 19:

A RNA Ergebnisse in Bezug auf Expression von eap von MGH1 im Vergleich mit Wildtyp
B RNA Ergebnisse in Bezug auf Expression von emp von MGHL1 im Vergleich mit Wildtyp
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Die Ergebnisse der RT-Analyse fur Newman und MGH1, angefertigt in MBB ergeben
im Vergleich zur 3. Stunde fir eap eine Reduktion auf ca. ein Drittel in MGH1 im
Gegensatz zum Wildtyp. Zur 6. Stunde findet sich noch eine Reduktion allerdings auf ca.
die Halfte der Expression in Newman. Die Werte fur beide Stdmme sind zur 6. Stunde ein
Drittel der Werte zur 3. Stunde.
Fur emp ergibt sich hier eine Reduktion auf ca. ein Funftel in MGH1 zur 3. Stunde, sowie
zur 6. Stunde. Die Werte der 6. Stunde zeigen sich fur beide um die Halfte geringer als zur 3.
Stunde.

Nachdem der Einfluss einer arlRS-Mutation auf die Expression von eap und emp nun
bestatigt war, musste die Frage geklart werden, ob auch eine Verénderung des

Wachstumsverhaltens vorliegt, die die Ergebnisse erklaren kann.
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Abbildung 20:

A Verhalten des arlRS Mutanten in Bezug auf Benutzung unterschiedlicher Antibiotikazusatze (1=
komplett mit AB, 2= nur Ubernachtkultur, 3= keine AB) und seine Stabilit4t im Vergleich mit
Newman und BF21 in MBB

B Vergleich arlRS mit BF21 und Newman im Medium TSB

Die durchgefiihrten Wachstumskurven zeigen in MBB mit Newman als dem
Empfangerstamm den typischen Kurvenverlauf. Der Donorstamm BF21 zeigt in MBB einen
Verlauf mit geringeren Dichtewerten von Beginn an und einem sehr friihen Eintritt in die
stationdre Phase zur 5. Stunde. Die Wachstumskurve des Konstruktes verlauft &hnlich der
Kurve des Donorstammes mit etwas hoheren Dichtewerten und einem ebenfalls frihen
Eintritt in die Wachstumsphase. Die verschiedenen Antibiotikazusatze zeigen keinen
relevanten Einfluss auf die Wachstumskurve. In TSB verlaufen die Kurven von Newman,
MGH1 und BF21 hoher als in MBB und sind nach 10 h noch im Wachstum, sodass noch kein
Ubergang in die stationare Phase zu erkennen ist. MGH1 lauft auf einer Kurve zwischen dem
Donorstamm BF21 und dem Empfangerstamm Newman. Newman zeigt den hochsten

Verlauf.
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Nach dem Ergebnis der Wachstumskurve mit Newman und dem Vergleich mit der

Literatur sollte durch den Wechsel des Kulturmediums geklart werden, ob die Verdnderung

dem Medium oder der Mutation allein zuzuschreiben ist.

Um das verdnderte Wachstumsverhalten ndher zu beleuchten, wurden Versuche (ber den

pH-Wert und die Azetatkonzentration durchgefiihrt.Dabei sollte herausgefunden werden, ob

die Veranderung des pH-Wertes oder ein metabolischer Defekt fur die Verdnderung in der

Wachstumskurve verantwortlich sind. Diese Messungen wurden mit Leermedium,

MBB+Newman und MBB+MGH1 vorgenommen.

In der Darstellung ist zu sehen, dass die Medien sich untereinander nur geringfugig in ihrem

pH-Wert unterscheiden. Der Ausgangswert des Mediums war jeweils auf pH 7 eingestellt.

3h 6h 10h
MBB 6,91 7,98 8,46
MGH1 6,56 7,8 8,38

Tabelle 1: pH-Wert Tabelle

Die Analyse der pH-Werte fur Newman und MGHL1 (inkubiert in MBB) zeigt, dass der

pH-Wert um etwas mehr als eine Einheit ansteigt. Die Werte von MGHL1 bleiben stets unter

den Werten des Wildtyps, allerdings so gering, dass kein relevanter Unterschied zu erkennen

ist.
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Weiterhin sind die Ergebnisse des Azetattests dargestellt:

2,5

I Newman
Il arlRS-Mutante

Azetat in mM

3h 6h 10h

Zeit/h

Abbildung 21: Analyse des Azetatverbrauchs von Wildtyp Newman und MGH1 in MBB

In der Analyse des Azetats von Newman und MGHL1 (inkubiert in MBB) ist zu erkennen,
dass die Medien zum 3 h Zeitpunkt auf ahnlichem Niveau liegen, nach 6 h aber schon stark
divergieren. Die Azetatkonzentration von Newman hat sich auf ein Drittel reduziert,
wohingegen die Konzentration von MGH1 nur ca. ein Flnftel zurtickgegangen ist. Nach 10 h
ist nur die arl-Mutante noch im positiven Bereich. Der Wert betrdgt ca. ein Viertel des
Ausgangswertes, wohingegen fur Newman kein Azetat mehr zu registrieren war. Insgesamt
zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem urspringlichen Stamm und der
hergestellten Mutante.

Danach sollte mittels RNA und RT-PCR eine Analyse der Veranderung der Gene durch
die verschiedenen Medien und MGH1 durchgefthrt werden.
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Abbildung 22:

A Analyse des Regulators RNAIII in Wildtyp Newman und MGH1 mittels RT-PCR
B Analyse des Regulators sae in Wildtyp Newman und MGH1 mittels RT-PCR

C Analyse des Regulators sarA in Wildtyp Newman und MGH1 mittels RT-PCR

Hier ist zu sehen, dass RNAIII, vor allem zum 3 h Zeitpunkt, in MGH1 gesteigert ist.
Dagegen ist sae im Vergleich zum Wildtyp im MGHL1 reduziert. sarA ist dahingegen erhéht in
MGHL.1 vor allem zum 6 h Zeitpunkt.

Zuletzt musste noch die Beeinflussung weiterer Gene durch die Mutation und die
zugesetzten Umweltfaktoren geklart werden. Dies erfolgte wiederum mit einer RT-Analyse

der verschiedenen Medien.
4.4 RNA

Fir die RNA wurden nur 3 verschiedene Medien ausgewahlt, von denen man sich anhand
der Daten des Reporter-Gen-Assays besondere Ergebnisse erwartet hat.

Diese Medien waren MBB jeweils mit Newman und MGH1, 1 M NaCl, 0,25 % Citrat und
5 ng Novobiocin. Die RNA-Herstellung diente dazu, die Ergebnisse des Reporter-Gen-Assays

zu komplettieren und zu bestatigen. Als Referenzmedium wurde wieder MBB verwendet.
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Abbildung 23:

A Darstellung der Analyse von eap im Vergleich von Newman in MBB, Citrat, 1 M NaCl und 5 ng
Novobiocin

B Darstellung der Analyse von emp im Vergleich von Newman in MBB, Citrat, 1 M NaCl und 5 ng
Novobiocin

C Darstellung der Analyse wichtiger Gene (RNAIII) im Vergleich von Newman in MBB, Citrat, 1
M NaCl und 5 ng Novobiocin

D Darstellung der Analyse wichtiger Gene (sae) im Vergleich von Newman in MBB, Citrat, 1 M
NaCl und 5 ng Novobiocin

E Darstellung der Analyse wichtiger Gene (sarA) im Vergleich von Newman in MBB, Citrat, 1 M
NaCl und 5 ng Novobiocin

In Bild A konnte die hdchste Aktivitat fir eap im Citrat Medium zum 3 h Zeitpunkt
festgestellt werden, gefolgt von Novobiocin und schlieBlich NaCl. Die Werte in Citrat sind ca.
10 fach hoher als die von NaCl, die Werte von Novobiocin sind auf ein Drittel reduziert.

Die Ergebnisse fur emp in Bild B verlaufen in allen Medien reduziert, am hochsten sind
die Werte im NaCl Medium.

In Bild C sind die Ergebnisse fir die betrachteten Medien und dem Gen RNAIII
dargestellt. Die hochsten Werte wurden fiir NaCl sowohl zum 3 h als auch zum 6 h-Zeitpunkt

gesehen. Danach folgen die Werte fur Citrat, wobei hier der 3 h Wert etwa 2,5-mal so hoch
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war wie der 6 h Wert. Die Ergebnisse von Novobiocin waren die Niedrigsten. Hier zeigte sich
ebenfalls der 3 h Wert erhoht, aber nur leicht hoher als der 6 h Wert.

Bild D stellt die Ergebnisse von sae dar. Hier wurde das hochste Ergebnis bei Citrat zum 6
h Zeitpunkt gesehen. Der 3 h Wert von Citrat liegt etwas unter der Halfte des 6 h Wertes.
Ubertroffen wird dieser noch vom 3 h Wert von NaCl. Der 6 h Wert von NaCl ist auf ein
Drittel des 3 h Wertes reduziert und stellt damit den niedrigsten gemessenen Wert dar. Die
Werte von Novobiocin liegen zwischen denen der anderen Medien, hier ist der 3 h Wert leicht
erhéht zum 6 h Wert.
In Bild E sind die Ergebnisse fiir sarA dargestellt. Das hdchste Ergebnis wurde fir NaCl zum
6 h Zeitpunkt festgestellt. Dieser liegt ca. 6-fach hoher als die restlichen Werte. Der Wert flr
NaCl 3 h und die beiden anderen Medien zeigen nur geringfligige Abweichungen und

bewegen sich auf demselben Niveau.
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5. Diskussion

Im Zusammenhang mit S. aureus wurden schon verschiedene Gene und ihre
Expressionsunterschiede in  Bezug auf ihre Antwort bei Verédnderungen des
Umgebungsmilieus untersucht. Fir die Gene agr, sae, RNAIIl liegen umfangreiche
Untersuchungen vor, woraus ersichtlich ist, dass S. aureus in der Lage ist, seine
Genexpression den Umweltbedingungen gemé&R zu verdndern. Die untersuchten
Umweltbedingungen bezogen sich auf Osmolaritat und lonenwirkungen.

Das Bakterium benutzt diverse Wege, wie zum Beispiel Veranderung des DNA-
Supercoilings oder Membransensoren, sowie verschiedene bislang weitgehend unbekannte
Wege, um auf Umweltverdnderungen zu reagieren.

Das Ziel dieser Arbeit war, die Verdnderungen der Gene eap und emp auf verschiedene
Umweltbedingungen, die auch im menschlichen Korper eine groRe Rolle spielen, zu

untersuchen.
5.1 Herstellung von MGHO und Reporter-Gen-Assay

Es existieren verschiedene Reporter-Gen-Assays. Die Bekanntesten dabei sind: Cat
(Chloramphenicol Acetyltransferase), Luciferase-, Galactosidase-, Glucuronidase-, alkaline
Phosphatase und Green-Fluoreszenz Protein. Die meisten dieser Assays benétigen allerdings
ein Substrat um eine Reaktion durchzufiihren. Dahingegen bendtigt das hier benutzte Assay
mit gfp-lux kein Substrat (Schenborn E, 1999). Das Lumineszenz Reporter-Gene-Assay mit
gfp-lux wurde aulRerdem gewadhlt, da es hier mdglich war, maoglichst viele Proben der beiden
Gene in den unterschiedlichen Medien in Echtzeit zu erfassen und direkt zu vergleichen.
Hinzu kommt die gute Handhabung, da nur zu Beginn das Reaktionsgemisch pipettiert
werden muss, die halbstiindige Messung von Dichte und Lumineszenz erfolgt selbststandig
durch das Messinstrument.

Um die Experimente mit dem Reporter-Gen-Assay durchfiihren zu koénnen, musste
zunachst pEmp-gfp-lux hergestellt werden. pEap-gfp-lux war im Labor bereits fertig
vorhanden (Harraghy et all 2005). Mittels dergleichen Klonierungsstrategien wurde auch
pEmp-gfp-lux hergestellt. Dieser Stamm (MGHO0) wurde dann im Reporter-Gen-Assay
getestet. In diesem Test konnte ein dhnlicher Verlauf wie der der Eap-Variante festgestellt
werden, allerdings mit einer um 10-fach reduzierten Expression. Somit konnte davon

ausgegangen werden, dass die Klonierung erfolgreich durchgefiihrt wurde.
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5.2 Analyse der Ergebnisse

5.2.1 Umweltbedingungen, die die Expression von eap und emp beeinflussen

Im weiteren Verlauf wurden Wachstumskurven in MBB, das fir die jeweiligen
Experimente dementsprechend modifiziert wurde, angefertigt und danach diese Medien im
Reporter-Gen-Assay mit dem Referenzmedium verglichen. Es wurde im Reporter-Gen-Assay

die Expression von eap und emp in den unterschiedlichen Medien verglichen.
5.2.1.1 NaCl

Als ein wichtiger Bestandteil des bakteriellen und humanen Zytoplasmas stellt NaCl auch
einen wichtigen Anhaltspunkt fur die Forschung dar.

S. aureus ist ein sehr halotolerantes Bakterium. Frihere Studien zeigten bereits die
Anpassungsfahigkeit in Bezug auf verdnderte Umweltsalzkonzentrationen (Vijaranakul,
1995). Aber nicht nur das Uberleben des Bakteriums, sondern auch eine Vermehrung und
Invasion konnten beobachtet werden.

Die Frage, die sich in Bezug auf Eap und Emp stellt, ist, ob deren Expression eine
Beeinflussung durch eine Veranderung der Umgebungs-NaCl-Konzentration erféhrt.

Die Wachstumskurven zeigten keine auffalligen Verénderungen. Auch eine Konzentration
von 1 M NaCl supprimierte das Wachstum nicht. Regassa/Betley zeigten in ihrer
Veroffentlichung (Regassa, 1993), dass in einem BHI-Medium eine Konzentration von 1,2 M
NaCl schon verlangsamend auf das Wachstum wirkt. Wobei dabei zu betonen ist, dass eine
gewisse Menge NaCl zum guten Wachstum erforderlich ist, da Wachstum in einem Medium
ohne jeglichen NaCl-Gehalt ebenfalls supprimiert ist. Es ist also anzunehmen, dass die
bestmogliche Konzentration zwischen einem Medium ohne NaCl und einem mit 0,25 M NaCl
liegt. Es steht fest, dass die in MBB (0,08 M) enthaltene Konzentration eine hohere
Expression aufwies. Also war die hier verwendete Konzentration noch nicht inhibierend.
Dagegen konnte im Reporter-Gen-Assay die schon erwéhnte konzentrationsabhdngige
Verminderung gesehen werden. Da keine Inhibierung des Wachstums vorlag, konnte diese
Verminderung nicht durch ein veréndertes Wachstum erklart werden. Dies l&asst darauf
schlieRen, dass die NaCl-Konzentration einen hemmenden Effekt auf die Ausbildung von Eap
und Emp besitzt. Daflir gibt es verschiedene Erkl&rungsansatze. Einer davon l&sst vermuten,
dass die Bakterien die Verdnderung im Umgebungsmilieu ,, messen® und Uber bestimmte
Mechanismen, z.B. Zwei-Komponenten-Regulationssysteme, die weitere Genexpression

beeinflussen (Fournier, 2000). Dieser Mechanismus hilft dem Bakterium, sich an veranderte
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Umweltbedingungen anzupassen. Somit kann das Bakterium zwar in diesem Milieu gedeihen,
ist aber in seiner Invasionsfahigkeit eingeschrankt. Der Einfluss der Osmolaritat auf die
Genexpression von S. aureus wurde auch schon von verschiedenen Gruppen getestet. Diese
Studien ergaben fir die Virulenzgene spa, hla, tst und eta, dass eine Konzentration von 1 M
NaCl die Expression supprimiert. Flr tst konnte eine 10%-Verminderung registriert werden.
Weiterhin wurde fir hla und eta eine hdchste Expression in einem Medium ohne NaCl
gemessen. Dies konnte hier nicht festgestellt werden, allerdings wurden in den beiden anderen
Studien die Medien BHI und TSB benutzt, die mehr Nahrstoffe enthalten und somit das
Wachstum besser fordern. Die Divergenz in Bezug auf die Ergebnisse in einem Medium ohne
NaCl kann moglicherweise durch die unterschiedlichen Medien und ihren Né&hrstoffgehalt
und die unterschiedlichen Empfindlichkeit der Gene auf dieselben Umweltbedingungen
erklart werden. Es ist denkbar, dass eine Veranderung der Osmolaritdt in geringeren
Konzentrationen unterschiedlichen Einfluss auf die Expression der beiden Proteine hat,
héhere Konzentrationen aber generell inhibierend wirken (Ohlsen, 1997), (Sheehan, 1991),
(Fournier, Klier, 2004), (Chan, 1998).

Daneben konnte auch der Einfluss hoher Osmolaritat auf Regulatorgene wie sarA und sae
gezeigt werden. Vor allem agr ist intensiv in Bezug auf Veranderungen bei Beeinflussung
durch die Umwelt untersucht worden. Chan und Foster untersuchten den Einfluss auf sarA
(Chan, 1998). Die benutzte Konzentration in der Studie betrug 1 M NaCl; dieses wurde zum
BHI Medium gefiigt und das Bakterium wuchs ein wenig schlechter in dieser Konzentration.
sarA wurde durch diese Konzentration méRig vermehrt exprimiert. Fir sae konnte eine
Blockade bei Benutzung von 1 M NaCl festgestellt werden (Novick, 2003). Dies konnte die
niedrige Expression von eap erklaren, da der Hauptregulator ebenfalls durch 1 M NaCl
supprimiert wird. Somit stimmen die gefundenen Ergebnisse fur eap und emp nahezu
vollstandig mit den bisherigen Ergebnissen anderer Regulator-Gene uberein.

Biologisch gesehen ist Natriumchlorid eine wichtige Voraussetzung fir das
Transmembranpotenzial, pro- und eukaryontisch. Im Extrazellularraum liegt Na als
wichtigstes Kation in der Konzentration 135-145 mmol/l vor. Die intrazelluldre Konzentration
ist mit ca. 12 mmol/l deutlich niedriger. Diese Konzentrationen kdénnen die Invasion des
Bakteriums Dbeeinflussen. Bei hoherer molarer Konzentration besteht eine verminderte
Expression von eap und emp. Dies ist beim Krankheitsbild der Cystischen Fibrose zu sehen.
Hier findet sich eine erhdhte Anfalligkeit, bis zum 10. Lebensjahr an einer Infektion mit S.
aureus zu erkranken. In einer Studie von Verghese und Boucher (Verghese, 1998) wurde die
Zusammensetzung der Bronchialflussigkeit beschrieben. Die Zusammensetzung von NaCl
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variiert von 200 bis 285 mM, also von hypo- bis isoosmolar. Allerdings existiert keine
generell definierte Aussage Uber die Zusammensetzung. Diese Konzentration liegt teilweise,
wie in den Ergebnissen gesehen, zwischen der Konzentration 0 M NaCl und 0,25 M NacCl.
Bei 0,25 M NaCl wurde eine geringere eap Expression als bei unsupplementiertem MBB
gesehen, das wiederum eine Konzentration von 80 mM enthalt. Somit ist es moglich, dass
eine Konzentration unterhalb von 0,25 M begunstigend auf die Produktion von Eap wirkt.
Diese Konzentration wurde als Konzentrationsreihe aber nicht getestet. Die Annahme der
Studie, dass die Neutrophilen-Aktivitat dieser Patienten peripher nicht aufféllig ist, aber die
Zusammensetzung der Bronchialflissigkeit eine inhibierende Funktion auf die Neutrophilen
hat, was einen begiinstigenden Faktor fiir eine bakterielle Infektion darstellen wirde, konnte
nicht ausreichend mit den vorliegenden lonenkonzentrationen bewiesen werden (Verghese,
1998).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die meisten Gene &dhnlich wie eap auf hohere
Konzentrationen von NaCl mit einer Verminderung der Expression reagieren. Das Bakterium
scheint zwar weiter zu wachsen, wie die Wachstumskurven zeigen, aber die Expression der

Virulenzfaktoren zu verringern.
5.2.1.2 lonenstress mit MgCl, und CaCl,

Nach den Ergebnissen von NaCl sollte nun der Effekt anderer lonen auf die Expression
von Eap und Emp, sowie das bakterielle Wachstum untersucht werden. Hier sollte die Frage
beantwortet werden, ob sich flir MBB versetzt mit 5 mM CaCl, und 20 mM MgCI, ebenfalls
eine Suppression ergibt wie fiir NaCl. Im menschlichen Korper ist Mg?* vor allem beteiligt als
Enzymaktivator in verschiedenen ATP-, GTP-abhangigen Reaktionen, sowie als Cofaktor fur
die DNA Polymerasen. Die Wachstumskurven von MgCl, und CaCl; verliefen ahnlich wie
die Vergleichskurve von MBB. Die MgCl, Wachstumskurve lasst eine leicht steilere und
verlangerte exponentielle Phase erkennen. Im Reporter-Gen-Assay ergab sich fur die
Expression von eap und emp keine derartige Verminderung, flir emp sogar eine Steigerung
der Expression, die eap-Expression war ca. ein Drittel geringer als die von MBB. Fir CaCl,
ergab sich in dem dargestellten Experiment sowohl bei eap als auch bei emp eine
Verminderung, bei eap verlief die Kurve auf ca. 25% reduziert, bei emp war ein
Kurvenverlauf kaum mehr zu erkennen.

Chan und Foster (Chan, 1998) konnten in einer Studie mit 20 mM MgCl, und der
Expression von tst durchgefiihrt in BHI zeigen, dass sich eine zweifache Verminderung von

tst ergab. Diese Konzentration bot die Grundlage fiir unsere Versuche, allerdings konnten die
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Ergebnisse der Literatur nur fir eap bestatigt werden, da emp einen gesteigerten Verlauf
nahm. Weitere Vergleiche mit der Literatur ergaben, dass eine geringe Konzentration von
Magnesium einen positiven Einfluss auf die Produktion von Exoproteinen hat, aber eine
Steigerung der Konzentration eine Verminderung bewirkt hat (Kiyota, 1989). In den
Versuchen von Mills, Dodel und Kass (Mills, 1986) wurden verschiedene Konzentrationen
von Mg?" in einem Kulturmedium getestet, von 0,02 mM bis 1,6 mM. Niedrigere Molzahlen
wie 0,02 mM-0,04 mM ermdglichen ein leicht suboptimales Wachstum und eine vermehrte
Produktion von Exoproteinen. In einer anderen Studie von Bhat, Joseph, Shivananda (Bhat,
1994) stellte sich heraus, dass die Mindestkonzentration zum Wachstum von S. aureus 0,01
mM Mg”" ist. Ein suboptimales Verhalten konnte allerdings anhand der hier vorliegenden
Daten (mit 20 mM) der Wachstumskurve im Vergleich zu MBB nicht bestétigt werden.
Allerdings wurde hier auch nur eine Konzentration getestet und nicht eine
Konzentrationsreihe, sodass nur eine Momentaufnahme existiert und kein Verlauf. Die
beschriebene Studie gibt die Mdglichkeit, die benutzte Konzentration von 20 mM in ihrer
Wirkweise einzuordnen. Das Optimum fir das Wachstum soll laut Mills, Dodel und Kass
(Mills, 1986) bei 0,4 mM Mg®" liegen. Hier ist das Wachstum am Besten, die
Proteinproduktion aber eingeschrankt.

Fur Calcium wurde ebenfalls die von Chan und Foster (Chan, 1998) getestete
Konzentration von 5 mM benutzt. Chan und Foster konnten in ihrer Studie eine bis auf 70 %
reduzierte Expression fur die getesteten Gene feststellen. Fiir Eap konnte hier im Reporter-
Gen-Assay sogar eine Reduktion auf 25 % festgestellt werden.

Insgesamt konnte eine Verminderung der Expression verzeichnet werden, aufler im Fall
MgCl, emp. Hier besteht ein Regulationsunterschied zwischen eap und emp. Wahrend die
Expression von eap in MgCl, unter der des Referenzmediums bleibt, steigt die von emp in
demselben Medium darlber. Dies beweist zundchst, dass Chlorid nicht der supprimierende
Faktor sein kann, da das Ergebnis von MgCl, emp dagegen spricht. Darlber hinaus konnte
gezeigt werden, dass eap und emp nicht immer gleich auf eine Verénderung der
Umweltbedingungen reagieren, somit in einigen Bereichen unterschiedlich reguliert werden.
Weiterhin ergab sich nur fir CaCl, eine &hnlich hohe Suppression wie fir 1 M NaCl. Die
néchste Frage war nun, ob eine Verminderung, anstatt eine Zugabe, zweiwertiger lonen
Einfluss hat.
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5.2.1.3 lonenchelatoren Citrat und EDTA

Mittels MBB versetzt mit 0,5 mM EDTA und 0,25 % Citrat sollte, nachdem vorher ein
vermehrtes Angebot an lonen herrschte, die Expression bei der Verminderung zweiwertiger
lonen und dabei vor allem Ca®* durch Chelatbildung gezeigt werden. Durch die vorherigen
Versuche, die eine Verminderung von eap bei CaCl, zeigten, kdnnte vermutet werden, dass
bei der Verminderung von Ca* eine Steigerung erfolgt. Zunichst muss man die
unterschiedlichen Wirkweisen von EDTA und Citrat im Zusammenhang mit den Ergebnissen
der Studie betrachten. EDTA fangt zweiwertige und dreiwertige lonen aus der Lésung; von
den Zweiwertigen ist Ca** zwar das spezifischste, aber Mg®* kann auch gebunden werden.
Citrat dagegen fangt sehr spezifisch nur Ca®* aus dem Medium, auRerdem kann es als direkter
Metabolit im Citratzyklus verwendet werden.

Zunachst wurde auch hier das Wachstum betrachtet. Die Wachstumskurve von Citrat
scheint nach 10 h noch nicht in die stationdre Phase Ubergegangen zu sein. Wahrenddessen
findet sich bei EDTA ein nahezu komplett inhibiertes Wachstum. Die Expression der Gene
entspricht der Vorstellung von Vorbetrachtung und Wachstumskurve. Bei Citrat ergibt sich
eine Steigerung der Expression von eap im Gegensatz zu emp und im Vergleich mit MBB,
allerdings ist die Expression von emp nur gering reduziert.

Die gesteigerte Stoffwechsellage bei Citrat stellt sich als wachstumsbegtinstigend aufgrund
eines guten Nahrstoffangebotes dar. Wahrenddessen kann bei EDTA ein nahezu komplett
inhibiertes Wachstum auf die Komplexierung verschiedener Stoffwechsel-bedeutsamer zwei-
und dreiwertiger lonen zurlckgefiihrt werden. Wie im Kapitel 5.2.1.2 schon erwéahnt, ist laut
Literatur eine minimale Konzentration von 0,01 mM MgCI, fiir ein Wachstum erforderlich.
EDTA veranlasst sowohl bei eap als auch bei emp eine sehr starke Reduktion, die sich aus
dem minimalen Wachstum ergibt. Laut Literatur soll sich aus der Komplexbildung von lonen
auch eine Verschiebung des pH-Wertes ergeben (was hier nicht gepruft wurde), die aber
weiterhin zur starken Reduktion beitragen konnte. Fir tst wurde von Chan und Foster (Chan,
1998) bei Bakterien in BHI mit Zusatz von EDTA und Natriumcitrat eine drei- bis flinffache
Vermehrung der Expression beschrieben. Die Begrindung dafir war, dass die lonen-
Konzentration verringert wurde. Allerdings wurde fir die Gene sarA und hla in derselben
Studie kein Einfluss bei Zusatz der voran genannten lonen auf die Expression nachgewiesen.
Im Hinblick auf spa ergab sich sogar eine zwei- bis vierfache Verminderung der Expression.
Die Wachstumskurve war nicht beeinflusst. Im Vergleich mit den hier vorliegenden
Resultaten, die eine Steigerung von eap und eine Verminderung von emp zeigen, kann man

ableiten, dass man keine generelle Aussage Uber den Einfluss einer lonen-Konzentration
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machen kann, da die individuelle Lokalisation der Gene im Genom oder auch der Einfluss der
eingefligten Promotorsequenz bestimmt, wie grof3 der Einfluss ist.

Durch den Einsatz von Chelatoren wurde zum Einen gezeigt, dass auch hier eap und emp
nicht gleich reagieren und zum Anderen, dass es eine negative Auswirkung hat, zwei- und
dreiwertige lonen zu komplexieren. Somit hat hier eine Verminderung der lonen-
Konzentration ebenso eine Verminderung der Expression zur Folge, wie eine zu hohe
Osmolaritat. Dies ergibt sich aber auch nicht einheitlich, da Citrat eine Steigerung erféhrt.
Nun sollte geklart werden, ob die Osmolaritat allein eine Suppression bewirkt, oder ob doch

mehr eine Einzelionenwirkung vorliegt.
5.2.1.4 Osmotischer Stress

Um letztendlich festzustellen, ob die verminderte Gen-Expression bei 1 M NaCl nun ein
loneneffekt ist oder regelmaRig bei héherer Osmolaritat auftritt, wurden weitere héhermolare
Medien getestet. Zu den getesteten Medien gehdrten MBB versetzt mit 1 M Sucrose, 1 M KCI
und 1 M NaCl.

Die Wachstumskurven verliefen nicht wesentlich verschoben zu der von MBB, so dass
kein inhibierender Einfluss auf das Wachstum zu erkennen war. 1 M Sucrose bewirkt ebenso
wie 1 M KCI eine Verringerung der Expression dhnlich wie bei 1 M NaCl. Die Expression
war zum Teil bis auf ein Zehntel der Vergleichskurve erniedrigt. In einigen Vorversuchen mit
Sucrose, in den Konzentrationen 0,02 M und 0,5 M, die nicht im Ergebnisteil dargestellt
werden, ergab sich ebenfalls eine Anderung in der Expression, sodass man hier davon
ausgeht, dass die Konzentration von 1 M auf jeden Fall inhibierend wirkt, aber auch geringere
Konzentrationen (wie schon 0,02 M), vergleichbar mit NaCl, auch eine Repression bewirken.
Andererseits ist das Wachstum in Medien, die Glucose enthalten, z.B. TSB, hoher als in
anderen ohne. Sucrose ist ein Disaccharid Typ Il (Saccharose) und kann ebenso wie Glucose
als Kohlenhydratquelle fur den Stoffwechsel genutzt werden. Saccharose besteht aus D-
Glucose und D-Fructose. Glucose dagegen ist ein Monosaccharid, eine Hexose, die eventuell
leichter ,,verdaulich® fiir den bakteriellen Stoffwechsel ist.

Am ehesten ist der Effekt von Sucrose damit zu erkldren, dass die Konzentrationen, die
einen positiven Einfluss auf die Expression haben, von der im Versuchsaufbau gewahlten
Konzentration von 0,02 M schon (berschritten wurden. Die Repression kann einerseits durch
den Einfluss der Osmolaritat erklart werden; eine hohere Osmolaritat bedeutet, wie in
friheren Studien gezeigt wurde, ein vermehrt negatives Supercoiling und somit eine

verminderte Rate an Transkription und Translation. Eine andere Interpretationsmaoglichkeit
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zeigt, dass durch Glucose (also auch Sucrose) eine Verschiebung des pH-Wertes ins Saure
erfolgt. Diese entsteht durch die Fermentation von Glucose, also auch mdéglich bei Sucrose.
Durch die Veranderung des pH-Wertes werden verschiedene Virulenzgene wie eap und emp
in ihrer Expression negativ beeinflusst (Weinrick, 2004). Durch KCI wurde bewiesen, dass
Na* allein nicht der inhibierende Faktor ist, da KCI dieselbe Wirkung hat. Allerdings ist in
beiden Chlorid enthalten. Durch den Einsatz von 1 M Sucrose wurde gezeigt, dass auch
Chlorid allein nicht fur die Veranderungen zustéandig sein kann.

Fournier (Fournier, Klier, 2004) stellte den Einfluss von NaCl auf Prot. A dar. Prot. A wird
uber spa reguliert. Das Bakterium wurde in dieser Studie in TSB mit 1 M NaCl inkubiert. Ein
Galaktosidase-Assay ergab eine vier- bis siebenfache Suppression von spa verglichen zum
Medium ohne Zusatz von NaCl. Weitere Studien mit hoher osmolaren Zusatzen wie 1 M
Sucrose und 1 M KCI ergab dieselbe Suppression. Somit war ein osmotischer Effekt zu
vermuten. Diese Ergebnisse entsprechen den Vorliegenden fur Eap. Weiterhin konnte von
Chan und Foster (Chan, 1998) eine drastische Repression der Virulenzgene tst, spa und hla in
Gegenwart von 20 mM Sucrose dargestellt werden. In derselben Studie konnte aber kein
Einfluss auf das Regulatorgen sarA festgestellt werden. Somit stimmen die Ergebnisse der
Literatur mit den gefunden Ergebnissen der Repression fur Eap und Emp Gberein. Da Chan
und Foster fir das Regulatorgen sarA keine Beeinflussung gefunden haben, ist dies als
maogliche Ursache fur die Repression von Eap und Emp auszuschliel3en.

Generell ist zu konstatieren, dass die Osmolaritdat die Expression stark beeinflusst. Die
bisherigen Ergebnisse lieen auf einen wichtigen Bestandteil des DNA-Supercoilings bei der

Regulation von Eap und Emp schlieRen.
5.2.2 Beweis fur DNA Supercoiling als Mechanismus der Regulation fir Eap

Einige Studien (Sheehan, 1991), (Fournier, Klier, 2004) an anderen Genen zeigten, dass
hohe Osmolaritat eine inverse Wirkung auf die Expression der Gene hat. Daraus wurde
gefolgert, dass die Osmolaritdt das Bakterium dazu veranlasst, mit einer Verénderung des
Supercoilings auf Umweltbedingungen zu reagieren. In diesen Studien wurde zur Bestétigung
dieser Theorie das Antibiotikum Novobiocin verwendet, das eine Relaxation der DNA
bewirkt. Diese Ergebnisse bestatigten das Ergebnis. Novobiocin ist ein Gyraseinhibitor. Die
bakterielle Gyrase ist vergleichbar mit der humanen Topoisomerase, die die Ausbildung einer
Superhelixstruktur der DNA bewirkt. Demnach bewirkt eine Gyrasehemmung die Ausbildung

negativer Superhelices.
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Supercoiling bedeutet im biologischen Sinne das Ausbilden der super-helikalen DNA-
Quartérstruktur. Diese Struktur ist aber eher eine Ruhestruktur. In diesem Zustand ist
normalerweise keine Transkription und Translation mdglich. Zur Transkription muss die
DNA zundchst wieder ,abgerollt“ werden. Durch Umweltbedingungen (pH-Wert,
Osmolaritdt) kann also diese Struktur verandert werden; wenn die Umweltbedingungen
ungunstig sind, werden diese registriert und die DNA sozusagen in Ruheposition ,,verdrillt;
dies resultiert dann in einer verminderten Expression von Genen und Genprodukten. Ein
Grundlevel an Produktion ist wohl meistens vorhanden, um ein Uberleben zu ermdglichen
(Fournier, Klier, 2004).

Die Experimente wurden zuvor schon im Zusammenhang mit der Osmolaritét fur andere
Proteine wie spa (Fournier, Klier, 2004) durchgefihrt.

Zunéchst sollte die optimale subinhibierende Konzentration fiir Novobiocin gefunden
werden, da in der Literatur unterschiedliche Zahlen vorlagen. Die Resultate der verschiedenen
Novobiocin-Konzentrationen zeigen in den Wachstumskurven eine deutliche Reduktion, die
mit zunehmender Menge an Antibiotikum ebenfalls groRer wird. Mittels der Wachstumskurve
wurde die subinhibierende Konzentration bestimmt. Die niedrigeren Konzentrationen 0,5
ng/ml und 5 ng/ml zeigen im Reporter-Gen-Assay eine gesteigerte Expression von eap. Dies
ist damit zu erklaren, dass bei den geringeren Konzentrationen die inhibierende Wirkung des
Antibiotikums durch die positiven Wirkungen auf das Supercoiling Ubertroffen wird. Die
hohen Konzentrationen bedingen durch die Menge an Antibiotikum die Reduktion, da das
normale Zusammenspiel bei Transkription und Translation zu stark gestort wird. Laut
Fournier et all. (Fournier, Klier, 2004) wurde die hochste Relaxation mit 20 und 40 ng/ml
gefunden; 5 ng/ml zeigten keine Verédnderung. Die Ergebnisse von Fournier in Bezug auf spa
zeigen, dass Konzentrationen unter 1,2 ng/ml Novobiocin keinen Einfluss auf die Expression
haben.

In anderen Studien von Fournier et all. (Fournier, Klier, 2004), in denen der Einfluss von
Umweltfaktoren auf das Virulenzgen spa untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass ein
Medium aus 1 M NaCl und 10 ng/ml Novobiocin keine Repression mehr zeigt und sich die
beiden Inhaltsstoffe gegenseitig aufheben. Ein derartiger Versuch mit eap zeigte immer noch
eine Repression. Fir eta fanden Sheehan und Foster (Sheehan, 1991), dass eine vermehrte
Relaxation der DNA auch eine vermehrte Expression von eta bewirkt. Da in dieser Studie die
eta-Expression in Agr+ und Agr- Stdimmen untersucht wurde, konnte festgestellt werden, dass
das Regulatorgen agr nicht auf die Novobiocin induzierte Relaxation reagiert, da beide
Mutanten gleich reagierten. In einer weiteren Studie von Chan und Foster (Chan, 1998)
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konnte kein Einfluss von Novobiocin auf die Virulenzgene spa, hla oder das Regulatorgen
sarA festgestellt werden. Hier ergab sich unter einer Kombination von 1 M NaCl und 0,5 ng
Novobiocin keine Veranderung der Expression. Daraus lasst sich schlieen, dass nicht alle
Genloci gleich empfindlich fir Medikamenten-induzierte DNA-Relaxation sind. Fur
unterschiedliche Genloci existieren bestimmte Optimalkonzentrationen. Flr die getesteten
Gene agr, sarA konnte keine Beeinflussung festgestellt werden.

Im Allgemeinen waére bei Verwendung eines Antibiotikums zu erwarten, dass das
Wachstum der Bakterien verhindert wird, sofern das Bakterium empfindlich ist. Die
Ergebnisse stellen aber dar, dass in einer bestimmten Konzentration nur wenig Beeinflussung
des Wachstums und sogar eine Steigerung von Adhé&sionsproteinen, die fir die Invasion sehr
wichtig sind, stattfindet. Aus einer vermehrten Expression dieser Proteine konnte in vivo eine
vermehrte Invasion werden. Somit das Gegenteil des Erwinschten. Allerdings muss man
bemerken, dass bei steigender Konzentration die gewinschten Effekte eintreten. Die im
Handel lblichen Konzentrationen ab 250 mg in Tablettenform liegen deutlich tber der hier
benutzten Konzentration. Doch ist hier bestétigt, dass ein Abfall des Spiegels, neben
Resistenzen, auch unter Umsténden die Folge einer vermehrten Invasion haben kann. Wie
zuvor erklart, haben subinhibierende Konzentrationen den Effekt, dass durch eine vermehrte
Relaxation eine vermehrte Transkription moglich ist, was auch eine vermehrte Produktion
von Virulenzfaktoren bedeutet, die dann die Invasion ermdglichen. AulRerdem konnte ein
Problem darin liegen, dass Quinolone fiir Infektionen mit intrazellularen Erregern benutzt
werden, aber die Konzentration in der Zelle nur suboptimale Werte erreicht. Allerdings sind
die durchgefihrten Versuche in vitro und nicht in vivo, somit liegt derzeit kein Beweis fir
diese Theorie vor.

Eine Studie von Kuroda (Kuroda, 2007) zeigte eine Induktion des saeRS-Systems durch
die Benutzung subinhibitorischer Konzentrationen von Betalactam-Antibiotika. Dieselben
Ergebnisse fanden sich in einer Studie von Blickwede (Blickwede, 2005). Die gesteigerte sae-
Aktivitat hatte auch eine Steigerung der Expression verschiedener Proteine wie Eap, Emp und
andere zur Folge. Die Erklarung dafir war, dass das benutzte Antibiotikum Florfenicol eine
Stabilisierung der mRNA bewirkt, somit mehr zur Verfugung steht und mehr umgesetzt

werden kann.
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5.2.3 ldentifikation des arlRS-Systems als neuer Regulator von Eap

5.2.3.1 Herstellung von MGH1

Das arlRS-System wurde schon als Regulator fiir Prot. A identifiziert (Fournier, 2004). In
weiteren Versuchen innerhalb dieser Studie in Bezug auf Osmolaritdt und Supercoiling
konnte festgestellt werden, dass das arlRS-System Einfluss auf das Supercoiling hat und
somit auch die Expression einiger dadurch regulierter Gene beeinflussen kann. Da die dort
erzielten Ergebnisse mit denen der vorliegenden Dissertation vergleichbar sind, wurde eine
arl-Mutante hergestellt, um den Einfluss auf die eap-Expression zu untersuchen.

Das arlRS-System ist ein klassisches Zwei-Komponenten-System (Fournier, Hooper,
2000). arlS bildet zusammen mit dem ein wenig weiter oben liegenden arIR ein Operon. arlR
ahnelt den bekannten Antwortregulatoren, arlS gehért zu den Protein-Histidinkinasen. Das
Protein selbst ist Bestandteil der OmpR-PhoB Einheit von Antwortregulatoren. arlRS hat
Einfluss auf agrABCD und sarH2 und einige weitere Regulatoren. Dieses Zwei-
Komponenten-System gibt Informationen aus der Umwelt weiter und kann eine Regulation
auf genetischer Ebene durchfuhren. Die Weitergabe der Information erfolgt Gber induzierte
Phosphorylierung. arIRS ist bedeutend fur die Produktion von Kapseltyp 5 und hat Einfluss
auf die Expression von Protein A.

Die Herstellung der arlRS-Mutante diente dazu, einen neuen Regulator fir Eap zu finden.
Eine entsprechende Konstruktion existierte schon im Stamm BF21. Die Eap-Produktion in
diesem Stamm ist aber sehr niedrig, so dass diese zum Vergleich mit der Eap-Produktion des
Stammes Newman auch in Newman Ubertragen werden musste. Die arlRS-Mutation besitzt
Einfluss auf das Supercoiling der DNA, allerdings soll dieser Einfluss laut Literatur fir

andere untersuchte Proteine nicht tbermaRig sein.
5.2.3.2 Wachstumskurven

Zunachst wurde das Verhalten von MGH1 uberpruft, indem Wachstumskurven mit
Antibiotika-haltigen Medien erstellt wurden. Ohne Antibiotika Zusatz konnte der untersuchte
Stamm die Insertions-Mutation verlieren. Eine Analyse des Wachstums musste durchgefiihrt
werden, um den Einfluss der Antibiotika auf das Wachstumsverhalten des Bakteriums zu
klaren. Diese Kurven verliefen nahezu identisch. Daraus kann man schlielen, dass das
Wachstum auch mit Antibiotika nicht eingeschrankt ist. Des Weiteren wurde das normale
Wachstumsverhalten in MBB im Vergleich mit Newman und BF21 untersucht. Dies ergab,

dass das Wachstumsverhalten unterschiedlich ist. MGHL1 tritt deutlich friiher in die stationéare
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Phase ein als MBB Newman. Untersuchungen mit den Stammen WCUH29 und Sa316ko in
TSB zeigten, dass diese ebenfalls nach 5 h in die stationare Phase tibergehen und mit OD 1 im
Gesamten keine hohen Werte erreichen (Liang, 2005). Danach wurde eine Vergleichskurve in
TSB mit Newman, BF21 und MGH1 angefertigt. Daraus ergab sich, dass die Verédnderung in
der Wachstumskurve in MBB den vorigen Ergebnissen ahnelt, der Vergleich in TSB zeigt
allerdings fir alle drei Stdmme einen deutlichen Zuwachs im Wachstum und nach 10 h keinen
Ubergang in die stationare Phase. Die unterschiedlichen Ergebnisse beruhen wahrscheinlich
auf der Konstellation MGH1 in MBB, da der Stamm Newman allein in TSB ebenfalls ein
hoheres Wachstum aufweist und die Mutation sich zum Anderen in TSB &hnlich verhélt wie
Newman in MBB. Zu erkennen ist allerdings, dass die Wachstumskurve von MGH1 zwischen
dem Donorstamm BF21 und dem Empfangerstamm Newman verlduft, sodass man sagen
kann, dass die arlRS-Mutation die Wachstumseigenschaften verdndert. Die Insertion in
Newman war nétig, damit man die Ergebnisse, die mit Newman durchgefuhrt wurden, mit
den neuen Ergebnissen der arlRS-Mutante représentativ vergleichen kann. Weiterhin sind
Ahnlichkeiten mit der Wachstumskurve von Somerville Gber eine Aconitase-Mutation zu
erkennen (Somerville, 2002). Diese Kurve geht direkt von der exponentiellen Phase in die
stationdre Phase uiber. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden Tests zur Uberpriifung des pH-
Wertes und des Azetates durchgefiinrt, um festzustellen, ob weitere Ubereinstimmungen mit
der Aconitase-Mutation zu finden sind. Die Bestimmung des pH-Wertes ergab Kleinere
Veranderungen. Der pH-Wert von MGHL1 lag immer etwas niedriger als in MBB Newman.
Die Azetatmessung zeigte, dass Newman in MBB das Azetat nach 10 h abgebaut hatte,
MGH1 dagegen baute nur die Hélfte des Azetats in derselben Zeit ab. In der Veroffentlichung
von Somerville wird beschrieben, dass S. aureus in der postexponentiellen Phase beginnt, das
produzierte Azetat zu verbrauchen. Die Aconitase-Mutante verbraucht allerdings kein Azetat
(Somerville, 2002). Dies ergibt die Folgerung, dass ein verminderter Verbrauch von Azetat
durch eine verminderte Aktivitat im Citratzyklus bedingt ist. Da nach einer gewissen Zeit
keine anderen Metaboliten mehr abgebaut werden kénnen, geht Azetat als Acetyl-Co-Enzym
A in den Citratzyklus ein. Daraus resultiert die Schlussfolgerung, dass die arlRS-Mutation
ebenfalls einen zumindest eingeschrankten Citratzyklus besitzt, da ein gewisser Verbrauch an
Azetat stattfindet. Die arlRS-Mutation betrifft also nicht nur Adhdsivproteine sondern
wahrscheinlich auch Schritte im Stoffwechsel.

Die eigentlichen Untersuchungen betrafen allerdings die veranderte Proteinproduktion von
Eap. Diese ist, wie in den Ergebnissen des SDS-PAGEs klar zu erkennen ist, deutlich

reduziert im Vergleich zur Produktion des Stammes Newman. Damit war der erste Beweis fur
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arlRS als Regulationssystem fiir eap geliefert. Emp wurde mittels SDS-PAGE nicht
untersucht, da es nicht so leicht wie Eap aus den anderen Proteinen isoliert werden kann.

Danach wurden die Ergebnisse per RT-RNA bestatigt. Zum besseren Verstandnis der
Regulation wurden die Gene RNAIII, sae, sarA, eap und emp untersucht. Diese sind, wie
bereits in Kapitel 2.6. dargestellt, wichtig fur die Regulation von eap. Zunéchst die Ergebnisse
fur eap und emp im Stamm Newman und MGH1. Hier ergab sich eine ausgepragte Reduktion
von eap und emp sowohl zum 3 h Punkt als auch zum 6 h Punkt in der arlRS—Mutante. Die
Beeinflussung von eap ist somit kompatibel mit den Ergebnissen des SDS-PAGE und auch
der Mechanismus des Supercoilings lasst sich dadurch erhérten. Fir den gleichzeitigen
Einfluss auf emp sprechen die Daten des Reporter-Gen-Assays und der RT-PCR. Eine
vollstandige Bestatigung muss durch weitere Versuche erfolgen. Fur die Regulatoren ergab
sich bei RNAIII eine grolRe Steigerung bei MGH1, die auch schon bei Fournier (Fournier,
Klier, 2001) beschrieben wurde als negativer Einfluss auf die Expression von eap bei RNAIII
in hoher Auspragung. Ergéanzend dazu ist die sarA Expression ebenfalls erhoht, was durch den
regulatorischen Zusammenhang erkart werden konnte. Dahingegen ist sae vermindert. Da sae
ein essentieller Regulator fir die eap-Expression ist und die eap-Expression in der arlRS-
Mutante reduziert wird, muss dies in direktem Zusammenhang gesehen werden. Dazu werden
weiter die Medien mit hoher bzw. niedriger eap-Expression betrachtet und mit den
Ergebnissen der arlRS-Mutante im Vergleich gesehen (Kapitel 5.2.4).

5.24 RT-PCR

Die RT-PCR wurde in den Medien MBB und MBB mit 1 M NaCl, 0,25 % Citrat, 5 ng
Novobiocin und mit dem Stamm Newman angefertigt, da diese Medien im Reporter-Gen-
Assay die vielversprechendsten Ergebnisse zeigten. Die Ergebnisse von Novobiocin konnten
nicht die Ergebnisse des Reporter-Gen-Assays bestétigen, da als Referenzgen der RT-PCR die
Gyrase verwendet wurde, welche im Labor etabliert war. Novobiocin als Gyraseinhibitor
interferiert damit mit dem Referenzgen, sodass die Werte dementsprechend geringer
ausfallen. Um die entsprechenden Versuche mit Novobiocin durchfiihren zu kénnen, misste
ein neues Referenzgen etabliert werden. Die Interpretation der Ergebnisse von Novobiocin im
Zusammenhang entfallt somit im Folgenden.

Die hochste Expression von eap wurde unter Citrat Supplementierung gefunden. Eine
deutlich geringere Expression zeigte dann erwartungsgeméal3 1 M NaCl. Fir emp verhélt sich
die Expression genauso, nur auf einem viel niedrigeren Niveau. Diese Ergebnisse bestatigen

die Ergebnisse des Reporter-Gen-Assays.
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RNAIII wurde naher untersucht, da es als Transkript von agr ebenfalls an der Regulation
von eap beteiligt ist. RNAIII fungiert als indirekter Regulator von eap und emp. Dieser soll in
geringer Auspragung eine positive Wirkung auf eap und emp haben, aber in hoher
Konzentration repressiv wirken. Mdglicherweise existiert ein optimales Fenster von RNAIII in
Bezug auf eap. Die Untersuchung von RNAIII ergab unterschiedliche Ergebnisse in den
verschiedenen Medien. Das Maximum der RNA-Expression wurde bei Supplementierung von
1 M NaCl beobachtet, die Geringste in Citrat bei 3 h. Die hohe Auspragung von RNAIII in
arlRS und auch unter 1 M NaCl bestatigen die Ergebnisse Uber den Einfluss des
Supercoilings. In den Medien, die eine geringe Auspragung von eap im Reporter-Gen-Assay
aufwiesen, konnte eine gesteigerte Expression von RNAIII festgestellt werden, ebenso
umgekehrt in dem mit Citrat supplementierten Medium. Flr die arlRS-Mutante wurde dieses
Ergebnis von RNAIII schon bei Fournier et all. (Fournier, Klier, 2001) beschrieben. Somit ist
das Ergebnis kongruent mit den aus der Literatur ersichtlichen friiheren Testreihen (Fournier,
Klier, 2001) und bestatigt, dass hohe Konzentrationen von RNAIII eine negative Auswirkung
auf die Expression von eap und emp haben.

sae ist, wie schon zu Beginn in Kapitel 2.6.5 erwahnt, ein essenzieller Regulator fir eap.
Somit sollte in einem Medium, das eine hohe eap Expression aufweist, auch eine hohe sae
Expression vorliegen, sowie in einem Medium mit niedriger eap Expression auch eine
niedrige sae Expression. Hier findet sich erwartungsgemal eine hohe Expression in dem mit
Citrat supplementierten Medium, die mit den Daten des Reporter-Gen-Assays korreliert. Die
Expression bei 1 M NaCl ist, wie zuvor auch die von MGH1, geringer als die Expression in
MBB. Beide haben auch eine geringe eap- und emp-Expression. Fur 1 M NaCl konnte dieser
Effekt bereits in friheren Versuchen festgestellt werden (Novick, 2003; Geiger et all., 2008).
Somit ist sae wiederum als Regulator von Eap bestatigt und die vermehrete eap Expression
durch eine up-Regulation zu erkléren.

sar ist, wie in Kapitel 2.6 beschrieben, ebenso ein Genregulator. Es wirkt indirekt tiber eine
positive RNAIII Beeinflussung (Chan, 1998). Somit wéren &hnliche Werte wie bei RNAIII zu
erwarten, da diese zum Teil abh&ngig von sar sind. Die Daten von sarA zeigen &hnliche
Auspragungen wie die Daten von RNAIII, somit ist die Reihenfolge der Expression 1 M NaCl
und Citrat. Hier zeigt sich ebenfalls wieder, dass die Medien, die eine geringe Expression von
eap und emp im Reporter-Gen-Assay aufwiesen, z.B. 1 M NaCl, auch hier eine hohere
Aktivitat von sarA aufweisen. Dahingegen zeigt Citrat eine geringere Expression. Somit kann
man sagen, dass ein Zusammenhang zwischen RNAIIl und sar besteht, der durch den

regulatorischen Einfluss von sar erklart werden kann.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass sowohl bei der Analyse der Ergebnisse der Deletions-
Mutante als auch bei den Ergebnissen der supplementierten Medien festgestellt werden
konnte, dass bei einer niedrigen eap Expression eine hohe RNAIII und sarA Expression zu
finden ist sowie eine niedrige sae Expression. Im umgekehrten Fall bei einer hohen eap
Konzentration sind entsprechend niedrige RNAIII und sarA Expression sowie eine hohe sae

Expression zu sehen.
5.3 Schlussfolgerung

Als Schlussfolgerung zur Fragestellung aus der Einleitung lasst sich sagen, dass
verschiedene Umweltbedingungen gefunden werden konnten, die die Expression von eap und
emp positiv wie auch negativ beeinflussen. Daruiber hinaus wurde ein Regulationsunterschied
zwischen eap und emp festgestellt, der Ansatz flr weitere Forschung bietet. Ebenfalls konnte
das arlRS-System als neuer Regulator fir eap und emp gefunden werden. Hier ist eine
deutliche Reduktion der eap-Expression zu sehen. Die Ergebnisse waren reproduzierbar und
halten dem Vergleich mit in der Literatur existenten Daten Uber andere Gene stand. Die
gefundenen Ergebnisse bieten die Mdglichkeit zur weiteren Erforschung und Entwicklung

neuer Therapieansatze.
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