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I Zusammenfassung

Staphylococcus aureus ist ein wichtiger humanpathogener Erreger, welcher eine Vielfalt an
Virulenzfaktoren exprimiert, die durch ein komplexes regulatorisches Netzwerk miteinander

verbunden sind und kontrolliert werden.

Alternative Sigma-Faktoren sind in vielen Bakterien an der Kontrolle der Virulenz und am Uberleben
unter extremen Bedingungen beteiligt. S. aureus produziert die drei alternativen Sigma-Faktoren: c°,
o", und o°. Wihrend o® bereits intensiv untersucht wurde, ist nur wenig Uber die beiden anderen
Sigma-Faktoren bekannt. o° gehort zur Gruppe der ECF-Sigma-Faktoren und es wurde kiirzlich
gezeigt, dass ¢° die Stressantwort und die Virulenz von S. aureus modulieren kann. c" besitzt
Homologie zu " in Bacillus subtilis und ComX in Streptococcus pneumoniae und ist, dhnlich wie die
o" Homologe in letzteren Bakterien, sowohl an der Regulation der genetischen Kompetenz als auch
an der Regulation der Stressantwort beteiligt (Morikawa, et al., 2012, Fagerlund et al., 2014). Die

Bedingungen, unter denen o in S. aureus aktiv ist, sind bis dato noch nicht bekannt.

Um c" aktivierende Bedingungen zu identifizieren wurde die folgende Strategie gewahlt: Im ersten
Schritt wurde ein Cadmium induzierbares sigH Uberexpressionssystem konstruiert um die
Abhanigkeit der Gene SA1418 und SA1374 zu bestatigen. Im zweiten Schritt wurde ein SA1418
Promotor-Luciferase Reportersystem hergestellt und in den S. aureus Wildtypstamm Newman HG
gebracht. Messungen der Luciferaseaktivitat zeigten ein starkes Signal unmittelbar nach Beimpfen,
welches im Wachstumsverlauf abnahm. Quantitativer Real Time RT-PCR (qRT-PCR) in Wildtyp und
Mutationsstamm wiesen ebenfalls auf eine " Aktivitit in der lag Phase hin. Um den Zeitpunkt der
Aktivitat von " im frithen Wachstum besser eingrenzen zu kénnen, wurde die Genexpression
wahrend der ersten Stunde des Wachstums beobachtet. Hier zeigte sich eine starke aber kurze
Expression von o' abhingigen Genen kurz nach Beimpfen mit einem Maximum nach ca. 5 Minuten,
dies hinweisend auf eine mégliche Reaktion von c" auf die veranderten Umweltbedingungen der
Zellen aufgrund des Ubergangs von nahrstoffarmem Medium (,,nutrient depleted” Medium) in
frisches Medium. Diese Hypothese wurde durch die Beobachtung gestiizt, dass Verdanderungen im pH
Wert die ¢ Aktivitit beeinflussen, so zeigte eine Reduktion des pH Wertes in der stationéren

Wachstumsphase eine o" spezifische Antwort.



I Summary

Staphylococcus aureus is an important human pathogen that expresses a plethora of virulence
factors which are controlled by a complex regulatory network.

Alternative sigma-factors have been shown in many bacteria to be involved in virulence and the
ability to survive under extreme or changing conditions. S. aureus produces three alternative sigma-
factors: 6%, 6", and °. While c® of S. aureus has been studied extensively, only little is known about
the latter two sigma subunits. ¢° belongs to the group of ECF-type sigma-factors and was recently
shown to modulate the stress response and virulence of this pathogen. c", on the other hand, shares
homology to 6" of Bacillus subtilis and ComX of Streptococcus pneumoniae, which are both involved
in regulating genetic competence and stress response. Similar to B. subtilis and S. pneumonia, " of S.
aureus modulates the transcription of genes/operons whose products are involved in genetic
competence and the stress response, respectively (Morikawa et al., 2012, Fagerlund et al., 2014).

However, the conditions activating " in S. aureus have not been identified yet.

In order to identify conditions that activate c", the following strategy was applied: In a first step, a
Cadmium-inducible sigH overexpression system was constructed to confirm that the genes SA1418
and SA1374 are controlled by this alternative sigma-factor. In a second step, a SA1418 promoter-
luciferase reporter system was created, and introduced into the S. aureus wild-type strain Newman
HG. By monitoring luciferase activity in S. aureus cells we observed a strong signal early after the
inoculation, which declined along with growth. Quantitative real time RT-PCR (qRT-PCR) in wild-type
and mutant strains underlined these findings, suggesting 6" to be active mainly during the lag phase.
To better define the time frame in which 6" is active during this early growth stage we next
monitored the gene expression of c" driven genes during the first hour of growth. Here we
discovered a strong but only short lived induction of the 6" dependent genes early after the
inoculation with maximum transcription rates occurring about five minutes, suggesting that " might
respond to environmental changes encountered by the bacterial cells due the switch from a nutrient
depleted medium into fresh medium. Support for this assumption was gained by subsequent
analyses indicating pH alterations to affect ¢" activity, while a reduction of pH in the stationary

growth phase seems to trigger a " specific response.



Il. Einleitung

1. Aufbau

Zur historisch ersten Beschreibung der Staphylokokken kam es durch den schottischen Chirurgen Sir
Alexander Ogston (Ogston, 1882). Kurze Zeit spater gelang dem Mikrobiologen Rosenbach die
Anzucht der Staphylokokken in Reinkultur. Durch unterschiedliche Teilungsebenen imponieren sie im
mikroskopischen Bild mit einer Traubenform, wodurch sie auch ihren Namen erhielten (griechisch
Staphyle = Traube). Aufgrund ihres gelben Pigments, hervorgerufen durch das Carotinoid

Staphyloxanthin, kam der Speziesname ,,aureus” (lat. golden) hinzu.

S. aureus ist ein Gram-positives, unbewegliches, fakultativ anaerobes, nicht sporenbildendes

Kugelbakterium mit einem Durchmesser von ca. 1 um (Lowy, 1998).

Staphylokokken werden entsprechend des Vorhandenseins der Koagulase in Koagulase positive
Staphylokokken und Koagulase negative Staphylokokken (CoNS) eingeteilt, wobei S. aureus Vertreter
der ersten Gruppe ist. Neben dieser Eigenschaft kann S. aureus auerdem durch einen positiven
Mannitolfermentationstest (Wilkinson und Holmes, 1979), sowie durch DNA Analysen weiter

spezifiziert werden (Lowy, 1998).

Das Gesamtgenom von S. aureus besteht aus einem doppelstrangigen zirkularen Chromosom und
betragt 2.8 MBp mit einem GC Gehalt von 33%. In vivo kann DNA unter anderem in Form von
Plasmiden von S. aureus aufgenommen (Lowy, 1998) und ins Genom integriert werden (Burrus und
Waldor, 2004). Gene, die zum Bespiel Resistenzmechanismen gegen Antibiotika oder
Virulenzfaktoren tragen, konnen so zwischen Gram-positiven Bakterien ausgetauscht werden

(Schaberg und Zervos, 1986).

90% der S. aureus Stamme sind in vivo von einer Kapsel umgeben. Diese schiitzt vor Phagozytose und

ist somit gleichermalRen den Virulenzfaktoren zuzurechnen. (Sompolinsky et al., 1985.)

Der Mensch stellt eines der natirlichen Reservoire fiir S. aureus dar. Ca. 20% der Bevélkerung zeigen
eine permanente nasale Besiedelung mit diesem Organismus, 60% sind intermittierend kolonisiert
und eine Minderheit von 20% scheinen nicht durch S. aureus im Nasen-Rachenraum besiedelt zu sein
(,Noncarriers”) (Kluytmans et al, 1997). Bemerkenswerterweise scheinen permanent Besiedelte
dabei vorrangig mit dem gleichen S. aureus Stamm besiedelt zu sein (VandenBergh et al., 1999). Die
Besiedelung mit S. aureus ist ein pradiktiver Faktor im Hinblick auf Schwere und Haufigkeit von
Erkrankungen. (Corbella et al., 1997, Wertheim et al.,2004), jedoch fiihrt eine Besiedelung mit S.

aureus nicht zwangslaufig zur Infektion.



2. Staphylococcus aureus als Humanpathogen

Gerade aufgrund der Vielfalt der durch S. aureus ausgelosten Infektionen ist dieses Bakterium ein

wichtiges medizinisches Forschungsobjekt.

Die von S. aureus ausgelosten Infektionen kdnnen grob in zwei Gruppen unterschieden werden: Auf
der einen Seite stehen Krankheiten, die durch lokale Wirkung des Bakteriums entstehen, auf der
anderen Seite kénnen Bakterientoxine, die sich im Korper des Infizierten verteilen, systemische

Reaktionen ausldsen.

S. aureus 16st haufig Infektionen der Haut aus (Miller und Cho, 2011), die zur Furunkeln oder
Abszessen fiihren kdnnen. Ein weitaus schwereres Krankheitsbild stellt die bakterielle Endokarditis
dar, bei der es durch Besiedlung des Endokards, speziell im Bereich der Herzklappen, zur Bildung
lokaler Vegetationen kommt. Diese kénnen durch Ablésung einerseits septische Embolien, speziell im
Bereich der hirnversorgenden Gefalle, verursachen oder aber durch lokale Zerstérung zu einer
akuten Herzklappeninsuffizienz fihren, welche die Gefahr eines akuten Herzversagens birgt. Eine

erregerbezogene antibiotische Therapie ist hierbei lebensrettend.

Neben S. aureus sind vor allem die Koagulase negativen Staphylokokken (CoNS), allen voran
Staphylococcus epidermidis, hervorragende Biofilmbildner. Venenkatheter sind heutzutage ein
wichtiger Bestandteil der modernen Medizin, stellen jedoch einen Risikofaktor fiir eine Katheter-
assoziierte Infektion (Catheter Related Infections, CRI) oder die Katheter-assoziierte
Blutbahninfektion (Catheter-Related Blood-Stream Infection, CR-BSI) dar (Bouza et al., 2002). Die
beste Therapie besteht in der Entfernung des besiedelten Katheters. Unter speziellen Umstanden,
wie zum Beispiel Schwierigkeiten bei der Neueinpflanzung eines Katheters oder bei antimikrobiell gut
behandelbaren Mikroorganismen, kann von der Entfernung des Katheters abgesehen werden (Bouza

et al., 2002).

Ein weiteres, flr S. aureus typisches Krankheitsbild ist die Osteomyelitis. Diese entsteht durch die
Ausbreitung einer kontaminierten Quelle und folgt somit zum Beispiel auf ein Trauma,
Osteosynthese oder Gelenkersatz. Klinisch werden die akute und die chronische Osteomyelitis
unterschieden, wobei die chronische Osteomyelitis durch lange Erregerpersistenz (iber Monate oder
Jahre, niedrige Entzlindungsreaktionen sowie das Entstehen von abgestorbenem Knochen
gekennzeichnet ist. Wahrend bei der akuten Osteomyelitis eine alleinige antibiotische Therapie
ausreichend sein kann, erfordert die chronische Form eine operative Losung (Lew und Waldvogel,
2004). Besonders Methicillin-resistente S. aureus (MRSA) Isolate verursachen immer mehr komplexe

Infektionen (Morrison und Herman, 2013).



S. aureus besitzt die Fahigkeit in ein Stadium verlangsamten Wachstums tberzugehen. Diese ,,Small
Colony Variants“ (SCV) weisen verdanderte pathogene Eigenschaften auf und sind toleranter
gegeniiber B-Lactam Antibiotika (Atalla et al., 2011). SCV kdnnen auch nach ausgeheilter Infektion im
Korper verbleiben und sind sehr wahrscheinlich fir persistierende Infektionen oder

Infektionsrezidive lange nach Ausheilen der Primarinfektion verantwortlich (Proctor et al., 1995).
3. Das Problem der Resistenz

Penicillin gehort zur Gruppe der -Lactam Antibiotika und wirkt bakterizid, indem es die
Transpeptidase(n) hemmt. Transpeptidasen oder auch Penicillin-bindende Proteine (PBPs) sind unter
anderem in der Lage Quervernetzungen der Aminosaureseitenketten in der Bakterienwand zu
katalysieren. Erste Resistenzmechanismen bestanden in der Expression einer 3-Lactamase
(Penicillinase), welche durch Hydrolyse des -Lactamrings Penicilline abbauen kann (Zygmunt et al.,
1992). Methicillin war das erste B-Lactamase-feste Penicillinderivat, welches erfolgreich bei der
Therapie von durch Penicillin-resistente S. aureus hervorgerufene Infektionen eingesetzt wurde.
Auch heute noch kann durch Verwendung eines B-Lactamaseinhibitors oder durch den Einsatz von
penicillinasefesten Penicillinen, wie zum Beispiel Oxacillin, dieser Resistenzmechanismus, der in der
Mehrzahl der im Krankenhausumfeld kursierenden S. aureus Isolate zu finden ist, iberwunden

werden.

Jedoch schon kurz nach der Einfihrung der Penicillinderivate Methicillin und Oxacillin in den
Krankenhausbetrieb entwickelten einige S. aureus Isolate eine Resistenz gegeniber diesen
Antibiotika (Jevons et al., 1963). Diese Resistenz beruht auf der Akquisition und Expression eines
veranderten Penicillin-Bindeproteins (PBP), MecA oder PBP2a genannt (Hartman und Tomasz, 1981)
und durch das mecA Gen kodiert wird (Matsuhashi et al., 1986). Im Gegensatz zu den natirlich in S.
aureus vorkommenden PBPs ist die Transpeptidaseaktivitat von PBP2a, welches die
Methicillinresistenz vermittelt, erst durch wesentlich héhere -Lactam Konzentrationen inhibierbar.
Durch die weite Verbreitung und den intensiven Gebrauch von B-Lactamase resistenten -Lactam
Antibiotika musste in den letzten Jahren ein kontinuierlicher Anstieg der MRSA Pravalenz festgestellt
werden, sodass in vielen zentral- und slideuropaischen Landern der MRSA Anteil bei >25% liegt.

(Johnson, 2011).

Ein schlechter Gesundheitszustand gilt als Risikofaktor fiir Besiedelung mit MRSA (Anguelov et al.,
2010). Gleichzeitig erhoht eine asymptomatische Besiedelung mit MRSA fiir einen langeren Zeitraum

auch das Morbiditats- und Mortalitatsrisiko (Datta und Huang, 2008).



Besonders bei Infektionen im Bereich gesundheitlicher Institutionen, den sog. ,healthcare associated
infections” (HAI), nimmt die Pravalenz durch MRSA stark zu (Muto et al., 2006) und wird zum

wachsenden Problem.

Bei der Bekdmpfung von MRSA Infektionen stellen zurzeit die Glykopeptid-Antibiotika (Vancomycin,
Teicoplanin) eine der gebrauchlichsten Therapieformen dar (Bamberger und Boyd, 2005). Jedoch
traten auch hier, wie zuvor schon fiir Methicillin beobachtet, binnen kurzer Zeit nach Einfihrung
dieser Antibiotikaklasse in die Krankenhausroutine 1996 die ersten klinisch selektionierten S. aureus
Stamme mit reduzierter Vancomycin Sensibilitat auf (CDC, 1997) und bereits 2002 wurde ein

Vancomycin resistenter Stamm (VRSA) isoliert (CDC, 2002).

Die Vancomycin Resistenz in VRSA wird unter anderem durch den Erwerb des vanA Gens
hervorgerufen. Dieses Gen kodiert fiir ein Protein, das zu einer veranderten Peptidseitenkette in den
Zellwandvorstufen fiihrt. Durch die verdnderte Aminosauresequenz wird die Bindungsfahigkeit von
Vancomycin reduziert. (Arthur et al., 1997). Bei VRSA positiven Patienten wurden haufig gleichzeitig
Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) nachgewiesen. Es wird daher davon ausgegangen, dass
die VRSA ihre Resistenz gegeniiber Glykopeptiden durch horizontalen Gentransfer des fiir VanA
kodierenden Gens vanA erworben haben. Erst kiirzlich konnte der Transfer des vanA enthaltenden
Transposons Tn1546 von Enterococcus faecalis zu S. aureus in vitro gezeigt werden (De
Niederhdusern et al., 2011). Klinisch spielen jedoch die aufgrund des haufigen Antibiotikaeinsatzes

induzierten und selektionierten Resistenzen eine grofRere Rolle.
4. Virulenzfaktoren von S. aureus

Die Virulenz eines S. aureus lIsolates hangt malRgeblich von der in dieser Spezies durchaus variablen,
genetischen Ausstattung ab. So sind besonders im Bereich der Ausstattung bzw. bei der Expression

der Exotoxine grofRe Unterschiede zwischen einzelnen S. aureus Isolaten zu verzeichnen.

Bei der Bekdampfung von Toxin-vermittelten Erkrankungen spielt neben der allgemeinen
Immunabwehr speziell die Bildung Toxin-bindender Antikdper eine wichtige Rolle (Verkaik, et al.,

2010).
4.1. Enterotoxine

Bis dato wurde in verschiedenen S. aureus Isolaten schon eine Reihe verschiedener Enterotoxine
identifiziert. Viele dieser Toxine gehdren zur Gruppe der ,pyrogenic toxin superantigens” (PTSAgs)

(Dinges et al., 2000).



Enterotoxine sind sehr umweltresistent, sodass sie durch die meisten proteolytischen Enzyme nicht
abgebaut werden konnen und den niedrigen pH Wert wahrend der Magenpassage lberstehen (Le
Loir et al., 2003). Manche Enterotoxine, wie zum Beispiel Seb (Gaskill und Khan, 1988), Sec (Regassa
et al., 1991) und Sed (Bayles und landolo, 1989), werden durch den ,,accessory gene regulator” (agr)
Lokus auf transkriptioneller Ebene reguliert, wahrend sich fiir die Sea Expression kein Anhalt fiir eine

agr Beteiligung findet (Tremaine et al., 1993).

Eine Lebensmittelvergiftung tritt in kurzem Abstand nach oraler Aufnahme von Enterotoxinen auf.
Haufig kommt es zu Erbrechen mit oder ohne Diarrhoe (Le Loir et al., 2003), regelmaRig in
Verbindung mit Fieber oder Hypotension (Dinges et al., 2000). Typischerweise ist eine
Lebensmittelvergiftung eine selbstlimitierte Erkrankung, die nach 24 bis 48 Stunden zur vollstandigen

Rekonvaleszenz fiihrt (Dinges et al., 2000).

S. aureus steht mit 25% an zweiter Stelle der Lebensmittel assoziierten Magen-Darm-Erkrankungen,

haufigster Vertreter sind mit 50% Salmonella Spezies. (Haeghebaert et al., 2003).
4.2. Toxic Shock-Syndrom - Toxin

Das Toxic Shock Syndrom ist eine schwere, potentiell todliche Krankheit, welche sich vor allem durch
systemische Reaktionen wie hohes Fieber, Hautrotung, Hautablosung und plotzliche Brechdurchfalle
duBert (Tanner et al., 1981). Das Syndrom wurde bereits 1978 beschrieben (Todd et al, 1978) und
erlangte vor allem bei weiblichen Patienten im Zusammenhang mit Menstruation und dem Einsatz
von Tampons an Bedeutung (Gaventa et al., 1989). Das Toxische Schock Syndrom wird durch das
Toxic Shock Snydrom Toxin 1 (TSST-1) ausgeldst (Bergdoll et al., 1982), welches groRe Ahnlichkeit zu
den S. aureus Enterotoxinen besitzt, ebenfalls zur Gruppe der PTSAgs gehoért und als Superantigen
wirksam ist (Dinges et al., 2000). 4% aller Frauen sind mit S. aureus vaginal besiedelt und 2,6% aller
Frauen weisen Toxin bildende Stamme auf (Chow et al., 1984). Ob es zum Ausbruch des TSS kommt,

hangt maRgeblich von den Antikorpertitern der besiedelten Person ab (Parsonnet et al., 2005).
4.3. Himolysine

In S. aureus existieren vier verschiede Hamolysine, die nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung als a-,

B-, y- und d-Hamolysin benannt wurden (Wiseman, 1975).

Das a-Hamolysin wird durch das hla Gen kodiert und wurde 1984 zum ersten Mal sequenziert (Gray
und Kehoe, 1984). Priméarer Lysemechanismus der Erythrozyten ist die von S. aureus ausgehende
Sekretion von Monomeren, welche in die Zielmembran integrieren und zylindrische Heptamere

formen, die letztlich eine Pore in der Zellmembran bilden (Gouaux et al., 1994).



Seit 1989 ist die Sequenz des hib Genes, welches fiir -Hamolysin kodiert, bekannt (Projan el al.,
1989). B-Hamolysin besitzt Phospholipase C Aktivitat und baut bei Exposition Sphingomyelin aus
Erythrozyten ab. (Maheswaren et al., 1967). y—Hamolysin, kodiert durch higABC, besteht aus drei
Untereinheiten. Eine Zusammensetzung erfolgt entweder als HIgAB oder HIgBC. Das fertige Protein
kann, dhnlich dem a-Hamolysin, eine Pore in der Membran der Zielzelle bilden (Alessandrini et al.,

2013).

Das durch hld kodierte 6-Hamolysin wird von 97% der S. aureus Stamme exprimiert (Dinges et al.,
2000) und gehort zur Gruppe der ,,Phenol Soluble Modulins” (PSM), die in héheren Konzentration als

Detergenz wirken und Zellmembranen destabilisieren (Vandenesch et al., 2012).

Neue Therapieansatze bewegen sich in Richtung der aktiven und passiven Immunisierung (Kennedy

et al.,, 2010).

Wichtige Regulationssysteme, welche die Expression von Exotoxinen modulieren, sind der agr Lokus
(Recsei et al., 1986) und der sae Lokus (Giraudo et al, 1997). Umweltfaktoren (Ohlsen et al., 1997),
sowie die Exposition gegenlber Antibiotika (Lorian, 1971) spielen als Trigger ebenfalls eine Rolle.
Beachtenswert ist auBerdem, dass die Produktion von Exotoxinen bei Kontakt mit Himoglobinketten,

welche durch sie freigesetzt werden, gehemmt wird (Schlievert et al., 2007).
4.4. Exfoliatin

In S. aureus wurden bisher vier Exfoliatine identifiziert: ETA, ETB, ETC und ETD (Prévost, 2003). Diese
Toxine sind hauptverantwortlich fiir die Krankheitsbilder Impetigo contagiosa und Staphylococcal-
Skaled-Skin-Syndrome. Mit groRer Mehrheit sind Kleinkinder betroffen (Prévost, 2003). Durch die
Exfoliatine findet eine Ablosung der Haut zwischen dem Stratum granulosum und dem Stratum
spinosum statt (Melish und Glasgow, 1970). Histologisch gleicht die Impetigo contatiosa der
Autoimmunerkrankung Pemphigus foliacaeus, bei der es durch Autoantikoérper gegen Desmoglein-1
ebenfalls zur Ablosung der oberen Hautschichten kommt. Es wurde gezeigt, dass Exfoliatine auch
Desmoglein-1 binden kdnnen (Amagai et al., 2000). Nach heutigem Verstandnis ist Desmoglein-1 Ziel

proteolytischer Aktivitat von Exfoliatinen (Hanakawa et al., 2002).
4.5. Adhasine

S. aureus besitzt eine Reihe Zellwand-gebundener Proteine, die in der Lage sind, Bestandteile der
extrazelluldren Matrix (EZM) zu binden. Diese Bindung von Bakterien an die EZM ist eine wichtige
Voraussetzung fiir die Entwicklung von Infektionen (Bartlett und Hulten, 2010). Die als ,,microbial

surface components recognizing adhesive matrix molecules” (MSCRAMM) zusammengefassten



Proteine kénnen anhand gemeinsamer Charakteristika identifiziert werden. So weisen Proteine
dieser Gruppe eine konservierte Aminosauresequenz am C-Terminus auf: Leucin — Prolin — X —
Threonin — Glycin (LPXTG). Dieses Motiv wird von der Sortase A, einer membranstédndigen
Transpeptidase, erkannt und es findet eine Trennung zwischen Threonin und Glycin statt, die
Carboxylgruppe des Threonins wird kovalent an ein Bindeprotein des Peptidoglycans gebunden

(Mazmanian et al., 2001).

Der Transport der Polypeptide vom Zytoplasma zur Zelloberflache wird tiber das Sec System

vermittelt (Bartlett und Hulten, 2010).

Wichtiger Vertreter der MSCRAMMIs sind die Fibronektin-Bindeproteine FnBPA und FnBPB. Diese
erkennen neben dem namensgebenden Fibronektin auch Fibrinogen (Wann et al., 2000) und Elastin
(Roche et al., 2004). Beide Proteine werden durch unterschiedliche Gene kodiert, besitzen aber
beziiglich der Aminosdure-Sequenz grofRe Ahnlichkeit (Burke et al., 2010). Neben dem Anheften an
die EZM kann die Bindung zwischen FnBP und Fibronektin die Aufnahme des Bakteriums in die Zelle
auslosen (Jett und Gilmore, 2002). Durch das Ein- und Austreten in Organe oder den Blutstrom
werden Bakterien im Korper verbreitet. Auch sind internalisierte Bakterien besser gegen das

Immunsystem des Wirtes oder gegen eine antibiotische Chemotherapie geschiitzt.

Protein A (,,surface protein A“, Spa), ein weiterer wichtiger Vertreter der MSCRAMMIs, bindet die Fc
Region von Antikérpern (Cowan et al., 1979). Hierdurch ist das Bakterium vor Opsonierung und
Phagozytose geschiitzt und verhindert die Aktivierung des klassischen Weges des
Komplementsystems (Foster, 2009). Neben dieser wichtigen immunomodulatorischen Funktion gilt
Spa auch als wichtiger Bindungsfaktor von S. aureus an von Willebrandfaktor (VWF) (Hartleib et al.,

2000).

Weitere wichtige mit der Bakterienzelle fest verbundene Adhasionsfaktoren sind die
Fibrinogenbindeproteine ,,clumping factor A“ (CIfA) und B (CIfB) (Foster und H66k, 1998), die eine
wichtige Rolle bei der Kolonisation (CIfB) und Abszessbildung spielen. Das Elastinbindeprotein (EpbS)
nimmt eine Sonderstellung ein, da es nicht Gber das LPXTG Motiv an die Zelle gebunden ist, sondern
als integrales Membranprotein vorliegt (Downer et al., 2002). Es gehort somit nicht zur Gruppe der

MSCRAMMs.

Neben diesen Hauptvertretern wurden bisher 21 weitere Proteine Identifiziert, welche das LPXTG

Motiv aufweisen (Roche et al., 2003).

Neben den Zellwand- bzw. Membran-stéandigen Adhadsionsmolekiilen gibt es eine Reihe von

sekretorischen Proteinen, die als ,,secretable expanded repertoire adhesive molecules” (SERAM)
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zusammengefasst sind. Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind das ,extracellular adherence protein“
(Eap) (Harraghy et al., 2003) und das ,extracellular matrix protein-binding protein“ (Emp) (Hussain et
al., 2001). Emp ist ein wichtiger Faktor fiir die Adhasion an Fibronektin und Fibrinogen (Hussain et al.,
2001) und Eap vermag an eine ganze Reihe unterschiedlicher Wirtsfaktoren bzw. Zellstrukturen zu
binden (Hussain et al., 2002). Im Gegensatz zu Proteinen der MSCRAMM Gruppe besitzen Emp und
Eap kein LPXTG Motiv, was darauf hinweist, dass diese Proteine nicht kovalent an die Zellwand
gebunden sind (Harraghy et al., 2003). Neben seiner Funktion als Adhasionsfaktor konnte Eap noch
eine Reihe immunomodulatorischer und anti-angiogenitischer Eigenschaften zugesprochen werden

(Harraghy et al., 2003).

Bei verminderter Aktivitat der Oberflachenproteine (zum Beispiel CIfB) reduziert sich die Fahigkeit
von S. aureus, an Oberflachen wie zum Beispiel Nasenepithel zu haften. (Corrigan et al., 2009). Fir
die Interaktion mit Endothel sind sowohl membrangebunde als auch sekretorische

Adhéasionsproteine von Bedeutung (Chavakis et al., 2005).
5. Regulation von Virulenzfaktoren

Mehr als 50 Gene kodieren fiir Proteine, die im Zusammenhang mit der Pathogenitat von S. aureus
stehen. Die kodierten Proteine sind entweder zellwandgebunden oder werden extrazellular

sekretiert. Die Gesamtheit dieser ,,accessory genes” wird als Virulon bezeichnet (Novick, 2003).

Einer der wichtigsten regulatorischen Elemente von Virulenzfaktoren in S. aureus ist der ,,accessory
gene regulator” (agr) Lokus (Recsei, et al., 1986). Der agr Lokus umfasst ca. 3 kBp und wird durch die
Promotoren P2 und P3 aktiviert. Durch P2 wird die Transkription der Gene agrA, agrB, agrC und agrD

kontrolliert.

Das ,,agr autoinducting peptide” (AIP) ist ein posttranslational modifiziertes Peptid, welches aus
einem durch agrD kodierten Propetid entsteht und durch AgrB prozessiert und sekretiert wird.
Sekretiertes AIP kann an den extrazelluldren Rezeptor der transmembranstandigen
Sensorhistidinkinase AgrC binden und induziert dadurch die Autophosphorylierung der intrazellular
lokalisierten Tyrosinkinasedomane(Ji et al., 1995). Letztere Phosphatgruppe wird in einem
Folgeschritt auf den ,response regulator” AgrA tbertragen (Nixon et al., 1986), welcher im
phosphorylierten Zustand verstarkt dazu in der Lage ist, die Promotoren P2 und P3 zu aktivieren.
Dieses Phanomen wird als Autoinduktion bezeichnet (Novick et al., 1995). Die P3 abh&ngige RNAIIl ist
letztlich in der Lage, mittels intrazellularen regulatorischen Komponenten, die Transkription einer

Vielzahl an Virulenzgenen zu kontrollieren.
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Da AIP sekretiert wird und mit Zunahme der Zelldichte extrazellular akkumuliert, erméglicht es dem
Bakterium die Messung der Zelldichte. Dieser Mechanismus wird als ,,quorum sensing” bezeichnet (Ji
et al., 1995). Durch einen Konzentrationsanstieg an extrazelluldarem AIP wird der agr-Lokus starker

stimuliert. Entsprechend wird das agr-System am Ubergang zur stationdren Phase aktiviert.

Nach einer Infektion mit S. aureus findet zunachst ein lokales Wachstum statt. Nachdem eine
kritische Zellmenge erreicht wird, beginnt die invasive Aussaat der Bakterien, deren Exotoxine sich in
hochaktivem Zustand befinden (Dunman et al., 2001). Gene fir sekretorische Proteine werden
starker aktiviert, Gene fiir Zellwand-gebundene Proteine, die vor allem der Adhasion dienen, werden

zumeist reprimiert (Dunman et al., 2001).

Neben agr spielen weitere Zwei-Komponentensysteme wie zum Beispiel sae (Giraudo et al., 1997)
oder srr (Pragman et al., 2004), aber auch alternative Sigma-Faktoren wie c® eine wichtige Rolle bei

der transkriptionellen Kontrolle des Virulons.

6. S. aureus Sigma-Faktor A (")

DNA ist der ubiquitare Informationstrdger in Prokaryoten, Eukaryoten und Viren. Information wird

von der DNA abgelesen und durch die RNA-Polymerase (RNAP) in RNA transkribiert. Die bakterielle
Transkription erfolgt durch den RNAP ,,core complex”, dem katalytisch kompetenten Teil der RNAP,
der aus zwei identischen a-Untereinheiten, einer B-Untereinheit und einer ‘-Untereinheit besteht

(Helmann et al., 1988).

Sigma-Faktoren sind integraler, jedoch nur transient gebundener Bestandteil des RNAP Holoenzyms
und sind in diesem Enzymkomplex flir die Promotorerkennung und Initiation der Transkription
essentiell (Burgess et al., 1969). An den RNAP ,core complex” gebundene Sigma-Faktoren erkennen
vor den Transkriptionsstartpunkten liegende Promotorelemente auf der DNA und vermitteln die
Bindung der RNAP an das zu transkribierende Gen. Nach der Transkriptionsinitiation verlasst der
Sigma-Faktor den RNAP - DNA Komplex und kann an anderer Stelle die Transkription starten. Sigma-
Faktoren sind essentielle Bestandteile im Genom, das Fehlen von Sigma-Faktoren ist tédlich fur

Bakterien (Deora und Misra, 1996).

Sigma-Faktoren kénnen in eine 6”° Gruppe und eine ¢* Gruppe eingeteilt werden. Die 6”° Gruppe
bezieht sich auf das rhoD Gen aus E.coli, dessen Produkt in einem Sigma-Faktor der GréBe 70 kDa
resultiert. Andere Sigma-Faktoren, die eine groRe Homologie auf Sequenzebene zeigen, werden

ebenfalls zu dieser Gruppe gezahlt, auch wenn sie anderer GroRe sind (Lonetto et al., 1992).
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Die Gruppe der o’° Sigma-Faktoren erkennt spezifische Promotorelemente, die normalerweise 5-6
Basenpaare lang sind und sich in der -10 und -35 Region des Promotors befinden (Mondal et al.,

2010).

0" Sigma-Faktoren unterscheiden sich von ¢’° Faktoren in DNA- und Aminosaureseqeuenz, besitzen
aber ebenfalls die Fahigkeit die RNAP zu binden (Studholme et al., 2000). Die Benennung dieser

Gruppe richtet sich nach der Homologie des 6>* Sigma-Faktoren in E. coli (Lonetto et al., 1992).

Sigma-Faktoren konnen ihrer Funktion entsprechend in einen vegetativen Sigma-Faktoren und
alternative Sigma-Faktoren eingeteilt werden. Der vegetative oder ,,housekeeping” Sigma-Faktor
initiiert die Transkription der sog. ,,housekeeping” Gene, d.h. Gene deren Produkt in der
Wachstumsphase kontinuierlich fiir das Bakterium erforderlich ist. Alternative Sigma-Faktoren
verandern die Promotorspezifitdit der RNAP, werden als Reaktionen auf bestimmte Konditionen (zum
Beispiel Hitzeschock) transkribiert und stellen eine spezifische Antwort dar. In S. aureus wurden
bislang neben dem vegetativen Sigma-Faktor 6*, kodiert durch das plaC Gen (Deora und Misra,
1996), drei alternative Sigma-Faktoren beschrieben: 6® (Wu et al., 1996), c" (Morikawa et al., 2003)

und o (Shaw et al., 2008).

7. S. aureus Sigma-Faktor B (c®)

c® ist bis dato der am besten bekannte und charakterisierte alternative Sigma-Faktor in S. aureus.
Durch c® werden 251 Gene beeinflusst, wobei 198 offene Leseraste (OLR) positiv und 53 negativ
beeinflusst werden (Bischoff et al, 2004). ¢® wird durch mindestens zwei Promotoren (P1, P3)

kontrolliert (Senn et al, 2005).

In vitro ist P1 bevorzugt in den friihen Wachstumsphasen aktiv, wahrend P3 Transkripte wahrend des
ganzen Wachstumszyklus, jedoch verstarkt in den spateren Wachstumsphasen, produziert werden.
Durch P3 initiierte Transkripte zeigen dabei einen Peak in der Ubergangsphase zwischen
exponentieller und stationdrer Wachstumsphase. Die Transkriptionsrate spiegelt jedoch nicht die
eigentliche Konzentration des Proteins 6® wieder, diese ist wahrend des gesamten Wachstumszyklus

weitestgehend konstant (Senn et al, 2005).

Die Aktivitat von c® wird durch die Phosphatase RsbU positiv beeinflusst. Mutationen in rsbU fithren
zu einem nahezu vollstandigen Verlust der Transkription ¢® abhéngiger Gene (Giachino et al, 2001).

Das Gen rsbW kodiert fiir einen o®-spezifischen Anti-Sigma-Faktor (Miyazaki et al., 1999).
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Unter Normalbedingungen wird 6® durch seinen Antagonisten RsbW (Anti-Sigma-Faktor) inaktiv
gehalten. Unter o® aktivierenden Bedingungen wird RsbW durch den Anti-Anti-Sigma-Faktor RsbV
antogonisiert und o® wird frei. RsbV ist nur in dephosphorilierter Form in der Lage, mit 6® um die
RsbW Bindung zu konkurrieren. Der Phosphorylierungszustand von RsbV wird durch die

Kinaseaktivitdt von RsbW und der Phosphatase RsbU reguliert. (Pané-Farré et al., 2006).

Eine Aktivierung von c® wird unter anderem durch Hitze-Schock, Zugabe von Natriumchlorid oder

Ethanol, alkalischer Schock (Senn et al, 2005) oder Sdure Schock (Palma und Cheung, 2001) ausgeldst.

c® ist an vielen regulatorischen Mechanismen beteiligt. Eine Inaktivierung von c® reduziert die
Methicillinreistenz in MRSA sowie die Glykopeptidresistenz in Glykopetid intermediar resistenten S.
aureus (GISA), vermutlich tiber das o® abhanige Operon yabJ-spoVG (Schulthess et al., 2011).
Umgekehrt fiihrt die Hochregulation von c® direkt oder indirekt zur Entwicklung einer erhéhten
Glykopeptid (Teicoplanin) Resistenz (Bischoff und Berger-Bachi, 2001). Wenn S. aureus Antibiotika
ausgesetzt wird, z.B. Vancomycin-Stress bei einem Vancomycin resistenten S. aureus (VRSA), fuhrt
dies zu einer Aktivierung von c®, welches die 6® abhingigen Virulenzfaktorn, wie z. B. hla und fnbA

beeinflusst und insgesamt die Zytotoxizitdt erhdht (Chen et al., 2011).

Eine Behandlung mit subinhibitorischen Aminoglykosidkonzentrationen Iost eine 6® abhéngige
Steigerung der Biofilmbildung und das Auftreten von ,,Small Colony Variants” (SCV) aus (Mitchell et
al., 2009). Weitere durch o® beeinflusste Virulenzfaktoren sind die Nuklease (nuc), Lipase (/ip) und
extrazelluldre Protease (sp/E); die Kontrolle erfolgt ebenfalls zumindest teilweise tiber das c®
abhangige yabJ-spoVG Operon (Schulthess et al., 2011). Eine weitere wichtige Funktion besitzt 6® in

der positiven Kontrolle von Superantigenen wie zum Beispiel TSST-1 (Kusch et al., 2011).
8. S. aurues Sigma-Faktor S (c°)

o’ gehért zur Familie der , extracytoplasmatic function” (ECF) Sigma-Faktoren. Das Gen SACOL1872
zeigt bezuglich der Proteinsequenz eine hohe Homologie zu den ECF-Sigma-Faktoren o™ und "' aus
B. subtilis sowie zu anderen Organismen. Weiterhin kann die Sequenz in mehreren Staphylococcus
Genomen gefunden werden. (Shaw et al., 2008). Weitere Hinweise auf die Funktion als Sigma-Faktor
von SACOL1872 sind die Fahigkeit, die RNA Polymerase zu binden und die Transkription zu initiieren
(Shaw et al., 2008). Die Untersuchung der Promotorregion zeigt drei Transkriptionsstartpunkte fur

sigS (SACOL1872), von denen einer flir die Autoregulation, d.h. die eigene Initiierung der

Transkription, verantwortlich ist (Miller et al., 2012).

Physiologisch spielt ° unter Langzeit-Nahrstoffmangelbedingungen eine Rolle, wobei bei einem ¢°

Mutationsstamm die Entwicklungsfahigkeit und Nahrstoffmangel verringert ist (Shaw et al., 2008). In
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vivo Studien am Mausmodell zeigten eine reduzierte Virulenz einer AsigS Deletionsmutante im

Vergleich zum Wildtyp (Shaw et al., 2008).

Weiterhin scheint ° eine Rolle zum Schutz vor DNA Schiden, Zellwandschidden und die Interkation
mit Komponenten des angeborenen Immunsystems zu spielen (Miller et al., 2012).Eine sigS-lacZ
Reporterfusion zeigte keine nennenswerte Aktivitat unter normalen Wachstumsbedingungen (Shaw
et al., 2008, Miller et al., 2012), jedoch kann die sigS Transkription durch chemischen Stress, welcher
DNA Schaden auslost oder die Zellwand beschéadigt, induziert werden (Miller et al., 2012).
Gleichzeitig zeigen AsigS Deletionsmutanten eine hohe Empfindlichkeit gegenliber DNA

schadigenden Substanzen und zellwandangreifenden Antibiotika (Miller et al., 2012).

Zusammenfassend wirkt c° bei der Regulation zum Schutz vor intra- und extrazytoplasmatischem
Stress mit und gehort, soweit bis dato charakterisiert, zur Gruppe der Virulenzfaktoren-

kontrollierenden Regulatoren in S. aureus (Miller et al., 2012).
9. B. subtilis Sigma-Faktor-H (c")

B. subtilis ist ein Gram-positives, sporenbildendes Bakterium mit einem Genom von 4,2 MBps,
welches 4100 proteinkodierende Gene enthélt (Kunst et al., 1997). In B. subtilis existieren neben dem
vegetativen Sigma-Faktor noch mindestens 17 alternative Sigma-Faktoren (Britton et al., 2002). Fir
den alternativen Sigma-Faktor ", welcher vom spoOH Gen kodiert wird (Weir et al., 1991), sind

bislang 32 Promotoren, die die Transkription von 33 Genen initiieren, bekannt. (Britton et al., 2002).

In B. subtilis steht o unter der direkten Kontrolle von AbrB, einem globalen Regulator in B. subtilis,
der mindestens 39 Operons, darunter auch das sigH enthaltende Operon, hemmt (Hamon et al.,
2004). AbrB selbst wird durch Spo0A kontrolliert, indem phosphoryliertes SpoOA die Transkription
von abrB hemmt und somit positiv auf die " Menge wirkt. (Fujita und Sadaie, 1998). Steigende
Mengen von Spo0A erhohen die sigH Transkription. Dies setzt einen sich selbst verstarkenden
Kreislauf in Gang, da das spoA Gen neben einem " Promotor in diesem Bakterium auch eine

Bindestelle fir sich selbst besitzt (Predich et al., 1992).

In B. subtilis spielt " eine besondere Rolle in der postexponentiellen Wachstumsphase. Die ¢
Menge steigt mit dem Ubergang von der exponentiellen zur stationiren Phase bei hoher Zelldichte
an. (Qi und Doi, 1990). Die beiden wichtigsten regulatorischen Netzwerke, bei denen o in diesem

Organismus eine Rolle spielt, sind Sporenbildung und genetische Kompetenz.

Bei Mangel an Nahrstoffen konnen die Zellen von B. subtilis umweltresistente, ruhende Sporen

bilden. Die Bildung von Sporen bendtigt ca. 6 — 8 Stunden (Grossman, 1995). Essentielle
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Sporulationsgene werden dabei von c" transkribiert, wie zum Beispiel kinA, spoOF und spo0OA
(Predich et al., 1992). Insgesamt sind an der Sporenbildung mehrere hundert Gene beteiligt (Wang et
al., 2006).

Genetische Kompetenz ist die Fahigkeit von Zellen, Fremd-DNA zu binden und aufzunehmen.
Wesentlich fir die Kompetenzentwicklung ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ComK
(Grossman, 1995). Aktiviertes ComK wiederum induziert die Expression von sich selbst und
verschiedener Com-Gene. Ein hierbei wichtiger Faktor ist die Aktivierung durch Phosphorylierung von
Spo0A durch physiologische Signale, wie zum Beispiel Nahrstoffmangel. Die Messung der Zelldichte
von B. subtilis Zellen im Medium geschieht tGber das Peptid ComX und den ,,competence stimulating

factor” (CSF) (Solomon et al., 1996).

Neben der regulatorischen Funktion von c" besitzt B. subtilis auch c"-abhangige Gene, deren
Produkte direkt fuir das Binden und die Aufnahme von exogener DNA verantwortlich sind. Hierbei ist
das comE Operon von besonderer Bedeutung. Dieses besteht aus vier offenen Leserastern (OLR):
comEA, comEB, comEC und comER (comER wird in reverser Richtung transkribiert) (Inamine und
Dubnau, 1995). ComEA dient als DNA Rezeptor und ist in der Lage, DNA zu binden, welche dann
durch ComEC, einem Membrankanal, ins Zytosol transportiert wird (Draskovic und Dubnau, 2005).
Die comE Operon Produkte ComEB und ComER sind fiir die Transformierbarkeit entbehrlich (Inamine

und Dubnau, 1995).

Weiterhin ist am Prozess der genetischen Kompetenz das comG Operon beteiligt. Es besteht aus
sieben OLR (comGA, comGB, comGC, comGD, comGE, comGF und comGG), wobei alle sieben fiir die
Aufnahme von DNA essenziell sind (Chung und Dubnau, 1998). ComGA gehort zur Familie der
Sekretions-ATPasen und wird fir das Binden von DNA und fiir die DNA Aufnahme bendtigt (Briley et
al., 2011). ComGB ist ein konserviertes Transmembranprotein, ComGC ist das Haupt-Pseudopilin und

ComGD, -GE und -GG sind kleinere Pseudopiline (Briley et al., 2011).

Eine Protease, die durch comC kodiert wird, wird bendtigt, um die pra-Pseudopiline zu prozessieren
(Chung and Dubnau, 1995). Der Pseudopilus ist flir das Binden von DNA entbehrlich, wird jedoch fir
die Aufnahme der DNA bendtigt (Briley et al., 2011).

Weitere wichtige Komponenten fir die genetische Kompetenz von B. subtilis werden durch das
Operon comF kodiert, welches aus drei OLR (comFA, comFB und comFC) besteht, die von einem o
abhangigen Promotor aktiviert werden. ComF OLR1 kodiert flir ein Protein, das den ATP-abhangigen

RNA/DNA Helicasen gleicht. Insbesondere durch Inaktivierung von comF OLR1 wird die
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Transformierbarkeit massiv reduziert (Londofio und Dubnau, 1993). Die genauen Funktionen der

Proteine ComFB und ComFC sind bisher nicht bekannt.

Weitere wichtige Rollen spielt 6" im Citratzyklus (Tatti et al, 1989), bei pH Veranderungen (Wilks et
al., 2009) oder bei der Biofilm Produktion (Kobayashi, 2007).

10. S. aureus Sigma-Faktor H (c")

10.1. c" und seine Zielgene

Homolog zu sigH (spoOH) in B. subtilis ist das Gen SA0492 in S. aureus. Dieses Gen liegt unmittelbar
oberhalb von Genen, die fir Komponenten der Transkriptionmaschinerie kodieren: nusG (Anti-
Terminator); rpoB, rpoC (RNAP Untereinheiten 3 und ‘) sowie Komponenten der Translation;
romGB, rplK, rplA, rpll, rplL (ribosomale Proteine) und secE, welches fiir einen Teil eines
Membrankanals zur Sekretion extrazellularer Proteine dient (Morikawa et al., 2003, Sibbald et al.,

2010).

Die oberhalb von sigH (SA0492) gelegenen Gene yazC, yacO und yacP kodieren fiir Proteine mit
unbekannter Funktion. Dieses Genarrangement entspricht in weiten Teilen dem in B. subtilis, wobei
die Aminosiuresequenzen der sigH umschlieBenden OLRs 40-90% Ubereinstimmung zeigen,
wahrend die Aminosaduresequenz zwischen SpoOH in B. subtilis und SA0492 jedoch nur eine

Ubereinstimmung von 18% zeigen (Morikawa et al., 2003).

(?*oo\:“s.
B. subtilis yacO yacP | | sigH ] ﬂl | I T
identity 55% 2% | 8% 37%'#‘%}‘ / 65%
S. aureus SA0490 saoeol | [ sa0a92 1 [ 1[eEl[  nwG |
yace¥ Ly 1-492-?:- et H 0.5kb,
950bp ) S

Abbildung 1: Schematische Darstellung der genomischen Region um das sigH — Gen in B. subtilis und S. aureus. Die
angegebenen Prozentzahlen zeigen die prozentualen Sequenziibereinstimmungen mit der korrespondierenden Region in S.
aureus. Abbildung kopiert von Morikawa et al, 2003.

In S. aureus werden durch " mehrere Gene positiv beeinfluss. Hierbei stehen die Gene des
Kompetenzsystems im Vordergrund. Bereits 2003 wurde eine positive Beeinflussung der zu B. subtilis
homologen Operons ComE und ComG gezeigt, wobei das erste Gen des ComE Operons comEA dem
Gen SA1418 und das erste Gen des GomG Operons comGA dem Gen SA1374 entsprechen (Morikawa
et al., 2003).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Genarrangements des ComG und ComE Operons in B. subtilis und die hierzu
homologen Gene in S. aureus. Abbildung kopiert von Morikawa, 2003.

2014 durchgefiihrte " —Exressionsversuche zeigten eine positive Beeinflussung weiterer Genen des
Kompetenzapparates (dprA, coiA) sowie Gene der Stressantwort (stress response), zum Beispiel die

Hitzeschock-Gene clpP und clpB (Fagerlund et al., 2014).

Ein weiteres Gen, das in Zusammenhang zum o Operon in S. aureus zu stehen scheint, ist das fir die
Integrase kodierende Gen int (Tao et al., 2010). Die Integrase ist ein Bestandteil von Prophagen,
welche die Exzision und Integration von Bakteriophagen DNA in das Bakteriengenom vermittelt.
Bakteriophagen tragen haufig zusatzliche Virulenzfaktoren, wie zum Beispiel Enteotoxin A, und

dienen den Bakterien zum Austausch von Nukelinsauren.

Integrase-Gene liegen hoch konserviert vor. Es zeigt sich ca. 40 bp upstream des int Gens eine
konservierte, nicht translatierte Region, welche o' zu erkennen scheint. Versuche mit einem sigH
Mutationsstamm zeigten eine Reduktion der int Transkripte in vitro. Da aber in den RNA-seq
Analysen von Fagerlund und Kollegen (Fagerlund et al., 2014) keine Effekt von " auf die int
Transkription beobachtet wurde, ist fraglich, ob das int Gen tatséchlich Teil des 6" Regulons von S.

aureus ist.
10.2. Modulation der Expression der Zielgene SA1374 und SA1418

Neben " selbst modulieren andere Gene die Expression der Gene SA1374 und SA148. Das Gen
SA0882 zeigt Ubereinstimmungen mit den Gensequenzen von comK in B. subtilis und comK1 in B.
cereus, das Gen SA1596 besitzt genetische Ahnlichkeit zu comK2 in B. cereus. Beide Gene sind in der
Lage, die Expression von SA1374 und SA1418 zu modulieren, wobei die Expression von ComK1
synergistisch mit einer verstarkten Expression von " die Transkription von SA1374 steigert. Fehlt das
sigH Gen im Genom, kann ComK1 die Transkription von SA1374 jedoch nicht beeinflussen.
Bemerkenswerterweise resultierte eine simultane Uberexpression von " und ComK2 verglichen mit
alleiniger " Uberexpression in einer leicht reduzierten Transkription von SA1374 (Fagerlund et al.,

2014).
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10.3. Die Beteiligung von 6" am System der Kompetenz von S. aureus

Uberexpressionsexperimente von sigH bzw. ComK1 simultan mit sigH in S. aureus zeigten eine
verstarkte Transkription von insgesamt 40 Genen. Neben den Genen des comG und comE Operons
wurden auch die zu S. pneumoniae homologen Gene coiA (kodiert fir ein Protein unbekannter
Funktion, Induktion wahrend Kompetenz) und dprA (DNA recombination-mediator protein A)
vermehrt transkribiert (Fagerlund et al., 2014). In B. subtilis werden die korrespondierenden Proteine

mit Smf (DprA) bzw. YjbF (CoiA) bezeichnet.

Die durch coiA und dprA kodierten Proteine sind fiir die Entwicklung von Kompetenz in
transformierbaren Spezies notig (Claverys et al., 2009). In Pneumokokken ist DprA neben anderen
Proteinen (SsbB, RecA und RadA) an der intrazelluldren Bindung von Einzelstrang DNA (single
stranded DNA, ssDNA) und deren Rekombination zur Herstellunung ausreichender Homologie mit
dem Genom des Empfangerstamms beteilig (Attaiech et al., 2011, Quevillon-Cheruel et al., 2012).

Diese Proteine finden sich mit Ausnahme von RadA auch in B. subtilis (Ogura et al., 2002).

Die fuir die Transformation essentiellen Gene comFA, ComFC, comC und recA wurden durch eine
Aktivierung von o' in S. aureus nicht beeinflusst, recA zeigte jedoch bereits in der Vektokontrolle eine
hohe basale Transkriptionsrate (Fagerlund et al., 2014). Das einzige in S. aureus konservierte
Einzelstrang DNA Bindeprotein (kodiert durch ssb) zeigte unter Expression von ComK1 eine
verstarkte Transkription, nicht jedoch bei Expression von ™ alleine, die Koexpression von ComK1 und
o" zeigte hier einen synergistischen Effekt (Fagerlund et al., 2014). B. subtilis verfiigt Giber zwei ssb
Gene: ssbA, welches als housekeeping ssb an der chromosomalen Replikation beteiligt ist und ssbB,

welchtes zur optimalen Transformation bendtigt wird (Claverys et al., 2009).

2012 konnte gezeigt werden, dass aktives 6" S. aureus in die Lage versetzt, auf sehr niedrigem
Niveau Fremd-DNA aus der Umgebung aufzunehmen (Morikawa et al., 2012). 2014 konnten diese
Beobachtungen jedoch auch bei Koexpression von 6" und ComK1 nicht reproduizert werden
(Fagerlund et a., 2014), was als Hinweis darauf gewertet werden kann, dass S. aureus auch unter c" -
aktivierenden Bedingungen nur eine sehr schwache genetische Kompetenz entwickelt. Sogar eine
zusatzlich Expression von ComFA-C und ComC neben o™ und ComK1 zeigte keinen markanten Einfluss
auf die Fremd-DNA Aufnahmefahigkeit von S. aureus (Fagerlund et al., 2014), was darauf schlieRen
lasst, dass weitere, bis dato unbekannte Faktoren fir die Entwicklung natirlicher Kompetenz in S.

aureus essentiell zu sein scheinen.
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11.Ziele der Arbeit

o' ist einer der alternativen Sigma-Faktoren in S. aureus, dessen Gen in allen bisher sequenzierten S.
aureus lsolaten nachgewiesen wurde (lbarra et al., 2013). Diese strikte Konservierung des Gens
spricht fur eine physiologische Bedeutung von c" fiir S. aureus. SigH Uberexpressionsstudien
sprechen desweiteren dafiir, dass dieser alternative Sigma-Faktor die Aufnahme von Fremd-DNA,
wenn auch auf sehr niedrigem Niveau, zu stimulieren vermag (Morikawa et al., 2012), zumindest
aber an der Regulation von Genen des Kompetenzsystems beteilig ist (Fagerlund et al., 2014). Die
Bedingungen, unter denen c" in S. aureus aktiv wird, sind bis dato jedoch weitgehend unbekannt.
Ziel dieser Arbeit war es daher, dieser Fragestellung nachzugehen. Hierzu wurde folgende Strategie

gewahlt:

1. Zundchst sollte ein Induktionsionsvektor konstruiert werden, welcher sigH unter die
Kontrolle eines induzierbaren Promotors stellt. Durch Uberexpression des sigH Gens soll die
Abhédngigkeit des Zielgene SA1418, SA1374 und int verifiziert werden. Hierzu wurde deren
Transkriptionslevel mittels quantitativer Real Time RT-PCR bestimmt (QRT-PCR).

2. Im Anschluss sollte ein Reporterkonstrukt hergestellt werden, welches die Aktivitit von c"
anzeigen kann. Hierzu wurden Reportergene (lux und gfp) unter die Kontrolle der SA1418
Promotorregion, welche die 6" Bildestelle enthilt, gestellt. Um die o" Spezifitit des
Reportersystems zu testen, wurde dieses zunachst im 6" Indukionsstamm getestet.

3. Ein erfolgreich in Punkt 2 getestetes Reportersystem sollte nachfolgend in einen S. aureus
Wildtypstamm eingebracht werden. Das entstandene Derivat wurde im Anschluss dazu
genutzt, anhand der Reporter die 6" Aktivitat in verschiedenen Wachstumsphasen und unter
verschiedenen Wachstumsbedingungen zu messen.

4. Sollte eine erh6hte Aktivitat des Reporters zu einer bestimmten Wachstumsphase/-
bedingung gemessen werden kénnen, wiirde im Anschluss die Transkription der
entspechenden Gene mittels quantitativer Real Time RT-PCR unter diesen Bedingungen

untersucht werden.

19



. Material und Methoden

1. Primer

1.1. Primer fiir Klonierungen

Bezeichnung

Schnittstelle

Sequenzin 5' - 3' Richtung*

Pcad fwd Kpnl gtcggtaccGCACTTATTCAAGTGTATTT

Pcad rew EcoRl gtcgaattcGTTCAGACATTGACCTTCAC

SigH fwd EcoRl gtcgaattcaggaggtatttctaTGAAATACGATTTGACAACTC
SigH rew BamHI gtcggaTCCTAAGGCGCTTTTCAAATC
gfpmut2 fwd Sall ctcgtcgacAGGAGAAGAACTTTTGAATG
gfpmut2 rev Kpnl gtcggtacCTTATTTGTATAGTTCATCCATGC
Psal1418 fwd Hindlll gtcaagcTTACCTTTAAGTGTTTATCATG
Psal418 rew Sall ctcgtcgACAATAAAACCACTCCTCAAC
Psal418reg+ fwd Hindlll gtcaagcTAGAAGCTTTAGGTAATGTTACTG
Psal418reg+ rew Sall ctcgtcgGCTTTAGCTTGCCCAACTCC
Psal418-2 fwd Smal gtacccgggAACTTTATACACGTCTGAGCG
Psal418-2 rew EcoRl ctcgaattCTTTAAGTGTTTATCATGATATGAC

*Klein = angehangte Sequenz, grof = DNA Bindestelle
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1.2. Primer fiir quantitative Real Time RT-PCR (qRT-PCR)

Bezeichnung Sequenzin 5' - 3' Richtung
RT SA1418 fwd TTGGATGATGCAGATGTAAGTCGA
RT SA1418 rew TTTTACGTGCACACTGTTTACTTCAAT
RT SA1374 fwd GTTTATATGAAGTTTCAAGCTGG
RT SA1374 rew TCTTGGCCAAGTGACAATGG
RT sigH fwd ACAACCATTAATTATTCGACGCATCA
RT sigH rew GCTGCTCTCCACTAAAATCAAATGT
RT int fwd TCGGAAATATCCCTATTGGC
RT int rew AACCTGCCCACACAGATCG
RT rnalll fwd AGGAGTGATTTCAATGGCACAAG
RT rnalll rew TGTGTCGATAATCCATTTTACTAAGTCA
RT eap fwd AAGCGTCTGCCGCAGCTA
RT eap rew TGCATATGGAACATGGACTTTAGAA
RT gyrB fwd GACTGATGCCGATGT
RT gyrB rew AACGGTGGCTGTGCA
2. Plasmide
2.1. Externe Plasmide
Name Beschreibung Resistenz* Herkunft
E. coli-S. aureus shuttle plasmid, enthalt Charpentier et al.,
pCN56 gfpmut2 Amp100/Erm10 2004
E. coli-S. aureus shuttle plasmid, enthalt
den Cadmium induzierbaren Promotor Charpentier et al.,
pCN44 Pead Amp100/Erm10 2004

E. coli Klonierungsvektor, keine
Replikation in S. aureus, enthalt die
pEC1 Erythromycin Resistenzkassette erm(B) | Amp100/Erm10 Briickner, 1997

pBusl E. coli-S. aureus shuttle plasmid Tet8 Rossi et al., 2003

E. coli Klonierungsvektor, keine
Replikation in S. aureus, enthilt die
pBT Tetracyclin Resistenzkassette tet(L) Tet8 Giachino et al., 2001

E. coli-S. aureus shuttle plasmid, enthalt
die Reportergene/Operons gfp und

luxABCDE unter der Kontrolle des agr P3
pSB2035 Promotors Cm7 Qazietal., 2001

*Amp = Ampicillin, Erm = Erythromycin, Tet = Tetrazyklin, Cm = Chloramphenicol, Zahl: Zielkonzentration in pug/ml.
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2.2. In dieser Studie hergestellte Plasmide

Name Ausgangsplasmid Resistenz*
pEC1-Derivat, enthalt das Reportergen gfpmut2 unter der
Kontrolle des GH—abhéngigen Promotors P1415 (ca. 300 Basenpaare
der Promotorregion)
pTF1 Amp100/Erm10
pEC1-Derivat, enthalt das Reportergen gfpmut2 unter der
Kontrolle des c”—abhéngigen Promotors Pi41greg+ (ca. 700
Basenpaare der Promotorregion)
pTF2 Amp100/Erm10
pCN56-Derivat, enthalt das Reportergen gfpmut2 unter der
Kontrolle des c"-abhangigen Promotors P15 (ca. 300 Basenpaare
pTF3 der Promotorregion) Amp100/Erm10
pCN56-Derivat, enthalt das Reportergen gfpmut2 unter der
Kontrolle des GH—abhéngigen Promotors Pi4igreq+ (ca. 700
pTF4 Basenpaare der Promotorregion) Amp100/Erm10
pBT—-Derivat, enthalt das Reportergen gfomut2 unter der
Kontrolle des c" - abhidngigen Promotors P45 (ca. 300 Basenpaare
pTF5 der Promotorregion) Tet8
pBT-Derivat, enthalt das Reportergen gfpmut2 unter der Kontrolle
des GH—abhéngigen Promotors Pisisreg+ (Ca. 700 Basenpaare der
pTF6 Promotorregion) Tet8
pSB2035-Derivat, enthélt die Reportergene/Operons gfp und
luxABCDE unter der Kontrolle des GH—abhéngigen Promotors Pi415.2
(ca. 700 Basenpaare der Promotorregion, enthalt fir pSB2035
pTF7 passende Schnittstellen) Cm7
pBusl-Derivat, enthalt das sigH-Gen, amplifiziert aus S. aureus
N315, das unter der Kontrolle des Cadmium induzierbaren
pTF8 Promotors P4 steht Tet8
3. Stamme
3.1. Externe Staimme
Name Beschreibung Herkunft
ATCC 25904, klinisches S. aureus Isolat, Mutation
Newman in saeS Duthie und Lorenz, 1952
S. aureus Newman Derivat mit einem reparierten
Newman HG sae Lokus Herbert et al., 2010
Newman AsigH S. aureus Newman sigH Deletionsmutante Dumoulin, 2005
Restriktions-negatives, Modifikations-positives S.
RN4220 aureus NCTC 8325 Derivat Kreiswirth et al., 1983
DH5a. E. coli Laborstamm Life Technologies, Inc.
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3.2. In dieser Studie hergestellte Stamme

Enthaltene
Name | Ausgangsstamm Plasmide Berschreibung
o" Induktionsstamm, enthalt das multicopy shuttle-
Plasmid pTF8, in welchem das sigH-Gen unter der
Kontrolle des Cadmium induzierbaren Promotors P .4
TF1 RN4220 pTF8 steht
o" Induktionsstamm, enthalt das multicopy shuttle-
Plasmid pTF8, in welchem das sigH-Gen unter der
Kontrolle des Cadmium induzierbaren Promotors P .4
TF2 Newman HG pTF8 steht
Reporterstamm, enthalt das P141greg-gfpmut2 Promotor-
Reportersystem enthaltende Plasmid pTF2, cis-integriert
TF3 RN4220 pTF2 im Chromosom im SA1418 Lokus
Reporterstamm, enthalt das multicopy P1415-gfpmut2
TF4 RN4220 pTF3 Promotor-Reporterplasmids pTF3
Reporterstamm, enthélt das multicopy P1415-gfpmut2
Promotor-Reporterplasmids pTF4 mit verlangerter
TF5 RN4220 pTF4 Promotorregion
Reporterstamm, enthalt das P1415.,-gfp-luxABCDE
TF6 RN4220 pTF7 multicopy Promotor-Reporterplasmid pTF7
TF3 Derivat, transformiert mit dem o"-
TF7 RN4220 pTF2, pTF8 Induktionsplasmid pTF8
TF4 Derivat, transformiert mit dem c"-
TF8 RN4220 pTF3, pTF8 Induktionsplasmid pTF8
TF5 Derivat, transformiert mit dem o'-
TF9 RN4220 pTF4, pTF8 Induktionsplasmid pTF8
TF6 Derivat, transformiert mit dem c"-
TF10 |RN4220 pTF7, pTF8 Induktionsplasmid pTF8
Negativ-Kontroll Stamm, enthalt neben dem o'-
Induktionsplasmid pTF8, das E. coli-S. aureus shuttle
TFLL 1 RN4220 pBusl, pTF8 | plasmid pBusl.
Reporterstamm, enthélt das P1415-gfp-luxABCDE
Promotor-Reportersystem enthaltende multicopy
TF12 | Newman HG pTF7 Plasmid pTF7.

23




4, Medien

Bei allen verwendeten Medien wurde der Ziel-pH Wert, falls nicht anders angegeben, auf pH 7
eingestellt. Alle Losungen und Medien wurden mit dH,0 auf das Zielvolumen aufgefiillt und fir 15

Minuten bei 121°C autoklaviert.

LB Lennox Medium

pro Liter

5g Hefeextrakt

10g Trypton (pankreatisch abgebautes Casein)
5¢g NaCl,

TSB Medium

pro Liter

17g Trypton

3g Soyaextrakt

2,5¢g Glucose
5g NacCl,
2,5g Dikaliumhydrogenphosphat

TB Medium

pro Liter

12 g Trypton

24 g Hefeextrakt

4 ml Gycerin

2,13 g Kaliumhydrogenphosphat
12,54 g Dikaliumhydrogenphosphat

SOB Medium

pro Liter

20g Trypton

5g Hefeextrakt
05¢g NaCl,

Die Bestandteile wurden vermischt, anschlieBend wurden 10 ml einer 250 mM KCl Lésung
zugegeben, der pH mit NaOH auf 7,0 eingestellt und das Volumen auf 1 Liter mit dH,0 aufgefiillt. Das
Medium wurde autoklaviert und kurz vor Benutzung wurden pro Liter 5 ml einer 2M MgCl, Lésung

zugeben.
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SOC Medium
SOC Medium ist gleich dem SOB Medium auRer, dass es zusatzlich 20 mM Glucose enthalt. Es wurde
zu autoklaviertem SOB Medium zugegeben (zum Beispiel 20 ml einer sterilen 1 M Glucose Losung pro

Liter SOB). AnschlieRend folgte steriles Filtrieren.

B2 Medium

Pro 500mi

5g Caseinhydrolysat
12,5g Hefeextrakt

0,6g K;HPO,

12,5g NaCl,

Das Gemisch wurde autoklaviert und im Anschluss 12,5 ml einer 20% Glucoselésung pro 500 ml

hinzugefigt.

LB Lennox Softagar (LB Lennox Softy)
LB Lennox Softagar entspricht dem LB Lennox Medium plus Zugabe von 0,6% Agar. Kurz vor der
Verwendung wurde der LB Lennox Softagar in einem Mikrowellenofen erhitzt und im Wasserbad auf

ca. 55°C gekdihlt.

5. Lésungen

Alle Lésungen wurden mit Milli-Q Wasser (Millipore Corporation, deionisiert und 22 pm filtriert)

angesetzt und fiir 15 min bei 121°C autoklaviert.

TE Puffer
10 mM Tris
1 mM EDTA

Mischen, anschlieRend wurde mit HCI auf pH 8 eingestellt.

5x TBE Puffer

pro Liter

54g Tris

27,5¢g Borsaure

20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
Phagenpuffer

Phagenpuffer besteht aus LB Lennox Medium, versetzt mit einer Endkonzentration von 5 mM CaCl,.
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Ladepuffer 6x Loading Dye Orange (DNA Gele)

0,15% Orange G
10 mM Tris
60mM EDTA

(3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure) Puffer (MOPS Puffer)
10 x MOPS Puffer Stammlésung

200 mM MOPS
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA

Der pH Wert wurde mit 1M NaOH auf 7,0 eingestellt und der Pufferansatz wurde autoklaviert. Die

Lagerung erfolgte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.

Ladepuffer 1x Loading Dye Bromphenolblau (RNA Gele)

10 ul Formamid
3,5 ul Formaldehyd
2 ul MOPS Puffer (10 x

Stammldsung)
2 ul Bromphenolblau im
MOPS Puffer*

*Zur Herstellung von Bromphenolblau im MOPS Puffer wurden 0,5 ml 10 x MOPS Puffer, 3,5 ml Glycerin, 0,05 %
Xylencyanol und 1 ml EDTA (200 mM) verwendet.

6. Anzucht von Bakterien

Bakterien wurden entweder in Flussigkultur oder auf Agarplatten angezogen.

6.1. In Fliissigkultur

Wenn nicht anders erwahnt, wurden Flissigkulturen bei 37°C und 150 Umdrehungen pro Minute
(UpM) in einem Glaskolben bei einem Flissigkeit-zu-GefaBvolumen-Verhaltnis von 1:10 zur

optimalen Sauerstoffversorgung angezogen.

Bei einigen Ansatzen wurde das Fliissigmedium vor Verwendung der Nahrstoffgehalt reduziert
(,nutrient depleted” Medium). Die Vorbereitung erfolgte nach folgendem Protokoll: Es wurden
Zellen in Kultur fir ca. 12 Stunden im Flissigmedium angezogen. Anschliefend wurde das Medium

bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand durch einen 0,2 um Filter steril filtriert.
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6.2. Anzucht auf Agarplatten

Es wurde LB Lennox Medium mit 1,5% Agar vermischt, autoklaviert und gelagert. Zur
Plattenherstellung wurde das Gemisch in der Mikrowelle bis zur Verflissigung erhitzt, im Wasserbad
auf 55°C heruntergekihlt, gegebenenfalls mit Antibiotika versetzt und in Petrischalen gegossen.

Nach ca. 15 Minuten konnten die Platten verwendet oder bei 4°C gelagert werden.

Nach dem Ausplattieren der Bakterien wurden die beimpften Platten im Brutschrank bei 37° Cin der

Regel fir mindestens 24 Stunden bebriitet.

7. lIsolation von Desoxyribonukleinsduren (DNA)

7.1. Isolation von Plasmid DNA aus E.coli

Die Isolation von Plasmid DNA aus E. coli erfolgte mit den Puffern P1, P2 und N3 des QlAprep Spin
Miniprep Kits (Quiagen). Nach einer Wachstumszeit von 12 - 14 Stunden wurde die in
antibiotikahaltigem LB Lennox Medium angezogene Bakterienkultur fiir zunachst zehn Minuten auf
Eis inkubiert. AnschlieBen wurde die Kultur in 2 ml ReaktionsgefalRe Gberfihrt und eine Minute bei
18.000 x g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes erfolgte eine Resuspension des
Pellets mit 250 pl Puffer P1 und nach einer Inkubation von einer Minute auf Eis wurde 250 ul Puffer
P2 zugegeben. Der Inhalt des ReaktionsgefalRes wurde durch Inversion gemischt und fiir weitere vier
Minuten auf Eis inkubiert. Zuletzt wurden 350 pl Puffer N3 zugegeben und nach erneuter Inversion

des GefaRes erfolgte eine Inkubation auf Eis fir finf bis zehn Minuten.

Anschliefend wurde das Gemisch bei 18.000 x g flir 15 Minuten zentrifugiert und 700 ul des
Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Zu den 700 pl Uberstand wurden weitere 700 pl
Isopropanol gegeben und es wurde erneut fiir 15 Minuten bei 18.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde anschlieBend verworfen und das Pellet mit 700 pl 70% Ethanol gewaschen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt bei 18.000 x g fiir 5 Minuten wurde der 70%ige Ethanol ohne das
Pellet aufzuldsen vorsichtig abgezogen und das Pellet je nach Flussigkeitsriickstand fiir 10 bis 20

Minuten getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet mit 50 pl dH,0 geldst.

7.2. Isolation von Plasmid DNA aus S. aureus.

Die Praparation von Plasmiden aus S. aureus wurde ebenfalls mit den Puffern P1, P2 und N3
(Quiagen) durchgefiihrt. Aus der Ubernachtkultur wurde ein Bakterienpellet eine Minute bei 18.000
x g abzentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 250 pl Puffer P1 resuspendiert.
Im Gegensatz zu E. coli lasst sich die Zellwand von S. aureus durch alkalische Lyse nur unzureichend

auflésen, es war daher eine enzymatische Auflésung mit Lysostaphin erforderlich: Hierzu wurde zum
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in Puffer P1 resuspendierten Bakterienpellet 5 pl einer 2 mg/ml haltigen Lysostaphinlésung gegeben.
Die Zellen wurden bei 37°C und leichtem Schitteln fir max. 30 Minuten inkubiert. Die Lyse der Zellen
lies sich makroskopisch an Zellbestandteilen im ReaktionsgefaR, sowie einer Zunahme der Viskositat

erkennen.

Nach sichtbarer Lyse wurden 250 ul Puffer P2 zugegeben und die Isolation wie unter 7.1. beschrieben

fortgesetzt.

7.3. Isolation von genomischer DNA aus S. aureus

Die Methode nach Marmur (Marmur et al., 1951) birgt die Gefahr der DNA Fragmentierung durch

Scherkrafte, es ist somit auf besondere Sorgfalt bei der Praparation zu achten.

Zellen einer Ubernachtkultur in LB Lennox Medium wurden benutzt, um eine 20 ml Hauptkultur (LB
Lennox Medium) mit einer optischen Dichte bei 600 nm (ODgyo) von 0,05 zu beimpfen. Nach dem
Erreichen der exponentiellen Phase (ODggo: 0,6 — 0,9) wurden die Zellen bei 5.000 x g fiir 15 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 2 ml einer 0,9%igen NaCl Lésung
resuspendiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 15.000 x g fiir eine Minute. Der
Uberstand wurde vollstindig entfernt und es wurden 180 pl TE Puffer zugegeben. Die Zellen wurden
bis zur vollstandigen Resuspension mittels Vortexmischer gemischt, danach wurde 20 pl einer 10
mg/ml haltigen RNase A Losung zugegeben. Zur Lyse der Gram-positiven Zellwand wurde zusétzlich 1
ul Lysostaphin (2 mg/ml Stammlésung) und 2ul Lysozym (1 mg/ml Stammldsung) zugegeben. Im
Folgenden wurde 30 Minuten bei 37°C und leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden 100
ul einer Proteinase K (20 mg/ml) Lésung zugegeben und das Gemisch fiir weitere 10 Minuten bei
37°C unter Schitteln inkubiert. Es folgte eine Extraktion mit 500 pl

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im Verhiltnis 25:24:1.

Hierzu wurde der Ansatz zunachst fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt, dann fir 3
Minuten bei 15.000 x g zentrifugiert. Die wassrige Oberphase wurde abgehoben und in ein neues
ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Die Extraktion wurde weitere zwei Mal wiederholt, wobei jeweils 20
Minuten geschittelt wurde. Zum Ausfallen der DNA wurden 500 pul Isopropanol zugegeben und
durch Inversion gemischt. Es folgten 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, sowie 5 Minuten
Zentrifugation bei 15.000 x g. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet wurde zweimal durch
Zugeben und Abheben von 700 ul Ethanol 70% gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in TE

Puffer gel6st.
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8. Herstellung von Plasmiden

8.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

In dieser Studie wurden zwei verschiedene Ansatze zur Amplifikation von DNA Fragmenten
verwendet. Zur analytischen Amplifikation, bei der die Amplifikation nur zum Nachweis der
spezifischen DNA Sequenzen diente, kam die Fast Start Tag Polymerase (Roche) zum Einsatz. Bei der
Amplifikation von Fragmenten, die zur Klonierung weiterverwendet wurden, fand die Fast Start High

Fidelity Polymerase (Roche) Verwendung. Der Ansatz erfolgte nach folgendem Pipettierschema.

DNA 1l max. 500 ng

Polymerase 0,5ul entspricht 2, 5 Units

Puffer 10x Sul

Primer forward 2ul entspricht 0,4 UM aus 10uM Stammldsung
Primer reverse 2ul entspricht 0,4 uM aus 10uM Stammldsung

Desoxynukleosid-
Triphosphat Gemisch

(dNTPs) 1l entspricht 200 uM
Wasser (dH,0) 38,5ul
Gesamtansatz 50ul

Am Thermocycler wurden folgende Einstellungen vorgenommen.

Zyklen Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 1 2 min 94°C
Denaturierung 35 30s 95°C
Annealing 35 30s 55-72°C
Elongation 35 30s-3 min 72°C
terminale Elongation 7 min 72°C
Kihlung unlimitiert. 4°C

Die Annealing-Temperatur wurde ca. 5°C unter der nach Wallace-lkatura Regel (Wallace et al., 1979)
berechneten Schmelztemperatur der verwendeten Primer gewahlt. Die Elongationszeit richtete sich
nach der Lange des amplifizierten Fragments, wobei mit einer Amplifikationsgeschwindigkeit von 0,5-

1 Kilo-Basen (kB) pro Minute gerechnet wurde.
8.2. DNA Aufreinigung

Es kam das QlAquick PCR Purification (Quiagen) zum Einsatz. Hiermit konnten sowohl PCR Produkte
als auch Plasmide aufgereinigt werden. Die Durchfiihrung erfolgte mit den Puffern PB1, PE und EB

entsprechend der Herstellerangaben. Die DNA wurde in dH,0 gel6st.
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8.3. DNA Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA Konzentration erfolgte mittels Quiant-iT Assay (Invitrogen). Die

Durchfiihrung erfolgte nach den Herstellerangaben.
8.4. Agarose Gelelektrophorese zur DNA Darstellung

Die Agarose Gelelektrophorese erlaubte das Auftrennen von DNA Fragmenten entsprechend ihrer
GroRe sowie das spatere Sichtbarmachen durch Anfarben. Das Prinzip besteht darin, dass negativ
geladene DNA Fragmente im elektrischen Feld bei gleicher Laufzeit ihrer GroRe entsprechend
verschieden schnell durch das Agarosegel wandern, wobei kleine Fragmente schneller wandern als

grollere.

Die Konzentration an Agarose im Gel wurde abhangig von der erwarteten Fragmentlange gewahlt.
StandartmaRig wurden die Gele mit 1% Agarose gegossen, fiir kleinere Fragmente wurden héhere

Konzentrationen gewahlt.

Zundchst wurde die entsprechende Menge Agarose in einem Glaskolben mit 0,5% TBE Puffer
vermischt. Die Suspension wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose vollstandig auflost war.
Nach kurzer Abkihlzeit von ca. 5 Minuten wurde das noch flissige Gel in seine Form gegossen und

der Kamm wurde eingesetzt. Das Gel konnte nach seiner Trocknung verwendet werden.

Die Proben wurden mit 6 x Loading Dye Orange (LD-Orange) vorbereitet. Zum Anfarben der DNA
wurde pro pl Probenansatz 1-/10000 SYBR Gold Volumen (Invitrogen) der Ausgangslosung
entsprechend Herstellerangaben zugegeben. Nach Beladen der Geltaschen wurde standardmaRig

eine Spannung von 100 V an die Gelkammer angelegt.

Als GroRenmarker kam der Invitrogen 1 kB GréRenmarker zum Einsatz. Der Marker lag in einer
Ausgangskonzentration von 1 pg/ul vor. Der GroRenmarker wurde vor Einsatz im Verhéltnis 1:10

verdliinnt.

Die DNA wurde durch das im LD-Orange enthalte SYBR Gold (Invitrogen) unter UV Licht sichtbar

gemacht.

8.5. Gelextraktion von DNA Fragmenten

In dieser Studie wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen) verwendet. Zunachst musste das
gewinschte DNA Fragment mittels Gelektrophorese und gegebenenfalls einem Restriktionsverdau
von der unerwiinschten DNA getrennt werden. DNA Fragmente, die nach Extraktion weiter kloniert

werden sollten, durften aufgrund des Risikos von Mutationen nur sehr kurzem, niedrig dosiertem
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UV-Einfluss ausgesetzt werden. Nach der Identifikation des gewlinschten Fragmentes wurde das die
DNA enthaltende Gel-Stiick mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein ReaktionsgefaR gegeben.

Die weitere Extraktion erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Die DNA wurde in dH,0 gel6st.

8.6. Natriumacetat Fallung

Die Natriumacetat Fallung diente der Aufkonzentrierung von DNA. Die groRte Anwendung fand das
Verfahren nach Extraktion von Plasmiden aus Zellen, um bei der anschlieBenden Elektroporation die

groflitmogliche DNA Menge einsetzten zu kdnnen.

Es wurde zunachst das 0,1 fache Volumen Natriumacetat (3 M, pH 4,8) zur DNA-L6sung gegeben.
AnschlieBend wurde das 2-fache Volumen auf -20°C vorgekihltes Ethanol (100%) zugegeben, der
Ansatz gut vermischt und bei -20°C fiir mind. 2 Stunden inkubiert. Danach folgte eine Zentrifugation
fiir 30 Minuten bei 4°C und 18.000 x g. Der Uberstand wurde verworfen und es wurden 700 pl
Ethanol (70%) zugegeben und wieder abgehoben. Diese Schritte wurden weitere zweimal wiederholt.
Zuletzt wurde das Pellet wahlweise bei Raumtemperatur oder bei 37°C getrocknet und anschlieSend

in dem gewlinschten Volumen dH,0 gelost.

8.7. Spezifisches Schneiden von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Es kamen die Fast Digest Enzyme (Fermentas) zum Einsatz. Es wurde zwischen analytischem Verdau,
der zum Nachweis der korrekten Insertion eines Framgents in einem Plasmid diente und einer

Behandlung von DNA, die zur Ligation weiter verwendet werden sollte, unterschieden.

Je nach Ansatz wurden die unten stehenden Pipiettiertschemata verwendet. Im Fall einer
Weiterverwendung der geschnittenen DNA zur Ligation wurden die eingesetzten Enzyme zusatzlich

hitzeinaktiviert.
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Analytisch Klonierung

DNA 2ul* DNA 15ul*

Enzym 1 0,3ul Enzym 1 0,5ul

Enzym 2 0,3ul Enzym 2 0,5ul

Puffer 10x 1ul Puffer 10x 2ul

Wasser (dH,0) 6,4l Wasser (dH,0) 2ul

Gesamt 10pl Gesamt 20l

Durchfiihrung Durchfiihrung

Verdau 37°C 20 min Verdau 37°C 40 min
Hitzeinaktivierung entfallt Hitzeinaktivierung 80°C 15 min

*Volumen abhédngig von der enthaltenen DNA-Konzentration: bei Plasmid DNA sollte die maximale DNA Menge 1pug nicht
iberschreiten, bei Verwendung eines PCR Produktes sollte die eigesetzten DNA Menge ca. 0,2ug betragen. Das Volumen
kann je nach DNA Konzentration von 0,5ul bis 10l variiert werden. StandartmaRig wurden o. g. Volumina eingesetzt.
Angaben gemal Hersteller.

8.8. Dephosphorylierung von geschnittenen Plasmiden

Durch Dephosphorylieren von geschnittenen Plasmiden werden vornehmlich die Phosphatgruppen
am 5 Ende der DNA Uberhidnge abgespalten. Eine Religation des Plasmides ohne das einzubringende
DNA Fragment wird verhindert. Es kam die alkalische Phosphatase (Roche) nach Herstellerangaben

zum Einsatz.

8.9. Ligation von Plasmiden und DNA Fragmenten

Zur Ligation wurde die T4 DNA Ligase (Roche) verwendet. Der Ligationsansatz richtete sich nach den
Herstellerangaben, wobei ein Molekilverhéltnis von 3:1 fir Insert zu Plasmid angestrebt wurde. Das
Volumen des Ansatzes wurde so klein wie moglich gehalten, mindestens jedoch 10 ul. Die
Gesamtmasse an eingesetztem Plasmid sollte zwischen 60 ng und 100 ng liegen. Der Ansatz wurde

Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

9. DNA Transfer in das zu transformierende Bakterium

9.1. Herstellung chemisch kompetenter E.coli DH5a Zellen

Entsprechend der Methode nach Inoue (Inoue et al., 1990) wurden zunachst Zellen einer
Ubernachtkultur in SOB Medium in eine Hauptkultur (SOB Medium) iberimpft. Nach dem Erreichen
einer ODgyo von 0,6 wurde die Kultur zunachst fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde
fiir 10 Minuten bei 2.500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in
80 ml gekiihltem TB-Medium resuspendiert. Es folgten weitere 10 Minuten auf Eis und eine erneute
Zentrifugation bei 2.500 x g fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde wieder verworfen und die

Bakterien wurden in 20 ml TB Medium resuspendiert. Zuletzt wurde langsam ein Volumen von 1,4 ml|
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Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben (Zielkonzentration 7%). Die Zellen wurden zu je 200 pl

aliquotiert, mittels fltssigen Stickstoffs eingefroren und bei -70 ° C aufbewahrt.

9.2. Heat shock Transformation chemisch kompetenter E.coli DH5a. Zellen

Die chemisch kompetenten E. coli Zellen wurden auf Eis langsam aufgetaut, anschliefend wurde das
Plasmid zugegeben. Nach 20 Minuten Inkubation auf Eis folgten 45 Sekunden Hitzeschock im 42°C
warmen Wasserbad. Es folgten weitere 5 Minuten Inkubation auf Eis. Danach wurden 800 pl eines
auf 37°C vorgewarmten SOC Mediums zugegeben und der Ansatz fiir eine Stunde bei 37°C unter
leichtem Schutteln inkubiert. Zuletzt wurde der Ansatz auf mit Antibiotikum beschichtete LB Lennox

Agarplatten ausplattiert und fiir 24 h bei 37°C inkubiert. Methode nach Inoue (Inoue et al., 1990).

9.3. Herstellung elektokompetenter S. aureus RN4220 Zellen

Nach der Methode nach Schenk und Laddaga (Schenk und Laddaga, 1992) wurde zunéachst eine
Ubernachtkultur des S. aureus Stamms RN4220 in B2 Medium bei 37°C angelegt. Aus dieser wurde
am nachsten Tag eine frische Kultur (25 ml B2 Medium, Start ODgyq 0,05) beimpft. Nach dem
Erreichen der friihen exponentiellen Wachstumsphase (ODgy 0,6 — 0,9) folgten mehrere Schritte des
Waschens und des Aufkonzentrierens: Zunachst wurden die Zellen bei 8.000 x g zentrifugiert, der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden im gleichen Volumen (25 ml) dH,O resuspendiert.
Dieser Waschschritt wurde insgesamt drei Mal durchgefiihrt. Danach wurden die Zellen in 20% des
Ausgangsvolumens (5 ml) 10%iges Glycerin resuspendiert und wieder zentrifugiert. Die Zellen
wurden anschliefend in 10% des Ausgangsvolumen (2,5 ml) Glycerin 10% resuspendiert und bei

Raumtemperatur fir 15 Minuten inkubiert.

Zuletzt wurden die Zellen erneut zentrifugiert und in 800 ul Glycerin 10% resuspendiert. Falls eine
DNA Aufnahmen im Sinne einer chromosomalen Integration geplant war, sollten die Zellen sofort zur
Elektroporation verwendet werden. Zur Aufnahme von Plasmid DNA konnten die Zellen auch
zunachst in flissigem Stickstoff tiefgefroren, bei — 70°C aufbewahrt und spater zur Elektroporation

verwendet werden.

9.4. Elektroporation elektrokompetenter S. aureus RN4220 Zellen

Es wurden 60 ul elektrokompetente Zellen mit der aufzunehmenden DNA vermischt. Prinzipiell gilt:
je hoher die eingesetzte DNA Menge, desto effektiver die Elektroporation. Je gréRer jedoch das
eingesetzte Volumen, desto mehr Elektrolyte gelangen in den Reaktionsansatz und die Gefahr der
Ausbildung eines Lichtbogens steigt. Es wurde daher versucht, ein geringes Volumen (1 — 2 pl) mit

hoher DNA Konzentration (21 pg/ul) einzusetzen.
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Der Ansatz wurde in eine Klvette mit 0,1 cm Elektrodenabstand gegeben. Die Zellen wurden bei 2,3
kV, 100 Ohm Widerstand und einer Kapazitat von 25 pF elektroporiert. Die optimale Zeitkonstante
betrug 2,3 ms. Unmittelbar nach der Elektroporation wurden die Zellen in 390 pl auf 37°C
vorgewdrmtes B2 Medium gegeben und fir eine Stunde bei 37° unter leichtem Schitteln inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz auf mit Antibiotika versehene Agarplatten ausgestrichen und bei

37°C fur 18-24 h inkubiert. Methode nach Schenk und Laddaga (Schenk und Laddaga, 1992).

9.5. Phagentransduktion mittels Bakteriophage ¢85

Mittels Phagentransduktion konnen DNA Fragmente und Plasmide zwischen unterschiedlichen S.
aureus Stammen ausgetauscht werden. Im ersten Schritt musste die DNA aus dem Donor in Phagen
verpackt werden. Der Rezipient, welcher die DNA erhalten sollte, wurde anschlieRend mit den

gewonnenen Phagen behandelt.

9.5.1. Herstellen von Phagenlysat

Zunichst wurde der Phage ¢85 in Phagenpuffer verdiinnt, wobei Verdiinnungen zwischen 107 bis
107 verwendet wurden. AnschlieRend wurden in eine LB Lennox Ubernachtkultur des Donors CaCl,
(zielkonzentration: 5 mM) gegeben. Es wurden je 300 pl Kultur mit 100 pl verdiinnten Phagen
gemischt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 4 ml 50°C warmes LB
Softy Medium zugegeben, vermischt und auf Blutagarplatten gegeben. Diese Platten wurden lber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Platte mit der niedrigsten
Phagenkonzentration, auf der eine konfluente Bakterienlyse zu erkennen war, weiter verwendet. Die

Ubrigen Platten wurden verworfen.

Im Folgenden wurden zunachst 2 ml Phagenpuffer auf die ausgewahlte Platte gegeben, anschlieRend
wurde die LB Softy Schicht, in der sich die Phagen befanden, mit einem Spatel geldst und in ein
Reaktionsgefil gegeben. Dieses wurde 10 Minuten bei 5.000 x g zentrifugiert und der Uberstand

wurde durch einen 0,2 um Filter gepresst. Das gewonnene Lysat konnte bei 4°C gelagert werden.

9.5.2. Transduktion des Empfangerstamms

Prinzipiell wurde zur Verbringung in den Empfangerstamm das gleiche Protokoll wie zur Herstellung
von Phagenlysat verwendet. Es sollten jedoch folgende Unterschiede beachtet werden: Die
Ubernachtkultur enthielt den Empfiangerstamm. Weiterhin wurde im LB Softy auf CaCl, verzichtet
und die Zellen wurden zum Abschluss nicht auf Blutagar sondern auf LB Lennox Platten mit

entsprechenden Antibiotikazusdtzen gebracht. Eine erfolgreich durchgefiihrte Transduktion liel8 sich
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phanotypisch durch die eingebrachte Antibiotikaresistenz, genotypisch durch PCR oder

Plasmidextraktion Uberpriifen.

10.Quantitative Real Time RT-PCR (qRT-PCR)

Eine quantitative Real Time RT-PCR (qRT-PCR) dient der quantitativen, spezifischen RNA Bestimmung.
Es ist somit moglich die Transkriptionsstarke bestimmter Gene zu verschiedenen Zeitpunkten

miteinander zu vergleichen.

10.1. Isolation von Gesamt-RNA aus S. aureus

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte mit den Puffern RA1, RA2, RNA3 und MDB (Macherey-Nagel-
Kit). Zunachst wurden die Zellen aus der Kultur bei 4°C fiir 2 bis 5 Minuten bei 5.000 x g
abzentrifugiert. Um eine ausreichende Anzahl an Bakterien zu erhalten, wurde das Volumen so
gewihlt, dass es einem Milliiter bei ODgg von 2 entspricht. Bei der Isolation aus Ubernachtkulturen
musste das eingesetzte Volumen hdher sein, da bei Bakterien aus der stationdren Wachstumsphase
weniger RNA pro Zelle zur Isolation zur Verfligung steht. AuBerdem konnten durch die Messungen

der optischen Dichte tote Zellen ohne RNA nicht von lebenden Zellen unterschieden werden.

Der Uberstand wurde abgehoben. Die Pellets konnten in diesem Zustand in fliissigem Stickstoff
kryokonserviert und zu einem spateren Zeitpunkt weiterverarbeitet werden. Im Folgenden wurde
das Pellet in 100 pl TE Puffer resuspendiert und es wurden 500 pl Puffer RA1 und 5 pl 3-
Mercaptoethanol zugegeben. Es folgte die Lyse der Zelle im Ribolyser (Bio 101 Thermo Savant Fast
Prep 120 Cell Dusrupter) fur 20 Sekunden bei einer Geschwindigkeit von 6,5, wobei ein R6hrchen der
Lysing Matrix B (MP Biomedicals Lysing Matrix B) verwendet wurde. Danach wurde fiir zwei Minuten
bei 15.000 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR tiberfiihrt. Es folgte eine weitere
Zentrifugation fiir zwei Minuten bei 15.000 x g. Im Anschluss wurde der Uberstand in den Nucleo
Spin Filter (violett) eingefiillt und fir eine Minute bei 11.000 x g zentrifugiert. Bevor das Lysat auf die
RNAII Saule (blau) gegeben werden konnte, mussten 350 ul 70%iger Ethanol zugegeben und durch
Pipettieren gemischt werden. Nach 30 Sekunden Zentrifugation bei 8.000 x g wurde der Durchlauf
verworfen und es wurden 350 pl Puffer MDB auf die Membran gegeben. Der Durchlauf wurde nach
einer Minute bei 11.000 x g verworfen und das Réhrchen wurde erneut fiir 30 Sekunden bei 11.000 x
g zentrifugiert. Zum Abbau der Desoxynukleinsduren wurden 10 pl DNase | Lésung zu 90 pl
Reaktionspuffer gegeben, durch Anschnippen gemischt und 95 ul dieser Mischung auf die
Sdulenmembran gegeben. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 ul Puffer
RA2 auf die Membran gegeben und 30 Sekunden bei 8.000 x g zentrifugiert. Die Sdule wurde

anschlieRend in ein neues Sammelgefal gestellt, es wurden 600 ul Puffer RA3 zugegeben und 30
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Sekunden bei 8.000 x g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen anschlieRend wurden erneut
250 ul Puffer RA3 auf die Sdule gegeben und zwei Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert. Nach dem
Verwerfen des Durchlaufs wurde flr weitere zwei Minuten bei 11.000 x g zentrifugiert. Zum Losen
der RNA von der Saule wurde diese in ein RNase freies Reaktionsgefal} gestellt und es wurden 44 pl
RNase freies Wasser auf die Membran gegeben. Nach einer letzten Zentrifugation von einer Minute
bei 11.000 x g befand sich die isolierte RNA geldst im Reaktionsgefal3, die Sdule konnten verworfen

werden.

10.2. DNase -Verdau zur Entfernung letzter DNA Reste

Um letzte DNA Reste aus der RNA zu entfernen, folgte nach der RNA-Isolation eine weitere
Behandlung mit DNase I. Es kam hierzu das Turbo DNase Kit (Invitrogen) zum Einsatz. Der

Reaktionsansatz wurde nach folgendem Pipettierschema zusammengestellt.

RNA 44yl
Puffer (10x) Sul
Dnase 1ul
Gesamt 50ul

Der Ansatz wurde bei 37°C unter leichtem Schiitteln fiir etwa 20 Minuten inkubiert. Zuletzt wurde 1
pl DNase Inactivation-Reagenz zum Ansatz gegeben und der Ansatz bei 10.000 x g fiir 90 Sekunden
zentrifugiert. Der Uberstand, der die gereinigte RNA enthielt, konnte in ein neues GefiR tiberfiihrt
werden und sollte sofort bei -70°C eingefroren oder - bei weiterer Verwendung - auf Eis gelagert

werden.

10.3. Agarose Gelelektropohrese zur RNA Darstellung

Ein RNA Gel wurde im Gegensatz zum DNA Gel nicht zur Darstellung spezifischer Fragmente, sondern

zur Beurteilung der Qualitat der RNA vor der weiteren Verwendung eingesetzt.

RNA Gele bestanden aus 1% Agarose und 1 x MOPS Puffer (z. B. 5 ml MOPS der 10 x Stammldsung
bei 50 ml Gel) vermischt mit Wasser. Beides wurde in einem Glaskoben mit 90 % des Endvolumens
an Wasser vermischt und aufgekocht. Der Kolben wurde dann in einem Wasserbad auf 60°C
abgekiihlt. Zuletzt wurden 10% des Endvolumens an Formaldehyd zugegeben und das Gel wurde in
seine Form gegossen. Es wurden 10 pl RNA mit 18 ul Probenpuffer fiir 10 Minuten bei 55 — 60 °C
denaturiert anschlieBend wurde 1 ul Ethidiumbromid (1 mg/ml Stammlésung) zugegeben.Das Gel
wurde bei 100 V fir mindestens 60 Minuten dem elektischen Feld ausgesetzt. Als Puffer in der

Gelkammer wurde MOPS — Puffer (1 x) sowie dH,0 verwendet.
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10.4. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wurde die isolierte RNA mittels Reverser Transkriptase zu cDNA
umgeschrieben, welche im Anschluss mittels qRT-PCR quantifiziert werden konnte. In dieser Studie
wurde das High Capacity Reverse Transkriptase Kit (ABI) verwendet.

Zunachst wurde die Konzentration der isolierten RNA photometrisch gemessen. Es wurde pro Ansatz
1 ug RNA eingesetzt, das eingesetzte RNA Volumen richtete sich nach der RNA Konzentration.

Der Ansatz wurde nach folgendem Pipettierschema erstellt.

10x RT Puffer 6ul

25x dNTP 2,5ul

10x Random Primer 6ul

Reverse Transkriptase 3ul

RNase out 0,75ul

Wasser (dH,0) 11,75ul - 41,25l
RNA 0,5 - 30ul
Gesamt 60ul

Die Einstellungen am Thermocycler wurden entsprechend Herstellerangaben vorgenommen. Nach
erfolgreichem Umschreiben wurde die cDNA im Verhéltnis 1:2 weiter verdiinnt, sodass die cDNA nun

in einer Konzentration von 8,33 ng/ul vorlag.

10.5. Real Time PCR

Zur Durchfihrung der Real Time PCR wurde das Light Cycler 2.0 System (Roche) mit 20 pl Kapillaren
und das QuantiFast SYBR Green Kit (Quiagen) verwendet. Der Ansatz wurde nach folgendem

Pipettierschema hergestellt.

Ansatz

cDNA 2,5ul entspricht 1ng/ul aus 8,33ng/ul Stamml6sung
Primer fwd 0,6ul entspricht 0,3uM aus 10 pmol/pl Stammlésung
Primer rew 0,6ul entspricht 0,3uM aus 10 pmol/ul Stammlésung
2x Sybr Green Master Mix 10ul

Wasser (dH,0) 6,3ul

Gesamt 20ul
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Am Light Cycler 2.0 System wurden folgende Einstellungen vorgenommen.

Durchfithrung Zyklen Zeit Temperatur  Anstieg/Abfall Messung
Denaturierung 1 10 min 95°C 20°C/sek keine
Annealing/Amplifikation 40 10 sek 95°C 20°C/sek keine

30 sek 60°C 20°C/sek einfach
Schmelzkurve 1 0 sek 95°C 20°C/sek keine

1 min 65°C 20°C/sek keine

0 sek 95°C 0,1°C/sek kontinuierlich
Kuhlung 1 30 sek 40°C 20°C/sek keine

Alle Ansatze wurden in Doppeltbestimmung durchgefiihrt. Als Referenzgen zur relativen
Quantifizierung wurde das fiir die Gyraseuntereinheit B kodierende Gen gyrB verwendet. Es wurden
auBerdem Negativkontrollen mit dH,0 angesetzt und es wurde eine RNA Probe, welche nicht mit
Reverser Transkriptase behandelt wurde, in der Zielkonzentration 1 ng/ul eingesetzt, um zu

bestatigen, dass die vorangegangene DNase Behandlung vollstandig war.

Die Auswertung erfolgte entsprechend der AACT Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Die
Zykluszahl wurde zundchst auf die Menge an gyrB der entsprechenden Probe angeglichen,
anschlieBend wurden die gleichen Gene zu unterschiedlichen Messzeitpunkten verrechnet. Das
Ergebnis ist ein Faktor, welcher die Menge an RNA eines Gens zu unterschiedlichen Messzeitpunkten

wiedergibt.

11.6" Induktionsstamme (TF1, TF2)

Zunachst wurden der Cadmium-induzierbare Promotor aus dem Plasmid pCN44 (Charpentier et al.,
2004) und der fur den offenen Leseraster kodierende Teil des sigH-Gen aus dem S. aureus Wildtyp

N315 mittels PCR amplifiziert (Primer: Pcad fwd, Pcad rew beziehungsweise SigH fwd, SigH rew).

Es folgte die Behandlung des Plasmides pBus1 und des per PCR amplifizierten Promotorfragments
Pcad mit den Restriktionsenzymen Kpnl und EcoRI. Das Plasmid wurde dephosphoriliert und das
Fragment wurde durch Ligation in das Plasmid gebracht. Nach Transformation, Vermehrung,
Extraktion und analytischem Verdau wurden Plasmid und das fiir das offene Leseraster von sigH
kodierende Fragment mit EcoRI und BamHI behandelt und das sigH Fragment so hinter den
Cadmium-induzierbaren Promotor kloniert und hierdurch unter dessen Kontrolle gestellt. Es folgten

erneut Transformation, Vermehrung und Extraktion und analytischer Verdau.
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Das entstandene Plasmid pTF8 wurde anschliefend durch Elektroporation in den S. aureus Stamm
RN4220 gebracht und von dort mittels Phagentransduktion weiter in den S. aureus Wildtyp Newman

HG.

12.Reporterstamme

Die Messungen von Fluoreszenz und Lumineszenz wurden in einem Perkin EImer Victor2 Multilabel
Counter in einer 96x Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Die Messzeit der Lumineszenz betrug 5
Sekunden, die gemessenen Werte wurden zum Konzentrationsausgleich durch die zum selben

Messzeitpunkt ermittelte ODgq geteilt.

12.1. Integration des green fluorescent protein (gfp) Reportergens unter der Kontrolle des

SA1418 Promotors in das Genom von S. aureus.

Es wurden zunéachst die Fragmente mit den Primern gfpmut2 fwd und gfpmut2 rev aus dem Plasmid
pPCN56 (Charpentier et al., 2004), sowie mit Psa1418 fwd und Psal418 rew, bzw. Psal1418reg+ fwd

und Psal418reg+ rew aus S.aqureus N315 amplifiziert.

Im Plasmid pBT wurden anschlieend die amplifizierten, verschieden langen Promotorregionen des
SA1418 Gens P1413(300 bp) bzw. P141.e¢+ (600 bp), welche die natiirliche o" Bindestelle und originale

ribosomale Bindestelle (RBS) enthalten, vor das Reportergen gfpmut2 kloniert.

Das Plasmid wurde nach jeder Ligation im E. coli Laborstamm DH5a vermehrt. Das P1415-gfpmut2
Fragment wurde durch Restriktionsverdau mit Kpnl und BamHI aus dem Plasmid pBT1 geldst, mittels
eines Agarosegels isoliert und in das Plasmid pEC1 kloniert. Es entstanden die Plasmide pTF1 mit
kurzer SA1418-Promotorregion (ca. 300bp) und pTF2 mit einer langeren Sequenz der Promotorregion
(ca. 700bp). Durch die Sall Schnittstelle blieb das originale Startcodon TTG im Reportersystem
erhalten. Da im Plasmid pEC1 keine solche Schnittstelle vorlag, musste die Fusion von P45 und
gfpmut2 bzw. Pis1greq+ UNd gfpmut2 im Plasmid pBT stattfinden. Die fertigen Plasmide wurden
anschlieRend mittels Elektroporation in das Genom von S. aureus RN4220 integriert. Entscheidend
hierflr war das Fehlen eines in Gram-positiven Bakterien funktionalen ,origin of replication” (ori) auf
dem Plasmid: Nach Elektroporation ging DNA, welche nicht in die chromosomale DNA integriert

wurde, verloren.

Eine chromosomale Integration gelang nur mit dem Plasmid pTF2, es entstand der Stamm TF3. Die
korrekte Integration des Plasmides wurde mittels Extraktion der chromosomalen DNA sowie

anschlieRender Amplifikation des integrierten Fragmentes tberprift.
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12.2. gfp Reportergen unter der Kontrolle des SA1418 Promotors als replikatives Plasmid in S.

aureus

Es wurde ein Plasmid konstruiert, welches in multiplen Kopien frei in der Bakterienzelle vorliegt und
stark repliziert wird. Es wurde hierzu das bereits klonierte P1415 — gfp-Fragment, bzw Pi1s1greq.-gfp aus
pBT (identische Schnittstellen zum vorangegangenen Ansatz) ausgeschnitten, Gber ein Agarosegel
isoliert und in das vorverdaute und dephosphorylierte Plasmid pCN56 (Charpentier et al., 2004)
eingesetzt. Im Gegensatz zu pEC1 enthalt pCN56 mit pT181 cop623 repC einen ori, der von S. aureus
erkannt wird. Die Vermehrung erfolgte in E. coli DH5a.. Anschlieffend wurden die entstandenen
Plasmide pTF3 (300bp Promotorsequenz) und pTF4 (700bp Promotorsequenz) in den S. aureus
Laborstamm RN4220 elektroporiert (Stamme TF4 und TF5).

12.3. Luciferase/gfp Reportergene unter der Kontrolle des SA1418 Promotors als replikatives

Plasmid in S. aureus

In diesem Ansatz wurde das Plasmid pSB2035 als Ausgangsplasmid (Qazi et al., 2001) herangezogen.
Dieses Plasmid setzte sich aus mehreren Reportersystemen zusammen: es befand sich das luxABCDE
Operon und ein translationsoptimiertes gfp. Das Plasmid wurde mit EcoRI und Smal verdaut. Es
folgte eine Auftrennung mittels Agarosegel, das lineare Plasmid ohne Promotor wurde extrahiert.
Anschliefend wurde das Py415.,-Fragment mit den Primern Psal1418-2 fwd und Psal1418-2 rew
amplifiziert. Das amplifizierte Fragment (700 bp) wurde mit Smal und EcoRI behandelt und in das
extrahierte Plasmid ligiert. Es entstand das Plasmid pTF7. Es folgten Vermehrung und Extraktion in E.
coli. Das Plasmid wurde anschlieRend mittels Elektroporation in den S. aureus Stamm RN4220
gebracht (TFTF6) und von dort mittels Phagentransduktion weiter in den S. aureus Wildtyp Newman
HG (TF12). Die korrekte DNA Aufnahme in die S. aureus Stamme wird mittels Plasmidextraktion und

anschlieRendem analytischem Verdau sichergestellt.
13.Stamme zur Testung der Reporterfunktionalitat

Um das richtige Ansprechen des Reportersystems zu lGberprifen, wurden die Stamme TF3, TF4, TF5
und TF6 elektrisch kompetent gemacht und das 6" Induktionsplasmid pTF8 wurde zustzlich in die
Stamme elektroporiert. Es entstanden die Stamme TF7 bis TF10. Zusatzlich wurde der Kontrollstamm

TF11 hergestellt, dieser enthielt statt des 6" Induktionsplasmides das Plasmid pBus1.
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IV. Ergebnisse

1. Regulationsmechanismen des ¢" Regulons

Als c"-abhianige Gene wurden bisher die Gene SA1374 und SA1418 identifiziert, deren Transkription
durch diesen Sigma-Faktor positiv beeinflusst wird (Morikawa et al., 2003). 2010 wurde von Tao und
Kollegen die Integrase (int) als weiteres c"-abhingiges Gen identifiziert (Tao et al., 2010). Jiingste
Untersuchungen, die erst nach Abschluss der experimentellen Phase dieser Arbeit veroffentlicht
wurden, weisen darauf hin, dass noch wenige weitere Gene bzw. einige Gegenstrangtranskripte

durch diesen alternativen Sigma-Faktor direkt kontrolliert werden (Fagerlund et al. 2014).

2. Bestimmung der Abhingigkeit von Genen des 6" Regulons mittels Uberexpression von sigH

Um das Ansprechen der Zielgene in vivo untersuchen zu kdnnen, wurde in einem ersten Schritt ein
Vektor zur Uberexpression von c" hergestellt. Hierzu wurde ein mit Cadmium induzierbarer
Promotor (Pcad) mit dem offene Leseraster (OLR) des sigH Gens fusioniert. Im sigH Gen wurde dabei
die urspringliche ribosomale Bindestelle (RBS) durch die typische Sequenz 5’AGGAGGG3’ ersetzt.
Weiterhin wurde das urspriingliche Startcodon ,, TTG“ durch ,,ATG" ersetzt, beides um eine moglichst
starke Translation des sigH Transkriptes zu induzieren und somit méglichst viel aktives Protein zu

erhalten.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Induktionsplamides pTF8. In das Ausgangsplasmid pBus1 wurden ein Cadmium
induzierbarer Promotor Pcad (Charpentier et al., 2004) mit den Schnittstellen Kpnl und EcoRI sowie der fiir das offene
Leseraster kodierende Teil des sigH-Gen aus dem S. aureus Wildtyp N315 mit den Schnittstellen EcoRl und BamHI kloniert.
Das Plasmid enthalt eine Tetrazyclin Resistenzkassette.
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2.1. Induktion von " im Laborstamm RN4220

2.1.1. Vergleich Induktionsstamm induziert vs. nicht induziert

Zunachst wurde das Pcad-sigH Plasmid (pTF8) in den S. aureus Laborstamm RN4220 gebracht
(Stamm TF1). Dieser wurde unter Antibiotikaselektion in LB Medium als Ubernachtkultur
herangezogen. Nach Uberimpfung in frisches LB Medium wurde nach drei Stunden Wachstum ohne
Antibiotikum eine Endkonzentration von 5 uM Cadmium im Medium eingestellt und die Zellen nach
weiteren 1,5 Stunden, insgesamt 4,5 Stunden, geerntet. Die Expression von sigH und des c"-
abhidngigen Gens SA1418 wurden mittels quantitativer Real Time RT-PCR (gqRT-PCR) entsprechend
der AACT Methode (Livak und Schmittgen, 2001) analysiert (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH und SA1418 in TF1 nach Induktion der sigH
Transkription durch Cadmium. Eine der beiden dreistiindigen TF1 Kulturen in TSB wurde mit 5 uM Cadmium versetzt und
im Anschluss fiir weitere 90 Minuten wie zuvor inkubiert, bevor Proben fiir die RNA-Extraktion entnommen wurden. Die
relativen Transkriptmengen an sigH und SA1418 wurden per qRT-PCR bestimmt und auf das house-keeping Gen gyrB
normiert. Dargestellt sind die Unterschiede der Transkriptmengen in Relation zu der unbehandelten Kontrolle. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden
inklusive der Standardabweichungen.

Es zeigte sich, dass die Induktion der sigH Transkription durch Cadmium Zugabe eine Steigerung des
sigH Transkripts um den Faktor 18,6 + 5,2 eine Transkriptionssteigerung von SA1418 um den Faktor

4,0 + 0,6 auslost.
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2.1.2. Vergleich Kontrollstamm induziert vs. nicht induziert

Um eventuelle Einflisse von Cadmium direkt auf die o™ Aktivitit, bzw. auf die Transkription der o"-
Zielgene auszuschlieRen, wurden die sigH und SA1418 Transkriptmengen zusatzlich in einem RN4220

Derivat, das ein leeres pBus1 Plasmid enthalt (RN4220*pBus1), mit und ohne Cadmiumzusatz

bestimmt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Bestimmung der Transkriptionsverdnderungen von sigH und SA1418 einem S. aureus RN4220, welcher das
Plasmid pBus1 enthalt nach Zugabe von Cadmium. Analog des obigen genannten Ansatzes wurde eine der beiden
dreistiindigen Kulturen in TSB mit 5 uM Cadmium versetzt, nach weiteren 90 Minuten in Kultur erfolgte die Bestimmung
der relativen Transkriptmengen an sigH und SA1418 per qRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB.
Dargestellt sind die Unterschiede der Transkriptmengen in Relation zu der unbehandelten Kontrolle. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden

inklusive der Standardabweichungen.
In diesen Versuchen konnte nach Zugabe von Cadmium keine relevante Veranderung der sigH
(Faktor: 1,2 £ 0,1) und SA1418 (Faktor 1,2 £ 0,2) Transkription beobachtet werden, so dass davon

ausgegangen werden darf, dass die alleinige Zugabe von Cadmium in RN4220 keinen Einfluss auf die

Transkription dieser Gene hat.
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2.1.3. Vergleich Induktionsstamm vs. Kontrollstamm nicht induziert

Induzierbare bakterielle Promotorsysteme weisen in der Regel auch ohne Aktivator eine basale
Grundexpression auf. Daher wurde im nachsten Ansatz untersucht, wie stark der P.,4 Promotor auch

ohne Cadmiumzugabe die Transkription von sigH und SA1418 in TF1 beeinflusst.
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Abbildung 6: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH und SA1418 im Stamm TF1 verglichen mit einem S.
aureus RN4220 Derivat, welcher das Plasmid pBus1 enthalt ohne Cadmium Induktion. Probenentnahme nach 4,5 Stunden
Wachstum in TSB Medium ohne Zusatz von Cadmium. Bestimmung der relativen Transkriptmengen an sigH und SA1418 per
gRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB. Dargestellt sind die relativen Unterschiede der
Transkriptmengen in beiden Stammen. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten,
welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden inklusive der Standardabweichungen.

Bei dem Vergleich der relativen sigH und SA1418 Transkriptmengen in RN4220 * pBus1 und TF1
konnten klare Unterschiede detektiert werden (Abbildung 6). Auch ohne Cadmiumzugabe war dabei
in TF1 eine Erhohung des sigH Transkriptes um den Faktor 2,9 + 2,0 messbar. Dieser Anstieg der sigH

Transkription fuhrte zu einer Steigerung der SA1418 Transkriptmenge um den Faktor 12,7 + 4,1.
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2.1.4. Vergleich Induktionsstamm vs. Kontrollstamm induziert

Im Anschluss wurde die Transkription von induziertem " im Stamm TF1 mit dem Kontrollstamm

(RN4220*pBus1), welcher ebenfalls in Anwesenheit von Cadmium angezogen wurde, verglichen

(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH und SA1418 im Stamm TF1 verglichen mit einem S.
aureus RN4220, welcher das Plasmid pBusl enthalt nach Induktion in beiden Stammen durch Cadmium. Nach
dreistiindigem Wachstum in TSB Medium erfolgte die Zugabe von 5 uM Cadmium in beide Kulturen. Probenentnahme und
Bestimmung der relativen Transkriptmengen an sigH und SA1418 nach weiten 90 Minuten Wachstum per qRT-PCR und die
Normierung auf das house-keeping Gen gyrB. Dargestellt sind die relativen Unterschiede der Transkriptmengen in beiden
Stammen. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung
durchgefiihrt wurden inklusive der Standardabweichungen.

Es zeigte sich eine maximale Transkriptionssteigerung von sigH um den Faktor 41,4 + 26,4, die

Transkription im Zielgen wurde ebenfalls um den Faktor 39,1 £ 16,5 gesteigert.
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2.1.5. Einfluss von Cadmium auf das Wachstum von RN4220

In héheren Konzentrationen ist Cadmium flr S. aureus ein toxisches Element, eine
Wachstumsbeeintrachtigung war im Stamm RN4220 ab einer Konzentration von 15 uM sichtbar
(Charpentier et al., 2004). Um sicherzustellen, dass eine Cadmiumkonzentration von 5 puM keinen
gravierenden Einfluss auf das Wachstum der Zellen ausibt, wurde das Wachstum der Kulturen mit

und ohne Cadmiumzusatz verglichen. Hierbei zeigten sich allenfalls geringe Unterschiede in der

Zelldichte nach 4,5 Stunden Wachstum (Tabelle 1).

OD600
TF1 induziert 1,255
TF1 1,38

RN4220*pBusl induziert 1,225
RN4220*pBusl 1,275

Tabelle 1: Einfluss von Cadmium auf das Wachstum der verwendeten Stimme. Nach Wachstum in einer Ubernachtkultur
unter Antibiotikaselektion erfolgte das Animpfen der Hauptkultur auf eine Start ODggo von 0,05 in vorgewarmtes TSB
Medium. Das Wachstum erfolgte bei 37°C und 150 Umdrehungen pro Minute (UpM) ohne Antibiotikaselektion. Je nach
Ansatz wurde 5uM Cadmium nach drei Stunden Wachstum zum S. aureus Kontrollstamm RN4220, welcher das Plasmid
pBusl enthélt und zum Induktionsstamm TF1 zugegeben. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen

Experimenten inklusive der Standardabweichungen.

46

SD

0,17
0,20
0,06
0,10



2.2. Induktion von 6" im S. aureus Wildtyp Newman HG

Im nachsten Schritt wurde der Ansatz mit dem S. aureus Stamm Newman HG (Herbert et al., 2010)
wiederholt. Analog zum vorangegangenen Ansatz wurde das Plasmid pTF8 in den S. aureus Stamm
Newman HG eingebracht (Stamm TF2). Zur Kontrolle wurde ein leeres pBusl1 (Ausgangsvektor) in den

Stamm Newman HG gebracht (Newman HG*pBus1).
2.2.1. Vergleich Induktionsstamm induziert vs. nicht induziert

Zunachst wurde der Unterschied zwischen induziertem und nicht induziertem

Uberexpressionsstamm untersucht. Es wurde die RNA Konzentration der Gene sigH, SA1418, SA1374

und int mittels qRT-PCR gemessen.
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Abbildung 8: Bestimmung der Transkriptionsverdnderungen von sigH, SA1418, SA1374 und int im Stamm TF2 nach
Induktion der sigH Transkription durch Cadmium. Nach dreistiindigem Wachstum in TSB Medium erfolgt die Zugabe von 5
UM Cadmium in eine der beiden eine Kulturen. Probenentnahme und Bestimmung der relativen Transkriptmengen an sigH,
SA1418, SA1374 und int nach weiten 90 Minuten Wachstum per gRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen
gyrB. Dargestellt sind die Unterschiede der Transkriptmengen in Relation zu der unbehandelten Kontrolle. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden

inklusive der Standardabweichungen.

Die Induktion der sigH Transkription per Cadmiumzugabe (5 uM) flhrte in TF2 zu einer Steigerung
der sigH Transkriptmenge um den Faktor 3,8 = 1,9. Bemerkenswerterweise flihrte diese Zunahme an
sigH mRNA in TF2 jedoch nicht, wie zuvor bei TF1 gesehen, zu einer Steigerung der Transkriptmengen

der Zielgene, sondern zu einem Abfall der Transkriptionsraten (SA1418:0,5+0,2, SA1374:0,4+0,1,
int: 0,3 £ 0,1. (Abbildung 8).
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2.2.2. Vergleich Kontrollstamm induziert vs. nicht induziert

Im nachsten Schritt wurde analog der Einfluss von Cadmium auf die Transkription von sigH und der

Zielgene untersucht. Hierzu wurde die Genexpression des Kontrollstamms Newman HG*pBus1 mit

und ohne Cadmium untersucht.
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Abbildung 9: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH, SA1418, SA1374 und int einem S. aureus Newman
HG Derivat, welcher das Plasmid pBus1 enthalt nach Zugabe von Cadmium. Nach dreistiindigem Wachstum in TSB wurde
eine der beiden Kulturen mit 5 uM Cadmium versetzt, nach weiteren 90 Minuten in Kultur erfolgte die Bestimmung der
relativen Transkriptmengen an sigH, SA1418, SA1374 und int per gRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen
gyrB. Dargestellt sind die Unterschiede der Transkriptmengen in Relation zu der unbehandelten Kontrolle. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden

inklusive der Standardabweichungen.
Im S. aureus Stamm Newman HG besitzt die Exposition gegeniiber Cadmium einen groReren Einfluss
auf die Genexpression, als dies im Laborstamm RN4220 der Fall ist. Die Transkription von sigH und

der Zielgene war bei Cadmiumexposition reduziert: sigH: 0,3 + 0,2, SA1418:0,4 + 0,1, SA1374: 0,2 +

0,1 und int: 0,4 +0,2 (Abbildung 9).
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2.2.3. Vergleich Induktionsstamm vs. Kontrollstamm nicht induziert

Im Anschluss wurde untersucht, wie sich die Transkription von sigH und der o" Zielgene im nicht

induzierten Uberexpressionsstamm TF2 im Vergleich zum Kontrollstamm Newman HG verhilt.
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Abbildung 10: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH, SA1418, SA1374 und int im Stamm TF2 verglichen
mit einem S. aureus Newman HG Derivat, welcher das Plasmid pBus1 enthalt, ohne Cadmium Induktion.
Probenentnahme nach 4,5 Stunden Wachstum in TSB Medium ohne Zusatz von Cadmium. Bestimmung der relativen
Transkriptmengen an sigH, SA1418, SA1374 und int per qRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB.
Dargestellt sind relativen Unterschiede der Transkriptmengen beider Stamme. Die Daten reprdsentieren die Mittelwerte
aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden inklusive der
Standardabweichungen.

Hier zeigte sich, dass das Vorhandensein von Plasmid pTF8 im Stamm Newman HG, dhnlich wie zuvor
im RN4220 Derivat TF1 beobachtet, schon in Abwesenheit von Cadmium zu einem Anstieg an sigH
mMRNA von 3,0 + 0,7 fuihrt, der eine starke Transkripitionssteigerung der Zielgene SA1418 und SA1374
um den Faktor 19 £ 6,4 bzw. ca. 34,7 = 15,6 induzierte. Die Transkription des Integrase Gens int

hingegen wurde kaum beeinflusst (Faktor von 1,19 * 0,3) (Abbildung 10).

49



2.2.4. Vergleich Induktionsstamm vs. Kontrollstamm induziert

Im nachsten Schritt wurde der maximale sigH abhangige Effekt abgebildet. Hierzu wurden sowohl

der Stamm TF2, als auch der S. aureus Kontrollstamm mit Cadmium induziert.
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Abbildung 11: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH, SA1418, SA1374 und int im Stamm TF2 verglichen
mit einem S. aureus Newman HG, welcher Plasmid pBus1 enthalt nach Induktion in beiden Stammen durch Cadmium.
Nach dreistiindigem Wachstum in TSB Medium erfolgte die Zugabe von 5 uM Cadmium in beide Kulturen. Probenentnahme
und Bestimmung der relativen Transkriptmengen nach weiten 90 Minuten Wachstum an sigH, SA1418, SA1374 und int per

gRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB. Dargestellt sind die relativen Unterschiede der
Transkriptmengen beider Stdamme. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten, welche

in Doppelbestimmung durchgefihrt wurden inklusive der Standardabweichungen.

Durch den Cadmium-induzierten starken Anstieg der sigH Transkription von 54,2 + 22,2 liel§ sich die
Transkription der Zielgene nicht entsprechend proportional steigern. Die Transkriptionssteigerung
von SA1418 war mit 19,4 + 5 gleichbleibend zum vorangegangenen Experiment, bei SA1374 ist die

Steigerung mit 67,5 + 49,1 ca. doppelt so hoch wie im vorangegangenen Experiment (Abbildung 11).
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2.2.5. Einfluss von Cadmium auf das Wachstum von S. aureus

Analog zu den Ansatzen des Stamms TF1 wurden die Auswirkungen von Cadmium auf das Wachstum

des S. aureus Newman HG untersucht.
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Abbildung 12: Einfluss von Cadmium auf das Wachstum der verwendeten Stamme. Nach Wachstum in einer
Ubernachtkultur unter Antibiotikaselektion erfolgte das Animpfen der Hauptkultur auf eine Start ODgqovon 0,05 in
vorgewarmtes TSB Medium. Das Wachstum erfolgte bei 37°C und 150 Umdrehungen pro Minute (UpM) ohne
Antibiotikaselektion. Je nach Ansatz wurde 5uM Cadmium nach drei Stunden Wachstum zum S. aureus Kontrollstamm
Newman HG, welcher das Plasmid pBus1 enthalt und zum Induktionsstamm TF2 zugegeben. Die Daten reprdsentieren die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten inklusive der Standardabweichungen.

Der Zusatz von 5 uM Cadmium im S. aureus Stamm Newman HG hatte ein verlangsamtes Wachstum

zur Folge (Abbildung 12).
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3. Messung der Aktivitit der Promotorregionedes c" abhingigen Gens SA1418 mittels Green

Fluorescent Protein (Gfp) und Luciferase (Luc).

Zur Herstellung eines Reportersystems, welches die Aktivitat des SA1418 Promotors anzeigt, wurden

verschiedene Ansatze getestet.

3.1. SA1418-GFP Reporterkonstrukte

Zunachst wurde die SA1418 Promotorregion mit dem offenen Leseraster des fiir Gfp kodierenden
Gens gfp fusioniert. Hier sollte durch die in Zellkultur gemessene Fluoreszenz von Gfp eine Aussage
Uber Translationsstarke von SA1418 getroffen werden. Die gfp Reporterkonstrukte enthielten die
natirliche RBS und das naturliche Startcodon des SA1418 Gens. Die im Material- und Methodenteil
beschriebenen gfp Reporterkonstrukte (Stamme TF7-TF9) zeigten, wenn Gberhaupt, nur eine geringe
Aktivitat, die nicht eindeutig von der Hintergrundfluoreszenz des Assays unterscheidbar war (Daten

nicht gezeigt). Diese Stdmme wurden nicht weiter verwendet.

3.2. SA1418-Luciferase Reporterkonstrukt

Als Ausgangsvektor wurde das Plasmid pSB2035 (Qazi et al., 2001) verwendet. Hier stehen die
Reportergene gfp und luxABCDE unter der Kontrolle des agr P3 Promotors. Die Gene liegen bereits in
translations- und transkriptionsoptimierter Form vor (Startcodon und RBS). Der vorhandene

Promotor in pSB2035 wurde gegen die Promotorregion von SA1418 ausgetauscht.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des Reporterplasmides pTF7. In das Ausgangsplasmid pSB2035 (Qazi et al., 2001),
welches bereits die Reportergene gfpmut3 und luxABCDE enthalt wurde mittels der Schnittstellen EcoRI und Smal eine ca.
700 bp lange Sequenz der Promotroregion des SA1418 Gens vorgeschaltet. Das Plasmid enthalt eine Chloramphenicol
Resistenzkassette.

In dem entstandenen Plasmid (pTF7) stehen nun die Reportergene gfp und luxABCDE unter der
Kontrolle der 6" abhanigen Promotorsequenz des Gens SA1418. Um die o" Abhangigkeit des
Reporterkonstruktes zu testen, wurden sowohl das Plasmid zur Uberexpression von " (pTF8) als
auch das Reportersystem (pTF7) in den S. aureus Stamm RN4220 lberfiihrt (Stamm TF10). Als
Kontrollstamm diente ein Stamm, der neben dem Reporterkonstrukt das Plasmid pBus1 ohne sigH-

Gen enthielt (Stamm TF11).

= lux

Abbildung 14: Schematische Darstellung zur Testung der o" Abhdnigkeit des Reportersystems pTF7. Der Stamm TF10
enthilt sowohl das ¢ Induktionsplasmid pTF8, als auch das Reportersystem pTF7. Innerhalb einer Zelle wird durch pTF8
aktives " produziert, welches anschlieRend, durch Anlagerung an die entsprechende Bindestelle der SA1418
Promotorsequenz, welche sich auf dem Plasmid pTF7 befindet, die Transkription der Reportergene induziert.
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Es wurde im Folgenden untersucht ob sich die Stamme TF10 und TF11 bezliglich der gemessenen

Lumineszenz unterscheiden.

Lumineszenz TF10 vs. TF11
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Abbildung 15: Gemessene Lumineszenz der Stamme TF10 und TF11. Die Stdmme TF10 und TF11 wurden in einer
Ubernachtkultur (TSB Medium) mittels doppelter Antibiotikaselektion angezogen. AnschlieRend wurde in einer frischen
Kultur mit einer Start ODgyo von 0,05 ohne Antibiotikaselektion stiindlich die Lumineszenz gemessen. Die gemessenen
relativen Lichteinheiten (RLE) wurden auf die Zelldichte (ODgyo 1) normiert. Abgebildet sind die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten inklusive Standartabweichungen

Hier zeigt sich eine deutlich verstarkte Lumineszenz im Stamm TF10 gegeniiber dem Stamm TF11. Es
ist aus den qRT-PCR Experimenten bekannt, dass der Promotor P4, wenn nicht induziert, nicht vollig
inaktiv ist, es findet auch ohne Induktion Transkription statt (ca. Faktor 3 des sigH Transkriptes). Die
Bindung von aktivem " an die SA1418 Promotorregion im Stamm TF10 spiegelte sich in der

erhdhten Lumineszenz wieder (Abbildung 15).

4. o' Aktivitit im S. aureus Stamm Newman HG wihrend des Wachstums

Im nachsten Schritt erfolgte die Messung der 6" Aktivitat im S. aureus Stamm Newman HG. Hierzu
wurde das zuvor getestete Reporterplasmid pTF7 in den Stamm Newman HG per Phage ¢85
transduziert und so Stamm TF12 erstellt. In TF12 wurde dann die Lumineszenz im Wachstumsverlauf

mit und ohne Antibiotikaselektion gemessen.
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Abbildung 16: Gemessene Lumineszenz von TF12 im Wachstumsverlauf. Eine Ubernachtkultur des S. aureus Stamms TF12
wurde in frischem TSB Medium auf eine Start ODgy von 0,05 angeimpft. Dargestellt ist die gemessene Lumineszenz im
Wachstumsverlauf, normiert auf die Zelldichte ohne Selektion fur das Reporterplasmid und mit Selektion fiir das
Reporterplasmid Die gemessenen relativen Lichteinheiten (RLE) wurden auf die Zelldichte (ODggg 1) normiert. Abgebildet
sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten inklusive Standartabweichungen.

Sowohl mit als auch ohne Antibiotikaselektion war die gemessene Lumineszenz zum friihsten
getesteten Zeitpunkt, nach einer Stunde Wachstum, am héchsten. 6™ scheint somit in dieser sehr
friihen Wachstumsphase am aktivsten zu sein. Die Zugabe von Antibiotika scheint keinen
hohergradigen Effekt auf die friihen gemessenen Werte zu haben (Abbildung 16). Hierbei ist
hervorzuheben, dass in den Ubernachtkulturen keine relevanten Lumineszenzwerte gemessen

werden konnten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 17: Wachstumskurve der Messkulturen. Beimpft wurde aus der Ubernachtkultur frisches TSB Medium mit und
ohne Antibiotikaselektion. Zelldichte gemessen bei ODgq,. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten inklusive der Standardabweichungen.

Beim Vergleich der Wachstumskurven des Stamms TF12 in Kultur mit und ohne Antibiotikaselektion
flir das Reporterplasmid pTF7 zeigt sich erwartungsgemal ein leichter Wachstumsunterschied

(Abbildung 17).
4.1. Uberpriifung der Ergebnisse der Reporterkonstrukte mittels qRT-PCR

Nachdem das Reporterkonstrukt eine 6™ Aktivitat vor allem zu Beginn des Wachstums angezeigt hat,
wurden diese Ergebnisse per qRT-PCR Uberprift. Hierzu wurde der S. aureus Stamm Newman HG
unter den gleichen Bedingungen wie im vorangegangenen Experiment kultiviert (ohne Antibiotikum).
Es wurden Zellen zu definierten Zeitpunkten entnommen und die Transkriptmengen von sigH und

SA1418 mittels gRT-PCR zu unterschiedlichen Zeitpunkten verglichen.
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Abbildung 18: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH und SA1418 im Stamm Newman HG im zeitlichen
Verlauf. Das Wachstum erfolgte in TSB Medium. Es erfolgte eine mehrmalige Probenentnahme und Bestimmung der
relativen Transkriptmengen per gRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB. Als Referenz wurde die
Transkriptmenge zum Zeitpunkt 0,5 h gleich ,1“ gesetzt. Die folgenden Werte reprasentieren die relativen Unterschiede der
Transkriptmengen zur Referenz aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden
inklusive der Standardabweichungen.
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Abbildung 19: Wachstumskurve der Messkultur (S. aureus Newman HG). Aus der Ubernachtkultur wurde mit einer Start
ODggg von 0,05 und frischem TSB Medium beimpft. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten inklusive der Standardabweichungen.

Als Referenzwert wurde die cDNA Menge der Zieltranskripte nach 30 Minuten (0,5 Stunden)
Wachstum mit ,, 1“ festgelegt, die cDNA der spateren Messzeitpunkte wurden in Relation zum 30

Minuten Wert angegeben.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass sowohl das sigH Gen, als auch das SA1418 Gen zu Beginn des
Wachstums am starksten transkribiert wurden. Im Vergleich zum Ausgangswert zeigte die
Transkriptmenge von SA1418 eine relativ schnelle Abnahme, wohingegen das sigH Transkript

zunachst auf ca. die Halfte des Ausgangswertes abfiel und auf diesem Niveau fiir ca. 8 Stunden relativ
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stabil blieb. Auch jenseits von 24 Stunden wurde kein Anstieg in der Transkriptmenge registriert
(Abbildung 18). Dieses Experiment stiitzt die Ergebnisse der vorangegangenen Reporterversuche. Es

kann somit angenommen werden, dass " vor allem in den friilhen Wachstumsphasen aktiv ist.

5. Genaue Beobachtung der friihen Wachstumsphasen mittels qRT-PCR

5.1. Messungen im S. aureus Stamm Newman HG

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass " wahrscheinlich zu Beginn, in der lag
Phase oder der frithen exponentiellen Phase des Wachstums aktiv ist und die Genexpression von S.

aureus beeinflusst.

Im nachsten Ansatz wurde diese Phase gezielter untersucht und es wurden qRT-PCR Experimente zu
verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der ersten Stunde nach Uberimpfen der Ubernachtkultur in
eine frische Kultur durchgefiihrt. Der Transkriptgehalt des jeweiligen untersuchten Gens der

Ubernachtkultur wurde als Referenzwert mit ,,1“ festgesetzt.
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Abbildung 20: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH, SA1418, SA1374 und int in S. aureus Newman HG
im zeitlichen Verlauf. Das Wachstum erfolgte in TSB Medium. Bestimmung der relativen Transkriptmengen per gRT-PCR
sowie die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB. Als Referenz wurde die Transkriptmenge der Ubernachtkultur
gleich ,1“ gesetzt. Die Daten reprdsentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, welche in
Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden inklusive der Standardabweichungen.

Die Zellen wurden zunachst geerntet, abzentrifugiert und in fliissigem Stickstoff konserviert. Die
Aufarbeitung fand anschlieRend fiir alle Zeitpunkte simultan statt. Bei geringer Zelldichte zu
Wachstumsbeginn mussten, um ausreichend RNA zu gewinnen, relativ hohe Mengen Zellkultur
geerntet werden (bis max. 50 ml). Die erste Messung erfolgte bereits nach zwei Minuten, die Zellen
wurden direkt nach dem Uberimpfen aus dem Medium genommen und abzentrifugiert. Diese kurze
Zeit reichte offenbar aus, um bereits eine markante Verdnderung der Transkription erkennen zu

lassen.

Fiir die Gene sigH, SA1418 und SA1374 zeigte sich eine maximale RNA Konzentration fiinf Minuten
nach Inokulation der Bakterien in das frische Kulturmedium. Die maximale Transkriptionsstarke von
int war zum Zeitpunkt 10 Minuten zu beobachten. Im Fall von SA1418, SA1374 und int war im
Anschluf’ an diesen Zeitpunkt eine kontinuierliche Abnahme der Transkriptmengen zu verzeichnen.
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Den stdrksten Anstieg zeigte das Gen SA1418 mit einem Faktor von 64,4 + 12,7. Die SA1374
Transkriptmenge stieg nach finf Minuten um den Faktor 35,6 + 20,1 an. Bei sigH war nach 5
Minunten ein ca. 20-facher (+ 22,9) Anstieg an Transkriptmenge zu verzeichnen. Zudem zeigte sich
im Vergleich zu den anderen gemessenen Genen bei sigH ein vergleichsweise konstanter Verlauf mit

Werten nach fiinfzehn Minuten von 26,5 + 24,5 und 12,3 £+ 7,5 nach 60 Minuten (Abbildung 20).

5.2. Eap und RNAIII

Um auszuschlieBen, dass der Anstieg der Transkription der Gene des " Regulons Teil einer
generellen Transkriptionssteigerung nach Uberimpfen war, wurde die Expression der Gene RNA/II
(Effektormolekil des agr Lokus) und eap (,,extracellular adherence protein“) ebenfalls bestimmt.
Diese werden bekanntermaRen erst im spateren Verlauf des Wachstumszyklus verstarkt transkribiert

(Boisset et al., 2007; Dunman et. al, 2001; Joost et al., 2009).
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Abbildung 21: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von eap und RNA3 in S. aureus Newman HG im zeitlichen
Verlauf. Analoger Ansatz, Auswertung per gRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB. Referenz ,1“:
Transkriptmenge der Ubernachtkultur. Die Daten représentieren die Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten,
welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden inklusive der Standardabweichungen.

Auch fiir diese beiden Gene konnte schon kurz nach der Inokulation in frisches Medium ein Anstieg in
den Transkriptmengen beobachtet werden. Allerdings fiel dieser Anstieg insbesondere im Fall von
RNAIIl mit einem maximalen Faktor von 6,6 + 8,9 (15 Minuten) verglichen mit den zuvor getesteten
Genen deutlich geringer aus. Fir eap konnte mit dem Faktor 11 £ 5,9 (10 Minuten) eine

vergleichsweise starke Induktion detektiert werden (Abbildung 21).
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5.3. Messungen in der S. aureus Newman AsigH Deletionsmutante

Um zu differenzieren, ob es sich bei dem Transkriptionsanstieg um ein c"'—spezifisches Phanomen

handelt, wurde im Folgenden der Versuch mit einer S. aureus Newman AsigH Deletionsmutante

durchgefihrt.
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Abbildung 22: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von SA1374 und int in der S. aureus Newman AsigH
Deletionsmutante im zeitlichen Verlauf. Analoger Ansatz, Auswertung per gRT-PCR und die Normierung auf das house-
keeping Gen gyrB. Referenz ,,1“: Transkriptmenge der Ubernachtkultur. Die Daten reprisentieren die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden inklusive der Standardabweichungen.
Statistisch signifikante Unterschiede der Transkriptionsveranderungen der gemessenen Gene verglichen mit S. aureus
Newman HG (Abbildung 20) wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. * p < 0,05.

Das sigH Transkript konnte nicht amplifiziert werden, wodurch der Genverlust von sigH in diesem
Derivat bestatigt wurde (Daten nicht gezeigt). Die Menge des SA1418 Transkripts lag in diesem Isolat
unterhalb des Detektionsschwellenwertes, was als weiteres Indiz daflir gewertet werden kann, dass
SA1418 maRgeblich Giber c" reguliert wird und das o™ in Wildtypisolaten eine basale Aktivitat zeigt.
Im Fall von SA1374 lag der maximale Wert nach finf Minuten bei 10,3 £ 9,8 im Vergleich zu 35,6 +
20,1 im Wildtyp. Beziglich der int Transkription lieB sich kein Unterschied feststellen (Abbildung 22).

6. Suche nach spezifischen " aktivierenden Faktoren

Nachdem nun Hinweise auf die natirliche Aktivitit von o™ in der frilhen Wachstumsphase vorlagen,
wurde nach spezifischen c" aktivierenden Faktoren gesucht.

Beim Uberimpfen von Zellen in Kultur sind diese vielen verschiedenen Einfliissen ausgesetzt, da in
der neuen Zellkultur veranderte Wachstumsbedingungen vorliegen. Die Verdanderungen kénnen grob
in zwei Gruppen unterschieden werden:

Effekte, die durch das Uberimpfen selbst ausgeldst werden, zum Beispiel mechanischer Stress der

Pipettenspitze oder Verdinnungseffekte im Medium sowie Effekte, die hauptsachlich durch den
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Kontakt zu frischem Medium auftreten, wie zum Beispiel verbesserte Nahrstoff- und
Sauerstoffversorgung und Veranderungen im pH Wert.

Ein Einfluss der Temperatur wurde experimentell weitgehend verhindert, da das frische Medium vor

Einsatz auf 37°C vorgewarmt wurde.

6.1. Verdiinnungseffekte als " aktivierender Faktor?

Um der Frage nachzugehen, ob das Uberimpfen selbst die 6"-Reaktion auslost, wurden die Zellen
nicht erst nach 12 Stunden mit Erreichen der stationdren Phase in ein neues Medium lGberimpft,
sondern es wurden analog zum vorangegangenen Experiment Zellen, die sich in der exponentiellen

Wachstumsphase befanden, iberimpft.
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Abbildung 23: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH und SA1374 in S. aureus Newman HG im zeitlichen
Verlauf. Uberimpfen der Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase (3,5 Stunden Wachstum) in eine frische Kultur.
Auswertung per qRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB. Referenz ,1“: Transkriptmenge der
Ausgangskultur nach 3,5 Stunden Wachstum. Die Daten reprdsentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden inklusive der Standardabweichungen. Statistisch
signifikante Unterschiede der Transkriptionsverdnderungen der gemessenen Gene verglichen mit dem Uberimpfen aus der
Ubernachtkultur (Abbildung 20) wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. * p < 0,05.

Hierbei zeigte sich kein Anstieg der SA1374 oder sigH Transkriptionslevel. Ein alleiniger
Verdiinnungseffekt oder ein Effekt durch das Uberimpfen kann damit weitestgehend ausgeschlossen

werden (Abbildung 23).
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6.2. Verindertes Nihrstoffangebot als 6" aktivierender Faktor?

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der Ubernachtkultur und der frisch beimpften Kultur liegt im
verinderten Nahrstoffangebot. Wahrend sich die Zellen aus der Ubernachtkultur aufgrund
begrenzter Nahrstoffe in der stationaren Wachstumsphase befinden, liegen im frischen Medium fir
die Zellen genligend Nahrstoffe vor, um exponentielles Wachstum zu ermoglichen. Im Folgenden

wurde untersucht, ob das Nahrstoffangebot im Zusammenhang mit der 6" Aktivierung steht.

Zunachst wurde nahrstoffarmes Medium (,,nutrient depleted” Medium) hergestellt. Hierzu wurden
Zellen im TSB Medium in einer Ubernachtkultur angezogen (12 Stunden), anschlieRend wurde die
Kultur zentrifugiert und der Uberstand steril filtriert. Das so erhaltene zellfreie Medium ist
nahrstoffarm, enthalt jedoch extrazelluldre Faktoren, zum Beispiel des ,,quorum sensing” Systemes.
Auf das Inaktivieren dieser Proteine durch Autoklavieren wurde verzichtet, da hierbei die Proteine

denaturieren und sich somit in einem unmittelbar fur die Bakterien verwertbaren Zustand befanden.
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Abbildung 24: Bestimmung der Transkriptionsveranderungen von sigH und SA1374 bei Wachstum in ,,nutrient depleted”
Medium in S. aureus Newman HG. Auswertung per gRT-PCR und die Normierung auf das house-keeping Gen gyrB.
Referenz ,1“: Transkriptmenge der Ubernachtkultur. Zur Herstellung des verwendeten Mediums siehe Material und
Methoden. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung
durchgefiihrt wurden inklusive der Standardabweichungen. Statistisch signifikante Unterschiede der
Transkriptionsveranderungen der gemessenen Gene im Vergleich mit dem Wachstum in TSB Medium (Abbildung 20)
wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. * p < 0,05.

Die Transkriptionsstarke des sigH Gens in Zellen, die in ,,nutrient depleted” Medium Uberfiihrt
wurden, zeigte im Vergleich zu Zellen, die in nahrstoffhaltiges TSB Medium tberfihrt wurden, nur
geringe Unterschiede. Es kam sowohl im ,nutrient depleted” Medium als auch im Standartmedium
zu einem Anstieg der Transkription (Messzeitpunkt 5 Minuten: TSB Medium: 20 + 21,9, ,nutrient
depleted” Medium: 21,4 + 22,3), der im Verlauf der ersten Stunde wieder abfiel (Messzeitpunkt 60

Minuten: TSB-Medium: 12,3 7,5, ,nutrient depleted” Medium: 16,7 + 14,5).
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In der Transkription von SA1374 war hingegen ein Unterschied zwischen Standardmedium und
yhutrient depleted” Medium zu erkennen. Wahrend im Standartmedium die héchste Transkription
zum Messzeitpunkt 5 Minuten nach Uberimpfen mit einem Anstieg von 35,6 + 20,1 gegeniiber der
Ubernachtkultur gemessen wurde, zeigte sich im ,nutrient depleted” Medium ein langsamer Anstieg
mit Werten nach 5 Minuten von 6,8 * 6,2 und einem Maximum nach 60 Minuten von 14,45 + 12,3

(Abbildung 24).

6.3. Verinderter pH Wert als " aktivierender Faktor?

Beim Uberimpfen der Zellen von der Ubernachtkultur in frisches Medium kommt es zu einem
raschen Wechsel im pH Wert. Ein Wechsel des pH Wertes zwingt die Zellen zur schnellen Anpassung
und I6st eine Vielzahl an intrazelluldren Anpassungsvorgangen aus (Cosby und Zuber, 1997, Wilks et

al., 2009).

Zunachst wurde der Verlauf des pH Wertes in Zellkultur bestimmt.
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Abbildung 25: Veranderungen des pH Wertes im Wachstumsverlauf von S. aureus Newman HG. Wachstum im TSB
Medium bei 37°C und 150 UpM. Wachstumsbeginn mit einer Start ODgyq von 0,05. Die Daten reprasentieren ein
Experiment.

Bei Wachstum in TSB Medium kam es zundchst wahrend der exponentiellen Wachstumsphase zu
einem pH Abfall, da durch die bevorzugte Verstoffwechslung von Zucker tiber die Glykolyse je nach
Sauerstoffverfiigbarkeit saure Produkte wie Acetat (ausreichend Sauerstoff) oder Laktat
(Sauerstoffmangel) sekretiert werden. Mit Beginn der stationdren Phase begann der pH Wert dann
zu steigen. In dieser Wachstumsphase werden neben Acetat zunehmend auch Aminosauren

verstoffwechselt und stickstoffhaltige Verbindungen freigesetzt.
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Eine " Aktivierung durch den schnellen pH Anstieg von 6 auf 7 im exponentiellen Wachstum konnte
durch das vorangegangene Experiment bereits ausgeschlossen werden (Abbildung 23). Es kam nach
Uberimpfen und somit nach o.g. pH Wert Veridnderung nach 3,5 Stunden Wachstum zu keinem

wesentlichen Anstieg der Transkripte von sigH und SA1374.

Neben vielen anderen Veranderungen stellt ein plotzlicher Wechsel im pH Wert eine wesentliche
Veridnderung beim Uberimpfen einer Ubernachtkultur in frisches Medium dar (Abbildung 25). Im
Folgenden wurde untersucht, ob eine plétzliche pH Wert Absenkung in der stationaren
Wachstumsphase einen Effekt auf die 6™ Aktivitdt ausiibt und somit zumindest zum Teil die "
Aktivitdt in der lag Phase nach Uberimpfen erkldrt wére. Hierzu wurde eine Kultur mit S. aureus
Newman HG und ein S. aureus Newman sigH Mutationsstamm in der stationaren Wachstumsphase
(21 Stunden Wachstum) durch Zugabe von konzentrierter Essigsdure auf einen der pH Wert von 7
abgesenkt und nachfolgend die Verdanderung des pH Wertes, der ODgyo und die Transkriptionsstarken

von sigH und SA1374 bestimmt.
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Abbildung 26: Veranderungen des pH Wertes nach pl6tzlichem Absenken auf pH 7 nach 21h Wachstum in Kultur. Der pH
Wert in Kultur (S. aureus Newman HG) in TSB Medium bei 37°C und 150 UpM wurde nach 21 Stunden Wachstum (Start
ODggo 0,05) mittels 99%iger Essigsdure (Volumen 62ul) von pH 8,7 auf pH 7 abgesenkt. Die pH Messungen erfolgten liber
eine Stunde nach Sdurezugabe. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten inklusive
der Standardabweichungen.

Der pH Wert in Kultur nach 21 Stunden Wachstum betrug pH 8,7. Der pH-Wert begann unmittelbar
nach Zugabe der Sdure wieder langsam zu steigen und erreichte nach einer Stunde bereits einen
Wert von 7,7 (Abbildung 26). Die Zelldichte veranderte sich im Stamm S. aureus Newman HG in
dieser Zeit nur leicht (ODgy 6,31 vor Sdurezugabe, ODgq 6,46 eine Stunde nach Sdurezugabe.
Zwischen Wildtyp und AsigH Mutante zeigten sich keine markanten Unterschiede in den pH- oder

der Wachstumskurven nach Sdurezugabe (Daten nicht gezeigt).
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Bezliglich der Transkriptionsraten im S. aureus Newman HG zeigten sich nach Sdurezugabe folgende

Veranderungen von sigH und SA1374.

sigH SA1374
12 - 12
10 — 10
W 8 & 8
c c
© ©
S 6 S 6
) i )
&4 y = ) &4 W“"
0 T T 1 O T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60
Zeit in min Zeit in min

Abbildung 27: Anderungen der Transkriptmeng von sigH und SA1374 nach Absenken des pH Wertes in S. aureus Newman
HG. Pl6tzliche Zugabe von 99%iger Essigsaure nach 21 Stunden Wachstum in Kultur (siehe auch Abbildung 26). Messungen
der Transkriptionsunterschiede mittels gRT-PCR. Referenz ,1“: Transkriptmenge unmittelbar vor Sdurezugabe. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden
inklusive der Standardabweichungen.

Es zeigte sich ein schneller Transkriptionsanstieg von SA1374 mit einem Faktor von 3 £ 2,5 nach 10
Minunten. Der 60 Minuten Faktor liegt mit 3,4 + 0,33 nur gering (iber dem 10 Minuten Faktor. Im Fall
der sigH Transkription zeigte sich ein langsamerer, insgesamt jedoch starkerer Anstieg der ab dem

Zeitpunkt 15 Minuten (7,0 + 2,7) im Wesentlichen stationar verlauft. (Abbildung 27).

Um zu bestimmen, ob es sich hierbei um einen " abhéngigen Effekt handelt, wurde der gleiche
Ansatz mit der S. aureus AsigH Deletionsmutante durchgefiihrt und die SA1374 Transkription

gemessen.
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Abbildung 28: Anderungen der Transkriptmenge von SA1374 in der S. aureus AsigH Deletionsmutante verglichen mit
dem Wildtyp S. aureus Newman HG nach Veranderung des pH Wertes von 8,7 auf 7,0. Analoges Versuchsdesign zum
vorangegangenen Experiment. Messungen der Transkriptionsunterschiede von SA1374 in S. aureus Newman HG und S.
aureus AsigH Deletionsmutante mittels qRT-PCR. Referenz ,,1“: Transkriptmenge unmittelbar vor Sdurezugabe. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten, welche in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden
inklusive der Standardabweichungen. Statsitisch signifikante Unterschiede der Transkriptionsveranderungen des
gemessenen Gens zwischen Wildtyp und Mutationsstamm (Abbildung 20) wurden mittels des Mann-Whitney-U—Tests

ermittelt. * p < 0,05.

Interessanterweise liel sich ein geringer Unterschied im SA1374 Transkriptionsniveau zwischen
beiden Stammen in der frihen Phase, kurz nach Sdurezugabe feststellen. Der deutlichste Unterschied
zeigte sich nach 10 Minuten, wobei im Wildtyp ein Transkriptionsunterschied von 3,0 £ 0,3 und im
AsigH Mutationsstamm von 2,2 £ 0,5 beobachtet werden konnte. Es scheint sich somit bei dem
frihen Transkriptionsanstieg zumindest zum Teil um einen c" abhéngigen Effekt zu handeln

(Abbildung 28).
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V. Diskussion

1. Das 6" Operon und die beteiligten Gene

o' ist Bestandteil eines komplexen regulatorischen Netzwerkes, welches vor allem an der Regulation
von Genen des natirlichen Kompetenzsystems in S. aureus beteiligt ist. Neben diesen Genen werden
auch Gene des ,stress response” Systems positiv von ¢ beeinflusst (Fagerlund et al., 2014). SA1374
und SA1418 sind die bisher am besten untersuchten c"-abhinigen Gene (Morikawa et al., 2003).
Beide stehen neben c" unter dem Einfluss weiterer regulatorischer Elemente (Fagerlund et al., 2014).
2003 konnte als ¢" Bindestelle die Konsensussequenz ,,CTCMKACGTGWWTA“* um die -10
Promotoregionen als auch eine AT reiche Sequenz in der -35 Region der Zielgene SA1374 und SA1418

bestimmt werden (Morikawa et al., 2003).

*M=AoderC,K=GoderT, W=AoderT

Neuere Untersuchungen weisen auf die ¢ Konsensussequenz ,,AGTAA in der -35 Region und
»ACGTG"” in der -10 Region hin. Diese konnte sowohl in den Promoterregionen der Gene SA1374
(comGA), SA1418 (comEA) und SA0858 (coiA), als auch in den Promotorregionen dreier -
abhangiger , antisense” RNAs, die gegenldufig zu den offenen Leserastern der Gene SA0511
(uncharakterisierte Epimerase/Dehydratase), SA1138 (mutL, ,,DNA mismatch repair protein”) und
SA1634 (bsaG, lantibiotic ABS Transporter protein, permease subunit) synthetisiert werden,

vorgefunden werden (Fagerlund et al. 2014).

Antisense Transkripte sind wichtige Regulationsmechanismen der Genexpression. Es wurde gezeigt,
dass Antisense Transkripte die Genexpression ihrer Komplementargene auf Ebene der Transkription,
Translation und RNA Stabilitit regulieren (Georg und Hess, 2011). Die durchgefiihrten c"
Uberexpressionsversuche zeigten im Fall der Gene SA0511, SA1138 und SA1634 eine verminderte

Transkription (Fagerlund et al., 2014).

PSA1374 TAAattgaagtaataaaaacacctcctacgtgattatatgtaggaggtgtttttTTGAAG
PSA1418 AAAATAAaagtaaaaccactcgctcagacgtgtataaagttgaggagtggttttaTTGTA
PSA0858 gctgaaaaagtaatagtagttaaacttacgtgtaatattttgaggtgaagatATGTTAGT

PasSA1138 ctttttgaagtagtcttcatctttttcacgtgtattattataaccggaagattcatcatc
PasSA0511 aaataaagagtaatttaaaatatcattccgtgtattaaagtgaatggaaatgattagtta
PasSA1634 ctttaaagagtaaaactgctaatagcaacgtgataataatatagattgccaatgttaatg

Abbildung 29: Promotorregionen der Gene SA1374 (comGA),SA1418 (comEA) und SA0858 (coiA) sowie der asRNA SA1138
(mutL), SA0511 und SA1634 (bsaG). Rot markiert sind die Konsensusseqzenzen in der -35 bzw. in der -10 Promotorregion
der Gene. Unterstrichen sind die ribosomalen Bindestellen (RBS). Fett gedruckt sind die entsprechenden Startcodons,
gefolgt von der (in GroRbuchstaben) fiir Aminosduren codierenden Sequenz (Fagerlund et al., 2014).
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2. "

2.1. Aufbau der Promotorregion

Die Promotorregion des sigH Gens enthalt eine palindromische Sequenz, die an der Regulation der
Expression beteiligt ist (Dumoulin, 2005). Die ribosomale Bindestelle ,,AAGGGG” liegt innerhalb, das

Startcodon , TTG” liegt aulRerhalb der palindromischen Sequenz.

PsigH TATTAAACTAACCTTAAATTTTAGATAGAAGGGGTTAGTTTAATATTTGAAATACGATTT

(Sigd) M K Y D L

Abbildung 30: Promotorregion des sigH Gens aus S. aureus Newamn. Die Pfeile markieren die palindromische Sequenz.
Unterstrichen ist die RBS. Fett gedruckt sind die entsprechenden Startcodons, gefolgt von der (in GroRbuchstaben) fiir
Aminosauren codierenden Sequenz. Rot geschrieben sind die fiir die jeweiligen Basen-Triplets codierenden Aminosauren.
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Abbildung 31: Faltungssimulation der sigH Promotorregion. Aufgrund der palindromischen Sequenz legen
Faltungssimulationen sowie die Berechnung der freien Energie die Ausbindung einer Haarnadelstruktur in vivo nahe. Die
Berechnung der freien Energie und Faltungssimulation wurde mit dem Programm ,, mfold“
(http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold) erstellt.

Aufgrund der palindromischen Sequenz in der sigH Promotorregion ist die Ausbildung einer
Haarnadelstruktur energetisch glnstig (AG -11.08 kcal/mol). Es ist anzunehmen, dass DNA oder RNA,

wenn einzelstrangig vorliegend, in vivo in dieser Konfiguration vorliegt (Abbildung 31).
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2.2 Die Transkription

Die Regulation des 6" Regulons findet auf mehreren Ebenen statt. Der erste Schritt ist die Kontrolle
der Transkription von sigH. Ein genauer Transkriptionsstartpunkt des sigH-Gens konnte bisher noch
nicht bestimmt werden, jedoch wiesen bisherige Experimente darauf hin, dass sigH vermutlich Teil
eines polycistronischen Transkripts ist (Dumoulin, 2005). Bei Sigma-Faktoren ist bekannt, dass die
Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren vor allem auf posttranskriptionaler und posttranslationaler

Ebene reguliert wird (Pané-Farré et al., 2006).

2.3 Die Translation

Im nachsten Schritt folgt die Translation der RNA in eine Aminosauresequenz. Der erste Schritt

hierbei besteht in der Bindung von ribosomaler Bindestelle (RBS) des transkribierten RNA Molekiils
an das Ribosom. Im Fall von sigH ist die RBS Teil der Haarnadel (Abbildung 31). Haarnadelstrukturen
sind langst als wichtige regulatorische Elemente in der Genexpression bekannt. Neuerdings kdnnen
»single strand“ DNA Molekile mit einem Haarnadelanteil aufgrund der hohen Bindungsspezifitat an

der Zielstruktur auch als ,molcular beacons” eingesetzt werden (Kim et al., 2008).

Es ist bekannt, dass eine Blockade der RBS durch eine solche Sekundarstruktur die
Translationseffizienz zu beeinflussen vermag (De Smit und van Duin, 1990). Im Fall von sigH besitzt

die Haarnadel negativen Einfluss auf die Expression (Dumoulin, 2005).

2.4 Die posttranslationale Modifikation

Die hier gewonnenen Daten lassen nur begrenzte Schliisse auf die posttranslationale Modifikation
von 6" zu. Im Gegensatz zu vielen anderen Sigma-Faktoren ist fiir 6" kein Anti-Sigma-Faktor bekannt.
Die gewonnenen Daten im Uberexpressionsansatz lassen darauf schlieBen, dass c" auch ohne ein
weiteres regulatorisches Element mit dem RNA Polymerase ,core complex” ein funktionales
Holoenzym zu bilden vermag, was als Hinweis darauf gewertet werden kann, dass die Aktivitat von
o in S. aureus hauptsachlich Giber die posttranskriptionelle Kontrolle erfolgt. Die Frage, inwiefern die
o' Aktivitat auch posttranslational durch externe Molekiile im Bindeverhalten der RNA Polymerase
oder der spezifischen Promotorregionen beeinflusst wird, muss in einem gesonderten Ansatz

beantwortet werden.
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3. Die Zielgene von c"

3.1. Aufbau der Promotorregionen

Bereits 2003 konnten die Gene SA1418 und SA1374 als c" abhiangig charakterisiert werden
(Morikawa et al., 2003). Die RBS hinter dem Transkriptionsstartpunkt besteht im Fall von SA1374 aus
der Seqzenz ,AGGAGG”, bei SA1418 aus ,,GAGGAG”. In beiden Genen ist, analog zum sigH Gen das

Startcodon ein , TTG".

PSA1418 AAATAAaagtaaaaccactcgctcagacgtgtataaagttgaggagtggttttalTG

Abbildung 32: Promotorregion der Gene SA1374 und SA1418 aus S. aureus COL. Die Pfeile markieren die palindromische
Sequenz. Der unterstrichene Teil stellt die RBS dar. Das Startcodon ist fett gedruckt. Der rot markierte Bereich ist die
Konsensusseqgzenz aus beiden Promotorregionen und enthilt vermutlich die o™ Bindestelle (Fagerlund et al., 2014).

Wie auch bei sigH selbst existieren innerhalb der Promotorregionen beider Gene palindromische
Sequenzen, die eine Haarnadel ausbilden kann. Im Fall von SA1418 liegt die mutmaRliche "
Bindestelle der -10 Region im ,,Loop-Bereich” der Haarnadel, bei SA1374 liegt die -10 Region mit

mutmaRlicher ¢" Bindestelle innerhalb der Haarnadel (Abbildung 32).
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Abbildung 33: Faltungssimulationen der Promotorregionen der Gene SA1374 (links) und SA1418 (rechts). In den
Promotorregionen der Gene SA1347 und SA1418 finden sich ebenfalls palindromische Sequenzen. Die Ausbildung einer
Haarnadel ist analog der Abbildung 31 energetisch glinstig (AG (SA1374): -15,81 kcal/mol, AG (SA1418): -10,66 kcal/mol).
Berechnung der freien Energie und Faltungssimulation erstellt mit ,,mfold” (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold).

Die Faltungssimulationen und die Berechnungen der freien Energie legen die Ausbildung einer

Haarnadelstruktur der Promotorregionen von SA1374 und SA1418 nahe (Abbildung 33).

Im Fall des Gens SA0858, bzw. der Gegenstrangseqgzenzen liegen die freien Energien deutlich unter

derer von sigH, SA1374 und SA1418.
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Abbildung 34: Faltungssimulationen der Promotorregionen des Gens SA0858 Es findet sich nur eine kurze palindromische
Sequenz. AG = - 0,76 kcal/mol. Berechnung der freien Energie und Faltungssimulation erstellt mit ,,mfold“
(http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold).

In der Promotorregion des Gens SA0858 (coiA) findet sich nur eine kurze palindromische Sequenz,
die freie Energie (AG) betragt — 0,76 kcal/mol. Diese liegt allerdings im Bereich der

Konsensussequenz in der -35 Region (Abbildung 34).
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Abbildung 35: Promotorregionen der antisense RNAs von SA1138 (oben), SA0511 (mitte) und SA1634 (unten). Gezeigt
wird der errechnete energetisch glinstigste Zustand. AG (asSA1634): -1,55 kcal/mol, AG (asSA1138): -2,56), AG (asSA0511):
-2,10 kcal/mol Berechnung der freien Energie und Faltungssimulation erstellt mit ,,mfold“
(http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold).

Im Fall der antisense RNA der Gene SA1138, SA0511 und SA1634 sind die errechneten freien
Energien verglichen mit den Genen SA1374 und SA1418 ebenfalls deutlich geringer, die simulierten

Faltungen sind weniger stabil. Es ist somit von einer weniger signifikanten phyiologischen Bedeutung

auszugehen (Abbildung 35).

3.2. Interaktionen der Promotorregionen der Zielgene mit "

Sigma-Faktoren werden zur Transkriptionsinitiation bendétigt und kénnen bereits nach wenigen
Basenpaaren Transkription die RNA Polymerase wieder verlassen, um an neuer Stelle die
Transkription zu starten. Ein Sigma-Faktor wird entsprechend nur fiir kurze Zeit bendtigt und kann in

kurzer Zeit viele Transkriptionszyklen starten.

In den Uberexpressionsansatzen mit induzierbarem o" zeigen sich die typischen Eigenschaften eines
Sigma-Faktors: Bei Fehlen der palindromischen Sequenz in der Promotorregion von sigH 16st bereits
ein geringer Anstieg an sigH Transkript einen starken Anstieg der Zielgene aus, wahrend eine weitere

Steigerung des sigH Transkripts und somit von aktivem o Protein nur zu einer verhaltnismaRig

73



geringen, weiteren Zunahme der Transkriptmenge der Zielgene fiihrte. Eine weitere Erhhung an
Sigma-Faktor-Molekilen fihrt nicht linear zum entsprechenden Transkriptanstieg, da andere
Faktoren des Transkriptionsapparates, wie zum Bespiel die RNA Polymerase, durch hohe Auslastung

zum limitierenden Faktor werden.

Wie oben beschrieben scheint die " Bindestelle im Fall der Gene SA1418 und SA1374 im ,Loop-
Bereich“ bzw. innerhalb der Haarnadel zu liegen. Es ist moglich, dass eine Interaktion von " mit der
Bindestelle in der -10 Region beider Gene eine Konformationsanderung der DNA in diesem Bereich

auslosen kann.

Neben der Funktion als mégliches c™ abhingiges regulatorisches Element sind Haarnadeln auch
bekannt dafiir, unter chemischen (zum Beispiel Natriumkonzentration) oder physikalischen
Einflissen (zum Beispiel Temperaturanderung) spontan die Struktur zu verandern und somit Einfluss

auf die Genexpression zu nehmen (Lah et al., 2011).

4. Die Integrase als c" abhingiges Gen?

Die Integrase int wurde von Tao et al., 2010 als weiteres c" abhangiges Gen vorgestellt. Die hier
durchgefiihrten c"-Uberexpressionsversuche zeigten, dass sich das int Transkript deutlich von den
Transkripten der Gene SA1374 und SA1418 unterschied. Im Gegensatz zu den ¢" abhingigen Genen
SA1374 und SA1418 zeigte das int Gen in den sigH Uberexpressionsansitzen keine vermehrte

Transkription, eine direkte o" Abhangigkeit ist somit eher fraglich.

5. Aktivitit von " im Wachstumsverlauf

5.1. Stand der Wissenschaft

Eine physiologische Aktivierung von sigH konnte bis dato nicht gezeigt werden. Ein kirzlich
vorgestelltes Modell (Morikawa et al, 2012) geht davon aus, dass o™ durch spontane, statistische
auftretende Genomverinderungen mit einer Frequenz von weniger als 10 aktiv wird. S. aureus
RN4220 Stamme, bei denen c" aktiv war, zeigten als genetisches Korrelat eine 1210 bp groRe Region,
die tandemartig dupliziert wurde, wodurch ein Fusionsgen mit downstream liegenden Genen
entstand. Die Originalstruktur von c" selbst wurde nicht verandert. Das chimare c" Protein zeigte im

SDS PAGE eine hohere molekulare Masse als das originale " (Morikawa et al., 2012).
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Abbildung 36: Fusionsgen aus sigH und downstream gelegenen Genen. Abbildung kopiert von Morkawa et al., 2012.

Zusatzlich zur Aktivierung durch Genfusion zeigte ein GFP Reporterkonstrukt unter der Kontrolle des
SA1374 (comG) Promoters Aktivitat in synthetischen Medien, bezeichnet als CS2, CS1 und GS.
Northern Blot Analysen bestatigten eine erhéhte Transkription von SA1365, dem letzten Gen des
comG Operons. Die 6" Aktivierung in den gestesteten Medien wurde durch einen chromosomalen
tandem reapeat ausgelost. Dies lasst darauf schlieRen, dass neben der statistischen Aktivierung
durch chomosomale Duplikation auch anderere Mechanismuen zur 6" Aktivierung in S. aureus

existent sind (Morikawa et al., 2012).

5.2. In vitro Lumineszenzmessungen im Stamm TF12

Nachdem die Abhangigkeit des Reportersystems pTF7 in der Stammen TF10 und TF11 bestatigt
worden war, konnte nun die Lumineszenz im S. aureus Stamm TF12 getestet werden. Die hier
durchgefiihrten Reporterassays zeigten eine erhdhte Lichtemission zu Beginn der Wachstumsphase.
In der gRT-PCR, die der Bestatigung dieser vorangegangenen Versuche diente, liel} sich ebenfalls eine
vermehrte Transkription der Gene SA1418 und SA1374 sowie -wenn auch in geringerem AusmaR- fir

sigH selbst feststellen.

Anhand der vorliegenden Daten lsst sich schlieRen, dass 6" kurze Zeit nach Uberimpfen der Zellen in

ein neues Medium zeitlich begrenzt aktiv ist.
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5.3. Die Wachstumsphasen von S. aureus in Kultur

Das Wachstum von Zellen in Kultur Iasst sich in verschiedene Abschnitte unterteilen (Abbildung 37).

S. aureus Newman HG

10

o D600

0,1

0,01 T T T T 1

Zeitinh

Abbildung 37: Wachstumskurve von S. aureus Newman HG. Aus einer Ubernachtkultur wurde eine frische Kultur (TSB
Medium) mit einer Start ODgyg von 0,05 angeimpft. Wachstumskurve bei 37°C und 150 UpM.

5.3.1. Phase der initialen Anpassung (lag Phase)

Werden die Zellen einer Ubernachtkultur in neues Medium iiberimpft, treten sie zuniachst in die lag
Phase ein. Hierbei kommt es nach Uberimpfen vielfach zu einer Anpassungsreaktion auf die rasch
veranderten Umweltbedingungen wie zum Beispiel Ndhrstoffangebot, Temperatur, Sauerstoffgehalt
und pH Wert, was ebenfalls zu schnellen und starken Veranderungen im Zellinneren fiihrt. In
Lactococcus lactis wurden in der lag Phase 28 Gene exprimiert, die folgenden Funktionen zugeordnet
werden konnten: Nukleotid Stoffwechsel, Glykolyse, Stressantworten, Translation, Transkription,

Zellteilung, Aminosaurestoffwechsel und Coenzym Synthese (Larsen et al., 2006).

Sind die Anpassungen an die neuen Bedingungen erfolgt, beginnen die Zellen bei glinstiger
Nahrstoffversorgung mit der Teilung und treten somit in die Phase des exponentiellen Wachstums
ein. In E. coli hdngt die Dauer der lag Phase vom Alter der Uberimpften Zellen ab: je alter die Zellen,

desto langer dauert die lag Phase (Pin et al., 2009).

5.3.2. Exponentielles Wachstum

In der Phase des exponentiellen Wachstums herrschen fiir die Zellen optimale Umwelteinflisse. Die
Zellen teilen sich mit der physiologisch maximalen Teilungsrate. Pro Zyklus verdoppelt sich die

Zellzahl, die Gesamtzellmenge verhalt sich exponentiell zur Zeit.
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5.3.3. Stationare Phase

Zellen im Wachstum erreichen irgendwann eine Phase kritischer Zelldichte, in der es zu
Nahrstoffknappheit kommt. Die Zellen reagieren daraufhin mit dem Einstellen der Zellteilung.
Zunachst besteht noch ein Gleichgewicht zwischen Zellteilung und dem Absterben der Zellen, jedoch
mit zunehmender Zeit fihren die angesammelten Stoffwechselprodukte und der Mangel an
Nahrstoffen zur Abnahme der Gesamtzellzahl. Bakterien in der stationdaren Wachstumsphase weisen
eine erhohte Resistenz gegenliber Antibiotika auf (Eng et al., 1991) und kénnen durch schnelles
Auftreten von Mutationen das Uberleben verbessen (Finkel, 2006). Je nach Art des Nahrstoffmangels

regeagieren Bakterien mit unterschiedlichen Anpassungsvorgdngen (Chubukov und Sauer, 2014).

6. Spezifische ¢ Aktivitit in der lag Phase

Das vermehrte Vorhandensein von SA1374, SA1418 und sigH Transkript unmittelbar zu Beginn der
lag Phase deutet auf eine Aktivierung des " Regulons hin. Die gemessenen Transkriptmengen der
Kontrollgene eap und RNAIIl unterschieden sich von den " abhidngigen Genen. Der Unterschied
wurde vor allem wéahrend der friihesten Messzeitpunkte (5 Minunten) deutlich. Zudem wiesen die
Kurven generell einen flacheren Verlauf auf. Physiologisch wird das verwendete Kontrollgen eap in
der spaten exponentiellen Phase produziert (Joost et al., 2009, Dunman et al., 2001), RNAI/Il wird
durch das agr-System induziert und somit auch im spaten exponentiellen Wachstum hergestellt
(Boisset et al., 2007). Der gemessene Anstieg der Gene eap und RNAIIl in der lag Phase entsprach
moglicherweise einem Wachstumssignal der vorangegangenen stationaren Phase der letzten Kultur.
Die RNA-Polymerase lagert sich an die DNA an, die Polymerisation kann aufgrund der schlechten
Wachstumsbedingungen (pH Wert, Nahrstoffmangel) nicht starten. Im Moment der Uberimpfung
findet eine schnelle Veranderung der Rahmenbedingungen statt, woraufhin die RNA Polymerase RNA
produzieren kann, welche dann mit der qRT-PCR gemessen wird. Die Transkiptmenge 60 Minuten

nach Uberimpfen entspricht nahezu dem Referenzwert der Ubernachtkultur.

Die Versuche mit dem S. aureus AsigH Deletionsmutante fiihrten nach Uberimpfen der
Ubernachtkulturzellen auch zu einem Anstieg der Transkription des Gens SA1374, dieser fiel jedoch
deutlich geringer als im Wildtyp aus. Das Transkript von SA1418 war mittels qRT-PCR aufgrund der
geringen Mengen in der Newman AsigH Deletionsmutante nicht mehr quantifizierbar, was als starkes
Indiz dafiir gewertet werden kann, dass die im Wildtyp detektierbaren Transkriptmengen an SA1418

hochstwahrscheinlich auf o zuriickzufiihren sind.

Bezliglich der Transkription des fir die Integrase codierenden Gens int zeigten sich zwar keine

Unterschiede zwischen Wildtyp und Newman AsigH Deletionsmutante, aber ein deutlicher Anstieg
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der Transkriptmengen kurz nach Uberimpfen der stationidren Phase-Zellen. Diese Beobachtungen
weisen in Einklang mit den Erkentnissen von Fagerlund und Kollegen (Fagerlund et al., 2014) zum
einen darauf hin, dass die int nicht Teil des 6" Regulons ist. Zum anderen lassen sie vermuten, dass in
dieser friihen lag Phase wahrscheinlich weitere Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, die fiir den
Anstieg an int Transkript und in geringerem Male moglicherweise auch fir die Erhohung der eap und

RNAIIl Transkript-Pools kurz nach Animpfen verantwortlich sind.

Zusammenfassend kdnnen die gemessenen Daten wahrscheinlich als Uberlagerung von zwei Effekten
beschrieben werden: Zum einen besteht ein genereller Anstieg der Transkription nach Uberimpfen
wahrend der lag Phase, was den Transkriptionsanstieg der Gene eap, int und RNAIIl erklart, der
wahrscheinlich zumindest teilweise auf das Uberfithren von Wachstumssignalen aus der
vorangegangenen stationaren Phase-Kultur zurtickzufiihren ist. Zum anderen existiert eine kurze o" -

abhangige Aktivierung der Zielgene dieses alternativen Sigma-Faktors.

7. Welche Umweltbedingungen aktivieren ¢"?

7.1. Nahrstoffarmes Medium (,,nutrient depleted” Medium).

Zunachst zeigte die geringe Zunahme der Zelldichte im Wachstumsverlauf (Daten nicht gezeigt), dass

sich die Zellen in einem Zustand reduzierten Stoffwechsels befanden.

Im Fall der Transkriptmenge von SA1374 fehlte der bei den Ansatzen mit frischem Medium
beobachtete initiale Peak der Transkriptmenge, die Transkriptmenge nach 60 Minuten entsprach in
etwa der Menge in normalem Medium . Das sigH Transkript in ,,nutrient depleted” Medium
unterscheidet sich nicht wesentlich von den Messungen in frischem Medium. Das Fehlen des

initialen Peaks ist vermutlich auf das Fehlen eines " spezifischen Signals zurtickzufiihren.
7.2. Veranderungen im pH Wert

In Bacillus subtilis spielt o™ neben den bereits gut bekannten Funktionen in Sporenbildung und

genetischer Kompetenz eine Rolle bei der Anpassung an einen veranderten pH Wert.

Bei Wachstum von B. subtilis Zellen in einem aminosaure- und glucosereichen Medium sinkt der pH
Wert der Kultur aufgrund der Verstoffwechselung der Glucose und der damit einhergehenden
Sekretion von Acetat und/oder Lactat vorlibergehend in den sauren Bereich ab. Nach dem
Aufbrauchen der Glucose werden diese Sekretionsprodukte durch die Bakterien wieder
aufgenommen und, ebenso wie die im Medium verfligbaren Aminosauren, als alternative
Kohlenstoffquellen Gber verschiedene zentrale Stoffwechselwege zur Energiegewinnung genutzt.

Diese Prozesse fihren dazu, dass der pH Wert der Kultur in den spateren Wachstumsphasen in den
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alkalischen Bereich ansteigt. Messungen des pH Wertes in einer S. aureus Kultur zeigten die gleichen

Veranderungen im pH Verlauf.

Wird bei B. subtilis der pH Wert im angereicherten Medium in der spaten Wachstumsphase kinstlich
konstant gehalten, so zeigen sich erhohte Aktivititen der 6" abhingigen Promotoren sowie eine
erhohte Proteinmengen von c" selbst. Weitere Untersuchungen ergaben Hinweise, dass die spoOH
Transkription durch das Vorhandensein von Aminosdauren gehemmt wird, wohingegen spoOH als
Reaktion auf den pH Wert im Medium posttranslational beeinflusst wird (Cosby und Zuber, 1997).
Andere Beobachtungen zeigten, dass wahrend ein niedriger pH Wert in der spaten Wachstumsphase
die Aktivitat von ¢" vermindert, so werden bei einer pH Erhéhung Teile des 6" Operons (citG, kinA,

spo0 und spoVG) hochreguliert (Wilks et al., 2009).

Generell scheint B. subtilis sich besser an Sdurestress anpassen zu kénnen. Stress durch hohe pH
Werte fihren zu einer langeren lag Phase und zu groReren genetischen Adaptionen. Eine hohe
Sauretoleranz ist zum Beispiel bei dem Nahrungsmittel assoziierten Pathogen B. cereus von Vorteil,
um im Gastrointestinaltrakt wirken zu kdnnen (Thomassin et al., 2006). Auch S. aureus ist als

wichtiges ,food-bome” Pathogen erstaunlich resistent gegeniiber niedrigen pH Werten.

Die Auswirkungen von einem sich schnell verandernden pH Wert auf die Aktivitat von o" wurden in
diesem Ansatz gezielt untersucht. Die Ergebnisse zeigten einen kurzzeitigen Unterschied der
Transkriptmenge von SA1374 nach plétzlicher pH Absenkung in der stationdren Phase zwischen S.
aureus Wildtyp und S. aureus Newman AsigH Deletionsmutante (Abbildung 28). Der plotzliche
Anstieg des pH Werts beim Uberimpfen innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase-Zellen in
frisches Medium Ubte keinen Einfluss auf die Transkriptmengen des c"-abhangigen Gens SA1374 aus
(Abbildung 23). Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass ¢" in S. aureus moglicherweise
durch schnelle pH Absenkungen in der stationdren Phase aktiviert werden kann und so an der
Stressantwort des Bakteriums auf diese Art der Milieu-Verdanderung beteiligt ist. Um die Bedeutung
der pH Veranderung auf die Aktivierung von o" jedoch im Detail zu kldren, sind weitere Versuche
notig. Die mutmaRliche Beteiligung von o' an der Stressantwort wird aber auch schon durch die
Beobachtung gestiitzt, dass sich bei einer kiinstlichen Aktivierung von " neben der verstarkte
Transkription von Genen des Kompetenzapparates auch eine Transkriptionssteigerung von Genen

des ,stress response” Systems beobachten lies (Fagerlund et al., 2014).

Zusammenfassend lassen die Beobachtungen darauf schlieBen, dass hier erneut zwei
unterschiedliche Effekte kombiniert auftreten: In der stationdren Phase ist der hohe pH Wert neben
dem Mangel an Nahrstoffen wachstumslimitierend. Durch das Absenken des pH Wertes von 9 auf 7

werden die Zellen wieder in die Lage versetzt, stickstoffhaltige Verbindungen als Nahrstoffquelle zu
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nutzen. Hierbei kommt es, analog der Situation beim Uberimpfen, zu einem allgemeinen
Transkriptionsanstieg. Zum anderen zeigen die Unterschiede im Transkriptionslevel von SA1374
zwischen Wildtyp und Mutante eine 6" abhéngige Aktivierung in der frilhen Anpassungsphase an den

veranderten pH Wert.

8. Modell zur Funktion des " Regulons

Im Gegensatz zu 6" in B. subtilis oder c® in S. aureus scheint 6™ nicht mit dem Eintritt in die stationare
Phase aktiv zu werden. Die vorliegenden Daten zeigten kurzzeitig verstarkte Transkription von c"
abhangigen Genen - und somit eine Aktivierung von c" - in der lag Phase und bei einer plétzlichen
Absenkung des pH Wertes in der stationaren Phase. Neben diesen physiologischen
Anpassungsreaktionen scheinen nach Morikawa und Mitarbeiter seltene chromosomale

Veranderungen zu einer permanenten " Aktivierung zu fiihren.

2012 zeigten Morikawa und Mitarbeiter, dass ein kiinstlich aktiviertes c" S. aureus unter bestimmten
Voraussetzungen in die Lage versetzt, bei funktionalen comE und comG Operon in sehr geringem
Male Fremd-DNA aufzunehmen. Dies gilt sowohl fiir Plasmide als auch fiir gereinigte genomische
DNA mit einer Effizienz von ca. 10® — 10°. Des Weiteren konnte ein Plasmidaustausch zwischen
koinkubierten Stammen erfolgen. Eine genetische Kompetenz in hoherem MaRe konnte bisher auch
bei Aktvierung zusatzlicher an natirlicher Kompetenz beteiligerter Gene nicht gezeigt werden
(Fagerlund et al., 2014). Neben der Kontrolle durch " werden mehrere Kompetenzgene auch durch
andere Kontrollmechanismen, wie dem kiirzlich identifizierten zusatzlichen Regulationsmechanismus

per Transkriptions-Aktivator ComK1 reguliert (Fagerlund, 2014).

Fur S. aureus konnte der Nutzen der ¢ Operon ein evolutionirer Mechanismus zur Anpassung an
plotzlich veranderte Umweltbedingungen sein. Unter extremen Umweltbedingungen, wie zum
Beispiel die hier getestete schnelle pH Wert Veranderungen, wird " fiir kurze Zeit aktiv. Dies
ermoglicht es S. aureus neben anderen Vorgangen moglicherweise fiir kurze Zeit genetisch

kompetent zu werden und durch genetischen Austrausch eine bessere Anpassung zu erreichen.

Das Phanomen, dass Zellen bei Umweltstress kurzzeitig genetische Kompetenz erlangen ist unter
anderem bereits fir Escherichia coli beschrieben worden und wird im Verfahren der Hitze Shock
Transformation eingesetzt. Auf regulatorischer Ebene scheinen hierbei Haarnadelstrukturen eine
wesentliche Rolle zu spielen. In E. coli fihrt Hitze-Schock zum Anstieg des Hitze-Schock-Sigma-Faktors
62, Einer der Mechanismen liegt im Schmelzen der mRNA Sekundarstruktur bei hohen
Temperaturen und somit durch bessere Bindung an das Ribosom zur vermehrten Translation (Morita

et al, 1999). In S. aureus liegt eine regulatrische Funktion der Haarnadeln in der Promotorregion von
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sigH und einigen sigH abhangigen Genen auf posttranskriptionaler Ebene nahe. Die c" Bindestelle
liegt bei einigen " abhanigen Genen innerhalb der Haarnadelstruktur, méglicherweise findet

hierdurch eine Regulation auch bereits auch transkriptioneller Ebene statt.
9. Ausblick

In folgenden Ansatzen sollte versucht werden, weitere o™ aktivierende Umweltbedingungen zu
finden. Hierzu kann das Reporterkonstrukt pTF7 eingesetzt werden. Naheliegende Versuche

beinhalten z. B. die Reaktionen auf Hitzeschock oder Kalteschock.

Ein sehr interessanter Ansatz ist die weitere Charakterisierung der Kompetenz in S. aureus. Hier ware
die Entdeckung der bisher noch fehlenden Faktoren zum Erlangen genetischer Kompetenz, sowie

letztlich die Phanotypisierung ein wesentlicher Schritt zum Verstandnis von S. aureus.

Letztlich kann ein Zusammenhang zwischen plotzlich veranderten Umweltbedingungen und dem
Auftreten natirlicher Kompetenz untersucht werden. Kann durch Umweltstress eine erhéhte
genetische Kompetenz — unter anderem moduliert durch das 6" Operon — festgestellt werden, so

ware dies vermutlich ein wichtiger evolutiondrer Anpassungmechanismus von S. aureus.
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