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1. Summary

Nosocomial infections are a major burden on the health care system worldwide and result in tens of
thousands of deaths each year in addition to rising costs and extended hospitalization. A prominent cause
of nosocomial infections is the gram-positive bacterium Staphylococcus aureus (S. aureus). Due to its
various strategies to hide from the host immune response and antibiotic pressure, treatment of this
pathogen is complicated. Diseases such as wound infections, sepsis, and foreign body infections,
associated with biofilm formation, make S. aureus a challanging pathogen in hospitals and nursing
homes. The development of resistance mechanisms against common antibiotics in recent decades has

made antimicrobial treatment increasingly difficult.

The growing number of antibiotic-resistant bacteria necessitates the development of new treatment
methods and substances, as well as the optimization of existing treatment options. The use of animal
models to test in vitro promising substances and procedures under realistic and complex conditions is

essential.

This work investigated new and optimized treatment options in different S. aureus based murine
infection models to advance drug development, and included pathogen-, host- and substance-specific

traits.

On the side of the pathogen, S. aureus, new target structures for drug development were investigated.
In connection with the carbon metabolism of the bacterium, the histidine-containing protein HPr
(encoded by prsH) has been identified as a new promising target structure. Deletion of pzsH resulted in
reduced biofilm formation and infectivity in vivo (publication A). From the range of protein
phosphorylation mediating enzymes of S. aureus, the phosphatases PtpA and PtpB were identified as
new promising target structures. The absence of even one of the phosphatases resulted in a drastic

reduction of bacterial infectivity in vivo (publications B and C).

In the field of drug optimization, a new rifampicin derivative was investigated as an inhibitor of bacterial
RNA polymerase. Rifampicin is an important antibiotic in tuberculosis treatment, and it serves as a
reserve antibiotic for various bacterial infections. However, because of the increasing development of
antibiotic resistance, optimization of this substance is urgently required. Although no positive treatment
success was achived with the in vitro highly potent substance under in vivo conditions, it was possible
to establish a murine wound healing model in hairless SKH1 mice, and further structure analyses may
help to develop a more functional derivate (publication D). In addition, an optimization of the treatment
procedure for the antibiotic clarithromycin, which is poorly soluble in water, causes strong side effects,
and is barely cell permeable, was sought. The inclusion of the active substance into polymer nano
capsules greatly increased the bioavailability of the substance and the elimination of intracellularly

surviving bacteria (publication E).



On the host side, the influence of interleukin 17C (IL-17C) on wound healing and elimination of bacteria
in S. aureus-infected wounds was investigated. The peptide hormone mediates the immune response in
the host and may cause skin diseases such as psoriasis in the event of dysfunction. Treatment with anti-
IL-17C antibodies may cure this condition but is also considered to have an impact on wound healing
and bacterial clearance. This study revealed that the expression of IL-17C in S. aureus infected wound
tissue is significantly increased in humans. Although IL-17C-deficient mice had a significant delay in
wound healing, a change in bacterial load in the wound could not be detected. The underlying

mechanism for the delayed wound healing remained unclear (publication F).

In the scope of this work, murine infection models were used to identify new potential targets for
antimicrobial substance development and to investigate their suitability. Existing therapeutic approaches
were optimized, as well. The findings provide new approaches for the development of antimicrobial

substances against the human pathogen S. aureus.



2. Zusammenfassung

Nosokomiale Infektionen stellen weltweit eine grofle Herausforderung fiir das Gesundheitssystem dar
und resultieren, neben steigenden Kosten im Gesundheitswesen und verldngerten Aufenthalten der
Patienten in der Klinik, in jéhrlich mehreren zehntausend Todesopfern. Ein prominenter Verursacher
nosokomialer Infektionen ist das Gram-positive Bakterium Staphylococcus aureus (S. aureus). Auf
Grund diverser Strategien zur Umgehung der Wirtsimmunantwort und des Antibiotikadrucks, gestaltet
sich eine Behandlung dieses Pathogens als besonders kompliziert. Krankheitsbilder wie
Wundinfektionen, Sepsis und Fremdkorper-assoziierte Infektionen in Zusammenhang mit
Biofilmbildung machen S. aureus zu einem gefiirchteten Pathogen in Krankenhdusern und
Pflegeheimen. Durch die Akkumulation von Resistenzmechanismen gegen géngige Antibiotika in den

letzten Jahrzehnten wird eine antimikrobielle Behandlung zunehmend erschwert.

Die zunehmende Anzahl Antibiotika-resistenter Bakterien macht eine Entwicklung neuer
Behandlungsmethoden und Substanzen, sowie die Optimierung bisheriger Behandlungsoptionen
dringend erforderlich. Der Einsatz von Tiermodellen zur Testung vielversprechender Substanzen und
Behandlungsschemata unter in vivo Bedingungen in einem dem Menschen nahekommenden

Wirtssystem ist dabei unerlésslich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse neue und optimierte Behandlungsoptionen in verschiedenen
murinen Infektionsmodellen untersucht, um die Wirkstoffentwicklung voranzutreiben. Dabei wurden
sowohl das Pathogen S. aureus, als auch der Wirt und die Wirkstoffe selbst in die Betrachtungen

einbezogen.

Auf Seiten des Pathogens S. aureus wurden neue Zielstrukturen fiir Wirkstoffe nidher beleuchtet. So
konnte das, mit dem Kohlenstoffmetabolismus des Bakteriums in Verbindung stehende, Histidin-haltige
Phosphattriagerprotein HPr als neue vielversprechende Zielstruktur identifiziert werden. Eine Deletion
des fiir HPr codierenden Gens ptsH resultierte in einer verringerten Biofilmbildung und Infektiositit in
vivo (Publikation A). Aus dem Reservoir der Proteinphosphorylierung-vermittelnden Enzyme von .
aureus konnten die beiden niedermolekularen Protein-Phosphatasen PtpA und PtpB als
vielversprechende neue Zielstrukturen identifiziert werden. Das Fehlen bereits einer der Phosphatasen
resultierte in einer drastischen Reduktion der Infektiositit des Bakteriums in vivo (Publikationen B und

O).

Im Bereich der Wirkstoffoptimierung wurde zum einen ein neues Rifampicin-Derivat als Inhibitor der
bakteriellen RNA-Polymerase untersucht. Auf Grund der enormen Bedeutung von Rifampicin fiir die
Behandlung vieler Infektionskrankheiten und der zunehmenden Resistenzentwicklung ist eine

Optimierung des Wirkstoffs dringend notwendig.



Zwar konnte im Rahmen der durchgefiihrten in vivo Experimente kein positiver Behandlungserfolg mit
dem in vitro sehr potenten Wirkstoffkandidaten verzeichnet werden, doch es war moglich, ein neues,
einfaches murines Wundmodell in haarlosen SKH1 Miusen zu etablieren und die Grundlage fiir
weiterfithrende Strukturanalysen zur Wirkstoffoptimierung zu schaffen (Publikation D). Zum anderen
wurde die Behandlungsoptimierung des schlecht wasserloslichen, starke Nebenwirkungen
verursachenden und nur schwer zellgidngigen Antibiotikums Clarithromycin angestrebt. Durch den
Einschluss des Wirkstoffes in Polymer-Nanokapseln wurde die intrazelluldre Bioverfiigbarkeit des
Stoffes und die Abtotungskinetik intrazellulér persistierender Bakterien enorm gesteigert (Publikation

E).

Auf Seiten des Wirtes wurde der Einfluss des Interleukins 17C (IL-17C) auf die Heilung und
Bakterienbeseitigung in S. aureus-infizierten Wunden untersucht. Das Peptidhormon gilt als ein
wichtiger Mediator der Immunantwort im Wirt und kann bei einer Dysfunktion Hauterkrankungen wie
Psoriasis verursachen. Eine Behandlung mit Anti-IL-17C Antikorpern konnte dieses Krankheitsbild
zwar lindern, gleichzeitig aber auch einen negativen Einfluss auf die Wundheilung haben. Die
Untersuchungen zeigten, dass die Expression von IL-17C in S. aureus infiziertem Wundgewebe in
Menschen deutlich erhoht ist. In IL-17C defiziente Mé&use konnte eine deutlich verlangsamte
Heilungskinetik der infizierten Wunden festgestellt werden, es zeigten sich jedoch keinerlei
Unterschiede in der Bakterienlast in den Wunden. Der zu Grunde liegende Mechanismus fiir die

verminderte Wundheilung konnte nicht identifiziert werden (Publikation F).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch den Einsatz muriner Infektionsmodelle neue Angriffspunkte
fiir die antimikrobielle Substanzentwicklung identifiziert und auf ihre Eignung zur Therapie von S.
aureus untersucht werden. Zudem konnten bestehende Therapieansidtze optimiert werden. Die
Untersuchungen liefern somit eine Reihe neuer Ansatzpunkte fiir die zukiinftige Entwicklung

antimikrobieller Substanzen gegen das Humanpathogen S. aureus.



3. Einleitung

3.1. Nosokomiale Infektionen

Das deutsche Infektionsschutzgesetz (IfSG) definiert eine nosokomiale Infektion als ,,eine Infektion mit
lokalen oder systemischen Infektionszeichen als Reaktion auf das Vorhandensein von Erregern oder
ihrer Toxine, die im zeitlichen Zusammenhang mit einer stationidren oder einer ambulanten
medizinischen MaBBnahme steht, soweit die Infektion nicht bereits vorher bestand* (§2 Nummer 8 IfSG).
Auf Grund des definierten zeitlichen Zusammenhanges mit stationidren oder ambulanten Aufenthalten

sind nosokomiale Infektionen vor allem in Pflegeheimen und Krankenh&usern vorzufinden.

Nosokomiale Infektionen stellen weltweit ein betriachtliches Problem fiir das Gesundheitswesen dar, da
sie Krankenhausaufenthalte verldngern und hohe Kosten verursachen. Die Krankheitsbilder variieren
dabei stark. Das Krankheitsspektrum reicht von Wund- und Fremdkorperinfektionen {iber
Blutstrominfektionen, Durchfallerkrankungen und Harnwegsinfekte bis hin zu respiratorischen
Infektionen (KERWAT et al., 2010). Auf Grund des meist schlechten Gesundheitszustandes der
Patienten und allfilliger Begleiterkrankungen, stellen nosokomiale Infektionen fiir den Patienten

vielfach eine lebensbedrohliche Situation dar.

Die Verbreitung von nosokomialen Pathogenen (Pilze, Bakterien, Viren) kann auf verschiedensten
Wegen erfolgen. Nosokomiale Pathogene (insbesondere Bakterien) leben oft als Kommensalen auf der
Haut, in den oberen Atemwegen oder dem Verdauungstrakt von Menschen und verursachen bei
intaktem Immunsystem keinerlei Krankheitssymptome. Erst bei einer Ubertragung der Pathogene der
natiirlichen Flora des Menschen mittels kontaminierten Equipments, Wischeartikeln oder direktem und
indirektem (Aerosole) Kontakt von Personal mit immundefizienten Patienten (Vergleich Abbildung 1),
kann es zur Ausbildung einer nosokomialen Infektion beim Patienten kommen (ROSENTHAL et al.,

2008; SCHAAL, 1991).

3.1.1. Haufigkeit und Kosten

Laut WHO-Report aus dem Jahr 2011 erkranken in einkommensschwachen Léndern etwa 10 %, in
einkommensstarken Léandern etwa 7 % aller im Krankenhaus behandelten Patienten an einer
nosokomialen Infektion (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2011). Im weltweiten
Durchschnitt erkranken etwa 8,7 % aller Krankenhauspatienten an einer nosokomialen Infektion (NI)
und zu jedem Zeitpunkt kiampfen etwa 1,4 Millionen Menschen weltweit mit Komplikationen, die im
Zusammenhang mit NIs stehen; eine Zahl, die sich in den letzten 30 Jahren kaum verdndert hat

(MAYON-WHITE et al., 1988; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2011).



In Deutschland erkranken jédhrlich etwa eine halbe Million Menschen an einer nosokomialen Infektion,
10.000 - 15.000 Patienten versterben an ihr (KERWAT et al., 2010). Damit stellen NIs eine grof3e
Belastung fiir das Gesundheitswesen dar. Die Behandlung von NIs verursacht durch verlingerte
Krankenhausaufenthalte der Patienten und intensivere Folgebehandlungen und eventuelle
Restaurierungen am Infektionsort enorme Kosten. So verlingert sich der Aufenthalt auf
Intensivstationen bei nosokomial erworbenen Pneumonien in Zusammenhang mit kiinstlicher Beatmung
(VAP — ventilator associated pneumonia) um 9,1 Tage, bei nosokomial erworbenen Katheter-
induzierten Blutstrominfektionen (CLABSI — central line associated bloodstream infection) um bis zu
9,5 Tage (MEHTA et al., 2016). Bei der Behandlung von nosokomial erworbenen Blutstrominfektionen
entstehen beispielsweise Mehrkosten von durchschnittlich 4.900 € (VRIJENS et al., 2010). Eine
Optimierung der Behandlungsmethoden zur Senkung von Kosten und Mortalitdt ist neben der
Verhinderung des Entstehens nosokomialer Infektionen (vor allem von groBlen Ausbruchsgeschehen)

daher unerlisslich.

3.1.2. Risikofaktoren und Vorsorge

Die Risikofaktoren, an einer NI zu erkranken, sind vielfiltig und umfassen nicht nur den allgemeinen
Gesundheitszustand des Patienten, sondern auch die Krankenhausumgebung und die Qualitéit des
Monitorings und Gesundheitsmanagements im entsprechenden Gebiet. So ist es wenig verwunderlich,
dass das Risiko einer NI in einkommensschwachen Gegenden erhoht ist (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2011).

Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko einer nosokomialen Infektion, da Patienten oft
Vorerkrankungen aufweisen, die zu hdufigeren stationdren und ambulanten Aufenthalten und somit zu
einer erhohten Exposition fithren (KERWAT et al., 2010; SAFDAR, MAKI, 2002). Doch auch die Art
der Verletzung beziehungsweise der Erkrankung, die einen Aufenthalt bedingt, kann das Risiko, an einer
NI zu erkranken, erhohen. So fiihren schwerwiegende Eingriffe und Operationen beispielsweise nach
einem Organversagen und einer Organtransplantation dazu, dass Patienten vermehrt Kontakt zu
invasiven Behandlungsformen und ein insgesamt geschwéchtes Immunsystem, gepaart mit lingeren
Aufenthalten und massivem Antibiotikakontakt, haben, die das Risiko einer NI stark erhohen
(SAFDAR, MAKI, 2002). Auch der Verlust der korpereigenen Schutzmechanismen der Haut, wie sie
beispielsweise nach Verbrennungen auftreten, erhoht das Risiko einer Infektion (KERWAT et al.,

2010).

Neben der Pridisposition des Patienten ist auch das Gesundheitsmanagement der entsprechenden
Einrichtung ein grofler Risikofaktor fiir die Entstehung von NIs. Schlecht ausgebildetes Personal,
unzureichende HygienemaBnahmen im Krankenhausbetrieb (Wasser, Luft, Oberflichendesinfektion)
und das fehlende Monitoring von Ausbruchsgeschehen erh6hen das Risiko fiir die Patienten (KERWAT
et al., 2010).



Insbesondere Antibiotika-resistente Bakterien, die mit den im Kliniksalltag gebrdauchlichen Antibiotika
nicht beseitigt werden konnen, stellen eine grofe Gefahr dar, da sie im schlimmsten Fall endemisch
werden oder sich im gesamten Krankenhaus verbreiten konnen (BASTOS MDO et al., 2015; MAK et
al., 2014).

Um das Risiko von NIs zu reduzieren, identifizierten Zingg und Kollegen aus 92 Studien, die im
Zeitraum von 1996 bis 2012 publiziert wurden, 10 Schliisselkomponenten, die zu einer verbesserten
Krankenhaushygiene fiihren. Diese umfassen beispielsweise ein optimiertes Training der Belegschaft,
eine Reduktion der Arbeitsmenge des Personals, Prdventionsprogramme und eine engmaschigere
Uberwachung. Bereits durch diese einfach zu etablierenden und gut umsetzbaren Programme kann die

Sicherheit der Patienten enorm gesteigert werden. (ZINGG et al., 2015)

Abbildung 1 fasst typische Ubertragungswege fiir nosokomiale Pathogene anschaulich zusammen.

Abbildung 1: Mogliche Ausgangspunkte fiir die Pathogentransmission
Neben dem Patienten konnen auch Personal, medizinische Gerite und die Umgebung (Einrichtung)
Ausgangspunkt fiir die Ubertragung von Pathogenen und die Ausbildung einer nosokomialen Infektion sein
(typischerweise kontaminierte Areale sind violett hervorgehoben).
Quelle: PITTET et al., 2006

3.1.3. Typische nosokomiale Pathogene

Nosokomiale Infektionen konnen sowohl von Bakterien, Viren, Parasiten, als auch von Pilzen
verursacht werden (EICKHOFF, 1994; SCHAAL, 1991). Tabelle 1 zeigt eine Auswahl der hidufigsten
nosokomialen Ausbriiche in Deutschland, die fiir das Jahr 2019 vom Robert-Koch-Institut (RKI)

registriert wurden.



Tabelle 1: Nosokomiale Ausbriiche in Deutschland, 2019 (ROBERT KOCH INSTITUT (RKI), 2020).

Anzahl der Fallzahlen Todesfille
Erreger
Ausbriiche gesamt gesamt
Norovirus 1.268 13.398 34
Viren Influenzavirus 326 2.264 44
Rotavirus 200 2.033 6
Clostridioides difficile 28 107 7
Klebsiella spp. 12 106 12
Bakterien Staphylococcus spp. 7 61 0
Escherichia coli 3 11 3
Pseudomonas spp. 2 5 1
Pilze Candida spp. 1 17 8
Sarcoptes scabiei
19 131 1
(Scabies)
Parasiten
Pediculus humanus capitis
4 27 0
(Kopflause)

In der Erregergruppe der Bakterien stellen neben Clostridien und Klebsiellen die Staphylokokken einen
Hauptverursacher von NIs dar. Insbesondere Staphylococcus aureus in seiner Methicillin-resistenten
Form (MRSA — Methicillin-resistente S. aureus) bereitet seit mehreren Jahrzehnten grof3e Probleme im
Krankenhausalltag (LOWY, 1998; NATIONAL NOSOCOMIAL INFECTIONS SURVEILLANCE
(NNIS), 1999). Die Mortalitit ist bei MRSA-Isolaten im Vergleich zu sensitiven Stimmen (MSSA —
Methicillin-sensitive S. aureus) drastisch erhoht (COSGROVE et al., 2003). Im Jahr 2019 wurden
insgesamt 1.801 invasive MRSA Fille in Blut und Liquor von Patienten nachgewiesen, 129 Patienten
verstarben in direkter Folge der invasiven Infektion (ROBERT KOCH INSTITUT (RKI), 2020). Da
diese Untersuchung auch Fallzahlen nicht-nosokomial erworbener MRSA Infektionen mit einbezieht,
ist die Fallzahl im Vergleich zu Tabelle 1 deutlich erhoht. Nicht-meldepflichtige Infektionen mit MSSA

wurden nicht erfasst.

Fiir eine bessere Einschidtzung des Anteils von MRSA an nosokomialen S. aureus Infektionen, zeigt
Tabelle 2 die Hiufigkeit von MRSA und MSSA in verschiedenen Bereichen von Krankenhédusern von
2007 bis 2014. An der Studie nahmen bis 2014 mehr als 800 Intensivstationen und mehr als 900
operative Abteilungen teil. Ein Riickschluss auf die Gesamtfallzahl in Deutschland ist aus diesen Daten
auf Grund der beschriinkten Teilnehmerzahl jedoch nicht mdglich. Uber den Studienzeitraum konnte
ein Riickgang der MRSA-Infektionen von 23 % festgestellt werden (ROBERT KOCH INSTITUT
(RKI), 2016). Dennoch stellt S. aureus und insbesondere MRSA nach wie vor eine grofe

Herausforderung in deutschen Krankenhdusern dar.



Tabelle 2: S. aureus Infektionen (inkl. MRSA) von 2007 bis 2014 in Deutschland (ROBERT KOCH INSTITUT (RKI),

2016).
2007/2008 | 2009/2010 | 2011/2012 | 2013/2014
Anzahl teilnehmender Intensivstationen 465 533 645 832
Anzahl teilnehmender operative
432 558 681 963
Abteilungen
Anzahl nosokomialer S. aureus Infektionen
2.654 2.727 2.856 3.177
(inkl. MRSA)
Anzahl nosokomialer MRSA Infektionen 870 836 753 800
Anzahl nosokomialer S. aureus Infektionen
1.913 1.965 2.072 2.246
(inkl. MRSA) auf Intensivstationen
Anzahl nosokomialer MRSA Infektionen
719 679 627 657
auf Intensivstationen
Anzahl nosokomialer S. aureus Infektionen
741 762 784 931
(inkl. MRSA) in operativen Abteilungen
Anzahl nosokomialer MRSA Infektionen in
151 157 126 143

operativen Abteilungen

3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein Gram-positives, immobiles Bakterium aus der Familie der

Staphylococcaceae und hat eine Grofle von 0,8 — 1,2 pm (EUZEBY, 2010). Die Namensgebung des

Bakteriums verweist auf einige typische Eigenschaften: das griechische staphylé (Weintraube) und

kokkus (Beere) beziehen sich auf die traubenidhnliche Clusteranordnung der kugelformigen Zellen

(Vergleich Abbildung 2), wihrend das lateinische aureus (golden) auf die gold-gelbe Pigmentierung der

Kolonien hinweist (WILKINSON, 1997).

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von S. aureus (12971-fache Vergroferung)

Quelle: ALDUJAILY et al., 2019



Das Bakterium kolonisiert Schleimhéute (und die Haut) von Végeln und Sédugetieren (LOWY, 1998),
wobei es vornehmlich im oberen respiratorischen Trakt, dem Intimbereich und unter den Achseln,
seltener auf der Haut (durch Verschleppung) nachweisbar ist (ARMSTRONG-ESTHER, SMITH, 1976;
BROWN et al., 2014; GUINAN et al., 1982). Etwa 30 % der Bevolkerung weltweit sind dauerhaft und
in der Regel asymptomatisch mit Bakterien dieser Spezies besiedelt (WERTHEIM et al., 2005), die Rate
der temporiren Triagerschaft liegt bei bis zu 60 % (VAN BELKUM et al., 2009). Aufgrund der hohen
Tragerrate und der Féhigkeit des Bakteriums, auf unbelebter Materie (z.B. Tiirgriffe) fiir mehrere
Wochen zu iiberleben, ist S. aureus ein bedeutsames nosokomiales Pathogen (KRAMER et al., 2006).
Begiinstigt wird diese Lebensweise durch die Ausbildung einer Mikrokapsel, welche nicht nur vor
ungiinstigen Lebensbedingungen und Austrocknung, sondern auch vor Phagozytose durch Wirtszellen

schiitzt (LOWY, 1998).

Das Genom von S. aureus weist eine Grofle von ~ 2,8 Megabasenpaaren (Mbp) auf und umfasst eine
Vielzahl mobiler chromosomaler und extra-chromosomaler genetischer Elemente (z.B. Prophagen,
Transposons und Plasmide) und Gene, die fiir Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzen kodieren
(LOWY, 1998; NOVICK, 1990). Auf Grund der groSen Anzahl mobiler genetischer Elemente ist die
Art S. aureus sehr heterogen (ALIBAYOV et al., 2014). Eine detailliertere Betrachtung der

Resistenzmechanismen und Virulenzfaktoren erfolgt im Kapitel 3.2.2.

3.2.1. Krankheitsbilder

In der Regel verlduft eine Triagerschaft des Bakteriums asymptomatisch, solange der Wirt ein intaktes
Immunsystem aufweist. Abhdngig von der Veranlagung und dem Gesundheitszustand des Wirtes, sowie
dem Virulenzfaktorrepertoire des Bakteriums, kann S. aureus eine Bandbreite unterschiedlich
schwerwiegender Krankheitsbilder verursachen (Vergleich Abbildung 3). S. aureus-assoziierte
Erkrankungen reichen dabei von oberfldachlichen Hautinfektionen wie Impetigo contagiosa (hoch-
infektioser, ndssender Hautausschlag) und exfoliativer Dermatitis iiber tief sitzende Haut- und
Gewebeinfektionen (Furunkel und Abszesse) bis hin zu schwerwiegenden, potentiell tédlichen,
Erkrankungen wie Pneumonie, Sepsis, Endokarditis, nekrotisierende Fasziitis, Osteomyelitis, das
toxische Schocksyndrom (vor allem in Zusammenhang mit unzureichender Menstruationshygiene) und
Implantat-assoziierte Infektionen (DAUM, 2007; MCCAIG et al., 2006; MUKHERIJEE et al., 2009;
SALGADO-PABON, SCHLIEVERT, 2014; TONG et al., 2015).
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Abbildung 3: S. aureus-induzierte Krankheitsbilder im Menschen
Die Bandbreite von S. aureus-induzierten Erkrankungen reicht von Hautinfektionen iiber systemische
Infektionen (Sepsis), bis hin zu Pneumonie und Osteomyelitis.
Quelle: SALGADO, SCHLIEVERT, 2014

Im Nachfolgenden soll auf einige der Krankheitsbilder eingegangen werden, welche mit den

Pathogenitdtsmechanismen in Zusammenhang stehen, die im Rahmen dieser Arbeit betrachtet werden.

3.2.1.1. Wundinfektionen

Wundheilung ist ein hochkomplexer Ablauf, bei dem Gewebe-reparierende Zellen und Zellen des
Immunsystems wie Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten und Leukozyten koordiniert
zusammenwirken miissen. Wihrend der Wundheilung laufen nacheinander Himostase, Inflammation
(Entziindungsreaktion), Zellproliferation und Remodellierung ab (JOHNSON, WILGUS, 2014; WANG
et al., 2012). Abbildung 4 veranschaulicht diese Abldufe auf zelluldrer Ebene.
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Abbildung 4: Phasen der Wundheilung nicht-infizierter Wunden

Durch Ausbildung eines Blutpfropfens wird die Blutung gestillt (haemostasis). Immunzellen stromen ein und
beseitigen Zelltriimmer und Fremdkorper wie Bakterien (inflammation). Ausgehend von den Wundrindern
kommt es zu einer vermehrten Proliferation von Keratinozyten und dem Einwandern in den Wundbereich, um die
Wunde zu verschlieBen (proliferation). AbschlieBend wird das neu gebildete Gewebe durch Kollagenfasern
stabilisiert und durch eine Epithelschicht nach au3en abgegrenzt (remodelling).

Quelle: WILKINSON, HARDMAN, 2020

Nach einer Verletzung werden in der ersten Phase (Hamostasis) durch eine Verengung der Blutgefille
(Konstriktion) und die Bildung eines Blutplittchen-Pfropfs eventuelle Blutungen gestoppt und die
geschidigten GefiaBwinde abgedichtet. Gleichzeitig wird eine vorldufige Fribrinmatrix ausgebildet, an
der sich nachfolgende Zellen zur Wunde hinbewegen konnen. Die Wanddurchlissigkeit kleinster
Blutgefille im Wundbereich nimmt zu, sodass vermehrt Neutrophile in den Wundbereich einwandern
konnen. Induziert wird dieser Neutrophileneinstrom durch die Freisetzung von Histaminen aus
Mastzellen und der Freisetzung von beispielsweise Wasserstoffperoxid (H20,) und Chemokinen aus
den beschidigten Zellen im Wundbereich. Mit zeitlicher Verzogerung erreichen auch Monozyten die
Wunde und differenzieren zu Makrophagen. Der gesamte Prozess der Inflammation dient der
Beseitigung von Zelltrimmern und etwaigen Fremdkorpern (z.B. Bakterien). Wéhrend der
Proliferationsphase kommt es zu einer verstirkten Zellteilung der Keratinozyten im Bereich der
Wundrinder, welche anschlieend in die Wunde einwandern und so einen Wundschluss, ausgehend von
den Wundrindern her, einleiten. Unterstiitzt wird die Migration durch den Austausch der initialen
Fibrinmatrix durch Granulationsgewebe (Fibroblasten) und stabilisierende Kollagen-Vorstufen, die ein
Zusammenziehen der Wundrinder und damit eine Verkleinerung der Wunde begiinstigen. Durch die
Bildung neuer Blutgefifie (Angiogenese) wird zudem das stark proliferierende Gewebe mit Nihrstoffen
versorgt. Makrophagen und regulatorische T-Zellen (Tregs) unterstiitzen die Angiogenese.
AbschlieBend erfolgt eine Stabilisierung und Vernetzung der Kollagenfaser-Vorstufen, wodurch ein
Narbengewebe entsteht. Epithelzellen, die von den Wundrindern einwandern, bedecken schlieBlich die
gesamte Wundoberflidche (Re-Epithelisierung). (BROUGHTON et al., 2006; RODRIGUES et al., 2018;
TAKEO et al., 2015; VELNAR et al., 2009; WILKINSON, HARDMAN, 2020)
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In chronischen Wunden (Wundheilung ist nach 8 Wochen nicht abgeschlossen (DISSEMOND et al.,
2017)) werden hingegen von den aktivierten Leukozyten vermehrt zytolytische Enzyme wie reaktive
Sauerstoff-Spezies (ROS), Matrix-Metalloproteasen und inflammatorische Mediatoren ausgeschiittet.
Dies dient vor allem dem Abbau von nicht-wiederherstellbarem Gewebe und klingt im normalen
Wundheilungsverlauf nach wenigen Tagen wieder ab. In chronischen Wunden verbleiben die
zytolytischen Enzyme jedoch im Gewebe (FRYKBERG, BANKS, 2015). So entsteht im Wundbereich
ein Ungleichgewicht, das wiederum die Besiedlung mit Bakterien begiinstigt (SERRA et al., 2016).
Diese chronischen Wunden heilen deutlich langsamer und mit hdufigeren Komplikationen. Besonders
oft treten sie bei dlteren Patienten, Diabetikern oder in Zusammenhang mit bakteriellen Infektionen auf
(GUEST et al., 2015; LINDHOLM, SEARLE, 2016). So konnte bei 60 % der chronischen Wunden die
verzogerte Wundheilung auf das Vorliegen bakterieller Biofilme zuriickgefiihrt werden (JAMES et al.,
2008). Auch S. aureus ist in der Lage, Biofilme auszubilden und so einen Uberlebensvorteil zu

generieren. Auf die Biofilmbildung des Bakteriums wird in Kapitel 3.2.2. genauer eingegangen.

3.2.1.2. Fremdkorper-assoziierte Infektionen

In der immer édlter werdenden Gesellschaft nimmt der Einsatz von invasiven, medizinischen
Fremdkorpern wie Kathetern (intravaskulédr oder venos), Herzschrittmachern, Dialyse-Ports, Prothesen
und Harnkathetern stetig zu. Diese Fremdkorper konnen Ausgangspunkt schwerwiegender bakterieller
Infektionen in Form von Biofilmen am implantierten Material werden (DONLAN, 2001; HOGAN et
al., 2019). Grund hierfiir ist, dass es selbst unter idealen Bedingungen nahezu unmdoglich ist, sterile
Wunden zu generieren. So konnte zum Zeitpunkt des operativen Wundschlusses bei 90% der
urspriinglich ,,sauberen* Wunden S. aureus nachgewiesen werden (NELSON, 1979; OAKES, WOOD,
1986). Die Ubertragung kann hierbei durch kontaminiertes Material, den Patienten selbst oder durch das
Personal verursacht werden. Rund 45 % der NIs stehen in Zusammenhang mit kontaminierten
Fremdkorpern und medizinischen Geriten. Eine Vielzahl der Infektionen konnte verhindert werden,
wenn sich strikt an die Regeln und Protokolle der Infektionskontrolle gehalten werden wiirde
(SCHIERHOLZ, BEUTH, 2001). Besonders anfillig fiir bakterielle (S. aureus) Infektionen sind
Knorpel, Knochen, Implantatmaterial und traumatisiertes Gewebe, da die Bakterien sehr gut an
geschiadigtes Gewebe adhérieren konnen und es ihnen gleichzeitig wertvolle Niahrstoffe liefert

(GRISTINA, 1987).

In der Regel ist das Immunsystem des Wirtes dazu in der Lage, die eingedrungenen Bakterien zu
beseitigen, doch ein geschwichtes Immunsystem begiinstigt, ebenso wie traumatisierte
Gewebeoberflachen, Implantate oder sehr hohe Bakterienmengen im Inokulum (Pathogen-haltige
Substanz, iiber die die Infektion initiiert wird), die Bildung von Infektionen (SCHIERHOLZ, BEUTH,
2001).
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Hauptverursacher von Fremdkorper-assoziierten Infektionen sind die Gram-positiven Bakterien S.
aureus und S. epidermidis, wobei letzteres ein typischer Hautkommensale des Menschen ist, doch auch
Enterokokken, Streptokokken und die Gram-negativen Pathogene Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginose und Klebsiella pneumoniae werden héaufig als Verursacher dieser Infektionen identifiziert
(DONLAN, 2001; SCHIERHOLZ, BEUTH, 2001). Im Falle von S. aureus wird diese Art der Infektion
durch seine weitverbreitete Besiedlung des Menschen und durch seine Fihigkeit, Biofilme ausbilden zu

konnen, begiinstigt.

Eine Behandlung von Fremdkorper-assoziierten Infektionen ist in der Regel duBerst kompliziert,
zeitaufwendig, mit vielen Komplikationen verbunden und eine grof3e Belastung fiir den Patienten. So
erfolgt die Beseitigung von Biofilmen an Prothesen mit einer Kombination aus Antibiotikatherapie und
Débridement, also der Entfernung infizierten, geschidigten oder nekrotischen Gewebes. Da eine
vollstandige Beseitigung der Bakterien meist jedoch nicht méglich ist, erfolgt in vielen Fillen eine

vollstandige Entfernung des Implantates. (EL HAJ et al., 2017)

3.2.1.3. Systemische Infektionen

Systemische Infektionen gehoren zu den schwerwiegendsten Krankheitsbildern, die von S. aureus
verursacht werden konnen. Die Angaben zur Inzidenz schwanken hierbei in Abhingigkeit des Umfangs
der durchgefiihrten Studien, doch es konnte ein enger Zusammenhang der Inzidenzen mit der Qualitit
des Gesundheitssystems und der Kontrolle von Infektionsgeschehen durch die entsprechenden
Institutionen identifiziert werden. So konnte eine weltweite jdhrliche Inzidenz von 20-30 Fillen von S.
aureus-induzierten Blutstrominfektionen pro 100.000 Einwohner ermittelt werden. Isolierte
Gemeinschaften mit geringer medizinischer Versorgung wie die Aboriginies in Australien weisen
hingegen jdhrliche Inzidenzen von bis zu 172 Fillen pro 100.000 Einwohnern auf. Die beiden anderen
bedeutenden Blutstrominfektionen-verursachenden Pathogene Escherichia coli und Streptococcus
pneumoniae weisen durchschnittlich eine weltweite jahrliche Inzidenz von 35 bzw. 10 Fillen pro

100.000 Einwohner auf. (LAUPLAND et al., 2013)

Die Sterblichkeit innerhalb eines Jahres liegt bei S. aureus induzierten Blutstrominfektionen bei bis zu

30 % (HUGGAN et al., 2010).

Die Invasion des Bakteriums kann auf unterschiedlichsten Wegen stattfinden. So kann das Bakterium
unter anderem von auflen durch Schnitte in der Haut oder kontaminiertes medizinisches Material in den
Korper gelangen oder, ausgehend von manifestierten eitrigen Abszessen und Entziindungen des
Gewebes, iiber das Blut- und Lymphsystem weiter im Korper verbreitet werden und so zur Bildung

neuer Abszesse fithren (LOWY, 1998).
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Cheng und Kollegen (CHENG et al., 2011) gelang es, mit Hilfe eines murinen in vivo Modells, ein auf
den Menschen iibertragbares Modell fiir die Entstehung bakterieller Abszesse im Rahmen systemischer
Infektionen zu entwickeln (Vergleich Abbildung 5). Die Ubertragbarkeit auf den Menschen konnte
durch Ubereinstimmungen in den Infektionsbildern und bereits bekannte charakteristische Abliufe im

Menschen bestitigt werden (CHENG et al., 2009; POLLITT et al., 2018).
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Abbildung 5: Ablauf der bakteriellen Abszessbildung an der Niere im Rahmen systemischer Infektionen

Das Bakterium liegt nach intravendser Injektion extrazelluldr oder nach Phagozytose in Neutrophilen vor

(Stage I). Die Ansiedlung im peripheren Gewebe verursacht eine Entziindungsreaktion, die Immunzellen

zum Entziindungsort rekrutiert (Stage II). Innerhalb von 4 Tagen bildet sich in der Mitte der Lésion ein

Abszess, der durch eine fibrinhaltige Pseudokapsel (rosa) vor den umgebenden Immunzellen geschiitzt ist

(Stage III). Durch eine Ruptur des Abszesses kommt es zur Freisetzung von Bakterien, die an anderer Stelle

neue Lisionen hervorrufen kdnnen (Stage IV). Beteiligte Gene sind in oranger Schrift der jeweiligen Stufe

zugeordnet.

Quelle: CHENG et al., 2011
Die Abszessbildung findet nach Eindringen des Bakteriums in die Blutbahn in vier Stufen in Nieren,
Leber, Milz und Lunge statt. Das Bakterium wird von Immunzellen phagozytiert und {iiberlebt
intrazellulir (eine Uberlebensstrategie von S. aureus, auf die in Kapitel 3.2.2. niher eingegangen wird)
oder zirkuliert extrazelluldr (Stufe 1) im Gefél3system, bevor es sich in peripheres Gewebe absiedelt und
dabei eine Entziindungsreaktion hervorruft. Die Entziindung initiiert eine Rekrutierung von
Neutrophilen und Phagozyten (Stufe 2) sowie die Abkapselung des umgebenden gesunden Gewebes
durch Fibrineinlagerungen des Wirts. Das sich replizierende Bakterium verursacht eine massive Lision
im Gewebe, indem es Wirtszellen lysiert, um an Néhrstoffe zu gelangen. Innerhalb von vier Tagen
entwickelt sich im Zentrum der Lision ein isolierter Abszess (SAC — staphylococcal abscess
community), der durch eine fibrinhaltige Pseudokapsel vor den umgebenden Immunzellen geschiitzt ist
(Stufe 3). Durch die zunehmende Zahl Immunzellen und eine Uberreaktion des Immunsystems wird das
umgebende, gesunde Gewebe zunehmend nekrotisch, die Abszesse rupturieren und, ausgehend von der

Lision, verbreiten sich die Bakterien weiter im Organismus. (CHENG et al., 2011; CHENG et al., 2009;
CHENG et al., 2010; LOWY, 1998)
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Neben der Ausbildung von Metastasen im urspriinglich befallenen Organ kénnen so auch Endokarditis,

Osteomyelitis oder septische Arthritis ausgelost werden (MORRIS, RUSSELL, 2016).

3.2.2. Erfolgsstrategien

Das Bakterium S. aureus hat ein breites Repertoire an Strategien entwickelt, um seine
Uberlebenschancen auBerhalb des Wirtes und im Wirt zu steigern. So ist das Bakterium dazu in der
Lage, fiir mehrere Tage bis Wochen auf unbelebter Materie anzuheften und zu {iberleben (z.B. auf

Tirgriffen oder medizinischen Geriten) (KRAMER et al., 2006).

Auch im Wirt kann das Bakterium nach der Phagozytose durch Makrophagen bis zu vier Tage
iberleben. Zwar wird zu Beginn der Infektion ein GroBteil der Bakterienpopulation durch die Wirts-
Immunantwort beseitigt, doch ein Teil der Population kann ohne nennenswerten Viabilitdtsverlust im
Phagolysosom {iiberleben, bevor die Bakterienzellen ins Zytoplasma entkommen und sich weiter
vermehren (FOSTER, 2005; KUBICA et al., 2008). Zur Nihrstoffgewinnung zerstort S. aureus
anschliefend wihrend der stationdren Wachstumsphase Wirtsgewebe mit Hilfe von Lipasen, Proteasen

und Hyaluronidasen (GORDON, LOWY, 2008; TAM, TORRES, 2019).

Eine weitere Methode, das Uberleben zu sichern, ist die Vielzahl an Virulenzfaktoren, die S. aureus
exprimieret. Die zu den Virulenzfaktoren zdhlenden Adhésionsfaktoren werden in kovalent in der
Zellwand verankerte CWA (cell wall-anchored) Proteine wie beispielsweise die Clumpingfaktoren A
und B oder das Protein Spa (Staphylococcal protein A) (BIEN et al., 2011) und sekretierte SERAMs
(secretable expanded repertoire adhesive molecules) wie das extrazellulire Adhidrenzprotein Eap
unterteilt (CHAVAKIS et al., 2005). Wihrend des exponentiellen Wachstums werden vornehmlich
Zellwand-gebundene Virulenzfaktoren exprimiert, sekretierte Virulenzfaktoren werden insbesondere in
der stationdren Wachstumsphase exprimiert (BRELLE et al., 2015). Neben den Adhésionsfaktoren
verfiigt S. aureus zudem {iiber eine Vielzahl Exoproteine wie beispielsweise Invasine (Kinasen,
Proteasen, u. A.) und Toxine (Hdmolysine, Exotoxine, u. A.), die einen Aufschluss des Wirtsgewebes
zur Nihrstofffreisetzung ermoglichen, aber auch immunmodulierende Faktoren wie das IgG-
Bindeprotein oder Koagulase, die im Zusammenspiel mit immunmodulierenden Toxinen die
Immunantwort des Wirtes umgehen konnen (ZECCONI, SCALLI, 2013). Das Repertoire an exprimierten
Virulenzfaktoren kann sich dabei zwischen verschiedenen Isolaten markant voneinander unterscheiden.
Mit Hilfe seiner Virulenzfaktoren kann S. aureus die Immunantwort des Wirtes auf verschiedene
Weisen umgehen, indem es nach Adhédrenz an die Wirtszellen beispielsweise die Immunantwort
manipuliert, Biofilme ausbildet oder interzelluldre Verkniipfungen und ganze Wirtszellen degradiert

(FOSTER, 2005; FOSTER, HOOK, 1998; GRUMANN et al., 2014).
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Einige Virulenzfaktoren ermoglichen es S. aureus zudem in Wirtszellen zu internalisieren. Vermittelt
wird dieser Prozess durch Adhésine (Fibronektin Bindeproteine FnBPA und B), Invasine (Lipasen und
Proteasen) und immunmodulierende Faktoren (Koagulase). Durch die Ausbildung von
Fibronektinbriicken vermitteln FnBPs die Adhédsion an Wirtszellen und stimulieren die
Aktinpolymerisierung, die zu einem Umbau des Zytoskeletts der Wirtszelle fiihrt (DZIEWANOWSKA
et al., 2000; PIROTH et al., 2008; QUE et al., 2005). So wird das Bakterium in die Wirtszelle
aufgenommen. In der Wirtszelle ist das Bakterium vor Antibiotikastress und der Immunantwort des

Wirtes geschiitzt (CHIFIRIUC et al., 2008; LOWY, 1998).

Einen weiteren Mechanismus zur Vermeidung von Antibiotika- und Immunantwort-induziertem
Stress stellt die Ausbildung von Biofilmen dar. Bis zu 80 % der Bakterieninfektionen im Menschen
stehen in Zusammenhang mit Biofilm-bildenden Organismen wie S. aureus (ROMLING,
BALSALOBRE, 2012). Biofilme sind Zellgemeinschaften, die in eine exopolymere Matrix
eingebettet sind und an belebter und unbelebter Oberfliche anheften konnen (PAHARIK,
HORSWILL, 2016). Bei S. aureus setzt sich die Matrix aus extrazellulirer DNA (eDNA) lysierter
Bakterienzellen (regulierte Autolyse), sowie PIA (polysaccharide intercellular adhesin) und/oder
proteindsen Adhisinen (Zellwand-gebunden oder sekretiert) zusammen (MACK et al.,, 1996;
MONTANARO et al., 2011; MOORMEIER, BAYLES, 2017; SPEZIALE et al., 2014). Die Bildung
von Biofilmen verlduft bei diesem Bakterium in einem fiinfstufigen Prozess, der Abbildung 6

entnommen werden kann.

Time

' v
A B C D E

Attachment Multiplication Exodus Maturation Dispersal
Biofilm Matrix: Protein-meditated Proteins and eDNA eDNA degradation eDNA, proteins, PSMs eDNA, proteins, PSMs
Determinants: Abiotic surface: AtlA, delta-toxin, Agr independent, Two microcolony types Agr-mediated
teichoic acids Sae-regulated associated with cid and proteases, PSM
Biotic surface: MSCRAMMs nuclease degradation Irg expression production

Abbildung 6: Biofilmbildung von S. aureus
Nach Anheftung des Bakteriums an die Oberfliche (A) wird ein frither Biofilm ausgebildet und die
extrazelluldre Matrix aufgebaut (B). Durch kontrollierte Zellfreisetzung (C) kommt es zu einer
Reorganisation des frithen Biofilms. Diese unterstiitzt die Nahrstoffversorgung der Zellen wihrend der
Hauptaufbauphase des Biofilms (D). Vermittelt durch das agr-Quorum Sensingsystem erfolgt die
Freisetzung von Zellen aus dem Biofilm (E), um anderenorts neue Biofilme zu bilden.
Quelle: MOORMEIER, BAYLES, 2017
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Abhingig von der Beschaffenheit der Oberflidche vermitteln Zellwand-verankerte Proteine (biotische
Oberflidchen) oder elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen (abiotische Oberflichen) die
Adhision des Bakteriums (Attachment, Stufe I). Nach erfolgreicher Adhésion teilen sich die Zellen und
die extrazelluldre Matrix wird aufgebaut, um die Zellen vor duBeren Einwirkungen zu schiitzen. Durch
PIA, Adhesine und eDNA werden Zell-Zell Verbindungen stabilisiert (Multiplication, Stufe II).
Wihrend der Exodus-Phase (Stufe III) werden kontrolliert Zellen aus dem frithen Biofilm freigesetzt.
Durch die Degradation der eDNA kommt es zu Rekonstruktion des Biofilms und der Ausbildung von
Mikrokolonien. Diese Stufe ist unerlisslich fiir die nachfolgende Expansion des Biofilmes (Maturation,
Stufe IV). Sie gewihrleistet die Nahrstoffversorgung und Schadstoffentsorgung auch in tieferen
Biofilmschichten, sodass sich die Zellen ungestort teilen und der Biofilm weiter expandieren kann.
Zudem fordert die Verschiedenheit der Mikrokolonien in Bezug auf Wachstum und Genexpression die
Anpassung an verschiedenste Stressbedingungen. In der letzten Stufe (Dispersal, Stufe V) erfolgt
schlieBlich die Freisetzung von Zellen aus dem Biofilm. Dieser Schritt wird vor allem durch das
tibergeordnete agr-Quorum Sensing Regulationssystem in S. aureus vermittelt. Die Regulation der
Biofilmbildung selbst unterliegt einer Vielzahl verschiedenster Umweltbedingungen (z.B.
Glukosegehalt, Temperatur und Osmolaritit) und den Regulatorsystemen vermittelt durch die Gene
agr/sarA sowie sigB. Das Zusammenwirken der verschiedenen Regulatorsysteme beeinflusst in PIA-
abhiingigen Biofilmen die Transkription des icaADBC Gencluster (codier fiir PIA), sowie die
Transkription von Oberflichenadhesinen wie Bap, SasG und den Fibronektin Bindeproteinen FnBPA
und FnBPB, bedeutenden Bestandteil PIA-unabhingiger proteindser Biofilme. (ARCHER et al., 2011;
BOLES et al., 2010)

Auch die Freisetzung von extrazelluldrer DNA (eDNA) wird durch die globalen Regulationssysteme
gesteuert (MOORMEIER, BAYLES, 2017).

Eine weitere nicht zu vernachlidssigende Erfolgsstrategie von S. aureus ist die effiziente Entwicklung
und Akkumulation von Resistenzmechanismen. Abbildung 7 fasst die zeitliche Entwicklung der

Resistenzentwicklung in S. aureus anschaulich zusammen.
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Staphylococcus aureus Drug Resistance and Epidemics
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Abbildung 7: Resistenzentwicklung von S. aureus (SA) und globale Ausbruchsgeschehen
PRSA (Penicillin-resistente SA), MRSA (Methicillin-resistente SA), VISA (Vancomycin-intermediate SA),
CA-MRSA (community acquired MRSA) und VRSA (Vancomycin-resistente SA) entwickelten sich stets
wenige Jahr nach Einfiihrung der entsprechenden neuen Antibiotika.
Quelle: MCGUINNESS et al., 2017

Bereits wenige Jahre nach der Einfithrung von Penicillin als Antibiotikum zur Behandlung von S. aureus
Infektionen traten erste Fille von Resistenzen (PRSA) auf, die in einer PRSA-Pandemie in den 1950er
und 1960er Jahren gipfelte (PLOUGH, 1945). Der Resistenzmechanismus beruht hierbei auf dem Gen
blaZ, welches fiir eine B-Laktamase codiert, die den B-Laktamring von Penicillin hydrolysiert und damit
inaktiviert (OLSEN et al., 2006). Als Antwort auf diese Entwicklung wurde 1959 das Penicillinase-feste
B-Laktam-Antibiotikum Methicillin eingefiihrt. Doch nach nur zwei Jahren Einsatz wurden erste
Methicillin-resistente S. aureus-Isolate (MRSA) nachgewiesen. Vermittelt wird die Methicillin-
Resistenz in S. aureus durch ein mobiles genetisches Element (SCCmec), welches das Gen mecA bzw.
mecC enthilt. Beide Gene codieren fiir Proteine, die eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber
Methicillin und anderen B-Laktam-Antibiotika aufweisen. Das durch mecA/mecC exprimierte
Penicillin-Bindeprotein 2a (PBP2a) unterscheidet sich in seiner Konformation von herkommlichen
Penicillin-Bindeproteinen; -Laktam-Antibiotika konnen nur in deutlich abgeschwichter Form an der
active site des Proteins binden, sodass bei den im Patienten erreichbaren Wirkspiegeln immer noch eine
ausreichende Peptidoglykan-Quervernetzung durch Transpeptidation moglich ist. (KIM et al., 2014)
Mittels horizontalem Gentransfer und Aufnahme in das Chromosom wird dieses mobile genetische
Element weiter verbreitet (HAVAEI et al., 2015; XIA et al., 2013). Aufgrund der besorgniserregenden
Zunahme der MRSA-Fille in den 1980er und 1990er Jahren wurde vermehrt das Reserveantibiotikum
Vancomycin eingesetzt. Doch auch gegen das Glykopeptid-Antibiotikum entwickelte S. aureus nach
kurzer Zeit Resistenzmechanismen. So wird die Resistenz (MIC > 16 pg/ml) in diesem Fall durch das
VanR-VanS-Zweikomponentensystem (Teil des vanA Operons) vermittelt, welches durch Konjugation
des Plasmides pAMS830 aus Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) auch in S. aureus vorhanden

ist (HONG et al., 2008; MCGUINNESS et al., 2017).
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Der membranassoziierte Vancomycin-Sensor vanS reguliert die Phosphorylierung von vanR, dem
transkriptionellen Aktivator des vanA Operons. In Anwesenheit von Vancomycin wird iiber das
Zweikomponentensystem die Transkription von vanH, vanA und vanX stimuliert, die eine
Konformationsidnderung des Bindemotivs fiir Vancomycin verursachen und so die Resistenz vermitteln
(DEZFULIAN et al., 2012; MANDAL et al., 2015). Im Gegensatz dazu weisen Vancomycin-
empfindliche Isolate (MIC <2 ug/ml fiir den Hauptteil der Zellen und MIC > 4 pg/ml fiir eine kleine
Subpopulation) das Zweikomponentensystem nicht auf. In ihnen wird die intermediédre Resistenz
beispielsweise durch eine Verdickung der Zellwand, Anderungen in den Wachstumscharakteristika,
verminderte Quervernetzung von Peptidoglykan und enzymatische Verdnderungen der
Zellwandwiederverwertung hervorgerufen. Ursidchlich fiir diese Verinderungen ist eine Reihe von
Punktmutationen in verschiedensten Genen, die sich in den entsprechenden Isolaten akkumulieren

konnen (MCGUINNESS et al., 2017).

3.2.3. Etablierte Behandlungsschemata

Fiir die effiziente Behandlung von S. aureus Infektionen ist eine Resistenztestung heutzutage
unerldsslich, um den nicht-indizierten Einsatz von Reserveantibiotika und die Entwicklung weiterer
Resistenzen bestmoglich zu reduzieren. Die Sensibilitétstestung erfolgt nach streng standardisierten
Verfahren (SOPs) mittels Platten-Diffusionstest nach EUCAST, die zu Rate gezogenen Vergleichswerte

fiir potenzielle Therapie(miss)erfolge stammen aus vergangenen Behandlungen.

Die Behandlung Penicillinase-positiver Isolate erfolgt mit dem ,,Staphylokokken-Penicillin®
Flucloxacillin. Isolate, die gegen Methicillin (und damit gegen alle B-Laktamantibiotika) resistent sind,
erfordern eine besondere Behandlung. So hat sich zur Behandlung von MRSA Infektionen das
Glykopeptid-Antibiotikum Vancomycin als duBerst effektiv erwiesen (SORRELL et al., 1982). Die
Behandlung verursacht jedoch, abhéngig von Dosierung, Behandlungsdauer und Begleiterkrankungen,
in 5 — 35 % der Behandlungen schwere Nierenschidigungen (ELYASI et al., 2012) und auch gegen
Vancomycin haben sich seit Beginn des vermehrten Einsatzes in Krankenhdusern verschiedene
Resistenzmechanismen entwickelt (HIDAYAT et al., 2006; LIU et al., 2011). Als Alternativen in der
MRSA-Behandlung kommen Oxazolidinone wie Linezolid oder Lipopeptide wie Daptomycin zum
Einsatz, doch auch hier konnen schwerwiegende Nebenwirkungen auftreten. Zudem existieren auch hier
bereits erste Linezolid- oder Daptomycin-unempfindliche S. aureus Isolate im Krankenhausumfeld
(AZHAR et al., 2017; SHARIATI et al., 2020). In Anbetracht der zunehmend schneller werdenden

Resistenzentwicklung ist die Entwicklung neuer Therapieoptionen daher unerlésslich.

3.3. Neue Therapieansitze fiir S. aureus-induzierte Infektionen
Finanzielle Anreize durch Férderprogramme und ein leichtfertiger Umgang mit Antibiotika fithrten zu
Beginn der Antibiotikaforschung zu einem unbedachten und verschwenderischen Einsatz von

Antibiotika, ohne die Sinnhaftigkeit des Einsatzes zu hinterfragen.
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Dieses Verhalten zog eine rasante Entwicklung von Resistenzen gegen erst wenige Jahre zuvor
entwickelte Substanzen nach sich (PODOLSKY, 2015). Da sich die Antibiotikaforschung auf Grund
der schnellen Entwicklung von Resistenzmechanismen als sehr schwierig und wenig rentabel erwies,
stellten grofe Pharmakonzerne die Forschung an neuen Wirkstoffen in den 1980er Jahren weitestgehend
ein. Erschwerend hinzu kommen die langen Entwicklungs- und Forschungszeitrdume im pri-klinischen
Abschnitt und der geringe Austausch von Wissen (insbesondere von ,,negativen* Ergebnissen) auf
globaler Ebene. Dies verlangsamt die internationale Bekdmpfung von resistenten Isolaten und die
Entwicklung neuer Wirkstoffe enorm. Um dieser Entwicklung entgegenzuwirken, verdffentlichte die
WHO 2020 einen globalen Bericht zur derzeitigen pri-klinischen Antibiotikaforschung (Vergleich
Abbildung 8).
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314 institutions (81% small and medium-sized enterprises)
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and ~20% old inhibitors drugs pathogens pathogen * Targeting against select
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Abbildung 8: Substanzklassen und Targets in der derzeitigen globalen Antibiotikaforschung
Die pri-klinische Antibiotikaforschung fokussiert sich insbesondere auf kleine Molekiile, die direkt mit
der bakteriellen Zielstruktur (Target) interagieren. Bei dem Grofiteil der Targets handelt es sich um neue
Angriffspunkte.
Quelle: THEURETZBACHER et al., 2020
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Derzeitige Antibiotikaklassen zielen vor allem auf Zellwand/-membran, DNA/RNA und die
Proteinbiosynthese des Bakteriums ab (CARDOSO et al., 2021). Diese Zielstrukturen (Targets) stehen
am Ende der metabolischen Abldufe (Anabolismus) von S. aureus oder greifen direkt komplexe
proteindse Strukturen wie Virulenzfaktoren oder Zellwandbestandteile an. Mogliche Targets aus dem
Bereich des Katabolismus finden hingegen bislang nur wenig Beachtung, obwohl sie in einer viel
fritheren Stufe des Metabolismus Angriffspunkte darstellen und somit einen direkten Eingriff in die
Lebensweise des Bakteriums erlauben wiirden (Vergleich Abbildung 9). Kompensationsreaktionen des
Bakteriums beim Ausfall nur eines Virulenzfaktors konnten so vermieden werden. Bisher finden
Abliufe des bakteriellen Zentralmetabolismus (Glykolyse/Glukoneogenese, Citratzyklus und Pentose-
Phosphat-Weg) kaum Beachtung in der Entwicklung neuer Wirkstoffe. Ein Grund hierfiir ist die
moglicherweise fehlende Selektivitiit entsprechneder neuer Substanzen, da metabolische Enzyme hoch

konserviert im Menschen und Bakterium zu finden sind (MURIMA et al., 2014).

Etablierte antimikrobielle Substanzen wie Trimethoprim (hemmt die bakterielle Dihydrofolat-
Reduktase, die an der Herstellung von Thymidin und Purinen beteiligt ist), Prontosil (hemmt die
Biosynthese von Folsdure) und Bedaquilin (hemmt in Mykobakterien die ATP-Synthase) beweisen
jedoch, dass auch im bakteriellen Metabolismus vielversprechende Targets verfiigbar sind (MURIMA
et al., 2014).

Mode of action of antibiotics

Cell wall synthesis Cell membrane Folate synthesis
inhibitors synthesis disruptors - — inhibitors
B-lactams Lipopeptides Sulfonamides
Glycopeptides
FasiBmyen Protein synthesis
Bacitracin DNA
Alafosfalin y, - HHE (30S and 50S

A inhibitors)
DNA gyrase inhibitors I THE Tetracyclines
Quinolones mRNAI»‘uu 305 u% Aminoglycosides
Coumermycin antibiotics Ribosome Macrolides

Lincosamides
Inhibition of DNA-dependent Amphenicols
RNA polymerase RNA synthesis inhibitors Pleuromutilins
Rifampicin Ansamycines Oxazolidinones
. »

Abbildung 9: Angriffspunkte handelsiiblicher Antibiotika
Antibiotika (grau) wirken vornehmlich auf Zellwand/-membran, RNA/DNA und Proteinsynthese.
Quelle: SANSEVERINO et al., 2018
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3.3.1. Das Pathogen — neue Angriffspunkte fiir Wirkstoffe

3.3.1.1. Metabolismus

Wihrend des exponentiellen Wachstums synthetisiert S. aureus vornehmlich Adhédsine und
zellwandgebundene Virulenzfaktoren, die ein Anhaften an den Wirt ermoglichen. In der stationéren
Wachstumsphase werden hingegen bevorzugt Toxine, Lipasen, Proteasen und Invasine synthetisiert, um
Wirtszellen aufzuschlieBen und somit neue Nahrungsquellen zu erschlieBen (FOSTER et al., 1990).
Dem Bakterium S. aureus dienen in erster Linie Kohlenstoffe als Hauptnahrungsquelle. Diese konnen
co-metabolisiert werden (parallele Verstoffwechslung eines Wachstumssubstrates und von Substraten,
die keinen Energiegewinn oder verwertbare Stoffwechselprodukte liefern; meist durch unspezifische
Enzyme verursacht (DALTON et al., 1982)), doch meist nutzt das Bakterium seine bevorzugten
Kohlenstoffquellen (insbesondere Glukose, aber auch Fruktose, Saccharose, Maltose und Manitol), die
leicht verwertbar sind und ein schnelles Wachstum erlauben. Abhingig von Stressbedingungen,
Nahrstoffsituation und Bakteriendichte konnen insbesondere im ,,Habitat Mensch* auch Aminosduren
oder Fettsiuren verstoffwechselt werden. Abbildung 10 gibt einen Uberblick iiber den Glukose-

Metabolismus in Mikroorganismen wie S. aureus.
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Abbildung 10: Vereinfachter Zentralstoffwechsel in Mikroorganismen
Quelle: MINIC, 2015
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Beim Vorhandensein mehrerer Nahrstoffquellen wird durch die Kohlenstoff-Katabolitenrepression
(CCR - Carbon catabolite repression) die Verstoffwechselung der bevorzugten Kohlenstoffquelle in S.
aureus gefordert, wihrend andere Stoffwechselwege unterdriickt werden (DEUTSCHER, 2008). Auf
diese Weise wird unter méglichst geringem Energieaufwand die bestmogliche Kohlenstoffquelle iiber
einen aktiven Weg verstoffwechselt (GORKE, STULKE, 2008). Erreicht wird dies durch die Repression
von Genen und Operons, deren Produkte in den Metabolismus alternativer Nihrstoffquellen involviert

sind.

Das Kataboliten-Kontrollprotein A (CcpA - Catabolite controle protein A) reguliert in S. aureus eine
Vielzahl von Genen, indem es an cre-Sequenzen (catabolite-responsive elements) bindet und die
Transkription inhibiert oder induziert. Eines der regulierten Gene/Transkripte ist RNAIII, eine
regulatorische RNA, welche das Effektormolekiil des agr Lokus darstellt (SEIDL et al., 2009). Zudem
vermittelt CcpA die CCR in Gram-positiven Bakterien wie S. aureus (SOMERVILLE, PROCTOR,
2009). Bei Vorhandensein von Glukose werden einzelne Gene der Glykolyse stark hochreguliert,
wihrend Gene des Citratzyklus, die an der Metabolisierung sekundirer Nihrstoffe wie Acetat beteiligt
sind, reprimiert werden (LORCA et al., 2005). Seidl und Kollegen identifizierten die Gene #pi (codiert
fiir die Triosephosphatisomerase, die an der Umwandlung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) zu
Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) beteiligt ist), pgk (codiert die Phosphoglyceratkinase) und
alsS/alsD (codieren die Acetolacetat-Synthase und —Decarboxylase, die an der Acetoin-Bildung
beteiligt sind) in S. aureus als Zielgene fiir eine positive Regulation durch CcpA in Anwesenheit von

Glukose (SEIDL et al., 2009) (Vergleich Abbildung 11).
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Abbildung 11: Einfluss von CcpA und Glukose auf die Regulierung von Genen der Glykolyse, der Glukoneogenese
und des Citratzyklus in S. aureus
Rot marikierte Gene werden Glukose-abhéngig durch CcpA reguliert. Eine positive Regulation erfolgt
insbesondere bei Genen, die an der Glykolyse beteiligt sind, wihrend Gene des Citratzyklus reprimiert
werden.
Quelle: SEIDL, 2009

Erst nach Verbrauch der bevorzugten Kohlenstoffquelle wird die Repression des Citratzyklus und die
Verstoffwechselung anderer Néhrstoffquellen aufgehoben. Da CcpA auch die Transkription des ica-
Operons positiv reguliert (PIA-Synthese), hat es zudem Einfluss auf die Biofilmbildung von S. aureus.
So konnte in der Vergangenheit bereits gezeigt werden, dass eine Deletion von ccpA zu einer reduzierten
Biofilmlast in diabetischen Mé&usen und zu einer verringerten Infektiositit in einem murinen

Abszessmodell fiithrt (BISCHOFF et al., 2017).
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In den Bakterien Streptocpccus pyogenes und Bacillus megaterium konnte gezeigt werden, dass die
dafiir notige Bindung von CcpA an die cre-Sequenzen der entsprechenden Gene durch die
Komplexbildung mit dem Histidine-containing Protein (HPr; codiert von ptsH) enorm gesteigert wird
(DEUTSCHER, SAIER, 1983; SCHUMACHER et al., 2004). Die Bindungsaffinitit von CcpA allein
ist in S. aureus schwach (LEIBA et al., 2012), Untersuchungen durch Li und Kollegen aus dem Jahr
2010 lassen jedoch auch in S. aureus eine Steigerung der Bindungsaffinitit von CcpA durch

Komplexbildung mit HPr vermuten (LI et al., 2010).

Neben der Steigerung der Bindungsaffinitidt von CcpA an cre-Sequenzen ist HPr als Phosphattriger-
Protein eines der Schliisselelemente des Phosphotransferase Systems (PTS). Das PTS dient der
Aufnahme von Zuckeralkoholen wie Mannitol und Glucitol sowie der Aufnahme von Hexosen (z.B.
Fruktose, Glukose und Mannose) in die Zelle indem es diese phosphoryliert (DEUTSCHER et al.,
1995). Die importierte Menge Glukose bestimmt dabei die intrazellulire Menge Fruktose-1,6-
biphosphat. Dieses wiederum vermittelt die Phosphorylierung von HPr an Ser-46 und damit die
Komplexbildung mit CcpA und die CCR (DEUTSCHER, SAIER, 1983). Auf diese Weise ist HPr
vermutlich auch an der Bildung PIA-abhingiger Biofilme beteiligt, da diese nur bei Vorhandensein von
Glukose und der Aktivierung des ica-Operons gebildet werden konnen (SEIDL et al., 2008b).
Abbildung 12 fasst die Rolle von HPr in PTS und CCR zusammen.
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Abbildung 12: Zusammenspiel von Phosphotransferase-System (PTS), Glykolyse und Kohlenstoff-
Katabolitenrepression (CCR) in S. aureus, vermittelt durch HPr
Erstellt nach (DEUTSCHER et al., 2014; DEUTSCHER et al., 2006; FLEMING et al., 2015)
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Obwohl HPr in zwei essenzielle Metabolismusfunktionen involviert ist, wurde in bisherigen
Untersuchungen stets nur CcpA beriicksichtigt (BISCHOFF et al., 2017; SEIDL et al., 2008a; SEIDL et
al., 2008b). Publikation A (Anhang, (PATZOLD et al., 2021a)) befasst sich daher mit der Untersuchung
der Rolle von HPr des Organismus S. aureus in Hinblick auf Metabolismus, Wachstum, Biofilmbildung
und Infektiositit. Eine Verminderung der Biofilmbildung und der Infektiositit von Deletionsmutanten
in vivo wiirden HPr als potenzielles Antibiotika-Zielmolekiil fiir weiterfithrende Untersuchungen

attraktiv machen.

3.3.1.2. Proteinphosphorylierung

Die (De-)Phosphorylierung von Proteinen ist ein reversibler Prozess, der von zwei entgegenwirkenden
Enzymen (Kinase und Phosphatase) vermittelt wird. Sie stellt einen essenziellen Mechanismus in der
Regulation molekularer Prozesse als Antwort auf intra- und extrazelluldre Reize dar (FISCHER,
KREBS, 1989; SOULAT et al., 2002), wobei insbesondere Adenosintriphosphat (ATP) als
Phosphatdonor fungiert (GRANGEASSE et al., 2007).

In Eukaryoten findet die Phosphorylierung vornehmlich an Tyrosin-, aber auch an Serin-, Threonin- und
Argininresten statt (FUHRMANN et al., 2013; HUNTER, 1995; PEREIRA et al., 2011). In einer
Vielzahl von Bakterien (Gram-positiv und -negativ) konnte ebenfalls die Proteinphosphorylierung (vor
allem an Tyrosin) nachgewiesen werden (COZZONE, 1993). Insbesondere in der Kompensation von
Stressbedingungen, verursacht z. B. durch oxidativen Stress oder die Wirtsimmunantwort, sowie der
Vermittlung von Virulenz und Zellwandproduktion, spielt die Protein-(de-)phosphorylierung eine
entscheidende Rolle (BRELLE et al.,, 2015; MUKHERIJEE et al., 2009). So konnten
Tyrosinphosphatasen in den Gram-positiven Humanpathogenen Mycobacterium tuberculosis, Listeria
spp. und Streptococcus pneumoniae, aber auch in nicht-pathogenen Bakterien der
Lebensmittelproduktion (Lactococcus lactis) identifiziert werden (BECHET et al.,, 2009;
GRANGEASSE et al, 2007). In den Gram-positiven Humanpathogenen ist die
Tyrosinphosphorylierung vor allem an der Vermittlung der Pathogenitit involviert (Exopolysaccharid-
Transport und Vermittlung von Adhérenz und Resistenz, Zellwandzusammensetzung, Manipulation der
Wirtsimmunantwort) (BENDER, YOTHER, 2001; MORONA et al., 2000; NIR-PAZ et al., 2012). Fiir
Gram-negative Bakterien wie Escherichia coli, Heliobacter pylori und Yersinia spp. konnte ebenfalls
ein Zusammenhang von Tyrosinphosphatasen und Pathogenitit (Manipulation der Wirtsimmunantwort,
Zellwandmodifikationen u. A.) festgestellt werden (GUAN, DIXON, 1990; PELEG et al., 2005;
SELBACH et al., 2003; YUAN et al., 2005).

Im Bakterium S. aureus wurden neben den nur in Gram-positiven Bakterien zu findenden CapC-
Phosphatasen aus der Familie der Polymerase- und Histidinolphosphatasen auf Grundlage
vergleichender Aminoséduresequenz-Analysen zwei weitere Phosphatasen identifiziert. Wegen ihres
geringen Molekulargewichtes wurden sie den Low Molecular Weight (LMW-) Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTP) zugeordnet und PtpA und PtpB benannt (SOULAT et al., 2002; VEGA etal., 2011).
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Inzwischen konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei PtpB nicht um eine Tyrosin- sondern um eine
Arginin-Phosphatase handelt (JUNKER et al., 2018). Die Protein-Phosphatasen (PP) PtpA und PtpB in
S. aureus gehoren nicht zum gleichen Operon (MUKHERIJEE et al., 2009; SOULAT et al., 2002),
weisen aber einen dhnlichen strukturellen Aufbau und Sequenz-Motive auf (DAVIS et al., 1994;
SOULAT et al., 2002; SU et al., 1994). Die Phosphatbindestellen von PtpA und PtpB unterscheiden
sich hingegen deutlich. Ausschlaggebend fiir die Bindung eines Substrates (bzw. dessen
Phosphatgruppe) ist die P-Schleife des katalytischen Zentrums mit dem Bindemotiv CXXXX5XR.
Wihrend PtpA an Position 5 (PX5) dieses Motives ein Isoleucin (Ile) aufweist, liegt bei PtpB ein
Threonin (Thr) vor (ELHAWY et al., 2021a). Dass diese unterschiedlichen Aminosduren maB3geblich
die Substratselektivitit des Enzyms beeinflussen, ist bereits fiir die LMW-Phosphatase YWIE in Bacillus
subtilis bekannt (FUHRMANN et al., 2013).

In vitro konnte gezeigt werden, dass eine Deletion der PPs in Vollmedium keinen Einfluss auf das
Wachstum, den Zellwandmetabolismus oder die Permeabilitit von S. aureus aufweisen (VEGA et al.,
2011). Im Gegensatz dazu hat eine Deletion der Arginin-Phosphatase PtpB jedoch einen signifikanten
Einfluss auf die Adaptation von S. aureus an eine Néhrstofflimitation. PtpB-Deletionsmutanten zeigten
im Zellkultur-Medium RPMI-1640 (enthilt keine Proteine, Lipide oder Wachstumsfaktoren und
verursacht dadurch eine Nihrstofflimitierung) ein deutlich verlangsamtes Wachstum im Vergleich zu
Wildtyp Bakterien (JUNKER et al., 2019). Fiir PtpA konnte zudem nachgewiesen werden, dass es trotz
fehlender N-terminaler Export-Signalsequenz in relevantem Mafe in das Medium sekretiert wird
(BRELLE et al., 2015), fiir PtpB konnte ein solcher Nachweis bisher nicht erbracht werden. Die genaue
Funktion der beiden LMW-PPs von S. aureus war ungeklért, auf Grund der Befunde aus anderen
pathogenen Bakterien lag jedoch die Vermutung nahe, dass beide Phosphatasen ebenfalls fiir die
Infektiositdt von S. aureus von Bedeutung sein kénnten. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Rolle von PtpA (Publikation B, Anhang, (GANNOUN-ZAKI et al., 2018)) und PtpB (Publikation C,
Anhang, (ELHAWY et al., 2021a)) in Bezug auf Virulenz und Stressadaptation untersucht, um zu
evaluieren, ob die LMW-PTP Inhibitoren, die zur Behandlung von Krankheiten wie Krebs, Diabetes
und bakteriellen Infektionen bereits in der Entwicklung sind, sich ebenfalls dazu eignen konnten, als

Therapeutikum gegen S. aureus Infektionen eingesetzt zu werden.

3.3.2. Neue Wirkstoffe und Wirkstoffoptimierung

Der uniiberlegte und oft unbegriindete Einsatz von Antibiotika verursachte in den letzten Jahrzehnten
eine rasante Zunahme von Multiresistenzen in Pathogenen wie Enterococcus faecium, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter-Spezies,
die als ESKAPE Organismen zusammengefasst wurden und eine besondere Herausforderung fiir das
Gesundheitswesen darstellen (RICE, 2008; ZHEN et al., 2019), da diese Organismen (wenn iiberhaupt)

nur noch mit Reserveantibiotika erfolgreich therapiert werden kénnen.
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Bei multiresistenten Varianten der Spezies S. aureus erschweren zudem Vermeidungsmechanismen wie
Biofilmbildung oder Internalisierung in Wirtszellen, starke Nebenwirkungen oder Zeit- und Personal-
intensive Behandlungsschemata die Therapie von S. aureus-Infektionen. Hinzu kommen hiaufig
ungiinstige physiologische Eigenschaften vorhandener Wirkstoffe wie beispielsweise eine verminderte
Wasserloslichkeit, schlechte Gewebegingigkeit oder geringe metabolische Stabilitit, die die Effektivitit

der Wirkstoffe mindern und den Grad moglicher Nebenwirkungen erhohen.

Aus diesen Griinden ist es unerldsslich, auf der einen Seite neue Angriffspunkte auf Seiten des
Bakteriums aufzudecken und entsprechend neuartige Antibiotika zu entwickeln und auf der anderen
Seite vorhandene Therapeutika durch Optimierung der Transportsysteme und physiologischen
Eigenschaften zu verbessern. Nachfolgend sollen zwei dieser Optimierungsansidtze anhand

ausgewihlter Substanzen vorgestellt werden.

3.3.2.1. RNA Polymerase-Inhibitoren als Breitbandantibiotika
Die RNA-Polymerase (RNAP) ist ein bedeutendes Enzym in einer Vielzahl von Organismen und stellt
ein vielversprechendes Target fiir Breitbandantibiotika dar. Zur Zeit werden jedoch lediglich Rifampicin

und Fidaxomicin als RNAP Inhibitoren eingesetzt (WEHRLI, 1983).

Die prokaryotische RNAP ist ein DNA-abhingiges Enzym, das transkriptionelle Vorgidnge in
Bakterienzellen vermittelt indem es genomische DNA in RNA Molekiile transkribiert, die dann als
Matrize fiir die Proteinbiosynthese durch Ribosomen dienen, aber auch regulatorisch oder katalytisch
wirken konnen (BELOGUROV, ARTSIMOVITCH, 2019). Der Kernkomplex des Molekiils besteht in
Prokaryoten aus fiinf Untereinheiten, zwei kleinen a-Untereinheiten, die wichtig fiir den generellen
Aufbau des Enzyms sind, 2 groBen B bzw. B‘-Untereinheiten, die die Ketteninitiierung und —
verldngerung bzw. die DNA-Bindung vermitteln und einer w-Untereinheit, die unter Anderem die ‘-
Untereinheit stabilisiert (MARIANI, MAFFIOLI, 2009; MATHEW, CHATTERIJI, 2006; PARKER,
2001) .

Rifampicin interagiert im Gegensatz zu anderen RNAP-Inhibitoren (z.B. Actinomycin) direkt mit der
RNAP und nicht mit dem DNA Template (verursacht schwerwiegende Nebenwirkungen im Patienten)
(WEHRLI, 1983). Das Inhibitormolekiil bindet an die f-Untereinheit des RNAP Kernkomplexes im
Inneren des DNA/RNA Kanals. Auf diese Weise wird die Synthese der RNA verhindert (CAMPBELL
etal., 2001). Die Inhibierung der RNAP mit Rifampicin ist jedoch mit zwei schwerwiegenden Mingeln
behaftet. Zum einen haben sich im Laufe der Zeit Resistenzen gegen das Antibiotikum entwickelt, zum
anderen bindet es zwar mit hoher Affinitdt an die RNAP und inhibiert so die RNA Synthese in der
initialen Phase, auf RNA-DNA Komplexe in der Elongationsphase hat der Inhibitor jedoch keinerlei
Einfluss (MCCLURE, CECH, 1978). Abbildung 13 fasst diese Unzuldnglichkeit anschaulich

zusammen.
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Abbildung 13: Wirkmechanismus von Rifampicin auf die bakterielle RNA Polymerase
Rifampicin (rot) kann an verschiedene Konformationen der RNA Polymerase (RNAP, blau) binden und

die DNA-Transkription in der initialen Phase verhindern. Auf Elongationskomplexe hat Rifampicin jedoch
keine Wirkung.
Quelle: HERRING et al., 2005

Mittels (semi-) synthetisch produzierter Rifampicin-Derivate sollten diese Unzuldnglichkeiten beseitigt
werden, doch stellte sich dieses Ziel als nahezu unerreichbar heraus. So konnte durch eine Modifikation
der ,tail“ Struktur des Inhibitors zwar die antibakterielle Wirkung stark gesteigert werden, die
bakteriellen Resistenzmechanismen konnten so jedoch nicht umgangen werden (RABUSSAY, ZILLIG,
1969; RIVA, SILVESTRI, 1972). Andere Derivate mussten wiederum auf Grund schwerwiegender
Nebenwirkungen in der klinischen Testung verworfen werden (HUDSON et al., 2003).

Durch die Aufkliarung der 3D Struktur der Kernregion bakterieller RNAPs und den RNAP-Rifampicin
Komplexen mittels Proteinkristallographie erhofft man sich nun neue Erkenntnisse, um so auf Basis der
Strukturdaten neue Rifampicin-Derivate zu designen. Diese sollen neben einer gesteigerten klinischen

Wirksamkeit auch den Resistenzmechanismus, verursacht durch eine Punktmutation im Gen rpoB

(codiert fiir die B-Untereinheit (RABUSSAY, ZILLIG, 1969)), des Bakteriums umgehen kénnen.

Eines dieser designten und in vitro sehr vielversprechenden Derivate wurde im Rahmen dieser Arbeit
auf seine Wirksamkeit in einem murinen Wundinfektionsmodell getestet (Publikation D, Anhang,
(HAUPENTHAL et al., 2020)). Gleichzeitig wurde das Wundmodell erstmals in haarlosen Crl:SKH1-

Hrhr Miusen beschrieben und etabliert.

3.3.2.2. PLGA-Nanokapseln als Wirkstoffapplikationssysteme

Ein grofles Problem der Antibiotikatherapie ist neben der Resistenzentwicklung auf Seiten der Bakterien
vielfach die Schwierigkeit, den Wirkstoff zum Ort der Infektion zu transportieren (falls keine topische
Applikation moglich ist) und ihn dort in ausreichender Konzentration und iiber einen ausreichenden
Zeitraum mit einem bestimmten Wirkspiegel wirken zu lassen. Hierbei spielt nicht nur die
Applikationsroute eine wichtige Rolle, auch das Wirkstoffdesign (z. B. Zellgingigkeit) und die
Bindungsaffinitit an Plasmaproteinen (reduziert die Wirkungseffizienz) sind ausschlaggebend fiir eine

erfolgreiche Therapie.
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In den letzten Jahren hat sich Poly(p-milchsdure-co-glycolsdure) (PLGA) als biologisch abbaubares,
synthetisch hergestelltes Polymer verstirkt als potentielles Wirkstoffapplikationsystem etabliert
(KAPOOR et al., 2015; MIR et al., 2017). Die Anforderungen an ein solches System sind dabei sehr
hoch: es darf weder zytotoxische, mutagene, immunologische noch systemische Reaktionen im
Patienten hervorrufen, um einen sicheren Einsatz zu gewéhrleisten (RATNER et al., 1975). Eine
Verbindung aus PLA (Poly-(Lactic Acid)) und PGA (Poly-(Glycolic Acid)) hat sich hierbei als
vielversprechend herausgestellt. Das Co-Polymer ist nicht toxisch, dafiir aber biokompatibel und konnte
bereits in diversen chirurgischen Verfahren, im Gewebeengineering und als Transport- und
Abgabesystem erfolgreich eingesetzt werden (ASTETE, SABLIOV, 2006; CHAUBAL, 2002; CHENG
et al., 2007; MIR et al., 2017).

Eine weitere mogliche Anwendung von PLGA stellt die Einkapselung schwer wasserloslicher oder nicht
in die Wirtszelle penetrierender Medikamente dar. Auf diese Weise wird die intrazelluldre
Bioverfiigbarkeit der Substanz deutlich gesteigert (LANGER, PEPPAS, 1981). Diese Anwendungsart
wurde im Rahmen dieser Arbeit als mogliche Behandlungsoptimierung von Patienten mit zystischer
Fibrose (CF) beziehungsweise chronischen Wunden untersucht (Publikation E, Anhang, (ANVERSA
DIMER et al., 2020)). Patienten mit zystischer Fibrose zeigen neben einer schweren chronischen
Inflammation der Lunge héufig eine Kolonisierung der Lunge mit Bakterien wie P. aeruginosa, S.
aureus oder Mycobacterium abscessus (FILKINS, O’TOOLE, 2016; ULRICH et al., 1998). Ebenso gilt
S. aureus als ein Verursacher chronischer, nicht heilender Wunden (SERRA et al., 2015). Die Therapie
der S. aureus-besiedelten CF-Lunge umfasst eine Langzeitbehandlung mit dem Makrolid-Antibiotikum
Clarithromycin (ZUCKERMAN et al., 2011), ungeachtet der Tatsache, dass dieses Antibiotikum
schlecht wasserloslich ist, bei oraler Applikation eine schlechte Bioverfiigbarkeit zeigt, starke
Nebenwirkungen aufweist und mit einer zunehmenden Resistenzentwicklung assoziiert ist
(ANONYMOUS, 2008). Eine weitere Herausforderung beider Krankheitsbilder stellt zudem das
intrazellulire Uberleben von S. aureus im Phagolysosomen der Wirtszellen dar. Das Bakterium kann
fiir mehrere Tage in professionellen wie nicht-professionellen phagozytischen Zellen iiberleben, bevor
es dem Phagolysosomen entkommt und den Zelltod von Wirtszellen induziert (FLANNAGAN et al.,
2016; FOSTER, 2005; GARZONI, KELLEY, 2009).

Die Nutzung von PLGA-Nanokapseln, in deren Innern sich Clarithromycin befindet, soll sowohl die
Bioverfiigbarkeit am Infektionsort als auch die Zellgidngigkeit des Antibiotikums deutlich erh6hen und
damit eine deutlich effektivere intrazelluldre Beseitigung der Bakterien ermoglichen. Auf diese Weise
konnte die Behandlung der zystischen Fibrose und chronisch mit S. aureus infizierter Wunden deutlich
optimiert und die Nebenwirkungen verringert werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in

Publikation E (Anhang, (ANVERSA DIMER et al., 2020)) dargestellt.
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3.3.3. Der Wirt — Interleukin 17C als Target fiir Hautkrankheiten und Wundheilung

Interleukine zéhlen zu den Peptidhormonen und dienen den Zellen des Immunsystems als Botenstoffe.
Im Menschen konnten die Interleukinfamilien 1 bis 33 identifiziert werden. Die Nummerierung richtet
sich dabei nach der zeitlichen Entdeckung. Die Familie der Interleukine 17 (IL-17) setzt sich aus den
Interleukinen 17A-F und den dazugehérigen Rezeptoren IL-17RA-E zusammen (Vergleich Abbildung
14) und wird insbesondere mit allergischen Reaktionen und Krankheitsbildern wie Psoriasis, Arthritis,

Asthma und multipler Sklerose, aber auch mit der Pathogenabwehr assoziiert (GU et al., 2013).
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Abbildung 14: Vertreter der Interleukin-17 Familie und ihre Rezeptoren
Quelle: ALINEJAD et al., 2017

Das Interleukin 17C (IL-17C) spielt durch seine Bindung an den IL-17RE/A Rezeptorkomplex
(Vergleich Abbildung 14) eine wichtige Rolle in der Autoimmunantwort und der Regulation der Wirts-
Immunantwort als Reaktion auf Infektionen (CHANG et al., 2011; RAMIREZ-CARROZZI et al., 2011;
SONG et al., 2011). Eine Uber- bzw. Dysfunktion fiihrt jedoch zur Ausbildung von Krankheitsbildern
wie z. B. Psoriasis. IL-17C wird vor allem von Zellen epithelialen Ursprungs (Keratinozyten und
Kolonepithelzellen) exprimiert und auch die zugehdrigen Rezeptoren werden vornehmlich auf diesen
Zelltypen exprimiert. Das Peptidhormon induziert in Keratinozyten die Expression von Genen, die in
die Vermittlung der angeborenen Immunitdt (Zytokine, Chemokine, antimikrobielle Peptide,
inflammatorische Mediatoren), Keratinozytenproliferation und Inflammation involviert sind
(RAMIREZ-CARROQOZZI et al., 2011). Nach Pathogenkontakt wird IL-17C vermehrt in Epithelzellen
der Trachea, Haut und des Kolons exprimiert, um iiber den NF-xB und MAP Kinase Signalweg eine
Immunantwort zu induzieren (RAMIREZ-CARROZZI et al., 2011; SONG et al., 2011). Auch in
Psoriasis Hautlidsionen konnte eine erhohte IL-17C Expression nachgewiesen werden (FLANNAGAN
et al., 2016). Auf Grund seiner Involvierung in die Ausbildung von Hautkrankheiten wie atopische
Dermatitis und Psoriasis, wurden Anti-IL-17C Antikorper als potenzielles Therapeutikum bereits in
murinen Versuchsmodellen getestet. Diese Versuche konnten einen Behandlungserfolg in Form von

verringerter Inflammation verzeichnen (VANDEGHINSTE et al., 2018).
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Da IL-17C jedoch auch in die Vermittlung der Immunantwort und die Induktion der
Keratinozytenproliferation (wichtig fiir den Wundschluss) involviert ist, stellte sich die Frage, welchen
Einfluss eine solche Behandlung auf die Wundheilung und die Bakterienbeseitigung in bakteriell
infizierten Wunden hétte. Auch ist die Rolle der IL-17C/IL-17RE Wirkungsachse in Zusammenhang
mit der Heilung infizierter Wunden bisher ungeklért. Aus diesem Grund wurden die Funktion von IL-
17C und IL-17RE in einem murinen Wundheilungsmodell (S. aureus-infizierte Wunden) und die
Expression von IL-17C in S. aureus infizierten humanen Wunden untersucht (Publikation F, Anhang,
(PATZOLD et al., 2021b)). Diese Untersuchungen sollen ein besseres Verstindnis der Involvierung von
IL-17C in die Heilung infizierter Wunden vermitteln und eine Risiko-Nutzen-Abwigung fiir die

Behandlung von Hautkrankheiten wie Psoriasis mit Anti-IL-17C Antikdrpern erlauben.

3.4. Méuse als Modellorganismen

In der pri-klinischen Forschung ist der Einsatz von Miusen als Modellorganismen nicht mehr
wegzudenken. Die Entwicklung neuer Medikamente beansprucht in der Regel bis zu 15 Jahre Arbeit
von der Identifikation neuer Targets bis hin zur Marktreife (Vergleich Abbildung 15). Von bis zu 10.000
neuen, erfolgsversprechenden Wirkstoffkandidaten schafft es meist nur eine einzige Substanz zur

Marktreife MATTHEWS et al., 2016).
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Abbildung 15: Zeitlicher Ablauf der Entwicklung neuer Medikamente
Die Entwicklung neuer Medikamente dauert bis zu 15 Jahre. Von anfinglich bis zu 10.000 potenziellen
Wirkstoffen schafft es meist nur eine Substanz bis zur Marktreife.
Quelle: MATTHEWS et al., 2016
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Nach der in vitro Testung neuer Wirkstoffkandidaten in Zellkultur-basierten Assays und der
Wirkstoffoptimierung erfolgt in der Regel der Einsatz von Versuchstieren zur Untersuchung des
Therapieerfolgs und der Pharmakokinetik in einem komplexen, dem Menschen dhnlichen Organismus.
Auf Grund ihrer geringen Grofe, der giinstigen Haltung, kurzen Generationszeiten, der vergleichsweise
einfachen genetischen Manipulation und der anatomischen und physiologischen Nidhe zum Menschen
ist die Maus nach wie vor das meistverwendete Versuchstier. Tabelle 3 zeigt die durch das
Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) fiir die Jahre 2018 und 2019 erfassten

Versuchstierzahlen fiir Deutschland.

Tabelle 3: Versuchstierzahlen in Deutschland (BUNDESMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG UND
LANDWIRTSCHAFT (BMEL), 2021)

Tierart 2018 2019
Miuse 1.539.575 1.438.336
Ratten 222.811 196.973
Kaninchen 85.193 94.240
Vogel 30.393 35.718
Fische 192.040 347.543

Demnach wurden 2019 weniger Nager als im Vorjahr fiir Tierversuche eingesetzt, im Gegenzug nahm
die Anzahl an Fischen, Végeln und Kaninchen in Tierversuchen zu. Nichtsdestotrotz sind Miuse mit
etwa 1,5 Millionen Tieren mit Abstand die am héufigsten eingesetzten Tiere in Tierversuchen
(BUNDESMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT (BMEL), 2021). Dem
gegeniiber stehen im Vergleich jedoch ~ 750 Millionen geschlachtete Rinder, Schweine und Gefliigel
in der Lebensmittelindustrie ~ (BUNDESMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG UND
LANDWIRTSCHAFT (BMEL), 2020) sowie knapp 3 Millionen Tiere, die jdhrlich durch die Jagd
getotet werden (DEUTSCHER JAGDVERBAND E.V. (DJV), 2021). Der Anteil der Tiere, die jahrlich
in Deutschland in Zusammenhang mit Experimenten getotet werden, belduft sich auf die Gesamtzahl

der getdteten Tiere also auf weniger als 1 %.

Ein Grofiteil der verwendeten Tiere wird laut BMEL in Deutschland fiir die Grundlagenforschung
eingesetzt (ca. 50 %) und etwa ein Drittel der Tiere findet Einsatz in der Routineproduktion und fiir
regulatorische Prozesse (BUNDESMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT
(BMEL), 2021) (Vergleich Abbildung 16).
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Abbildung 16: Prozentuale Verteilung der Tierversuchs-Forschungsschwerpunkte in Deutschland
Quelle: Bundesministerium fiir Ernihrung un Landwirtschaft (BUNDESMINISTERIUM FUR

ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT (BMEL), 2021).

Innerhalb der Grundlagenforschung liegen laut BMEL die Forschungsschwerpunkte in den Bereichen

Onkologie, kardiovaskuldres System, Nervensystem und Immunsystem.

3.4.1. Wie wurde die Maus zum Modellorganismus?

Die Labormaus stammt von der Hausmaus Mus musculus ab, deren Hauptverbreitungsgebiet
Nordamerika und Europa sind. Erste Versuche mit Miusen und anderen kleinen Vertebraten wurden
bereits im 16. Jahrhundert durchgefithrt (MORSE, 1981). Die ersten Versuche mit ,,LLabormiusen‘
wurden zu Beginn des 20. Jahrhunderts von Lucien Cuénot und dem Pionier der Drosophila-Forschung

William E. Castle durchgefiihrt (CASTLE, ALLEN, 1903; HICKMAN, CAIRNS, 2003).

Ab dem 19. Jahrhundert wurden zunehmend gezielt Miuse nach morphologischen Merkmalen oder
bestimmten Verhaltensweisen geziichtet, wobei vor allem auf das Wissen aus den Mendel’schen
Vererbungsregeln zuriickgegriffen wurde. Die erste Inzucht-Linie DBA wurde 1909 offiziell eingefiihrt
(RUSSELL, 1978), nur zehn Jahre spiter wurde die heute noch hiufig eingesetzte Inzuchtlinie C57BL/6
etabliert (STRONG, 1978).

Im Laufe des 20. Jahrhunderts konnten mit Hilfe von Mausversuchen eine Vielzahl wegweisender
Fragestellungen beantwortet und Meilensteine in der Forschung erreicht werden: 1940er Jahre: Erfolg
oder Misserfolg bei Gewebetransplantationen auf Grundlage der genetischen Determination (GORER,
1948); 1975: Entwicklung von monoklonalen Antikorpern (LINDER, DAVISSON, 2012); 1980er
Jahre: genomische Prigung bestimmter chromosomaler Regionen bei Embryonen (MCGRATH,
SOLTER, 1984); 1981: erste transgene Mauslinie (GORDON, RUDDLE, 1981); 1986: erste Knock-out
Miuse (LINDER, DAVISSON, 2012).
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Zu Beginn des 21. Jahrhunderts wurde schlieBlich ein vollstindiges Mapping des Genoms von Mensch
und Maus durch das International Mouse Genome Sequencing Consortium vorgenommen. Dabei zeigte
sich eine relativ hohe genetische Ahnlichkeit von 85 % Ubereinstimmung zwischen Menschen und der

Mauslinie C57BL/6J (WATERSTON et al., 2002).

3.4.2. Einsatzmoglichkeiten

Auf Grund der Inzucht-Zuchtsysteme ist es moglich, hochstandardisierte Mauslinien zu ziichten, deren
Charakteristika exakt bekannt und gut dokumentiert sind. Diese Tiere eignen sich vor allem zur
Untersuchung von immunologischen, onkologischen und genetischen Fragestellung, die ein
MindestmalBl an genetischer Konformitit voraussetzen (GUENET et al., 2012). Auf Grund dieser
genetischen Ahnlichkeit untereinander und einer langen Lebensspanne (im Vergleich zu den
Modellorganismen C. elegans oder D. melanogaster), eignen sich Miuse auch fiir die Untersuchung
komplexer Krankheitsbilder wie neurodegenerativen Erkrankungen, dem Alterungsprozess und
Herzerkrankungen in Zusammenhang mit Stress und erhdhtem Blutdruck. Die Lebensspanne von etwa

zwei Jahren ist dabei dennoch ein akzeptabler Zeitrahmen fiir die Untersuchung dieser Krankheitsbilder.

Insbesondere im Bereich der Implantationsforschung waren und sind Méuse als Versuchstier
unersetzlich. Ohne sie wiren Erkenntnisse zur AbstoBung von Allotransplantaten und die Testung von
Medikamenten zur Verhinderung von AbstoBungsreaktionen undenkbar gewesen (CHONG et al.,

2013).

Trotz einiger Unterschiede z. B. des Immunsystems konnten mit Midusen wegweisende Ergebnisse fiir
Krankheitsbilder wie Krebs und neurologische Erkrankungen gewonnen werden (VERDIJK et al., 2007;
WANG et al., 2018). Da Maiuse sich natiirlich omnivor erndhren (Griser, Insekten, Samen) und somit
sehr flexibel auf Erndhrungsumstellungen reagieren (SINGLETON, KREBS, 2007), eignen sie sich
zudem fiir Untersuchungen zu Diabetes und Fettleibigkeit (CARROLL et al., 2004; TOYE et al., 2004).
Auch fiir spezifische Verletzungsmuster wie beispielsweise Brandwunden konnten bereits
Mausversuche etabliert werden, um die komplexe zu Grunde liegende Pathophysiologie zu verstehen
und die Testung neuer Medikamente (insbesondere in der Infektionsforschung) zu ermdglichen

(ABDULLAHI et al., 2014).

3.4.3. Limitationen

Trotz vieler wegweisender Meilensteine durch die Nutzung von Miusen als Versuchstieren miissen
einige FEinschrinkungen und Nachteile in Kauf genommen werden. So unterscheiden sich die
Entwicklung, die Aktivierung und die Antwort des angeborenen und erworbenen Immunsystems von
Mensch und Maus in einigen Punkten markant voneinander (MESTAS, HUGHES, 2004). Bislang
konnten mehr als 80 Unterschiede im Immunsystem von Mensch und Maus identifiziert werden. Eine

Auswahl dieser Unterschiede ist in Tabelle 4 aufgefiihrt.
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Tabelle 4: Ausgewihlte Unterschiede im Immunsystem von Mensch und Maus

(DOEING et al., 2003; MESTAS, HUGHES, 2004; RISSO, 2000)

Kriterium Mensch Maus
Blutbild Leukozytires Blutbild Lymphozytires Blutbild
- Anteil neutrophiler Granulozyten - 30-70% - 10-25%
- Anteil Lymphozyten - 30-50% - 75-90 %
In neutrophilen In Paneth-Zellen des
Bildung von Defensinen
Granulozyten Diinndarms
12 Stiick: TLR-1 bis 9, 11
Toll-like Rezeptoren (TLRs) 10 Stiick: TLR-1 bis 10
und 13
Bedeutend fiir die
Interleukin 8 (IL-8) Nicht vorhanden
Entziindungsantwort

Auch der Aufbau der Haut muss in Hinblick auf die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten

Wundinfektionsmodelle genauer betrachtet werden (Vergleich Abbildung 17).

Mouse skin Human skin

DWAT
DWAT HD

Abbildung 17: Schichtaufbau der Haut von Méusen und Menschen

Der Grundlegende Schichtaufbau der Haut mit Epidermis (EP), Basalmembran (BM), Papillenschicht
(Stratum papillare, PD), Netzschicht (Stratum reticulare, RD) und Hypodermis (HD) mit weilem
Fettgewebe (DWAT) und dem Panniculus carnosus (PC) @hnelt sich bei Maus und Mensch. Die Dichte der
Haarfollikel (HF) mit Pilomotor (APM), Haarpapille (DP), Bindegewebescheibe (DS) und Talgdriise (SG)
ist beim Menschen geringer als bei der Maus. Miuse besitzen im Gegensatz zu Menschen keine ekkrinen
Schweilldriisen (ESG).

Quelle: GRIFFIN et al., 2020

Der grundlegende Schichtaufbau der Haut unterscheidet sich bei Menschen und Méusen nicht.

Epidermis und Dermis der Maus sind jedoch diinner als beim Menschen und Miuse besitzen keine

ekkrinen Schweifdriisen, sie konnen also nicht schwitzen.
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Dafiir besitzen Mause mit dem Panniculus carnosus eine diinne Muskelschicht, die nach einer
Verletzung stark kontrahiert und so zu einem schnellen Wundschluss fiihrt. Beim Menschen hingegen
wird der Wundschluss vornehmlich durch Reepithelialisierung und Ausbildung eines
Granulationsgewebes hervorgerufen (GRIFFIN et al., 2020; WONG et al., 2011b). Beim Menschen ist
diese spezielle Muskelschicht lediglich als Platysma im Halsbereich vorhanden. Nichtsdestotrotz
konnten mit murinen Wundheilungsmodellen ein besseres Verstindnis der Wundheilung in
verschiedenen Krankheitsstadien gewonnen werden (AARABI et al., 2007; JACOBI et al., 2002;
PARK et al., 2009).

Deutlich schwieriger gestaltet sich die Krebsforschung mit Mausen. Viele Krebsarten, die sich spontan

im Menschen entwickeln, entwickeln sich in Nagern nicht spontan (Vergleich Tabelle 5).

Tabelle 5: Spontane Entstehung verschiedener Krebsarten in Maus und Mensch
+ hiufig spontane Krebsentstehung, - spontane Krebsentstehung eher ungewohnlich
verdndert nach (ANISIMOV et al., 2005)

Krebsart Maus Mensch

Brust +

Lunge -

Prostata =

Kolon -

Haut -

Magen -
Leber -

Endometriumkarzinom -

Leukimie &

Schilddriise -

S A A A A R

Blase -

Auch wirken viele fiir den Menschen karzinogenen Substanzen in Méusen nicht karzinogen und
andersherum (ANISIMOV et al., 2005). Als Folge dieser Unterschiede musste beispielsweise das
Krebsmedikament Endostatin, das in Médusen Krebs heilt, im Rahmen der klinischen Testphase wieder
verworfen werden, da es im Menschen keinerlei Wirkung zeigte (KERBEL, 1998). Viele der pri-
klinisch erfolgreich getesteten Krebsmedikamente schaffen es nach der klinischen Studie nicht bis zur

Marktreife.

Trotz der beschriebenen physiologischen Unterschiede stellen Méuse als Modellorganismen ein
unverzichtbares Mittel in der Infektionsforschung dar, solange die Ergebnisse kritisch hinterfragt und

gepriift werden.
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4. Material und Methoden
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien und eingesetzten Methoden sind den

Publikationen A bis F zu entnehmen (Anhang).

Alle im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Tierversuche wurden vom Landesamt fiir
Verbraucherschutz des Saarlandes genehmigt und entsprechend den nationalen und europdischen
Richtlinien ausgefiihrt. Tabelle 6 zeigt die Genehmigungsnummern (TVV Nummer) der entsprechenden

Tierversuchsvorhaben in den jeweiligen Publikationen.

Tabelle 6: Genehmigungsnummern der durchgefiihrten Tierversuchsvorhaben (TVV)

Publikation TVV Nummer Genehmigungsdatum

60/2015 21.12.2015
A 34/2017 09.11.2017
B 60/2015 21.12.2015
C 60/2015 21.12.2015
D 43/2016 15.12.2016
E 43/2016 15.12.2016

41/2017 19.01.2018
" 30/2018 02.08.2018
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5. Ergebnisse und Diskussion

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der in diese Arbeit eingebundenen Publikationen
kurz zusammengefasst und diskutiert. Weiterfithrende Details und Ergebnisse sind den Publikationen A
bis F im Anhang zu entnehmen. Verweise auf Abbildungen und Tabellen werden in folgender Form

angegeben: (Publikation X, Abbildung/Tabelle X).
5.1. Das Histidin-haltige Phosphattriger Protein HPr in S. aureus als neues Antibiotika-Target

Die effiziente Nutzung der vorhandenen Kohlenstoffquellen (insbesondere Glukose) stellt im Gram-
positiven Bakterium S. aureus einen wichtigen metabolischen Regulationsprozess dar und wird durch
die Kohlenstoff-Katabolitenrepression (CCR) gesteuert. Vermittelt wird die CCR unter anderem durch
das Protein CcpA (Carbon catabolite protein A) (DEUTSCHER, 2008; SOMERVILLE, PROCTOR,
2009) wobei nicht nur eine metabolisch effiziente Nutzung der vorhandenen Nihrstoffe sichergestellt
wird, sondern auch die Transkription verschiedenster Virulenzfaktoren des Bakteriums reguliert wird
(GORKE, STULKE, 2008). Die Bindungsaffinitit von CcpA an seine Zielsequenzen wird durch
Komplexbildung mit dem Histidin-haltigen Phosphotrigerprotein HPr (codiert durch ptsH), enorm
gesteigert (DEUTSCHER et al., 1995). Gleichzeitig ist HPr als integrales Element des
Phosphotransferase-Systems (PTS) malBgeblich in den Glukoseimport in die Bakterienzelle involviert,
welches ebenfalls auf physiologische Prozesse wie Biofilmbildung und die Regulation von
Virulenzfaktoren Einfluss nimmt (SAIER, 2015). Um die Entwicklung neuer potenzieller Therapeutika
anzustoBen, ist die Identifikation neuer Targets auflerhalb der bereits addressierten
Antibiotikaangriffspunkte (Zellwand, RNA/DNA, Proteinbiosysnthese, etc.) von hoher Bedeutung. Das
bisher in S. aureus wenig beachtete Protein HPr stellt in seiner dualen Rolle ein solch potenzielles Target

im bakteriellen Metabolismus dar und wurde in Publikation A genauer untersucht.

Fiir die Untersuchungen wurden HPr (AptsH) und CcpA (AccpA) Deletionsmutanten, sowie eine
Doppeldeletionsmutante (AccpA_ptsH) und ein komplementiertes Derivat der ptsH Deletionsmutante
(AptsH::ptsH) in den Laborstimmen S. aureus Newman bzw. SA113 (einem starken Biofilmbilder)
verwendet. Zusitzlich kam eine Mutante mit einer Punktmutation im ptsH Gen (T136G) zum Einsatz
(AptsH*). In diesem Isolat ist die Komplexbindung mit CcpA auf Grund der Basensubstitution von Serin
zu Alanin (Position 46 in HPr) nicht mehr méglich, die Funktion von HPr im PTS wird jedoch nicht

beeinflusst.

Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens und des Metabolismus der Isolate zeigten, dass eine
Deletion von ptsH das exponentielle Wachstum signifikant verlangsamt, wihrend eine Deletion von
ccpA die Generationszeit im Vergleich zum Wildtyp nur geringfiigig erhoht (Publikation A, Tabelle 2
und Abbildung 1). Entsprechend wichen auch die metabolischen Profile der ptsH Mutanten deutlich von
denen des Wildtyps und der ccpA Deletionsmutante (nur leichte Veridnderungen verglichen zum
Wildtyp) ab (Publikation A, Abbildung 2). Ein Langzeiteffekt auf die Biomasseausbeute konnte jedoch

fiir keine der Mutanten festgestellt werden.
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Die verlangsamte Wachstumsrate der ptsH Mutanten lisst sich mit der verminderten Aufnahme von
Glukose aus dem Medium erkldren. Alternative Importmechanismen wie Glukosetransporter (VITKO
et al.,, 2016) ermoglichen dennoch eine (wenn auch verlangsamte) Aufnahme des Zuckers in die

Bakterienzelle.

Fiir die Bildung eines PIA (Polysaccharide intercellular adhesin)-abhiingigen Biofilms benétigt das
Bakterium unter in vitro Bedingungen die Transkription des icaADCB Genclusters zur Synthese des
extrazelluliren Matrixbestandteils PIA (Polysaccharide intercellular adhesin) (MOORMEIER,
BAYLES, 2017) und ausreichend Glukose als Néhrstoff. Die Transkription des ica Operons wird in S.
aureus in der frithen Wachstumsphase vermutlich iiber die Repression des TCA Zyklus durch CcpA
vermittelt. Somit ist HPr in zweierlei Weise in die Biofilmbildung involviert. Dieser Zusammenhang
konnte in den durchgefiihrten Experimenten bestitigt werden. In vitro zeigen die ptsH und ccpA
Deletionsmutanten sowohl unter statischen als auch unter dynamischen Bedingungen eine signifikant
reduzierte Biofilmbildung (Publikation A, Abbildungen 4 und 5). Zum ersten Mal wurde hierfiir auch
ein in vitro Biofilm Modell unter dynamischen Bedingungen eingesetzt, bei dem Biofilme direkt auf
medizinischen Materialien (z.B. Katheterfragmente) gebildet werden. Vergleichbare Versuche wurden
bisher stets unter statischen Bedingungen, fiir kurze Zeitrdume (20 - 24 Stunden) oder mit pré-
Inkubation des Materials durchgefiihrt (COLOMER-WINTER et al., 2019; FERREIRA et al., 2012;
MANDAKHALIKAR et al., 2018; OUFRID et al., 2015). Im Einklang zur reduzierten Biofilmbildungs-
Kapazitit der ptsH Deletionsmutante konnte fiir dieses Isolat eine signifikant verringerte icaA
Transkriptmengen festgestellt werden (Publikation A, Abbildung 4), welches als Teil des icaADBC
Operons an der PIA Synthese beteiligt ist (CRAMTON et al., 1999).

Die reduzierte Biofilmbildung in vitro konnte durch den Einsatz eines murinen Infektionsmodells in
vivo bestitigt werden. In einem Fremdkorper-assoziierten Wundmodell wurden den Tieren subkutan
Katheterfragmente implantiert und das Katheterlumen mit S. aureus, der ptsH Deletionsmutante oder
dem komplementierten ptsH Derivat inokuliert. Das Modell wurde von Rupp und Kollogen 1999
erstmals in Zusammenhang mit Biofilmuntersuchungen in S. epidermidis publiziert und auf die
Anwendung mit S. aureus adaptiert (RUPP et al., 1999). Wihrend in normoglykédmischen Miusen mit
diesem Modell kein Unterschied zwischen Wildtyp und CcpA-defizienten Tieren feststellbar war
(BISCHOFF et al., 2017), zeigten Tiere, die mit der ptsH Deletionsmutante infiziert wurden, eine
signifikant verringerte Bakterienlast und eine reduzierte OdemgroBe im Bereich um das Implantat
(Publikation A, Abbildung 6). Wihrend CcpA unter in vivo Bedingungen offenbar nur in glukosereicher
Umgebung (diabetische Tiere) einen klaren Einfluss auf die Biofilmbildung an medizinischen
Fremdkorpern zu haben scheint (BISCHOFF et al., 2017), fiihrte die Doppelrolle von HPr zu
signifikanten Einschrinkungen auch unter normorglykdmischen Bedingungen. Diese Beobachtung

wurde durch den Einsatz eines murinen Abszessmodelles untermauert.
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Erstmals im Jahr 2010 beschrieben, simuliert das Modell systemische Bakterieninfektionen mit
Abszessbildungen an den Organen (LI et al., 2010). Fiir alle Deletionsmutanten konnte im Vergleich
zum Widtyp eine verringerte Bakterienlast und damit eine verringerte Infektiositit in der Leber
festgestellt werden (Publikation A, Abbildung 7). Die ptsH Deletionsmutanten wiesen dabei eine
tendenziell stirkere Reduktion der Bakterienlast als die ccpA Deletionsmutante auf. Auch hier zeigt sich

erneut der additive Effekt der beiden zentralen Funktionen von HPr.

Mit der Hilfe zweier sehr verschiedener S. aureus Infektionsmodell in der Maus konnten die in vitro
generierten Daten auch in vivo bestitigt werden. Die im Rahmen dieser Studie generierten Befunde
weisen HPr zudem als duBerst vielversprechendes Target fiir neue Antibiotika aus. Da HPr auch in einer
Vielzahl anderer Bakterien wie Bacillus spp., E. coli oder Enterobacter spp. zu finden ist (CONLAN et
al., 2014; KHAN et al., 2001; MEADOW et al., 2005), konnte ein entsprechender Wirkstoff potenziell
gegen eine Vielzahl von Humanpathogenen wirken. Im Menschen selbst sind das entsprechende Gen
und Protein hingegen nicht zu finden, sodass fiir potenzielle auf HPr abzielende Wirkstoffe eine gute

therapeutische Selektivitit gemutmalt werden darf.

5.2. Die niedermolekularen Protein Phosphatasen PtpA und PtpB in S. aureus als neue
Antibiotika-Targets

Die (De-) Phosphorylierung von Proteinen stellt einen wichtigen Mechanismus in der Regulation vieler
zelluldrer Prozesse dar (FISCHER, KREBS, 1989; SOULAT et al., 2002). In diversen Gram-positiven
und -negativen Bakterien sind Proteinphosphatasen bekannt, die hdufig in Zusammenhang mit der
Infektiositét der pathogenen Organismen stehen (BENDER, YOTHER, 2001; MORONA et al., 2000).
In S. aureus wurden bereits zwei Phosphatasen mit niedrigem Molekulargewicht beschrieben: die
Protein-Tyrosin-Phosphatase PtpA und die Protein-Arginin-Phosphatase PtpB, die zuvor auch als
Tyrosin-Phosphatase charakterisiert wurde (JUNKER et al., 2018; SOULAT et al., 2002). Fiir beide
Enzyme konnte gezeigt werden, dass sie unter in vitro Bedingungen keinen signifikanten Einfluss auf
das Wachstum und den Zellwandmetabolismus des Bakteriums in Vollmedium haben, ihre genauen
Funktionen, insbesondere in Hinblick auf die Pathogenitit von S. aureus, waren bis dato hingegen unklar
(VEGA et al,, 2011). Auf Grund des Zusammenhangs von Protein-Phosphatasen und Pathogenitit in
anderen Organismen (SAJID et al., 2015) lag ein dhnlicher Zusammenhang fiir S. aureus nah und wurde

in den Publikationen B und C néher untersucht.

Fiir PtpA war aus Untersuchungen in Mycobacterium tuberculosis bereits bekannt, dass das Enzym
Einfluss auf das intrazelluldre Uberleben des Bakteriums in Wirts-Makrophagen hat, indem es die
Bildung eines Phagolysosomes verhindert (WONG et al., 2011a). Auf diese Weise kann das Bakterium
intrazellulér in dieser ansonsten fiir das Bakterium hochtoxischen Umgebung iiberleben. Auch fiir PtpA
in S. aureus wurden vergleichbare Beobachtungen gemacht (Publikation B, Abbildung 1). PtpA-
defiziente Bakterien zeigen im Vergleich zum Wildtyp ein signifikant reduziertes intrazelluldres

Uberleben in Makrophagen.
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Dieser Effekt wird durch die fehlende Sekretion des Proteins in die Wirtszellen bedingt (Publikation B,
Abbildung 3). PtpA wird also nicht nur in das extrazelluldre Milieu abgeben (BRELLE et al., 2015),
sondern auch in das Innere von Wirtszellen sekretiert, um so vermutlich Verénderung in der Zelle
hervorzurufen. Im Gegensatz dazu wird PtpB nicht in das umgebende Medium sekretiert, sondern ist
lediglich im Bakterienpellet nachweisbar (Publikation C, Abbildung 3). Dennoch zeigen auch PtpB-
defiziente Bakterienisolate ein signifikant reduziertes Uberleben in humanen Makrophagen (Publikation
C, Abbildung 1). Als mogliche Ursache konnte hierfiir die reduzierte Adaptationsfahigkeit der ptpB
Deletionsmutante gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies und niedrigem pH, wie sie im
Phagolysosomen von Makrophagen zu finden sind, identifiziert werden (Publikation C, Abbildungen 5
und 8).

Um die Bedeutung der beiden niedermolekularen Phosphatasen fiir die Virulenz von S. aureus auch in
vivo zu untersuchen, wurde erneut das murine Abszessmodell eingesetzt. Beide Phosphatasen erwiesen
sich als wichtig fiir die Infektiositdt des Bakteriums. Die Deletion je einer Phosphatase resultierte in
einer signifikant reduzierten Bakterienlast in den Organen der Tiere (Publikation B, Abbildung 2 und
Publikation C, Abbildung 2). Hervorgerufen wird dieser Effekt moglicherweise durch die reduzierte
Uberlebensfihigkeit der Deletionsmutanten innerhalb der Makrophagen.

Neuste Untersuchungen zu PtpB konnten zudem zeigen, dass diese Phosphatase einen positiven Einfluss
auf die Vermeidung von Phagozytose durch polymorphonukleare Leukozyten hat und die Transkription
einer Vielzahl an Genen und Operons, die in Zusammenhang mit Stressadaptation und Infektiositit
stehen, beeinflusst (ELHAWY et al., 2021b). Zusammen mit den in vivo Befunden aus Publikation B
und C, die eine Relevanz im lebenden Organismus bestéitigen konnten, zeigt sich, dass beide
Proteinphosphatasen vielversprechende Targets fiir die Entwicklung neuer Substanzen zur Therapie von
S. aureus Infektionen sind, zumal eine Reihe an LMW-PTP Inhibitoren bereits zur Behandlung anderer
Krankheitsbilder wie Krebs, Diabetis und Autoimmunkrankheiten in der Erprobung sind (DESOUZA
et al., 2020; FORGHIERI et al., 2009; LORI et al., 2018; LORI et al., 2019).

5.3. Optimierung von Rifampicin zur Behandlung S. aureus-infizierter Wunden

Inhibitoren bakterieller RNA-Polymerasen (RNAP) stellen bisher eine nur kleine Gruppe innerhalb der
Breitbandantibiotikum dar, lediglich Rifampicin und Fidaxomicin finden als Vertreter dieser Gruppe
Einsatz (WEHRLI, 1983). RNA-Polymerasen steuern in der Bakterienzelle nahezu alle
transkriptionellen Vorgiinge indem sie genomische DNA in RNA transkribieren, die dann wiederum als
Matritze fiir die Proteinbiosynthese dienen bzw. regulatorische oder katalytische Vorgidnge vermitteln
(BELOGUROV, ARTSIMOVITCH, 2019). Zwar bindet Rifampicin mit hoher Affinitit an die RNAP
und ist in der Lage die RNA-Synthese in der initialen Phase zu inhibieren, auf RNA-DNA Komplexe in
der Elongationsphase hat das Antibiotikum jedoch keinen Einfluss (MCCLURE, CECH, 1978).
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Da Bakterien wie S. aureus zudem Resistenzmechanismen gegen Rifampicin entwickelt haben, wurden
in Publikation D neue Derivate der Substanz auf ihre antibakterielle Wirkung in einem neu etablierten

Wundheilungsmodell in haarlose SKH1 Maiusen untersucht.

Das Wundheilungsmodell basiert prinzipiell auf Modellen, die in anderen Mauslinien wie C57BL/6J
oder BALB/c etabliert wurden (HURDLE JULIAN et al., 2009; KUGELBERG et al., 2005; SCHIERLE
et al., 2009). Die Verwendung haarloser Miuse verkiirzt die Wundpriparationszeit jedoch erheblich, da
die Tiere nicht geschoren und enthaart werden miissen. Zudem wird so die Gefahr von Hautverletzungen
wihrend der Enthaarung eliminiert und die, die Wunde schiitzenden, Tegaderm-Pflaster halten deutlich
besser auf haarloser Haut, sodass ein Austrocknen der Wunde unwahrscheinlicher wird
(HAUPENTHAL et al., 2020). Im Rahmen der Etablierung konnte eine geeignete Bakteriendosis
(Inokulum) identifiziert werden, die eine stabile Infektion der Wunde hervorruft ohne systemische
Infektionen oder eine zu schwere Belastung im Tier zu induzieren. Als ideale Dosis erwies sich ein
Inokulum mit einer optischen Dichte (ODgoo) von 0,1 was etwa 107 Koloniebildenden-Einheiten (CFU
- colony forming units)/ml entspricht (Publikation D, Abbildung 1). Als Read-out dienten in diesem
Versuch neben dem Gewichtsverlust (als MaB fiir die Belastung der Tiere), die Wundheilungskinetik
(WundgroBe) und die Bakterienlast in der Wunde zu Versuchsende. Mit Hilfe des hier etablierten
Modelles konnte im Anschluss ein in vitro vielversprechender RNAP-Wirkstoftkandidat in vivo auf
seine Wirksamkeit im Vergleich zu Rifampicin untersucht werden. Bei dem Wirkstoffkandidaten
handelt es sich um ein synthetisch hergestelltes kleines Molekiil, das die RNAP inhibiert. In vitro wurde
der Wirkstoff (zusammen mit einer Vielzahl weiterer Kandidaten) zuvor auf seine antibakterielle
Wirkung, die Zytotoxizitit, die metabolische Stabilitdt und die Loslichkeit in wissrigen Losungen
getestet und zeigte auf allen Ebenen vielversprechende Eigenschaften. Die in vivo Testung offenbarte
jedoch, dass die Substanz keinerlei Effekt auf die Bakterienlast in der Wunde und die Wundheilung
infizierter Wunden zeigte (Publikation D, Abbildungen 5 und 6). Wihrend eine Behandlung mit
Rifampicin die Bakterienlast in der Wunde im Vergleich zu unbehandelten Tieren signifikant reduzierte
und Wunden dieser Behandlungsgruppen signifikant schneller heilten, entsprachen die Read-outs der
Infektionsgruppe, die mit der neuen Substanz behandelt wurden, nahezu exakt denen der infizierten,

aber unbehandelten Tiere.

Dieser Befund zeigt, wie wichtig eine in vivo Testung neuer Substanzen ist, seien sie in vitro auch noch
so vielversprechend. Aus einer Vielzahl vorheriger Versuche, neue Rifampicin-Derivate zu
synthetisieren, war bereits bekannt, dass dieses Ziel aus verschiedensten Griinden nur schwer zu
verwirklichen ist. So zeigten Derivate, die eine verbesserte antimikrobielle Wirkung aufwiesen,
beispielsweise keine Wirkung gegen Rifampicin-resistente Isolate oder es traten schwerwiegende
Nebenwirkungen wihrend der klinischen Testung auf (HUDSON et al., 2003; RABUSSAY, ZILLIG,
1969; RIVA, SILVESTRI, 1972). Als mogliche Ursache fiir die schlechte Wirksamkeit der Testsubstanz
wurde die hohe Bindungsaffinitiit an Plasmaproteine identifiziert (Publikation D, Abbildung S4).
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Durch diesen Befund konnte eine systemische Applikation des Wirkstoffes bereits als ineffektiv

ausgeschlossen werden, die topische Applikation zeigte ebenfalls keinen Behandlungserfolg.

Diese Publikation verdeutlicht, wie wichtig eine vollstindige Charakterisierung neuer Substanzen in
vitro und anschlieBend in vivo ist. Durch Befunde, wie beispielsweise eine hohe Bindungsaffinitit an
Plasmaproteine konnen einzelnen Versuchsansitze im Tiermodell direkt ausgeschlossen werden. Auf
diese Weise wird dem 3R-Prinzip (Reduction, Replacement, Refinement), dem in der Europdischen
Union alle Tierversuche zu Grunde liegen, Rechnung getragen. Zwar konnte die getestete Substanz
keinen Behandlungserfolg vorweisen, doch durch die Aufkldrung der Kristallstruktur (Publiaktion D,
Abbildung 3) und die Identifikation der moglichen Ursache fiir den Behandlungsmisserfolg wird es
zukiinftig moglich sein, wirkungsvollere Derivate zu designen. RNAP-Inhibitoren sind nach wie vor
eine vielversprechende Substanzklasse in der Behandlung bakterieller Infektionen und fortwéhrend
werden neue Derivate auf ihre Wirksamkeit hin untersucht (HUDSON et al., 2003; MARIANI,
MAFFIOLI, 2009). Da die Sequenzen der RNAP-Untereinheiten in Gram-positiven und -negativen
Bakterien, jedoch nicht in den eukaroytischen RNAP I, RNAP II und RNAP III hoch konserviert sind,
ist die Basis fiir eine therapeutische Selektivitit und eine Breitbandantibiotika-Wirkung gegen eine
Vielzahl Bakterien gegeben. Mit Hilfe des etablierten Wundheilungsmodells in haarlosen Méusen wird

die in vivo Testung neuer Substanzen zukiinftig zudem einfacher und schneller sein.

5.4. Einsatz von Polymer Nanokapseln zur Optimierung von Clarithromycin-Behandlungen

Eine grofle Herausforderung bei der Antibiotikatherapie ist die Bereitstellung des Wirkstoffes in einer
ausreichenden Konzentration und iiber einen ausreichend langen Zeitraum am Ort der Infektion. Als
besonders schwierig gestaltet sich dabei die Behandlung intrazellulédr {iberlebender Bakterien wie S.
aureus mit schwer zellgédngigen bzw. nicht-zellpenetrierenden Antibiotika. Wihrend ein Grofteil der
internalisierten Bakterienzellen innerhalb der ersten Tage durch die Wirtszellen abgetétet wird, ist ein
kleiner Teil der Bakterien in der Lage, mehrere Tage ohne Viabilitdtsverlust im sauren Phagolysosomen
von Wirtsimmunzellen zu {iiberleben und sich anschlieBend weiter im Wirt zu vermehren
(FLANNAGAN et al., 2016; GARZONI, KELLEY, 2009). Dieser Uberlebensvorteil erschwert die
Behandlung von Patienten mit chronischer Wundinfektion oder zystischer Fibrose (CF) enorm. Die
schwere chronische Lungenerkrankung geht oft mit der Kolonisierung der unteren Atemwege mit S.
aureus oder M. abscessus einher (FILKINS, O’TOOLE, 2016; ULRICH et al., 1998). Das Antibiotikum
der Wahl bei CF Patienten ist Clarythromycin in einer Langzeitbehandlung, es ist jedoch schwer
wasserloslich und hat bei oraler Applikation eine schlechte Bioverfiigbarkeit (ANONYMOUS, 2008).
Aus diesem Grund wurde in Publikation E die Optimierung der Behandlung durch Einschluss des
Antibiotikums in Polyacetic-co-glycolic acid (PLGA) Nanokapseln untersucht. PLGA kommt bereits
bei einer Vielzahl chirurgischer Verfahren aber auch bei der Wirkstofflieferung zum Einsatz und ist ein

gut charakterisiertes Transportsystem (ASTETE, SABLIOV, 2006; MIR et al., 2017).
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Mit dieser verbesserten Wirkstoffbereitstellung sollen nicht nur extrazellulire, sondern auch
intrazelluldre Bakterien in Makrophagen oder Gewebezellen beseitigt werden konnen, da die

Nanokapseln direkt vor Ort ihre Wirkstoffe iiber einen lingeren Zeitraum freisetzen kdnnen.

Zu diesem Zwecke wurden neuartige Nanokapseln entwickelt und deren therapeutisches Potential im
Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe eines murinen in vivo Modells evaluiert. Die Oberflicheneigenschaften
der Nanokapseln vermitteln eine verbesserte Anhaftung an die negativ geladenen Bakterienzellwand
oder die Wirtszellmembran und somit eine bessere Penetration der Zellen, einhergehend mit einer
gesteigerten pharmazeutischen Wirksamkeit. Sowohl Nanokapseln mit neutraler als auch solche mit
kationischer Oberfldchenladung wurden auf ihre Stabilitit und die Wirkstofffreisetzung hin untersucht.
Die positive Ladung der kationischen Nanokapseln wurde durch eine Chitosan-Zugabe erreicht. Diese
Art der verbesserten Anbindung an negativ geladene Zellen mittels Chitosan wurde in der
Vergangenheit bereits evaluiert (RADOVIC-MORENO et al., 2012; XIE et al., 2014). Fiir beide
Nanokapsel-Ansitze konnte eine gleiche Stabilitit, Partikelgrofe und Freisetzungsgeschwindigkeit
ermittelt werden (Publikation E, Tabelle 1). Durch Tetsung der beladenen Nanopartikel in
Zellkulturmodellen konnte zudem gezeigt werden, dass Clarythromycin, freigesetzt aus den
Nanopartikeln, in klinisch wirksamen Konzentrationen keinen zytotoxischen Effekt auf humane Zellen
hat und die Nanopartikel von Makrophagen aufgenommen werden. Dabei lokalisieren sie sich
insbesondere im Lysosom der humanen Zellen, ebenso wie Bakterienzellen auch. Kationische
Nanokapseln wurden hierbei signifikant mehr aufgenommen als neutral geladene Nanokapseln
(Publikation E, Abbildung 1). Eine Behandlung von S. aureus in vitro (Publikation F, Abbildung 2) und
in vivo im murinen Wundinfektionsmodell (Publikation E, Abbildung 5) zeigten eine signifikante

Reduktion der Bakterienlast.

Fiir die in vivo Untersuchungen wurde neben dem Mausmodell auch ein Zebrafisch-Modell fiir die
Testung der beladenen Nanopartikel eingesetzt. Dieser Modellorganismus erfreut sich grofler
Beliebtheit, da die Embryonen und Larven sehr klein sind (geringer Platzaufwand in der Haltung), auf
Grund ihrer hohen Reproduktionszahl ein gro3formatiges Screening erlauben und durchscheinend sind,
sodass ein live imaging des Organismus moglich ist (LIESCHKE, CURRIE, 2007; SHIN, FISHMAN,
2002). Die Testung neuer Medikamente gestaltet sich mit diesem Modell jedoch schwierig.
Testsubstanzen werden in der Regel im Wasser gelost und kénnen nur eingeschrinkt auf verschiedenen
Routen appliziert werden. Zudem unterscheiden sich die Standards der unterschiedlichen
Forschungszentren sehr stark, sodass die Interpretation der Befunde stark variiert und sehr kritisch
betrachtet wird (JYOTSHNA et al., 2014). Ein weiteres Problem ist, dass derzeit nur eine Bioanalyse
der Wirkstoffaufnahme im Gesamtorganismus moglich ist, Konzentrationen in bestimmten Geweben

konnen nicht bestimmt und somit auch nicht auf Sdugetiere iibertragen werden.
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Das Zebrafischmodell ist somit gut dazu geeignet, ein erstes Toxizitdtsscreening potenzieller Wirkstoffe
oder Transportsysteme mit einer hohen Durchsatzrate durchzufiihren. Der Einsatz von Mausmodellen
fiir weiterfithrende Untersuchungen bleibt jedoch weiterhin unerlédsslich, um eine dem Menschen

realitidtsnahe Einschédtzung der Wirkung zu erméglichen.

5.5. Der Einfluss des human Interleukins 17C auf die Heilung von S. aureus-infizierten Wunden

Interleukine spielen als korpereigene Botenstoffe eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung der
Immunantwort. Die Interleukin-17 Familie steht in Zusammenhang mit immunregulatorischen
Prozessen und der Vermittlung proinflammatorischer Prozesse. Ein Vertreter dieser Familie,
Interleukin-17C (IL-17C) spielt hierbei eine wichtige Rolle bei der Regulation der Wirtsimmunantwort
und ist in die Vermittlung der epithelialen Entziindungsreaktion involviert (CHANG et al., 2011; SONG
et al., 2011). Eine Uber- bzw. Dysfunktion in der IL-17C Expression fiihrt jedoch zur Ausbildung von
Hautkrankheiten wie Psoriasis, da es ebenfalls die Proliferation von Keratinozyten stimuliert
(RAMIREZ-CARRQOZZ]1 et al., 2011). Ein Einsatz von monoklonalen Anti-IL-17C Antikdrpern wurde
daher als potenzielle Behandlung dieser Krankheitsbilder in Betracht gezogen und konnte in
Tierversuchen bereits erfolgreich die Krankheitsbilder von Psoriasis und atopischer Dermatits mindern
(VANDEGHINSTE et al., 2018). Fiir andere Interleukine der Familie wie beispielsweise IL-17A sind
bereits Wirkstoffe wie Secukinumab und Ixekizumab zur Behandlung von Psoriasis zugelassen
(LAUFFER et al., 2020). Auf Grund der Involvierung von IL-17C in die Vermittlung
proinflammatorischer Prozesse in Epithelzellen stellt sich jedoch die Frage, ob eine solche Behandlung

in einer verminderten Wundheilung resultieren konnte.

Um diese Frage zu beantworten, wurde die Wundheilungskinetik S. aureus-infizierter und nicht-
infizierter Wunden sowie die Bakterienlast in den infizierten Wunden in Wildtyp und IL-17C- bzw. IL-
17RE-defizienten (zugehoriger Rezeptor) Méiusen untersucht (Publikation F). In nicht-infizierten
Wunden konnten keinerlei Unterschied in der Wundheilung der drei Versuchsgruppen festgestellt
werden, sodass ein Einsatz von Anti-IL-17C Antikorpern im Zusammenspiel mit nicht-infizierten
Wunden als unbedenklich erscheint. Die Wundheilung mit S. aureus infizierter Wunden verlief in Tieren
mit defekter IL-17C Wirkachse jedoch deutlich verlangsamt (Publikation F, Abbildung 1). Die
Bakterienlast in den Wunden wurde hingegen nicht beeinflusst (Publikation F, Abbildung 2) obwohl ein
Zusammenhang von Bakterienlast und verzogerter Wundheilung in der Vergangenheit bereits gezeigt
werden konnte (EDWARDS, HARDING, 2004). Immunologische Untersuchungen der
Wundhomogenisate zeigten eine signifikante groflere Menge des Tumornekrosefaktors alpha (TNF-a)
in IL-17re” Tieren und eine signifikant erhohte Menge des Interleukin 17A (IL-17A) in IL-17¢” Tieren
verglichen mit Wildtyptieren wihrend fiir andere typische Vertreter inflammatorischer Zytokine wie IL-
6 und G-CSF keine Unterschiede zwischen den Infektionsgruppen feststellbar waren (Publikation F,
Abbildungen 2 und 3).
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Durch histologische Untersuchungen der infizierten Wunden von Wildtyp und IL-17¢” Tieren konnte
eine Veridnderung in der Rekrutierung von polymorphonukledren neutrophilen Granulozyten (PMN),
sowie ein verdnderter Einstrom von mononukledren Phagozyten als Ursachen fiir die verinderte
Wundheilungskinetik ausgeschlossen werden (Publikation F, Abbildung 2). Eine signifikant reduzierte
Menge Keratin 5 (K5) -positiver Zellen konnte im Bereich der Wundrinder von IL-17¢” Tieren

festgestellt werden (Publikation F, Abbildung 3).

Bei der Analyse der relativen IL-17C Konzentration in infizierten und nicht-infizierten humanen
Hautproben konnte eine signifikant erhohte Expression in infiziertem Epidermisgewebe festgestellt
werden (Pubhlikation F, Abbildung 4). Dies bestitigt die Involvierung von IL-17C in die Reaktion auf
eine Infektion in Hautgewebe, insbesondere in Keratinozyten, in denen das Peptidhormon vornehmlich
gebildet wird (RAMIREZ-CARROZZI et al., 2011). Im Einklang mit der Literatur wird IL-17C bei
Bakterienkontakt vermehrt exprimiert (HOLLAND et al., 2009; RAMIREZ-CARROZZI et al., 2011),
der zugrunde liegende Wirkmechanismus ist jedoch weiter unklar. Eine mogliche Erkldrung konnte in
einer verminderten Keratinozyten-Proliferation und Einwanderung in den Wundbereich in IL-17C
defizienten Tieren liegen, da der Einfluss von IL-17C auf die Keratinozyten-Proliferation bereits
nachgewiesen werden konnte (RAMIREZ-CARROZZI et al., 2011). Da die Wundheilung jedoch ein
hochst komplizierter Ablauf ist, in den diverse Zelltypen, Signalmolekiile und Signalkaskaden involviert
sind, ist die Aufdeckung der molekularen Prozesse der IL.-17C/IL-17RE Wirkachse anhand der in dieser

Publikation vorgestellten Befunde noch nicht moglich.

Nichtsdestotrotz konnte durch den Einsatz des murinen Wundheilungsmodells aufgedeckt werden, dass
IL-17C und sein Rezeptor IL-17RE fiir die Wundheilung infizierter Wunden relevant sind, auch wenn
die Bakterienbeseitigung selbst nicht beeinflusst wird. Da die Wahrscheinlichkeit der Entstehung von
Wunden und einer Kontamination der Wunden mit Bakterien im Falle von entziindlichen
Hautinfektionen wie Psoriasis (ausgeldst vor allem durch den Juckreiz) recht wahrscheinlich ist, sollte
der Einsatz von monoklonalen Anti-IL-17C Antikorpern zur Behandlung der Hauterkrankung duBBerst
griindlich abgewogen werden, um die Entstehung von infizierten chronischen Wunden nicht zu

begiinstigen.
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5.6. Ausblick
In der Vergangenheit stand zu Beginn der Entwicklung neuer antimikrobieller Wirkstoffe oftmals eine

neue Substanz (z.B. ein Naturstoff), die sich als wirksam erwies, obwohl der zugrundeliegende
Mechanismus der Bindung der Substanz an bestimmte bakteriell Proteine nicht bekannt war. Die, durch
die Substanz modifizierten, Angriffspunkte und der Wirkmechanismus wurden oft erst im Nachhinein
aufgeklidrt (SINGH et al.,, 2006). Auf Grund der enormen Fortschritte in der Aufkldrung von
Proteinstrukturen koénnen heute jedoch gezielt (semi-) synthetische Derivate von beispielsweise
Naturstoffen oder bereits etalbierten Substanzen erzeugt und dank umfassender Verzeichnisse der
synthetischen Verbindungen mit einer hohen Durchsatzrate gescreent werden (JACKSON et al., 2018).
Dabei werden potentielle Substanzkandidaten nach der Aufklirung der Zielstruktur (z. B. mittels
Rontgenkristallographie oder NMR (Nuclear magnetic resonance spectoscropy)) und der biologischen
Targetvalidierung mittels sich wiederholender Zyklen aus Synthese, Testung und Optimierung der
chemischen Charakteristika so verbessert, dass sie schlieBlich eine hohe Bindungsaffinitit und Spezifitit
aufweisen und sich fiir die (pre-) klinische Testung eignen (ALLSOP, ILLINGWORTH, 2002;
HUGHES et al., 2011; SINGH et al., 2006). In dieser Arbeit wurden verschiedene neue bakterielle
Angriffspunkte identifiziert und auf ihre Eignung als Zielstrukturen untersucht. Da sich die Strukturen
durch eine hohe Spezifitit auszeichnen ist der Grundstein fiir die Entwicklung neuer Substanzen gegen

das Bakterium S. aureus gelegt.
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Abstract: Carbon catabolite repression (CCR) is a common mechanism pathogenic bacteria use to
link central metabolism with virulence factor synthesis. In gram-positive bacteria, catabolite control
protein A (CcpA) and the histidine-containing phosphocarrier protein HPr (encoded by ptsH) are the
predominant mediators of CCR. In addition to modulating CcpA activity, HPr is essential for glucose
import via the phosphotransferase system. While the regulatory functions of CcpA in Staphylococcus
aureus are largely known, little is known about the function of HPr in CCR and infectivity. To address
this knowledge gap, ptsH mutants were created in S. aureus that either lack the open reading frame
or harbor a ptsH variant carrying a thymidine to guanosine mutation at position 136, and the effects
of these mutations on growth and metabolism were assessed. Inactivation of ptsH altered bacterial
physiology and decreased the ability of S. aureus to form a biofilm and cause infections in mice. These
data demonstrate that HPr affects central metabolism and virulence in S. aureus independent of its
influence on CcpA regulation.

Keywords: Staphylococcus aureus; physiology; metabolism; carbon catabolite repression; CcpA; HPr

1. Introduction

Carbon catabolite repression (CCR) is a common regulatory mechanism of bacteria
to coordinate central metabolism with available carbon source(s) [1]. By modulating
transcription of genes encoding proteins involved in the import and catabolism of carbon
metabolites, bacterial CCR facilitates the efficient use of available carbon sources [1]. In
pathogenic bacteria, regulators of CCR often affect transcription of virulence factors that
are important for the exploitation of host-derived nutrient sources [2].

Staphylococcus aureus is a gram-positive opportunistic pathogen and a frequent cause of
nosocomial infections in which central metabolism and infectivity are linked by numerous
regulatory factors, including the catabolite control proteins A (CcpA) and E (CcpE), Cody,
Rex, RpiRc, and SrrAB [3]. CcpA, a member of the GalR-Lacl repressor family [4], is
thought to be the major factor regulating CCR in S. aureus by binding catabolite-responsive
element (cre) sequences of target genes [5]. Depending on the cre sequence location in
the promotor region, the binding of CcpA results in either activation or repression of
transcription [6]. Studies using Bacillus megaterium and Streptococcus pyogenes demonstrated
that the binding affinity of CcpA for cre sites is low, but can be increased drastically by
complex formation with the histidine-containing phosphocarrier protein (HPr), encoded
by ptsH [7,8]. Electrophoretic mobility shift assays suggest this is also true in S. aureus [6],
although CcpA can also bind to cre sites in the absence of HPr [9]. Activity of HPr is
dependent on at least two phosphorylation sites, namely amino acids histidine 15 (His-15)
and serine 46 (Ser-46) [1]. For complex formation with CcpA, HPr must be phosphorylated
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on Ser-46 [7]. This ATP-requiring process is catalyzed by the HPr-kinase/phosphorylase
(HPrK/P), which is regulated in a dose-dependent manner by the glycolytic intermediate
fructose-1,6-bisphosphate (FBP) [10]. For this reason, the amount of Ser-46 phosphorylated
HPr (P-Ser-HPr) is closely connected with glycolytic activity of the cell and the uptake of
sugars. Sugar uptake in bacteria is predominantly mediated by the phosphotransferase
system (PTS), consisting of three main components: HPr, enzyme I (EI), and enzyme II
(EI) [11]. In a first step, HPr is phosphorylated at His-15 (P-His-HPr) by E1, using the
glycolytic intermediate phosphoenolpyruvate as the phosphate donor. The phosphate
group is transferred to the substrate by EII, which translocates and phosphorylates the
sugar into the cell at the same time. Activated glucose, namely glucose 6-phosphate, then
enters glycolysis [12]; hence, HPr connects glycolytic activity with CCR via its dual role in
sugar uptake through the PTS and as an activator of CcpA [13,14].

Numerous genes have been identified to be regulated on the transcriptional level by
CcpA in S. aureus [15-17]. In addition to genes/operons involved in carbon catabolism,
the synthesis of factors associated with biofilm formation and virulence of S. aureus are
also influenced by CcpA [6,15-21]. Specifically, CcpA promotes transcription of the ica-
operon and cidA [19], encoding proteins needed for polysaccharide intercellular adhesion
(PIA) synthesis and extracellular DNA release, respectively [22,23]. These observations are
consistent with the fact that deletion of ccpA abrogates biofilm formation under glucose-
rich conditions. [19]. Furthermore, inactivation of ccpA in S. aureus reduces the formation
of liver and skin abscesses in mouse models of infection [6,24,25]. Taken together, these
observations demonstrate the linkage between CcpA, glucose catabolism, and virulence in
S. aureus; however, the function of HPr remains largely unknown. Here, we characterize the
function of HPr of S. aureus in the context of carbon metabolism, growth kinetics, biofilm
formation, and in vivo infectivity in different murine infection models.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Strains and Plasmids

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. All mutant
strains generated for this study were confirmed by sequencing of the affected region, and by
assessing gene transcription by quantitative real-time reverse transcriptase PCR (qQRT-PCR).

Table 1. Strains and plasmids used in this study.

Strain Description ! Reference or Source
S. aureus

Newman Mouse pathogenic laboratory strain (ATCC 25904) [30]
RIN4220 NCTC8325-4 derivative, acceptor of foreign DNA [31]
SA113 PIA-dependent biofilm producer (ATCC 35556), agr rsbU [32]
Nm ccpA MST14; Newman AccpA::tet(L); TR [15]
Nm ptsH Newman AptsH::1ox72 This study
Nm ptsH-aph Newman AptsH::lox66-aphalll-lox71; KanR This study
Nm ptsH::ptsH Newman AptsH::pBT ptsH; TcR This study
Nm ptsH* Newman AptsH::1ox72 pBTptsH*; TcR This study
Nm ccpA_ptsH Newman AccpA::tet(L) AptsH::lox72; TcR This study
RIN4220 ptsH RN4220 AptsH::1ox72 This study
SA113 ccpA KS66; SA113 AccpA::tet(L); TcR [19]
SA113 ptsH SA113 AptsH::lox72 This study
SA113 ptsH::ptsH SA113 AptsH:pBT ptsH; TcR This study
SA113 ptsH* SA113 AptsH::1ox72 pBTptsH*; TcR This study
SA113 ccpA_ptsH SA113 AccpA:tet(L) AptsH:lox72; TR This study
E. coli

DH50x Cloning strain Invitrogen
DC10B Adcm in the DH10B background; Dam methylation only [28]
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Table 1. Cont.

1

Strain Description Reference or Source
Plasmids
pBT S. aureus suicide plasmid; tet(L) [27]
pBT lox-aph pBT derivative harboring lox66-aphAlll-lox71; tet(L), [26]
aphlll
PRABI Temperature s§n51tlve E'. coli-S. aureus shuttle plasmid, [29]
expression of cre in staphylococci; cat, bla
BT “pts pBT derivative harborlr?cgte(iLC)-termmal ptsl fragment; This study
pBT ptsH1 pBT derivative harboring a T136G ptsH variant; tet(L) This study
pBT ptsH KO pBT derivative harboring the genomic regions flanking This study

ptsH and lox66-aphAlll-lox71 of pBT lox-aph; aphlll, tet(L)

1 KanR, kanamicin-resistant; PIA, polyintercellular adhesin; TR, tetracycline-resistant.

2.2. Bacterial Growth Conditions

S. aureus strains were grown in tryptic soy broth (TSB) containing 0.25% (w/v) glucose
(BD, Heidelberg, Germany) or on TSB plates containing 1.5% agar (TSA). Antibiotics were
only used for strain construction and phenotypic selection at the following concentrations:
tetracycline, 2.5 ug/mlL; erythromycin, 2.5 pg/mL; kanamycin, 15 pg/mL; and chloram-
phenicol, 10 pg/mL. Bacteria from overnight cultures were diluted in pre-warmed TSB
to an optical density at 600 nm (ODgg) of 0.05. All bacterial cultures were incubated at
37 °C and 225 rpm with a flask-to-medium ratio of 10:1. Samples for determination of
the ODg¢go, pH, and metabolites were taken every hour. The growth rate (i) of S. aureus
strains was calculated by the formula (In ODy-In ODy)/(to—t1), with OD; and OD; being
the OD calculated from the exponential growth phase at time t; and t,, respectively. The
generation time of each strain was determined using the formula In 2/ .

2.3. Mutant Construction

For the S. aureus ptsH deletion mutants, 1.4- and 1.1-kb fragments (nucleotides 1053472-
1054838 and 1055049-1056169 of GenBank accession no. AP009351.1, respectively), contain-
ing the flanking regions of the ptsH open reading frame (ORF), were amplified by PCR
from chromosomal DNA of S. aureus strain Newman using primer pairs MBH-94/MBH-
112 and MBH-113/MBH-114, respectively (Supplementary Table S1). The PCR products
were digested with Kpnl/EcoRI and BamHI/Xbal, respectively, and cloned together with
the EcoRI/BamHI-digested lox66-aphAlll-lox71 resistance cassette obtained from pBT lox-
aph [26] into Kpnl/Xbal-digested suicide vector pBT [27] to generate plasmid pBT ptsH
KO. Plasmid pBT ptsH KO was propagated in E. coli strain DC10B [28] and subsequently
electroporated directly into S. aureus strain Newman to obtain strain Newman AptsH-
aph, in which nucleotides 8 to 225 of the 267-bp spanning ptsH ORF were replaced by
the lox66-aphAlll-1ox71 cassette by allelic replacement. The deletion of ptsH in Newman
AptsH-aph was confirmed by PCR, and the strain was then used as a donor for transducing
the lox66-aphAlll-lox71 tagged ptsH deletion into S. aureus strains SA113 and RN4220.
Resistance marker-free AptsH::lox72 derivatives were constructed by treatment with a
Cre recombinase expressed from the temperature-sensitive vector pRAB1 [29], which was
subsequently removed from the aphlll-cured derivatives by culturing the strains at 42 °C.

For the cis-complementation of the AptsH::lox72 mutants, a 1-kb fragment (nucleotides
1055996-1056973 of GenBank accession no. AP009351.1) of the C-terminal region of the
pts] ORF and the annotated terminator region of the ptsHI operon was amplified by
primers MBH-427 /MBH-428 (Supplementary Table S1), digested with EcoRI/KpnlI and
cloned into EcoRIl/Kpnl-digested suicide vector pBT [27] to generate plasmid pBT “ptsl.
The plasmid was electroporated into S. aureus strain RN4220, and a tetracycline-resistant
RN4220 derivative that integrated pBT ‘ptsl in its chromosome at the ptsI locus was used as
donor to phage-transduce the tet(L)-tagged ptsI allele into Nm AptsH and SA113 AptsH,
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respectively, thereby replacing the ptsH::1ox72 deletion with the ptsl::pBT ‘pts] genomic
region containing a functional ptsHI operon.

For the construction of S. aureus ptsH variants harboring a T to G exchange of nu-
cleotide 136 of the ptsH ORF (termed ptsH*), 0.6-kb and 1.1-kb fragments, containing
either the promoter region of ptsH and the N-terminal part of the ptsH ORF (nucleotides
1054446-1054998 of GenBank accession no. AP009351.1) or the C-terminal part of the
ptsH ORF and an N-terminal fragment of the ptsI ORF (nucleotides 1054976-1056121 of
GenBank accession no. AP009351.1) were amplified by PCR from chromosomal DNA of
S. aureus strain Newman using primer pairs MBH-484/MBH-485 and MBH-86/MBH-20,
respectively (Supplementary Table S1). Primer MBH-484 contains a non-complementary
base that introduces a point mutation in the PCR fragment leading to the T136G exchange
of the ptsH ORF. Both PCR products were digested with Styl and subsequently ligated with
T4 DNA-ligase. The ~1.7-kb ligation product was gel-purified, digested with Kpnl/Pstl,
and cloned into Kpnl/Pstl-digested pBT to generate plasmid pBT ptsH1 (Table 1). Presence
of the T136G exchange in ptsH* harbored by plasmid pBT ptsH1 was confirmed by sequenc-
ing, the plasmid propagated in E. coli strain DH5«, electroporated into RIN4220 AptsH,
and selected for tetracycline-resistance. A tetracycline-resistant RN4220 derivative that
integrated pBT ptsH1 at the ptsHI locus was used as donor to transduce the tet(L)-tagged
ptsH* allele into the AptsH mutants.

S. aureus double mutants lacking ptsH and ccpA were created by transducing the
tet(L)-tagged ccpA deletion of MST14 into AptsH derivatives.

2.4. RNA Isolation and Purification, cDNA Synthesis and qRT-PCR

S. aureus strains were cultivated in TSB as described above. Bacterial pellets were
collected after 2 h and 8 h of incubation by centrifugation at 5000 rpm at 4 °C for 5 min,
and immediately suspended in 100 uL ice-cold TE-buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8). Bacteria were disrupted, total RNA isolated, transcribed into cDNA, and qRT-PCRs
carried out as described previously [33] using the primers listed in Supplementary Table S1.
Transcriptional levels of target genes were normalized against the mRNA concentration of
housekeeping gene gyrB according to the 22T method.

2.5. Measurement of pH, Glucose, Acetate, and Ammonium in Culture Supernatants

Aliquots (1.5 mL) of bacterial cultures were centrifuged for 2 min at 10,000x g, and
supernatants were removed, pH measured, and stored at —20 °C until further use. Glu-
cose, acetate, and ammonia concentrations were determined with kits purchased from
R-Biopharm (Pfungstadt, Germany) and used according to the manufacturer’s directions.
The metabolite concentrations were measured from at least three independent experiments.

2.6. Biofilm Assays

Biofilm formation under static conditions was assessed as described [19]. Briefly,
overnight cultures were diluted to an ODgg of 0.05 in fresh TSB medium supplemented
with glucose to a final concentration of 0.75 % (w/v), and 200 pL of the cell suspension
was used per well to inoculate sterile, flat-bottom 96-well polystyrene microtiter plates
(BD). After incubation for 24 h at 37 °C without shaking, the plate wells were washed twice
with phosphate-buffered saline (pH 7.2) and dried in an inverted position. Adherent cells
were safranin-stained (30 sec with 0.1% safranin; Merck, Darmstadt, Germany) and the
absorbance of stained biofilms was measured at 490 nm after resolving the stain with 100 uL
30 % (v/v) acetic acid, using a microtiter plate reader (Victor? 1420 Multilabel Counter;
Perkin Elmer, Rodgau, Germany).

Biofilm formation under flow conditions was performed as described [34], with minor
modifications: Bacteria from overnight cultures were diluted to an ODgg of 0.05 in fresh
TSB medium supplemented with glucose to a total concentration of 0.75% (w/v) and
cultivated for 2 h at 37 °C with shaking at 150 rpm. Flow cells (Stovall Life Science) were
filled with pre-warmed TSB medium supplemented with glucose to a total concentration of
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0.75% (w/v), attached to a peristaltic pump (Ismatec REGLO Digital; Postnova, Landsberg
am Lech, Germany) and inoculated with 0.5 mL of the bacterial cultures. Thirty minutes
after inoculation, the flowrate was set to 0.5 mL/min and chamber. Biofilm formation was
visually documented at different times.

For the assessment of biofilm formation on medical devices under dynamic conditions,
peripheral venous catheter (PVC, Venflon Pro Safety 18 G; BD) fragments of 1 cm length
were placed into reaction tubes filled with 1 mL of TSB and inoculated with 5 x 10° CFU
of TSB-washed bacterial cells obtained from exponential growth phase (inoculation of TSB
from overnight cultures to an ODgqg of 0.05 and incubation for 2.5 h at 37 °C and 225 rpm).
The PVC fragments were incubated under non-nutrient limited conditions for five days
at 37 °C and 150 rpm, and the media were replaced with fresh media every 24 h. PVC
fragments were placed five days post inoculation into fresh reaction tubes filled with 1
mL of TSB, biofilms were detached from the catheter surface and resolved by sonification
(50 watt for 5 min) followed by 1 min of vortexing. CFU rates and biomasses of resolved
biofilms and culture supernatants at day five post inoculation were determined by plate
counting and ODg(p measurements, respectively.

2.7. Primary Attachment Assay on Polystyrene

The primary attachment of bacterial cells to polystyrene surfaces was performed as
described [35], with minor modifications. Briefly, bacteria from the exponential growth
phase (inoculation of TSB from overnight cultures to an ODg of 0.05 and incubation for
2.5h at 37 °C and 225 rpm) were diluted in TSB to 3000 CFU/mL. 100 uL of the bacterial
inoculum was poured onto polystyrene petri dishes (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) and
incubated under static conditions at 37 °C for 30 min. After incubation, petri dishes were
rinsed gently three times with 5 mL of sterile PBS (pH 7.5), and subsequently covered with
15 mL of TSB containing 0.8% agar maintained at 48 °C. Plates were incubated at 37 °C for
24 h. Bacterial attachment to polystyrene was defined as the number of CFU remaining
on the petri dish bottom after washing compared to the number of CFU remaining on the
petri dish bottom without washing.

2.8. Animal Models

All animal experiments were performed with approval of the local State Review
Board of Saarland, Germany (project identification codes 60/2015 [approved 21.12.2015],
and 34/2017 [approved 09.11.2017]), and conducted following the national and European
guidelines for the ethical and human treatment of animals. PBS-washed bacterial cells
obtained from exponential growth phase cultures were used as inoculum.

For the murine abscess model, infection of animals was carried out as described [33],
with minor modifications; specifically, 8- to 12- week-old female C57BL /6N mice (Charles
River, Sulzfeld, Germany) were anesthetized by isoflurane inhalation (3.5%; Baxter, Un-
terschleiflheim, Germany) and 100 uL bacterial suspension containing 5 x 107 CFU were
administered intravenously by retro bulbar injection. Immediately after infection, animals
were treated with a single dose of carprofen (5 mg/kg; Zoetis, Berlin, Germany). Behavior
and weight of mice was monitored daily, and four days post-infection, mice were sacrificed,
and livers and kidneys were removed. The bacterial loads in liver and kidney tissues were
determined by homogenization of weight-adjusted organs in PBS (pH 7.4), followed by
serial dilutions on sheep blood agar plates and plate counting after 24 h incubation at 37 °C.

For the S. aureus based murine foreign body infection model, implantation of catheter
fragments and infection of animals was carried out as described [36], with minor modi-
fications: 8- to 12- week-old female C57BL /6N mice (Charles River) were anesthetized
by intraperitoneal injection of 0.05 mg/kg body weight fentanyl (Hexal, Holzkirchen,
Germany), 5 mg/kg midazolam (Hameln Pharma Plus, Hameln, Germany) and 0.5 mg/kg
medetomidine (Orion Pharma, Hamburg, Germany). After treatment with a dose of
carprofen (5 mg/kg, Zoetis), the animals were shaved with an animal trimmer (BBraun,
Melsungen, Germany) and depilated with asid-med hair removal cream (Asid Bonz, Her-
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renberg, Germany) on both flanks. The depilated skin was disinfected with ethanol (70%)
and 1 cm catheter fragments (PVC, 14G, Sarstedt) were implanted subcutaneously and
inoculated with 1 x 10* CFU of the respective S. aureus strains. Wounds were closed with
staples (Fine Science Tools, Heidelberg, Germany) and anesthesia was antagonized with
1.2 mg/kg body weight naloxone (Inresa, Freiburg im Breisgau, Germany), 0.5 mg/kg
flumazenil (Inresa) and 2.5 mg/kg atipamezole (Orion Pharma). Behavior and weight of
the animals was monitored daily. Ten days post infection, animals were sacrificed, edema
sizes were measured and photo documented, and catheter fragments with surrounding
tissue were harvested for microbial analyses. Excised tissues were homogenized in 1 mL
TSB with a hand disperser (POLYTRON PT 1200 E; Kinematica, Eschbach, Germany), and
biofilms were detached from the PVC fragments and resolved by sonification (50 watt for
5 min) followed by vortexing (1 min). CFU rates in tissue and of biofilm formed on the
catheter were determined by plating serial dilutions on sheep blood agar plates and plate
counting after 24 h of incubation at 37 °C.

2.9. Statistical Analyses

The statistical significance of changes between groups was assessed by one-way
ANOVA followed by Holm-Sidak’s post-hoc tests for experiments containing > 5 biological
replicates using the GraphPad software package Prism 6.01 (San Diego, CA 92108, USA).
p values < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results and Discussion
3.1. Growth, pH Characteristics, and Metabolite Profiles Differ between ptsH and ccpA Mutants

To determine if inactivation of ptsH in S. aureus leads to changes in growth and carbon
catabolism, mutants were constructed in the S. aureus laboratory strain Newman (Table 1)
and growth and physiology were assessed (Figure 1). In detail, a mutant lacking ptsH
(AptsH) was constructed and cis-complemented (ptsH::ptsH), and a AccpA ptsH double
mutant was created (ccpA_ptsH). In addition, a ptsH mutant harboring a point mutation in
the ptsH gene (T136G) leading to the substitution of serine to alanine at position 46 of HPr
(HPr-546A) was constructed (ptsH*). The phosphorylation at this amino acid represents a
known prerequisite for HPr to activate CcpA in other gram-positive bacteria (14), while
its activity in the phosphotransferase uptake system (PTS) should be unaffected. The
parental strain Newman and the cis-complemented ptsH derivative displayed similar
growth characteristics and comparable generation times, respectively. In contrast, all ptsH
mutants (ptsH, ccpA_ptsH, and ptsH*) had reduced growth rates in the exponential (1-3 h)
and the transition phase (4-6 h) relative to the wild type (Figure 1 and Table 2). Interestingly,
the growth rate of the isogenic ccpA deletion mutant was only slightly diminished relative to
that of strain Newman (Figure 1 and Table 2), and differed significantly from the wild type
only during the transition phase. After 12 h of cultivation, growth yields were comparable
for all strains (Figure 1b), suggesting that neither the lack of CcpA nor HPr has a clear
long-term effect on biomass production of S. aureus cultured in rich medium. This is in line
with earlier findings regarding CcpA [15].

Table 2. Generation time of S. aureus strains cultivated in TSB under aerobic conditions.

Strain Generation Time (min) ! p Value 2
Newman 28.6 =1.9
Nm ptsH 348+1.6 <0.01
Nm ptsH::ptsH 278+13 0.34
Nm ptsH* 333+14 <0.01
Nm ccpA 300+13 0.19
Nm ccpA_ptsH 343+1.0 <0.01

! Data are presented as mean =& SD (n = 6). 2 p values were determined by one-way ANOVA and
Holm-Sidak’s multiple comparison test.
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Figure 1. Impact of ptsH and/or ccpA on growth and pH profiles of S. aureus TSB cultures. Bacteria were inoculated to an
ODgp of 0.05 in TSB and cultured aerobically at 37 °C and 225 rpm. ODg (a,b) and pH measurements (c) of the culture
media were determined hourly. Symbols represent: strains Newman (black symbols), Nm ptsH (white symbols), Nm
ptsH::ptsH (grey symbols), Nm ptsH* (yellow symbols), Nm ccpA (red symbols), and Nm ccpA_ptsH (blue symbols). The
results are the mean =+ SD of at least five independent experiments. (b) ODggg readings of the cell cultures at 2, 5, and 12 h

of growth, respectively. The data are presented as box and whisker plot showing the interquartile range (25-75%, box), the
median (horizontal line), and the standard deviation (bars) of 5-6 independent experiments. **, p < 0.01 (one-way ANOVA
and Holm-Sidak’s multiple comparison test. Only differences between Newman and mutants are shown).

To assess the bacterial acid production during growth, the pH of culture supernatants
was measured over time (Figure 1c). The pH of culture supernatants from wild type and
cis-complemented ptsH mutant cultures were similar. In contrast, pH values of culture
supernatants from the ptsH and ccpA_ptsH deletion mutants indicated that little acid was
produced during growth. The pH profiles of the ptsH* and ccpA mutant cultures were
between these two extremes but indicated that acidic end-products were produced and
consumed during growth. Taken together, these data indicate that inactivation of ptsH,
or interference with HPr phosphorylation, delays growth and medium acidification to
a greater extent than does deletion of ccpA. In addition, the small differences in physi-
ological parameters (i.e., growth and pH kinetics) between the ptsH and the ccpA_ptsH
mutants and between the ccpA and ptsH* mutants indicate additional, CcpA-independent
functions of HPr.

To get an idea about the metabolic processes that are active in Newman wild type
and mutant cells cultured in TSB, the concentrations of glucose, acetate, and ammonia
were determined in culture supernatants over time (Figure 2). Strain Newman and the
cis-complemented ptsH mutant (ptsH::ptsH) depleted all available glucose in the medium
within the first 5 h of cultivation (Figure 2a). In contrast, glucose depletion in AptsH and
AccpA_ptsH mutant cultures was severely delayed, and low concentrations of glucose
were still detectable in culture supernatants even after 10 h of growth. In AccpA and ptsH*
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Glucose (mM)

mutant cultures, glucose levels decreased slower than in wild type cultures, and no glucose
was detectable after 7 h of growth (Figure 2a).

(b) (c)

Acetate (mM)
Ammonia (mM)

Figure 2. Impact of ptsH and/or ccpA on glucose consumption, acetate and ammonia production of S. aureus Newman

during in vitro growth. S. aureus strains Newman (black symbols), Nm ptsH (white symbols), Nm ptsH::ptsH (grey symbols),

Nm ptsH* (yellow symbols), Nm ccpA (red symbols), and Nm ccpA_ptsH (blue symbols) were cultivated in TSB, and glucose

(a), acetate (b), and ammonia (c) concentrations in culture supernatants were determined hourly. Results are presented as

the average and standard deviation of at least three independent experiments.

When S. aureus is cultured aerobically in a glucose-containing medium, cells produce
and secrete acetate as long as glucose is available [37]. Consistent with this fact, increasing
acetate concentrations in the culture supernatants were observed during the first 5-6 h
of growth for all strains (Figure 2b). However, while all strains accumulated acetate
in the medium, the maximum concentrations differed; specifically, the wild type and
the cis-complemented ptsH derivative accumulated up to 22 mM of acetate. In contrast,
supernatants from AptsH and AccpA_ptsH mutant strain cultures had approximately one-
third of the concentration of that from the wild type strain. Similar to that seen in the pH
profiles (Figure 1c), the acetate profiles of ptsH* and AccpA mutant cultures centered in
between those two extremes (Figure 2b). At 7-8 h post inoculation, acetate levels decreased
in the supernatants of all cultures, irrespective of the fact that glucose was present in AptsH
and AccpA_ptsH mutant cultures (Figure 2a).

S. aureus also utilizes amino acids as carbon sources for growth, a process that requires
deamination of the amino acids, resulting in the secretion of ammonia into the culture
supernatant [20]. The uptake and catabolism of amino acids in S. aureus is subject to
CCR [20]. While glucose was present in the medium, ammonia levels remained low in
the wild type and ptsH::ptsH culture supernatants, followed by a steady increase in the
ammonia concentrations (Figure 2c). In contrast, cultures of strains Nm ptsH and Nm
ccpA_ptsH began to accumulate ammonia beginning at 3 h of cultivation. Interestingly, the
ammonia concentration in the supernatant of the AccpA mutant closely resembled that of
the ptsH deletion mutants, while the ptsH* mutant resembled the late induction of the wild
type strain (Figure 2c).

Taken together, these data show that the inactivation of ptsH or ccpA results in distinct
differences in glucose consumption, acetate accumulation and reutilization, and ammonia
secretion in S. aureus. Furthermore, the exchange of an amino acid critical for the interaction
of HPr with CcpA in the ptsH* mutant resulted in metabolite profiles (i.e., glucose and
acetate) comparable to the AccpA mutant, while some alterations in the growth profile,
generation time, and ammonia secretion were observed. Importantly, after 12 h of growth,
the biomass of S. aureus Newman was independent of ccpA and ptsH, suggesting that S.
aureus has other means to utilize carbon sources in the growth medium. Specifically, ptsH
mutants were able to utilize glucose from the growth medium—although much slower
than the wild type—demonstrating that S. aureus can transport glucose independent of the
group translocation PTS [38]. A likely compensatory transporter would be one of the many
ATP binding cassette transporters identified in S. aureus [39].
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3.2. Inactivation of ptsH and/or ccpA Alters Transcription of TCA Cycle and Virulence
Factor Genes

CcpA is known to affect transcription of a large number of central carbon metabolism
and virulence genes [15-17]. For this reason, the effect of ptsH deletion on transcription
of genes regulated by CcpA such as citB (encoding the TCA cycle key enzyme aconitase),
pckA (encoding the gluconeogenesis key enzyme phosphoenolpyruvate carboxykinase),
and hla (encoding a-hemolysin) was assessed. Specifically, mRNA levels were determined
in cells from the exponential (i.e., 2 h) and post-exponential growth phases (i.e., 8 h) by

qRT-PCR (Figure 3).
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Figure 3. Effect of ptsH and/or ccpA mutations on the transcription of S. aureus. Newman wild type and mutant cells were
cultured aerobically in TSB, as outlined in Materials and Methods. Cells were harvested at the time points indicated, total
RNAs isolated, and qRT-PCRs performed for citB (a), pckA (b), and hla (c). Transcripts were quantified in reference to the
transcription of gyrase B. Data are presented as mean + SD of five biological replicates. *, p < 0.05; **, p < 0.01 (one-way
ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison test; only differences between Newman and mutants are shown).

Consistent with our previous observation that S. aureus transcription of citB and
pckA is repressed by CcpA when cultivated with glucose [16], deletion of ccpA significantly
increased the level of ¢itB and pckA mRNA in exponential growth phase cells relative to wild
type cells (Figure 3a,b). As expected, in the post-exponential growth phase, comparable citB
and pckA transcript levels were observed in the AccpA mutant and the wild type. Similar to
the AccpA mutant, exponential growth phase cells of the ptsH mutants (AptsH, ptsH*, and
AccpA_ptsH) had comparable citB and pckA mRNA levels, while the cis-complemented
ptsH derivative (ptsH::ptsH) had citB and pckA transcript levels comparable to the wild type
strain. In contrast to exponential growth phase cultures, all three ptsH mutants produced
significantly lower levels of pckA mRNA than the wild type at 8 h, suggesting that pckA
transcription is affected by HPr at later growth stages in a way that is independent of
CcpA. This differed from the results for citB in which all ptsH mutants (AptsH, ptsH*, and
AccpA_ptsH) had comparable transcript levels to that of the AccpA mutant and the wild type
after 8 h of growth. The fact that the ptsH* mutant produced pckA transcript levels similar
to the ptsH mutant, but not similar to the ccpA mutant suggests that HPr phosphorylated at
serine 46 acts in part independent of CcpA. This observation is consistent with that found
in other gram-positive bacteria, where the serine 46-phosphorylated HPr exerted effects on
CCR via CcpA and inducer exclusion [40]. However, it cannot be excluded that differences
in pckA transcription between the ptsH* and AccpA mutants are due to differences in protein
stability. The reason why protein stability cannot be excluded is because phosphorylation
of the B. subtilis HPr homolog at Ser-46 stabilized the protein [41], while a serine to alanine
exchange of Ser-46 in the E. coli HPr homolog was found to decrease the stability of the
protein [42].

CcpA represses transcription of hla during the exponential growth phase when bac-
teria are cultured in presence of glucose [15,16]. Similarly, levels of hla mRNA from the
exponentially growing AccpA mutant and all ptsH mutants (Figure 3c) were de-repressed,
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while the cis-complemented ptsH deletion mutant produced hla transcript levels that were
comparable to the wild type. During the post-exponential growth phase, only the hla tran-
script levels of the AptsH and the AccpA_ptsH double mutant were significantly increased
(Figure 3c), suggesting that HPr affects expression of x-hemolysin in a CcpA-dependent
and -independent manner. Taken together, these data suggest that exponential growth
phase S. aureus was cultured in the presence of glucose, HPr affects the transcription pri-
marily via activation of CcpA, while in the post-exponential growth phase cells of S. aureus,
HPr is likely to affect gene transcription by CcpA-independent mechanism(s).

3.3. Impact of ptsH Deletion on Biofilm Formation of S. aureus SA113

CcpA is important for polysaccharide intercellular adhesin (PIA)-dependent biofilm
formation by staphylococci under glucose-rich in vitro conditions [19,24,43]. The impor-
tance of HPr on sugar import and gene regulation suggests that HPr might influence
biofilm formation of S. aureus. Strain Newman is a weak biofilm producer in glucose-rich
medium under in vitro conditions [34], hence we transduced the ptsH mutations into S.
aureus strain SA113, which forms a strong biofilm under these conditions [19,22]. The
ability of SA113 mutant strains were analyzed using a semi-quantitative static biofilm assay
(Figure 4a) and in biofilm flow cells (Figure 4b).

(b) (c)

icaA
0.015+
= g
| . 2 o
SA113 'm,- : | % 0.010
>
Fx ok g 0.005+4 T
o AptsH::ptsHp t Rk achrer oo g'
— o
> 0.000- T
« Flow direction
& oon Q\CX\ v'\\(b & 'Q@Y\
N & v &
R 3
¢ W

Figure 4. Mutations of ptsH affect biofilm formation of S. aureus under static and flow conditions. (a) Biofilm growth of S.
aureus strains in a static 96-well microplate assay. The data show the mean + SD of five biological replicates. (b) Flow cell
chambers were inoculated with S. aureus strains as indicated, allowed to attach to the surfaces for 30 min, and incubated
under constant flow for 24 h. The results shown are representative of two independent experiments. (c) Effect of the ptsH
mutation on the transcription of icaA in S. aureus strain SA113. Cells of SA113, the AptsH mutant, and the cis-complemented
ptsH::ptsH derivative were cultured aerobically in TSB. After 2 h of growth, cells were harvested, total RNAs isolated, and
qRT-PCRs performed for icaA. Transcripts were quantified in reference to gyrase B mRNA. Data are presented as mean + SD
of five biological replicates. **, p < 0.01 (one-way ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison test; only differences

between SA113 and mutants are shown).

Under static conditions, the AptsH and AccpA_ptsH mutants of SA113 displayed
drastic decreases in their biofilm formation capacities on polystyrene surfaces, whereas
the cis-complemented derivative (ptsH::;ptsH) formed biofilms that were comparable to
the ones seen with the wild type (Figure 4a). Deletion of ccpA or the S46A mutation of
HPr in SA113 (ptsH*) also significantly reduced biofilm formation, however, not to the
extent seen with the AptsH mutant, supporting our hypothesis that a functional PTS is
important for S. aureus to form a biofilm in this type of assay. In the flow chamber assay,
the AptsH mutant failed to produce a clear biofilm within the microchannel after 24 h of
constant flow, while both, the wild type and the cis-complemented ptsH derivative, almost
completely filled the microchannel with biomass (Figure 4b), suggesting that HPr is also
important for biofilm formation under shear flow. To exclude that the latter phenotype
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was caused by a decreased capacity of the AptsH mutant to attach to the microchannel
surface, the primary attachment capacities of the strains were determined. Here, no clear
differences in attachment towards polystyrene surfaces were obtained for the strain triplet,
suggesting that the observed lack of biofilm formation of the SA113 AptsH mutant is likely
due to a deficiency in biofilm maturation. To determine whether this effect might be due
to a decreased capacity of the mutant to produce PIA, we assayed the transcription of
icaA, which is part of the icaADBC polycistronic mRNA that encodes proteins needed
for PIA synthesis [22]. Consistent with the reduced ability of the SA113 ptsH mutant
to form a biofilm under static and flow conditions, we observed significantly decreased
levels of icaA transcripts in the ptsH deletion mutant relative to the wild type and the cis-
complemented mutant (Figure 4c). Together, these data suggest that HPr, in part, promotes
biofilm formation of S. aureus by enhancing the expression of the PIA synthesis machinery.

In a third biofilm assay intended to resemble the in vivo situation more closely, we
studied the ability of SA113 and its derivatives to form biofilms on peripheral venous
catheter (PVC) fragments under non-nutrient limited conditions (Figure 5).
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Figure 5. Inactivation of ptsH and/or ccpA reduces the biofilm formation capacity of S. aureus on medical devices. (a) Images
of S. aureus-loaded catheter fragments at day 5 post inoculation (6.3-fold magnification). The results are representative of
three independent experiments. (b,c) Colony forming units (CFU) and total biomass of detached biofilms were determined
by plate counting (b) and measuring the ODgqg of the TSB solutions (c). The data are presented as box and whisker plot
showing the interquartile range (25-75%, box), the median (horizontal line), and the standard deviation (bars) of nine
independent experiments. **, p < 0.01 (one-way ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison test; only differences
between SA113 and mutants are shown).

Using this assay, a strong biofilm was macroscopically detectable on catheter fragments
inoculated with the wild type or the cis-complemented ptsH derivative at 5 days post
inoculation (Figure 5a). In contrast, on catheter fragments inoculated with either the AptsH
mutant, the AccpA mutant, the ptsH* mutant, or the AccpA_ptsH double mutant, almost
no biofilm was visible. These observations were further supported by CFU and ODggg
determinations of TSB solutions harboring the detached biofilms (Figure 5b,c). A significant
reduction in viable bacteria (~1 log) was observed on all fragments inoculated with mutants
when compared to the wild type inoculated fragments (Figure 5b). Similar to the CFU data,
the ODg( values were approximately 10-fold lower in the detached biofilms formed by
the mutants (Figure 5c), suggesting that ptsH and ccpA deletions elicit rather comparable
effects on the biofilm forming capacity of S. aureus on PVC surfaces under non-nutrient
limited conditions.
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(a)

3.4. HPr Contributes to Infectivity and Biofilm Formation of S. aureus SA113 in a Murine Foreign
Body Infection Model

CcpA is not required for biofilm formation of S. aureus and S. epidermidis on im-
planted catheter fragments in normoglycemic mice [24,43], but this did not address the
function of HPr in vivo. In order to address this question, the ability of strains SA113, the
AptsH mutant, and the cis-complemented ptsH derivative to form biofilms on implanted
catheter fragments was assessed in the murine foreign body infection model [36] with
normoglycemic mice (Figure 6).

(b) (c)
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Figure 6. Inactivation of ptsH reduces the infectivity of S. aureus SA113 in a murine foreign body infection model. Catheter

fragments were implanted subcutaneously into the back of normoglycemic mice and inoculated with cells of S. aureus
strains SA113 (black symbols), its ptsH deletion mutant (white symbols), and the cis-complemented ptsH mutant (grey
symbols), respectively (n = eight animals per group). Ten days post infection, animals were euthanized, edema sizes around
the implanted catheters were measured (a), and the catheters and surrounding tissues were explanted. Bacterial loads from
catheter detached biofilms (b) and in surrounding tissue homogenates (c) were determined by CFU counting. The data
represent the values of every individual animal (symbols) and the median (horizontal line). **, p < 0.01 (one-way ANOVA

and Holm-Sidak’s multiple comparison test).

Mice challenged with the AptsH mutant displayed a clear reduction in edema sizes
around the implanted catheter fragments (Figure 6a) and a small but significant reduc-
tion (~2-fold) in detached bacteria (Figure 6b), when compared to animals infected with
wild type bacteria or the cis-complemented ptsH derivative. In contrast, no significant
differences in bacterial loads of tissues surrounding the catheter fragments were obtained
(Figure 6¢). These findings suggest that HPr, unlike CcpA, has a small but important func-
tion on the biofilm formation capacity of PIA producing S. aureus in normoglycemic mice.
This difference is probably due to a reduced sugar uptake capacity of the ptsH mutant,
which might interfere with the enhanced carbon and energy demand of S. aureus during
biofilm maturation.

3.5. HPr and CcpA Are Both Required for Full Infectivity of S. aureus in a Murine Liver
Abscess Model

The formation of liver abscesses is one of the clinical manifestations caused by S. aureus
in which CcpA exerts a strong effect on disease progression in normoglycemic mice [6]. To
determine how P-Ser-HPr affects infectivity of S. aureus in a murine liver abscess model,
the bacterial loads in livers four days post infection were assessed (Figure 7).

Consistent with previous observations [6,24], we observed a nearly 3 log reduction in
bacterial loads in liver tissue of C57BL/6 mice challenged with the ccpA mutant bacteria
(median 2.2 x 10° CFU/ g tissue) relative to mice infected with the wild type strain (median
7.6 x 107 CFU/g tissue). Importantly, a greater reduction in CFU/g liver was observed
(~4 log; median 1.4 x 10* CFU/g tissue), when mice were challenged with the AptsH
mutant. Infection of mice with the cis-complemented ptsH derivative resulted in a bacterial
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burden in the liver (median 4.2 x 107 CFU/g tissue) comparable to that seen in wild type
infected mice, demonstrating that the decreased CFU rates determined in liver tissues
of AptsH infected mice were due to the lack of HPr. Notably, mice challenged with the
ptsH* mutant carrying the S46A exchange in HPr also caused an almost ~4 log reduction
in bacterial loads in liver tissue (median 2.1 x 10* CFU/g tissue), suggesting that both,
the deletion of ptsH and a mutation of serine 46 of HPr, alter the virulence of S. aureus in
this murine infection model in a CcpA-independent manner. The lowest CFU rates in liver
tissues were observed when mice were challenged with the AccpA_ptsH double mutant
(median 4.8 x 10° CFU/g tissue), suggesting that CcpA might also exert some effects on
virulence of S. aureus in this infection model independently of HPr.
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Figure 7. Inactivation of ptsH and/or ccpA results in decreased bacterial burden of S. aureus Newman
in a murine abscess model. C57BL/6N mice were infected retro bulbar with 5 x 107 CFU of
S. aureus strains Newman (black symbols), its AptsH (white symbols) and AccpA (red symbols)
mutants, the ptsH* mutant (yellow symbols), the AccpA_ptsH double mutant (blue symbols), and
the cis-complemented ptsH derivative (grey symbols), respectively. Bacterial loads in liver tissue
homogenates were determined four days post infection. The data display the median (horizontal
lines) and individual values of every animal (dots; #n = 8-10 animals per group). **, p < 0.01 (one-way
ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison test; only differences between Newman and mutants
are shown).

4. Conclusions

Central carbon metabolism and virulence factor synthesis are tightly linked in S. aureus
and controlled by several transcription factors [3]. Notably, CcpA is the only transcription
factor known to enhance infectivity of S. aureus [6,24,25], while other regulators such as
CcpE, Cody, and RpiRc are thought to attenuate rather than to promote infectivity of this
bacterium in mice [33,44-47]. We show here that HPr contributes positively to infectivity
of S. aureus in mice, presumably by affecting central carbon metabolism and virulence
factor synthesis in a CcpA-dependent and -independent manner. These effects are likely
mediated through changes in sugar transport and carbon metabolization that alter biofilm
formation [24]. It is also possible that HPr in S. aureus acts like the HPr homolog of
E. coli to modulate quorum sensing by interacting with autoinducer-2 (AI-2) modifying
factors [48]. Given the importance of HPr on biofilm formation and virulence in S. aureus,
this phosphocarrier protein could be a promising drug target for the development of novel
anti-staphylococcal compounds.
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Supplementary Table 1: Primers used in this study.

Primer Direction Sequence (5’-3') !
Cloning primer
MBH20 Rev gtcggtacCTCCACCTATATCTAAAGTACG
MBHS86 For. GGTGTTATGAGCCTTGGTG
MBH9%4 Rev. ctcgaaTTCCATAATTACATTTCTCCTTCG
MBH112 For. gtcggt ACCTTGAAGATGGTTTGATGAC
MBH113 For. gtcggatCCATTCAAGCAATCAGTGATGTC
MBH114 Rev. ggatct AGAATGGATTCATTTCTTCAGGC
MBH427 For. gtcgaattCTGAGTTTTTATATATGGGTCGTG
MBH428 Rev. gtcggtacCTACATTTTGTTAATGACACATAGTTG
MBH484 Rev. CCAACACCAAGGCTCATAACACCCATGATTGCTTTTAAGT
TTACTTTCTTACC
MBH485 For. GAATTATGTCTGCAGCAGCAATTCAAGGTAGTC
qRT-PCR primer
citB For. CAAGATCATCAAGTGCCTATTCGT
citB Rev. CGTGATTACCACGTCTTGAACC
gyrB For. GACTGATGCCGATGTGGA
yrB Rev. AACGGTGGCTGTGCAATA
hla For. AACCCGGTATATGGCAATCAACT
hla Rev. CTGCTGCTTTCATAGAGCCATTT
icaA For. CTGGCGCAGTCAATACTATITCGGGTGTCT
icaA Rev. GACCTCCCAATGTTTCTGGAACCAACATCC
pckA For. CACGGCTGGAATAAAAACGG
pckA Rev. TGCATAGCAGCCACCTTCG

1 Small letters represent nucleotides that do not fit with the target sequence. Restriction sites used for
cloning are underlined.
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Abstract: Secretion of bacterial signaling proteins and adaptation to the host, especially during
infection, are processes that are often linked in pathogenic bacteria. The human pathogen
Staphylococcus aureus is equipped with a large arsenal of immune-modulating factors, allowing it to
either subvert the host immune response or to create permissive niches for its survival. Recently, we
showed that one of the low-molecular-weight protein tyrosine phosphatases produced by S. aureus,
PtpA, is secreted during growth. Here, we report that deletion of ptpA in S. aureus affects
intramacrophage survival and infectivity. We also observed that PtpA is secreted during macrophage
infection. Immunoprecipitation assays identified several host proteins as putative intracellular binding
partners for PtpA, including coronin-1A, a cytoskeleton-associated protein that is implicated in a variety
of cellular processes. Of note, we demonstrated that coronin-1A is phosphorylated on tyrosine residues
upon S. aureus infection and that its phosphorylation profile is linked to PtpA expression. Our results
confirm that PtpA has a critical role during infection as a bacterial effector protein that counteracts host

defenses.

Reprint with kind permission of Journal of Biological Chemistry (ELSEVIER).
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Abstract: Staphylococcus aureus continues to be a public health threat, especially in hospital settings.
Studies aimed at deciphering the molecular and cellular mechanisms that underlie pathogenesis,

host adaptation, and virulence are required to develop effective treatment strategies. Numerous
host-pathogen interactions were found to be dependent on phosphatases-mediated regulation. This
study focused on the analysis of the role of the low-molecular weight phosphatase PtpB, in particular,
during infection. Deletion of ptpB in S. aureus strain SA564 significantly reduced the capacity of the
mutant to withstand intracellular killing by THP-1 macrophages. When injected into normoglycemic
C57BL/6 mice, the SA564 AptpB mutant displayed markedly reduced bacterial loads in liver and
kidney tissues in a murine S. aureus abscess model when compared to the wild type. We also observed
that PtpB phosphatase-activity was sensitive to oxidative stress. Our quantitative transcript analyses
revealed that PtpB affects the transcription of various genes involved in oxidative stress adaptation
and infectivity. Thus, this study disclosed first insights into the physiological role of PtpB during

host interaction allowing us to link phosphatase-dependent regulation to oxidative bacterial stress

adaptation during infection.

Reprint with kind permission of Cells (MDPI).
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Abstract: Staphylococcus aureus continues to be a public health threat, especially in hospital settings.
Studies aimed at deciphering the molecular and cellular mechanisms that underlie pathogenesis,
host adaptation, and virulence are required to develop effective treatment strategies. Numerous
host-pathogen interactions were found to be dependent on phosphatases-mediated regulation. This
study focused on the analysis of the role of the low-molecular weight phosphatase PtpB, in particular,
during infection. Deletion of ptpB in S. aureus strain SA564 significantly reduced the capacity of the
mutant to withstand intracellular killing by THP-1 macrophages. When injected into normoglycemic
C57BL/6 mice, the SA564 AptpB mutant displayed markedly reduced bacterial loads in liver and
kidney tissues in a murine S. aureus abscess model when compared to the wild type. We also observed
that PtpB phosphatase-activity was sensitive to oxidative stress. Our quantitative transcript analyses
revealed that PtpB affects the transcription of various genes involved in oxidative stress adaptation
and infectivity. Thus, this study disclosed first insights into the physiological role of PtpB during
host interaction allowing us to link phosphatase-dependent regulation to oxidative bacterial stress
adaptation during infection.

Keywords: Staphylococcus aureus; arginine phosphatase; infection; oxidative response

1. Introduction

Staphylococcus aureus has emerged as a major human pathogen responsible for hospital
and community-associated infections that can involve almost any organ system, including
skin and soft tissue infections, necrotizing pneumonia, and infective endocarditis [1]. The
increase in multi-resistant variants of this species, coupled with its increasing prevalence as
anosocomial pathogen, is of major concern [2]. The success of S. aureus as a pathogen and its
ability to cause such a wide range of infections are the result of its large armamentarium of
virulence factors that is controlled by a sophisticated network of regulatory molecules [3,4].
S. aureus has an exceptional ability to survive under unfavorable conditions, either by
adapting to environmental factors or by defending against exogenous stresses [5]. Within
the human host, the bacterium can infect and reside in a wide range of tissues, ranging from
superficial surfaces like the skin to deeper tissues such as the gastrointestinal tract, heart
and bones. In order to achieve this multifaceted lifestyle, S. aureus uses complex regulatory
networks to sense diverse signals that enable it to adapt to different environments and
modulate virulence [6].
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To survive in changing environments, bacteria have developed exquisite systems
that not only sense these stresses but also trigger appropriate responses, which allow
survival and even propagation under these conditions. Basic research of staphylococcal
protein regulation is therefore required to decipher molecular and cellular mechanisms that
underlie pathogenesis, host adaptation and virulence. Thus, understanding how S. aureus
regulates its virulence in response to host environments is important to devise effective
treatment strategies.

Signal transduction is an essential and universal mechanism that allows all cells—
from prokaryotes to eukaryotes—to translate environmental signals into adaptive changes.
By this mechanism, extracellular inputs propagate through complex signaling networks
whose activity is often regulated by reversible protein phosphorylation [7]. Protein kinases
and phosphatases are the regulatory proteins that tend to amplify an external signal,
thus making it crucial. Protein phosphorylation is carried out by a multitude of protein
kinases that transfer the gamma-phosphate from ATP to specific amino acids on proteins,
predominantly to the side chains of serine, threonine, and tyrosine residues [8,9]. An
analogous number of protein phosphatases counteract these reactions by catalyzing the
dephosphorylation of specific substrate proteins. Based on their sequence, structure,
and function, protein phosphatases are grouped into three main classes. Phosphatases
acting on phospho-serine/threonine (pSer, pThr) comprise the PPP (phospho-protein
phosphatase) and PPM (Mg?* /Mn?*-dependent protein phosphatase) families, whereas
enzymes acting on phospho-tyrosine (pTyr) constitute the protein tyrosine phosphatase
(PTP) superfamily [8,10]. In addition, specialized protein phosphatases act on phospho-
aspartate, phospho-histidine, and phospho-cysteine residues [11-14]. Recently, a member
of the low-molecular weight protein tyrosine phosphatase (LMW-PTP) family was shown
to efficiently target phospho-arginine [15]. Protein arginine phosphorylation represents
a novel posttranslational modification (PTM) that alters protein function in vitro and
in vivo [16,17]. While bacterial tyrosine phosphatases can be intimately involved in a
number of cellular processes, one major theme has become apparent with the involvement
of phosphatases as virulence factors [18]. Although a detailed picture is yet unavailable, a
role of bacterial protein tyrosine phosphatases during host infection has been identified in
different facultative and obligate intracellular pathogens, and the strategies employed by
them are currently being elucidated [18,19].

A wealth of information has been gained from studies aimed at deciphering the
pathophysiological events during S. aureus-macrophage infection [20], but the signaling
pathways leading to these adaptations are still poorly understood. Protein phosphatases are
suggested to be important regulatory enzymes in pathogenic bacteria, though the upstream
signaling of these proteins needs to be further analyzed under specific environmental
conditions, which may help in identifying their sensing mechanisms. S. aureus has been
reported to produce two LMW-PTPs, PtpA and PtpB [21], with the corresponding genes
being part of the S. aureus core genome [22]. In our previous work, we demonstrated the
secretion of the S. aureus phosphatase PtpA [23], and its involvement in the process of
infection and intracellular survival [24]. Furthermore, while PtpB was initially described
as a tyrosine phosphatase [21], recent phosphoproteomic analysis indicated that PtpB
functions as an arginine phosphatase [25] that is involved in oxidative stress response,
amino acid metabolism, and virulence factor synthesis [26]. Yet, its role during infection
remains to be investigated. In this study, we demonstrate that PtpB contributes to the
intracellular survival capacity of S. aureus within macrophages and participates in the
infectivity of this pathogen in a murine S. aureus abscess model. In vitro phosphatase
activity assays revealed furthermore that PtpB is sensitive to oxidative stress. Additionally,
we show that PtpB affects the transcription of various genes involved in oxidative stress
adaptation and infectivity.
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2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Strains, Media, and Growth Conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. All mutant
strains and plasmids generated for this study were confirmed by sequencing of the affected
region, and by assessing gene transcription by quantitative real-time reverse transcriptase
PCR (qRT-PCR). Escherichia coli strains were grown at 37 °C in LB medium. S. aureus
isolates were plated on Tryptic Soy Agar (TSA; BD, Heidelberg, Germany), or grown in
Tryptic Soy Broth (TSB; BD) medium at 37 °C and 225 rpm with a culture to flask volume
of 1:10. Antibiotics were only used for strain construction and phenotypic selection at the
following concentrations: ampicillin, 100 pg/mL; tetracycline, 2.5 ng/mL; erythromycin,
2.5 pg/mL; and chloramphenicol, 10 ng/mL.

Table 1. Strains and plasmids used in this study.

Reference or

. stion !
Strain Description Source
S. aureus
SA564 S. aureus clinical isolate, wild type [27]
SA564 AptpB SA564 AptpB::lox66-erm(B)-lox71; ErmR This study
SA564 AptpB::ptpB cis-complemented SA564 AptpB derivative This study
E. coli
E. coli strain allowing a high-level recombinant protein .
BL21(DE3)Star expression. IPTG-inducible T7 RNA polymerase Invitrogen
E. coli DC10B derivative harboring hsdS of S. aureus strain
IMO8B NRS384, Adcrn (28]
TOP10 E. coli derivative ultra—comp.etent cells used for Invitrogen
general cloning
Plasmids
PBASE6 E. coli=S. aureus temperature-senm.hv? suicide shuttle vector, [29]
secY counterselection; bla cat
PBASE®6 derivative harboring the C-terminal region of
PBASEG6 ptpB comp NWMN_2020, ptpB, and the N-terminal region of glyA; This study
bla, cat
pBT S. aureus suicide plasmid; tet(L) [30]
pBT derivative harboring the genomic regions flanking ptpB .
PBT ptpB KO and lox66-erm(B)-lox71; tet(L), erm(B) This study
pET19b E. coli vector for IPTG inducible protein expression; bla Novagen
pET19b derivative used to express HAT-tagged fusion of S. .
PET19b_PtpB aureus PtpB WT in E. coli; bla This study
pET19b derivative used to express HAT-tagged fusion of S. .
pETI9b_PtpB_DI11A aureus PtpB_D111A in E. coli; bla This study
PET19Db derivative used to express HAT-tagged fusion of S. .
PET15b_PtpB_T11I aureus PtpB_T111 in E. coli; bla This study
PRMC2 E. coli=S. aureus shuttle vector, Tetracycline-inducible [31]
expression; bla, tet
) PRMC2 derivative used to express C-terminal Spot-tagged .
PRMC2_PtpA-Spot fusion of S. aureus PtpA; bla, tet This study
y PRMC2 derivative used to express C-terminal Spot-tagged .
PRMC2_PtpB-Spot fusion of S. aureus PtpB; bla, tet This study
PRMC2_SecA-Spot PRMC2 derivative used to express C-terminal Spot-tagged This study

fusion of S. aureus SecA; bla, tet

1T ErmR, erythromycin-resistant.

2.2. Cloning and Expression of PtpA, PtpB and SecA Spot-Tagged Proteins in S. aureus

The ptpA, ptpB, and secA genes were amplified by PCR using S. aureus Newman

chromosomal DNA as a template, and the Spot fragment was amplified by PCR using the
pSpot2 vector as a template (Chromotek, Planegg, Germany) with the primers listed in
Table S1. The ptpA, ptpB, and secA plasmids were constructed using NEB Gibson Assembly
kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). The ptpA, ptpB and secA purified PCR prod-
ucts were fused to the Spot-tag at the C-terminus and Gibson cloned into the Kpnl/EcoRI
digested pRMC2 vector [31], thus generating pRMC2_PtpA-Spot, pRMC2_PtpB-Spot and
PRMC2_SecA-Spot, respectively. The plasmids were propagated in E. coli IM08B [28] and
electroporated into S. aureus strain SA564 [27].
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2.3. Cloning, Expression and Purification of Recombinant PtpB Proteins.

The ptpB derivatives plasmids were constructed using NEB Gibson Assembly kit
(New England Biolabs). The ptpB gene was amplified by PCR using S. aureus Newman
chromosomal DNA as a template with the primers listed in Table S1. The ptpB fragment
was fused to Histidine Affinity Tag (HAT) [32] at the C-terminus and Gibson cloned into
the Ncol/BamHI digested pET19b vector (Novagen, Madison, WI, USA), thus generating
pET19b_PtpB. PtpB_T11I and PtpB_D111A derivatives harboring threonine to isoleucine
or aspartic acid to alanine substitutions, respectively, were generated by Gibson assembly
(Table S1). Transformed E. coli BL21 Star cells were grown at 16 °C in LB medium containing
1 mg/mL of glucose and 100 pug/mL of ampicillin, and protein synthesis was induced with
0.5 mM IPTG overnight. Bacteria were disrupted in a French pressure cell and centrifuged
at 14,000 rpm for 25 min. Purifications of the HAT-tagged recombinants were performed
using TALON® metal affinity resins (Clontech, Mountain View, CA, USA) accordingly to
the manufacturer’s instructions and eluted in 200 mM imidazole, 50 mM Tris-HCI [pH 7.4],
100 mM NaCl, and 10% [vol/vol] glycerol, to be stored at —20 °C.

2.4. Construction of the S. aureus ptpB Deletion and Cis-Complementation Strains

For the S. aureus ptpB deletion mutants, 0.95- and 1.1-kb fragments (nucleotides
2236272-2237225 and 2234785-2235883 of GenBank accession no. AP009351.1, respectively),
containing the flanking regions of the ptpB open reading frame (ORF), were amplified
by PCR from chromosomal DNA of S. aureus strain Newman using primer pairs MBH-
510/MBH-511 and MBH-512/MBH-513, respectively (Table S1). The PCR products were
digested with Kpnl/Xhol and EcoRI/Sacl, respectively, and cloned together with an
Xhol/EcoRI digested lox66-erm(B)-lox71 fragment into suicide vector pBT [30] to generate
plasmid pBT ptpB KO. Plasmid pBT ptpB KO was propagated in E. coli strain IM08B [28]
and subsequently electroporated directly into S. aureus strain Newman to obtain strain
Newman AptpB, in which nucleotides 17 to 405 of the 420-bp spanning ptpB open reading
frame were replaced by the lox66-erm(B)-lox71 cassette by allelic replacement. The deletion
of ptpB in Newman AptpB was confirmed by sequencing, and the strain was then used as
a donor for transducing the lox66-erm(B)-lox71 tagged ptpB deletion into S. aureus strain
SA564 [27].

For the cis-complementation of the AptpB-erm(B) mutation in SA564 AptpB, a 2.4-kb
fragment (nucleotides 2234785-2237225 of GenBank accession no. AP009351.1) covering
the C-terminal region of ORF NWMN_2020, ptpB, the annotated terminator region of the
NWMN-2020-ptpB operon, and the N-terminal region of glyA was amplified by primers
MBH-510/MBH-513 (Table S1), digested with Kpnl/Sacl, and cloned into Kpnl/Sacl-
predigested plasmid pBASE6 [29] to generate plasmid pBASE6 ptpB comp. The plasmid
was propagated in E. coli IMO8B and electroporated into S. aureus strain SA564 AptpB.
Replacement of the erm(B)-tagged ptpB deletion by the functional NWMN_2020-ptpB locus
was done as previously described [33].

2.5. Murine Abscess Model

Animal experiments were performed with approval of the local State Review Board of
Saarland, Germany, and conducted following the national and European guidelines for the
ethical and human treatment of animals. Preparation of the bacterial inoculum and infection
of the animals were carried out as described [34], with minor modifications. Briefly, 100 uL
bacterial suspensions containing ~107 colony forming units (CFU) were administered
intravenously by retro-orbital injection into female, 8- to 10-week-old C57BL/6N mice
(Charles River, Sulzfeld, Germany) that were anesthetized by isoflurane inhalation (3.5%;
Baxter, Unterschleifsheim, Germany). Immediately after infection, mice were treated with a
dose of carprofen (5 mg/kg; Zoetis, Berlin, Germany), and at four days post infection, mice
were sacrificed, and livers and kidneys were removed. The organs were weight adjusted
and homogenized in PBS (Thermo Fisher, Dreieich, Germany), and serial dilutions of the
homogenates were plated on blood agar plates to enumerate the CFU rates in the organs.
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2.6. Macrophage Culture and Infection

Cells of the human leukemia monocytic cell line THP-1 [35] were obtained from the
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ no. ACC 16). THP-1 cells
were cultured and differentiated into macrophages as described in [36]. For macrophage
infection, S. aureus cells were grown to the mid-exponential growth phase (i.e., 2 h) in
TSB medium. The bacteria were collected by centrifugation at 4,000 g for 10 min and
resuspended in PBS. The differentiated THP-1 macrophages (5 x 10° cells/well) were
inoculated with S. aureus at the multiplicity of infection (MOI) of 20:1 (bacteria to cells) and
incubated in 10% fetal calf serum (FCS; PAA, Pasching, Germany)-supplemented RPMI-
1640 (Thermo Fisher) at 37 °C and 5% CO, for 1 h. Subsequently, cells were washed with
PBS to remove unbound bacteria, and the remaining extracellular bacteria were killed
by incubation with 100 pg/mL gentamicin (Merck, Darmstadt, Germany) and 20 pg/mL
lysostaphin (Genmedics, Reutlingen, Germany) for 30 min. After gentamicin/lysostaphin
treatment, macrophages were rinsed twice with PBS (time point T0), and then further
incubated in FCS (10%) and gentamicin (100 pg/mL)-supplemented RPMI-1640 for 45 min
(time point T45). Lysis of macrophages and enumeration of intracellular bacteria at time
points TO and T45 was performed as described in [24]. The intracellular survival rate was
determined by dividing the CFU rate seen at T45 by the corresponding CFU rates seen at T0.

2.7. PtpB Phosphatase Activity Assay

The phosphatase activity of PtpB was assayed in vitro by using a method based on the
detection of p-nitrophenol (PNP) formed from p-nitrophenyl phosphate (PNPP) cleavage.
Tests were performed in buffer containing 100 mM sodium citrate, 40 mM PNPP, and 3 mM
dithiothreitol (DTT) when required. The reaction was initiated by the addition of 0.5 uM
PtpB phosphatase or derivatives followed by incubation in 96-well microplates at 25 °C.
To test the effect of oxidation, DTT was omitted and H,O, (500 uM final concentration)
was added, respectively. The phosphatase reaction was monitored at 405 nm (absorption
maximum of the generated PNP) using a Spark 20M fluorimeter (Tecan, Lyon, France)
microplate reader. All experiments were performed at least in triplicate.

2.8. HyO; Susceptibility Assays

Minimal inhibitory concentrations of SA564 and its AptpB derivative for H,O, (Sigma,
Saint-Quentin-Fallavier, France) were determined by broth microdilution assays according
to CLSI standard MO07 [37], however, by using TSB instead of cation-adjusted Mueller-
Hinton broth. In a second assay, bacterial cells were cultured in TSB at 37 °C and 225 rpm
for 2 h, and subsequently challenged with HyO;, (50 mM final concentration) for 1 h. At the
end of the incubation time, CFU rates of the cultures were determined by plate counting.

2.9. NO Susceptibility Assay

SA564 and its isogenic AptpB mutant were grown overnight on TSA, and colonies
were picked on the next morning and suspended in fresh TSB to a McFarland of 0.5. Cell
suspensions were diluted 1:100 in TSB and subsequently mixed 1:1 with TSB supplemented
with different concentrations (0, 6.25 and 12.5 uM final concentration) of the NO" donor
diethylamine NONOate diethylammonium salt (DEA NONOate, Sigma). Growth of the
cultures was monitored for 12 h using digital time-lapse microscopy with the oCelloScope
instrument (BioSense Solutions, Farum, Denmark) under static conditions at 37 °C and 5%
CO,. Growth kinetics of the cultures were determined using the Background Corrected
Absorption (BCA) algorithm of the UniExplorer software (BioSense Solutions, version 9.0).

2.10. pH 5.5 Survival Assay

Exponential growth phase cells (i.e., 2 h) of SA564 and its isogenic AptpB mutant were
washed with PBS (pH 7.4) and suspended in PBS (pH 5.5) to an ODgq of 1. PBS washed
cells resuspended in PBS (pH 7.4) served as unchallenged controls. Cell suspensions were
cultured for up to 3 h at 37 °C, and ODgq values of acid stressed cell suspensions were
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determined every 30 min. The relative survival rates were determined by dividing the
ODyg readings of the cell suspensions through the values recorded at time point 0. At
1 h post inoculation, aliquots of acid stress challenged cell suspensions and controls were
removed, and CFU rates of the cultures were determined by plate counting.

2.11. Measurement of Gene Expression by qRT-PCR

RNA isolation, cDNA synthesis and qRT-PCR were carried out as previously de-
scribed [38], using the primer pairs listed in Table S1. Transcripts were quantified in
reference to the transcription of gyrase B (in copies per copy of gyrB).

2.12. Statistical analyses

The statistical significance of changes between groups was assessed by the Mann-
Whitney U test for experiments containing > 4 biological replicates using the GraphPad
Prism 6.01 software package (GraphPad, San Diego, CA, USA). p values < 0.05 were
considered statistically significant.

3. Results and Discussion
3.1. PtpB Does Not Affect the In Vitro Growth of S. aureus SA564 but Promotes Survival in
Macrophages

Earlier work demonstrated that S. aureus survives readily in macrophages [39]. Given
the impact of Ptp homologues on survival within macrophages [24,40], we wondered
whether PtpB might fulfill similar functions in S. aureus. For this purpose, a ptpB deletion
mutant in S. aureus strain SA564, a clinical isolate of clonal complex 5 (CC5), was generated
(SA564 AptpB), as well as the cis-complementation derivative SA564 AptpB::ptpB. In vitro
growth curves performed with the wild type, the mutant and the complemented strain
demonstrated that the deletion of ptpB in S. aureus SA564 did not markedly affect the
bacterial growth in TSB (Figure 1a), which is in line with earlier observations made with
S. aureus ptpB mutants cultured in full media [26,41]. Next, survival rates of S. aureus
SA564, the AptpB mutant, and the cis-complemented strain were determined within THP-1
macrophages at 45 min post Gentamicin treatment (pGt). Already after this short period, a
significantly smaller proportion of intracellular surviving cells were observed in THP-1
cells infected with the AptpB mutant. Cis-complementation of the pfpB mutant with a
functional ptpB locus reverted the intracellular survival rates to levels comparable to the
wild type strain (Figure 1b). These data suggest that PtpB is involved in the intracellular
survival capacity of S. aureus within macrophages.

3.2. PtpB Contributes to Infectivity of S. aureus in a Murine Abscess Model

As PtpBis involved in the survival capacity of S. aureus within macrophages (Figure 1b),
we wondered whether and how PtpB might affect the infectivity of the bacterium in vivo.
To address this, we assessed the ability of the strain triplet SA564/SA564 AptpB/SA564
AptpB::ptpB to cause disease in a murine abscess model [34]. Coherent with our intra-
macrophage survival results (Figure 1b), a significant decrease (about 3-log) in the bacterial
loads in liver and kidney was detected in mice infected with the AptpB mutant when
compared to mice challenged with the wild type strain (Figure 2).

Mice infected with the cis-complemented derivative SA564 AptpB::ptpB displayed com-
parable bacterial loads in liver as wild type infected mice. In kidneys, SA564 AptpB::ptpB
infected mice produced CFU rates that were about 1-log lower than the CFU rates de-
termined in wild type infected mice (Figure 2a). However, SA564 AptpB::ptpB infected
mice displayed about 100-fold higher bacterial loads in kidneys than the AptpB mutant
challenged mice, indicating that the decreases in bacterial loads seen in livers and kidneys
of AptpB mutant challenged mice were due to the deletion of pfpB and not caused by
polar mutations. Taken together, these findings suggest that PtpB is a major contributor
to abscess formation of S. aureus in mice. Remarkably, inactivation of ptpB in S. aureus
decreased abscess formation in both, liver and kidneys, which is not the rule for other
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mutations affecting liver and renal abscess formation of S. aureus, such as ccpA, nor, nos,
and sea that altered the abscess formation only in one of the two organs upon infection via
the blood system [42—44].
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Figure 1. PtpB does not affect growth of S. aureus SA564 in TSB but promotes survival in macrophages.
(a) Growth kinetics of S. aureus strains SA564 (black symbols), SA564 AptpB (white symbols), and
SA564 AptpB::ptpB (gray symbols) in TSB. Cells were cultured at 37 °C and 225 rpm at a culture to
flask volume of 1:10. Data represent the mean Agyg readings =+ SD at the time points indicated (1 = 3).
(b) S. aureus short-term survival in infected macrophages. Survival rates are given in relationship to
the intracellular bacterial cell numbers seen immediately after the gentamicin/lysostaphin treatment,
which was set to 100%. The data are presented as box and whisker plot showing the interquartile
range (25-75%, box), the median (horizontal line) and the standard deviation (bars) of six independent
experiments. * p < 0.05; ** p < 0.01 (Mann-Whitney U test).
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Figure 2. PtpB contributes to infectivity of S. aureus SA564 in a murine abscess model. C57BL/6N
mice were infected via retroorbital injection with 1 x 107 cells of S. aureus strain SA564 (black
symbols), SA564 AptpB (white symbols), and the cis-complemented derivative SA564 AptpB::ptpB
(gray symbols), respectively (1 = 10 per group). Mice were euthanized 4 days post-infection, livers
and kidneys were removed and homogenized in PBS, and serial dilutions of the homogenates plated
on sheep blood agar plates to determine the bacterial loads in kidney (a) and liver (b) organs. Each
symbol represents an individual mouse. Horizontal bars indicate the median of all observations.
*p <0.05 ** p < 0.01 (Mann-Whitney U test).

3.3. PtpB Is Not Secreted by S. aureus during In Vitro Growth and Upon Ingestion by Macrophages

Various pathogenic bacteria use the secretion of bacterial signaling proteins into target
host cells to modulate the phosphorylation status of host signaling networks [45-47]. We
have recently shown that S. aureus PtpA is secreted during in vitro growth or within
macrophages [23,24]. Additionally, PtpA has been identified in the secretome of this
bacterium [48], despite of the fact that PtpA does not exhibit a general export pathway
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signal sequence at its N-terminus. In order to determine whether PtpB might be secreted
by S. aureus and interact directly with signaling networks of the host, we created a C-
terminal Spot-tag ptpB translational fusion construct and introduced this construct in trans
into the SA564 AptpB derivative to avoid the expression of endogenous PtpB, generating
strain SA564 AptpB + pRMC2_PtpB-Spot. The plasmid is expected to drive high levels of
expression of a PtpB-Spot fusion protein upon anhydrotetracycline induction [31]. Cultures
expressing the PtpB-Spot fusion protein were induced and grown in liquid media for only
two hours in order to minimize cell death and lysis. Presence of PtpB-Spot in supernatants
and bacterial cells was determined by Western-blot analyses using anti-Spot antibodies.
SA564 derivatives expressing Spot-tagged versions of PtpA and SecA served as positive
and negative secretion control, respectively [24,49] (Figure 3).

(a) (b)
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Figure 3. PtpB is not secreted by S. aureus. (a) Cultures were induced with 0,2 ug/mL of anhy-
drotetracycline for 2 h and supernatants from S. aureus SA564 AptpB + pRMC2_PtpB-Spot, SA564
AptpA + pRMC2_PtpA-Spot (positive secretion control), and SA564 + pRMC2_SecA-Spot (negative
secretion control) were filtered and immunoprecipitated with anti-Spot magnetic beads, whereas
bacterial pellets were resuspended and lysed in PBS with protease inhibitor cocktail, lysostaphin,
and DNAasel. Inmunoprecipitated proteins (IP) from supernatants and bacterial pellets (BP) were
resolved on SDS-PAGEs, transferred to PVDF membranes, and subjected to Western-blot analyses
using an anti-Spot antibody as primary antibody (Chromotek) and a HRP-coupled goat-anti-lama
antibody as secondary antibody (Bethyl). Data are representative of three independent experiments.
(b) RAW 264.7 macrophages (5 X 10° cells/mL) were incubated in presence of anhydrotetracy-
cline (0.1 pg/mL) to induce PtpB expression after phagosomal uptake of the bacteria for 2 h with
S. aureus SA564 AptpB + pRMC2_PtpB-Spot at a MOI of 20, and non-phagocytosed bacteria were
subsequently removed by gentamicin/lysostaphin treatment. At 3 h pGt, infected macrophages were
lysed in 0.1%Triton X-100, and centrifuged at 14 000 g. The obtained supernatants corresponding to
macrophage lysates were immunoprecipitated with anti-Spot magnetic beads (Chromotek), whereas
the pellets containing intracellular bacteria were resuspended in an equal amount of lysis buffer.
Immunoprecipitated proteins and bacterial pellets were resolved on SDS-PAGE and detected with an
anti-Spot antibody as described in (a). Data are representative of three independent experiments (M
kDa: molecular markers).

Cultures expressing the PtpB-Spot fusion construct allowed the identification of the
fusion protein within the bacterial pellet but did not indicate the presence of PtpB-Spot
in immunoprecipitated culture supernatants (Figure 3a). As a positive secreted control,
we used our recently constructed C-terminal Spot-tag translational fusion to the S. aureus
ptpA gene in the pPRMC2 vector [24], and introduced this construct into strain SA564 AptpA.
A C-terminal Spot-tag translational fusion to the S. aureus secA gene cloned into pRMC2
served as negative control to monitor the potential release of cytosolic proteins by cell lysis.
In line with our earlier observations [23,24], we observed clear signals for PtpA-Spot in
the bacterial pellets and in immunoprecipitated supernatant fractions, while SecA-Spot
was exclusively found in bacterial pellets (Figure 3a), indicating that PtpA is secreted by
S. aureus during exponential growth, while PtpB is kept within the bacterial cell under
these growth conditions. The lack of a SecA-Spot signal in the IP culture supernatant
fractions indicates furthermore a negligible release of intracellular proteins via cell lysis
under the growth conditions used in this assay, supporting the idea that PtpA is actively
secreted by S. aureus into the extracellular milieu by a yet unidentified mechanism [24].
Moreover, to test whether PtpB might be secreted by S. aureus under infection mimicking
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conditions, we next infected THP-1 macrophages with the SA564 AptpB + pRMC2_PtpB-
Spot derivative, induced the expression of PtpB-Spot by addition of anhydrotetracycline
to the infected macrophages, and tested the presence of PtpB-Spot in lysed macrophage
supernatants and intracellular persisting bacteria three hours post infection. Similar to
our observations made with the in vitro cultured cells (Figure 3a), we failed to detect a
PtpB-Spot signal in macrophage lysates upon cell infection, while a clear signal could be
detected in bacterial cell pellets (Figure 3b), demonstrating that PtpB-Spot was produced
by THP-1 ingested S. aureus cells. Taken together, these findings indicate that PtpB is not
actively secreted by S. aureus to modulate host cell signaling, suggesting that the phospho-
arginine phosphatase affects the macrophage survival capacity and infectivity of S. aureus
via intracellular pathways.

3.4. S. aureus PtpB Phosphatase Activity Depends on a Highly Specific Threonine Residue in Its
Catalytic Loop

PtpB from S. aureus was originally characterized in vitro as an acid low-molecular-
mass phosphotyrosine protein phosphatases [21,50], although recent in vitro studies re-
ported substrate specific activity of PtpB to release inorganic phosphate from arginine
phosphate containing substrates [25,26]. However, the phosphotyrosine phosphatase activ-
ity of S. aureus PtpB was confirmed by structural motifs typical for LMW-PTPases, which
are highly conserved among different staphylococcal strains and even species, and known
to play pivotal roles in the catalytic cleavage mechanism [50]. All LMW-PTPs have a
specifically shaped binding pocket to distinguish pTyr from other phosphorylated residues.
Given this conserved architecture, it is surprising that an annotated LMW-PTP is able to
target a different phospho-residue, but this was firstly reported for the LMW-PTP YwIE
from Bacillus subtilis, which possesses a highly specific phospho-arginine phosphatase
activity [15]. YwIE belongs to the LMW-PTP family which contains a conserved active site
signature motif, C(X)4CR(S/T) (Supplementary Figure S1), corresponding to the active-site
loop (P-loop) region that comprises a conserved cysteine and arginine residue. This P-loop
is critical for binding the phosphate group of the incoming substrate and subsequently, to
form a transient enzyme-substrate phosphothioester adduct [51]. Overall, YWIE adopts
the typical LMW-PTP fold consisting of four 3-strands forming a central, highly twisted
parallel 3-sheet that is flanked by o-helices H1, H2, H5, and H6 on one side, and H3 and
H4 on the other side (Fuhrmann et al., 2013a). The P-loop encompassing the C7XXXXXR13
motif connects strand S1 and a helix H1 and constitutes the base of the active-site pocket.
As a result, residues Cys7 and Asp118 are properly arranged to dephosphorylate the in-
coming substrate in a concerted reaction [52]. Although all LMW-PTPs exhibit a similar
active-site architecture, in which residues lining the substrate-binding cleft are particularly
well conserved, structural comparison of YWIE with the related S. aureus PtpA and PtpB
phosphatase revealed a remarkable difference regarding position 5 within the CXXXX5XR
P-loop (the PX5 residue: Thr in YWIE and PtpB; Ile in PtpA) (Supplementary Figure S1).
Furhmann et al. [15] demonstrated already that position PX5 of the CXXXX5XR P loop is
critical to direct substrate selectivity either to pArg (PX5 = Thr) or pTyr (PX5 = Ile), as a Thr
to Ile exchange increase the pTyr phosphatase activity of YwIE, while reducing its pArg
phosphatase activity. We hypothesized that the S. aureus PtpB specificity towards pArg
is mainly driven by the Thr residue at position PX5, as has been seen with its orthologue
YWIE [15]. To assess the role of the critical residues, Thr1l and Asp111, on PtpB phos-
phatase activity, we constructed single mutants where Thr1l and Asp111 (the catalytically
active Asp residue of the conserved D-P-Y triad) were mutated to isoleucine and alanine,
respectively. Proteins were overexpressed in E. coli and purified as recombinant proteins
fused to a HAT-tag. The purified tagged PtpB protein derivatives were then assayed for
phosphatase activity in presence of the universal phosphate donor PNPP and the reducing
agent DTT (Figure 4, black bars).
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Figure 4. S. aureus PtpB phosphatase activity. Recombinant expressed versions of PtpB, PtpB_T11I,
and PtpB_D111A were used to test their phosphatase activity on PNPP in presence (black bars)
and absence of DTT (blue bars), respectively. Data are presented as mean + SD of four biological
replicates. *#p < 0.05 (* Mann-Whitney U test between PtpB and its derivatives in presence of DTT;
* Mann-Whitney U test between + DTT and -DTT samples).

The D111A exchange in PtpB strongly decreased the PNPP hydrolysis capacity by
a factor of ~7-fold, in line with earlier findings indicating that this Asp residue acts as
the general acid catalyst in the transition stage for the phosphate group release [50].
Mutating residue Thr11, on the other hand, had an opposing effect. The T11I exchange
in PtpB resulted in a significant increase in PNPP hydrolysis (~6-fold). Therefore,
substitution of a single hydroxyl group (threonine) by an ethyl group (isoleucine) led to
a drastic change in the phosphatase activity of PtpB as previously described for YWIE
from B. subtilis [15].

The C(X)4 CR(S/T) motif possessed by LMW-PTPs is crucial for catalysis and
redox regulation of their activity. In fact, the dephosphorylation mechanism occurs in a
two-step process and involves the formation of a covalent phosphothioester reaction
intermediate that is generated by nucleophilic attack of the active site cysteine on the
incoming phosphoarginine residue. Studies with other LMW-PTPs suggest that the
active site cysteine exists as the negatively charged thiolate anion at physiological
pH [53]. In this form, the cysteine residue acts as a strong nucleophile. However, in
the latter state, the cysteine residue is also particularly vulnerable to oxidation via
reactive oxygen species (e.g., hydrogen peroxide, H,O,). To further explore the redox-
based putative regulation of PtpB, we performed phosphatase assays with our PtpB
derivatives in absence of DTT and in presence of H,O,, respectively. The results of
these studies revealed that both the wild-type PtpB and the T11I mutant activities were
decreased in absence of the reducing agent by a factor > 5, while the PNPP hydrolase
activity of the D111A mutant was not markedly changed (Figure 4, blue bars). No PNPP
hydrolase activities were detectable for all three PtpB derivatives in presence of H,O,
(data not shown), in line with observations obtained with other LMW-PTPs [54-56].
Thus, it can be inferred that the redox status of the cell is likely to affect PtpB activity in
S. aureus.

3.5. PtpB Affects the Capacity of S. aureus to Adapt to Oxidative Stress

S. aureus cells phagocytosed by macrophages are likely to end up in phagolysosomes
in which the bacterial cells are challenged among others by reactive oxygen species (ROS)
and low pH [57]. Based on our observations that S. aureus cells lacking a functional ptpB
locus have a reduced capacity to survive within THP-1 macrophages (Figure 1b) and that
PtpB activity is modulated by oxidative treatment (Figure 4), we wondered whether PtpB
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might affect the ability of S. aureus to cope with oxidative stress. To test this hypothesis,
we first determined the minimal inhibitory concentration (MIC) of SA564 and its AptpB
derivative for H,O, using a broth microdilution assay. Unexpectedly, cells of the wild type
and the ptpB deletion mutant displayed an equal MIC of 0.25 mM. However, when grown
in TSB for 2 h and subsequently challenged with 50 mM of H,O,, SA564 and its AptpB
derivative produced clearly differing CFU rates at 1 h post H,O, challenge (Figure 5).
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Figure 5. Effect of a ptpB deletion on the Hy,O, resistance of S. aureus SA564. Cells of S. aureus strain
SA564, its isogenic AptpB mutant, and the cis-complemented derivative were cultured in TSB at 37 °C
and 225 rpm for 2 h, challenged with 50 mM H,0O,, and CFU rates of the cultures determined at 1 h
post HyO, challenge. The data presented are the mean + SD of five biological experiments. ** p < 0.01
(Mann-Whitney U test).

Treatment of exponential growth phase cultures of the AptpB mutant with H,O,
significantly reduced the number of CFU, when compared to the CFU rates obtained
with HyO; challenged cultures of the wild type and the cis-complemented derivative,
respectively, in line with findings made by Junker et al. [26] for S. aureus strain COL.
These findings suggest that PtpB does not alter the ability of S. aureus SA564 to cope with
H,O; stress per se, but does affect the ability of the pathogen to adapt to oxidative stress
during growth.

3.6. PtpB Promotes the Capacity of S. aureus to Withstand NO~ Stress.

In order to test whether PtpB might also affect the capacity of S. aureus to cope
with NO' stress, cells of SA564 and its AptpB mutant were challenged with NO" donor
diethylamine NONOate (DEA NONOate), and growth of the cultures monitored over time
(Figure 6).

Addition of the NO donor at a concentration of 12.5 uM delayed the growth of wild
type and AptpB mutant cultures for about 2 h, but had only little effect on the growth rate
of the wild type after 12 h of growth (Figure 6a,b). In contrast, a clear decrease in growth
rates was observed when cells of the AptpB mutant were challenged with the NO" donor,
which reached about 75% of the growth rates seen with the untreated control after 12 h of
cultivation (Figure 6b). These findings suggest that PtpB also contributes positively to the
capacity of S. aureus to recover from nitrosative stress.
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Figure 6. Effect of a ptpB deletion on the NO' resistance of S. aureus SA564. Cells of S. aureus strain
SA564 (filled symbols) and its isogenic AptpB mutant (opened symbols) were cultured in presence
and absence of 12.5 uM DEA NONOate in TSB under static conditions at 37 °C and 5% CO, for
12 h. Growth was measured by optical density using the oCelloScope BCA algorithm. (a) Growth
kinetics of DEA NONOate treated (green symbols) and untreated (black symbols) cell suspensions.
The graph represents the average growth values + SD of four biological experiments. (b) Relative
growth rates of DEA NONOate treated cells in relation to the growth rates recorded for the untreated
controls at 12 h of growth. * p < 0.05 (Mann-Whitney U test).

3.7. PtpB Alters the Transcription of Genes Encoding Factors Involved in the Detoxification of ROS

The adaptive capacity of staphylococcal cells to oxidative stress is of major impact for
host infection [58], and our findings show that the lack of ptpB decreased the capacity of
S. aureus to protect itself from H,O, and NO' induced oxidative stress (Figures 5 and 6).
Thus, we wondered whether PtpB might affect the transcription of genes whose products
are involved in the detoxification of ROS, specifically of H,O,. The detoxification of HyO,
in S. aureus is thought to be accomplished mainly by catalase (encoded by katA) and the
peroxiredoxin alkyl hydroperoxide reductase (encoded by ahpC), which convert HyO,
to water and oxygen [59]. At first, we analyzed the impact of the ptpB deletion on katA
and ahpC transcription of S. aureus during growth in TSB (Figure 7a). In line with earlier
findings [59], we observed a growth phase-dependent transcription of both genes in wild
type cells, with a maximum expression in the post-exponential growth phase. Notably,
when the transcript rates of katA and ahpC were determined in cultures of the isogenic
AptpB mutant along with growth, rather similar growth phase-dependent kinetics were
observed. However, when compared in relation to the transcript rates seen for katA and
ahpC in wild type cells at a given time point, ApfpB mutant cells produced significantly
reduced amounts of katA and ahpC at all three time points analyzed (Figure 7a), suggesting
that PtpB is involved in the expression of KatA and AhpC in S. aureus.

Another mechanism utilized by S. aureus to cope with extracellular H,Oj stress is the
production of the yellow to orange pigment staphyloxanthin [60], which is synthesized from
the enzymes coded within the crtOPQMN operon [61], and known to be of importance for
the resistance of S. aureus to phagocytotic killing [60,62,63]. However, we neither observed
clear differences in pigment production between the AptpB mutant and wild type cells of
SA564 during in vitro growth (data not shown), nor in the transcription of crtM (Figure 7b),
suggesting that PtpB does not affect intramacrophage survival via the modulation of
staphyloxanthin biosynthesis.

Encouraged by our findings that PtpB promotes the transcription of katA and ahpC
(Figure 7a), we additionally tested the impact of the ptpB deletion on the transcription of
the superoxide dismutases encoding genes sodA and sodM [64,65]. Both gene products
are involved in maintaining cell viability during exogenous O, stress by catalyzing
the dismutation of O;~ to oxygen and HyO; [58]. While no clear differences in sodM
transcription between AptpB mutant cells and wild type cells were noticed in our qRT-PCR
analyses, we observed significantly decreased sodA transcript rates in AptpB mutant cells
for the later time points analyzed (Figure 7c).
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Detoxification of nitric oxide in S. aureus is mediated mainly by the flavohemoglobin
Hmp [66]. To test whether PtpB might also affect the expression of Hmp, we also analyzed
the transcription of the respective gene (Figure 7d). Here, no clear differences in hmp
transcription between AptpB mutant cells and wild type cells were noticed, suggesting
that PtpB does not modulate the nitrosative stress response of S. aureus via transcription of
hmp, at least under uninduced conditions. Taken together, these data suggest that PtpB is
likely to contribute to intramacrophage survival and abscess formation of S. aureus via the
upregulation of ROS detoxifying enzymes such as AhpC, KatA, and SodA.
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Figure 7. Effect of a ptpB deletion on the transcription of genes encoding enzymes involved in the
detoxification of ROS in S. aureus. Quantitative transcript analyses of ahpC and katA (a), crtM (b),
sodA and sodM (c), and hmp (d) by qRT-PCR in SA564 (black bars) and SA564 AptpB (white bars)
cells grown in TSB at 37 °C and 225 rpm to the time points indicated. Transcripts were quantified in
reference to the transcription of gyrase B (in copies per copy of gyrB). Data are presented as mean +
SD of five biological replicates. * p < 0.05; ** p < 0.01 (Mann-Whitney U test between WT and mutant
at a given time point).

3.8. PtpB Contributes to the Survival Capacity of S. aureus Under Low pH.

S. aureus cells ingested by macrophages are challenged among others in the phagolyso-
some by low pH [67]. To evaluate whether PtpB might also affect the capacity of S. aureus to
cope with acidic stress, we next tested the survival capacity of wild type and AptpB mutant
cells in PBS at pH 5.5, an average pH found in phagolysosomes of macrophages loaded
with viable S. aureus cells [67]. To closer resemble conditions seen in the macrophage
phagolysosome, exponential growth phase cells of the wild type and the AptpB mutant
were challenged with the low pH in PBS and not the culture medium (i.e., TSB). When
compared to wild type cells incubated in PBS at pH 5.5, the ODgq values of the AptpB
mutant cell suspensions dropped faster at all time points analyzed (Figure 8a).

Similarly, cell suspensions of the AptpB mutant produced significantly smaller relative
CFU rates after 1 h of cultivation than wild type cultures (Figure 8b), suggesting that
PtpB contributes to the ability of S. aureus to survive under pH conditions encountered
by the bacterial cell in the macrophage phagolysosome. As urease was recently reported
to represent an essential component of the acid response network of S. aureus [68], we
next tested whether PtpB might affect the transcription of the corresponding operon,
ureABCEFGD. Our qRT-PCR analyses revealed that the ptpB deletion indeed strongly
affected the transcription of ureA in SA564 (Figure 8c), however, unlike expected. When
cultured in TSB, cells of the AptpB mutant produced significantly increased transcript rates
of ureA than wild type cells at all time points analyzed, suggesting that PtpB represses
the transcription of the ureABCEFGD operon during in vitro growth. The enhanced level
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of ureA transcripts seen in AptpB mutant cells is probably due to a reduced production
of the transcriptional regulator CodY, a known repressor of urease gene transcription in
gram-positive bacteria [68], as Junker et al. [26] reported significantly lower amounts of
CodY in AptpB mutant cells when compared to wild type cells. However, if and how
a reduction of urease affects the ability of S. aureus to survive within the macrophage
phagolysosome remains subject to further analysis.

(a) (b) (c)
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Figure 8. Effect of a ptpB deletion on the survival capacity of S. aureus at pH 5.5. Exponential growth
phase cells of SA564 (black symbols) and its SA564 AptpB mutant (white symbols) were inoculated
into PBS (pH 5.5) at an ODgqp of 1 and cultured for 3 h at 37 °C. (a) Survival rates over time. Data are
presented as mean =+ SD of five biological replicates. (b) Relative CFU rates of the cultures after 1 h
of incubation in PBS at pH 5.5. CFU rates are given in relation to the CFU rates determined in cell
suspensions cultured for 1 h in PBS at pH 7.4. Data are presented as mean + SD of five biological
replicates. (c) Quantitative transcript analyses of ureA in S. aureus cells grown in TSB at 37 °C and
225 rpm to the time points indicated. Transcripts were quantified in reference to the transcription of
gyrase B (in copies per copy of gyrB). Data are presented as mean + SD of five biological replicates.
*p <0.05; ** p < 0.01 (Mann-Whitney U test between WT and mutant at a given time point).

4. Conclusions

Phosphatases expressed by pathogenic bacteria can act as key regulators of important
microbial processes, especially during environmental adaptation encountered upon host
infection [18,19]. Our macrophage survival-, mice infection-, and transcription data sug-
gest a similar role for PtpB in S. aureus. Interestingly, S. aureus PtpB presents important
differences compared to its LMW-PTPs orthologues. In particular, we provide evidence
that PtpB phosphatase activity could be influenced by a single Thr residue in its catalytic
loop. Our observations that PtpB activity is affected by its redox status suggest a putative
role during the oxidative stress response, as has been seen for the PtpB homolog YIWE
in bacilli [56,69]. In line with this assumption, we observed a decreased capacity of the
ptpB deletion mutant to withstand HyO,, NO’, and low pH stresses, skills that are probably
very important for S. aureus to survive inside macrophages [70]. Professional phagocytes
such as macrophages express a multifaceted antimicrobial arsenal, which includes but
is not limited to the production of reactive oxygen or nitrogen species (ROS, RNS), and
antimicrobial peptides in an acidified environment [71]. Nevertheless, S. aureus can with-
stand these mechanisms and conditions [70]. It is thus tempting to speculate that PtpB
redox regulation might participate in the adaptation processes initiated by S. aureus to
survive and replicate within the phagolysosome. However, further work will be needed
to decipher the molecular mechanisms utilized by PtpB that allow S. aureus to adapt to
oxidative stresses encountered in macrophages and during infection.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2073-4

409/10/3/645/s1, Table S1: Primers used in this study; Supplementary Figure S1: Alignment of
LMW-PTPs.
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Supplementary Table 1: Primers used in this study.

Primer Direction Sequence (5’-3") !
Cloning primer
MBH510 For. gtcgg TACCAACTGAAACAGTTTATGGAC
MBH511 Rev. gtgctcgag ACGAATAAAATCTTCATAGTTCACATCC
MBH512 For. GATATTATTTGCTAGTAGGAATTCTG
MBH513 Rev. gtcgagCTCCATATTCAACGAAATTGTAG
VM11_PtpA_pRMC2 For. tatGGTACCGGGATATAACTACATAGT
VM11(1)_ PtpA-spot-Ct_Gib  Rev. CACGAACACGATCTGGCCCTTCTTTCAAATTTGC
VM11(2)_ PtpA-spot-Ct_Gib  For. GCAAATTTGAAAGAAGGGCCAGATCGTGTTCGTG
VM26_PtpB_pRMC2 For. TAAGCTTGATGGTACATTATTAAAGGATGTGAACT
VM27_PtpB-spot-Ct_Gib Rev. ACGATCTGGTGACCCGCAAATAATATCTTTTAATT
VM28_PtpB-Spot-Ct_Gib For. AAAGATATTATTTGCGGGTCACCAGATCGTGTTCG
VM29_Spot-Ct_pRMC2 Rev. GACGGCCAGTGAATTCTAAGAACTCCAATGTGATA
VM49_SecA_pRMC2 For. TAAGCTTGATGGTACAACAGTTTTTTAGCTAAAGGAGC
VMB50_SecA-spot-Ct_Gib Rev. ACGATCTGGTGACCCTTTTCCATGGCAATTTTTGAAT
VMb51_SecA-spot-Ct_Gib For. AATTGCCATGGAAAAGGGTCACCAGATCGTGTTCG
qRT-PCR primer
ahpC For. TCCAACTGAATTAGAAGACT
ahpC Rev. GAGAATACATTTACGCCTAAT
crtM For. ACAGTAGGTGAAGTATTGAC
crtM Rev. ATCGTATGTCTGATGTGTTT
gyrB For. GACTGATGCCGATGTGGA
gyrB Rev. AACGGTGGCTGTGCAATA
hla For. AACCCGGTATATGGCAATCAACT
hla Rev. CTGCTGCTTTCATAGAGCCATTT
katA For. AATGGACAATGTATATTCAAGT
katA Rev. ATCAAATGGATTATCTTTATGGT
sodA For. ACCAAGATAATCCATTAACTGA
sodA Rev. ATTTTAGGTAATAAGCGTGTTC
sodM For. CCAAGATAATCCATTAACAGAA
sodM Rev. CCAAACATCAAATAGTAAGATTG

1 Small letters represent nucleotides that do not fit with the target sequence. Restriction sites used for cloning are
underlined.
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Supplementary Figure 1

1 10 20 30 40
PtpB_S_aureus = ....... MK I|LF VT[S T 5 LARS IAKEVMP . . . .NH. . . QFE IFAV.[NNQGV
YwlE_B_subtilis = ....... MD|I|IF V(e T[e}) T[A:¥FIMAINALFKS IAEREGLNV . . . NV| VFAS .PNGKA
Wzb_E coli  ..... MFNNILVV, RLLQRYHP. .. .EL...KVE LGAL.[VGKGA
AmsI_E_amylovora  ..... MINS|ILVV[EI[YI[:¥IITGHRLLKAALP. .. .ER. . .KI LKAM.VGGSA
Etp_E_coli .MAQLKFNS|I|LVV[eT[ I[:¥JITGIIRLLRKRLP . . . .GV. . . KVK VHGL .VKHPA
PtpA_S_aureus = ...... MVDVAF V[e{L{ed) T[ed:¥3IMAIHA IMRQRLKDRNIHD . I . KV/H TGSWNLGEPP
YfkJ_B_subtilis ...... MISVILF VELEN I{:¥FaMAINA IFRDLAAKKGLEGKI . KAD IGGWHIGNPP
PtpA_M tuberculosis ...MSDPLHVTF V[¢T[e}) I[e}:¥}IMAIHKMFAQQLRHRGLGDAV . RV|T| TGNWHVGSCA
Acpl_H_sapiens .MAEQATKSV|LF V[L[e} I} ¥}I T AIAVFRKLVTDQONISENW . RV]D TSGYEIGNPP
Ltpl_S_cerevisiae MTIEKPKISVAF I[¢L[eYF[ed:¥) AIFKHEVEKANLENRFNKZID TSNYHVGESP
59 69 79 89 99
PtpB_S_aureus SNYVEDLVEEHHLAE[T . TLSQQF TEADLK ILTMSYSHKELI...EAHFG.LQNH
YWlE_B_subtilis TPHAVEALFEKHIALN.HVSSPLTEELME SABLVLAMTHQHKQII. . .ASQFGRYRDK
Wzb_E_coli DPTAISVAAEHQLSLEGHCARQISRRLCRNYPLILTMEKRHIERL. . . CEMAPEMRGK
AmsI_E_amylovora DETASIVANEHGV/SLOQDHVAQQOLTADMCRD SPILILVMEKKHIDLV. . . CRINPSVRGK
Etp_E_coli DATAADVAANHGV/SLEGHAGRKLTAEMARNY]BLILAMESEHIAQV. . . TAIAPEVRGK
PtpA_S_aureus HEGTQK|[ILNKHNIPFDGMISELF . .EATDDF])YIVAMDQSNVDNI. ... .KSINP.NLK
YfkJ_B_subtilis HEGTQE[ILRRE|GI|SFDGMLARQVSEQDLDDF[])YIIAMDAENIGSL. . . . RSMAGFKNT
PtpA_M tuberculosis DERAAGVILRAHGYPTDHR.AAQVGTEHLAA.PLLVALDRNHARLL. .. .RQLGVEAAR
Acpl_H_sapiens DYRGQSICMKRHGIPMSHV.ARQITKEDFATF]Y/ILCMDESNLRDLNRKSNQVKTCKAK
Ltpl_S_cerevisiae DHRTvsﬂCKQgGyKIHHK .GKQIKTKHFDEY])YIIGMDESNINNL. . KKIQPEGSKAK
109 11(_) 129 139
PtpB_S_aureus VF[TLHEY. . . VKEA . GEV] GGTKEMYVHTYEELVSLILKLKDIIC.........
YwlE_B_subtilis VF|TLKEY. . .VTGSHGDYV| GGSIDIYKQTRDELEELLRQLAKQLKKDRR. . ...
Wzb_E_coli VMLFGHW. . .DNEC. .EI RKSRETFAAVYTLLERSARQWAQALNAEQV. . . ..
AmsI_E_amylovora TMLFGHW. . .INQQ. .EIA KKSRDAFEAVYGVLENAAQKWVNALSR. . ......
Etp_E_coli TMLFGQW. . .LEQK. .[EI RKSQDAFEHVYGMLERASQEWAKRLSR. . ......
PtpA_S_aureus GQLFKLLEF . SNMEESDV| YTN. .NFEGVYDMVLSSCDNLIDYIVKDANLKEG.
YfkJ_B_subtilis SHIKRLLDYVEDSDLADYV| YTG..NFEEVCQLIKTGCEQLLASIQKEKQL. . ..
PtpA M tuberculosis VRMLRSFDPRSGTHALDYV| YGDHSDFEEVFAVIESALPGLEHDWVDERLARNGPS
Acpl_H_sapiens IELLGSY...DPQKQLII YGNDSDFETVYQQCVRCCRAFLEKAH. . .......
Ltpl_S_cerevisiae VCLFGDWNTNDGTVQTI I YGDIQDFEYNFKQITYFSKQFLKKEL. ........

Supplementary Figure 1: Alignment of LMW-PTPs. Sequence alignment of LMW-PTPs from various species
(the sequence names consist of the protein name followed by the source organism). Conserved residues are
highlighted in red. The characters in red represent the conservative residues. This figure was created using the
ESPript server (Robert & Gouet, 2014).
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Abstract: Chronic wounds infected with pathogens such as Staphylococcus aureus represent a
worldwide health concern, especially in patients with a compromised immune system. As antimicrobial
resistance has become an immense global problem, novel antibiotics are urgently needed. One strategy
to overcome this threatening situation is the search for drugs targeting novel binding sites on essential
and validated enzymes such as the bacterial RNA polymerase (RNAP). In this work, we describe the
establishment of an in vivo wound infection model based on the pathogen S. aureus and hairless
Crl:SKH1-Hrhr (SKH1) mice. The model proved to be a valuable preclinical tool to study selected
RNAP inhibitors after topical application.
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While rifampicin showed a reduction in the loss of body weight induced by the bacteria, an acceleration
of wound healing kinetics, and a reduced number of colony forming units in the wound, the
ureidothiophene-2- carboxylic acid 1 was inactive under in vivo conditions, probably due to strong
plasma protein binding. The cocrystal structure of compound 1 with RNAP, that we hereby also present,
will be of great value for applying appropriate structural modifications to further optimize the

compound, especially in terms of plasma protein binding.

Reprint with kind permission of ACS Infectious Diseases.
ACS Infect. Dis. 2020, 6, 2573—2581

DOI: 10.1021/acsinfecdis.0c00034
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Abstract: Drug delivery systems are promising for targeting antibiotics directly to infected tissues. To
reach intracellular Staphylococcus aureus and Mycobacterium abscessus, we encapsulated
clarithromycin in PLGA nanocapsules, suitable for aerosol delivery by nebulization of an aqueous
dispersion. Compared to the same dose of free clarithromycin, nanoencapsulation reduced 1000 times
the number of intracellular S. aureus in vitro. In RAW cells, while untreated S. aureus was located in
acidic compartments, the treated ones were mostly situated in non-acidic compartments.
Clarithromycin-nanocapsules were also effective against M. abscessus (70-80% killing efficacy). The
activity of clarithromycin-nanocapsules against S. aureus was also confirmed in vivo, using a murine
wound model as well as in zebrafish. The permeability of clarithromycin-nanocapsules across Calu-3
monolayers increased in comparison to the free drug, suggesting an improved delivery to sub-epithelial
tissues. Thus, clarithromycinnanocapsules are a promising strategy to target intracellular S. aureus and

M. abscessus.
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Abstract: The epithelial cytokine interleukin-17C (IL-17C) mediates inflammation through the
interleukin 17 receptor E (IL-17RE). Prior studies showed a detrimental role of IL-17C in the
pathogenesis of immune-mediated skin diseases (e.g., psoriasis). Here, we examined the role of IL-
17C/IL-17RE in wound closure in a Staphylococcus aureus wound infection model. We demonstrate
that wound closure is significantly delayed in IL-17RE (/I-17re”)- and 17C (Il-17c”)-deficient mice.
There was no significant difference between WT, /-1 7re”, and Il-17¢” mice in the absence of infection.
Deficiency for IL-17RE and IL-17C did not significantly affect the elimination of bacteria. IL-17C
expression was increased in the epidermis of human S. aureus-infected skin. Our results indicate that
the IL-17C/IL-17RE axis contributes to the closure of infected wounds but does not contribute to the

elimination of S. aureus.
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Abstract: The epithelial cytokine interleukin-17C (IL-17C) mediates inflammation through the inter-
leukin 17 receptor E (IL-17RE). Prior studies showed a detrimental role of IL-17C in the pathogenesis
of immune-mediated skin diseases (e.g., psoriasis). Here, we examined the role of IL-17C/IL-17RE
in wound closure in a Staphylococcus aureus wound infection model. We demonstrate that wound
closure is significantly delayed in IL-17RE (II-17 re~/7)- and 17C (II-17¢~/~)-deficient mice. There
was no significant difference between WT, II-17re~/~, and II-17¢~/~ mice in the absence of infection.
Deficiency for IL-17RE and IL-17C did not significantly affect the elimination of bacteria. IL-17C
expression was increased in the epidermis of human S. aureus-infected skin. Our results indicate that
the IL-17C/IL-17RE axis contributes to the closure of infected wounds but does not contribute to the
elimination of S. aureus.

Keywords: Staphylococcus aureus; wound infection; interleukin-17C; wound closure

1. Introduction

The interleukin 17 (IL-17) family comprises six subtypes (IL-17 A to F) which bind
to homo- and hetero-dimeric receptor complexes of the IL-17 receptor family (IL-17RA to
IL-RE) [1]. IL-17C is mainly expressed by epithelial cells and mediates the expression of
cytokines, chemokines, and antimicrobial peptides through a receptor complex of IL-17RA
and IL-17RE, NF-kB, and MAP kinases [2—4]. Inflammatory mediators (e.g., TNF-«, IL-
1) induce the expression of IL-17C in keratinocytes [2,3,5-9]. Thus, a variety of studies
have examined the function of IL-17C in the context of psoriasis and atopic dermatitis.
Johnston et al. [8] showed that the overexpression of IL-17C in keratinocytes resulted
in an increased proliferation of keratinocytes and the development of a psoriasiform-
skin phenotype in mice. Ramirez-Carrozzi et al. [3] demonstrated that IL-17C promotes
imiquimod-dependent skin-inflammation, epidermal thickening, and keratinocyte pro-
liferation. In addition, studies have demonstrated that IL-17C is expressed in the skin of
patients with atopic dermatitis, and that the treatment with therapeutic antibodies directed
against IL-17C decreased skin inflammation in IL-23- and calcipotriol-dependent mouse
models of psoriasis and atopic dermatitis, respectively [5,6,8].

Bacterial infections of wounds are a major health issue worldwide and cause consider-
able costs to public health care systems [10]. A commonly found bacterial species in chronic
wound infection is Staphylococcus aureus, which delays wound closure and causes pain
to the patient [10]. Notably, Roth et al. [11] showed that the pattern recognition receptor
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NOD2 mediates S. aureus-induced IL-17C expression in keratinocytes. Given that IL-17C
mediates keratinocyte proliferation and epidermal thickening in experimental models of
psoriasis and atopic dermatitis, we wondered about the function(s) of the IL-17C/IL-17RE
axis in the healing of wounds infected with S. aureus. Here, we studied the function of
the IL-17C/IL-17RE axis in a murine S. aureus wound infection model and determined the
expression of IL-17C in human S. aureus-infected skin.

2. Materials and Methods
2.1. S. aureus-Based Murine Wound Infection Model

Animal experiments were performed with approval of the local State Review Boards
of Saarland, Germany (project identification codes 41/2017, approved 19 January 2018,
and 30/2018, approved 2 August 2018) and were conducted following the national and
European guidelines for the ethical and human treatment of animals. Wounds were
introduced in the flanks of female 8- to 12-week-old wild-type (WT), IL-17C-deficient
(II-17¢~/~ [12]), and IL-17RE-deficient (II-17re~/~ [13]) mice (all C57BL/6 background) as
described before [14]. In brief, anesthetized mice were treated with carprofen (5 mg/kg
bodyweight; Zoetis, Berlin, Germany) and both flanks were shaved and depilated with
asid-med hair removal cream (Asid Bonz, Herrenberg, Germany). Skin was disinfected
and one full-thickness wound was created on each side with a sterile 5 mm biopsy punch
(pfm medical, Kéln, Germany). Wounds were stabilized with silicon O-rings (external
diameter of 5.5 mm; HUG, Ergolding, Germany) until day 2 to prevent wound healing
by contraction and were inoculated with 1 x 10° colony-forming units (CFU) of S. aureus
strain Newman [15] or phosphate-buffered saline (PBS) without bacteria (control) directly
after wounding. The bacterial inoculum was prepared by diluting bacteria from overnight
cultures in tryptic soy broth (TSB; BD, Heidelberg, Germany) to an optical density at 600 nm
(ODggp) of 0.05, and incubating the cultures at 37 °C and 225 rpm with a flask-to-medium
ratio of 10:1. After 2-2.5 h of growth, cells were harvested by centrifugation, washed twice
with PBS, and resuspended in PBS to an ODggg of 0.1 (~1 x 107 CFU/mL). A 10 ul aliquot of
the bacterial solution was spotted onto the wound and allowed to infiltrate into the wound
bed for 5 min. Afterwards, wounds were covered with air-permeable Tegaderm films (3M,
Neuss, Germany), and animals were monitored daily. At day 6 post-infection, wounds
were documented, the mice sacrificed, and the wound areas excised and homogenized in
PBS with a hand dispenser (Polytron PT 1200 E Kinematica, Eschbach, Germany). Numbers
of CFU were determined by plating serial dilutions on sheep blood agar.

2.2. Cytokine Determinations in Wound Tissue Homogenates

Wound homogenates obtained from excised wound areas of S. aureus-infected WT-,
[I-17¢~/~, and II-17re /= mice at day 6 post-infection were centrifugated at 4 °C and 2500 x g
for 10 min. Concentrations of cytokines were measured in supernatants using ELISAs for
G-CSF, IL-6, KC, MIP-2, and TNF-« (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) as described
by the manufacturer.

2.3. Histologic and Immunohistochemical Analyses of Infected Wounds

On day 6 post-infection, mice were euthanized, the entire wound areas excised and
fixed overnight in 4% buffered paraformaldehyde at 4 °C, followed by dehydration and
embedding of the samples in paraffin. Skin sections were cut into 5 pm in thickness, and
placed on slides. Hematoxylin and eosin (H&E)-stained slides were prepared using routine
methods. Ki-67 was stained with the primary antibody ab15580, and CD68 with the primary
antibody ab125212 (Abcam, Cambridge, UK). Corresponding HRP-conjugated secondary
antibodies (Histofine Simple Stain, Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan) were used as
described in [16]. Keratin 5 (K5) was stained with the primary antibody ab64081 (Abcam),
followed by the HRP-conjugated secondary antibody inv10547 (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany). Photomicrographs of H&E-, CD68- and K5-stained wound sections were taken
with a Leica DM100 system (Leica, Wetzlar, Germany) and a MikroCam SP 5.1 microscope
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camera (Bresser, Rhede, Germany) at 4 to 40-fold magnification. Polymorphonuclear
neutrophil (PMN) and macrophage (CD68) numbers in the dermal regions of the infected
wounds edges were determined in two randomly chosen high-power fields per slide
blinded to the investigator and calculated to numbers/mm?. K5 staining intensities of the
keratinocytes in the epidermis of infected wound edges were scored (2 = intense staining;
1 = medium staining; 0 = weak to no staining) and a mean score index was calculated
per wound. Images of Ki-67 labeled wound sections were taken with an Olympus BX51
microscope system (Olympus, Shinjuku, Japan) using the software Cell Sense Dimension
version 1.5 (Olympus). Ki-67-positive cells were counted in the epidermal regions of
infected wound edges. The Ki-67 proliferation index was defined as Ki-67-positive cells
per 100 cells.

2.4. IL-17C Determinations in S. aureus-Infected Wound Biopsies

S. aureus-infected wound biopsies and skin biopsies from uninfected donors that were
sampled for clinical purposes were obtained anonymously from the Clinic for Derma-
tology, Venereology and Allergology, Saarland University Hospital, Homburg, Germany.
Subsequent usage of these biopsies for research purposes was approved by the Ethics Com-
mittee of the Medical Association of Saarland (code number 178/11, approved 10 October
2011). Immunohistochemical staining for IL-17C in human skin sections was performed
as described before [17]. IL-17C staining intensities in the epidermal and dermal regions
were determined using the image analysis software program Fiji [18], version 1.53c, and
normalized to the intensities of the control stain hematoxylin in the respective regions. To
determine the IL-17C staining intensity, several images of representative areas were taken
for each patient (1 slide per patient). The mean intensity of the whole documented tissue
was measured for each field. The data points represent the average of multiple fields from
the same slide.

2.5. Statistical Analyses

The statistical significance of changes between groups was determined using the
Graph-Pad software package Prism 6.01. Identified p-values < 0.05 were considered statisti-
cally significant. Comparisons between groups were analyzed by a two-way ANOVA and
Holm-Sidak’s post hoc test, a one-way ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison
test, or the unpaired Student’s ¢-test as indicated in the figure legends.

3. Results and Discussion
3.1. Infection with S. aureus Results in a Delayed Wound Closure in 1I-17c¢~/~ and II-17re~/~ Mice

To study the function of the IL-17C/IL-17RE axis in wound healing, punch wounds
were introduced on both flanks of WT-, [I-17¢~/~, and II-17re~/~ mice, respectively, either
infected with approximately 10° CFU of S. aureus strain Newman or treated with an equal
volume of PBS as sham-infected control, and wound closure was monitored after day
2, 4, and 6 post-infection (Figure 1). This analysis revealed no clear difference in the
wound closure rates between sham-infected WT-, [I-17¢~/~, and II-17r¢~/~ mice after 6 days
of infection. However, a significant decrease in wound closure was observed in the S.
aureus Newman-infected WT mice at day 6 post-infection (Figure 1a,b), in line with earlier
observations [14]. Notably, the average wound sizes at 2, 4 and 6 days after wounding were
significantly increased in infected II-17¢~/~ and II-17re~/~ mice when compared with those
of infected WT mice (Figure 1a), suggesting that the IL-17C/IL-17-RE axis is negligible for
the wound healing of uninfected wounds but is important for the wound healing capacity
of S. aureus-infected wounds.
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Figure 1. The deficiency for IL-17C and IL-17RE results in a delayed closure of infected wounds. Wounds were introduced
into the flanks of WT (red symbols), II-1 7c/~ (green symbols) and II-1 7re~/~ (blue symbols) mice and infected with 10°> CFU
of S. aureus strain Newman (filled symbols) or PBS (open symbols) as control. (a) The averaged wound areas (mm?) are
shown 0, 2, 4, and 6 days after wounding (n = 12-14 per group). Each symbol represents an individual wound. Horizontal
bars indicate the median of all observations. Data were compared by a two-way ANOVA and Holm-Sidak’s post hoc test.
*p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; ns, not significant. (b) Representative images of wounds 6 days after wounding. Scale bar,
2 mm.

3.2. The Deficiency for IL-17C and IL-17RE Neither Affects Bacterial Numbers in S.
aureus-Infected Wounds nor the Recruitment of Polymorphonuclear Neutrophils

Given the significant impact of the IL-17C and IL-17RE deficiency on the wound
healing kinetics of S. aureus-infected wounds, we wondered whether and how the IL-
17C/IL-17RE axis affects the bacterial burden and immune cell recruitment in the infected
tissue. Thus, we next determined the bacterial loads in wound tissues obtained from
S. aureus-infected WT, [I-17¢~/~ and II-17re~/~ mice at day 6 post-infection (Figure 2a).

Surprisingly, neither the lack of IL-17C nor IL-17RE markedly affected the bacterial
loads in the wounds at the end of the experiment (i.e., 6 days post-infection). There was
also no significant difference in the bacterial loads between WT and II-17re~/~ mice 2 days
post-infection (data not shown). Similarly, we did not observe clear differences in PMN
contents in the infected wound tissues of S. aureus-infected WT and II-17c~/~ mice at
day 6 post-infection (Figure 2b,c). In line with the latter observation, we also failed to
detect clear differences in keratinocyte-derived chemokine (KC, CXCL1) and macrophage
inflammatory protein 2 (MIP-2, CXCL2) contents in wound homogenates of S. aureus-
infected WT, [I-17¢~/~, and II-17re~/~ mice at day 6 post-infection (Figure 2d,e), two major
players in neutrophil recruitment to infected tissues [19], although concentrations of MIP-2
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were about twice as high in Il-17re~/~ mice than in WT mice (Figure 2e; p = 0.148 [one-way
ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison test]).

To test whether the IL-17C/IL-17RE axis might affect the influx of macrophages/monocytes
into the infected wound areas, we additionally stained wound sections of S. aureus-infected
wild-type and II-17¢~/~ mice for CD68, a marker for mononuclear phagocytes [20]. Num-
bers of CD68 positive cells were slightly, but not significantly increased in wounds of
1I-17¢~/~ mice at day 6 post-infection (Figure 2f,g). Taken together, these findings suggest
that the IL-17C/IL-17RE axis seems to play neither a major role in the elimination of the
bacterial load nor in the recruitment of PMNs/macrophages to the infected wound tissue,
at least during the later stage of infection.
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Figure 2. The deficiency for IL-17C and IL-17RE does not affect the bacterial load and PMN content of S. aureus-infected
wounds. (a) Numbers of viable bacteria (CFU) in wounds of WT (red symbols), NI-17¢/~ (green symbols) and II-1 7re =/~
(blue symbols) mice at 6 days post-infection. (b) Representative images of hematoxylin—eosin (Hé&E)-stained tissue sections
obtained from S. aureus-infected wounds of wild-type and IL-17c~/~ mice at 6 days post-infection. Scale bar, 100 um.

(¢) Numbers of PMNs in

the dermal regions of the infected wounds (n = 6-8 per group). (d,e) Concentrations of KC

(d) and MIP-2 (e) in wound homogenates of 6-day-old S. aureus-infected wounds (n = 14 per group). (f) Representative
images of CD68-stained tissue sections obtained from S. aureus-infected wounds of wild-type and IL-17¢~/~ mice at 6 days
post-infection. Scale bar, 100 um. (g) Numbers of CD68* cells in the dermal regions of the infected wounds (1 = 6-8 per
group). Each symbol represents an individual wound. Horizontal bars indicate the median of all observations. Data were
compared by a one-way ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison test (a,d,e) or the unpaired Student’s t-test (c). ns,

not significant.

3.3. The Deficiency for IL-17C and IL-17RE Only Marginally Affects the Contents of
Wound-Healing-Associated Cytokines and Cell Proliferation in S. aureus-Infected Wounds

To test whether the IL-17C/IL-17RE axis might affect tissue repair of S. aureus-infected
wounds via the modulation of other wound-healing promoting/decelerating cytokines, we
next determined the concentrations of granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) [21],
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interleukin-6 (IL-6) [22], interleukin-17A (IL-17A) [23], and tumor necrosis factor o (TNF-
«) [24] in wound homogenates (Figure 3).
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Figure 3. The deficiency for IL-17C and IL-17RE does only marginally affect the contents of wound-healing-associated
cytokines in S. aureus-infected wounds. (a—d) Concentrations of G-CSF (a), IL-6 (b), IL-17A (c), and TNF-« (d) in wound
homogenates of 6 days old S. aureus-infected wounds (1 = 14 per group). (e) Ki-67 proliferation indices of tissue sections
obtained from S. aureus-infected wounds of wild-type and IL-17c¢~/~ mice at 6 days post-infection (1 = 5-7). (f) Representative
images of K5-stained tissue sections obtained from S. aureus-infected wounds of WT and IL-17c¢~/~ mice at 6 days post-
infection. Scale bar, 1 mm. (g) Intensity scores of K5-positive cells in the epidermal regions of the infected wound edges
(n = 6-8 per group). Each symbol represents an individual wound. Horizontal bars indicate the median of all observations.
Data were compared by one-way ANOVA and Holm-Sidak’s multiple comparison test (a-d) or the unpaired Student’s
t-test (e,g). ns, not significant; * p < 0.05; ** p < 0.01.

No clear differences in cytokine levels were observed in wound homogenates of
S. aureus-infected WT, II-17¢~/~, and II-17re~/~ mice for the wound-closure-accelerating
cytokines G-CSF and IL-6 [21,22] (Figure 3a,b). However, significant differences in cytokine
expression between S. aureus-infected WT, Il-17¢~/~ and II-17re~/~ mice were found for the
skin wound-healing-impairing cytokines IL-17A and TNF-« [23,24] at day 6 post-infection,
which were significantly increased in wound homogenates obtained from II-17¢~/~ mice
and Il-17re~/~ mice, respectively (Figure 3c,d).

To test whether the IL-17C/IL-17RE axis might promote wound closure of S. aureus-
infected wounds by stimulating cell proliferation or keratinocyte differentiation, we also
determined the Ki-67 and keratin 5 (K5) contents in wound edges of S. aureus-infected WT
and II-17¢~/~ mice at day 6 post-infection (Figure 3e-g). Although no clear difference in the
Ki-67 proliferative indices between the wounds of S. aureus-infected WT and II-17c¢~/~ mice
were identified (Figure 3e), we observed a higher K5 staining intensity in the epidermal
regions of S. aureus-infected wound edges obtained from wild-type mice (Figure 3f,g).
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(a)

Taken together, these data suggest that the IL-17C/IL-17RE axis might promote the
wound closure of S. aureus-infected wounds via the modulation of IL17A /TNF-o expres-
sion and/or the formation of K5/K14 intermediate filament-producing keratinocytes at the
wound edges but does not markedly alter cell proliferation in S. aureus-infected wounds.

3.4. IL-17C Is Expressed in S. aureus-Infected Human Skin

Earlier work demonstrated that S. aureus induces the transcription of IL-17C in ker-
atinocytes via NOD2 activation [11]. However, to the best of our knowledge, it remains
unknown whether and how S. aureus affects the expression of IL-17C in infected skin. Thus,
we also evaluated whether and how IL-17C is expressed in S. aureus-infected human skin
(Figure 4). We found strong expression of IL-17C in tissue slices of S. aureus-infected skin
biopsies, particularly in the granular and spinous layers of the harmed epidermidis (i.e.,
stratum granulosum and stratum spinosum; Figure 4a). Semi-quantitative evaluation of
the IL-17C staining showed that the expression of IL-17C was significantly increased in the
epidermis of S. aureus-infected skin biopsies compared to non-infected control biopsies,
whereas no clear differences in IL-17C staining were observed in the dermal regions of
S. aureus-infected and non-infected biopsies (Figure 4b), suggesting that IL-17C production
is increased, particularly in the epidermal regions of S. aureus-infected wound but not in
the lower parts of the infected skin.

(b)
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Figure 4. IL-17C is expressed in S. aureus-infected skin (a,b). IL-17C was detected by immunohistochemistry in formalin-

fixed, paraffin-embedded skin samples obtained from 3 non-infected individuals (a) and 5 patients with S. aureus skin

infection (b). Scale bar, 100 um. (c) The relative IL-17C intensity was quantified in the epidermis and dermis in relation to the

staining intensities seen with hematoxylin in the respective regions. Relative IL-17C intensities between non-infected (black

symbols) and S. aureus infected (red symbols) wound biopsies were compared by unpaired Student’s ¢-test. **, p < 0.01.

4. Conclusions

Here, we demonstrate that the IL-17C/IL-17RE axis promotes wound closure in a
S. aureus wound infection model; however, it does not affect immune cell recruitment,
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bacterial clearance, or the expression of wound-healing-associated cytokines. Additionally,
we could not identify any function for IL-17C and IL-17RE in the absence of infection. As
the expression of IL-17C depends on microbial factors and inflammatory mediators, the
latter result was to be expected. We further demonstrated that the expression of IL-17C
is increased in the epidermis of S. aureus-infected human skin. Increased expression of
IL-17C could also be detected in psoriasis and atopic dermatitis [6,8]. Thus, epidermal
expression of IL-17C seems to be a common feature of inflamed skin. Contrary to our
wound model, pre-clinical studies showed a detrimental role of the IL-17C/IL-17RE axis in
the pathogenesis of immune-mediated skin diseases. Different mouse models of psoriasis
and atopic dermatitis demonstrated that IL-17C mediates skin inflammation, epidermal
thickening, and keratinocyte proliferation [3,5,6,8]. Our finding that wound healing is
delayed in infected wounds in the absence of IL-17C and IL-17RE is in line with the
mentioned studies. In our wound-healing model, as well as in the models of experimental
psoriasis and in lung cancer models [3,8,16], IL-17C mediates cell proliferation and growth.
Thus, IL-17C/IL-17RE contributes to wound healing in infected wounds, but is detrimental
in immune-mediated diseases, such as psoriasis. Moreover, S. aureus is frequently found in
the skin of patients with psoriasis and atopic dermatitis [25,26]. Therefore, it is tempting to
speculate whether S. aureus contributes to the expression of IL-17C in psoriasis and atopic
dermatitis and, thereby, to the IL-17C-mediated disease progression. The elimination of
an aberrant microbiota often found in these chronic skin diseases [27] could result in a
reduced IL-17C-mediated skin inflammation and keratinocyte proliferation.

Our study has limitations. We did not analyze, in depth, the cellular mechanisms
underlying IL-17C/IL-RE-mediated healing of infected wounds. As delayed wound closure
in IL-17C- and IL-17RE-deficient mice was already visible at 2 days post-infection, IL-
17C/IL-17RE-mediated cell proliferation and differentiation is likely an early event in
our model. Roth et al. [11] showed that viable S. aureus induced IL-17C expression in
keratinocytes within 6 h post-infection. Thus, it is possible that IL-17C accelerates wound
closure by supporting keratinocyte survival and the differentiation of wounds shortly after
infection without affecting the clearance of S. aureus. In the later course of infection, IL-17A
(which shares the receptor IL-17RA with IL-17C) released from immune cells such as y6 T
cell may compensate the loss of IL-17C-signaling in S. aureus-infected wounds [28,29]. This
may explain why we could not detect a clear difference in the proliferation index at 6 days
post-infection when the wound lesions were embedded, although an increased expression
of K5 was noticed in keratinocytes at the wound edges of S. aureus-infected WT mice. The
molecular mechanism(s) modulated by IL-17C/IL-17RE to promote K5 expression and
wound closure of S. aureus-infected wounds still needs to be identified.

Author Contributions: Conceptualization, L.P., M.B. and C.B.; methodology, L.P; validation, L.P,
M.B. and C.B,; formal analysis, L.P,, T.T., M.B. and C.B.; investigation, L.P., A.S., CM., T.T. and ER.;
resources, C.M., R.B. and J.R.; writing—original draft preparation, L.P., M.B. and C.B.; writing—
review and editing, L.P,, M.B., T.T. and C.B.; visualization, L.P., M.B. and C.B.; supervision, M.B. and
C.B.; project administration, C.B and M.B. All authors have read and agreed to the published version
of the manuscript.

Funding: We acknowledge the support by the DFG and Saarland University within the funding
program Open Access Publishing.

Institutional Review Board Statement: The study was conducted according to the guidelines of
the Declaration of Helsinki, and approved by the Ethics Committee of the Medical Association of
Saarland (code number 178/11, approved 10 October 2011).

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in the study.

Data Availability Statement: The datasets used and/or analyzed during the current study are
available from the corresponding author on reasonable request.

183



Microorganisms 2021, 9, 1821 90of 10

Acknowledgments: The authors thank Andreas Kamyschnikow, Anja Honecker (Saarland Univer-
sity, Department of Internal Medicine V), and Alexander Grifsmer (Saarland University, Institute of
Anatomy and Cell Biology) for excellent technical support.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Monin, L.; Gaffen, S.L. Interleukin 17 Family Cytokines: Signaling Mechanisms, Biological Activities, and Therapeutic Implica-
tions. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2018, 10, a028522. [CrossRef]

Song, X.; Zhu, S.; Shi, P; Liu, Y.; Shi, Y.; Levin, S.D.; Qian, Y. IL-17RE is the functional receptor for IL-17C and mediates mucosal
immunity to infection with intestinal pathogens. Nat. Immunol. 2011, 12, 1151-1158. [CrossRef] [PubMed]

Ramirez-Carrozzi, V.; Sambandam, A.; Luis, E.; Lin, Z.; Jeet, S.; Lesch, J.; Hackney, J.; Kim, J.; Zhou, M.; Lai, J.; et al. IL-17C
regulates the innate immune function of epithelial cells in an autocrine manner. Nat. Immunol. 2011, 12, 1159-1166. [CrossRef]
[PubMed]

Kusagaya, H.; Fujisawa, T.; Yamanaka, K.; Mori, K.; Hashimoto, D.; Enomoto, N.; Inui, N.; Nakamura, Y.; Wu, R.; Maekawa, M.;
et al. Toll-like receptor-mediated airway IL-17C enhances epithelial host defense in an autocrine/paracrine manner. Am. |. Respir.
Cell Mol. Biol. 2014, 50, 30-39. [CrossRef]

Lauffer, F; Jargosch, M.; Baghin, V.; Krause, L.; Kempf, W.; Absmaier-Kijak, M.; Morelli, M.; Madonna, S.; Marsais, F.; Lepescheux,
L.; et al. IL-17C amplifies epithelial inflammation in human psoriasis and atopic eczema. J. Eur. Acad. Derm. Venereol. 2020, 34,
800-809. [CrossRef] [PubMed]

Vandeghinste, N.; Klattig, J.; Jagerschmidt, C.; Lavazais, S.; Marsais, F; Haas, ].D.; Auberval, M.; Lauffer, F.; Moran, T.; Ongenaert,
M.; et al. Neutralization of IL-17C Reduces Skin Inflammation in Mouse Models of Psoriasis and Atopic Dermatitis. J. Investig.
Derm. 2018, 138, 1555-1563. [CrossRef]

Peng, T.; Chanthaphavong, R.S.; Sun, S.; Trigilio, J.A.; Phasouk, K;; Jin, L.; Layton, E.D.; Li, A.Z.; Correnti, C.E.; De van der
Schueren, W.; et al. Keratinocytes produce IL-17c to protect peripheral nervous systems during human HSV-2 reactivation. J. Exp.
Med. 2017, 214, 2315-2329. [CrossRef]

Johnston, A ; Fritz, Y.; Dawes, S.M.; Diaconu, D.; Al-Attar, PM.; Guzman, A.M.; Chen, C.S.; Fu, W.; Gudjonsson, J.E.; McCormick,
T.S.; et al. Keratinocyte overexpression of IL-17C promotes psoriasiform skin inflammation. J. Immunol. 2013, 190, 2252-2262.
[CrossRef]

Johansen, C.; Riis, J.L.; Gedebjerg, A.; Kragballe, K.; Iversen, L. Tumor necrosis factor alpha-mediated induction of interleukin
17C in human keratinocytes is controlled by nuclear factor kappaB. J. Biol. Chem. 2011, 286, 25487-25494. [CrossRef]

Tong, S.Y.,; Davis, ].S.; Eichenberger, E.; Holland, T.L.; Fowler, V.G., Jr. Staphylococcus aureus infections: Epidemiology,
pathophysiology, clinical manifestations, and management. Clin. Microbiol. Rev. 2015, 28, 603—661. [CrossRef]

Roth, S.A.; Simanski, M.; Rademacher, F.; Schroder, L.; Harder, J. The pattern recognition receptor NOD2 mediates Staphylococcus
aureus-induced IL-17C expression in keratinocytes. . Investig. Derm. 2014, 134, 374-380. [CrossRef] [PubMed]

Jungnickel, C.; Schmidt, L.H.; Bittigkoffer, L.; Wolf, L.; Wolf, A.; Ritzmann, F.; Kamyschnikow, A.; Herr, C.; Menger, M.D.; Spieker,
T,; et al. IL-17C mediates the recruitment of tumor-associated neutrophils and lung tumor growth. Oncogene 2017, 36, 4182—4190.
[CrossRef] [PubMed]

Steck, P.; Ritzmann, F; Honecker, A.; Vella, G.; Herr, C.; Gaupp, R.; Bischoff, M.; Speer, T.; Tschernig, T.; Bals, R.; et al. Interleukin
17 Receptor E (IL-17RE) and IL-17C Mediate the Recruitment of Neutrophils during Acute Streptococcus pneumoniae Pneumonia.
Infect. Immun. 2019, 87, €00329-19. [CrossRef] [PubMed]

Haupenthal, J.; Kautz, Y.; Elgaher, W.A.M.; Pétzold, L.; Rohrig, T.; Laschke, M.W.; Tschernig, T.; Hirsch, A.K.H.; Molodtsov, V.;
Murakami, K.S.; et al. Evaluation of Bacterial RNA Polymerase Inhibitors in A. ACS Infect. Dis. 2020, 6, 2573-2581. [CrossRef]
[PubMed]

Bae, T.; Baba, T.; Hiramatsu, K.; Schneewind, O. Prophages of Staphylococcus aureus Newman and their contribution to virulence.
Mol. Microbiol. 2006, 62, 1035-1047. [CrossRef] [PubMed]

Ritzmann, F; Jungnickel, C.; Vella, G.; Kamyschnikow, A.; Herr, C.; Li, D.; Menger, M.M.; Angenendt, A.; Hoth, M.; Lis, A_; et al.
IL-17C-mediated innate inflammation decreases the response to PD-1 blockade in a model of Kras-driven lung cancer. Sci. Rep.
2019, 9, 10353. [CrossRef]

Pfeifer, P.; Voss, M.; Wonnenberg, B.; Hellberg, ].; Seiler, F.; Lepper, PM.; Bischoff, M.; Langer, E; Schafers, H.].; Menger, M.D.; et al.
IL-17C is a mediator of respiratory epithelial innate immune response. Am. |. Respir. Cell Mol. Biol. 2013, 48, 415-421. [CrossRef]
[PubMed]

Schindelin, J.; Arganda-Carreras, I; Frise, E.; Kaynig, V.; Longair, M.; Pietzsch, T.; Preibisch, S.; Rueden, C.; Saalfeld, S.; Schmid,
B.; et al. Fiji: An open-source platform for biological-image analysis. Nat. Methods 2012, 9, 676—682. [CrossRef]

Lentini, G.; Fama, A.; Biondo, C.; Mohammadi, N.; Galbo, R.; Mancuso, G.; lannello, D.; Zummo, S.; Giardina, M.; De Gaetano,
G.V,; et al. Neutrophils Enhance Their Own Influx to Sites of Bacterial Infection via Endosomal TLR-Dependent Cxcl2 Production.
J. Immunol. 2020, 204, 660-670. [CrossRef]

Holness, C.L.; Simmons, D.L. Molecular cloning of CD68, a human macrophage marker related to lysosomal glycoproteins. Blood
1993, 81, 1607-1613. [CrossRef]

184


http://doi.org/10.1101/cshperspect.a028522
http://doi.org/10.1038/ni.2155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21993849
http://doi.org/10.1038/ni.2156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21993848
http://doi.org/10.1165/rcmb.2013-0130OC
http://doi.org/10.1111/jdv.16126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31793105
http://doi.org/10.1016/j.jid.2018.01.036
http://doi.org/10.1084/jem.20160581
http://doi.org/10.4049/jimmunol.1201505
http://doi.org/10.1074/jbc.M111.240671
http://doi.org/10.1128/CMR.00134-14
http://doi.org/10.1038/jid.2013.313
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23892590
http://doi.org/10.1038/onc.2017.28
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28346430
http://doi.org/10.1128/IAI.00329-19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31481409
http://doi.org/10.1021/acsinfecdis.0c00034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32886885
http://doi.org/10.1111/j.1365-2958.2006.05441.x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17078814
http://doi.org/10.1038/s41598-019-46759-8
http://doi.org/10.1165/rcmb.2012-0232OC
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23221046
http://doi.org/10.1038/nmeth.2019
http://doi.org/10.4049/jimmunol.1901039
http://doi.org/10.1182/blood.V81.6.1607.1607

Microorganisms 2021, 9, 1821 10 of 10

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Huang, H.; Zhang, Q.; Liu, J.; Hao, H.; Jiang, C.; Han, W. Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) Accelerates Wound
Healing in Hemorrhagic Shock Rats by Enhancing Angiogenesis and Attenuating Apoptosis. Med Sci. Monit. Int. Med. |. Exp.
Clin. Res. 2017, 23, 2644-2653. [CrossRef] [PubMed]

Lin, Z.Q.; Kondo, T.; Ishida, Y.; Takayasu, T.; Mukaida, N. Essential involvement of IL-6 in the skin wound-healing process as
evidenced by delayed wound healing in IL-6-deficient mice. J. Leukoc. Biol. 2003, 73, 713-721. [CrossRef]

Takagi, N.; Kawakami, K.; Kanno, E.; Tanno, H.; Takeda, A.; Ishii, K.; Imai, Y.; Iwakura, Y.; Tachi, M. IL-17A promotes neutrophilic
inflammation and disturbs acute wound healing in skin. Exp. Dermatol. 2017, 26, 137-144. [CrossRef] [PubMed]

Ashcroft, G.S.; Jeong, M.].; Ashworth, ].J.; Hardman, M.; Jin, W.; Moutsopoulos, N.; Wild, T.; McCartney-Francis, N.; Sim, D.;
McGrady, G.; et al. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-«) is a therapeutic target for impaired cutaneous wound healing. Wound
Repair Regen. 2012, 20, 38—49. [CrossRef]

Iwamoto, K.; Moriwaki, M.; Miyake, R.; Hide, M. Staphylococcus aureus in atopic dermatitis: Strain-specific cell wall proteins
and skin immunity. Allergol. Int. 2019, 68, 309-315. [CrossRef]

Ng, C.Y.; Huang, Y.H.; Chu, C.F; Wu, T.C.; Liu, S.H. Risks for Staphylococcus aureus colonization in patients with psoriasis: A
systematic review and meta-analysis. Br. |. Dermatol. 2017, 177, 967-977. [CrossRef]

Bjerre, R.D.; Bandier, J.; Skov, L.; Engstrand, L.; Johansen, J.D. The role of the skin microbiome in atopic dermatitis: A systematic
review. Br. |. Dermatol. 2017, 177, 1272-1278. [CrossRef]

Cho, ].S.; Pietras, E.M.; Garcia, N.C.; Ramos, R.I.; Farzam, D.M.; Monroe, H.R.; Magorien, J.E.; Blauvelt, A.; Kolls, ].K.; Cheung,
AL, et al. IL-17 is essential for host defense against cutaneous Staphylococcus aureus infection in mice. J. Clin. Investig. 2010, 120,
1762-1773. [CrossRef] [PubMed]

Marchitto, M.C.; Dillen, C.A; Liu, H.; Miller, R.J.; Archer, N.K.; Ortines, R.V.; Alphonse, M.P,; Marusina, A.L.; Merleev, A.A.;
Wang, Y.; et al. Clonal Clonal Vy6+V54+ T Cells promote IL-17-mediated immunity against Staphylococcus aureus skin infection.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2019, 22, 10917-10926. [CrossRef]

185


http://doi.org/10.12659/MSM.904988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28559534
http://doi.org/10.1189/jlb.0802397
http://doi.org/10.1111/exd.13115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27305096
http://doi.org/10.1111/j.1524-475X.2011.00748.x
http://doi.org/10.1016/j.alit.2019.02.006
http://doi.org/10.1111/bjd.15366
http://doi.org/10.1111/bjd.15390
http://doi.org/10.1172/JCI40891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20364087
http://doi.org/10.1073/pnas.1818256116

Danksagung

Ich mochte in erster Linie meinem Doktorvater Prof. Dr. Markus Bischoff danken. In den inzwischen
fast 5 Jahren unserer Zusammenarbeit hat er mich gefoérdert und gefordert und mir geholfen meine
praktischen und theoretischen Féhigkeiten auszubauen. Durch seine Mithilfe und Bekanntschaften mit
anderen Instituten konnte ich mit verschiedensten Arbeitsgruppen weltweit an einer Vielzahl
interessanter Projekte zusammenarbeiten. Fiir sein Vertrauen in mich und meine Foérderung als Leiterin

des institutsinternen S2-Tierstalls bin ich sehr dankbar.
Prof. Dr. Dr. Robert Bals danke ich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens.

Auch wenn sie leider kein Teil des Institutes mehr ist, mdchte ich insbesondere Dr. Rosmarie Gaupp fiir

ihre technische, theoretische und oft auch moralische Unterstiitzung in den letzten Jahren danken.

GroBer Dank gilt zudem meinen Arbeitskollegen aus dem Institut fiir medizinische Mikrobiologie und
Hygiene. Ganz besonderer Dank gilt hier Karin Hilgert, die stets ein offenes Ohr hat und mir mit Rat

und Tat zur Seite stand, insbesondere wenn Arbeitsmaterialien wieder einmal nicht auffindbar waren.
Besonderer Dank gilt auch allen Kooperationspartnern (in alphabetischer Reihenfolge):

- Department of Biochemistry and Molecular Biology (Pennsylvania, USA)
- Deutsches Zentrum fiir Infektionsforschung (Hannover)

- Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung (Saarbriicken)

- Institut fiir Anatomie und Zellbiologie (Homburg)

- Institut fiir klinische und experimentelle Chirurgie (Homburg)

- Institut fiir Pharmazie (Saarbriicken)

- Institut Galien Paris-Sud (Paris)

- Klinik fiir innere Medizin V (Homburg)

- Laboratory of Pathogen Host Interactions (Montpellier, Frankreich)

- School of Veterinary Medicine and Biomedical Sciences (Nebraska, USA)

Zu guter Letzt mochte ich meiner Familie und meinem Partner fiir die fortwihrende Unterstiitzung in
dieser schonen, aber auch anstrengenden Zeit mit vielen Hochs und Tiefs danken. Ohne euren

Riickhalt hitte ich diesen Lebensabschnitt nur schwer zu einem erfolgreichen Abschluss gebracht.

186



Lebenslauf

Aus datenschutzrechtlichen Griinden wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung der Dissertation nicht
verdffentlicht.

187



	Introduction 
	Materials and Methods 
	Bacterial Strains and Plasmids 
	Bacterial Growth Conditions 
	Mutant Construction 
	RNA Isolation and Purification, cDNA Synthesis and qRT-PCR 
	Measurement of pH, Glucose, Acetate, and Ammonium in Culture Supernatants 
	Biofilm Assays 
	Primary Attachment Assay on Polystyrene 
	Animal Models 
	Statistical Analyses 

	Results and Discussion 
	Growth, pH Characteristics, and Metabolite Profiles Differ between ptsH and ccpA Mutants 
	Inactivation of ptsH and/or ccpA Alters Transcription of TCA Cycle and Virulence Factor Genes 
	Impact of ptsH Deletion on Biofilm Formation of S. aureus SA113 
	HPr Contributes to Infectivity and Biofilm Formation of S. aureus SA113 in a Murine Foreign Body Infection Model 
	HPr and CcpA Are Both Required for Full Infectivity of S. aureus in a Murine Liver Abscess Model 

	Conclusions 
	References
	PtpA, a secreted tyrosine phosphatase from Staphylococcus aureus, contributes to virulence and interacts with coronin-1A during infection
	Results
	S. aureus PtpA is required for intramacrophage survival
	S. aureus PtpA contributes to infectivity of S. aureus in a murine abscess model
	PtpA is secreted intracellularly upon S. aureus macrophage infection
	PtpA interacts with several host cell proteins in pulldown experiments
	PtpA interacts with coronin in vitro
	Coronin-1A is phosphorylated on tyrosine residues upon infection
	Coronin-1A is not dephosphorylated in vitro by recombinant PtpA

	Discussion
	Experimental procedures
	Bacterial strains and culture conditions
	Construction of the S. aureus ptpA cis-complementation strain SA564 ptpA::ptpA
	Animal studies statement
	Murine abscess model
	Cloning and expression of PtpA in D. discoideum
	Cloning, expression, and purification of recombinant PtpA derivatives
	Cloning, expression, and purification of coronin derivatives
	Macrophage culture and infection
	Immunoprecipitation of PtpA from D. discoideum
	PtpA phosphatase activity assay
	Immunoprecipitation of Coro-1A from infected macrophages
	In vitro dephosphorylation of Mm_Coro-1A
	Pulldown assays
	Statistical analyses

	References

	Figure S1
	Figure S2
	Figure S3
	Introduction 
	Materials and Methods 
	Bacterial Strains, Media, and Growth Conditions 
	Cloning and Expression of PtpA, PtpB and SecA Spot-Tagged Proteins in S. aureus 
	Cloning, Expression and Purification of Recombinant PtpB Proteins. 
	Construction of the S. aureus ptpB Deletion and Cis-Complementation Strains 
	Murine Abscess Model 
	Macrophage Culture and Infection 
	PtpB Phosphatase Activity Assay 
	H2O2 Susceptibility Assays 
	NO Susceptibility Assay 
	pH 5.5 Survival Assay 
	Measurement of Gene Expression by qRT-PCR 
	Statistical analyses 

	Results and Discussion 
	PtpB Does Not Affect the In Vitro Growth of S. aureus SA564 but Promotes Survival in Macrophages 
	PtpB Contributes to Infectivity of S. aureus in a Murine Abscess Model 
	PtpB Is Not Secreted by S. aureus during In Vitro Growth and Upon Ingestion by Macrophages 
	S. aureus PtpB Phosphatase Activity Depends on a Highly Specific Threonine Residue in Its Catalytic Loop 
	PtpB Affects the Capacity of S. aureus to Adapt to Oxidative Stress 
	PtpB Promotes the Capacity of S. aureus to Withstand NO˙ Stress. 
	PtpB Alters the Transcription of Genes Encoding Factors Involved in the Detoxification of ROS 
	PtpB Contributes to the Survival Capacity of S. aureus Under Low pH. 

	Conclusions 
	References
	Elhawy_Cells_2021_supp.pdf
	Supp. Fig S1.pdf
	PLGA nanocapsules improve the delivery of clarithromycin to kill intracellular Staphylococcus aureus and Mycobacterium absc...
	Methods
	Preparation of non-ionic and cationic nanocapsules
	TEER measurements and Drug transport
	Bacterial cultivation and antimicrobial susceptibility assay
	Infection of the murine macrophage cell line and NC incubation
	Murine S. aureus wound infection model
	Fish lines, husbandry, embryo production, and infection
	Lysotracker red staining and image analysis
	Data analysis

	Results
	Discussion
	Acknowledgments
	Appendix A. Supplementary data
	References

	Introduction 
	Materials and Methods 
	S. aureus-Based Murine Wound Infection Model 
	Cytokine Determinations in Wound Tissue Homogenates 
	Histologic and Immunohistochemical Analyses of Infected Wounds 
	IL-17C Determinations in S. aureus-Infected Wound Biopsies 
	Statistical Analyses 

	Results and Discussion 
	Infection with S. aureus Results in a Delayed Wound Closure in Il-17c-/- and Il-17re-/- Mice 
	The Deficiency for IL-17C and IL-17RE Neither Affects Bacterial Numbers in S. aureus-Infected Wounds nor the Recruitment of Polymorphonuclear Neutrophils 
	The Deficiency for IL-17C and IL-17RE Only Marginally Affects the Contents of Wound-Healing-Associated Cytokines and Cell Proliferation in S. aureus-Infected Wounds 
	IL-17C Is Expressed in S. aureus-Infected Human Skin 

	Conclusions 
	References



