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1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Fassung
Einleitung und Fragestellung: Das durch das Gen ptsH codierte Histidin-haltige Phosphattriagerprotein

(HPr) besitzt in verschiedenen Gram-positiven Bakterienarten sowohl eine Funktion im
Phosphotransferasesystem (PTS) zur Glukoseaufnahme als auch eine Rolle als Cofaktor des
Kataboliten-Kontrollproteins A (CcpA) in der Kohlenstoffkatabolitenrepression (CCR). Durch die
Kohlenstoffkatabolitenrepression sind diese Mikroorganismen dazu in der Lage, in Anwesenheit
bevorzugter Kohlenstoffquellen die Expression von Proteinen, die fiir die Aufnahme und

Verstoffwechselung weniger bevorzugter Kohlenstoffquellen benétigt werden, zu reprimieren.

Wiéhrend die Funktionen des Kataboliten-Kontrollproteins A in Staphylococcus aureus gut
charakterisiert sind, sollte im Rahmen dieser Arbeit anhand von ptsH- und ccpA-Deletionsmutanten die
Rolle des Histidin-haltigen Phosphattrédgerproteins im Hinblick auf die Involvierung im

Phosphotransferasesystem als auch in der Kohlenstoftkatabolitenrepression untersucht werden.

Dazu sollten der Staphylococcus aureus Wildtyp Newman und die isogenen Stdmme einer ptsH
Einzelmutante, einer ccp4 Mutante, einer ptsH ccpA Doppelmutante, einer ptsH* Mutante sowie einer
ptsH Komplementante vergleichend untersucht werden. Die Newman ptsH* Mutante wurde durch eine
Punktmutation in der Nukleotidsequenz von ptsH genetisch so verdndert, dass im Translationsprodukt
das Serin 46 durch ein Alanin ersetzt wird. Dadurch sollte das bifunktionelle Histidin-haltige
Phosphattridgerprotein  im  Phosphotransferasesystem  weiterhin  aktiv, aber in  der
Kohlenstoffkatabolitenrepression funktionell gestort sein, um somit die jeweiligen Wirkungen des
Histidin-haltigen Phosphattrégerproteins in den beiden zuvor genannten Prozessen unabhingig
voneinander untersuchen zu koénnen. Weiterhin sollte erforscht werden, ob das Histidin-haltige
Phosphattrigerprotein auch unabhéngig von dem Kataboliten-Kontrollprotein A eine Funktion in der

Kohlenstoffkatabolitenrepression besitzt.

Methoden: Zur Charakterisierung des Wachstumsverhaltens wurden vergleichende Messungen der
optischen Dichte der Bakteriensuspensionen bei 600 nm im zeitlichen Verlauf und der pH-Werte des
Kulturiiberstands vorgenommen. Weiterhin sollte durch die Bestimmung der extrazelluldren
Metaboliten Glukose, Acetat und Ammonium der Einfluss der zuvor genannten Mutationen auf den
Kohlenstoffmetabolismus sowie den Zucker-Import in S. aureus untersucht werden. Durch eine
quantitative Echtzeit Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) wurden
metabolische (citB, pckA) als auch Virulenzgene (RNAIII, hla, spa) in unterschiedlichen
Wachstumsphasen des Bakteriums analysiert. Zum Schluss wurden die unterschiedlichen Mutanten in

vivo in einem murinen Abszessmodell hinsichtlich ihres Infektionsverlaufes untersucht.

Ergebnisse und Diskussion: Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass unter glukosehaltigen

Wachstumsbedingungen die beiden S. aureus Newman ptsH Mutanten (Einzelmutante und
Doppelmutante), verglichen mit den iibrigen zuvor genannten Newman Derivaten, eine
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Wachstumsverzogerung aufwiesen. Des Weiteren konnte ein beeintréchtigter Glukose-Import in den
ptsH Mutanten festgestellt werden, der wahrscheinlich durch den Ausfall des Phosphotransferasesystem
bedingt ist. Ferner zeigten sich neben der gestorten Glukoseaufnahme eine geringere Acetat-
Akkumulation und konstant erhohte pH-Werte im Kulturiiberstand. Eine noch bei Anwesenheit von
Glukose bereits beginnende Acetat-Wiederaufnahme lésst auf eine erhohte Aktivitét des Citratzyklus
bei den ptsH Mutanten schlieBen. Diese Vermutung konnte durch bereits in der frithen exponentiellen
Wachstumsphase erhohte Transkriptkonzentrationen des citB Gens (codierend fiir das Citratzyklus-
Enzym Aconitase) in den ptsH Mutanten durch quantitative Echtzeit Reverse Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion Analysen bestétigt werden. Auch fiir das in der Gluconeogenese involvierte Gen pckA
wurden erhohte Werte im Vergleich zum Wildtyp gemessen. In den beiden ptsH Deletionsmutanten
konnten, verglichen mit dem Wildtyp, zudem bereits wéihrend der frithen Wachstumsphase eine
Zunahme der Ammonium Konzentrationen beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass in der
exponentiellen Wachstumsphase ein stirkerer Abbau von Aminosduren als alternative
Kohlenstoffquelle stattgefunden hat, da die Glukoseaufnahme und -verwertung durch das fehlende
Histidin-haltige Phosphattriagerprotein gestort war.

In einem murinen Abszessmodell, bei dem die Bakterien in das Gefaf3system der Méuse injiziert wurden,
bewirkte die Deletion von ptsH im Stamm Newman 4 Tage nach der Infektion eine verminderte
Bakterienlast in den untersuchten Organen Leber und Niere. Die abgeschwiéchten Infektionsverldufe in
den mit den Newman ptsH Mutanten infizierten Tieren konnten durch einen verdnderten Metabolismus
erklart werden, da diese Mutanten vermutlich auch unter in vivo Bedingungen in der Glukoseaufnahme
eingeschrénkt sind. Des Weiteren konnte die reduzierte Bakterienlast in den mit den ptsH Mutanten
infizierten Tieren auf eine fehlende Interaktion zwischen dem Histidin-haltigen Phosphattriagerprotein
und dem Kataboliten-Kontrollprotein A zuriickzufiihren sein. In vorherigen Arbeiten konnte bereits
gezeigt werden, dass das Kataboliten-Kontrollprotein A die Transkription des fiir die Virulenz von
S. aureus bedeutsamen Virulenzfaktors hla, welcher fiir das a-Hadmolysin codiert, beeinflusst. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte in den durchgefiihrten quantitative Echtzeit Reverse Transkriptase
Polymerase-Kettenreaktion Analysen bereits in den frithen Wachstumsphasen erhohte hla
Transkriptionsraten in den ccpA als auch ptsH Mutanten beobachtet werden, sodass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass das Histidin-haltige Phosphattragerprotein die Expression von 4la

auch unter in vivo Bedingungen beeinflusst.

Zusammenfassend hat das Histidin-haltige Phosphattragerprotein eine wichtige Rolle als metabolischer

Regulator, der groBen Einfluss auf die Virulenz von S. aureus nimmt.
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1.2 Summary
The importance of the histidine-containing phosphocarrier protein for the virulence and

pathogenicity of Staphylococcus aureus.

Background and question: The histidine-containing phosphocarrier protein (HPr), encoded by the

ptsH gene, is thought to exhibit a dual function in gram positive bacteria, as a phosphate donor for the
incoming sugar in the phosphotransferase system (PTS), and as a cofactor of the catabolite control

protein A (CcpA), a master regulator of carbon catabolite repression (CCR).

CCR allows microorganism to favor the import and metabolization of preferred carbon sources and to
repress the expression of various genes, which are responsible for the uptake and break down of less

favored carbon sources.

In this dissertation, the role of HPr in Staphylococcus aureus strain Newman was studied with regard to
its involvement in the PTS and in CCR on the basis of ptsH- and ccpA-deletion mutants. For this purpose,
the S. aureus wildtype Newman and the isogenic strains of a ptsH mutant, a ccp4 mutant, a ptsH ccpA
double mutant, a ptsH* mutant and a ptsH mutant complemented with the wild-type allele should be
compared. The ptsH* mutant was genetically modified by introducing a point mutation in the nucleotide
sequence of ptsH, which in turn results in a serine to alanine substitution at amino acid 46 of HPr.
Thereby, a HPr variant is expected that is still functional in the PTS but is unable to bind to and activate
CcpA, which should allow investigating independently the respective effects of HPr in both previously
mentioned processes. Additionally, a CcpA-independent role of HPr in CCR should be investigated.

Methods: For this purpose, S. aureus Newman and mutant cells were batch cultured and optical
densities at 600 nm and pH values were determined over time in order to characterize the growth
behavior of the individual derivatives. By determining the contents of glucose, acetate and ammonia in
culture supernatants over time, the carbohydrate metabolism and sugar import capacities of the S. aureus
Newman strain set were investigated. To get an idea about the impact of HPr on the transcriptome of S.
aureus, transcription rates of selected metabolic genes (i.e. citB, pckA), and genes encoding regulatory
and virulence factors (i.e. RNAIII, hia, and spa) were determined by quantitative realtime Reverse-
Transcriptase PCR (qQRT-PCR) at different bacterial growth stages. Finally, the importance of HPr for

infectivity of S. aureus was studied under in vivo conditions in a murine S. aureus abscess model.

Results and conclusion: I found that the ptsH mutants (single mutant and double mutant) exhibited a

growth delay compared to the other strains under glucose-containing growth conditions. Furthermore, a
marked reduction in glucose import was noticed for both mutants, which is probably due to an
impairment of the PTS. In addition to the reduced sugar uptake kinetics, significantly lower extracellular
acetate accumulation rates and constantly higher pH values were observable in the culture supernatants
of both ptsH mutants. Both ptsH mutants also already started to reutilize the exported acetate when
glucose was still present in the growth media, which suggests an earlier onset of the tricarboxylic acid

cycle in the ptsH mutants when compared to the wild type. This assumption was confirmed by qRT-
13



PCR analyses, which identified increased transcription rates for the tricarboxylic acid cycle enzyme
aconitase encoding gene citB as well as for pckd, a gene encoding for PckA, a keyenzyme in

gluconeogenesis, in both ptsH mutants during early growth stages.

Compared to the wild type, both ptsH mutants already showed an increase in ammonia concentration
during the early growth phases. This indicates that an increased breakdown of amino acids - as an
alternative carbon source - took place during exponential growth phase, since the glucose uptake and

utilization was disturbed by the impaired HPr.

In a murine abscess model in which the bacteria were injected into the vascular system of the mice, the
deletion of ptsH resulted in a significantly reduced bacterial load in the investigated organs liver and
kidney at 4 days post infection. The attenuated infectivity of the ptsH mutants might be explained on
the one hand by an altered metabolism, since both mutants are likely to display reduced glucose uptake
rates under in vivo conditions. Another explanation for the reduced bacterial loads in ptsH mutant-
infected mice might go beyond this specific role in sugar import and involve the interplay between HPr
and CcpA. Earlier work demonstrated that CcpA affects the transcription of 4/a, encoding a-hemolysin,
which is a major virulence factor of S. aureus. a-hemolysin is involved during abscess formation.
During the course of this study, elevated hla transcription rates in ccpA4 and ptsH mutants were already
observed during the early growth stage. This suggests that HPr might impact the expresion of Ala, even

under in vivo conditions.

The findings presented in this thesis demonstrate that HPr of S. aureus has important roles in carbon

utilization and metabolization, and also affects infectivity of this important human pathogen.
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2 Einleitung

2.1 Virulenzfaktoren und klinische Bedeutung von Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein Gram-positives, kugelformiges Bakterium mit einer GroBe von etwa 0,7-
1 um (Abbildung 1), das bei vielen Menschen zumindest zeitweise in den Mikrobiomen des Nasen-
Rachenraums und der Haut anzutreffen ist. Obwohl S. aureus damit zu den Kommensalen des Menschen

zu zdhlen ist, sind die Auswirkungen des Bakteriums auf die Bevolkerung und die Medizin immens.

Abbildung 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Staphylococcus aureus
Zellverbands.

Haufenformige Anordnung der Kugelbakterien. Mafistab 2 pm. (Quelle: Robert Koch Institut).

S. aureus ist einer der wichtigsten humanpathogenen Keime, dem es mdglich ist, ein gro3es Spektrum
an Infektionen hervorzurufen [119]. Aufgrund der Vielfalt an Infektionen tangiert das Bakterium
anndhernd alle medizinischen Fachrichtungen. S. aureus ist die Hauptursache fiir Bakteridmie und
infektiose Endokarditis, sowie Knochen-, Gelenk-, Haut- und Weichteilgewebe- sowie pleuropulmonale
und Fremdkorper-assoziierte Infektionen [119]. Abbildung 2 fasst zusammen, welche Organsysteme
durch eine Infektion mit S. aureus befallen sein konnen und welche Erkrankungen héufig daraus

resultieren.
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Abbildung 2: Staphylococcus aureus kann eine Vielfalt an Erkrankungen hervorrufen.

Die Abbildung zeigt ausgewihlte durch S. aureus verursachte Infektionen. Modifiziert nach [129].

Allgemein lésst sich feststellen, dass die Vielzahl an verschiedenen Virulenzfaktoren ein Grund fiir die

Vielseitigkeit von S. aureus als Krankheitserreger ist.

Die Zellwand des Bakteriums bildet z.B einen Schutzmantel gegeniiber der wirtseigenen Immunabwehr
[116]. Das Grundgeriist besteht aus einer Peptidoglykanschicht (Mureinschicht), die sich aus N-
Acetylmuraminséure, N-Acetylglucosamin und Peptidbriicken zusammensetzt. Ein weiterer Baustein
sind die Teichonséuren und die Lipoteichonséuren, die mit ihrem Lipidanteil in der Mureinschicht bzw.
der Zytoplasmamembran des Bakteriums verankert sind und eine pyrogene Wirkung auf den Menschen

haben [74].

Viele klinische S. aureus Stimme sind auBBerdem dazu in der Lage, eine (Mikro-)Kapsel auszubilden,
ein vornehmlich aus den Bausteinen N-Acetyl-Fucosamin (FucNAc) und N-Acetyl-
Mannosaminuronséure (ManNAcA) bestehendes Polysaccharid [88], das die Pathogenitét erhoht, indem

es die Opsonophagozytose durch Immunzellen reduziert [81].

Wie zuvor schon angedeutet, stellt S. aureus zeitgleich einen Kommensale und ein humanes sowie
tierpathogenes Bakterium dar. Ungeféhr 30% der menschlichen Population sind asymptomatisch mit S.
aureus kolonisiert [119]. Vor allem sind die vorderen Nasenlocher betroffen aber auch andere Bereiche
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des Korpers wie das Perineum, der Pharynx [131] oder auch die Axilla konnen permanent mit S. aureus
besiedelt sein, ohne dass eine Infektion entsteht [23]. Allerdings besteht im Falle einer
asymptomatischen Kolonisation ein hoheres Risiko, an einer manifesten Infektion zu erkranken, die
durch Verletzungen der Haut oder der Mucosa begiinstigt wird [129]. Der dauerhafte Tréger oder Carrier
Status hat dennoch auch einen positiven, wenn auch paradoxen Vorteil: im Falle einer invasiven
Infektion (z.B. Sepsis) weisen die Carrier eine geringere Letalitit als Non-Carrier auf [130]. Dieser
Vorteil kann unter anderem auf das Immunsystem des Trigers zurlickgefiihrt werden. Durch die
stindige Kolonisation mit S. aureus adaptiert sich das Immunsystem (insbesondere die T-Zell Antwort
und damit die Zytokin Ausschiittung) an den vorherrschenden Stamm und kann im Falle einer
Erkrankung gezieltere und effizientere Abwehrmechanismen abspielen, indem Superantigene, die fiir

die Entstehung einer Sepsis von Bedeutung sind, effektiv neutralisiert werden kdnnen [55].
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2.1.1 Eiter und Abszessbildung

Zu den symptomatischen Erkrankungen, die durch den Keim hervorgerufen werden, gehort die
Abszessbildung in der Haut, den Schleimhéuten sowie in inneren Organen. An den komplexen
biologischen Vorgingen im Zuge der Abszessbildung sind verschiedene bakterielle Virulenzfaktoren

beteiligt, die in Abbildung 3 zusammenfassend dargestellt sind.

Resistenz gegeniiber

Antimikrobiellen
Peptiden
(IsdA,IcaADBCR)
ECM-
Schutz vor ) )
Phagozytose Blndell;mlekule
z.B. CIfAB, Eap,
z.B. Spa, IsdBH Evup, ExRPAR
Abszess
Entstehung

Enterotoxine

z.B. SEs, SSL-5, 7,

11

Immunevasions-

faktoren
z.B. vWbp, Coa

Schutz gegeniiber
ROS

z.B. IsdAB

Abbildung 3: Bakterieneigene Molekiile, die zur Abszess Entstehung beitragen.

Fiir die Abszess Entstehung benétigt S. aureus viele verschiedene Virulenzfaktoren, die zu

unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert werden. Modifiziert nach [59].

Cheng et al. haben in einer Arbeit die durch S. aureus verursachte Abszessbildung in vier Phasen
unterteilt [15]. Das initiale Uberleben im Blut kennzeichnet Phase 1. Zur Sicherung des Uberlebens und
der Proliferation hat S. aureus verschiedene Mechanismen entwickelt. So ist das Bakterium
beispielweise durch das membrangebundene Pigment Staphyloxanthin charakterisiert, welches
S. aureus vor oxidativem Stress schiitzt [20]. Weitere Sekretionsproteine, wie die Phenol-16slichen
Moduline (PSMs) oder Leukozidine, leiten die nidchste Eskalationsstufe ein, indem sie neutrophile
Zellen zerstoren [125]. Beteiligt sind auBerdem bakterieneigene Signalmolekiile wie z.B formylierte

Peptide, die neutrophile Granulozyten an den Infektionsort rekrutieren, die dann durch verschiedene
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lytische Proteine wie die zuvor beschriebenen PSMs und Leukozidine zerstért werden konnen [13].
Durch den ,,Clumping factor (CIfA) vermag das Bakterium an Fibrinogen/Fibrin zu binden. In
Kombination mit den Coagulasen Coa und vW1tb (von Willebrandfaktor Bindeprotein) konnen dabei
Fibrinthromben entstehen, an und in denen die Staphylokokken agglutinieren. Diese Aggregatbildung
filhrt dazu, dass Immunzellen die Bakterien schlechter erreichen konnen und sorgt so dafiir, dass die
Phagozytose der Bakterien durch den Wirt markant reduziert wird. AuBBerdem bildet CIfA in gewisser
Weise einen neuen Lebensraum fiir eine verbesserte Replikation, indem es erheblich dazu beitrigt, dass
S. aureus an aktiviertem Endothelium des BlutgefdBsystems anheften kann [19]. Mit diesen
Eigenschaften triagt CIfA maBgeblich dazu bei, dass sich S. aureus dem Immunsystem des Wirtes
entziehen kann. Ein weiterer Faktor, mit dem S. aureus die Immunantwort des Wirtes moduliert, ist das
Enzym Adenosin Synthase A (AdsA). Adenosin wird auch vom Menschen selbst produziert und
terminiert eigentlich eine Entziindungsreaktion bei abgeklungenem Infekt. Uber AdsA ist S. aureus dazu
in der Lage, eine Genesung zu fingieren, damit das Immunsystem auf ein normales Level

herunterreguliert wird [22].

Phase 2 beinhaltet die Modulation des Ortes, an dem sich die Infektion manifestiert. Fiir eine effektive
Vermehrung benotigt S. aureus neben Néhrstoffen auch Spurenelemente wie Eisen, das im Wirt in
ungebundener Form nur sehr begrenzt verfligbar ist. Um eine ausreichende Versorgung mit Eisenionen
wiahrend der Infektion sicherstellen zu konnen, hat S. aureus eine Reihe an Mechanismen zur
Akquisition dieses Spurenelements entwickelt. So verfligt S. aureus unter anderem iiber mehrere
Héamolysine, mit deren Hilfe es das in Erythrozyten gespeicherte eisenhaltige Protein Hdmoglobin
freisetzen kann. Das im Himoglobin enthaltene Eisen wird dann {iber die zellwandgebundenen Proteine
wie IsdA, IsdB und IsdC in die Bakterienzelle eingeschleust und verfiigbar gemacht [86]. Des Weiteren
sorgt S. aureus iiber die Sekretion von Lipasen, Proteasen und Nukleasen dafiir, dass Nahrstoffe am
Infektionsort durch Degradation von Wirtsfaktoren verfiigbar sind. Uber eine Reihe weiterer
Sekretionsfaktoren sorgt es zudem fiir eine massive Invasion von Immunzellen, die eine

Gewebezerstorung auslosen und somit eine Vielzahl an Néhrstoffen freisetzen [69].

An Phase 3 sind das Protein A, die Coagulase und auch das von Willebrand-Faktor-bindende Protein
(vWbp) beteiligt. Protein A verhindert unter anderem die Phagozytose durch den Wirt, indem es an die
Fc Komponente des Immunglobulins bindet [40]. Dadurch wird die Bakterienzelle nach aulen mit den
wirtseigenen Antikorpern bestiickt und kann sich somit der Inmunabwehr entziehen. Der Wirt kann das
Bakterium also schlechter beseitigen. Die Coagulase greift in die Gerinnungskaskade ein und aktiviert
Prothrombin. Der Staphylocoagulase-Prothrombin-Komplex ist in der Lage, aus Fibrinogen Fibrin zu
bilden und fiihrt zu einer Thrombus Entstehung. Das vWbp unterstiitzt die Fibrin Bildung und
ermoglicht die Entstehung eines Fibrinwalls am priaformierten Thrombus, der als Barriere fiir

Immunzellen fungiert [14, 57]. So kdnnen sich die Bakterien in einem abgeschirmten Bereich ungestort
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vermehren (SAC = Staphylococcal abscess community). Um die SAC Zone bilden sich verschiedene
Schichten von nekrotischen und gesunden Immunzellen, die an gesundes Gewebe angrenzen. Der
Abszess, also die Mischung aus neutrophilen Granulozyten, Zelldetritus, Bakterien und Fibrinkapsel, ist

vollstindig ausgebildet.

Die 4. Phase ist durch ein Persistieren des Erregers und dessen Aussaat gekennzeichnet. Ein verlangertes
Uberleben in dem bereits formierten Abszess wird durch das extrazellulire Adhisionsprotein Eap
gewihrleistet [46]. Dieses Protein ist in der Lage, die Leukozyten-Rekrutierung zu unterdriicken [15].
Diese antiinflammatorische Wirkung ist auf die Interaktion zwischen Eap und dem ICAM-1 Molekiil,
sowie den wirtseigenen extrazelluldren Matrixproteinen zurlickzufiihren [64]. Durch diese Verbindung
werden die wirtseigenen Molekiile blockiert, die mafigeblich an der Leukozyten-Extravasation in das
entziindliche Gewebe beteiligt sind. Dadurch ist die Immunabwehr gegeniiber dem Erreger

eingeschrankt.

In Bezug auf die Abszessbildung ist es S. aureus moglich, eine grole Bandbreite an Krankheitsbildern
zu verursachen, die von harmlosen oberflédchlichen Hauterkrankungen (Follikulitis, Furunkel) bis hin zu

lebensgefdhrlichen Verldaufen (Phlegmone, nekrotisierende Weichteilinfektionen) variieren konnen.

2.1.2 Infektiose Endokarditis

Eine weitere schwerwiegende Erkrankung mit potenziell lebensgefahrlichem Verlauf ist die infektiose
Endokarditis (IE). In {iber 50% der Fille ist S. aureus dafiir verantwortlich (Endocarditis acuta) [53].
Diese bakterielle Infektion betrifft meist schon vorgeschidigte Herzklappen, am haufigsten die
Mitralklappe, gefolgt von der Aortenklappe. Patienten mit kiinstlichen Herzklappen, angeborenen
Herzvitien sowie bereits durchgemachter Endokarditis sind Risikopatienten fiir eine infektidse
Endokarditis. Patienten, die einer intensivmedizinischen Betreuung bediirfen, sind ebenfalls einem
erhohten Risiko ausgesetzt, da die hiufige Katheterisierung eine bakterielle Besiedelung begiinstigt.
Zwei Bedingungen herrschen bereits vor der Entstehung einer infektiosen Endokarditis vor: zum einen
existiert meistens eine vorgeschidigte Herzklappe und zum anderen eine transitorische Bakteridmie
welche durch Mikrotraumen, z.B. beim Kauen oder dem Zahneputzen entstehen kann. Durch das
vorgeschadigte Epithel wird die Gerinnungskaskade aktiviert und es lagern sich lokal am Gewebe kleine
Thromben ab. Die Thromben enthalten Fibronektin, Thrombozyten und Plasmaproteine, die alle von
S. aureus genutzt werden konnen, um eine Verbindung mit dem Gewebe des Wirtes einzugehen und
letztendlich die so genannten Vegetationen zu bilden [77]. In diesem ersten Schritt der Adhérenz werden
von S. aureus verschiedene CWA (cell wall anchored adhesins) wie zum Beispiel der CIfA oder die
Fibronektin-Bindeproteine (FnBP) dazu genutzt, um die Klappe zu kolonisieren [77]. Generell kdnnen
Adhisionsfaktoren in zwei Hauptgruppen unterteilt werden, zum einen in die zuvor bereits erwéhnten
CWA, die alle kovalent mit der bakteriellen Zellwand verbunden sind und zum anderen in SERAMs

(,,secretable expanded repertoire adhesive molecules), die vom Bakterium in das umgebende Milieu
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sezerniert werden und dann zum Teil an die bakterielle Zellwand zuriickbinden [13]. Protein A (Spa) ist
zum Beispiel ein Virulenzfaktor, der kovalent in der Zellwand verankert ist und zu der Gruppe der CWA
gehort. Das Protein gilt als einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von S. aureus, das im
Infektionsgeschehen eine Reihe an Funktionen auszuiiben vermag. So wird Spa unter anderem eine
immunmodulierende Wirkung zugeschrieben, indem es iiber die Bindung von IgG an der Fc Region
dazu fiihrt, dass die Zellwandoberfldche von S. aureus mit IgGs ausgekleidet wird, die nicht mehr von
den Immunzellen gebunden werden konnen und so das Bakterium vor Opsonisierung und Phagozytose
schiitzt [10]. Damit begiinstigt Spa die Persistenz des Erregers, was den zweiten Schritt in der
Entstehung der IE ausmacht. Des Weiteren fungiert Protein A als sogenanntes B-Zell Superantigen, da
es an den B-Zell Rezeptor binden und dann die Immunzelle zerstéren kann [104]. Auch das kann die
Entstehung einer IE fordern. AuBlerdem ist S. aureus liber Spa auch dazu in der Lage, insbesondere bei
niedrigem Scherfluss an den von Willebrand Faktor zu binden und so mit dem Endothel zu interagieren

[123].

Schritt 2 wird nicht nur durch die Persistenz, sondern auch durch die Dissemination von S. aureus
charakterisiert. Enzyme und Toxine (z.B Hémolysine und Leukozidine) ermdglichen die Nutzung des
menschlichen Gewebes als Nahrungsquelle und konnen so das bakterielle Wachstum und die weitere
Aussaat gewéhrleisten [27, 76]. Im speziellen ist das a-Hémolysin in der Lage, Poren in die Membran
von Erythrozyten und anderen Wirtszelltypen einzubauen, und sie so zu zerstoren. Unter den
Leukozidinen ist das Panton-Valentine Leukozidin (PVL) gut bekannt. Dieses aus zwei Untereinheiten
bestehende Protein ist in der Lage, {iber eine Pore in der Wirtszellmembran den Zelltod zu induzieren
[112], Leukozyten zu zerstoren und Gewebsnekrosen hervorzurufen [2]. Die Verbreitung von
PVL- bildenden Stammen in der Gesellschaft und im Gesundheitswesen ist jedoch eher gering. Weniger
als 5% der S. aureus Stamme sind dazu in der Lage PVL zu bilden. Die 5%, die dazu befdhigt sind das
Toxin zu produzieren, verursachen auch noch weitere Erkrankungen wie nekrotische Pneumonien sowie

Haut- und Weichteilinfektionen [63].

2.1.3 Osteomyelitis

Die bereits im vorherigen Abschnitt beschriebenen CWA spielen unter anderem in der Entstehung der
Osteomyelitis eine wichtige Rolle. Eine gesunde Knochenmatrix zu besiedeln ist fiir Bakterien
anspruchsvoll, aber S. aureus kann durch diese Adhédsine an Kollagenfasern der Knochenmatrix binden
[119]. Der sich anschlieBend ausbildende Biofilm hilft dem Bakterium dem Immunsystem des Wirtes
zu entkommen. Das ,,polysaccharide intracellular adhesin® (PIA) ist dabei eine wichtige Komponente
von Staphylokokken wie S. aureus und S. epidermidis, um eine stabile Biofilm Matrix aufzubauen [92].
Das ica (intercellular adhesion locus)-Operon (icad, icaD, icaB, icaC) kodiert fiir Proteine der PIA-
Synthese [36]. Oft kommt es auch zu rezidivierenden Osteomyelitiden, die eine chronische Form

annehmen konnen. Fiir die letztere Verlaufsform sind vermutlich die sogenannten ,,small colony
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variants (SCVs) von hoher Bedeutung. Die SCVs haben einen verdnderten Phéanotyp: sie wachsen
langsam und haben einen reduzierten Metabolismus [121]. Dies scheint eine Art
Uberlebensmechanismus fiir das Bakterium zu sein, sodass S. aureus intrazellulir auch in den

Osteoblasten persistieren kann [119].

2.1.4 Bakteriiimie

Besonders auf Intensivstationen ist S. aureus als klinisch relevantes Pathogen zu nennen, denn die
Gesamtmortalitit bei Blutstrominfektionen liegt bei 20% [118]. Begilinstigende Faktoren sind
zentralvendse Katheteranlagen, Implantate und orthopédische Prothesen, die sowohl eine Eintrittspforte
als auch eine Besiedlungsgrundlage fiir den Erreger darstellen und oft einen direkten Zugang ins
vaskulédre System ermoglichen. Um im intravasalen Raum zu iiberleben und eine Sepsis hervorzurufen,
bedarf es verschiedener Mechanismen. Zunédchst wird das Komplementsystem durch Superantigene
(staphylococcal superantigen- like 5/10, staphylococcal complement inhibitor) blockiert und eine
Antigen-Antikorper Reaktion bleibt aus [118]. Staphylokokken kénnen zudem mit der Blutgerinnung
ihres Wirtes interferieren. Trotz hoher Antikoagulation mit Vitamin K Antagonisten oder Heparin zeigt
sich bei Patienten mit einer Staphylokokken Sepsis eine gesteigerte Blutgerinnung [118]. Durch die
Sekretion von ,,Canonical coagulase (Coa), dem ,,von Willebrand factor binding protein“ (vWbp) und
dem Clumping factor (CIfA) wird die Gerinnungskaskade aktiviert und letztendlich Fibrin gebildet,

welches das Blut des Wirtes koagulieren ldsst [70] und die Bakteridmie aggraviert.

2.1.5 Toxinbedingte Erkrankungen

Eine weitere Kategorie umfasst toxinbedingte durch S. aureus ausgeloste Erkrankungen, wie zum
Beispiel die Lebensmittelintoxikation. Ausgangspunkt einer solchen Infektion kénnen Milchprodukte,
Fleisch oder Eierspeisen sein. Hervorgerufen wird die Intoxikation durch Enterotoxine wie die
Staphylococcal Enterotoxin A und E (SEA, SEE), die nicht Teil des Grundgenoms von S. aureus sind,
sondern durch Prophagen kodiert sind [97]. Die Intensitdt der Erkrankung hingt von der Menge der
aufgenommenen Nahrung bzw. des Toxins ab. Ungefdhr 20 - 100 ng Enterotoxin kdnnen eine
Intoxikation auslosen [97]. Lediglich die Toxine werden in den Korper aufgenommen und sind dort

alleine nicht vermehrungsfihig, weshalb die Erkrankung auf eine kurze Dauer (ca. 24 h) beschrénkt ist.

Das sogenannte ,,Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSS)“ oder Pemphigus neonatorum ist ein
weiteres Krankheitsbild, das vor allem Sduglinge und Kleinkinder tangiert. Wichtige Risikofaktoren, an
dem SSS zu erkranken, sind Frithgeburt, niedriges Geburtsgewicht und invasive Eingriffe wihrend eines
langen Krankenhausaufenthaltes [85]. Einige, aber nicht alle, S. aureus Isolate sind dazu in der Lage,
Exfoliatives Toxin A und B zu produzieren und eine Epidermolyse zu verursachen, indem sie an das

Desmoglein 1 Molekiil in der Haut anbinden und dieses hydrolysieren und so die Zellintegritat zerstdren
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[73]. Die Epidermis 18st sich einhergehend mit Fieber und Erythem ab. Ahnlich wie bei einer

Verbrennung bilden sich gro3e Blasen auf der Haut.

Das Toxische Schock Syndrom Toxin 1 (TSST1) gehort ebenfalls zur Gruppe der Superantigene. Eine
Intoxikation mit TSST1 fiihrt dazu, dass bis zu 20% der T-Lymphozyten eines Wirtes aktiviert werden.
Dies fiihrt zu einer massiven Ausschiittung von Zytokinen, insbesondere Interleukin 2 sowie Tumor
Nekrose Faktor Alpha (TNFa) und dies 18st den sogenannten Zytokinsturm aus. Klinisch zeigt sich das

Toxische Schock Syndrom durch Fieber, Hypotension, Exanthem und Multiorganversagen [63].

Abbildung 4 gibt eine Ubersicht iiber die wichtigsten Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus

wieder.
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Abbildung 4: Virulenzfaktoren von S. aureus.

Schematische Darstellung einer Auswahl der Zellwand-gebundenen und der extrazelluliren

Pathogenititsfaktoren von S. aureus. Modifiziert nach [18].
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2.2 Regulation der Virulenzfaktoren

Um eine Infektion hervorzurufen und aufrechtzuerhalten, miissen zu gegebener Zeit unterschiedliche
Virulenzfaktoren abhingig vom Lebenszyklus des Bakteriums produziert werden. Zu Beginn des
Lebenszyklus, also in der frithen exponentiellen Phase einer in vitro Batchkultur, werden vorrangig
zellwandgebundene Faktoren exprimiert. Zu diesem Zeitpunkt existiert eine gute Nihrstoftbasis
weshalb im bakteriellen Lebenszyklus die Adhédsion im Vordergrund steht. In der spéteren,
postexponentiellen Wachstumsphase werden liberwiegend Exoproteine ausgeschiittet, da das Bakterium
sich im Rahmen der Invasion neue Nahrstoffquellen erschlieBen muss [124]. S. aureus produziert eine
Vielzahl an globalen Regulatoren, um sich stindig an neue Umwelt- bzw. Umgebungsbedingungen
anpassen zu konnen [45]. Einer der Haupteffektoren dieses regulatorischen Netzwerks ist der agr-Locus
(accessory gene regulator). Als sogenanntes ,,Quorum-Sensing System®, ermoglicht agr abhéngig von
der Bakteriendichte eine Zell-Zell Kommunikation und kann somit die Regulation von Virulenzfaktoren

wachstumsphasenabhingig beeinflussen [133].

Das agr-System setzt sich aus zwei Transkriptionseinheiten, RNAII und RNAIII, zusammen, deren
Expression iiber divergente Promotoren, P2 und P3, kontrolliert wird. Die Transkriptionseinheit RNAII
umfasst die Gene agrd, agrC, agrB und agrD [79]. Die ersten beiden Gene kodieren fiir das Zwei-
Komponenten-System AgrAC. Die letzten beiden Gene kodieren fiir das Autoinducer Prépeptid AgrD
und das Membranprotein AgrB, welches fiir den Transport und die Prozessierung von AgrD zum
sogenannten ,,Autoinducing peptide” (AIP), dem eigentlichen Signalpeptid des Quorum-Sensing
Systems, benétigt wird, das dann konzentrationsabhédngig dazu in der Lage ist, AgrC zu aktivieren [124].
Das Gen agrC kodiert fiir eine Histidinproteinkinase, die als Sensor des AIP fungiert und somit die
Bakteriendichte misst. Dieses Messergebnis wird dann an das eigentliche Regulator-Protein AgrA
weitergleitet, welches wiederum in der Lage ist, beide Promotoren P2 und P3 zu aktivieren [79]. Uber
die Bindung an P2 wird in der Folge vermehrt RNAII gebildet, was dazu fiihrt, dass die Komponenten
dieses Dichtemesssystems vermehrt gebildet werden und damit zugleich mehr AIP und AgrC vorhanden
ist, was eine massive Verstirkung dieses Regelkreises bewirkt. Durch die Aktivierung von P3 entsteht
zudem RNAIII. Diese regulatorische RNA ist das eigentliche Effektormolekiil des agr-Locus. Die
Hauptfunktion von RNAIII besteht darin, die Synthese von sekretorischen Virulenzfaktoren (z.B. a-
Héamolysin) zu beschleunigen und die Synthese von Oberflachenproteinen (z.B. Protein A) herunter zu
regulieren [133]. Die RNAIII abhéngige Kontrolle der Transkription dieser Virulenzfaktoren wird dabei
zum einen direkt durch RNA-RNA Interaktionen hervorgerufen, die in der Regel dazu fiihrt, dass die
entsprechenden mRNAs iiber die RNase III abgebaut werden, oder indirekt iiber die Reprimierung der
Produktion des Regulators Rot (repressor of toxins). Dieser fungiert als Repressor der Transkription
einer Vielzahl von Toxingenen in S. aureus [117]. Eine Sonderrolle nimmt RNAIII bei der Expression
von o-Hémolysin ein, da die regulatorische RNA neben der transkriptionellen Kontrolle durch

spezifische RNA-RNA Paarung auch die Translation der #/a mRNA fordert [78].
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Ein weiterer, wichtiger Regulator der Expression von Virulenzfaktoren in S. aureus ist der sogenannte
sar-Locus (,,staphyloccocal accessory regulator”). Dieser Locus setzt sich aus den drei
Transkriptionseinheiten sarA4, sarB und sarC zusammen, die alle fiir das DNA-Bindeprotein SarA
kodieren [6]. Anhand von Katheter-induzierten Infektionen konnte die Arbeitsgruppe von Cheung et al.
zeigen, welche Funktionen diesem Regulator zuzuordnen sind. Der sar-Locus ist fiir die Expression von
einer Reihe an extrazelluldren Proteinen und zellwandgebundenen Proteinen wie z.B. die Fibrinogen-
Binde-Proteine zustindig [16]. Im Infektionsmodell wurde die Adhérenz der Staphylokokken an
Herzklappen untersucht und gezeigt, dass die sar4 Mutante im Vergleich zum Wildtyp weniger
pathogen ist, also zu einem spéteren Zeitpunkt erst Vegetationen ausbilden kann [16]. Der sar-Locus
fordert die Genexpression fiir verschiedene Toxine und inhibiert die Protein A Synthese. Ein weiterer
wichtiger Aspekt ist die Interaktion mit dem agr-Locus. So kontrolliert SarA die Transkription von
RNAIII, indem SarA an die Region zwischen P2 und P3 bindet [51] und so insbesondere Promotor P2
aktiviert [80].

Neben SarA existieren noch eine Vielzahl verschiedener weiterer Proteine der Sar-Familie (MgrA, Rot,
SarS, SarU, SarY, SarT und SarR) in S. aureus, die aber haufig nur in bestimmten S. aureus Isolaten zu
finden sind. So konnte u.a. gezeigt werden, dass SarS einen Einfluss auf die spa Transkription hat und
so flir die Ausschiittung von Protein A mitverantwortlich ist [3]. Ein weiteres bedeutsames Mitglied aus
der SarA-Familie ist das zuvor schon erwidhnte DNA-bindende Protein Rot, welches eine duale
Regulation aufweist, da es die Expression von Genen fordern sowie auch unterdriicken kann. So konnte
gezeigt werden, dass Rot z.B die Expression von spa fordert [103] und die Transkription von Genen,
die fiir Exotoxine kodieren, hingegen unterdriickt [95]. Rot und das agr- System haben also

gegensitzliche Effekte auf die Expression von bestimmen Virulenzfaktoren [56].

Der sae-Locus, ebenfalls ein wichtiges Regulationssystem fiir die Produktion von Virulenzfaktoren in
S. aureus, dhnelt wegen seines Zwei Komponenten Systems dem agr-Locus. So kodiert sae u.a. fiir das
Transmembranprotein SaeS und das regulierende Protein SaeR [1]. Zum sae-Locus weiter zugehorig
sind die beiden Gene saeP und saeQ. Sae modifiziert, wie alle anderen globalen Regulatoren, die
bakterielle Virulenz. So zeigte die Arbeitsgruppe von Giraudo ef al., dass die Inaktivierung des sae
Operons eine verminderte a- und B-Hémolysin Produktion sowie eine verringerte DNase und Coagulase
Exkretion zur Folge hat [37]. Wie bereits oben beschrieben, konnen die einzelnen Genregulatoren auch
miteinander interagieren. Sae Mutanten zeigten sich in einer Arbeit von Steinhuber et al. auBerstande,

die Transkription von sar4 und agr zu beeinflussen [114].

Virulenz, Metabolismus und insbesondere das intrazellulire Wachstum als auch die Persistenz von S.
aureus werden durch den so genannten alternativen Sigmafaktor B welches durch sigB kodiert ist,
beeinflusst [72]. SigB ist fiir das Bakterium von hoher Bedeutung, um eine chronische Infektion zu
etablieren. Eine Chronifizierung wird vielfach durch die Bildung von sogenannter SCVs ermdglicht, um

dadurch moglichst langlebig intrazellulir zu persistieren. SigB hat einen direkten Einfluss auf die
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Ausbildung von SCVs, dies zeigte die Arbeitsgruppe von Moisan anhand von Genexpressionsanalysen
bei Mukoviszidose Patienten [76]. Diese Patientengruppe leidet hdufig an persistierenden
Atemwegsinfektionen durch S. aureus, die durch SCVs hervorgerufen werden. Die besondere Rolle von
SigB bei der Bildung von SCVs in intrazellulér persistierenden S. aureus Populationen konnte auch von
Tuchscherr et al. in vitro wie in vivo gezeigt werden [120]. Der alternative Sigmafaktor interagiert
aullerdem mit anderen globalen Regulationsfaktoren, indem zum Beispiel liber SigB die sard

Expression erhdht wird, wiahrend die Bildung von RNAII und RNAIII erniedrigt wird [8].

2.3  Grundlagen des Kohlenstoffwechsels von S. aureus

Teile des Stoffwechsels von S. aureus dhneln dem des Menschen. So hat S. aureus beispielsweise die
drei vollstdndig angelegten Stoffwechselwege fiir den TCA-Zyklus, den Pentose-Phosphat-Weg (PPP)
und die Glykolyse [110]. Eine Ubersicht der wichtigsten Reaktionen des Kohlenstoffmetabolismus von
S. aureus ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Kohlenstoffwechsels von S. aureus.

Glykolyse, TCA-Zyklus und Gluconeogenese sind eingezeichnet [102]. Die Gene pckA und citB sind in dieser
Arbeit mittels qRT-PCR untersucht worden.

Als Kohlenstoff- und Energiequelle verwenden Staphylokokken bevorzugt die schnell verwertbare
Glukose, die im Rahmen der Glykolyse in mehreren Schritten zu Pyruvat umgewandelt wird, wobei pro
Glukosemolekiil 2 ATP und 2 Reduktionsidquivalente NADH produziert werden. Bei ausreichender
Verfiigbarkeit wird Glukose zunéchst iiber Glukose-6-Phosphat (G-6-P) und Fructose-6-phosphat (F-6-
P) zu Fructose-1,6-Bisphosphat (F-1,6-BP) umgewandelt. Aus F-1,6-BP entsteht Glycerinaldehyd-3-
phosphat (G-3-P) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP). Das Isomer G-3-P wird iiber mehrere

Zwischenschritte wie Phosphoenolpyruvat (PEP) unter Energieproduktion in Form von
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Adenosintriphosphat (ATP) zu Pyruvat umgesetzt. Pyruvat kann, abhéingig von aeroben oder anaeroben
Wachstumsbedingungen, zu Acetyl-CoA oder Garungsprodukten wie Lactat oder Ethanol umgewandelt
werden [135]. Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex produziert Acetyl-CoA, das im TCA-Zyklus
weiter katabolisert werden kann oder von S. aureus zunichst ins Medium sezerniert wird und spéter als

sekunddre Kohlenstoff-Quelle riickgewonnen werden kann [85, 83].

Der Pentose-Phosphat-Weg ist eng mit der Glykolyse verbunden und ist ein alternativer Weg, um
Glukose abzubauen. Dadurch entstehen zum einen die Reduktionsiquivalente NADPH/H", die fiir viele
anabole Reaktionen benétigt werden und zum anderen Ribose-5-Phosphat, das fiir die Nukleotid-

Biosynthese verwendet wird [115].

Unter aeroben Bedingungen dienen Acetyl-CoA und Oxalacetat dem TCA-Zyklus als
Eingangsmolekiile und werden in mehreren Schritten zu Guanosintriphosphat (GTP) umgewandelt. Eine
weitere Aufgabe des TCA-Zyklus ist die Produktion der Reduktionsdquivalente NADH und FADH,
(die hydrierte Form des Flavin-Adenin-Dinucleotids), aus denen durch die Atmungskette dann Energie
in Form von ATP gebildet wird. Neben diesen katabolen Funktionen besitzt der TCA-Zyklus auch
weitere anabole Funktionen: es entstehen in diesem Zyklus weitere Kohlenstoffintermediate, die wichtig

fiir verschiedene andere Biosynthesen wie den Aminosdure- und Fettsidurestoffwechsel sind.

Wihrend der postexponentiellen Wachstumsphase ist Glukose in den bakteriellen Kulturmedien als
priferierte Kohlenstoffquelle zunehmend aufgebraucht, wihrend im Uberstand, je nach
Sauerstoffversorgung der Kultur, Acetat oder Laktat akkumulieren. Die Bildung und Sekretion von
Acetat bzw. Laktat fiihrt in Schiittelkulturen zu einer Verringerung des pH Wertes des Mediums, die je
nach Akkumulationsgrad sogar wachstumsinhibierend wirken kann. Um das Wachstum auch in
Abwesenheit von Glukose fortfiihren zu konnen, transloziert S. aureus unter aeroben Bedingungen
Acetat wieder in die Zelle und lésst es zur weiteren Kohlenstoff- und Energiegewinnung wieder in den
TCA-Zyklus einflieBen. Das Uberleben des Bakteriums in der postexponentiellen Wachstumsphase
wird also durch einen funktionstiichtigen TCA-Zyklus gewahrleistet [104].

2.3.1 Die Kohlenstoff-Katabolit-Repression

Viele der uns bekannten Bakterienarten haben die Fahigkeit, sich an unterschiedliche Umwelteinfliisse
anzupassen. Ein Mechanismus, der ihnen dabei hilft, ist die Kohlenstoffkatabolitenrepression (,,carbon
catabolite repression®) (CCR). Ist mehr als nur eine Nahrstoffquelle vorhanden, so ermdglicht die CCR
den Bakterien die zu préferierende Kohlenstoffquelle bevorzugt zu metabolisieren [26]. So favorisieren
Staphylokokken Glukose als bevorzugte Nahrstoffquelle, auch wenn sie prinzipiell dazu in der Lage
sind, andere Kohlenstoffquellen wie Aminosduren zu verwenden [48]. Die CCR ist also der effizienteste
Weg, um die bestmdglichen Wachstumsbedingungen fiir S. aureus zu schaffen und das Uberleben zu
sichern. Neben diesem evolutiondren Hintergrund besitzt die CCR auch einen dkonomisch wichtigen

Hauptaspekt: das Bakterium soll unter moglichst wenig Aufwand die bestmogliche Kohlenstoffquelle
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iiber nur einen aktiven Stoffwechselweg metabolisieren und dennoch die maximale Energie generieren

[39].

Das ,,Carbon Catabolite Protein A“ (CcpA) spielt nicht nur eine zentrale Rolle in der CCR, sondern ist
auch fiir die Expression von verschiedenen Virulenzfaktoren verantwortlich [126]. Dieses Protein ist
Mitglied der Lacl/GalR Familie von Transkriptionsregulatoren, die den Kohlenstoffmetabolismus in
Gram-positiven Bakterien, mit niedrigem Guanin-Cytosin Gehalt, kontrollieren [64, 96, 99]. In
Gegenwart von Glukose als bevorzugte Kohlenstoffquelle, werden Gene des TCA-Zyklus, die zur
Metabolisierung von sekundédren Néhrstoffen (z.B. Acetat) dienen, reprimiert, wiahrend Gene fiir die
Aktivitdt der Glykolyse hochreguliert sind [65]. Gene, die in der exponentiellen Phase einer in einem
glukosehaltigem Medium kultivierten S. aureus Zellen reprimiert werden, sind z.B citB und citZ, die fiir
die Enzyme Aconitase und Citrat-Synthase kodieren [102]. Erst wenn Glukose nicht mehr oder nur noch
wenig als Nahrungsquelle vorliegt, werden Gene des TCA-Zyklus hochreguliert, damit weniger
bevorzugte Kohlenstoffquellen von S. aureus metabolisiert werden kdnnen. Durch den TCA-Zyklus

kann sich das Bakterium also gut an einen Wandel im Nihrstoffangebot adaptieren [110].

2.3.2 Die Rolle von ptsH in der CCR

Eng verkniipft mit der CCR ist das sogenannte Phosphotransferasesystem (PTS). Dieses System ist fiir
die Aufnahme von Kohlenhydraten und deren Phosphorylierung zustdandig. Phosphoenolpyruvat (PEP),
ein Intermediat der Glykolyse, dient als energiereicher Phosphatdonator und kann als solcher eine
Protein-Phosphorylierungskaskade aktivieren [26]. Im Jahre 1964, als Kundig et al. das PTS entdeckten,
ging man davon aus, dass die Funktion einzig und alleine auf den Zuckertransport und die
Phosphorylierung der aufgenommenen Zucker beschrénkt ist. Heute, iiber 50 Jahre spéter, sind noch
viele weitere Aufgaben des PTS erforscht, die man in metabolische sowie regulatorische Funktionen
einteilen kann. Die metabolische Funktion bezieht sich auf den Zuckertransport, wohin gegen die
regulatorische Funktion physiologische Prozesse, wie zum Beispiel Biofilmbildung und die Regulation

der Virulenz, einschlieft [96].

Die zentralen Komponenten des PTS sind die beiden Phosphotransferasen Enzym I (E1) und Enzym II
(E2) sowie das durch ptsH kodierte, hitzestabile Histidin-haltige Phosphattriger-Protein (HPr) [4]. Die
16slichen Proteine HPr und El liegen im Cytosol vor, wihrend E2 eine membrangebundene,

kohlenhydratspezifische Komponente ist [52].

Das durch ptsI kodierte Enzym 1 katalysiert die Ubertragung einer Phosphatgruppe von PEP auf HPr
am Histidin 15 (P-His-HPr) [17]. Dieses phosphorylierte HPr kann die Phosphatgruppe nun auf das
Enzym 2 iibertragen, welches energieabhingig ein Zuckermolekiil phosphoryliert und in die Zelle

transloziert [37, 87, 102].
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HPr ist ein bifunktionelles Protein, denn es ist nicht nur an der Zuckeraufnahme im PTS beteiligt,
sondern hat auBerdem noch Einfluss auf die CCR. Durch die HPr-Kinase/Phosphatase (HPrK/P) kann
HPr am Serinbaustein 46 (Ser-46) phosphoryliert werden. Die Aktivierung der HPrK/P wird durch das
anfallende Zwischenprodukt der Glykolyse, Fructose-1,6-Bisphosphat, reguliert [98]. Das entstandene
P-Ser-HPr ist in der Lage, als Co-Faktor an CcpA zu binden. Dieser HPr-CcpA Komplex stimuliert die
CcpA Bindung an sogenannte cre-Sequenzen der Zielgene im Bakteriengenom und verdndert {iber

diesen Mechanismus deren Transkription [75].

Basierend auf dem fiir Bacillus subtilis aufgestellten Modell [33] wird auch fiir S. aureus davon
ausgegangen, dass der HPr-CcpA-Komplex iiber Bindung an Promotoren der TCA-Gene den TCA-
Zyklus herunterreguliert, sofern S. aureus ausreichend Glukose zur Verfiigung steht. Auf diese Art ist
die Zuckeraufnahme mittels PTS eng mit der Regulation der Stoffwechselaktivititen der Glykolyse und
des TCA-Zyklus verkniipft.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass HPr, abhingig von der Phosphorylierungsstelle,
unterschiedliche Funktionen besitzt. In der CCR fungiert das Protein als Co-Regulator von CcpA als
Repressor des TCA-Zyklus und im PTS besitzt es eine elementare Rolle als Phosphattriger-Protein.
Beide Systeme, CCR und PTS, sind durch HPr eng miteinander verkniipft (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Die Interaktion zwischen dem Phosphotransferase System (PTS) und der
Kohlenstoff-Katabolit Repression (CCR).

Glukose wird iiber das Enzym E2 in die Zelle eingeschleust, indem Phosphat durch E1 von PEP auf HPr
iibertragen wird, dann durch E2 von P-His-HPr auf das Zuckermolekiil. Die Glukose wird in der Glykolyse
zu Pyruvat verstoffwechselt, was als Substrat fiir den TCA-Zyklus verwendet werden kann. Wihrend der
Glykolyse entsteht Fructose-1,6-Bisphosphat. Dieses Intermediat regt die HPr-Kinase/Phosphatase
(HPrK/P) an, HPr zu P-Ser-HPr zu phosphorylieren. P-Ser-HPr kann als Co-Repressor eine Verbindung
mit dem Protein CcpA eingehen und den TCA-Zyklus herunterregulieren. Dadurch wird die Glukose nicht
vollstiindig katabolisiert und Acetat bzw. Lactat freigesetzt. Mit freundlicher Genehmigung von E. Kirch
[58].

2.4 Zusammenhang zwischen Virulenz und Stoffwechsel

Die Virulenz und der bakterieneigene Stoffwechsel sind in S. aureus eng miteinander verkniipft [110].
Dies ist ein Grund, weshalb S. aureus eines der anpassungsfahigsten Pathogene ist. In den USA sterben
mehr Menschen an einer Infektion durch dieses Bakterium als an AIDS [27]. Es wird angenommen,
dass der Erfolg von S. aureus darin besteht, sich schnell an Verdnderungen in der Umwelt zu adaptieren
und gleichzeitig die Expression einer grolen Anzahl an Virulenzfaktoren zu regulieren [27].
Verschiedene metabolische Regulatoren, die in Abhéngigkeit des metabolischen Status nicht nur die
Physiologie der Zelle, sondern auch die Expression von Virulenzfaktoren beeinflussen, sind z.B. CcpA,
das catabolite control protein E (CcpE), der auf Intermediate des Pentosephosphatwegs reagierende
Transkriptionsfaktor RpiRc, sowie der auf verzweigtkettige Aminoséduren und GTP reagierende

Regulator CodY [33, 47, 107].
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CcpA gilt als der Masterregulator der Kohlenstoffkatabolitrepression in Gram-positiven Bakterien [24].
Der Transkriptionsfaktor ist in S. aureus mafigeblich daran beteiligt, abhingig von der vorherrschenden
Néhrstoffsituation die Transkription von Virulenzgenen zu beeinflussen. Seidl et al. zeigten mithilfe
von Proteom- sowie Transkriptomanalysen, dass CcpA ein groBes Regulon kontrolliert, zu dem eine
Reihe wichtiger Virulenzfaktoren gehdren [102]. So konnte in einer ccpA-Deletionsmutante gezeigt
werden, dass RNAIII, das Effektormolekiil des agr Locus, bei Abwesenheit von CcpA runter reguliert
wurde. Des weiteren beeinflusst CcpA direkt oder indirekt die Transkription wichtiger Virulenzgene
wie hla, welches fiir die Expression von a-Hamolysin kodiert, spa (kodierend fiir Protein A) oder tst
(kodiert fiir das Toxische-Schock-Syndrom-Toxin 1, TSST-1) [100]. Dariiber hinaus ist CcpA an der
Biofilmbildung beteiligt, denn das Protein besitzt einen aktivierenden Einfluss auf die Transkription der
ica-Gene, die an der ,polysaccaride intercellular adhesin® (PIA)-abhidngigen Biofilmausbildung
beteiligt sind [101]. Das ica (intercellular adhesion locus)-Operon (icaA, icaD, icaB, icaC) kodiert flir
Proteine der PIA-Synthese [36].

Eine wichtige Funktion von CcpA fiir die Virulenz von S. aureus konnte auch in verschiedenen murinen
Infektionsmodellen beobachtet werden. So konnten Li und Kollegen [62] zeigen, dass eine Deletion von
ccpA in S. aureus in einem murinen Abszessmodell zu einer signifikant verringerten bakteriellen Last
in der Leber, aber nicht in der Niere der infizierten Tiere, fiihrte. Eine besondere Bedeutung fiir die
Virulenz von S. aureus scheint CcpA aber insbesondere bei hohen Blutzuckerspiegeln auszuiiben [9].
So konnten Bischoff et al. [9] anhand von Miusen mit genetisch bedingt erhdhten Blutglukosewerten
und einer S. aureus ccpA-Deletionsmutante zeigen, dass die Inaktivierung von ccpA in normoglykédmen
Tieren zu verringerten Infektionssymptomen fiihrt. Die hyperglykdmen Tiere zeigten im Vergleich mehr
Krankheitszeichen. Beide in vivo Befunde sprechen dafiir, dass die Modifikation der CCR durch CcpA

einen Einfluss auf die Virulenz von S. aureus hat.

Ein weiterer wichtiger Regulator des Kohlenstoffwechsels in S. aureus ist das Protein CcpE, das die
Transkription verschiedener TCA-Zyklus Gene kontrolliert und zur Familie der LysR-Typ
Transkriptionsregulatoren gehort [49]. Wie CcpA besitzt CcpE neben der metabolischen Regulation
auch eine Funktion in der Regulation von Virulenzfaktoren. In Anwesenheit von Glukose reguliert CcpE
beispielsweise die Transkription verschiedener Exotoxine, wie hla oder psma (kodiert fiir das

phenollosliche Modulincluster o) und beeinflusst die Kapselproduktion [50].

RpiRc ist ein weiterer transkriptioneller Regulator, der, dhnlich wie CcpA, eine Verbindung zwischen
Metabolismus und Virulenzregulation in S. aureus herstellt [136]. Das zur RpiR Familie gehorige
Protein reguliert zum einen in der exponentiellen Wachstumsphase die Expression verschiedener Gene,
die fiir Proteine des Pentose-Phosphat-Wegs kodieren [ 136]. Zum anderen moduliert RpiRc die Aktivitit
des TCA-Zyklus, der Glykolyse und der Synthesewege fiir verschiedene Aminoséuren [5]. Ferner hat
RpiRc groBen Einfluss auf die Produktion von Virulenzfaktoren. So arbeitet RpiRc mit globalen

Regulatorsystemen wie dem agr-System, dem sar-Locus und dem alternativen Sigmafaktor B

32



zusammen, um die Transkription und Synthese von Virulenzfaktoren zu modulieren [34]. Anhand einer
rpiRc- Deletionsmutante konnte gezeigt werden, dass die Deletion von rpiRc eine erhdhte RNAIII
Transkription zur Folge hat [34]. Folglich hat RpiRc durch RNAIII einen indirekten Einfluss auf die
o- Hamolysin Produktion (4/a) und die Kapselbiosynthese [136]. In der Summe wirkt sich RpiRc jedoch
attenuierend auf die Infektiositdt von S. aureus aus, was in verschiedenen murinen Tiermodellen

bestdtigt wurde [5, 33].

Vergleichbar mit CcpA ist CodY ebenfalls ein Repressor des TCA-Zyklus, da das Protein in der Lage
ist, das Gen citB direkt zu reprimieren. Die DNA- Bindeaffinitit und die Aktivitét des Regulators wird
durch verzweigtkettige Aminoséduren, sogenannte ,,branched chain amino acids* (BCAA), und GTP
beeinflusst [110, 111]. Ein Mangel an BCAA dient als Signal zur Bildung der Alarmone (p)ppGpp.
Dieses Molekiil 16st dann die so genannte Stringent Response aus, die den bakteriellen Stoffwechsel an
die vorherrschende Néhrstoffsituation anpasst [35]. Genau wie CcpA, CcpE und RpiRc ist CodY auch
dazu im Stande, die Pathogenitét des Bakteriums zu modifizieren. So konnte in dem Gram-positiven
Bakterium Enterococcus faecalis gezeigt werden, dass eine codY-Deletionsmutante in der Ausbildung
eines stabilen Biofilms deutlich eingeschrinkt war und konsekutiv weniger Katheter-assoziierte
Infektionen im Mausmodel hervorrufen konnte [21]. In S. aureus hingegen scheint CodY eher einen den
Infektionsverlauf mildernden Einfluss zu haben. So konnten in vivo Untersuchungen der Arbeitsgruppe
Sadaka zeigen, dass eine codY-Deletionsmutante, verglichen mit dem Wildtyp, eine verstirkte
Inflammation in Form einer Endophthalmitis in Méusen hervorruft [93]. Es zeigte sich, dass die
Inaktivierung von CodY eine erhohte Produktion von Virulenzfaktoren, wie zum Beispiel Himolysine

und Phenol-16sliche Moduline, zur Folge hat [93].

Diese Beispiele an metabolischen Regulatoren zeigen deutlich die enge Verkniipfung von
physiologischen Abldufen und der Produktion von Virulenzfaktoren in dem fakultativ pathogenen

Bakterium S. aureus.

2.5 Miuse als Modellorganismen

Tierversuche sind in der heutigen Medizin von hoher Bedeutung, um die Wirkung von
Substanzen/Therapien in einem dem Menschen &hnlich komplexen Modellsystem untersuchen zu
konnen. Ebenso haben sie eine elementare Funktion bei der Identifikation von Faktoren, die fiir das
Infektionsgeschehen von Bedeutung sind. Tierversuche haben vermutlich im antiken Griechenland
bereits ihren Ursprung. So wird berichtet, dass bereits Naturwissenschaftler und Arzte wie Aristoteles
(304 — 322 v. Chr.) und Erasistratus (304 — 258 v. Chr.) Experimente an lebenden Tieren durchfiihrten.
Ein weiterer Meilenstein in der Geschichte geht auf den Arzt Galen (229 — 199/217 n.Chr.) zuriick, der
die Tierversuche nutzte, um ein besseres Verstindnis von Anatomie, Physiologie, Pathologie als auch

Pharmakologie zu erhalten [47].
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In der modernen Wissenschaft stellen Méuse das mit Abstand am hiufigsten verwendete Versuchstier
dar [30]. Waterston et al. konnten 2002 das komplette Mausgenom sequenzieren und zeigten in einigen
Punkten, warum Méuse als Versuchstiere geeignet sind. Das Mausgenom &hnelt dem Genom des
Menschen, so finden sich in der Maus bis zu 80% orthologe Gene des Menschen. Auflerdem findet man
auf Nukleotidebene ebenfalls eine Ubereinstimmung von ca. 40%. Dadurch wird die Maus als Siugetier
zum meist genutzten Versuchsmodell, insbesondere um immunologische, physiologische und

metabolische Erkenntnisse zu erlangen und diese auf den Menschen zu iibertragen [127].

Tabelle 1: Meilensteine der Tierexperimente

Jahre Wissenschaftler Meilensteine
1902 William Castle Beginn der Mausezuchtung fiir genetische
Studien
Isoliertes Insulin von Hunden
1920 Frederick Banting Erfolgreiche Diabetes Behandlung von
Hunden
Ca. 1930 Little und MacDowell Erste Inzucht-Maus-Linie (20 Briider x

Schwester Paarungen)

Entdeckung der Lithiumsalze als
1940 John Cade Antikonvulsivum in Meerschweinchen,
neue Behandlungsansitze der Depression

1976 Rudolf Jaenisch et al. Entwicklung der ersten transgenen Maus

Forschung zur Verbesserung von
Medikamentensicherheit,

1980 Viele verschiedene Wissenschaftler Dosierungsvorschriften fiir HIV-
Medikamente in Rhesusmakaken

1987 Capecchi, Evans und Smithies Entwicklung der ersten Knockout Maus
Erste Klonierung eines Tieres aus einer

1997 Wilmut und Campbell erwachsenen somatischen Zelle, Dolly das

Schaf

2002 Viele verschiedene Wissenschaftler Mausgenom vollstédndig sequenziert

2004 Viele verschiedene Wissenschaftler Rattengenom vollstéindig sequenziert

2009 Aron Geurts et al. Entwicklung einer ersten Knockout Ratte

In den vergangenen Jahren entwickelten sich allerdings mehr und mehr Probleme in Hinblick auf die
Aussagekraft von Mausmodellen, insbesondere, wenn man die Immunantwort zwischen Menschen und
Maiusen vergleicht. In einer Arbeit von Mestas und Hughes zeigten sich grofle Unterschiede zwischen
Entwicklung, Aktivierung und Antwort der angeborenen und adaptiven Immunantwort [71]. Kleine
Unterschiede beginnen schon in der Zusammensetzung der Blutbestandteile. Das menschliche Blut
besteht zu 50-70% aus neutrophilen Leukozyten, wohingegen die Maus nur 10-25% Neutrophile
aufweist [113]. Dementsprechend ist die Lymphozyten Verteilung ebenfalls verdndert: 30-50 %
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Lymphozyten Anteil im Menschen und nur 10-25% Lymphozyten im Blut der Maus [113]. Die
unspezifische oder angeborene Immunantwort ist bei Méusen bereits vor der Geburt existent und bedient
sich erster Abwehrmechanismen, sobald der Korper auf Pathogene trifft. Dazu gehoren auch die
antimikrobiellen Peptide, so genannte Defensine [91]. Im Menschen werden diese Peptide in groflen
Mengen durch Neutrophile sezerniert, wohingegen Maiuse diese Peptide nur im Diinndarm, in den
Paneth Kornerzellen produzieren konnen [82]. Diese Divergenz besteht wahrscheinlich durch einen
unterschiedlichen evolutiondren Druck im Zusammenhang mit einer génzlich unterschiedlichen

Nahrungsaufnahme und somit mikrobiellen Exposition.

Auch die zur Erregerabwehr bei Sdugern hervorgerufene Stickstoffmonoxid (NO) Induktion verlduft
unterschiedlich. Der Mensch benoétigt Interferon-o/B sowie Interleukin 4 als Mediatoren, um die NO

Induktion zu starten, wohingegen die Maus Interferon y und ein Lipopolysaccharid nutzt [71].

Das adaptive oder spezifische Immunsystem spezialisiert sich im Laufe des Lebens auf Pathogene, mit
denen es bereits in Kontakt gekommen ist, um diese bei erneuter Infektion gezielt abzutdten. Das
adaptive Immunsystem besteht aus zelluliren Mechanismen, den Lymphozyten und aus humoralen
Mechanismen, den Immunglobulinen (Ig). Auch hier gibt es diverse Unterschiede zwischen dem
Menschen und der Maus, besonders im Immunglobulin Klassenwechsel. Beim Menschen induziert
Interleukin 13 (IL-13) den Wechsel von IgG zu IgE und die Differenzierung von B-Zellen, bei der Maus
bleibt dieser Effekt hingegen aus [67, 70].

Trotz all dieser negativen Aspekte iiberwiegen die bereits beschriebenen positiven Punkte, weshalb
Experimente an Méusen auch weiterhin eine grof3e Bedeutung haben. In dieser Dissertation wurden die
Miuse im Speziellen eingesetzt, um den Einfluss von HPr/CcpA auf die Abszessbildung nach

Staphylokokken-Invasion genauer zu untersuchen.

2.6  Ziele dieser Arbeit

Das durch das ptsH Gen kodierte Histidin-haltige Phosphattridger Protein (HPr) ist in verschiedenen
Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien wie Escherichia coli oder Bacillus subtilis bereits gut
erforscht. In Gram-positiven Bakterien besitzt HPr neben einer metabolischen Funktion im
Phosphotransferasesystems (PTS) zur Zucker/Néhrstoffaufnahme ebenfalls eine regulatorische
Funktion, als Co-Repressor des TCA-Zyklus, in der Kohlenstoffkatabolitenrepression (CCR). Damit
filhrt dieses bifunktionelle Protein zu einer engen Verkniipfung dieser beiden Prozesse. Ziel dieser
Arbeit ist es, die Bedeutung von HPr in Hinblick auf das Wachstumsverhalten, den
Kohlenstoffmetabolismus und die Virulenz in dem Gram-positiven, opportunistischen Erreger S. aureus
zu untersuchen. Insbesondere ein verbessertes Verstéindnis der engen Verbindung zwischen Virulenz
und Metabolismus kann dazu beitragen, neue Strategien zur Behandlung von Infektionen durch das

Bakterium zu entwickeln.
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Dazu sollten in dieser Arbeit der S. aureus Wildtypstamm Newman, isogene ccpA und ptsH
Deletionsmutanten, eine Newman-ptsH ccpA Doppelmutante, eine sogenannte Newman-ptsH*
Mutante, sowie eine Newman-ptsH Komplementante vergleichend charakterisiert werden. Bei der
Newman-ptsH* Mutante wurde in der Nukleotidsequenz von ptsH eine gezielte Punktmutation
eingefligt, die dazu fiihrt, dass das Serin 46 von HPr durch Alanin ersetzt wird. Dadurch sollte das
bifunktionelle Protein HPr weiterhin im PTS aktiv, aber in der CCR funktionell beeintrachtigt sein und
somit die jeweilige Wirkung von HPr einzeln untersucht werden konnen. Auflerdem sollte die Frage, ob
HPr eine CcpA-unabhéngige Funktion in der CCR hat, adressiert werden. Durch vergleichende Messung
der optischen Dichten und der pH-Werte sollten die Wachstumsparameter der einzelnen Stimme
miteinander verglichen werden. Des Weiteren sollten durch Untersuchungen des extrazelluldren
Metaboloms in Hinblick auf Glukose, Acetat und Ammonium Riickschliisse auf den Glukose-Import
und den Kohlenstoffmetabolismus gezogen werden. Anhand von Transkriptionsanalysen mittels
quantitativer, Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) sollte der Einfluss dieser
Regulatoren auf relevante metabolische Gene (citB, pckA) als auch auf Virulenz-assoziierte Gene
(RNAIIL hla, spa) in verschiedenen Wachstumsphasen analysiert werden. SchlieBlich sollte die in vivo
Relevanz von HPr mit einem murinen Abszessmodell bestimmt werden. Hierbei sollte der
Infektionsverlauf durch tdgliche Beobachtung von Aussehen, Verhalten und Gewichtsverlauf bewertet

und an Tag 4 post infectionem die bakterielle Last in den inneren Organen bestimmt werden.

2.7  Fragestellung

1. Beeinflusst die Deletion von ptsH das Wachstumsverhalten von S. aureus?

2. Wie wirkt sich die Deletion von ptsH auf den Glukose-Import und den
Kohlenstoffmetabolismus in S. aureus aus und wie wirkt sich die Deletion von ptsH auf die
CCR und die den Citratzyklus regulierenden Gene citB und pckA4 aus?

3. Welchen Einfluss hat die Deletion von ptsH auf die Expression der Virulenz assoziierten Gene
RNAIII, hla und spa.

4. Wie wirkt sich die Deletion von ptsH in S. aureus auf die Abszessbildung in einem murinen

Abszess-Modell aus?

36



3  Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Bakterienstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstimme

Name Beschreibung Referenz
Newman
Wildtyp; Laborstamm mit eine Punktmutation in saeS [66]
(HOM 003)
Nm-ptsH Markerfreie Deletion von ptsH in Newman; 58]
(HOM 358) DisH:: 10x72
Nm-ccpA Deletion von ccpA in Newman; Tet® [100]
(HOM 169) ccpA::tetL
Nm-ptsH_ccpA Deletion von ccpA und ptsH in Newman; Tet® 58]
(HOM 360) ccpA::tetL ptsH::1ox72
Nm-ptsH* Basensubstitution (T136G) im ptsH Gen in Newman; Tet® (58]
(HOM 361) ptsH::10x72 pBT ptsH1
Nm-pistl_pisH Komplementierte ptsH Deletionsmutante; Tet® [58]
(HOM 362) ptsH::10x72 pBT ptsH
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3.1.2 Geriate

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerite sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Tabelle 3: Verwendete Gerite

Name

Hersteller

7000 Sequence Detection System

Applied Biosystems, Darmstadt

Brutschrank

Heraeus, Hanau

Eismaschine

Ziegra, Isernhagen

Elektrophorese- Netzgerit EPS 301

Amersham Pharmacia Biotech, Schweden

Elektrophorese- Kammer mit Zubehor

Amersham Pharmacia Biotech, Schweden

Homogenisator Polytron System PT1200E

Kinematic AG, Luzern

FastPrep FP120

Qbiogene, Heidelberg

Inkubationsschiittler Multitron 11

Infors HAT, Bottmingen

Isofluoran-Zerstauber mit Narkosebox

Harvard Apparatus, Holliston

Luftbefeuchter UHS800E De Longhi Deutschland GmbH, Neu-Isenburg
Magnetriihrer IKA-Combimag-RET IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Mauskifig Tecniplast S.P.A, Buguggiate
NanoDrop 2000 Thermo Scientific, Karlsruhe
PCR-Cycler Gene AMP PCR System 9700 Applied Biosystems, Darmstadt
pH Meter PHM220 Mettler-Toledo GmbH, Gieflen

Photometer Gene Quant 1300

Biochrom AG, Berlin

Pippetboyacu

Integra Biosciences GmbH, Biebertal

Sterilsicherheitswerkbank

Heraeus, Hanau

UV-Tisch und Geldokumentations-Apparatur

Peqlab, Erlangen

Vortex Genie 2

Scientific Industries, New York

Waage PC440

Mettler-Toledo GmbH, Giefen

Zentrifugen

- Z233MK-2 (Tischkiihlzentrifuge)
- Sorvall RC-5B
- Centrifuge 5418
- 4K15 (Kiihlzentrifuge)

Hermle LaborTechnik GmbH, Wehingen
GMI, Ramsey
Eppendorf AG, Hamburg

Sigma, Osterode am Harz
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

3.1.3.1 Chemikalien und Nihrmedien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Nahrmedien sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Nihrmedien

Bezeichnung

Hersteller

Ammoniumsulfat

Firma r-biopharm, Darmstadt

3- Mercaptoethanol

Carl Roth, Karlsruhe

Bioenzym LE Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Bacto™ Agar

Becton Dickinson, Heidelberg

Bacto™ Tryp Soy Brother (TSB)

Becton Dickinson, Heidelberg

Blutagarplatte (TSA-Schafsblut 5%)

Becton Dickinson, Heidelberg

Carprofen 50 mg/ml

Pfizer, Berlin

D-Glukose

Firma r-biopharm, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

Ethanol 100%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Ethanol 70%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)

Griissing, Filsum

Formalin 4%

AG Tschernig, UKS Homburg

Forene ® 100% (Isofluran)

AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,
Wiesbaden

Kaliumchlorid

VWR, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

LiChrosolv®Wasser Merck, Darmstadt
Loading Dye Fermentas, USA
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumchlorid VWR, Darmstadt
Natriumchlorid 0,9% B. Braun, Melsungen
Rompun 2% Bayer Health Care, Leverkusen
Selektionsplatte: TSA—Agar mit 5 pg/ml Becton Dickinson, Heidelberg
Tetrazyklin
SYBR®Gold Invitrogen, USA
SYBR®Green Life Technologies, USA
Tris-HCI Merck, Darmstadt

Ursotamin 100mg/ml (Ketamin)

Serumwerk, Bernburg
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3.1.3.2 Chemikalienkits

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalienkits sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Chemikalienkits

Bezeichnung

Hersteller

Ammonium Testkombination

r-biopharm, Darmstadt

D-Glukose Testkombination

r-biopharm, Darmstadt

Essigsdure Testkombination

r-biopharm, Darmstadt

FastStart High Fidelity PCR System

Roche, Mannheim

High-Capacity cDNA reverse Transkription Kit

Applied Biosystems, Darmstadt

NucleoSpin® RNA II Kit

Machery-Nagel, Diiren

Power SYBR™ Green PCR-Mastermix

Applied Biosystems, Darmstadt

Turbo-DNA-free™ Kit

Ambion, Austin

3.1.3.3 Puffer und Losungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Verwendete Puffer, Losungen und Antibiotika

Bezeichnung Zusammensetzung
Analgetikum 100 pl Carprofen (50mg/ml)
9,9 ml NaCl-Losung (0,9%)
1 ml Ursotamin (Ketamin 100mg/1),
Narkotikum 0,5 ml Rompun (Xylazin 2%)
Ad. 10 ml NaCl-Losung (0,9%)
8 g NaCl
0,2 g KCI
1x PBS 1,42 g Na,HPO4

0,271 g KH2PO4
Ad. 11 HyOmin / pH 7,3

TE-Puffer (in HyOmin / pHS)

10 mM Tris-HC1
1 mM TSB

Antibiotikum

5 pg/ml Tetrazyklin
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3.1.3.4 Primer

Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer sind Tabelle 7 zu entnehmen. Die Primer wurden von dem

Hersteller MWG-Eurofins bezogen.

Tabelle 7: Verwendete Primer

Bezeichnung Sequenz (5¢ — 3¢) Target Gen
RT-HOM 1 CAAGATCATCAAGTGCCTATTCGT citB
RT-HOM 2 CGTGATTACCACGTCTTGAACC citB
RT-HOM 7 AACCCGGTATATGGCAATCAACT hla
RT-HOM 8 CTGCTGCTTTCATAGAGCCATTT hla

RT-HOM 33 GACTGATGCCGATGTGGA gyrB

RT-HOM 34 AACGGTGGCTGTGCAATA gyrB

RT-HOM 47 CACGGCTGGAATAAAAACGG pckA

RT-HOM 48 TGCATAGCAGCCACCTTCG pckA

RT-HOM 79 AGGAGTGATTTCAATGGCACAAG RNAIIT

RT-HOM 80 TGTGTCGATAATCCATTTTACTAAGTCA RNAIIT

RT-HOM 119 CGTGCTACAATGGACAATACAAA 16s rRNA
RT-HOM 120 ATCTACGATTACTAGCGATTCCA 16s rRNA
RT-HOM 136 TACTTATATCTGGTGGCGTAA spa
RT-HOM 137 GGTCGTCCTTAAGACTTTGA spa
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3.1.3.5 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

96-Well Rundboden Mikrotiterplatte

Greiner bio-one, Frickenhausen

Bepanthen Augensalbe

Bayer Health Care, Leverkusen

Chirurgisches Besteck

Keine Angabe

Cryo-Rohrchen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Desinfektionstiicher

Loftex, Bremen

Falcon (15 ml, 50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

FastPrep®Lysing Matrix B, 2 ml Réhrchen

MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege

Filterspitzen Biosphere® (10 pl, 100 pl, 1000 ul)

Sarstedt, Nimbrecht

Flusskammer-Set

Stovall Life Science, USA

Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

CorningCostar, Wiesbaden

Impfschlingen (1 pl, 10 pl)

Sarstedt, Nimbrecht

Kaniilen (17G, 20G, 27G)

Braun, Melsungen

Kompressen Lohmann und Rauscher, Neuwied
Korkplatte Keine Angabe
L-Spatel Keine Angabe

Nitrile-Handschuhe

Sempermed®, Wien

NucleoSpin® RNA II Filter

Machery-Nagel, Diiren

Parafilm

Bemis, USA

Petrischalen Becton

Dickinson, Heidelberg

Pipette 20 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipette (100 pl, 1000 ul)

Socorex, Ecublens

Pipettenspitzen (10 ul, 100 ul, 1000 pl)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Polystyrol-Kiivetten

Sarstedt, Nimbrecht

gRT-PCR-Platten Applied Biosystems
GeneAmp™

Life Technologies, USA

Reaktionsgefal3 (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Reaktionsgefall Cellstar® Tubes (15 ml, 50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

RNAse-freie Reaktionsgefafie (1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt, Nimbrecht

Spritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml)

Braun, Melsungen

Styroporbox

Keine Angabe
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3.1.4 Computersoftware

Die in dieser Arbeit verwendete Computersoftware ist Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Verwendete Computersoftware

Bezeichnung Entwickler
Applied Biosystem 7000 Real-Time PCR System Applied Biosystems, Darmstadt
GraphPad Prism 6 GraphPad Software, Inc., La Jolla
Microsoft Excel 2013 Microsoft Corporation, Redmond
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3.2 Methoden
3.2.1 Physiologische Untersuchungen

3.2.1.1 Stammbhaltung der verwendeten Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien wurden als Cryokulturen bei -70 °C gelagert. Hierzu wurde
das gleiche Volumen einer Ubernachtkultur der Bakterien mit Glycerol-Stockldsung (65% (W/v)
Glycerol, 100 mM MgSO4 x 7H>0, 25 mM Tris/HC1 (pH 8,0), Ad. 0,1 1 HoOmin) gemischt und

unmittelbar eingefroren.

Vor Versuchsbeginn wurden die Bakterien aus der Cryokultur auf Blutagarplatten oder
Selektionsplatten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die gewachsenen Einzelkolonien

wurden fiir die Beimpfung von Fliissigkulturen verwendet.

3.2.1.2 Erstellung von Wachstumskurven

Um eine Wachstumskurve zu erstellen, wurden am Vorabend Ubernachtkulturen in 3 ml Tryptic Soy
Broth (TSB) angeimpft und iiber Nacht 12 Stunden bei 37 °C und 150 rpm im Schiittelinkubator
inkubiert. Am néchsten Morgen wurde die Hauptkultur angesetzt, indem die Ubernachtkultur in 50 ml
TSB auf eine optische Dichte bei 600 nm (ODsoo) von 0,05 eingestellt wurde. Die Hauptkultur wurde
fiir zehn Stunden bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. Das Verhéltnis von Kulturvolumen zu Kolben betrug
dabei 1:10. Die optische Dichte stiindlich mittels Photometer gemessen. Es wurden ebenfalls stiindlich
Kulturiiberstiande der jeweiligen Proben abzentrifugiert (13200 rpm, 2 Minuten) und bei -20 °C in 1,5
ml GefdBle eingefroren, um zu einem spiteren Zeitpunkt pH-Wert, Acetat-, Glukose- sowie
Ammoniumwerte zu bestimmen. Die Wachstumsrate (i) wurde durch die Formel

In0OD, -1n 0D,
t2-tl
berechnet, wobei OD; und OD; aus Daten der exponentiellen Wachstumsphase zu den zugehdrigen

Zeitpunkten t; und t, berechnet wurde. Die Generationszeit jedes Stammes wurde durch die Formel

In,
1l

bestimmt.

3.2.1.3 Messungen extrazellulirer Metaboliten

Die Konzentrationsbestimmung von Metaboliten in Kulturiiberstdnden erfolgte enzymatisch mittels der
Testverfahren von r-Biopharm nach der Herstelleranleitung. Zur Berechnung des Acetat-, Glukose- und
Ammoniumgehaltes wurde zuvor jeweils eine Kalibriergerade im Bereich von 12,5400 pM fiir
Glukose, 25-500 uM fiir Acetat bzw. 25-300 uM fiir Ammonium erstellt. Die Proben wurden zur

Messung mit 10 mM Tris/HCI (pH 8) geeignet verdiinnt.
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Zur pH-Wert Messung wurden 100 pl Probeniiberstand in eine 96-Loch-Rundboden-Mikrotiterplatte
gefiillt. Eine pH-Messelektrode wurde zuvor kalibriert und danach fiir mehrere Sekunden in die Probe

eingefiihrt, um so den pH-Wert zu ermitteln.

3.2.2 Molekularbiologische Methoden zur Untersuchung der Transkription mittels RT- qPCR
3.2.2.1 RNA-Isolierung

Zur RNA Isolierung wurden zu verschiedenen Phasen der Wachstumskurve Zellpellets gewonnen und
bei -20 °C gelagert. Diese wurden in 100 pl Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH &)
resuspendiert und auf ODgoo 4 eingestellt. Die RNA Isolation wurde mit dem Kit NucleoSpin® RNA 11
Mini Kit nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. 505 ul RA1/8-ME-Mix (500 ul RA1 + 5 pl B-
Mercaptoethanol) wurden zur Zellsuspension hinzugegeben und gemischt. Der Zellaufschluss erfolgte
per FastPrep FP120 in FastPrep® Lysing Matrix B Gefdlen fiir 2 x 30 Sekunden bei der
Geschwindigkeit 6,0. Zwischen den beiden Zyklen wurden die Proben 5 Minuten auf Eis gelagert.
Danach wurden die GefiBBe bei 15000 g fiir zwei Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand durch
NucleoSpin® Filter in SammelgefiBe iiberfiihrt. Dieser Uberstand wurde erneut bei 11000 g fiir 1
Minute zentrifugiert. Zum Durchlauf wurden 400 pl 70% Ethanol gegeben und durch Pipettieren
gemischt. Das RNA-Ethanol Gemisch wurde dann auf NucleoSpin® RNA II Siulen gegeben und fiir
30 Sekunden bei 11000g zentrifugiert. Die Sdulen wurden in ein neues Sammelgefal gestellt. Danach
wurde 350 ul MDB auf die Saulen gegeben und diese erneut fiir 1 Minute bei 11000g zentrifugiert. Der
DNase Verdau erfolgte mittels 90 pl DNase Reaktionsbuffer. Zu diesem Reaktionspuffer wurden 10 pl
DNase [-Losung hinzugegeben. 95 pl dieser Mischung wurden direkt auf die Sdulenmembran appliziert
und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem DNase Verdau wurden 200 ul RAW 2 auf
die Séule gegeben und fiir 30 Sekunden bei 11000g zentrifugiert. Analog dazu wurden danach 600 pl
RA 3 auf die Sdule gegeben und diese wie zuvor beschrieben zentrifugiert. Danach wurde nochmals 250
ul RA 3 hinzugegeben und fiir 2 Minuten bei 11000 g zentrifugiert. Als letzter Schritt wurde auf die
Membran 60 pl RNase freies Wasser gegeben und fiir 1 Minute bei 11000g zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die eluierte RNA sofort auf Eis gestellt.

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mittels NanoDrop System. Das verwendete Volumen
betrug 1 ul. Das Agarosegel (0,8% w/v) zur Untersuchung der RNA-Integritat wurde mit 180 ml 0,5 x
TBE Puffer und 1,44 Gramm Agarosepulver hergestellt. Die Geltaschen wurden mit 8 pul RNase freiem
Wasser, 2 ul Sybr Gold Loading Dye sowie 2 ul RNA Probe befiillt. Pro Gel-Reihe wurde einmal 10 pl
1kb DNA-Ladder als Marker benutzt. Das Gerdt wurde wie folgt eingestellt: 125 V, 100 mA fiir 45
Minuten. Danach wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert.
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3.2.2.2 Turbo-DNase Verdau

Nach der RNA Isolation wurde die gewonnene RNA einem weiteren DNA-Verdau mit dem Kit
ambion® TURBO DNA-fiee™ unterzogen. Es wurden 10 pg/45 ul RNA mit 0,1 x 10x TURBO DNase-
Puffer, 1 ul DNase sowie 5 pl Nuklease-freies Wasser versetzt und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Beifiigen von 5 pl DNase Inactivation Reagent und fiinfminiitiger Inkubation
bei Raumtemperatur gestoppt. Danach wurde das Gemisch fiir 90 Sekunden bei 10000 g zentrifugiert
und der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefiBl iiberfiihrt. Im Anschluss wurde die RNA

Konzentration wie bereits unter 3.2.2.1 beschrieben, mittels NanoDrop bestimmt.

3.2.2.3 cDNA-Synthese und RT-qPCR
Die reverse Transkription der RNA in cDNA wurde mit dem Kit Applied Biosystems™ High — Capacity
cDNA Reverse Transcription durchgefiihrt (Tabelle 11). Es wurden 300 ng RNA in einem Ansatz von

insgesamt 20 ul eingesetzt.

Das Programm wurde wie in Tabelle 10 eingestellt:

Tabelle 10: RT-PCR Programm zur Umschreibung der RNA in ¢cDNA

Temperatur (°C) Zeit (Minuten)
Priming 25 10
Reverse Transkription 37 120
RT Inaktivierung 85 5

Die cDNA wurde mit 180 ul RNase freiem Wasser versetzt, um eine 1:10 Verdiinnung zu erhalten.

Tabelle 11: RT-PCR Reaktionsansatz fiir 1 Reaktion (Gesamtvolumen 20 pl)

Komponente Volumen (pul)
RNA 10 Wl
10 x RT-Puffer 2 ul
25 x dNTPs (100 mM) 0,8 ul
10 x Random Primer 2 ul
Reverse Transkriptase (50 U/ pl) 1 ul
Nuklease freies Wasser 3,95 ul
RNase Out (40 U/ ul) 0,25 ul
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Zu 5 pl der verdiinnten cDNA wurde 15 pl Mastermix (10 pul PowerSYBR®Green, 5 pl Primer Mix)
hinzugegeben. Fiir die qPCR wurde ein Ansatz mit 15 ng cDNA/ul gewdhlt. Die Messung der
Transkription erfolgte mittels Applied Biosystems 7000 Real-Time PCR System. Dabei wurden je
Ansatz zwei technische Replikate erstellt. Als Referenzgen und interne Kontrolle diente gyrB (1:10
Verdiinnung). Als Zielgene wurden pckA4 (1:10 Verdiinnung), citB (1:10 Verdiinnung), spa (1:10
Verdiinnung), RNA [III (1:200 Verdinnung) und #4la (1:10 Verdliinnung) untersucht. Als
Negativkontrolle diente jeweils Wasser. Die Effizienz der PCR-Reaktionen wurde durch
Verdiinnungsreihen doppelt bestimmt und ergab vergleichbare Werte von 97,6 % - 105,4 %. Insgesamt

wurden drei biologische Replikate untersucht. Das genutzte Programm ist der Tabelle 12 zu entnehmen.

Tabelle 12: Einstellung des Programms fiir die gPCR

Zyklen Schritt Temperatur (°C) Dauer (Sekunden)

Polymerase-Aktivierung
1 . 95 600
Initiale Denaturierung

Denaturierung 95 15

0 Annealing 60 60
1 Schmelzkurve 95 15
1 Schmelzkurve 60 20
1 Schmelzkurve 95 15
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Die Transkriptionslevel der Zielgene wurden gegen die mRNA-Konzentration des Haushaltsgens

Gyrase B nach der 2"*“"-Methode normalisiert [84].
Die relative Expression wurde durch die Formel

Z—ACT
berechnet.

Hierbei gilt: ACT=CTzicigen-CTreferenzeen(zrs). ES wurden jeweils die Mittelwerte der technischen

Duplikate verwendet.
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3.2.3 Murines Abszessmodell

3.2.3.1 Organismen und Haltungsbedingungen fiir die Tierversuche

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Tierversuche wurden nach Vorlage des Tierschutzantrags
60/2015 beim Landesamt fiir Soziales, Saarbriicken, Saarland genehmigt. Alle Versuche wurden
entsprechend den tierschutzrechtlichen Bestimmungen am Universitdtsklinikum des Saarlandes im
Tierstall des Gebdudes 43 am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene durchgefiihrt. Fiir
das murine Abszessmodell wurden weibliche Mause der Linie C57BL/6N (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) genutzt. Zum Lieferzeitpunkt betrug das Alter der Méuse sechs bis sieben Wochen und
das Gewicht circa 20 Gramm. In Kéfiggruppen von minimal drei bis maximal zehn Tieren betrug die
minimale EingewOhnungszeit bis zum Versuchsbeginn sieben Tage. Wasser und Futter wurde den
Tieren unbegrenzt zur Verfligung gestellt. Die Luftfeuchtigkeit betrug 55% (+/- 20%) und die
Raumtemperatur 22 °C (+/- 2 °C). Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug 12 Stunden.

3.2.3.2 Herstellung des bakteriellen Inokulums

Zwei Tage vor der geplanten Infektion wurden die Bakterienstimme aus dem Glycerolstock auf
Blutagarplatten (WT, Nm-ptsH, Nm-ccpA, Nm-ptsH ccpA) beziehungsweise auf Tet5 Platten
(Nm- ptsH*, Nm-ptsH_complementante) aufgetragen (3-Osen-Ausstrich Verfahren) und iiber Nacht fiir
16 Stunden bei 37 °C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Am Vorabend der Infektion wurden aus
den ausgestrichenen Bakterien Ubernachtkulturen (UNK) hergestellt, die am Infektionstag zur
Inokulumherstellung bendtigt wurden. Die Bakterien wurden in 2 ml TSB angeimpft und iiber Nacht

(ca. 12 Stunden) bei 37 °C und 150 rpm inkubiert.

Am Infektionstag (Tag 1) wurde die optische Dichte bei 600 nm (ODgoo) der UNK mit einer 1:20
Verdiinnung bestimmt und im Anschluss daraus eine 10 ml Hauptkultur (HK) erstellt, die auf die ODsoo
0,05 eingestellt wurde. Danach wurde die ODgoo der HK unverdiinnt iiberpriift. Die Kultur wurde fiir
zwei Stunden bei 37 °C und 225 rmp inkubiert, und die ODsoo mit einer 1:10 Verdiinnung gepriift.
AnschlieBend wurde die Kultur 10 Minuten bei 4500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 1 ml 1x PBS resuspendiert, in ein 1,5 ml grofes Gefdll (Eppendorf, Deutschland)
iiberfiihrt und erneut fiir 2 Minuten bei 13200 rpm zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde noch ein
weiteres Mal wiederholt. Danach wurde das Pellet erneut in 1 ml 1x PBS aufgenommen und die ODsoo
mit einer 1:20 Verdiinnung bestimmt. Das den Méusen retroorbital injizierte Inokulum wurde auf die

ODsoo 0,12 in 4 ml 1x PBS eingestellt und die darin enthaltene Bakterienanzahl {iberpriift.

Zur CFU Bestimmung wurde die Methode einer seriellen Verdiinnungsreihe in 1xPBS angewandt.
Hierzu wurden 1:10 Verdiinnungen der Bakteriensuspensionen mit einem Gesamtvolumen von 1000 pl
in Reaktionsgefdafen vorbereitet. Dann wurden serielle Verdiinnungsreihen der Suspensionen bis zur 6.

Verdiinnungsstufe hergestellt und aus der vierten, fiinften sowie sechsten Verdiinnungsstufe jeweils 100
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ul auf Blutagarplatten ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C fiir 16 Stunden iiber Nacht inkubiert.
Am néchsten Tag wurden die Kolonien ausgezihlt. Die Ziel-CFU betrug 1 x 10’ CFU/100 pl.

3.2.3.3 Retroorbitale Infektion

Pro Tier wurden je 100 pl der jeweiligen Bakteriensuspensionen in eine 1 Milliliter Spritze aufgezogen,
wobei Kaniilen in Gréfie 27 Gauge zur Applikation verwendet wurden. Analog zum obigen Vorgehen,
wurden 200 pl Analgetikum (Carbofen Smg/kg Korpergewicht in 0,9% NaCl) vorbereitet, welches den
Tieren unmittelbar nach der Infektion in die Nackenfalte appliziert wurde. Die Anésthesie der Tiere
erfolgte jeweils einzeln unter Sponatanatmung mittels Isofluran 3,5 - 4%, fiir circa zwei Minuten bei

einer Sauerstoffflussrate von 1 1/min in einer Narkosebox.

Sobald das Tier ausreichend narkotisiert war, wurde die Lagerung zur Infektion unter der
Sicherheitswerkbank vorbereitet. Die Narkosetiefe wurde mittels Zwischenzehreflex {iberpriift. Die
Maus lag in Linksseitenlagerung mit dem Kopf nach rechts, sodass mit dem linkem Zeigefinger und
dem Daumen der linken Hand das rechte Auge fixiert wurde, um einen leichten Druck nach occipital
auf den gesamten Schidel auszuiiben, ohne den Blutfluss in den umliegenden Gefédflen zu
beeintrachtigen. Dieser Druck protrahierte den Bulbus aus der Orbita und ermoglichte so den
bestmoglichsten Zugangsweg zum retroorbitalen vendsen Sinus, in den die Bakteriensuspension von
100 pl injiziert wurde. Hierbei wurde mit der rechten Hand die 1 Milliliter Spritze umfasst und die
Kaniile, mit ihrer abgeschrigten Seite nach unten, am medialen Augenwinkel, im 30° Winkel eingefiihrt,
ohne die Cornea zu beriihren. Die Kaniile wurde entlang des Bulbus soweit eingefiihrt, bis die
Nadelspitze den Orbitaboden erreichte. Die korrekte Positionierung der Injektionsnadel ist in Abbildung
7 schematisch dargestellt. Dann wurde die Bakteriensuspension langsam in den retroorbitalen Sinus
injiziert. Die Nadel wurde unter der Injektion langsam zuriickgezogen um ein Verteilen im

Venengeflecht zu ermdglichen.
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Abbildung 7: Retroorbitale Injektion.

Die Injektion von 100 pl Inokulum erfolgte in den retroorbitalen Sinus unter volatiler Narkose [132].

Nach der Infektion wurden die Tiere zur eindeutigen Identifikation farblich am Schwanz markiert.
AnschlieBend wurde das Gewicht mit Hilfe einer Waage bestimmt. Danach wurden die Méuse jeweils
nach den injizierten Bakterienstimmen getrennt, in Kéfige gesetzt. Die genutzten Arbeitsfléchen wurden

mit Ethanol 70% gereinigt.

3.2.3.4 Kontrolle und Messung des Gewichtes
Téglich wurde der Allgemeinzustand und das Verhalten anhand des Schemas in Tabelle 13 kontrolliert
um die Belastungszustinde bei der Maus zu untersuchen. Ab einem Belastungsgrad von 3 wurden Tiere

aus dem Versuch genommen.
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Tabelle 13: Scoringtabelle fiir das murine Abszessmodell

0 1 5 10 20
Korpergewicht Unbeiig?:;t oder Abnahme um <5% Abnahme um 5-10% Abnahme um 11-20% Abnahme >20%
Fell stumpf, Schmutziges Fell,
ungeordnete, verklebte oder feuchte
. Verkrampfung,
ungepflegte Korperdftnungen, Li .
. .o g dhmungserscheinunge
Fell glatt, glénzend, . Korperdffnungen, unnatiirliche N .
. .. Felldefekte (verminderte . . n, Atemgerausche, Tier
. Korperdffnungen ; . erhohter Muskeltonus, Korperhaltung, hoher . .
Allgemeinzustand oder iibersteigerte N fiihlt sich kalt an, Augen
sauber, Augen klar, N Augen triib, Muskeltonus, Augen s d
. Korperpflege) . oy . triib, eingesunken mit
glinzend eingesunken, vermehrtes | triib, eingesunken mit .
. .. . deutlicher Verletzung
Zwinkern bei intaktem | leichter Verletzung des
des Auges
Auge Auges
(Schmerzmittelgabe) (Schmerzmittelgabe)
Normales Verhalten .y 1 Selb'stlsolatlon,“
. Ungewdhnliches Lethargie, ausgeprégte .
(Schlafen, Neugier, . . . Schmerzlaute beim
. Geringe Abweichung Verhalten z.B. Hyperkinetik bzw. .
Spontanverhalten Sozialkontakte, . ; . . Ergreifen,
. vom Normalverhalten | eingeschrénkte Motorik | Verhaltensstereo-typien, o
Reaktion auf I . Automutilation
Beriihrung) oder Hyperkinetik Koordinations-
storungen
Puls, Atmung,
Klinischer Befund Eiﬁg&?g&f&ﬁ’ Geringe Abweichungen Atmung und Puls Atmung und Puls
Schleimhiute gut ’ von der Normalsituation deutlich erhoht (30%) deutlich erhoht (50%)
durchblutet

Bewertung und Maflnahmen nach TVV 60/2015: Tiere mit einer Punktzahl von 0 wurden dem ,,Belastungsgrad 0“ zugeordnet und gelten als nicht durch den

Versuch belastet. Der ,,Belastungsgrad 1 entspricht einer Punktzahl von 1-10 und damit einer geringen Belastung. Die Tiere wurden weiter beobachtet. Im

,Belastungsgrad 2 (11-19 Punkte) wurde ggf. eine medizinische Versorgung eingeleitet. Im ,,Belastungsgrad 3“ (>19 Punkte) musste eine medizinische

Versorgung eingeleitet und der Leiter des Versuchsvorhabens und/oder die Tierschutzbeauftragte hinzugezogen werden.
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3.2.3.5 Totung, Organentnahme und CFU-Bestimmung
Am vierten Tag nach der Infektion wurden die Tiere in Narkose zur Entnahme von Leber, Nieren und

Milz getotet.
Vor Versuchsbeginn wurde die sterile Werkbank bestiickt mit:

- Chirurgischem Besteck (zwei spitze Pinzetten, eine stumpfe Pinzette, eine Schere)

- Kaniilen Abwurf

- Kadaver Abwurf

- beschriftete Reaktionsgefife, gefiillt mit 5 ml Formaldehyd 4% (Arbeitsnummer, Organname,
Bakterienstamm, Entnahmedatum) fiir die Verwahrung der linken Niere und Anteil des linken
Leberlappens zur spiteren histologischen Auswertung

- beschriftete 2 ml ReaktionsgefiBle (Arbeitsnummer, Organkiirzel) fiir Milz und rechte Niere

- Dbeschriftete 10 ml Greiner ReaktionsgefaBe (Arbeitsnummer, Organkiirzel) fiir ein Stiick der
Leber

- beschriftete 1,5 ml ReaktionsgefaBe (Arbeitsnummer, Blut) zur Aufbewahrung des Blutes nach
Herzpunktion

- beschrifteten 1,5 ml ReaktionsgefaBen (Arbeitsnummer, PBS) gefiillt mit 25 pl
1 x PBS zur Durchmischung des gewonnenen Blutes

- Blutagarplatten um einen Blutausstrich vorzunehmen

- 100 pl Pipette mit gelben Spitzen um das Blut zu mischen und aufzutragen

- FEis Box um die Organe zu kiihlen

- Ethanol 70% Spriihflasche

- 1 ml - Spritzen und Kaniilen 20 Gauge zur Herzpunktion

- Sechs Kaniilen 17 Gauge zur Fixierung der Maus

- Korkplatte umbhiillt mit Alufolie

- Papiertiicher

Die Narkose erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion. Es wurde pro Tier eine 2 ml Spritze mit 500
ul Narkotikum und 27 Gauge Kaniile vorbereitet. Das Narkotikum wurde in einer Dosis von 10 mg/kg
KG Rompun, 100mg/kg KG Ketamin verwendet. Die Maus wurde in der linken Hand in Riickenlage
sowie Kopftieflagerung fixiert, um eine Organverlagerung nach kranial zu erreichen, damit bei der
intraperitonealen Punktion keine abdominellen Organe perforiert werden. Die Punktion erfolgte
moglichst kaudal im 30 Grad Winkel in den linken unteren abdominellen Quadranten. 200 pl wurden
langsam appliziert und die Nadel danach langsam entfernt. Die Tiere wurden nach der Injektion wieder
zuriick in den Kéfig gesetzt, nach 3-4 Minuten war eine ausreichende Narkosetiefe eingetreten. Danach
wurde die Maus gewogen und auf der Korkplatte platziert. Mit der stumpfen Pinzette wurde der
Zwischenzehenreflex, als Hinweis auf eine ausreichend tiefe Narkose, getestet. Es wurden alle

Extremitidten der Maus mit der 17 Gauge Kaniile in der Korkplatte fixiert und der Thorax sowie
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Abdomen mit 70% Ethanol desinfiziert. Es erfolgte die Eroffnung des Bauchsitus durch eine
Léngslaparotomie in kaudocranialer Schnittfiilhrung mit Pinzette und Schere. Die Laparotomie wird
durch eine links parasternale Thorakotomie fortgefiihrt. Mit einem Kaniilen Stich durch die Thoraxwand
wurde die Er6ffnung auf dem Untergrund fixiert. Der er6ffnete Bauchsitus einer Maus ist exemplarisch
in Abbildung 8 dargestellt. Eine 20 Gauge Kaniile mit 1 ml Spritze wurde im 30 Grad Winkel in den
linken Ventrikel des Herzens eingefiihrt und langsam Blut aspiriert. Das Blut wurde in das
Reaktionsgefal3 appliziert und die Kaniile abgeworfen. 25 pl Blut wurden mit der Pipette aufgenommen
und in dem mit PBS gefiillten Reaktionsgefall gemischt. 50 pl des Blut-PBS-Gemischs wurden auf die
Blutagarplatte aufgetragen, um nach der Inkubation (iiber Nacht) bei 37 °C, auf das Vorhandensein einer

Bakteridmie riickschlieflen zu konnen.

Abbildung 8: Erioffneter Bauchsitus einer Maus.

Oben in hellrot ist die Lunge zu sehen. Unten im Bild sind Darmanteile dargestellt. Im Bereich der Leber

und der linken Niere sind Abszesse zu sehen.

Durch die Herzpunktion wurde die Maus getdtet. Danach erfolgte die Entnahme der linken Niere durch
Durchtrennung der Geféfle am Nierenhilum und scharfer Freipriparation der Niere aus der Fettkapsel.
Das Organ wurde in Formaldehyd 4% eingelegt und zur histologischen Auswertung gegeben.
AnschlieBend wurde die Milz in gleicher Weise am Milzhilum entnommen und in das vorbereitete Gefal3
gegeben. Die rechte Niere wurde analog zur linken Niere freiprépariert und in einem Gefd3 ohne
Formaldehyd bis zur Bestimmung der bakteriellen Last gelagert. Als letztes Organ wurde die Leber
entnommen. Zuerst wurde die Facies diaphragmatica vom Zwerchfell abgelost. Der vordere untere
Leberrand wurde angehoben und die Gefalle am Ligamentum hepaticoduodenale durchtrennt. Weiteres
Freipréparieren erfolgte nach dorsal um die Leber von der Vena cava zu losen. Circa 1/4 der

Gesamtlebergrofie wurde vom linken Leberlappen abgesetzt und in Formaldehyd 4% zur histologischen
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Auswertung eingelegt. Die restliche Leber wurde in ein anderes Reaktionsgefal3 {iberfiihrt. Alle Organe
wurden sofort auf Fis aufbewahrt. Wihrend der Organexplantation wurden die Abszessbildungen
mittels Blickdiagnostik untersucht und das Ergebnis in Form von semi-quantitativen Angaben
(+++/++/+/-) notiert. Der Mauskadaver wurde im Abwurf entsorgt. Die Arbeitsflichen sowie alle

Instrumente wurden mit Ethanol 70% desinfiziert.

Das Leergewicht der Reaktionsgeféf3e wurde vor Explanation tariert, um das Organgewicht ermitteln zu
koénnen. Anhand der Formel
Organgewicht .
0,2 ’

konnte das Volumen 1x PBS ermittelt werden, welches zu jedem Reaktionsgefdl3 inklusive Organ
hinzugegeben wurde. Pro 200 mg Organ wurden also 800 pl 1x PBS hinzugegeben. Organ und PBS
wurden dann mit Hilfe eines Homogenisators unter der Werkbank zu einer homogenen Masse
verarbeitet. Zur CFU Bestimmung von Leber und Niere wurden serielle 1:10 Verdiinnungsreihen, bis
zur 5. Verdiinnungsstufe, der Organ-Homogenisate hergestellt und aus der zweiten, dritten, vierten
sowie fiinften Verdiinnungsstufe jeweils 100 pl auf Blutagarplatten ausplattiert. 100 pl unverdiinnte
Bakteriensuspension wurde ebenfalls ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C iiber Nacht 16 Stunden
inkubiert, und anschlieend ausgezéhlt. Die gleiche Prozedur erfolgte fiir die Milz. Hierbei wurden 100

ul der unverdiinnten Bakteriensuspension und die erste Verdiinnungsstufe ausplattiert.

Die restlichen Homogenisatproben von Leber und Niere wurden bei 4 °C fiir 5 Minuten bei 13200 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches GefiR iiberfiihrt und bei -70 °C aserviert. Die Milzproben

wurden nach der Verdiinnungsreihe verworfen.
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3.2.4 Statistik
Die Statistiken wurden mit dem Programm GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla)
berechnet. Die Signifikanzen wurden folgendermalBen festgelegt: * p <0,05, ** p<0,01.

Die Generationszeiten sind als Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Die statistische
Signifikanz der Genrationszeiten gegeniiber S. aureus Newman und der angegebenen Mutanten ist mit

dem one-way ANOVA und Holm-Sidak-Test angegeben.

Die Wachstumsunterschiede wéhrend der exponentiellen und postexponentiellen Wachstumsphase zu
Stunde zwei, zu Stunde fiinf und zu Stunde 12 wurden im Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung
iiberpriift und anschlieend in der Varianzanalyse mittels one-way ANOVA auf Signifikanzen getestet,

gefolgt von einem post-hoc-Vergleich mittels Holm-Sidak-Test.

Die Parameter Glukose, Acetat und Ammonium sind deskriptiv durch Mittelwert und

Standardabweichung beschrieben.
Die relative Genexpression ist deskriptiv mit Mittelwert und Standardabweichung beschrieben.

Die Signifikanz-Analyse der Bakterienlast im murinen Modell wurde fiir ordinalskalierte Daten mittels
one-way ANOVA auf Signifikanzen getestet, gefolgt von einem post-hoc-Vergleich mittels Holm-
Sidak-Test.
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4  Ergebnisse

4.1 Inaktivierung von ptsH bzw. ccpA verindert den Wachstums- und pH-Verlauf

Um das Wachstumsverhalten der S. aureus Stimme Newman (Wildtyp), Nm-ptsH, Nm-ptsH ptsH
(komplementierte ptsH-Mutante), Nm-ccp4, Nm-ptsH ccpA und Nm-ptsH* untereinander zu
vergleichen, wurden Messungen der optischen Dichte und des pH-Wertes durchgefiihrt. Abbildung 9
zeigt das Wachstumsverhalten der verschiedenen Stimme sowie die pH-Wert Anderung im zeitlichen

Verlauf.

Der S. aureus Wildtyp Newman und die chromosomal komplementierte ptsH-Mutante (Nm-ptsH_ptsH)
zeigten von der frithen exponentiellen bis zur stationdren Wachstumsphase ein nahezu identisches
Wachstumsverhalten (Abbildung 9 a, b) mit optischen Dichten bis zu maximal ODgy 18. Ebenso
dhnelten sich die pH Verldufe beider Kulturen tiber den gesamten Zeitverlauf (Abbildung 9 c). Die pH-
Werte sanken in der /ag Phase (Stunde O - 1) nur langsam ab (7,3 bis 7,2). Die Absinkgeschwindigkeiten
wurden dann in der exponentiellen Phase (Stunde 1 — 4) gesteigert, bis nach etwa 5-6 Stunden pH-
Minima von 5,9 bis 6,0 in der postexponentiellen Phase erreicht wurden. Anschlieend stiegen die pH-
Werte wieder stetig an und erreichten mit einem pH von 8,0 nach 12 Stunden Kultivierung in der

stationdren Wachstumsphase hohere Maxima als die Ursprungswerte (Abbildung 9 c).

Bei der Nm-ptsH Deletionsmutante zeigte sich eine Wachstumsverzogerung von der exponentiellen
Phase bis in die frithe stationdre Phase im Vergleich zum Wildtyp Newman (Abbildung 9 a, b). Eine
exemplarische Darstellung der 2 Stunden Werte aus der exponentiellen Wachstumsphase (Abbildung 9
b) zeigt eine um 1,8-fach reduzierte optische Dichte in der Nm-ptsH Kultur im Vergleich zum Wildtyp
(» < 0,01, one-way ANOVA). Diese Wachstumsverzogerung spiegelte sich auch in den aus den
exponentiellen Wachstumsdaten errechneten Generationszeiten der einzelnen Stimme wider (Tabelle
14), in der die Nm-ptsH Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp und der Komplementante eine um
~6 Minuten verlangsamte Verdopplungszeit aufwies. Diese Wachstumsverzdgerung ist auch in der post-
exponentiellen Wachstumsphase (5 Stunden) ersichtlich, ebenfalls mit einer 1,8-fachen Reduktion der
ODgoo (p < 0,01, one-way ANOVA) (Abbildung 9 b). Auch in Hinblick auf die pH Kinetik wies die
Kultur der Nm-ptsH Mutante Unterschiede zu den Kulturen des Wildtyps und der Komplementante auf
(Abbildung 9 c). Zu ersehen ist, dass der pH-Wert bei der Nm-p#sH Mutante, anders als bei Wildtyp und
Komplementante, keinen pH Abfall in der exponentiellen oder postexponentiellen Phase aufwies,

sondern konstant blieb, und dann iiber die Zeit anstieg (Abbildung 9 c).

Die Nm-ptsH* Mutante wies, verglichen mit dem Wildtyp, in der exponentiellen (p < 0,01, Abbildung
9 b) und postexponentiellen Wachstumsphase (p < 0,01, Abbildung 9 b) ebenfalls eine
Wachstumsverzogerung auf. Auch in Hinblick auf die Verdopplungszeiten in der exponentiellen Phase
zeigte sich bei der Nm-ptsH* Mutante im Vergleich zum Wildtyp eine verlédngerte Generationszeit (p =
<0,01, Tabelle 14). Bei dem pH Verlauf der Kulturen zeigte sich fiir die Nm-ptsH* Mutante hingegen
eine Kinetik, die zwischen den pH Verldufen des Wildtyps und der p#sH-Deletionsmutante lag
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(Abbildung 9 c). So konnte fiir die Kulturen der Nm-ptsH* Mutante in den frilhen Wachstumsphasen,
dhnlich wie beim Wildtyp, ein pH Abfall beobachtet werden, der mit einem pH Minimum von 6,5 jedoch

schwicher ausfiel, als dies bei Wildtyp und Komplementante zu beobachten war.

Vergleicht man die Nm-ccpA Mutante und den Wildtyp miteinander, so fiel auf, dass sich beide Stimme
in Hinblick auf ihr Wachstumsverhalten nur geringfligig voneinander unterschieden (Abbildung 9 a).
Deutlich wurde dies vor allem in der exponentiellen Wachstumsphase (Abbildung 9 b). Im Gegensatz
dazu zeigte die Nm-ccpA-Mutante im Vergleich zur Nm-ptsH*-Mutante sowohl in der exponentiellen
als auch in der postexponentiellen Wachstumsphase ein unterschiedliches Wachstumsverhalten

(Abbildung 9 a, b). Allerdings fiel auf, dass sich beide Kulturen im pH-Verlauf dhneln (Abbildung 9 ¢).

Ebenso waren bei den Kulturen der Nm-ccpA-Mutante Verdopplungszeiten in der exponentiellen Phase
von 30 £ 1,3 Minuten zu beobachten, die tendenziell dichter an den Verdopplungszeiten der Wildtyp
Kulturen (28,6 £+ 1,9 Minuten) als an denen der Nm-pzsH* Kulturen (33,3 £ 1,4 Minuten) lagen (Tabelle
14). Vergleicht man die pH Verldufe der Kulturen, so zeigten die Kulturen der Nm-ccpA-Mutante eine
pH Kinetik, die sich von der pH Kinetik der Wildtyp Kulturen in Hinblick auf die maximale Anséuerung
des Mediums klar unterschied. So wiesen die Kulturen der Nm-ccpA-Mutante pH Minima von um die
pH 7 auf, die im Vergleich zum Wildtyp auch erst zu einem spéteren Zeitpunkt (7 Stunden) erreicht

wurden.

Die Doppelmutante, bei der ptsH als auch ccpA ausgeschaltet sind, wies ein analoges
Wachstumsverhalten wéhrend der exponentiellen Phase (Abbildung 9 b) als auch ein &hnliches pH-
Verhalten (Abbildung 9 c) auf wie die Nm-ptsH-Mutante. Dies ldsst sich auch an den fast identischen
Generationszeiten von 34,8 + 1,6 Minuten (Nm-pstH) und 34,3 + 1,0 Minuten (Nm-ptsH ccpA)

erkennen.
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Tabelle 14: Ermittelte Generationszeiten

Stamm Generationszeit [min]* p-Wert?
Newman 28,6+1,9 -
Nm-ptsH ptsH 27,8 £1,3 0,34
Nm-ptsH 348+ 1,6 <0,01
Nm-ptsH ccpA 343+1,0 0,01
Nm-ccpA 30+ 1,3 0,19
Nm-ptsH* 333+14 0,01

*Mittelwerte + Standardabweichung aus sechs unabhingigen Experimenten.

"Statistische Signifikanz der Generationszeiten gegeniiber S. aureus Wildtyp Newman und der Mutanten

(One-way ANOVA, Post-Hoc-Test: Holm-Sidak-Test).
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Abbildung 9: Auswirkungen von ptsH und ccpA auf Wachstum und pH-Verlauf von S. aureus
TSB Kulturen.

Kultivierung von S. aureus ausgehend von einem Inokulum ODgoo 0,05 unter aeroben Bedingungen bei 225
rpm und 37 °C in TSB. Die ODsoo (a) sowie der pH-Wert (c) der Kulturiiberstinde wurden stiindlich
gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus sechs unabhiingigen Experimenten
(n=6). Abgebildet ist der S. aureus Wildtyp Newman (schwarze Symbole), die Nm-ptsH Mutante (weifle
Symbole), die Nm-ptsH _ptsH Mutante (graue Symbole), die Nm-ptsH* Mutante (gelbe Symbole), die Nm-
ccpA Mutante (rote Symbole) und die Nm-ptsH _ccpA Mutante (blaue Symbole). (b) Dargestellt sind die
ODsoo Messwerte der Zellkulturen nach zwei, fiinf und zwolf Stunden Inkubation. Die Daten sind als Box-
und Whiskerplot mit dem Interquartilsabstand (25-75%) aus sechs unabhingigen Experimenten (n=6)
dargestellt. Der Querstrich kennzeichnet den Mittelwert und der Balken die Standardabweichung. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Holm-Sidak-Test. Unterschiede sind nur

zwischen Newman und den Muntanten dargestellt.
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4.2  Der Kohlenstoffmetabolismus ist durch HPr stark beeintrichtigt

Die Rolle von HPr fiir den Kohlenstoffmetabolismus in S. aureus wurde durch Bestimmung von
Metaboliten im Kulturiiberstand von Newman und den isogenen Mutanten adressiert. In Bezug auf den
Glukoseverbrauch zeigten sich bei den getesteten Stimmen drei unterschiedliche Gruppen, die jeweils
aus zwei Stdimmen bestehen und innerhalb der Gruppe einen éhnlichen Glukoseverbrauch iiber die Zeit
aufwiesen. Zellen der Komplementante und des Wildtyps haben nach 5 Stunden die Glukose aus dem
Kulturmedium vollstindig verbraucht (Abbildung 10). Wéhrend Nm-p#sH* und die Nm-ccp4 Mutanten
nach etwa 7 bis 8 Stunden die Glukose vollstéindig aus dem Medium aufgenommen haben, konnte bei
der Nm-ptsH ccpA Doppelmutante (Abbildung 10) und der Nm-pzsH Einzelmutante nach 10 Stunden
immer noch Glukose detektiert werden (Abbildung 10).

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Nm-ptsH* Mutante und die Nm-ccp4 Mutante, die ein
fiir die Glukoseaufnahme mittels PTS funktionales HPr Protein besitzen, den Zucker schneller
aufnehmen und verwerten konnen als Stdmme, in denen ptsH deletiert wurde (Nm-ptsH und Nm-
ptsH ccpA). Im Gegensatz dazu sind die Nm-ptsH ccpA Doppelmutante und die Nm-ptsH
Einzelmutante, durch das vollstindige Fehlen von HPr und seiner Funktion im PTS, in der
Glukoseaufnahme erheblich beeintriachtigt. Diese Unterschiede spiegeln sich, wie unter 4.1 beschrieben,
auch im Wachstum bzw. pH-Verlauf wider. Der Umstand, dass auch bei den Kulturen der Nm-ptsH
Einzelmutante und der Nm-ptsH ccpA Doppelmutante iiber die Zeit immer weniger Glukose in den
Kulturiiberstéinden zu detektieren war, zeigt auf, dass S. aureus prinzipiell jedoch dazu in der Lage ist,

Glukose auch PTS-unabhéngig aufzunehmen.
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Abbildung 10: Auswirkungen von ptsH und ccpA auf den Glukoseverbrauch von 8. aureus TSB
Kulturen.

Ausgehend von einem Inokulum einer ODsoo von 0,05 wurden alle Stimme unter aeroben Bedingungen
bei 225 rpm und 37 °C in TSB inkubiert. Der Glukosegehalt [mM] der Kulturiiberstinde wurde stiindlich
gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Abgebildet ist der S. aureus Wildtyp
Newman (schwarze Symbole, n=6), die Nm-pzsH Mutante (weile Symbole, n=6), die Nm-ptsH ptsH
Mutante (graue Symbole, n=3), die Nm-ptsH* Mutante (gelbe Symbole, n=3), die Nm-ccp4 Mutante (rote
Symbole, n=6) und die Nm-ptsH_ccpA Mutante (blaue Symbole, n=6).
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Um den Acetatkatabolismus in S. aureus zu beurteilen, wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
Acetatmessungen im Kulturiiberstand vorgenommen (Abbildung 11). Die Glykolyse und der
Citratzyklus sind eng miteinander verbunden (Abb. 5). Die Acetatakkumulation im Kulturiiberstand
kann analog zur Glukoseverstoffwechselung in die zuvor schon beschriebenen drei Gruppen eingeteilt
werden. In den ersten 5 bis 6 Stunden akkumulierten Wildtyp und Nm-ptsH Komplementante 23 mM
bzw. 21 mM Acetat im Medium. Nach diesen Maxima fiel die Konzentration bei beiden Stdmmen
wieder ab, bis nach 10 Stunden nur noch wenig Acetat im Medium nachweisbar war (Abbildung 11).
Die Nm-ccpA Mutante als auch Nm-ptsH* Mutante erreichten die maximalen Acetatmengen im
Kulturiiberstand nach etwa 6 Stunden (Abbildung 11), wiesen jedoch mit 16,4 mM (Nm-ccpA4) und 15,4
mM (Nm-ptsH*) geringere extrazelluldre Acetatkonzentrationen im Vergleich zum Wildtyp auf. Bei
beiden Mutanten war nach 10 Stunden nahezu kein Acetat mehr im Uberstand messbar. Die geringsten
extrazelluldren Acetatmengen von allen sechs untersuchten Stimmen waren bei der Nm-ptsH
Deletionsmutante nachzuweisen (Abbildung 11). Die hochsten extrazelluldren Acetatmengen konnten
bei dieser Mutante mit 7,5 mM auch nach 6 Stunden Wachstum beobachtet werden, die dann bis 10
Stunden langsam wieder abfielen. Die Doppelmutante erreichte ebenfalls nach 5 bis 6 Stunden ein
Acetatmaximum im Uberstand, das mit 9,0 mM etwas iiber der maximalen extrazelluldren
Acetatkonzentration der Nm-pzsH Mutante lag und anschlieBend ebenfalls abgesunken ist (Abbildung
11).
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Abbildung 11: Auswirkungen von ptsH und ccpA auf die Acetatproduktion von S. aureus TSB
Kulturen.

Ausgehend von einem Inokulum einer ODsoo von 0,05 wurden alle Stimme unter aeroben Bedingungen
bei 225 rpm und 37 °C in TSB inkubiert. Der Acetatgehalt [mM] der Kulturiiberstinde wurde stiindlich
gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Abgebildet ist der S. aureus Wildtyp
Newman (schwarze Symbole, n=7), die Nm-pzsH Mutante (weile Symbole, n=7), die Nm-ptsH ptsH
Mutante (graue Symbole, n=4), die Nm-ptsH* Mutante (gelbe Symbole, n=4), die Nm-ccp4 Mutante (rote
Symbole, n=7) und die Nm-ptsH_ccpA Mutante (blaue Symbole, n=6).
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Um den Aminosdure-Katabolismus der verschiedenen Stimme unter diesen Kultivierungsbedingungen
einschétzen zu konnen, wurden alle sechs Stimme auch hinsichtlich ihrer Ammoniumproduktion
untersucht. In den vorangeschrittenen Wachstumsphasen entsteht Ammonium durch den Abbau von
Aminosduren als weitere sekunddre Naihrstoffquellen von S, aureus [106]. Bei der
Ammoniumproduktion sind die bisher beschriebenen Gruppierungen der Stimme weniger klar
ersichtlich. In den ersten 2 Stunden war die Ammoniumkonzentration im Medium bei allen Stimmen
annihernd bei 5 mM konstant. Im weiteren Wachstumsverlauf kam es in den Kulturen des Wildtyps und
der Nm-ptsH Komplementante erst ab Stunde 5 zu einer einer stetigen und weitgehend linearen
Zunahme an Ammonium in den Kulturiiberstinden, die nach 10 Stunden die maximalen

Konzentrationen von 20 mM erreichten (Abbildung 12).

Die Kulturen der Nm-ptsH Deletionsmutante, der Nm-ccp4 Deletionsmutante, als auch der Nm-
ptsH ccpA Doppelmutante hingegen zeigten bereits wihrend der exponentiellen Wachstumsphase (nach
3 Stunden) eine Zunahme an Ammonium in den Kulturiiberstanden. In der stationdren Wachstumsphase
wurden Konzentrationen von 27 mM (Nm-ptsH), 32 mM (Nm-ccpA) und 25 mM (Nm-ptsH _ccpA)
erreicht. Die Kulturen der Nm-p#sH*-Mutante zeigten widerum erst ab der 5. Stunde eine dann aber
starke Zunahme der Ammoniumkonzentration im Uberstand, deren Maximum von 30 mM in der 9.
Stunde erreicht wurde (Abbildung 13). Generell zeigte sich somit, dass die ptsH und ccpA Mutanten
eine veranderte, stirkere Ammoniumproduktion aufwiesen als der Wildtyp und die Komplementante,

die sich jedoch in Hinblick auf ihre Kinetiken voneinander unterschieden.
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Abbildung 12: Auswirkungen von ptsH und ccpA auf die Ammoniumproduktion von S. aureus
TSB Kulturen.

Ausgehend von einem Inokulum einer ODgoo von 0,05 wurden alle Stimme unter aeroben Bedingungen bei
225 rpm und 37 °C in TSB inkubiert. Der Ammoniumgehalt [mM] der Kulturiiberstinde wurde stiindlich
gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Abgebildet ist der S. aureus Wildtyp Newman
(schwarze Symbole, n=5), die Nm-pzsH Mutante (weille Symbole, n=5), die Nm-pzsH_ptsH Mutante (graue
Symbole, n=4), die Nm-ptsH* Mutante (gelbe Symbole, n=4), die Nm-ccpA Mutante (rote Symbole, n=7)
und die Nm-ptsH _ccpA Mutante (blaue Symbole, n=6).
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4.3  Einfluss von ptsH auf die metabolischen Gene citB und pckA

CcpA konnte bereits in S. aureus als Protein entdeckt werden, welches an der Regulation der Gene citB
und pckA beteiligt ist [102]. Daher stellte sich die Frage, ob HPr ebenfalls einen solchen Einfluss auf
die Regulation beider Gene auslibt. Um diese Fragestellung zu iberpriifen, wurde eine
Transkriptionsanalyse zur Bestimmung der relativen Quantitit mittels qRT-PCR der Stimme Newman,
Nm-ccpA, Nm-ptsH, Nm-ptsH*, Nm-ptsH ccpA und der ptsH Komplementante nach 2, 4, 6 und 8
Stunden aerober Kultivierung in TSB durchgefiihrt.

Das Gen citB kodiert fiir das TCA-Zyklus Schliisselenzym Aconitase, wohingegen pckA fiir das
Gluconeogenese Schliisselenzym Phosphoenolpyruvat Carboxykinase kodiert. Das Enzym Aconitase
gewinnt, wie bereits in der Einleitung beschrieben, in Glukose-haltigem Kulturmedium insbesondere in
der postexponentiellen Wachstumsphase, wenn die Zuckequelle verbraucht ist, von S. aureus an
Bedeutung, indem es Citrat zu Isocitrat umwandelt und mithilfe des aktiven TCA-Zyklus und seinen
Intermediaten an vielen katabolen und anabolen Biosynthesewegen beteiligt ist. Analog dazu ist das
Enzym Phosphoenolpyruvat Carboxykinase wichtig fiir das Einschleusen des TCA-Zyklus Metoboliten
Oxalacetat in die Gluconeogenese (Abbildung 5) und damit die Synthese verschiedener

Kohlenstoffmetaboliten ermoglicht.

In Einklang mit der Literatur [93] lagen die mRNA Transkripte von pck4d im Wildtyp wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase bei Anwesenheit von Glukose nur in sehr geringeren Mengen vor,
wohingegen in der postexponentiellen und frilhen stationdren Wachstumsphase die pckA
Transkriptmenge anstieg (Abbildung 13 a). Ein &hnliches Transkriptionsmuster konnte bei der
Komplementante festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigten die Nm-ptsH ccpA Doppelmutante
und die Nm-p#sH Einzelmutante schon wéhrend der frithen exponentiellen Phase (Stunde 2) und spéten
exponentiellen Phase (Stunde 4), verglichen mit dem Wildtyp, eine erhdhte Transkription von pckA4.
Auch die Nm-ccp4 Einzelmutante und Nm-ptsH* Mutante zeigten schon in der exponentiellen
Wachstumsphase hohe pck4 Transkriptionsraten, die sich, wie schon von Seidl ef al. [93] beobachtet,
fiir die Nm-ccpA Mutante tiber die Zeit nicht maBgeblich verdnderten.

Auch fiir die citB Transkription konnte, wie schon fiir das S. aureus Isolat DSM20231 beschrieben [12],
eine wachstumsphasenabhéngige Transkription im Wildtyp und der Komplementante beobachtet
werden (Abbildung 13 b). Beide Stimme wiesen wihrend der exponentiellen Wachstumsphase (Stunde
2-4) eine nur schwache Transkription von citB auf, die sich dann im Verlauf des weiteren Wachstums
steigerte. In allen weiteren hier untersuchten Mutanten wurde hingegen bereits in der exponentiellen
Phase eine vergleichsweise hohe Menge an citB Transkripten vorgefunden, die in etwa auf dem Niveau
der citB Transkription des Wildtyps wéhrend der stationéren Phase lag, und iiber die Zeit hinweg
weitestgehend konstant blieb. Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass in allen untersuchten
Mutanten bereits in den frithen Wachstumsphasen der TCA-Zyklus dereprimiert ist und dass dieser

Effekt vermutlich auf CcpA und HPr zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 13: Relative, quantitative Transkriptionsanalyse von pckA und citB.

Quantitative Real-Time RT-PCR aus isolierter Gesamt-RNA von pckA (Phosphoenolpyruvat
Carboxykinase) (a) und citB (Aconitase) (b) normiert auf das Haushaltsgen gyrB (Gyrase B) in S. aureus
Stamm Newman, der Nm-ptsH-, Nm-ptsH_ptsH-, Nm-ptsH*-, Nm-ccpA- und Nm-ptsH_ccpA-Mutante nach
2, 4, 6, und 8 Stunden Wachstum in TSB. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3

unabhéngigen Experimenten/biologischen Replikaten, die in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden.
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4.4 Einfluss von ptsH auf die Virulenzgene RNAIII, hla und spa

CcpA ist bereits als metabolischer Regulator bekannt, der auBerdem die Transkription von
verschiedenen Virulenzgenen beeinflusst [102]. So konnte in der Publikation Seidl et. al. [100] gezeigt
werden, dass ein funktionstiichtiges CcpA Protein direkten Einfluss auf die Transkription der Gene spa
(kodiert fiir Protein A) und /4la (kodiert fiir a—Hémolysin) nimmt und auf indirektem Weg ebenso die
Transkription von RNAIII, dem Effektormolekiil des agr-Locus, beeinflusst [100]. Aufgrund dieser
Beobachtungen sollte daher auch die Auswirkung der Deletion von ptsH auf die Transkription von

RNAIIIL hla, und spa erforscht werden.

Wie in Abbildung 14 a zu erkennen, zeigte sich, wie fiir S. aureus aus der Literatur bekannt [57],
wihrend der exponentiellen Wachstumsphase nur eine sehr geringe Transkription von RNAIII in allen
sechs untersuchten Stimmen, die dann iiber die Zeit anstieg. Uberraschenderweise konnte der von Seidl
et al. [93] fiir CcpA in S. aureus COLn beschriebene positive Effekt auf die RNAIII Transkription in
den spiteren Wachstumsphasen hier nicht beobachtet werden. Bis auf die Komplementante, die
insbesondere in der postexponentiellen Wachstumsphase hohere Transkriptmengen an RNAIII zeigte,
wiesen alle anderen Mutanten in Hinblick auf die Transkriptmengen dem Wildtyp vergleichbare RNAIII
Werte auf (Abbildung 14 a). Dies konnte insbesondere wihrend Stunde 2, 4 und 6 beobachtet werden.

Ebenso wie fiir RNAIII ist von hla bekannt, dass dieses Gen in Schiittelkulturen bevorzugt in den
spateren Wachstumsphasen transkribiert wird [ 100]. Diese Beobachtung konnte mit allen hier getesteten
Stimmen bestitigt werden (Abbildung 14 b). Alle sechs Stdimme zeigten zu Beginn in der
exponentiellen Wachstumsphase eine geringe hla Transkription, die iiber die Zeit in der post-

exponentiellen Wachstumsphase zunahm.

Ahnlich wie hla unterliegt die Transkription von spa in S. aureus einem komplexen regulatorischen
Netzwerk, das zwischen verschiedenen Stimmen zum Teil sehr unterschiedlich sein kann [110]. Wie
aus der Literatur fiir den Stamm Newman bekannt [134], konnte im Rahmen dieser Arbeit fiir den
Wildtyp bereits in der frithen Wachstumsphase (Stunde 2) die groBte Menge an spa Transkripten
beobachtet werden (Abbildung 14 c), die in den spéteren Wachstumsphasen abnahm und insgesamt in
nur noch sehr geringen Mengen detektiert werden konnte. Im Unterschied dazu konnte bei allen
Mutanten nach 2 Stunden hoéhere spa Transkriptionsraten beobachtet werden (Abbildung 14 c).
Uberraschenderweise zeigte auch die Komplementante erhohte Transkriptlevels in der exponentiellen
Wachstumsphase, die iiber die Zeit schneller und stirker abnahmen, wihrend fiir fiir alle
Deletionsmutanten eine eher moderate Abnahme der spa Transkription tiber die Zeit zu beobachten war.
In der postexponentiellen Wachstumsphase konnte in allen Stimmen eine nur noch sehr geringe Menge

an spa detektiert werden.
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Abbildung 14: Relative, quantitative Transkriptionsanalyse von RNAIII, hla und spa.

Quantitative Real-Time RT-PCR aus isolierter Gesamt-RNA von RNAIII (a), hla (0—Himolysin) (b) und
spa (Protein A) (c) normiert auf das Haushaltsgen gyrB (Gyrase B) in S. aureus Stamm Newman, der Nm-
ptsH-, Nm-ptsH _ptsH-, Nm-ptsH*-, Nm-ccpA- und Nm-ptsH ccpA-Mutante nach 2, 4, 6, und 8 Stunden
Wachstum in TSB. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3 unabhingigen

Experimenten/biologischen Replikaten, die in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden.
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4.5 Die ptsH Mutante zeigt einen abgeschwiichten Infektionsverlauf im Abszessmodell

Um mdogliche Auswirkungen der ptsH sowie ccpA Deletion und der strukturellen Anderung innerhalb
des HPr Proteins (Phosphorylierungsstelle am Serin 46 durch Alanin ersetzt) auf den Infektionsverlauf
von S. aureus festzustellen, wurden normoglykédmische Méause der Linie C57BL/6N mit einem
festgelegten bakteriellen Inokulum retroorbital infiziert. Zur Bakterienlastbestimmung wurde den
Mausen nach vier Tagen Leber, Niere und Milz explantiert. Im Folgenden ist die Anzahl an verwendeten

Versuchstieren pro Stamm aufgezéhlt:

Newman: n=10, Nm-ptsH: n=10, Nm-ccp4: n=9, Nm-ptsH ccpA: n=10, Nm-ptsH*: n=8, Nm-
ptsH ptsH: n=10. Im Rahmen dieser Dissertation wurden dabei fiir die Nm-ccp4-Mutante nur vier Tiere
verwendet, da fiir diese Mutante fiir weitere fiinf Tiere bereits Daten zur Abszessbildung in der Leber
aus einer Vorgéngerstudie verfiigbar waren. Bis auf ein Tier haben alle den Untersuchungszeitraum

iiberlebt. Ein Tier wurde wegen zu starker Belastung aus dem Versuch genommen.

Nach Organentnahme wurden die Abszesse makroskopisch begutachtet. So zeigten sich bei allen Tieren,
die mit dem Wildtyp oder der Komplementante infiziert wurden, vor allem an der Leber, aber auch in
der Niere regelmifig mehrere Abszesse. Im Gegensatz dazu konnte man bei den Méusen, die mit den

Deletionsmutanten infiziert wurden, lediglich vereinzelt kleine Abszesse erkennen.

Dieser optische Eindruck konnte mittels Bakterienlastbestimmung der einzelnen Organe verifiziert
werden. In den Lebern der mit dem Wildtyp oder der Komplementante infizierten Méause zeigten sich
mit etwa 5x10” bis 1x10” CFU pro g homogenisiertes Gewebe die hdchste Bakterienlast (Abbildung
15). Im Gegensatz dazu fiihrten die Deletion von ptsH und ebenso das im PTS funktionelle, jedoch in
der CCR funktionell beeintrachtigte, HPr (Nm-ptsH*) zu einer um etwa vier Logstufen verminderten
Bakterienlast in der Leber. Die mit der Nm-ccpA-Mutante infizierten Miuse zeigten, wie schon zuvor
beobachtet [9], ebenfalls eine Reduktion der Bakterienzahl in der Leber, die im Vergleich zum Wildtyp
um etwa drei Logstufen abnahm. Der direkte Vergleich der bakteriellen Last in den Lebern der mit der
Nm-ptsH Mutante und der Nm-ccpA Mutante infizierten Tiere zeigte auf, dass das Fehlen von HPr einen
groBeren Einfluss auf die bakteriell-induzierte Abszessbildung in der Leber ausiibt als das Fehlen von
CcpA. Ebenso zeigten sich in den Lebern der mit der Doppelmutante infizierten Tiere niedrigere CFU
Raten als in den Lebern der mit der Nm-ccp4 Mutante infizierten Tiere. Dieser Phénotyp war nicht bei
den mit der Nm-ptsH* Mutante infizierten Tieren zu beobachten. Allerdings zeigte sich in dieser
Versuchsgruppe auch die groBBte Streuung der CFU Raten. Diese Befunde lassen darauf schlieBen, dass
ein funktionelles HPr Protein wichtig fiir einen erfolgreichen Infektionsverlauf mit Abszessbildung in

der Leber ist und noch groBere Effekte aufzeigt als CcpA.
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Abbildung 15: Die Deletion von ptsH und/oder ccpA bewirkt eine verminderte Bakterienlast in
der Leber von S. aureus Newman in einem Maus-Abszessmodell.

C57BL/6N Miuse wurden mit 1 x 10’ CFU des S. aureus Stammes Newman (schwarze Symbole, n=10), der
Nm-ptsH Mutante (weifle Symbole, n=10), der Nm-ptsH ptsH Mutante (graue Symbole, n=10), der Nm-
ptsH* Mutante (gelbe Symbole, n=8), der Nm-ccp4 Mutante (rote Symbole, n=9) und der Nm-ptsH ccpA
(blaue Symbole, n=10) retroorbital infiziert. Nach vier Tagen Infektionsverlauf wurden die Organe
entnommen, homogenisiert und die Bakterienlast mittels CFU- Bestimmung untersucht. Die individuellen
Tiere sind als einzelne Symbole dargestellt, wobei der Strich den Median kennzeichnet. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Holm-Sidak-Test. Unterschiede sind nur zwischen

Newman und den Muntanten dargestellt.
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Nach der Infektion der Méuse mit dem Wildtyp oder den Deletionsmutanten konnten Unterschiede in
der Bakterienlast beobachtet werden (Abbildung 16). In der Niere zeigte sich die hochste Bakterienlast
bei den mit dem Wildtyp oder der Komplementante infizierten Mausen. Im Gegensatz zu den Befunden
in der Leber zeigte sich in der Niere generell jedoch eine hohere Streuung der Werte, sodass ein
signifikanter Unterschied in den CFU Raten nur zwischen Wildtyp und Doppelmutante sowie Wildtyp
und Nm-ptsH* beobachtet werden konnte. Tendenziell wurde eine geringere Bakterienlast auch in den
mit der Nm-ptsH Mutante infizierten Tieren beobachtet (Median = 6,93 x 10’ CFU/g Organgewebe),
dieser Unterschied fiel jedoch im Vergleich zur Bakterienlast in der Niere der mit dem Wildtyp
infizierten Tiere (Median = 8,09 x 10’ CFU/g Organgewebe) nicht signifikant aus. Fiir die mit der Nm-
ccpA-Mutante infizierten Méuse zeigte sich in der Niere, wenn mit Wildtyp-infizierten Méusen
verglichen, kein klarer Unterschied in der bakteriellen Last, auch wenn hier nur ein Datensatz mit einem
n von 4 Tieren zur Verfligung steht, da in der Vorgéngerstudie auf eine Bestimmung der CFU Raten in
der Niere verzichtet wurde. Nichtsdestotrotz ist dieser Befund in Einklang mit der Literatur, da auch Li
und Kollegen [62] zuvor schon in ihrer Studie zum Einfluss von CcpA auf die Infektiositit von S. aureus
in der Maus fiir eine Nm-ccpA-Mutante zwar einen klaren Effekt auf die Abszessbildung in der Leber,

aber nicht bei der Abszessbildung in der Niere beobachteten.
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Abbildung 16: Die Deletion von ptsH und/oder ccpA bewirkt eine verminderte Bakterienlast in
der Niere von S. aureus Newman in einem Maus-Abszessmodell.

C57BL/6N Miuse wurden mit 1 x 10’ CFU des S. aureus Stammes Newman (schwarze Symbole, n=10), der
Nm-ptsH Mutante (weifle Symbole, n=10), der Nm-ptsH ptsH Mutante (graue Symbole, n=10), der Nm-
ptsH* Mutante (gelbe Symbole, n=8), der Nm-ccp4 Mutante (rote Symbole, n=5) und der Nm-ptsH ccpA
(blaue Symbole, n=10) retroorbital infiziert. Nach vier Tagen Infektionsverlauf wurden die Organe
entnommen, homogenisiert und die Bakterienlast mittels CFU- Bestimmung untersucht. Die individuellen
Tiere sind als einzelne Symbole dargestellt, wobei der Strich den Median kennzeichnet. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Holm-Sidak-Test. Unterschiede sind nur zwischen

Newman und den Muntanten dargestellt.
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S  Diskussion
5.1 Verinderungen im HPr Protein beeinflussen den Glukosemetabolismus und das
Wachstumsverhalten in S. aureus

Alle Lebewesen benétigen Energie fiir ihren Stoffwechsel und ihre Vermehrung. Diese Energie wird
meistens durch enzymatischen Abbau von Kohlenhydraten, Fetten oder Proteinen generiert. Pathogene
Bakterien wie S. aureus erlangen diese Néhrstoffe vielfach in einer parasitdren Art und Weise durch
Destruktion des Wirtsgewebes. Mit Hilfe von Virulenzfaktoren wird dies méglich gemacht [110].
Virulenz und Metabolismus des Pathogens sind dabei in der Regel eng miteinander verkniipft [110].
Glykolyse und TCA-Zyklus spielen eine zentrale Rolle im Stoffwechsel von S. aureus. Ist eine gute
exogene Nahrstoffbasis vorhanden, z.B durch ausreichend Glukose, so wird der TCA-Zyklus reprimiert
[110]. Seidl et. al. konnten bereits CcpA als einen auf Glukose-Metabolite reagierenden Repressor des
TCA-Zyklus in S. aureus identifizieren [102]. Sobald die favorisierte N&hrstoffquelle, im
Infektionsgeschehen in der Regel Glukose, aufgebraucht ist, wird der TCA-Zyklus aktiviert, um andere

Metaboliten, wie z.B. Acetat, Lactat oder Aminoséduren als alternative Kohlenstoffquelle zu nutzen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit das hitzestabile Histidin-haltige
Phosphattriger-Protein HPr den Kohlenmstoffmetabolismus und damit auch das Wachstum beeinflusst
und welche Auswirkungen dies auf die Virulenz des Pathogens hat. Hierzu wurde das HPr kodierende
Gen ptsH genetisch manipuliert bzw. inaktiviert und das Wachstumsverhalten sowie die
Konzentrationsverldufe der Schliisselmetaboliten Glukose, Acetat und Ammonium im Kulturiiberstand

bestimmt.

Verglichen mit dem Wildtyp zeigte sich bei der Nm-ptsH Deletionsmutante und bei der Nm-ptsH ccpA
Doppeldeletionsmutante eine deutliche Wachstumsverzogerung, die sich auch in verldngerten
Generationszeiten widerspiegelte. Diese Wachstumsverzogerung wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase ist vermutlich maBgeblich auf den verminderten Glukoseimport in beiden Stimmen
zurilickzufithren (Abbildung 10). Die beiden Mutanten, bei denen das Protein HPr génzlich fehlt, zeigten
die stirkste Verzogerung bei der Glukoseaufnahme, zugleich aber auch die ldngsten
Verdopplungszeiten. HPr besitzt als elementarer Faktor des PTS eine wichtige Rolle im PTS-
abhéngigen Glukoseimport in vielen verschiedenen Bakterien, wie z.B E. coli oder Bacillus subtilis [11].
Erstmalig wurde 1964 ein solcher Zuckeraufhahmemechanismus in E. coli von Kundig et al
beschrieben [60]. Auch in S. aureus existiert ein HPr Protein und es besitzt eine essentielle
Schliisselrolle im Kohlenhydratmetabolismus [32]. HPr dient als Phosphattriger im PTS und es
iibertragt seine Phosphatgruppe iliber den Ell-Komplex auf das zu importierende Zuckermolekiil, um
dieses in die Zelle einzuschleusen (Abbildung 6). Unter Beriicksichtigung dieses Aspektes wird klar,
warum die Mutanten, denen HPr fehlt, den Zucker nur langsam in die Zelle aufnehmen konnen. Der
verzogerte Glukoseimport in ptsH Deletionsmutanten ist daher wahrscheinlich durch den Ausfall des
PTS bedingt [83]. Die in den Kulturiiberstinden durchgefiihrten Glukosemessungen zeigen aber auch,

dass, auch wenn der Glukoseimport von der Nm-ptsH Einzel- und der Nm-ptsH ccpA Doppelmutante
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erschwert ist, beide Mutanten dennoch dazu in der Lage sind, Glukose aufzunehmen, wenn auch
langsamer und in geringerem Ausmaf. Dementsprechend stehen S. aureus, neben dem PTS, weitere
Wege zur Verfiigung, Glukose in die Zelle aufzunehmen. Solche weiteren Zuckeraufnahme System sind
bereits gut in E.coli erforscht, wie zum Beispiel elektrochemische Symporter oder ABC Transporter,
iiber die Glukose in die Zelle gelangen kann [44]. Auch S. aureus nutzt ebenfalls diese alternativen
Glukoseaufnahmesysteme. So existiert das Gen abcA, das fiir ein ABC Transporter Protein kodiert [29].
Mit diesem Protein ist S. aureus in der Lage, unter der Nutzung von ATP, Proteine, Polysaccharide und

Vitamine in die Zelle zu importieren [54].

Interessanterweise gleicht sich im Verlauf der postexponentiellen Phase die Doppelmutante, nicht aber
die Nm-ptsH-Einzelmutante, dem Wildtyp beziiglich ihres Wachstumsverhaltens an. Dieser Unterschied
zwischen den beiden ptsH Deletionsstimmen ist damit vermutlich auf CcpA zuriickzufiihren. Nach
aktuellem Wissensstand wird die Aktivitdt von CcpA maBigeblich durch die Komplexbildung mit P-Ser-
HPr gefordert, welche eine verstirkte Bindung an die cre-Sequenz ermdglicht und so unter anderem
durch Repression von citB den TCA-Zyklus reprimieren kann [39]. Der oben beschriebene
Wachstumsunterschied weiit darauf hin, dass CcpA auch unabhingig von HPr eine Aktivitét hervorrutft.
Diese Beobachtung machten auch Li ef. al anhand von ir vitro Versuchen, in denen demonstriert wurde,

dass CcpA auch ohne eine Komplexbildung mit P-Ser-HPr an cre Sequenzen binden kann [62].

Im Wildtyp besitzt HPr zum einen eine Aufgabe im PTS (als P-His-HPr) und zum anderen in der CCR
(als P-Ser-HPr). Durch das Phosphattriager Protein sind damit diese beiden Systeme eng miteinander
verkniipft. In der Nm-ptsH* Mutante wurden diese beiden Aufgaben des Proteins voneinander
entkoppelt, indem das Serin 46 von HPr durch Alanin ersetzt wurde, um so ein funktionsloses HPr in
der CCR zu erstellen. Interessanterweise konnte auch bei der Nm-pzsH* Mutante, analog zur Nm-ccpA
Mutante, ein Defizit im Glukoseimport festgestellt werden. Dieser Sachverhalt ist vermutlich nicht auf
ein Problem im PTS zuriickzufiihren, da beiden Mutanten ein funktionales PTS zu Verfiigung stehen
sollte. Eine Erkldrung fiir die reduzierte Glukoseaufnahme der Nm-ccp4 Mutante konnte durch eine
verdnderte Phosphorylierung von HPr bedingt sein [83]. Dieser Sachverhalt konnte bereits in B. subtilis
von Ludwig et al. festgestellt werden. Sie zeigten in einer B. subtilis ccpA Mutante, dass die
Kinaseaktivitidt der HprK/P gegeniiber der Phosphataseaktivitdt erhoht ist und dementsprechend der
groBite Teil von HPr in Form von P-Ser-HPr vorhanden ist [67]. Eine zu ausgeprigte Phosphorylierung
am Serin 46 Rest wirkt jedoch eher wie ein negativer Feedback-Mechanismus auf die
Phosphorylierungsreaktion am P-His-HPr durch Enzym 1 im PTS [89]. Konsekutiv kann HPr nicht mehr
in ausreichendem Mafe seiner Funktion im PTS nachkommen und folglich weniger Glukose

importieren [67].

Die Hauptfunktionen von HPr im Zuckerimport und als Corepressor der CCR sind bereits gut erforscht.
Es stellte sich die Frage, welche weiteren Funktionen HPr besitzt. Mdglich wire zum Beispiel, dass HPr

noch mit weiteren transkriptionellen Regulationspartnern interagieren kann, die die CCR unabhéingig
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von CcpA beeinflussen konnen. Die Arbeitsgruppe von Grand et al. konnte unter in vitro Bedingungen
feststellen, dass die CCR in Enterococcus faecalis unabhiangig von CcpA durch einen weiteren
Transkriptionsregulator aus der Lacl/GalR-Familie, nimlich MalR, beeinflusst wird. P-Ser-HPr geht
mit MalR einen Komplex ein, um eine suffiziente CCR zu erreichen [41]. Fehlt diese Verbindung bleibt
die CCR aus [42] und das Wachstum kdnnte dadurch beeintréchtigt sein, wie in der Nm-ptsH*-Mutante
beobachtet.

In vivo Untersuchungen der Arbeitsgruppe V. Mondero konnten anhand einer Lactococcus lactis ptsH1
Mutante zeigen, dass diese ohne P-Ser-HPr nicht dazu im Stande ist, an der so genannten ,,Inducer
exclusion mitzuwirken. Durch die Inducer exclusion wird die Verstoffwechselung von Nicht-PTS
Kohlenstoffquellen durch einen inhibitorischen Glukoseeffekt unterdriickt. In der L. lactis ptsHI
Mutante blieb der inhibitorische Effekt der Glukose aus und stattdessen wurde vermehrt Maltose und
nur wenig Glukose aufgenommen und verbraucht. Durch das Wegfallen der Inducer exclusion werden
also parallel mehrere Zucker als Nahrungsquelle erschlossen. Dieser Vorgang ist weniger effizient fiir
das Bakterium, da der effektivste Weg fiir ein schnelles Wachstum die Metabolisierung einer einzigen
Kohlenstoffquelle (Glukose) iiber das PTS ist. AuBerdem miissen verschiedene weitere Proteine
produziert werden, die fiir den Import und die Metabolisierung anderer Zucker benétigt werden. Dieser
Vorgang ist fiir das Bakterium energetisch weniger effektiv. Weiterhin konnen andere Zucker,
verglichen mit Glukose, weniger gut energetisch umgesetzt werden. Dieser Effekt, der ineffektiven
Inducer exclusion konnte in der Nm-ptsH* Mutante mit dafiir verantwortlich sein, dass Glukose in
verminderter Geschwindigkeit aufgenommen wird. Konsekutiv ist auch das Wachstum in der Nm-p#sH*
Mutante dementsprechend veréndert [25]. Die Komplexbildung aus P-Ser-HPr mit CcpA fordert in
Anwesenheit von Glukose die Transkription von Genen, die fiir die Glukoseaufnahme und die Glykolyse
von Bedeutung sind. So konnte die Arbeitsgruppe von Seidl et al. anhand einer quantitativen
Proteinanalyse feststellen, dass der S. aureus Wildtyp Stamm, verglichen mit einer ccpA-
Deletionsmutante erhéhte Mengen an Tpi (Triose-3-phosphate-Isomerase, Pgk (Phosphoglycerat-
Kinase), GapB (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) und Fbp (Fructose-1,6-Bisphosphatase),
die an der Glykolyse und Gluconegense beteiligt sind, aufweist [102]. Fehlt der P-Ser-HPr-CcpA
Komplex wie in der Nm-ptsH *-Mutante jedoch génzlich, so ist die Transkription der vorher genannten
Gene abgeschwicht. Diese Tatsache konnte die verminderte Glukose Aufnahme und die
Wachstumsverzdgerung in der Nm-pzsH* Mutante erkldren. Nicht ausgeschlossen werden kann auch,
dass der S46A Austausch in HPr méglicherweise zu einer verminderten Stabilitit des Proteins fithrt und

auf diese Weise die Glukoseaufnahme der Nm-ptsH* Mutante induziert [83].
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5.2 HPr beeinflusst den TCA-Zyklus in S. aureus

Der Gehalt an Acetat im Kulturmedium ist ein guter Indikator fiir die Aktivitit des TCA-Zyklus. Zu
Beginn der exponentiellen Wachstumsphase wird in Glukose-haltigem Medium Acetat oder Lactat aus
der Bakterienzelle sezerniert, so lange Glukose in ausreichendem MaBle vorhanden ist und
verstoffwechselt werden kann. Im Rahmen der Glykolyse wird Glukose dabei zu Acetyl-CoA
umgewandelt und bei ausreichender Sauerstoffversorgung als Acetat ausgeschieden [31]. Sinkt die
Menge an Acetat im Kulturmedium, liegt dies in der Regel daran, dass Glukose als Nahrungsquelle nicht
mehr zur Verfiigung steht und alternative Kohlenstoffquellen aus dem Medium aufgenommen werden,
die dann mafgeblich liber den TCA Zyklus verstoffwechselt werden [103]. Wie bereits aus Vorarbeiten
bekannt, korreliert dabei das Acetat-Maximum mit dem pH-Minimum. So konnten Sadykov et al. [94]
zeigen, dass die Repression des TCA-Zyklus durch CcpA zu einer Akkumulation von Acetat und einem
gleichzeitigen Absinken des pH-Wertes im Kulturmedium fiihrte. Der pH-Wert einer Kultur spielt dabei
neben der Verfiigbarkeit von Néhrstoffen eine wichtige Rolle fiir das optimale Wachstum von Bakterien.
So liegt das pH-Optimum fiir S. aureus zwischen einem pH von 6 bis 7 [122]. Da neben der gestorten
Zuckeraufnahme in der Nm-pzsH Mutante und der Nm-ptsH ccpA Doppelmutante auch eine geringere
Acetat-Akkumulation und damit konstant erhohte pH-Werte im Kulturiiberstand gemessen wurden,
konnten die pH-Werte der Kulturen der beiden Nm-p#sH Mutanten, die konstant tiber einem pH von 7

lagen, fiir die fiir beide Mutanten beobachtete Wachstumsverzdgerung mitverantwortlich sein.

In den Kulturiiberstdnden des Wildtyps und der Komplementante stimmten die Zeitpunkte der Acetat-
Maxima mit den Zeitpunkten, an denen die Glukose aus dem Kulturiiberstand vollstindig verbraucht
wurde, tiberein. Dieser Zusammenhang ist durch die CCR erklérbar: solange Glukose als favorisierte
Nihrstoffquelle verfiigbar ist, wird bei ausreichender Sauerstoffversorgung iiber die Glykolyse Glukose
zu Acetat verstoffwechselt, welches dann aus dem bakteriellen Organismus in das Kulturmedium
abgegeben wird, da der TCA-Zyklus zu diesem Zeitpunkt noch unterdriickt ist. Nimmt im Verlauf des
Wachstums der Glukosegehalt im Medium ab, ldsst dementsprechend auch die Unterdriickung des TCA-
Zyklus nach und Acetat wird als alternative Kohlenstoffquelle wieder aus dem Kulturiiberstand
riickgewonnen und iiber den TCA-Zyklus metabolisiert. Bei der Nm-pzsH Mutante als auch der Nm-
ptsH _ccpA Doppelmutante hingegen stimmten die Acetat-Maxima jedoch nicht mit den Glukose-
Minima iiberein. Die hochste Acetat-Akkumulation wurde in diesen Kulturen bereits einige Stunden vor
dem vollstdndigen Verbrauch der Glukose erreicht. Dieser Sachverhalt wird vermutlich durch eine
erhohte TCA-Zyklusaktivitit in diesen Mutanten hervorgerufen. Fiir eine erfolgreiche CCR werden im
speziellen die beiden Proteine CcpA und HPr benétigt (Abbildung 6), die in der Doppelmutante beide
deletiert sind. Die Komplexbildung aus CcpA und P-Ser-HPr bewirkt eine Repression des TCA-Zyklus
[75]. Fehlt hingegen HPr, so bleibt diese Komplexbildung aus und es kommt in der Folge zu keiner
CCR-bedingten Unterdriickung des TCA-Zyklus. Diese Hypothese wird auch durch die im Rahmen

dieser Arbeit fiir citB durchgefiihrten Transkriptionsanalysen unterstiitzt, in der fiir beide ptsH Mutanten
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besonders in den frithen Wachstumsphasen (2 und 4 Stunden) eine im Vergleich zum Wildtyp deutlich
erhohte citB Transkription detektiert werden konnte (siehe auch Punkt 5.2.1).

Auch in der Nm-ccpA Einzelmutante sollte die TCA-Zyklusaktivitit im Vergleich zum Wildtyp
ebenfalls erhoht sein, was sich anhand des niedrigeren Acetat-Maximums und der erhohten citB
Transkriptionsraten in den frithen Wachstumsphasen auch im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
bestitigte (Abbildungen 11, 13 b). Interessanterweise zeigte sich bei der Nm-ccpA4 Mutante jedoch ein
hoheres Acetat-Maximum als bei der Nm-pzsH Mutante und der Nm-ptsH-ccpA Doppelmutante. Dieser
Unterschied wird vermutlich durch den deutlich besseren Glukoseimport der ccpA Deletionsmutante im

Vergleich zu den beiden ptsH Deletionsmutanten verursacht (Abbildung 10).

Wie anhand der Vorarbeiten mit B. subtilis erwartet [64] wiesen die Kulturen der Nm-ccp4
Einzelmutante sowie die Nm-pzsH* Mutante in Hinblick auf die Acetatproduktion/-metabolisation beide
sehr dhnliche Werte auf, die sich klar von den mit den Kulturen der Nm-ptsH Mutante erhaltenen Werten
unterschieden. Diese Unterschiede lassen sich vermutlich darauf zuriickfithren, dass bei den ersten
beiden Mutanten ein funktionstiichtiges P-His-HPr vorliegt, was fiir eine effektive Glukoseaufnahme
iiber das PTS wichtig ist, wahrend bei der Nm-pzsH Mutante HPr hingegen génzlich fehlt, weswegen
eine mangelhafte Glukoseaufnahme in die Zelle entsteht. Diese verringerte Glukoseaufnahme, gepaart
mit einer fehlenden P-Ser-HPr/CcpA Reprimierung der TCA-Zyklusaktivitét, fithrt letztendlich dazu,
dass in der Nm-ptsH Mutante weniger Acetat intrazelluldr akkumuliert und in der Folge ins Medium

sekretiert wird.

5.2.1 HPr beeinflusst die Transkription der metabolischen Gene citB und pckA

Die Aktivierung bzw. Reprimierung des TCA-Zyklus iiber CcpA wird primér auf transkriptioneller
Ebene moduliert. Wichtige Zielgene fiir CcpA sind hierbei citB und pckA [102]. Das Enzym Aconitase,
welches durch citB codiert wird, gilt dabei als Schliisselenzym des TCA-Zyklus und katalysiert die
Umwandlung von Citrat zu Isocitrat. Das Gen pckA kodiert fiir das Enzym Phosphoenolpyruvat
Carboxykinase, welches als Schliisselenzym fiir die Gluconeogenese gilt und unter ATP Verbrauch die
Umwandlung des TCA-Zyklusmetabolits Oxalacetat zu Phosphoenolpyruvat, CO, und ADP katalysiert.
Dabher sollte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der quantitativen Transkriptionsanalyse auch untersucht

werden, inwieweit ptsH Einfluss auf die Modulation dieser beiden Gene nimmt.

Fiir CcpA konnten Seidl ef al. [102] bereits zeigen, dass dieses Protein in Glukose-haltigem Medium in
den frithen Wachstumsphasen als Repressor der TCA-Zyklus und Gluconeogenesegene citB und pckA
wirkt. Diese Ergebnisse konnten auch in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden. Im Wildtyp und der
Komplementante konnte besonders in der exponentiellen Phase eine reduzierte Transkription beider
Gene beobachtet werden, was darauf schliessen lédsst, dass der TCA-Zyklus und damit auch die
Oxalacetat befeuerte Gluconeogenese durch die CCR iiber P-Ser-HPr/CcpA reprimiert ist. In den
spateren Wachstumsphasen hingegen, wenn die Glukose durch die Bakterien vollstindig aus dem

Medium depletiert wurde, sind sowohl erhohte citB als auch pckA Transkriptmengen in den
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Bakterienpopulationen zu beobachten. Dieser Anstieg der citB und pckA Transkriptionsraten ist unter
anderem dem Umstand geschuldet, dass es in diesen Wachstumsphasen zu einer markanten
Verminderung der Glykolyse kommt. Die Verminderung bewirkt eine Abnahme des intrazelluldren
Fruktose-6-Bisphosphatlevels, was wiederum dazu fiihrt, dass weniger HPr an Serin 46 iiber HprP/K
phosphoryliert wird und konsekutiv weniger P-Ser-HP1/CcpA Komplexe innerhalb der Bakterienzellen
vorliegen, sodass in den spiaten Wachstumsphasen die Transkription der Gene citB und pckA nicht mehr
iiber P-Ser-HPr/CcpA reprimiert werden kann. Die Deletion von ccpA (in Doppel- und Einzelmutanten)
im Stamm Newman fiihrte, wie aus der Literatur bekannt [99], bereits zu Beginn des Wachstumsverlaufs
(in der exponentiellen Wachstumsphase) zu erhohten Transkriptionsraten beider Gene in den
entsprechenden Mutanten. Dass auch nach der Deletion von ptsH dhnliche hohe Transkriptionsraten in
exponentielle Phase-Zellen der Mutanten zu beobachten waren, unterstiitzt die Hypothese, dass die CCR

in S. aureus neben CcpA auch maBigeblich von HPr beeinflusst wird.

Mit Hilfe der Nm-ptsH*-Mutante sollte weitergehend tiberpriift werden, inwieweit die Expression der
beiden metabolischen Gene mafBgeblich von der Interaktion zwischen P-Ser-HPr und CcpA abhéngig
ist oder ob HPr auch eigensténdig, also ohne CcpA-Komplexbildung, an der Expression dieser Gene
beteiligt ist. Die entsprechenden Transkriptionsanalysen der Kulturen der Nm-pzsH* Mutante brachten
dabei sehr dhnliche citB und pckA Transkriptionskinetiken zu Tage wie zuvor in den Kulturen der Nm-
ccpA Einzelmutante beobachtet. Ebenso war die Transkription der fiir die Schliisselenzyme der
Gluconeogenese und des TCA-Zyklus kodierenden Gene in den frithen Wachstumsphasen in einer
dhnlichen Art und Weise erhoht, wie dies in den Kulturen der Nm-ptsH Mutante zu beobachten war,
obwohl in beiden ersteren Mutanten kein P-His-HPr-abhingiges Glukoseaufnahmedefizit bestand.
Zusammengenommen lassen diese Beobachtung darauf schlieBen, dass HPr keinen direkten Einfluss

auf die Genregulation von citB und pck4 nimmt.

5.2.2 HPr beeinflusst den Aminosiurestoffwechsel in S. aureus

Neben der Acetatsekretion und Wiederaufnahme wurde ebenfalls die Ammoniumsekretion in S. aureus
untersucht. Die Ammoniumanreicherung im Kulturiiberstand gilt als Zeichen fiir die Aufnahme und den
Abbau von Aminosduren. Dieser Vorgang, der auch als Desaminierung bezeichnet wird, ist
insbesondere in Glukose-armen Kulturmedien bzw. nach Depletion der Zuckerquelle von grofer
Bedeutung, da viele dieser Aminosduren als weitere Kohlenstoffquelle genutzt werden konnen, indem

sie liber den TCA-Zyklus metabolisiert werden [110].

Bei den mit dem Wildtyp bzw. der Komplementante beimpften Kulturen blieb der Ammoniumgehalt in
den Uberstinden bis zur Stunde 5 weitestgehend konstant auf dem Level des Zeitpunkts 0, was darauf
schlieBen ldsst, dass beide Stimme in den ersten 5 Stunden des Wachstums keine relevanten Mengen
an Aminosauren verstoffwechseln. In den Newman ptsH und ccpA Deletionsmutanten (Nm-ptsH, Nm-
ccpA, Nm-ptsH ccpA) hingegen konnte bereits nach 3 Stunden Kultur eine klare Zunahme der NH,"

Mengen beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass, obwohl noch Glukose im Medium vorrétig
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war, in diesen Mutanten bereits in den friilhen Wachstumsphasen ein verstirkter Abbau von
Aminosduren als alternative Kohlenstoffquelle stattfand. Die Mutanten griffen vermutlich schon
frithzeitig auf eine alternative Nahrungsquelle zuriick, da sowohl die Glukoseaufnahme und -verwertung
durch das fehlende HPr gestort war, als auch eine P-Ser-HPr/CcpA bedingte Reprimierung der

enstprechenden Stoffwechselwege.

Erstaunlicherweise war dieser Effekt bei der Nm-ptsH* Mutante so nicht vorzufinden, in deren
Kulturiiberstéinden, &hnlich wie beim Wildtyp, erst nach Stunde 6 eine klare Steigerung der Ammonium
Mengen im Uberstand zu detektieren war. Da sowohl die Nm-ptsH* als auch die Nm-ccpA4 Kulturen
sehr dhnliche Glukoseaufnahme- und Acetatsekretionskinetiken aufwiesen, kann gemutmalt werden,
dass CcpA die Aminoséureverstoffwechselung in S. aureus weitgehend unabhéngig von P-Ser-HPr, aber

abhéngig von der Glukoseverfiigbarkeit innerhalb der Bakterienzelle moduliert.

Sommerville ef al. [106] zeigten in ihrer Arbeit, dass eine geringere Aktivitdt des TCA-Zyklus in einer
niedrigeren Ammoniumproduktion resultierte. Im Umkehrschluss zeigte sich in dieser Arbeit, dass der
fehlende Einfluss von CcpA und HPr auf die Repression des TCA-Zyklus zu einer erhdhten citB
Transkription und folglich einer erhohten Aconitaseverstoffwechselung tiber den TCA-Zyklus in den
Mutanten miindete. Die Unterschiede in der Ammoniumakkumulation in den Uberstinden der Nm-
ptsH*- und Nm-ccpA Mutanten deuten aber darauf hin, dass die Aminosdureverstoffwechselungsraten

der Mutanten nicht alleine iiber die Aktivitidt des TCA-Zyklus erklirt werden kdnnen.

5.3 HPr beeinflusst den Metabolismus in S. aureus und dadurch die Virulenz

5.3.1 Einfluss von HPr auf die Transkription wichtiger Virulenzfaktoren

Die Erforschung der Abszessbildung in Staphylokokken gewann in der jlingeren Vergangenheit
vermehrt an Bedeutung, da die Behandlung von S. aureus Infektionen durch eine Abszessbildung
deutlich erschwert ist [87]. Fiir die Entstehung eines Abszesses konnten einige wichtige Molekiile in S.
aureus bereits identifiziert werden. Die dabei eine Rolle spielenden Virulenzfaktoren kann man in zwei
wichtige Gruppen einteilen. Zum einen produziert S. aureus Molekiile, die dem Bakterium dabei helfen,
der Immunabwehr des Wirtes zu entgehen und sich zu tarnen. Zum anderen produziert S. aureus eine
Reihe an Faktoren, die Zellen der Immunabwehr in Form von Zytolyse direkt zerstoren [59]. Protein A
(spa) ist eine wichtige Komponente, die zur ersten Gruppe gehort, wohingegen a-Hémolysin (4/a) zur

zweiten Gruppe gehort.

Ein weiterer wichtiger Parameter, der zur erhdhten Pathogenitdt und damit auch zur Abszessbildung
beitragen kann, nédmlich der bakterieneigene Metabolismus, wurde bereits von Li et.al. [62] sowie
Bischoff et.al. [9] untersucht. Von beiden Forschergruppen konnte nachgewiesen werden, dass CcpA,
als Masterregulator der CCR in S. aureus, in der Abszessentstehung bei systemischer Infektion
involviert ist. So konnte beobachtet werden, dass eine Deletion von ccpA einen abgeschwichten

Infektionsverlauf mit weniger Abszessbildung zur Folge hat [9, 60].
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Auf transkriptioneller Ebene konnten die schon aus der Literatur fiir CcpA bekannten Effekte auf
RNAIII, hla und spa im Rahmen dieser Arbeit jedoch nur eingeschrinkt reproduziert werden. Dies mag
zum einen der Tatsache geschuldet sein, dass es im Rahmen dieser Arbeit nur moglich war, die
Transkriptionsdaten anhand von drei biologischen Wiederholungen zu ermitteln. Da das Verfahren der
gqRT-PCR zudem sehr sensitiv ist und mit relativ hohen methodenbedingten Abweichungen,
insbesondere bei mit dieser Technik unerfahrenen Untersuchern assoziiert ist, sollten die in Abbildung
14 dargestellten Beobachtungen nur mit Vorbehalt interpretiert werden. So konnte zum Beispiel der von
Seidl et al. [102] beobachtete starke positive Effekt von CcpA auf die Transkription von RNAIII in
Glukose-haltigem Medium in der frithen stationéren Phase im Rahmen dieser Arbeit nicht reproduziert
werden. Urséchlich hierfiir konnte unter anderem sein, dass Seidl und Kollegen in ihrer Studie den pH
des Kulturmediums mit Hilfe einer Pufferldsung nahezu konstant hielten [100], wéhrend in dieser Arbeit
eine stoffwechselbedingte Variation des pHs bewusst nachverfolgt wurde. Des Weiteren wurden in der
Arbeit von Seidl ef al. [100] mit dem Isolat COLn ein anderer S. aureus Stamm verwendet, der dafiir
bekannt ist, einen verlangsamten Glukosestoffwechsel unter in vitro Kultivierungsbedingungen

aufzuweisen [109].

Fiir die von CcpA sehr wahrscheinlich direkt regulierten Virulenzgene 4/a und spa [100] konnten jedoch
in dieser Arbeit stérker mit der Literatur iibereinstimmende Transkriptionsraten beobachtet werden
(Abbildung 14 b, c¢). So konnten in Einklang mit der Literatur [100] fiir die ccp4 Mutanten des Stammes
Newman, verglichen mit dem Wildtyp, schon in den frilhen Wachstumsphasen erhdhte 4la und spa
Transkriptionsraten beobachtet werden, die darauf schlieBen lassen, dass CcpA in Anwesenheit von
Glukose reprimierend auf die Transkription beider Gene wirkt. Ahnliche Beobachtungen konnten auch
fiir alle ptsH Mutanten gemacht werden, was vermuten lasst, dass P-Ser-HPr fiir diesen CcpA Effekt

von elementarer Bedeutung ist.

5.3.2 Attenuierte Virulenz von S. aureus in einem murinen Abszessmodell nach Deletion von
ptsH
Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem auch der Einfluss von HPr als mdglicher weiterer, CcpA-
unabhéngiger Pathogenitétsfaktor auf die Abszessbildung von S. aureus untersucht. Hierzu wurde das
Infektionsverhalten von einer Nm-ptsH Einzelmutante, einer Nm-ptsH _ccpA Doppelmutante, der Nm-
ccpA Einzelmutante und der Nm-ptsH* Mutante im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Um mogliche
Auswirkungen der Deletion von ptsH und ccpA, sowie einem im PTS aktiven jedoch in der CCR
funktionslosem HPr erforschen zu konnen, wurde ein murines S. aureus Infektionsmodell
herangezogen, dass in der Arbeitsgruppe bereits zuvor fiir die Untersuchung des Einflusses von CcpA
auf die Infektiositdt von S. aureus genutzt wurde [9]. Sowohl anhand der makroskopischen Beurteilung
(geringere Anzahl an Abszessen) als auch in der signifikant verminderten Bakterienlast um bis zu 4-

Logstufen zeigte sich deutlich, dass die Nm-ptsH Mutanten (Einzelmutante sowie Doppelmutante) im
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Vergleich zum Wildtyp in ihrer Infektiositét stark attenuiert sind. Das Vorhandensein von HPr scheint
also fiir die Virulenz und damit auch fiir die Infektiositit und Abszessbildung von S. aureus von hoher
Bedeutung zu sein. Auch die Nm-ccp4 Einzelmutante und die Nm-p#sH* Mutante zeigten in diesem
murinen Infektionsmodell eine im Vergleich zum Wildtyp geringe Abszessbildung, wenn auch nicht im
selben Mafle wie die zuvor genannten ptsH Mutanten. Die Nm-ptsH* Mutante zeigte in vitro, wenn mit
der Nm-ccpA Einzelmutante verglichen, wie bereits zuvor beschrieben, ein verzogertes Wachstum. In
Einklang mit dieser Beobachtung zeigte sich im Rahmen des Infektionsmodelles bei der Nm-ptsH*
Mutante auch eine weniger ausgepréigte Abszessbildung in der Leber im Vergleich zur Nm-ccpA
Einzelmutante. Sowohl die Wachstumsverzogerung als auch die verminderte Abszessbildung kénnen
vermutlich nicht auf einen Glukoseaufnahmeeffekt der Nm-ptsH* Mutante zuriickzufiihren sein, da
beide Mutanten unter in vifro Kulturbedingungen einen sehr dhnlichen Glukoseimport aufweisen
(Abbildung 10). Der Umstand, dass die Nm-ptsH* Mutante im Vergleich zur Nm-ccp4 Mutante in vitro
einen verlangsamten Aminosdurekatabolismus aufweist, ldsst eher darauf schlieBen, dass fiir die
erfolgreiche Abszessbildung von S. aureus in der Maus auch ein aktiver Aminosdurekatabolismus
benotigt wird, der in der Nm-ptsH* Mutante beeintréchtigt ist. Nicht auszuschlieBen ist aber auch, dass
P-Ser-HPr, welches in der Nm-ptsH*-Mutante nicht gebildet werden kann, auch einen CcpA-
unabhingigen Einfluss auf die Virulenzregulation hat und dadurch den Unterschied in der
Abszessbildung hervorruft. In dem Gram-positiven Bakterium Streptococcus pyogenes konnte ein
solcher Einfluss bereits gezeigt werden. Die Synthese des Virulenzgenregulators Mga scheint durch P-
Ser-HPr reguliert zu werden. Mga ist fiir die Expression von Oberflichenproteinen verantwortlich, die

in der Pathogenese der Abszessbildung beteiligt sind [25].

Ein weiterer Grund fiir die geringere Infektiositit der Nm-ptsH Mutanten kdnnte durch eine verdnderte
Stoffwechsellage bedingt sein. Eine optimale Zuckeraufnahme ist fiir die Virulenz ein wichtiger Faktor.
Je besser die Glukoseverwertung ist, desto besser sind die Wachstumsbedingungen und damit verkniipft
eine verbesserte Vermehrung am Infektionsort. Durch die vollsténdige Deletion von ptsH sind das PTS
und die CCR beeintriachtigt. Dies spiegelt sich in der Virulenz der Nm-ptsH-Einzelmutante als auch in

der Nm-ptsH ccpA-Doppelmutante wider, die dhnliche geringere Bakterienlasten aufwiesen.

Eine weitere Erklarung fiir die Attenuierung der Infektiositit der ccp4 Mutanten des Stammes Newman
konnte durch einen verdnderten pH-Wert bedingt sein. Durch die Deletion von ccpA4 in der Doppel-
sowie Einzelmutante fehlt die Repression des TCA-Zyklus und dementsprechend wird Acetat nicht in
dem Mal3e innerhalb der Zelle akkumuliert und in der Folge in das Kulturmedium sezerniert, wie dies
beim Wildtyp zu beobachten ist, sondern zum Teil direkt weiter metabolisiert. In der Folge kommt es
in den Kulturen der ccp4 Mutanten zu einer verminderten Anséuerung der Kulturiiberstdnde. Im
Abszessmodell zeigten sich in den Méausen, die mit den Nm-ccp4 Mutanten infiziert wurden, eine
geringere Bakterienlast in Leber und Nieren im Vergleich zu den mit dem Wildtyp infizierten Tieren.
Hier konnte die Rolle des pH-Wertes eine wichtige Stellschraube im Infektionsprozess spielen.

Weinrick et al. untersuchten den Einfluss des pH-Wertes auf die Regulation einiger Virulenzgene in S.
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aureus und stellten fest, dass ein eher saures Milieu einen fordernden Einfluss auf die Expression von
Virulenzfaktoren hat. [128]. Dariiber hinaus konnte die Arbeitsgruppe von Leimer ebenfalls beobachten,
dass ein saurer pH-Wert die Bildung sogenannter small colony variants (SCV) fordert, welche hiufig in
Abszessen anzutreffen sind und aufgrund ihrer Stoffwechseldefekte nur schwer mit Antibiotika zu
therapieren sind [61]. In der hier vorliegenden Arbeit zeigten alle Mutanten in den Schiittelkulturen im
Vergleich zum Wildtyp einen héheren pH-Wert und mildere Infektionssymptome im Tiermodell. Einen
reprimierenden Einfluss der Mutationen auf die Transkription der Virulenzfaktoren //a und spa konnte

jedoch nicht beobachtet werden (siehe auch 5.3.1).

Interessanterweise konnte der abgeschwichte Infektionsverlauf der ptsH und ccp4 Mutanten besser in
der Leber als in der Niere beobachtet werden. Li ef al. [62] konnten diesen Umstand ebenfalls bereits in
ihren Untersuchungen zum Einfluss von CcpA auf die Virulenz von S. aureus beobachten. Dieser
organspezifische Unterschied in der Infektiositét mag physiologische als auch immunologische Griinde
haben. Die Leber ist als groBtes Stoffwechselorgan insbesondere am Energiestoffwechsel beteiligt.
AuBlerdem werden im Blut zirkulierende Bakterien in den Sinusoiden durch die lebereigenen
Makrophagen, die so genannten Kupferzellen, phagozytiert [7]. Des Weiteren wird die adaptive
Immunabwehr durch Neutrophile, die einen groBen Teil eines Abszesses ausmachen, in der Leber

hochreguliert, um die Bakterien zu eliminieren [43].

Der beobachtete mildere Infektionsverlauf nach Infektion mit der Nm-ptsH Mutanten kdnnte des
Weiteren durch genregulatoreische Effekte bedingt sein. CcpA ist bereits in S. aureus als
Masterregulator der glukosemetabolisationsabhéngigen Genexpression bekannt. Durch Transkriptom-
und Proteomanalysen konnten 155 Gene identifiziert werden, die durch CcpA in S. aureus reguliert
werden [102]. Darunter sind einige Gene zu finden, die fiir die Virulenz und den Metabolismus von S.
aureus von groBBer Bedeutung sind. Im Einklang mit den Daten von Seidl et al. [100] konnte in der hier
vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet werden, dass die Deletion von ccpA die Repression des TCA-
Zyklus in Glukose-haltigem Medium in der exponentiellen Wachstumsphase authebt. Ebenso ist CcpA
unter diesen Nahrstoffbedingungen als Repressor der Virulenzgene s/a und spa bekannt [100]. Auch
diese Beobachtung konnte in der hier vorliegenden Arbeit bestétigt werden. Eine Erkldrung fiir die
niedrigere Bakterienlast in den Lebern der mit den ptsH bzw. ccp4 Mutanten infizierten Méusen im
Vergleich zu den mit dem Wildtyp infizierten Méusen, konnte der Mangel an //a sein, da o—Hémolysin

an der Abszess-Pathogenese elementar beteiligt ist [56].

Aktuell offen bleibt, ob die mit dem Fehlen von HPr eingehende geringere Infektiositét der pzsH Mutante
im Vergleich zur ccp4 Mutante primédr auf Unterschiede im Kohlenstoffmetabolismus der Mutanten
zurlickzufiihren sind, oder ob HPr nebenden der Regulation der CcpA Aktivitit weitere
genregulatorsche Effekte auslost. Neben den bereits erwéhnten Virulenzgenen 4/a und spa kdnnten noch
weitere Gene durch die ptsH Deletion in ihrer Expression betroffen sein, wie zum Beispiel eap, c/f4 und

clfB, die alle an der Abszessentstehung beteiligt sind, aber nach bisherigem Wissenstand nicht tiber

&4



CcpA reguliert werden. Daher bietet es sich an, eine Quantifizierung dieser Gene mittels qRT-PCR in
den Nm-ptsH Mutanten durchzufiihren, um weitere Erklarungen fiir die geringere Bakterienlast und die

kleineren Abszesse der ptsH Mutante zu erhalten.

6 Zusammenfassung

1. Das Wachstum von S. aureus wird durch die Deletion von ptsH verzogert. Die
Verdoppplungszeit ist im Vergleich zum Wildtyp um circa 6 Minuten verlangsamt und die
optische Dichte um das ca. 1,8 fache reduziert. Dies spiegelt sich in allen Wachstumsphasen
wider.

2. Die ptsH Deletion in der Nm-ptsH Mutante bewirkt, verglichen mit dem Wildtyp, eine durch
den Ausfall des PTS bedingte verzogerte Glukoseaufnahme. In der Nm-ptsHH Mutante zeigte
sich eine geringere Acetat Akkumulation. Eine noch bei Anwesenheit von Glukose bereits
beginnende Acetat-Wiederaufnahme ist durch die erhdhte Aktivitit des TCA-Zyklus der Nm-
ptsH Mutante bedingt. Dies zeigte sich dadurch, dass bereits in der exponentiellen
Wachstumsphase erhdhte Transkriptlevel der TCA Zyklus und Gluconeogenese Gene citB und
pckA messbar waren. Die Deletion von ptsH bewirkt somit sehr wahrscheinlich eine Authebung
der CCR.

3. Die Deletion von ptsH in S. aureus Newman beeinflusst die Transkription wichtiger
Virulenzfaktoren kodierender Gene wie hla und spa. Diese Effekte sind insbesondere in den
frithen Wachstumsphasen zu sehen, in denen Glukose noch im Medium verfiigbar ist und lassen
darauf schliessen, dass HPr iiber die CCR einen direkten Einfluss auf die Synthese dieser
Virulenzfaktoren unter giinstigen Néhrstoffbedingungen nimmt.

4. In einem murinen Abszessmodell bewirkte die Deletion von ptsH im Stamm Newman 4 Tage
nach der Infektion eine verminderte Bakterienlast in den untersuchten Organen Leber

(Verminderung um drei bis vier Logstufen) und Niere.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die
Beobachtungen der bisherigen Forschung, dass der Stoffwechsel von S. aureus eng mit der Virulenz des
Bakteriums verbunden ist, bestitigen. Neben anderen globalen Regulatoren wie CcpA, RpiRc und CodY
konnte dem Protein HPr eine wichtige Schliisselrolle als metabolischer Regulator zugewiesen werden,
der auch die Virulenz beeinflusst. HPr besitzt eine wichtige Rolle in der CCR und ist in der Lage, den
TCA-Zyklus in der exponentiellen Wachstumsphase zu reprimieren und gleichzeitig wichtige
Virulenzfaktoren zu modulieren. Zudem ergeben sich aus dieser Arbeit erste Hinweise, dass HPr auch

losgelost von CepA den Metabolismus und die Virulenz von S. aureus beeinflussen kann.
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