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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 Zusammenfassung

Die Anheftung an Polymeroberfldchen und die nachfolgende Biofilmbildung ist der
Hauptpathogenitétsfaktor ~ bei  Fremdkorper-assoziierten — Infektionen  durch
Staphylococcus epidermidis. Die interzelluldre Adhésion wird hauptsédchlich durch das
extrazelluldre Polysaccharid PIA (polysaccharide intercellular adhesin) vermittelt. Die
Transkription des icaADBC-Lokus, welcher die fiir diec Synthese von PIA
verantwortlichen Gene codiert, unterliegt einem komplexen regulativen Netzwerk, das
den spezifischen Negativregulator IcaR mit einschliet. In vorangegangenen Arbeiten
wurde die S. epidermidis Transposon Mutante M12 charakterisiert, in der ein neuer
regulatorischer Genort inaktiviert wurde. Das Transposon Tn917 war in purR inseriert
und fiihrte zum Verlust von zwei Transkripten, die insgesamt vier Gene umfassten:
iISpE, purR, barA und barB. Es wurde angenommen, dass das kleinere Transkript,
welches fiir barA und barB kodierte von einem putativen 6" abhingigen Promotor
abgelesen wurde. Sowohl durch eine Primerverldngerungsanalyse als auch durch die
RACE-Technologie konnte dieser Promotor bestitigt werden. Die Konstruktion von
Deletionsmutanten der einzelnen Gene iSpE, purR, barA und barB in S. epidermidis
1457 zeigte eine essenzielle Funktion von BarB fiir die PTA-Synthese. Wohingegen die
Deletion von barA nur zu einer reduzierten Biofilmbildung fiihrte. Der Verlust der
Gene ispE und purR hatte keinen Einfluss auf die Biofilmbildung. Es konnte gezeigt
werden, dass der biofilmnegative Phédnotyp von S. epidermidis 1457barB aus einer
stark verminderten icaA-Transkription nicht aber aus einer erhohten icaR-
Transkription resultierte. Die Biofilmbildung konnte auch durch Supplementierung des
Wachstumsmediums mit 3 % NaCl oder 3 % Ethanol nicht wieder induziert werden.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Regulatoren BarA, BarB (einzeln
und in Kombination beider), 6” sowie das agr-System einen erheblichen Einfluss auf
das intrazelluldre Proteom ausiiben. In den entsprechenden Mutanten wurde ein
GroBteil der Proteine im Vergleich zum Wildtyp verdndert reguliert. Leider konnte nur
ein Teil der Proteine identifiziert werden, darunter befanden sich jedoch viele Enzyme
des Energiemetabolismus. Auch das extrazelluldre Proteom wurde stark verdndert.
Hier wurde ein Paradoxon beschrieben, welches zeigt, dass die Einzeldeletionen der
Gene barA und barB jeweils zu einer Induktion der extrazelluldren Proteaseexpression
fithrten, jedoch die Doppelmutante S. epidermidis 1457barAB sowohl eine verminderte
Proteaseaktivitdt als auch eine verringerte Transkription der extrazelluldren Proteasen

aufweist.



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 2

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Staphylokokken

Nach aktueller Taxonomie werden Staphylokokken der Familie der
Staphylococcaceae zugeordnet, welche die fiinf Gattungen Staphylococcus, Gemella,
Jeotgalicoccus, Macrococcus und Salinicoccus umfasst. Derzeit werden 66 Spezies,
inklusive Subspezies, der Gattung Staphylococcus zugeschrieben. Staphylokokken
sind gram-positive, unbewegliche, kokkenférmige, nicht sporenbildende Bakterien
mit niedrigem GC-Gehalt, die, mit wenigen Ausnahmen, fakultativ anaerob wachsen.
Haut, Hautdriisen und Schleimhdute warmbliitiger Tiere sind typische Habitate der
Bakterien. So kommen sie auch beim Menschen als Kommensalen der Haut vor.

In der Humanmedizin werden Staphylokokken anhand des Plasma-Koagulase-
Testes unterteilt (Sperber and Tatini, 1975). Der wichtigste Vertreter der Koagulase-
positiven Staphylokokken ist Staphylococcus aureus. Er besiedelt bei 20-30 % der
Bevolkerung als Kommensale die Nasenschleimhaut (Wertheim et al., 2005; van
Belkum A., 2006), besitzt jedoch ein hohes pathogenes Potential. Der Keim kann
eine Reihe von verschiedenen Erkrankungen verursachen. Dazu zéhlen eitrige
Hauterkrankungen  (Furunkel, = Karbunkel, = Abszefl), = Lungenentziindung,
Endokarditis, Osteomyelitis, Mastitis sowie die Sepsis. Durch Toxine konnen weitere
Erkrankungen wie Lebensmittelvergiftungen, das staphylococcal-toxic-shock-
Syndrom oder das staphylococcal-scaled-skin-Syndrom ausgelost werden (Projan
and Novick, 1997; Tenover and R.Gaynes, 2000). Ein haufiger Vertreter der
Koagulase-negativen Staphylokokken (KNS) ist Staphylococcus epidermidis. Der
Keim ist opportunistischer Bewohner der Hautflora, der lange, mit Ausnahme der
neonatalen Endokarditis, als apathogen galt (Caputo et al., 1987). Da er nur bei
Patienten mit supprimiertem Immunsystem, wie AIDS-Patienten oder Patienten mit
immunsuppressiver Therapie zu Erkrankungen fiihrte (Ziebuhr, 2001; Vadyvaloo and
Otto, 2005). Bei gesunden Patienten verursacht S. epidermidis nur nach Penetration
der Haut oder der mukdsen Membranen Erkrankungen wie Sepsis oder Endokarditis
(Arber et al., 1994; Vuong and Otto, 2002; Kocianova et al., 2005). Mittlerweile hat
S. epidermidis als nosokomialer Erreger grole Bedeutung gewonnen. KNS bilden
heute eine der Hauptursachen nosokomial erworbener Bakteridmien und
Fremdkorper-assoziierter Infektionen, die zu erhohter Morbiditit und Mortalitit

fiihren (Kloos and Bannerman, 1994; Rupp and Archer, 1994). In etwa zwei Drittel
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dieser Infektionen ist der Erreger S. epidermidis (Darouiche, 2004; Zimmerli et al.,
2004). Der Spezies kommt durch die Fdhigkeit zur Biofilmbildung eine enorme
Bedeutung bei Infektionen von intravasalen Kathetern, Liquorshunts, Endoprothesen
sowie kiinstlichen Herzklappen oder Gelenken zu. Die Behandlung solcher
Infektionen ist oft kompliziert und eine Heilung meist nur durch Entfernung des

Fremdmaterials zu erreichen (Kloos and Bannerman, 1994).

2.2 Fremdkorper-assoziierte Infektionen

Die Fremdkorper-assoziierte Infektion zdhlt zu den haufigsten Infektionen durch
S. epidermidis (Vuong and Otto, 2002). Dabei ist das klinische Bild der Infektion
abhingig von der Insertionsstelle und der Art des Fremdkorpers (Heilmann and
Peters, 2001). Sicherlich tragt auch der vermehrte Einsatz von Fremdmaterialien in
der Humanmedizin und die steigende Zahl an ernsthaft erkrankten und
immunkomprimierten Patienten zu dem Anstieg der Fremdkorper-assoziierten
Infektionen bei (Raad et al., 1998).

Der Ursprung der Organismen, die die Infektion auslosen, kann vielfiltig sein.
Zundchst kann es zu einer Verschleppung der Bakterien von der Haut in die
Insertionsstelle kommen. Weiterhin kann es auch zu einer Kontamination aus der
Luft kommen. Beschricben wurden ebenfalls Ubertragungen der Keime vom
Operateur oder dem  Pflegepersonal. Risiken  stellen ein  langer
Krankenhausaufenthalt, mehrere chirurgische Eingriffe und die Dauer der Operation
dar (Choong and Whitfield, 2000).

Insbesondere die Fahigkeit der Bakterien zur Bindung an implantierte
Oberfliachen und die Bildung von mehrschichtigen Biofilmen fiihrt zu threm hohen
pathogenen Potential. Biofilme sind charakterisiert durch eine Reduzierung der
basalen zelluliren Prozesse und durch eine Induktion von protektiven Faktoren
(Kong et al., 2006). Die Bakterien schiitzen sich durch eine verminderte Sensitivitit
gegeniiber Antibiotika, Zytokinen und antimikrobiellen Peptiden. Sie wechseln in
einen weniger aggressiven Status (Transkription und Translation, verringerter
Metabolismus sowie Wechsel zur Fermentation) und fiihren so zu einer verminderten
Entziindung und Chemotaxis (Yao et al., 2005). Ferner zeigen S.epidermidis
Stimme in Fremdkdorper-assoziierten Infektionen ein erhebliches Antibiotika-
resistenzmuster gegeniiber Methicillin, Chinolonen und Glycopeptiden (Raad et al.,
1998; Ziebuhr et al., 2006). Biofilme sind deshalb nur sehr schwer zu eradizieren
(Gilbert et al., 1997; Costerton, 1999). Dafiir gibt es verschiedene Ursachen, die in
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Kapitel 2.6 ndher vorgestellt werden. Zellen im Biofilm weisen eine verminderte
Wachstumsrate auf und bieten somit Antibiotika, die in den Stoffwechsel der
Bakterien eingreifen, kaum Angriffspunkte (Handke et al., 2004; Harrison et al.,
2004). Daher werden in der Behandlung derartiger Infektionen héufig
Kombinationen aus zwei oder mehr Antibiotika eingesetzt (Saginur et al., 2006). So
wird ein breiteres Antibiotikaspektrum abgedeckt und es werden geringere
Antibiotikakonzentrationen bendtigt. Auch eine prophylaktische Antibiotikagabe vor
Operationen wird eingesetzt, jedoch traten auch bei dieser Behandlung Infektionen
auf (O'Gara and Humphreys, 2001). Zum anderen wird die Behandlung zusitzlich
erschwert durch die Bestimmung der Resistenzspektren der planktonischen Zellen,
die aufgrund der differentiellen Lebensweise der Zellen im Biofilm, nicht mit den
Resistenzen des Biofilms iibereinstimmen (Choong and Whitfield, 2000; Knobloch,
2005). Als Konsequenz muss in den meisten Féllen das Fremdmaterial fiir eine

Ausheilung entfernt werden.
2.3 Molekulare Grundlagen der Biofilmbildung

Weitreichende Biofilmforschung in vielen Organismen hat gezeigt, dass die
Biofilmbildung einen mehrphasigen Prozess darstellt (Abbildung 2-1), der eine
initiale Anheftung, eine Reifungsphase und das Ablosen der Bakterien aus dem
Biofilm umfasst. Die Phasen unterscheiden sich physiologisch und bendtigen
verschiedene Faktoren. In der Ablosungsphase werden einzelne Zellen oder
Zellaggregate aus dem Biofilm freigesetzt. Es wird angenommen, dass diese Phase

entscheidend fiir die weitere Verbreitung der Bakterien ist.
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Verbreitung

O O\

Kolonisierung (¢

Anheftung —) Reifung —) Ablésung
Spezifische Proteininteraktion, PIA (Polysaccharide PSMs
MSCRAMMS, unspezifische intercellular adhesion),

Interaktionen, Teichonsauren, Proteine

Oberflachenproteine, hydrophobe (Aap)
Wechselwirkungen, AtIE

Abb. 2-1 Phasen der Biofilmbildung nach M. Otto 2008

Biofilme entstehen durch Anlagerung der Bakterien an eine Oberfliche. Diese Oberflaichen
konnen Gewebe aber auch abiotische Strukturen, nach Umbhiillung dieser mit Matrix-
proteinen, darstellen. Die Anlagerung erfolgt unspezifisch direkt an die Polymeroberfliche
oder iiber spezifische Proteininteraktionen. AnschlieBend wéchst und reift der Biofilm.
Dabei werden die Zellen hauptsdchlich durch das extrazelluldre Polysaccharid PIA sowie
durch Teichonsduren und Proteine, wie das accumulation associated protein Aap,
zusammengehalten. SchlieBlich kommt es zur Ablosung und Freisetzung von Zellen, die sich
nun wieder weiter verbreiten konnen. Dabei spielen kleine Peptide sogenannte phenol
soluble modulins (PSMs) eine wichtige Rolle (Otto, 2008).

2.3.1 Anheftung

Die Anheftung der Bakterien an den Fremdkorper ist ein komplexes
Zusammenspiel von Bakterien-, Material- und Wirtsfaktoren. Die Beschaffenheit des
Fremdmaterials scheint dabei von Bedeutung zu sein. Beispielsweise resultiert die
Behandlung von Polyurethan mit Polyethylenoxid in einer verminderten Adhésion,
Kolonisation und Biofilmbildung (Patel et al., 2007). Die Anheftung an abiotische
Oberflachen ist abhidngig von unspezifischen und physiochemischen Variablen, wie
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen, van der Waals Krifte,
Oberflachenspannung, sterische Bedingungen und Temperatur (Dunne, Jr., 2002). Es
konnten aber auch spezifische Wechselwirkungen mit den Oberflachenproteinen
SSP-1 und SSP-2 gezeigt werden (Veenstra et al., 1996). AuBlerdem scheint das
Autolysin AtIE ebenfalls eine Rolle zu spielen, da es sowohl an konditionierten als
auch an nicht-konditionierten Oberflachen aktiv ist (Heilmann et al., 1997).

Schon kurz nach der Implantation des Fremdmaterials kommt es zu einer
Uberschichtung mit wirtseigener Matrix. Daher stellt sich die Frage, welche
Bedeutung den oben geschilderten Interaktionen bei humanen Infektionen tatsdchlich

zukommt. Moglicherweise ist in vivo die spezifische Interaktion mit der
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extrazelluliren Matrix von entscheidenderer Bedeutung. Hierzu besitzt
S. epidermidis  zwolf sogenannte  MSCRAMM  Proteine (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules) (Gill et al., 2005). Dabei handelt
es sich um spezifische Bindeproteine, die Matrixproteine wie Fibrinogen und
Fibronektin binden konnen (Patti and Hook, 1994; Patti et al., 1994). Oftmals sind
sie in der Lage verschiedene Proteine zu binden. Sie besitzen eine Binde- und eine
Zellwanddoméne und einige werden kovalent durch Sortasen an das Peptidoglycan
der Zellwand gebunden (Marraffini et al., 2006). Tabelle 2-1 zeigt relevante

Proteine, die mit der Matrix interagieren.

Tab. 2-1 Ausgewihlte Oberflichenproteine, die extrazelluldre Matrix binden

Protein Matrixbestandteil Referenz

AtlE Vitronektin Heilmann et al., 1997
Aae Vitronektin, Fibronektin, Fibrinogen =~ Heilmann et al., 2003
Fbe (SdrG) Fibrinogen Nilsson et al., 1998
SdrF, SdrH McCrea et al., 2000
Embp Fibronektin Williams et al., 2002
GehD Kollagen Bowden et al., 2002

Ferner wurde beschrieben, dass auch Teichonsduren, Bestandteile der Zellwand,

an immobilisiertes Fibronektin binden (Hussain et al., 2001).

2.3.2 Akkumulation und Reifung
Die Akkumulation und Reifung des Biofilms ist charakterisiert durch
interzelluldre Aggregation, die durch Exopolymere (Kohlenhydratstrukturen, aber

auch Proteine) und durch strukturierende Kréfte innerhalb des Biofilms erreicht wird.

2.3.2.1 Adhisive Krifte (Aggregation)

Die Produktion von Faktoren, die die interzelluldre Adhédsion vermitteln, fithrt zur
Aggregation. Dazu zdhlt in erster Linie das extrazelluldre Polysaccharid PIA
(polysaccharide intercellular adhesin) sowie die biofilmassoziierten Proteine Aap
(accumulation associated protein) und Bhp (Bap homologue protein). PIA ist der
Hauptbestandteil der extrazelluliren Kohlenhydratmatrix von S. epidermidis, der
essenziell fir die Akkumulation der Bakterien ist (Mack et al., 1992; Mack et al.,
1994; Ziebuhr et al., 2006). PIA ist ein lineares B-1,6-verkniipftes Glukosaminglykan
aus N-Acetylglukosaminresten. Das Molekiil enthdlt ca. 15 % de-N-acetylierte
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Aminogruppen und ist mit Succinat- und Phosphatresten substituiert. Das gesamte
Molekiil besitzt eine positive Ladung (Mack et al., 1996a). Dadurch ist PIA in der
Lage mit der negativ geladenen Zelloberfliche, bspw. benachbarten
Polysaccharidstrangen, Zellwandbestandteilen wie Teichonsduren oder Lektinen, zu
interagieren. Synthetisiert wird PIA durch die Enzyme, die im intercellular adhesin
(ica) Operon codiert werden (Mack et al., 1994; Heilmann et al., 1996; Mack et al.,
1996b). Das Operon besteht aus den vier Genen iCAADBC. IcaA ist eine N-
Acetylglukosaminyltransferase, die zur optimalen Aktivitit IcaD benétigt (Gerke et
al., 1998). IcaB stellt die Deacetylase dar und IcaC ist ein Transmembranprotein und
spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der Externalisierung, Elongation und
Translokation des Polysaccharidstranges (Vuong et al., 2004a).

Es wurde gezeigt, dass der ica-Lokus und die PIA-Expression wichtige Parameter
fiir die Kolonisation von implantierten Kathetern im Tiermodell sind (Rupp et al.,
1999a; Rupp et al., 1999b; Rupp et al., 2001). In einem Modell, in dem
Gewebekidfige mit Katheterstiicken, die mit Wirtsproteinen bedeckt waren,
implantiert wurden, fiihrte die PIA—Expression jedoch zu einer geringeren
Kolonisation (Fluckiger et al., 2005). Diese Beobachtung gibt einen Hinweis darauf,
dass S. epidermidis unterschiedliche Mechanismen der Biofilmbildung entwickelt
hat.

In der Vergangenheit wurden S. epidermidis Isolate beschrieben, die einen
biofilmpositiven Phénotyp aufwiesen, aber denen der ica-Lokus fehlte (Ninin et al.,
2006; Qin et al., 2007). Es wurde ein alternativer Mechanismus der Biofilmbildung
beschrieben, der eine extrazellulire Matrix aus Proteinen besitzt (Hennig et al.,
2007). Aap ist in einigen Stdmmen essenziell fiir die Entstehung eines Biofilms und
entgegen fritheren Annahmen konnte gezeigt werden, dass das Protein interzelluldre
Adhision und einen PIA-unabhingigen Biofilm vermitteln kann (Rohde et al., 2005).
Aap ist ein Zellwandprotein, das auch in den Extrazellularraum sekretiert werden
kann. Es besteht N-terminal aus 16 Aminosiure repeats, einer A-Region, einer B
repeat Region, 19 prolinreichen tandem repeats, einer Sortase-Erkennungssequenz
und einem positiv geladenen cytoplasmatischen Schwanz (Bowden et al., 2005). In
der B repeat Region kann die Anzahl der Wiederholungen variieren (Rohde et al.,
2004; Monk and Archer, 2007). Diese Region des Proteins enthélt G5-Doménen, die
N-Acetylglukosamin binden koénnen (Bateman et al.,, 2004) und damit die

Verbindung zu PIA erméglichen. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass Aap durch
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Proteasen der Staphylokokken prozessiert werden muss, um die Bildung des
Biofilms vermitteln zu kénnen (Rohde et al., 2005; Banner et al., 2007). Ein weiteres
Oberflachenprotein, Bap (biofilm associated protein) spielt eine Rolle im
proteinvermittelten Biofilm und wurde bei Isolaten aus boviner Mastitis beschrieben
(Cucarella et al., 2004; Tormo et al., 2005a). Ein Homolog von Bap tritt in humanen
S. epidermidis Stammen auf (Zhang et al., 2003; Gill et al., 2005), scheint aber bei
humanen Infektionen keine entscheidende Rolle zu spielen (Rohde et al., 2004;
Hennig et al., 2007).

2.3.2.2 Disruptive Krifte (Biofilmstrukturierung)

Eine reife Biofilmstruktur enthilt fliissigkeitsgefiillte Kanéle, die wahrscheinlich
der Versorgung der Zellen mit Nihrstoffen und Sauerstoff sowie der Entfernung von
metabolischem Abfall dienen (Habash and Reid, 1999). Mdoglicherweise trigt eine
unterschiedliche PIA-Expression der Zellen im Biofilm zu dieser Strukturierung bei
(Otto, 2008). Neuere Ergebnisse zeigen jedoch, dass das agr-Quorum sensing
System eine Schliisselrolle bei der Ablosung und damit auch bei der Strukturierung
der Biofilme einnimmt (Yarwood et al., 2004; Vuong et al., 2004b). Es kommt zur
Expression einer Gruppe amphipatischer Peptide, den sogenannten phenol soluble
peptids (PSMs). Diese lassen sich in zwei Klassen einteilen. Die o-Gruppe hat eine
Grofle von etwa 20 Aminoséduren, wohingegen Peptide der B-Gruppe ca. eine Lange
von 40-45 Amonisduren aufweisen. In noch jungen Biofilmen kommt es zu einer
Verschiebung zugunsten der B-Gruppe, die zu einem Abldsen von Zellclustern fiihrt
(Yao et al., 2005) und wahrscheinlich Hohlrdume in dem wachsenden Biofilm
verursacht (Otto, 2008). PSMs sind oberflichenaktive Molekiile und wurden
urspriinglich als proinflammatorische Peptide beschrieben, zu denen auch das 6-
Toxin, welches von der regulatorisch aktiven RNAIII kodiert wird, zéhlt (Mehlin et
al., 1999). 6-Toxin hemmt hydrophobe Interaktionen zwischen Bakterien und
verringert die Oberflachenspannung und fiihrt damit zum Abldsen von Bakterien aus

der Biofilmmatrix (Vuong et al., 2003).

2.3.3 Ablésung
Krifte, die zur Strukturierung des Biofilms genutzt werden, lassen sich kaum von
den Mechanismen zur Ablosung von Zellen aus dem Biofilm trennen. Daher spielen
die oben beschriebenen, durch das agr-System regulierten Faktoren, auch bei der

Ablosung von Zellen aus dem Biofilm eine wichtige Rolle (Yarwood et al., 2004;
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Vuong et al., 2004b). Es konnte gezeigt werden, dass Zellen in den oberen Schichten
des Biofilms agr exprimieren und diese Zellen aus dem Biofilm freigesetzt werden.
Weitere Faktoren, wie Wachstumsbedingungen, Scherkréfte oder ein Abbruch der
Expression der biofilmbildenden extrazelluliren Matrix konnen zur Herauslosung

von Zellen aus dem Biofilm fiihren (Yarwood et al., 2004; Otto, 2008).

2.4 Regulation der Biofilmbildung
Die Biofilmbildung ist eine komplexe Lebensweise, die zu grolen Verdnderungen
in den Zellen fiihrt. Daher wird dieser Prozess auch auf verschiedenen Ebenen und

durch eine Vielzahl von Regulatoren gesteuert wird.

2.4.1 Umwelteinfliisse

Fiir eine groe Anzahl an dufleren Bedingungen konnte ein Einfluss auf die
Biofilmbildung gezeigt werden. So wird die Biofilmbildung bspw. durch
Eisenmangel, Sauerstofflimitation und erhohte Temperaturen gefordert (Deighton
and Borland, 1993; Rachid et al., 2000a; Rachid et al., 2000b; Cramton et al., 2001).
Auch eine erhohte Osmolaritdt und Glukosekonzentration im Wachstumsmedium
induzieren die Biofilmbildung (Mack et al., 1992; Rachid et al., 2000b; Knobloch et
al., 2001; Fitzpatrick et al., 2002; Dobinsky et al., 2003). Des Weiteren kommt es
zur Induktion der Biofilmbildung duch subinhibitorische Konzentrationen von
Antibiotka, Desinfektionsmitteln und Ethanol (Rachid et al., 2000c; Fitzpatrick et al.,
2002; Knobloch et al., 2002b).

2.4.2 Regulation der Exopolysaccharidsynthese

Die meisten der oben beschriecbenen Umwelteinfliisse wirken auf die
Biofilmbildung durch Verdnderungen der PIA-Expression. Es wurden einige Genorte
gezeigt, deren Deletionen zu einer Erhohung oder Abschaltung der PIA-Expression
fiihrten. Neben dem spezifischen Negativregulator IcaR, der die Transkription von
icaADBC durch Bindung an die DNA reprimiert, gibt es noch weitere Regulatoren
(Conlon et al., 2002; Gotz, 2002; Jefferson et al., 2003). Der Verlust der globalen
Regulatoren SarA bzw. ¢® wirkt sich negativ auf die Biofilmbildung aus (Knobloch
et al., 2001; Tormo et al., 2005b), wohingegen die Deletion des luxS Gens, einem
Bestandteil eines Quorum sensing Systems in Staphylokokken, zu einer gesteigerten
Biofilmbildung fiihrt (Xu et al., 2006).
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Durch Transposonmutagenese konnten, auler dem icaADBC-Lokus, noch drei
weitere Genorte identifiziert werden, die ebenfalls zu einem biofilmnegativen
Phénotyp fiihrten (Mack et al., 2000; Knobloch et al., 2003). Die S. epidermidis
Mutante M 15 trug die Tn917 Insertion in rsbU, dem Gen fiir den Positivregulator des
alternativen Sigmafaktors o (Knobloch et al., 2001). Durch Etablierung von
Deletionsmutanten im c° -Operon konnte gezeigt werden, dass der Sigmafaktor die
Transkription des Negativregulators IcaR reprimiert und damit die icaADBC-
Transkription positiv beeinflusst (Knobloch et al., 2004a). Jedoch kann diese
Regulation durch Ethanol iiber einen noch unbekannten Mechanismus aufgehoben
werden und die Biofilmbildung wieder induziert werden. Dies spricht fiir zwei
unabhingige Regulationswege, welche die PIA-Synthese beeinflussen.

S. epidermidis M12 trdgt die Transposoninsertion in einem Homolog zu purR aus
S. aureus, Bacillus subtilis und Lactococcus lactis (Knobloch et al., 2003). PurR
besitzt negativ-regulatorische Aktivitdt in der Purinsynthese in B. subtilis (Weng et
al.,, 1995; Weng and Zalkin, 2000) und wirkt positiv in L. lactis (Kilstrup and
Martinussen, 1998). Eine direkte Wirkung von PurR auf icaADBC oder icaR ist
unwahrscheinlich, da die Gene nicht iiber ein Bindemotif des Regulators verfiigen.
Vor der Insertionsstelle des Transposons befindet sich jedoch ein putativer o°-
abhingiger Promotor und moglicherweise resultiert der biofilmnegative Phénotyp
aus dem Verlust der strangabwirts gelegenen Gene barA und barB (Knobloch et al.,
2003; Knobloch et al., 2004b; Mack et al., 2007). Dieser Fragestellung sollte in der
vorliegenden Arbeit weiter nachgegangen werden.

Ein weiterer Positivregulator der PIA-Synthese wurde in der Mutante M17
inaktiviert. Das Transposon zerstort einen offenen Leserahmen unbekannter Funktion
und der biofilmpositive Phinotyp kann durch Zugabe von N-Acetylglukosamin zum
Wachstumsmedium wieder hergestellt werden (Rohde et al., 2001; Knobloch et al.,
2003).

Bei SarA handelt es sich um einen Positivregulator der PIA-Synthese, der
unabhéngig von IcaR, durch Bindung an den Promotorbereich von icaADBC dessen
Transkription beeinflusst (Tormo et al., 2005b). SarA selbst besitzt drei Promotoren,
von denen einer o°-abhingig transkribiert wird (Fluckiger et al., 1998).
Uberraschenderweise scheinen jedoch die Mechanismen in denen SarA und ¢® auf
die Biofilmbildung wirken unterschiedlich zu sein, da o°, wie schon beschrieben,

iber ein unbekanntes Intermediat die icaR Transkription reprimiert (Knobloch et al.,
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2004¢). Die unterschiedliche Regulation wird weiter verdeutlicht durch die
Beobachtung, dass die icaADBC Transkription in einer sarA Mutante, welche durch
Intergration eines Insertionselements (IS256) generiert wurde, unter bestimmten
Umweltbedingungen das Wildtypniveau erreicht, aber trotzdem kein PIA
synthetisiert (Conlon et al., 2004). Dies deutet auf einen weiteren SarA-abhingigen
Regulationsweg hin, der auf posttranskriptioneller Ebene erfolgen muss.

Erst kiirzlich wurde SarZ als wichtiger Transkriptionsregulator der
Biofilmbildung in S. epidermidis 1457 beschrieben. Wang et al. haben gezeigt, dass
SarZ sowohl die primire Anheftung als auch die PIA Produktion reguliert.
Untersuchungen der Genexpression ergaben, dass SarZ zu einer erheblichen
Induktion aller Gene des ica Operons fiihrte (Wang et al., 2008). Dariiber hinaus
konnte eine verstirkte Expression der extrazelluldiren Proteasen von S. epidermidis
gezeigt werden (Wang et al., 2008). Weiterhin zeigen sarZ Mutanten von
S. epidermidis und S. aureus eine reduzierte Virulenz in verschiedenen Modellen
Biofilm-assoziierter Infektionen (Kaito et al., 2006; Wang et al., 2008).

Eines der beiden Quorum sensing Systeme in S. epidermidis, das LuxS-System,
wirkt der PIA-Synthese entgegen (Xu et al., 2006). LuxS ist verantwortlich fiir die
Synthese des AI-2 (autoinducer 2), der der Kommunikation innerhalb der eigenen
Spezies dient (Surette et al., 1999; Winans, 2002). Die Deletion des Gens resultiert in
einer verstarkten Transkription des iCaADBC-Lokus und schlieBlich in einer
verstirkten Biofilmbildung (Xu et al., 2006).

Durch die intensive Forschung iiber die Regulation der PIA-Synthese und des ica
Operons, wird immer deutlicher, dass dies ein komplexes Netzwerk darstellt
(Abbildung 2-2). Ein besseres Verstindnis der Mechanismen der Biofilmbildung
wird zur Entwicklung von Methoden fiihren, die der Bekdmpfung biofilmassoziierter

Infektionen dienen werden.
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Abb. 2-2 Modell der Biofilmregulation in S. epidermidis (Mack et al., 2006)

PIA wird durch die Proteine IcaA, IcaD, IcaB und IcaC synthetisiert, die in einem
gemeinsamen Operon codiert werden. Divergent zu dem Operon wird dessen spezifischer
Repressor IcaR codiert. Die Transkription von icaR wird negativ durch c” iiber ein
unbekanntes Intermediat und Ethanolstimulation reguliert. Die Aktivitit des Sigmafaktors
wird durch eine regulatorische Kaskade aus Antisigmafaktor RsbW, Anti-Antisigmafaktor
RsbV und der RsbV-spezifischen Phosphatase RsbU reguliert. Transkription von icaADBC
wird, auBer durch IcaR, durch weitere Genprodukte beeinflusst. SarA und PurR (oder BarA
und BarB) iiben einen positiven Effekt auf die PIA-Synthese aus. Wohingegen das luxS
Quorum sensing System reprimierend auf die icAADBC Transkription wirkt. Neben der
transkriptionellen Regulation von icAADBC wird die PIA-Synthese durch ein Glukose-
abhingiges regulatorisches Protein positiv beeinflusst. Die primédre Adhésion (AtlE,
MSCRAMM) wird negativ durch das agr Quorum sensing System reguliert (2.4.3). Gene
sind in Rechtecken dargestellt und Proteine in Ovalen.

2.4.3 Regulationen durch das agr-System

Das agr-System (accessory gene regulator) stellt das zweite in Staphylokokken
beschriebene Quorum sensing System dar (Novick, 2003). Das System besteht aus
vier Genen (agrA, agrC, agrD und agrB), die kotranskribiert werden, und dem
Effektormolekiil RNAIII, welches auch fiir das 8-Toxin kodiert (Peng et al., 1988;
Novick, 2003). AgrD kodiert fiir das autoinducing peptide (AIP), welches von AgrB
proteolytisch prozessiert und exportiert wird. Fiir die Aktivitit von AIP ist die
Thiolaktonringstruktur essenziell. AIP bindet an den membrangebundenen Rezeptor
ArgC des AgrC/AgrA Zwei-Komponenten-Systems. Wird ein Schwellenwert der

AIP-Konzentration erreicht, kommt es zur Phosphorylierung des response Regulators
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AgrA durch die Sensorkinase AgrC. Phosphoryliertes AgrA aktiviert zusammen mit
SarA die zwei agr Promotoren P2 und P3, die zur Induktion bzw. Autoinduktion des
agr-Systems und zur Synthese von RNAIII fithren. Diese reguliert darauthin die
Transkription von weiteren Zielgenen direkt und tiber zusitzliche intrazelluldre
Regulatoren, wie bspw. das Zweikomponentensystem saeRS (Novick, 2003).

Das System wird beim Ubergang von der exponentiellen zur stationdren
Wachstumsphase aktiviert. Hier kommt es zu einer Herabregulation von
Oberflachenproteinen und einer Induktion von Virulenzfaktoren (Vuong et al.,
2000). In S. aureus wurde gezeigt, dass homololge AIPs zu einer Induktion fiihren,
wohingegen heterologe Peptide das System reprimieren (Ji et al., 1997). Das agr-
System reguliert zum groflen Teil die Expression von extrazelluldren Lipasen und
Proteasen, wozu auch die Serinprotease (SE1543), die Cysteinprotease (SE0184) und
die Metalloprotease (SE2219) zéhlen (Vuong et al., 2000; Yao et al., 2006; Batzilla
et al., 2006).

Es wurde gezeigt, dass es in der stationdren Phase von in Biofilmen lebenden
S. epidermidis Zellen zu einer geringeren Expression von agr kommt, verglichen zu
planktonisch lebenden Zellen (Yao et al., 2005). Die agr Deletion in S. epidermidis
fiihrte zu einer signifikant starkeren Biofilmbildung verglichen zum Wildtyp (Vuong
et al., 2003). Die Zellen adhédrierten wesentlich besser an Polystyren und humane
Epithelzellen (Vuong et al., 2003; Vuong et al., 2004b). AtIE, ein wichtiges Protein
zur primiren Anheftung der Zellen, wurde in den friihen Wachstumsphasen durch
die agr Deletion klar induziert und akkumuliert, was die bessere Anheftung erklart
(Vuong et al., 2003; Yao et al., 2006; Batzilla et al., 2006; Mack et al., 2007).
Weiterhin wurde beobachtet, dass die Biofilme der agr Deletionsstimme dicker
waren als die des Wildtyps (Vuong et al., 2004b). Dies weist auf eine Beteiligung
von Faktoren hin, die in die Akkumulation des Biofilms involviert sind oder auf eine
geringere Ablosung der Zellen aus dem Biofilm. Messungen von icaADBC, PIA und
Aap zeigten allerdings keine signifikanten Verdnderungen (Vuong et al., 2003; Yao
et al., 2006; Batzilla et al., 2006). Zur Aktivierung bendtigt Aap Proteaseaktivitit,
wird aber bei sehr hoher proteolytischer Aktivitdt auch schnell abgebaut (Rohde et
al., 2005). Die Repression von Proteasen durch die agr Deletion kdnnte somit zu der

verstiarkten Akkumulation indirekt beitragen (Hussain et al., 1997; Sun et al., 2005).
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Dartiber hinaus reguliert das agr-System die Expression der PSMs und spielt auch
dadurch bei der Strukturierung des Biofilm und der Ablosung von Zellen aus dem

Biofilm eine entscheidene Rolle (2.3.2.2 und 2.3.3).

2.5 Physiologie der Biofilme

Mittlerweile gibt es drei Genomanalysen, die das Transkriptionsmuster von
Staphylokokken im Biofilm darstellen. Davon wurden zwei in S. aureus und eine in
S. epidermidis durchgefiihrt (Beenken et al., 2004; Resch et al., 2005; Yao et al.,
2005). Weiterhin wurden diese Studien durch eine Proteomanalyse bestitigt,
allerdings arbeiteten Resch et al. sowohl in der Transkriptions- als auch in der
Proteomanalyse mit einer natiirlichen agr Mutante (Resch et al., 2006).
Ubereinstimmend lisst sich sagen, dass die Zellen im Biofilm Prozesse aktiver
Zellen herunterregulieren, wie Protein-, DNA- und Zellwandbiosynthese.
Wohingegen Fermentationsprozesse, aufgrund der niedrigen Sauerstoffkonzen-
trationen im Biofilm, induziert werden. Die Induktion von Urease- und
Arginindeiminase-Stoffwechselwegen fithrt zur Produktion von Ammonium,
welches aus der Zelle in das umgebende Medium sezerniert wird. Dies wurde als
Gegenregulation zu den niedrigen pH-Werten des Mediums, die durch fermentative
Stoffwechselprodukte entstehen, erklért (Beenken et al., 2004). Alle Untersuchungen
zeigten, dass sich Zellen im Biofilm stark von stationir wachsenden, planktonischen
Zellen unterscheiden.

Dariiber hinaus konnte ein Einfluss des Citratzyklus auf die Biofilmbildung
gezeigt werden. Eine Hemmung des Citratzyklus fiihrt zu einer Verschiebung von
Kohlenstoffintermediaten hin zur Synthese von PIA (Vuong et al., 2005). PIA wird
aus mit UDP aktiviertem N-Acetylglukosamin synthetisiert (Gerke et al., 1998),
welches tiber mehrere Schritte aus Fruktose-6-Phosphat hergestellt wird. Fruktose-6-
Phosphat ist ein Intermediat, welches aus Glukose in der Glykolyse entsteht und
durch eine verminderte Aktivitit des Citratzyklus akkumuliert und so vermehrt zur

Synthese von PIA bereitsteht.

2.6 Resistenz gegeniiber Antibiotika und der Wirtsabwehr

S. epidermidis Infektionen in Zusammenhang mit Biofilmen auf implantierten
medizinischen Fremdkorpern sind schon lange bekannt (Peters et al., 1981; Marrie et
al., 1982). Trotzdem steht die Medizin noch heute vor grolen Problemen in der

Therapie derartiger Infektionen (Go6tz and Peters, 2000). Es scheint, dass Zellen im
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Biofilm resistenter gegeniiber einer Vielzahl von Antibiotika sind als planktonisch
lebende Zellen (Costerton et al., 1999). In der Literatur finden sich Studien iiber
verschiedene Faktoren, die hieran beteiligt sein konnten. Dazu gehort, dass die
Wirkstoffe nicht ihre Ziele erreichen, sei es durch verminderte Diffusion,
blockierende Oberflichenmolekiile oder aktive Ausschleusung, aber auch die
Expression spezifischer Resistenzfaktoren wird diskutiert (Yao et al., 2005; de
Araujo et al., 2006; Saginur et al., 2006; McCann et al., 2008). In den meisten
Studien wurde das Uberleben der Zellen in einem etablierten Biofilm gemessen und
nicht deren Wachstum. Vergleicht man dies zu exponentiell wachsenden
planktonischen Zellen, ergibt sich schon aus dem aktiveren Metabolismus dieser
Zellen eine gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber diversen Antibiotika, da die
Targets antimikrobieller Substanzen aktive zelluldre Prozesse darstellen. Tatsdchlich
konnte aber gezeigt werden, dass Antibiotika, wie Fluorochinolone sehr gut durch
die Kohlenhydratmatrix von Biofilmen Gram-negativer Bakterien diffundieren
konnen (Shigeta et al., 1997; Vrany et al., 1997; Ishida et al., 1998; Anderl et al.,
2000; Stewart and Costerton, 2001; Ehrlich et al., 2004). Mittlerweile konnte gezeigt
werden, dass die Mehrheit der Zellen im Biofilm durch klinisch erreichbare
Konzentrationen der Antibiotika getotet werden kann (Brooun et al., 2000). Durch
diese Beobachtung stellte sich die Frage, warum es trotzdem sehr héufig zu
Reinfektionen durch die Biofilmbildner nach Antibiotikabehandlung kommt.

In jeder Bakterienpopulation gibt es eine geringe Anzahl an sogenannten
Persistern, deren Anteil von der Wachstumsphase der Bakterien abhingig ist (Bigger,
1944; Keren et al., 2004). Persister weisen eine multi drug tolerance unabhingig
vom Antibiotikum auf (Lewis, 2001). Bei diesen Zellen handelt es sich nicht um
Mutanten oder Zellen, die sich in einem bestimmten Zellzyklus befinden. Vermutlich
kommt es durch die Aktivitit der Toxine, aus verschiedenen Toxin-Antitoxin-
Systemen der Bakterien, in diesen Zellen zu einem fast vollstindigen Stillstand der
Translation und damit aller zelluldren Prozesse (Lewis, 2005; Lewis, 2008). Da aber
die Persister wieder in der Lage sind neue Populationen zu bilden, muss zumindest
das Antitoxin noch gebildet werden, um die Wirkung des Toxins neutralisieren zu
konnen (Pedersen et al., 2002). Die Dormanz dieser Zellen fiihrt somit zu einer
Toleranz gegeniiber antimikrobiellen Substanzen durch ein Abschalten der Targets.

Auch in S. epidermidis wurde das Vorkommen von Persistern beschrieben und

gezeigt, dass nur eine kleine Subpopulation, sowohl biofilmpositiver Stdmme als



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 16

auch deren biofilmnegativer Mutanten, eine gewisse Toleranz gegeniiber den
getesteten Antibiotika aufwiesen (Knobloch et al., 2002a; Knobloch et al., 2008).

In einer Infektion mit planktonischen Zellen werden die Persister effizient vom
Immunsystem erkannt und beseitigt. Fiir Zellen, die in einer Biofilmmatrix
eingebettet sind, ist bekannt, dass sie vor dem Angriff durch das Immunsystem
geschiitzt sind (Zimmerli et al., 1984; Vaudaux et al., 1985; Hoyle et al., 1990; von
Eiff et al., 1999). Im Einzelnen wurde gezeigt, dass PIA die Zellen vor kationischen
und anionischen antimikrobiellen Peptiden (AMPs) des angeborenen Immunsystems
schiitzt (Vuong et al., 2004b). Auch das Exopolymer Poly-y-Glutaminsdure (PGA),
welches im Biofilm hochreguliert wird, trdgt zur Resistenz gegeniiber AMPs bei
(Kocianova et al., 2005). Letztlich schiitzen PIA und PGA die Bakterien auch vor
der Phagozytose durch neutrophile Granulozyten (Vuong et al., 2004a; Kocianova et
al., 2005). Durch diese Mechanismen ist es den Persistern eines Biofilms moglich
nach der Antibiotikatherapie wieder neue Populationen zu bilden und eine

Reinfektion hervorzurufen.
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3 Ableitung der Fragestellung

Trotz intensiver Forschungsarbeit auf dem Gebiet der Biofilmbildung von
S. epidermidis bleiben immer noch viele Fragen zur Regulation dieser Lebensweise
offen. Durch Transposonmutagenese wurden drei icAADBC-unabhéngige Genorte
identifiziert, die zum Verlust der PIA-Synthese fiihrten. Fiir Mutanten der Klasse III
(M15) konnte gezeigt werden, dass das Transposon in das Gen des Positivregulators
des 6”-Operons, RsbU, inserierte. Néhere Untersuchungen von Deletionmutanten des
Operons ergaben, dass der Verlust der Aktivitit des alternativen Sigmafaktors c”
verantwortlich ist fiir den biofilmnegativen Phinotyp der Mutante. Es kommt zu
einer Induktion der icaR-Expression, die dann zur Reprimierung der icaADBC
Transkription fiihrt. Diese Regulation wird allerdings durch subinhibitorische
Konzentrationen von Ethanol aufgehoben und flihrt wieder zu einem
biofilmpositiven Phinotyp. Da ¢® als Sigmafaktor nur Gene induzieren, aber nicht
reprimieren kann, stellt sich die Frage welches Intermediat diese Regulation
bewerkstelligt.

Die Transposonmutante M12 trdgt Tn917 in einem Homolog zu purR von
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis und Lactococcus lactis direkt strangabwarts
einer putativen o -abhingigen Promotorsequenz. Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von
D. Mack zeigten, dass es zum Verlust von zwei Transkripten in M12 kam, von denen
eines anscheinend von diesem Promotor abgelesen wurde. Die beiden Gene, die von
diesem Transkript kodiert wurden, sind Homologe zu yabJ und spoVG aus B. subtilis
und S. aureus. Durch die Expression der beiden Gene in trans unter ihrem nativen
Promotor konnte die Biofilmbildung wieder etabliert werden. Demnach wurden die
Gene als biofilm associated regulators A und B (barAB) bezeichnet. Durch
Generierung von Deletionsmutanten der einzelnen Gene des purR-Lokus sollte die
Bedeutung der Genprodukte genauer untersucht werden. Auflerdem sollte geklart
werden, ob die Genprodukte als Intermediate in der Regulation durch ¢® dienen.

Um die Regulons der Regulatoren c”, BarAB und es agr-Systems niher zu
charakterisieren und mogliche Wirkungswege in Zusammenhang mit der
Pathogenitdt von S. epidermidis zu kléren, sollte die Proteinexpression der Mutanten
global untersucht werden.

Das Verstdndnis liber Funktion und Regulation der verschiedenen Genprodukte
und deren mogliche Netzwerke in S.epidermidis stellt eine wesentliche

Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer Therapiestrategien dar.
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4 Material

4.1 Bakterienstimme

Tab. 4-1 In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme

relevante Charakteristika

Referenz

Staphylococcus epidermidis

1457 ZVK-Isolat, stark biofilmpositiv

8400 Blutkulturisolat

1057 ZVK-Isolat

1457-M10 icaA-Tn917 -Mutante, biofilm-
negativ

1457-M12 purR-Tn917 -Mutante, biofilm-
negativ

1457-M15 rsbU-Tn917 -Mutante, biofilm-
reduziert

1457rsbU rsbU::erm, Biofilm-reduziert

1457sigB sigB::erm, Biofilm-reduziert

1457agr agr::spec, verstirkt biofilmpositiv

1457sigBagr agr::spec sigB::erm, Biofilm-
reduziert

1457ispE ISPE::erm, biofilmpositiv

1457purR purR::erm, biofilmpositiv

1457barA barA::erm, Biofilm-reduziert

1457barB barB::erm, biofilmnegativ

1457barAB barAB::erm, biofilmnegativ

1457ispEpurRbarAB ispEpurRbarAB::erm, biofilm-
negativ

1057sigB sigB::erm, Biofilm-reduziert

1057agr agr::spec, verstarkt biofilmpositiv

1057sigBagr agr::spec sigB::erm, Biofilm-
reduziert

8400sigB sigB::erm, Biofilm-reduziert

8400agr agr::spec, verstéirkt biofilmpositiv

8400sigBagr agr::spec sigB::erm, Biofilm-
reduziert

8400barA barA::erm, Biofilm-reduziert

Mack et al., 1992
Mack et al., 1992
Mack et al., 1996b
Mack et al., 1994

Mack et al., 1994
Mack et al., 1994

Knobloch et al.,
2004a

Knobloch et al.,
2004a

Vuong et al., 2003

Schewe,
unpubliziert
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Schewe,
unpubliziert
Schewe,
unpubliziert
Schewe,
unpubliziert
Jager, 2006

Jager, 2006
Jager, 2006

diese Arbeit
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Staphylococcus aureus

RN4220

NCTC8325-4 rm" rshU

Kreiswirth et al.,

1983
Escherichia coli
TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  Invitrogen
®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str™) endA1 nupG
Machl F- ®80lacZAM15 AlacX74 hsdR  Invitrogen
ArecA1398 endAl tonA
DH5a F~ supE44 AlacU169 (d80 Hanahan, 1985
lacZAM15) hsdR17 A" recAl
endAl gyrA96 thi-1 relAl
BL21 Al F ompT hsdSg gal decm Invitrogen
araB:: T7TRNAP-tetA
DB3.1 F gyrA462 endAl A(srl-recA) Invitrogen
mcrB mrr hsdS20 supE44 ara-14
galK2 lacY1 proA2 rpsL20(sm")
xyl-5 A-leu mtll
4.2 Plasmide
Tab. 4-2 In dieser Arbeit verwendete Plasmide
relevante Charakteristika Referenz
pDONR 221 Gateway-Donorvektor; Kan' Cm' ccdB  Invitrogen
attP1 attP2
pDONR P4-P1R Gateway-Donorvektor; Kan' Cm' ccdB  Invitrogen
attP4 attP1R
pDONR P2R-P3 Gateway-Donorvektor; Kan'Cm' ccdB  Invitrogen
attP2R attP3
pDEST R4-R3 Gateway-Destinationsvektor; Amp' Invitrogen
Cm' ccdB attR4 attR3
pDEST 17 Gateway-Destinationsvektor; Amp' Invitrogen
Cm' T7 6xHis tag ccdB attR1 attR2
pDEST 15 Gateway-Destinationsvektor; Amp' Invitrogen
Cm' T7 GST tag ccdB attR1 attR2
pBT2 Temperatur-sensitiver shuttle-Vektor ~ Briickner, 1997
aus pRB-Serie; Amp' in E. coli; Cm'
in Staphylokokken
pTSllac dest Temperatur-sensitiver shuttle-Vektor,  Perchinec et al.,
Destinationsvektor attR4 attR3, Amp" 2007
Cm'
pENTRYfragl Klonierungsvektor mit Sequenz zw. diese Arbeit
den Koordinaten 2364577 — 2364074
(AE015929.1); Kan'
pENTRY frag2 Klonierungsvektor mit Sequenz zw. diese Arbeit

den Koordinaten 2363376 — 2362907
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pENTRYfrag3

pENTRYfrag4

pENTRY frag5

pENTRYfrag6

pENTRY frag7

pENTRYfrag8

pENTRYerm

pENTRYbarA
pENTRYbarB
pENTRYrsbU

pENTRYSsigB
pCOLIispE

pCOLIpurR
pCOLIbarA
pCOLIbarB
pCOLIispEpurR

pCOLIbarAB

pCOLIispEpurRbarAB

pTSlispE

pTSlpurR

(AE015929.1); Kan'

Klonierungsvektor mit Sequenz zw.
den Koordinaten 2363804 — 2363249
(AE015929.1); Kan"
Klonierungsvektor mit Sequenz zw.
den Koordinaten 2362523 — 2361945
(AE015929.1); Kan'
Klonierungsvektor mit Sequenz zw.
den Koordinaten 2362906 — 2362372
(AE015929.1); Kan"
Klonierungsvektor mit Sequenz zw.
den Koordinaten 2362139 — 2361785
(AE015929.1); Kan'
Klonierungsvektor mit Sequenz zw.
den Koordinaten 2362523 — 2361945
(AE015929.1); Kan"
Klonierungsvektor mit Sequenz zw.
den Koordinaten 2361742 — 2361251
(AE015929.1); Kan'
Klonierungsvektor mit ermB-
Fragment aus Tn917; Kan"
Klonierungsvektor mit barA-Gen,;
Kan"

Klonierungsvektor mit barB-Gen,;
Kan"

Klonierungsvektor mit rsbhU-Gen;
Kan"

Klonierungsvektor mit sigB-Gen; Kan

T

E. coli Expressionsvektor, Fragmente
zur Deletion von iSpE, Amp"

E. coli Expressionsvektor, Fragmente
zur Deletion von purR, Amp"

E. coli Expressionsvektor, Fragmente
zur Deletion von barA, Amp"

E. coli Expressionsvektor, Fragmente
zur Deletion von barB, Amp"

E. coli Expressionsvektor, Fragmente
zur Deletion von iSpE und purR, Amp'
E. coli Expressionsvektor, Fragmente
zur Deletion von barA und barB,
Amp'

E. coli Expressionsvektor, Fragmente
zur Deletion von iSpE, purR, barA und
barB, Amp"

Deletionsvektor fir iSpE; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von iSpE
Deletionsvektor fiir purR; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von purR

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pTSlbarA

pTS1barB

pTS1ispEpurR

pTS1barAB

pTSlispEpurRbarAB

pBT2ispE

pBT2purR

pBT2barA

pBT2barB

pBT2ispEpurR

pBT2barAB

pBT2ispEpurRbarAB

pEXPRbarA

pEXPRbarB

pEXPRbarA-GST

pEXPRbarB-GST

Deletionsvektor fiir barA; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von barA
Deletionsvektor fiir barB; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von barB
Deletionsvektor fiir iSpE und purR;
ermB-Fragment flankiert von
Fragmenten upstream von iSpE und
downstream von purR
Deletionsvektor fiir barA und barB;
ermB-Fragment flankiert von
Fragmenten upstream von barA und
downstream von barB
Deletionsvektor fiir ispE, purR, und
barAB; ermB-Fragment flankiert von
Fragmenten upstream und
downstream von ispE
Deletionsvektor fiir iSpE; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von ispE
Deletionsvektor fiir purR; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von purR
Deletionsvektor fiir barA; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von barA
Deletionsvektor fiir barB; ermB-
Fragment flankiert von Fragmenten
upstream und downstream von barB
Deletionsvektor fiir iSpE und purR;
ermB-Fragment flankiert von
Fragmenten upstream von ispE und
downstream von purR
Deletionsvektor fiir barA und barB;
ermB-Fragment flankiert von
Fragmenten upstream von barA und
downstream von barB
Deletionsvektor fiir ispE, purR, und
barAB; ermB-Fragment flankiert von
Fragmenten upstream und
downstream von ispE
Expressionsvektor fiir BarA mit His-
tag, T7, Amp"

Expressionsvektor fiir BarB mit His-
tag, T7, Amp"

Expressionsvektor fiir BarA mit GST-
tag, T7, Amp"

Expressionsvektor fiir BarB mit GST-
tag, T7, Amp"

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pEXPRrsbU Expressionsvektor fiir RsbU mit His-  diese Arbeit
tag, T7, Amp"

pEXPRsigB Expressionsvektor fiir SigB mit His- diese Arbeit
tag, T7, Amp"

4.3 Antibiotika

Tab. 4-3 In dieser Arbeit verwendete Antibiotika

Bezeichnung Ldsungsmittel Selektionskonzentration
Kanamycin A. dest 70 png/ml E. coli
Ampicillin A. dest 100 pg/ml E. coli
Erythromycin 100% Methanol 50 pg/ml Staphylokokken
Chloramphenicol 50% Methanol 10 pg/ml Staphylokokken

4.4 Oligonukleotide

Tab. 4-4 In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5°- 3”)

5’ Kartierung
frag5.barA.rv ACCTGATGTAAAGACAAAACC
barA.pe.rv GGTTGTACTCGTCGACATC

Klonierungen zu den Deletionsmutanten

fragl.attB4.fw GCEGGACAACT TTGTATAGAAAAGT TGGCAGT TGCACAC

TAACAAAAAC

fragl.attBl.rv GCCEGACTCCTTTTTTGTACAAACT TGTTGT CATCACCA
TTTCAATTTC

frag2.attB2.fw GGGGACAGCCTTTCTTGTACAAAGT GGTAATGCAGT GAA
TGGTTGITG

frag2.attB3.rv GCEGGACAACT TTGTATAATAAAGT TGACAGCATCAAGT
TCTTCGITC

frag3.attB4.fw GGCGACAACT TTGTATAGAAAAGT TGGACGCTTTAGCT
GCATTAGG

frag3.attBl.rv GGCGACTCCTTTTTTGTACAAACT TGGGGTGGTTCATG
AGGTATTG

frag4.attB2.fw GGGGACACCTTTCTTGTACAAAGT GGTTAAAGT GGAAC
CAGGCAAA

fragd.attB3.rv GCEGGACAACT TTGTATAATAAAGT TGCTAGCGTAATGG
AAACGAGT G

frag5.attB4.fw GGCGACAACTTTGTATAGAAAAGT TGTGTTACCATAGC
GACTAAAGEG

fragS.attBl.rv GGCGACTCCTTTTTTGTACAAACTTGACCTGATGTAAA
GACAAAACCG
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frag6.attB2.fw
frag6.attB3.rv
frag7.attB4.fw
frag7.attB1.rv
frag8.attB2.fw
frag8.attB3.rv
ermR2.attB1.fw
ermL1.attB2.rv

fragl.Pstl.fw
frag2.BamHILrv
frag3.Pstl.fw
fragd. BamHI.rv
frag5.Pstl.fw
frag6.BamHI.rv
frag7.Pstl.fw
frag8.BamHI.rv

GGGGACACCTTTCTTGTACAAAGT GGEGT TGCCTAAAG
ACGTAAAGG

GGGCGACAACTTTGTATAATAAAGT TGTACTTTCATCAC
TGCATCTTGG

GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGI TGTTAAAGT GGAAC
CAGGCAAC

GCGGACTCCTTTTTTTGACAAACT TGCTAGCGTAATGG
AAACGAGT G

GGGCGACACCTTTCTTGTACAAAGT GGTCAGATAACGAA
GAATCAGACG

GGCGACAACT TTGTATAATAAAGT TGGAAAACGAGGTC
ATCAAACC

GGGGACAAGI TTGTACAAAAAAGCAGECTGACGGTGAC
ATCTCTCTATTG

GGGGACCACT TTGTACAAGAAAGCT GEGT GAAAAGGTA
CCATAAACGGTCG

ATGGTACTGCAGGCAGI TGCACACTAACAAAAAC

ATGGTAGGATCCACAGCATCAAGITCTTCGITC
ATGGTACTGCAGGACGCTTTAGCTGCATTAGG
ATGGTAGGATCCCTAGCGTAATGCGAAACGAGT G
ATGGTACTGCAGTGI TACCATAGCGACTAAAGSG
ATGGTAGGATCCTACTTTCATCACTGCATCTTGG
ATGGTACTGCAGTTAAAGI GGAACCAGGECAAC
ATGGTAGGATCCGAAAACGAGGTCATCAAACC

Klonierung der Expressionsplasmide

barA.attB1.fw
barA.attB2.rv
barB.attB1.fw
barB.attB2.rv
rsbU.attB1.fw
rsbU.attB2.rv
sigB.attB1.fw

sigB.attB2.rv

GGGGACAAGI TTGTACAAAAAAGCAGECTAATTCATCA
TGAAAATAATCAACTCAG

GGGCGACCACT TTGTACAAGAAAGCCTGGEGTAGAAAATTA
TAATTCCTTCACTTTACC

GGGCGACAAGI TTGTACAAAAAAGCAGECTACATGAAAG
TGACAGATGTAAGACT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGEGTACATTTCTT
TAATTAAGCTTCGICTGAT

GCGGACAAGI TTGTACAAAAAAGCAGECTATTTCGT GG
AAGAATTCACA

GGGCGACCACT TTGTACAAGAAAGCTGGEGTACCTATACC
CTACATGAATT

GGGCGACAAGI TTGTACAAAAAAGCAGECTGCAGGT CGCG
AAATAATGECG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGEGTTTTTTTATT
GCGGTACGITGC

Sequenzierung und kontrolle von Plasmiden

M13 rev
M13 uni

CAGGAAACAGCTATGACC
TGTAAAACGACGGECCAGT



MATERIAL

T7 primer TAATACGACTCACTATAGEG
T7 rv primer CCACCGCTGAGCAATAACTA
erm.fwl AATTGGAACAGGTAAAGEEC
erm.rvl AACATCTGTGGTATGGECEG
v.fragl.fw GCCTTACAGAAAATGTACAAG
h.frag8.rv GGITTGATAATTTTAGAAATTC
pRB.fw GITTTATTTGATGCCTCAAGC
pRB.rv CTCCATCTGGATTTGITCAG
RT-PCR
icaA.reall TGTATCAAGCGAAGTCAATCTC
icaA.real2 GGCACTAACATCCAGCATAG
icaR.reall TGAAGATGGTGITTGATTTGIG
icaR.real2 CCATTGACGGACTTTACCAG
gmk.reall AATTTCCAGATGCGTITGITC
gmk.real2 CGATTCTTAGCGAGTTCAAC
SE1543.forl TTCCTCGCCACCAATATAGAC
SE1543.revl GTCACCAAACGAACATAATCAAC
SE2219.forl TGAGAACGGTAAACAAGATTAGC
SE2219.revl AACTTCCAAGGT CAAGATAACAG
SE0184.forl CGATGITGCCTTTGTGGT TGGAAG

SE0184.revl CAATAGI GCTCACGCCGACTC

einfach unterstrichen: Attachment sites zur Gateway-Klonierung
fett gedruckt: Erkennungsstellen der Restriktionsendonukleasen
Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen Invitrogen oder MWG bezogen.

4.5 Antikorper

Tab. 4-5 In dieser Arbeit verwendete Antikorper

Bezeichnung Hersteller / Referenz Verdiinnung
Anti-Kaninchen-IgG, monoklonal, Roche 1:60000
alkalische Phosphatase konjugiert

Anti-BarA_Sepi, polyklonal diese Arbeit 1:1000
Anti-BarB_Sepi, polyklonal diese Arbeit 1:1000
Anti-PIA, polyklonal Mack et al., 1996b 1:800

Alle polyklonalen Seren wurden in Kaninchen generiert
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4.6 Enzyme
Tab. 4-6 In dieser Arbeit verwendete Enzyme
Enzyme Konzentration  Hersteller
Restriktionsenzyme
Acul 5.000 U/ml New England Biolabs
Aval 10.000 U/ml New England Biolabs
BamHI 20.000 U/ml New England Biolabs
HindIII 20.000 U/ml New England Biolabs
Nhel 10.000 U/ml New England Biolabs
Pstl 20.000 U/ml New England Biolabs
Xbal 20.000 U/ml New England Biolabs
Klonasen
Gateway BP-Clonase II Enzyme Mix 0,5 Reakt./ul Invitrogen
Gateway LR-Clonase II Plus Enzyme 0,5 Reakt./ul Invitrogen
Mix Invitrogen
weitere Enzyme
T4-Ligase 400000 U/ml ~ New England Biolabs
Calf Intestine alkalische Phosphatase 1 U/ul Roche
DNase, amplification grade 20 pg/ml Invitrogen
Lysostaphin 1500 U/ml Genmedics
Lysozym 0,2 mg/ml Sigma
Proteinase K solution, RNA grade 20 pg/ul Invitrogen
SuperScript™ III Rnase H- reverse 200 U/l Invitrogen
Transkritase
4.7 Kits
Tab. 4-7 In dieser Arbeit verwendete Kits
Bezeichnung Verwendung Hersteller
5°/3° RACE Kit, 2" 5’ Kartierung von mRNA Roche
Generation
DyNAzyme I DNA Amplifikation von DNA-Fragmenten  Finnzymes
Polymerase Kit
High Pure PCR Product Aufreinigung von DNA-Fragmenten Roche
Purification Kit innerhalb der RACE-Technologie
iScript™ Select cDNA reverse Transkription fiir RT-PCR Bio-Rad
Synthesis Kit
LightCycler® FastStart DNA  RT-PCR Roche

Master SYBR Green |
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NucleoSpin Extract 11 Elution von DNA aus TBE- Macherey &
Agarosegelen, Aufreinigung von PCR- Nagel
Fragmenten

NucleoSpin Tissue Isolation chromosomaler DNA II:I/I;;IIGYGY &

peqGOLD Plasmid Midi Kit Plasmid-Midipréparation peqlab

peqGOLD Plasmid Miniprep  Plasmid-Minipriparation peqlab

Kit I

RNeasy Mini Kit Isolation von mRNA Qiagen

Thermo Sequenase Cycle Sequenzierung von PCR-Fragmenten =~ USB

Sequencing Kit

TripleMaster PCR System

Amplifikation von DNA-Fragmenten, Eppendorf
proofreading PCR

4.8 Chemikalien und Verbrauchsmittel

Tab. 4-8 In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Verbrauchsmittel

Bezeichnung

Hersteller

12 well Gewebekulturplatten

1 mm Elektroporationskiivetten

96 well NunclonA Mikrotiterplatten
peqGOLD Universal Agarose
Amicon Ultra 4 5k

Ampholyte 3-10

Antihaft-Silan

Bacto-Agar

BCIP

BHI

BIOMAX ™MS (Rontgenfilm)
Bio-Scale™ Mini Profinity ™ IMAC Cartridges
Blutagarplatten, COS

Quick Start™ Bradford dye reagent
BSA

CHAPS

complete mini

Coomassie brilliant blue R250
DTT

Electrode strips

Filterpapier GB002

Greiner bio one
peqlab

Nunc

peqlab
Millipore

GE Healthcare
Pharmacia

BD

peqlab

Oxoid

Kodak

Bio-Rad
Biomerieux
Bio-Rad

New England Biolabs
Carl Roth
Roche

Carl Roth

MP Biomedicals
GE Healthcare
Schleicher & Schuell
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Freundsches Asjuvants, komplett Sigma
Freundsches Asjuvants, inkomplett Sigma

[y3 ’P] ATP GE Healthcare
Glaskapillaren Roche
Halb-Mikro-Kiivetten Sarstedt
HiTrap'™ NHS-aktivierte HP GE-Haelthcare
IPG-Streifen, linear pH 4-7, 17 cm GE Healthcare
L(+)-Arabinose Sigma

LB Sigma

Lysing Matrix B MP Biomedicals
MES-Puffer 20x Invitrogen
Milchpulver Carl Roth
Mineralol GE Healthcare
NBT peqlab
NuPAGE Novex Bis Tris Mini Gels Invitrogen
Parafilm Pechiney Plastic Packaging
Rnasin Promega
Roti®-Nanoquant Carl Roth
Sterilfilter MILLEX.GV, 22 um Poren Millipore

TSB BD

UVette Eppendorf

Alle weiteren Chemikalien, Salze und Nahrstoffe wurden, wenn nicht anders ausge-
wiesen, von den Firmen Sigma, Carl Roth und Fluka bezogen.

4.9 Gerite und Hilfsmittel

Tab. 4-9 In dieser Arbeit verwendete Gerite und Hilfsmittel

Bezeichnung Hersteller
Biofuge 22R Roche
Brutschrank Heraeus
Brutschiittelschrank Edmund Biihler
Curix 60 Agfa
Elektroporator Bio-Rad
Flexcycler Analytik Jena
Gelelektrophoresekammer peqlab

Infinite M200 Tecan
Lightcycler Roche
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Liquid Scintillationszéhler

Multiphor II unit

Novex Mini Cell

PowerPac 3000

Power supply EV231

Power supply EV233

Precellys 24

Protean® plus Dodeca™ Cell Gellaufsystem
Proteom Analyzer 4700

ScannerX finity ultra

SmartSpec™ Plus Spectrophometer

Spot cutter Proteom Work™
Spot Handling Work Station
Ultraschallsonde
Ultraspec™ 3100 pro
UV-Transilluminator
Zentrifuge 5418

Zentrifuge 5810R
Zentrifuge J2-21

Packard
Pharmacia
Invitrogen
Bio-Rad

peqlab

peqlab

peqlab

Bio-Rad

Applied Biosystems
Quato Graphic
Bio-Rad

GE Healthcare

GE Healthcare
Bandelin Sonopuls
GE Healthcare
Vilber Lourmat
Eppendorf
Eppendorf

Beckman
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5 Methoden
5.1 Kultur bakterieller Zellen

5.1.1 Kaultivierung von E. coli Zellen
E. coli Zellen wurden standardmidfBig als Vorkultur in 5 ml LB Medium (30 g/l,
Sigma) mit entsprechendem Antibiotikum (AB) 16 h bei 37 °C und 150 Upm
kultiviert. Aus der Vorkultur erfolgte das Animpfen der Hauptkultur in LB-Medium
auf eine optische Dichte bei 600nm (ODgoonm) von 0,05. Die Hauptkultur enthielt
ebenfalls das entsprechende Antibiotikum und wurde unter den gleichen

Bedingungen angeziichtet.

5.1.2 Kaultivierung von Staphylokokken

Staphylokokken wurden, wenn nicht anders beschrieben, in TSB (30 g/l, BD)
kultiviert. 37 °C und 150 Upm wurden als Standardkulturbedingungen gewdhlt. Eine
l16stiindige Kultur in 5 ml Medium mit entsprechendem AB diente als Vorkultur und
wurde genutzt, um die Hauptkultur ohne AB auf eine ODgponm 0,05 anzuimpfen. Eine
Ausnahme stellten dabei die Zellen dar, die zur Analyse der Biofilmbildung (5.2.2),
zur Extraktion von PIA (5.2.3) und zur Extraktion von RNA (5.5.2) genutzt wurden.
In diesen Féllen wurde die Vorkultur lediglich 6-8 h inkubiert und anschlieSend
1:100 fiir die Hauptkultur verdiinnt. Das TSB der Hauptkulturen wurde fiir
verschiedene Analysen mit 3 % NaCl (TSByac1)) oder 3 % Ethanol (TSBgion)

supplementiert.

5.2 Phanotypische Charakterisierung

5.2.1 Erstellung von Wachstumskurven der S. epidermidis Stimme

Um die Wachstumseigenschaften verschiedener Mutanten zu analysieren wurden
mit Hilfe des infinite M200 Wachstumskurven erstellt. In 12well-Platten wurden pro
Vertiefung 2 ml TSB mit Vorkulturen der Stimme auf eine ODgoonm von 0,05
angeimpft. Diese Berechnung erfolgte durch Messungen der OD in Halb-Mikro-
Kiivetten am Spektrophotometer (SmartSpec™ Plus Spectrophotometer) und stimmt
somit nicht mit den Werten, die in der 12well-Platte ermittelt wurden, tiberein. Die
Zellen wurden wie unter Kapitel 5.1.2 beschrieben bei 37 °C inkubiert. Allerdings
konnten die Zellen nur vor jeder Messung geschiittelt werden (10 s, 57 Upm,
Amplitude 2). Die Messung der ODgoonm erfolgte alle 30 min iiber einem Zeitraum

von 16 h. In jedem Zyklus wurden in jeder Vertiefung, iiber ein Quadrat verteilt, 16
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Messungen durchgefiihrt. Die Eckpunkte dieses Quadrates wurden bei der
Berechnung des Mittelwertes nicht beriicksichtigt, da diese eine groBe Abweichung
aufwiesen. Zur Kontrolle wurde von jedem Stamm eine Verdiinnung der
Ausgangskultur von 1:10 ebenfalls auf der Platte inkubiert und gemessen.
Die Berechnung der Wachstumskonstanten und Generationszeiten erfolgte mitels
folgender Formeln:
Wachstumsrate (K) K= (1og(ODgoonmN)-10g(ODgoonmNto)) / At
Generationszeit (tg) te= (log(2)* At) / (log(ODgoonmN)-1og(ODgoonmNto)
At= tEnde der logPhase — tBeginn der logPhase(t0)
ODgooN ODgoonm zum Ende der logPhase
OD¢ooNty ODgoonm zum Beginn der logPhase

5.2.2 Semiquantitative Bestimmung der Biofilmbildung

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung der verschiedenen S.epidermidis Stimme
wurde mit Hilfe eines semiquantitativen Tests der Adhirenz der Bakterien an
Plastikoberflichen ermittelt (Christensen et al., 1985). Die Vorkultur der Bakterien
wurde in TSB, TSBnaci und TSBgoon verdinnt. Je Kultur wurden 4 wells einer
96well-Platte (NunclonA) mit jeweils 200 pl befiillt. Um die Verdunstung des
supplementierten Ethanols zu verhindern, wurden die Platten mit einer Folie
abgeklebt. Nach etwa 18-stlindigem Wachstum bei 37 °C ohne Schiitteln wurde das
Medium aus der Platte geschlagen und diese dreimal mit PBS gewaschen
(200 pl/well). Die Platte wurde getrocknet und die angehefteten Bakterien geférbt.
Dazu wurden in jede Kavitdt fiir 5 min 50 pul Gentianaviolettlosung gegeben. Die
Férbelosung wurde unter flieBendem Wasser vorsichtig abgespiilt und die Platte
erneut getrocknet. Im Anschluss wurde die Absorption im infinite M200 bei 570 nm
und einer Referenzwellenldnge von 405 nm bestimmt. Pro untersuchten Stamm
wurden die Ergebnisse aus mindestens drei Versuchsansédtzen mit je vier Parallel-
werten gemittelt. Lag der ermittelte Wert unter 0,1 wurden die Stimme als
biofilmnegativ gewertet. Zusétzlich wurde die Signifikanz der Beobachtungen durch

einen Standard-t-Test (p > 0,05) berechnet.

PBS NaCl 140 mM
NazHPO4 9 mM
KCl 2 mM

KH2P04 1 mM
pH 7,4
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5.2.3 Extraktion von PIA

Zur weiteren Charakterisierung des Biofilms wurden PIA-Rohextrakte hergestellt.
10 ml der 1:100 Verdiinnung der Vorkultur in TSB, TSBnac1 und TSBgion wurden in
NunclonA Petrischalen stehend 18 h kultiviert. Mittels eines Einwegzellschabers
wurden die Bakterien von der Plastikoberfliche gelost und mit dem Medium in ein
Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 15 min bei 3220 xg und 4 °C
sedimentiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde in 2 ml PBS (5.2.2) mit
0,05 % NaNj resuspendiert und die auf Eis gekiihlte Zellsuspension zweimal 30 s mit
30 s Pause mit Ultraschall bei einer Amplitude von 70 % homogenisiert.
AnschlieBend wurden die Bakterien unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert
und, der das PIA enthaltende, Uberstand in ein neues Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt.
Dieser wurde durch einen weiteren Zentrifugationsschritt geklart und der gewonnene

Uberstand in einem sauberen ReaktionsgefiB bei -20 °C gelagert.

5.2.4 Quantifizierung von PTA mittels Dot Blot

Zur Quantifizierung der PIA-Expression wurden 1:2 Verdiinnungsreihen der PIA-
Rohextrakte mit PBS (5.2.2) + 0,05 % NaNj hergestellt. Als Tridgermaterial wurde
eine PVDF-Membran genutzt, die zuvor in Methanol aktiviert und anschlieend in
PBS iiberfiihrt wurde. Die Membran wurde auf ein mit PBS getrdanktes Filterpapier
gelegt und jeweils 5 pl der Probe aufgetropft. Das Blocken der Membran erfolgte in
PBS mit 3 % Milchpulver fiir 1 h bei Raumtemperatur. Im Folgenden wurde die
Membran fiir 15 min in TTBS gewaschen. Der Blot wurde zur Inkubation mit dem
primdren Antikorper (gegen das jeweilige Protein gerichteter Antikdrper) im
gleichen Puffer in einer 1:800 Verdiinnung fiir 1 h geschwenkt und danach dreimal
fiir 15 min in TTBS gewaschen. Als Sekundédrantikérper diente anti-rabbit-IgG
konjugiert mit einer alkalischen Phosphatase. Dieser wurde 1:60 000 in TTBS
verdiinnt und unter Schwenken 1 h auf der Membran inkubiert. Anschliefend wurde
die Membran wiederum dreimal fiir 15 min mit TTBS gewaschen. Zur Detektion der
Antikorperbindung wurde der Blot 30 min in alkalischer Phosphatase (AP)-Puffer
equilibriert, der anschlieBend verworfen wurden. Die Entwicklung erfolgte dann in
30 ml NBT/BCIP-Losung (200 pl NBT-Stammlosung, 100 pl BCIP-Stammldésung
auf 30 ml AP-Puffer).
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TTBS 242 ¢ Tris
742 ¢ NaCl
1 ml Tween20
ad 11 A. dest
pH 7,6
NBT-Stammlésung 5% (W/v) NBT
70% (v/v) Dimethylformamid
BCIP-Stammldsung 5% (W/v) BCIP
100% Dimethylformamid
Die Lagerung der NBT- und BCIP-Stammlodsungen erfolgte bei -20°C.
AP-Puffer 0,1 M Tris pH 9,5
0,1 M NaCl

1 M Tris pH 9,5 und 1 M NaCl-Losung sind getrennt zu autoklavieren und werden
mit sterilem A. dest. entsprechend verdiinnt.
5.2.5 Bestimmung der Proteaseexpression auf Caseinagarplatten

Um festzustellen, ob die Deletion der Gene sigB, agr, sigBagr, barA, barB und
barAB einen Einfluss auf die Proteaseaktivitdt der S. epidermidis Stimme 1457, 1057
und 8400 haben, wurde ein Screening auf Casein-Agarplatten durchgefiihrt. Mit
dieser Methode kann auf optischem Wege die Aktivitit denaturierender und
lysierender Proteasen erkannt und unterschieden werden. Die denaturierenden
Proteasen zersetzen das in dem Agar eingegossene Casein, sodass sich um die
Kolonien ein weiller Hof bildet. Die lysierenden Proteasen sind dagegen in der Lage,
das Casein vollstindig umzusetzen, wodurch ein heller, durchscheinender Hof um
die Bakterienkolonien erkennbar wird. Die verschiedenen S. epidermidis Stimme
wurden in TSB-Medium mit entsprechendem AB fiir 7 h bei 37 °C und 150 Upm
inkubiert. AnschlieBend wurden 5 pl der Vorkultur auf frisch hergestellte Casein-
Platten aufgetropft und die Platten fiir 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Nachdem die Platten fotografiert wurden, wurde zur besseren Darstellung der
lysierenden Hofe, 10 % Essigsdure auf die Casein-Platten gegeben. Das Casein wird
dabei denaturiert, die denaturierenden Proteasen treten dadurch in den Hintergrund,
wobei die lysierenden Proteasen deutlicher an ihrem caseinfreien Hof zu

identifizieren sind.
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Caseinagar  Bacto-Agar 15¢
TSB 3g
CaCl, 73,5 mg
Cystein 12,1 mg
A. dest ad 50 ml

1 g Casein wurde in 50 ml A. dest geldst und der pH mit NaOH
zwischen 8 und 10 eingestellt. Die Losungen wurden separat
sterilisiert und anschlieend zusammengefiigt.

5.3 Genetische Manipulation bakterieller Zellen

5.3.1 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen

Um die Zellen zur Aufnahme von Plasmiden zu befdahigen, wurden sie durch eine
chemische Methode kompetent gemacht. Die Kationen der Salze in den Puffern
lockern die Zellwandstruktur. Zusitzlich wird die DNA als schwerldsliches Salz auf
der Zelloberflache ausgefillt, sodass die Aufhahme des Vektors erleichtert wird. Es
wurden 100 ml Tym-Medium mit Zellen aus einer Vorkultur angeimpft und bis zu
einer ODgoonm Von 0,5-0,6 im Schiittelinkubator inkubiert. Die Kultur wurde auf zwei
50 ml Zentrifugenr6hrchen verteilt und bei 4 °C und 3220 xg fiir 15 min
zentrifugiert. Die Pellets wurden in 15 ml Tbfl-Puffer resuspendiert und 30 min auf
Eis inkubiert und unter gleichen Bedingungen wieder sedimentiert. AnschlieBend
wurde das Pellet in 4 ml TbflI-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden zu je 200 ul
aliquotiert und die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Tym-Medium 2 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v)  Hefe-Extrakt

0,1 M NaCl

10 mM MgCl2
Tbfl-Puffer 30 mM KOAc

50 mM RbCl2

100 mM KCl

10 mM CaCl2

15% (v/v) Glycerin
Tbfll-Puffer 10 mM Na-MOPS, pH 7,0

75 mM CaCl2

10 mM KCl

15% (v/v) Glycerin
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5.3.2 Transformation von E. coli Zellen

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen diente zum einen der
Amplifikation von Plasmiden. Bei den dafiir genutzten Stimmen handelte es sich um
E. coli TOP10, Machl und DH5a. Zum anderen wurden E. coli BL21 Zellen mit
Expressionsplasmiden transformiert, um rekombinante Proteine iiberexpremieren zu
konnen. Die kompetenten Zellen des entsprechenden Stammes wurden schnell
aufgetaut und sofort auf Eis transferiert. 200 pl der kompetenten Zellen wurden mit
1-5 ul (je nach DNA-Menge im Isolat) Plasmidisolat oder 15 pl Ligationsansatz (um
eine hohe Effizienz zu erreichen wurde der gesamte Ansatz eingesetzt) fiir 30 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 90 s auf 42 °C erhitzt und
nach Zugabe von 500 ul SOC-Medium fiir weitere 60 min bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert. Der Transformationsansatz wurde dann auf LB-Agarplatten, die das zur

Selektion benétigte AB enthielten, ausplattiert.

SOC-Medium: 20,0 g/l Trypton
5,0 g/l Hefextrakt
0,6 g/l NaCl
0,5 g/l KCl
20 mM Glukose
20 mM MgCl2
pH 7,0

5.3.3 Herstellung elektrokompetenter S. aureus und S. epidermidis Zellen

Zur Priparation elektrokompetenter Staphylokokken wurde sowohl die Vor- als
auch die Hauptkultur in B2 Medium angeziichtet. 50 ml B2 Medium wurden mit
2 ml der Vorkultur inokuliert und die Zellen unter Schiitteln bis zu einer ODgponm 0,6~
0,8 kultiviert. Nach einer Zentrifugation fiir 15 min, bei 3220 xg und 4 °C wurden
die Zellen dreimal mit 25 ml eiskaltem A.dest gewaschen. Anschlieend wurde das
Pellet in 5 ml 10 % Glycerin resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen
sedimentiert. Darauf folgte ein letzter Waschschritt mit 2,5 ml 10 % Glycerin.
Abhéngig von der Ausgangs-ODgom Wurde das Pellet in 600-800 pl sterilem 10 %
Glycerin resuspendiert. Die Zellen wurden zu je 70 pl aliquotiert und im Falle von
S. aureus RN4220 bei -80 °C gelagert. Elektrokompetente S. epidermidis M12 und

M15 wurden direkt im Anschluss zur Elektroporation genutzt.
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B2 Medium 10 g/l Caseinhydrolysat
25 g/l Hefeextrakt
1 g/l K2HPO4
5¢g/l  Glukose
25 g/l NaCl

5.3.4 Elektroporation von S. aureus und S. epidermidis Zellen

Um Vektoren in S. aureus RN4220 und S.epidermidis M12 und MI15 zu
transformieren wurde die Zellmembran der Bakterien durch Elektroschock
permeabilisiert. Dabei kommt es zu einem kurzfristigen reversiblen Zusammenbruch
des Membranpotentials bzw. einer Desorganisierung der Membranstruktur. Dies
fiihrt zur Verbesserung der Aufnahme von Vektoren in die Zelle. Es wurden 0,5 pl
bis 1 ul des Vektors zu einem Aliquot elektrokompetenter Zellen gegeben. Nach
einer 30 miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen in 0,1 cm-
Elektroporationskiivetten iiberfithrt und im Elektroporator beil00 Q, 2,3 kV und
25 pF elektroporiert. Nach sofortiger Zugabe von 390 ul B2-Medium (5.3.3) wurden
die Zellen fiir 1 h bei 37 °C und 150 Upm inkubiert. Je 100 ul der Ansdtze wurden
auf BHI-Agarplatten mit entsprechender Antibiotikaselektion ausplattiert und bei
30 °C fiir 24 - 48 h bebriitet. Die Inkubationstemperatur bei 30 °C sollte verhindern,
dass die temperatursensitiven E. coli/Staphylococcus-shuttle-Vektoren eliminiert
werden. Zum Nachweis der erfolgreichen Ubertragung der Plasmide erfolgte eine

Kolonie-PCR.

5.3.5 Phagentransduktion
Der Phagentransduktion ging eine Préparation von Phagenlysaten voraus, die zum
einen die Herstellung des Phagenlysats und zum anderen dessen Titerbestimmung
beinhaltete. Die Methode wurde zum einen genutzt, um die zur Mutagenese
hergestellten pBT2-Plasmide aus S. epidermidis M15 oder M12 in den Zielstamm
S. epidermidis 1457 zu tibertragen. Zum anderen sollte die chromosomalen Deletion
aus S. epidermidis 1457 in die beiden S. epidermidis Hintergriinde 1057 und 8400

iibertragen werden.

5.3.5.1 Herstellung von Phagenlysaten

Fiir die Herstellung der Phagenlysate aus den Trigerstimmen wurden zunéchst
Vorkulturen in 5 ml NB2+ Medium bis zu einer ODgponm von 0,1 bis 0,2 bei 37 °C im

Schiittelinkubator inkubiert. Stimme mit dem temperatursensitiven shuttle-Vektor
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pBT2 wurden bei 30 °C unter Chloramphenicolselektion (10 pug/ml) kultiviert. Die
Selektion fiir die Ubertragung der chromosomalen Elemente erfolgte mittels
Erythromycin (50 pg/ml). Es wurden 500 pl einer Vorkultur des Zielstammes mit
500 pl der optimalen Phagenverdiinnung gemischt und zu 3 ml STA-Softagar mit
entsprechendem AB gegeben. Die optimale Phagenverdiinnung wurde zuvor durch
eine  Phagentitration bestimmt (Verdiinnung mit der hochstmoglichen
Plaquedichte)(5.3.5.2). Pro Stamm wurden drei STA-Platten vorbreitet und bei 37 °C
bzw. 30 °C fiir 18 h bebriitet. Nach der Inkubation wurden 5 ml NB2+ Medium auf
jede der drei Platten gegeben. Der Softagar wurde mit einem sterilen Glasspatel
abgeldst und in einem Zentrifugenrohrchen zusammengefiigt. Die Suspension aus
NB2+ Medium und dem Softagar wurde 5 min kréftig geschiittelt, um die Phagen
aus dem Softagar zu extrahieren. Die Phagensuspension wurde durch die
anschlieBende Zentrifugation von 15 min bei 4 °C und 3220 Xg vom Agar und den
Bakterien getrennt. Der Uberstand wurde erneut zentrifugiert und anschlieBend

sterilfiltriert (PorengrdoBe der Sterilfilter 0,22 um) und bei 4 °C gelagert.

NB2+ Medium 20 g/l Nutrient Broth No 2
0,4 g/l CaCl2

STA-Softagar 20 g/l Nutrient Broth No 2 (Oxoid)
5g/l NaCl

0,4 g/l CaCl2

7 g/l Bacto-Agar

Zur Herstellung von STA-Agar wurde der Bacto-Agar-Anteil
auf 12 g/l erhoht.

5.3.5.2 Bestimmung der Phagentiter

Zur Bestimmung des Phagentiters 1im  Phagenlysat wurde dieses
zehnerlogarithmisch von 107 bis 10™® in NB2+ (5.3.5.1) verdiinnt. Je 500 pl der
Phagenverdiinnung wurden mit 500 pl einer Suspension von S. epidermidis 1457
(ODgoonm 0,1 — 0,2) und 3 ml STA-Softagar (5.3.5.1) vermischt und auf einer STA-
Agarplatte ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C im Brutschrank {iber Nacht
bebriitet und am folgenden Tag durch Auszdhlen der entstandenen Plaques unter
Bertiicksichtigung der Vorverdiinnung der Phagentiter berechnet. Ein optimaler
Phagentiter sollte fiir die Transduktion im Bereich von 5x10%10' liegen, wobei die
Effizienz fiir die Ubertragung chromosomaler Elemente schlechter ist und ein hoher

Phagentiter noch wichtiger ist als fiir die Ubertragung von Plasmiden.
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5.3.5.3 Transduktion

Bakterienmaterial von mehreren Blutagarplatten der Zielstimme wurde in NB2+
Medium (5.3.5.1) bis zu einer ODgoonm von 11 suspendiert. 1 ml dieser
Bakteriensuspension wurde dann mit 1 ml des zuvor hergestellten Phagenlysats
30 min bei 37 °C inkubiert. Es wurden 40 ul 1 M Natriumcitrat hinzugefiigt, um die
Absorption der Phagen zu stoppen. AnschlieBemd wurde der Ansatz fiir 15 min bei
4 °C und 3220 xg zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal in 2 ml BHI+ Medium
gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 3 ml BHI+ Medium resuspendiert und
fiir 1 h bei 37 °C im Schiittelinkubator (150 Upm) inkubiert. Der Kultur wurden zur
Selektion des pBT2-Vektors 1,2 ul Chloramphenicol (10 mg/ml Stammldsung)
zugefiigt. 1,2 ul Erythromycin (50 pg/ml Stammlosung) dienten zur Selktion bei der
Ubertragung der Deletionen. Die Zellen wurdenim Anschluss mit 3 ml des BHI+
Softagars versetzt und auf BHI-Agarplatten mit entsprechendem AB ausgebracht.
Die Inkubation erfolgte bei 30 bzw. 37 °C fiir 24 - 48 h.

BHI+ Medium 30 g/l Brain Heart Infusion Broth (Oxoid)
20 mM  Natriumcitrat
BHI+ Softagar 30 g/l Brain Heart Infusion Broth (Oxoid)

20mM  Natriumcitrat

7 g/l Bacto-Agar (Becton Dickinson)

Zur Herstellung von BHI+-Agar wurde der Bacto-Agar-Anteil
auf 12 g/l erhoht.

5.3.6 Mutagenese

Mittels eines homologen Genaustausches durch Doppel-Crossingover sollten
gezielt Gene deletiert und durch ein Erythromycinresistenzgen ersetzt werden. Die
dazu notigen DNA-Fragmente wurden in die E. coli/Staphylococcus-shuttle-
Vektoren pBT2 und pTS1 opplac ligiert (5.4.9.2). Die Vektoren wurden zunichst in
E. coli TOP 10 transformiert und weiter in den restriktionsdefizienten S. aureus
RN4220 elektroporiert. Dadurch wurden die Plasmide so modifiziert, dass sie in
S. epidermidis M12 oder M15 elektroporiert werden konnten, bevor sie iiber den
Phagen @71 in den Zielstamm S. epidermidis 1457 transduziert wurden.

Die Plasmid-tragenden S. epidermidis 1457 Stdamme wurden in 5 ml TSB (25
pg/ml Erythromycin) iiber Nacht bei 30 °C vorkultiviert. In einem kleinen Kolben
wurden dann 10 ml TSB (50 pg/ml Erythromycin) und 100 pl der Vorkultur
gegeben und ca. 6 h bei 30 °C und 150 Upm inkubiert. Die Kultur wurde im
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Verhiltnis 1:100, 1:1 000, 1:10 000 und 1:100 000 mit TSB verdiinnt und je 70 ul
auf TSA-Platten mit 50 pg/ml Erythromycin ausplattiert Die Inkubation erfolgte bei
einer fiir die temperatursensitiven Vektoren nicht permissiven Temperatur von
44 °C. So konnte erreicht werden, dass nur Klone mit einer erfolgreichen Insertion
des erm-Gens selektioniert wurden. Die Klone wurden separat auf TSA-Platten mit
Erythromycin (50 pg/ml) und Chloramphenicol (10 pg/ml) ausgestrichen. Die
Mutanten wurden identifiziert durch den Verlust des Resistenzmarkers der Vektoren
(Chloramphenicol) und gleichzeitigem Erwerb einer Erythromycinresistenz.

Durch zwei Kolonie-PCRs fiir den strangaufwirts (v.fragl.fw mit erm.rv) und
stragabwirts (erm.fw mit h.frag8.rv) gelegenen Bereich der Insertionen wurde die
korrekte Integration der Resistenzkassette iiberpriift. Die entstandenen PCR-
Fragmente wurden im Anschluss sequenziert, um mdgliche Basenverluste

ausschlieBen zu konnen.

TSA-Platten 30g/l TSB
12 g/l Bacto-Agar

5.4 Arbeiten mit DNA

5.4.1 Isolation chromosomaler DNA aus S. epidermidis
Die Isolation chromosomaler DNA aus S. epidermidis erfolgte mit dem
NucleoSpin Tissue Extraktionskit von Macherey & Nagel nach den Angaben des
Herstellers mit dem Ergdnzungsprotokoll fiir Bakterien. Dabei wurde der Lysisschritt
durch eine zehnminiitige Inkubation mit 10 pl Lysostaphin (1500 U/ml) bei 37 °C
ergédnzt, bevor die Proteinase K zugefiigt wurde. Alle folgenden Schritte entsprechen

dem Herstellerprotokoll.

5.4.2 Isolation von Plasmid-DNA
Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem NucleoSpin Tissue
Kit von peqlab entsprechend den Angaben des Herstellers. Auch die Isolation von
Plasmiden aus Staphylokokken wurde mittels dieses Kits durchgefiihrt. Allerdings
wurden die Bedingungen fiir die Lyse der Zellen verdndert. Der Lyseschritt wurde
durch Zugabe von 10 ul Lysostaphin (1500 U/ml) erginzt und zusétzlich erfolgte
eine Inkubation fiir 10 min bei 37 °C. AnschlieBend wurde mit den Proben weiter

verfahren wie vom Hersteller empfohlen.
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5.4.3 Analyse von DNA im TBE-Agarosegel

Zur Reinigung und GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte die
Elektrophorese standardmiBig in 1,5 %igen (w/v) TBE-Agarose-Gelen, die
0,003 % (w/v) Ethidiumbromid enthielten. Als Laufpuffer diente 0,5x TBE. Vor
dem Auftragen der Proben auf das Gel wurden diese mit Probenpuffer verdiinnt. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente wurde je nach Grofe des Gels durch eine
Spannung zwischen 100-150 V (Power supply EV233) erreicht. Als GroBenstandard
wurde ein Gemisch aus mit HindIII verdauter A-DNA und mit Haelll verdaute DNA
des Bakteriophagen ®X174 genutzt. Die durch Ethidiumbromid gefirbte DNA
wurde durch UV-Licht sichtbar gemacht.

6x DNA-Probenpuffer 30% (v/v)  Glycerol
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
0,05 M EDTA

10x TBE 09M Tris
09M Borsiure
0,01 M EDTA

5.4.4 Nukleinsdureaufreinigung
Zur Nukleinsdureaufreinigung von PCR-Produkten oder von DNA aus einem
Agarose-Gel wurde das Kit NucleoSpin Extract II der Firma Macherey & Nagel
verwendet. Die Methode basiert auf der Bindung der DNA an eine Silica-Membran
in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen. Mit diesem Kit konnen DNA-Fragmente
bis zu einer Basenldnge von 10 kb gereinigt werden. Es wurde ausschlieBlich nach

Angaben des Herstellers verfahren.

5.4.5 Bestimmung der DNA-Konzentration
Zur photometrischen Bestimmung der Konzentration wissriger DNA-Ldsungen
wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen (Aj¢onm). Eine
Azeonm von 1,0 entspricht einer Nukleinsdurekonzentration von 50 pg/ml fiir
doppelstringige DNA. Der Quotient aus Ajsonm/Azso liefert eine Aussage iiber die
Reinheit der DNA-Losung. Bei reinen Nukleinsdurepréiparationen liegt der Wert des
Quotienten bei ca. 1,8 (reine DNA). Die Konzentration berechnet sich wie folgt:

DNA-Konzentration (ug/ml) = Absorption 260 x 50 x Verdiinnungsfaktor



METHODEN 40

Die DNA wurde 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt und die Konzentration in UV-
durchldssigen  Plastikkiivetten = (UVette) photometrisch  (SmartSpec  Plus

Spektrophotometer) gemessen.

5.4.6 Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Amplifikation sequenzspezifischer DNA-Fragmente
eingesetzt. Abhédngig von der weiteren Nutzung der PCR-Produkte wurden diese
durch verschiedene DNA-Polymerasen amplifiziert. Die DyNAzyme I DNA-
Polymerase stammt aus Thermus brockianus und besitzt 5 = 3’ DNA-Polymerase
und Exonuklease-Aktivitit, aber ihr fehlt die 3° = 5’ proofreading-Aktivitat. DNA-
Fragmente, die auf diese Weise gewonnen wurden, dienten entweder zur Kontrolle,
der Aufnahme von DNA in Bakterienzellen in Kolonie-PCR-Ansédtzen oder zur
Sequenzierung von DNA-Abschnitten durch die Firma MWG. DNA, die im
Anschluss an die PCR zur weiteren Klonierung genutzt werden sollte, wurde
hingegen mit dem TripleMaster PCR System (Eppendorf) amplifiziert. Der DNA-
Polymerasemix besteht aus einem Gemisch verschiedener thermostabiler
Polymerasen, die proofreading-Aktivitét besitzen.

PCR-Ansitze, deren Produkt anschlieBend weiter verwendet wurde, wurden
standardmifBig in 50 pl Ansitzen durchgefiihrt, die sich wie folgt zusammensetzten:

10x PCR-Puffer Sul
TripleMaster:  10x HighFidelity Puffer mit 2,5 mM Mg**
DyNAzyme I:  10x optimierter DyNAzyme Puffer mit 1,5 mM Mg*"
forward Primer (10 pmol) 1,5 pul

reverse Primer (10 pmol) 1,5 pl

DNA template 2 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
DNA-Polymerase 0,5 ul

TripleMaster: 5 U/ul
DyNAzyme I: 2 U/ul

A. dest. 38,5 ul
Um zu kontrollieren ob DNA-Fragmente korrekt integriert oder tiberhaupt in die
Zellen aufgenommen wurden, wurden Kolonie-PCRs durchgefiihrt. Da diese DNA
nicht weiter genutzt wurde, wurden die Ansdtze auf 25 pl reduziert. Eine
Einzelkolonie wurde in 10 pl A. dest aufgenommen und 2,5 pl dieser Suspension als
template in der PCR eingesetzt. Die Mengenangaben fiir Primer, dNTPs, Puffer und
Polymerasen wurden halbiert und der Ansatz entsprechend mit A. dest auf 25 pl

aufgefiillt.



METHODEN 41

Alle PCR-Reaktionen wurden im Flexcycler durchgefiihrt. Die Ansitze
durchliefen 30 — 35 Zyklen, dabei wurde die Temperatur fiir die Hybridisierung der
Primer, mit der DNA, entsprechend ihrer Schmelztemperatur gewahlt (Tabelle 5-1).
Die Denaturierungstemperatur betrug 95 °C. Zur Verliangerung der DNA-Fragmente
wurde die optimale Arbeitstemperatur der Polymerasen, 72 °C, gewihlt, die Zeit
richtete sich dabei nach der Lénge der zu amplifizierenden Fragmente.

Zur Kontrolle einer erfolgreichen Amplifikation wurden die PCR-Produkte im

Anschluss auf TBE-Agarosegelen (5.4.3) kontrolliert.

Tab. 5-1 Hybridisierungstemperaturen von Primerpaaren

forward Primer reverse Primer Temperatur
fragl.attB4.fw fragl.attBl.rv 53°C
frag?.attB2.fw frag2.attB3.rv 52°C
frag3.attB4.fw frag3.attBl.rv 52°C
frag4.attB2.fw frag4.attB3.rv 54 °C
fragS.attB4.fw fragS.attBl.rv 55°C
frag6.attB2.fw frag6.attB3.rv 52°C
frag7.attB4.fw frag7.attBl.rv 52°C
frag8.attB2.fw frag8.attB3.rv 52°C
ermR2.attB1.fw ermL1.attB2.rv 57°C
barA.attB1.fw barA.attB2.rv 58 °C
barB.attB1.fw barB.attB2.rv 58 °C
rsbU.attB1.fw rsbU.attB2.rv 55°C
sigB.attB1.fw sigB.attB2.rv 60 °C
erm.fwl h.frag8.rv 46 °C
v.fragl.fw erm.rvl 45 °C

5.4.7 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA erfolgte mit dem Thermo Sequenase Cycle
Sequencing Kit von USB Corporation nach den Angaben des Herstellers. Die
Sequenzierung wurde durch zufdlligen Abbruch der Synthese des DNA-Fragments
durch didesoxy-Nukleotide erreicht (Sanger et al., 1977). Durchgefiihrt wurden die
Sequenzierungen in Zusammenhang mit der Primer Extension Analyse (5.4.3). Im
entsprechenden Kapitel ist das Sequenzgel ndher beschrieben, auf das auch die

Sequenzierungsproben aufgetragen wurden.
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Die standardméBige Sequenzierung zur Kontrolle von Klonierungen wurde von
der Firma MWG durchgefiihrt. Dazu wurden 100 pg der zu sequenzierenden DNA in

1,5 ml ReaktionsgefdB3en eingetrocknet und der Firma zugesandt.

5.4.8 Gatewayklonierungen

Das Gateway-System der Firma Invitrogen stellt eine Klonierungstechnik dar, die
auf dem natiirlich vorkommenden sequenzspezifischen Rekombinationssystem des
Bakteriophagen A (Landy, 1989) beruht. Die Methode erlaubt einen schnellen und
sehr effizienten Transfer von DNA-Fragmenten zwischen verschiedenen Vektoren
unter Beibehaltung des Leserasters ohne den Einsatz von Restriktionsenzymen und
Ligasen (Hartley et al., 2000). In allen Anwendungen setzt sich die Klonierung aus
zwel separaten Schritten zusammen. Der BP-Klonierung zur Generierung der Entry-
Vektoren aus PCR-Produkt und Donorvektor. Und der LR-Klonierung zur
Erzeugung der Expressionsvektoren.

In dieser Arbeit wurde das System genutzt, um Expressionsvektoren fiir die
Uberexpression der Proteine BarA, BarB, RsbU und SigB zu erzeugen sowie zur
Herstellung von Vektoren, die der Deletion der Gene iSpE, purR, barA und barB

dienen sollten.

5.4.8.1 Klonierung der Expressionsvektoren

barB.attB1l.fw barB.attB2.rv

barA.attBl.fw barA.attB2.rv

—— ispE 3 purR = barA =barB 3565 bp

sigB.attB1.fw sigB.attB2.rv

rsbU.attB1.fw rsbU.attB2.rv

—— rsbU >ﬁrsbv> rsbw > sigB HOl bp

Abb. 5-1 Primer fiir Expressionsvektoren

Die Lage der Primer ( ) und deren Orientierung, die zur Amplifikation der Gene
genutzt wurden sind dargestellt. Die gefiillten Pfeile zeigen die verschiedenen offenen
Leserahmen, wie sie im Genom von S. epidermidis ATCC12228 (AE015929.1 ) vorliegen.

Die kodierenden Bereiche der Gene barA, barB, rsbU und sigB wurden mittels
PCR (5.4.6) amplifiziert. In diesem Schritt wurden die DNA-Abschnitte mit den att-
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sites zur Integration in pPDONR221 versehen. Der forward-Primer fiigte eine attB1-
site an das 5’-Ende des PCR-Produktes und der reverse-Primer eine attB2-site an das
3’-Ende (Abbildung 5-1).

In der BP-Klonierung wurden 50 fmol des jeweiligen PCR-Produktes und 150 pg
des Donorvektors pPDONR221 eingesetzt. Den Ansédtzen wurden jeweils 4 U der BP-
Clonase zugefiigt und sie wurden mit A. bidest auf 25 pl aufgefiillt. Nach einer
Inkubation fiir 2 h bei RT, wurden die Ansétze in E. coli TOP 10 transformiert
(5.3.2).

25 fmol der enstandenen Entryvektoren (Tab. 5-1) wurden fiir die LR-Klonierung
mit 150 pg der jeweiligen Empfangervektoren eingesetzt. Durch die
Empfangervektoren wurde den Proteinen ein tag angefiigt (pDEST 17: His-tag,
pDEST 15: GST-tag) und die Expression wurde unter Kontrolle des T7-Promotors
gestellt (Tabelle 5-2).

Tab. 5-2 Kombinationen der Entry- und Destinationsvektoren

Entry-Vektor Destinationsvektor  Expressionsvektor
pENTRYbarA pDEST 17 pEXPRbarA
pDEST 15 pEXPRbarA-GST
pENTRYbarB pDEST 17 pEXPRbarB
pDEST 15 pEXPRbarB-GST
pENTRYrsbU pDEST 17 pEXPRrsbU
pENTRYsigB pDEST 17 pEXPRsigB

Zu den Vektoren wurde die LR-Clonase (4 U) hinzugefiigt und der Ansatz wurde
mit A. bidest auf 20 ul aufgefiillt. Nach einer ca. 16 stiindigen Inkubation bei
Raumtemperatur, wurden die Klonierungsansitze in E.coli DH5a transformiert
(5.3.2). Mittels PCR wurden die Plasmide zunichst iiberpriift, anschlieBend wurden
die Plasmide mit Hilfe der T7 Primer sequenziert (5.4.7), um Mutationen
ausschliefen zu konnen. Bevor die Proteine iiberexprimiert werden konnten, wurden

die Plasmide in den dafiir besser geeigneten Stamm E. coli BL21 Al transformiert.

5.4.8.2 Klonierung der Deletionsvektoren

Der Klonierung ging die Amplifikation der bendtigten DNA-Fragmente durch
eine PCR (5.4.6) voraus. Es wurden DNA-Abschnitte ausgewéhlt, die {iber einen
Bereich von ca. 500 bp das zu deletierende Gen flankieren (Abbildung 5-2).
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In der PCR-Reaktion wurden den Fragmenten durch die Primer att-sites

angehéngt, die zur Erkennung durch den Enzymmix sowie fiir die korrekte Insertion

in den Empfangervektor notwendig waren (Tabelle 5-3).

v.fragl.fw

fragl.attB4.fw fragl.attBl.rv

fragl

frag3.attB4.fw

frag3

frag3.attB1.rv

2 purR

frag2.attB3.fw frag2.attB2.rv

frag2
frag4.attB4.fw

frag5.attB4.fw frag5.attB1l.rv

frag5

= barA =barB

frag4

frag6.attB2.fw
frag6.attB3.rv

frag6

frag7.attB4.fw

frag?7

h.frag8.rv

I
3565 bp

frag4.attB1.rv

frag8.attB2,fw

frag7.attBl.rv frag8.attB3.rev

frag8

Abb. 5-2 Primer fiir Deletionsvektoren
Gezeigt ist die genomische Region um purR in S. epidermidis ATCC 12228 (AE015929.1).
Die offenen Leserahmen sind durch gefiillte Pfeile gekennzeichnet. Es sind alle Primer (" 9)
sowie deren Lage und Orientierung und die daraus resultierenden DNA-Fragmente
dargestellt, die zur Klonierung der Deletionsvektoren notig sind. Des Weiteren sind die
Oligonukleotide v.fragl.fw und h.frag8.rv eingezeichnet, die zur spiteren Kontrolle der
korrekten Insertion dienten.

Tab. 5-3 Zuordnung der att-sites zu den Fragmenten und resultierende Vektoren

Bezeichnung att-sites Empfingervektor Produkt

Frag 1 attB4 und attB1 pDONR™P4-P1R pENTRY fragl
Frag 2 attB2 und attB3 pDONRT™P2R-P3 pENTRY frag2
Frag 3 attB4 und attB1 pDONR™P4-P1R pENTRYfrag3
Frag 4 attB2 und attB3 pDONR™P2R-P3 pENTRY frag4
Frag 5 attB4 und attB1 pDONR™P4-P1R pENTRY frag5
Frag 6 attB2 und attB3 pDONRT™P2R-P3 pENTRY fragb
Frag 7 attB4 und attB1 pDONR™P4-P1R pENTRYfrag7
Frag 8 attB2 und attB3 pDONR™P2R-P3 pENTRYfrag8
erm attB1 und attB2 pDONR™ 221 pENTRYerm

Ansitze fiir die BP-Klonierungen setzten sich wie folgt zusammen:

Aufgereinigtes PCR-Fragment
Donorvektor

Enzymmix

A. bidest.

50 fmol
150 pg

2 ul

ad 10 pul
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Der Ansatz wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend in
E.coli TOP 10  transformiert (5.3.2). Die Selektion der Klone mit den
entsprechenden Entry-Vektoren erfolgte auf Kanamycin. Wurden in einer PCR-
Reaktion die zu erwartenden Banden nachgewiesen, wurden die Entry-Plasmide
durch eine Sequenzierung mit M 13 Primern kontrolliert (5.4.7).

AnschlieBend wurden in der LR-Klonierung die einzelnen Fragmente aus den
Entry-Vektoren in dem Empfingervektor zusammengefiigt. Das Gateway-System
enthdlt einen Destinationsvektor, pDEST R4-R3, der fiir E. coli geeignet ist. Des
Weiteren stand ein Empfangervektor zur Verfligung, der die nétigen att-sites besald
und als E. coli/Staphylococcus-shuttle-Vektor genutzt werden konnte (pTS1 opplac).
Dieser Vektor wurde in separaten Klonierungsansitzen als Alternative zu
pDEST R4-R3 genutzt. Jeder Ansatz beinhaltete 4 Plasmide, den Destinationsvektor,
den Entry-Vektor mit der Resistenzkassette, pENTRYerm, und die Entry-Vektoren
mit den entsprechenden flankierenden Sequenzen und ergab die entsprechenden

Expressionsvektoren (Tabelle 5-4).

Tab. 5-4 Kombination der ENTRY-Vektoren und resultierende Vektoren

Ausgangsplasmide Produkt pDEST'™MR3-R4  Produkt pTS1 opplac
pENTRYfragl + pENTRYfrag2  pCOLIispE pTSlispE
pENTRYfragl + pENTRYfragd  pCOLIispEpurR pTS1lispEpurR
pENTRYfragl + pENTRYfrag8  pCOLIispEpurRbarAB pTSlispEpurRbarAB
pENTRYfrag3 + pENTRYfragd  pCOLIpurR pTSIpurR
pENTRYfrag5 + pENTRYfrag6 ~ pCOLIbarA pTSlbarA
pENTRYfrag5 + pENTRYfrag8  pCOLIbarAB pTS1barAB
pENTRYfrag7 + pENTRYfrag8§  pCOLIbarB pTSl1barB

Die LR-Ansitze enthielten jeweils 25 fmol der jeweiligen Entry-Vektoren, 60 ng
pDEST R4-R3 bzw. pTS1 opplac dest, 4 ul der LR-Clonase und wurden mit
A. bidest auf 16 pl aufgefiillt und fiir 18 h bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend in E. coli TOP 10 oder Mach 1 transformiert (5.3.2). Die Selektion der
Klone erfolgte auf Ampicillin.

Bei den pCOLI-Plasmiden handelte es sich nicht um E. coli/Staphylococcus-
shuttle-Vektoren, demnach erfolgte eine Umklonierung in den Vektor pBT2 (5.4.9)

in einem zusétzlichen Schritt.
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5.4.9 Kklassische Klonierung

5.4.9.1 Restriktionsverdau des Vektors und der DNA-Fragmente

Die durch die MultiSite-Gateway Technologie erzeugten pCOLI-Vektoren waren
nicht als E. coli/Staphylococcus-shuttle-Vektoren geeignet, deshalb mussten die
zusammengesetzten Fragmente in den Vektor pBT2 umkloniert werden. Dieser
Vektor weist keine att-sites auf, besitzt jedoch eine multi cloning site. Hier wurden
die Schnittstellen fiir Pstl und BamHI genutzt, um den Vektor zu linearisieren. Der

Ansatz mit Enzymen und Puffern (New England Biolabs) setzte sich wie folgt

zusammen: pBT2 30 ul
BSA 0,5 ul
BamHI 1,5 ul
Pstl 1,5 ul
Neb3 Puffer 5 pul
A. dest 11,5 ul

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 3 h. Der linearisierte pBT2 hatte eine Lénge
von 6,97 kb. Nach dem Verdau wurde der Vektor pBT2 mittels CIAP (calf intestine
alcaline phosphatase) dephosphoryliert. Dem Ansatz wurden 5 ul CIAP (1 U/ul)
zugefiigt und die Inkubation erfolgte fiir eine weitere Stunde bei 37 °C. Darauf folgte
eine Hitzeinaktivierung bei 65 °C fiir 10 min.

Die pCOLI-Vektoren, die mit der Gateway-Technik erzeugt wurden, enthielten
die zusammengesetzten drei DNA-Fragmente. Diese wurden als ein PCR-Amplifikat
durch jeweils zwei spezifische Primer amplifiziert (5.4.6). Der forward Primer besal}
am 5’ Ende eine Pstl-Schnittstelle und der reverse Primer eine BamHI-Schnittstelle.
Auf diese Weise konnten die Insertionsfragmente genauso verdaut werden wie der

Vektor. AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der DNA-Fragmente (5.4.4).

5.4.9.2 Ligation

Die Ligation wurde zur Integration der 3-Fragment-Konstrukte in den
linearisierten shuttle-Vektor pBT2 durchgefiihrt. Fiir die Verkniipfung wurde ein
molares Verhiltnis 1:6 von Vektor zu Insert (50 fmoles zu 300 fmoles) eingesetzt. Es
wurden 2 pl T4-DNA-Ligase-Puffer und 1 pl T4-Ligase zugegeben und auf 20 pl
Gesamtvolumen mit A. dest aufgefiillt. Nach einer 10 miniitigen Inkubation bei
Raumtemperatur und einer anschlieBenden Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 65 °C

(10 min) wurde eine Transformation in E. coli (5.3.2) angeschlossen.
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5.5 Arbeiten mit RNA

5.5.1 Probennahme der S. epidermidis Zellen zur RNA-Aufreinigung

Um die RNA der verschiedenen S. epidermidis Stimme zu gewinnen, wurden
10 ml TSB, TSBnaci und TSBgon mit den Vorkulturen in Zellkulturschalen
(NunclonA) beimpft und die Hauptkulturen angeziichtet. Diese wurden fiir 7 bzw.
24 h bei 37 °C im Brutschrank stehend inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturschalen geerntet
und in ein 50 ml Polystyrolrohrchen auf Eis iiberfithrt. Nach Zentrifugation bei
3220 xg, 4 °C fiir 10 min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml
TE-Puffer gewaschen. Die Pellets biofilmpostiver Staimme wurden 20 s mit einer
Frequenz von 20 kHz und einer Amplitude von 70 % mittels Ultraschallgerit
sonifiziert. Nach zwei weiteren Waschschritten wurde der Uberstand abgenommen
und das Pellet bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0

0,1 mM EDTA
5.5.2 Isolation der Gesamtzell-RNA

Nachdem die Zellpellets auf Eis aufgetaut wurden, erfolgte die Zugabe von 180 pl
TE-Puffer (5.5.1). Eine Behandlung der Zellen mit Ultraschall (Frequenz: 20 kHz,
Amplitude: 30 %) flihrte zur vollstindigen Resuspension der Zellen in dem Puffer.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 30U des antibakteriellen Enzyms
Lysostaphin, das die Zellwand der Staphylokokken spaltet. Nach einer 10 miniitigen
Inkubationszeit bei 37 °C wurden die Zellen 5 min auf Eis gestellt. Sie wurden
anschlieBend mit jeweils 700 pl RLT-Lysis-Puffer (Qiagen) (enthédlt 1:100
Mercaptoethanol) vermischt und in Lysing-Matrix-B-Sdulen tiberfiihrt. Bei
6800 Upm erfolgte der Aufschluss der Zellen mit dem Precellys 24. AnschlieBend
wurden die Proben fiir 30 s auf Eis gekiihlt und die Glas-beads der Lysing-Matrix-B-
Rohrchen bei 4 °C und 25000 xg fiir 5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde in
eine neues Reaktionsgefdl3 iiberfilhrt und unter gleichen Bedingungen 30 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum in ein neues Reaktionsgefé iiberfiihrt
und mit Ethanol bis zu einer Endkonzentration von 70 % versetzt.

Zur RNA-Isolation wurde RNeasy Mini Kit von Qiagen verwendet. Alle

folgenden Schritte wurden laut Angaben des Herstellers zum Protokoll fiir Hefen
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durchgefiihrt. Die RNA wurde mit 50 ul RNase freiem Wasser durch Zentrifugation

bei 8000 xg fiir 1 min in ein sauberes Reaktionsgefal eluiert.

5.5.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentrationsbestimmung beruht auf dem gleichen Prinzip wie die
Konzentrationsbestimmung der DNA (5.4.5).

Fiir die Bestimmung der Konzentration der RNA wurde diese zunichst 1:100 in
RNase freiem Wasser verdiinnt. Unter Verwendung von UV-Kiivetten wurde die
Absorption bei 260 nm am SmartSpec Plus Spektrophotometer gemessen. Als
Referenz diente RNase freies Wasser. Eine Absorption (Azeonm) von 1,00 entspricht
einer Konzentration von 40 pg/ml RNA. Durch zusétzliche Messung der Absorption
bei 280 nm wurde auf den Grad der Verunreinigung mit Protein geschlossen.
Quotienten zwischen 1,9 und 2,2 weisen auf reine RNA-Pridparationen hin. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die RNA-Proben bei -80°C gelagert.

5.5.4 Primer Extension Analyse
Die Primer Extension Analyse wurde mittels eines radioaktiv markierten Primers,
mit dessen Hilfe mRNA in markierte cDNA umgeschrieben wurde, durchgefiihrt.
Die Methode wurde zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes genutzt. Zuerst
erfolgte die Markierung des Primers mit [y°P] ATP durch die T4-

Polynukleotidkinase (PNK). Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

5ul [y'2P] ATP (50 pCi)

1 ul Primer (100 ng/pl)
2,5l Kinasepuffer (zehnfach)
0,4 ul T4-PNK (entspricht 4 U)

16,1 ul A. bidest.

Der Ansatz wurde fiir die Phosphorylierungsreaktion fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Anschlieend wurde die PNK 5 min bei 65°C hitzeinaktiviert. Die Fillung
der markierten Oligonukleotide erfolgte durch Zugabe von 25 pl Ammoniumacetat
(4 M) und 250 pl eiskaltem Ethanol (96 % v/v) fiir 30 min bei -70 °C. Danach
wurden die Primer 15 min bei 13000 Upm und 4 °C sedimentiert. Nach Trocknen
des Pellets wurde dieses in 20 pl A. bidest. aufgenommen und gelost. 1 pl dieses
Ansatzes wurde fiir die Messung der inkorporierten Radioaktivitit am LSC

eingesetzt. Fiir die Primerverlingerung wurde eine Aktivitit von etwa 0,5-
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1x10°cpm eingesetzt. Der Ansatz fiir die Hybridisierung der mRNA mit dem

markierten Primer setzte sich wie folgt zusammen:

10° cpm endmarkierter Primer
Sug RNA
1 ul 10x Hybridisierungspuffer

ad 10 pl A. bidest.

Die Hybridisierung erfolgte fiir 60 min bei 52 °C. AnschlieBend wurde dem
Ansatz 25 pl des Primer-Extension-Mix und 20 U der reversen Transkriptase
(SuperScript IIT) zugefiigt. Die weitere Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 30 min, um
die notigen Bedingungen fiir die reverse Transkription zu schaffen. Die nun
entstandene cDNA wurde mit 200 pl eiskaltem Ethanol (96 % v/v) 30 min bei -70 °C
gefillt und anschlieBend sedimentiert (15 min, 13000 Upm). Das getrocknete Pellet
wurde in 10 pl Stopppuffer resuspendiert. 2 ul jeder Probe wurden auf ein
Sequenzgel aufgetragen. Das Gieflen des Gels erfolgte zwischen zwei zuvor
silanisierte (Antihaft-Silan) und mit Ethanol gereinigte Glasplatten. Vor dem
Auftragen der Proben erfolgte ein Vorlauf des Gels von etwa 2h, um eine
Geltemperatur von ca. 55 °C zu erreichen. Die Proben wurden 3 min bei 70 °C
denaturiert und zusammen mit den dazugehorigen Sequenzen auf das Gel
aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1x TBE (5.4.3) und die Elektrophorese erfolgte
bei 80 W fiir 2 h (PowerPac 3000). Nach dem Gellauf wurde das Gel mit Hilfe eines
Bogens Filterpapier (GB002) von der Glasscheibe entfernt und mit Saranfolie
bedeckt, bevor ein Rontgenfilm (Kodak BIOMAX™ MS) aufgelegt wurde. Die
Exposition fand iiber Nacht bei -80 °C statt. Des Rontgenfilms wurde im Curix 60

entwickelt.

Hybridisierungspuffer 10 mM Tris-HC1 pH 7,9 autoklavieren
1 mM EDTA autoklavieren
250 mM KCl autoklavieren

Primer-Extension-Mix 10 mM Tris-HCI pH 8,7 autoklavieren
10 mM MgCl, autoklavieren
5 uM DTT
0,4 mM dNTPs

1 U/ul Rnasin
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Sequenzgel 40% Acrylamid
(38%AA + 2%Bis)
Ix TBE
42% (W/v) Harnstoff durch Papierfilter

filtriert

0,00025% (w/v) APS
0,001% (v/v)  TEMED

5.5.5 5’ Kartierung der mRNA mittels RACE-Technologie

Mit dem 5°/3> RACE-Kit, 2nd Generation ist es mdglich sowohl 5’ als auch 3’
Enden zu kartieren. In dieser Arbeit sollte der 5’ Startpunkt des Transkripts von
barAB, ausgehend vom putativen ¢° abhingigen Promotor strangaufwirts von barA,
kartiert werden. Dazu wurde in einem ersten Schritt durch einen genspezifischen
Primer und der im Kit enthaltenen Transcriptor reversen Transcriptase aus der RNA
eine cDNA geschrieben. Der Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

4 ul cDNA Synthesepuffer

2 ul dNTPs

1,25 ul  frag5.barA.rv (10 uM)

0,56 I RNA (2 ng)

1 ul Transcriptor rev. Transcriptase
11,2 ul  A. dest.

Der Ansatz wurde 60 min bei 55 °C und anschlieBend 5 min bei 85 °C inkubiert.
Im Folgenden wurde die cDNA mit dem High Pure PCR Product Purification Kit
laut Angaben des Herstellers aufgereinigt. Im néchsten Schritt wurde ein polyA-
Schwanz an das 3’-Ende der aufgereinigten cDNA mit Hilfe einer terminalen
Transferase nach dem Protokoll des Herstellers angefiigt. In einer nested-PCR
(Tabelle 5-4) wurde das spezifische DNA-Fragment amplifiziert, anschlieBend
aufgereinigt und bei der Firma MWG sequenziert (5.4.7).

Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Sul dA-markierte DNA
1 ul oligo dT Primer
1,25 ul barA.pe.rv (10 uM)
1 pul dNTPs

Sul Reaktionspuffer

(mit Taq DNA-Polymerase)
36,25 ul A. bidest.
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Tab. 5-4 PCR-Bedinungen zur Amplifikation der dA-markierten cDNA

Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
Initiale Denaturierung 94 120 1
Denaturierung 94 15 )
Anlagerung 55 30 r 10
Verldngerung 72 40 J
Denaturierung 94 15 )
Anlagerung 55 30 (25
Verlidngerung 72 40 + 20 / Zyklus J
Finale Verlidngerung 72 420 1

Die so ermittelte Sequenz konnte fiir ein Alignment mit der aus der Datenbank
bekannten genomischen Sequenz genutzt werden und der Startpunkt ermittelt

werden.

5.5.6 Quantitative Transkriptionsanalyse

Zur Analyse der Transkription der Gene icaA und icaR sowie der extrazelluldren
Protease SE0184, SE1543 und SE2219 wurde die reverse Transkription real time
PCR (RT-PCR) genutzt. Dabei diente das Gen der Guanylatcyclase (gmk) als
unreguliertes Referenzgen (house keeping gene).

Die aus den Bakterien gewonnene RNA enthielt Kontaminationen genomischer
DNA. Um die Quantifikation nicht zu beeintrdchtigen, wurde diese DNA durch die
Behandlung der Proben mit RNase-freier DNase I entfernt. 5 ug RNA wurden mit
2 ul DNase-I-Puffer und 4 ul DNase (1 U/ul) versetzt und auf 20 pul mit A. dest.
aufgefiillt. Der Ansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zusatz
von 1pul 25mM EDTA und 10 min Erhitzen auf 65°C wurde die Reaktion
abgestoppt. Der Ansatz wurde fiir die weitere Behandlung 1:5 mit Aqua dest.
verdiinnt. Um den Erfolg des DNA-Verdaus zu priifen, erfolgte eine Kontroll-PCR

im Light Cycler. Der Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

2 ul LightCycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green
0,8 ul MgCl,, 25 mM

1,5 pl forward-gmk-Primer (10 pmol/pl)

1,5 ul reverse-gmk-Primer (10 pmol/ul)

2 ul DNase behandelte RNA-Probe

12.2 ul A. dest
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Dem LightCycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green wurde dem Protokoll
entsprechend vor der Verwendung 10 pl LightCycler® FastStart Enzyme zugesetzt,
welches die Taqg DNA Polymerase enthédlt. Als Positivkontrolle diente ein cDNA-
Gemisch aus vorangegangenen RNA-Isolationen. Zur Negativkontrolle wurde dem
Ansatz lediglich Wasser zugefiigt. Die Durchfiihrung und Auswertung der RT-PCR
erfolgte mit dem Programm LightCycler Data Analysis Das Protokoll der PCR am
LightCycler ist der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tab. 5-5 PCR-Protokoll der Kontroll PCR

Temperatur [°C] Zeit [s] Anstieg [°C/s]  Zyklen
Denaturierung

95 600 20 1 x
Amplifizierung

95 10 20

50 10 20 52 x
72 10 20

Schmelzkurven

95 0 20 1 x
50 30 20 1 x
95 0 0,2 1x
Kiihlung

40 15 20 1 x

Wurde die Kontroll-PCR erst nach 35 oder mehr Zyklen positiv bzw. blieb
negativ, konnten die Proben zur weiteren Analyse verwendet werden. Dabei muss die
RNA zunidchst in ¢cDNA umgeschrieben werden. Die reverse Transkription zur
Synthese der cDNA erfolgte mit dem iScript™ Select cDNA Synthesis Kit. Fiir die
Denaturierung der RNA und Anlagerung der Primer, wurden 5 ul der 1:5 verdiinnten
RNA mit 2 pl random Primern sowie mit 8 ul A. dest versetzt und 5 min bei 65 °C
inkubiert. Nachdem der Ansatz 1 min auf Eis stand, wurde ein Reaktionsmix,
bestehend aus 4 pl 5x iSript Reaktions-Puffer und 1 pl iSript reverser Transkriptase,
hinzupipettiert. Im Thermocycler erfolgte die Inkubation des Reaktionsmixes bei

folgenden Temperaturen:
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Tab. 5-6 Protokoll der reversen Transkription

Zeit [s] Temperatur [°C]
5 min 25°C

30 min 42 °C

5 min 84 °C

0 4°C

Die erhaltenen cDNA wurde 1:4 verdiinnt und bis zum weiteren Gebrauch bei
-20 °C gelagert.

Die RT-PCR setzte sich fiir alle Primerpaare entsprechend der optimalen
Bedingungen zusammen. In Tabelle 5-7 sind die verschiedenen Zusammensetzungen

zusammengefasst.

Tab. 5-7 Zusammensetzung der RT-PCR Ansitze

PCR-Komponenten Ansitze [pul]
icaA  icaR SE0184 SE1543 SE2219 gmk

LightCycler” FastStart
Reaction Mix SYBR Green 2 2 2 2 2 2

MgCly, 25 mM 0,8 1,6 0,8 0,8 0,8 0,8
forward-Primer (10 pmol/ul) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
reverse-Primer (10 pmol/pl) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
cDNA 2 2 2 2 2 2

A. dest 15,2 15 14,2 13,4 14 13,2

Das Protokoll fiir die PCR erfolgte wie in Tabelle 5-1 dargestellt mit kleinen
Abweichungen. In der PCR fiir icaR wurde wéhrend der Amplifikation die
annealing-Zeit auf 8 s reduziert und die Temperatur auf 52 °C erhoht. Fiir die Gene
SE0184, SE1543 und SE2219 wurde die annealing-Temperatur auf 53 °C erhoht,
aber das Protokoll ansonsten beibehalten.

Die LightCycler Software 4.05 errechnet iiber die Fluoreszenz der Probe mit der
2. Ableitung des Maximums einen Cp-Wert, der den Zyklus darstellt, in dem die
Fluoreszenz der jeweilige Probe aus dem Hintergrund tritt. Dieser wird zur weiteren
Quantifizierung genutzt. Das Modul der Software zur relativen Quantifizierung
ermittelt das Verhéltnis der target-Konzentration zur Konzentration der jeweiligen
Referenzprobe. AuBBerdem wurde der PCR-Lauf auf einen Kalibrator normiert. Diese
Probe wurde fiir jedes Primerpaar in jedem Lauf zusétzlich mitgefiihrt. Des Weiteren

diente der Berechnung die wahre Effizienz der PCR der verschiedenen PCR-Ansitze.
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Um die Effizienz der Primerpaare zu bestimmen wurde eine 1:2 Verdiinnungsreihe
einer cDNA hergestellt (1:2 bis 1:256) und diese fiir die PCR analog zu den in
Tabelle 5-3 dargestellten Ansdtzen, eingesetzt. Die Software konnte diese
Informationen nutzen, um eine Regressionsgerade zu erstellen, deren Anstieg die
Effizienz der jeweiligen Primer darstellte. Weiterhin wurde die Signifikanz der

Beobachtungen durch einen Standard-t-Test (p > 0,05) berechnet.

5.6 Arbeiten mit Proteinen

5.6.1 Proteiniiberexpression

Mit der Proteiniiberexpression wurde infolge einer induzierten Proteinsynthese in
der Zelle die erhdhte Konzentration eines rekombinanten Proteins erzielt. Es wurden
31 LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) mit einer Vorkultur des Vektor-tragenden
E. coli BL21 Stammes auf eine ODgponm 0,05 inokuliert und bei 37 °C und 150 Upm
kultiviert. Nach Erreichen einer Zelldichte von ODgoonm 0,6 wurde zur Induktion der
Expression des rekombinanten Proteins, Arabinose zugegeben (0,02 %
Endkonzentration). Die Bakterien wurden unter gleich bleibenden Bedingungen
weitere 3 h kultiviert. Die Zellen wurden anschliefend auf Eis geerntet und durch

Zentrifugation flir 15 min bei 4 °C und 3220 xg pelletiert.

5.6.2 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Das Zellpellet wurde in 30 ml Lysispuffer aufgenommen. Der Zellsuspension
wurden 3 pul DNase I, 20 pl Lysozym (10 mg/ml), 10 pul Proteaseinhibitor (25x
complete mini) und 30 pl MgCl, (Endkonzentration 1 mM) hinzugefiigt. Nach
30 min Inkubation auf Eis unter leichtem Schiitteln wurden die Zellen durch
dreimaliges Sonifizieren fiir 30 s mit einer Amplitude von 70 % und jeweils 30 s
Pause aufgeschlossen. Die unldslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei
11000 Upm und 4 °C fiir 45 min sedimentiert (J2-21). Zusétzlich wurde der
Uberstand durch Filter mit einer PorengréBe von 0,22 um filtriert. Der so gewonnene
Uberstand, mit der darin enthaltenen 16slichen Proteinfraktion, wurde durch
Affinitdtschromatographie iiber 1 ml Bio-Scale Mini Profinity IMAC Séaulen
aufgereinigt. Die rekombinanten Proteine wurden mit einem N-terminalen 6xHis-tag
versehen, der mit Metallionen auf der Siulenmatrix interagiert. Dazu wurde die
Sdule mit 5 Saulenvolumen (SV) Lysispuffer equilibriert bevor mittels einer
peristaltischen Pumpe die Proteinlosung (2 ml/min) iiber die Sdule lief. Im Anschluss

wurde die Sédule mit 6 SV Lysispuffer und 6 SV Waschpuffer gewaschen, um
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unspezifisch gebundene Proteine zu verdringen. Das rekombinante Protein wurde
dann mit 10 SV Elutionspuffer von der Sédule eluiert und in 1 ml Fraktionen
aufgefangen. Die Eluate wurden auf einer SDS-PAGE (5.6.8) aufgetrennt und diese
10 min unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur mit Coomassie gefarbt. Das
Entfarben der Gelmatrix erfolgte iiber Nacht unter den gleichen Bedingungen. Eluate
mit grofer Menge Protein und ohne sichtbare Verunreinigung wurden mittels
Amicon Ultra 4 5k aufkonzentriert und umgepuffert, da Imidazol durch die Poren des
Filters nicht aufgehalten wurde. Bevor die Proteine bis zur weiteren Nutzung bei
4 °C gelagert wurden, wurde der Proteingehalt bestimmt (5.6.7).

Die Proteine BarA, BarB und ¢® konnten unter nativen Bedingungen aufgereinigt
werden. RsbU wurde nach dem gleichen Protokoll aufgereinigt, allerdings wurde mit
denaturierenden Puffern (6 M Harnstoff) gearbeitet.

Die Sédulen wurden nach der Aufreinigung chaotrop gereinigt, indem sie mit 2 SV
Wasser, 5 SV 6 M Guanidin-HCI] und nochmals 2 SV Wasser gespiilt wurden. Bis
zur nichsten Nutzung wurden die Sdulen in 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert. Eine

Saule wurde immer nur fiir das gleiche Protein wieder verwendet.

Lysispuffer 300mM  KCI
50mM  KH,PO4
5mM Imidazol

Waschpuffer 300mM  KCl
50mM  KH,PO4
10 mM Imidazol

Elutionspuffer 300 mM  KCI
50mM  KH,PO4
250 mM  Imidazol

Denaturierende Puffer waren ebenso zusammengesetzt und enthielten zusétzlich 6 M

Harnstoff.

Coomassie 800 ml Methanol
140 ml Essigsdure
2g Coomassie brilliant blue G250

ad 21 A. dest
Die Entférberlosung war ebenso zusammengesetzt, aber enthielt kein Coomassie.

5.6.3 Probennahme der S. epidermidis Zellen zur Proteinaufreinigung
Zellen zur Proteingewinnung wurden aus einer 250 ml TSB Hauptkultur zu
verschiedenen Zeitpunkten entlang der Wachstumskurve entnommen. Fiir die Probe

in der logarithmischen Phase wurden nach 5,5 h Wachstum 50 ml Kultur
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entnommen. Nach 24 h wurden 30 ml fiir die Probe aus der spétstationdren Phase des
Wachstums geerntet. Alle Proben wurden sofort auf Eis gekiihlt und fiir 15 min bei
4 °C und 3220 xg zentrifugiert. Die Pellets wurden zweimal mit 10 ml TE-Puffer
(5.5.1) gewaschen. biofilmpositive Stimme wurden zur vollstindigen Auflosung der
Pellets fiir 20s bei einer Amplitude von 70 % sonifiziert. Nach der letzten
Zentrifugation wurde der Uberstand vollstindig entfernt und die Pellets bis zur
weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Zur Gewinnung der extrazelluldren
Proteine wurde der Uberstand der verschiedenen Proben nicht verworfen, sondern

wenn ndtig ein weiteres Mal zentrifugiert und daraus die Proteine gefillt (5.6.5).

5.6.4 Aufreinigung intrazellulirer Proteine

Die gewaschenen Zellpellets (5.6.3) wurden in 1 ml TE-Puffer (5.5.1)
aufgenommen und in Lysing-Matrix-B-Rohrchen tberfiihrt. Der Aufschluss der
Bakterienzellen erfolgte im Precellys 24 bei 6800 Upm fiir 30 s. AnschlieBend
wurden die Proben sofort auf Eis gekiihlt und die Glas-beads durch Zentrifugation
bei 25200 xg fiir 25 min sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Zentrifugationsgefd3 iiberfiihrt und nochmals bei 25200 xg und 4 °C fiir 45 min
zentrifugiert. Der Uberstand mit dem 18slichen Protein wurde vorsichtig in ein
sauberes Reaktionsgefal} iiberfiihrt und nach der Konzentrationsbestimmung (5.6.7)

bei -20 °C gelagert.

5.6.5 Aufreinigung extrazellulirer Proteine

Der zellfreie Uberstand der Bakterienkulturen (5.6.3) wurde mit frisch angesetzter
100 % TCA (Endkonzentration 5 %) liber Nacht bei 4 °C gefillt. Am folgenden Tag
wurden die gefillten Proteine durch Zentrifugation bei 3200 xg sedimentiert. Das
Pellet wurde zweimal mit 20 ml und zweimal mit 10 ml 100 % eiskaltem Ethanol
gewaschen. Anschliefend folgte ein Waschschritt mit 10 ml 70 % eiskaltem Ethanol.
Der Uberstand wurde vorsichtig vollstindig abgenommen und das Pellet komplett
getrocknet bevor es in 1 ml 8 M Harnstoff / 2 M Thioharnstoff aufgenommen wurde.
Bevor die Proteinldsung bei -20 °C gelagert wurde, wurde die Konzentration (5.6.7)

bestimmt.

5.6.6 Herstellung polyklonaler Antiseren
Um die Moglichkeit zu haben, die Proteine BarA, BarB, SigB und RsbU in
Western Blot Analysen nachweisen zu konnen, wurden polyklonale Antiseren in

Kaninchen generiert. Dazu wurden 100 pg der aufgereinigten rekombinanten
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Proteine genutzt, um Hasen zu immunisieren (Versuchsnummer/A10/06). Die erste
Proteingabe erfolgte 1:1 in vollstindigem Freundschen Adjuvans. Ca. 4 Wochen
spiter wurden die Kaninchen ein weiteres Mal mit 100 pug Protein immunisiert,
wobei dieses 1:1 mit unvollstindigem Freundschen Adjuvans verdiinnt wurde. Nach
4 Wochen wurde eine Serumprobe entnommen und als Antiserum fiir eine Western
Blot Analyse (5.6.9) getestet. Dazu wurden jeweils 10 png Gesamtzellprotein von
S. epidermidis 1457 und einer entsprechenden Mutante genutzt und das Antiserum in
verschiedenen Verdiinnungen eingesetzt (1:500 — 1:10000). Waren die spezifischen
Banden in der 1:5000 Verdiinnung noch gut erkennbar, wurden die Hasen entblutet
und das gesamte Blut zur Gewinnung des Serums (Uberstand nach 15 min
Zentrifugation bei 3220 xg) verwendet. War das Antiserum noch nicht ausreichend
reaktiv, wurden weitere Immunisierungen in unvollstdndigem Freundschen Adjuvans
vorgenommen, bis eine ausreichende Reaktivitit gegeben war.

Mit den polyklonalen Antiseren wurden viele unspezifische Reaktionen detektiert.
Um dies zu minimieren, wurden die Seren gegen die entsprechenden Proteine
aufgereinigt. Dabei wurden in einem ersten Schritt die rekombinanten Proteine
kovalent an HiTrap NHS-aktivierte HP-Séulen gebunden. Das Protein wurde in
Bindepuffer auf eine Konzentration von ca. 0,5 mg/ml verdiinnt. Bevor der Ligand
auf der Saule fiir 30 min inkubiert wurde, wurde die Saule dreimal mit 2 SV eiskalter
HCI (1 mM) gewaschen. Im Anschluss wurde die Séule mit 6 SV Blockpuffer und
weiter mit 6 SV Waschpuffer gespiilt. Diese Schritte wurden dreimal wiederholt,
wobei die Blocklosung in der zweiten Wiederholung fiir 30 min auf der Séaule
inkubiert wurde, um {iberschiissige aktive Gruppen zu inaktivieren. Zur Lagerung
und weiteren Verwendung der Sdule wurden 2-5 SV des Bindepuffers injiziert. Vor
der ersten Aufreinigung eines Antiserums wurde ein Leerlauf mit 2 SV Bindepuffer
IT und 3 SV Elutionspuffer durchgefiihrt. 10 SV Bindepuffer II dienten zur
Equilibrierung der Sdule bevor das Antiserum mit 0,5 ml/min tiber die Sdule lief.
Unspezifisch festgehaltene Proteine wurden mit 10 SV Bindepuffer entfernt und
spezifisch gebundene Antikorper mit 3 SV Elutionspuffer eluiert, der in 1 ml
Fraktionen auf 30 ul 1 M Tris/HCl pH 9,0 aufgefangen wurde. Die Sdule wurde
sofort mit 10 SV Bindepuffer II reequilibriert.

Die drei Fraktionen wurden, wie auch oben fiir die Testseren beschrieben, in
Western Blot Analysen getestet und die zur Nutzung bestmogliche Verdiinnung

ermittelt. Die Antikorperlosungen wurden bei 4 °C gelagert.
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Bindepuffer 0,2M NaHCO;
0,5M NaCl
pH 8,3
Blockpuffer 0,5 M Ethanolamin
0,5M NaCl
pH 8,3
Waschpuffer 0,1 M Acetat
0,5M NaCl
pH 4,0
Bindepuffer I1 0,02M N,HPO,
0,5M NaCl
pH 7.4
Elutionspuffer 0, M Glycin
pH 3,0

5.6.7 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentration von Proteinproben wurde mit Hilfe der Bradfordreagenz
(Quick Start™ Bradford dye reagent) bestimmt. Diese Methode beruht auf der
Bindung von Proteinen an Coomassie Brillantblau G-250, wodurch sich im sauren
Milieu das Absorptionsmaximum von A =465 nm (ohne Protein) nach A = 595 nm (mit
Protein) verschiebt. Die Zunahme der Absorption bei letzterer Wellenldnge ist das Maf3
fiir den Proteingehalt.

Hierzu wurden 1 ml Bradfordreagenz und 20 pl Proteinextrakt durch starkes
Vortexen gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde
dann bei 595 nm gemessen (SmartSpec™ Plus Spectrophotometer). Zur Ermittlung
der Konzentrationswerte wurde eine Eichgerade (y = 0,8918x + 0,0425) genutzt, die
zuvor mit BSA erstellt wurde.

Zur Quantifizierung von Proteinextrakten, die zur 2D-Gel-Analyse genutzt
wurden, musste eine genauere Konzentrationsbestimmung vorgenommen werden.
Hierzu wurde Roti®-Nanoquant genutzt, welches ebenfalls nach dem Prinzip von
Bradford funktioniert. Das fiinffache Konzentrat wurde mit A. dest verdiinnt. Davon
wurden 800 pl gemischt mit 200 pl der in A. dest verdiinnten Probe. Am Photometer
wurde die Adsorption in 1ml Kiivetten bei 450 nm und 590 nm bestimmt
(Ultraspec™ 3100 pro). Der sich daraus ergebende Quotient sollte immer bei 0,8
liegen, um den Fehler, den photometrische Messungen bergen, zu minimieren. Dies
fiihrte dazu, dass bei verschiedenen Messungen auch unterschiedliche Volumina der

Proteinproben in den 200 ul enthalten waren. Dieser Faktor musste in der



METHODEN 59

Berechnung der Konzentration berticksichtigt werden, die ebenfalls durch eine zuvor
mit BSA erstellte Eichkurve, erreicht wurde:

Konzentration[ug / ul ] = (((Ass0mm / Aasonm — 0,3864)/0,054845)*Vd )/ x

Vd  Verdiinnung in der die Probe eingesetzt wurde
X eingesetzte pl-Menge
5.6.8 Auftrennung von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel
Mit der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
wurden die Proteine in einer vertikalen Elektrophoresekammer nach ihrem
Molekulargewicht  getrennt.  Als  GroBenstandard  diente ein  Protein-
Molekulargewichtsmarker der Firma Invitrogen (SeeBlue Plus2) oder Spectra
MultiColor broad range Protein ladder (Fermentas). Die Proteinproben wurden mit
3x Probenpuffer nach Laemmli (Laemmli, 1970) versetzt und vor dem Auftragen auf
das Gel fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Es wurden ausschlieBlich Precast-Gele der
Firma Invitrogen verwendet (NuPAGE Novex BisTris). Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 150 V fiir ca. 1 h in 1x MES-Puffer (Power supply EV231).

3x Laemmli-Probenpufter 15 % (v/v) Glycerol
1,5 % (v/v) -Mercaptoethanol
0,15M Tris, pH 6,8

7,5 % (wW/v) SDS
0,03 % (W/v) Bromphenolblau

5.6.9 Western Blot Analyse

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurden Western Blot Analysen
durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteine aus einem SDS-Gel nach der
GroBentrennung bei 30 V fiir 1 h auf eine PVDF-Membran tibertragen (Power supply
EV231). Anschlieend wurde die Membran fiir 30 min in Blotto equilibriert und der
primdre Antikérper dazugegeben. Die Inkubation mit dem primédren Antikorper
(gegen das nachzuweisende Protein gerichtet) erfolgte bei Raumtemperatur iiber
Nacht unter leichtem Schwenken. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal
mit Blotto fiir etwa 10 Minuten gewaschen bevor der sekundire Antikorper (gegen
Hasen-IgG gerichtet), an den eine alkalische Phosphatase gekoppelt war, zugesetzt
wurde. Die Inkubation erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur unter leichtem
Schwenken fiir 1 h. Nachdem der Western Blot nochmals mit Blotto gewaschen

wurde und die Riickstidnde des Blottos durch dreimaliges kurzes Spiilen mit A. bidest
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entfernt wurden, wurde der Western Blot mit NBT/BCIP (5.2.4) entwickelt. Dazu
wurde die Membran fiir 30 Minuten in AP-Puffer inkubiert, der anschlie3end
verworfen wurden. Die Entwicklung erfolgte dann in 30 ml NBT/BCIP-Losung. Die
alkalische Phosphatase katalysiert die enzymatische Abspaltung der Phosphatgruppe
von BCIP und es entsteht das entsprechende Indoxyl, welches zum Keton
tautomerisiert und dimerisiert (blaues Indigo), wobei H -Ionen frei werden, die NBT
zum purpurnen Difarmazan reduzieren. Beide Farbstoffe fallen in unmittelbarer
Néhe der AP-Molekiile aus. Die Reaktion wurde bei ausreichender Farbentwicklung

durch Zugabe von A. dest abgestoppt.

10x TBS 0,49 M Tris pH 7,6
9 % (W/v) NaCl

Blotto Ix TBS
2,5 % (w/v)  Milchpulver
20 mg/1 NaN;

0,05 % (v/v) TWEEN 20
5.6.10 Auftrennung von Proteinen iiber 2 Dimensionen

5.6.10.1 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung

Die Proteinproben, die mit dieser Technik untersucht werden sollten, wurden nach
5,5h und 24h geerntet (5.6.3) und aufgereinigt (5.6.4). Die Konzentrations-
bestimmung der Extrakte erfolgte mit Roti®-Nanoquant (5.6.7). 350 pg Protein
wurden, wenn nétig, auf ein Volumen von etwa 20 ul eingeengt und anschliefend in
360 pl Rehydratisierungslosung aufgenommen. Um eine bessere Losung zu erhalten,
wurden die Proben 20 min geschiittelt und anschlieend fiir 5 min bei 21000 xg und
Raumtemperatur zentrifugiert, um ungeldste Bestandteile zu eliminieren. Die Proben
wurden gleichmdfig in der Rehydratisierungskammer verteilt und der IPG-Streifen
(17 cm, linearer pH-Gradient 4-7) mit der Gelseite nach unten auf die Ldsung
aufgelegt. Dabei wurde das Entstehen von Luftblasen vermieden. Die
Rehydratisierung erfolgte tiber Nacht fiir ca. 15h bei Raumtemperatur. Um ein
Austrocknen der Streifen zu verhindern, wurden die Rehydratisierungskammern mit
Parafilm abgedeckt.

Die Isoelektrische Fokussierung (IEF) erfolgte in der Multiphor II unit bei 20 °C.
Die rehydratisierten IPG-Streifen wurden mit einer Pinzette aus der Kammer

entnommen und mit der Gelseite nach oben in die Vertiefungen des Triagers der
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Multiphor IT unit gelegt. Die Streifen wurden so positioniert, dass die anodischen
Enden in einer Linie abschlossen. Sowohl iiber die anodischen als auch iiber die
katodischen Enden der Streifen wurde ein mit 0,5 ml A. bidest getridnkter 11 cm
langer Elektrodenstreifen gelegt, so dass der Elektrodenstreifen Kontakt zur
Gelfldche aller IPG-Streifen hatte. Auf diese Fldche wurden die Elektroden
aufgesetzt und deren Kontakte wurden mit dem Transformator verbunden.
Anschliefend wurden die IPG-Streifen mit Mineraldl tiberschichtet. Die IEF erfolgte
nach folgendem Protokoll:

Schritt 1 500 V (Gradient) 2mA 5W fir2 Vh

Schritt 2 3500 V (Gradient) 2mA 5W fir3kVh

Schritt 3 3500 V 2mA 5W fiir23,5kVh

Nach ca. 8 h war die IEF beendet und die IPG-Streifen wurden mit Pinzetten aus

dem Trager gehoben und seitlich auf ein Filterpapier gestellt, um das {iberschiissige
Ol zu entfernen. Die Streifen wurden sofort fiir die zweite Dimension verwendet oder

bei -20 °C gelagert.

Rehydratisierungslosung 100 mg CHAPS
30 mg DTT
&M Harnstoff
2M Thioharnstoff
52 ul Ampholyte 3-10

5.6.10.2 Zweite Dimension: Gelelektrophorese

Die in der IEF separierten Proteine wurden nach ihrem Molekulargewicht in
12,5 %igen Acrylamid- und 2.6 %igen Bisacrylamidgelen aufgetrennt. Die Gele
wurden im Protean®plus Dodeca™Cell Gelsystem gegossen. Dazu wurde die
Kammer bis etwa einen cm unter der Glaskante mit der Trenngellosung befiillt, dabei
wurden Luftblasen moglichst vermieden. Die Gele wurden dann unverziiglich mit
1 ml A. dest tiberschichtet, um gerade Gelkanten zu erhalten. Die Polymerisation der
Gele dauerte mindestens 3 h. Danach wurde das Wasser abgekippt und die Gelkanten
mit A. dest gespiilt. AnschlieBend wurde die Sammelgellosung auf die Gele bis zur
Glaskante gegeben. Dies wurde wiederum mit 1 ml A. bidest iiberschichtet. Die
Polymerisation erfolgte innerhalb einer Stunde. Bevor die fertigen Gele genutzt
wurden, wurde kontrolliert, ob die Kanten gerade und keine Luftblasen im Gel zu

finden waren.
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Die IPG-Streifen mussten vor dem Lauf equilibriert werden. Dazu wurden die
Streifen mit der Gelseite nach oben in Equilibrierungsschalen gelegt und mit je 4 ml
Aqui-Losung A fiir 20 min geschwenkt. AnschlieBend wurde der Vorgang mit Aqui-
Losung B wiederholt.

Die equilibrierten Streifen wurden zwischen die Glasplatten mit den Gelen gelegt
und mit einem Spatel vorsichtig auf das Sammelgel geschoben. Die Enden der
Streifen wurden jeweils mit einem Tropfen 2 %iger Agarose fixiert. Die Gele wurden
dann in der mit Laufpuffer gefiillten Kammer positioniert und der Lauf erfolgte bei
konstanter Leistung (19 W) und konstanter Temperatur (12 °C) iiber ca. 16 h
(PowerPac 3000).

Trenngellosung  335,3 ml 40 % Acrylamid
179 ml 2 % Bis-Acrylamid
272,54 ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8
11,48 ml 10 % SDS
300 ml A. bidest

zur Polymerisation wurden vor dem Gief3en 2,8 ml 10 % APS
und 0,55 ml TEMED zugefiigt

Sammelgellosung 10,8 ml 40 % Acrylamid
3,4 ml 2 % Bis-Acrylamid
30 ml 4x upper buffer
76 ml A. bidest
zur Polymerisation wurden vor dem Gief3en 0,44 ml 10 % APS
und 0,066 ml TEMED zugefiigt
4x upper buffer 0,4 % (w/v) SDS
0,5M Tris/HCI pH 6,8
Aqui-Losung 36¢g Urea
10 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
30 ml Glycerol
40 ml 10 % SDS

ad 100 ml A. bidest

fiir Lésung A werden in 50 ml Aqui-Lésung 175 mg DTT
zugefligt; fiir Losung B werden auf 50 ml 2,25 g Iodacetamid
und eine Spur Bromphenolblau zugefiigt
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10x Laufpuffer 150g Tris
720 g Glycin
50g SDS
ad 51 A. dest

5.6.10.3 Proteinidentifikation und Analyse

Nach der Elektrophorese wurden die Gele von den Glasplatten entfernt und in
Coomassie-Losung fiir ca. 18 h gefdarbt. Durch viermaliges 30miniitiges Spiilen mit
A. dest wurden die Gele wieder entfarbt und die Proteinspots wurden sichtbar.

Anschlieend wurden die Gele in Folien eingeschweif3t und am Scanner X finity
ultra im transmission Modus mit 200 dpi gescannt. Bis zur weiteren Nutzung wurden
die Gele bei 4 °C gelagert.

Die Gelbilder wurden in die Software Delta 2D (Decodon) importiert, in der alle
Bilder fiktiv in einem Fusionsgel zusammengefiigt wurden und darauf eine
Spotmaske erstellt wurde. Die dual-channel-imaging Technik ermdglichte es
unterschiedlich exprimierte Proteinspots im Vergleich zweier Mutanten darzustellen.
Fiir jede Mutante lagen fiir jeden Zeitpunkt 3 Gele unabhéngiger biologischer
Replikate vor, die zur Berechnung der Anderungen der Proteinspot herangezogen
wurden. Die Software ermdglichte eine Quantifizierung der Spots und berechnete
iiber einen t-Test (p<0,01) signifikante Anderungen der Spotintensititen. Manuell
wurden Spots aus der Analyse ausgeschlossen, die unterhalb einer zweifachen
Anderung signifikant waren. Spots, die in der Massenspektronomie identifiziert
werden sollten, wurden aus Gelen mit moglichst hohem Spotvolumen mit dem
Proteom Work™ mit einem 2 mm Kopf ausgestochen. Dazu wurden zuvor Picklisten
in Delta 2D erstellt, die dem cutter die Koordinaten der Spots lieferten.

Die ausgestochenen Spots wurden zur weiteren Bearbeitung in 96 well Platten
transferiert. Der Verdau der Proteine mit Trypsin und das danach folgende Spotten
der Peptide auf die MALDI targets wurde automatisiert an der Spot Handling
Workstation durchgefiihrt. Dabei wurden die Gelstiicke zweimal mit 100 ul 50 mM
Ammoniumbikarbonat / 50 % Methanol fiir 30 min und einmal mit 100 pul 75 % (v/v)
Acetonitril fiir 10 min gewaschen. Nach 17miniitigem Trocken wurden 10 pl
Trypsinlosung (20 ng/pl in 2 mM Ammoniumcarbonat) auf den Proteinspot gegeben.
Der Verdau erfolgte fiir 120 min bei 37 °C. Zur Peptidextraktion wurden die
Gelstiicke mit 60 pul 50 % (v/v) Acetonitril / 0,1 % (w/v) TFA bedeckt und fiir

30 min bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand mit den geldsten Proteinen wurde in eine
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neue Mikrotiterplatte iiberfithrt und die Extraktion mit 40 ul wiederholt. Die
Proteinlosung wurde bei 40°C fiir 220 min vollstindig eingetrocknet und
anschlieBend in 2,2 pul 0,5 % (w/v) TFA / 50 % Acetonitril geldst. 0,7 ul dieser
Losung wurden direkt auf das MALDI target gespottet und dort mit 0,4 ul der
Matrixlosung gemischt. Vor der Messung der Proben im MALDI-TOF wurde das
target fiir 10 — 15 min getrocknet.

Die MALDI-TOF-MS-Analyse erfolgte im Proteom Analyzer 4700. Die Spektren
wurden im Reflektor-Modus in einem Massenbereich von 900 bis 3700 Da
aufgenommen. Die Peaklisten wurden mit dem peak to mascot Script der 4700
Explorer™ Software mit folgenden Einstellungen erstellt:

Massenbereich 900 — 3700 Da
Peakdichte 50/200 Da

minimaler Bereich von 100 und
maximal 200 peaks / Proteinspot

minimale Signal to noise ratio von 6
Die Peaklisten wurden mit Hilfe des mascot search engine (Matrix Science) mit
der Organismus-spezifischen Fusionsdatenbank aus den Genomen von S. epidermidis
12228 und S. epidermidis RP62A (NC 004461, NC 005003, NC _005008)
verglichen. Peptidmixe, die zweimal einen mowse score von mindestens 49 und eine
Sequenziibereinstimmung von mindestens 30 % aufzeigten wurden als positiv

identifiziert gewertet.

Coomassie-Losung 40 ml 85 % o-Phosphorséure
40 g (NH4)ZSO4
0,48 ¢ Coomassie Blue G-250

ad 360 ml A. dest

die Losung wurde geriihrt und 30 min vor Nutzung
wurden 100 ml Methanol hinzugefiigt

Matrixlosung 50 % (v/v)  Acetonitril
0,5 % TFA (gesittigt mit CHCA)
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5.7 Computerbasierte Analyse

5.7.1 Blast-Suchen und Alignments

Die Sequenz aller Proteine und Gene wurden von der TIGR-Webseite bezogen
(http://www.tigr.org). Mit den entsprechenden Sequenzen wurden Blast-Suchen auf
dem NCBI-Server (Altschul et al., 1997) und auf dem ExPASy Proteomics Server
des Swiss Institute of Bioinformatics (Gasteiger et al., 2003) durchgefiihrt. Mit Hilfe
des ClustalW-Programms auf dem EBI-Server wurden die Alignments erstellt
(Thompson et al., 1994). Arbeiten in DNA-Sequenzen und theoretische
Pasmidkonstruktionen wurden mit der Software Vektor NTI 10 (Invitrogen)

durchgefiihrt.
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6 Ergebnisse

6.1 Nachweis des ¢° abhingigen Promotors strangaufwiirts von barAB
Aus einer dieser Arbeit vorhergegangenen Promotorkonsensussuche war bekannt,
dass sich stragaufwirts von barA ein putativer " abhingiger Promotor befindet
(Knobloch et al., 2003). Dieser sollte experimentell nachgewiesen werden. Dazu
wurden zwei unterschiedliche Techniken genutzt. Zum einen die Primer Extension
Analyse und zum anderen ein Kit, das von der Firma Roche (RACE kit, 2nd

Generation) angeboten wird zur Kartierung von 5’ und 3’ Enden beliebiger mRNAs.

6.1.1 Nachweis mittels Primer Extension Analyse

Die Primer Extension Analyse basiert auf der Verlingerung eines markierten
spezifischen Primers, die am Anfang der mRNA abbricht und in einer markierten
cDNA resultiert. Gleichzeitig wird der Primer fiir eine Sequenzierungsreaktion
genutzt, die zusammen mit dem markierten cDNA auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen wird. Dadurch lésst sich anhand der Grof3e der Startpunkt der mRNA auf
dem Gel ablesen.

Der Primer barA.pe.rv wurde mit [y°°P] ATP und der PNK radioaktiv markiert.
Dieser wurde dann fiir die Hybridisierungsreaktion mit der cDNA eingesetzt
(Abbildung 6-1). Der gleiche Primer wurde fiir die vier Sequenzierungs-reaktionen

genutzt.
-35 -10

i barA >

\ Sequenzierungsfragment | 846 bp

= barA.pe.rev

Abb. 6-1 Schematische Darstellung der Primer Extension Analyse

Dargestellt ist ein Ausschnitt des S. epidermidis Genoms mit dem Gen barA (GenBank ID
AA005928). Die Pfeile kennzeichnen die -10 und -35 Regionen des putativen " abhingigen
Promotors. Das Sequenzierungsfragment (656 bp) wurde in einer PCR-Reaktion aus dem
Genom von 1457 amplifiziert und diente als template fiir den markierten Primer barA.pe.rv,
der sowohl fiir die Primerverldngerung als auch fiir die Sequenzierung genutzt wurde.

Nachdem die Proben der Grof3e nach auf einem Gel aufgetrennt wurden, wurden
die radioaktiven Banden mit Hilfe eines Rontgenfilms sichtbar gemacht (Abbildung
6-2). Die Analyse konnte den putativen Promotor bestdtigen. Mit einer -10 Region

GGGTAT und einer -35 Region GTTTAA entspricht er exakt der Konsensussequenz
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fiir o® abhingige Promotoren, die fiir S. aureus beschrieben wurde (Homerova et al.,

2004).

A C G T 1457

>PO-HPPO>HO4H0>HO> 04>

TGAGTITAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTA 4 ATG

Abb. 6-2 Primer Extension fiir barA

(A) Gezeigt ist die Auftrennung der Sequenzierungsreaktionen (A C G T) und der
Primerverldngerungsreaktion (1457) in einem Harnstoff-Acryamidgel. Die Sequenz
des GroBenbereiches der markierten cDNA ist dargestellt und der putative Startpunkt
gekennzeichnet (*). (B) Die Sequenzen der -10 und -35 Regionen des Promotors (fett
und unterstrichen) liegen 14 Nukleotide voneinander entfernt. Weitere sieben
Nukleotide strangabwirts liegt der vermutete Startpunkt, der in einer Distanz von
151 Nukleotiden zum Startcodon von barA liegt.

Die Methode lieferte nur eine ungefdhre Startpunktkartierung der mRNA, da
aufgrund der schwachen Auftrennung der Banden, die genaue Zuordnung der
markierten cDNA zu einem Nukleotid nicht erreicht werden konnte. Deshalb wurde
zur exakten Kartierung die RACE-Technologie als eine zusitzliche Methode

genutzt.

6.1.2 Nachweis mittels RACE-Technologie

Bei der RACE-Technologie (rapid amplification of cDNA ends) wird die RNA
mit einem genspezifischen Primer in eine cDNA umgeschrieben. Dieser wird an dem
zu untersuchenden Ende ein polyA-Schwanz angehidngt. Dies ermdglicht es in einer
einfachen PCR-Reaktion mit einem polyT-Primer und dem genspezifischen Primer
das 5’ Ende der mRNA zu amplifizieren, welches dann zu einer Sequenzierung
genutzt werden kann.

Mit Hilfe des Primers frag5.barA.rv wurde aus der Gesamtzell-RNA von
S. epidermidis 1457 eine cDNA erstellt, die dem 5’ Ende der mRNA von barA
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entsprach. Der gleiche Primer wurde nach der polyA-Verlingerung in der PCR
eingesetzt, um ein Fragment von ca. 250 bp zu amplifizieren. Nach der Aufreinigung
des Fragmentes erfolgte die Sequenzierung mit dem Primer barA.pe.rv (Abbildung

6-3). Auch mit dieser Methode wurde der angenommene Promotor bestatigt.

A

1457 ATGAATTTAATGAATGAGTTTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTAGAATCA 60
RACE. bar A ---msmmmmmmmmmoo oo TTTTTTTTTTTTTTTTAGAATCA 23
*  * * *k K*khkkkkkk*k

1457 AAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTTAGTCAGATTGTCAGATGTC 119
RACE. bar A AAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTTAGTCAGATTGTCAGATGTC 82

R R R EEEEEESEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]
1457 GACGAGTACAACCAAGAATTTAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTTTCTTAA 179
RACE. bar A GACGAGTACAACCAAGAAT TTAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTTTCTTAA 142

EE R R SR S S R S
1457 AAAAGGAGT GTCAAATTCATCATGAAAATAATCAACTCAGATAAGGTACCCGAAGCACTA 239
RACE. bar A AAAACGAGTGTCAAATTCATCATGA- - - - - - - - - - s s s m e e o e e oo e oo o oo o 168

R R R R R

-35 -10 +1 144 nt

B AATGAGTTTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTAGAAT ... ATG

Abb. 6-3 5’ Kartierung mit RACE fiir barA

In Teil A der Abbildung ist das Alignment des in der RACE-Reaktion enstandenen
Fragmentes mit der Genomequenz von 1457 dargestellt. Ubereinstimmende Nukleotide sind
gekennzeichnet (*). Grau hinterlegt ist der codierende Bereich von barA. Der
Transkriptionsstartpunkt ist fett gedruckt und der Promotorbereich unterstrichen. Teil B zeigt
die Distanzen zwischen den Bereichen.

Es konnte ein genauerer Startpunkt ermittelt werden, der sich elf Nukleotide
strangabwérts der -10 Region befand und 148 Nukleotide strangaufwirts des
kodierenden Bereiches. Es konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass der
Startpunkt 10 Nukleotide entfernt von der -10 Region lag, da es sich bei diesem
Nukleotid um ein T handelte und unklar war, ob dieses in der komplementéiren

Sequenz schon zu dem polyA-Schwanz zu zidhlen war oder nicht.

6.2 Generierung polyklonaler Antiseren in Hasen

Um die Bedeutung der Proteine BarA und BarB nédher zu untersuchen ist es
notwendig die Proteine in zelluldren Lysaten nachweisen zu konnen. Dazu werden
Antikorper bendtigt, die in dieser Arbeit generiert werden sollten. Des Weiteren
sollten auch Antiseren gegen die Proteine RsbU und SigB hergestellt werden, um
einen mdglichen Zusammenhang der Regulation der verschiedenen Proteine

nachweisen zu konnen.

6.2.1 Uberexpression der Proteine in E. coli BL 21 und Aufreinigung der
His-tag Proteine mittels Affinititschromatographie

Die kodierenden Sequenzen der Gene wurden mittels PCR so amplifiziert, dass

sie in frame in den Vektor pDEST17 kloniert werden konnten, von dem die Gene
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durch einem induzierbaren T7-Promotor expremiert wurden. Zusitzlich wurden die
Proteine in diesem Vektor mit einem N-terminalen His-tag versehen, der ihre
Aufreinigung liber eine Affinitdtschromatographie ermoglichte. Zunéchst wurden die
konstruierten Plasmide sequenziert, um die korrekte Klonierung zu priifen. Die
sequenzierten Fragmente wurden mit der Sequenz von S. epidermidis RP62A
verglichen (Anhang I), da die vollstdndige Sequenz von S. epidermidis 1457 noch
nicht in den Datenbanken zur Verfiigung steht. Sowohl in der Sequenz von barA als
auch in der Sequenz von barB wurde eine Punktmutation (Transition) festgestellt. Im
Falle von BarA kam es zu einer Aminosiureveranderung von Glycin zu Aspartat. In
BarB handelte es sich um eine stille Mutation. Die Sequenz von rsbU wies keine
Fehler auf. Jedoch wurden sowohl eine Transition als auch eine Transversion in der
sigB-Sequenz festgestellt. Dabei wurde ein Cystein zu einem Arginin und
Glutamatsiure zu Histidin. Bei diesen Mutationen handelt es sich wahrscheinlich
nicht um Fehler, sondern um individuelle Unterschiede zwischen den S. epidermidis
Stimmen RP62A und 1457.

AnschlieBend wurden die Vektoren in E.coli BL21 Al transformiert, einen
Stamm der aufgrund seiner Proteasedefizienz optimal geeignet ist fiir eine
Uberexpression. Weiterhin besitzt der Stamm das Gen fiir die T7-Polymerase unter
einem Arabinose induzierbaren Promotor, sodass die Expression der Proteine durch
Zugabe von Arabinose zum Wachstumsmedium angeschaltet werden konnte.

Nachdem die Kulturiiberstinde geerntet wurden, wurden die Zellen
aufgeschlossen und die unloslichen Bestandteile abzentrifugiert. Der 16sliche
Uberstand wurde dann aufgereinigt, alle Fraktionen aufgefangen und zur Kontrolle
auf eine SDS-PAGE aufgetragen (Abbildung 6-4). Alle vier Proteine befanden sich
im Uberstand. Bei der GroBenbestimmung der Proteine konnte nicht von der
urspriinglichen Grofle der nicht-markierten Proteine ausgegangen werden. Durch den
His-tag und weitere Aminosduren, die durch die Klonierung an die jeweiligen
Proteine N-terminal angehdngt wurden, war von einer GrdéBenverschiebung
auszugehen, die auch in der Auftrennung der Proteine beobachtet wurde (Tabelle

6-1).
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Abb. 6-4 Aufreinigung der His-tag-Proteine

Zur besseren Kontrolle der Aufreinigungen wurden auch Fraktionen der nicht an die Saule
gebundenen Proteine (D) und der in den Waschschritten von der Sdule gewaschenen
Proteine (W1, W2) zusitzlich zu den Elutionsfraktionen 1 bis 10 (E1-10) auf SDS-PAGEs
(4-12 %) aufgetrennt. Die durch Coomassie dargestellten Proteinbanden fanden sich auf den
zu erwartenden GroBen der jeweiligen mit dem His-tag versehenen Proteine. Die GroBe der
Markerbanden (M) wurde in kDa dargestellt.

Tab. 6-1 GroBenverdnderung der His-tag Proteine

Protein urspriingliche Grofle GrofB3e des His-tag-Proteins
BarA 14 kDa 16,8 kDa
BarB 11,5 kDa 14,9 kDa
RsbU 38,4 kDa 42,4 kDa
SigB 29,4 kDa 33,5kDa

BarA und SigB konnten in groBen Mengen aufgereinigt werden, sodass ein
Grofiteil der Proteine nicht mehr an die Sdule binden konnte und in der
Durchlaufprobe auf den 1D-Gelen zu sehen war. Aullerdem ging zusitzlich ein
erheblicher Teil der Proteine in den Waschschritten verloren. Trotzdem waren in den
Elutionsfraktionen noch geraume Mengen an Protein vorhanden, die allerdings durch
andere Proteine verunreinigt waren. Die Proteinmengen in den Elutionsfraktionen 4
und 5, in denen die Verunreinigungen stark ausgediinnt waren, reichten jedoch aus
um eine Immunisierung der Hasen vornehmen zu konnen. Die Ausbeute der
Aufreinigung von BarB war etwas geringer als die der Proteine BarA und SigB. Die

Eluatfraktion 3 enthielt das meiste Protein, war allerdings auch durch weitere
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Proteine verunreinigt. In Fraktion 4 war die Verunreinigung stark verdiinnt und
genug Protein fiir die Immunisierung enthalten. Die Aufreinigung von RsbU lieferte
nur geringe Mengen an Protein, die zusétzlich stark verunreinigt waren. Nur durch
eine weitere Aufreinigung der zusammengefithrten Elutionsfraktionen konnte eine
Proteinfraktion hergestellt werden (Daten nicht gezeigt), die zur Immunisierung

genutzt werden konnte.

6.2.2 Aufreinigung der Antiseren

Bevor das gesamte Antiserum eines Kaninchens gewonnen werden konnte,
musste dessen Reaktivitit gepriift werden. Erst nach einer zweiten Immunisierung
waren groBe Mengen, der durch den Sekundirantikorper nachweisbaren, IgG
Antikorper zu erwarten. Jede weitere Immunisierung sollte einen Anstieg der
jeweiligen Antikorpertiter zur Folge haben. Daher wurden vor jeder weiteren
Immunisierung die Antiseren in Western Blot Analysen (5.6.9) getestet (Daten nicht
gezeigt). Das Antiserum gegen BarA wurde nach viermaliger Immunisierung des
Hasen gewonnen. Hingegen konnte das BarB-Antiserum schon nach zweimaliger
Immunisierung genutzt werden. Die Antiseren gegen RsbU und SigB konnten
ebenfalls nach zwei Immunisierungen geerntet werden.

Da es sich bei den gewonnenen Antiseren um polyklonale Seren aus Tieren
handelte, die nicht keimfrei gehalten wurden, fanden sich aufler der spezifischen
Bande fiir das jeweilige Protein noch eine groe Anzahl weiterer unspezifischer
Banden. Um eine mdglichst saubere Detektion, ohne starken Hintergrund, der
Proteine zu erreichen, wurden die Seren gegen das jeweilige Proteine aufgereinigt.
Dazu wurde das Protein kovalent an eine NHS-aktivierte Sdule gekoppelt und das
Antiserum dariiber gegeben. Dadurch gingen unspezifische Antikorper verloren und
die spezifischen Antikorper konnten von der Séule eluiert werden. So konnte der
Hintergrund fiir alle Antiseren minimiert werden, wenn auch kreuzreaktive Banden

auf den Western Blots bestehen blieben (Daten nicht gezeigt).

6.3 Etablierung der Deletionsmutanten des purR-Lokus in S. epidermidis

Die biofilmnegative S. epidermidis Mutante M12 triagt eine Transposoninsertion
im purR-Gen. Es war bekannt, dass die Transposoninsertion zu einem Verlust der
Transkription von insgesamt vier Genen fiihrte. Dabei handelte es sich um ispE,
purR, barA und barB. Da nicht geklart werden konnte welcher Genverlust fiir den

biofilmnegativen Phénotyp von M12 verantwortlich war oder dies sogar auf einem
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polaren Effekt der Transposoninsertion beruhte, sollten im Rahmen dieser
Doktorarbeit die FEinzelgene des purR-Lokus gezielt inaktiviert werden. Des
Weiteren sollten zwei Doppelmutanten generiert werden, in denen iSpPE in
Zusammenhang mit purR und barA in Zusammenhang mit barB deletiert werden
sollte. Eine Mutante mit der Deletion aller vier Gene sollte dem Vergleich zu der

Transposonmutante dienen.

6.3.1 Generierung definierter Mutanten

Um definierte Gene selektiv inaktivieren zu konnen, wurde die Methode des
homologen Genaustausches gewéhlt. Hierfiir wurden 355 — 579 bp grof3e Fragmente
amplifiziert, welche das jeweilige zu deletierende Gen flankierten. Zwischen zwei
solcher Fragmente wurde als Selektionsmarker fiir eine erfolgreiche homologe
Rekombination eine Erythromycin-Resistenzkassette (ermB) in den temperatur-
sensitiven  E. coli/Staphylococcus-shuttle-Vektor ~ pTSlopplac dest  kloniert
(Abbildung 6-5).

ispE purR P barA barB gcaD

- e =

1457
5264 bp

purR” barA” ermB  barB’

pTS1 barAB
pTS1

Abb. 6-5 Schematische Darstellung des homologen Genaustausches von barAB

Die genomische Organisation in S.epidermidis 1457 ist dargestellt. Die flankierenden
Bereiche der Gene wurden mit der Resistenzkassette in den pTS1-Vektor kloniert, in denen
ein Doppel-crossover stattfinden soll.

Um eine Transkription der in Richtung 3" Ende liegenden Gene zu ermdglichen
und die Bildung von antisense-RNA zu vermeiden, wurde die erm Kassette in
positiver Orientierung in Bezug zu den umliegenden Genen kloniert. Der Vektor
pTSlopplac dest hatte zusatzlich die att sites eines Gateway-Destinationsvektors und
konnte somit direkt in der LR-Klonierung eingesetzt werden. Die in E. coli TOP 10
klonierten Plasmide wurden zunichst mittels Elektroporation in den restriktions-
defizienten S. aureus Stamm RN4220 transformiert. Nach der Passage in diesem
Zwischenwirt konnten die Plasmide durch Elektroporation in S. epidermidis M15
transformiert und aus diesem Stamm durch Phagentransduktion mit @71 in den
eigentlichen Zielstamm S. epidermidis 1457 transduziert werden. Durch Kultivierung

bei fiir den temperatursensitiven shuttle-Vektor nicht permissiven Temperaturen
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sollte dieser verloren gehen und durch entsprechende Antibiotikasupplementierung,
die Mutanten mit einem erfolgreichen homologen Genaustausch selektioniert
werden. Zur Kontrolle wurden die Klone zur Doppelselektion auf Erythromycin und
Chloramphenicol ausgestrichen. Eine erfolgreich generierte Mutante zeichnet sich
dabei durch eine Resistenz gegeniiber Erythromycin und eine Chloramphenicol-
sensibilitit aus. Leider blieb der Vektor auch bei 45 °C in den Zellen erhalten, was
durch ein Wachstum der Bakterien auch auf Chloramphenicol verdeutlichte. Deshalb
wurden die klonierten Abschnitte aus den verschiedenen Plasmiden amplifiziert und
in die Pstl/BamHI Schnittstelle des temperatursensitiven E. coli/Staphylococcus-
shuttle-Vektors pBT2 ligiert. Dieser wurde in gleicher Weise in 1457 eingebracht
wie oben geschildert und die Mutagenese durchgefiihrt. Dieser Vektor wurde dabei
erfolgreich aus den Zellen eliminiert.

Mittels PCR wurde die korrekte Insertion der erm-Resistenzkassette iiberpriift,
wobei von den Primerpaaren ein Primer jeweils innerhalb der erm-Kassette lag und
sich der andere Primer auBlerhalb der manipulierten Region befand. Die Grof3en der
Amplifikate entsprachen den zu erwartenden Groflen bei einer korrekten Insertion

(Tabelle 6-2, Abbildung 6-6)

Tab. 6-2 Zu erwartende FragmentgroBen bei korrektem Genaustausch

Mutante 3’-Fragment 5’-Fragment

1457ispE 2286 bp 751 bp
1457purR 1456 bp 1599 bp
1457barA 1072 bp 2476 bp
1457barB 675 bp 2903 bp
1457barAB 675 bp 2476 bp
1457ispEpurRbarAB 675 bp 751 bp

Die 3’-Fragmente wurden mit den Primern erm.fw und h.frag8.rv amplifiziert, die 5°-
Fragment mit den Primern v.fragl.fw und erm.rv (Tabelle 4-4).
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Abb. 6-6 Fragmente zur Uberpriifung der erm-Insertion

Es sind zwei PCRs fiir jede Mutante dargestellt. Im Ansatz A wurde der 3’-Bereich der
Insertion bis in den Bereich hinter barB amplifiziert. Ansatz B ergab das 5’-Fragment der
Insertion bis vor den manipulierten Bereich von iSpE. Die Grole der Amplifikate entsprach
der zu erwartenden Grof3e bei einer korrekten Insertion (Tabelle 6-2).

Um die Integritdt der benachbarten Gene sicherzustellen, wurde der manipulierte
Bereich aller Mutanten anschlieend sequenziert. Alle iiberpriiften Mutanten zeigten
eine korrekte Insertion der Resistenzkassette ohne Verdnderungen der flankierenden
Gene (Anhang II).

Trotz wiederholter Versuche die Mutante 1457ispEpurR herzustellen, gelang
dieses Vorhaben nicht. Es steht fest, dass die Deletion der Gene nicht letal fiir die
Zellen ist, da diese in anderen Mutanten etabliert werden konnten. Daher bleibt
unklar, warum die Doppelmutante nicht generiert werden konnte. Es wurden sechs
Deletionsmutanten erfolgreich etabliert, deren genetische Organisation (Abbildung

6-7).
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Abb. 6-7 Genetische Organisation der Deletionsmutanten
Gezeigt ist die Anordnung der Gene in S. epidermidis 1457 und die erm-Insertionen und der
resultierenden Verlust einzelner Gene in den verschiedenen Mutanten. Gene und Promotoren
sind gekennzeichnet, verbliebene Genfragmente sind gestreift dargestellt.

6.3.2 Komplementierung der Mutanten

Aus einer vorhergegangenen Doktorarbeit (Bartscht, 2001) standen Vektoren zur
Verfiigung, die die Gene barA und barB unter Kontrolle ecines induzierbaren
Promotors trugen. Ein weiterer Vektor, pRB-barAB trug beide Gene unter deren
nativem > abhingigem Promotor. Die Plasmide wurden mittels Elektroporation und
Phagentransduktion iiber S. aureus RN4220 in die Mutanten eingeschleust. Durch
eine PCR mit den Primern pRB.fw und pRB.rv, die sich an einen Abschnitt der
Vektoren anlagerten, der allen gemeinsam war, konnte gepriift werden, ob die
Stimme die jeweiligen Plasmide trugen. Mit Plasmiden, die nur eines der beiden
Proteine konstitutiv exprimierten, konnte keine Rekonstitution der Biofilmbildung
beobachtet werden (Daten sind nicht gezeigt). Mutanten, die mit dem Plasmid pRB-
barAB komplementiert wurden, wiesen wieder einen biofilmpositiven Phianotyp auf
(6.4.2). Ferner konnte die Expression der Proteine im Western Blot nachgewiesen

werden (6.3.3) und eine wiederhergestellte PIA-Expression gezeigt werden (6.4.4).



ERGEBNISSE 76

6.3.3 Nachweis der verinderten Proteinexpressionsmuster in den
Mutanten

Auch bei einer korrekten Sequenzierung der im Genom manipulierten Abschnitte
der Mutanten, konnte die Insertion der Resistenzkassette zu verdnderten
Expressionen der darauf folgenden Gene fithren. Um die generierten Mutanten weiter
zu kontrollieren, sollte die Expression der Proteine BarA und BarB mit Hilfe, der in
den Hasen generierten Antiseren iiberpriift werden. Ferner sollte getestet werden, ob
die beiden Proteine auch in trans in den, das pRB-barAB Plasmid tragenden,
komplementierten Mutanten 1457barA, 1457barB und 1457barAB expremiert
werden.

In den Stidmmen 1457, 1457ispE und 1457purR konnten beide Proteine
nachgewiesen werden (Abbildung 6-8). Auch alle komplementierten Mutanten
wiesen beide Proteine auf. Allerdings schienen die Mengen der Proteine in diesen
Stdimmen im Vergleich zum Wildtyp erhdht zu sein. Das Expressionsmuster in den
Mutanten 1457barA, 1457barB und 1457barAB zeigte sich, wie es zu erwarten war.
In den Einzelmutanten konnte jeweils das Protein nicht nachgewiesen werden, fiir
welches das entsprechende Gen deletiert wurde. Das jeweils andere Protein wurde
weiterhin in der Zelle transkribiert und translatiert. In der Doppelmutante konnte

keines der beiden Proteine nachgewiesen werden (Abbildung 6-8).
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Abb. 6-8 Nachweis der Proteine BarA und BarB in den generierten Mutanten
In einem Proteinlysat aus logarithmisch wachsenden Zellen, konnten im Western Blot die
Proteine BarA und BarB durch die polyklonalen Antiseren nachgewiesen werden. Die
Deletionstimme wiesen die entsprechende Bande nicht mehr auf. Durch Expression der
Proteine vom Vektor pRBbarAB konnten die Proteine wieder nachgewiesen werden.

6.4 Charakterisierung der Biofilmbildung der Mutanten
Die S. epidermidis 1457 Transposonmutante M12 wies einen biofilmnegativen
Phanotyp auf, der aus der fehlenden Expression von PIA resultierte. Allerdings

fehlen der Mutante vier Proteine und es konnte nicht eindeutig festgestellt werden
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welcher Verlust fiir diesen Phianotyp verantwortlich ist. Um die zu kldren wurden die

verschiedenen Deletionsmutanten hinsichtlich ihrer Biofilmbildung analysiert

6.4.1 Wachstumsverhalten

Zundchst war es wichtig das Wachstumsverhalten der Mutanten zu betrachten,
damit ausgeschlossen werden konnte, dass ein vermindertes Wachstum zu einer
schwicheren Biofilmbildung fiihren konnte. Das Wachstum der Stdmme wurde in
TSB in 12well Platten iiber 16 h durch Messungen der optischen Dichte bei 600 nm
in 30miniitigem Abstand erfasst. Die Messungen erfolgten automatisiert im infinit
M200. Es wurden alle Mutanten getestet, die in dieser Arbeit zum Einsatz kamen,
um auch fiir weitere Experimente die Gewissheit zu haben, dass sie keine
erheblichen Wachstumsunterschiede aufwiesen.

Fiir die Stamme 1457, M10, 1457purR, 1457barA, 1457barB, 1457sigB, 1457agr,
1457sigBagr konnte gezeigt werden, dass sie nach einer kurzen lag-Phase mit nur
geringem Wachstum nach ca. 1,5h in die log-Phase mit einem exponentiellen
Wachstum iibergingen (Abbildung 6-9). Nach ca. 5,5h verlangsamte sich das
Wachstum wieder und verlief iiber eine transiente Phase von ca. 2 h in die stationire
Phase. Damit erreichten die Stimme nach 8 h Wachstum eine optische Dichte
(ODgoonm) von etwa 0,7 (0,64 — 0,73). Diese Dichte stieg innerhalb der folgenden 8 h,
iiber die das Wachstum beobachtet wurde, nur noch geringfiigig an und erreichte
Werte zwischen 0,77 und 0,84. Die Wachstumskurven der Stimme M12, 1457ispE,
1457barAB und 1457ispEpurRbarAB verliefen dhnlich, allerdings wurde eine leicht
verldangerte lag-Phase von ca. 2 h beobachtet (Abbildung 6-9). Der weitere zeitliche
Verlauf war zu den anderen Stimmen vergleichbar, wenn auch nicht so hohe Werte
erreicht wurden. Nach 8 h lag deren ODgyonm zwischen 0,5 und 0,61. Nach 16 h
konnte ebenfalls nur eine Dichte von etwa 0,7 erreicht werden. Damit lagen die
Kurven geringfiigig unter denen der anderen Gruppe und zeigten zusétzlich keine
Verdnderungen im Kurvenverlauf. Der geringe Unterschied im Wachstum der
Stimme sollte somit keinen wesentlichen Einfluss auf die mogliche Bildung eines

Biofilms haben.
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Die optische Dichte (ODggonm) Wurde logarithmisch gegen die Zeit (h) aufgetragen. Alle
Diagramme zeigen den Wildtyp 1457 (-) zum Vergleich zu den einzelnen Mutanten. Die

einzelnen Diagramme zeigen die biofilmnegativen Transposonmutanten (A),

die

Einzelmutanten 1457ispE, 1457purR sowie die vierfach-Mutante 1457ispEpurRbarAB (B),
die Mutanten des barAB-Lokus (C) sowie die sigB und agr Mutanten (D). Es sind jeweils

Mittelwerte aus drei Experimenten dargestellt.

Tab. 6-3 Wachstumsrate und Generationszeiten der 1457 Stimme

Stamm

1457

1457 M10
1457 M12
1457ispE
1457purR
1457barA
1457barB
1457barAB
1457ispeEpurRbarAB
1457sigB
1457agr
1457sigBagr

0,169
0,157
0,115
0,138
0,159
0,167
0,161
0,125
0,137
0,156
0,165
0,151

Wachstumsrate [ODggo/h]

Generationszeit [h]

1,33
1,44
1,96
1,63
1,42
1,35
1,40
1,81
1,65
1,44
1,37
1,49
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Aus den ermittelten Wachstumskurven konnten fiir die logarithmische Phase des
Wachstums die Wachstumsraten und Generationszeiten errechnet werden (Tabelle
6-3). Die Wachstumsrate stellt die Verdopplung der Zelldichte pro Zeiteinheit dar.
Wohingegen die Generationszeit die Zeit ist, die zur Verdopplung der Zelldichte
bendtigt wird. Auch Wachstumsraten und Generationszeiten bestéitigten, dass es
keine erheblich Unterschiede zwischen den einzelnen Mutanten gab. Es lieBen sich
allerdings wiederum die beiden Gruppen finden. die auch schon oben beschrieben
wurden. Die Gruppe um den Wildtyp 1457 wies Generationszeiten zwischen 1,33 h
und 1,49 h auf. Die Werte der anderen Mutanten lagen zwischen 1,63 h und 1,96 h.
Allerdings war zu erkennen, dass alle Werte nur in einem geringen Bereich

schwankten und nicht zu einem bedeutsamen Wachstumsunterschied fithrten.

6.4.2 Biofilmbildung in 96well Polystyrolplatten

Um den Einfluss der generierten Deletionen auf die Biofilmbildung zu
untersuchen, wurden semiquantitative Biofilmtests in 96well-Zellkulturplatten mit
einer NunclonA Oberfliache durchgefiihrt.

Die Mutanten 1457barB, 1457barAB und 1457ispEpurRbarAB zeigten in TSB
eine signifikant (p <0.05) stark verminderte Biofilmbildung gegeniiber dem
Wildtyp. Die Mutante 1457barA wies ebenfalls eine verminderte Biofilmbildung auf,
diese war, wenn auch von geringerem Ausmal, statistisch signifikant (Abbildung
6-10 A und C). Im Gegensatz dazu zeigten die Mutanten 1457ispE und 1457purR in
TSB eine im Vergleich zum Wildtyp leicht gesteigerte Biofilmbildung, die aber nicht
statistisch signifikant war (Abbildung 6-10 B). Weiterhin wurden die Mutanten 1457
MI10 und 1457 MI12 als Kontrollen mitgefiihrt, fiir die keine Biofilmbildung
nachweisbar war (Abbildung 6-10 A). Durch Supplementierung von TSB mit 3 %
NaCl konnte die Biofilmproduktion des Wildtypstammes induziert werden. Eine
weitere Steigerung der Biofilmbildung wurde durch Zugabe von 3 % Ethanol zum
Wachstumsmedium erreicht. In den S. epidermidis Mutanten 1457ispE, 1457purR
und 1457barA konnte diese Induktion ebenfalls gezeigt werden. Keine der Mutanten
wies in den supplementierten Medien statistisch signifikante Unterschiede zur
Biofilmbildung des Wildtyps auf. Trotzdem konnte ein Trend gezeigt werden. Die
Mutanten 1457ispE und 1457purR wiesen leicht hohere Werte im Vergleich zum
Wildtyp auf, wohingegen 1457barA etwas weniger Biofilm als der Wildtyp bildete.
Mutanten, die in TSB keinen Biofilm bilden konnten, konnten weder durch die

Supplementierung durch NaCl noch durch Ethanol zur Biofilmbildung angeregt
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werden. Somit konnte auch im Vergleich zum Wildtyp eine starke statistische

Signifikanz errechnet werden.
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Abb. 6-10 Biofilmbildung in 96well NunclonA Zellkulturschalen

Biofilmbildung von S. epidermidis 1457, dessen Deletionsmutanten und den Transposon-
mutanten M10 und M12 in TSB (m), TSB supplementiert mit 3 % NaCl (=) und 3 % Ethanol
(o). Die Limitation des Messgerites erlaubte es nur Werte bis zu einer Absorption von 3 zu
messen. Stirkere Farbungen konnten nicht unterschieden werden, daher kommt es in diesem
Bereich auch nur zu geringen Standardabweichungen. Es sind jeweils Mittelwerte aus drei
Experimenten dargestellt.

Die Analyse der drei mit dem Plasmid pRB-barAB komplementierten Mutanten
ergab wieder einen biofilmpositiven Phénotyp, der allerdings nicht das Niveau des
Wildtyps erreichte (Abbildung 6-10 C). Die Komplementierung von 1457barA fiihrte
im Vergleich zur nicht komplementierten Mutante zu einer verstirkten
Biofilmbildung und erreichte somit dem Wildtyp dhnliche Werte. Dieser Biofilm
konnte durch NaCl und Ethanol auch wieder induziert werden. In 1457barB fiihrte
die Expression der Proteine BarA und BarB in trans zu einer Biofilmbildung, die
dem Wildtyp dhnlich war und ebenfalls mit NaCl und Ethanol induziert werden
konnte, aber nicht das gleiche Niveau erreichte. In 1457barAB pRB-barAB wurde
ebenfalls ein biofilmpositiver Phénotyp erreicht, allerdings ist unklar, warum hier

keine weitere Induktion gezeigt werden konnte.

6.4.3 Transduktion der Deletionen in unabhiingige genetische
Hintergriinde

Die Ubertragung der verschiedenen Deletionen in weitere S. epidermidis
Hintergriinde sollte die Moglichkeit geben die Beobachtungen in S. epidermidis 1457

zu verifizieren um individuelle Ergebnisse in diesem Hintergrund ausschlielen zu
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konnen. Als alternative S. epidermidis Stimme dienten die Hintergriinde 1057 und
8400.

Dazu wurden die Mutanten mit dem Phagen ®71 infiziert, um Phagenlysate
herzustellen. Aus den Stimmen S. epidermidis 1457ispE, 1457purR und 1457barA
konnte der Phage erfolgreich wieder aufgereinigt und in den Hintergrund 8400
tibertragen werden. In S. epidermidis 1057 konnten nur die Deletionen der Gene iSpE
und purR transduziert werden. In den S. epidermidis Deletionsmutanten 1457barB,
1457barAB und 1457ispEpurRbarAB konnte kein Phagenlysat generiert werden.
Phagentitrationen auf diesen Stimmen ergaben im Softagar keine Plaques, in denen
Zellen lysiert wéren und neue Phagen freigesetzt wiirden.

Fiir die generierten Transduktanten und deren Wildtypen wurden ebenso wie fiir
die Mutanten im Hintergrund von S. epidermidis 1457 Wachstumskurven erstellt und
Wachstumsraten sowie Generationszeiten berechnet (Abbildung 6-11, Tabelle 6-4).
Dabei zeigten sich keine Unterschiede. Die geringe Verschiebung der lag-Phase, die
in 1457ispE beobachtet wurde, konnte in 1057iSpE und 8400ispE nicht gefunden
werden. Die Zellen erreichten nach ca. 1,5 h die log-Phase mit einem exponentiellen
Wachstum, das nach etwa 5,5h in eine transiente Wachstumsphase iiberging. Zu
diesem Zeitpunkt hatten die Zellen eine ODgponm zwischen 0,46 und 0,56 erreicht, die
in den folgenden 2 h auf Werte zwischen 0,64 und 0,70 weiter anstieg. In dem weiter
beobachteten Zeitraum der stationdren Wachstumsphase erhohten sich die Werte nur
noch geringfiigig auf 0,75 bis 0,83.
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Abb. 6-11 Wachstumskurven

Die optische Dichte (ODggonm) Wurde logarithmisch gegen die Zeit (h) aufgetragen. Teil A
zeigt das Wachstum von S. epidermidis 1057 und den isogenen Mutanten 1057ispE und
1057purR. In den S. epidermidis Hintergrund 8400 konnte zusétzlich eine Deletion von barA
untersucht werden (B). Es sind jeweils Mittelwerte aus drei Experimenten dargestellt.
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Tab. 6-4 Wachstumsrate und Generationszeiten der 1057 und 8400 Stimme

Stamm Wachstumsrate [ODgoo/h]  Generationszeit [h]
1057 0,179 1,26
1057ispE 0,177 1,27
1057purR 0,170 1,33
8400 0,182 1,24
8400ispeE 0,165 1,37
8400purR 0,171 1,32
8400barA 0,176 1,28

Die Wachstumsraten der Transduktanten und ihrer Wildtypstimme lagen
zwischen 0,170 und 0,182 und unterschieden sich damit kaum voneinander. Auch die
Generationszeiten lagen mit Werten von 1,24 bis 1,33 eng beieinander.

Der Vergleich von Wachstumsraten und Generationszeiten der verschiedenen
Wildtypen zeigte, dass es keine erheblichen Unterschiede in ihrem Wachstum gab.
Es konnte lediglich ein Trend beobachtet werden, dass S. epidermidis 1057 und 8400
(Wachstumsraten: 0,179; 0,182 / Generationszeiten: 1,26 h; 1,24 h) scheinbar etwas
schneller wuchsen als S. epidermidis 1457 (Wachstumsrate: 0,169 Generationszeit:
1,33 h).

Des Weiteren wurden die Transduktanten auch hinsichtlich ihrer Biofilmbildung

untersucht (Abbildung 6-12).
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1057 1057ispE 1057purR 8400 8400ispE 8400purR  8400barA

Abb. 6-12 Biofilmbildung der S. epidermidis Stimme 1057 und 8400

Biofilmbildung der S. epidermidis Stimme 1057 und 8400 und den darin generierten
Transduktanten in TSB (m) und TSB supplementiert mit 3 % NaCl (=) und 3 % Ethanol
(o0).Die Limitation des Messgerdtes erlaubte es nur Werte bis 3 zu messen. Stirkere
Férbungen konnten nicht unterschieden werden, daher kommt es in diesem Bereich auch nur
zu geringen Standardabweichungen. Es sind jeweils Mittelwerte aus mindestens drei
Experimenten dargestellt.
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Bei S. epidermidis 1057 handelt es sich im Vergleich zu den Hintergriinden 1457
und 8400 um einen schwicheren Biofilmbildner. Trotzdem konnte in allen
Hintergriinden die Induktion der Biofilmbildung durch NaCl und Ethanol gezeigt
werden. Ferner fiihrten auch die verschiedenen Deletionen zu vergleichbaren
Verdnderungen der Biofilmbildung, wie sie auch schon in S. epidermidis 1457
gezeigt werden konnten. Zusitzlich wurde jedoch, in Medien, die NaCl oder Ethanol
enthielten, eine verstirkte Biofilmbildung der purR-Deletionsstimme im Vergleich
zu den jeweiligen Wildtypen beobachtet, die auch statistisch signifikant war. Dies

konnte in S. epidermidis 1457 nicht beobachtet werden.

6.4.4 PIA-Expression
Das interzelluldre Polysaccharidadhdsin PIA vermittelt maf3geblich die Zell-zu-
Zell Adhision in Biofilmen von S. epidermidis (Mack et al., 1994; Heilmann et al.,
1996; Mack et al., 1996a; Mack et al., 1996b). Um zu priifen, ob die beobachteten
Unterschiede der Biofilmbildung auf eine differentielle PIA-Synthese
zuriickzufiihren sind, wurde PIA im extrazelluliren Uberstand mittels eines Dotblots

durch ein spezifisches anti-PIA-Antiserum (Mack et al., 1992; Mack et al., 1994)

nachgewiesen.
L K
1457
M10
AbarA

AbarA pRB-barAB
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Abb. 6-13 PIA-Nachweis in S. epidermidis 1457 Staimmen

Verdiinnungsreihen der aufgereinigten PIA-Faktionen wurden mittels eines spezifischen
anti-PIA-Antiserums detektiert. S. epidermidis 1457 diente als Positivkontrolle. Die
Transposonmutante M10 besitzt keinen funktionellen icaADBC-Lokus und zeigt daher nur
die unspezifische HintergrundReaktion des Antiserums.
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In den Mutanten 1457barA, 1457barB und 1457barAB war die PIA-Expression
Vergleich zum Wildtyp stark reduziert (Abbildung 6-13). Schon in der unverdiinnten
Probe der barB und barAB Deletionsstimme konnte nur der Hintergrund, der auch in
der PIA-negativen Mutante M10 sichtbar war, detektiert werden. In 1457barA war
noch eine Restexpression nachweisbar, die allerdings auch schon in der 1:2
Verdiinnung nicht mehr den Hintergrund iiberragte. Alle mit dem pRB-barAB
Plasmid komplementierten Mutanten produzierten wieder PIA, wenn auch
geringfiigig weniger als der Wildtyp. Das PIA-Extrakt der komplementierten
Mutanten erreichte bei einer 1:8 Verdiinnung nur noch die Hintergrundreaktion,
wohingegen der Wildtyp erst bei einer weiteren zweifachen Verdiinnung nicht mehr

aus dem Hintergrund hervortrat.

6.4.5 Quantitative Transkriptionsanalyse der Gene icaA und icaR

Zur weiteren Charakterisierung der Mutanten beziiglich ihrer Biofilmbildung
sollte die Transkription des, fiir die PIA-Synthese verantwortlichen, icaADBC
Operons und dessen spezifischen Repressors icaR ndher untersucht werden. Hierzu
wurde RNA aus Zellen isoliert, die 7h in NunclonA beschichteten Petrischalen
gewachsen waren. Verglichen wurde die Transkription in TSB, in TSByac; und
TSBgion in Bezug auf den Wildtyp.

S. epidermidis 1457barA zeigte eine Reduktion der icaA Transkription in TSB
(3,43-fach) im Vergleich zum Wildtyp. Auch in TSBy,c) und TSBgon war die icaA
Transkription ebenfalls leicht reduziert (TSBnaci: 1,91-fach; TSBgon: 1,38-fach),
jedoch unter einer biologisch relevanten zweifachen Verédnderung (Abbildung 6-14).
Eine statistische Signifikanz lie} sich allerdings in allen drei Medien zeigen. Die
icaA Transkription in S. epidermidis 1457barB und 1457barAB war signifikant stark
reduziert unter allen Bedingungen. S. epidermidis 1457barB zeigte eine 28,18-fache
(TSB), eine 15,53-fache (TSBnaci) und eine 17,76-fache (TSBgioy) Reduktion der
icaA Transkription im Vergleich zu S. epidermidis 1457. In S. epidermidis
1457barAB wurde icaA 190,30-fach (TSB), 131,25-fach (TSByac1) und 310,17-fach
(TSBgion) vermindert transkribiert (Abbildung 6-14). Aus der relativen
Quantifizierungsmethode ergaben sich solche hohen Werte, die aber wahrscheinlich
eine abgeschaltete Transkription des Operons in S. epidermidis 1457barAB
darstellen. Auch die Deletion des sigB Gens fiihrte zu einer drastischen Reduktion
der icaA Transkription. In TSB wurde icaA 37,86-fach weiniger und in TSBy,c) 31,8-

fach weniger transkribiert als im Wildtyp. Auch in TSBgion, ein Medium in dem
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1457sigB Biofilm bildet, war die Transkription 7,47-fach vermindert im Vergleich
zum Wildtyp.

1457barA  1457barB 1457barAB  1457sigB

20 icaA icaR icaA icaR icaA icaR icaA icaR

EEE TSB
C—1 TSB+3 % NaCl

=3 TSB+3 % EOH
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20+

40

200
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600+

Abb. 6-14 IcaA und icaR Transkriptionsanalyse der Mutanten

Relative Transkriptionsunterschiede in S. epidermidis 1457barA, 1457barB, 1457barAB und
1457sigB in Bezug auf den Wildtyp 1457 nach 7 h Wachstum in TSB. Die Expression gilt
als signifikant, wenn ein 2-facher Unterschied zum Wildtyp gezeigt werden konnte
(gestrichelte Linie). Die Analyse der Genexpression basiert auf der Auswertung von drei
unabhéngigen Experimenten.

Die icaR Transkription wurde in S. epidermidis 1457barA und 1457barB in
keinem Medium iiber den Faktor 2 hinaus beeinflusst (Abbildung 6-14).
S. epidermidis 1457barAB zeigte in TSB und TSBgon ebenfalls keine relevanten
Anderungen der icaR Transkription. Allerdings wurde die Transkription in TSByaci
signifikant leicht erhoht, auf das 2,51-fache der Wildtyp-Transkription. Der sigB
Deletionsstamm wies in den Medien TSB und TSBy,c; eine statistisch signifikante
Erhohung des icaR Transkriptes auf (TSB: 2,33-fach; TSBnaci: 2,31-fach). Dies

konnte in TSBrion nicht beobachtet werden.
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6.5 Intrazellulire Proteomanalyse mittels 2D Analyse

Die 2D-Gel-Analyse eignet sich sehr gut, um Verdnderungen der
Proteinexpression  verschiedener =~ Stdmme  global zu  untersuchen. Die
Gesamtzellextrakte aus exponentieller und spétstationdrer Phase wurden aufgetrennt
und die einzelnen Proteinspots quantifiziert. Signifikant verdnderte Spots der
exponentiellen Phase wurden aus den Gelen ausgeschnitten und in einer
Massenspektroskopie(MS)-Analyse identifiziert. Die Untersuchungen wurden im
Wildtyphintergrund  S. epidermidis 1457 durchgefiihrt. Von Interesse waren
Anderungen des Proteinexpressionsmusters durch den Verlust der Gene barA und

barB sowie des alternativen Sigmafaktors 6® und des agr-Quorum sensing Systems.

6.5.1 Die Deletionen von barA, barB und barAB

Die Deletion der Einzelgene barA und barB fiihrte in der exponentiellen Phase
schon zu einer erheblichen Verdnderung der Proteinmuster (Abbildung 6-15 und 6-
16). In S. epidermidis 1457barA wurden 27 Proteinspots signifikant herabreguliert
und 16 Proteinspots hochreguliert. Die barB Deletionsmutante wies 100 verdnderte
Spots auf von denen 49 vermindert exprimiert wurden. Der gleichzeitige Verlust
beider Gene fiihrte zu einer enormen Verdnderung des intrazelluldren Proteoms. 446
Proteinspots wurden im Vergleich zum Wildtyp unterschiedlich exprimiert
(Abbildung 6-17). Davon wurden 262 Spots schwicher und 186 Spots starker
exprimiert. Alle Spots wurden aus zwei Gelen ausgeschnitten und zur MS-Analyse
genutzt. Leider konnte, aus noch ungeklarten Griinden, nur ein kleiner Anteil der
Proteine identifiziert werden.

Fir S.epidermidis 1457barA  wurden nur zwei Proteine aus dem
Nukleotidstoffwechsel (PrsA un PurC) und ein Protein mit Chaperonfunktion
(GroEL) identifiziert (Anhang III Tabelle 8-1). Alle drei Proteine waren vermindert
exprimiert. Sieben Proteine konnten in S. epidermidis 1457barB identifiziert werden.
Davon war eines auch unter den regulierten Proteinen in 1457barA, ein Protein aus
dem Nukleotidstoffwechsel (PrsA), das ebenfalls herunterreguliert wurde. Des
Weiteren wurden zwei Proteine des Energiemetabolismus (Alanindehydrogenase und
Laktatdehydrogenase) und ein Elongationsfaktor (FusA) herabreguliert. Ein Enzym
des Fettsdurestoffwechsels (PlsX), ein ribosomales Protein (RplJ) und ein

hypothetisches Protein wurden erhoht gefunden (Anhang III Tabelle 8-1).



ERGEBNISSE 87

pH7 pH 4
= - - -— L A ‘/
¥
" N cgt &~ . St LMD -
-~ o - - : .,-’ nnnnnn ' l g .:- _‘-qm b
T (R g : ’!’ s
. " AL 2 S g
. - - >y P "
2 - . 5 v &
- ’ - . - ¢ oo T '
- & - -« ST . - - - . L L] A
3 ; . .*.f .
- - i - TR . e mw
o e o’ - M [ B4 4 T [ 25
- ® : 4 - & ‘. : % - -
'y - "
‘ . - A .. *s O. - P
.- e
LA - -
- - : . ‘ . L) * .’/ wwwwww
¢ .y ‘ L . -
- . -
- ./" Pl . . - >
. Pl .. 1 & gy
. N ¥
‘ : L
o o .
A Y L d
. - .
0. s B ¥
. i v
2By :
kS . . : * ¥ e
P o -
e e " ’ - . ‘
U . - - E-
= . .
Master Gel Imgge: 090219 Gel 1 5,5h 1457 . .
. L a
- I

vy DR e

Abb. 6-15 Anderungen des intrazelluliren Proteoms in S. epidermidis 1457barA
Dargestellt ist ein Beispielexperiment fir den Vergleich des intrazelluliren Proteoms
zwischen S. epidermidis 1457 und der isogenen barA Mutante in der exponentiellen
Wachstumsphase. Der Wildyp ist in blau dargestellt, die Mutante in orange. Uberlagerte
Spots erscheinen schwarz. Alle signifikant verdnderten Proteinspots sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet und wurden tiber drei biologische Replikate ermittelt.
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Abb. 6-16 Anderungen des intrazelluldren Proteoms in S. epidermidis 1457barB

Dargestellt ist ein Beispielexperiment fiir den Vergleich des intrazelluldren Proteoms
zwischen S. epidermidis 1457 und der isogenen barB Mutante in der exponentiellen
Wachstumsphase. Der Wildyp ist in blau dargestellt, die Mutante in orange. Uberlagerte
Spots erscheinen schwarz. Alle signifikant verdanderten Proteinspots sind mit einem Pfeil

gekennzeichnet und wurden tiber drei biologische Replikate ermittelt.
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Abb. 6-17 Anderungen des intrazelluldren Proteoms in S. epidermidis 1457barAB
Dargestellt ist ein Beispielexperiment fiir den Vergleich des intrazelluldren Proteoms
zwischen S. epidermidis 1457 und der isogenen barAB Mutante in der exponentiellen
Wachstumsphase. Der Wildyp ist in blau dargestellt, die Mutante in orange. Uberlagerte
Spots erscheinen schwarz. Alle signifikant verdnderten Proteinspots sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet und wurden tiber drei biologische Replikate ermittelt.

Fir S.epidermidis 1457barAB konnten 64 Spots identifiziert werden, die
verschiedenen biologischen Prozessen zugeordnet wurden (Anhang III Tabelle 8-1).
Im Nukleotidstoffwechsel wurden sechs Proteine hochreguliert und nur die
Phosphopentomutase (DeoB) herunterreguliert. Aus der Proteinsynthese wurden
Elongationsfaktoren und ribosomale Proteine identifiziert. Dabei fielen viele
Fragmente des Elongationsfaktors EF-Tu auf, die allerdings sowohl induziert als
auch reprimiert wurden. Proteine, die der Proteinmodifikation und Faltung dienten,
wurden mit Ausnahme von DnaK alle induziert. Dabei wurde GroEL sogar 10,14-
fach stirker exprimiert als im Wildtyp. Vermehrt exprimiert wurden ebenfalls die
Phosphoenolpyruvat-Proteinphosphatase (PtsI) und Proteine zur Synthese von

Cofaktoren und prosthetischen Gruppen (bspw.: HemH und HemL-1). AuBerdem
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wurden zwei schwicher exprimierte Proteine identifiziert, die an der
Zellwandsynthese beteiligt sind. Auch Enzyme des Energiemetabolismus unterlagen
der Regulation. Die Fruktosebisphosphataldolase, Phosphoglyceratkinase und die
Laktatdehydrogenase der Glykolyse bzw. Glukoneogenese wurden verstirkt
exprimiert. Ebenso wie die Isocitratdehydrogenase und die Malat:Quinon-
Oxidoreduktase des TCA-Zyklus. Ferner wurden zwei Enzyme der
Fettsdurebiosynthese und das catabolite control protein A (CcpA) induziert.

Um die Uberlappung der Expressionsverinderungen in den einzelnen Mutanten
zu betrachten, wurden auch die nicht identifizierten Proteine miteinbezogen. Diese
wurde in der Analyse durch eindeutige IDs gekennzeichnet und konnten somit
verglichen werden. Dabei fiel auf, dass nur neun der Proteinspots in allen drei
Mutanten gemeinsam reguliert wurden (Abbildung 6-18). Ferner wurden diese nicht
immer in gleicher Weise reguliert. Fiinf der Spots wurden in gleicher Richtung
reguliert (3 herab, 2 herauf). Die anderen 4 Spots wurden in den Einzelmutanten
gleichermallen reguliert, aber in der Doppelmutante in entgegengesetzter Richtung.
Unter diesen Proteinen konnte PrsA, ein Protein aus der Purin-
Ribonukleotidsynthese, als einziges Protein identifiziert werden. PrsA wurde in den
Einzelmutanten vermindert exprimiert und in der Doppelmutante induziert. Es
wurden keine Proteinspots gefunden, die zusitzlich zur differentiellen Regualtion im
Vergleich zur Doppelmutante auch zwischen den Einzelmutanten in
entgegengesetzter Richtung reguliert wurden. Allerdings fanden sich unter den Spots,

die nur in den Einzelmutanten iiberlappten auch entgegengesetzt regulierte Spots.

Abb. 6-18 Uberlappung der differentiell exprimierten Proteinspots

Die Zahlen geben die Anzahl differentiell regulierter Proteinspots in den S. epidermidis
Mutanten 1457barA, 1457barB und 1457barAB im Vergleich zum Wildtyp 1457 wieder. Die
Uberlappungen der Kreise zeigen die Anzahl an Spots, die in mehreren Mutanten reguliert
wurden. Dabei fanden nicht alle Regulationen in gleicher Richtung statt (in gleicher
Richtung reguliert / entgegengesetzt reguliert).
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Weiterhin konnten Proteinspots gefunden werden, die nur in einer der
Einzelmutanten und der Doppelmutanten differentiell exprimiert wurden. Dabei war
die Uberlappung zwischen 1457barA und 1457barAB (acht Spots) deutlich geringer
als die Uberlappung der Doppelmutante mit 1457barB (36 Spots).

Um einen noch besseren Einblick in die Abhéngigkeiten der Proteinregulationen
zu bekommen, wurde die Doppelmutante auch experimentell mit den Einzelmutanten
verglichen. Dabei sollten Proteinspots, die in gleicher Weise reguliert wurden in der
Analyse herausfallen und entgegengesetzt regulierte Proteine stirker in den
Vordergrund treten. Sowohl fiir die den Vergleich von 1457barAB zu 1457barA als
auch zu 1457barB ergab sich eine erhebliche Verdnderung des intrazelldren
Proteinmusters (Abbildung 6-19, 6-20). Die zusitzliche Deletion von barB in
1457barA ergab 458 signifikant unterschiedlich exprimierte Proteinspots und der
Vergleich der Doppelmutante zur barB Deletion ergab 464 signifikant verdnderte
Spots (Tabelle 6-5).

Tab. 6-5 Anzahl signifikant regulierter Proteinspots in 1457barAB

1457barAB vs  signifikante Spots identifizierte Proteine
(herab/hoch) (herab/hoch)
1457barA 458 62
(277/181) (18/44)
1457barB 464 70
(276/188) (23/47)

Wiederum konnte nur ein Teil der Proteinspots in der MS-Analyse auch
identifiziert werden. Die gezeigten Ergebnisse beziehen sich hier auf identifizierte
Proteine (Anhang III Tabelle 8-2). Insgesamt ergab der Vergleich der verdanderten
Proteinexpression in S. epidermidis 1457barAB zu den jeweiligen Einzelmutanten in
den identifizierten Proteinen eine groBe Uberlappung. 29 Poteine, die nicht in
multiplen Spots identifiziert wurden, wurden in 1457barAB im Vergleich zu beiden
Einzelmutanten in gleicher Weise reguliert. Es fanden sich keine Proteine, die
signifikant in beiden Vergleichen verdndert waren und in den Einzelvergleichen
entgegengesetzt reguliert wurden.

Es konnten zehn Proteine identifiziert werden, die in den Nukleotidstoffwechseln
involviert sind. Die Proteine wurden in 1457barAB im Vergleich zu beiden
Einzelmutanten verstirkt exprimiert. Lediglich die Phosphopentomutase (DeoB) aus
diesem Stoffwechselweg wurde in beiden Féllen reprimiert. An der Transkription

beteiligte Proteine und eine groBe Anzahl, der aus der Proteinbiosynthese
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identifizierten Proteine, wurden ebenfalls in S. epidermidis 1457barAB induziert.
Jedoch fanden sich auch in der Proteinsynthese eine erhebliche Anzahl an Spots,

hauptsdchlich Fragmente des Transkriptionsfaktors EF-Tu, die reprimiert waren.
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Abb. 6-19 Anderungen des intrazelluliren Proteoms in S. epidermidis 1457barAB im
Vergleich mit 1457barA

Dargestellt ist ein Beispielexperiment fiir den Vergleich des intrazelluldren Proteoms
zwischen den S. epidermidis Mutanten 1457barAB und 1457barA in der exponentiellen
Wachstumsphase. 1457barAB ist in blau dargestellt, 1457barA in orange. Uberlagerte Spots
erscheinen schwarz. Alle signifikant verdnderten Proteinspots sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet und wurden tiber drei biologische Replikate ermittelt.

Des Weiteren wurde GroEL, ein Protein mit Chaperonfunktion im Vergleich zu
beiden Einzelmutanten stark vermehrt exprimiert. Der Vergleich der Mutanten zum
Wildtyp hatte fiir dieses Protein auch schon eine Induktion in 1457barAB und eine
leichte Repression in 1457barA gezeigt. Wie zu erwarten, war die Induktion in
1457barAB im Vergleich zu 1457barA noch stirker. Zusétzlich wurde eine

vermehrte Expression gegeniiber 1457barB gezeigt, die ebenfalls stirker war als die
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Induktion gegeniiber dem Wildtyp. Vermutlich wurde das Protein in 1457barB im
Vergleich zum Wildtyp auch schicher exprimiert, diese Regulation lag aber

wahrscheinlich unter dem Faktor 2, der fiir die Analyse ausschlaggebend war.
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Abb. 6-20 Anderungen des intrazelluliren Proteoms in S. epidermidis 1457barAB im
Vergleich mit 1457barB

Dargestellt ist ein Beispielexperiment fir den Vergleich des intrazelluliren Proteoms
zwischen den S. epidermidis Mutanten 1457barAB und 1457barB in der exponentiellen
Wachstumsphase. 1457barAB ist in blau dargestellt, 1457barB in orange. Uberlagerte Spots
erscheinen schwarz. Alle signifikant verdnderten Proteinspots sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet und wurden iiber drei biologische Replikate ermittelt.

Ferner wurde auch die Proteinkinase Enzyme 1 (Ptsl), welche fiir die
Phosphorylierung von HPr verantwortlich ist, in beiden Vergleichen in 1457barAB
hochreguliert (1457barA vs 1457barAB: 4,95-fach, 1457barB vs 1457barAB: 6,74-
fach). Interessanterweise wurde auch CcpA jeweils leicht induziert. In der
Biosynthese von Hdm, Porphyrin und Cobalamin wurden zwei Proteine identifiziert,
HemH und HemL-1. Beide Proteine wurden verglichen zum barB Deletionsstamm

induziert, im Vergleich zu S. epidermidis 1457barA konnte nur HemH als signifikant
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verstarkt exprimiert gezeigt werden. Im Energiemetabolismus fanden sich eine Reihe
an Proteinen aus Glykolyse/Glukoneogenese, Pentosephosphatweg, TCA-Zyklus und
Fermentation, die in beiden Vergleichen verstirkt auf den Gelen von 1457barAB
nachgewiesen wurden. Mit Ausnahme einer putativen Malat:Quinon-
Oxidoreduktase, deren Expression in beiden Fillen vermindert war, und der
Citratsynthase (GtlA), die nur im Vergleich zu S. epidermidis 1457barA signifikant

reguliert wurde und deren Expression leicht herunterreguliert wurde.

6.5.2 Die Deletionen von sigB und sigBagr

Die Deletion des alternativen Sigmafaktors ¢” einzeln und in Kombination mit
dem agr-Quorum sensing System fiihrte zu einer erheblichen Anderung des
intrazelluldren Proteoms sowohl in der exponentiellen als auch in der stationdren
Phase im Vergleich zum Wildtyp. Der Verlust von aktivem " resultiert in einer
erhohten Aktivitdt des agr-Systems (Jager, 2006). Demnach konnten, durch die
Untersuchung der Doppelmutante, Proteine identifiziert werden, die in 1457sigB
agr-abhéngig reguliert wurden.

Da die verdnderten Proteinspots der stationdren Phase bis zu diesem Zeitpunkt
noch nicht untersucht werden konnten, wurden hier lediglich die Ergebnisse der
Analyse der exponentiellen Phase gezeigt (Abbildung 6-21 und 6-22). Die Mehrheit
der regulierten Proteine konnte in beiden Mutanten nicht identifiziert werden (ca.
17 % bzw. 13 % identifiziert, (AnhanglII Tabelle 8-3)). Allerdings wurden in beiden
Stimmen fast gleich viele Proteinspots im Vergleich zum Wildtyp verdndert, die
allerdings schon in der Verteilung der verminderten und verstdrkten Spots grof3e

Unterschiede zeigten (Tabelle 6-6).

Tab. 6-6 Anzahl signifikant regulierter Proteinspots in 1457sigB und 1457sigBagr

1457 vs signifikante Spots identifizierte Proteine
(runter/hoch) (runter/hoch)
1457sigB 252 32
(149/102) (27/5)
1457sigBagr 246 42

(116/130) (13/29)




ERGEBNISSE 95

pH 7 pH 4

Abb. 6-21 Anderungen des intrazelluliren Proteoms in S. epidermidis 1457sigB
Dargestellt ist ein Beispielexperiment fir den Vergleich des intrazelluldren Proteoms
zwischen S. epidermidis 1457 und der isogenen SigB Mutante in der exponentiellen
Wachstumsphase. Der Wildyp ist in blau dargestellt, die Mutante in orange. Uberlagerte
Spots erscheinen schwarz. Alle signifikant verdnderten Proteinspots sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet und wurden iiber drei biologische Replikate ermittelt.

In beiden Mutanten fanden sich in den zelluliren Prozessen Nukleotidstoftf-
wechsel, Transkription und Proteinbiosynthese Proteine, die sowohl induziert als
auch reprimiert wurden. Auffillig war jedoch ein Fragment des trigger Faktors, der
in S. epidermidis 1457sigBagr sehr stark erhoht war (20,06-fach) und in
S. epidermidis 1457sigB gar nicht signifikant reguliert wurde. Aus dem
Energiemetabolismus wurden ebenfalls in beiden Mutanten einige Proteine
identifiziert. In S. epidermidis 1457sigB wurden die Proteine vermindert exprimiert,
wohingegen in S.epidermidis 1457sigBagr weitere Proteine des Energie-
metabolismus signifikant verdndert waren und lediglich mit Ausnahme einer
putativen Malat:Quinon-Oxidoreduktase, verstirkt exprimiert wurden. Es konnten

weiterhin zwei hochregulierte Proteine des Fettsdure- und Phospholipidmetabolismus
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identifiziert werden, die nur durch die sigB-Deletion reguliert wurden. Der
Positivregulator der o” Kaskade, RsbU, wurde dahingegen nur in dem agr-

Deletionsstamm verstirkt exprimiert.
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Abb. 6-22 Anderungen des intrazelluldren Proteoms in S. epidermidis 1457sigBagr
Dargestellt ist ein Beispielexperiment fiir den Vergleich des intrazelluliren Proteoms
zwischen S. epidermidis 1457 und der isogenen sigBagr Doppelmutante in der
exponentiellen Wachstumsphase. Der Wildyp ist in blau dargestellt, die Mutante in orange.

Uberlagerte Spots erscheinen schwarz. Alle signifikant verinderten Proteinspots sind mit
einem Pfeil gekennzeichnet und wurden iiber drei biologische Replikate ermittelt.

Da bekannt war, dass die Deletion von SigB eine Induktion des agr-Systems zur
Folge hat, sollten die Stamme 1457sigB und 1457sigBagr auch untereinander
verglichen werden (Abbildung 6-23), um Proteine identifizieren zu konnen, die
ausschlieBlich durch den alternativen Sigmafaktor ¢ reguliert wurden. Durch die
agr Induktion konnten Proteine sowohl reprimiert als auch induziert werden. Eine
zusitzliche Deletion von agr sollte diesen Effekt autheben und ein Protein, das
ausschlieBlich durch o® reguliert wird, sollte in der Doppelmutante in gleicherweise
beeinflusst sein wie in 1457sigB. Zusitzlich sollte dieses Protein bei einem Vergleich

der Mutanten untereinander nicht mehr signifikant reguliert sein. Im Gegenzug
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sollten Proteine, deren Expression in 1457sigB reguliert wurde und die in
1457sigBagr entgegengesetzt reguliert wurden, wahrscheinlich agr-abhingig
exprimiert werden. Demnach sollte deren Regualtion im Vergleich der Mutanten
noch starker hervortreten. Es konnten sechs nicht redundante Proteine identifiziert
werden, deren Expression in 1457sigB und 1457sigBagr im Vergleich zum Wildtyp
in gleicher Richtung reguliert wurde und die beim Vergleich der Mutanten nicht
mehr signifikant verdndert waren. Zu diesen Proteinen zdhlten ein ribosomales
Protein (RplY), die ATP-abhingige Protease ClpX, eine putative Malat:Quinon
Oxidoreduktase, ein putatives Stressprotein und zwei konservierte hypothetische
Proteine. In der zweiten Gruppe wurden fiinf Proteine identifiziert, die beta-
Untereinheit der DNA-abhidngigen RNA-Polymerase (RpoC), ebenfalls ein
ribosomales Protein (RpsB) und drei Enzyme des Energiemetabolismus
(Glycerolkinase, Alanindehydrogenase und Pyruvatkinase).

Der direkte Vergleich von 1457sigB und 1457sigBagr zeigte groBere
Verdnderungen des intrazelluliren Proteoms, als der Vergleich der jeweiligen
Mutanten zum Wildtyp. 394 Proteinspots wurden unterschiedlich reguliert. Davon
wurden im Vergleich zu S. epidermidis 1457sigB in 1457sigBagr 150 Spots
schwicher und 244 Spots stirker exprimiert. Identifiziert wurden nur 57 Proteinspots
(36 Proteine) von denen sich 51 unter den stirker exprimierten befanden (Anhang III
Tabelle 8-4). Auffallig waren einige Proteine, die in 1457sigBagr extrem stark
induziert wurden. Die Inositol-monophosphat-dehydrogenase (GuaB) wurde in vier
Spots nachgewiesen, von denen zwei stark induziert waren (22,77-fach und 41,05-
fach). Des Weiteren wurde die beta-Untereinheit der DNA-abhéngigen Polymerase
(RpoC) 23,83-fach stirker exprimiert. Im Energiemetabolismus kam es jedoch zur
starksten Induktion. Die Glycerolkinase (GIpK) wurde um das 60,68-Fache und ein
Fragment des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes (PdhC) wurde um das 36,53-Fache

induziert.



ERGEBNISSE 98

Ve
‘ itl -a. : i @
Abb. 6-23 Anderungen des intrazelluliren Proteoms in S. epidermidis 1457sigBagr
im Vergleich mit 1457sigB
Dargestellt ist ein Beispielexperiment fiir den Vergleich des intrazelluliren Proteoms
zwischen den S. epidermidis Mutanten 1457sigBagr und 1457sigB in der exponentiellen
Wachstumsphase. 1457sigBagr ist in blau dargestellt, 1457sigB in orange. Uberlagerte Spots
erscheinen schwarz. Alle signifikant verdnderten Proteinspots sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet und wurden iiber drei biologische Replikate ermittelt.

6.6 Anderungen der extrazelluliren Expressionsmuster durch die
Deletionen von barA, barB, barAB, sigB, agr und sigBagr

Neben dem intrazelluliren Proteom sollte auch das extrazelluldre Proteom der
Mutanten untersucht werden. Hierzu wurden die Kulturiiberstinde aus exponentieller
und stationdrer Wachstumsphase in 1D-SDS-Gelen aufgetrennt, um differentielle

Banden im Proteinmuster aufzeigen zu konnen.

6.6.1 Analyse des extrazelluliren Proteoms in der 1D SDS PAGE
Sowohl in der exponentiellen Phase als auch in der stationdren Phase kam zu

erheblichen Verdnderungen des extrazelluldren Proteinmusters. In beiden
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Wachstumsphasen fielen besonders zwei Bereiche mit grolen Verdnderungen auf
(Abbildung 6-24). Im hochmolekularen Bereich iiber und um 260 kDa fanden sich
mehrere Banden, die in S.epidermidis 1457barB, 1457barAB, 1457sigB und
1457sigBagr nicht zu erkennen waren. In der stationdren Phase wurde die grofite
dieser Banden in S. epidermidis 1457agr im Vergleich zum Wildtyp stirker
exprimiert. Weiterhin sind expoentiell und stationdr extrem groBe zusitzliche
Banden in S.epidermidis 1457barB und 1457barAB beobachtet worden. In
S. epidermidis 1457barAB konnte eine Proteinbande von ca. 220 kDa gezeigt
werden, die nur in diesem Stamm induziert wurde und stationdr und exponentiell zu
beobachten war. Im Bereich von 90 — 120 kDa wurden in dieser Mutante in der
exponentiellen Phase ebenfalls zwei Banden beobachtet, die in den anderen
Stdimmen, wenn liberhaupt nur in wesentlich geringerer Stirke zu finden waren. In
den Kulturiiberstinden der stationdr gewachsenen Zellen lieBen sich in diesem

Bereich keine wesentlichen Anderungen feststellen.

_
Abb. 6-24 Extrazelluldre Proteine in S. epidermidis
10 pg extrazelluldrer Proteinfraktionen von S.epidermidis 1457 und dessen isogene
Mutanten mit Deletionen der Genen barA, barB, sigB und agr wurden in eindimensionaler
SDS-PAGE (4-12 %) aufgetrennt und mit Coomassie sichtbar gemacht. Die Proteine wurden
aus dem zellfreien Kulturiiberstanden nach 5,5 h (A) und 24 h (B) Wachstum in TSB
gewonnen. Bereiche mit starken Verdnderungen sind eingerahmt.

Zwischen 40 und 25kDa wurden wiederum in beiden Wachstumsphasen
Unterschiede beobachtet. In diesem GroBenbereich sollten sich die extrazellularen
Proteasen befinden. In den S. epidermidis Staimmen 1457, 1457barA, 1457barB,

1457agr zeigten sich zwei dominante Banden, von denen die kleinere in 1457barAB
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nicht mehr zu erkennen war. Zusitlich wurde in diesem Stamm aber eine weitere
Bande mit etwas hoherem Molekulargewicht detektiert. In S. epidermidis 1457sigB
und 1457sigBagr konnte keine der beiden Banden ausgemacht werden. In diesem
Bereich konnten auch in Proteinproben der Stationdrphase Unterschiede gefunden
werden. Hier ldsst sich zu S. epidermidis 1457barAB sagen, dass kaum Banden
gesehen wurden. Auffillig war jedoch eine Bande von ca. 25kDa, die in

S. epidermidis 1457sigB massiv induziert wurde.

6.6.2 Analyse der extrazelluliren Proteaseaktivitit auf Casein-Agar

Da die Analyse des exrazellulidren Proteoms einen Hinweis auf Anderungen der
Proteaseexpression in den Mutanten lieferte, sollte diese mit Hilfe von Casein-
Agarplatten untersucht werden. Auf den Platten kénnen sowohl denaturierende als
auch lytische Zonen sichtbar gemacht werden.

Die Analyse des Caseinabbaus durch S. epidermidis 1457 zeigte sowohl auf dem
nativen als auch auf dem denaturierten Agar schmale Lysezonen um den
Bakterienrasen (Abbildung 6-25). Verglichen mit S. epidermidis 1457 besaBen die
Mutanten 1457barA und 1457barB eine leicht stirkere lytische und denaturierende
Aktivitét, die jedoch phanotypisch keine Unterscheidung zwischen barA und barB
zulie. Die Doppelmutante 1457barAB zeigte dagegen kaum einen denaturierenden
Bereich und nur einen sehr schmalen lysierten Ring um die Bakterien auf den
Caseinplatten. Die komplementierten Mutanten zeigten auf den Caseinagar wieder
einen mit dem Wildtyp vergleichbaren Abbau. Der Agar um 1457sigB wies dagegen
im nativen Zustand schon denaturierte und lytische Zonen auf, deren Breite
wesentlich grofer war als die des Wildtyps. Die Aktivitit war auch stirker im
Vergleich zu 1457barA und 1457barB. Die Mutanten 1457agr und die 1457sigBagr

zeigten keine Lysezonen auf nativem oder denaturiertem Caseinagar.
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Abb. 6-25 Proteaseexpression verschiedener S. epidermidis 1457 Stamme

Es wurden zweimal 10 pl der Vorkultur auf den Agar aufgetropft und fiir 24 h bei 37 °C
bebriitet. Die denaturierenden Hofe sind auf dem nativen Agar erkennbar (A). Die
lysierenden Hofe wurden durch Behandlung des Agars mit 10 %iger Essigsdure sichtbar
gemacht (B). Die Pfeilspitzen kennzeichnen das AusmaB eines lysierenden Hofes.

Um die Anderungen der Proteaseexpression auf die verschiedenen Deletionen und
nicht auf spezifische Expressionsmuster des Stammes 1457 zuriickfiihren zu kdnnen,
wurde diese auch in den S. epidermidis Hintergriinden 8400 und 1057 durchgefiihrt.

Die Proteaseaktivitit dieser beiden Wildtypstimme war im Vergleich zu 1457
wesentlich hoher (Abbildung 6-26). Die Expressionsmuster der verschiedenen
Mutanten verhielten sich allerdings vergleichbar. Der Verlust des alternativen
Sigmafaktors " fiihrte zu einer erhohten Expression der Proteasen, die allerdings
nicht mehr so deutlich wird, da das Expressionsniveau schon sehr hoch lag. Die
Deletion des agr-Systems sowohl in 1457agr als auch in der Doppelmutante
1457sigBagr fiihrte zu einer drastischen Reduzierung der Proteaseexpression, die auf

den Caseinplatten nicht mehr nachgewiesen werden konnte.



ERGEBNISSE 102

A B A B
- . -
o E .
8400sigB C . 1057sigB
_‘J
8400agr 1057agr
S
8400sigBagr 1057sigBagr
e

Abb. 6-26 Proteaseexpression in S. epidermidis 8400 und 1057 Stammen

Es wurden zweimal 10 pl der Vorkultur auf den Agar aufgetropft und fiir 24 h bei 37 °C
bebriitet. Die denaturierenden Zonen sind auf dem nativen Agar erkennbar (A). Die
lysierenden Zonen wurden durch Behandlung des Agars mit 10 %iger Essigsdure sichtbar
gemacht (B). Die Pfeilspitzen kennzeichnen das AusmaB eines lysierenden Hofes.

6.6.3 Quantitative Transkriptionsanalyse der extrazelluliren Proteasen

Die Ergebnisse des Proteasescreenings auf den Casein-Agarplatten lieen eine
stark verdnderte Expression verschiedener Proteasen vermuten. Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde die Transkription der Proteasen in S. epidermidis 1457 naher
untersucht. Mittels RT-PCR wurde die Transkription der Cysteinprotease SE0184,
der Serinprotease SE1543 und der Metalloprotease SE2219 in den
Deletionsmutanten verglichen zum Wildtyp genauer analysiert.

Zundchst wurde die Transkription in S. epidermidis 1457, 1457barA, 1457barB,
1457barAB und 1457sigB untersucht (Abbildung 6-27), nachdem sie fiir 7h
(exponentiell) in TSB kultiviert wurden. Die relative Quantifizierung ergab, dass
SE0184 in 1457barA 12,8-fach und in 1457barB 11,5-fach verglichen zum Wildtyp
hochreguliert wurde. SE1543 wurde in beiden Mutanten nur leicht stirker exprimiert
(2,3-fach). Die Expression von SE2219 war in 1457barA mit der des Wildtyps
vergleichbar, wihrend sie in 1457barB leicht, jedoch nicht signifikant hochreguliert
wurde. Die Doppelmutante 1457barAB zeigte dagegen eine signifikant 8-fach

geringere Expression von SE0184 und eine 2,2-fach geringere Expression der
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Metalloprotease SE2219. Die Analyse fiir SE1543 ergab eine 1,9-fache und damit
eine biologisch nicht signifikante Hochregulation im Vergleich zum Wildtyp. Der
Verlust des alternativen Sigmafaktors ¢ fiihrte zu einer 5-fach erhohten Expression
von SE0184 und einer 17-fach erhohten Expression von SE2219 gegeniiber dem
Wildtyp. SE1543 erfuhr keine signifikante Verdnderung in Bezug auf S. epidermidis
1457.

100 +

Il SE0184
1457barA  1457barB 1457barAB 1457sigB ] SE1543
I SE2219
10 A
1
10 A
100 -

Abb. 6-27 Expression von SE0184, SE1543 und SE2219 nach 7 h

Relative Transkriptionsanalyse der Stimme S. epidermidis 1457barA, 1457barB, 1457barAB
und 1457sigB nach 7 h Wachstum in TSB. Die dargestellte x-fache Regulation bezieht sich
stets auf die Expression in S. epidermidis 1457 und gilt bei mind. 2-fach erh6hter oder
verminderter Expression als signifikant (gestrichelte Linie). Als nicht reguliertes
Haushaltsgen wurde die Guanylatkinase fiir die Auswertung mitgefiihrt. Die Analyse der
Genexpression basiert auf der Auswertung von drei unabhéngigen Versuchen.

Die Proteaseexpression wird in S. epidermidis in der stationdren Phase stark durch
das agr-System induziert (Vuong et al., 2000; Batzilla et al., 2006; Kneschke, 2007).
Demnach wurde die Transkription der Proteasen auch nach 24 h untersucht.
Zusitzlich wurde die Expression der RNAIIIL, dem Effektormolekiil des agr-Systems,
beobachtet, um eine mogliche Abhéingigkeit der Proteasetranskription nachzuweisen.
Des Weiteren wurden die Mutanten 1457agr und 1457sigBagr in die Analyse
miteinbezogen.

In der stationdren Phase wurde, wie auch in der exponentiellen Phase, die
Expression der Protease SE0184 in 1457barA signifikant erhoht 4 (2,7-fach).
SE1543 und SE2219 zeigten keine biologisch signifikante Verdnderung gegeniiber
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dem Wildtyp (Abbildung 6-28). In 1457barB wurde die Transkription von SE0184
und SE1543 um das 4,7- bzw. 4,2-Fache gegeniiber S.epidermidis 1457
hochreguliert. Die Metalloprotease wurde auch in dieser Mutante stationédr nicht
beeinflusst. Die Expression der RNAIII wurde in den beiden Einzelmutanten
1457barA und 1457barB nicht relevant verdndert. In 1457barB war das mRNA
Niveau etwas hdher, jedoch blieb es unter einer 2-fachen Anderung. Hingegen wurde
in 1457barAB die RNAIII 2,3-fach hochreguliert gegeniiber dem Wildtyp. Trotzdem
wurde die Transkription der Gene SE0184 (6,4-fach) und SE2219 (2,4-fach)
herunterreguliert. Die Expression von SE1543 war mit der des Wildtyps
vergleichbar. In 1457sigB kam es zu einer verstirkten Expression aller drei
Proteasen. Die Transkription von SE0184 war mit einer 12-fachen Hochregulation
am stdrksten induziert, wihrend SE1543 5,8-fach und SE2219 5,5-fach vermehrt
transkribiert wurde als in 1457. Die relative Menge des RNAIII-Transkripts war 2,3-
fach hoher als im Wildtyp und demnach vergleichbar mit der Hochregulation in
1457barAB. In der Doppelmutante 1457sigBagr wurde SE0184 signifikant 6-fach
weniger exprimiert, dahingegen waren die Transkriptmengen von SE1543 und
SE2219 mit denen im Wildtyp vergleichbar. Der Verlust des agr-Systems fiihrte zu
einer signifikanten Herabregulation aller Proteasen. Die Expression von SE0184 war
9,8-fach, die von SE1543 2,8f-ach und die von SE2219 2,7-fach reduziert im
Vergleich zum Wildtyp. Die Mutanten 1457sigBagr und 1457agr weisen beide kein
funktionstiichtiges agr-Operon mehr auf, demnach konnte auch in beiden Fillen

keine Transkription von RNAIII nachgewiesen werden.
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Abb. 6-28 Genexpression von SE0184, SE1543, SE2219 und RNAIII nach 24 h
Relative Transkriptionsunterschiede in S. epidermidis 1457barA, 1457barB, 1457barAB,
1457sigB, 1457sigBagr und 1457agr in Bezug auf den Wildtyp 1457 nach Wachstum der
Zellen in TSB fiir 24 h. Die Expression gilt als signifikant, wenn eine 2-fach erhdhte bzw.
verminderte Expression nachgewiesen werden konnte (gestrichelte Linie). Als nicht
reguliertes Haushaltsgen fungierte die Guanylatkinase. Die Analyse der Genexpression
basiert auf der Auswertung von mindestens drei unabhéngigen Versuchen.
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7 Diskussion

Die breite Anwendung von medizinischen Implantaten und die steigende Zahl von
immunsupprimierten Patienten in der modernen Medizin fithrten dazu, dass
Staphylococcus epidermidis als Pathogen an Bedeutung gewonnen hat und
mittlerweile zu den flnf hdufigsten Verursachern nosokomialer Infektionen zahlt
(Rupp and Archer, 1994). Hierbei werden am hiufigsten Infektionen von
implantierten Fremdkorpern beobachtet. Der wichtigste Pathomechanismus dieser
Fremdkorper-assoziierten  Staphylokokken-Infektionen ist die Fahigkeit von
S. epidermidis auf polymeren Oberflichen mehrschichtige Biofilme auszubilden
(reviewed in von Eiff et al., 2002; Mack et al., 2006; Mack et al., 2007; O'Gara,
2007). Die Biofilmbildung auf polymeren Oberflachen verlduft in mehreren Phasen.
Zunichst heften sich die Zellen durch spezifische und unspezifische Mechanismen
an die Oberfliche an. Nachfolgend akkumulieren die Zellen als mehrschichtiger
Biofilm, in dem sich die Zellen durch interzelluldre Adhésine miteinander verbinden
und die Mehrheit der Zellen keinen direkten Kontakt zu der Polymeroberfldche
besitzt. In der vorgestellten Arbeit wurde mafigeblich die Phase der Akkumulation
weitergehend untersucht. In den letzten Jahren sind fiir S. epidermidis mehrere
Faktoren, die als interzelluldre Adhésine fungieren, beschrieben worden. Von diesen
Faktoren hat sich das interzelluldre Polysaccharid-Adhédsin (PIA) als entscheidende
Komponente fiir die Zellaggregation und die Biofilmakkumulation erwiesen. PIA
wird durch einen Syntheseapparat gebildet, der in dem icaADBC-Operon kodiert
wird (Heilmann et al., 1996; Mack et al., 1996b). Zusitzlich zu icaADBC scheinen
noch weitere Faktoren an der Synthese von PIA beteiligt zu sein (Mack et al., 1994;
Dobinsky et al., 2003).

Die Synthese von PIA wird durch eine Vielzahl von unterschiedlichen
Umwelteinfliissen beeinflusst und unterliegt einer komplexen Regulation, die bisher
nicht vollstdndig verstanden ist. Es konnten drei von icAADBC unabhingige Genorte
identifiziert werden, deren Inaktivierung zu einer verminderten Bildung von PIA
fithrte (Mack et al., 1994; Knobloch et al., 2003). Diese Mutationen konnten durch
Komplementation mit iCAADBC unter einen induzierbaren Promotor in ihrer
Biofilmbildung rekonstituiert werden. Dies wies darauf hin, dass es sich bei den
inaktivierten Genorten um regulative Faktoren handelte. In der vorgelegten Arbeit
wurde der, in der biofilmnegativen Mutante M 12, inaktivierte Genort weitergehend

charakterisiert. In dieser Mutante inserierte das Transposon in das homologe purR-
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Gen von Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis und Lactococcus lactis. In
B. subtilis und L. lactis konnte dem purR-Gen eine Funktion zugewiesen werden,
wihrend in Staphylokokken bisher keine Funktion dieses Gens beschrieben wurde.
In B. subtilis wurde eine negative regulatorische Aktivitit in der Purinsynthese
gezeigt, wohingegen in L. lactis eine positive Aktivitdt nachgewiesen werden konnte
(Weng et al., 1995; Kilstrup and Martinussen, 1998; Weng and Zalkin, 2000).
Hierbei erfolgt die Regulation durch PurR {iiber spezifische Bindung an sog. PurR-
Bindestellen. Da in der Promotorregion von iCaADBC oder dessen negativem
Regulator IcaR keine homologen Sequenzen zu diesen PurR-Bindestellen gefunden
werden konnten, ist eine direkte Regulation dieser Gene durch PurR
unwahrscheinlich (Knobloch et al., 2003). Durch vorangegangene Untersuchungen
der Mutante M12 konnte gezeigt werden, dass die Transposoninsertion hinter einer
putativen c"-abhingigen Promotorsequenz lag, und es wurde vermutet, dass der
biofilmnegative Phénotyp moglicherweise durch Inaktivierung von Genen unterhalb
von purR verursacht wurde. Da durch andere Arbeiten aus der Arbeitsgruppe gezeigt
wurde, dass der alternative Sigmafaktor ¢® an der Regulation der Biofilmbildung
von S. epidermidis durch negative Regulation des negativen Regulators IcaR beteiligt
ist (Knobloch et al., 2001; Knobloch et al., 2004a), wurde vermutet, dass die Gene
unterhalb von purR regulative Intermediate in dem Regulationsnetzwerk darstellen
konnten. Der in S. epidermidis gefundene putative c°-abhingige Promotor ist
innerhalb der kodierenden Sequenz von purR konserviert und wurde somit auch in
B. subtilis und S. aureus beschrieben (Petersohn et al., 1999a; Bischoff et al., 2004).
Interessanterweise konnte in B. subtilis gezeigt werden, dass dieser Promotor nicht
c"-abhingig transkribiert wird, wihrend er in S. aureus einer Kontrolle durch ”
unterliegt. Deshalb wurde zundchst untersucht, ob der putative Promotor in

S. epidermidis aktiv ist.

7.1 Kartierung des ¢"-abhiingigen Promotors vor barA

Es war bekannt, dass in S. epidermidis ein Transkript gebildet wurde, welches
moglicherweise von der putativen Promotorsequenz ausging. Das Transkript kodiert
fiir die Gene barA und barB und wird in der biofilmnegativen Transposonmutante
MI12 nicht mehr abgelesen (Bartscht, 2001). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass dieses Transkript sowohl in exponentiell als auch in stationdr wachsenden

S. epidermidis 1457 Zellen vorhanden ist. Im Gegensatz zu einem weiteren, grof3eren
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Transkript, welches auBer fiir barA und barB auch fiir iSpE und purR kodiert, das nur
in exponentiellen Zellen nachgewiesen werden konnte (Bartscht, 2001; Knobloch et
al., 2004b; Knobloch, 2005). Demnach gab es schon eine Reihe von Hinweisen auf
den Promotor. Auch die o®-Abhingigkeit konnte durch Verlust des Transkriptes in
Mutanten des °-Operons gezeigt werden (Jiger, 2006). In dieser Arbeit sollte der
Transkriptionsstartpunkt experimentell nachgewiesen werden.

In der Primer Extension Analyse wurde der Bereich um einen Thyminrest 151
Nukleotide vor dem Startcodon als 5’-Ende der mRNA kartiert. Es konnte jedoch
nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob der Startpunkt nicht auch wenige Nukleotide
daneben liegen konnte. Die RACE-Technologie lieferte als Startpunkt einen
Adeninrest 148 Nukleotide vor dem Startcodon von barA. Davor befindet sich in der
Sequenz ein Thymin, da in dieser Technik ein PolyA-Schwanz an die mRNA
gehingt wird und diese dann mit einem reversen Primer sequenziert wird, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass der Startpunkt auch auf diesem Nukleotid liegen
konnte. Somit konnte durch die zweite Technik der Startpunkt auf 148 bzw. 149
Nukleotide vor dem Startcodon festgelegt werden. Da nur zwei oder drei Nukleotide
die Ergebnisse trennen, wurde jeweils der gleiche Promotor zugeordnet. Es konnte
der schon durch die Konsensussuche vermutete Promotor bestdtigt werden. Die
Sequenzen der -35 und -10-Regionen entsprechen perfekt der Konsensussequenz und
sind durch 14 Nukleotide voneinander getrennt.

Die Promotorkonsensussequenz fiir 6° in B. subtilis wurde wie folgt beschrieben:
GTTTWW 13-16 Nukleotide GGGWAW (Petersohn et al., 1999b). Aufgrund der
hohen Ahnlichkeit der o®-Proteine in S.aureus und B.subtilis von 77 %, war
anzunehmen, dass o° in S.aureus eine #hnliche Sequenz erkennt (Kullik and
Giachino, 1997). Mittlerweile wurde auch eine Konsensussequenz fiir S. aureus
publiziert (GttTaa 12/15 Nukleotide gGGTAt), die der von B. subtilis entspricht
(Homerova et al., 2004). Daher konnte mit hoher Sicherheit angenommen werden,
dass diese Sequenz auch in S. epidermidis erkannt wird. Einen weiteren Hinweis
darauf geben die hohen Ahnlichkeiten der Proteine aus den verschiedenen
Organismen. Ein Vergleich der Proteinsequenzen von o° zwischen B. subtilis und
S. aureus, in den auch S. epidermidis mit einbezogen werden kann, ergab, dass sich
die Ahnlichkeit nicht gleichmiiBig iiber das Protein verteilt (Kullik and Giachino,
1997) (Abbildung 7-1).
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RP62A - - MAKESKSASEVSPEQ NQW KQHQENE!
ATCC 12228 - - MAKESKSASEVSPEQ NOW KQHQENE!
N315 - - MAKESKSANEVSPEQ NQW KEHQENKI
M50 - - MAKESKSANEVSPEQ NQW KEHQENKI

QAQDKLVKHYRKLI ESLAYRYS| HHEDL VQVG
QAQDKLVKHYRKLI ESLAYRYS HHEDL VQVG
DAQDKLVKHYCKLI ESLAYKYS| HHEDLVQVG
DAQDKLVKHYQKLI ESLAYKYS HHEDL VQVG

coL - - MAKESKSANE! SPEQI NQW KEHQENKNTDAQDKLVKHYQKLI ESLAYKYSKIGQSHHEDLVQVG
168 M MIQPSK- TTKLTKDEVDRLI SDYQTKS QAQETLVR\/YTNLVDNLAKKYS SFHEDLRQVG
:: * % :.___ ::::: :** .** * :: ** * % % :*.**** * % %
2.1 2.2
RP62A MVGL| GAI [NRFDLSFDRKFEAFLVPTVI GEI KRYLRDKTWSVHVPRRI KEI GPRI KKVSDEL TNEL
ATCC 12228 M/GLI GAl |NRFDLSFDRKFEAFLVPTVI GEI KRYLRDKTWSVHVPRRI KEI GPRI KKVSDEL TNEL
N315 MVGLI GAI NRFDVBFERKFEAFLVPTVI GEI KRYLRDKTWSVHVPRRI KEI GPRI KKVSDEL TAEL
M50 MVGLI GAl NRFDVSFERKFEAFLVPTVI GEI KRYLRDKTWSVHVARRI KEI GPRI KKVSDEL TAEL
coL MVGL| GAl NRFDVSFERKFEAFLVPTVI GEI KRYLRDKTWSVHVPRRI KEI GPRI KKVSDEL TAEL
168 M GLLGAI KRYDPWWGKSFEAFAI PTI | GEI KRFLRDKTWSVHVPRRI KELGPRI KMAVDQLTTET
*:**:***:*:* . :.**** : *:******:**********.*** *:***** . * * % *
2.3 2.4
RP62A ERSPSI SEI AQRLEVSDEEVL EAVEMGQSYNAL SVDHSI EADKDGSTVTLLDI TEK
ATCC 12228 ERSPS| SEI AQRLEVSDEEVL EAVEMGQSYNAL SVDHS! EADKDGSTVTLLDI TEK
N315 ERSPSI SEI ANRLEVSEEEVL EAVEMGQSYNAL SVDHS! EADKDGSTVTLLDI TEK
M50 ERSPSI SEI ANRLEVSEEEVL EAVEMGQSYNAL SVDHS! EADKDGSTVTLLDI TEK
coL ERSPSI SEI ADRLEVSEEEVL EAVEMGQSYNAL SVDHSI EADKDGSTVTLLDI TEK
168 QRSPKVEEI AEFLDVSEEEVLETMEMGKSYQAL SVDHSI EADSDGSTVTI LDI VGSQEDGYERVNQ
:***.:.***: *:**:*****:****:**:*********** ******:***:*.*:* * ‘--
3.1 3.2
RP62A RM LERI LP} LSERERQ | QCTF] ERLSQKETGERI GLSQVHVSRLORTAI KKL| RQ ------
ATCC 12228 RM LERI LP] LSERERQ | QCTF| EIGL SQKETGERI GLSQVHVSRLQRTAI KKL RQ ------
N315 RM LEKI LP} LSDRERE! | QCTF| ESLSQKETGERI GLSQVHVSRLQRTAI KKL| HK- - - - - - -
M50 RM LEKI LP} LSDRERE! | QCTF| ESLSQKETGERI GLSQVHVSRLQRTAI KKL| HK- - < - - - -
coL RM LEKI LP} LSDRERE! | QCTF| ESLSQKETGERI GLSQVHVSRLQRTAI KKL| HQ - -----
168 QLM_QSVLHVLSDREKQ | DLTY] QNKSQKETGD! LG SQVHVSRL QRKAVKKLREAL | EDPSVELM
:::*: :* **:**::**: *: : ****** :* ********** * * % % * % .
4.1 4.2

Abb. 7-1 Alignment der 6®-Proteine

Dargestellt sind die 6®-Sequenzen von zwei S. epidermidis Stimmen (RP62A und ATCC
12228), von drei S.aureus Stammen (N315, Mu50 und COL) und B. subtilis 168. Die
hochste Konservierung ist duch einen Stern unter der Aminosdure gekennzeichnet.
Ahnlichkeiten sind durch : und . markiert. Die Einteilung des Proteins in die verschiedenen
Unterregionen wurde durch senkrechte Striche erreicht. Die Ziffern geben die postulierten
Bereiche des Proteins an (Kullik and Giachino, 1997).

Sigmafaktoren vereinen mehrere Aktivititen in einem Protein, z.B. Bindung der
RNA-Polymerase (RNAP), Erkennung der -10 und -35 Promotorsequenzen und das
Schmelzen der DNA. All diese Aktivititen werden durch verschiedenen
Unterregionen des Sigmafaktors bewerkstelligt (Helmann and Chamberlin, 1988;
Lonetto et al., 1992). Beispielsweise die Region 2.4, die fiir die Erkennung der
-10-Region verantwortlich ist, sowie die Regionen 4.1 und 4.2, die fiir das Erkennen
der -35-Region wichtig sind, sind dabei besonders konserviert (Kullik and Giachino,

1997).

7.2 Generierung der Deletionsmutanten
Der Nachweis des o”-abhingigen Promotors lieferte noch keinen Hinweis darauf,

ob tatsdchlich der Verlust der von purR strangabwérts gelegenen Gene zu dem
biofilmnegativen Phéanotyp von M12 fiihrte. Um diese Hypothese zu testen, sollten

Deletionsmutanten generiert werden, in denen die Gene, die in S. epidermidis M12
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nicht mehr transkribiert wurden, einzeln ausgeschaltet werden sollten. Da durch den
Verlust der zwei Transkripte (siche oben) insgesamt vier Gene inaktiviert wurden,
wurden Mutanten generiert, in denen die Einzelgene iSpPE, purR, barA und barB
deletiert wurden (1457ispE, 1457purR, 1457barA und 1457barB). Aulerdem wurde
eine Mutante hergestellt, in der der gesamte Lokus ausgeschaltet wurde
(1457ispEpurRbarAB) sowie eine Doppelmutante des barAB-Operons (1457barAB).
Eine weitere Doppelmutante, deren iSpE und purR Gene ausgeschaltet werden sollte,
konnte trotz mehrfacher Mutagenese nicht isoliert werden. Da die Gene sowohl
einzeln als auch zusammen in anderen Mutanten deletiert werden konnten, kann es
sich nicht um letale Deletionen handeln. Der Grund fiir das nicht erfolgreiche
Isolieren dieser Mutante blieb bis zu diesem Zeitpunkt unklar. In allen konstruierten
Mutanten konnte die korrekte Insertion der Erythromycinresistenzkassette durch
Sequenzierung des manipulierten Bereiches nachgewiesen werden. Zusétzlich konnte
mit Hilfe der erzeugten Antiseren gegen die Proteine BarA und BarB die Expression
der Proteine iiberpriift werden (Abbildung 6-8). Auch hier konnte gezeigt werden,
dass nur die zu erwartenden Proteine exprimiert wurden und in den entsprechenden
Mutanten keine Banden detektiert wurden.

Des Weiteren sollten die Deletionen in zwei weitere S. epidermidis Hintergriinde,
1057 und 8400, iibertragen werden, um stammspezifische Beobachtungen in spéteren
Analysen ausschlieBen zu kénnen. Die Ubertragung der Deletionen von ispE und
purR war in beide Stdmme erfolgreich (1057ispE, 8400ispE, 1057purR und
8400purR). Die Deletion von barA konnte, aus ungekliarten Griinden, lediglich in
S. epidermidis 8400 iibertragen werden. Die Mutationen der Stimme 1457barB,
1457barAB und 1457ispEpurRbarAB konnten in keinen Hintergrund {iibertragen
werden, da es nicht moglich war aus diesen Stammen Phagenlysate aufzureinigen.
Allen Stammen fehlt das barB Gen, moglicherweise fiihrt dieser Verlust zu einer
verinderten Oberflidche der Bakterienzelle, sodass der Phage, der zur Ubertragung
der Deletionen genutzt wurde, nicht mehr an seinen Rezeptor auf der Zelle binden
konnte und somit die Mutanten auch nicht mehr infizieren konnte. Naheliegend
wiéren Verdnderungen der Lipoteichonsdure, da diese von Phagen erkannt werden.
Als Konsequenz konnten dann auch keine neuen Phagen mehr freigesetzt werden.
Gestiitzt wird diese Hypothese durch einen weiteren Hinweis auf mogliche
Oberflachenverdnderungen der Mutante M12. Urspriinglich wurde angenommen,

dass es sich bei M12, um eine adhisionsdefiziente Mutante handeln konnte. Dabei
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fiel auf dass, die Zellen hydrophiler als der Wildtyp waren und zusitzlich weniger
Oberfliachenantigene exprimierten, da sie im Immunfluoreszenztest eine deutlich
geringere Fluoreszenz gegeniiber dem Wildtyp aufwiesen (Bartscht, 2001). Sollte in
einer zukiinftigen Arbeit dieser Fragestellung weiter nachgegangen werden, sollten
die Oberflachenstrukturen der Mutanten ndher charakterisiert werden. Zur
Generierung der entsprechenden Mutanten in den verschiedenen Hintergriinden,
miisste die Mutagenese in jedem Hintergrund erfolgen oder ein anderer Phage
gefunden werden, dessen Rezeptor nicht von den Verdnderungen der Oberfliche
betroffen ist.

Um fiir nachfolgende Experimente ausschlieBen zu konnen, dass verdnderte
Wachstumseigenschaften der verschiedenen Mutanten einen Einfluss auf die Bildung
des Biofilms haben, wurden zunichst Wachstumskurven erstellt (Abbildungen 6-9,
6-11). Hier zeigten sich nur leichte Unterschiede in den Stimmen 1457ispE,
1457barAB, 1457ispepurRbarAB. Es kam zu ciner leichten Verldngerung der lag-
Phase, die Zellen wuchsen dann jedoch exponentiell und erreichten anndhernd die
gleichen optischen Dichten wie der Wildtyp. Diese geringen Abweichungen der
Wachstumskurven sollten keinen Einfluss auf die mogliche Ausbildung und Stérke
eines Biofilms haben.

Die Biofilmteste fiir die konstruierten Mutanten ergaben, dass die Deletion von
ISPE und purR keinen Einfluss auf die Ausbildung eines Biofilms in S. epidermidis
1457 hatten (Abbildung 6-10). Die gemessenen Adsorptionen waren eher etwas
hoher als die des Wildtyps. In S. epidermidis 1057 und 8400 war die Induktion der
Biofilmbildung durch die Deletionen von iSpE bzw. purR, zumindest in TSBy,c; und
TSBgion, sogar statistisch signifikant (Abbildung 6-12). Da es sich bei S. epidermidis
1457 schon um einen starken Biofilmbildner handelt und die Messung auf einen
Maximalwert einer Absorption von 3 limitiert ist, ist es moglich, dass auch in diesem
Stamm signifikante Anderungen zu beobachten wiren, wiirde die Mdoglichkeit
bestehen hohere Messungen vornehmen zu konnen. Die leicht verstirkte
Biofilmbildung in Stimmen mit Deletionen in iSpE und purR ldsst sich evtl. durch
eine stiarkere Expression der Gene barAB durch ein Herauslesen aus der
Resistenzkassette erkldren. Diese Hypothese wurde allerdings nicht ndher untersucht,
da sich diese Arbeit auf die Gene konzentrieren sollte, deren Verlust fiir den
biofilmnegativen Phinotyp von S. epidermidis M12 verantwortlich war. Der Verlust

von BarA in S.epidermidis 1457barA resultierte in einer verminderten
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Biofilmbildung im Vergleich zum Wildtyp S. epidermidis 1457 (Abbildung 6-10).
Diese war jedoch weiterhin sowohl durch NaCl als auch durch Ethanol induzierbar.
Dahingegen fiihrte die Deletion von barB in der Einzel- und in der Doppelmutante
1457barAB zu einem biofilmnegativen Phinotyp, der auch durch NaCl und Ethanol
nicht aufgehoben werden konnte.

Zum weiteren Nachweis, dass der Verlust der Gene barA / barB fiir den
biofilmnegativen Phéanotyp der S. epidermidis Mutanten 1457barA, 1457barB und
1457barAB verantwortlich war, wurden die Stimme mit dem Plasmid pRBbarAB
komplementiert. Von dem Plasmid aus wurden beide Gene mit ihrem nativen
Promotor in trans exprimiert. In allen Mutanten konnte ecine Biofilmbildung
rekonstituiert werden. Die Induktion durch NaCl und Ethanol konnte in den
pRBbarAB tragenden 1457barA und 1457barB Stimmen wieder gezeigt werden. In
1457barAB mit dem Plasmid konnte die Induktion nicht wieder beobachtet werden.
Es wire denkbar, dass durch verdnderte Konzentrationen der Proteine in den
komplementierten Mutanten, die Regulation der Biofilmbildung nicht genauso wie
im Wildtyp ablaufen kann. Western Blot Experimente zeigten, dass die
Proteinmenge von BarA und BarB im Cytosol der komplementierten Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp hoher war. Dies fithrt zu der Annahme, dass die
Proteinmenge in der Zelle eine kritische Rolle bei der Wirkungsweise der Proteine
spielt. Diese Hypothese wird durch die Beobachtungen in der Arbeitsgruppe von
J. Knobloch, dass BarA und BarB trotz ihrer gemeinsamen Transkription, entlang der
Wachstumskurve differentiell exprimiert werden, zusétzlich gestiitzt (Zienkiewicz,
unpubliziert). BarA scheint einer Regulation entlang der Wachstumskurve zu
unterliegen mit einem Hohepunkt der Expression in der exponentiellen Phase. In der
stationdren Phase wurde das Protein nicht mehr nachgewiesen. Dahingegen ist BarB
wiéhrend des gesamten Wachstums gleichméBig prisent, moglicherweise weil das
Protein sehr stabil ist und nicht abgebaut wird (Zienkiewicz, unpubliziert). Weiterhin
wurde versucht die Mutanten mit Plasmiden zu komplementieren, die nur eines der
beiden Proteine unter einem konstitutiven Promotor trugen. Mutantenstimme, die
diese Vektoren trugen, waren nicht in der Lage einen Biofilm zu bilden. Da diese
Plasmide aus einer anderen Arbeit stammten, konnte nicht genau geklirt werden, ob
moglicherweise fehlerhafte Plasmide fiir diese Beobachtung verantwortlich waren.

Allerdings ist es auch denkbar, dass auch in diesen Stimmen die artfizielle Menge an
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BarA oder BarB im Verhiltnis zur Menge des Proteins, welches aus dem Genom
transkribiert wurde, nicht zu einer sinnvollen Regulation in der Zelle fiihrt.
Zusammenfassend konnte eindeutig gezeigt werden, dass BarA und BarB die
Biofilmbildung in S. epidermidis 1457 positiv regulieren, wobei BarB essenziell ist.
Der Verlust von funktionellem IspE und PurR war in S. epidermidis M12 nicht fiir

den biofilmnegativen Phénotyp der Mutante verantwortlich.

7.3 Regulation der Biofilmbildung durch BarA und BarB

In der Folge stellte sich die Frage, ob eine verminderte PIA-Synthese Ursache fiir
den biofilmnegativen Phénotyp der Mutanten S. epidermidis 1457barA, 1457barB
und 1457barAB war. Dotblot-Experimente mit einem PIA-spezifischen Antiserum
zeigten in allen Stimmen eine verminderte oder fehlende PIA-Expression
(Abbildung 6-13).

Die PIA-Synthese erfolgt durch die Produkte des Genlokus icaADBC (Heilmann
et al., 1996; Mack et al., 1996b). Aus der sarA Mutante war bekannt, dass die PIA-
Expression nicht gleichbedeutend zur icAADBC Transkription ist, da es in dieser
Mutante, trotz icAADBC-Transkripten auf Wildtypniveau, nicht zu einer PIA-
Synthese kam. Um einen mdoglichen Einfluss von BarA und BarB auf icaADBC
weiter zu analysieren, wurde die Transkription von icaA durch RT-PCR untersucht
(Abbildung 6-14). Dazu wurde eine relative effizienzkorrigierte Quantifizierung
genutzt, um die Verdnderungen der Transkription der Gene im Vergleich zum
Wildtyp zu berechnen. Es konnte gezeigt werden, dass die icaA-Transkription in
TSB in allen drei Mutanten im Vergleich zum Wildtyp herabreguliert wurde. Die
Repression der icaA-Transkription in 1457barA war mit einer 3,4-fach geringeren
Transkription verglichen zum Wildtyp, am geringsten unter den Mutanten. In
1457barB wurde icaA 28,2-fach und in 1457barAB sogar 190,3-fach weniger
transkribiert als im Wildtyp. Eine vergleichbare Regulation von icaA in den
Mutanten war auch zu beobachten, wenn die Zellen in TSBy,c) angeziichtet wurden.
In TSBgion war die verminderte Transkription von icaA nur noch in S. epidermidis
1457barB und 1457barAB signifikant. S. epidermidis 1457barA bildete in diesem
Medium wieder Biofilme, die nur etwas niedrigere Adsorbtionswerte als die des
Wildtyps erreichten, was darauf hindeutet, dass BarA bei der Ethanol-bedingten
Regulation der Biofilmbildung keinen Einfluss hat. In dieser Methode errechnete

hohe Werte, die eine Repression der Transkription von weit {iber dem 100-fachen
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ergeben, resultieren aus der Berechnung und stellen in sicherlich eine Abschaltung
der Transkription dar.

Da IcaR einen bekannten Negativregulator des icaADBC-Lokus darstellt (Conlon
et al., 2002), wire es denkbar, dass die Repression der icaA-Transkription durch eine
Induktion der icaR-Transkription zustande kommt. Deshalb wurde auch diese in
allen Mutanten untersucht. Die icaR-Transkription wurde, mit einer Ausnahme, in
keinem der Stimme signifikant beeinflusst (Abbildung 6-14). Lediglich in
S. epidermidis 1457barAB konnte in TSBnac; eine 2,3-fache Induktion der icaR-
Transkription beobachtet werden. Allerdings war diese nicht in allen
Einzelexperimenten zu beobachten und es ldsst sich abschlieend daher nicht sagen,
ob diese Beobachtung tatsidchlich von Bedeutung ist. Es kann also angenommen
werden, dass die Repression der icaA-Transkription in den Mutanten unabhéngig von
IcaR erfolgte.

Wie schon zuvor durch Northern Blots gezeigt wurde, konnte die Reprimierung
der icaA-Transkription in S. epidermidis 1457sigB bestitigt werden (Knobloch et al.,
2004a). Diese Regulation ist Folge der fehlenden Repression der icaR-Transkription
in TSB und TSByac1. In TSBgiog wird von dieser Mutante wieder Biofilm gebildet
und die icaA-Transkription nur noch schwach reprimiert. Die icaR-Transkription
wurde in diesem Medium nicht mehr signifikant beeinflusst. Demnach erfolgt die
Induktion der Biofilmbildung in TSBgon durch Repression der icaR-Transkription
unabhingig von c".

Obwohl barB unter Kontrolle von c°

steht, zeigen die beiden Mutanten nicht
denselben Phénotyp hinsichtlich ihrer Biofilmbildung. S.epidermidis 1457sigB
konnte mit subinhibitorischen FEthanolkonzentrationen wieder Biofilm bilden,
wihrend S. epidermidis 1457barB auch unter diesen Bedingungen biofilmnegativ
war. Damit konnte gezeigt werden, dass BarB ein essenzieller Regulator der
Biofilmbildung in S. epidermidis ist. Die Transkriptionsanalysen zeigten weiterhin,
dass BarB, unabhéngig von IcaR, die icaADBC-Expression positiv beeinflusst. Dabei
kann nicht gesagt werden, ob BarB direkt oder iiber ein weiteres Genprodukt
vermittelt, die Regulation der icaA-Transkription bewerkstelligt. Zur Induktion der
Biofilmbildung in S. epidermidis 1457sigB scheint die Expression von BarB iiber das

zweite, nicht o"-abhiingige Transkript ausreichend zu sein (Zienkiewicz,

unpubliziert). Da ¢” selbst nicht in der Lage ist die Transkription von icaR zu
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induzieren, ist anzunchmen, dass ein ¢°-abhingiges Intermediat diese Regulation
vermittelt. Weder BarA noch BarB scheinen dieses Intermediat darzustellen.

Das vereinfachte Modell der Biofilmregulation, dass schon in den theoretischen
Grundlagen das Netzwerk verdeutlichte, konnte durch die gewonnenen Erkenntnisse,
die diese Arbeit liefert, erweitert werden (Abbildung 7-2). PurR hat keinen Einfluss
auf die Regulation der Biofilmbildung, sondern der c"-abhingige barAB-Lokus
reguliert das icAADBC-Operon positiv.
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Abb. 7-2 Modifiziertes Modell der Biofilmbildung

PIA wird durch die Proteine IcaA, IcaD, IcaB und IcaC synthetisiert, die in einem
gemeinsamen Operon codiert werden. Divergent zu dem Operon wird dessen spezifischer
Repressor IcaR codiert. Die Transkription von icaR wird negativ durch o iiber ein
unbekanntes Intermediat und Ethanolstimulation reguliert. Die Aktivitdt des Sigmafaktors
wird durch eine regulatorische Kaskade aus Antisigmafaktor RsbW, Anti-Antisigmafaktor
RsbV und der RsbV-spezifischen Phosphatase RsbU reguliert. Transkription von icaADBC
wird, auer durch IcaR, durch weitere Genprodukte beeinflusst. SarA sowie BarA und BarB
tiben einen positiven Effekt auf die PIA-Synthese aus. Wohingegen das luxS Quorum
sensing System reprimierend auf die iCaADBC Transkription wirkt. Neben der
transkriptionellen Regulation von icaADBC wird die PIA-Synthese durch ein Glukose-
abhingiges regulatorisches Protein positiv beeinflusst. Die primédre Adhision (AtIE,
MSCRAMM) wird negativ durch das agr Quorum sensing System reguliert (2.4.3). Gene
sind in Rechtecken dargestellt und Proteine in Ovalen.
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7.4 Einfluss der Regulatoren BarA, BarB, 6" und agr auf das
intrazelluléire Proteom

Verschiedene  Studien konnten zeigen, dass der Metabolismus der
Staphylokokken, die in einem Biofilm leben, entscheidend verdndert ist (Beenken et
al., 2004; Resch et al., 2005; Yao et al., 2005). In dieser Arbeit sollte durch
Proteomanalysen untersucht werden, ob die Regulatoren BarA, BarB, ¢® und das
agr-System an dieser Regulation beteiligt sind. Da sowohl ¢® als auch agr-System
ein groBes Regulon aufweisen, war anzunehmen, dass durch die Deletion der Gene
eine Vielzahl von Proteinen beeinflusst wird. Fiir BarA und BarB stellte sich die
Frage, ob sie ebenfalls als globale Regulatoren identifiziert werden konnten. In der
Analyse wurden, um nur Expressionsmuster zu detektieren, die abhéngig von den
jeweiligen Regulatoren verdndert wurden und um biofilmspezifische Effekte
auszuschlieBen, die Bakterien als planktonische Zellen kultiviert und deren
Proteinextrakte der Proteomanalyse zugefiihrt.

Fir die Deletionsstimme 1457barA und 1457barB wurden 43 bzw. 100
Proteinspots gezeigt, die im Vergleich zum Wildtyp unterschiedlich exprimiert
wurden. Von diesen konnten drei bzw. sechs Proteine in der MS-Analyse
identifiziert werden. In der Mutante 1457barAB wurden 447 Proteinspots im
Vergleich zum Wildtyp differentiell exprimiert, von denen 64 identifiziert werden
konnten. Aufgrund der geringen Anzahl an identifizierten Proteinen in den
Einzelmutanten soll hier nur der Verlust beider Regulatoren in 1457barAB naher
betrachtet werden, fiir den aus 64 verdnderten Proteinspots 47 nicht redundante
Proteine gezeigt werden konnten. Dabei sollte beriicksichtigt werden, dass die
Uberlappung der Veriinderungen in den Einzelmutanten mit denen der
Doppelmutante nur sehr gering war und das Expressionsmuster nicht auf einen der
beiden Regulatoren zuriick zu fiihren ist.

Auftillig war, dass verschiedene Enzyme der Glykolyse und des Tricarbonsdure
(TCA)-Zyklus induziert wurden. Es konnte gezeigt werden, dass in S. epidermidis
1457barAB die Enzyme Fruktosebisphosphataldolase, Phosphoglyceratkinase,
Pyruvatkinase, Laktatdehydrogenase, Pyruvatdehydrogenase und Isocitrat-
dehydrogenase im Vergleich zum Wildtyp induziert wurden. Die Aktivitdt des TCA-
Zyklus ist wichtig fiir den vollstindigen Katabolismus von bevorzugten
Kohlenstoffquellen und den Aufbau eines reduzierenden Potentials sowie die
Herstellung biosynthetischer Intermediate. Es ist bekannt, dass viele Faktoren, wie

Nahrstoffstatus der Zellen und Stressstimuli, die Aktivitit des TCA-Zyklus
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beeinflussen. Die  Aktivitit wird durch Nidhrstoffmangel, verminderte
Sauerstoffverfligbarkeit und Eisenmangel, da Eisen als Cofaktor bendtigt wird, aber
auch durch Hitze und Ethanol reprimiert (Collins and Lascelles, 1962; Tomlins et al.,
1971; Somerville et al., 1999; Throup et al., 2001; Kornmann et al., 2003; Varghese
et al., 2003; Somerville et al., 2003). Interessanterweise wurden eben diese
Bedingungen auch zur Induktion der Biofilmbildung beschrieben (reviewed in
O'Gara, 2007). Vuong et al. konnten den Zusammenhang des TCA-Zyklus mit der
Biofilmbildung durch Hemmung von dessen Aktivitit und einer resultierenden
Induktion der PIA-Expression zeigen (Vuong et al., 2005). Sie vermuten, dass es
durch eine Beeintrachtigung des TCA-Zyklus zu einer Verschiebung der Metabolite
in Richtung PIA-Synthese kommt. Da PIA ein 1,6-verkniipftes N-Acetylglukosamin-
Polymer aus 130 Resten ist (Mack et al., 1996a; Maira-Litran et al., 2002), wird zur
Synthese UDP-aktiviertes N-Acetylglukosamin bendtigt, welches in einem ersten
Schritt durch Transaminierung von Fruktose-6-Phosphat gebildet wird (Gerke et al.,
1998). Ist Glukose im Medium vorhanden entsteht Fruktose-6-Phosphat in grof3en
Mengen in der Glykolyse. Ohne Glukose kann es in der Glukoneogenese aus
Oxalacetat, einem Intermediat des TCA-Zyklus hergestellt werden (Anhang IV,
http://www.genome.jp/KEGG). Dabei geht allerdings viel Kohlenstoff verloren. Dies
erklart moglicherweise auch die in der postexponentielle Wachstumsphase
beobachtete Repression der icaAADBC-Expression (Dobinsky et al., 2003).

Die beobachtete Induktion von Glykolyse und Citratzyklus bzw. deren Enzymen
in S. epidermidis 1457barAB konnte somit zu einer Verschiebung des Intermediates
Fruktose-6-Phosphat zu Stoffwechselprodukten des TCA oder einem vollstindigen
Katabolismus von Glukose fithren (Abbildung 7-3). Damit stiinde zur Synthese von
UDP-N-Acetylgluosamin kein Fruktose-6-Phosphat mehr zur Verfiigung, welches
zur Synthese von PIA genutzt werden konnte. Allerdings ist UDP-N-
Acetylglukosmanin fiir die Synthese der Zellwand essenziell, da S. epidermidis
1457barAB nur einer verldngerte Wachstumsphase, aber keinen Wachstumdefekt
aufweist, muss hierfiir das Vorldufermolekiil in ausreichender Menge bereit stehen.
Es ist also denkbar, dass zusitzlich zu der Verschiebung von Intermediaten, die
Staphylokokken einen Mechanismus aufweisen, der es ihnen ermdglicht zu
entscheiden fiir welchen Stoffwechselprozess aktiviertes N-Acetylglukosamin

genutzt wird. Da fiir das Uberleben der Baktererien eine intakte Zellwand notwendig
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ist, ist anzunehmen, dass bei einem geringen Angebot von UDP-N-
Acetylglukosamin, dieser Biosyntheseweg als erstes versorgt wird.

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zur Eisenverfiigbarkeit gezeigt werden.
HemH und HemL-1 wurden in 1457barAB im Vergleich zum Wildtyp hochreguliert.
Die Proteine sind beteiligt an der Synthese von Kofaktoren (Ferrochelatase und
Aminomutase in der Him-Biosynthese), die auch von Enzymen des TCA-Zyklus
benotigt werden.

Glukose

!

O

!

Fruktose-6-phosphat «—O «—3O < UDP-N-Acetylglukosamin

|

O«+—>»0O

[ Fruktosebisphosphataldolase

Phosphog\yceratkinase]

> 04> 020> 0«—0

Phosphoenolpyruvat
l

Laktat «—» Pyruvat—»O
|

hydrogenase
O

ﬁPyruvatdehydrogenase

Acetyl-CoA

Oxalacetat

Isocitratdehyd rogenase]

Abb. 7-3 Beziehung zwischen PIA-Synthese und Glykolyse /TCA-Zyklus
Simplifiziertes Modell, das die Glykolyse und den Citratzyklus mit der Biosynthese von PIA
verbindet. Alle Enzyme, die in der Proteomanalyse in 1457barAB im Vergleich zum Wildtyp
als induziert identifiziert wurden sind aufgefiihrt. Kommt es zu einer Induktion des
Citratzyklus wird Fruktose-6-phosphat vermehrt zu Pyruvat und Acetyl-CoA umgesetzt und
steht nicht mehr fiir eine Syntese von UDP-N-Acetylglukosamin, welches zur Synthese von
PIA bendtigt wird, zur Verfiigung.
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Die Acetyl-CoA-Carboxylase (AccC) und ein Fettsduresyntheseprotein (PlsX)
wurden ebenfalls induziert. Daher ist denkbar, dass durch die hohe Aktivitit des
Citratzyklus vermehrt Metabolite, bspw. fiir die Fettsdauresynthese, entzogen werden.

Ferner ist eine hohere Aktividt des Citratzyklus mit einem hdheren Redoxstatus
der Zelle verbunden. Vuong et al. sechen hier einen moglichen Regulationsweg und
vermuten, dass ein bis jetzt unbekanntes Protein als Sensor des Redoxpotentials
agieren konnte und so die Regulation der PIA-Synthese vermitteln konnte (Vuong et
al., 2005). Derartige NADH-Sensorproteine wurden in anderen Organismen schon
beschrieben (bspw. Rex (Brekasis and Paget, 2003), NmrA (Lamb et al., 2003),
CcpA (Gaudu et al., 2003)). CcpA kontrolliert die Nutzung von Glukose als
bevorzugte Kohlenstoffquelle und spielt eine Rolle bei der Expression einiger
Virulenzfaktoren in S. aureus und der Oxacillinresistenz (Seidl et al., 2006; Seidl et
al., 2008a). Weiterhin fiihrt die Deletion von CCpA in S. aureus zu einer verminderten
Biofilmbildung (Seidl et al., 2008b). Interessanterweise wurde in der Proteomanalyse
von S. epidermidis 1457barAB ein Spot als CcpA identifiziert, der leicht induziert
wurde. Da dieser Stamm jedoch biofilmnegativ ist, ist eine differentielle Regulation
der Biofilmbildung in S. epidermidis und S. aureus denkbar. In Bezug auf die
beobachteten Stoffwechselverdnderungen untermauert eine Induktion von CcpA die
verstirkte glykolytische Aktivitdt zusétzlich. Unklar ist jedoch, warum Enzyme des
TCA-Zyklus induziert wurden, da fiir diese in B. subtilis gezeigt werden konnte, dass
sie der C-Kataboliten-Repression durch CcpA unterliegen (Tobisch et al., 1999).
Weiterhin reguliert CcpA die Exkretion von iiberschiissigem Kohlenstoff als Lactat,
Acetat oder anderer organischer Sduren im Sinne des overflow Metabolismus
(Grundy et al., 1993). Somit stellt sich die Frage, ob diese Regulation in 1457barAB
modifiziert ist. Hier miissen weiterfilhrende Experimente den Metabolismus der
Mutanten ndher charakterisieren. Transkriptionsanalysen der Enzyme konnten deren
Aktivitit bestitigen. AuBBerdem konnten die Verwertung von Kohlenstoffquellen und
die, in das Medium abgegebenen, Stoffwechselprodukte sowie der NADH-Gehalt der
Zellen gemessen werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass es in 1457barAB zu
einer Hochregulation von PtsI kam. Diese Phosphoenolpyruvat-protein-
phosphotransferase ist verantwortlich fiir die Phosphorylierung von HPr am
Histidinrest (reviewed in Fujita, 2009; Soneshein, 2007). Diese Phosphorylierung
wiederum ist notwendig fiir die Aufnahme und gleichzeitige Phosphorylierung von

Glukose. HPr besitzt eine weitere Phosphorylierungsstelle an einem Serinrest,
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derartig phosphoryliertes HPr interagiert mit CcpA und dient als Co-Repressor
(Deutscher and Saier, 1983). Es ist also vorstellbar, dass aufgrund der gesteigerten
Aktivitdit von Ptsl nur eine geringe Menge an Serin-phosphoryliertem HPr in der
Zelle vorliegt, welches mit CcpA interagieren kann, und somit trotz einer Induktion
von CcpA, dieses nicht wirken kann.

Dariiber hinaus wurde Ptsl schon zuvor in Zusammenhang mit der Pathogenitét
von S. epidermidis beschrieben (Duggirala et al., 2007). Es handelt sich dabei um ein
spezifisches Gen in allen Endophthalmitis-Isolaten. Ferner konnte gezeigt werden,
dass ein ptsl Deletionsstamm von S. aureus in der Maus weniger virulent ist als der
Wildtyp (Kok et al., 2003). TagD ist ein weiteres Protein, welches in S. epidermidis
Isolaten aus Endophthalmitiden essenziell zu sein scheint (Duggirala et al., 2007). In
der Proteomanalyse von 1457barAB konnte TagD als vermindert exprimiert gezeigt
werden. TagD ist ein Vorlduferprotein, das in die Synthese von Teichonsduren in
S. aureus involviert ist (Badurina et al., 2003). Welche Rolle TagD dabei spielt und
warum es durch die Deletion von barAB zu einer verminderten Expression kommt,
bedarf weiterer Forschung.

Des Weiteren wurden die S.epidermidis Deletionsstimme 1457sigB und
1457sigBagr in der Proteomanalyse untersucht. Da bekannt war, dass die Deletion
von SigB zu einer Induktion des agr-Systems in S. epidermidis fiihrt (Jager, 2006),
wurde die Doppelmutante in der Analyse mitgefiihrt, um Proteine zu identifizieren,
die ausschlieBlich durch ¢” und unabhingig von agr reguliert wurden. Eine Studie
zur Transkriptions- und Proteomanalyse einer agr Mutante von S. epidermidis 567
konnte zeigen, dass das agr-System die Proteinexpression global beeinflusst (Batzilla
et al., 2006). Der untersuchte Hintergrund scheint sich von S. epidermidis 1457
jedoch zu unterscheiden, da Batzilla et al. von einem Wachstumsvorteil durch die
agr-Deletion berichten, der in 1457agr in dieser Arbeit nicht detektiert werden
konnte.

Die Proteomanalyse ergab fiir 1457sigB 251 Spots, die in ihrer Proteinmenge im
Vergleich zum Wildtyp variierten. In der Doppelmutante fanden sich 245
differentiell exprimierte Proteinspots. Aus der Purin-Ribonukleotidbiosynthese
wurden einige Proteine identifiziert, die in S. epidermidis 1457sigB reprimiert
wurden, aber auch eines das induziert wurde. Dahingegen fanden sich in der
Doppelmutante hauptsidchlich GuaB-Fragmente, die induziert wurden. Dieses Protein

wurde auch schon in der Studie von Batzilla et al. beschrieben, sie vermuten eine
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iibergeordnete Funktion von CodY in dieser Regulation. CodY ist ein Protein,
welches in B. subtilis den GTP-Spiegel der Zelle wahrnimmt und als Repressor von
Genen der frithen stationdren Phase agiert (Ratnayake-Lecamwasam et al., 2001). In
der vorliegenden Arbeit konnte CodY jedoch bislang nicht identifiziert werden,
moglicherweise findet sich das Protein in einem der noch nicht identifizierten Spots.
Enzyme aus Glykolyse und TCA-Zyklus wurden in beiden Mutanten gefunden
(Glycerolkinase, Pyruvatdehydrogenase-Komplex, Pyruvatkinase). Der Verlust von
funktionellem o° fithrte zu einer verminderten Expression der Enzyme. Die
zusitzliche Deletion von agr induzierte deren Expression iiber das Wildtypniveau
hinaus. Dies deutet darauf hin, dass das agr-System bei der Regulation des
Energiemetabolismus iibergeordnet zu o° arbeitet oder o° sogar keinen
regulatorischen Einfluss auf die Proteine hat. Dariiber hinaus wurden zwei Proteine
identifiziert, die in die Biosynthese von Fettsduren involviert sind (GI 27469302,
PIsX). Beide Proteine wurden in der Doppelmutante nicht signifikant verdndert
exprimiert. Daher kann angenommen werden, dass ihre differentielle Expression
durch die Induktion des agr-Systems in 1457sigB zustande kommt.

Interessanterweise wurde in S. epidermidis 1457sigBagr RsbU leicht induziert.
RsbU ist der Positivregulator der o°-Regulationskaskade in S.epidermidis
(Knobloch et al., 2001). Uber die Aktivierung von RsbU in Staphylokokken ist kaum
etwas bekannt (Pané-Farré et al., 2006; Pané-Farré et al., 2009). Da die
Proteomdaten auf eine schwache negative Regulation durch das agr-System deuten,
bietet sich hier ein Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen, die zeigen kdnnten, ob
die Beobachtungen auch von physiologischer Bedeutung fiir die Zelle wiren.
Denkbar wire z. B. ein regulatorischer Riickkopplungsmechanismus, da es durch ¢°
zu einer Repression des agr-Systems kommt, konnte dieses im Gegenzug den
Positivregulator von GB, RsbU, hemmen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass nicht nur die
Deletionen von sigB und sigBagr, sondern auch die Deletionen der Gene barA, barB
und deren Kombination in S. epidermidis 1457 zu globalen Verdnderungen der
Proteinexpression im Vergleich zum Wildtyp fiihren. Dabei wurde die grof3te
Verdnderung in 1457barAB beobachtet und es konnte geschlussfolgert werden, dass
es sich bei den Proteinen BarA und BarB um globale Regulatoren handelt. Aufgrund
einer geringen Identifizierungseffizienz, die in den verschiedenen Mutanten

zwischen 6% und 17 % lag, konnte jedoch keine Aussage zu globalen
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Verdanderungen des Metabolismus gemacht werden, wie bspw. einem Shift zu
verstirkt oxidativem Metabolismus oder der Synthese verschiedener Aminosduren.
Damit konnte ein Einblick in kleinere Prozesse gewonnen werden, deren vollstindige
Aufklarung weitere interessante Forschungsgebiete hinsichtlich der Pathogenitits-
mechanismen in S. epidermidis bietet. In erster Linie sollten die bislang nicht
identifizierten Proteinspots in einer erneuten MS-Analyse untersucht werden, die die
Intensitdt der Spots beriicksichtigt und so mdglicherweise zu einer besseren
Identifikationseffizienz fiihrt. Die zusétzliche transkriptionelle Expressionsanalyse
der Mutanten konnte nachfolgend zur Bestdtigung der Beobachtungen auf der
Proteinebene genutzt werden. AufBlerdem werden im Transkriptionsprofil auf
Microarrays auch Gene eingebunden, deren Produkte in der Proteomanalyse nicht
beriicksichtigt wurden (extrazellulire Proteine, Zellwand-assoziierte Proteine,

Proteine mit sehr niedrigem oder sehr hohem pI).

7.5 Einfluss der Regulatoren BarA, BarB, 6> und agr auf das
extrazelluliare Proteom

Die Etablierung einer Infektion und das Uberleben der Bakterien in einem Wirt
sind abhéngig von der Moglichkeit der Erreger in das Wirtsgewebe einzudringen und
der Immunabwehr des Wirtes zu entgehen. Hierzu haben Staphylokokken eine
Vielzahl von Mechanismen entwickelt u. a. die Produktion von extrazelluldren
Proteinen und Enzymen. S. aureus produziert ProteinA, Lipasen, Proteasen, Esterase,
Phospholipasen, Fettsdure-modifizierende Enzyme, Hémolysine und Toxine mit
superantigenen Eigenschaften (Ziebandt et al., 2001; von Eiff et al., 2002; Dubin,
2002). Im Gegensatz dazu ist S.epidermidis wesentlich geringer toxigen.
S. epidermidis produziert 5-Toxin, das sich nur in drei Aminosduren von dem von
S. aureus unterscheidet (McKevitt et al., 1990). Weiterhin exprimiert S. epidermidis

drei extrazelluldre Proteasen, die zur Virulenz beitragen (Dubin et al., 2001).

7.5.1 Proteasen
Bei den drei in S. epidermidis beschriebenen extrazellulidren Proteasen handelt es
sich um eine Metalloprotease (SE2219), fiir die eine Elastase-Aktivitit gezeigt
werden konnte (Teufel and Gotz, 1993). Aullerdem eine Cysteinprotease (SE0184),
die humanes slIgA, IgM, Serumalbumin, Fibrinogen und Fibronektin abbaut und
somit auch als Virulenzfaktor cine Rolle spielt (Sloot et al., 1992). Die dritte
Protease ist eine Serinprotease (SE1543) (Geissler et al., 1996). Alle Proteasen
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besitzen eine hohe Ahnlichkeit zu den entsprechenden Proteinen in S. aureus
(Aureolysin, Staphopain, V8-Protease), allerdings sezerniert S. aureus noch weitere
Serinproteasen (Spl) und Staphopain A (Dubin, 2002).

Die Proteasen werden dhnlich wie in S. aureus als Pra-pro-Enzyme synthetisiert.
Die Pro-Formen der Enzyme, werden durch proteolytische Spaltung im
Extrazellularraum aktiviert. Dabei kommt es sowohl zur gegenseitigen Prozessierung
als auch zu autokatalytischen Spaltungen der Proteasen in S. aureus (Bjoorklind and
Jornvall, 1974; Drapeau, 1978; Rice et al., 2001; Shaw et al., 2004; Nickerson et al.,
2007). Uber die Aktivierung der Proteasen in S. epidermidis ist kaum etwas bekannt,
aber aufgrund der hohen Homologie der Proteine ist ein &dhnlicher
Prozessierungsvorgang anzunehmen. Auch zur Regulation der Proteaseexpression
wurden die meisten Untersuchungen in S. aureus durchgefiihrt. Als die wichtigsten
Regulatoren der extrazelluldren Proteine wurden agr und SarA identifiziert (Peng et
al., 1988; Cheung and Projan, 1994; Morfeldt et al., 1996; Cheung et al., 1997,
Ziebandt et al., 2001). Es konnte eine negative Regulation der extrazelluldren
Proteasen durch SarA und eine positive Regulation durch agr gezeigt werden (Chan
and Foster, 1998; Vuong et al., 2000; Said-Salim et al., 2003; Batzilla et al., 2006).
Unabhéngig davon konnte eine positive Regulation der RNAIII-Expression durch
Bindung von SarA an das agr-Operon nachgewiesen werden (Morfeldt et al., 1996;
Cheung et al., 1997; Bischoff et al., 2001). Ferner werden beide Regulatoren auch
durch den alternativen Sigmafaktor ° beeinflusst. Die Transkription von sarA wird
direkt iiber einen o"-abhingigen Promotor induziert (Bischoff et al., 2001). Dies
konnte auch in S. epidermidis gezeigt werden (Fluckiger et al., 1998). Dahingegen
wird das agr-System trotz des positiven Einflusses durch SarA durch den
Sigmafaktor indirekt negativ reguliert (Bischoff et al., 2001). In weiteren
Dissertationsarbeiten aus der Arbeitsgruppe von J. Knobloch konnte der Einfluss der
verschiedenen Regulatoren auf die Proteaseexpression auch in S. epidermidis
bestdtigt werden (Kneschke, 2007; Schewe, 2009).

In dieser Arbeit wurde zusitzlich die Bedeutung der Regulatoren BarA und BarB,

die durch o

induziert werden, fiir die Expression der extrazelluldren Proteasen
betrachtet. Die Analyse der Proteaseexpression wurde zundchst mit einem Casein-
Agarplatten-Screening vorgenommen, mit dem phénotypische Unterschiede der
Expression erkennbar waren (Abbildung 6-25). S. epidermidis 1457 zeigte auf den

Platten leichte lytische Aktivitit, denaturierende Proteasen waren im nativen Agar
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kaum erkennbar. S. epidermidis 1457agr zeigte erwartungsgemall weder lysierende
noch denaturierende Zonen um die aufgetropften Bakterien. Die Mutante verfiigt
nicht {iber ein funktionelles agr-System und exprimiert demnach keine RNAIIL. Dies
konnte auch in der transkriptionellen Analyse der RNAIII bestitigt werden
(Abbildung 6-27). Demnach wurde auch die Transkription aller Proteasen signifikant
herunterreguliert. Die Cysteinprotease zeigt mit einer 9-fach geringeren Expression
gegeniiber dem Wildtyp den groBten Effekt auf die fehlende agr-Funktion. Es ist
denkbar, dass die Cysteinprotease verstirkt durch das agr-System reguliert wird und
die Serin- und Metalloproteasen durch weitere regulatorische Elemente positiv
beeinflusst werden. Wie zu erwarten war, zeigten sich um die 1457sigB-Zellen auf
den Agarplatten groBe denaturierte und lytische Zonen, was fiir eine starke
proteolytische Aktivitdt des Stammes spricht. Die Analyse der Genexpression ergab,
dass RNAIII induziert wurde. Ebenso wie alle drei Proteasen. Auch in dieser
Mutante war der stirkste Effekt auf die Cysteinprotease zu beobachten. Damit
konnte der negative Einfluss von o° auf das agr-System, der schon zuvor
beschrieben wurde, bestitigt werden (Bischoff et al., 2001; Kneschke, 2007). Da
Sigmafaktoren die Transkription direkt lediglich positiv regulieren konnen, bedarf es
eines weiteren Faktors, der durch ¢® induziert wird und die RNAIII-Transkription
hemmt. Die Doppelmutante 1457sigBagr, die weder iiber den funktionellen
Sigmafaktor 6" noch iiber ein funktionelles agr-System verfiigte, zeigte auf dem
Caseinagar wie 1457agr keine lysierten oder denaturierten Zonen. Wahrend jedoch
in S. epidermidis 1457agr die Transkription aller Proteasen signifikant
herunterreguliert wurde, war die Expression der Metallo- und Serinprotease in
1457sigBagr vergleichbar mit der des Wildtyps. Dies deutet darauf hin, dass die
beiden Proteasen nur bedingt von agr, aber auch unabhingig von ¢ reguliert werden
und ihre Regulation auch einem bislang unbekannten Faktor unterliegt. Kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass SarZ einen positiven Effekt auf die proteolytische
Aktivitdt von S. epidermidis ausiibt, aber nicht die RNAIII-Expression beeinflusst
(Wang et al., 2008). Moglicherweise libernechmen auch die Regulatoren BarA und
BarB in diesem Netzwerk eine Aufgabe. Deshalb wurden sowohl die Mutanten mit
Einzeldeletionen der Gene als auch die Doppelmutante untersucht. Uberraschend
war, dass die Einzelmutanten 1457barA und 1457barB auf dem Caseinagar eine
stiarkere proteolytische Aktivitit zeigten als der Wildtyp, in der Doppelmutante aber

keine Abbauzonen erkennbar waren. Auch in der Transkriptionsanalyse zeigte sich,
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dass die Metallo- und die Cysteinprotease in S. epidermidis 1457barAB signifikant
herunterreguliert wurden. Diese Beobachtungen sind konform mit denen von Meier
et al., die nach Inaktivierung des homologen yabJ-spoVG-Lokus in S. aureus
ebenfalls eine Supprimierung der extrazelluliren Proteaseaktivitit beobachten
konnten (Meier et al., 2007). Trotz der verminderten Proteaseexpression konnte in
stationdren Zellen eine leichte Induktion der RNAIII-Transkription in 1457barAB im
Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden. Demnach scheinen die Regulatoren BarA
und BarB zusammen einen positiven Effekt auf die Proteaseexpression auszuiiben,
der unabhéngig von agr vermittelt wird. Wird die Deletion jedoch auf eines der
beiden Gene beschrinkt, kommt es zu einer Erh6hung der Proteaseaktivitit. Es
wurde gezeigt, dass auch hier die Cysteinprotease am stirksten betroffen war und die
RNAIII-Expression nicht verdndert war. Eine geringere Expression der Proteasen bei
Verlust beider Genprodukte, aber einer Induktion der Proteasen bei einer
Einzeldeletion, stellt ein Paradoxon dar, das mit dem derzeitigen Stand der
Forschung nicht erkldrt werden kann. Ohne Zweifel stellt diese Beobachtung ein sehr
interessantes Phdnomen dar und bietet ein spannendes Forschungsfeld. Um diese
Regulation besser verstehen zu konnen, miissen die molekularen Mechanismen in
denen BarA und BarB wirken aufgekldrt werden. Es sollten mogliche
Interaktionspartner identifiziert werden, da vorstellbar wire, dass BarA und BarB
miteinander agieren, aber evtl. auch andere Partner besitzen, die zu einer anderen
Funktion fiihren kdnnten.

Zusammengenommen konnte aber sicher gezeigt werden, dass BarA und BarB
einen Einfluss auf die Expression der Proteasen ausiiben, der unabhéingig von agr ist.

Das Netzwerk der Regulation der extrazelluldren Proteaseaktivitit scheint sehr
komplex zu sein (Abbildung 7-4). AuBler des Phdnomens, welches BarA und BarB
zeigen, bleiben weitere Fragen offen. Unklar ist z. B. warum Regulatoren
widerspriichlich wirken konnen. SarA bspw. reprimiert die Aktivitdt der Proteasen,
induziert aber gleichzeitig das agr-System, welches Proteasen induziert. Eine
vollstindige Aufklarung dieser Regulationsmechanismen bedarf weiterer intensiver
Forschung. Eine bessere Charakterisierung der einzelnen Regulons, konnte zu einem

besseren Verstindnis der Regulationsnetzwerke beitragen.
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/ extrazellulare

RNAIII Endopeptidasen

Abb. 7-4 Schema der Regulation der extrazelluldren Proteasen in S. epidermidis
Vereinfachtes Schema der Regulation, dem die extrazelluliren Proteasen unterliegen.
BarAB, SarZ und das agr-System induzieren die Proteaseaktivitit. BarA, BarB, o°und SarA
iiben einen negativen Einfluss auf die Proteaseexpression aus. Die Regulatoren beeinflussen
sich zusétzlich auch untereinander. Allerdings nicht grundséitzlich in der gleichen Richtung,
in der der Einfluss auch auf die Proteasen genommen wird, was zu einer zusétzlichen
Komplexitit des Netzwerkes fiihrt.

Die Proteaseaktivitdt spielt nicht nur eine Rolle beim Abbau von Wirtsgewebe
und dem Entgehen der Immunabwehr des Wirtes, sondern wurde auch in Verbindung
mit der Biofilmbildung der Bakterien gebracht. In S. aureus wurde beschrieben, dass
die erhohten Proteasespiegel in der sigB-Mutante einen negativen Effekt auf die
Biofilmbildung ausiiben (Boles and Horswill, 2008). Das Einbringen einer
zusétzlichen agr-Mutation fiihrte in S. aureus wieder zur Etablierung eines Biofilms
(Lauderdale et al., 2009). Dies ist in S. epidermidis nicht der Fall. Demnach scheint
die Bedeutung der Proteasen fiir die Ausbildung eines Biofilms in S. epidermidis

nicht von entsprechendem Ausmal zu sein.

7.5.2 Weitere Proteine

Vierzehn verschiedene extrazelluldre Proteine von S. epidermidis 567 wurden
von Batzilla et al. in einer 2D-Gel-Analyse beschrieben (Batzilla et al., 2006). Sie
traten gehduft in multiplen Spots auf, was durchaus naheliegend ist aufgrund der
Tatsache, dass bspw. Proteasen und Lipasen erst extrazelluldr prozessiert und damit
aktiviert werden (Rosenstein and Go6tz, 2000; Shaw et al., 2004). Unter den positiv
durch agr regulierten Proteinen fanden sich PSM1 und PSM2 sowie die Metallo- und
die Serinprotease. Die Cysteinprotease wurde nicht detektiert. Negativ durch das
agr-System wurden unter anderem die Lipasen GehC und GehD, AtIE, das
immunodominat antigen A IsaA und das secretory antigen protein SsaA reguliert
(Batzilla et al., 2006).
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Aufgrund des grof3en Einflusses der in dieser Arbeit untersuchten Regulatoren auf
das intrazelluldre Proteom und die Proteaseexpression, war anzunehmen, dass die
Mutanten auch weitere Anderungen der extrazelluliren Proteinexpression aufwiesen.
Daher wurde diese in 1D-SDS-PAGEs nédher untersucht (Abbildung 6-24). Im
GroBenbereich von ca. 100 kDa wurden in S.epidermidis 1457barAB zwei
zusitzliche Banden und eine verstirkte Bande im Vergleich zum Expressionsmuster
des Wildtyps gezeigt. In diesem Bereich liegen die Proenzyme der Lipasen.
Moglicherweise kommt es hier zu einer verminderten Prozessierung aufgrund der
reduzierten Proteaseaktivitit des Stammes, die sowohl auf Caseinagarplatten als auch
in der Transkriptionsanalyse nachgewiesen werden konnte. In 1457sigB konnten die
entsprechenden Banden nicht nachgewiesen werden. In dieser Mutante waren in den
zellfreien Uberstinden nach 5,5 h Wachstum nur wenige Banden zu erkennen. Dies
resultiert evtl. aus der hohen Proteaseaktivitit dieses Stammes, der zum starken
Abbau der Proteine fithren konnte.

Das Aap-Protein ist ebenfalls ein extrazelluldres Protein in S. epidermidis,
welches proteolytisch prozessiert wird und in verschiedenen GroéBenbanden in
eindimensionalen Gelen nachgewiesen werden konnte (Rohde et al., 2005). Diese
Banden sollten eine GroBe von ca. 220 kDa, 180 kDa und 140 kDa in S. epidermidis
1457 aufweisen. In diesem Bereich zeigten die S. epidermidis Stimme 1457barB,
1457barAB, 1457sigB, 1457agr und 1457sigBagr zumindest nach 5,5h
unterschiedliche Expressionsmuster. Auffillig war eine stark induzierte Bande in
1457barAB, die in keiner weiteren Mutante beobachtet werden konnte.
Moglicherweise wurde in dieser Mutante dass Protein nicht prozessiert und
akkumulierte im Uberstand der Zellen. Ob es sich bei den gezeigten Proteinbanden
tatsdchlich um Aap-Fragmente handelt, muss eine Identifikation durch eine MS-
Analyse oder Western Blot Experimente mit einem spezifischen Aap-Antiserum
zeigen. Es wurde vermutet, dass Aap durch Interaktion mit PIA an der
Biofilmbildung beteiligt ist (Hussain et al., 1997; Mack, 1999). Dariiber hinaus kann
es einen PIA-unabhéngigen, liber Proteine vermittelten, Weg der Biofilmbildung
ermoglichen (Rohde et al.,, 2005). Da der Biofilm von S.epidermidis 1457
hauptsédchlich durch PIA gebildet wird, ist unklar, ob eine fehlende Prozessierung
von Aap Einfluss auf die Ausbildung eines intakten Biofilms hétte. Untersuchungen

der Mutante 1457barAB, konnten diese Frage moglicherweise aufklaren.
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1457barB und 1457barAB wiesen am oberen Ende der SDS-PAGE eine bzw.
zwel Banden von enormer GroBe auf, die sonst nicht erkennbar waren. In
S. epidermidis wurde nur ein Protein (Embp) beschrieben, dass eine solche Grofle
besitzt. Embp weist einen Leserahmen von 30,5 kb auf, es ist jedoch nicht klar, ob
dieser als ein Transkript abgelesen wird (Williams et al., 2002). Dem Protein wurde
eine Bindung an Fibronektin nachgewiesen. Ein Zusammenhang einer negativen
Regulation durch BarB kann bislang nicht gezogen werden. Da die Identifikation des
Proteins nicht vorliegt, kann jedoch auch spekuliert werden, dass es sich hierbei um
einen Faktor handelt, der bislang nicht beschrieben wurde.
Um die Verdnderungen des extrazelluliren Proteoms in den untersuchten
Mutanten genauer zu kléren, bedarf es einer Identifikation der Proteine. Dies wére
denkbar durch spezifische Antiseren gegen Aap und Embp oder durch eine

Identifikation mittels Massenspektroskopie.

7.6 Schlussbetrachtungen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der barAB-Lokus in S. epidermidis
1457 oP-abhingig reguliert wird. BarB ist ein essenzieller Regulator der
Biofilmbildung in diesem Stamm und wirkt positiv auf die icaADBC-Transkription.
Diese Regulation findet unabhingig von IcaR, dem spezifischen Negativregulator
von iCaADBC, statt. Dariiber hinaus fiihrt der Verlust beider Gene zu einer
erheblichen Verinderung sowohl des intra- als auch des extrazelluldren Proteoms.
BarA und BarB regulieren die Enzyme der Glykolyse und des Citratzyklus negativ
und konnten auf diese Weise zu einer Verschiebung des Glykolyseintermediates
Fruktose-6-phosphat in Richtung der Generierung von UDP-N-Acetylglukosamin,
dem Vorldufermolekiil zur PIA-Synthese fithren. Um diese Hypothese weiter zu
kréaftigen, sollten die regulierten Enzyme zusitzlich auf Transkriptionsebene
untersucht werden. AuBlerdem konnte die Messung von Stoffwechselintermediaten
wie Laktat und Acetat im Medium weitere Hinweise auf den verdnderten
Metabolismus geben. Hinsichtlich des extrazelluldren Proteoms konnte eindeutig
gezeigt werden, dass BarA zusammen mit BarB die Expression der Proteasen positiv
reguliert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch andere Proteine beinflusst
werden, deren Identifizierung einen weiteren Aufschluss liber das Regulon von BarA

und BarB bringen konnte.
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In S.aureus wurde der homologe YyabJspoVG-Lokus auch schon in
Zusammenhang mit der Virulenz dieser Spezies assoziiert. Es wurde gezeigt, das die
Genprodukte zur Methicillin- und Glykopeptidresistenz sowie zur Kapselbildung und
zur Proteaseexpression beitragen (Meier et al., 2007; Schulthess et al., 2009). Trotz
der hohen Konservierung der Proteine (Anhang V Proteinalignment) in
S. epidermidis und S. aureus, wobei BarB deutlich h6éher konserviert ist, scheint es
doch auch regulatorische Unterschiede zu geben. Meier et al. gelang es nicht eine
Einzeldeletion von SpoVG zu etablieren, dies war in S. epidermidis jedoch mdoglich.
Des Weiteren bildet S.epidermidis keine Kapsel, daher werden in diesem

Organismus vermutlich andere Prozesse reguliert.

Regulatorische Faktoren der Biofilmbildung und die Expression von weiteren
Pathogenititsfaktoren sind fiir die Virulenz von S. epidermidis von entscheidender
Bedeutung sowohl fiir die Invasivitiit als auch das Uberleben der Bakterien und das
Entgehen der Immunantwort im Wirt. Die Erkenntnisse dieser Arbeit tragen zu
einem besseren Verstdndnis der regulatorischen Mechanismen von S. epidermidis
bei. Dies ist eine Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer Priventionsansitze und
Therapiestrategien gegen Infektionen mit S. epidermidis. Dafiir stellen BarA und
BarB Targets dar.
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Anhang

I Plasmidkarten

HoBTL (459.13

InMatio T7 transcription terminator
HbE(e58a HidIII (469)
T7 primer FoRI (530)

AvE(3468]

ROP \=_‘ pBR322 origin
Ap&I(260d) ApkI(no3)

AvE(3a67)

AvE(3486)

A\ OriVasterSite
ROP / ', pBR322 origin
ApkI(2603) ApdI(z09)
sigE
T7 reverse primer

T7 tranacription terminator

Abb. 8-1 Plasmidkarten der Expressionsplasmide

Alle Plasmide wurden nach dem Protein benannt fiir dessen Uberexpression sie genutzt
werden konnten. Dargestellt sind Grolle, Resistenzkasetten, relevante Charakteristika wie
Promotoren, OriSite oder Primer, und eine Auswahl an Restriktionsschnittstellen.
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Abb. 8-2 Plasmidkarten der Gatewayplasmide
zur Deletion

Alle Plasmide wurden nach den Genen benannt fiir
deren Deletion sie genutzt werden konnten.
Dargestellt sind GroBe, Resistenzen, relevante
Charakteristika, wie Promotoren und Primer, und
ausgewihlte Restriktionsschnittstellen. Aus diesen
Plasmiden wurden Ptsl/BamHI-Fragmente
amplifiziert zur Klonierung in pBT2.
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II Sequenzierungen

Sequenzi er ung
pEXPRbarA

Sequenzi er ung
pEXPRbarA

Sequenzi er ung
pEXPRbarA

Sequenzi er ung
pEXPRbarA

Sequenzi er ung
pEXPRbarA

Sequenzi er ung
pEXPRbar B

Sequenzi er ung
pEXPRbarB

Sequenzi er ung
pEXPRbarB

Sequenzi er ung
pEXPRbarB

------------------------------------ TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCGTACTACCAT CACCATCACCATCACCT CGAAT CAACAAGT TTGTACAAAAA
AGGGAGACCACAACGGT TTCCCTCTAGAAATAAT TTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACAT ATGT OGTACTACCAT CACCAT CACCAT CACCT CGAATCAACAAGT TTGTACAAAAA

R E SR SR Sk Sk Sk Sk S S S Sk Sk kS kS kR Sk kS

His-tag
AGCAGGCTTCATGAAAATAAT CAACTCAGATAAGGT ACCCGAAGCACTAGGCCCATAT TCGCATGCAACTGT TATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGTCAAATTCCACTCACACTTGA
AGCAGGCTTCATGAAAATAAT CAACT CAGATAAGGT ACCCGAAGCACT AGCCCCATATTCGCATGCAACTGT TATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGT CAAATTCCACTCACACTTGA
codi erende Sequenz von barA
TGGAACAATTGT TAGCGATGATGT TCAAGAACAAACT AAGCAAGT TTTAGAAAATTTAACT GTGGTAT TAAAAGAAGCAGATTCTGATTTGAATTCTGT TGT TAAAGCGACAATCTATAT
TGGAACAATTGT TAGCGATGATGT TCAAGAACAAACTAAGCAAGT TTTAGAAAAT TTAACT GTGGT AT TAAAAGAAGCAGET TCTGAT TTGAAT TCTGT TGT TAAAGCGACAATCTATAT

R R R R R R R R R R I R R R R

Transitior

TTCTGATATGAATGATTTTCAACAAATTAATCAAATCTAT GGAAACTATTTCGT CGAACACCAACCAGCTCGTAGT TGT GT TGAAGT GT CACGGT TGCCTAAAGACGT AAAGGT AGAAAT
TTCTGATATGAATGATTTTCAACAAATTAATCAAATCTAT GGAAACTATTTCGT CGAACACCAACCAGCTCGTAGT TGT GT TGAAGT GT CACGGT TGCCTAAAGACGT AAAGGT AGAAAT

R R R R R R R R R R R R

TGAATTGATAGGTAAAGTGAAGTTATAATTTTCTACCCAGCT TTCTTGTACAAAGT
TGAATTGATAGGTAAAGT GAAGT TATAATTTTCTACCCAGCTTTC- - - --------

khkhkhkhkhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhhhhkhkhkkkhk

------------------------------------ TGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGT CGTACTACCATCACCATCACCATCACCTCGAATCAACAAGT TTGTACAAAAA
AGGGAGACCACAACGGT TTCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACATATGT CGTACTACCAT CACCAT CACCATCACCT CGAATCAACAAGT TTGTACAAAAA
R R SR SR Sk Sk R SR R S S Sk S S Sk Sk kS S kS R S S Sk S S S S S S S Sk kS S kS S kS S

His-tag
AGCAGGCTACAT GAAAGT GACAGAT GTAAGACT TAGAAAAAT ACAAACAGACGGCAGAAT GAAAGCACT CGT TTCCATTACGCTAGATGAA SGTAATTCATGATTTACGTGTAAT
AGCAGGCTACATGAAAGT GACAGAT GTAAGACT TAGAAAAAT ACAAACAGACGGCAGAAT GAAAGCACT CGT TTCCAT TACGCTAGATGAAGCT TTIGTAAT TCATGAT TTACGT GTAAT

R R R Sk S R Sk S S S S S R S S kS S Sk R R S Sk kS S kS S kS kS R S S Sk S S kS kS S S kR S S S S Sk S Sk R S S S Sk Sk S S S S S S S S S S S S S

codi erende Sequenz von barB
TGAAGGAAACTCAGGT CTTTTCGT CGCAAT GCCAAGT AAACGT ACACCAGAT GGT GAAT TCCGT GACAT CGCGCATCCTATCAAT TCTGATAT GAGACAAGAAAT CCAAGATGCAGT GAT
TGAAGGAAACTCAGGT CTTTTCGT CGCAAT GCCAAGT AAACGT ACACCAGAT GGT GAAT TCCGT GACAT CGCGCATCCTAT CAATTCTGATAT GAGACAAGAAAT CCAAGAT GCAGT GAT

R R R Sk Sk R S R S S S S R S Sk Sk S Sk kR Sk Sk S kS S kS S kS S S S Sk kS kS R S R Sk kS kS kS R S Sk S Sk S S S S R Sk S S S R Sk R S S S S Sk S S S S S R R

GAAAGTATATGAT GAAACT GATGAAGT TATTCCAGACAAAAAT CCTACT TCAGATAACCAAGAAT CAGACGAAGCTTAAT TAAAAAAT GTACCCAGCT TTCTTGTACAAAGTGGTTGA
GAAAGTATATGATGAAACT GAT GAAGT TATTCCAGACAAAAAT GCTACT TCAGATAACGAAGAAT CAGACGAAGCT TAATTAAA: - - - = - < = < = - = < c e e o me e me oo

R R R S S R R S S S Sk Sk kS kR S R R Sk kR Sk S S S S S kR S S R Sk Sk kS kR S Sk kS Sk Sk Sk S R Sk Sk kS kS R S Sk kS
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Sequenzi er ung
pPEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
pPEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
pPEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
pPEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
PEXPr sbU

Sequenzi er ung
pEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
pEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
pEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
pEXPRrsbuU

Sequenzi er ung
pEXPRrsbuU

------------ TACCAT CACCAT CACCATCACCT CGAAT CAACAAGT TTTACAAAAAAGCAGGCT AT T TCBTCEAAGAAT T CACAAAAAGT TATAAAGCCCTTCITAAAGAAAGTTT
TACATATGTCGT ACTACCATCACCATCACCAT CACCT CGAAT CAACAAGT TTTACAAAAAAGCAGGCTAT TTOGT GGAAGAAT TCACAAAAAGT TATAAAGCCCT TGT TAAAGAAAGT TT

R R R R

AATAACT AACAATAAAACATTATTAATTAAGAAAT GT GAAGCAT TCACAAAT GAAGT TATAAAGAAAGAT GT T TTACCT GAAGATATAGT TGAGATACATAAAGATTATATTAATACATT
AATAACTAACAATAAAACAT TATTAAT TAAGAAAT GT GAAGCAT TCACAAAT GAAGT TATAAAGAAAGATGT TT TACCT GAAGATATAGT TGAGATACATAAAGAT TATATTAATACAT T

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
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*
*
*
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*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

AGATTTAACTGAAGAAGATATTTTAGAAACGCT CGATGT GTTACAAGAAGT CGT TAAAGGAT TTGGATATAGT TACCGAGAT TACCAAAGACT TGT TAATAAGCT TCAAGT CCACGATAA

R R R  E E E EE EE EEEE

AGAAATGGATTTAGCCTCAAGACT TCAACAAACT ATGCT GAAAGCT GATATTCCACAATTTGATAGCATTCAAATAGGAGT GATATCTGT TGCTGCACAAAAAGT AAGTGGTGATTATTT

R R R R  E E E EE EE EEEEx

TAATCTTATTGATCATAAAGATGGCACAATGAGT TTTGCT GT GGCAGACGT TATAGGT TCAGGT AT TCCAGCAGCT TTAGCTATGAGTATGATAAAAT TTGGCATGGATGCTTATGGACA

R R R Sk Sk R kS S S S R Sk S kR Sk kS R kR R R R S R R R

TTCACAACTACCTAGT GATGGT TTGAAGCGT TTGAACCGT GT TGAAAAGAACGT TAACCAAAATATGT TTGT CACAATGT TTTATGGACT GTATGAAGAGATGAATCATCTTCTTTACTG

R R R Sk Sk R S S S S S R Sk R kR Sk kS kS kR S kS kR R S R R R R R

*
P>
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=
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AATCCCTATTTACCTTGATGATTTAATCATAATTTTTACT GATGGT GT TACAGAGGCACGAGATGTAGAGGGTAATTTTATTGATAAAGATAAGT TGT TAGACT TAATTCAAAAATATAA

R R R Sk Sk S S kR kS Rk kS kS Rk kR R R R R R R

GCATATGCATCCACAGGATATAGT TCAAATTATTTACGAAGCGATTTTAAAATTACAAAAT CCTGCGAGAAAAGATGATATGACTATTTTAATTATAAAAAGAGTAAACTAATTTATAAA

R R R Sk Sk kS S S S R Sk S R kR kS kR kS kR R S kR S R R R R

TTCATGTAGGGTATAGGTACCCAGCTTTTCTT
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Sequenzi er ung
pPEXPRsigB

Sequenzi er ung
pPEXPRsigB

Sequenzi er ung
pPEXPRsigB

Sequenzi er ung
pPEXPRsigB

Sequenzi er ung
pEXPRsigB

Sequenzi er ung
pEXPRsigB

Sequenzi er ung
pPEXPRsigB

Sequenzi er ung
pPEXPRsigB

- - ACCTATGT CGTACTACCATCACCATCACCAT CACCT CGAAT CAACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCT GCAGGT GCGAAAT
- TACCTATGT CGTACTACCATCACCATCACCAT CACCT CGAATCAACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCT GCAGGT GCGAAAT AAT GGCGAAAGAGT CGAAAT CAGCTAGT GAAGTATCA

R SR R S S Sk R Sk S Sk S S R R S S kS S Sk S kS S S S kS R S S kR Sk kS kS S S R Sk kS kS S S Sk kS S S S S S S Sk Sk Sk S S S S Sk kS kS Sk kS Sk S S S kR

CCTGAACAAATTAACCAAT GGAT TAAACAACAT CAAGAAAACGAAGATAGCCAAGCTCAAGATAAAT TAGTAAAACAT TATCGTAAGCTGATTGAATCTTTAGCT TATAGGTACTCTAAG

His-tag

*
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*
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*
*
*
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*
*
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*
*
*
*
*
*
*
*
*
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GGACAATCACATCATGAAGATTTAGT TCAAGT TGGTATGGT TGGT CTAATAGGT GCTATTAATAGAT TTGATTTATCATTTGATCGT AAGT TTGAAGCCTTCTTAGTACCAACAGT TATT

R R R Sk S R S Sk S S S S S R Sk Sk S S kS S kS kS kS S kS kS kS S S S kS R S S S S kR S S S Sk S kR S S S S Sk S kR S S S kS kS kS S S S S S S S S R

GGTGAGATTAAAAGATAT TTACGAGATAAAACAT GGAGT GT TCATGTACCTAGACGT AT TAAAGAAAT TGGT CCAAGAAT CAAAAAAGT TAGT GATGAAT TAACAAAT GAACT TGAACGT

R R R Sk S R Sk S S S S R S S Sk S S S kR Sk kS kS kS kS kS kS S S kS S S Sk S kS S kS S S S S S kR S S S Sk Sk S kR S S S kS S S S S S kS S S S R

TCACCATCTATTAGT GAAAT CGCACAACGCTTAGAAGT TTCAGAT GAAGAAGT TTTGGAAGCGAT GGAGAT GGGGCAGAGT TACAAT GCCCTGAGT GTGGATCACT CTATAGAAGCAGAT
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*
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*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

AAAGATGGT TCGACAGT TACATTATTAGATAT TAT GGGACAACAAGAT GATAAT TATGAT T TAACGGAAAAACGT ATGATAT TAGAASGTATTTTACCTATTTTGT CAGAGAGAGAAAGA

R R R R S R S R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS RS R R R RS RS R R R R RS R R R R RS RS R R R RS R R R R RS R R R RS R R RS RS R R R EE R EEREEEEE
Transition

a | GTACTTTTATTGAAGGT CTTAGCCAAAAAGAGACT GGT GAAAGAAT TGGTCTTAGT CAAATGCATGT TTCACGT TTGCAACGT ACCGCAATAAAAAACCCAGCTTTC

R R Sk Sk S Sk Sk S Rk S S kS S Sk kR S Sk kS S S S S S kS S S S kS S S kS R S Sk S R R S S S S S S Sk R R S S S Sk S S R S S S kR S S R S S S S S S R S S S S S S R

:
g
>

Transversion

TTGTACAAAGT GGTTGATTCGAGGCTGCTAACAAA
TTGTACAAAGT GGT TGATTCGAGGCT GCTAACAAAG

R R R R R S S S S S S S S S S S S S
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erm.rv. ~ ------- AAGCAGT TGCACACTAACAAAAACATAATTTATGAGCGT CGTCGATAACTCTAAATTTAATATTTTTTATTTAAGGT GAGT CTGGACATTGAATATATGT TCAGACTCTTTGT
1457ispE CATCAAGAAGCAGT TGCACACTAACAAAAACATAATTTATGAGCGT CGTCGATAACTCTAAATTTAATATTTTTTATTTAAGGT GAGT CTGGACATTGAATATATGT TCAGACTCTTTGT

R R R S S S S S S S S S S S R S S S S kS Sk kS S kS Sk kS S S S Sk kS Sk Sk R S S S S R S S S R R S S R S R Sk kS S R S S S kS

manipulierte 5’Region

erm. rv TATTGTAGICTTTATTTATTCCCATTTTCATGAGATTATGCAACTTACGT TTATTATTAATACACAATTCATTTAAATTAAACGAATAACCATTTGAATAAGTCCAATTTTTGTAATATC
1457ispE TATTGTAGTCTTTATTTATTCCCATTTTCATGAGATTATGCAACTTACGT TTATTATTAATACACAATTCATTTAAATTAAACGAATAACCATTTGAATAAGTCCAATTTTTGTAATATC
IR R RS R SRR SRS SRR R R R R R R R SRR R R SRR SR SRR R SRS E S SRR RS SRR R SRS E R SRR R EEREEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR EEEEEE SR
erm. rv CAAAAGTGATTCGCTTTAGITGTTAAATATATTTTTAAATATTGAAAATGCGTATGT TGAGTGT TAAAAAATTACTCTTCATTAAGATTTTACGAGAAATTGCACATAGT CTATCAAATA
1457ispE CAAAAGTGATTCCCTTTAGT TGTTAAATATATTTTTAAATATTGAAAATGCGTATGT TGAGTGTTAAAAAATTACTCTTCATTAAGATTTTACGAGAAATTGCACATAATCTATCAAATA
R R SR SRS S S SRS RS S S EE SRR SRR SRR R R SRR R R R SRR R SRR R EEREEEEREEEE SR EEEEEEEEEEE RS RS EEE R R R R R I I I I I Ak kkhkhkkhkkkkkk
erm. rv TTTAAAGGCTTTATGT TAAAATCATTTTAATAACAAT TCAAAGCGAGGGECGGAAAAATGATATATGAAACT GCGCCAGCTAAGATAAATTTTACGCTCGACACCCTTTTTAAAAGAGATG
14571ispE TTTAAAGGCTTTATGTTAAAATCATTTTAATAACAAT TCAAAGCGAGGGCGGAAAAAT GATATAT GAAACT GCGCCAGCTAAGATAAATTTTACGCTCGACACCCTTTTTAAAAGAGATG
IR R R R S R RS SRR R R R R R SRR R R R SRR R R SRS E S SRR RS SRR R R SRR R SRS R EEEEREEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR EE RS E R R R
erm. rv ATGGTTATCATGAAATTGAAAT GGTGAT GACAAPY XS RRICITAPY.YYYYYeoYeeo T GACCGT GACATCTCTCTATTGTGAGT TATTAGT GGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAA
1457ispE ATGGTTATCATGAAATTGAAAT GGTGAT GACAACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCTGACGGT GACATCTCTCTATTGTGAGT TATTAGTGGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAA
IR R R R SRS S SRR R R R R R R SRR R R SRS R SRR E SRR S SR SRR RS SRR R RS E R R R SRS R EEEEREEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEE SRR SRR R E R R
att-site] Anteil der erm-Resistenzkassette
erm.fW el CTGTTATTTTGTACAATAAGGATAAAT TTGAAT GGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCTTTTCASSPACHERIORICTNoY
14571spE TGTATCGATAAGGAATAGATTTAAAAATTTCGCTGITATTTTGTACAATAAGGATAAATTTGAATGGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCTTTTCACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT
IR R B R SRR R R R R R R R R SRR R R R SRR R R R R SR SR EREEEEEEEEEEEREEE SRR RS R R R
Anteil der erm-Resistenzkassette att-site]
erm. fw GGTAATGCAGTGAATGGT TGTTGTAATGAAGT TTACTTAGTAAGATTATTAGGATAGAAGGGT TTGAAAAGATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTATTGTATTTATGACACAATACCTCA
1457ispE GGTAATGCAGTGAATGGT TGTTGTAATGAAGT TTACTTAGTAAGATTATTAGGATAGAAGGGT TTGAAAAGAT GAGATATAAAAGAAGCGAACGTATTGTATTTATGACACAATACCTCA

R R R R R R R R R R R R R

manipulierte 3’Region

erm. fw TGAACCACCCAAATAAGT TGATACCCCTCACTTATTTTGTAAAGAAATTTAAACAAGCAAAAT CGT CAATTAGT GAAGACGT TCAAATCATTAAAAATACGT TTCAAAATGAAAAATTAG
14571ispE TGAACCACCCAAATAAGT TGATACCCCTCACT TATTTTGTAAAGAAAT TTAAACAAGCAAAAT CGT CAAT TAGT GAAGACGT TCAAATCATTAAAAATACGT TTCAAAATGAAAAATTAG
R R S O R R R I O R O R O R
erm. fw GAACTATTATTACTACAGCAGGT GCTAGCGGT GGAGTAACCT ATAAGCCTAT GAT GAGT AAAT CAGAGGCCACAGAGGT TGT TGAT GAGGT GATAGAGCAAT TACAAGAGAAAGACCGT T
14571ispE GAACTATTATTACTACAGCAGGT GCTAGCGGTGGAGTAACCTATAAGCCTATGATGAGT AAAT CAGAGGCCACAGAGGT TGT TGATGAGGT GATAGAGCAAT TACAAGAGAAAGACCGT T
R R S S R S R S R S I R S I R R R
erm. fw TGCTACCTGGAGGATATTTATTTTTATCCGATTTAGT TGGTAATCCTTCTCTATTAAATAAAGTAGGTAAGT TAATTGCTAGTATATATATGAACGAAGAACTTGATGCTGI TGTTACC

14571ispE TGCTACCTGGAGCGATATTTATTTTTATCCGATTTAGT TGGTAATCCTTCTCTATTAAATAAAGT AGGTAAGT TAATTGCTAGTATATATATGAACGAAGAACT TGATGCTGT TGT TACCA

R R R R R R R R R R R R
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1457purR TAGACGCTTTAGCT GCAT TAGGCATACAAATAGGCACAGACATACCT TTTTGTATTTATAACCAAACT GCTGT GT GTACGGGEGECGT GGCGAGCAAGTAACT TTCCTAAAAAGACCACCT T
erm.rv TAGACGCTTTAGCT GCATTAGGCATACAAATAGGCCCAGACATACCTTTTTGTATTTATAACCAAACT GCTGT GT GTACGGGEGECGT GGCGAGCAAGTAACT TTCCTAAAAAGACCACCT T

R R R Sk Sk R S S S S S S S R S S S kS S Sk kR Sk kS S kS S S S kS S S R kS S S R R S R Sk kS kS S S S Sk S Sk Sk S S S Sk Sk Sk S kR S Sk kS S S kR R

manipulierte 5°’Region

1457purR CTGCATGGGTTGTTTTAGCTAAGCCTAACATCGCGAATTTCATCACCTGATGTATTTAAAGCACTAGATTTAACT GAAGAACATATAGT TCATAATGAAAAGT GTAAGCAAGCTTTAGAGA

erm.rv CTGCATGGGTTGTTTTAGCTAAGCCTAACATCCGAATTTCATCACCTGATGTATTTAAAGCACTAGATTTAACT GAAGAACATATAGT TCATAATGAAAAGT GTAAGCAAGCTTTAGAGA
EEEE R R R E SRR SRR RS RS R R R R R R R R R R R R R R R R RS RS R R R RS R R R R R RS R R R RS R R R R R R R R R R SRR EEEE RS EEREEEEEEEREEEEEEREESEEESEESSE]

1457purR ACAATGATTATCATTTATTATGCAATAGTCTTTCTAACCGGT TAGAGCCTGT TTCTATGGCTATGCATCCTGACATTAAAAAGATTAAAGATAACATGCTACAATGT GGTGCTGATGGT G

erm.rv ACAATGATTATCATTTATTATGCAATAGT CTTTCTAACCGGT TAGAGCCTGT TTCTATGGCTATGCATCCTGACATTAAAAAGAT TAAAGATAACATGCTACAATGT GGTGCTGATGGT G
EEE R R R R E SRR SRR RS RS R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS RS R R R RS R R R R R RS R R R R RS R R R R R R R R R R R SRR EEEE RS EEREEEEEEEREEEEEEEEEEESEESSE]

1457purR CTTTGATGAGT GGAAGCGGT CCTACTGT TTACGGGCTAGCT CAAAAAGAAAGACAAGCTAAAAATATTTATAATGCAGT GAATGGT TGT TGTAATGAAGT TTACTTAGTAAGATTATTAG

erm.rv CTTTGATGAGT GGAAGCGGT CCTACTGT TTACGGGCTAGCT CAAAAAGAAAGACAAGCTAAAAATATTTATAATGCAGT GAATGGT TGT TGTAATGAAGT TTACTTAGTAAGATTATTAG
EEE R R R R E SRR SRR RS R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS R R R R RS R R R R R RS R R R RS R R R R R R R R R R RS R R R EEEEEEREEEEEEEREEEEEEREEEEESEESSE]

1457purR GATAGAAGGGT TTGAAAAGATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTATTGTATTTAT GACACAATACCT CATGAACCACCC AT e pp ey eLvviviviviec oleee

erm. rv GATAGAAGGGT TTGAAAAGATGAGATATAAAAGAAGCGAACGTATTGTATTTATGACACAATACCT CATGAACCACCCCAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCTGACGGTGACATCTCTCTA
IR SRS S S S S EE SR ESSEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR I I R I

att-site
1457purR
erm.rv TTGTGAGT TATTAGTGGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAAAAAGT GGTGCATTTTTAAATTGGCACAAACAGGTAACCGT TATTGCAGGTGTATTTCTTATCTATGGG

R R R S S S S Sk S S S kS kR S S S R Sk Sk Sk R Sk S kS Sk kS S S S kS S kR S S S Sk S S S S R S S S S S kR S R S Sk S S kS S S S Sk Sk kS S S

Anteil der erm-Resistenzkassette

1457purR (ceocoippioigieipenvvelfeeT TAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTTTCTTAAAAAAGGAGT
erm.fw e ACGACCGT TTATGGTACCTTTTCACCCAGCT TTCTTGTACAAAGT GGT TAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTTTCTTAAAAAAGGAGT
R R R Sk Sk Sk Sk S Sk S Sk S S R S S S S S S S S S S Sk R Sk kS S S Sk kR S kS Sk Sk Sk S kR Sk kS kS kS kS kS S
Anteil der erm-Resistenzkassette att-site manipulierte 3’Region
1457purR GTCAAATTCATCATGAAAATAAT CAACT CAGATAAGGTACCCGAAGCACTAGGCCCATAT TCGCATGCAACTGT TATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGT CAAATTCCACTCACACTT
erm. fw GTCAAATTCATCATGAAAATAATCAACT CAGATAAGGTACCCGAAGCACTAGGCCCATATTCGCATGCAACTGT TATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGTCAAATTCCACTCACACTT
R R R Sk Sk Sk kS S S S R kS R Sk Rk kS kS kS R kR R
1457purR GATGGAACAATTGT TAGCGATGATGT TCAAGAACAAACT AAGCAAGT TTTAGAAAATTTAACTGTGGTAT TAAAAGAAGCAGATTCTGATTTGAAT TCTGT TGT TAAAGCGACAATCTAT
erm. fw GATGGAACAATTGT TAGCGATGATGT TCAAGAACAAACT AAGCAAGT TTTAGAAAATTTAACTGTGGTATTAAAAGAAGCAGATTCTGATTTGAATTCTGT TGT TAAAGCGACAATCTAT
1457purR ATTTCTGATATGAATGATTTTCAACAAATTAATCAAATCTATGGAAACTATTTCGT CGAACACCAACCAGCTCGTAGT TGT GT TGAAGT GT CACGGT TGCCTAAAGACGTAAAGGTAGAA
erm. fw ATTTCTGATATGAATGATTTTCAACAAATTAATCAAATCTATGGAAACTATTTCGT CGAACACCAACCAGCTCGTAGT TGTGT TGAAGT GT CACGGT TGCCTAAAGACGT AAAGGTAGAA
R R R Sk S R Sk S S R kR S kR Sk S kS S kR R S kR S R
1457purR ATTGAATTGATAGGTAAAGT GAAGGAATTATAATTTTCT TAAAAGT TGT CAAGCT TCTAATAACATAAAGATATACT AGGGGEGECT CACTACATGAAAGT GACAGATGTAAGACT TAGAA
erm. fw ATTGAATTGATAGGTAAAGT GAAGGAATTATAATTTTCTTAAAAGT TGTCAAGCT TCTAATAACAT AAAGATATACT AGGGGGEGCT CACTACATGAAAGT GACAGATGTAAGACTTAGAA
1457purR AAATACAAACAGACGCCAGAAT GAAAGCACTCGT TTCCATTACGCTAGATGAAGCTTTTG

erm. fw AAATACAAACAGACGGCAGAAT GAAAGCACTCGT TTCCATTACGCTAGATGAAGCTTTTG

R R R Sk SR R R S S S S S S S R S S R S R R Sk R S R S R R S S S S kR Sk R R S S R Sk
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L 02 TGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACT TGCGAAT GCAGT CGCAAACGTATTAAAT
1457barA ATTAAAT AAAGT AGGTAAGT TAATTGCTAGTATATATAT GAACGAAGAACT TGATGCTGT TGT TACCATAGCGACT AAAGGGATATCACT TGCGAAT GCAGT CGCAAACGTATTAAAT

EE R SR SR Sk kR R R Sk S S Sk kS S R S S S kR R S S S S S S kS

manipulierte 5°’Region
erm.rv TTACCTGTAGT GGT TATAAGAAAGGACAATAAAGT TACAGAAGGT TCTACGGT TTCAATCAATTATGT TTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGT GTTATCGAAACGAACT TTA
1457barA TTACCTGTAGT GGT TATAAGAAAGGACAATAAAGT TACAGAAGGT TCTACGGT TTCAATCAATTATGT TTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAAT GGT GT TATCGAAACGAACT TTA

R R R Sk Sk Sk S S S S S S S R S Sk S S Sk R R S Sk S kS S Sk S kS Sk S S Sk Sk Sk S S kR S S S S S kS Rk kS Sk R S S Sk Sk S kR S Rk kR S S S R R

erm.rv GCTGAGAATTCTAATGT CCTCGTAGTAGACGAT TTTATGAGGGCTGGTGGECTCAATTAATGGAGT AATGAAT TTAATGAATGAGT TTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTA
1457barA GCTGAGAATTCTAATGT CCTCGTAGTAGACGAT TTTATGAGGGCT GGTGGECTCAATTAATGGAGT AATGAAT TTAATGAATGAGT TTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTA

R R SR Sk Sk R S Sk S S S S S R S S kS S Sk kR Sk Sk S kS S kS Sk kS kS S S R R S S Sk S S R S S S R S S S Sk R S S S Sk S S kR S S Rk R S S S Sk S S S S S S R R

erm.rv GAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACT TCCTTAGT CAGAT TGT CAGATGT CGACGAGTACAACCAAGAAT TTAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTT
1457barA GAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACT TCCTTAGT CAGAT TGT CAGAT GT CGACGAGT ACAACCAAGAAT TTAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTT

R R R Sk Sk R S S S S S S S R S S Sk Sk S Sk Sk R Sk Sk S kS kS S kS S S S S kS S S kS kS S S S S R S S S R S S S Sk S S S Sk kS kR S R Sk S S kS S S S S S R

erm.rv TCTTAAAAAAGGAGT GTCAAAT TCATCATGAAAATAAT CAACT CAGATAAGGT ACCCGAAGCACT AGGCCCATAT TCGCATGCAACT GTTATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGTIENA
1457barA TCTTAAAAAAGGAGT GTCAAAT TCATCATGAAAATAAT CAACT CAGATAAGGT ACCCGAAGCACT AGGCCCATAT TCGCATGCAACT GT TATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGT CAA

R R R R R R R R R R R R

erm. rv ERRC O YYYYYIEPNEES T GACGGT GACATCTCTCTAT TGTGAGT TATTAGT GGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAAAAAGT GGT GCAT TTTTAAATTGGCACAAACAGGTAA

1457barA GTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GACGGT GACATCT CTCTATTGT GAGT TATTAGT GGTACAGT TTTCAACCGT TTTAAT TATAAAAAAGT GGTGCAT TTTTAAAT TGGCACAAACAGGTAA
R S S S S R R R R S R O S R R O
Anteil der erm-Resistenzkassette

BIM FW e e CCCAGCTTTCTTGTACAAAGT GGeej e oo y-VY-Ne!

1457barA TAGATTTAAAAATTTCGCTGTTATTTTGTACAAT AAGGAT AAAT T TGAAT GGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCT TTTCACCCAGCT TTCTTGT ACAAAGT GGGGT TGCCTAAAGA

Khkhkhkhhhkhhkhhkhhhhhkhhkhhhkhhhhkhhhhhkhhkhhhhhkhhkhhhkhhkhhkhhkhhkhhkkhkhk*

Anteil der erm-Resistenzkassette
erm. fw CGTAAAGGTAGAAATTGAAT TGATAGGTAAAGT GAAGGAATTATAATTTTCT TAAAAGT TGTCAAGCT TCTAATAACATAAAGATATACT AGGGGGGCTCACTACATGAAAGT GACAGAT
1457barA CGTAAAGGTAGAAATTGAAT TGATAGGTAAAGT GAAGGAATTATAATTTTCT TAAAAGT TGTCAAGCT TCTAATAACATAAAGATATACT AGGGGGGCTCACTACATGAAAGT GACAGAT

R R R Sk Sk R S Sk S S S S S S R S Sk S S Sk kR Sk Sk S kS S kS S kS kS Rk kS S S kR S S Sk Sk S kS Sk S S S Sk S Sk R S S Sk R S kR S S R Sk R S Sk S Sk S S S S R S S R R

manipulierte 3’Region
erm. fw GTAAGACTTAGAAAAATACAAACAGACGGCAGAATGAAAGCACT CGTTTCCATTACGCTAGATGAAGCT TTTGTAATTCATGATTTACGT GTAATTGAAGGAAACTCAGGTCTTTTCGTC
1457barA GTAAGACTTAGAAAAATACAAACAGACGGCAGAATGAAAGCACT CGTTTCCATTACGCTAGATGAAGCT TTTGTAATTCATGATTTACGT GTAAT TGAAGGAAACTCAGGTCTTTTCGTC

R R R Sk Sk R S S S S S S S R S Sk S S Sk Sk R Sk kS kS S kS Sk kS kS S S S R R S S S S S S kS kS S S Sk S Sk R S S S Sk R S Sk R Sk S S S S kS S S R S S R R

erm. fw GCAATGCCAAGT AAACGT ACACCAGATGGT GAATTCCGT GACAT CGCGCATCCTATCAAT TCTGATATGAGACAAGAAAT CCAAGAT GCAGT GATGAAAGTA
1457barA GCAATGCCAAGT AAACGT ACACCAGAT GGT GAAT TCCGT GACAT CGCGCATCCTATCAAT TCTGATATGAGACAAGAAAT CCAAGAT GCAGT GATGAAAGTATATGATGAAACT GATGAA

R R R Sk Sk Sk S Sk S S S S S R S Sk S S kR Sk kS kS S Sk S kS S S S Rk kS S kR kS R S S S S kS S S S Sk S Sk S Sk S S S S Sk S S kR S S kR S S S S S S kS S S R R
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erm.rv. =~ eeeeeeeeeeeceecaoaea- ATTTAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTTTCT TAAAAAAGGAGT GTCAAATTCATCATGAAAATAAT CAACT CAGATAAGGT ACCCGAAGC
1457barB TGTCGACGAGT ACAACCAAGAAT TTAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTTTCT TAAAAAAGGAGT GTCAAAT TCAT CATGAAAAT AAT CAACT CAGATAAGGT ACCCGAAGC

R R R Sk Sk Sk kS Sk Sk S Sk S R S R S S Sk S S S S S S S kS S S S S S Sk kS S Sk Sk Sk S Sk Sk S Rk S Sk kS kS kS Sk S R S S S S S S

manipulierte 5’Region

erm.rv ACTAGGCCCATATTCGCATGCAACTGTTATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGT CAAATTCCACTCACACTTGATGGAACAATTGT TAGCGAT GATGT TCAAGAACAAACTAAGCAAGT
1457barB ACTAGGCCCATATTCGCATGCAACTGTI TATAAACGGTTTTGTCTTTACATCAGGT CAAATTCCACTCACACTTGATGGAACAATTGT TAGCGAT GATGT TCAAGAACAAACTAAGCAAGT
EEEE R R R E SRR SRR RS RS R R R R R R R R R R R R R R R R RS RS R R R RS R R R R R RS R R R RS R R R R R R R R R R SRR EEEE RS EEREEEEEEEREEEEEEREESEEESEESSE]
erm. rv TTTAGAAAATTTAACTGTGGTATTAAAAGAAGCAGATTCTGATTTGAATTCTGT TGT TAAAGCGACAATCTATATTTCTGATATGAATGATTTTCAACAAATTAATCAAATCTATGGAAA
1457barB TTTAGAAAATTTAACTGTGGTATTAAAAGAAGCAGATTCTGATTTGAATTCTGT TGT TAAAGCGACAATCTATATTTCTGATATGAATGATTTTCAACAAATTAATCAAATCTATGGAAA
EEEE R R R E SRR SRR E SRS R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS R R R R RS R R R R R RS R R RS R R R R R R R R R R SRR R E R RS EEEEEEEEEREEEEEEREESEEEEESSE]
erm.rv CTATTTCGTCGAACACCAACCAGCTCGTAGT TGTGT TGAAGT GTCACGGT TGCCTAAAGACGTAAAGGTAGAAATTGAAT TGATAGGTAAAGT GAAGGAATTATAATTTTCTTAAAAGT T
1457barB CTATTTCGI CGAACACCAACCAGCTCGTAGT TGTGT TGAAGT GTCACGGT TGCCTAAAGACGTAAAGGTAGAAATTGAATTGATAGGT AAAGT GAAGGAATTATAATTTTCTTAAAAGT T
EEEEE R R E R EEEE R E SRR R R R RS EEEEEEEE SRR R R EEEEEEEEE SRS R R R R RS EEEE R RS RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEREEEEEEEEEESEEEEEEREEREESEEREEESS]
erm. rv GTCAAGCTTCTAATAACATAAAGATATACT AGGGGEGEGCTCACTACATGAAAGT GACAGATGTAAGACT TAGAAAAAT ACAAACAGACGGCAGAATGAAAGCACTCGTTTCCATTACGCTA
1457barB GTCAAGCTTCTAATAACATAAAGATATACT AGGGGEGGECT CACTACAT GAAAGT GACAGATGTAAGACT TAGAAAAATACAAACAGACGGCAGAATGAAAGCACTCGTTTCCATTACGCTA
erm.rv €CAAGT TTGTACAAAAAAGCAGED
1457barB GCAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGACGGTGACATCTCTCTATTGTGAGT TATTAGTGGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAAAAAGT GGTGCATTTTTAAATTGGCACAAACA
IR R R R SRR RS EE SRS EE SRR RS R R EEEE SRR R R R RS R R EEEEEE SRR R R R R EEEEEEEREREEEEEEEE SRR REEREEEEEEEEEEEEREEREEEEEEEEEESEESEEREEEEESEESEEEESEEEE
att-site] Anteil der erm-Resistenzkassette
erm.fw e e TGTTATTTTGTACAATAAGGATAAAT TTGAATGGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCT TTTCAsseAcoi mR Lo N ECI P OLVAVAE € JCAGAT
1457barB TAAGGAATAGATTTAAAAATTTCCCTGT TATTTTGTACAATAAGGATAAATTTGAATGGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCTTTTCACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT GGTCAGAT
IR R R R R R R R R R EEEE SRR EE R RS EEEEE RS RS SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEREEREEREEEEEEEEEEEEESEESEEEREREEESEEESEESEE]
Anteil der erm-Resistenzkassette att-site]
erm. fw AACGAAGAATCAGACGAAGCTTAATTAAAGAAATGTATTCATTTATAAAATAAGCCT GGGACATTGATGATATAT TGTCTCAGGCATTTTAATGTATTGI TAGT CAATGGCAAAATTAGT
1457barB AACGAAGAAT CAGACGAAGCTTAATTAAAGAAATGTATTCATTTATAAAATAAGCCTGGGACATTGATGATATATTGTCTCAGGCATTTTAATGTATTGT TAGT CAATGGCAAAATTAGT

R R R Sk S Sk kS R kR S kR Sk kS S kR S S kR R kR R S R R

manipulierte 3’Region

erm. fw AATGATTGTGTAATGGATTACT TGAAATTTATACCATAT TGT TCGGGAGCGACT GCGACT TCTTATTGAAGT TGTAGT CCCTCCGT TATTTTTAATGTACT TTGTATTTCCATAAACGAA
1457barB AATGATTGTGTAATGGATTACT TGAAATTTATACCATAT TGT TCGGGAGGGACT GCGACT TCTTATTGAAGT TGTAGT CCCTCCGT TATTTTTAATGTACT TTGTATTTCCATAAACGAA

R R R Sk S R Sk S S S R kS R Sk Rk kS kS kR S R S R R R
erm. fw AACGAAATAAACAT TTAACGATAAATAAGAATTATAGAAGT AAAATACTGATATGT TTCTCTGACAACAATTCATCTATAAAAATTTACTTATGATAGACGTAATTAATATGTCTGTATG
1457barB AACGAAATAAACATTTAACGATAAATAAGAAT TATAGAAGT AAAATACT GATATGT TTCTCTGACAACAATTCATCTATAAAAATTTACT TATGATAGACGTAATTAATATGT CTGTATG
erm. fw ATTATAACTTTATCGT CATAAATTATGATTGATAATATGATGATTTAGACACT GAAATAAAATACCAAT GAT TAATAAAGAGGT TGAATATGTAATGTAACTGT TGGGT TTGATGACCTC
1457barB ATTATAACTTTATCGTCATAAATTATGATTGATAATATGATGATTTAGACACT GAAATAAAATACCAATGATTAATAAAGAGGT TGAATATGTAATGTAACTGT TGGGT TTGATGACCTC

R R R Sk S kR kR S Rk Rk kS kS kR S R R S R R R
erm. fw GITTTCCTTATTAAAGCATAACAACTTATTTGAATTTCTAAAA- - - - - - - - - - - - - - - - -

1457barB GITTTCCTTATTAAAGCATAACAACTTATTTGAATTTCTAAAATTATCAAACCTTTAATG

khkkkkkhhkhhhhhkhhhhhhhkhhkhhhhhh kb hk bk hhkhkhkkkk
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L 02 TGTTACCATAGCGACTAAAGGGATATCACT TGCGAAT GCAGT CGCAAACGTATTAAAT
1457barAB ATTAAAT AAAGT AGGTAAGT TAATTGCTAGTATATATAT GAACGAAGAACT TGATGCTGT TGT TACCATAGCGACT AAAGGGATAT CACT TGCGAAT GCAGT CGCAAACGTATTAAAT

EE R SR SR Sk kR R R Sk S S Sk kS S R S S S kR R S S S S S S kS

manipulierte 5°’Region

erm. rv TTACCTGTAGTGGT TATAAGAAAGGACAATAAAGT TACAGAAGGT TCTACGGT TTCAATCAATTATGT TTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAAT GGTGTTATCGAAACGAACTTTA
1457barAB TTACCTGTAGTGGT TATAAGAAAGGACAATAAAGT TACAGAAGGT TCTACGGT TTCAATCAATTATGT TTCAGGATCATCTAGAAAAATAGAAACAATGGTGT TATCGAAACGAACTTTA
EEEE R R R E SRR SRR RS RS R R R R R R R R R R R R R R R R RS RS R R R RS R R R R R RS R R R RS R R R R R R R R R R SRR EEEE RS EEREEEEEEEREEEEEEREESEEESEESSE]
erm. rv GCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCT GGTGGCTCAATTAATGGAGTAATGAAT TTAATGAATGAGT TTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTA
1457barAB GCTGAGAATTCTAATGTCCTCGTAGTAGACGATTTTATGAGGGCTGGTGECTCAATTAATGGAGTAATGAAT TTAATGAATGAGT TTAAAGCCCATGTAAAAGGGGTATCAGTACTTGTA
EEEE R R R E SRR SRR E SRS R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS R R R R RS R R R R R RS R R RS R R R R R R R R R R SRR R E R RS EEEEEEEEEREEEEEEREESEEEEESSE]
erm. rv GAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTTAGT CAGAT TGT CAGATGT CGACGAGT ACAACCAAGAATTTAAAGT GGAACCAGGCAACAGTI TTGTCTAAATTT
1457barAB GAATCAAAAGAAGTAAAACAAAGATTAATTGAAGATTATACTTCCTTAGT CAGAT TGT CAGAT GT CGACGAGT ACAACCAAGAATTTAAAGT GGAACCAGGCAACAGT TTGTCTAAATTT
EEE R R R R E SRR SRR RS R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS R R R R RS R R R R R RS R R R RS R R R R R R R R R R RS R R R EEEEEEREEEEEEEREEEEEEREEEEESEESSE]
erm. rv TCTTAAAAAAGGAGT GTCAAATTCATCATGAAAATAAT CAACT CAGATAAG;TA(XXXPAAGCACTAG(IXXZATATTCIBCATGCAACTGTTAT/—\AACGGTTTTGTCTTTACATCAGEJ@
1457barAB TCTTAAAAAAGGAGT GTCAAATTCATCATGAAAATAATCAACT CAGAT AAGGT ACCCGAAGCACTAGGCCCATATTCGCATGCAACTGT TATAAACGGT TTTGTCTTTACATCAGGT CAA
IR R B R SRS SR SRR R R SRR R SRR R R R SRR R R SRR RS SRR RS SRR SRR SRR SRS R R RS EEEEREEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR EEEEEEE
erm. rv (I nueipAevvavvivieoile e e T GACGGT GACATCTCTCTATTGT GAGT TATTAGTGGTACAGT TTTCAACCGT TTTAAT TATAAAAAAGT GGTGCAT TTTTAAAT TGGCACAAACAGGTAA
1457barAB GTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGACGGTGACATCTCTCTATTGTGAGT TATTAGTGGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAAAAAGT GGTGCATTTTTAAAT TGGCACAAACAGGT AA
IR R SR SRR SR SRR R R R R SRR SRR R R SRS R R R SR SRR RS SR SRR RS SRR SRR E R R R R R EREEREEEREEEEEEE R SRR SRR R RS R E R R R I
att-site) Anteil der erm-Resistenzkassette
erm.fw e TCGCTGTTATTTTGTACAATAAGGATAAAT TTGAATGGTACCATAAACGACCGTTTATGGTACCTTTTCAG e ¢/sle of o mE ey or:VivNe | CAGATAACGAAG
1457barAB TAGATTTAAAAATTTCGCTGT TATTTTGTACAATAAGGATAAAT TTGAATGGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCTTTTCACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT GGTCAGATAACGAAG
IR R S RS S S SR SRS S E S S SRS S ESE SRR SRS E R R SRS E SRS R SR EEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R R I I I I I
Anteil der erm-Resistenzkassette att-site]
erm.fw AATCAGACGAAGCTTAATTAAAGAAATGTATTCATTTATAAAATAAGCCTGGGACATTGATGATATATTGTCTCAGGCATTTTAATGTATTGT TAGT CAATGGCAAAATTAGTAATGATT
1457barAB AATCAGACGAAGCTTAATTAAAGAAATGTATTCATTTATAAAAT AAGCCTGGGACATTGATGATATATTGTCTCAGGCATTTTAATGTATTGT TAGT CAATGGCAAAATTAGTAATGATT

R R R R R R R R R R R R

manipulierte 3’Region

erm. fw GITGTAATGGATTACTTGAAATTTATACCATAT TGT TCGGGAGGGACTGCGACT TCTTATTGAAGT TGTAGT CCCTCCGT TATTTTTAATGTACT TTGTATTTCCATAAACGAAAACGAAA
1457barAB GITGTAATGGATTACTTGAAATTTATACCATATTGT TCGGGAGGGACTGCGACT TCTTATTGAAGT TGTAGT CCCTCCGT TATTTTTAATGTACT TTGTATTTCCATAAACGAAAACGAAA
R R R Sk S R S S S S S S S R S Sk S S kR Sk kS kS Sk S S kS Sk S S S Sk kS S kR S S S kS kS S S S Sk S Sk R S S Sk Sk kR Sk S S R R
erm. fw TAAACATTTAACGATAAATAAGAATTATAGAAGT AAAATACTGATATGT TTCTCTGACAACAATTCATCTATAAAAATTTACT TATGATAGACGTAATTAATATGTCTGTATGATTATAA
1457barAB TAAACATTTAACGATAAATAAGAAT TATAGAAGT AAAATACT GATATGT TTCTCTGACAACAATTCATCTATAAAAATTTACT TATGATAGACGTAATTAATATGT CTGTATGATTATAA
R S O O R S R R R O R O R R R O R
erm. fw CTTTATCGICATAAATTATGATTGATAATATGATGATT TAGACACT GAAATAAAATACCAATGATTAATAAAGAGGT TGAATATGTAATGTAACTGT TGGGT TTGATGACCTCGT TTTC-

1457barAB CTTTATCGTCATAAATTATGATTGATAATATGATGATTTAGACACTGAAATAAAATACCAATGATTAATAAAGAGGT TGAATATGTAATGTAACTGT TGGGT TTGATGACCTCGTTTTCC

R R R R R R R R R R R R R
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erm.rv
1457 ispEpurRbarAB

erm.rv
1457 ispEpurRbarAB

erm.rv
1457 ispEpurRbarAB

erm.rv
1457 ispEpurRbarAB

erm.rv
1457 ispEpurRbarAB

erm. fw
1457 ispEpurRbarAB

erm. fw
1457 ispEpurRbarAB

erm. fw
1457 ispEpurRbarAB

erm. fw
1457 ispEpurRbarAB

erm. fw
1457 ispEpurRbarAB

erm. fw
1457 ispEpurRbarAB

GCAGTTGCACACTAACAAAAACATAATTTATGAGCGT CGTCGATAACTCTAAATTTAATATTTTTTATTTAAGGTGAGT CTGGACATTGAATATATGT TCAGACTCTTTGT
CATCAAGAAGCAGT TGCACACTAACAAAAACATAATTTATGAGCGT CGTCGATAACTCTAAATTTAATATTTTTTATTTAAGGT GAGT CTGGACATTGAATATATGT TCAGACTCTTTGT

R R R S Sk S S S S S S S Sk kS S S Sk S kS S R Sk S Sk Sk S S Sk Sk kS Sk Sk Sk kS Sk R R S S kS Sk Sk S R S R Sk R Sk kS S S S S kR S S S R Sk S S S

manipulierte 5’Region

TATTGTAGTCTTTATTTATTCCCATTTTCATGAGAT TATGCAACTTACGT TTATTATTAATACACAATTCATTTAAATTAAACGAATAACCATTTGAATAAGTCCAATTTTTGTAATATC
TATTGTAGTCTTTATTTATTCCCATTTTCATGAGATTATGCAACTTACGT TTATTATTAATACACAATTCATTTAAATTAAACGAATAACCATTTGAATAAGTCCAATTTTTGTAATATC

R R R R R R R R R R

CAAAAGTGATTCGCTTTAGT TGT TAAATATATTTTTAAATAT TGAAAATGCGTATGT TGAGT GT TAAAAAATTACTCTTCATTAAGAT TTTACGAGAAATTGCACATAGT CTATCAAATA
CAAAAGTGATTCGCTTTAGT TGTTAAATATATTTTTAAATATTGAAAATGCGTATGT TGAGTGT TAAAAAATTACTCTTCATTAAGATTTTACGAGAAATTGCACATAGTCTATCAAATA

R R R R R R R R R R R

TTTAAAGCCTTTATGT TAAAATCATTTTAATAACAATTCAAAGCGAGGGCGGAAAAAT GATATAT GAAACT GCGCCAGCTAAGATAAATTTTACGCTCGACACCCT TTTTAAAAGAGATG
TTTAAAGCCTTTATGT TAAAATCATTTTAATAACAAT TCAAAGCGAGGGCGGAAAAAT GATATAT GAAACT GCGCCAGCTAAGATAAATTTTACGCT CGACACCCT TTTTAAAAGAGATG

R R R R R R R R R R

ATGGT TATCATGAAATTGAAAT GGT GAT GACAA A IR KeIp e v VY Y v e olee 8 TGACCGT GACATCTCTCTAT TGTGAGT TATTAGT GGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAA
ATGGTTATCATGAAATTGAAAT GGT GATGACAACAAGT TTGT ACAAAAAAGCAGGCT GACGGT GACATCTCTCTATTGTGAGT TATTAGT GGTACAGT TTTCAACCGT TTTAATTATAAA

R R R R R R R R R R R R R

Anteil der erm- Resi stenzkassette

GCTGTTATTTTGTACAATAAGGATAAATTTGAATGGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCTTTT
GTCCCTAGCGCCTACGGGEGAATTTGTATCGATAAGGAATAGAT TTAAAAATTTCCCTGT TATTTTGTACAATAAGGATAAAT TTGAATGGTACCATAAACGACCGT TTATGGTACCTTTT

IR R SRS SRS E SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]
Anteil der erm-Resistenzkassette

AssoricoplloplcIyae v Vel [€ ] CAGATAACGAAGAAT CAGACGAAGCT TAATTAAAGAAAT GTATTCATTTATAAAAT AAGCCT GGGACAT TGATGATATATTGTCTCAGCGCATTT
CACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT GGTCAGATAACGAAGAATCAGACGAAGCTTAATTAAAGAAATGTATTCATTTATAAAATAAGCCTGGGACATTGATGATATATTGTCTCAGGCATTT

R R R R R R R R R R R R R R

att-site manipulierte 3’Region
TAATGTATTGT TAGT CAATGGCAAAATTAGTAATGATTGT GTAATGGATTACT TGAAATTTATACCATAT TGT TCGGGAGGGACT GCGACT TCTTATTGAAGT TGTAGT CCCTCCGT TAT
TAATGTATTGT TAGT CAATGGCAAAATTAGT AATGATTGT GTAATGGATTACT TGAAATTTATACCATAT TGT TCGGGAGGGACT GCGACT TCTTATTGAAGT TGTAGT CCCTCCGT TAT

R R R Sk S Sk S S S S S S S R S S Sk S S Sk kR Sk kS kS S kS S kS S S S Sk Sk Sk S kS kS S Sk S S kS Rk kS S Sk S S S S R S kR S R Sk S S S S S Sk S S S S S

TTTTAATGTACTTTGTATTTCCATAAACGAAAACGAAATAAACATTTAACGATAAATAAGAATTATAGAAGT AAAATACTGATATGT TTCTCTGACAACAATTCATCTATAAAAATTTAC
TTTTAATGTACTTTGTATTTCCATAAACGAAAACGAAATAAACAT TTAACGATAAATAAGAAT TATAGAAGT AAAATACT GATATGT TTCTCTGACAACAATTCATCTATAAAAATTTAC

R R R R R R R R R R R

TTATGATAGACGTAATTAATATGT CTGTATGATTATAACT TTATCGT CATAAATTATGATTGATAATATGATGATTTAGACACT GAAATAAAATACCAAT GATTAATAAAGAGGT TGAAT
TTATGATAGACGTAATTAATATGTCTGTATGATTATAACT TTATCGT CATAAATTATGATTGATAATATGATGATTTAGACACT GAAATAAAATACCAAT GATTAATAAAGAGGT TGAAT

R R R R R R R R R R R

ATGTAATGTAACTGI TGEGT TTGATGACCTCGITTTC-

ATGTAATGTAACTGT TGGGT TTGATGACCTCGT TTTCCTTATTAAAGCATAACAACTTAT
hkkkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhkkkkkkk*
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III Signifikant verinderte Proteine des intrazelluliren Proteoms

Tab. 8-1 Signifikant verdnderte Proteine in S. epidermidis 1457barA, 1457barB und 1457barAB im Vergleich zum Wildtyp

Genname putative Identifikation biologischer Prozess Regulation in
oder GI
Nukleotidstoffwechsel 1457barA  1457barB 1457barAB
deoB Phosphopentomutase 0,46
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 2,13
pyrC Dihydroorotase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 2,99
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 3,21
purQ Phosphoribosylformylglycinamidinsynthase I Purin-Ribonucleotidbiosynthese 3,62
PurQ
prsA Ribosephosphatpyrophosphokinase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 0,49 0,26 3,95
upp Uracilphosphoribosyltransferase Wiederverwerung von Nukleosiden und 6,40
Nukleotiden
purC Phosphoribosylaminoimidazole- Purin-Ribonucleotidbiosynthese 0,48
succinocarboxamidsynthase
Transkription
rpoB RNA-Polymerase beta-Kette 0,34
rpoC DNA-abhdngige RNA-Polymerase, beta- 4,14
Untereinheit
Proteinsynthese
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,10
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,15
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 0,21
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,25
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,35
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,44

fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 4,29
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rpsB 30S ribosomales Protein S2 Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation 4,76
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 5,74
27468083 30S ribosomales Protein S1 Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation 5,78
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 5,88
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 7,16
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 7,87
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 7,96
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 0,43
rpld 508 ribosomales Protein L10 Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation 2,76

Proteinbestimmung
dnakK DnaK Protein Proteinfaltung- und Stabilisation 0,23
dnaK DnaK Protein Proteinfaltung- und Stabilisation 0,32
dnakK DnaK Protein Proteinfaltung- und Stabilisation 2,78
27468132 Xaa-Pro dipeptidase Degradation von Proteinen, Peptiden und 3,39
Glycopeptiden
27468491 Methionylaminopeptidase Proteinmodifikation und -reparatur 4,35
tig trigger Faktor Proteinfaltung und Stabilisation, Protein- und 6,70
Peptidsekretion und trafficking
groEL GroEL Protein Proteinfaltung- und Stabilisation 0,45 10,14
Transport- und Bindeproteinen
ptsl Phosphoenolpyruvat-Protein-Phosphatase Kohlenhydrate, organische Alkohole und Siuren 3,88
Biosynthese von Cofaktoren, prosthetischen Gruppen und Carriern
27468515 Nicotinat-phosphoribosyltransferase- Pyridine -Nukleotide 2,68
dhnliches Protein
hemH Ferrochelatase Heme, Porphyrin und Cobalamin 3,26
27469293 GTP-binding protein 3,47
hemL-1  Glutamat-1-semialdehyd-2,1-aminomutase Heme, Porphyrin und Cobalamin 3,73
Zellwand
tagD Teichonsdurebiosynthesis-Protein, Biosynthese and Degradation des Mureinsacculus 0,24

Glycerol-3-phosphatcytidylyltransferase

und Peptidoglycans
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femB FemB protein Biosynthese und Degradation von 0,46
Oberflachenpolysacchariden und -
lipopolysacchariden, Toxinproduktion und
Resistenz
Energiemetabolismus
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 0,10
Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
27467075 Malat:Quinon-oxidoreduktase TCA-Zyklus 0,30
Idh L-lactatdehydrogenase Glycolyse/Glukoneogenese, anaerob 0,49
tal putative Transaldolase Pentosephosphat-Weg 2,21
27468937 Sorbitoldehydrogenase Fermentation 2,33
glpK Glycerolkinase 2,47
pgk Phosphoglyceratkinase Glycolyse/Glukoneogenese 2,53
icd Isocitratdehyrogenase TCA-Zyklus 2,62
mgo-2 malate:quinone oxidoreductase TCA-Zyklus 2,84
pyk Pyruvatkinase Glycolyse/Glukoneogenese 2,95
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 2,95
Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
mao-2 malate:quinone oxidoreductase TCA-Zyklus 2,98
pok Phosphoglyceratkinase 3,04
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 3,96
Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
fbaA Fructose-bisphosphataldolase, Klasse I1 Glycolyse/Glukoneogenese 5,68
Idh L-lactatdehydrogenase Glycolyse/Glukoneogenese 0,46 6,78
lacD Tagatose 1,6-diphosphataldolase Biosynthese und Degradation von 8,93
Polysacchariden
ald Alanindehydrogenase Alanin-metabolische Prozesse 0,26
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Fettsdure- und Phospholipidmetabolismus
accC Acetyl-CoA-Carboxylase (Biotin- Biosynthese 2,25
Carboxylase-Untereinheit) accC
plsX Fettsdure /Phospholipid Syntheseprotein PIsX Fettsdurebiosynthese 2,80 14,45
Regulatorische Funktionen
CCpA catabolite control protein A DNA-Bindung, Transkriptionsaktivator 2,35
Sonstiges
27469309 konserviertes hypothetisches Protein 0,13
27467260 konserviertes hypothetisches Protein 0,16
27467393 plant-metabolite dehydrogenases 0,17
27468303 konserviertes hypothetisches Protein Adaptation an atypische Bedingungen 2,15
27467466 konserviertes hypothetisches Protein 2,51
27467725 GTP-binding elongation factor 9,10
27468992 D-specific D-2-hydroxyacid dehydrogenase 9,25
27468226 konserviertes hypothetisches Protein 2,07
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Tab. 8-2 Signifikant verdnderte Proteine in S. epidermidis 1457barAB im Vergleich zu 1457barA und 1457barB
Genname putative Identifikation biologischer Prozess Regulation in
oder GI 1457barAB
Vs Vs
Nukleotidstoffwechsel 1457barA  1457barB
deoB Phosphopentomutase 0,49 0,43
pyrC Dihydroorotase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 2,17 2,51
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 2,38
27468515 Nicotinat-phosphoribosyltransferase- Pyridine —Nukleotide 2,48 3,07
dhnliches Protein
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 2,81
purC Phosphoribosylaminoimidazole- Purin-Ribonucleotidbiosynthese 3,43 2,97
succinocarboxamidsynthase
purQ Phosphoribosylformylglycinamidinsynthase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 3,76
[ PurQ
upp Uracilphosphoribosyltransferase Wiederverwerung von Nukleosiden und Nukleotiden 4,60 5,34
prsA Ribosephosphatpyrophosphokinase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 7,97 15,10
27468775 Inosin-adenosin-guanosin- Wiederverwertung von Nukleosiden und Nukleotiden 0,49
nucleosidhydrolase
purA Adenylosuccinatsynthase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 2,11
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 2,55
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 3,31
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 3,75
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 4,45
Transkription
rpoC DNA-abhédngige RNA-Polymerase, beta- 3,58 10,38
Untereinheit
nusG Antiterminationsprotein Transkriptionsfaktors 2,11
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Aminosédurebiosynthese
27467021 Ornithincarbamoyltransferase Glutamatfamilie 0,35943
Proteinsynthese
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,09
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,14
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 0,17
rplJ 50S ribosomales Protein L10 Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation 0,24 0,19
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,26
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,28
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,29
27469179 konserviertes hypothetisches Protein Protein synthesis: tRNA aminoacylation 3,12
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 4,83
rpsB 30S ribosomales Protein S2 Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation 5,82 7,16
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 6,15
27468083 30S ribosomales Protein S1 Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation 7,68
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 7,90
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 8,26
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 9,33
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 9,39
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,10
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,14
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 0,15
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,21
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,31
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,32
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 10,07
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 2,61
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 5,35
27468083 30S ribosomales Protein S1 Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation 6,78
fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 6,91
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tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 7,58
dnaK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 7,60
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 7,92
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 8,91

Proteinbestimmung
dnaK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 0,21
dnakK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 0,28
dnaK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 5,01
tig trigger Faktor Proteinfaltung und Stabilisation, Protein- und 2,52
Peptidsekretion und trafficking
dnakK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 3,32
27468491 Methionylaminopeptidase Proteinmodifikation und —reparatur 4,62 4,51179
groEL GroEL Protein Proteinfaltung- und Stabilisation 22,29 19,89
dnaK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 0,27
dnakK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 0,44
27468132 Xaa-Pro dipeptidase Degradation von Proteinen, Peptiden und 2,49
Glycopeptiden
Transport und Bindung von Proteinen
ptsl Phosphoenolpyruvat-Protein-Phosphatase Kohlenhydrate, organische Alkohole und Sduren 4,95 6,74
Biosynthese von Cofaktoren, prosthetischen Gruppen und Carriern
hemH Ferrochelatase Heme, Porphyrin und Cobalamin 5,03 9,40
hemL-1 Glutamat-1-semialdehyd-2,1-aminomutase =~ Heme, Porphyrin und Cobalamin 2,92
Zellwand
tagD Teichonsiurebiosynthesis-Protein, Glycerol- Biosynthese and Degradation des Mureinsacculus und 0,26 0,26
3-phosphatcytidylyltransferase Peptidoglycans
27468626 UDP-GIcNAc 2-epimerase Cell envelope: Biosynthesis and degradation of 2,07
surface polysaccharides and lipopolysaccharides
lacD Tagatose 1,6-diphosphataldolase Biosynthese und Degradation von Polysacchariden 3,63
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femB FemB protein Biosynthese und Degradation von 0,48
Oberflachenpolysacchariden und -
lipopolysacchariden, Toxinproduktion und Resistenz
Energiemetabolismus
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 0,09
Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 0,09
Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
27467075 Malat:Quinon-oxidoreduktase TCA-Zyklus 0,27 0,36
tal putative Transaldolase Pentosephosphat-Weg 2,34
mao-2 malate:quinone oxidoreductase TCA-Zyklus 2,48
pgk Phosphoglyceratkinase Glycolyse/Glukoneogenese 2,81
glpK Glycerolkinase 2,82 2,43
mgo-2 Malat:Quinon Oxidoreductase TCA-Zyklus 2,84
27468937 Sorbitoldehydrogenase Fermentation 2,98 2,24
icd Isocitratdehyrogenase TCA-Zyklus 3,47 2,71
lacD Tagatose 1,6-diphosphataldolase Biosynthese und Degradation von Polysacchariden 3,63 11,21
fbaA Fructose-bisphosphataldolase, Klasse I1 Glycolyse/Glukoneogenese 5,89 9,36
Idh L-lactatdehydrogenase Glycolyse/Glukoneogenese 9,71 14,61
gltA Citratsynthase Energy metabolism: TCA cycle 0,40
mao-2 Malat:Quinon Oxidoreductase TCA-Zyklus 2,46
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 2,53
Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
mao-2 Malat:Quinon Oxidoreductase TCA-Zyklus 3,02
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 4,62

Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
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pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 8,38
Komponente,
Dihydrolipoamidacetyltransferase
Fettsdure- und Phospholipidmetabolismus
27469302 Acetyl-CoA C-acetyltransferase-dhnliches ~ Biosynthese 0,44 0,35
Protein
accC Acetyl-CoA-Carboxylase (Biotin- Biosynthese 2,50 3,14
Carboxylase-Untereinheit) accC
plsX Fettsdure /Phospholipid Syntheseprotein Fettsdurebiosynthese 4,11 5,15
PIsX
Regulatorische Funktionen
CCpA catabolite control protein A DNA-Bindung, Transkriptionsaktivator 2,79 2,48
Sonstiges
27467393 Pflanzen-metabolit Dehydrogenase 0,15
27467260 konserviertes hypothetisches Protein 0,17 0,19
27469309 konserviertes hypothetisches Protein 0,20 0,20
27467393 Pflanzen-metabolit Dehydrogenase 0,21
27467393 Pflanzen-metabolit Dehydrogenase 0,09
27467393 Pflanzen-metabolit Dehydrogenase 0,23
27468081 GTP-Bindeprotein 2,31
27468303 konserviertes hypothetisches Protein Adaptation an atypische Bedingungen 2,40
27469293 GTP-binding protein 3,23
27467725 GTP-binding elongation factor 8,89 11,40
27468992 D-specific D-2-hydroxyacid dehydrogenase 11,19 10,32
27468226 konserviertes hypothetisches Protein 0,39
27467466 konserviertes hypothetisches Protein 2,28
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Tab. 8-3 Signifikant verdnderte Proteine in S. epidermidis 1457sigB und 1457sigBagr im Vergleich zum Wildtyp 1457

Genname
oder GI

putative Identifikation

biologischer Prozess

Regulation in

Nukleotidstoffwechsel

prsA Ribosephosphatpyrophosphokinase

guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase

purC Phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamidsynthase

purC Phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamidsynthase

pyrB Aspartattranscarbamoylase chain A

guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase

guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase

guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase

upp Uracilphosphoribosyltransferase

Transkription

rpoA DNA-abhidngige RNA-Polymerase alpha-Kette

rpoC DNA-abhiangige RNA-Polymerase, beta-
Untereinheit

rpoB RNA-Polymerase beta-Kette

Proteinsynthese

rply 50S ribosomales Protein L25

rpsB 30S ribosomales Protein S2

tuf Elongationsfaktor EF-Tu

rpld 50S ribosomales Protein L10

fusA Elongationsfaktor EF-G

Purin-Ribonucleotidbiosynthese
Purin-Ribonucleotidbiosynthese
Purin-Ribonucleotidbiosynthese

Purin-Ribonucleotidbiosynthese

Purin-Ribonucleotidbiosynthese
Purin-Ribonucleotidbiosynthese
Purin-Ribonucleotidbiosynthese
Purin-Ribonucleotidbiosynthese
Wiederverwerung von Nukleosiden und
Nukleotiden

Ribosomale Proteine: Synthese und
Modifikation

Ribosomale Proteine: Synthese und
Modifikation
Translationselongation

Ribosomale Proteine: Synthese und
Modifikation
Translationselongation

1457sigB
0,14
0,18
0,23
0,39

2,14

0,17
0,31

0,14
0,16

0,18
0,26

0,27

1457sigBagr

2,23
2,49
4,16
5,98

7,34
6,73
0,27

3,47
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fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 0,32

tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,47

tsf Elongationsfaktor EF-Ts Translationselongation 2,22

rplJ 50S ribosomales Protein L10 Ribosomale Proteine: Synthese und 2,41
Modifikation

fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 0,20

tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,24

tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,26

tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,28

rplJ 50S ribosomales Protein L10 Ribosomale Proteine: Synthese und 0,28
Modifikation

hemL-1  Glutamat-1-semialdehyd-2,1-aminomutase Heme, Porphyrin und Cobalamin 2,38

tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 3,28

rplJ 50S ribosomales Protein L10 Ribosomale Proteine: Synthese und 3,41
Modifikation

tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 3,89

fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 5,29

tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 7,70

fusA Elongationsfaktor EF-G Translationselongation 8,78

Proteinbestimmung

dnaK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 0,18

clpX Protease ClpX, ATP-abhingig Degradation von Proteinen, Peptiden und 0,32 0,17
Glycopeptiden, Chaperonaktivitét

dnaK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 0,18

dnaK DnaK Protein Faltung und Stabilisation 0,25

mrsA-2 Peptidmethioninsulfoxidreduktase Modifikation und Reparatur 2,81

27468132 Xaa-Pro-dipeptidase Degradation von Proteinen, Peptiden und 2,93
Glycopeptiden

tig trigger Faktor Proteinfaltung und Stabilisation, Protein- und 5,02

Peptidsekretion und trafficking
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tig trigger Faktor

Proteinfaltung und Stabilisation, Protein- und
Peptidsekretion und trafficking

Biosynthese von Cofaktoren, prosthetischen Gruppen und Carriern

menB Naphthoatsynthase

27468515 Nicotinat-phosphoribosyltransferase-dhnliches

Protein
Energiemetabolismus
glpK Glycerolkinase

pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2
Komponente, Dihydrolipoamidacetyltransferase
27467075 Malat:Quinon Oxidoreductase

ald Alanindehydrogenase
pyk Pyruvatkinase
budA alpha-Acetolactatdecarboxylase

pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2
Komponente, Dihydrolipoamidacetyltransferase

pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2
Komponente, Dihydrolipoamidacetyltransferase

Idh L-lactatdehydrogenase
27468138 Glycindehydrogenase (decarboxylating) subunit
2

Fettsdure- und Phospholipidmetabolismus
27469302 acetyl-CoA C-acetyltransferase-dhnliches

Protein
plsX Fettsdure /Phospholipid Syntheseprotein PlsX
Regulatorische Funktionen
rsbu SigmaB Regulationsprotein RsbU

Sonstiges
27467393 Pflanzen-metabolit Dehydrogenase

Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups, and
carriers: Menaquinone and ubiquinone
Pyridine -Nukleotide

Energy metabolism: TCA cycle
Alanin-metabolische Prozesse
Glycolyse/Glukoneogenese
Fermentation

Glycolyse/Glukoneogenese, anaerob
Aminosduren und Amine
Biosynthese

Fettsdurebiosynthese

Proteininteraktion

0,11

0,05
0,09

0,11
0,29

0,36
0,36

2,04

8,41

0,07

20,06

3,41

2,87

0,09
2,30
2,66
3,19
3,33

3,66
4,02

2,18



ANHANG 111 Signifikant regulierte intrazelluldre Proteine in S. epidermidis 1457sigB und 1457sigBagr 170
27467260 konserviertes hypothetisches Protein 0,22 0,17
27468656 generelles Stressprotein 20U Adaptation an atypische Bedingungen 0,31 0,48
27468081 GTP Bindeprotein 0,36
27469309 konserviertes hypothetisches Protein 0,37 0,23
27468297 konserviertes hypothetisches Protein 2,08
27467725 GTP-binde-elongationsfaktor 2,48
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Tab. 8-4 Signifikant verdnderte Proteine in S. epidermidis 1457sigBagr im Vergleich zu 1457sigB

Genname  putative Identifikation biologischer Prozess Regulation in
oder GI 1457sigBagr
Nukleotidstoffwechsel vs 1457sigB
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 3,03
upp Uracilphosphoribosyltransferase Wiederverwerung von Nukleosiden und 3,20
Nukleotiden
pyrC Dihydroorotase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 4,07
prsA Ribosephosphatpyrophosphokinase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 6,51
purC Phosphoribosylaminoimidazole- Purin-Ribonucleotidbiosynthese 7,19
succinocarboxamidsynthase
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 7,39
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 22,77
guaB Inositol-monophosphat-dehydrogenase Purin-Ribonucleotidbiosynthese 41,05
Transkription
nusG Antiterminationsprotein Transkriptionsfaktors 2,38
rpoB RNA-Polymerase beta-Kette 3,50
rpoA DNA-directed RNA polymerase alpha chain 7,36
rpoC DNA-abhédngige RNA-Polymerase, beta- 23,83
Untereinheit
Proteinsynthese
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,22
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 0,35
tsf elongation factor EF-Ts Translationselongation 0,48
tuf Elongationsfaktor EF-Tu Translationselongation 2,16
27469179  konserviertes hypothetisches Protein, tRNA-Aminoacylation 2,22

Glutaminamidotransferase Untereinheit PdxT
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tuf Elongationsfaktor EF-Tu
tuf Elongationsfaktor EF-Tu
tuf Elongationsfaktor EF-Tu
tuf Elongationsfaktor EF-Tu
tuf Elongationsfaktor EF-Tu
fusA Elongationsfaktor EF-G
tuf Elongationsfaktor EF-Tu
tuf Elongationsfaktor EF-Tu
fusA Elongationsfaktor EF-G
rpsB 30S ribosomal protein S2
Proteinbestimmung
clpC ATP-abhéngige Clp Protease, ATP-

Bindeuntereinheit ClpC
tig trigger Faktor
tig trigger Faktor

Transport- und Bindeproteinen
ptsl Phosphoenolpyruvat-Protein-Phosphatase
Biosynthese von Cofaktoren, prosthetischen Gruppen und Carriern
27468515  Nicotinat-phosphoribosyltransferase-dhnliches

Protein
Energiemetabolismus
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 Komponente,

Dihydrolipoamidacetyltransferase
27467132  Formatacetyltransferase

Translationselongation
Translationselongation
Translationselongation
Translationselongation
Translationselongation
Translationselongation
Translationselongation
Translationselongation
Translationselongation
Ribosomale Proteine: Synthese und Modifikation

Degradation von Proteinen, Peptiden und
Glycopeptiden, Adaptation an atypische
Bedingungen

Proteinfaltung und Stabilisation, Protein- und
Peptidsekretion und trafficking
Proteinfaltung und Stabilisation, Protein- und
Peptidsekretion und trafficking

Kohlenhydrate, organische Alkohole und Siuren

Pyridine —Nukleotide

Fermentation

2,74
2,95
3,64
6,09
6,10
7,94
8,08
14,82
19,53
22,05

5,54

10,45

27,59

6,27

5,31

0,23

0,43
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budA alpha-Acetolactatdecarboxylase Fermentation 2,35
27468138  Glycindehydrogenase (Decarboxylierung) Aminosduren und Amine 2,56

Untereinheit 1
pyk Pyruvatkinase Glycolyse/Glukoneogenese 2,79
27468139  Glycindehydrogenase (Decarboxylierung) Aminosduren und Amine 3,15
Untereinheit 2
pyk Pyruvatkinase Glycolyse/Glukoneogenese 3,48
lacD Tagatose 1,6-diphosphataldolase Biosynthese und Degradation von 4,02
Polysacchariden
Idh L-lactatdehydrogenase Glycolyse/Glukoneogenese, anaerob 4,04
fbaA Fructose-bisphosphataldolase, Klasse I1 Glycolyse/Glukoneogenese 5,54
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 Komponente, 7,21
Dihydrolipoamidacetyltransferase
ald Alanindehydrogenase Alanin-metabolische Prozesse 7,95
pdhC Pyruvatedehydrogenase-Komplex E2 Komponente, 36,53
Dihydrolipoamidacetyltransferase
glpK Glycerolkinase 60,68
Fettsdure- und Phospholipidmetabolismus
plsX fatty acid/phospholipid synthesis protein PlsX Fettsdurebiosynthese 0,16
27469028  3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-synthase Biosynthese 2,06
accC Acetyl-CoA-Carboxylase (Biotin-Carboxylase- Biosynthese 2,64
Untereinheit) accC
Regulatorische Funktionen
rsbu SigmaB Regulationsprotein RsbU Proteininteraktion 2,53
CCpA catabolite control protein A DNA-Bindung, Transkriptionsaktivator 2,66
Pathogenese
SITA staphylococcal respiratory response protein SrrA Regulatorische Funktionen: DNA-Interaktionen, 2,94

Proteininteraktionen; Zweikomponentensystem
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Sonstiges
27468303
27468297
27468081
27469293

konserviertes hypothetisches Protein
conserved hypothetical protein

GTP binding protein

GTP-binding protein

Adaptation an atypische Bedingungen

2,29
2,57
3,59
4,55
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IV KEGG-Diagramme

| cLvcoLvsIs / GLUCONEOGENESTS | —
=
|

z7.141 v
O o-D-Clucoge-1F
3.135.10
3139 oy D-Clucoze
=711 {extracellnlarh
o-D-CGlocoze —-HS 297102 b0 e~ 1= )
27183
5133
2711
FD-CGlucose O— 2712

Pentoze
phosphate
pathway

29163

Arbutin-6F

Arbutin
{extracellnlar) o 27.169

Halicin
{extracellnlary . 27169

1211212159
Glwcerate-1 3Pz 1

Fazab>S [iz7s]17e]

I
I
I
I
I
I
I
I
Carborn fixation |
in photosynthetic organisms I
I
I
|
I
I
I
I
s ™y 41.1.32 |
F— =0 |
Oxaloacetate | 9.1.1.49 |
Posrate
|
I
Citrate izl pb——0—Hnmm——— | ———_——_————
oycle THEE

O L-Lactate
. A A cetyl B-Acetyl- I
dihwdrolipoamide-E

|
15814
Dvibadoo- Lipoamide-E

WV
Propanoate metabolism
lipoamide-E
1213 11111112

Acetate Crl e #= O Ethanol
1215 aretldenpde |1.1.998] Emg

oooio 303109
() Eanehiza Laboratories

Abb. 8-3 Glykolyse / Glukoneogenese

Gezeigt sind die moglichen metabolischen Wege, die S. epidermidis in Glykolyse und
Glukoneogenese zur Verfiigung stehen. Die Enzyme sind mit ihren EC-Nummern
gekennzeichnet (http://www.genome.jp/KEGG).
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Abb. 8-4 TCA-Zyklus

Gezeigt sind die moglichen metabolischen Wege, die S. epidermidis im Citratzyklus zur
Verfiigung stehen. Die Enzyme sind mit ihren EC-Nummern gekennzeichnet
(http://www.genome.jp/KEGG).
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Abb. 8-4 Aminozucker-Metabolismus

Gezeigt sind die moglichen metabolischen Wege, die S. epidermidis beim Abbau von
Aminozuckern zur Verfiigung stehen. Zentrales Intermediat stellt dabei UDP-N-
Acetylglukosamin dar, welches zur Synthese von PIA bendtigt wird. Die Enzyme sind mit
ihren EC-Nummern gekennzeichnet (http://www.genome.jp/KEGG).
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V Proteinalignment BarA und BarB

A

SERP0135_ S.epidermidis RP62A
NTLO2SE2286_ S.epidermidis ATCC12228
NTLO1SA0473_ S.aureus N315
SACOL0540_ S.aureus CCOL

SERP0135_ S.epidermidis RP62A
NTLO2SE2286_ S.epidermidis ATCC12228
NTLO1SA0473_ S.aureus N315
SACOL0540_ S.aureus COL

B

SERP0136_ S.epidermidis RP62A
NTLO2SE2287_ S.epidermidis ATCC12228
NTLO1SAO0474_ S.aureus N315
SACOL0541  S.aureus CCOL

SERP0136_ S.epidermidis RP62A
NTLO2SE2287_ S.epidermidis ATCC12228
NTLO1SA0474_ S.aureus N315
SACOL0541  S.aureus COL

MKI' I NSDKVPEALGPYSHATVI NGFVFTSGQ PLTLDGTI VSDDVQEQTKQVLENL TVWLKEAGSDLNSWV
MKI' I NSDKVPEALGPYSHATVI NGFVFTSGQ PLTLDGTI VSDDVQEQTKQVLENL TVVLKEAGSDLNSWV
MKI | NTTRLPEALGPYSHATVVNGWYTSGQ PLNVDGKI VSADVQAQTKQVLENLKVVL EEAGSDLNSVA
MKI | NTTRLPEALGPYSHATVVNGWYTSGQ PLNI DGHI VSADVQAQTKQVLENLKVVLEEAGSDLNSVA

* kkk k- srkkkkkhkhkkhkhkhkk s kk ks khkhkkhkhkk - kk kkk kkkhk kkhkkhkkhkhkkkhk kkkhk: kkkkkkkkk

KATI YI SDMNDFQQ NQ YGNYFVEHQPARSCVEVSRLPKDVKVEI ELI GKVKEL
KATI YI SDMNDFQQ NQ' YGNYFVEHQPARSCVEVSRL PKDVKVEI ELI GKVKEL
KATI FI KDMNDFQKI NEVYGQYFNEHKPARSCVEVARL PKDVKVEI ELVSKI KEL
KATI FI KDMNDFQKI NEVYGQYFNEHKPARSCVEVARL PKDVKVEI ELVSKI KEL

hkhkkkhk *hkkhkkkhkhkhk: - kk-kk kk-kkkhkkhkhkhkkhkk- khkhkhkhkhkhkhkhkkkk- k- kkk

-------- MKVTDVRLRKI QTDGRMKALVSI TLDEAFVI HDLRVI EGNSGL FVAMPSKRTPDGEFRDI AHP
-------- MKVTDVRLRKI QTDGRMKALVSI TLDEAFVI HDLRVI EGNSGL FVAMPSKRTPDGEFRDI AHP
I YYRGAHYMKVTDVRLRKI QTDGRMKAL VS| TLDEAFVI HDLRVI EGNSGLFVAMPSKRTPDGEFRDI AHP
-------- MKVTDVRLRKI QTDGRMKALVSI TLDEAFVI HDLRVI EGNSGLFVAMPSKRTPDGEFRDI AHP
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Abb. 8-6 Proteinalignment von BarA und BarB
Verglichen wurden die Proteinsequenzen von BarA (A) bzw. BarB (B) aus den S. epidermidis Stimmen RP62A und ATCC12228 mit den homologen Genen aus
S. aureus N315 und COL. BarA weist mit dem homologen YabJ eine Ahnlichkeit von 90,5 % (Identitit 78,6 %) auf. BarB ist hoher konserviert zum homologen
Protein SpoVG in S. aureus mit einer Ahnlichkeit von 98 % (Identitit 95,1 %).
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