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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Staphylokokken sind in erster Linie Saprophyten, welche die Haut und Schleimhiute des
Menschen besiedeln und dort eine wichtige Rolle fiir das Gleichgewicht der gesunden
Mikroflora spielen. Gleichzeitig haben sie sich aber auch zu den hdufigsten Verursachern
nosokomialer Infektionen entwickelt. Vor allem S. aureus und S. epidermidis verursachen
Erkrankungen, die von leichten Haut- und Wundinfektionen bis hin zu lebensbedrohlichen
Infektionen wie Pneumonien, Sepsis oder Endokarditis reichen. Infektionen durch S.
epidermidis treten dabei meist in Verbindung mit Fremdkorpern wie Kathetersystemen,
kiinstlichen Gelenken und Herzklappen auf. In diesem Zusammenhang scheint vor allem die
Féhigkeit, einen Biofilm auf diesen Fremdkorpern bilden zu koénnen eine grof3e Rolle fiir die
Pathogenese zu spielen. Die Therapie von Staphylokokken-Infektionen wird zunehmend
durch die ausgepriagte Antibiotikaresistenz dieser Erreger erschwert, die sich mittlerweile
auch auf Reserveantibiotika wie Daptomycin, Synercid® (Quinupristin/Dalfopristin) oder
Linezolid erstreckt. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass subinhibitorische
Konzentrationen des Streptogramin-Antibiotikums Synercid® die Biofilmbildung in S.
epidermidis induzieren. Darliber hinaus mehren sich die Hinweise auch bei anderen
Bakterien, dass geringe Antibiotika-Konzentrationen, wie sie in natlirlichen Habitaten wie
zum Beispiel im Boden vorkommen, wichtige Signale bei der Kommunikation von Bakterien
untereinander darstellen und moglicherweise eine Funktion bei der Modulation des
Metabolismus im Kampf um Néhrstoffe ausiiben.

In dieser Promotionsarbeit sollte daher exemplarisch, mit Hilfe der erst seit kurzem zur
Verfiigung stehenden DNA-Mikroarray-Technik, der Effekt von subinhibitorischen
Synercid®-Konzentrationen auf die globale Genexpression von S. epidermidis und S. aureus
analysiert werden. Dabei stand vor allem die Wirkung auf die Biofilmbildung und die
Identifikation neuer, an der Biofilmbildung beteiligter Komponenten im Mittelpunkt. Die
Ergebnisse zeigen, dass subinhibitorische Synercid®-Konzentrationen bei S. aureus, im
Gegensatz zu S. epidermidis, zu einer reduzierten Biofilmbildung fithren. Bei beiden Arten ist
jedoch die unterschiedliche Biofilmbildung durch eine ausgepriagte Verdnderung der
allgemeinen Genexpression begleitet. Vor allem war eine starke Induktion von Genen zu
beobachten, die fiir Proteine des Translationsapparates kodieren. Aulerdem waren Gene des
Nukleotid-Stoffwechsels, der Aminosdure-Synthese und des Kohlenstoff-Metabolismus
unterschiedlich reguliert. Des Weiteren konnte mit Hilfe von HPLC-Analysen sowohl bei S.

epidermidis als auch bei S. aureus eine reduzierte Konzentration des Signalmolekiils
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Guanosin-3'-5"-bisphosphat (ppGpp) festgestellt werden. ppGpp spielt vor allem bei der
Kontrolle und Anpassung des Stoffwechsels an Wachstumsbedingungen, wie zum Beispiel
das Néhrstoffangebot, eine wichtige Rolle. Die Ergebnisse legen nahe, dass die Inaktivierung
der ribosomalen Proteine durch Synercid® die reduzierte ppGpp-Konzentration bedingt, was
zum einen zur verstirkten Bildung ribosomaler Proteine fiihrt und zum anderen den
Zellstoffwechsel in einer Weise beeinflusst, der eine vermehrte extrazellulire Polysaccharid-
Synthese und damit Biofilmbildung ermoglicht.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beinhaltet die Charakterisierung des ArcR-Regulons in
S. aureus. Bei ArcR handelt es sich um ein kiirzlich in S. aureus identifiziertes putatives
CRP/FNR dhnliches Protein, das den Transkriptionsaktivator des arcABDCR-Operons
darstellt. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass E. coli, P. aeruginosa und B. subtilis iiber
Proteine der FNR/CRP-Proteinfamilie verfiigen, die beim Umstellen von aeroben auf
anaerobe Bedingungen eine wichtige regulatorische Rolle spielen. Daher wurde vermutet,
dass ArcR, als moglicher Sauerstoffsensor bei der Biofilmbildung eine Rolle spielen konnte.
Des Weiteren wurde durch die Transkriptionsanalysen bei S. epidermidis und S. aureus
gezeigt, dass Gene des arcABDCR-Operons unter dem Einfluss von Synercid®, also Biofilm-
induzierenden bzw. reprimierenden Bedingungen, unterschiedlich exprimiert sind. Es konnte
allerdings in dieser Arbeit keine Rolle des ArcR bei der Biofilmbildung bzw. eine

Beeinflussung anderer Gene als dem arcABDCR—Operon nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Daten, dass die unterschiedliche
Beeinflussung der Biofilmbildung bei S. epidermidis und S. aureus sehr wahrscheinlich durch
verschiedene Regulationswege des ica-Operons und/oder unterschiedliche katabolische
Féhigkeiten bedingt werden. Die Ergebnisse belegen weiterhin, dass die Wirkung von
Antibiotika weit iiber deren bekannte inhibitorische Effekte hinausgeht und vor allem den
Stoffwechsel der Bakterien dramatisch beeinflult. Die Konsequenzen dieser Befunde sowohl
fiir das Verstiindinis von mikrobiologischen Konsortien in Okosystemen als auch fiir die
Anwendung von Antibiotika in der Medizin sind noch nicht abzusehen, bieten jedoch eine

interessante Grundlage fiir weitere experimentelle Arbeiten.
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1.1 Summary

Staphylococci are common inhabitants of the human skin and mucosal membranes, as
well as the most prevalent causes of nosocomial infections. The infections mainly caused by
S. aureus and S. epidermidis range from mild skin infections to life-threatening infections,
like pneumonia, bacteremia or endocarditis. Especially S. epidermidis is the primary pathogen
involved in medical device associated infections. In this context, the ability to form a biofilm
seems to be crucial. The prevalent antibiotic resistances of Staphylococci poses an increasing
challenge to medicine in recent years. The remaining effective antibiotics to treat
staphylococci infections are last resort antibiotics, such as daptomycine, Synercid® and
linezolid. However, staphylococci isolates with intermediate and high resistances towards
these antibiotics have already been reported. There are several lines of evidence that, beside
their killing activity, antibiotics have a modulating effect on the metabolism of bacteria when
applied in low concentrations. Hence, the impact of this natural compounds on bacteria have
to be analysed in more detail in order to provide insights into their mode of action and how
bacteria respond to these compounds.

Former studies showed, that biofilm formation of staphylococci is influenced by
environmental factors, such as temperature, osmolytic stress and the availability of glucose or
oxygen, as well as by subinhibitory concentrations of antibiotics. In this context it was shown,
that low concentrations of tetracycline, erythromycine and Synercid® induce biofilm
formation of S. epidermidis. The aim of this study was to investigate the effect of
subinhibitory concentrations of Synercid” on biofilm formation and global gene expression of
S. epidermidis and S. aureus. For this purpose DNA microarrays were used to identify and
characterise the mechanisms by which Synercid® alters biofilm formation. Furthermore, this
studies should lead to the identification of new factors involved in biofilm formation of
staphylococci.

The data presented here, demonstrate that subinhibitory concentrations of Synercid®
reduce biofilm formation in S. aureus, while inducing it in S. epidermidis. The altered biofilm
formation is accompanied by a strong impact on the overall gene expression of both species.
Especially the expression of genes encoding proteins of the translational apparatus were
increased. In addition, genes encoding proteins of the nucleotide metabolism, amino acid
biosynthesis and carbohydrate utilisation were affected. Furthermore, HPLC analyses
revealed a decreased concentration of the small nucleotide signal molecule guanosine-3'-5"-

bisphosphate (ppGpp) in S. aureus and S. epidermidis under the influence of Synercid®.
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ppGpp is involved in the control and adaptation of cellular metabolism to changing growth
conditions. We hypothesise that the reduced concentrations of ppGpp is due to the
inactivation of ribosomal proteins, as a result of Synercid® binding, and mediates on the one
hand the increased production of proteins of the translation apparatus and on the other hand
effects the cellular metabolism in a way that enable the cells to produce more extracellular
polysaccharides resulting finally in an enhanced biofilm formation.

Additionally, the ArcR regulon of S. aureus has been characterised in this study. ArcR
is a putative Crp/Fnr protein that activates the transcription of the arcABCDR operon. Recent
studies showed that members of the Fnr/Crp protein family are involved in the adaptation
from aerobic to anaerobic conditions in E. coli, P. aeruginosa and B. subtilis. Therefore it was
speculated, that ArcR, as a potential oyxygen sensor, is involved in biofilm formation of
staphylococci. Furthermore, the transcription analyses revealed a changed expression of the
arcABCDR operon under the influence of Synercid®. However, we were neither able to detect
an involvement of ArcR in biofilm formation, nor a regulating effect of ArcR on other genes
beside the arcABCDR operon.

In summary, the data presented here show that the differential effect of Synercid® on
biofilm formation of S. epidermidis and S. aureus is most likely due to a differential
regulation of the ica operon and/or different catabolic abilities. Moreover the data suggest that
the effect of antibiotics is more than the sole interaction with a target structure, but influence
gene expression and metabolism of bacteria more globally. The consequences of these
findings for the comprehension of the interplay in microbial communities as well as for the
clinical use of antibiotics is far from being understood. However, the results of this work
might provide an interesting basis for future experimental work elucidating these

interferences.
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2.  Einleitung

2.1. Der Genus Staphylococcus

Staphylokokken sind Gram-positive, fakultativ anaerobe und unbewegliche Kokken mit
einem Durchmesser von circa 0,8 — 1pm. Sie sind nicht sporenbildend und ihr Genom weist
einen GC-Gehalt von 30 — 35% auf. Bisher zdhlten Staphylokokken zur Familie der
Micrococcaceae, werden aber seit kurzem der Familie der Staphylococcaceae zugeordnet (1).
Die meisten Arten sind Besiedler der Haut und der Schleimhdute von Séugetieren und
Vogeln. Die Gattung wird in die Koagulase-positive Spezies S. aureus und Koagulase-
negative Staphylokokken (KNS) unterteilt. Des Weiteren kann zwischen Novobiocin-
resistenten und -empfindlichen KNS unterschieden werden. Fiir den Menschen relevant sind
neben S. aureus, die Koagulase-negativen Staphylokokken S. saprophyticus, S. xylosus, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis und S. schleiferi. Bis in die 80iger
Jahre des letzten Jahrhunderts galt S. aureus, ein hdufiger Verursacher von Wundinfektionen,
als einziger humanpathogener Vertreter der Gattung. Seit einigen Jahren haben sich allerdings
KNS, insbesondere S. epidermidis, als hiufige Verursacher von nosokomialen

Infektionskrankheiten etabliert (18, 86).

2.2. Infektionen durch Staphylokokken

Die Koagulase-negativen Staphylokokken stellen einen wesentlichen Bestandteil der
menschlichen Haut- und Schleimhautflora dar, welche bei immunkompetenten Menschen ein
nur geringes pathogenes Potential besitzen (85). Obwohl bereits 1967 von Pulverer und
Halswick (140) gezeigt wurde, dass KNS verschiedene Infektionen verursachen konnen,
wurden sie lange nur als Kontaminanten von klinischen Isolaten betrachtet. Heute wird
einigen KNS, wie S. epidermidis, S. saprophyticus und S. haemolyticus, eine wichtige Rolle
als opportunistische Humanpathogene zugesprochen (79). Dies scheint vor allem mit der
zunehmenden Zahl immunsupprimierter Patienten und der vermehrten Verwendung von
Metallen und Kunststoffen in der modernen Medizin zusammenzuhingen. Besonders
Infektionen durch S. epidermidis treten in Verbindung mit Fremdkorpern wie

Kathetersystemen, kiinstlichen Gelenken und Herzklappen auf (86, 145).
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Bis heute wurden nur sehr wenige Pathogenititsfaktoren bei S. epidermidis identifiziert (70).
Da Biofilm-positive Stamme héufiger bei Infektionen auftreten als Biofilm-negative (187),
scheint die Pathogenitdt von S. epidermidis vor allem durch die Fahigkeit Biofilme bilden zu
konnen bedingt zu sein. Dies konnte durch In-vivo-Versuche bei Ratten und Miausen bestatigt

werden (146, 147).

S. aureus ist zum einen, wie S. epidermidis, ein normaler Bestandteil der Haut- und
Schleimhautflora von 20 — 30% aller Menschen und zum anderen ein bedeutendes Pathogen.
Die von S. aureus verursachten Infektionen reichen von leichten Haut- und Wundinfektionen
iiber Blutvergiftung und Lungenentziindung bis hin zu schweren Infektionen der inneren
Organe (101). Die Virulenz von S. aureus wird durch die Kombination einer Vielzahl
verschiedener Komponenten der Zelloberfliche sowie extrazelluldrer Proteinen und Toxinen
verursacht (75, 139). Bisher wurden insgesamt iliber 40 verschiedene virulenzassoziierte,
extrazellulire und oberflichenassoziierte Proteine identifiziert. Im Gegensatz zu S.
epidermidis scheint die Biofilmbildung fiir die Pathogenitdt von S. aureus nur eine geringe

Rolle zu spielen.

Die unter Staphylokokken stark verbreiteten Antibiotikaresistenzen haben die Medizin in den
letzten Jahren vor immer groBere Herausforderungen gestellt. Heute weisen bereits 21% der
in deutschen Krankenhdusern isolierten S. aureus Stamme eine Resistenz gegen Methicillin
auf (94). Weltweit gehoren Methicilllin-resistente Staphylokokken zu den héaufigsten
Verursachern von nosokomialen Infektionen (24, 86, 145). Thre Resistenz wird durch die
verdnderte Form des Penicillinbindeproteins 2, dem PBP2" oder PBP2a, vermittelt. Dieses
wird von mecA kodiert, das innerhalb einer als mec-DNA bezeichnete, 30-50kb grof3en
Region lokalisiert ist. Diese wurde bisher ausschlieBlich bei Methicillin-resistenten
Staphylokokken nachgewiesen (67) und ist Bestandteil eines mobilen genetischen Elements,
welches als Staphylococcal-chromosome-mec (SCCmec) bezeichnet wird (76, 82). Bis heute
wurden fiinf SCCmec-Haupttypen beschrieben (4, 68, 77). Dabei ist besonders
besorgniserregend, dass viele MRSA-Stdmme iiber zusitzliche Resistenzen gegen zahlreiche

weitere Stoffklassen von Antibiotika verfiigen (68).
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Zur Therapie von Infektionen, die durch resistente Staphylokokken verursacht werden, wird
seit iiber 30 Jahren Vancomycin verwendet. Allerdings wurden schon vor einigen Jahren die
ersten Vancomycin-resistenten MRSA Stdmme bei Patienten isoliert (2, 66, 67, 126). Deren
Resistenz wird entweder durch eine stark verdickte Zellwand (59, 165), oder durch das vanA-
Gen aus Enterokokken (2, 126) vermittelt. Vancomycin-resistente MRSA Stimme stellen eine
besonders grofle Bedrohung dar, da nur wenige Antibiotika zur Verfiigung stehen, gegen die
diese Stimme noch empfindlich sind (3). Daher miissen immer hédufiger Reserveantibiotika
wie Linezolid, Synercid® oder Daptomycin (23, 102) fiir eine Therapie verwendet werden.
Dies hat dazu gefiihrt, dass auch hier bereits bestimmte Stimme Resistenzen gegen diese
Antibiotika entwickelt haben (65, 83, 113, 173). Dadurch wird zum einen verdeutlicht wie
schnell Staphylokokken Resistenzen entwickeln kénnen (80, 138), und zum anderen wie
dringend notwendig die Entwicklung neuer Antibiotika geworden ist. Des Weiteren scheint es
unerldsslich den Einfluss von Antibiotika auf die Bakterien genauer zu untersuchen, da es
immer mehr Hinweise darauf gibt, dass Antibiotika bereits in subinhibitorischen
Konzentrationen einen groBen Einfluss auf die Genexpression und den Metabolismus von
Bakterien ausiiben (57, 58, 64, 96, 130, 150, 155, 159, 186). AuBlerdem konnten dadurch die
Mechanismen, welche zu der schnellen Resistenzentwicklung bei Staphylokokken fiihren,
identifiziert werden. Dass der Einfluss eines Antibiotikums auf die Genexpression
moglicherweise fiir eine Therapie hinderlich sein kann, verdeutlicht eine Arbeit von S. Rachid
et al. In dieser wurde gezeigt, dass Antibiotika, wie zum Beispiel das Reserveantibiotikum
Synercid®, in subinhibitorischen Konzentrationen die Biofilmbildung von S. epidermidis

induzieren kann (142).

2.3. Biofilmbildung bei Staphylokokken

Als Biofilm bezeichnet man eine auf einer Oberflache haftende Bakterienkolonie, die in eine
selbst gebildete extrazellulire Matrix eingebettet ist (35). In der Medizin spielen Biofilme
eine besondere Rolle, da die mit ihnen assoziierte Bakterien besonders tolerant gegeniiber
Antibiotika und Desinfektionsmittel sind. Zudem stellt ein Biofilm einen guten Schutz vor
dem Immunsystem des Wirtes dar (15, 22, 42, 111, 131, 154). Diese Eigenschaften tragen
dazu bei, dass Infektionen mit biofilmbildenden Bakterien hiufig nur sehr schwer zu

therapieren sind.
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Staphylokokken konnen auf fast allen, in der modernen Medizin verwendet Materialien einen
Biofilm bilden (55). Dieser besteht aus mehreren kompakten Zellschichten, die von einer
extrazelluldren Matrix, die hdufig aus einem Polysaccharid besteht, umbhiillt sind (115). Bei
der Biofilmbildung kann man zwei Phasen unterscheiden (Abb. 2.1.): Die schnelle priméare
Adhision einzelner Zellen an eine Oberfliche und die darauf folgende Proliferation und

Akkumulation zu einem mehrschichtigen Biofilm (103).
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Abb. 2.1: Die zwei Phasen der Biofilmbildung von Staphylokokken. A) Primédre Adhésion einzelner
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Zellen an eine Oberfliche als schematische Darstellung und REM-Aufnahme von S. aureus. Daran
beteiligte Proteine sind das autolysin Protein AtIE sowie die staphylococcal surface Proteine SSP-1 und
SSP-2. B) Schematische Darstellung und REM eines mehrschichtigen Biofilms von S. aureus. Bei der
Bildung des Biofilms spielen das accumulation associated protein AAP, das biofilm associated protein
BAP, sowie das polysaccharide intercellular adhesin PIA und extrazelluldre Teichonsiduren (ETCA)

eine zentrale Rolle.
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Bei der primdren Adhésion spielen sowohl unspezifische Faktoren, wie Ladung und
Oberflachenhydrophobizitit, als auch spezifische, wie zum Beispiel oberfldchenassoziierte
Proteine und Umwelt- bzw. Wirtsfaktoren, eine Rolle. Bisher konnte den Proteinen
staphylococcal surface protein SSP-1 und -2 sowie dem autolysin protein AtIE eine
Beteiligung bei diesem ersten Schritt der Biofilmbildung nachgewiesen werden (61, 103, 167,
178). Die Gene, welche fiir die Proteine SSP-1 und -2 kodieren, konnten allerdings bis heute
nicht identifiziert werden. Mit Hilfe von Proteinen und Polysacchariden, kommt es im
zweiten Schritt, zur Ausbildung des mehrschichtigen Biofilms (54). Als Proteine wurden in
diesem Zusammenhang bisher das accumulation associated protein Aap und das biofilm

associated protein Bap beschrieben (32, 61, 72).

Bei dem Aap handelt es sich um ein 140kD Protein, das sowohl zellwandassoziiert als auch
extrazelluldr auftritt. Die Mutation des Aap fiihrt bei Staphylokokken zu einem Defekt in der
Akkumulation auf Glas- und Plastikoberflichen (61, 72). Beim dem S. epidermidis Stamm
RP62A konnte gezeigt werden, dass Aap sowohl bei planktonischen wie auch
biofilmbildenden Bakterien in der Zellwand vorhanden ist. Allerdings wurde es bisher nur bei
biofilmbildenden Staphylokokken auch extrazellulir nachgewiesen (72, 161). AuBerdem
konnte durch spezifische Antikorper gegen das Aap die Biofilmbildung bei S. epidermidis
RP62A abgeschwicht, und somit dessen Rolle bei der Biofilmbildung bestitigt werden (161).
Bap, ein Zellwand assoziiertes Protein von S. aureus, ist sowohl beim Anheften an
Oberfldchen als auch bei der Akkumulation zu einem Biofilm beteiligt (32). Das bap wurde
bisher in 5% der von Rindern isolierten S. aureus Stimmen, aber in noch keinem Humanisolat
gefunden (54). Alle Stimme, die liber Bap verfiigen zeichnen sich durch eine besonders
starke Adhidsion und Biofilmbildung aus. In einem Infektionsversuch mit Méusen wurde
gezeigt, dass Bap die Entwicklung chronischer Infektionen fordert (32). Bei S. epidermidis
konnte ein zum Bap homologes Protein identifiziert werden, dass ebenfalls an der
Biofilmbildung beteiligt ist. Dieses wurde als Bap homologue protein (Bhp) (17) bzw. SesD
bezeichnet (49). Weder bei Aap noch bei Bap bzw. Bhp konnte die genaue Funktion bisher
geklart werden. Es wird angenommen, dass beide Proteine eine Rolle bei der interzelluldren
Adhision spielen, was moglicherweise durch die Assoziation der Proteine mit dem
polysaccharide intercellular adhesin (PIA), einer Komponente der extrazelluldren Matrix,

vermittelt wird (17).
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Die Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix wurde in den letzten Jahren intensiv
untersucht. Von G. D. Christensen konnte das Schleim assoziierte Antigen SSA isoliert
werden (28). Dieses wurde allerdings erst spiter von D. Mack genauer charakterisiert und als
polysaccharide intercellular adhesin (PIA) bezeichnet (5, 105). Demnach handelt es sich bei
PIA um ein lineares, B-1,6-verkniipftes Glukosaminoglykan, das zum einen an der
Héamagglutination von Erythrozyten beteiligt ist (40, 107) und zum anderen die Adhirenz der
Bakterien untereinander vermittelt (106). In der Regel scheint die extrazelluldre Matrix nach
heutigem Kenntnisstand neben Proteinen hauptsidchlich aus zwei Kohlenstoftkomponenten,
dem extracellular teichoic acid (EC TA) und dem polysaccharide intercellular adhesin (PIA),
deren Verhéltnis in Abhingigkeit zu den Wachstumsbedingungen variiert (148), zu bestehen.
Es kiirzlich wurde die extrazelluldre Matrix von klinischen S. epidermidis, S. warneri und S.
lugdunensis Stimmen analysiert, bei denen kein PIA sondern ausschlieflich Teichonsduren
(TA) und Proteine enthalten waren (90). Dies deutet entgegen der bisherigen Annahme, dass
PIA essentiell fiir die Biofilmbildung bei Staphylokokken ist (105), darauf hin dass es auch
PIA unabhidngige Mechanismen gibt. Damit iibereinstimmend wurden zwei PIA unabhéngige
Mechanismen der Biofilmbildung bei Staphylokokken identifiziert. Rhode et al. konnten
zeigen, dass S. epidermidis einen Biofilm iiber ein verkiirztes AAP-Protein bilden kann (144).
Des Weiteren wurde bei einer S. aureus arlRS-Mutante gezeigt, dass diese unter bestimmten
Wachstumsbedingungen einen verstirkten, PIA-unabhidngigen Biofilm bildet (168). Dennoch
scheint aber der PIA-abhingige Biofilm der géngigste Mechanismus der Biofilmbildung bei
Staphylokokken zu sein.

Die Synthese des PIA ist direkt mit der Expression des intercellular-adhesin Operon (ica-
Operon) verbunden. Dieses besteht aus den vier Genen icad, icaD, icaB und icaC (Abb.2.2.)
(48, 62, 103). Bei IcaA handelt es sich um ein Transmembranprotein mit einer
Acetylglukosaminyl-Transferase-Aktivitidt, die durch Koexpression mit icaD optimiert
werden kann. Daher wird vermutet, dass es sich bei IcaD um ein Chaperon handelt, welches
zum einen die Faltung und Insertion von IcaA in die Membran vermittelt und zum anderen
eine Verbindung zwischen IcaA und IcaC herstellt. Bei IcaC handelt es sich um ein
hydrophobes integrales Membranprotein, das moglicherweise die Translokation des PIA {iber
die Zellmembran vermittelt (48, 54). Aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten des IcaB zu NodB
von Rhizobium, das eine Deacetylase darstellt, wurde angenommen, dass das von icaB

kodierte Protein extrazelluldr eine Deacetylierungsreaktion katalysiert (81). Diese wurde
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schlieBlich durch eine Arbeit von C. Vuong et al. bestdtigt, in der gezeigt wurde, dass PIA in
einer IcaB-Mutante von S. epidermidis nicht deacetyliert wird (181). AuBlerdem konnte
gezeigt werden, dass diese Mutante in einem In-vivo-Versuch mit Méusen weniger virulent
war als der WT. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die enzymatische Modifizierung fiir die

Virulenz selbst eine Rolle spielt.

(I caD@a@ < IcaC >

IcaC

B-1,6-N-Acetylglucosamin

UDP-N-Acetylglukosamin *4\/ IcaD

B

< icaR | icaA >{ icaD>{ icaB >{ icaC >

Abb. 2.2: A) Schema der PIA-Biosynthese. IcaA und IcaD synthetisieren f-1-6-verkniipfte Oligomere aus

UDP-N-Acetylglucosamin; IcaC transportiert diese iiber die Membran und verkniipft sie zu langen
Oligomeren aus bis zu 130 Einheiten; IcaB katalysiert extrazelluldr die Deacetylierung von PIA, wodurch
positive Ladungen eingefiigt werden. B) Struktur des ica-Operons von Staphylokokken einschlieBlich dem

icaR, welches den Repressor des Operons kodiert.

Die Regulation der Biofilmbildung ist bis heute noch nicht vollstindig verstanden. Es wurden
allerdings schon eine Reihe von Regulatoren, welche die Biofilmbildung beeinflussen,
identifiziert (54, 104). Zu diesen gehoren vor allem IcaR, SigB und SarA (Abb. 2.3). Des
Weiteren gibt es Hinweise, dass die Biofilmbildung, je nach Wachstumsbedingungen, iiber
verschiedene Regulationswege induziert werden kann (87, 88). AuBerdem ist bekannt, dass

die Biofilmbildung von Staphylokokken {iiber eine Vielzahl von Umweltfaktoren, wie
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Osmolaritdt, Ethanol, Glukose, Verfiigbarkeit von Sauerstoff, Temperatur sowie von
Antibiotika beeinflusst wird (30, 31, 33, 142). Eine Reihe von Daten deuten aber darauf hin,
dass Glukose weniger die ica-Expression induziert, sondern vielmehr als Substrat fiir die PIA-
Synthese bendtigt wird (33, 180). In diesem Zusammenhang wurde von S. Dobinsky die
Hypothese aufgestellt, dass durch einen Mangel an Vorldufermolekiilen und/oder Energie es
nicht zur Bildung des PIA kommt, auch wenn alle Enzyme fiir dessen Synthese gebildet

werden (33).

Abb. 2.3: Regulationsschema der ica-Expression und

extrazellulére
Signale  ________ PIA-Synthese in Staphylokokken. (Nach Tormo et al.
e T (7).
oB Ethanol SarA
? ?

\/ icaR \i/ icaADBC
= =)
]

PIA
agr —— §-Toxin — l

Glukose abhéingiger
Regulator

— Aktivierung
— Hemmung

Biofilm

Bei S. epidermidis wurde der Effekt von Umweltsignalen auf die Transkription des ica-
Operons direkt durch die Fusion des ica-Promotors mit dem lacZ Gen von E. coli untersucht.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass hohe Temperaturen, osmotischer Stress sowie
subinhibitorische Konzentrationen von Tetracyclin, Erythromycin und Synercid® die ica-
Promotoraktivitdt erhdhen (141, 142). Es konnte aber bisher nicht gekldrt werden, iiber
welchen Mechanismus es jeweils zu der Induktion der Biofilmbildung kommt. Man kann
vermuten, dass bei manchen dieser Umweltsignale eine generelle Stressantwort zur Induktion
der Biofilmbildung fiihrt. Allerdings scheint dies im Falle des Antibiotika-induzierten
Biofilms nicht sehr wahrscheinlich, da man dies bisher nur bei Tetracyclin, Erythromycin und

Synercid®, nicht aber bei anderen Translationsinhibitoren feststellen konnte (142).
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Synercid® ist eines der wenigen noch verfiigbaren Reserveantibiotika gegen multiresistente
Staphylokokken, welches in vitro eine besonders starke Induktion der Biofilmbildung bei S.
epidermidis verursacht (142). Daher ist es auch von Interesse klinische Situationen, bei
welchen geringe Konzentrationen des Antibiotikums eventuell die Biofilmbildung verstirken

konnten, zu untersuchen.

2.4. Streptogramin-Antibiotika

Streptogramin-Antibiotika sind Verbindungen, die von Streptomyces pristinaespiralis
gebildet werden. Die Familie besteht aus mehrere Klassen von Antibiotika. Dazu gehoéren
Mikamycine, Pristinamycine, Oestreomycine und Virginamycine (29). Streptogramine
werden in zwei Untergruppen, Typ-A und B, unterteilt. Beide strukturell nicht verwandten
Typen werden gleichzeitig vom selben Bakterium, in einem Verhiltnis von circa 70:30,
gebildet (134). Sie binden, ebenso wie Makrolide, Lincosamide und Thiopeptide, an die 50S
Untereinheit der Ribosomen wodurch sie die Protein-Translation inhibieren. Fiir sich allein
wirken Streptogramine beider Typen Dbakteriostatisch. Eine Besonderheit von
Streptograminen ist, dass sie in Kombination synergistisch und dadurch bakterizid wirken

(177).

Wie in Abbildung 2.4 dargestellt, binden Typ-A Streptogramine an dem Peptidyl-Transferase-
zentrum von Ribosomen, wodurch die Bindung von tRNA-Molekiilen verhindert wird.
AuBerdem kommt es zu Konformationsédnderungen der Untereinheiten, was die Aktivitét der
Typ-B Streptogramine bis zu 100fach erhoht. Typ-B Streptogramine verhindern die
Verldangerung von Peptidketten, so dass ein Ribosom, wenn iiberhaupt, nur sehr kurze

Polypeptidketten synthetisieren kann (177).
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Abb. 2.4: Oberflichen-Darstellung einer
,aufgeschnittenen 50S ribosomalen Unter-
einheit. Die Streptogramin Antibiotika Dalfo-
pristin und Quinupristin binden am Eingang
und oberen Ende des ribosomalen Tunnels.
Um den Einfluss von Dalfopristin auf die
korrekte Bindung der Peptidyl-tRNA (P-tRNA)
zu verdeutlichen wurde das Modell einer P-
tRNA gedockt. Ein Uberlappen der Molekiile
ist eindeutig erkennbar. Nach Mukhtar et al.
(122).

Obwohl Streptogramine bereits 1950 entdeckt wurden, kamen sie in der Humanmedizin lange
Zeit kaum zum Einsatz. Erst das Auftreten von Antibiotika-resistenten Bakterien, vor allem
der Vancomycin-resistenten Enterokokken, in den 80er und 90er Jahren des letzten
Jahrhunderts hat das Interesse von Pharmaunternehmen an Streptograminen geweckt (122).
Dies hat unter anderem zur Entwicklung der semisynthetischen Streptogramine Dalfopristin
(Typ-A) und Quinupristin (Typ-B), aus Pristinamycin IA bzw. ITA gefiihrt (Abb.2.5). Durch
die Kombination beider in einem Verhiltnis von 7:3 entstand das Antibiotikum Synercid®,
welches 1999 in den USA als Medikament gegen Vancomycin-resistente Enterococcus

faecium sowie gegen Staphylococcus aureus und Streptococcus pyogenes zugelassen wurde

(63).
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Abb. 2.5: Strukturformel der semisynthetischen Streptogramine Dalfopristin und

Quinupristin. Die Unterschiede zu Pristinamycin sind in orange bzw. griin dargestellt.

Nihere Untersuchungen haben ergeben, dass Synercid® gegen die meisten Gram-positiven
Bakterien, wie Staphylokokken, Streptokokken und Enterokokken, einschlieBlich
multiresistenter Stimme, wirksam ist (16). Enterococcus faecalis ist allerdings, vermutlich
durch die Efflux-Pumpe Lsa, resistent gegen Synercid® (157). AuBerdem sind auch Gram-
negative Bakterien, wie Moraxella catarrhalis, Legionella ssp., Mycoplasma ssp., Neisseria
ssp. und Haemophilus influenzae gegen die Kombination aus Dalfopristin und Quinupristin
empfindlich (23, 157). Dieses auBergewdhnlich breite Spektrum macht Synercid” zu einem
sehr potenten Reserveantibiotikum gegen lebensbedrohliche Infektionen mit multiresistenen

Bakterien.

Man geht davon aus, dass durch den synergistischen Effekt zweier strukturell nicht
verwandter Komponenten (Dalfopristin und Quinupristin), die Entstehung von Resistenzen
bedeutend erschwert ist (84). Es wurden aber bereits Bakterien mit einer Unempfindlichkeit
gegen eine der beiden Komponenten beschrieben (Tab. 2.1). Die Entwicklung dieser
Resistenzen konnte mit dem starken Einsatz von Streptograminen, vor allem Virginiamycin,
in der Landwirtschaft zusammenhingen (60). Resistenzen gegen Quinupristin entstehen zum
einen durch die Methylierung der 23S rRNA durch Angehorige der Erythromycinresistenz-
Methylase (erm) Gen-Klasse und zum Anderen durch die Linearisierung des Hexadepsi-

pepeptidrings durch eine spezifische Lyase (98, 100).
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Dalfopristin-Resistenzen koénnen durch enzymatische Inaktivierung des Streptogramins
entstehen und die Wirksamkeit von Synercid® dramatisch reduzieren. Diese Inaktivierung
erfolgt durch Virginiamycin-Acetyltransferasen (83). Des Weiteren wurde von B. Malbruny
gezeigt, dass bei Staphylococcus aureus Mutationen im ribosomalen Protein 122 zur
Unempfindlichkeit gegen Synercid® fijhren, indem Konformationsinderungen der
Untereinheit und somit der synergistische Effekt der beiden Komponenten verhindert wird

(113).

Streptogramin Gruppe Gene Resistenzmechanismus
Typ-A (Dalfopristin) vgaA, vgaB ATP-Bindeprotein

vatA, vatB, vatC Acetyltransferase
Typ-B (Quinupristin) msrA, msrB ATP-Bindeprotein

vgbA, vghB Lyase

ermA, ermB, ermC rRNA-Methylase

Tab. 2.1 : Gene die bei Staphylokokken Resistenzen gegen Streptogramine vermitteln (65).

2.5. Subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen und ihre klinische
Relevanz

Mikroorganismen wie Bakterien und Pilze produzieren eine Vielzahl von organischen
Molekiilen mit verschiedensten biologischen Aktivitdten, deren natiirliche Funktionen noch
weitestgehend unbekannt sind (53). Von diesen Molekiilen sind Antibiotika die am besten
untersuchten und ihre Verwendung fiir die Therapie von Infektionskrankheiten hat die
Medizin seit 1940 revolutioniert. Es wird allgemein angenommen, dass die meisten dieser
Molekiile mit antibiotischer Aktivitdt eine wichtige Rolle beim Konkurrenzkampf zwischen
Mikroorganismen spielen. Allerdings besitzen einige Antibiotika noch weitere biologische
Aktivitidten und es wird vermutet, dass sie in geringen Konzentrationen eventuell auch als

Signale zum Modulieren des Metabolismus von Bakterien dienen (132, 183).
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In der Medizin spielen subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen eine wichtige Rolle, da
es wihrend einer Therapie immer wieder zum Abfallen der Konzentrationen im Korper
kommt. Dies hingt vor allem von der Pharmakokinetik des Antibiotikums ab (119). Darunter
versteht man dessen Eigenschaften beziiglich Adsorption, Verteilung, Abbau und
Inaktivierung In-vivo. Diese Eigenschaften unterscheiden sich vor allem bei Antibiotika
verschiedener Klassen, allerdings kann es auch innerhalb einer Klasse durchaus Unterschiede
beziiglich der Kinetik geben (158). Bei einer Therapie versucht man bereits diese Faktoren,
die sich allerdings nur schwer bestimmen lassen, zu beriicksichtigen. In Tierversuchen wurde
die Kinetik von Antibiotika schon relativ gut untersucht, allerdings ist man beim Menschen
auf die Untersuchung von Blut bzw. Serum, Urin und moglicherweise einzelnen
Gewebeproben beschrinkt. Auflerdem stimmen Konzentrationen, wie sie zum Beispiel
wiahrend einer Therapie im Serum bestimmt werden, mdglicherweise nicht mit denen am
Infektionsherd tiberein (21). Wie stark sich die Konzentration eines Antibiotikums im Serum
von der im Gewebe unterscheidet, hdngt vor allem von dessen Eigenschaften beziiglich der
Diffusion durch Gewebe, zelluldrer Transportmechanismen, Fettloslichkeit und der Bindung

an Proteine ab (119).

Es konnte bereits bei einer Reihe von Bakterien gezeigt werden, dass Antibiotika wie
Clindamycin oder Methicillin in subinhibitorischen Konzentrationen die Bildung von
Virulenzfaktoren, wie das Alpha-Toxin von S. aureus, zum Teil stark beeinflussen (57, 58,
64, 96, 130, 150, 155, 159, 186). Des Weiteren ist bekannt, dass unter anderem
subinhibitorische Konzentrationen des Reserveantibiotikums Synercid® die Biofilmbildung
bei S. epidermidis induzieren (142). Da man wihrend einer Therapie das Absinken der
Konzentration des Antibiotikums unter die minimale Hemmkonzentration (MHK) vermutlich
nicht verhindern kann, ist es umso wichtiger, den Einfluss solcher Konzentrationen auf die
Bakterien genauer zu untersuchen. Durch Techniken wie DNA-Mikroarrays und 2D-
Gelelektrophorese hat man mittlerweile Werkzeuge zur Hand, die es ermoglichen, den
Einfluss von Antibiotika auf die Transkription und Translation von Bakterien auf einer

globalen Ebene zu untersuchen.
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2.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Staphylokokken stellen durch ihre Fdhigkeit einen Biofilm bilden zu konnen und ihre
ausgeprigte Antibiotikaresistenz ein grofles medizinisches Problem dar. Frithere Arbeiten
haben gezeigt, dass die Biofilmbildung bei Staphylokokken durch eine Vielzahl von Faktoren
wie Osmolaritdt, Ethanol, Glucose, Verfiigbarkeit von Sauerstoff, Temperatur sowie von
Antibiotika beeinflusst wird (30, 31, 33, 142). Des Weiteren haufen sich die Anzeichen, dass
Antibiotika bereits in sehr geringen, so genannten subinhibitorischen Konzentrationen, einen

starken Effekt auf Bakterien ausuben.

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, mit Hilfe der erst seit kurzem zur Verfiigung stehenden
DNA-Mikroarray-Technik den Effekt von subinhibitorischen Synercid®-Konzentrationen auf
die Genexpression bei S. epidermidis und S. aureus zu analysieren. Dabei stand vor allem die
Wirkung auf die Biofilmbildung im Mittelpunkt. Es sollten die Mechanismen, {iber die
Synercid® die Biofilmbildung bei Staphylokokken beeinflusst identifiziert und charakterisiert
werden. Des Weiteren sollten die Untersuchungen helfen, neue an der Biofilmbildung

beteiligte Komponenten zu identifizieren.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit galt der Charakterisierung des ArcR-Regulons. Bei ArcR
handelt es sich um ein erst kiirzlich identifiziertes FNR/CRP-dhnliches Protein, das als
moglicher Sauerstoffsensor und Regulator bei der Regulation bzw. Bildung des Biofilms bei

Staphylokokken eine Rolle spielen kdnnte.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Gerate

Analysewaage
Autoklav
Brutschrank
Eismaschine
Feinwaage
Grobwaage
HPLC

Kiihlzentrifuge

Lyophilisierungsgerit
Mikroarray-Hybridisierungskammer
Mikroarray Scanner
Netzgerite

PCR Thermocycler
pH-Meter
Photometer
Phosphoimager
Pipetten
Schiittelinkubator
Schiitteltisch

Sequenzierer

Chyo, JI180

Teknomara Integra Biosciences
Memmert TV 40b

Scotsman AF-20

Chyo

Chyo, MP3000

Beckmann J2-21 und

Heraeus Megafuge 13R

Lyovac GT2-E, Merck, Darmstadt
SciHYBChamber, Scienion AG Berlin
GenePix 4000B; Axon Instruments
Biorad und Consort E455
Eppendorf Techne Progene

WTW pH 523

Pharmacia Ultraspec 3000
Typhoon, Amersham Biosciences
Eppendorf Research 10; 100; 1000
Biihler W55 swip

GLW L-40

ABI-Sequenzierer, PerkinElmer
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Speedvac-Concentrator
Sterile Werkbank
Thermoblock
Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge
UV-Transilluminator
Vortexgerat

Wasserbad

3.1.2. Chemikalien

UNIVAPO 150H
Nunc

Liebisch Thermoblock
Eppendorf 5415C
Sorvall OTD-75

UVP inc. Biometra
GLW

Ko6ttermann GFL 1083

Alle fiir diese Arbeit benétigten Chemikalien wurden von den Firmen Bayer, Boehringer,

Gibco BRL, Fluka, Merck, Sigma und Roth bezogen.

3.1.3. Laborkits

Folgende Laborkits wurden fiir die Arbeit verwendet:

ECL™

RNAprotect Bacteria Reagent
RNeasy Mini Kit

PCR Purification Kit

1Q™ SYBR"Green Supermix

RNA 6000 Pico LabChip® Kit

Amersham
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
BioRad

Agilent Technologies
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3.14. Enzyme

Folgenden Enzyme wurden bei der Arbeit verwendet:

RNase-free DNase [ Roche

Lysostaphin Sigma

Superscript III Reverse Transcriptase Invitrogen
Restriktionsenzyme New England Biolabs (NEB)
T4-DNA Ligase NEB

Taq DNA-Polymerase Invitrogen

Proteinase K Sigma

Antarctic Phosphatase NEB

RNase A Roche

3.1.5. GrofRenstandards fiir Gelelektrophoresen

Um die GroBe von aufgetrennten DNA oder RNA Molekiilen in Agarosegelen zu bestimmen,

wurden folgende GréBenstandards verwendet:

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (MBI Fermentas): 10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3,5 kb, 3 kb,
2,5 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1 kb, 750 bp, 500 bp, 250 bp (Abb.3.1 A).

High-Range RNA-Ladder (MBI Fermentas): 6 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1 kb, 500 bp,
200 bp (Abb.3.1.B).
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bp ng/0Spg ¢

10000 200
8000 240

5
=
=y
Iz
.
ta
[ rafive agarose

1.07% agarose

1po/lane,
8cm length gel,
TETAE, Sfcm

05pglane,
8om lengih gel,
1XTAE, TVicm, 45min

bases

1.0% formakehyde agaicse:

1paflane,
Eom length gel,
X MOPS, SVicm

bases

G000
4000
- 3000
2000
1500
1000

A00

Range RNA-Ladder

200

3.1.6.

SciTracer S. aureus full-genome

SciTracer S. epidermidis full-genome

3.1.7.

DNA-Mikroarrays

Scienion AG, Berlin

Scienion AG, Berlin

Bakterienstamme

Tab. 3.1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme

Abb.3.1: Bandenmuster der verwendeten GroBen-

marker. A) Gene Ruler 1kb DNA Ladder B) High-

Stamm Charakterisierung Referenz

S. epidermidis RP62A icaADBC-positiv;1S256-positiv, ATCC35984

S. epidermidis 567 klinisches Isolat icad DBC-positiv (142)

S. aureus MA12 klinisches Isolat, icaA DBC-positiv (130)

S.aureus MA12-2 S. aureus MA12 sigB-Mutante (141)

S.aureus 8325 NCTC 8325 Stammsammlung
S. aureus 8325-4 RN4220, Restriktionsmutante, mit 11bp Stammsammlung

S. aureus SH-1000

S. aureus SH-1000 darcR

S. aureus COL

S. aureus COL darcR

Deletion im Gen rsbU

Derivat von 8325-4, mit intaktem rsbU

arcR-Deletionsmutante von S. aureus SH-
1000; Km"

MRSA, hohe homogene Methicillin-
Resistenz, Tetrazyklin-Resistenzplasmid

arcR-Deletionsmutante von S. aureus COL;
Km'

Y. Aharonowitz,
Tel Aviv, Israel

Y. Aharonowitz,
Tel Aviv, Israel

F.Gotz, Tiibingen,
Deutschland

diese Arbeit

22



Material und Methoden

3.1.8. Medien

Brain Heart Infusion (BHI)
Oxoid 37¢g

destH20 ad 1000 ml

Luria-Bertani (LB)

Pepton aus Casein 10 g

Hefeextrakt 5¢g
Natriumchlorid 5¢g
destH20 ad 1000 ml

Trypticase Soy Broth (TSB)
Becton Dickinson 27,5 g

destH20 ad 1000 ml

B-Medium
Bacto Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl S5¢g
K,HPO,4 lg
destH20 ad 1000 ml

Muller Hinton Broth (MH)
Oxoid 2l g

destHZO ad 1000 ml

Trypticase Soy Broth ohne Dextrose
(TSB)

Becton Dickinson 27,5 g

destHzo ad 1000 ml
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3.1.9. Lésungen und Puffer

Fir die Enzyme wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet. Alle selbst

angesetzten Losungen und Puffer sind im Folgenden beschrieben.

DEPC-Wasser
DEPC 2,5ml
destH2O 2,5 1

Das DEPC wird mit dem 4.:H2O gemischt, iiber Nacht bei 37°C inkubiert und abschlieBend

autoklaviert.

EDTA (0,5 M)
EDTA 93,1¢g
destHZO 350 I’Ill

(pH mit 10 N NaOH auf 8,0 einstellen)

destH20 ad 500 ml

HPLC Pufferl:
7 mM KH2PO4

(pH mit H3POy4 auf 4 einstellen)

HPLC Puffer2
0,5 mM KH2P04
0,5 mM Na,SOq4

(pH mit KOH auf 5,4 einstellen)
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NaAc (3 M)
5 M NaAc

Eisessig

PBS (10 x)
NaCl
Na,PO4 x 2H,O
KCl
KH,PO4

destH2O

RNA Loading-Puffer (5 x)
Formamid
Glycerin (86 %)
Formaldehyd (37 %)
MOPS (10 x)
EDTA (0,5 M)
Bromphenolblau

DEPC-Wasser

SSC (20 x)
NaCl

Natriumcitrat

60 ml

40 ml

40¢g

6,25 ¢g

lg

lg

ad 1000 m

3084 pl
2 ml
720 pl
4 ml

80 ul
16 pl

ad 10 ml

3M

0,3M
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SDS (10 %)

Sodiumdodecylsulfat (SDS) 10 g

destHZO

TAE (50 X)

Tris
Eisessig
0,5M EDTA

destHZO

TBE (10 X)

TE

Tris
Borsiure
0,5 M EDTA

destHZO

Tris/HCI

EDTA

Tris/HCI (1 M)

Tris

destHZO

ad 1000 ml

242 ¢
57,1 ml
100 ml

ad 1000 ml

108 g
5¢g
50 ml

ad 1000 ml

10 mM

1 mM

60,57 g

450 ml

(pH mit HCI auf 7,5 einstellen)

destHZO

ad 500 ml
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3.1.10.

Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma-ARK und MWG-Biotech bezogen. Die fiir

die einzelnen Arbeiten verwendeten Oligos sind in den Tabellen 3.2 — 3.4 aufgelistet.

Tab. 3.2: Oligonukleotide die fiir S. epidermidis qRT-PCR verwendet wurden.

Name Oligonukleotid-Sequenz
rrsA-for 5'-CCTTATGATTTGGGCTACACAC
rrsA-rev 5'-CCAGCTTCATATAGTCGAGTTG
rplA-for 5'-ATGACCAACAAATCCGTGGTG
rplA-rev 5'-CACCCATCATATCAGGTGTAG
rpsD-for 5'-GCTCGTACACGTCGTCAAGCA
rpsD-rev 5-TTTCAGCTGGTAACTCGCTAC
opuCA-for 5'-AATCGCTTGATTCAGGATCGT
opuCA-rev 5'-TGTAGACATCCCTTTGCATGG
purR-for 5'-GCTGAGAATTCTAATGTCCTCG
purR-rev 5-AAATTCTTGGTTGTACTCGTCG
purQ-for S'-TTAAATCAGGTGTTGATGCAGC
purQ-rev 5-TAATAATCGGAGCAACACTTGC
argB-for 5S-TTAATTAGGAGACATGCACACG
argB-rev 5S-TAGGTTGTTTCTTAGTTGCTGC
RNAIII-for 5"-ACGTAACACTGAGTCCAAGGA
RNAIII-rev 5-TGAAAAATTTGCTTAATCTAGT
yycF-for 5"-ACGCCGTCATTATTCACAACCAG
yycF-rev 5-TGGAATAGCTCGAATTCACGATCG
yycG-for 5"-TGAAATCGGTGAACTCGCAC
yycG-rev 5"-TGTCGCAAGAATACCATCGCT
yycH-for 5"-ACAATACTGGTGTCGCCAAC
yycH-rev 5-CTCGTATGTGCCTGGGATGG

SERP2065-for
SERP2065-rev
SERP2246-for
SERP2246-rev

5-ATTCGTCTGATGAAACCACGC
5-GCAATCTGTTAGGGCTGTACA
5"-ATTCGTCTGATGAAACCACGCA
5'-GCAATCTGTTAGGGCTGTACAC
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Tab. 3.3: Oligonukleotide die fiir S. aureus qQRT-PCR verwendet wurden.

Name Oligonukleotid Sequenz
asp23-for 5-TTCATTGGCAAATGCGGTTG
asp23-rev 5'- TAATAGAGCCACCAGCCCTC
capD-for 5'-TGGTCAAGCAGGTTCAATGC
capD-rev 5'-TGCCCACCTTCTGCTAATGC
ftsz-for 5'-CGCTATCAACACAGACGGTCA
ftsZ-rev 5'-CCGAATCCAGTGCTACCAGAT
gap-for 5'-CGACTTAACAGATGACGACA
gap-rev 5"-GTGCAGTATATGACATTTCG

glmM(femD)-for
glmM(femD)-rev
gyrA-for
gyrA-rev
icaA-for
icaA-rev

L4 (rplD)-for
L4 (rpID)-rev
L11 (rplK)-for
L11 (rplK)-rev
L16 (rplP)-for
L16 (rplP)-rev
purA-for
purA-rev
purC-for
purC-rev

S2 (rpsB)-for
S2 (rpsB)-rev
SA2103-for
SA2103-rev
SA2433-for
SA2433-rev
scdA-for
scdA-rev
tpi-for

tpi-rev
TRAP-for
TRAP-rev
vraS-for

vraS-rev

5"-GCTGCTTCAACCATGACACGA
5-CAATTGGTGCAGAAGTGATGC
5'-GCCAATGGAGCATCAGGTATA
5'"-GGATTTCAGTACGACGATCAT
5'-GCCAACGCACTCAATCAAG
5"-CTACTGCTGCGTTTAATAATCC
5"-CGATGCAGTATTCGGTATTG
5-AAACCTTGAGCAGTTGTCAC
5"-GGTAAAGCGAATCCAGCACC
5'-TACTACGTGCAGTACCTTCG
5'-TATCGTCGTCAACATCGTCC
5'- ACTGGAAGTTTGTGACTTGC
5"-GGTAATCGGTAACGGTGTCG
5'-TCAGTAGGGAATGGACCATCA
5-TGAAGTTACTGCTGGAAACG
5"-AGCAATTTAACATGGTCATCC
5"-TCACTTCGGTCACCAAACAC
5'-CGCCTTGTTGACCTTCTAAG
5"-GACTGCTCACTAGGAATGAAG
5'-GTAGCTGTTGTGTATGTAGCT
5"-CCGCACAGTTCGCAATGA
5'-CCTTGATAGTCGTCAGGTGC
5"-GCGGTGGACAAGTAAGTATAG
5"-CGTACCACATGCCTCTATCGG
5"-CACCAATTATAGCTGGTAACT
5'-CACTACCACCATATTGAATAC
5"-CCCGACCCATCAACTATTC
5-CTTGAATGTTGTCCGCTTGAA
5"-CGTGTACCTGAATCTGGC
5'-GCGTTCAATGGAAGGCG
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Tab.3.4:

Oligonukleotide die zur Uberpriifung der S. aureus arcR-Deletionsmutante

verwendet wurden.

Name Oligonukleotid Sequenz
arcR-for 5-TCAGACATTATACGAAAGGCC
arcR-rev 5-TTGATCGTATCCTACTGTCTG
Km-for 5-GATGCTATGGCTGGAAGG

Km-rev 5'-GACGCAGAAGGCAATGTC
3.1.11. Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 3.5 aufgelistet.

Tab. 3.5 : In dieser Arbeit verwendete Antibiotika

Antibiotikum Konzentration
Clindamycin 1 mg/ml in H,O
Erythromycin 1 mg/ml in EtOH
Gentamycin 1 mg/ml in H,O
Kanamycin 1 mg/ml in H,O
Rifampicin 100 mg/ml in 70% EtOH
Synercid® 1 mg/ml in H,O
Tetracyclin 1 mg/ml in H,O
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3.2. Methoden

3.2.1. Biofilmnachweis in Polystren-Mikrotiterplatten

Bakterien aus einer Ubernachtkultur werden 1/50 mit frischem Medium (plus den
jeweiligen Zusidtzen) verdiinnt, davon jeweils 200 pl in eine Vertiefung einer 96-Loch-
Flachbodenzellkulturplatte (Cellstar, 96 well Gewebekulturplatten mit flachen Boden; Greiner
Bio-One, Essen, Deutschland) (jeweils x 8) pipettiert und schlieBlich fiir 20 bis 24 h bei
entsprechender Temperatur (normalerweise 37°C) inkubiert. Als Negativkontrolle wird das
jeweilige, nicht beimpfte Medium verwendet. Danach wird das Medium aus den Vertiefungen
entfernt und diese dreimal mit 1 x PBS (pH 7) gewaschen. Die noch in den Vertiefungen
haftenden Bakterien werden auf einem Heizblock bei 60°C fiir 30 — 60 min getrocknet und
anschlieend mit je150 pl einer gesittigten wéssrigen Kristallviolettlosung fiir 5 min geférbt.
Das iiberschiissige Kristallviolett wird unter flieBendem Wasser abgewaschen und durch
Klopfen der Platten auf ein Papiertuch das restliche Wasser aus den Vertiefungen entfernt.
Abschlieffend 16st man den gefarbten Biofilm in 150 pl 90 — 100 % EtOH, mischt die acht
Ansitze einer Platte und bestimmt die optische Dichte der Losung bei einer Wellenlédnge von
470 nm. Wird der Test mit Bakterien durchgefiihrt, die unter den jeweiligen Bedingungen
einen besonders starken Biofilm bilden, der in EtOH nicht vollstindig geldst werden kann,
wird die optische Dichte fiir jede einzelne Vertiefung mit Hilfe eines ELISA Readers
bestimmt und anschlieend der Mittelwert gebildet.

Es sollten immer nur die Werte einer Platte direkt miteinander verglichen werden.
Ansonsten sollten, um grofle Abweichungen zu vermeiden, relative Werte verwendet werden.

Diese werden pro Platte, durch den Vergleich von Test- und Standardbedingungen gebildet.

3.2.2. Erstellen von Wachstumskurven

Fiir die Erstellung von Wachstumskurven mischt man Bakterien einer Ubernachtkutur
1:25 mit frischem Medium und inkubiert diese bei entsprechender Temperatur und einer
Schiittelfrequenz von normalerweise 220 rpm. In definierten Zeitintervallen werden Proben
der Kultur entnommen und deren optische Dichte bei einer Wellenldnge von 550 nm

bestimmt.
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3.2.3. Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit (MHK)

Die Bakterien werden in 20 ml Miiller-Hinton-Medium mit 5% NaCl angeimpft und 4
h bei 37°C angezogen. Anschlieend stellt man die Kultur mit frischem Medium auf den
McFarland-Standard 0,5 ein und verdiinnt danach 1:200. Gleichzeitig wird eine Antibiotika-
Verdiinnungsreihe mit Konzentrationen von 256 pg/ml bis 0,250 pg/ml hergestellt. 0,5 ml der
Antibiotikaverdiinnug werden mit 0,5 ml des vorbereiteten Inokulums beimpft und {iber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Als Kontrolle beimpft man 0,5 ml Medium ohne Antibiotikum.
Als minimale Hemmkonzentration (MHK) gibt man die niedrigste Antibiotikakonzentration

an, bei der das Bakterienwachstum noch inhibiert war.

3.2.4. Speziesbestimmung mit dem API-Staph-System

Der API-Staph-Test (BioMerieux, Marcy | Etoile, Frankreich) besteht aus einer
Kombination von verschiedenen Substraten, welche es ermdglicht das biochemische Profil
von Bakterien zu erstellen. Das Ergebnis wird in einem numerischen Kode zusammengefasst,
aus dem man in einem Analyse-Profil-Index die Spezies ermitteln kann. Die Durchfiihrung

kann dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll entnommen werden.

3.2.5. Bestimmung der Mutationsfrequenz bei Staphylokokken

Eine endogene Antibiotikaresistenz entsteht normalerweise durch Mutationen, die
meist entweder die Aufnahme oder direkt das Zielmolekiil des Antibiotikums betreffen. Um
die Frequenz von Punktmutationen bei Bakterien zu bestimmen, macht man sich zunutze,
dass eine Resistenz gegen das Antibiotikum Rifampicin durch Punktmutationen im Gen rpoB,
das die DNA-abhingige RNA-Polymerase kodiert, entsteht. Somit kann man anhand der
Haufigkeit, mit der eine Resistenz gegen Rifampicin bei einem Stamm entsteht auf die

Haufigkeit von Punktmutationen schlieen.

Fiir die Bestimmung der Mutationsfrequenz, pro Zelle und Generation, 16st man eine
Bakterienkolonie in 45 ml sterilem 1 x PBS. Um die Bakterienanzahl in dieser Losung zu
bestimmen, werden 100 pl auf LB-Agarplatten ausplattiert, iber Nacht bei 37°C inkubiert
und ausgezihlt. Fiir die Ubernachtkultur, in der die Mutationshiufigkeit bestimmt werden
soll, impft man 50 ml LB-Medium mit 100 ul der Bakterienlosung an. Von verschiedenen

Verdiinnungsstufen der Ubernachtkultur werden jeweils 100 pl auf Miiller-Hinton-
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Agarplatten mit und ohne Rifampicin (10 pg/ml) ausplattiert, die Platten iiber Nacht bei 37°C
inkubiert und anschlieBend die Einzelkolonien ausgezdhlt. Um die Héufigkeit der
Punktmutationen (P) pro Zelle und Generation zu bestimmen, verwendet man folgende
Formeln (44), wobei N der Gesamtzahl der Bakterien in der Kultur entspricht; Ny die Anzahl
der Bakterien im Inokulum darstellt; n die Anzahl der stattgefundenen Teilungen angibt und x
der Anzahl der Rifampicin resistenten Kolonien durch die Gesamtzahl der ausplattierten

Bakterien entspricht.

Die Anzahl der stattgefundenen Zellteilungen (n) in der Ubernachtkultur berechnet

sich:
= lg N -1g NO
g2
Die Mutationsfrequenz (P) pro Zelle und Generation errechnet sich dann aus:
P=1-41-x
3.2.6. Kultivieren von Staphylokokken unter anaeroben Bedingungen
3.2.6.1. Schuttelkultur

Das Medium fiir eine anaerobe Bakterienkultur, wird nach dem Autoklavieren 5 min
mit Stickstoff begast, mit L-Cystein versetzt (5,7 mM Endkonzentration) und sterilfiltriert.
Direkt nach dem Filtrieren pipettiert man 75 ml Medium in eine 100 ml Serumflasche und
verschliet diese luftdicht mit einem Gummipfropfen. Um den restlichen Sauerstoff aus den
Flaschen zu verdringen werden zwei Kaniilen durch den Pfropf gestochen und {iiber eine fiir
1,5 min Stickstoff eingeleitet. Der im Medium vorhandene Sauerstoff wird durch Oxidation
des L-Cysteins verbraucht. Das so vorbereitete Medium wird mit 1 ml einer aeroben
Ubernachtkultur beimpft und unter Schiitteln bei der entsprechenden Temperatur bis zur
gewlinschten optischen Dichte angezogen. Um diese zu bestimmen, entnimmt man mit Hilfe

einer Kaniile Proben, wobei darauf geachtet werden muss, dass durch den entstehenden
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Unterdruck in der Flasche kein Sauerstoff eingesaugt wird. Gegebenfalls kann der Druck

durch Zugabe von Stickstoff ausgeglichen werden.

3.2.6.2. Plattenkultur

Um Bakterien anaerob auf Agarplatten zu kultivieren, werden Bakterien auf einer
entsprechenden Agarplatte ausgestrichen und zusammen mit den Anaerocult® A Reagenzien
(Merck, Darmstadt, Deutschland) in einen Anaerobiertopf gestellt und bei entsprechender
Temperatur inkubiert. Die genaue Durchfithrung kann dem vom Hersteller mitgelieferten

Protokoll entnommen werden.

3.2.7. Isolierung von chromosomaler DNA aus Staphylokokken

Die Bakterien werden iiber Nacht bei 37°C in 4 ml LB-Medium + 1 % Glycin
angezogen, 2 ml der Kultur bei 8000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und danach das Pellet mit 1
ml TE-Puffer gewaschen. AnschlieBend resuspendiert man die Bakterien in 100 ul 10 mM
Tris/HCI + 25 % Saccharose (pH 7,5), mischt mit 15 pl 0,5 M EDTA (pH 8) sowie 10 pl
Lysostaphin (2 mg/ml) und inkubiert schlieBlich bei 37°C (10 — 20 min). Sobald der Ansatz
viskos ist, werden 375 ul TE-Puffer, 225 ul 10 % SDS und 20 pl Proteinase K (10 mg/ml)
zugegeben und 30 min bei 55°C inkubiert. Danach fligt man dem Ansatz 150 ul 5 M
Natriumperchlorat sowie 0,5 Volumenanteile (ca. 450 pul) Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
zu und inkubiert mindestens fiir 1,5 h unter kraftigem Schiitteln. AnschlieBend den Ansatz fiir
10 min bei 14000 rpm und Raumtemperatur zentrifugieren, den Uberstand vorsichtig
abnehmen und auf 2 Reaktionsgefde (1,5 ml) verteilen. Die DNA wird mit doppeltem
Volumen 100 % EtOH gefillt und 10 min zentrifugiert (14000 rpm, RT). Der Alkohol wird
entfernt und das Pellet mit 70 % EtOH gewaschen. Nach Trocknen der DNA wird diese in 50
ul Tris/HCI (pH 8,5) aufgenommen und vor Gebrauch mindestens 12 h bei 4°C gelagert.
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3.2.8. Phagentransduktion in Staphylococcus aureus

3.2.8.1. Herstellung des Phagenlysats

Zur Herstellung des Phagenlysats wird der Donor-Stamm (der Stamm der die zu
transduzierende DNA enthélt) in 20 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37°C angezogen und
anschlieBend der Kultur 100 pl 1 M CaCl, zugefiigt (5 mM Endkonzentration).
Wiéhrenddessen verdiinnt man den Phagen 85 in Phagenpuffer (LB-Medium mit 5 mM CaCl,)
(10" 107 107; 10%). 300 pl der Bakterienkultur werden mit jeweils 100 pl der
Verdiinnungen des Phagenlysats gemischt und fiir 3 h bei RT inkubiert. Danach wird der
Ansatz mit 4 ml 55°C LB-Soft-Agar gemischt, auf Blut-Agarplatten ausplattiert und {iber
Nacht bei 30°C inkubiert. Am ndchsten Morgen iiberschichtet man den Soft-Agar mit 2 ml
Phagenpuffer und kratzt ihn mit einem sterilen Spatel von den Blut-Agarplatten. Der geldste
Soft-Agar wird in einem 15 ml Greinerrdhrchen kurz geschiittelt, fiir 10 min bei 4°C und
9000 rpm zentrifugiert und schlieBlich der Uberstand mit einen 0,45 pum Millipore-Filter
filtriert. Das Phagenlysat kann bei 4°C in Glasrdhrchen fiir einen lidngeren Zeitraum

aufbewahrt werden.

3.2.8.2. Transduktion

Der Empfianger-Stamm wird in 10 ml LB-Medium in einem 100 ml Kolben {iiber
Nacht bei 37°C angezogen und anschlieBend der Ubernachtkultur 100 pl 1 M CaCl, zugefiigt
(5 mM Endkonzentration). Wéahrenddessen wird das Phagenlysat aus 3.2.8.1 in Phagenpuffer
(LB-Medium + 5 mM CaCl,) verdiinnt (10™"; 107%; 107; 10™). 300 ul der Bakterienkultur
mischt man mit jeweils 100 pl der Verdiinnungen des Phagenlysats und inkubiert 15 min bei
RT. Danach wird der Bakterien-Phagen-Ansatz mit 4 ml 55°C LB-Soft-Agar + 20 mM
Natriumcitrat gemischt und auf Blut-Agarplatten ausplattiert. Die Platten werden bei 37°C
inkubiert. Nach 36 — 48 h sollten die ersten Kolonien sichtbar werden. Diese werden gepickt,
zur ersten Kontrolle auf Selektiv-Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C {iber Nacht
inkubiert. Klone die auf Selektivplatten gewachsen sind, werden mittels PCR auf die korrekte

Insertion hin tiberpriift.
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3.2.9. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR handelt es sich um eine Methode zur In-vitro-Amplifizierung von DNA.

Durch mehrfache Wiederholungen von DNA-Denaturierung, Primer-Hybridisierung und

Auffiillreaktion ausgehend von zwei zueinander weisenden Oligonukleotiden, wird die

zwischen den Primern liegende Sequenz exponentiell vermehrt. Als Ausgangsmaterial

(Template-DNA) dient entweder gereinigte chromosomale DNA oder Plasmid-DNA. Ein

PCR-Standardansatz setzt sich wie folgt zusammen:

10 x PCR-Puffer

dNTP-Mix (20 mM)

Oligonukleotid 1 (100 pmol/ul)

Oligonukleotid 2 (100 pmol/pl)

Template DNA
Tag-Polymerase

H,O

1-2 ul

ad 50 pl

In Abhingigkeit von der eingesetzten Polymerase und dem dazugehorigen PCR-Puffer

miissen eventuell noch 1 -2 pl MgCl, (50 mM) zugesetzt werden. Der Ansatz wird auf Eis

pipettiert, gut vermischt und kurz abzentrifugiert. Die Reaktion wird im Thermocycler unter

folgenden Bedingungen durchgefiihrt.

frst delay*

1. Denaturierung

2. Primer-Hybridisierung
3. Auffiillreaktion

»last delay*

2 min

30 sec

15-30 sec

30sec — 3 min

3 min

95°C

95°C

40-60°C

72°C

72°C
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Die Temperatur fiir die Primer-Hybridisierung hiangt von der Schmelztemperatur (MT)
des Oligonukleotids ab. Diese wurde unter Verwendung der Fast-PCR Software bestimmt.
Die Zeit fiir die Auffiillreaktion hdngt zum einen von der zu amplifizierenden Fragmentlidnge
und zum anderen von der verwendeten Polymerase (siche vom Hersteller mitgelieferte

Angaben) ab. Es werden in der Regel 30 Reaktionszyklen durchlaufen.

3.2.10. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde der ,,QIAquick PCR Purification Kit*
(QIAGEN, Hilden, Deutschland) verwendet. Dieser eignet sich zur Aufreinigung von
Fragmenten ab einer Grofle von > 40 bp. Alle bendtigten Puffer sowie die Ionenaustausch-
Sdulen sind im Kit enthalten. Die Durchfiihrung kann dem vom Hersteller mitgelieferten

Protokoll entnommen werden.

3.2.11. Elektrophoretische  Auftrennung von DNA-Fragmenten im
Agarosegel

Zur Analyse von DNA wird diese in Abhédngigkeit ithrer Grofe in 1 — 4 %

Agarosegelen in 1 x TAE bei 6 V cm™ elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele werden

anschlieBend in Ethidiumbromid (10 mg/ml) geférbt, mit 4.H,O gewaschen und unter einem

UV-Transilluminator fotografiert.

3.2.12. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Eluierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das ,,PCR-Purification
Kit“ (QIAGEN, Hilden, Deutschland) verwendet. Alle benétigten Puffer sowie die
Ionenaustausch-Saulen sind im Kit enthalten. Die Durchfiihrung kann dem vom Hersteller

mitgelieferten Protokoll entnommen werden.
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3.2.13. Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung wurde der ABI-Sequenzierer von Perkin Elmer verwendet. Hierbei
bedient man sich der Methode einer zyklischen Sequenzierung, wobei durch Verwenden des
,ABI PRISM® Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits“ Fluoreszenz-
markierte Didesoxynukleotide wéhrend einer PCR-Amplifikation durch eine modifizierte

Polymerase eingebaut werden, was zum Kettenabbruch fiihrt.

3.2.13.1. Sequenzierungsansatz

Die Sequenzierung mit den Farbstoff-markierten Nukleotiden findet in einem Ansatz

statt.

Terminator Ready Reaction Mix 4 ul

Template-DNA 1-4 ul
Primer (50 pmol/ul) 1 pul
H,O ad 10 pl

Die anschlieBende PCR-Amplifikation wird im Thermocycler unter folgenden

Bedingungen durchgefiihrt.

Denaturierung 30 sec 95°C
Primer-Hybridisierung 15 sec 45 -60°C
Primer-Extension 4 min 60°C

Es werden 25 Reaktionszyklen durchlaufen. AnschlieBend wird der Ansatz auf 4°C
abgekiihlt.
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3.2.13.2. Reinigung der Sequenzierreaktion

Um die nicht eingebauten Nukleotide sowie die Enzyme zu entfernen, muss die DNA
gereinigt werden. Dazu mischt man 90 ul H,O und 10 pl 3 M Natriumacetat (pH 4,6) mit dem
Sequenzieransatz. Durch Zugabe von 250 pl 100 % EtOH wird die DNA gefillt.
AnschliefSend zentrifugiert man bei RT fiir 15 min und wischt das Pellet mit 70 % EtOH. Das
getrocknete Pellet wird schlieBlich in 25 ul TSR resuspendiert, durch Inkubation bei 90°C fiir

2 min denaturiert und mit dem ABI-Sequenzierer aufgetrennt.

3.2.14. Isolierung von Gesamt-RNA aus Staphylokokken

Die Gesamt-RNA aus Staphylokokken wurde mit Hilfe des ,,RNeasy Mini-Kit*
(QIAGEN, Hilden, Deutschland) isoliert. Dafiir impft man mit einer Ubernacktkultur 25 ml
frisches Medium an. Die GroBe des Inokulums héngt sowohl von dem verwendeten Stamm,
dem Medium sowie den Wachstumsbedingungen ab. Die Bakterien werden unter den
jeweiligen Wachstumsbedingungen bis zur gewiinschten optischen Dichte angezogen, in
einem Verhidltnis von 1 zu 2 mit ,,RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN, Hilden,
Deutschland) versetzt, gut geschiittelt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend zentrifugiert
man die Bakterien 10 min bei 5000 rpm und verwirft der Uberstand. Das Pellet wird fiir

mindestens eine Nacht und maximal 2 Wochen bei -20°C gelagert.

Zur Isolation der RNA resuspendiert man das Pellet in 1,5 ml RLT-Puffer und
tiberfiihrt es in ,,Lysing Matrix E*“ Rohrchen (Q-BIOgene, Heidelberg, Deutschland) gegeben.
Um die Zellen aufzubrechen, werden die Bakterien bei Stufe 6,5 fiir 2 x 30 sec in der
FastPrep Maschine Savant BIO101 (Q-BIOgene, Heidelberg, Deutschland) geschiittelt und
danach direkt auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wird das Rohrchen fiir 30 sec bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand mit dem gleichen Volumen 100% EtOH
(circa 1 ml) gemischt. Das Lysat {liberfiihrt man zur Aufreinigung auf eine RNeasy Mini
Séule, zentrifugiert fiir 15 sec bei 10000 rpm und verwirft den Durchfluss. Die Sdule wird
einmal mit 700 pul RW1-Puffer und zweimal mit 500 pul RPE-Puffer gewaschen, wobei immer
bei 10000 rpm fiir 30 sec zentrifugiert, und der Durchfluss verworfen wird. AnschlieBend
wird die Sdule 2 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert um die Membran vollig
von dem im RPE-Puffer enthaltenen EtOH zu befreien. Zur Eluierung der RNA {iberfiihrt
man die Sdule in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl und trdgt 40 pl RNase-freies Wasser auf die

Membran auf. Nach kurzer Inkubation (1 — 2 min) bei RT wird fiir 1 min bei maximaler
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Geschwindigkeit zentrifugiert. Um die Menge der eluierten RNA zu erhohen, wiederholt man

diesen Schritt mit dem ersten Eluat.

Um die RNA vollig von DNA zu befreien, wird diese unter Verwendung der ,,RNase-
free DNase* (Merck, Darmstadt, Deutschland) abgebaut. Man mischt hierfiir das 40 pl RNA-
Eluat mit jeweils 5 pl DNase und One-Phor-All Puffer Plus (Amersham Biosciences,
Freiburg, Deutschland) und inkubiert fiir 1 h bei 37°C. AnschlieBend reinigt man die RNA
mit Hilfe des ,,RNeasy Mini-Kit“ (QIAGEN, Hilden, Deutschland) entsprechend dem vom

Hersteller empfohlenen Protokoll auf.

3.2.15. Uberpriifung der RNA-Integritat

Zur Analyse der RNA-Integritit wurde das ,,RNA 6000 Pico LabChip® Kit“ (Agilent
Technologies) verwendet. Dabei handelt es sich um ein duflerst sensitives System, welches
einem ermoglicht, bereits geringen Abbau von RNA zu detektieren. Die Durchfithrung kann

dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll entnommen werden.

Alternativ kann man die RNA-Integritdt mittels elektophoretischer Auftrennung und

anschlieBender Farbung mit SYBR-Green II (Sigma, Hamburg, Deutschland) iiberpriifen.

3.2.16. Elektrophoretische Auftrennung von Gesamt-RNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Gesamt-RNA verwendet man 1,2 %ige
Agarose/ Formaldehyd-Gele. Dafiir werden zunéchst 4,2 g Agarose in 304,5 ml DEPC-
Wasser aufgekocht, auf circa 60°C abgekiihlt, mit 16,2 ml 37 % Formaldehyd und 35 ml 10 x
MOPS-Puffer gemischt und in die GieBvorrichtung gegossen. Nach dem Abkiihlen wird das
Gel mit 1 x MOPS-Laufpuffer tiberschichtet.

Vor dem Beladen des Gels, mischt man die RNA mit 5 x Loadingbuffer in einem
Gesamtvolumen von 20 pl und denaturiert bei 55°C fiir 10 min. Die RNA-Proben werden bei
6 V cm™ fiir 3 h aufgetrennt. AnschlieBend wischt man das Gel fiir 30 min in DEPC-Wasser,
farbt in SYBR-Green II und scannt mit einem Phosphoimager (Typhoon 4600, Amersham

Biosciences, Freiburg, Deutschland).
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3.2.17. Hybridisierung von Mikroarrays

3.2.17.1. Sondensynthese

Zur Herstellung der Sonden wird RNA in ¢cDNA, mit parallelem Einbau von Cy3-
bzw. Cy5-markierten dCTP-Nukleotiden (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland),
umgeschrieben. Hierfiir mischt man 10 pg der DNase-behandelten Gesamt-RNA mit 100 ng
Random-Hexamer Primern (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in einem Gesamtvolumen
von 10 pl und inkubiert fiir 10 min bei 70°C. AnschlieBend wird der Primer-RNA Ansatz auf
Eis abgekiihlt und mit 10 pl Markierungsmix gemischt und kurz abzentrifugiert. Die cDNA-
Synthese wird durch Inkubation bei 25°C fiir 10 min und anschlieBend bei 48°C fiir 90 min
durchgefiihrt, wobei nach 60 min zusétzlich 1 pl Superscript III Reverse Transkriptase
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zugefiigt wird. Um die Reaktion zu Beenden und die
RNA zu beseitigen wird dem Ansatz 2 pul 2 M NaOH zugefiigt und fiir 10 min bei 65°C
inkubiert. AbschlieBend neutralisiert man den Ansatz durch Zugabe von 12,5 pl Tris-HCI (pH
7,5).

Markierungsmix: 5 x Puffer 4 ul
DTT 2 ul
5 mM dNTPs (dATP;dGTP;dTTP) 1 ul
2 mM dCTP 1 ul
Cy3 / Cy5-dCTP 1 ul
Superscript IT1 (200 U/pl) 1 ul

Um die Cy-markierten cDNA-Sonden von Enzymen und nicht eingebauten
Nukleotiden zu befreien, werden sie mit Hilfe des ,,PCR-Purification Kit*“ (QIAGEN, Hilden,
Deutschland) aufgereinigt, wobei nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll verfahren

wird.
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Zur Uberpriifung der cDNA-Sonden, trennt man diese mittels Gelelektrophorese auf
einem 2% Agarosegel auf und scannt bei den entsprechenden Wellenldngen mit einem
Phosphoimager (Typhoon 4600, Amersham Biosience, Freiburg, Deutschland). Das
Bandenmuster der Sonden sollte aus mehreren klar zu unterscheidenden Banden
unterschiedlicher Gréf3e bestehen. Eine eventuelle Verunreinigung mit freien Nukleotiden
erkennt man anhand einer ,,Wolke am unteren Rand des Agarosegels. Wird eine
Verunreinigung der Sonden mit freien Nukleotiden festgestellt, sollte eine erneute
Aufreinigung erfolgen. AbschlieBend reduziert man das Volumen der Sonden mit Hilfe einer

SpeedVac auf circa 5 pl.

3.2.17.2. Hybridisierung und waschen

Die Hybridisierung der Mikroarrays wurde entsprechend dem von der Scienion AG
(Berlin) empfohlenen Protokoll fiir 3 Tage bei einer Temperatur von 49°C und unter
Lichtausschluss in einem Wasserbad hybridisiert. AnschlieBend werden die Arrays fiir jeweils
5 min bei RT in den Puffern I und II und abschlieend 30 sec, in dem auf 49°C
vorgewarmten, Puffer III gewaschen und schlieSlich durch Zentrifugation bei 800 rpm fiir 5

min getrocknet.

Waschpuffer: Puffer I: 2 x SSC; 0,2% SDS (RT; 5 min)
Puffer II: 0,2 x SSC (RT; 5 min)
Puffer III: 0,05 x SSC (40°C; 30 sec)
3.2.17.3. Scannen und auswerten

Die hybridisierten Mikroarrays wurden mit einem GenePix 4000B Mikroarray
Scanner (Axon Instruments) und der dazugehorigen GenePix Pro 4.0-Software (Axon)
eingelesen. Dabei muss darauf geachtet werden, dass das detektierte Signal in beiden Kanidlen
gleich stark ist (Ratio von 1). Wenn erforderlich kann dies durch entsprechendes Verédnderung

der Detektorsensitivitit (PMT Gain) erreicht werden.

Fiir die Auswertung der Arrays werden der Median der Spotintensititen sowie die
lokalen Hintergriinde der jeweiligen Spots von jedem Kanal verwendet. Es werden

ausschlieflich Signale beriicksichtigt, die mindestens 1,5mal so stark wie der lokale
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Hintergrund sind. AuBlerdem werden nur Daten verwendet, wenn fiir beide Spots eines
Features ,,detektierbare” Signale gemessen werden konnten. Mit den Signalen, die diese
Kiriterien erfiillen, wird zunéchst pro Spot das Verhéltnis (Ratio) der beiden hybridisierten
Sonden berechnen. Mit den beiden Ratios eines Features wird schlieBlich ein Mittelwert
gebildet, mit dem die Daten unterschiedlicher Arrays verglichen werden. Es werden die Gene
als unterschiedlich reguliert angesehen, deren Ratio hochstens 0,5 oder mindestens 2 betrigt.
Um signifikante Daten zu erhalten, sollten mindestens 3, nach Moglichkeit aber 5

unabhingige Experimente durchgefiihrt werden.

3.2.18. Reverse Transcription (cDNA-Synthese) fur quantitative Real-Time-
PCR (gRT-PCR)

Fiir die Synthese von cDNA aus RNA werden 2 pg der DNase-behandelten Gesamt-
RNA mit 500 ng Random-Hexamer Primern (Amersham Biosience, Freiburg, Deutschland) in
einem Gesamtvolumen von 10 pl gemischt und fiir 10 min bei 70°C inkubiert. Anschliefend
kiihlt man den Primer-RNA Ansatz auf Eis ab und fiigt 10 pul Reaktionsmix zu. Die cDNA-
Synthese wird durch Inkubation bei 25°C fiir 15 min und anschlieBend bei 49°C fiir 60 min
durchgefiihrt. Die Reaktion wird, durch Inkubation bei 70°C fiir 15 min und der damit

verbundenen Inaktivierung des Enzyms, gestoppt.

Reaktionsmix: 5 x Puffer 4 ul
DTT (0,1 M) 2 ul
dNTPs (20 mM) 1 ul
Superscript 111 (200 U/pl) 2l
H,0O Rnase-free 1 pul
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3.2.19. Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Fiir die Real-Time PCR wurden das “MyiQ Single-Color Real-Time PCR Detection
System” (BIO-RAD, Miinchen, Deutschland) und der “iQ™ SYBR Green Supermix” (BIO-
RAD, Miinchen, Deutschland) verwendet. In der Regel wurden 0,5 pul cDNA und 500 nm
Primer in einem Ansatz von 25 pl verwendet. Die Datenanalyse wurde nach der von Pfaffl

(137) beschriebenen Methode durchgefiihrt.

3.2.20. Bestimmen der intrazellularen ppGpp und GTP Konzentration

3.2.20.1. Isolation von Nukleotiden aus Staphylokokken

Fiir die Isolation von ppGpp und GTP werden Bakterien einer Ubernachtkultur 1/50 in
frischem Medium verdiinnt und die Bakterien unter den jeweiligen Wachstumsbedingungen
bis zu der gewiinschten optischen Dichte angezogen. 100 ml dieser Kultur werden bei 4°C
und 4000 rpm fiir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Bakterien mit 50
ml kaltem LiChrosolv® Wasser (Merck) gewaschen. AnschlieBend lysiert man die Bakterien
durch Inkubation in 25 ml eiskalter 0,1 M Ameisensdure filir circa 1 h bei 4°C. Die Lysate
werden zentrifugiert (6000 rpm, 4°C) und der Uberstand durch Filtration mit einem
Nitrocellulose Filter (25um Porengréf3e) von Bakterienriickstinden befreit. Das Filtrat wie
auch die Pellets werden gefriergetrocknet, das Gewicht der getrockneten Zellmasse bestimmt
und das Filtrat bei -80°C eingefroren. Das gefrorene Filtrat wird erst direkt vor der HPLC
Analyse in 500 pl LiChrosolv® Wasser (Merck) gelost. Bis auf kleinere Verinderungen
entspricht diese der von Greenway und England (56) publizierten Methode.

3.2.20.2. Quantitative Analyse von ppGpp und GTP mittels HPLC

Um die intrazelluldre Konzentration von ppGpp und GTP mit Hilfe von HPLC zu
bestimmen, wurde entsprechend dem von Takahashi et al. publiziertem Protokoll (162) eine
Partisil SAX-10 Séule (4.6 x 250 mm, Whatman, Dassel, Germany) und ein Zwei-Puffer
System verwendet. Dabei wird nach einer Aquilibration der Siule fiir 90 min mit Puffer 1
diese mit der Probe beladen (Injektionsvolumen: 20 pl; Injektionsgeschwindigkeit: 1 ml/min).
Der Puffergradient ist dabei so eingestellt, dass innerhalb von 20 min ein Ubergang von 100%
Puffer 1 auf 100% Puffer 2 erreicht wird. Nach einer 30 min Elution mit 100% Puffer 2 kann

das ppGpp bei einer Laufzeit von ca. 39 min und GTP bei einer Laufzeit von ca. 26 min
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detektiert und mit Hilfe eines Diode-Array Detektors durch das spezifische UV Spektrum
identifiziert werden.

Zur Quantifizierung der Nukleotide werden mit jeder Probe drei HPLC Analysen
durchgefiihrt. Aus den jeweils bei 254 nm gemessenen Werten wird der Mittelwert fiir jede
Probe bestimmt und die Konzentration des ppGpp mit Hilfe eines Standards (TriLink
BioTechnologies, San Diego, USA; tebu-bio GmbH, Offenbach, Germany) berechnet. Die
Konzentration der Nukleotide wird im Verhdltnis zum Gewicht der gefriergetrockneten

Bakterien, aus denen das ppGpp und das GTP isoliert wurden (siche 3.2.20.1), dargestellt.
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4.  Ergebnisse

4.1, Einfluss subinhibitorischer Synercid®-Konzentrationen auf das

Wachstum und die Biofilmbildung von Staphylokokken

4.1.1. Das Wachstum von Staphylokokken unter Einfluss von Synercid®

Um festzustellen welchen Einfluss Synercid® in geringen Konzentrationen auf das Wachstum
von Staphylokokken hat, wurden, wie unter 3.2.2 beschrieben, Wachstumsanalysen mit den
Stammen S. epidermidis 567 und S. aureus MA12 durchgefiihrt. Dabei wurde TSB- und B'-

Medium mit verschiedenen subinhibitorischen Konzentrationen des Antibiotikums verwendet.

Diese Analysen zeigen, dass Synercid” bereits in sehr geringer Konzentration das Wachstum
von S. epidermidis 567 beeinflusst (Abb.4.1). In TSB-Medium war ab einer
Antibiotikakonzentration von 60 ng/ml ein Abflachen der Wachstumskurve zu beobachten
ohne aber die maximal erreichte optische Dichte (ODssonm) von ~2,2 zu verringern.
Konzentrationen von iiber 60 ng/ml flihrten neben dem starken Abflachen der
Wachstumskurve zu einer zunehmenden Reduzierung der maximal erreichten ODssom. Bei
einer Konzentration von 90 ng/ml betrug die maximale ODssonm ~2, und bei 120 ng/ml
erreichte S. epidermidis 567 nur noch eine maximale ODssop, von ~1,5. In B'-Medium wurde
bereits ab einer Konzentration von 30 ng/ml ein Abflachen der Wachstumskurve beobachtet.
Allerdings wurde, wie bereits in TSB-Medium, eine Reduzierung der maximal erreichten
optischen Dichte erst ab einer Konzentration von 90 ng/ml festgestellt. Diese war in B-

Medium (~2) generell geringer als in TSB-Medium.
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Abb. 4.1: Wachstumskurven von S. epidermidis 567 in A) TSB- und B) B-Medium unter Einfluss

verschiedener subinhibitorischer Synercid® Konzentrationen.

Bei S. aureus MA12 war der zu beobachtende Effekt auf das Wachstum bedeutend
schwicherer als bei S. epidermidis. In Abbildung 4.2 sind die Wachstumskurven von S.
aureus MA12 in TSB- und B-Medium mit verschiedenen subinhibitorischen Konzentrationen
von Synercid® dargestellt. In TSB-Medium konnte ab einer Konzentration von 90 ng/ml
Synercid® ein leichtes Abflachen der Wachstumskurve beobachtet werden, wobei die
maximal erreichte ODsson, nur geringfligig reduziert war. Diese lag sowohl in TSB ohne
Antibiotikum als auch mit 60 ng/ml bei circa 2,6. Bei 90 ng/ml erreichte S. aureus MA12
noch eine ODssgnm von ~2,5 und bei 120 ng/ml noch ~2,4 (Abb.4.2 A).
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Abb. 4.2: Wachstumskurven von S. aureus MA12 in A) TSB- und B) B*-Medium unter Einfluss verschiedener

subinhibitorischer Synercid® Konzentrationen.
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In B-Medium war bereits ab einer Konzentration von 30 ng/ml ein leichtes Abflachen der
Wachstumskurve zu beobachten (Abb. 4.2 B). Eine Reduzierung der maximal erreichten
ODssp wurde allerdings erst ab einer Synercid®-K0nzentrati0n von 90 ng/ml beobachtet. Bis
zu einer Konzentration von 60 ng/ml betrug die maximale ODssonm ~2,3, bei 90 ng/ml ~2,1

und bei 120 ng/ml nur noch ~2.

4.1.2. Analyse der Biofilmbildung von S. epidermidis

Um den Effekt subinhibitorischer Konzentrationen von Synercid® auf die Biofilmbildung bei
S. epidermidis zu analysieren, wurden Biofilmtests mit Polystyren-Mikrotiterplatten
durchgefiihrt. Dabei wurde die Biofilmbildung von S. epidermidis 567 unter verschiedenen
subinhibitorischen Synercid®-Konzentrationen in verschiedenen Medien getestet. Da fiir die
Synthese des Polysaccharid-Intrazelluldren-Adhésins (PIA) Glukose vermutlich ein wichtiges
Substrat darstellt, wurden glukosehaltige Medien fiir die Biofilmtests verwendet. Um den
Effekt von Glukose auf die Biofilmbildung zu verdeutlichen, wurde in Abbildung 4.3 die
Biofilmbildung in TSB- und B’-Medium jeweils ohne und mit jeweils 0,25% Glukose
dargestellt. In Medien ohne Glukose konnte nur ein sehr schwacher Biofilm gemessen und
kein Effekt von Synercid® auf diesen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte aber in
den Medien mit Glukose bereits ab einer Konzentration von 30 ng/ml Synercid® eine starke
Induktion der Biofilmbildung beobachtet werden (Abb.4.3). Dieser Effekt konnte durch
Erhohen der Konzentration bis zu 90 ng/ml noch verstirkt werden. Ab einer Konzentration
von iiber 90 ng/ml Synercid® wurde allerdings ein Riickgang des Biofilm-induzierenden
Effekts beobachtet, bis schlieBlich bei 120 ng/ml, im Vergleich zu Bedingungen ohne das
Antibiotikum, S. epidermidis 567 nur noch einen leicht verstiarkten Biofilm bildete, was durch
die bei diesen Konzentrationen einsetzende Wachstumsinhibition zu erkldren ist. Des
Weiteren wurde beobachtet, dass in den verschiedenen Medien zwar ein unterschiedlich
starker Biofilm gebildet wurde, der Biofilm-induzierende Effekt des Antibiotikums aber
immer ungefdhr gleich stark war. So wurde der stirkste Biofilm in TSB-Medium gemessen
(OD49onm ~1,1), wihrend in B-Medium mit 0,25%igem Glukosezusatz deutlich weniger
Biofilm gebildet wurde (OD4oonm ~0,89). In beiden getesteten Medien wurde unter einer
Konzentration 60 ng/ml Synercid® ein circa 3mal stirkerer Biofilm als ohne das Antibiotikum

gebildet (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Biofilmbildung von S. epidermidis 567 in TSB, TSB ohne Glukose,
B-Medium mit Glukose und B-Medium, unter verschiedenen subinhibitorischen

Synercid®-Konzentrationen.

In ilteren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass auBer durch Synercid® die Biofilmbildung bei
S. epidermidis auch durch Erythromycin und Tetracyclin induziert werden kann (142).
Wohingegen unter dem Einfluss anderer Antibiotika, wie zum Beispiel Oxacillin,
Chloramphinicol und Vancomycin, kein Effekt auf die Biofilmbildung festgestellt werden
konnte. Da es sich bei Synercid®, Tetracyclin und Erythromycin um Antibiotika handelt,
welche die Synthese von Proteinen inhibieren, wurde der Effekt weiterer
Translationsinhibitoren auf die Biofilmbildung untersucht. Dafiir wurden, wie bereits mit
Synercid®, Biofilmtests mit S. epidermidis 567 unter Einfluss subinhibitorischer
Konzentrationen von Kanamycin, Gentamycin, Clindamycin, sowie Erythromycin und
Tetracyclin in TSB-Medium durchgefiihrt (Abb. 4.4). Dabei konnte unter Einfluss von
Erythromycin und Clindamycin eine leichte Induktion der Biofilmbildung beobachtet werden,
wobei Kanamycin, Gentamycin und Tetracyclin keinen signifikanten Effekt auf die
Biofilmbildung von S. epidermidis 567 ausiibten. Wie bei Synercid® war der induzierende
Effekt von Erythromycin bei Konzentrationen von 30 bis 90 ng/ml zu beobachten, wobei
unter 90 ng/ml der stirkste Biofilm gebildet wurde. Clindamycin zeigt, unter den gewéhlten
Bedingungen, ausschlieBlich bei Konzentrationen von 30 bis 60 ng/ml einen induzierenden

Effekt auf die Biofilmbildung von S. epidermidis 567. Bei Konzentrationen von 90 ng/ml iibte
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Clindamycin keinen messbaren Effekt auf die Biofilmbildung aus. Bei allen verwendeten
Antibiotika liegen die hier verwendeten Konzentrationen, wie bereits bei Synercid®, weit

unter den fiir den Stamm ermittelten minimalen Hemmkonzentrationen von circa 0,1 — 0,2

pg/ml.
05
i
04
I
. 031 B TSB
S m 30 ng/ml
a @60 ng/ml
© 021
090 ng/ml
0.1 1
0 i
& & & & &
fo‘@ fb"@ o@“‘ é& @"4’0
Cl e& '5“ ‘\“6 ';‘6
N ¢ & 9
Abb. 4.4: Biofilmbildung von S. epidermidis 567 in TSB-Medium unter
dem Einfluss verschiedenen subinhibitorischen Konzentrationen von
Kanamycin, Gentamycin, Clindamycin sowie Tetracyclin.
4.1.3. Analyse der Biofilmbildung von S. aureus

Wie bereits mit S. epidermidis wurden auch mit S. aureus Adhirenzassays zur Analyse der
Biofilmbildung unter Einfluss von Synercid® durchgefiihrt. Dafiir wurden die Stimme MA12,
dessen SigB-Mutante MA12-2, sowie die Laborstimme SH-1000 und 8325-4 verwendet.
Wegen der stark unterschiedlichen Biofilmbildung der verschiedenen Stimme wurde in
Abbildung 4.5 die relative Biofilmbildung unter Einfluss verschiedener subinhibitorischer
Synercid®-Konzentrationen in TSB dargestellt. Bei allen getesteten Stimmen war bereits ab
einer Konzentration von 30 ng/ml, im Gegensatz zu S. epidermidis 567, ein starker Riickgang
der Biofilmbildung zu beobachten. Dieser Effekt konnte bei dem Stamm MA12 durch
Erhohen der Konzentration auf bis zu 90 ng/ml noch verstiarkt werden, wohingegen bei den

Stimmen MA12-2 und 8325-4 keine weitere signifikante Reduktion zu beobachten war. Die
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stiarkste Reduktion war bei dem Stamm SH-1000 zu beobachten. Allerdings bildet dieser
generell nur einen sehr schwachen Biofilm. Dies hatte zur Folge, dass der unter dem Einfluss
von Synercid” reduzierte Biofilm fast nicht mehr gemessen werden konnte. AuBerdem waren
beim Stamm MA12 zum Teil groBBe Unterschiede in der Stirke des gebildeten Biofilms und
bei 2 von insgesamt 8 Tests sogar eine durch Synercid® leicht induzierte Biofilmbildung zu

beobachten.
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£ 0,03 pg/ml
E o0 00,06 pg/ml
2 00,09 pg/m

40 W 0,12 pg/ml

20 -

MA12 MA12-2 SH1000 83254

Abb. 4.5: Relative Biofilmbildung verschiedener S. aureus Stimme in TSB-

Medium unter dem Einfluss verschiedener Synercid®-Konzentrationen.
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4,14, Zusammenfassung 4.1

Die hier beschriebenen Wachstumsanalysen sowie die Adharidnzassays haben gezeigt, dass:

1. das Wachstum von S. epidermidis und S. aureus bereits durch Synercid®-

Konzentrationen weit unter der jeweiligen MHK beeinflusst wird.

2. subinhibitorische Konzentrationen von Synercid® die Biofilmbildung von S.

epidermidis induzieren und von S. aureus reprimieren.

3. die Biofilmbildung von S. epidermidis auf3erdem durch subinhibitorische
Konzentrationen von Erythromycin und Clindamycin induziert wird,
wohingegen unter dem Einfluss von subinhibitorischen Konzentrationen von
Tetracyclin, Gentamycin und Kanamycin kein Einfluss auf die Biofilmbildung

festgestellt werden konnte.
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4.2. Einfluss subinhibitorischer Synercid®-Konzentrationen auf das
Transkriptom von Staphylokokken

Um den Einfluss subinhibitorischer Konzentrationen von Synercid® auf die Genexpression
bei Staphylokokken zu untersuchen wurden Mikroarray-Experimente durchgefiihrt. Die dafiir
verwendeten Spezies-spezifischen DNA-Mikroarrays (Scienion AG, Berlin) basieren auf dem
Genom von S. epidermidis RP62A (49) bzw. S. aureus N315 (95) und reprisentieren jeweils
circa 90% der in den Genomen vorhandenen Gene. Fiir die Analysen wurde S. epidermidis
567 und S. aureus MA12 in B-Medium + 60 ng/ml Synercid® bei 37°C bis zu einer ODssonm
von ~1 angezogen. Bei diesen Versuchen wurde B-Medium ohne Glukose verwendet, da S.
epidermidis 567 in Anwesenheit von Glukose und Synercid® in den Schiittelkulturen durch
die verstirkte Bildung eines Biofilms stark verklumpen, wodurch die Isolation von RNA in
ausreichender Menge und Qualitdt stark erschwert wird. AuBlerdem ist bekannt, dass
Staphylokokken in einem Biofilm eine verdanderte Genexpression aufweisen, die typisch fiir
diese Wachstumsform ist. Da in diesem Fall ausschlieBlich die der Synercid®-induzierte
Umstellung der Genexpression untersucht werden sollte, nicht aber der metabolische Zustand
,Biofilm®“, wurde in diesen Experimenten die Bildung des Biofilms durch Weglassen des
Substrates fiir die PIA-Synthese unterbunden. Als Standard wurde das Transkriptom von
Bakterien, die unter Kontrollbedingungen (B-Medium ohne Synercid®) gewachsen waren,
verwendet. Die Isolierung der Gesamt-RNA, das Herstellen der cDNA-Sonden sowie die

Hybridisierung der Arrays wurden wie unter 3.2.17 beschrieben durchgefiihrt.

4.2.1. Transkriptionsanalysen bei S. epidermidis

Um Gene, deren Expression unter dem Einfluss von Synercid® unterschiedlich reguliert ist, zu
identifizieren, wurden Mikroarray-Experimente durchgefiihrt. Dabei wurde fiir jede
Hybridisierung frisch isolierte RNA verwendet. Um moglichst reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten und biologische Schwankungen zu minimieren, wurden nur Transkriptome von
Bakterien, die aus derselben FEinzelkolonie stammten, miteinander verglichen. Das
experimentelle Vorgehen ist in Tabelle 4.1 dargestellt. Um Signalunterschiede durch
unterschiedliche Effizienzen im Einbau der beiden Cy-markierten Nukleotide in die cDNA zu
kompensieren, wurde bei der Markierung der jeweiligen cDNA abwechselnd das Cy3- und

Cy5-markierte Nukleotid verwendet (Dye Switch).
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cDNA-
Sonden
Cy3 (532nm) Kontrolle Synercid Kontrolle Synercid Kontrolle Synercid
Cy5 (635nm)  Synercid Kontrolle Synercid Kontrolle Synercid Kontrolle

Array #1 Array #2 Array #3 Array #4 Array #5 Array #6

Tab. 4.1: Zusammenfassung des experimentellen Versuchsaufbau zur Analyse des Einflusses von Synercid® auf
das Transkriptom von S. epidermidis 567. Es wurden sechs verschiedene Hybridisierungen durchgefiihrt (#1-#6),

wobei jede ein unabhingiges biologisches Experiment darstellt.

Auf jedem Array ist ein Gen (ORF) durch jeweils zwei Spots, die einem so genannten Feature
entsprechen, repriasentiert. In Tabelle 4.2 ist die Anzahl der detektierbaren Features pro
Hybridisierung zusammengefasst. Als detektierbar wurden ausschliefSlich Spots gewertet, bei
denen ein Signal, das mindestens zweimal so stark wie das lokale Hintergrundsignal war,
gemessen werden konnte. Ein Feature, und somit ein Gen, wurde immer nur dann gewertet,

wenn beide Spots dieses Features als detektiert gewertet werden konnten.

cDNA-  Array #1 Array #2 Array #3 Array #4 Array #5 Array #6
detektierte detektierte detektierte detektierte detektierte detektierte

Sonden Features Features Features Features Features Features

Cy3 903 43,3% 1519 732% 1416 68,2% 1554 74,9% 977 47,1% 1454 69,6%
Cy5 848 40,8% 1556 75,0% 1518 73,1% 1551 74,7% 1240 59,7% 1591 76,7%
Beide 705 33,9% 1469 70,8% 1350 65,0% 1467 70,7% 955 46,0% 1401 67,5%

Tab. 4.2: Anzahl der detektierbaren Signale pro Hybridisierung. Die Reihen zeigen an, in welchem Kanal ein
Signal gemessen werden konnte. In den Spalten sind die Gesamtzahlen sowie die Prozente der detektierbaren

Features pro Array aufgelistet.

Die Verwendung des RP62A-basierten S. epidermidis-Mikroarrays fiir  die
Transkriptionsanalyse  des  Stammes S.  epidermidis 567  ergab  konstante
Gesamthybridisierungsraten von unter 70%. Genauere Analysen der Daten zeigten, dass fiir
15,5% (~320) der auf dem Array vertretenen Gene bei keiner der Hybridisierungen ein Signal
gemessen werden konnte. Dies ldsst darauf schlieen, dass diese Gene (Anhang; Tab. 7.3)
nicht im Genom von S. epidermidis 567 vorhanden sind. Somit lassen die relativ niedrigen
prozentualen Hybridisierungswerte auf Sequenzunterschiede der Stimme RP62A und 567
schlieBen. Da nicht geniigend Mikroarrays zur Verfiigung standen, konnte leider keine

Genomanalyse (DNA-DNA-Hybridisierung) durchgefiihrt werden, um dies genauer zu
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verifzieren. Durch Ausschluss dieser Gene konnten, aufler fiir den Array #1, der eine
inakzeptable Hybridisierungsqualitdt aufweist, Effizienzen von 75 - 85% berechnet werden,
wie sie bei guten Hybridisierungen zu erwarten sind. Array #1 wurde in den anschlieSenden

Auswertungen nicht beriicksichtigt.

Fiir alle Features mit detektierbarem Signal wurde, wie unter 3.2.17 beschrieben, das
Verhiltnis von Test- (mit Synercid®) zu Kontrollbedingung berechnet. Bei den von einem
Mikroarray erhaltenen Daten wurden alle Gene mit einem Verhéltnis von >2 bzw. <0,5 als
unterschiedlich reguliert betrachtet. Als signifikant unterschiedlich reguliert galten Gene, von
denen mindestens 4 der insgesamt 5 Einzeldaten als unterschiedlich reguliert gewertet wurden
und deren Daten eine Varianz von <0,1 aufwiesen. Insgesamt konnten 235 (11,3 %)
signifikant unterschiedlich regulierte Gene identifiziert werden. Davon war bei 147 (7,1 %)
Genen die Expression unter dem Einfluss von Synercid® induziert und bei 88 Genen (4,2 %)

reprimiert.

In Abbildung 4.6 wurden alle unter dem Einfluss von 60 ng/ml Synercid® signifikant
unterschiedlich regulierten Gene nach ihrer Funktion in Kategorien unterteilt. Die Gruppen,
welche die meisten der unterschiedlich exprimierten Gene enthielten, waren die der
Translation (n=45), Transportsysteme (n=32), sowie des Kohlenstoff-Metabolismus (n=20)
und des Aminosédure-Stoffwechsels (n=17). 41 Gene, die entweder keiner Kategorie eindeutig
zugordnet werden konnten oder deren Kategorien nur einzelne Gene enthielt, wurden in der
Gruppe ,,Andere zusammengefasst. Aullerdem wurden 35 hypothetische Gene als
unterschiedlich reguliert identifiziert. Sdmtliche Einzeldaten sind im Anhang (Tabellen 7.1

und 7.2) aufgelistet.
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Aminoséure Stoffwechsel

Genregulation
Kohlenstoff Metabolismus
Lipid Stoffwechsel

Purin Stoffwechsel

Stressantwort

] 44
Translation

Transportersysteme

0 10 20 30 40 50
Anzahl der Gene

Abb. 4.6: Funktionale Gruppen von Genen, die unter dem Einfluss von 60 ng/ml Synercid®, in S. epidermidis

567 signifikant unterschiedlich reguliert waren. Die Balken zeigen die Anzahl der Gene pro Gruppe an.

421.1. Translation

In dieser Gruppe wurden alle Gene zusammengefasst, die fiir ein Protein des
Translationsapparates kodieren und unter dem Einfluss von Synercid® unterschiedlich
reguliert waren. Sie enthdlt 44 Genen die fiir 36 ribosomale Proteine (dies entspricht ~42%
aller in S. epidermidis identifizierten, fiir ribosomale Proteine kodierenden Gene), einen
Elongations-, einen Initiationsfaktor, sowie fiinf tRNA-Synthetasen und eine tRNA-
Ribosyltransferase kodieren. AuBer pheS, ileS, aspS, alaS und valS, die tRNA-Synthetasen
kodieren (Ratio von 0,3 bis 0,49), waren alle Gene dieser Gruppe unter dem Einfluss von
Synercid® im Vergleich zur Kontrollbedingung verstirkt exprimiert. Die stirkste Induktion
konnte bei den Genen rp/K (Ratio: 4,027) und rplJ (Ratio: 3,979), die beide Proteine der 50S
ribosomalen Untereinheit kodieren, sowie fiir das rpsN-2 (Ratio: 5,265), welches das S14

Protein der 30S Untereinheit kodiert, gemessen werden.
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4.2.1.2. Metabolismus

Ungefdhr 22% aller bei S. epidermidis 567 unter dem Einfluss subinhibitorischer
Konzentrationen von Synercid® unterschiedlich exprimierten Gene kodieren fiir Proteine, die
im Stoffwechsel eine Rolle spielen. Wobei vor allem Gene des Aminosdure-, Kohlenstoft-,
Lipid- und Purin-Stoffwechsels unterschiedlich reguliert waren. Circa 73% der insgesamt 56
Gene dieser Gruppe waren unter dem Einfluss von Synercid® schwicher und 27% stirker
exprimiert. Besonders auffillig war die stark abgeschwichte Expression (Ratio: 0,129 bis
0,324) von 7 der insgesamt 11 Gene des purED-Operons (purEKCSQLFMNHD). Dieses
kodiert alle Enzyme, die fiir die Synthese von Inosinmonophosphat (IMP) aus 5-
Phosphoribosyl-Diphosphat (PRPP) bendtigt werden und somit eine zentrale Rolle im Purin-
Stoffwechsel spielen (Abb. 4.7). Aullerdem konnte das Gen purB, das eine Adenylosuccinat-
Lyase kodiert und ebenfalls eine wichtige Rolle in diesem Stoffwechselweg spielt, als
reprimiert identifiziert werden. Die Gene apt und adk, die eine Adenin-Phosphoryltransferase
bzw. Adenylat-Kinase kodieren, waren die einzigen, deren Proteine eine Funktion im Purin-

Stoffwechsel haben und unter dem Einfluss von Synercid” verstirkt exprimiert wurden.

Von den Genen, deren Proteine eine Rolle im Kohlenstoff-Metabolismus spielen, zeigten
SERP0216 (Hexulose-6-phosphat-Synthase), SERP0244 (Oxidoreduktase der aldo/keto-
Familie), SERP2083 (putative Sorbitol-Dehydrogenase), die alle induziert waren, sowie die
ppdK (Pyruvatphosphat-Kinase), welche gehemmt war, die am stirksten verdnderte
Expression im Vergleich zur Kontrollbedingung. Viele Gene dieser Gruppe kodieren
Proteine, welche direkt mit der Synthese oder Degradation von Pyruvat verbunden sind. Die
Gene, welche die Proteine PdhC und PdhD kodieren waren unter dem Einfluss von Synercid®
reprimiert (Ratio: 0,456 bzw. 0,495). Diese Proteine katalysieren die Synthese von Acetyl-
CoA aus Pyruvat. Aullerdem waren die Gene /dh und ppdK, die eine Lactat-Dehydrogenase
bzw. eine Phosphat-Dikinase kodieren, reprimiert. Das einzige Pyruvat-umwandelnde Enzym
dessen Gen unter Einfluss von Synercid” als induziert identifiziert werden konnte, war eine
Pyruvat-Oxidase. Diese wird von dem bisher noch nicht weiter charakterisierten Gen

SERP2115 kodiert und katalysiert die Synthese von Acetyl-Phosphat aus Pyruvat.
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Abb. 4.7: A) Schematische Darstellung des purED-Operons von S. epidermidis RP62A. Gene, die bei S.
epidermidis 567 als unterschiedlich exprimiert identifiziert wurden, sind rot markiert. Die Zahlen innerhalb der
ORFs sind die jeweiligen relativen Expressionswerte. B) Zentrale Stoffwechselschritte des Purin-Metabolismus
bei S. epidermidis. Die Pfeile markieren die Schritte, die von Enzymen katalysiert werden, deren Gene unter
Einfluss von Synercid® induziert (griin) oder reprimiert (rot) waren. Fiir die Gene, deren Proteine die durch

*

schwarze Pfeile dargestellten Schritte katalysieren, waren keine Expressionsdaten vorhanden. * markieren

Verbindungen zu anderen Stoffwechselwegen. Die Zahlen markieren die Gene des purED-Operons (A) sowie

die von deren Enzym katalysierten Schritte (B).

Die Gruppe der Aminosédure-Stoffwechsel-Gene besteht aus insgesamt 16 unterschiedlich
exprimierten Genen, von denen sieben induziert und neun reprimiert waren. Unter den
induzierten Genen befanden sich die Gene sdhA4 und sdhB (Ratio: 2,007 und 2,411). Beide
kodieren eine L-Serin-Dehydrogenase, die eine Gleichgewichtsreaktion zwischen Serin und

Pyruvat katalysiert. AuBBerdem konnten die Gene arcA (Ratio: 2,424) und arcB-1 (Ratio:
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2,282) als induziert identifiziert werden. Diese kodieren eine Arginin-Deaminase (arcA) und
eine Ornithin-Carbamoyltransferase (arcB-1), die beide an der Energiegewinnung aus Arginin

durch den Arginin-Deaminase-Stoffwechsel beteiligt sind.

Die unterschiedlich regulierten Gene, deren Proteine eine Rolle im Lipid-Stoffwechsel
spielen, kodieren fiir zwei Alkohol-Dehydrogenasen sowie eine Glycerol-Dehydrogenase

(gldA) und sind alle relativ stark induziert (Ratio: zwischen 2,4 und 3).

4.2.1.3. Hypothetische Gene

Es wurden 36 unter dem Einfluss von subinhibitorische Konzentrationen von Synercid®
unterschiedlich exprimierte Gene, die hypothetische Proteine kodieren, identifiziert. Um
Aufschluss iiber ihre mogliche Funktion zu bekommen, wurde mit Hilfe des BLAST-
Algorithmus nach Proteinen mit &hnlicher Sequenz gesucht (Anhang; Tab.7.2). Das am
starksten in seiner Expression verdnderte Gen war das Gen SERP0049 (Ratio: 9,204), dessen
Protein Homologien zu einem integralen Membranprotein von B. cereus aufweist. AuBerdem
war das Gen SERP2065 unter dem Einfluss von Synercid® induziert (Ratio: 2,097). Die
Datenbank Analysen haben gezeigt, dass SERP2065 ein noch nicht charakterisiertes Protein
mit einer RelA/SpoT-Domine und Ahnlichkeiten zu einer putativen GTP-Pyrophosphokinase
kodiert. Proteine mit einer RelA/SpoT-Doméne sind mdglicherweise sowohl bei der Synthese,
als auch bei dem Abbau von Guanosin-3",-5" Pyrophosphat (ppGpp) beteiligt. Dabei handelt
es sich um ein kleines Effektormolekiil, das eine wichtige Rolle bei der Regulation der
ribosomalen Proteinsynthese im Rahmen der Stringent response und beim Eintritt der
Bakterien in die stationdre Wachstumsphase spielt. Interessanterweise wird ppGpp im Purin-
Stoffwechselweg synthetisiert (25, 110, 133), der ebenfalls deutlich durch Synercid®
beeinflusst wird (vergleiche 4.2.1.2).

4.2.1.4. Transportsysteme

Mit Hilfe der Mikroarray-Experimente wurden 32 fiir Proteine von Transportsystemen
kodierende, und unter Synercid® im Vergleich zur Kontrollbedingung unterschiedlich
transkribierte Gene identifiziert. 13 dieser Proteine sind Teil von ABC-Transportsystemen.
Die Gene SERP0400 — SERP0403 kodieren fiir Proteine eines bei Staphylokokken noch nicht
niher charakterisierten Eisenkomplex-ABC-Transportsystems, das Ahnlichkeiten zu dem

putativen Siderophor-ABC-Transportsystem SstD aufweist (121). Ein weiteres, stark
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induziertes Transportsystem war das OpuC-System. Bei diesem bereits in B. subtilis und L.
monocytogenes beschriebenen System handelt es sich um einen Glycin-Betain-Transporter.
Des Weiteren konnte auch das Gen arcD als signifikant induziert (Ratio: 2,105) identifiziert
werden. Dieses kodiert einen Arginine-Ornithin-Antiporter, der Teil des bereits unter 4.1.3.2.

erwahnten Arginin-Deaminase-Stoffwechsels ist.

4.2.15. Genregulation

In dieser Gruppe befinden sich samtliche Gene, deren Proteine eine regulatorische Funktion
ausiiben. Insgesamt wurden acht dieser Gene unter dem Einfluss von Synercid® als
unterschiedlich exprimiert identifiziert, von denen bisher ausschlielich das Gen g/nR (Ratio:
0,360) genauer charakterisiert ist. Dieses kodiert den Regulator der Glutamin-Synthetase, der
deren Expression in Abhdngigkeit von der Stickstoffkonzentration reguliert (152). Bei allen
anderen beruht die Zuordnung in diese Gruppe ausschlieBlich auf Sequenzhomologien. Das
am stirksten induzierte Gen war das SERP2118 (Ratio: 3,67), das einen noch nicht weiter
charakterisierten Regulator der LysR-Familie kodiert. Die anderen Regulatoren konnten den

Cro/CI- und GntR-Familien zugeordnet werden.

4.2.1.6. Uberprifung der S. epidermidis Expressionsdaten mit Hilfe von gRT-
PCR

Mit Hilfe von qRT-PCR wurde die relative Expression einzelner Gene unter dem Einfluss von
Synercid® untersucht. Somit konnten zum einen die Daten der Mikroarray-Versuche tiberpriift
und zum anderen die Expression von Genen, von denen noch keine eindeutigen Daten
vorlagen, analysiert werden. Zur Isolierung der RNA wurde S. epidermidis 567, wie bereits
fir die Mikroarray Experimente, in B-Medium mit 0,06 pg/ml Synercid® bei 37°C bis zu
einer ODssopm von 1 angezogen. Die Durchfithrung der Experimente erfolgte wie unter 3.25
beschrieben. Die fiir die qRT-PCR verwendeten Oligonukleotide sind unter 3.1.10 (Tab. 3.2)
aufgelistet. Zur Bestimmung der relativen Expression der Gene sowie zur Normalisierung der
Daten wurde das Gen rrsA, das fiir eine 16S rRNA kodiert, verwendet. Die Ergebnisse der
qRT-PCR Analysen sind in Abbildung 4.8 dargestellt.
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Abb. 4.8: Uberpriifung der Mikroarray-Daten mit Hilfe von gRT-PCR. Im Graphen sind die Daten der qRT-
PCR und die entsprechenden Daten der Mikroarrays dargestellt. * markiert Gene fiir die keine

Mikroarraydaten vorhanden waren.

Ubereinstimmend mit den Mikroarray-Experimenten, konnte mit Hilfe der qRT-PCR fiir die
Gene rpld, rpsD, argB, purQ und SERP2065 eine unter Einfluss von Synercid® induzierte
und fiir die Gene opuCA, yycG sowie yycH eine reprimierte Expression gemessen werden. Die
Auswahl dieser Gene erfolgte zufdllig, allerdings wurde darauf geachtet, dass Gene aus
unterschiedlichen funktionalen Gruppen vertreten waren. Des Weiteren konnte fiir die Gene,
purR, SERP2246 (arcR) sowie die RNAIII, fiir die keine Mikroarray-Daten vorlagen, eine
Induktion der Expression unter dem Einfluss des Antibiotikums, nachgewiesen werden. Fiir
yycF, von dem ebenfalls keine Daten vorhanden waren, wurde gezeigt, dass dieses unter dem
Einfluss von Synercid® deutlich reprimiert ist. Von diesen Genen war bereits bekannt, dass
sie entweder von einem oder mehreren der als unterschiedlich reguliert identifizierten Gene in

threr Expression beeinflusst werden, beziehungsweise diese selbst beeinflussen.
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Bei den Genen des ica-Operons war die Bestimmung der relativen Expression, mit Hilfe der
qRT-PCR nicht moglich, da von den cDNA-Proben von RNA die unter nicht induzierenden
Bedingungen isoliert wurde, kein nachweisbares PCR-Produkt gewonnen werden konnte. Da
allerdings ausschlieBlich mit RNA aus Bakterien, die in Anwesenheit von Synercid”
angezogen wurden, ein Produkt amplifiziert werden konnte, kann man darauf schlieen, dass

die ica-Gene unter dem Einfluss des Antibiotikums induziert waren.

4.2.2. Transkriptionsanalysen bei S. aureus

Fiir die Transkriptionsanalysen bei S. aureus MA12 wurden 5 unabhingige Mikroarray-
Hybridisierungen, exakt wie bei S. epidermidis 567 (sieche 4.2.1), durchgefiihrt. Das

experimentelle Vorgehen ist in Tabelle 4.3 dargestellt.

cDNA-Sonden Array #1 Array #2 Array #3 Array #4 Array #5
Cy3 (532nm) Synercid Kontrolle Synercid Kontrolle Kontrolle
Cy5 (635nm) Kontrolle Synercid Kontrolle Synercid Synercid

Tab. 4.3: Zusammenfassung des experimentellen Versuchsaufbau zu Analyse des Einflusses von Synercid® auf
das Transkriptom von S. aureus MA12. Es wurden fiinf verschiedene Hybridisierungen durchgefiihrt. Jede

Hybridisierung stellt ein unabhéngiges biologisches Experiment dar.

Die Qualitdt der Hybridisierungen wurde, wie bereits unter 4.3.1. beschrieben, anhand der
detektierbaren Spots ermittelt. In Tabelle 4.4. ist die Anzahl der detektierbaren Features pro
Hybridisierung zusammengefasst. Die besten Ergebnisse wurden mit den Arrays #1, #2 und
#4 erzielt. Bei diesen konnten zwischen 80% und 91% der Features detektiert werden. Bei
Array #3 wurde nur ein unzureichendes Hybridisierunsergebniss mit circa 65% detektierbaren

Features, erzielt. Dieser wurde bei den weiteren Analysen nicht beriicksichtigt.

cDNA- Array #1 Array #2 Array #3 Array #4 Array #5
Sonden detektierte detektierte detektierte detektierte detektierte
onde Features Features Features Features Features

Cy3 2176 81,7% 2469  92,6% 1777  66,7% 2511 94,2% 2133 80,0%
Cy5 2287  85,8% 2504  94,0% 2339  87,8% 2393 89,8% 1855  69,6%
Beide 2150  80,7% 2437 914% 1741 65,3% 2387  89,6% 1768  66,3%

Tab. 4.4: Anzahl der detektierbaren Spots pro Hybridisierung. Die Reihen zeigen an, in welchem Kanal ein
Signal gemessen werden konnte. In den Spalten sind die Gesamtzahlen sowie Prozente der detektierbaren

Features aufgelistet.
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Durch Analyse der Array-Daten konnten insgesamt 488 (20,7%) unterschiedlich regulierte
Gene identifiziert werden. Allerdings wurden wegen der zum Teil grofen Unterschiede
zwischen den Arrays grofle Varianzen der Expressionsdaten akzeptiert, wenn diese dieselbe
Tendenz (induziert oder reprimiert) zeigten. 118 (5,02%) der Gene waren unter dem Einfluss
von Synercid” in ihrer Expression induziert und 370 (15,7%) reprimiert. In Abbildung 4.9
wurden alle signifikant unterschiedlich regulierten Gene nach ihrer Funktion in Gruppen
unterteilt. Die weitaus groite Gruppe bildeten die hypothetischen Gene (n=268). Die
funktionalen Gruppen mit den meisten unterschiedlich regulierten Genen, waren die der
Translation (n=40), Aminosdure-Metabolismus (n=31), Transportsysteme (n=30) sowie
Nukleotid- (n=28) und Kohlenstoff-Metabolismus (n=27). 31 Gene, die entweder keiner
Gruppe eindeutig zugeteilt werden konnten oder deren Kategorien nur einzelne Gene
enthielten, wurden in der Gruppe ,,Andere” zusammengefasst. Sdmtliche Daten sind im

Anhang (Tab.7.4) aufgelistet.

422.1. Translation

In dieser Gruppe sind alle Gene zusammengefasst die unter dem Einfluss von Synercid®
unterschiedlich reguliert waren und Proteine des Translationsapparates kodieren. Es befinden
sich insgesamt 40 Gene in dieser Gruppe. Diese kodieren 35 ribosomale Proteine, zwei
Elongationsfaktoren, einen Initiationsfaktor, sowie ein DNA-Bindeprotein und einen
Ribosomen-Recycling-Faktor. All diese Gene waren in S. aureus MA12 unter Einfluss von

Synercid® signifikant induziert (Ratio: 2,02 bis 4,99).
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Abb. 4.9: Funktionale Gruppen von Genen die, unter dem Einfluss subinhibitorischer Synercid®-
Konzentrationen bei S. aureus MA12 unterschiedlich exprimiert waren. Die Balken zeigen die Anzahl der Gene

pro Gruppe an. Die Zahlen geben die Gesamtzahl der Gene pro Gruppe an.

4.2.2.2. Metabolismus

21,3 % aller in S. aureus MA12 unter dem Einfluss von Synercid” unterschiedlich regulierter
Gene kodieren Proteine mit einer Funktion im Stoffwechsel. Es waren vor allem Gene, deren
Enzyme eine Rolle im Aminosiure-, Nukleotid-, Kohlenstoff- sowie Energie- und Lipid-
Stoffwechsel spielen, betroffen. Insgesamt waren ~1,4% der Gene dieser Gruppe unter dem

Einfluss von Synercid® stirker und 98,6% schwicher exprimiert.

28 Gene des Nukleotid-Stoffwechsels wurden unter dem Einfluss von Synercid®
unterschiedlich exprimiert. Von diesen waren die Gene adk, ctrA und ndk die einzigen, die
induziert waren. Als reprimiert wurden 8 der insgesamt 11 Gene des purED-Operons

(vergleiche Abb. 4.5), deren Enzyme die Synthese von IMP aus PRPP im Purin-Stoffwechsel
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katalysieren, gefunden. Ebenfalls reprimiert waren die Gene pyrAA, pyrAB, pyrB, pyrC, pyrE
und pyrF, die auf dem Genom von S. aureus N315 innerhalb eines 12 Gene umfassenden
Genclusters lokalisiert sind (Abb. 4.10). Die Pyr-Proteine katalysieren im Pyrimidin-
Stoffwechsel die Synthese von UMP aus L-Glutamin. Des Weiteren waren auch die Gene
ured, ureB, ureC, sowie ureF und ureG unter dem Einfluss von Synercid® reprimiert. Deren

Proteine sind am Abbau von Harnstoff zu CO, und NHj beteiligt.

Von den verschiedenen Stoffwechselwegen des Aminosdure-Metabolismus waren
hauptsdchlich Gene der Lysin-Biosynthese, des Histidin-, sowie Arginine-Prolin-
Metabolismus und der Valin-Leucin-Isoleucin-Biosynthese unter dem Einfluss von Synercid®
unterschiedlich reguliert. Die einzigen Gene mit induzierter Expression waren das d/t4 (Ratio:
3,994), das eine Ligase kodiert welche die Umwandlung von D-Alanin in D-Alanyl-
Polyribitolphosphat katalysiert, und das pfs (Ratio: 2,852). Dieses kodiert eine Nukleosidase,
welche die Synthese von Adenin aus 5-Methylthioadenosin im Arginine-Prolin-Metabolismus
katalysiert. Gene, die unter Synercid® abgeschwicht exprimiert waren und Enzyme des
Arginine-Prolin-Metabolismus kodieren waren das arcA (Ratio: 0,355), dessen Enzym die
Synthese von Citrullin aus Arginin katalysiert, sowie roc4 (Ratio: 0,154) und rocD (Ratio:
0,257). Die Proteine der Gene rocA und rocD, eine 1-Pyrrolin-5-Carboxylat Dehydrogenase
und eine Ornithin-Aminotransferase, katalysieren eine Gleichgewichtsreaktion zwischen L-
Glutamat (Glutamat-Metabolismus) und Ornithin, das dann wiederum {iber den
Harnstoffzyklus zu Citrullin umgewandelt werden kann. Die Gene ilvB, ilvC sowie das ilvD
kodieren Enzyme, welche die Synthese von L-Valin und L-Isoleucin aus Pyruvat (Pyruvat-

Metabolismus) und 2-Oxobutanoat (Glycin-Serin-Threonin-Metabolismus) katalysieren.
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Abb. 4.10: A) Schematische Darstellung des pyr-Operons von S. aureus. Gene, die als unterschiedlich
exprimiert identifiziert wurden, sind rot markiert. Die Zahlen innerhalb der ORFs sind die jeweiligen relativen
Expressionswerte. B) Zentrale Stoffwechselschritte des Pyrimidin-Metabolismus bei S. epidermidis. Die Pfeile
markieren die Schritte, die von Enzymen katalysiert werden, deren Gene unter Einfluss von Synercid” induziert
(griin) oder reprimiert (rot) waren. Fiir die Gene, deren Proteine die durch schwarze Pfeile dargestellten Schritte
katalysieren, waren keine Expressionsdaten vorhanden. * markieren Verbindungen zu anderen

Stoffwechselwegen.

Von unterschiedlich exprimierten Gene, deren Proteine am Kohlenstoff-Metabolismus
beteiligt sind, waren nur das gap (Ratio: 2,730) und das pgk (Ratio: 2,196) unter dem Einfluss
von Synercid® induziert. Deren Proteine katalysieren die Gleichgewichtsreaktionen zwischen
Glyceraldehyd-3-Phosphat und Glycerat-3-Phosphat in der Glykolyse. Vom Galaktose-
Metabolismus waren die Gene lacA, lacB, lacC, lacD und lacG reprimiert. Deren Proteine

katalysieren die Synthese von Laktose-6-Phosphat aus D-Glyceraldehyd-3-Phosphat und
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Dihydroxyaceton-Phosphat. AuBBerdem konnten noch Gene als reprimiert identifiziert werden,
deren Proteine Funktionen im Pyruvat-Metabolismus (pckA, acsA, IctE, ddh) sowie des TCA-
Zyklus (citB, citG) haben.

Von den Genen, deren Proteine eine Rolle im Energie-Stoffwechsel spielen, waren lediglich
die Gene atpC, atpD und atpE unter dem Einfluss von Synercid® verstirkt exprimiert (Ratio:
2,280 — 2,617). Diese kodieren Untereinheiten einer ATP-Synthetase. Sdmtliche anderen
Gene dieser Kategorie kodierten entweder Untereinheiten einer Nitrat- (narG, narH, narl,
narK) oder einer Nitrit-Redukatse (nasD, nasE, nasF), die im Stickstoff-Metabolismus
gemeinsam mit anderen Enzymen bei der Umwandlung von Nitrat zu L-Glutamat beteiligt

sind (Abb. 4.11.).

A
CUTRRL RN AT URT ST
W Y PNtV

v v

*

Nitrat > Nitrit > NH; —> L-Glutamin—> L-Glutamat

// T L-Aspartat

Carbamy}P Glycin L-Asparagin
Aminosduren
* Glutamat Metabolismus ** Harnstoff Zyklus

Abb. 4.11: A) Schematische Darstellung des nir/nas-Genclusters von S. aureus. Gene, die als unterschiedlich
exprimiert identifiziert wurden, sind rot markiert. Die Zahlen innerhalb der ORFs sind die jeweiligen relativen
Expressionswerte. B) Zentrale Stoffwechselschritte des Stickstoff-Metabolismus bei S. epidermidis. Die Pfeile
markieren die Schritte, die von Enzymen katalysiert werden, deren Gene unter Einfluss von Synercid” induziert
(griin) oder reprimiert (rot) waren. Fiir die Gene, deren Proteine die durch schwarze Pfeile dargestellten Schritte
katalysieren, waren keine Expressionsdaten vorhanden. * markieren Verbindungen zu anderen

Stoffwechselwegen.
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Es waren 7 Gene, deren Proteine eine Rolle im Fettsdure-Stoffwechsel spielen, unter dem
Einfluss von Synercid® unterschiedlich exprimiert. Die Gene der Proteine AccC, FabD, FabG
sowie PlsX, die gemeinsam Fettsduren aus Acetyl-CoA synthetisieren, waren alle ungefahr
gleichstark induziert (Ratio: circa 2,3). Wohingegen die Gene (geh, lip und SA0223) deren
Proteine am Abbau von Fettsiduren beteiligt sind, unter dem Einfluss von Synercid® leicht

reprimiert waren (Ratio: 0,328 - 0,495).

4.2.2.3. Oberflachenproteine und Zellwandsynthese

Mit Hilfe der Mikroarray-Experimente konnten 18 Gene, die Zellwandproteine oder Faktoren
der Zellwandsynthese kodieren, als unter Synercid® unterschiedlich reguliert identifiziert
werden. In dieser Gruppe waren auBBer den Genen c/fB und fagA noch insgesamt 14 Gene, die
Kapselproteine kodieren, unter Synercid® reprimiert. AuBerdem konnten die Gene fisH, das
einen Zellteilungsfaktor kodiert und pep2, welches das Penicillin-Bindeprotein 2 kodiert, in S.

aureus MA12 als induziert identifiziert werden.

4.2.2.4. Genregulation

In dieser Gruppe wurden sidmtliche Gene zusammengefasst, deren Proteine eine
regulatorische Funktion ausiiben. Es konnten insgesamt 8 dieser Gene als unterschiedlich
reguliert identifiziert werden. Vier von diesen Genen, sind Regulatoren von Stoffwechsel
Genen (lacR, gapR, gntR und malR). LacR, der Repressor des Lactose-Operons
(lacABCDFEG), von dem einige Gene unter dem Einfluss von Synercid als reprimiert
identifiziert wurden (vergleiche 4.2.2.2), war unter dem Einfluss von Synercid® induziert.
Ebenfalls induziert war das Gen gapR, das den Aktivator von gap darstellt. Damit
ibereinstimmend wurde dieses, welches die Glyceraldehyde-3-Phosphat Dehydrogenase Gap
kodiert, als induziert identifiziert (vergleiche 4.2.2.2). Im Gegensatz dazu war das Gen gntR,
das den Repressor des Glukonat-Oprons kodiert, sowie das malR, welches den Repressor des

Maltose-Operons kodiert, unter dem Einfluss von Synercid® reprimiert.

Des Weiteren waren Gene, deren Produkte Teil des bei Staphylokokken sehr komplexen,
globalen Regulationsnetzwerkes sind, unter dem Einfluss von Synercid® unterschiedlich
reguliert. Dabei handelt es sich um die SarA-homologen Gene sarH1 (sarS), sarH2 (sarT)

und sarH3 (sarU), sowie den Toxin-Repressor rot, die unter dem Einfluss von Synercid®
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reprimiert waren. Wegen zu grofler Varianzen der einzelnen Arraydaten von SarA und der

agr-Gene, konnte ihre relative Expression nicht bestimmt werden.

42.25. ,,Andere*

Hier wurden alle Gene zusammengefasst, die entweder keiner Gruppe eindeutig zugeteilt
werden konnten, oder deren Kategorien nur einzelne Gene enthielten. Dabei handelt es sich
um Gene der Biotin-Synthese (bioA, bioB, bioD) und Gene, die die RNA-Polymerase-
Untereinheiten (rpoA, rpoB, rpoC) kodieren, sowie die Gene fiir das Antigen (isa4) und die
Hamolysine (higB, higC). In dieser Gruppe sind ebenfalls die als reprimiert identifizierten
Gene icad (Ratio: 0,319) und icaC (Ratio: 0,486) des ica-Operons enthalten. Diese Daten
stimmen, auch wenn fiir die restlichen Gene des Operons keine eindeutigen Daten durch die
Mikroarray-Experimente gewonnen werden konnten, mit den Erwartungen aus den

Biofilmtest (vergleiche 4.1.3) iiberein.

4.2.2.6. Uberpriifen der S. aureus Expressionsdaten mit Hilfe von gRT-PCR

Mit Hilfe der qRT-PCR sollten die MikroarrayDaten iiberpriift werden. Zur Isolierung der
RNA wurde S. aureus MA12, wie bereits flir die Mikroarray Experimente, in B-Medium mit
60 ng/ml Synercid® bei 37°C bis zu einer ODsspnm von 1 angezogen. Die Durchfiihrung der
Experimente erfolgte wie unter 3.25 beschrieben. Die fiir die qRT-PCR verwendeten
Oligonukleotide sind unter 3.1.10 (Tabelle 3.3) aufgelistet. Zur Bestimmung der relativen
Expression der Gene sowie zur Normalisierung der Daten wurde die Gene sr74 und srrB, die
beide eine 16S rRNA kodieren sowie gyrd, das die Gyrase-Untereinheit A kodiert,

verwendet.

Insgesamt konnten mit fasst allen verwendeten Oligonukleotiden erfolgreiche qRT-PCR
Reaktionen durchgefiihrt werden. Allerdings wurde beim Vergleich von qRT-PCRs, die mit
cDNA aus unterschiedlicher RNA durchgefiihrt wurden, festgestellt dass die relative
Expression der untersuchten Gene starke Unterschiede in ihrer Stirke und zum Teil auch ihrer
Tendenz (stirker bzw. schwécher exprimiert als unter Kontrollbedingungen) aufwiesen. Trotz
mehrfacher Kontrollen der Wachstumsbedingungen sowie Uberpriifung der Bakterienkultur
auf Kontaminationen konnte das Problem nicht gelost werden. Es war daher nicht moglich
mit Hilfe der qRT-PCR verwertbare Expressionsdaten, die mit denen der Mikroarray-

Experimente hitten verglichen werden konnen, zu gewinnen.
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Es muss daher betont werden, dass die Array-Daten mit Hilfe der durchgefiihrten qRT-PCRs
bisher nicht bestétigt werden konnten. Es wurden aber, wie bereits bei den Arrays, sehr starke
Schwankungen beziiglich der Expression der Gene unter dem Einfluss von Synercid® im
Vergleich zu den Kontrollen festgestellt. Phanotypische Beobachtungen hinsichtlich der
Koloniemorphologie, des Wachstumsverhaltens und der Biofilmbildung zeigten im Verlauf
dieser Arbeit, dass der Stamm S. aureus MA12 auch bei diesen Parametern eine erhebliche
Variabilitit und Schwankungsbreite aufwies. Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass es sich

bei S. aureus MA12 moglicherweise um einen Mutatorstamm handelt (sieche Abschnitt 4.4.).

4.2.3. Zusammenfassung 4.2

Die Transkriptomanalysen haben gezeigt, dass subinhibitorische Synercid®-Konzentrationen:

1. das Transkriptom sowohl bei S. epidermidis 567 als auch bei S. aureus MA12

stark beeinflussen.

2. sowohl bei S. epidermidis 567 als auch bei S. aureus MA12 neben einer Reihe von
Gene vor allem solche, die Proteine der Translation kodieren induzieren und
solche, welche Enzyme des Nukleotid- und Kohlenstoff-Metabolismus kodieren,

reprimieren.
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4.3. Nukleotid-Stoffwechsel und seine Rolle bei der Biofilmbildung
von Staphylokokken

Die Transkriptionsanalysen bei S. epidermidis wie auch bei S. aureus legen einen starken
Einfluss von Synercid® auf den Nukleotid-Stoffwechsel nahe. So kann man zum Beispiel,
anhand der beobachteten Repression des purED-Operons auf eine erhohte Konzentration von
Zwischenprodukten des Purin-Stoffwechsels schlieBen, da diese fiir die Aktivierung des PurR,
dem Repressor des Operons, eine Rolle spielt. Es wurde daher untersucht ob, die Anwesenheit
von extrazelluliren Nukleotiden einen &hnlichen Einfluss auf die Biofilmbildung von S.

epidermidis und S. aureus wie Synercid® ausiibt.

Des Weiteren wurde bei S. epidermidis eine induzierte Expression des Gens SERP2065, das
eine GTP-Pyrophosphatase mit einer RelA/SpoT-Domine kodiert, unter dem Einfluss von
Synercid® festgestellt. Diese Domine ist charakteristisch fiir Proteine, welche die Synthese
und/oder den Abbau von ppGpp katalysieren. Durch Messen der intrazelluldren ppGpp-
Konzentration sollte ein moglicher Einfluss der verstirkten Expression von SERP2065 auf die
Konzentration des Signalmolekiils untersucht werden. AuBlerdem sollte durch die
Bestimmung der GTP-Konzentration festgestellt werden, ob eine Verdnderung der ppGpp-
Konzentration die Konzentration anderer Zwischenprodukte des Purin-Stoffwechsels

verandert wird.

4.3.1. Einfluss von extrazellularen Nukleotiden auf die Biofilmbildung von
Staphylokokken

Um den Effekt von extrazelluldren Nukleotiden auf die Biofilmbildung bei S. epidermidis 567
und S. aureus MA12 zu analysieren, wurden Biofilmtests mit Polystyren-Mikrotiterplatten
durchgefiihrt. Dabei wurde die Biofilmbildung der Bakterien in TSB-Medium und unter
Einfluss verschiedener Konzentrationen von lonisinmonophosphat, Guanosinmonophosphat

sowie Cytosinmonophosphat untersucht.

In Abbildung 4.12 ist die relative Biofilmbildung von S. epidermidis 567 unter Einfluss der
Nukleotide im Vergleich zur Biofilmbildung in TSB dargestellt. Die Analysen ergaben, dass
S. epidermidis 567 unter Anwesenheit von extrazellulirem Ionisinmonophosphat (IMP),

Guanosinmonophosphat (GMP) und Cytosinmonophosphat (CMP) einen verstarkten Biofilm
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bildet. Allerdings wurde unter Einfluss von CMP Konzentrationen von iiber 3 mM keine
induzierte Biofilmbildung mehr beobachtet. Die stirkste Induktion der Biofilmbildung war
unter dem Einfluss von 3 bzw. 5 mM IMP zu beobachten (Ratio ~1,29).

140 Abb. 4.12: Relative Biofilmbildung
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0 , ‘ ‘ , ‘ ‘ ,
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Im Gegensatz zu S. epidermidis 567 konnte bei S. aureus MA12 ausschlieBlich unter dem
Einfluss von extrazellulirem CMP eine leicht verstirkte Biofilmbildung beobachtet werden
(Abb. 4.13). Unter dem Einfluss von IMP und GMP war kein signifikanter Unterschied zur

Biofilmbildung in TSB zu erkennen.
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4.3.2. Einfluss von Synercid® auf die Konzentration von intrazellularem

Guanosin-3'-5"-bisphosphat und Guanosintriphosphat (GTP)

Um die intrazelluldre Konzentration des ppGpp sowie des GTP zu bestimmen wurden, in
Kooperation mit Tanja Schirmeister und Markus Schiller (Institut fiir Pharmazie, Universitét
Wiirzburg) wie unter 3.2.20 beschrieben, HPLC-Analysen durchgefiihrt. Daflir wurden S.
epidermidis 567 und S. aureus MA12 in B™-Medium ohne und mit 60 ng/ml Synercid® bis zu
einer ODssonm von ~1,0 angezogen. Die intrazelluldren Nukleotide wurden, wie unter 3.2.20
beschrieben, aus den Bakterien isoliert. In Abbildung 4.14 sind die Chromatogramme und

UV-Spektren der Proben von S. epidermidis 567 dargestellt.
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Abb. 4.14: Chromatogramm der intrazelluldren Nukleotide von S. epidermidis 567 in A) B-Medium und C)
B-Medium + 60 ng/ml Synercid® und das UV Spektrum des ppGpp Peaks von S. epidermidis 567 in B) B-
Medium und D) B-Medium + 60 ng/ml Synercid®.
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Die ppGpp-Konzentration der Proben wurde mit Hilfe zweier Standard-Verdiinnungen (1mM;
10uM) bestimmt. Die mit Hilfe der jeweiligen Peak-Integration berechneten Konzentrationen
sind in Abbildung 4.15 dargestellt. Die Daten zeigen, dass die ppGpp-Konzentration in S.
epidermidis und S. aureus unter dem Einfluss von Synercid® im Vergleich zu den
Standardbedingungen, deutlich reduziert war. In S. epidermidis 567 wurden Konzentrationen
von ~235 nmol mg" Trockenzellgewicht (dew) unter Standardbedingungen und ~146 nmol
mg" dew unter dem Einfluss von Synercid® gemessen. Somit ist die Konzentration in S.
epidermidis 567 unter dem Einfluss von Synercid® um circa 38% reduziert. Die bei S. aureus
MA 12 bestimmten Konzentrationen lagen bei ~261 nmol mg™' dew (Standardbedingung) und
~64 nmol mg"' dew. Dies entspricht einer, um circa 74% reduzierten ppGpp-Konzentration

unter dem Einfluss von Synercid”.

300 Abb. 4.15: Intrazellulare ppGpp-
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Aus technischen Griinden konnten die GTP-Konzentrationen nicht bestimmt werden, daher
wurden hier die durch Integration der Peaks bestimmten relativen Werte miteinander
verglichen. Die GTP-Konzentration der Proben aus Bakterien, die ohne Synercid” angezogen

wurden, ist in Abbildung 4.16 als 100% angegeben.
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180 Abb. 4.16: Relative Konzentration von
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Wie die Daten zeigen, ist die Konzentration von GTP in S. epidermidis 567 unter dem
Einfluss von Synercid® im Vergleich zur Standardbedingung um ~50% erhéht. Im Gegensatz
dazu wurde in S. aureus MA12 unter dem Einfluss des Antibiotikums eine im Vergleich zur

Standardbedingung um circa 48% reduzierte Konzentration von intrazellulirem GTP

gemessen.

4.3.3. Zusammenfassung 4.4

Die Untersuchungen haben ergeben, dass:

1. S. epidermidis 567 unter dem Einfluss von extrazellularem IMP, GMP und

CMP einen verstarkten Biofilm bildet.

2. Die Biofilmbildung von S. aureus MAI12 unter dem Einfluss von
extrazellularem IMP, GMP und CMP nicht beeinflusst wird.

3. sowohl bei S. epidermidis 567 als auch S. aureus MA12, unter dem Einfluss

von 60 ng/ml Synercid®, die Konzentration von intrazellularem ppGpp
reduziert ist.

4. bei S. epidermidis 567, unter dem Einfluss von 60 ng/ml Synercid®, die
Konzentration von intrazellularem GTP stark erhoht ist. Wohingegen bei S.

aureus MA12 eine reduzierte Konzentration gemessen wurde.
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4.4, Analyse der Frequenz von Punktmutationen bei S. aureus MA12

Da die mit dem S. aureus MA12 durchgefiihrten Transkriptionsanalysen auffillig grof3e
Unterschiede in der Genexpression gezeigt haben, wurde vermutet, dass es sich dabei

moglicherweise um einen Stamm mit erhdhter Mutationsfrequenz handelt.

Um die Frequenz von Punktmutationen bei S. aureus MA12 zu bestimmen, wurde als Maf3
die Enstehung von Rifampicin-resistenten Klonen herangezogen, die auf Spontanmutationen
im rpoB-Gen beruht, das fiir die RNA-Polymerase kodiert. Dazu wurden, wie unter 3.5
beschrieben, Verdiinnungen von Ubernachtkulturen auf MH-Agarplatten mit und ohne
Rifampicin ausplattiert. Diese wurden bei 37°C fiir 24 bzw. 48 Stunden inkubiert und
anschlieBend die Anzahl der Rifampicin-resistenten Kolonien bestimmt. Der Versuch wurde
achtmal durchgefiihrt, wobei S. aureus MA12 aus zwei verschiedenen Stammsammlungen

(AG Ziebuhr und AG Ohlsen) verwendet wurde.

Weder bei Bakterien die in LB-Medium noch bei denen, die in Anwesenheit von Synercid®
angezogen wurden, konnte nach 24-stiindiger Inkubation eine erhohte Mutationsfrequenz
bestimmt werden (6,5 x 10 bis 2,9 x 10™). Erst nach weiterer Inkubation fiir 24 Stunden war
eine ungewohnlich groBBe Anzahl resistenter Klone bei zwei (LB-Medium) bzw. einem (LB +
Synercid®™) der Tests zu beobachten. Das Bestimmen der Frequenz ergab Werte von 5,3 x 107
bis 7,6 x 10™. Da die Klone sich stark in GréBe und Morphologie der Kolonien unterschieden
(Abb. 4.17), wurde zunichst eine Kontamination der Platten vermutet. Mit Hilfe des API-

Staph-Systems konnte dies allerdings eindeutig ausgeschlossen werden.

Um auszuschlieBen, dass das Auftreten der Klone nach zwei Tagen mdglicherweise durch
einen einsetzenden Abbau des Antibiotikums bedingt war, wurden die Versuche mit
antibiotikumhaltigen Agarplatten wiederholt, die ohne Inokulum bereits fiir 42 h bei 37°C
vorinkubiert waren. Diese Kontrollen ergaben keine Unterschiede zum oben beschriebenen
Versuch, so dass die groBere Anzahl der beobachteten Klone nicht auf den Abbau des

Antibiotikums zuriuckzufiihren war.
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| Abb. 4.17: Kolonien von S. aureus MA12 nach 48
h Inkubation bei 37°C auf MH-Agarplatten mit 10

pg/ml Rifampicin. Die mit * gekennzeichnete

Kolonie war bereits nach 24 h erkennbar.

Da die Rifampicin-Resistenz auf Punktmutationen in dem Gen rpoB, das eine RNA-
Polymerase kodiert, beruht (182), wurde das rpoB-Gen von sechs Rifampicin-resistenten
Klonen sequenziert. Interessanterweise konnten keine Sequenzunterschiede zu den
Ausgangsstimmen festgestellt werden. Zusitzlich wurden die Gene rsbU, tpi sowie mutS
sequenziert. Bei dem Gen #pi handelt es sich um ein housekeeping Gen, das zum Bestimmen
von Verwandtschaftsgraden zwischen einzelnen Staimmen verwendet wird und {iber hoch
konservierte Sequenzen verfiigt. »shU ist ein Regualtorgen des alternativen Sigmafaktors
SigmaB und fiir spontane Mutationen bekannt (93, 184). Das Gen mutS kodiert das DNA
mismatch repair protein MutS das eine wichtige Rolle fiir das DNA Reparatursystems spielt.
Diese Gen wurde sequenziert, da Mutationen in diesem Gen zu einer Inaktivierung des
Proteins und somit einer erhohten Frequenz an Mutationen im Genom fiithren kdnnten. Wie
bereits bei der Sequenz des Gens rpoB, konnte auch bei diesen Genen keine Punktmutation

identifiziert werden.
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4.4.1. Zusammenfassung 4.3

Die Analyse der Frequenz von Punkmutationen bei S. aureus MA12 hat ergeben, dass:

1. nach Inkubation der Bakterien auf Rifampicin-haltigen Agarplatten fur 24 h
nur eine geringe Mutationsfrequenz (6,5 x 10® bis 2,9 x 10®), allerdings nach
einer Inkubation fiir 48h eine stark erhdhte Frequenz (5,3 x 10” bis 7,6 x 10?) zu

beobachten war.

2. Rifampicin-resistente Kolonien sich stark in GréBe und Morphologie

unterscheiden.

3. Synercid® keinen nachweisbaren Effekt auf die Mutationsfrequenz bei S. aureus

ausubt.

4. in den sequenzierten Genen (rpoB; rsbU, tpi, mutS) konnten keine Unterschiede
zwischen den Rifampicin-resistenten Klonen und dem Ausgangsstamm

festgestellt werden.
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4.5. Charakterisierung des ArcR-Regulons von S. aureus

Staphylokokken sind fakultativ anaerobe Bakterien, die in Abwesenheit von Sauerstoff
entweder durch Fermentation oder durch die Verwendung eines alternativen terminalen
Elektronenakzeptors wachsen konnen (123). Thre Fiahigkeit, sich sehr schnell an extreme
Verdnderungen der Sauerstoffkonzentration anzupassen, ldsst vermuten, dass sie iiber einen
oder mehrere Sensoren verfiigen, welche die Genexpression in Abhdngigkeit zum
Sauerstoffangebot regulieren (117). Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass E. coli, P.
aeruginosa und B. subtilis tiber Proteine der FNR/CRP-Proteinfamilie verfiigen, die beim
Umstellen von aeroben auf anaerobe Bedingungen eine wichtige regulatorische Rolle spielen.
Sie fungieren sowohl als Sensoren fiir eine Vielzahl unterschiedlichster Faktoren, als auch als
globale Expressionsregulatoren (91). J. Makhlin et al. konnten kiirzlich bei Staphylokokken
ein Gen identifizieren, welches flir ein putatives CRP/FNR &hnliches Protein kodiert (112).
Dieses als ArcR bezeichnete Protein stellt einen ein Transkriptionsaktivator des arcABDCR-
Operons dar (112). Als moglicher Sauerstoffsensor und gleichzeitiger Regulator konnte ArcR
auch bei der Biofilmbildung eine Rolle spielen, zumal bekannt ist, dass Sauerstoffmangel die
Biofilmbildung bei Staphylokokken induzieren kann (31). Des Weiteren wurde durch die
Transkriptionsanalysen bei S. epidermidis und S. aureus gezeigt, dass Gene des arcABDCR-
Operons, unter dem Einfluss von Synercid®, also Biofilm induzierenden bzw. reprimierenden

Bedingungen, unterschiedlich exprimiert sind (vergleiche 4.3).

Um die Rolle von ArcR in S. aureus genauer zu charakterisieren, wurde zunéchst die arcR-
Deletion von S. aureus SH-1000 in S. aureus COL mit Hilfe des Phagens 85 transduziert
(vergleiche 2.14). Dieser Stamm wurde gewihlt, da er nach heutigem Kenntnisstand, im
Gegensatz zu SH-1000, iiber alle wichtigen Regulatoren verfiigt, und des Weiteren schon
hiufiger fiir Transkriptom und Proteomanalysen verwendet wurde. Wie in Abbildung 4.18
dargestellt, konnte durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden fiir arcR und die
Kanamycin-Kassette (Tab.3.4) die korrekte Insertion der arcR-Deletion nachgewiesen

werden.
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Abb. 4.18: Kontroll-PCR der S. aureus COL

AarcR Deletionsmutante.

4.5.1. Wachstumsanalysen

Um die Funktion von ArcR in S. aureus COL zu untersuchen, wurden Wachstumsanalysen in
Fliissig- als auch auf Festmedien durchgefiihrt. Zunédchst wurde das Wachstum von S. aureus
COL Wildtyp (WT) mit dem der arcR-Mutante in TSB*-Medium + 0,25% Glukose bei 37°C
unter aeroben und anaeroben Bedingungen analysiert. Wie in den Abbildungen 4.19
dargestellt, war weder unter anaeroben noch aeroben Bedingungen ein Unterschied zwischen
WT und Mutante beziiglich Wachstumsgeschwindigkeit und maximal erreichter Zelldichte zu
erkennen. Unter aeroben Bedingungen wuchsen sowohl der WT als auch die Mutante mit
einer Generationszeit von ~ 40 min und erreichten eine maximale ODssonm, von 8 — 8,5. Unter
anaeroben Wachstumsbedingungen wuchsen die Bakterien bedeutend langsamer

(Generationszeit ~70 min) und erreichten eine maximale ODssonm von ~ 2.
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Abb. 4.19: Wachstumskurve von S. aureus COL Wildtyp und arcR-Mutante in TSB* Medium + 0,25% Glukose

bei 37°C unter A) aeroben und B) anaeroben Bedingungen.
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Wie bereits erwédhnt, handelt es sich bei ArcR um den Transkriptionsaktivator des
arcABDCR-Operons von S. aureus. Dieses Operon kodiert alle fiir den Arginin-Deaminase-
Stoffwechsel nétigen Proteine, der das Umwandeln von Arginin in ATP, Ornithin, Ammoniak
und CO; ermoglicht (108). Um festzustellen, ob die S. aureus COL arcR-Mutante in Medium,
in dem Arginin die Hauptenergiequelle darstellt, ein Wachstumsdefizit gegeniiber dem WT
aufweist, wurden erneut Analysen in Fliissigmedium durchgefiihrt. Dafiir wurden die
Bakterien in TSB* (ohne Glukose) und TSB* + 50 mM L-Arginin bei 37°C unter aeroben
und anaeroben Bedingungen angezogen. Als Kontrolle wurde TSB* Medium verwendet, das
entweder 0,25% Glukose oder Glukose und L-Arginin enthielt. Es konnten weder unter
anaeroben noch unter aeroben Bedingungen signifikante Unterschiede im Wachstum von
Wildtyp und Mutante festgestellt werden. Unter aeroben Bedingungen erreichten die
Bakterien eine ODssgpm von ~7 in TSB* und TSB* + 50mM L-Arginin, und ~7,5 — 8 in TSB*
+ 50mM L-Arginin + 0,25% Glukose und TSB* + 0,25% Glukose. Die maximale ODssgnm,
die von S. aureus COL WT und Mutante unter anaeroben Bedingungen erreicht wurde, war ~
2,2 in TSB* + 50mM L-Arginin + 0,25% Glukose und TSB* + 0,25% Glukose. In TSB* und
TSB* + 50mM L-Arginin wurde eine optische Dichte von ~1,6 erreicht.

Abb.4.20: Wachstumsanalysen mit
S. aureus COL WT und der arcR-
Deletionsmutante. Die Bakterien
wurden von einer Ubernachtkultur
auf Agarplatten mit A) TSB’, B)
TSB" + 0,25% Glukose, C) TSB" +
50 mM L-Arginin und D) TSB" +
50 mM L-Arginin + 0,25%
Glukose ausplattiert und fiir 72 h
bei 37°C  unter  anaeroben

| Bedingungen inkubiert.
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Parallel wurden diese Analysen auch auf Agarplatten durchgefiihrt. Die Inkubationszeit
betrug 24 h unter aeroben und 72 h unter anaeroben Bedingungen, jeweils bei 37°C. Unter
aeroben Bedingungen konnten, wie auch bereits im Fliissigmedium, keine Unterschiede im
Wachstum zwischen S. aureus COL WT und arcR-Mutante beobachtet werden. Allerdings
war unter anaeroben Bedingungen, in Abhédngigkeit von der Energiequelle, ein deutlicher
Unterschied im Wachstum zwischen WT und Mutante festzustellen (Abb.4.20). Auf Platten
mit TSB* (ohne zusétzliche Energiequelle) war, sowohl beim WT als auch bei der Mutante,
ein nur sehr schwaches Wachstum zu beobachten. Auf Platten mit TSB* + 0,25% Glukose
zeigten beide Stdmme, im Vergleich zu Platten ohne Glukose, ein wesentlich verbessertes
Wachstum. Allerdings zeigte die Mutante auf Medium mit L-Arginin als Hauptenergiequelle
(TSB* + 50mM L-Arginin; TSB* + 0,25% Glukose + 50mM L-Arginin) im Vergleich zum
WT ein deutliches Wachstumsdefizit. Auf Platten mit Glukose und L-Arginin war das
Wachstum von WT, im Vergleich zu den anderen Medien, deutlich verbessert, wohingegen
das der arcR Mutante ungefahr dem Wachstum auf TSB* + 0,25% Glukose entsprach. Diese
Daten deuten, im Gegensatz zu den Wachstumsanalysen in Fliissigmedium darauf hin, dass S.
aureus COL den Aktivator ArcR bendtigt, um Arginin unter anaeroben

Wachstumsbedingungen als Energiequelle nutzen zu kdnnen.

4.5.2. Biofilmbildung

Durch Biofilmanalysen sollte festgestellt werden, ob die arcR-Deletion die Bioflimbildung
bei S. aureus beeinflusst. Dafiir wurden mit den Stimmen SH-1000 WT und COL WT sowie
deren arcR-Mutanten Biofilmtest in TSB-Medium mit verschiedenen Glukose sowie NaCl
Konzentrationen durchgefiihrt. Des Weiteren wurde untersucht, ob die Deletion den Effekt
von Synercid® auf die Biofilmbildung verindert. Dafiir wurden Biofilmtests in TSB + 0,25%
Glukose und unterschiedlichen Antibiotikakonzentrationen (0,03 — 0,12 pg/ml) verwendet.
Bei keinem dieser Tests konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Mutanten und WT

festgestellt werden (Abb. 4.21).
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025 Abb. 4.21:  Biofilmbildung
von S. aureus SH-1000, SH-

0,2 1000 AarcR sowie S. aureus
COL und COL AarcR in TSB-
Medium und TSB-Medium +

B TSB

. ®
@ 60 ng/ml 60 ng/ml Synercid".

SH-1000 SH-1000 AarcR coL COL AarcR

4.5.3. Transkriptionsanalysen

Durch Sequenzanalysen im Genom von S. aureus konnten 14 Kopien eines bereits bei B.
licheniformis und B. subtilis beschriebenen Bindemotivs von CRP-Proteinen identifiziert
werden (108, 112). Dieses Motiv ist in der Promotorregion von 13 Genen, die hauptsdchlich
fiir Proteine des anaeroben Stoffwechsels kodieren (Tabelle 4.5), lokalisiert. Dabei handelt es
sich unter anderen, um eine Lactat-Dehydrogenase, Alkohol-Dehydrogenase, Pyruvat-
Format-Dehydrogenase und eine Alanin-Dehydrogenase. Au3erdem konnten von J. Makhlin
circa 14 weitere Sequenzen identifiziert werden, die sich jeweils nur durch eine Base von der
des Bindemotivs (TGTGA-N6-TCACA) unterscheiden (112). Das héufige Vorhandensein
dieses Motivs ldsst darauf schlieen, dass ArcR moglicherweise einen Regulator darstellt, der

neben dem arcABDCR-Operon selbst, noch andere Gene reguliert.

Fiir Transkriptomanalysen mit qRT-PCR wurde S. aureus COL und die arcR-Mutante in
verschiedenen Medien unter aeroben und anaeroben Bedingungen (vergleiche 3.6.1), bei
37°C unter Schiitteln bis zu einer ODsson von 1 angezogen, die RNA, wie unter 3.20
beschrieben, isoliert und daraus cDNA synthetisiert. Um die Wachstumsbedingungen zu
tiberpriifen, wurde jede cDNA auf die Expression des Gens nrdD, das fiir die anaerobe
Nukleotid-Reduktase kodiert, untersucht. Von nrdD ist bekannt, dass es unter anaeroben
Bedingungen stark induziert exprimiert wird (117). Fiir die weiteren Analysen wurde
ausschlieBlich cDNA verwendet, bei der entweder nur eine leichte (aerobe Bedingungen) oder

eine im Vergleich dazu sehr starke (anaerobe Bedingungen) nrdD Expression gemessen
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werden konnte. Die relative Expressionsstirke der Gene wurde durch Vergleich mit der
Expression des Gens rrsd4, das eine 16S rRNA kodiert und sowohl im WT als auch in der
Mutante gleich stark exprimiert war, bestimmt. Die verwendeten Oligonukleotide sind in

Tabelle 3.3 aufgelistet.

ORF_ID Gen-Name Funktion

SAV0148 adhE Aldehyd-Alkohol Dehydrogenase
SAV0181 Integrales 164-aa Membranprotein
SAV0226  pflAB Pyruvate-Formate Lyase
SAV0241  IctE L-Lactate Dehydrogenase
SAV0305  nirC Nitrat/Format Transporter
SAV0605 adhl Alkohol Dehydrogenase I
SAV1439  alaDH Alanin Dehydrogensase

SAV2005 Hypothetische Gen

SAV2366  IctP2 L-LactatPermease 2

SAV2401 nirR Protein NirR

SAV2480 Stark konserviertes hypothetisches Gen
SAV2524  ddhl D-Lactat Dehydrogenase
SAV2635  arcABDC-arcR  Arginin Deiminase Operon

etc.

Tab. 4.5: Gene mit der putativen Bindesequenz des FNR/CRP-Proteins ArcR. Die unterstrichenen Gene

spielen eine Rolle beim anaeroben Stoffwechsel.

Um festzustellen, ob die Expression der Gene mit der putativen Bindesequenz durch ArcR
reguliert wird, wurden zundchst mit einer zufilligen Auswahl qRT-PCRs durchgefiihrt. Da
von den Genen pfIB, adhE und IdhE bekannt war, dass sie vor allem unter anaeroben
Bedingungen exprimiert werden, wurde zunéchst deren Expression in WT und Mutante in
TSB*-Medium (TSB ohne Glukose) unter aeroben mit der unter anaeroben Bedingungen
verglichen (Abb. 4.22). Dabei konnte sowohl bei S. aureus COL als auch der arcR-Mutante,
fiir alle Gene, mit Ausnahme aroC, eine starke Induktion unter anaeroben Bedingungen
beobachtet werden. Besonders stark war die Induktion fiir /dhE. Fiir aroC wurde eine leichte,
aber nicht signifikante Repression (Ratio: 0,54 bzw. 0,75) beobachtet. Es konnte allerdings

kein signifikanter Unterschied zwischen WT und der ArcR-Mutante festgestellt werden.
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Abb. 4.22: Expressionsanalysen
mit Hilfe von ¢RT-PCR.
Relative Expression in S. aureus
COL WT und S. aureus COL
AarcR  unter anaeroben im
Vergleich zu aeroben

Bedingungen.

Durch direkten Vergleich der Expression dieser Gene in WT und Mutante unter aecroben und

anaeroben Bedingungen in TSB* waren zwar Unterschiede festzustellen (Abb. 4.23).

Allerdings konnten diese zum grofBiten Teil nicht als signifikant gewertet werden. Signifikant

war die in der Mutante unter aeroben Bedingungen abgeschwichte (Ratio von 0,46) und

unter anaeroben Bedingungen verstirkte (Ratio: 2,16) Expression des Gens /dhE. Aullerdem

konnte fiir nrdD in der Mutante unter aeroben Bedingungen eine, laut den Auswertekriterien,

signifikant schwéchere Expression festgestellt werden. Allerdings muss man hier aufgrund

der generell sehr schwachen Expression dieses Gens unter aeroben Bedingungen davon

ausgehen, dass dies durch technische Méngel bedingt war.

Ratio (COL wt / Col arcR)

0,1
nrdD
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@ aerob
O anaerob

Abb.4.23: Expressionsanalysen
mit Hilfe von gRT-PCR.
Vergleich der Expression
zwischen S. aureus COL und S.
aureus COL  AarcR  unter
aeroben und anaeroben

Bedingungen.
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J. Makhlin konnte eindeutig zeigen, dass die Expression von arcR unter anaeroben
Bedingungen mit Arginin als Hauptenergiequelle deutlich induziert ist (112). Daher wurde die
Genexpression in WT und ArcR-Mutante, die in Anwesenheit von Arginin gewachsen waren,
mit denen die ohne Arginin angezogen wurden, verglichen (Abb. 4.24). Auch wenn die
Expression der Gene erneut nicht als signifikant unterschiedlich betrachtet werden konnen,
deutet der Vergleich dieser Daten zwischen WT und Mutante doch einen Effekt durch die
ArcR-Deletion an. So waren die Gene IdhE, adhE, aroC und pfIB in der Mutante in Medium
mit zusétzlichem Arginin schwécher exprimiert, wohingegen sie im WT stirker exprimiert

wurden (Abb. 4.24).

10 Abb. 4.24: Expressionsanalysen
mit Hilfe von qRT-PCR. Reltaive
Expression in COL WT und der

AarcR unter anaeroben

Bedingungen in TSB*-Medium mit
ECOLWT

B COL AarcR| | Arginin als Hauptenergiequelle im

| Vergleich zu  TSB*  ohne

-
|

Ratio (TSB / TSB + Arginin)

zusitzliche Kohlenstoffquelle.
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Um festzustellen ob die Expression anderer, bisher nicht untersuchter, Gene durch die
Deletion des ArcR verdndert wird, wurden DNA-Mikroarray Experimente durchgefiihrt. Die
daflir verwendeten Spezies-spezifischen DNA-Mikroarrays (Scienion AG, Berlin) basieren
auf dem Genom von S. aureus N315 (95) und représentieren circa 90% der auf dem Genom
vorhandenen Gene. Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte wie bereits unter 4.3
beschrieben. Hierfiir wurden S. aureus COL WT und die arcR-Mutante in TSB* + 50 mM L-
Arginin unter anaeroben Bedingungen bei 37°C bis zu einer ODssg,,, Von 1 angezogen. Zum
Vergleich der Transkriptome von WT und Mutante wurden vier unabhingige

Hybridisierungen, wie unter 2.22 beschrieben, durchgefiihrt (Tab. 4.6).
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cDNA- Array #1 Array #2 Array #3 Array #4
Sonden

Cy3 (532nm) COL AarcR COL WT COL WT COL AarcR
Cy5 (635nm) COL WT COL AarcR COL AarcR COL WT

Tab. 4.6: Zusammenfassung des experimentellen Versuchsaufbau zum Transkriptomvergleich von S. aureus

COL WT und S. aureus COL AarcR. Jede der 4 Hybridisierungen stellt ein unabhingiges Experiment dar.

Es wurden bei den Mikroarrays insgesamt sehr gute Hybridisierungsergebnisse erzielt (83 —
86% Detektierbarkeit), so dass alle fiir weitere Auswertungen verwendet wurden. Allerdings
hat diese ergeben, dass zwischen WT und arcR-Mutante, auBler fiir das arcABDCR-Operon,
keine signifikanten Unterschiede gemessen werden konnten. In Abbildung 4.25 sind
exemplarisch die relativen Expressionsdaten der Mutante im Vergleich zum WT fiir die Gene

mit der vorhergesagten CRP-Bindesequenz dargestellt.

10

relative Expression

Abb.4.25: Expressionsanalyse mit Hilfe von DNA-Mikroarrays. Es ist die relative Expression der Gene mit
potentieller CRP-Bindesequenz, in der COL arcR-Mutante im Vergleich zum WT dargestellt.
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454, Zusammenfassung 4.5

Die hier beschriebenen Versuche haben gezeigt, dass

1. die Deletion des arcR in S. aureus Col das Wachstum unter aeroben

Bedingungen nicht beeinflusst.

2. unter anaeroben Bedingungen, auf Agarplatten mit L-Arginin als
Hauptenergiequelle die arcR-Mutante gegentiber dem WT ein deutlich

reduziertes Wachstum zeigt.

3. die Deletion des ArcR keinen Effect auf die Biofilmbildung von S. aureus

austbt.

4. unter den untersuchten Bedingungen ArcR ausschlief3lich auf das arcABDCR-

Operon einen regulatorischen Einfluss ausubt.
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5. Diskussion

Es wird allgemein angenommen, dass Antibiotika wichtige Waffen im Konkurrenzkampf
zwischen Mikroorganismen darstellen und, dass sie dabei auch in geringen Konzentrationen
Signale zum Modulieren des Metabolismus von Bakterien darstellen (132, 183). In der
klinischen Forschung finden subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen bereits seit
langerer Zeit Beachtung. Ein Grund dafiir ist die Erkenntnis, dass Antibiotika wihrend einer
Therapie, in Abhingigkeit von ihrer Kinetik, zeitweise nur subinhibitorische Konzentrationen
im Patienten erreichen (128), worauf Bakterien durch Verdnderung ihres Stoffwechsels
reagieren ohne in threm Wachstum gehemmt zu sein (172). Bei einer Reihe von Bakterien
konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass Antibiotika wie Clindamycin oder
Methicillin in subinhibitorischen Konzentrationen die Bildung von Virulenzfaktoren, wie zum
Beispiel das Alpha-Toxin von S. aureus, zum Teil stark beeinflussen (57, 58, 64, 96, 130,
150, 155, 159, 186). Des Weiteren wurde gezeigt, dass bei verschiedenen S. aureus Stimmen
unter Einfluss von subinhibitorische Clindamycin-Konzentrationen die meisten
extrazelluldren Proteinen nicht gebildet werden, ohne dass cytoplasmatische Proteine in ihrer
Bildung davon betroffen zu sein scheinen. Néhere Analysen lassen darauf schlieBen, dass dies
auf einer differenziellen Inhibition der Proteinsynthese von einem oder mehreren
Regulatorproteinen beruht (64). Neben diesem gibt es noch eine Reihe weiterer Hinweise
darauf, dass Antibiotika bereits in sehr geringen Konzentrationen die Genexpression von
Bakterien beeinflussen (12, 52, 53, 57, 64, 129). Diesbeziiglich ist bekannt, dass
subinhibitorische Konzentration einiger Antibiotika bei Staphylokokken die Expression von
Virulenzfaktoren, einschlielich solchen welche die Adhdsion an Wirtszellen vermitteln,
modulieren (14, 46, 47, 156). Des Weiteren wurde gezeigt, dass subinhibitorische
Konzentrationen von Erythromycin, Tetracyclin und Synercid® die Expression des ica-
Operons bei S. epidermidis 220-1 induzieren (142). In der vorliegenden Arbeit wurde der
Einfluss subinhibitorischer Synercid®-Konzentrationen auf die Biofilmbildung und die
Transkription von S. aureus und S. epidermidis untersucht. Fiir die Transkriptionsanalysen

wurden sowohl Mikroarray-, als auch qRT-PCR-Experimente durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass subinhibitorische Konzentrationen von Synercid®,
Erythromycin und Clindamycin bei S. epidermidis zu einer verstirkten Biofilmbildung

fihren. Bei S. aureus wurde hingegen unter Einfluss von Synercid® eine reduzierte
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Biofilmbildung beobachtet. Auflerdem ergaben die Transkriptionsanalysen, dass durch
Synercid®, sowohl in S. epidermidis als auch in S. aureus, die Expression zahlreicher Gene
beeinflusst wird. Im Besonderen war die Transkription von Genen, die ribosomale Proteine

und Enzyme des Stoffwechsels kodieren betroffen.

Des Weiteren wurde die regulatorische Funktion des kiirzlich von J. Makhlin (112) in S.
aureus identifizierten Regulators ArcR untersucht. Dabei handelt es sich um ein FNR/CRP
dhnliches Protein, das die Expression des arc-Operons reguliert. Die Transkription dieses
Operons war sowohl bei S. epidermidis als auch bei S. aureus unter dem Einfluss von

Synercid® verindert.

5.1. Das Wachstum von Staphylokokken unter Einfluss sub-
inhibitorischer Synercid®-Konzentrationen

Zurzeit werden hauptsidchlich zwei Strategien zur Entdeckung und Entwicklung neuer
Antibiotika verfolgt: (i) es werden die strukturellen Unterschiede von Antibiotika einer Klasse
genauer untersucht. Man hofft dadurch Verbindungen zu finden, die mit denselben
Mechanismen an das Zielprotein binden aber vorhandene Resistenzmechanismen umgehen,
(i) und es wird mit Hilfe von Hochdurchsatzverfahren nach neuen Substanzen mit
antibiotischer Aktivitit gesucht. Zur Charakterisierung einer neuen Substanz (z.B. Target
Identifizierung), wird die Reaktion der Bakterien auf die Substanz mit Hilfe von Proteom-
und Transkriptomanalysen untersucht (7, 71, 74). Dabei werden Proteom- oder Transkriptom-
profile von Bakterien verglichen, die (i) unter Kontrollbedingungen, (ii) unter Einfluss von
bereits charakterisierten Substanzen und (iii) unter Einfluss der zu charakterisierten Substanz
gewachsen waren. Es hat sich herausgestellt, dass die Konzentration der Substanzen, die bei
diesen Analysen verwendet werden von entscheidender Bedeutung ist. Diesbeziiglich wurde
anhand von Transkriptomanalysen gezeigt, dass durch Verwenden der hdochsten
Konzentrationen, unter welcher das Wachstum der Bakterien noch nicht oder nur leicht
beeinflusst ist, die besten Daten fiir die Analyse des Wirkmechanismus gewonnen werden

konnen (74).
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Die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Analysen zeigten, dass Synercid® das Wachstum von S.
aureus und S. epidermidis bereits ab einer Konzentration von 30 ng/ml leicht beeinflusst.
Allerdings konnte erst ab Konzentrationen von iiber 60 ng/ml eine Reduzierung der maximal
erreichten optischen Dichte beobachtet werden. Fiir weitere Analysen scheinen vor allem
Konzentrationen zwischen 30 und 60 ng/ml geeignet zu sein, da unter diesen Konzentrationen

bei beiden Stémmen eine nur sehr leichte Beeintrachtigung des Wachstums beobachtet wurde.

5.2. Synercid® und seine Wirkung auf die Biofilmbildung von

Staphylokokken

Biofilme sind an Oberflichen haftende Kolonien von Mikroorganismen, die in eine
extrazellulire Matrix eingebettet sind (79). Eine wichtige Eigenschaft von Biofilmen ist die
Antibiotikatoleranz der damit assoziierten Bakterien, sowie der Schutz vor dem Immun-
system des Wirtes (15, 22, 42, 111, 131, 154). Diese Eigenschaften sind wahrscheinlich dafiir
verantwortlich, dass Infektionen mit biofilmbildenden Bakterien, wie den Staphylokokken,

hiufig nur sehr schwer zu therapieren sind.

Die Biofilmbildung bei Bakterien wird von einer Vielzahl von extrazelluldren Faktoren
beeinflusst. Bei S. epidermidis wurde der Effekt von Umweltsignalen auf die Transkription
des ica-Operons direkt durch die Fusion des ica-Promotors mit dem /acZ Gen von E. coli
untersucht. Dadurch konnte gezeigt werden, dass hohe Temperaturen, osmotischer Stress
sowie subinhibitorische Konzentrationen von Tetracyclin, Erythromycin und Synercid® die

ica-Promotoraktivitdt erhdhen (142).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von subinhibitorischen Konzentrationen
von Synercid® und anderen Translationsinhibitoren auf die Biofilmbildung von S. epidermidis
und S. aureus untersucht. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die Biofilmbildung bei S.
epidermidis 567 durch subinhibitorische Konzentrationen von Synercid®, Erythromycin und
Clindamycin verstéirkt wird. Dies scheint zum Teil einen Widerspruch zu der von S. Rachid et
al. publizierten Arbeit darzustellen (142), da in dieser kein Effekt von Clindamycin,
allerdings einen schwach induzierenden Effekt von Tetracyclin auf die Biofilmbildung bei S.
epidermidis 220 nachgewiesen wurde. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die beobachteten

Unterschiede in dem Verwenden verschiedener Stimme in beiden Studien begriindet liegt.
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Vor allem da bereits gezeigt wurde, dass subinhibitorische Clindamycin-Konzentrationen
unterschiedliche Auswirkungen auf die Genexpression von verschiedenen S. aureus Stimmen
haben (64). Ubereinstimmend mit der Arbeit von S. Rachid et al. wurde unter Einfluss von
Synercid® die stirkste Induktion und unter Einfluss von subinhibitorischen Gentamycin-
Konzentrationen keine Beeinflussung der Biofilmbildung beobachtet. Des Weiteren konnte

kein Effekt von Kanamycin auf die Biofilmbildung bei S. epidermidis 567 feststellt werden.

Da es sich bei den verwendeten Antibiotika ausschlieBlich um Inhibitoren der Protein-
Translation, mit dhnlichen Wirkmechanismen handelt, scheint es zunidchst verwunderlich,
dass diese nicht denselben Einfluss auf die Biofilmbildung haben. Es wurde allerdings bereits
gezeigt, dass Antibiotika das Proteom von Bakterien unterschiedlich beeinflussen. So konnte
bei Erythromycin und Clindamycin eine fiir die meisten der bisher untersuchten Inhibitoren
der Protein-Translation typische, verstirkte Bildung der ribosomalen Proteine nachgewiesen
werden, wohingegen Kanamycin und Gentamycin die Bildung dieser Faktoren nicht

induzieren (7, 99).

Um den Effekt von Synercid® auf die Biofilmbildung von Staphylococcus aureus zu
untersuchen, wurden die Stimme MA12, MA12-2, SH-1000 und 8325-4 verwendet. Anhand
dieser Stdmme sollte gleichzeitig die mogliche Beteiligung des alternativen
Transkriptionsfaktors SigB an der Biofilmbildung bei S. aureus untersucht werden. Bei den
Stimmen MA12 und SH-1000 handelt es sich um Stimme mit funktionalem SigB, bei MA12
um eine SigB-Mutante und bei 8325-4 um einen Stamm mit einer 11bp Deletion im Gen

rsbU, das ein Regulatorprotein von sigB kodiert.

Bei allen hier verwendeten Stimmen wurde, im Gegensatz zu S. epidermidis, eine Reduktion
der Biofilmbildung unter Einfluss von Synercid® beobachtet. Dies stimmt mit einer élteren
Arbeit Uberein, bei der anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine
Reduktion der Biofilmbildung bei S. aureus nach Behandlung mit Clindamycin nachgewiesen
wurde (118). Die stirkste Reduktion des Biofilms wurde bei dem Stamm SH-1000
beobachtet. Da dieser unter den getesteten Bedingungen aber einen nur sehr schwachen
Biofilm gebildet hat, was den Vergleich des Biofilms unter den verschiedenen Bedingungen
erschwerte, sollte SH-1000 fiir diese Untersuchungen als ungeeignet betrachtet werden. Des
Weiteren wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Stimmen mit intaktem und

defektem SigB festgestellt.
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Somit konnte eine mogliche Rolle des alternativen Transkriptionsfaktors SigB bei der
Biofilmreduktion unter Einfluss von Synercid® ausgeschlossen werden. Diese Daten scheinen
aber zunichst im Widerspruch zu der von S. Rachid et al. veroffentlichten Arbeit zu stehen, in
welcher der Stamm MA12-2 als Biofilm negativ und SigB als essentiell fiir die Bildung eines
Biofilms beschrieben wurde (141). In dieser Arbeit wurde die Biofilmbildung von MA12 und
MA12-2 in TSB-Medium analysiert, wo beide Stdmme einen &hnlich schwachen Biofilm
bildeten. Allerdings konnte nur bei MA12 die Bildung des Biofilms durch Zugabe von 3%
NaCl induziert werden. J. Valle wiederum fand Hinweise darauf, dass SigB moglicherweise
einen leichten, indirekten Einfluss auf die Expression der ica-Gene ausiibt. Auflerdem konnte
gezeigt werden, dass SigB nicht essentiell fiir die ica-Expression und PIA-Synthese ist (175).
Diese Daten deuten moglicherweise darauf hin, dass SigB in S. aureus vor allem bei der

stressinduzierten Biofilmbildung eine Rolle spielt.

Uber den Mechanismus, mit dem Synercid”® die Biofilmbildung beeinflusst, ldsst sich anhand
unserer Daten noch keine Aussage treffen. Da aber die Biofilmbildung bei S. epidermidis nur
durch Synercid®, Erythromycin und Clindamycin beeinflusst wird, kann man vermuten, dass
es sich nicht um einen fiir die Klasse der Translationsinhibitoren spezifischer Mechanismus
handelt. Davon ausgehend, dass der alternative Transkriptionsfaktor SigB eine Rolle bei der
stressinduzierten Biofilmbildung spielt, handelt es sich wahrscheinlich nicht um eine durch
die allgemeine Stressantwort induzierte Verdnderung der Biofilmbildung. Ob der
Mechanismus eventuell spezifisch fiir eine Unterklasse von Translationsinhibitoren ist, muss

noch geklart werden.

Um den Einfluss von Synercid® auf die Biofilmbildung bei Staphylokokken anhand von
Transkriptionsanalysen zu untersuchen wurde, unter Beriicksichtigung der Wachstums-
analysen, 60 ng/ml als optimale Synercid®-Konzentration fiir S. epidermidis 567 und S.
aureus MA12 in B-Medium bestimmt. Bei dieser Konzentration konnte bei beiden Stimmen
eine eindeutige Beeinflussung des Biofilms neben einer nur sehr leichten Beeintrachtigung

des Wachstums beobachtet werden.
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5.3. Einfluss subinhibitorischer Synercid®-Konzentrationen auf die
Transkription von Staphylococcus epidermidis

Die mittlerweile groe Zahl an sequenzierten Genomen von pathogenen Mikroorganismen
ermdglicht es, anhand von bioinformatischen und globalen Transkriptionsanalysen potentielle
Ziele fiir neue Medikamente zu identifizieren (153, 163). Des Weiteren liefern
Transkriptionsanalysen bei Bakterien, die mit einem Inhibitor behandelt wurden, niitzliche
Daten fiir die Analyse von Stoffwechselwegen und der Charakterisierung von
Wirkmechanismen (51). In den letzten Jahren wurden zahlreiche Transkriptions- und
Proteomanalysen bei Mikroorganismen, die einer oder mehreren Antibiotikaklassen
ausgesetzt waren, durchgefiihrt (6, 7, 11, 20, 37, 51, 99, 124, 153, 174). Die dabei gewonnen
Profile ermdglichten es, die Wirkmechanismen verschiedener Antibiotika zu unterscheiden
und auflerdem Wirkmechanismen neuer inhibitorischer Substanzen vorherzusagen (99). Bei
diesen Analysen hat es sich gezeigt, dass hohe Antibiotikakonzentrationen einen groferen
Effekt auf die Transkription ausiiben und somit zu einem komplexen und schwierig zu
analysierendem Profil fiihren (51, 153). Wohingegen geringere Konzentrationen priméir zu
Antibiotika-spezifischen und weniger zu zusétzlichen, durch Inhibition des Wachstums
verursachten Effekten fiihren (74, 99). Des Weiteren haben diese Analysen zur Identifizierung
eines Translationsinhibitoren-spezifischen Profils gefiihrt (7, 99). Dieses Profil zeigt
eindeutig, dass die meisten Antibiotika dieser Klasse eine verstirkte Bildung von ribosomalen
Proteinen sowie die Expression von Translations- und Elongationsfaktoren induzieren. Eine
Ausnahme scheinen Aminoglykoside wie Kanamycin und Gentamycin darzustellen, bei
denen dieser Effekt bisher noch nicht beobachtet werden konnte (7). Interessanterweise
konnte bei diesen auch keine Beeinflussung der Biofilmbildung bei S. epidermidis 567

beobachtet werden (vergleiche 5.1).

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen eindeutig, dass subinhibitorische Synercid®-
Konzentrationen, sowohl bei S. epidermidis als auch bei S. aureus einen starken Einfluss auf
das Transkriptom ausiiben. Bei beiden Arten wurde, unter Einfluss von Synercid”, das fiir
Translationsinhibitoren spezifische Expressionsprofil (verstirkte Expression von Genen, die
ribosomale Proteine, Translations- oder Elongationsfaktoren kodieren) beobachtet. Des

Weiteren waren vor allem Gene in ihrer Expression verdndert, deren Proteine eine Funktion
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bei der Nukleotid-Biosynthese, des Kohlenstoff-Metabolismus sowie bei Transportsystemen

und der Zellwandsynthese ausiiben.

Es wurden bereits einige Gene, deren Produkte eine Rolle bei der Biofilmbildung von
Staphylokokken spielen, identifiziert. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass auler bei
den kiirzlich entdeckten PIA-unabhingigen Mechanismen (144, 168), die vom ica-Operon
kodierten Proteine und die von diesen katalysierte Bildung des PIA essentiell fiir die
Biofilmbildung bei Staphylokokken ist (105). Des Weiteren ist bei S. epidermidis die
Biofilminduktion mit einer verstirkten Expression der ica-Gene verbunden (41, 142). Durch
unsere Daten konnte dies, iibereinstimmend mit der Arbeit von S. Rachid et al. publizierten
Studie (142), fiir die Gene icad und icaC, die unter dem Einfluss von Synercid® in ihrer
Expression deutlich induziert waren, bestétigt werden. Die Arraydaten fiir die Gene icaB und
icaD konnten, wegen zu grofler Varianzen, bei der Auswertung nicht beriicksichtigt werden.
AuBerdem war eine Uberpriifung der relativen Expression mit Hilfe von qRT-PCR wegen der
unter nicht induzierenden Bedingungen schwachen Expression des ica-Operons nicht
moglich. Allerdings wurde bereits gezeigt, dass es sich bei dem ica-Gencluster um ein
Operon handelt. Des Weiteren ldsst die Tatsache, dass die ica-Gene ausschlieBlich unter
Biofilm-induzierten Bedingungen durch die qRT-PCR amplifiziert werden konnten, auf eine

verstirkte Expression des gesamten Operons unter Einfluss von Synercid® schlieBen.

Da diese Analysen in B-Medium ohne Glukose, also unter Bedingungen bei denen die
Bakterien keinen Biofilm bilden kénnen (vergleiche 4.1.2), durchgefiihrt wurden, bestétigen
unsere Daten die Annahme, dass auch unter Wachstumsbedingungen unter denen kein
Biofilm gebildet wird, die ica-Gene exprimiert werden und PIA sehr wahrscheinlich aufgrund

eines Mangels an Glukose bzw. Energie nicht gebildet wird (180).

Bis heute wurden mehrere Regulationswege der ica-Genexpression identifiziert. Vor allem
der alternative Transkriptionsfaktor SigB, der Repressor des ica-Operons IcaR, der globale
Regulator SarA, sowie das Quorumsensing-System Agr spielen dabei eine zentrale Rolle (33,
171, 179). Durch die Mikroarray-Experimente wurde, neben einer Reihe anderer Regulatoren,
eine Induktion der Gene agrAd und agrB festgestellt. Mit Hilfe von qRT-PCR konnte ebenfalls
eine verstirkte Transkription des Effektormolekiils RNAIII, einer regulatorischen RNA,
nachgewiesen werden. Dies ldsst darauf schliefen, dass die verstérkte Transkription auch zu

einer erhohten Aktivitit des Quorumsensing-Systems fithrt. Diese Daten scheinen im
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Widerspruch zu einer von C. Vuong et al. publizierten Arbeit zu stehen (179). Darin wurde
anhand einer S. epidermidis agr-Mutante der Einfluss des Quorumsensing Systems auf die
Biofilmbildung untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass eine induzierte agr-Expression,
durch die Inhibierung der primdren Adhédsion und ohne die PIA Synthese zu beeinflussen,
indirekt zu einer Reduzierung der Biofilmbildung fiihrt. Die Richtigkeit beider Ergebnisse
vorausgesetzt, 1dsst vermuten, dass der Einfluss des Agr-Systems auf die Biofilmbildung von
anderen zusitzlichen Faktoren abhingt. Die Arraydaten erlauben aber bisher keine Aussage
dariiber, ob die anderen unter Synercid® unterschiedlich exprimierten Regulatoren, eine Rolle

bei der Biofilmbildung in S. epidermidis spielen.

Bei der primdren Adhidsion, dem ersten Schritt der Biofilmbildung, spielt die
Zusammensetzung der Zelloberflache sowie deren Hydrophobizitdt eine wichtige Rolle (62,
136). Es konnten diverse unterschiedlich regulierte Gene identifiziert werden, die integrale
Membranproteine, Lipoproteine oder Enzyme der Teichonsdurensynthese kodieren. Dies legt
nahe, dass es durch den Einfluss von Synercid® zu einer Verinderung im Membranaufbau
kommt. Ob dies allerdings durch das Antibiotikum direkt verursacht wird oder eine Folge der

Biofilminduktion ist, l4sst sich anhand der hier prisentierten Daten nicht feststellen.

54. Synercid® fiihrt in S. epidermidis 567 durch Erhéhen der
Konzentration an Zwischenprodukten des Purin-Stoffwechsels zu
dessen verringerter Aktivitat

Viele der unter dem Einfluss von Synercid® in S. epidermidis unterschiedlich exprimierten
Gene kodieren Enzyme des Stoffwechsels. Da die Synthese des PIA Vorldufermolekiils
(UDP-aktiviertes N-Acetylglukosamin (48)) mit der Transaminierung von Fruktose-6-
Phosphat, einem Zwischenprodukt der Glykolyse, beginnt ist dies aber nicht weiter
tiberraschend. AuBlerdem konnte bereits fiir einige der Biofilm-induzierenden Umwelt-
bedingungen auch eine Beeinflussung des Stoffwechsels, wie zum Beispiel dem Zitrat-Zyklus
(TCA-Zyklus) (92, 160, 169, 180), nachgewiesen werden. Aus fritheren Arbeiten ist bekannt,
dass die Aktivitit des TCA-Zyklus unter Limitierung von Nihrstoffen und Stress-
bedingungen, wie hohe Temperaturen oder Ethanol, reduziert ist (92, 160, 169). Der TCA-

Zyklus ist flir den vollstindigen Abbau von schwer zu verwertenden C-Quellen und der
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anschlieenden Bildung von Reduktionspotential und Zwischenprodukten der Biosynthese
essentiell. Neuere Daten lassen vermuten, dass die Bildung von PIA durch das Fehlen von
PIA-Vorldufermolekiilen oder Energie reduziert werden kann, obwohl die Ica-Proteine
gebildet werden (33). Damit {ibereinstimmend konnte bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Adhirenzassays beobachtet werden, dass Staphylokokken in Medien ohne Glukose kein oder
nur einen sehr schwachen Biofilm bilden, obwohl, wie durch die Transkriptionsanalysen
gezeigt, unter diesen Bedingungen die ica-Gene exprimiert werden. Da dieses aber bisher
nicht genau analysiert wurde, kann nur vermutet werden, dass Glukose, die durch die
Glykolyse unter anderem zu Fruktose-6-Phosphat abgebaut wird, als Substrat fiir die PIA-
Bildung benétigt wird. C. Voung et al. konnten kiirzlich zeigen, dass es durch Inhibierung des
TCA-Zyklus zu einer verstirkten Biofilmbildung bei S. epidermidis kommt (180). Sie gehen
davon aus, dass durch die verringerte Aktivitit des TCA-Zyklus mehr Oxalacetat abgeleitet
und tiber die Glukoneogenese Fruktose-6-Phosphat gebildet wird (Abb. 5.1). Des Weiteren
vermutet man, dass die Inhibierung des TCA-Zyklus das Redox-Potential der Zelle verdndert,
wodurch ein bisher nicht identifizierter Regulator der ica-Gene aktiviert wird und deren
Expression erhoht. Dies scheint zundchst einen Widerspruch darzustellen, da die
Glukoneogenese der Bildung von Glykogen aus Phosphoenolpyruvat dient und
normalerweise unter Bedingungen, wo nicht geniigend Glukose vorhanden ist, stattfindet.
Also unter Bedingungen wo Staphylokokken keinen Biofilm bilden. Eine Erkldrung kénnte
aber sein, dass die Glukoneogenese Energie verbraucht und dem TCA-Zyklus
Kohlenstoffverbindungen entzieht, wodurch wiederum anaplerotische Reaktionen
durchgefiihrt werden miissen und somit nicht geniigend Fruktose-6-Phosphat fiir die Bildung
von PIA zur Verfiigung steht (180).

Damit iibereinstimmend zeigen die hier vorgestellten Expressionsdaten eine starke
Beeinflussung zentraler Stoffwechselwege wie der Purin-Biosynthese sowie dem Energie-
und Kohlenstoff-Metabolismus durch Synercid”. Beziiglich der pur-Gene, deren Produkte
eine zentrale Rolle bei der Purin-Biosynthese spielen (vergleiche Abb. 4.5), ist aus fritheren
Arbeiten bekannt, dass sie bei S. aureus im Biofilm nur schwach exprimiert werden (10).
AulBlerdem wurde gezeigt, dass die pur-Gene unter Einfluss von Inhibitoren der Translation in
ithrer Expression beeinflusst werden. Bei S. pneumoniae und B. subtilis werden die pur-Gene,
nachdem die Bakterien den Antibiotika bis zu 30 min ausgesetzt wurden, stirker exprimiert.
Allerdings ist nach 60 min eine deutliche Repression der pur-Gen Expression zu erkennen

(99, 125). Da in unseren Versuchen die Bakterien ldnger als 60 min dem Antibiotikum
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ausgesetzt waren, stimmen diese Daten durchaus mit den unsrigen, wo die Gene eindeutig in
threr Expression gehemmt waren, iiberein. Man kann aufgrund der unterschiedlichen
Expression dieser Gene, in Abhéngigkeit von der Zeit, darauf schlieBen, dass sich der Einfluss
der Translationsinhibitoren auf die Expression im Laufe der Zeit veridndert bzw. die Bakterien
eine gewisse Zeit bendtigen, um sich an die verdnderten Wachstumsbedingungen anzupassen.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Insertion des Transposons Tn917 in purR zu
einem Biofilm-neagtiven Phénotyp bei S. epidermidis fiihrt (89). All diese Daten deuten auf
eine wichtige Rolle des Purin-Stoffwechsels bei der Biofilmbildung.

Von PurR, dem Repressor des purED-Operons, ist bekannt dass er durch erhohte
Konzentrationen von Zwischenprodukten des Purin-Stoffwechsels aktiviert wird. Die
verstirkte Expression des purR unter dem Einfluss von Synercid® deutet darauf hin, dass der
Einfluss des Antibiotikums zu einer erhdhten Konzentration dieser Metabolite und dadurch zu
der verminderten Expression des purED-Operons fiihrt. Diese Vermutung wird dadurch, dass
extrazellulares IMP, GMP und CMP induzierend auf die Biofilmbildung bei S. epidermidis
567 wirkt, unterstiitzt. Es muss aber erwdhnt werden, dass iliber die Aufnahme von diesen
Nukleotiden bei Staphylokokken bisher nichts bekannt ist. Der Biofilm-induzierende Effekt
von IMP, GMP und CMP konnte also auf einer verminderten Expression des purED-Operons

aber durchaus auch auf anderen Mechanismen beruhen.

Durch den Vergleich unserer Expressionsdaten mit den in der KEGG Datenbank
(www.genome.ad.jp/kegg/kegg?.html) vorhandenen Informationen {iiber Stoffwechselwege
von Staphylokokken vermuten wir, dass unter dem Einfluss von Synercid® durch eine
verminderte Aktivitdt der Purin-Biosynthese weniger 5 Phosphoribosyl-Pyrophosphat aus
dem Pentose-Phosphat-Stoffwechsel und weniger L-Glutamin aus dem Glutamat-
Metabolismus zu IMP umgewandelt wird. Der Pentose-Phosphat-Stoffwechsel nimmt a-D-
Glukose-6-Phosphat aus der Glykolyse durch die vom Gen zwf2 kodierte Glukose-6-Phosphat
1-Dehydrogenase auf. Da zwf2 unter dem Einfluss von Synercid® nur schwach exprimiert
wird, scheint durch eine verringerte Aufnahme neuer Metabolite aus der Glykolyse ein
Uberschuss dieser im Pentose-Phosphat-Stoffwechsel verhindert zu werden. Im Glutamat-
Metabolismus wird ein Uberschuss vermutlich dadurch verhindert, dass weniger 2-
Oxogluterat aus dem TCA-Zyklus aufgenommen wird. Dieses konnte dann wiederum
vermehrt der Glykolyse bzw. der Glukoneogenese zur Verfiigung stehen und somit einen

dhnlichen Effekt auf den Stoffwechsel ausiiben wie die von Vuong et al. beschriebene
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Inhibierung des TCA-Zyklus (180). Letztendlich konnte also unter Anwesenheit von Glukose,
die Menge an Zwischenprodukten in der Glykolyse ansteigen, wodurch mehr Metabolite fiir
die Bildung von UDP-N-Acetyl-D-Glukosamin, dem PIA-Vorldufermolekiil, zur Verfligung
stehen wiirden. Gemeinsam mit der Bildung der Ica-Proteine, wiirde dies zu der bei den

Biofilmtests beobachteten verstiarkten Biofilmbildung fiihren.

Aminozucker Metabolismus

{UDP-N-Acetylglukosamin]— PIA / TCA-ZyKlus \

Fumarat — s inat
" - uccina
[ R-D-Fruktose-6P ] Fruktose Metabolismus Malat \
G|U|‘°53+ Glyceraldehyd-3-P PhosphoenolpyruvatJ—- Oxaloacetat 2-Oxoglutarat
Glykolyse / Gluconeogenese \ /
Isocitrat

Acetyl-CoA
x> 7

N

Abb. 5.1: Schematische Darstellung des von Vuong et al. (180) vorgeschlagenen Kohlenstoff-
Flusses wiéhrend der durch Inhibierung der TCA-Zyklus induzierten PIA-Synthese in S.

epidermidis. // markiert die durch Fluorocitrat inhibierte enzymatische Reaktion.

5.5. Der Abbau von Guanosin-3°,5-Bisphosphat (ppGpp) vermittelt
eine verstarkte Bildung ribosomaler Proteine und fuhrt zu einer

erhdhten Konzentration an Metaboliten des Purin-Stoffwechsels

Der Einfluss von Synercid® auf die Purin-Biosynthese kann durch die Induktion des bisher
nicht ndher charakterisierten Gens SERP2065 erkliart werden. Die in silico Analyse dieses
Gens hat ergeben, dass es eine GTP-Pyrophosphokinase mit einer RelA/SpoT-Domine
kodiert. Diese Doméne wurde zuerst in den Proteinen RelA und SpoT von E. coli identifiziert.

Bei RelA handelt es sich um eine ppGpp-Synthetase und bei SpoT um ein Enzym, dass
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sowohl bei der Synthese als auch dem Abbau von ppGpp beteiligt ist (185). Bei dem kleinen
Nukleotid Guanosin-3",5"-Disphosphat (ppGpp) handelt es sich um ein Signalmolekiil, das
bei der Anpassung des Stoffwechsels an Wachstumsbedingungen eine zentrale Rolle spielt
(25). So fiihrt zum Beispiel die Anhdufung von ppGpp bei der durch Hungerstress ausgelosten
stringent response zu einer verringerten Bildung von ribosomalen Proteinen,
Translationsfaktoren, tRNA und rRNA (38). Kiirzlich konnte auBerdem gezeigt werden, dass
die durch Translationsinhibitoren induzierte verstirkte Bildung von ribosomalen Proteinen bei
H. influenzae durch eine Verringerung der ppGpp Konzentration vermittelt wird (37). Man
geht bisher davon aus, dass die verstirkte Bildung von ribosomalen Proteinen der

Kompensation des inhibierenden Effekts von Translationsinhibitoren dient.

Da die Synthese bzw. der Abbau von ppGpp ausschlieflich in der Purin-Biosynthese
stattfindet, nehmen wir an, dass durch dessen Abbau die Konzentration anderer
Zwischenprodukte des Stoffwechsels verdndert wird. Diese Annahme wurde durch die
durchgefiihrten HPLC-Analysen unterstiitzt. So konnte in S. epidermidis 567 unter dem
Einfluss von Synercid® eine um circa 38% reduzierte intrazellulire ppGpp-Konzentration und
gleichzeitig eine um circa 50% erhohte GTP-Konzentration gemessen werden. Gemeinsam
mit den unter 5.3.3. diskutierten Ergebnissen deuten diese Daten darauf hin, dass eine
Erh6éhung der intrazelluliren Konzentration zentraler Zwischenprodukte des Nukleotid-
Stoffwchsels, wie sie durch den Abbau von ppGpp bedingt wird, zu einer verminderten

Aktivitit des Purin-Stoffwechsels fiihrt.

5.6. Transporter, das YycGF Zweikomponenten-System und SsaA -
mogliche Faktoren fur die Biofilmbildung bei S. epidermidis

Bis heute geht man davon aus, dass PIA die Hauptkomponente des PIA-abhidngigen Biofilms
darstellt (54). Wie bereits erwdhnt gab es in letzter Zeit mehrere Hinweise darauf, dass
Staphylokokken auch iiber einen PIA-unabhidngigen Mechanismus einen Biofilm bilden
konnen (73, 144, 168). Dies konnte moglicherweise bedeuten, dass auch bei dem PIA
abhédngigen Biofilm weitere Komponenten eine Rolle beim Aufbau der extrazelluldren Matrix
spielen. Neben der chemischen Analysen durch die bisher auller PIA vor allem Teichonsduren
und noch nicht weiter charakterisierte Proteine identifiziert wurden (72, 90, 148), konnte die

Identifizierung und Charakterisierung von Transportsystemen, die an der Biofilmbildung
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beteiligt sind, zur Aufklirung der Biofilmzusammensetzung beitragen. Allerdings ist bis
heute, auller der vermeintlichen Rolle von IcaC am PIA-Transport (48, 54), noch nichts iiber
die Beteiligung von Transportsystemen an der Bildung des Biofilms bekannt. Dass die bei
dieser Arbeit untersuchten Stimme einen PIA-vermittelten Biofilm bilden, kann aufgrund der

unterschiedlichen Expression der ica-Gene angenommen werden.

Die Transkriptomanalysen haben gezeigt, dass eine Vielzahl von Genen die Komponenten
von Transportsystemen kodieren, bei S. epidermidis unter Biofilm induzierenden
Bedingungen unterschiedlich reguliert sind. Da es sich dabei aber zum gréften Teil um bisher
nicht charakterisierte Systeme handelt, kann iiber ihre Funktion an dieser Stelle nur spekuliert

werden.

Ein von Synercid® besonders stark induziertes System war ein Aminosduren-
Transportersystem, das von den Genen SERP2028 — 2031 kodiert wird. Dieses besitzt grofle
Ahnlichkeit zu dem Cholin-Aufnahmesystem OpuC aus B. subtilis, das bei der Adaption an
Osmo- und Temperaturstress beteiligt ist (69). In diesem Zusammenhang konnte auch eine
verringerte Expression der Gene bet4 und betB, deren Produkte die Umwandlung von Cholin
in Betain katalysieren, nachwiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass S. epidermidis unter
Einfluss von Synercid® die Konzentration von intrazellulirem Cholin erhoht. Ob dies
allerdings dem Schutz vor osmotischem Stress dient oder Cholin moglicherweise iiber andere

Stoffwechselwege umgewandelt wird, ist nicht klar.

AuBerdem waren die Gene yycF, yycG und yycH, die Proteine des yycGF Zweikomponenten-
Systems kodieren, reprimiert. Dieses in GC-reichen Gram-positiven Bakterien hoch
konservierte System wurde bei B. subtilis und S. pneumoniae als essentiell beschrieben (39,
166). Bei S. aureus scheint das System eine Rolle fiir die Membranpermeabilitdt und Virulenz
zu spielen (116). Es wurden mehrere YycF spezifische Bindesequenzen in den
Promotorregionen von Genen, deren Produkte fiir die Virulenz und Membransynthese eine
Rolle spielen, identifiziert. Zum Beispiel befinden sich in der Promotorregion des Gens ssaA
zwei YycF-Bindestellen (36). Ssad, welches das extrazelluldre staphylococcal secretory
Antigen (SsaA) kodiert, war unter dem Einfluss von Synercid® induziert. Damit
ibereinstimmend konnte bei einer kiirzlich publizierten Transkriptomanalyse mit S. aureus
eine erhohte Expressionsrate von ssad in den biofilmassoziierten Bakterien im Vergleich zu

planktonischen festgestellt werden (143). Die Aminosduresequenz des SsaA besitzt ein A-X-
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A-A Motiv (97), bei welcher es sich um eine Erkennungssequenz von Peptidasen handelt.
Diese kommt haufig bei extrazellulldren Proteinen wie zum Beispiel dem Autolysin AItE vor
(61, 135). AuBerdem konnte durch bioinformatische Analysen gezeigt werden, dass auch das
Protein Aap, welches sowohl an der PIA vermittelten Biofilmbildung beteiligt ist, als auch als
verkiirztes Protein die Bildung eines PIA unabhédngigen Biofilms vermittelt, dieses Motiv
besitzt. Ob allerdings das A-X-A-A Motiv charakteristisch fiir Proteine ist, die bei der

Biofilmbildung eine Rolle spielen, muss noch untersucht werden.

Die Ahnlichkeit zu AItE und die Tatsache, dass dieses bei der priméren Adhision beteiligt ist,
konnten bedeuten, dass SsaA moglicherweise ebenfalls eine Rolle bei der Biofilmbildung von
S. epidermidis spielt. Unsere Daten lassen somit vermuten, dass es sich bei YycF um einen
Repressor von SsaA mit eventueller regulatorischer Funktion bei der Biofilmbildung handelt.
Um diese Hypothese zu untermauern, sollte die genaue Funktion des SsaA sowie des

Zweikomponenten-Systems yycFG analysiert werden.

5.7. Hypothese zur Synercid®-induzierten Biofilmbildung bei S.
epidermidis 567

Anhand bereits publizierter und unserer Daten vermuten wir, dass S. epidermidis die
Inaktivierung der Ribosomen durch eine erhohte Bildung ribosomaler Proteine kompensiert
und dass dies durch eine verringerte ppGpp Konzentration vermittelt wird. Durch den Abbau
des ppGpp steigt letztendlich die Konzentration von Zwischenprodukten der Purin-
Biosynthese an, was zur Aktivierung des PurR und der Repression des purED-Operons fiihrt.
Durch die dadurch verringerte Aktivitdit der Purin-Biosynthese werden weniger
Zwischenprodukte aus dem Pentose-Phosphat- und dem Glutamat-Stoffwechsel abgefiihrt.
Um einen Uberschuss zu vermeiden, nehmen diese wiederum weniger Zwischenprodukte aus
der Glykolyse bzw. dem TCA-Zyklus auf. Letztendlich steigt also die Konzentration an
Zwischenprodukten in der Glykolyse, die zur Bildung von PIA verwendet werden konnen,
wenn ausreichend Glukose im Medium vorhanden ist. Welche Gene an der durch Synercid®
induzierten Expression der ica-Gene und der eventuell an der Biofilmbildung beteiligten
Membrankomponenten und Transporter-systeme beteiligt sind, konnte anhand unserer Daten
nicht geklart werden. Allerdings konnte es sich bei einem der unterschiedlich exprimierten

hypothetischen Regulatoren um den von C. Vuong et al. vorhergesagten Regulator handeln,
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der in Abhingigkeit des NAD'/NADH—Verhiltnisses die Expression des ica-Operons und
anderer an der Biofilmbildung beteiligter Komponenten reguliert (180). In Abbildung 5.2 ist
der mogliche Kohlenstoff-Fluss in S. epidermidis 567 unter dem Einfluss von Synercid®

schematisch dargestellt.

Fruktose-Metabolismus Aminozucker-Metabolismus

[ BR-D-Fruktose -6P } [ UDP-N-Acetylglukosamin ]

Glykolyse / Gluconeogenese

PIA

Glukose { Glyceraldehyd-3-P Phosphoenolpyruvat]

i

TCA-Zyklus

a-D-Glukose L-Asparagin / Oxaloacetat \
y ™~

Acetyl-CoA Malat

. / Fumarat
Citrat /

\

Isocitrat Succinat

D-Ribulose -5P L-Glutamin
\ /

L/ \J/J_/ 2-Oxoglutarat /

v K|

D-Ribose-5P — PRPP — Ribosylamin -5P

IMP 4

Purin-Metabolismus

Pentosephosphat-Stoffwechsel
Glutamat-Stoffwechsel

Abb. 5.2: Schematische Darstellung des moglichen Kohlenstoff-Flusses bei der unter Anwesenheit von Glukose
durch Synercid® induzierten PIA-Synthese in S. epidermidis. // markiert zentrale enzymatische Reaktion die von
Enzymen katalysiert werden, deren Gene unter dem Einfluss von Synercid® reprimiert sind. deuten den

vermuteten Kohlenstoff-Fluss an.

Diese Hypothese wird vor allem dadurch unterstiitzt, dass bei Translationsinhibitoren
(Gentamycin, Kanamycin), die keine verstdrkte Bildung an ribosomalen Proteinen induzieren

(99), keine Induktion der Biofilmbildung bei S. epidermidis beobachtet wurde.
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5.8. Einfluss von subinhibitorischen Synercid®-Konzentrationen auf
das Transkriptom von S. aureus MA12

Wie wegen der reduzierten Biofilmbildung von S. aureus unter dem Einfluss von Synercid®,
erwartet wurde, konnte mit Hilfe der Mikroarrays eine verringerte Expression der Gene icaA
und icaC nachgewiesen werden. Allerdings war es, wie bereits bei S. epidermidis 567, nicht
moglich fiir die Gene icaB und icaD aussagekriftige Daten zu gewinnen. Da aber, wie bereits
erwihnt, die ica-Gene als Operon kodiert werden, kann man davon ausgehen, dass diese Gene

in S. aureus MA12 unter dem Einfluss von Synercid® abgeschwicht exprimiert werden.

Von den bekannten an der Biofilmregulation beteiligten Regulatoren war laut unseren Daten
bei S. aureus MA12 keiner unter dem Einfluss von Synercid® unterschiedlich exprimiert.
Allerdings war die Expression der Gene rot, sarS (H1), sarT (H2) und sarU (H3) deutlich
reprimiert. Bei diesen handelt es sich um Mitglieder der SarA-Familie, die alle eine Rolle im
so genannten SarA/Agr-Regulationsnetzwerk von S. aureus spielen. Dieses Regulations-
netzwerk spielt bei S. aureus eine zentrale Rolle bei der Anpassung an verdnderte
Umweltbedingungen und der Bildung von Virulenzfaktoren (19). Bisher konnte gezeigt
werden, dass SarA, das eine wichtige Rolle bei der Biofilmbildung von §. aureus spielt (9),
die Expression von spa (Protein A) und sarT reprimiert und die agr-RNAII induziert (26, 27,
151, 164). Das RNAII-Transkript umfasst die Gene des agr-Quorumsensing-Systems, das die
Transkription der regulatorischen RNAIII induziert, welche unter anderem die Expression
von virulenzassoziierten Genen reguliert. (78, 127). Aullerdem reprimiert die RNAIII die
Expression des Regulators SarT (151), der wiederum sarU reprimiert (114). Dass SarU einen
Aktivator des agr-Systems darstellt, deutet eine Kontrolle des gesamten Systems, durch
positive Riickmeldung an (114, 151). Von sar4 und dem agr-System, von denen keine Daten
gewonnen werden konnten, ist bekannt, dass sie die Bildung von Kapselpolysacchariden
induzieren (176). Bei unseren Analysen wurden insgesamt 14 Kapsel-kodierende Gene mit
reduzierter Expression identifiziert. Dies konnte moglicherweise darauf hindeuten, dass sar4
und die agr-Gene unter dem Einfluss von Synercid® ebenfalls schwicher exprimiert werden.
Da die Deletion von SarA zu einer verminderten Biofilmbildung fiihrt (9), konnte die
verringerte Biofilmbildung unter dem Einfluss von Synercid® ein weiteres Indiz fiir eine
reduzierte Expression von sard darstellen. Beziiglich der Kapselproteine konnte kiirzlich

gezeigt werden, dass ihre Bildung durch subinhibitorische Florfenicol-Konzentrationen
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deutlich verringert und gleichzeitig die Adhidsion an Epithelzellen verstarkt wird (14). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass dies durch eine verstidrkte Expression des SaeRS
Zweikomponenten-Systems vermittelt wird. Damit iibereinstimmend wurde, unter dem
Einfluss von Synercid®, eine verstirkte Expression des Gens saeS, das die Histidin

Proteinkinase des SaeRS Zweikomponenten-Systems kodiert (50), gemessen.

Der Regulator rot (repressor of toxins) wurde erst kiirzlich durch eine Transposonmutagenese
identifiziert (120). Genauere Analysen haben gezeigt, dass Rot sowohl als positiver als auch
als negativer Regulator die Expression einer Reihe von Virulenzfaktoren kontrolliert (149).
AulBerdem gibt es Hinweise, dass Rot vom agr-System beeinflusst wird, allerdings konnte der
genaue Mechanismus bisher nicht gekldrt werden (120). B. Said-Salim hat kiirzlich das
Transkriptom einer S. aureus rot/agr-Doppelmutante mit dem einer agr-Mutante verglichen,
wodurch gezeigt werden konnte, dass Rot die Transkription einer Reihe von Genen sowohl
positiv als auch negativ beeinflusst (149). Ubereinstimmend mit diesen Daten konnten wir
eine verstirkte Expression der Gene sp/C (Serin Protease) und SA0663 (hypothetisches Gen)
bei gleichzeitig reprimierter Expression von rot beobachten. Auflerdem waren die von Rot
reprimierten Gene clfB (clumping factor B), dhoM (Homoserin-Dehydrogenase), gtaB (UTP-
Glukose-1-Phosphat-Uridyltransferase), hsdR (Typ 1 Restriktionsenzym), nrdD (anaerobe
Ribonukleosid-Triphosphat Reduktase), purM (Phosphoribosylformylglycinamid-Cyclo-
Logase) und thrC (Threonin-Synthetase) unter dem Einfluss von Synercid® verstarkt
exprimiert. Allerdings widersprechen unsere Expressionsdaten zum grof3ten Teil denen von B.
Said-Salim, der fiir seine Analysen einen agr-negativen Stamm verwendet hat. Die
Unterschiede konnten dadurch erklart werden, dass in MA12, einem agr-positiven Stamm,

das Quorumsensing-System zu diesen Expressionsunterschieden fiihrt.

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnen Expressionsdaten kann man unter Beriicksichtigung
bereits publizierter Daten vermuten, dass Synercid® zu einer verminderten Expression des
sarA sowie der agr-Gene und einer induzierten Expression des saeS fiihrt, und es somit zu
einer verminderten Bildung der Kapselproteine kommt. Des Weiteren kann man daraus
moglicherweise schlielen, dass diese eine wichtige Rolle bei der Biofilmbildung bei S. aureus
spielen, zumal bekannt ist dass, ihre Expression in biofilmassoziierten Bakterien stark

induziert ist (10).
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Wie bereits bei S. epidermidis konnte auch bei S. aureus ein starker Einfluss von Synercid®
auf die Genexpression von Gene, die Enzyme des Stoffwechsels kodieren, beobachtet werden.
Allerdings waren neben den bei S. epidermidis beeinflussten Stoffwechselwegen auch Gene
von Enzymen der Pyrimidin-Biosynthese und des Stickstoff-Metabolismus in ihrer
Expression beeinflusst. Es scheint aber, wie auch bei S. epidermidis, zu einer Umverteilung
der Stoffwechsel-Zwischenprodukte unter dem Einfluss von Synercid® zu kommen. Dies
scheint ebenfalls, wie die HPLC-Analysen der ppGpp-Konzentration andeuten, durch eine

verringerte Konzentration des kleinen Nukleotids ppGpp bedingt zu sein.

Im Gegensatz zu S. epidermidis kommt es allerdings zu einer reduzierten Expression der ica-
Gene und, vermutlich dadurch bedingt, zu einer abgeschwichten Biofilmbildung. Auerdem
wurde in S. aureus MA12 unter dem Einfluss von Synercid® eine reduzierte Konzentration an
GTP gemessen, was moglicherweise andeutet, dass iiberschiissige Zwischenprodukte des
Purin-Stoffwechsels bei S. aureus anders als bei S. epidermidis verteilt werden. Auch wenn
die Daten eindeutig auf eine Beeinflussung zentraler Regulatoren hinweisen, kann bisher
keine Aussage dariiber getroffen werden, welche Faktoren tatsdchlich zu der reduzierten
Expression der ica-Gene flihren. Des Weiteren kann keine Aussage dariiber getroffen werden,
ob die Unterschiede zwischen S. aureus und S. epidermidis beziiglich der Biofilmbildung
durch verschiedene Regulationsmuster und / oder unterschiedliche katabolische Fahigkeiten
bedingt werden. Eine genauere Analyse der katalytischen und regulatorischen Féhigkeiten ist
bislang, aufgrund der bei Staphylokokken groBlen Anzahl von hypothetischen und nicht

charakterisierten Genen, leider nicht méglich.

Abschliefend muss darauf hingewiesen werden, dass die S. aureus Expressionsdaten der
einzelnen Mikroarrays zum Teil stark variierten. Daher mussten die Auswertung weniger
stringent durchgefiihrt werden, was zwangsldufig dazu fiihrt, dass mehr ,,falsch-positive*
Daten in die Ergebnisliste aufgenommen werden. Des Weiteren war es nicht moglich die
einzelnen Daten mit Hilfe von qRT-PCR zu iiberpriifen, da dabei ebenfalls sehr starke
Varianzen zwischen den Experimenten auftraten. Wegen der Ubereinstimmungen mit den
Daten von S. epidermidis sowie bereits publizierten Arbeiten wird aber davon ausgegangen,
dass der Einfluss subinhibitorischer Synercid®-Konzentrationen auf das Transkriptom von .

aureus durch die Daten korrekt wiedergegeben wird.
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Die Ursache der starken Expressionsunterschiede konnte nicht geklart werden. Es gab
allerdings Hinweise, dass es sich bei S. aureus MA12 mdglicherweise um einen so genannten

Mutatorstamm handelt (vergleiche 5.9).

5.9. Bei S. aureus MA12 handelt es sich moglicherweise um einen
Mutatorstamm

Die genetische Variabilitiat, welche benétigt wird um sich erfolgreich an wechselnde
Umweltbedingungen anzupassen, entsteht zum einen durch Mutation und zum anderen durch
Rekombination. Es konnte gezeigt werden, dass sobald eine Anpassung durch die Haufigkeit
von Mutationen limitiert wird, Bakterien mit einer konstitutiv erhohten Mutationsfrequenz
(Mutatorstimme), einen deutlichen Selektionsvorteil besitzen. Die erhhte Mutationsfrequenz
diese Stamme beruht in der Regel auf Defekten in den mismatch-repair Systemen. Es gibt
aber auch Anzeichen dafiir, dass die Mutationsfrequenz durch stressinduzierte, reversible
Aktivierung oder Inaktivierung von Genfunktionen erhéht werden kann, und somit zu einem

kurzzeitigen Mutatorphinotyp fiihrt (13).

Da die Transkriptomanalysen bei S. aureus MA12 zum Teil sehr starke Unterschiede in der
Genexpression gezeigt haben und dieser Stamm auch morphologisch grofle Varianzen
aufwies, wurde vermutet dass es sich bei S. aureus MA12 um einen Mutator handelt.
Unterstiitzt wurde diese Vermutung durch zwei der durchgefiihrten Adhérenzassays. Bei
diesen wurde im Gegensatz zu der normalerweise unter dem Einfluss von Synercid®,
reduzierten Biofilmbildung eine leichte Induktion beobachtet. Beim Bestimmen der
Mutationsfrequenz konnten allerdings nur bei drei der insgesamt acht Tests nach 48 h eine
erhohte Zahl an Rifampicin-resistenten Klone gefunden werden. Des Weiteren hatte
Synercid® keinen messbaren Einfluss auf die Bildung von Rifampicin-resistenten Klonen. Die
Tatsache, dass durch die Sequenzierung der Gene rpbB, mutS, tpi und rsbU, bei keinem der
Klone Mutationen gefunden werden konnten, deutet darauf hin, dass die Unterschiede in der
Genexpression und der Biofilmbildung nicht auf einer erh6hten Mutationsfrequenz beruhen.
Des Weiteren scheinen die Unterschiede nicht durch Stress induziert zu werden. Soweit
konnte der molekulare Hintergrund fiir die Varianzen in der Genexpression und hinsichtlich
der beiden widerspriichlichen Biofilmanalysen in dieser Arbeit nicht gekldrt werden. Dies

sollte jedoch unbedingt Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. S. aureus MA12 sollte erst
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dann fiir weitere Versuche, gleich welcher Art, verwendet werden, wenn die Ursachen seiner

Phinotypvariabilitdt bekannt sind.

5.10. Das ArcR-Regulon von S. aureus

Bei dem erst kiirzlich von J. Makhlin identifizierten ArcR handelt es sich um den
Transkriptionsaktivator des arcABDC-Operons (112). Dieses Operon kodiert alle Enzyme des
Arginin-Deaminase- (ADI) Stoffwechsels, in welchem die Umwandlung von Arginin zu
Ornithin, Ammonium und CO, als Endprodukte mit der gleichzeitigen Bildung von ATP
katalysiert wird (108, 188). Bei dem ADI-Stoffwechsel handelt es sich um ein gut
konserviertes System, dass unter Eubakterien und Archeabakterien weit verbreitet ist (8, 109,
189). Die physiologische Rolle und die Regulierung des Systems unterscheidet sich aber zum
Teil stark zwischen den verschiedene Mikroorganismen (8, 34, 170). Zum Beispiel ist bei B.
licheniformis und P. aeruginosa der ADI-Stoffwechsel ausschliefllich unter anaeroben
Bedingungen, unter welchen er durch einen Transkriptionsaktivator der CRP/FNR Familie
induziert wird, aktiv (43, 45, 108, 109). Bei manchen Milchsdurebakterien, wie Streptococcus
sanguis und Lactococcus sakei wird das System iiber Katabolitrepression kontrolliert und
kann durch Arginin induziert werden (189). Wie J. Makhlin zeigen konnte, ist das System in
S. aureus unter Kontrolle des positiven Regulators ArcR, der in Anwesenheit von Glukose

und/oder Sauerstoff deaktiviert wird (112).

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Transkriptomanalysen wurde die arcR-Deletion in S.
aureus COL transduziert. Dieser Stamm wurde gewéhlt, da parallel Proteomanalysen in der
Arbeitsgruppe von S. Engelmann (Universitit Greifswald) durchgefiihrt wurden und fiir COL
bereits Proteomdaten zur Verfligung standen. Da aber ArcR bisher nur in S. aureus SH-1000
charakterisiert ist (112), wurden zundchst dessen Rolle in S. aureus COL anhand von
Wachstumsanalysen tiberpriift. Es konnte, libereinstimmend mit den Ergebnissen von J.
Makhlin, gezeigt werden, dass ArcR von S. aureus COL weder unter aeroben noch unter
anaeroben Bedingungen essentiell fir das Wachstum ist. Des Weiteren ldsst das
verschlechterte Wachstum der COL arcR-Mutante unter anaeroben Bedingungen auf
Agarplatten mit Arginin als Haupenergiequelle darauf schlieen, dass in S. aureus COL ArcR
benoétigt wird, um Arginin als Energiequelle nutzen zu kdnnen. Dass weder von J. Makhlin

noch bei unseren Analysen in Fliissigmedien ein Wachstumsunterschied zu beobachten war,
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konnte daran liegen, dass es sich bei den verwendeten Medien um Vollmedien gehandelt hat,
und somit noch andere Energiequellen fiir die Bakterien zur Verfligung standen. Wahrend es
im Fliissigmedium zu einer permanenten und gleichméfigen Durchmischung kommt, kdnnten
diese auf Agarplatten lokal verbraucht werden, womit dann fiir die einzelnen Kolonien das
Angebot limitiert werden wiirde. Um dies genauer zu untersuchen, miissten
Wachstumsanalysen in chemisch definiertem Medium durchgefiihrt werden, womit das
Angebot an Energiequellen besser zu kontrollieren wire. Leider steht aber bisher fiir

Staphylokokken kein brauchbares chemisch definiertes Medium zur Verfiigung.

Die Transkriptionsanalysen mit S. aureus und S. epidermidis zeigten beide eine verdnderte
Expression der Gene arcA und arcB unter dem Einfluss von Synercid®, die eindeutig mit der
Biofilmbildung korrelierte (vergleiche 4.3). Damit {ibereinstimmend wurde gezeigt, dass
sowohl arcR als auch das arcABDC-Operon in Biofilm-assoziierten S. aureus stirker
exprimiert werden als in planktonischen Bakterien (10). Dass allerdings durch die
Adhérenzassays keine verdnderte Biofilmbildung bei den arcR-Mutanten im Vergleich zum
WT beobachtet werden konnte, deutet an, dass ArcR weder fiir die Bildung den Biofilms

selbst noch fiir dessen Beeinflussung durch Synercid® eine messbare Rolle zu spielen scheint.

Mit Hilfe der Transkriptionsanalysen sollte festgestellt werden, ob ArcR die Expression noch
weiterer Gene, aufler dem arcABDC-Operon, reguliert. Es konnten allerdings weder mit qRT-
PCR noch mit Mikroarrays ein signifikanter Unterschied in der Expression, aufler dem
arcABDC-Operons selbst, beobachtet werden. Diese Ergebnisse wurden durch Proteom-
analysen, die in der Arbeitsgruppe von S. Engelmann (Universitit Greifswald) durchgefiihrt
wurden, Dbestitigt. Allerdings muss Dberiicksichtigt werden, dass vor allem
Transkriptomanalysen bei leichten Expressionsunterschieden schnell an ihre technischen
Grenzen stoflen und daher ein regulatorischer Einfluss von ArcR auf andere Gene noch nicht
vollstindig ausgeschlossen werden kann. Momentan untersucht I. Borovok (Universitit Tel
Aviv), anhand von Proteinshift-Assays die Bindekapazitit von ArcR an das mehrfach im
Genom von §. aureus vorhandene putative FNR/CRP-spezifische Bindemotiv. Sollte er eine
spezifische Bindung nachweisen konnen, wiirde das darauf schlieBen lassen, dass die
Transkriptom- und Proteomanalysen unter Bedingungen durchgefiihrt wurden, unter denen
die Aktivitdt von ArcR moglicherweise durch das Fehlen oder Vorhandensein anderer
Faktoren eingeschréinkt ist, beziechungsweise der regulatorische Effekt von ArcR auf diese

Gene in vivo nur sehr schwach ist.
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5.11. Ausblick

Seit Einfiihrung von Antibiotika in die Medizin haben fast alle medizinisch relevanten
Bakterien Resistenzen gegen diese Substanzen entwickelt. Besonders problematisch ist vor
allem die klinische Etablierung von multiresistenten S. aureus, S. epidermidis sowie
verschiedenen multiresistenten Enterokokken- und Pseudomonas-Stdmmen. Aullerdem gibt
die zunehmende Verbreitung Methicillin-resistenter S. aureus sowie multiresistenter S.
pneumoniae Stimmen in der Bevolkerung Anlass zur Besorgnis. Daher ist die Entwicklung
neuer Antibiotika unerlésslich. Allerdings stellt dies allein keine Losung des Problems dar. Es
ist auBerdem erforderlich, die Mechanismen der Resistenzentwicklung besser zu verstehen, da

ansonsten keine Moglichkeit besteht, diesen entgegenzuwirken.

Bereits seit einiger Zeit werden die Wirkmechanismen von Antibiotika mit Hilfe von
Transkriptom- und Proteomanalysen untersucht. Diese Arbeiten haben alle einen groBlen
Einfluss der Antibiotika auf die jeweiligen Zielstrukturen wie auch den Metabolismus der
Bakterien nachgewiesen. Des Weiteren gibt es eine Reihe von Hinweisen, dass Antibiotika
neben ihrer antibakteriellen Wirkung noch andere, moglicherweise regulatorische Funktionen
ausiiben. So wurde bereits fiir einige Antibiotika nachgewiesen, dass sie unter sub-
inhibitorischer Konzentrationen zum Beispiel die Bildung von Virulenzfaktoren beeinflussen.
Da Antibiotika, in Abhédngigkeit von ihrer jeweiligen Kinetik, auch wéhrend einer Therapie
zeitweise und/oder lokal nur in subinhibitorischen Konzentrationen vorkommen, konnten
diese weiteren Funktionen durchaus auch medizinisch relevant sein. Transkriptomanalysen
konnen dariiber Aufschluss geben, welchen FEinfluss subinhibitorische Antibiotika-
konzentrationen haben und ob unter diesen Bedingungen moglicherweise Mechanismen

aktiviert werden, welche die Bildung von Resistenzen fordern konnten.

Diese Arbeit zeigt, dass Transkriptomanalysen auch Aufschluss dariiber geben, welche
zelluldren Mechanismen bei der Reaktion auf geringe Konzentrationen von Antibiotika eine
Rolle spielen und wie diese aktiviert bzw. inaktiviert werden. Dies ermoglicht wiederum die
Identifizierung weiterer Targets, deren Inhibierung eine Reaktion des Bakteriums auf
Antibiotika und somit eventuell die Bildung von Resistenzen erschweren konnte. Aufgrund
der hier vorgestellten Daten kann man zum Beispiel folgern, dass eine Resistenzentwicklung
gegen Translationsinhibitoren durch zusétzliche Inhibierung von Proteinen, die an der

Regulierung der ppGpp Konzentration beteiligt sind, verhindert werden konnte. Ebenso wire
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es ein interessanter zukiinftiger Ansatz, die Biofilmbildung von Staphylokokken auf diesem

Weg gezielt zu beeinflussen.

Im zeitlichen und experimentellen Rahmen dieser Arbeit war es nicht mdglich, die Funktion
einzelner Gene, die als unterschiedlich reguliert identifiziert wurden, im Detail zu analysieren.
Allerdings ist eine genauere Untersuchung einiger der diskutierten Gene bzw.
Stoffwechselwege, fiir die Bestitigung der aufgestellten Hypothese zum Kohlenstoff-Fluss
und zur Biofilmbildung unerldsslich. Besonders vielversprechend scheinen dabei die Gene
des Purin-Stoffwechsels, wie purR bzw. das purED-Operon sowie das Gen SERP2065 von S.
epidermidis und die bisher noch nicht charakterisierten Regulatoren von S. epidermidis und S.
aureus zu sein. AuBerdem bieten sich Gene, deren Produkte an der Zellwandsynthese,
Transportsystemen und einige der in ihrer Expression besonders stark unter dem Einfluss von
Synercid® verdnderten hypothetischen Gene (Tabelle 5.1) fiir weitere Analysen an. Deren
Charakterisierung konnten weitere Hinweise dariiber liefern ob sie selbst an der
Biofilmbildung beteiligt sind oder aber ihre unterschiedliche Expression durch die

Beeinflussung des Stoffwechsels bedingt wurde.

ORF_ID Funktion

S. epidermidis

SERP1749 putative membrane protein [ Yersinia pseudotuberculosis 1P 32953]
SERP2129 oxidoreductase,short-chain dehydrogenase/reductase family

SERP2143 fructosamine kinase family protein

SERP2167 hypothetical protein, similar to transcriptional regulator [Bacillus clausii KSM-K16]
SERP2271 putative membrane protein /Staphylococcus aureus subsp. aureus MRSA252]
S. aureus

SA0184 conserved hypothetical protein

SA0185 conserved hypothetical protein

SA0186 PTS system, sucrose-specific [IBC component, putative

SA0187 hypothetical protein, similar to transcription regulator

SA0322 hypothetical protein, similar to transcription regulator

SA0648 conserved hypothetical protein

SA0738 conserved hypothetical protein

SA0975 conserved hypothetical protein

SA1833 hypothetical protein, similar to transcription regulator

Tab. 5.1: Liste einiger, unter dem Einfluss von Synercid® besonders stark unterschiedlich exprimierter Gene
von S. epidermidis und S. aureus. Diese stellen eine kleine Auswahl der fiir weitere Analysen interessanter

hypothetischer Gene dar.
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7. Anhang

7.1

S. epidermidis 567 Expressionsdaten

Tab.7.1: Expressionsdaten von S. epidermidis 567 unter dem Einfluss von Synercid”

ORF_ID Gen-Name Funktion Ratio
Aminoséaure Stoffwechsel
SERPO119 Orn/Lys/Arg decarboxylase 2.175
SERP0545 rocD ornithine aminotransferase 0.411
SERP0546 glubD glutamate dehydrogenase, NAD-specific 0.331
SERP0766 pyrB aspartate carbamoyltransferase 2.305
SERP0876 femC glutamine synthetase 0.270
SERP1046 ansA L-asparaginase 0.295
SERP1729 aldehyde dehydrogenase 2.959
SERP2094 sdhA L-serine dehydratase, iron-sulfur-dependent, 2.007
alpha subunit
SERP2095 sdhB L-serine dehydratase, iron-sulfur-dependent, 2411
beta subunit
SERP2176 betA choline dehydrogenase 0.268
SERP2177 betB betaine aldehyde dehydrogenase 0.379
SERP2190 cysl sulfite reductase (NADPH) hemoprotein 0.255
beta-component
SERP2249 arcB-1 ornithine carbamoyltransferase 2.282
SERP2250 arcA arginine deiminase 2.424
SERP2470 spermidine N1-acetyltransferase, putative 0.492
Regulation
SERP0293 SirR iron-dependent repressor 2.039
SERP0875 glnR glutamine synthetase repressor 0.360
SERP1383 transcriptional regulator, Cro/CI family 2.079
SERP1478 transcriptional regulator, GntR family 2.984
SERP1979 sarZ transcriptional regulator, MarR-family 2.575
SERP2096 pfoR perfringolysin O regulator protein 2.210
SERP2118 transcriptional regulator, LysR family 3.670

Fortsetzung auf nachster Seite
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Tab.7.1: Fortsetzung

ORF_ID Gen-Name Funktion Ratio

SERP2241 transcriptional regulator 2.046

Kohlenstoff Metabolismus

SERP0216 hexulose-6-phosphate synthase, putative 3.532
SERP0236 pta phosphate acetyltransferase 0.341
SERP0244 oxidoreductase, aldo/keto reductase family 2.988
SERP0442 gapA-1 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 0.410
SERP0446 eno Enolase 0.273
SERP0682 pdhC pyruvate dehydrogenase complex E2 0.456

component, dihydrolipoamide acetyltransferase
SERP0683 pdhD pyruvate dehydrogenase complex E3 0.495

component, lipoamide dehydrogenase

SERP1067 zwf-2 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 0.390
SERP1250 gapA-2 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 0.191
SERP1336 tal Transaldolase (penthose path) 0.473
SERP1770 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase 0.480

family protein

SERP1924 rpiA ribose 5-phosphate isomerase 0.392
SERP1927 L-ribulokinase, putative 0.265
SERP2032 sorbitol dehydrogenase, putative 0.163
SERP2076 fructose-1,6-bisphosphatase, putative 0.385
SERP2083 glyoxalase family protein 4.072
SERP2115 pyruvate oxidase 2.336
SERP2156 Idh L-lactate dehydrogenase 0.364
SERP2170 ppdK pyruvate phosphate dikinase 0.163
SERP2166 fdaB fructose-bisphosphate aldolase, class I 2.090

Lipid Stoffwechsel

SERP1785 alcohol dehydrogenase, zinc-containing 2.423
SERP1786 alcohol dehydrogenase, zinc-containing 2.968
SERP2346 gldA glycerol dehydrogenase 2.446

Purin Metabolismus
SERP0650 purkK Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, 0.324

ATPase subunit

Fortsetzung auf néchster Seite
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Tab.7.1: Fortsetzung

ORF_ID Gen-Name Funktion Ratio
SERP0653 purQ phosphoribosylformylglycinamidine synthase I 0.2330
SERP0654 purL phosphoribosylformylglycinamidine synthase I1 0.1522
SERP0655 purF Amidophosphoribosyltransferase 0.1674
SERP0656 purM phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase 0.2783
SERP0657 purN Phosphoribosylglycinamide formyltransferase 0.1815
SERP0658 purH phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide 0.129
formyltransferase/IMP cyclohydrolase
SERP0777 rpoZ DNA-directed RNA polymerase, omega subunit 2.006
SERP0841 pnp Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 0.426
SERP1198 apt adenine phosphoribosyltransferase 2.379
SERP1446 purB adenylosuccinate lyase 0.434
SERP1747 deoD purine nucleoside phosphorylase 0.486
SERP1810 adk Adenylate kinase (ATP-AMP transphosphorylase) 2.061
SERP1835 xanthine/uracil permease family protein 0.356
SERP1865 inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase family 0.357
protein
Stressantwort
SERP0480 OsmC/Ohr family protein 11.83
SERP1299 general stress protein-like protein, putative 3.484
SERP1269 universal stress protein family 2.987
SERP1273 universal stress protein family 7.742
Translation
SERP0044 rpsk 30S ribosomal protein S6 2.572
SERP0046 rpskR 30S ribosomal protein S18 3.088
SERPO0178 rplK 508 ribosomal protein L11 4.027
SERP0179 rplA 50S ribosomal protein L1 3.387
SERP0180 rpld 50S ribosomal protein L10 3.979
SERP0185 308 ribosomal protein L7Ae, putative 2.065
SERP0186 rpsL 30S ribosomal protein S12 2411
SERP0419 ribosomal subunit interface protein 2.338
SERPO718 rpmF 50S ribosomal protein L32 2.588
SERP0721 pheS phenylalanyl-tRNA synthetase, alpha subunit 0.465
SERP0758 ileS isoleucyl-tRNA synthetase 0.300
SERP0790 rpmB 50S ribosomal protein L28 2.208
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Tab.7.1: Fortsetzung

ORF_ID Gen-Name Funktion Ratio
SERP1093 efp translation elongation factor P 2.104
SERP1153 rpsT 30S ribosomal protein S20 3.846
SERP1192 aspS aspartyl-tRNA synthetase 0.430
SERP1182 alaS alanyl-tRNA synthetase 0.444
SERP1203 tot queuine tRNA-ribosyltransferase 2.195
SERP1209 rpmA 508 ribosomal protein L27 2.813
SERP1211 rplU 50S ribosomal protein L21 2.247
SERP1228 valS valyl-tRNA synthetase 0.491
SERP1242 rplT 50S ribosomal protein L20 2.711
SERP1243 rpml 50S ribosomal protein L35 2.792
SERP1244 infC translation initiation factor IF-3 2.350
SERP1284 rpsbD 30S ribosomal protein S4 2.697
SERP1727 rpme 508 ribosomal protein L31 type B 3.334
SERP1806 rpsK 30S ribosomal protein S11 2.023
SERP1812 rplO 508 ribosomal protein L15 2.491
SERP1814 rpsE 30S ribosomal protein S5 2.533
SERP1815 rpIR 50S ribosomal protein L18 3.069
SERP1816 rplF 50S ribosomal protein L6 3.109
SERP1817 rpsH 30S ribosomal protein S8 2.784
SERP1818 rpsN-2 30S ribosomal protein S14 5.265
SERP1819 rplE 50S ribosomal protein L5 3.168
SERP1822 rpsQ 30S ribosomal protein S17 4.285
SERP1823 romC 50S ribosomal protein L29 3.626
SERP1824 rplP 50S ribosomal protein L16 2222
SERP1825 rpsC 308 ribosomal protein S3 3.854
SERP1826 rplv 50S ribosomal protein L.22 2915
SERP1827 rpsS 30S ribosomal protein S19 3.020
SERP1828 rplB 50S ribosomal protein L2 2.928
SERP1829 rplw 50S ribosomal protein L23 2.899
SERP1830 rplD 508 ribosomal protein L4 2.493
SERP1831 rplC 50S ribosomal protein L3 2.111
SERP1832 rpsJ 30S ribosomal protein S10 2.460

Fortsetzung auf nachster Seite

133



Anhang

Tab.7.1: Fortsetzung

ORF_ID Gen-Name Funktion Ratio
Transport

SERP0092 sodium-dependent transporter, putative 0.445
SERP0304 nucleoside permease NupC, putative 0.436
SERP0400 iron compound ABC transporter, permease protein 2.115
SERP0401 iron compound ABC transporter, permease protein 2.322
SERP0402 iron compound ABC transporter, 2.530

ATP-binding protein

SERP0403 transferrin receptor 3.807
SERP0489 ABC transporter, ATP-binding protein 2433
SERP0490 ABC transporter, permease protein 2.274
SERP0686 spermidine/putrescine ABC transporter, 3.290

ATP-binding protein

SERP0692 Mn2+/Fe2+ transporter, NRAMP family 0.109
SERPO0785 protein phosphatase 2C domain protein 0.437
SERP0800 chromosome segregation SMC protein, putative 0.462
SERP0801 ftsy cell division protein 0.407
SERP0977 brnQ-1 branched-chain amino acid transport system II carrier protein  2.280
SERP1122 ABC transporter, ATP-binding protein 2.145
SERP1202 yajC preprotein translocase, subunit 2.125
SERP1376 protein export protein PrsA, putative 0.385
SERP1403 ABC transporter, permease/ATP-binding protein 2.196
SERP1811 secY preprotein translocase, SecY subunit 2.006
SERP1909 PTS system, IIBC components 0.298
SERP1944 drug resistance transporter, EmrB/QacA family 2.563
SERP1952 ABC transporter, permease protein 6.601
SERP2028 opuCD amino acid ABC transporter, permease protein 5.291
SERP2029 opuCC amino acid ABC transporter, amino acid-binding protein 5.464
SERP2030 opuCB amino acid ABC transporter, permease protein 6.257
SERP2031 OpuCA amino acid ABC transporter, ATP-binding protein 6.909
SERP2038 ABC transporter, ATP-binding protein 2.478
SERP2131 COpA cation-transporting ATPase, E1-E2 family 0.508
SERP2247 arginine/ornithine antiporter 2.105
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Tab.7.1: Fortsetzung

ORF_ID Gen-Name Funktion Ratio
SERP2328 anion transporter family protein 0.498
SERP2532 yycH yycH protein 0.364
SERP2533 yycG sensory box histidine kinase YycG 0.434
»Andere*

SERP0084 nuokF NADH dehydrogenase I, F subunit 0.3175
SERPO0127 methyltransferase, tetrapyrrole family 4.565
SERP0135 endoribonuclease L-PSP, putative 3.202
SERP0141 mfd transcription-repair coupling factor 0.450
SERP0217 SIS domain protein 3.705
SERP0237 lipoate-protein ligase A family protein 0.374
SERP0240 phosphomevalonate kinase 2.040
SERP0269 hydrolase, alpha/beta hydrolase fold family 0.419
SERP0299 teichoic acid biosynthesis protein X, putative 0.470
SERP0390 bmruU multidrug resistance protein 0.485
SERP0449 est Carboxylesterase 2.126
SERP0507 CBS domain protein (hemolysine) 2.253
SERP0524 NADH dehydrogenase, putative 0.497
SERP0560 coenzyme A disulfide reductase 0.423
SERP0563 membrane protein, putative 0.411
SERP0576 glutaredoxin, ArsC family 3.931
SERP0610 integral membrane protein, TerC family 2.994
SERP0614 abortive infection family protein 2.743
SERP0663 67 kDa Myosin-crossreactive antigen 6.087
SERP0676 metallo-beta-lactamase family protein 0.432
SERP0729 uvrC excinuclease ABC, C subunit 5.199
SERP0778 coaBC phosphopantothenoylcysteine 0.519

decarboxylase/phosphopantothenate--cysteine ligase

SERP0882 surface lipoprotein-related protein 7.090
SERP0944 Thil/Pfpl family protein 8.499
SERP0947 femB methicillin resistance factor 0.488
SERP0955 oligoendopeptidase F, putative 0.227
SERP1012 5'-3' exonuclease, putative 0.421
SERP1026 birA bifunctional protein 0.476
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Tab.7.1: Fortsetzung

ORF_ID Gen-Name Funktion Ratio
SERP1095 lipoprotein, putative 0.500
SERP1098 rhodanese-like domain protein 2.731
SERP1178 O-methyltransferase family protein 2.448
SERP1191 HesA/MoeB/ThiF family protein 0.388
SERP1206 ruvA Holliday junction DNA helicase 2.039
SERP1266 dnak DNA polymerase III, alpha subunit 0.4677
SERP1279 thil thiamine biosynthesis protein 2.074
SERP1291 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate 2.159
acyltransferase, putative
SERP1292 serine protease HtrA, putative 0.264
SERP1350 oxidoreductase, aldo/keto reductase family 6.358
SERP1378 cbfl cmp-binding-factor 1 0.412
SERP1384 DNA-binding response regulator, LuxR family 2.182
SERP1391 RNA methyltransferase, TrmH family, group 2 2.083
SERP1392 iron-sulfur cluster-binding protein, putative 3.094
SERP1413 Thil/Pfpl family protein 8.343
SERP1455 ppaC manganese-dependent inorganic pyrophosphatase 0.444
SERP1490 agrB accessory gene regulator protein B 4.055
SERP1493 agrA accessory gene regulator protein A 8.137
SERP1748 Dps family protein 3.734
SERP1765 ATP-binding protein, Mrp/Nbp35 family 0.431
SERP1864 BioY family protein 0.424
SERP2042 lipoprotein, putative 2.372
SERP2074 HesA/MoeB/ThiF family protein 0.458
SERP2120 ssaA secretory antigen precursor 2.383
SERP2129 oxidoreductase,short-chain dehydrogenase/reductase family ~ 7.274
SERP2132 heavy metal-binding protein, putative 2.475
SERP2143 fructosamine kinase family protein 7.839
SERP2244 capA-related protein 0.265
SERP2245 tributyrin esterase EstA, putative 0.199
SERP2293 icaA intercellular adhesion protein A 9.035
SERP2296 icaC intercellular adhesion protein C 6.064
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Tab.7.2: Unter Synercid” unterschiedlich exprimierte hypothetische Gene von
S. epidermidis

ORF_ID  Ahnlichkeit mit Proteinen anderer Organismen Ratio
(NBLAST)

SERP0037 trans-sulfuration enzyme family protein 3.212

SERP0049 Integral membrane protein [Bacillus cereus ATCC 14579] 9.204

SERP0087 Uncharacterized conserved protein [Function unknown] 0.367

SERP0106 integral membrane protein [Lactobacillus plantarum WCFS1] 0.272

SERPO112 Orn/Lys/Arg decarboxylase DNA polymerase 111, delta prime 0.271
subunit, putative

SERP0125 methyltransferase [Bacillus cereus G9241] 4.827

SERP0126 dicted endonuclease containing a URI Domain [Exiguobacterium sp. 3.772
255-15]
SERP0182 6S rRNA m(2)G 1207 methyltransferase [Bacillus cereus G9241] 4.161

SERP0235 Chlorite dismutase [Bacillus licheniformis ATCC 14580] 0.372
SERP0276 integral membrane protein [Lactobacillus plantarum WCFS1] 0.340
SERP0336 EMG?2 protein [Bacillus cereus ATCC 14579] 2.796

SERP0469 phage-related protein YmaC [Bacillus licheniformis ATCC 14580]  2.805

SERP0484 arsenate reductase [Staphylococcus epidermidis ATCC 12228] 2.160

SERP0615 ykvS [Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168] 2.892

SERP0667 S-adenosylmethionine (SAM)-dependent methyltransferase 0.291
[Bacillus clausii KSM-K16]

SERP0679 putative lipoprotein [Staphylococcus aureus subsp. aureus 2.483
MRSA252]

SERP0699 hypothetical protein ABC2399 [Bacillus clausii KSM-K16] 2.125

SERP0717 Predicted metal-binding, possibly nucleic acid-binding protein 2.340

[Enterococcus faecium]
SERP0742 hypothetical protein membrane Spanning protein [Bacillus cereus 0.427

G9241]
SERP0789 Thiamine pyrophosphokinase [Bacillus anthracis str. A2012 0.482
SERP0883 Threonine aldolase [Streptococcus suis 89/1591 3.750
SERP0901 hypothetical protein 2.669
SERP1013 possible GTPases, GTP1/OBG family [Bacillus cereus ZK] 0.479
SERP1141 putative membrane protein [Staphylococcus aureus subsp. aureus 0.487
MRSA252]
SERP1179 hypothetical protein 3.356
SERP1181 hypothetical protein 2.178

SERP1210 proteinhypothetical ribosome-associated protein [Bacillus cereus 2.758
ATCC 14579]
SERP1405 Uncharacterized domain/protein associated with RNAses G 4.342

and E [Streptococcus thermophilus LMD-9]

SERP1749 putative membrane protein [Yersinia pseudotuberculosis IP 32953]  2.477
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Tab.7.2: Fortsetzung

ORF_ID  Ahnlichkeit mit Proteinen anderer Organismen Ratio
(NBLAST)

SERP1750 hypothetical protein 0.488

SERP1772 hypothetical protein 0.323

SERP1773 Predicted UDP-glucose 6-dehydrogenase [Bacillus anthracis str. 0.303
A2012]

SERP1974 hypothetical protein 2.264

SERP2116 hypothetical protein 2.710

SERP2167 hypothetical protein, similar to transcriptional regulator [Bacillus 3.564
clausii KSM-K16]

SERP2065 hypothetical protein, similar to GTP-pyrophosphokinase 2.097

SERP2068 hypothetical protein 3.748

SERP2169 hypothetical proteinsimilar to transcription regulator of 0.342
gluconeogenic genes [Lactobacillus plantarum WCFS1]

SERP2271 putative membrane protein [Staphylococcus aureus subsp. aureus 3.387

MRSA?252]

Tab.7.3: Gene von S. epidermidis RP62A, von den mit den Mikroarrays unter den

untersuchten Bedingungen in S. epidermidis 567 kein Transkript detektiert wurde.

ORF_ID Funktion

SERP0012 transcriptional regulator, Cro-CI family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0018 lipase, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0020 ABC transporter, permease protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0021 ABC transporter, ATP-binding protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0025 major facilitator family transporter (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0037 trans-sulfuration enzyme family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0042 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP(0043 lysozyme domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0052 phosphoglycerate mutase family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0071 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0080 cobalamin synthesis protein, putative (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0093 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0094 cysteine synthase-cystathionine beta-synthase family protein
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0095 trans-sulfuration enzyme family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERPO111 membrane protein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)
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Tab.7.3: Fortsetzung

ORF_ID Funktion

SERP0157 transcriptional regulator, GntR family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0196 4-diphosphocytidyl-2C-methyl-D-erythritol synthase, putative
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0198 teichoic acid biosynthesis protein, putative (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0210 arsenical pump membrane protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0223 major facilitator family transporter (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0227 penicillin V acylase, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0245 transporter, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0246 ABC transporter, substrate-binding protein, putative (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP0247 transcriptional regulator, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0263 endonuclease III, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0264 transcriptional regulator, MerR family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0273 hydrolase, alpha-beta hydrolase fold family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0279 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0280 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0315 ABC transporter, permease protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0338 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0345 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0350 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0351 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0387 histidinol-phosphate aminotransferase (hisC) [2.6.1.9] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP0389 alcohol dehydrogenase, iron-containing [1.1.1.1] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP0397 ribonucleoside-diphosphate reductase 2, alpha subunit (nrdE) [1.17.4.1]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0417 comF operon protein 1, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0418 comF operon protein 3 (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0460 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0463 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0467 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0504 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0531 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0548 argininosuccinate lyase (argH) [4.3.2.1] (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0569 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0579 competence protein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0671 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0672 cytochrome d ubiquinol oxidase, subunit I (cydA) [1.10.3.-]

(Staphylococcus epidermidis RP62A)
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ORF_ID Funktion

SERP0684 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0740 hydrolase, haloacid dehalogenase-like family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0760 glyoxalase family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0809 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0809 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0859 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPO0879 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0905 ribosomal protein S14 (rpsN-1) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP0957 phosphate ABC transporter, ATP-binding protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP0959 phosphate ABC transporter, permease protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP0960 phosphate ABC transporter, phosphate-binding protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1011 cell wall associated fibronectin-binding protein (ebh) (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1021 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1059 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1060 tyrosine recombinase XerD (xerD) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1067 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (zwf-2) [1.1.1.49] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1067 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (zwf-2) [1.1.1.49] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1067 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (zwf-2) [1.1.1.49] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1089 acetylornithine aminotransferase (argD) [2.6.1.11] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1090 acetylglutamate kinase (argB) [2.7.2.8] (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1092 N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase (argC) [1.2.1.38]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1104 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1106 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1155 competence protein ComEC-Rec2, putative (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1157 comE operon protein 1, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1226 type III leader peptidase family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1266 DNA polymerase III, alpha subunit (dnaE) [2.7.7.7] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1286 OsmC-Ohr family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1316 cell wall surface anchor family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1333 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1334 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1335 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1382 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)
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SERP1394 amino acid ABC transporter, ATP-binding protein, putative
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1395 amino acid ABC transporter, permease-amino acid-binding protein,
putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1499 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1501 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1502 DNA-binding protein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1504 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1508 thioredoxin, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1510 ribonucleoside-diphosphate reductase 2, beta subunit (nrdF-2) [1.17.4.1]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1512 HNH endonuclease family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1523 DNA-cytosine methyltransferase (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1537 DNA polymerase III, alpha subunit, putative (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1541 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1541 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1541 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1544 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1545 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1552 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1570 Staphylococcal nuclease family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1585 6'-aminoglycoside N-acetyltransferase-2"-aminoglycoside
phosphotransferase (aacA) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1589 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1593 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1595 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1599 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1600 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1601 site-specific recombinase, phage integrase family (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP1621 DNA-binding protein HU, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1623 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1624 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1635 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1636 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1649 lipase-acylhydrolase domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1650 prophage, amidase, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1650 prophage, amidase, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1696 HD domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1702 sceD protein (sceD) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

Fortsetzung auf nachster Seite

141



Anhang

Tab.7.3: Fortsetzung

ORF_ID Funktion

SERP1703 single-stranded DNA-binding protein family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1788 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1840 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1878 Staphylococcal accessory regulator Y (sarY) (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1879 transcriptional regulator, AraC family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1886 sugE protein (sugE-1) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1887 sugE protein (sugE-2) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1906 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1907 hydrolase, haloacid dehalogenase-like family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1934 transcriptional regulator, PadR family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP1950 membrane protein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP1969 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2008 cation efflux family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2045 short chain dehydrogenase-reductase family protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2064 PAP2 family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2087 D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase family protein
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2110 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2112 alcohol dehydrogenase, zinc-containing [1.1.1.1] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2117 LrgA family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2122 hydroxymethylglutaryl-CoA synthase [2.3.3.10] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2145 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2160 conserved domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2192 phosophoadenylyl-sulfate reductase (cysH) [1.8.4.8] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2212 conserved domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2217 cytosine-purines, uracil, thiamine, allantoin permease family protein
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2220 universal stress protein family, putative (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2225 transcriptional regulator, ArsR family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2233 transcriptional regulator, LysR family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2240 transposase, IS200 family (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2240 transposase, [S200 family (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2253 peptidase, M20-M25-M40 family (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2256 conserved domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2283 phosphonate ABC transporter, permease protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)
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SERP2287 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2289 transporter, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2299 N-acetyltransferase family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2302 phosphoribosylformimino-5-aminoimidazole carboxamide ribotide
isomerase (hisA) [5.3.1.16] (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2303 amidotransferase HisH (hisH) [2.4.2.-] (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2304 imidazoleglycerol-phosphate dehydratase (hisB) [4.2.1.19]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2305 histidinol dehydrogenase (hisD) [1.1.1.23] (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2306 ATP phosphoribosyltransferase (hisG) [2.4.2.17] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2307 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2308 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2311 acetyltransferase, GNAT family (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2330 thiamine biosynthesis protein, putative (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2336 lipase, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2339 drug transporter, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2347 biotin synthetase (bioB) [2.8.1.6] (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2359 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2360 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase family protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2361 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2364 peptidase, M20-M25-M40 family (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2365 pyruvate formate-lyase-activating enzyme (pflA) [1.97.1.4]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2368 peptide ABC transporter, ATP-binding protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2369 peptide ABC transporter, ATP-binding protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2371 peptide ABC transporter, permease protein, putative (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2372 peptide ABC transporter, peptide-binding protein (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2373 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2375 diaminopimelate epimerase family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2377 conserved domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2381 NADH:flavin oxidoreductase-fumarate reductase, flavoprotein subunit,
putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2384 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2385 conserved domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2386 cobalamin synthesis protein, putative (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2391 SspC protein (sspC) (Staphylococcus epidermidis RP62A)
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SERP2392 cell wall associated biofilm protein (bhp) (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2393 6-carboxyhexanoate--CoA ligase (bioW) [6.2.1.14] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2394 aminotransferase, class II (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2405 sensor histidine kinase (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2406 DNA-binding response regulator, AraC family (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2422 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2423 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2425 membrane protein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2426 transcriptional regulator, ArsR family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2430 arsenical pump membrane protein (arsB) (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2431 arsenate reductase (arsC-2) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2432 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2433 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2434 rhodanese-like domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2435 metallo-beta-lactamase family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2435 metallo-beta-lactamase family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2435 metallo-beta-lactamase family protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2437 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2439 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2441 transporter, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2443 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2445 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2447 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2449 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2451 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2452 conserved domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2453 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2454 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2455 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2456 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2457 CRISPR-associated protein, TM 1807 family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2458 CRISPR-associated protein, TM 1808 family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2459 CRISPR-associated protein, TM 1792 family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2460 CRISPR-associated protein, TM 1810 family (Staphylococcus epidermidis

RP62A)
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SERP2461 CRISPR-associated protein, TM1811 family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2462 CRISPR-associated protein Cas2 (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2463 CRISPR-associated protein Cas1 (casl) (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERP2465 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2465 lipoprotein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2467 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2468 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2472 type I restriction-modification system, M subunit (hsdM) [2.1.1.-]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2475 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2477 hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2479 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2480 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2481 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2482 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2483 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2484 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2485 K+-transporting ATPase, C subunit (kdpC) [3.6.3.12] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2486 K+-transporting ATPase, B subunit (kdpB) [3.6.3.12] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2487 K+-transporting ATPase, A subunit (kdpA) [3.6.3.12] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERP2495 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2499 cassette chromosome recombinase B (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2501 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2503 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2504 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2505 RadC domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2505 RadC domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2506 Tn554, transposase A (tnpA-3) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2506 Tn554, transposase A (tnpA-3) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2506 Tn554, transposase A (tnpA-3) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2506 Tn554, transposase A (tnpA-3) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2506 Tn554, transposase A (tnpA-3) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2508 Tn554, transposase C (tnpC-3) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2509 Tn554, streptomycin 3"-adenylyltransferase (spC) [2.7.7.47]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2509 Tn554, streptomycin 3"-adenylyltransferase (spC) [2.7.7.47]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2509 Tn554, streptomycin 3"-adenylyltransferase (spC) [2.7.7.47]

(Staphylococcus epidermidis RP62A)
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SERP2510 Tn554, rRNA adenine N-6-methyltransferase (ermA-3) [2.1.1.48]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2510 Tn554, rRNA adenine N-6-methyltransferase (ermA-3) [2.1.1.48]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2510 Tn554, rRNA adenine N-6-methyltransferase (ermA-3) [2.1.1.48]
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2512 Tn554, hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2512 Tn554, hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2513 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2514 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2515 rhodanese-like domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2517 xylose repressor (xylR) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2522 MaoC domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2523 glycerophosphoryl diester phosphodiesterase UgpQ, putative
(Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2527 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2528 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2543 azIC protein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERP2544 beta-hemolysin (hlb) (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0001 replication-associated protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0006 site-specific recombinase, resolvase family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERPA0009 transcriptional regulator, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0012 aminoglycoside 6-adenylyltransferase (aadE) [2.7.7.-] (Staphylococcus
epidermidis RP62A)

SERPAO0015 conserved hypothetical protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0016 transcriptional regulator, TetR family (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERPA0017 ABC transporter, permease protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPAO0018 ABC transporter, ATP-binding protein (Staphylococcus epidermidis
RP62A)

SERPA0019 conserved domain protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0023 universal stress protein family (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0024 sulfate permease family protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0025 resolvase, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0027 mobilization protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0029 rlx protein, putative (Staphylococcus epidermidis RP62A)

SERPA0030 mobilization protein (Staphylococcus epidermidis RP62A)
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7.2.

S. aureus MA12 Expressionsdaten

Tab.7.4: Expressionsdaten von S. aureus MA 12 unter dem Einfluss von Synercid”

Gen Name Funktion Ratio
Aminosaure Metabolismus
acuA acetoin dehydrogenase homolog 0,295
acuC acetoin utilization protein 0,341
adhE alcohol-acetaldehyde dehydrogenase 0,284
aldA aldehyde dehydrogenase homologue 0,272
arcA arginine deiminase 0,355
betA choline dehydrogenase 0,428
cysM cysteine synthase homologue 0,493
dapA dihydrodipicolinate synthase 0,390
dapB dihydrodipicolinate reductase 0,385
dapD tetrahydrodipicolinate acetyltransferase 0,421
dhoM homoserine dehydrogenase 0,482
ditA D-alanine-D-alanyl carrier protein ligase 3,994
gudB NAD-specific glutamate dehydrogenase 0,323
hisB imidazoleglycerol-phosphate dehydratase 0,424
hisF cyclase-like protein hisF 0,267
hisG ATP phosphoribosyltransferase 0,307
hisH amidotransferase hisH 0,297
hisl histidine biosynthesis bifunctional protein HisIE 0,236
hutl imidazolonepropionase 0,272
hutU urocanate hydratase 0,211
ilvB acetolactate synthase large subunit 0,414
ilvC alpha-keto-beta-hydroxylacil reductoisomerase 0,355
ilvD dihydroxy-acid dehydratase 0,431
katA Catalase 0,454
metE 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine methyltransferase 0,499
odhA 2-oxoglutarate dehydrogenase El 0,354
pfs 5'-methylthioadenosine nucleosidase/S-adenosylhomocysteine nucleosidase 2,852
rocA 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 0,154
rocD ornithine aminotransferase 0,257
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thrC threonine synthase 0,487
SA2413 sulfite reductase flavoprotein 0,475
Energie Stoffwechel
atpC FoF1-ATP synthase epsilon subunit 2,284
atpD ATP synthase beta chain 2,617
atpE ATP synthase C chain 2,335
narG respiratory nitrate reductase alpha chain 0,096
narH nitrate reductase beta chain narH 0,291
narl nitrate reductase gamma chain 0,225
narkK nitrite extrusion protein 0,251
nasD nitrite reductase 0,382
naskE assimilatory nitrite reductase 0,136
nasF uroporphyrin-III C-methyl transferase 0,177
Genregulation
lacR lactose phosphotransferase system repressor 2,284
gapR glycolytic operon regulator 2,201
gntR gluconate operon transcriptional repressor 0,315
malR maltose operon transcriptional repressor 0,409
rot repressor of toxins Rot 0,496
sarH1 staphylococcal accessory regulator A homolog 0,470
sarH2 staphylococcal accessory regulator A homolog 0,347
sarH3 staphylococcal accessory regulator A homolog 0,328
Kohlenstoff Metabolismus

acsA acetyl-CoA synthetase 0,476
araB probable L-ribulokinase 0,482
citB aconitate hydratase 0,371
CcitG fumarate hydratase, class-II 0,422
ddh D-specific D-2-hydroxyacid dehydrogenase 0,37

fhs formyltetrahydrofolate synthetase 0,474
fruA fructose specific permease 0,339
fruB fructose 1-phosphate kinase 0,362
gap glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2,73
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gntB gluconate permease 0,321
gntK luconokinase 0,242
gtaB UTP-glucose-1-phosphate uridyltransferase 0,455
lacA galactose-6-phosphate isomerase LacA subunit 0,242
lacB galactose-6-phosphate isomerase LacB subunit 0,267
lacC tagatose-6-phosphate kinase 0,244
lacD tagatose 1,6-diphosphate aldolase 0,272
lacG 6-phospho-beta-galactosidase 0,309
malA alpha-D-1,4-glucosidase 0,419
pckA phosphoenolpyruvate carboxykinase 0,384
pflA formate acetyltransferase activating enzyme 0,169
pflB formate acetyltransferase 0,159
pgk phosphoglycerate kinase 2,196
sdhB succinate dehydrogenase iron-sulfur protein subunit 0,448
SA0239 sorbitol dehydrogenase 0,476
SA2395 L-lactate dehydrogenase 0,305
Lipid Metbolismus
accC acetyl-CoA carboxylase accC 2,339
fabD malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase 2,346
fabG 3-oxoacyl- reductase 2,284
geh glycerol ester hydrolase 0,495
lip triacylglycerol lipase precursor 0,328
plsX fatty acid/phospholipid synthesis protein 2,307
SA0223 acetyl-CoA acetyltransferase homologue 0,465
Nukleotid Metabolismus
adk adenylate kinase 2,921
CtrA CTP synthase 2,352
IctE L-lactate dehydrogenase 0,154
IctP L-lactate permease homologue 0,537
leuA 2-isopropylmalate synthase 0,445
leuB 3-isopropylmalate dehydrogenase 0,313
ndk nucleoside diphosphate kinase 2,982
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nrdD anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase 0,358
purC Phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide 0,433
synthetase homologue
purD phosphoribosylamine--glycine ligase PurD 0,322
purF phosphoribosylpyrophosphate amidotransferase PurF 0,384
purH bifunctional purine biosynthesis protein PurH 0,317
purL phosphoribosylformylglycinamidine synthetase PurL 0,241
purM phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase PurM 0,215
purN phosphoribosylglycinamide formyltransferase 0,334
purQ phosphoribosylformylglycinamidine synthase I PurQ 0,331
pyrAA carbamoyl-phosphate synthase small chain 0,326
pyrAB carbamoyl-phosphate synthase large chain 0,291
pyrB aspartate transcarbamoylase chain A 0,315
pyrC dihydroorotase 0,263
pyrE orotate phosphoribosyltransferase 0,317
pyrF orotidine-5-phosphate decarboxylase 0,369
pyrP uracil permease 0,485
ureA urease gamma subunit 0,432
ureB urease beta subunit 0,335
ureC urease alpha subunit 0,327
ureF urease accessory protein UreF 0,403
ureG urease accessory protein UreG 0,458
Translation
frr ribosome recycling factor 2,109
fus translational elongation factor G 2,777
infC translation initiation factor IF-3 infC 2,353
rplA 50S ribosomal protein L1 2,601
rplB 50S ribosomal protein L2 2,824
rplC 50S ribosomal protein L3 3,073
rplD 50S ribosomal protein L4 2,926
rplE 50S ribosomal protein L5 3,376
rplF 50S ribosomal protein L6 2,775
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rpld 50S ribosomal protein L10 2,363
rplK 50S ribosomal protein L11 2,671
rplL 508 ribosomal protein L7/L12 3,786
rplM 50S ribosomal protein L.13 2,774
rpIN 50S ribosomal protein L14 2,368
rplO 50S ribosomal protein L15 3,751
rplP 50S ribosomal protein L16 2,744
rplQ 508 ribosomal protein L17 3,141
rplR 50S ribosomal protein L18 2,106
rplu 50S ribosomal protein L21 4,181
rplv 50S ribosomal protein L.22 4,758
rplw 50S ribosomal protein L.23 2,957
rplXx 50S ribosomal protein L24 2,841
rpmA 508 ribosomal protei L27 2,646
rpmC 50S ribosomal protein L29 2,787
rpmD 508 ribosomal protein L30 3,452
rpsB 30S ribosomal protein S2 3,129
rpsC 30S ribosomal protein S3 4,417
rpsE 308 ribosomal protein S5 3,435
rpsG 30S ribosomal protein S7 2,033
rpsH 30S ribosomal protein S8 2,776
rpsJ 30S ribosomal protein S10 2,894
rpsK 308 ribosomal protein S11 3,185
rpsK 30S ribosomal protein S12 2,916
rpsM 30S ribosomal protein S13 2,471
rpsN 30S ribosomal protein S14 2,311
rpsQ 308 ribosomal protein S17 3,248
rpskR 30S ribosomal protein S18 3,959
rpsS 30S ribosomal protein S19 4,994
ssb single-strand DNA-binding protein of phage phi PVL 2,022
SA1100 elongation factor EF-TS 2,157
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Gen Name Funktion Ratio
Transport
ditD poly D-alanine transfer protein 2,470
glpT glycerol-3-phosphate transporter 0,42
gltB glutamate synthase large subunit 0,373
givC PTS system, arbutin-like IIBC component 0,345
lacE PTS system, lactose-specific [IBC component 0,481
lacF PTS system, lactose-specific IIA component 0,491
mnhC Na+/H+ antiporter subunit 2,692
mtlF PTS system, mannitol specific IBC component 0,397
opp-1A oligopeptide transporter putative substrate binding 0,462
domain
opp-1C oligopeptide transporter putative membrane permease 0,497
domain
opp-1F oligopeptide transporter putative ATPase domain 0,493
oppB oligopeptide transport system permease protein 0,499
oppB(trunc.) truncated hypothetical protein, similar to oligopeptide 0,455
ABC transporter permease
oppD oligopeptide transport system ATP-binding protein 0,464
OppD homologue
opubD glycine betaine transporter 2,056
ptsG PTS system, glucose-specific IABC component 0,437
putP high affinity proline permease 2,471
secE preprotein translocase subunit 3,093
secY preprotein translocase SecY subunit 3,205
SirA lipoprotein 0,385
uhpT hexose phosphate transport protein 0,384
SA0198 oligopeptide transport system ATP-binding protein 0,266
OppF homologue
SA0208 maltose/maltodextrin transport permease homologue 0,128
SA0209 maltose/maltodextrin transport permease homologue 0,119
SA0233 PTS enzyme (EC 2.7.1.69), maltose- and glucose- 0,363
specific, factoe II homologue
SA0774 ABC transporter ATP-binding protein homologue 2,935
SAQ776 aminotransferase NifS homologue 2,736
SA1224 ABC transporter (ATP-binding protein) homolog 2,555
SA2156 L-lactate permease IctP homolog 0,383
SA2442 preprotein translocase secA homolog 0,368
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Gen Name Funktion Ratio

Zellwandsynthese

capA capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5A 0,371
capB capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5B 0,249
capC capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C 0,357
capD capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5D 0,296
capE capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E 0,349
capF capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5F 0,317
capG capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5G 0,323
capM capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5M 0,421
capN capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5N 0,357
capO capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8O 0,375
capP capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5P 0,335
clfB Clumping factor B 0,445
ftsH cell-division protein 2,341
pep2 PBP2 2,602
tagA teichoic acid biosynthesis protein 0,463
SA2455 capsular polysaccharide biosynthesis, capC 0,369
SA2456 capsular polysaccharide biosynthesis, capB 0,322
SA2457 capsular polysaccharide biosynthesis, capA 0,289
»Andere*
asp23 alkaline shock protein 23, ASP23 0,403
bioA adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate 0,376
aminotransferase
bioB biotin synthase 0,309
bioD dethiobiotin synthetase 0,278
butA acetoinreductase 0,376
dnaG DNA primase 2,236
ebhA hypothetical protein, similar to streptococcal adhesin 0,392
fmt ;rrrrlli), autolysis and methicillin resistant-related protein 0,417
fmtC oxacillin resistance-related FmtC protein 2,352
higB gamma-hemolysin component B 0,449
higC gamma-hemolysin component C 0,497
hmrA similar to amidase (HmrA) 0,424
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Gen Name Funktion Ratio
hsdR probable type I restriction enzyme restriction chain 0,473
icaA intercellular adhesion protein A 0,319
icaC intercellular adhesion protein C 0,486
isaA immunodominant antigen A 2,015
nanA N-acetylneuraminate lyase subunit 0,209
reck DNA repair and genetic recombination protein 2,531
recU recombination protein U homolog 2,898
rpoA DNA-directed RNA polymerase alpha chain 3,709
rpoB RNA polymerase beta chain 2,113
rpoC RNA polymerase beta-prime chain 2,424
saeS histidine protein kinase 2,715
sdrD Ser-Asp rich fibrinogen-binding, bone sialoprotein- 0,332
binding protein
SmbA uridylate kinase 2,543
splC serine protease SplC 4,735
SSpA serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase 0,474
SA0204 acyl carrier protein phosphodiesterase 0,330
SA0587 lipoprotein, Streptococcal adhesin PsaA homologue 0,269
SA0746 staphylococcal nuclease 0,479
SA1007 Alpha-Hemolysin precursor 0,416
SA1222 truncated transposase 0,455
SA1271 threonine deaminase IlvA homolog 3,225
SA1606 plant metabolite dehydrogenase homolog 0,474
SA1725 Staphopain, Cysteine Proteinase 0,316
Hypothetische Gene
SA1835 hypothetical protein, similar to integrase 2,934
SA0003 conserved hypothetical protein 2,243
SA0042 conserved hypothetical protein 3,664
SA0054 hypothetical protein 3,411
SA0078 hypothetical protein 3,161
SA0090 hypothetical protein 0,445
SA0097 hypothetical protein 0,488
SA0098 hypothetical protein 0,466
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Gen Name Funktion Ratio

SA0103 hypothetical protein 0,434

SA0104 hypothetical protein 0,479

SA0114 conserved hypothetical protein 0,346

SA0124 hypothetical protein 0,287

SA0125 hypothetical protein 0,499

SA0137 hypothetical protein, similar to transport system protein 0,477

SA0138 hypothetical protein, similar to alkylphosphonate ABC 0,442
transporter

SA0139 hypothetical protein 0,437

SA0140 hypothetical protein, similar to lactococcal phosphatase 0,437
homologue

SA0160 conserved hypothetical protein 0,248

SA0163 hypothetical protein, similar to cation-efflux system 0,281
membrane protein CzcD

SA0165 hypothetical protein, similar to alpha-helical coiled-coil 0,373
protein SrpF

SA0166 hypothetical protein, similar to nitrate transporter 0,409

SA0167 hypothetical protein, similar to membrane lipoprotein 0,486
SrpL

SA0168 hypothetical protein, similar to probable permease of 0,442
ABC transporter

SA0184 conserved hypothetical protein 0,148

SA0185 conserved hypothetical protein 0,126

SA0186 PTS system, sucrose-specific IIBC component, 0,154
putative

SA0187 hypothetical protein, similar to transcription regulator 0,141

SA0191 conserved hypothetical protein 3,823

SA0202 hypothetical protein, similar to gamma- 0,391
glutamyltranspeptidase precursor

SA0203 hypothetical protein 0,455

SA0205 hypothetical protein, similar to lysostaphin precursor 0,192

SA0207 hypothetical protein, similar to maltose/maltodextrin- 0,148
binding protein

SA0211 hypothetical protein, similar to NADH-dependent 0,179
dehydrogenase

SA0212 conserved hypothetical protein 0,197

SA0213 conserved hypothetical protein 0,284

SA0215 hypothetical protein, similar to two-component 0,264
response regulator

SA0216 hypothetical protein, similar to two-component sensor 0,401

histidine kinase
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Gen Name Funktion Ratio

SA0217 hypothetical protein, similar to periplasmic-iron- 0,426
binding protein BitC

SA0220 hypothetical protein, similar to glycerophosphodiester 0,439
phosphodiesterase

SA0224 hypothetical protein, similar to 3-hydroxyacyl-CoA 0,256
dehydrogenase

SA0225 hypothetical  protein, similar to glutaryl-CoA 0,254
dehydrogenase

SA0226 hypothetical protein, similar to acid-CoA ligase 0,375

SA0231 hypothetical protein, similar to flavohemoprotein 0,322

SA0234 hypothetical protein, similar to inosine-uridine 0,268
preferring nucleoside hydrolase

SA0235 hypothetical protein, similar to BglG antiterminator 0,341
family

SA0236 hypothetical protein, similar to PTS fructose-specific 0,284
enzyme [IBC component

SA0254 hypothetical protein, similar to transcription regulator 0,407
GntR family

SA0264 hypothetical protein, similar to penicillin amidase V 0,419

SA0270 hypothetical protein, similar to secretory antigen 0,397
precursor ssaA

SA0295 hypothetical protein, similar to outer membrane protein 0,342
precursor

SA0297 hypothetical protein, similar to ABC transporter ATP- 0,345
binding protein

SA0299 hypothetical protein, similar to carbohydrate kinase, 0,393
PfkB family

SA0301 conserved hypothetical protein 0,487

SA0303 hypothetical protein, similar to sodium-coupled 0,215
permease

SA0305 hypothetical protein, similar to glucokinase 0,312

SA0306 conserved hypothetical protein 0,326

SA0307 conserved hypothetical protein 0,446

SA0313 hypothetical protein, similar to glycine cleavage system 0,448
H protein

SA0314 conserved hypothetical protein 0,382

SA0315 hypothetical protein 0,343

SA0316 hypothetical protein, similar to lipoate-protein ligase 0,239

SA0318 hypothetical protein, similar to transport protein SgaT 0,297

SA0322 hypothetical protein, similar to transcription regulator 0,169

SA0323 conserved hypothetical protein 0,228

SA0326 conserved hypothetical protein 0,334

SAQ0327 conserved hypothetical protein 0,449

SA0331 conserved hypothetical protein 0,378
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Gen Name Funktion Ratio

SA0336 hypothetical protein 1,907

SA0346 hypothetical protein, similar to cystathionine beta-lyase 0,441

SA0347 hypothetical protein, similar to cystathionine gamma 0,486
synthetase

SA0359 conserved hypothetical protein 0,479

SA0395 hypothetical protein 0,386

SA0400 hypothetical protein 3,128

SA0412 conserved hypothetical protein 0,365

SA0417 hypothetical protein, similar to sodium-dependent 0,325
transporter

SA0420 hypothetical protein, similar to ABC transporter ATP- 0,396
binding protein

SA0421 hypothetical protein, similar to ABC transporter 0,393
permease protein

SA0422 hypothetical protein, similar to lactococcal lipoprotein 0,377

SA0423 hypothetical protein, similar to autolysin (N- 0,379
acetylmuramoyl-L-alanin amidase)

SA0499 conserved hypothetical protein 2,593

SA0502 hypothetical protein, similar to ribosomal protein 6,672

SA0511 hypothetical protein, similar to UDP-glucose 4- 0,358
epimerase related protein

SA0583 hypothetical protein, similar to Na+/H+ antiporter 0,412

SA0584 conserved hypothetical protein 0,382

SA0585 conserved hypothetical protein 0,247

SA0588 conserved hypothetical protein 0,256

SA0589 hypothetical protein, similar to ABC transporter ATP- 0,281
binding protein

SA0590 hypothetical protein, similar to iron dependent 0,312
repressor
hypothetical protein 0,397

SA0606 conserved hypothetical protein 0,451

SA0648 conserved hypothetical protein 4,216

SA0652 hypothetical protein, similar to transcription regulation 0,442
protein

SA0653 hypothetical protein, similar to transcription repressor 0,369
of fructose operon

SA0663 hypothetical protein 1,892

SA0674 hypothetical protein, similar to anion-binding protein 2,025

SA0721 conserved hypothetical protein 0,492

SA0738 hypothetical protein 5,771
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Gen Name Funktion Ratio

SAQ0752 hypothetical protein 0,365

SA0753 conserved hypothetical protein 0,468

SA0775 conserved hypothetical protein 1,918

SA0777 hypothetical protein, similar to nitrogen fixation 2,004
protein NifU

SA0817 hypothetical protein, similar to NADH-dependent 0,353
flavin oxidoreductase

SA0830 conserved hypothetical protein 1,940

SA0849 hypothetical protein, similar to peptide binding protein 0,417
OppA

SA0850 hypothetical protein, similar to oligopeptide ABC 0,414
transporter oligopeptid binding protein

SA0886 hypothetical protein, similar to lactococcin 972 0,449
immunity factor

SA0949 conserved hypothetical protein 1,654

SA0975 conserved hypothetical protein 7,188

SA0976 conserved hypothetical protein 1,783

Sal004 hypothetical protein, similar to fibrinogen-binding 0,269
protein

SA1071 conserved hypothetical protein 2,311

SA1108 conserved hypotehtical protein 1,923

SA1217 hypothetical protein, similar to negative regulator 0,407
PhoU

SA1219 hypothetical protein, similar to phosphate ABC 0,441
transporter

SA1220 hypothetical protein, similar to phosphate ABC 0,387
transporter

SA1270 hypothetical protein, similar to amino acid pearmease 0,251

SA1356 conserved hypothetical protein 3,296

SA1420 conserved hypothetical protein 2,212

SA1426 conserved hypothetical protein 2,142

SA1472 conserved hypothetical protein 5,138

SA1552 hypothetical protein 0,437

SA1577 hypothetical protein, similar to FmtB protein 0,475

SA1590 hypothetical protein 0,347

SA1610 hypothetical protein 0,399

SA1726 hypothetical protein 0,291
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SAl764 hypothetical protein 6,198
SAL1767 hypothetical protein 0,34
SA1768 hypothetical protein 0,229
SA1769 hypothetical protein 0,431
SAl774 hypothetical protein 0,488
SA1775 hypothetical protein, similar to scaffolding protein 0,293
[Bacteriophage phiN315]
SAL776 hypothetical protein 0,486
SAL7T7 hypothetical protein 0,304
SA1782 hypothetical protein 0,219
SA1786 hypothetical protein 0,426
SA1787 hypothetical protein 4,253
SA1797 hypothetical protein 0,384
SA1798 hypothetical protein 2,577
SA1809 hypothetical protein 2,146
SA1825 hypothetical protein 3,636
SA1828 hypothetical protein 2,138
SA1833 hypothetical protein, similar to transcription regulator 8,155
SA1849 conserved hypothetical protein 0,434
SA1850 conserved hypothetical protein 0,474
SA1860 hypothetical protein, similar to acetolactate synthase 0,349
smal unit
SA1912 hypothetical protein 2,149
SA1934 hypothetical protein 0,476
SA1983 hypothetical protein 0,421
SA1988 hypothetical protein, similar to alginate lyase 0,374
SA1990 conserved hypothetical protein 0,405
SA1999 hypothetical protein, similar to regulatory protein, SIR2 0,458
family
SA2002 hypothetical protein, similar to transcription regulator 0,432
MerR family
SA2007 hypothetical protein, similar to alpha-acetolactate 0,497
decarboxylase
SA2049 hypothetical protein 3,507
SA2050 conserved hypothetical protein 2,383
SA2081 hypothetical protein, similar to urea transporter 0,412
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SA2091 hypothetical protein 0,455

SA2092 hypothetical protein, similar to transcription regulator 0,401

SA2111 hypothetical protein, similar to 6-carboxyhexanoate-- 0,322
CoA ligase

SA2112 hypothetical ~ protein,  similar to  §-amino-7- 0,297
oxononanoate synthase

SA2117 hypothetical protein, similar to Na+/H+ antiporter, 0,487
putative

SA2119 hypothetical protein, similar to dehydrogenase 0,355

SA2125 hypothetical protein, similar to formiminoglutamase 0,401

SA2125 hypothetical protein, similar to transcriptional regulator 0,485

SA2131 conserved hypothetical protein 0,442

SA2143 conserved hypothetical protein 3,372

SA2161 hypothetical protein, similar to attachment to host cells 0,536
and virulence

SA2174 hypothetical protein, similar to transcriptional regulator 0,498

SA2175 hypothetical protein, similar to small heat shock protein 0,464

SA2178 hypothetical protein, similar to transcriptional regulator 0,321

SA2179 hypothetical protein, similar to response regulators of 0,188
two-component reolarory system

SA2180 hypothetical protein, similar to two component sensor 0,206
histidine kinase

SA2183 hypothetical protein, similar to nitrate reductase delta 0,156
chain

SA2189 hypothetical protein, similar to NirR 0,216

SA2190 conserved hypothetcial protein 0,336

SA2193 conserved hypothetical protein 0,478

SA2216 hypothetical protein, similar to ABC transporter, ATP- 0,472
binding protein

SA2217 hypothetical ~ protein, similar to  lipoprotein 0,442
innermembrane ABC-transporter

SA2230 hypothetical protein, similar to beta-lactamase 0,441

SA2232 hypothetical protein, similar to 2-dehydropantoate 2- 0,415
reductase

SA2238 conserved hypothetical protein 0,478

SA2242 conserved hypotehtical protein 0,411

SA2244 hypothetical protein, similar to endo-1,4-beta- 0,467
glucanase

SA2248 hypothetical protein, similar to glutamate synthase 0,429
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SA2256 conserved hypothetical protein 0,385
SA2260 hypothetical  protein, similar to glucose 1- 0,305
dehydrogenase
SA2262 conserved hypothetical protein 0,328
SA2266 hypothetical protein, similar to oxidoreductase 0,479
SA2268 hypothetical protein 0,453
SA2279 hypothetical protein, similar to phosphomannomutase 0,453
SA2281 hypothetical protein 0,441
SA2282 hypothetical protein 0,344
SA2283 conserved hypothetical protein 0,337
SA2300 hypothetical protein, similar to glucarate transporter 0,369
SA2301 hypothetical protein, similar to alkaline phosphatase 0,319
SA2302 hypothetical protein, similar to ABC transporter 0,378
SA2303 hypothetical protein, similar to membrane spanning 0,370
protein
SA2313 conserved hypothetical protein 0,429
SA2339 hypothetical protein, similar to antibiotic transport- 0,303
associated protein
SA2342 hypothetical protein, similar to O-acetyltransferase 0,366
SA2362 conserved hypothetical protein 0,426
SA2365 hypothetical protein, similar to short chain 0,413
oxidoreductase
SA2368 hypothetical protein, similar to cobalamin synthesis 0,405
related protein CobW
SA2373 hypothetical protein 0,436
SA2378 conserved hypothetical protein 0,392
SA2381 hypothetical protein 0,389
SA2396 hypothetical protein, similar to amino acid transporter 0,428
SA2397 hypothetical protein, similar to pyridoxal-phosphate 0,455
dependent amylotransferase
SA2407 conserved hypothetical protein 0,477
SA2439 conserved hypothetical protein 0,422
SA2440 hypothetical protein 0,428
SA2441 hypothetical protein, similar to lipopolysaccharide 0,380
biosynthesis protein
SA2444 hypothetical protein 0,447
SA2447 hypothetical protein, similar to streptococcal 0,165
hemagglutinin protein
SA2448 conserved hypothetical protein 0,381
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SA2466 hypothetical protein, similar to phosphoribosyl- 0,374
formimino-5-aminoimidazole carboxamide ritodide
isomerase

SA2470 hypothetical  protein, similar ~ to  histidinol 0,365
dehydrogenase

SA2472 hypothetical protein, similar to ATP phosphoribosyl- 0,381
transferase regulatory subunit

SA2473 hypothetical protein 0,486

SA2474 conserved hypothetical protein 0,459

SA2477 conserved hypotehtical protein 0,496

SA2496 hypothetical protein 0,404

SA320 hypothetical protein, similar to PTS fructose-specific 0,104
enzyme [IBC component

SAS001 Conserved hypothetical protein 0,447

SAS008 hypothetical protein 0,454
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