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1. Einleitung

1.1 Klinische Relevanz von Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes ist ein ausschliellich humanpathogener, weltweit verbreiteter
Erreger. Die genaue Zahl der durch Streptokokken verursachten Erkrankungen pro Jahr ist
unbekannt. Schatzwerte gehen jedoch von jahrlich 663.000 neuen Féllen schwer
verlaufender Streptokokkeninfektionen mit mindestens 163.000 Todesféllen aus (Carapetis
et al., 2005). Typische Kolonisationsorte bei Infektionen des Menschen sind Haut und
Rachen. Zumeist verursacht das Bakterium lokale, eitrige, nicht-invasive Infekte wie
Pharyngitis, Tonsillitis, Impetigo oder Erysipel. Bei Infektionen mit bestimmten Serotypen und
haufiger auch in Patienten mit pradisponierenden Grunderkrankungen kommt es in seltenen
Fallen zu generalisierten Infektionen von Geweben mit anschlieRender nekrotisierender
Fasziitis oder Sepsis (Cunningham, 2000).
Generell werden die Infektionen des Menschen mit S. pyogenes in drei verschiedene
Verlaufsformen eingeteilt (Podbielski and Kreikemeyer, 2004):
1. Lokale, Oberflachen-assoziierte Infektionen auf der Haut und Schleimhaut wie
Impetigo, Pharyngitis oder Tonsillitis.
2. Systemisch invasive Infektionen wie nekrotisierende Fasziitis, Scharlach oder
Streptococcal-Toxic-Shock-Syndrom (STSS).
3. Asymptomatische Besiedlung in Verbindung mit rezidivierenden lokalen oder
systemischen Infektionen.
Unabhéngig von einer Antibiotikatherapie kann die asymptomatische Besiedlung als Folge
einer lokalen Infektion eintreten (Adam et al., 2000; Markowitz et al., 1993; Pichichero et al.,
1999; Podbielski and Kreikemeyer, 2001).

1.2 Streptococcus pyogenes - Taxonomie und Serotypisierung

Eine 1933 verdffentlichte Arbeit von R. Lancefield beschrieb erstmals die serologische
Einteilung der hadmolysierenden Streptokokken in unterschiedliche Gruppen. 23 von 106
getesteten Stédmmen, die ausschlielBlich aus dem Menschen isoliert wurden, konnten
aufgrund des fir sie spezifischen Polysaccharid-Antigens in der Zellwand der Gruppe ,A®
zugeordnet und daher als Gruppe A Streptococcus (GAS) bezeichnet werden (Lancefield,
1933). GAS, oder auch Streptococcus pyogenes, ist ein Gram-positives, unbewegliches,

nicht zur Sporulation beféhigtes und Katalase-negatives Bakterium. Es ist kettenférmig oder
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paarweise angeordnet. Taxonomisch z&hlt S. pyogenes zur Gattung Streptococcus sowie
der Familie Streptococcaceae. Aufgrund seiner Fahigkeit des ausschlieRlich fermentativen
Zuckerabbaus unter Bildung von Laktat gehért S. pyogenes zur Ordnung der Lactobacilliales
(Patterson, 1996). Abbildung 1.1 zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von

S. pyogenes.

JEMFUniRo  S.pyogens M2 —— 2 pi .pyQg: Q L e = 5 Jjm ==

Abbildung 1.1: Rasterelektronische Aufnahme von S. pyogenes Serotyp M2 (links) und Serotyp
M6 (rechts). (Quelle: Lembke, 2009).

Eine geordnete Klassifizierung der Streptokokken, basierend auf der Produktion
unterschiedlicher Hdmolysine, wurde erstmalig von Schotmiller im Jahre 1903 (Williams et
al., 1932) vorgenommen. Darauf aufbauend teilte Brown (1919) die Streptokokken nach ihrer
Fahigkeit, rote Blutkérperchen zu lysieren, in drei Klassen ein.

1. Die a-Hamolyse fuhrt zu grinlich verfarbten Hoéfen um die Bakterienkolonien. Die so
genannte ,Vergrinung“ ist auf die Umwandlung des im Blutagar vorliegenden
Hamoglobins in Sulfhdmoglobin und Methdmoglobin zurtckzufthren.

2. Die B-Hamolyse fuhrt zu klaren Zonen um die Bakterienkolonien. Durch diesen
Vorgang werden die im Agar vorliegenden Erythrozyten vollstandig lysiert und das
freiwerdende Hamoglobin abgebaut.

3. Die y-Hamolyse ist dadurch gekennzeichnet, dass das Streptokokken-Wachstum zu
keiner morphologischen Veranderung des Blutagars fihrt.

S. pyogenes wird auf Grund seines Hamolyseverhaltens in die Klasse der
B-hamolysierenden Streptokokken eingeordnet und ist demnach in der Lage, Erythrozyten
mit Hilfe der extrazelluldren Toxine Streptolysin O (sauerstofflabil) und S (sauerstoffstabil)
vollstandig zu lysieren.

Fur die epidemiologische Differenzierung kénnen S. pyogenes-lsolate mit weiteren
Methoden typisiert werden. Dazu gehért die ebenfalls von Lancefield eingefihrte

serologische Typisierung nach dem M-Protein (Lancefield, 1928). Hierbei handelt es sich um
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ein Zellwandprotein, das von praktisch allen GAS-Stdmmen exprimiert wird. Die
antiphagozytdre Wirkung des M-Proteins macht es zu einem sehr wichtigen GAS-
Virulenzfaktor (Lancefield, 1962). Die Typisierung basiert auf den hypervariablen
Sequenzabschnitten im N-terminalen Bereich des M-Proteins. Bisher konnten mindestens 80
serologisch unterscheidbare M-Typen nachgewiesen werden (Facklam and Elliott, 1995). Bei
ca. der Halfte aller GAS-Isolate ist die Immunogenitdt des M-Proteins flr eine sichere
serologische M-Typisierung zu gering. Daher werden zuséatzlich molekularbiologische
Methoden wie die Sequenzierung desjenigen Bereiches des emm-Gens, der den N-
Terminus des M-Proteins kodiert, oder emm-Typ-spezifische PCRs eingesetzt. Mit dieser
molekularbiologischen Typisierung lassen sich 150 GAS M-Serotypen unterscheiden (Beall
et al., 1996; Kaufhold et al., 1994; Podbielski et al., 1991; Podbielski et al., 1992).

Zusatzlich zur M-Typisierung besteht die Méglichkeit der serologischen Differenzierung auf
der Basis eines weiteren Zellwandproteins, dem T-Antigen. T-Antigene sind Pili-Proteine
(Mora et al., 2005; Nakata et al., 2009b). Zum jetzigen Zeitpunkt sind mehr als 25 T-Antigene
bekannt. Ein einzelnes T-Antigen kann mit mehreren M-Typen assoziiert sein.

Eine weitere Moglichkeit GAS zu typisieren ist die Einteilung der GAS in SOF-positive und
SOF-negative Isolate (Top, Jr. and Wannamaker, 1968a; Top, Jr. and Wannamaker, 1968b).
Diese Typisierung beruht auf der Expression des Serumopazitatsfaktors, einer Proteinase,
welche die Freisetzung von Fettsduren aus Fetttransport-Komponenten in Sdugetierseren
und in der Folge die Ausféllung (Opazitdt) von unl6slichen Fettsduresalzen bewirkt

(Kreikemeyer et al., 1999a; Saravani and Martin, 1990; Serrano et al., 1996).

1.3 Adhésine, GAS-Adhidrenz und Wirtszell-Internalisierung

S. pyogenes ist fahig spezifisch an eukaryote Zielzellen zu adhérieren, in diese zu
internalisieren und dort flr einen langeren Zeitraum zu Uberdauern (Courtney et al., 2002a;
Kreikemeyer et al., 2004b; Molinari and Chhatwal, 1999; Podbielski and Kreikemeyer, 2001).
Innerhalb der Wirtszelle liegen die Streptokokken entweder im nicht-aktivierten
Phagolysosom vor oder befinden sich im Zytoplasma. So kénnen sie Uber mehrere Tage,
Wochen oder auch Monate ohne Einschrénkung ihrer Vitalitat persistieren (Cleary and Cue,
2000). Diese beschriebene Fahigkeit von GAS ist mit der Expression zahlreicher indirekt
oder direkt an Wirtszellen wirkender sezernierter und/oder oberflachenlokalisierter
Virulenzfaktoren assoziiert. Entsprechend ihrer Funktion werden die Virulenzfaktoren in
Adhasine/lnvasine, Aggressine und Immunmoduline eingeteilt. lhr Vorkommen und ihre

Expression sind GAS-Serotyp-spezifisch. Eine detaillierte Ubersicht tber die GAS-



Einleitung -8-

Virulenzfaktoren liefert die Arbeit von Cunningham (Cunningham, 2000). Nur eine Auswahl
der wichtigsten Adhasine soll im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Die Produktion von Adhasinen ist die Voraussetzung fir die erfolgreiche Kolonisierung des
Wirtes und gegebenen Falls die anschliefende Invasion oder Internalisierung. Die
Expression der Adhasine wird durch wechselnde Umwelteinflisse, Wachstumsbedingungen
oder durch die Gegenwart humaner Zielstrukturen ausgeldst und reguliert (Courtney et al.,
2002a; Kreikemeyer et al., 2004b).

Die Mehrzahl der bekannten Adhasine sind Oberflachenproteine. lhr Vorkommen und ihre
Expression sind GAS-Serotyp-spezifisch. Auf Grund vieler struktureller und funktioneller
Ahnlichkeiten werden die meisten GAS-Adhéasine der Proteinfamilie der MSCRAMMs
(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) zugeordnet. Sie
binden wirtseigene Matrixproteine, wie z. B. Fibronektin, Fibrinogen und Kollagene (Patti et
al., 1994).

Fibronektin-bindende Proteine, wie Protein F1 (Sfbl; streptococcal fibronectin binding
protein 1; (Hanski and Caparon, 1992; Talay et al., 1992)) oder Protein F2 (PrtF2;
(Kreikemeyer et al., 2004d)) ermdglichen S. pyogenes den initialen Kontakt mit den
Epithelzellen (Cue and Cleary, 1998b; Greco et al., 1995; Jadoun et al., 1998; LaPenta et al.,
1994; Molinari et al., 1997). Die daraus resultierende Fibronektin-vermittelte Internalisierung
in die eukaryoten Zellen ist abhangig von wirtseigenen, intrazellularen Enzymen, wie z.B.
Phosphotidylinositol-3-Kinase (PI3K) und Integrin-linked-Kinase (ILK; (Wang et al., 2006;
Wang et al., 2007)). ILK ist eine Serin-Threonin-Kinase, die mit zytoplasmatischen Doméanen
der B-Integrine interagiert. Damit ist ILK ein zentrales Molekil des Fibronektin-Integrin-
vermittelten Austausches der Zelle mit der Umwelt. Zuséatzlich ist ILK fiir die Neuordnung des
Zytoskeletts verantwortlich (Hannigan et al., 1996; Persad and Dedhar, 2003b).

Abgesehen von Matrixproteinen kénnen GAS auch zahlreiche Plasmaproteine binden. Ein
wichtiger Vertreter ist Plasminogen. Plasminogen ist ein Glycoprotein, welches im
Blutplasma vorkommt (Dano et al., 1985a). Es ist die Vorstufe von enzymatisch aktiven
Plasmin und wird durch Spaltung des Molekiils zwischen Arg®® und Val*®' aktiviert. Die
Spaltung wird einerseits durch eukaryote Aktivatoren, wie Urokinase-Plasminogen-Aktivator
(uPA) und Tissue-Plasminogen-Aktivator (tPA), andererseits bei einer Infektion mit GAS
durch Streptokinase (Ska) erreicht. Die aktive Serin-Protease Plasmin kann u.a. Strukturen
des Bindegewebes, extrazelluldre Matrix (ECM) und Thrombosen auflésen (Dano et al.,
1985a; Walker et al., 2005). Mit seinen finf Kringle-Doménen kann Plasminogen mit
unterschiedlichen Liganden eine Bindung eingehen (Ponting et al., 1992a).

Adhasine, die Plasminogen binden kénnen, werden von Gruppe A, C und G Streptokokken
exprimiert (Lahteenmaki et al., 2001). GAS kénnen Plasminogen entweder direkt, Uber

spezifische Adhasine, oder indirekt binden. Die indirekte Bindung erfolgt erst Gber die
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Interaktion mit Fibrinogen, der Vorstufe von Fibronektin, und anschlieRender Bindung der
Plasminogenmolekiile (Lottenberg et al., 1992a). Die direkte Bindung erfolgt uber
Oberflachen-assoziierte Proteine. Das sind Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH; (Broder et al., 1991; Pancholi and Fischetti, 1992); SDH (Jin et al., 2005)), Enolase
(SEN; streptococcal surface enolase; (Pancholi and Fischetti, 1998)), PAM (plasminogen-
binding group A streptococcal M protein; (Berge and Sjobring, 1993)) und Prp (PAM-related
protein; (Sanderson-Smith et al., 2007)). Des Weiteren kénnen GAS ein nephritogenes
Protein, das Plasminogen bindet, sekretieren (Poon-King et al., 1993). Die Tatsache, dass
eine enorme Zahl an Oberflachen-assoziierten GAS-Proteinen Plasminogen bindet, deutet
darauf hin, dass Plasminogen in der GAS-Pathogenese eine wichtige Rolle spielt. Pancholi
und Kollegen zeigten in einer Publikation von 2003, dass die Bindung von Plasminogen die
Adhérenz der Streptokokken an laryngeale Detroit-Zellen signifikant verstérkt (Pancholi et

al., 2003). Jedoch wurden die Internalisierungsmechanismen nicht weiter untersucht.

1.4 Virulenzregulation und ERES-Pathogenitéatsinsel

Um die initiale Adhasion an eukaryote Zielstrukturen und die damit verbundene
Kolonialisierung des Wirtes zu gewabhrleisten, bedlrfen die Gruppe A Streptokokken einer
streng kontrollierten, variablen und gleichzeitig exakt koordinierten Expressionsregulation
von Virulenzfaktoren. Humanpathogene Bakterien wie S. pyogenes missen flr eine
erfolgreiche Pathogenese mit adaptiven Leistungen gezielt auf Umgebungseinflisse
reagieren kénnen. Die Genregulation wird durch einzelstdndige Transkriptionsregulatoren
(stand-alone-Regulatoren) und Zwei-Komponenten-Signaltransduktionssysteme erzielt
(Parkinson and Kofoid, 1992). Fur mehrere von S. pyogenes exprimierte Zwei-
Komponententen-Systeme und einzelstandige Transkriptionsregulatoren wurde bereits eine
Beteiligung an Wirt-Pathogen-Interaktionen nachgewiesen (Kreikemeyer et al., 2001; Musser
and DelLeo, 2005; Sitkiewicz and Musser, 2006). Eine gute Ubersicht liefert die Arbeit von
Kreikemeyer (Kreikemeyer et al., 2003b). Die am l&ngsten bekannten und bisher am besten
untersuchten stand-alone-Regulatoren sind die globalen Positivregulatoren Mga (multiple
gene regulator of GAS) und RofA (regulator of fibronectin binding protein in GAS). Sie sind
mit assoziierten Virulenzgenen in distinkten genomischen Regionen organisiert.

Mga ist ein wichtiger Faktor der Virulenzkontrolle im exponentiellen Wachstum von
S. pyogenes. Er kodiert gemeinsam mit Virulenzgenen, wie z. B. den Genen fir M-Protein
(emm) und C5-Peptidase (scpA), im Mga-Locus (Mclver et al., 1995). Die Expression von
Mga ist autoreguliert und wirkt direkt und indirekt positiv auf mehrere Virulenzgene (Ribardo
and Mclver, 2006). Von besonderem Interesse ist die Interaktion mit den Regulatoren der
RALP-Familie (RofA like proteins).
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Ralp-Regulatoren wurden in vier verschiedenen Formen beschrieben. RofA, auch Ralp1
genannt, und Nra (negagtive regulator of group A streptococci; Ralp2) sind Regulatoren der
FCT-Region (fibronectin-/collagen-binding T-Antigen-region) und kommen Serotyp-spezifisch
vor (Bessen and Kalia, 2002; Fogg and Caparon, 1997; Kreikemeyer et al., 2004d;
Podbielski et al., 1999). Die FCT-Region ist ebenfalls ein distinkter genomischer Locus und
kodiert fiir eine Reihe Virulenzfaktoren, wie z.B. sfbl, prtF2 und cpa (collagen-binding protein
of group A streptococci; (Kreikemeyer et al., 1999a; Kreikemeyer et al., 2004d; Podbielski et
al., 1999)). Globale, genomweite Transkriptomanalysen im Nra-kodierenden FCT-3 Serotyp
GAS M49 ergaben, dass Nra an der Regulation eines weiteren Regulators beteiligt ist, der
ebenfalls der RALP-Familie zugeordnet werden konnte. Dieser wurde als Ralp3 (RofA like
protein type regulator 3) bezeichnet (Kreikemeyer et al., 2007b) und ist ein weiteres Mitglied
des regulatorischen Netzwerkes in S. pyogenes M49.

In silico-Analysen sagten die Prédsenz von ralp3-homologen Genen in den Serotypen M1,
M4, M12, M28 und M49 voraus. In diesen Serotypen ist der putative Transkriptionsregulator
Ralp3 mit den drei Virulenzfaktor-kodierenden Genen epf, eno und sagA assoziiert. Das Gen
eno kodiert fir das Oberflachen-assoziierte Enzym Enolase und ist gleichzeitig ein
Plasminogen-bindendes Protein (Kolberg et al., 2006). Streptolysin S, das fir die [-
Hamolyse verantwortlich ist, wird durch sagA kodiert und der extrazelluldre Virulenzfaktor
Epf durch epf. Die Gene eno und sagA bilden den sogenannten ES-Genblock, der in allen
Serotypen vorkommt (Kreikemeyer et al., 2007b). AusschlieRlich in den Serotypen M1, M4,
M12, M28 und M49 ist der aus ralp3 und epf bestehende RE-Genblock in die Mitte des ES-
Genblocks integriert und komplettiert die ERES-Region. Zusatzlich zum RE-Genblock enthélt
die ERES-Region dieser Serotypen zwei offene Leseraster, spy0566 und spy0567 die
Homologien zu Transposasen aufweisen (Kreikemeyer et al., 2007b). Auf Grund des
Vorhandenseins solcher Transposase-Genfragmente, der Organisation der ERES-Region,
des signifikant erhdhten GC-Gehaltes und der Abwesenheit des RE-Genblocks in einigen
Serotypen, stellt die ERES-Region, so wie die FCT-Region, eine mégliche Pathogenitétsinsel
dar (Hacker et al., 1997). In der Abbildung 1.2 ist die ES-/ERES-Region dargestellt.
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ES-Region
M2; M3 0563 eno sagA
Ms; M6 (- —
M18
ERES-Region Transposasen
0563 eno \ | ralp3 epf sagA
M9 (- —(miE) e | —
M1; M4 |
M12; M28 SNoRNA —
’ 1kbp

Abbildung 1.2: ES/ERES-Region verschiedener GAS Serotypen ((Kreikemeyer et al., 2007b),
mod.). 0563, offener Leserahmen unbekannter Funktion; eno, Enolase; sagA, Streptolysin S

Precurser; ralp3, RofA like protein type regulator 3; epf, extrazellularer Proteinfaktor.

Neben Ralp3 ist in der ERES-Region zuséatzlich das extrazellular lokalisierte Protein Epf
kodiert. Das von Serotyp M49 synthetisierte Epf hat eine Masse von etwa 207 kDa
(Kreikemeyer et al., 2007b). Die Aminosauresequenz dieses Proteins ist zu 13 % identisch
mit dem Epf-Protein aus Streptococcus suis, einem Pathogen fiir Schweine, welches aber
auch Zoonosen beim Menschen verursachen kann (Smith et al., 1993; Vecht et al., 1991).
Vergleichende in silico Analysen der Epf-Proteine aus den Serotypen M1, M4, M12, M28 und
M49 von S. pyogenes ergaben signifikante GréRenunterschiede. Gemeinsam haben alle ein
Signalpeptid im N-terminalen (AS 1-34) und ein LPXTG-&hnliches Motiv im C-terminalen
Bereich. Profilanalysen der Aminosduresequenz aus M49 ergaben fir den Bereich AS 387-
1841 16 Repeats. Diese repetitiven Aminosauresequenzen reprasentieren Doméanen
unbekannter Funktion (DUF1542). Auf Grund unterschiedlicher Anzahlen an DUF1542 (Pfam
accsesion no: PF00746) haben die Epf-Proteine aus verschiedenen Serotypen
unterschiedliche Gréf3en. Abbildung 1.3 zeigt schematisch die Doméanenstruktur des Epf-

Proteins aus M49.

1 300 600 900 1200 1500 1800 AS
I I I I I I I

—— O H OO+

. Signalpeptid
|:| Doméne unbekannter Funktion (DUF1542)

| Transmembrandoméane

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung von Epf aus Streptococcus pyogenes Serotyp M49.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Es ist bereits bekannt, dass Ralp3 innerhalb der ERES-Region die Transkription von epf
positiv und die von sagA negativ beeinflusst. Nra, das die FCT-Region reguliert, ist negativ
autoreguliert und reprimiert die Transkription der Gene cpa und prtF2 (Kreikemeyer et al.,
2007b). Mga, Regulator des Mga-Locus, ist positiv autoreguliert und hat einen positiven
Einfluss auf die Transkription der Gene fcrA, emm, enn und scpA, die im Mga-Locus
lokalisiert sind (Mclver et al., 1995). Jedoch wurden auch gegenseitige Einflisse zwischen
Nra-Ralp3 und Nra-Mga nachgewiesen. Wahrend Nra die Transkription von Ralp3 und Mga
reprimiert, haben sowohl Mga als auch Ralp3 einen positiven Einfluss auf Nra-Transkription
(Kreikemeyer et al., 2007b). Die Regulationsmuster sind in der Abbildung 1.4 schematisch
zusammengefasst. Eine gute Ubersicht iber das GAS-Transkriptom unter unterschiedlichen
Bedingungen liefert die Arbeit von Fiedler et al. (Fiedler et al., 2010b).

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, den Einfluss von Ralp3 auf die Virulenz-relevanten
Merkmale des S. pyogenes Serotyps M49 zu untersuchen, die Ergebnisse mittels globaler
Transkriptomanalysen zu Uberprifen und Ralp3 in das regulatorische Netzwerk von
S. pyogenes einzuordnen. Zusatzlich wurde die Fahigkeit von Epf an humane Zielstrukturen

zu adharieren untersucht.

0563 eno ralp3 sagA
ERES  [EE) (0 mEE) hﬂ(}: ‘ 1

v |

nra| J_ J_ cpa lepA fctA srtC2 fctB mstJ_ prtF2
FCT aca =) De)e)s) (a ) (=

mga/ L forA SCpA — positive Regulation
Mga-Locus ‘ ﬂ ‘ ﬂ I negative Regulation
1 kbp

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Ralp3-Nra-Mga regulatorischen Netzwerks in
GAS M49 ((Kreikemeyer et al., 2007b), mod.). 0563, offener Leserahmen unbekannter Funktion;
eno, Enolase; ralp3, RofA like protein type regulator 3; epf, extrazelluldrer Proteinfaktor; sagA,
Streptolysin S Precurser; nra, negative regulator of group A streptococci; cpa, collagen-binding protein
of group A streptococci; lepA, Signalpeptidase [; fctA, Pilus-Protein A; srtC2, Sortase C2, fctB, Pilus-
Protein B, msmR, multiple sugar metabolism regulator; prtF2, Protein F2; mga, multiple gene regulator
of GAS; ferA, Immunglobulin Fc-Rezeptor; emm, M-Protein; enn, EnnX-Protein; scpA, C5A-Peptidase.
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In der Adhdrenz der Bakterien an humane Zellen spielen wirtseigene Proteine eine
entscheidende Rolle. Plasminogen, ein Glykoprotein welches im Plasma vorkommt, wird von
mehreren Oberflachen-assoziierten Proteinen der Streptokokken gebunden. Einige
Publikationen belegen, dass Plasminogen den Bakterien eine verstdrkte Adhdrenz an
humane Epithelzellen ermdéglicht (Pancholi et al., 2003; Pancholi and Fischetti, 1998). Wie
jedoch die initialen Kontakte zustande kommen und wie die anschlieRende Internalisierung
der Bakterien ablauft, wurde bisher nicht untersucht. Ziel war es, die Rezeptoren der
Wirtszellen zu identifizieren und die der Internalisierung zu Grunde liegenden Signalwege

innerhalb der Epithelzellen zu untersuchen.
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2. Material und Methoden
2.1 Chemikalien, Enzyme, Antikorper und Kits

In der Tabelle 2.1 sind die Enzyme und Chemikalien aufgelistet, die zur Herstellung von

Puffern und Lésungen verwendet wurden.

Tabelle 2.1: Chemikalien und Enzyme

Chemikalie/ Enzym

Hersteller

Acrylamid-Bis (Fertiglésung 40 %)
Agar (Agar technical No. 3)

Agarose (peqGOLD Universal Agarose)

Akt1/2 kinase inhibitor
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Anhydrotetracyclin (AHT)
Aprotinin bovine

BamHlI

Beta-Mercaptoethanol
Bradford Reagenz
Brain-Heart-Infusion (BHI)
Bromphenolblau Natrium-Salz
Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cy3 dCTP

Cy5dCTP

Cytochalasin D
D-Desthiobiotin
Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H,O
DL-Dithiothreitol
D-Val-Leu-Lys 4-nitroanilide
dihydrochloride

E-64

EcoRI (2.500 U)

Erythromycin

Essigséaure

Merck KGaA, Darmstadt

Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England
peqlLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
IBA GmbH, Géttingen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Minchen
Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England
Serva, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

J.T.Baker, Deventer, Holland

Merck KGaA, Darmstadt

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Serva, Heidelberg

J.T.Baker, Deventer, Holland
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Ethanol (absolut)

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA;

Triplex 111)

Glu-Plasminogen

Glucose

Glycin

Glycerin (99 %)

HABA

Harnstoff

Hefeextrakt

Human integrin o434 Triton X-100
formulation purified protein
Human integrin asB4 Triton X-100
formulation purified protein
Human integrin a,Bs Triton X-100
formulation purified protein
Hyaluronidase

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumphosphat

Kanamycin A, Monosulfat aus
Streptomyces kanamyceticus
Latrunculin B

LB Broth Base

LY-294,002 hydrochloride
Lys-Plasminogen

Lysozym, Muramidase aus
Huhnereiweil}

Methanol

Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)

Mutanolysin aus S. globisporus

Natriumacetat

Zentralapotheke des Klinikums,

Universitat Rostock

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Chromogenix, Italien

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England
Millipore, Billerica, MA, USA

Millipore, Billerica, MA, USA

Millipore, Billerica, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Zentralapotheke des Klinikums,

Universitat Rostock

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Invitrogen, Paisley, Schottland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Haemtech, Vermont, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

J.T.Baker, Deventer, Holland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
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Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat x H,O
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
N-Benzoyl-Pro-Phe-Arg-p-nitroanilide
hydrochloride

Phenol (Roti®- Phenol)
Phosphorséaure

Phusion Taq Polymerase

Plasmin

PNGase F (15000 Units)

Pstl (2.500 U)

Rinderserumalbumin (BSA)

RNase from bovine pancreas
Rubidiumchlorid

Sall (2.500 U)

Salzsaure

SignalSilence® Control siRNA
(Fluorescein Conjugate)
SignalSilence® ILK1 siRNA (Human
Specific)

Spectinomycin Dihydrochlorid x 5 H,O
Strep-Tactin-Sepharose

Sucrose

T4-DNA-Ligase
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Todd-Hewitt Broth-Fertigndhrmedium
TransPass™ R2 Transfection Reagent
Tris (Trizma®Base)

Tris-Hydrochlorid (Pufferan®)
Tween® 20

Wortmannin

Xhol (2.500 U)

Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Finnzymes, Hess. Oldendorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
NEB, MA, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck KGaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck KGaA, Darmstadt

Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

MP Biomedicals, LLC, Eschwege

IBA GmbH, Géttingen

Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Minchen
Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England
NEB, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Die fur die Detektion von auf Membranen transferierten Proteinen genutzten Antikérper sind

in Tabelle 2.2 aufgezeigt.
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Tabelle 2.2: Antikdrper

Antikorper/Substrat

Hersteller

Strep-Tactin AP-conjugate
BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate

P13 Kinase Class Ill (D4E2) XP™ Rabbit

mAB
Phospho-Akt (Ser473) Antibody

Anti-rabbit IgG, AP-linked Antibody

GAPDH (14C10) Rabbit mAB

a2-Antiplasmin (SERPINF2) Peptid
Akt Antibody

Monoclonal Anti-PLG antibody produced

in mouse
ILK1 (4G9) Rabbit mAB

IBA GmbH, Géttingen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

antikoerper-online.de, Aachen

Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA

Die zur Bearbeitung von Nukleinsduren verwendeten Kits sind in Tabelle 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3: Nukleinsaure-Kits

Kit Hersteller
QlAprep Spin®Miniprep Kit QIAGEN, Hilden
QIAquick® Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

,Colony-Fast-Screen® System
SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis
Kit

DNeasy Blood & Tissue Kit (250)

Fast RNA Blue Kit

Biozym, Oldendorf

Invitrogen, Darmstadt

QIAGEN, Hilden

MP Biomedicals, Frankreich
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2.2 Laborgerate, Materialien und Software

Tabelle 2.4: Laborgerite und Materialien

Laborgeréat/Material

Hersteller

24 Well Cell Culture Plates
Agarosegelelektrophoresekammern
Anaerocult®-Gefale
Analysenwaage Typ BP 4100S
Biofuge pico

Brutschrank HeraCell

Brutschrank Typ B6060

Coverslips

Deckglaser (12 mm &)

Elektroporationsklvetten (2 mm-Gap)

EppendorfgefalRe (1,5 und 2 ml)
Fluoreszenzmikroskop BZ 8.000

Geldokumentation

Gefrierschrank -80 T Typ Hera freeze

GENbox anaer System

Glasperlen

Heizblock Typ Thermostat 5320
Immun-Blot PVDF Membrane (0,2 um)
Impfésen

Inkubationsschttler Typ 3031
Inkubationsschuttler Typ KTM 100RP
Inkubator, wasserummantelt, geregelte

CO,-Atmosphare
Kihlzentrifuge Typ 5417 R

Kivetten 10 x 4 x 45 mm
Latex beads, amine-modified

polystyrene, fluorescent yellow-green

Greiner, Frickenhausen
Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Minchen
Merck KGaA, Darmstadt

Sartorius, Géttingen

Heraeus, Hamburg

Heraeus, Hamburg

Heraeus, Hamburg

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,
Sondheim

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,

Sondheim

peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Keyence, Neu-Isenburg

Intas Science Imaging Instruments
GmbH, Géttingen

Heraeus, Ham burg

Biomérieux Deutschland GmbH,
Nartingen

Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Minchen
Greiner, Darmstadt

GFL, Wunstorf

HLC, Bovenden

Heraeus, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Microbank ™-System
Mikroliterspritze
Mini-Vakuum-Pumpe Typ E1
Objekttrager

pH-Meter Typ MP 220

Picodrop Microlitre Spectrophotometer
Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Pipettenspitzen (10, 100, 1000 ul)
Pipettierhilfe ,Easypet®
Plastikréhrchen (10, 50 ml)

Ribolyser

Ribolyser Tubes

SDS-Gelkammern

Semi-Dry Transfer Cell Typ Trans-Blot®
SD

Sorvall RC5C Plus Zentrifuge (Dupont)
mit SS34-Rotor

Spannungsgeréte, Power Pac 3000
SpeedVac Concentrator, DNA 120-230

Spektrophotometer SmartSpec™ 3000
Standard-Wipptisch Typ WT15
Sterilbank Typ antair BSK

Sterilbank Arone Typ FC-640

Sterilfix, Injektionsfilter (0,2 ym)
Strep-Tactin® Superflow Saulen
Thermocycler (PCR) Typ T3
Thermomixer comfort

Ultraschallgerat UP2005 mit Sonotrode
S3

UV-Kammer, GS Gene Linker
UV-Kuvetten (10/2 mm, 220-1600nm)
UVpette

UVpetteTips flr Picodrop

Vortex-Genie Touch Mixer

Pro-Lab Diagnostics, Neston, England
Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Axon Lab AG, Baden-Dattwil
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,
Sondheim

Denver Instrument GmbH, Géttingen
Biozym, Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen

Hybaid, Teddington, England

Hybaid, Teddington, England
Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Minchen

Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Minchen

Sorvall Dtl. GmbH, Bad Homburg

Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Miinchen
ThermoElectronCorporation, Milford,
USA

Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Miinchen
Biometra, Géttingen

Telstar, USA

Safelab Systems LTD, England

Braun, Melsungen

IBA GmbH, Géttingen

Biometra, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Hielscher Ultrasonic GmbH, Teltow

Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Biozym, Oldendorf

Scientific Industries, Bohemia, USA
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Whatman Chromatografiepapier
Zentrifuge Varifuge 3.0R

Bio-Rad-Laboratorien GmbH, Miinchen

Heraeus, Hamburg

Zur elektronischen Datenverarbeitung wurde folgende Software verwendet:

- BZ observation application Software (Keyence, Neu-lsenburg)
- Geldokumentation

Instruments GmbH, Géttingen)

Intas GDS Application Software

(Intas Science Imaging

- Microsoft Office Programme (Word, Excel, PowerPoint; Microsoft, Redmond, USA)

- Nucleotide Analysis Tools, Reverse Complement (Institute of Transfusion Medicine

and Immunohaematology, Baden Wirttemberg)

- Picodrop 2v.08 zur Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen in L&sungen

(Biozym, Oldendorf)

- Reference Manager Version 10 for Windows (Isi Researchsoft™, Thomson Scientific,

USA)

2.3 Vektoren und rekombinante Plasmide

Fur die heterologe Expression von Epf-Proteinen wurde der Uberexpressionsvektor

pASK-IBA2 verwendet. Fir die homologe Expression von Ralp3 wurde der Vektor pAT18

verwendet. Alle weiteren Vektoren sind in der Tabelle 2.5 aufgelistet.

Tabelle 2.5: Vektoren

Vektorbezeichnung GroRe (bp) Relevante Herkunft
Charakteristika

pASK-IBA2 3.286 OmpA, Strep-Tag Il C- IBA,
terminal, mcs, f1 ori, Géttingen,
Amp~, tet p/o IMIKRO

pAT18 6.600 shuttle vector, oriR und (Trieu-Cuot et
orfE fir Replikation, oriT al., 1991)
fur Transfer, ErR, lacZa- IMIKRO
Reportergen, mcs

pAT18 ralp3 9.300 shuttle vector pAT18, IMIKRO

Insertion: ralp3 mit
putativem Promotor und

Terminator
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In der Tabelle 2.6 sind die wahrend dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Plasmide
dargestellt. Diese wurden in die Stammsammlung der Medizinischen Mikrobiologie der

Universitdt Rostock aufgenommen. Alle Plasmide haben Escherichia coli DH5a zum

Wirtsstamm.

Tabelle 2.6: Rekombinante Plasmide

rekombinantes Insertionsfragment  Herkunft endstindige
Plasmid (GroRe) Schnittstellen der
(GroRe) Insertion 5°/3°
pASK-IBA2_EpfN epfN S. pyogenes EcoRI/Sall
(4.441 bp) (1.155 bp) M49 (591)

pASK- epfDUF1-4 S. pyogenes EcoRI/Sall
IBA2_EpfDUF1-4 (1.230 bp) M49 (591)

(4.516 bp)

pASK- epfDUF1-16 S. pyogenes EcoRI/Sall
IBA2_EpfDUF1-16 (3.286 bp) M49 (591)

(7.429 bp)

2.4 Bakterienstaimme

Der Streptococcus pyogenes Serotyp M49 (591) Stamm ist ein Isolat, das von R. Litticken
(Aachen) zur Verfigung gestellt wurde. Aus diesem Stamm erfolgte die Konstruktion der
PCR-Amplifikate von ralp3- und epf~-Genen.

Escherichia coli DH5a (Gibco BRL, Eggenstein) diente als Wirt fir Plasmide, die zur
Herstellung von Knock-out-Mutanten und Uberexpressionsvektoren verwendet wurden.

Die in dieser Arbeit fir epidemiologische Untersuchungen verwendeten Bakterienstdmme
sind Bestandteil der Stammsammlung der Medizinischen Mikrobiologie. In der

nachfolgenden Tabelle 2.7 sind die Stdmme und ihre Herkunft aufgelistet.
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Tabelle 2.7: Fiir Versuche verwendete Bakterienstamme mit Herkunft

Bakterienstamm

Herkunft

Streptococcus pyogenes M2

Streptococcus pyogenes M2::ralp3

Streptococcus pyogenes M2 pAT18 mock

Streptococcus pyogenes M49
Streptococcus pyogenes M49 Aralp3

Streptococcus pyogenes M49 Aralp3::ralp3

Streptococcus pyogenes M49 epf
Streptococcus pyogenes M49 ska
Streptococcus pyogenes M49 speB
E. coli DH5a

Prager Referenzstamm, Tschechien
IMIKRO

IMIKRO

Aachen

IMIKRO

IMIKRO

IMIKRO

IMIKRO

IMIKRO

Gibco BRL, Eggenstein

2.5 Eukaryote Zelllinien

In den Standard-Adhéarenz, -Internalisierung und Beads-basierenden Versuchen wurden die

in der Tabelle 2.8 aufgelisteten eukaryoten Zelllinien verwendet. Alle Zelllinien sind

Bestandteil der Sammlung der Medizinischen Mikrobiologie.

Tabelle 2.8: Zelllinien

Zelllinie Beschreibung (Ursprung) Herkunft Medium
Ca9-22 gingivale Ephithelzellen DKFZ, EMEM,
(Mensch) Heidelberg 10 % (v/v) FKS
Detroit 562 Pharinx Karzinom (Mensch) DKFZ, DMEM:F12,
Heidelberg 2 mM L-Glutamin,
10 % (v/v) FKS
HaCaT Keratinocyten (Mensch) DKFZ, DMEM (high
Heidelberg glucose),
(Boukamp 2 mM L-Glutamin,
et al., 1988) 10 % (v/v) FKS
HEp-2 Larynx Karzinom (Mensch) DKFZ, DMEM, 1 mM
Heidelberg Pyruvat, 10 %
(v/v) FKS
J-774A1 Monozyten/Makrophagen DKFZ, DMEM, 10 % (v/v)
(Maus) Heidelberg FKS
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Die Anzucht der Zellen erfolgte in entsprechenden Medien (Tabelle 2.8). Die Zellen wurden

in Zellkulturflaschen (75 cm? Greiner Bio-Zone) in 25 ml Medium bei 37 € und einer

5 % CO,-Atmosphére angezogen. Zur Passage und Kultivierung wurden die Zellen von den

Flaschen durch Trypsinbehandlung abgel6st und in einer Birker-Zahlkammer gezahilt.

2.6 Nahrmedien und Zellanzucht

2.6.1 Ndahrmedien

Die Nahrmedien wurden nach der Herstellung bei 121 T und 1 bar Uberdruck autoklaviert.

Nachfolgend ist die Zusammensetzung der Nahrmedien bezogen auf 11 Gesamtvolumen

aufgeflhrt.
BHI-Medium: Brain-Heart-Infusion 37,0
THY-Medium: Todd-Hewitt-Broth 36,4
Yeast-Extrakt 5,0
LB-Medium: LB-Broth-Base 20,0
NaCl 4.5
pH

[(e]

g

g
7,5

Die Gram-positiven Spezies wurden entweder in Todd-Hewitt-Yeast-Medium (THY-Medium)

oder Brain-Heart-Infusion-Medium (BHI-Medium) angezogen. E. coli-Stdmme wurden in

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) kultiviert. Fir feste Medien erfolgte der Zusatz von 15 g

Agar pro Liter Medium.

Fur die Substratverwertungs-Versuche wurde ein chemisch definiertes Medium (CDM)

genutzt. Die Zusammensetzung des Mediums ist in der Publikation von van de Rijn et al.

(van, | and Kessler, 1980) zu finden.
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2.6.2 Medienzusatze

Tabelle 2.9: Antibiotika fiir E. coli-Medien

Zusatz Stammldsung Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml A. bidest., sterilfiltriert* 100 pg/ml
Spectinomycin 10 mg/ml A. bidest., sterilfiltriert* 100 pg/ml
Erythromycin 10 mg/ml Ethanol (96 % [v/v]) 300 pg/ml

Kanamycin 30 mg/ml A. bidest., steriffiltriert* 30 pg/ml

Tabelle 2.10: Antibiotika fiir S. pyogenes-Medien

Zusatz Stammlésung

Arbeitskonzentration

Spectinomycin 10 mg/ml A. bidest., sterilfiltriert*
Erythromycin 10 mg/ml Ethanol (96 % [v/V])
Kanamycin 30 mg/ml A. bidest., sterilfiltriert*

60 ug/ml
6 pg/ml
300 ug/ml

* Porengrof3e 0,22 um. Ethanolhaltige Lésungen wurden nicht sterilfiltriert.

2.6.3 Stammbhaltung

E. coli- und S. pyogenes-Stamme wurden fir max. 7 Tage auf LB- bzw. THY-Agar (2.6.1) bei

4 T gelagert. Zur Langzeitaufbewahrung wurde 1 ml Uber-Nacht-Kultur (12-16 h Inkubation)

mit 0,5 ml Glycerin (60 % [v/v] Glycerin) versetzt und bei -80 C oder entsprechend

Microbank™ (Pro-Lab Diagnostics, Neston, England) gelagert.

2.6.4 Zellanzucht

Die Anzucht aus den -80 T-Lagerkulturen (entsprech end Microbank™; Pro-Lab Diagnostics,

Neston, England) der Mikroorganismen erfolgte zuné&chst fir ca. 24 h auf entsprechenden

Agarplatten. Das Beimpfen von fliissigen Uber-Nacht-Kulturen erfolgte mit einer sterilen

Impfése.

Streptococcus pyogenes wurde generell bei 37 € und 5 % CO, kultiviert. E. coli-Stamme

wurden auf Agarplatten bei 37 C mit Raumluft inkubiert, FlUssigkulturen wurden bei

180 Upm geschdttelt.
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2.6.5 Messung der optischen Dichte

Fur das Erstellen von Wachstumskurven wurde stiindlich die Zunahme der Tribung Uber die
photometrische Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei 600 nm im Spektralphotometer
(Bio-Rad-Laboratories, Hercules CA, USA) verfolgt.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Isolierung chromosomaler DNA aus S. pyogenes

Die DNA aus S. pyogenes wurde aus 10 ml Uber-Nacht-Kultur nach Herstellerangaben mit
dem DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Hilden) isoliert. Die DNA wurde bei -20 T
gelagert.

2.7.2 Isolierung von Plasmid-DNA

2.7.2.1 Plasmid Mini-Praparation aus E. coli

Die Plasmidisolierung erfolgte nach Herstellerangaben mit dem QIAprep Spin® Miniprep Kit

(Qiagen, Hilden). Die Plasmide wurden bei -20 T ge lagert.

2.7.2.2 Plasmidschnellnachweis aus E. coli mittels ,,Colony-Fast-Screen“

Zum Nachweis von Plasmiden in Bakterienkolonien wurde ein ,Fast-Screen“ (Biozym, Hess.
Oldendorf) vorgenommen. Hierzu wurde die Kolonie mit einer sterilen Impfése vom
Nahrboden abgenommen und in 6 pl Loading dye suspendiert. Nach Zugabe von 16 pl
Lysispuffer wurden die Ansatze 10 min bei 70 T inkubiert und anschliefend mittels

Agarosegelelektrophorese analysiert.

2.7.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Isolierung der DNA aus Agarosegelen erfolgte nach den Herstellerangaben mit dem
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden).
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2.7.4 Enzymatische Modifikation von DNA

2.7.4.1 Restriktion von DNA

Die sequenzspezifische Hydrolyse von DNA mittels Restriktionsendonukleasen wurde unter
von den Herstellern empfohlenen Bedingungen (Tabelle 2.11) durchgefuhrt. Die Restriktion
von PCR-Produkten bzw. Plasmiden erfolgte in der Regel fir 3 h bis tGber Nacht bei 37 T.
Die DNA-Konzentration betrug maximal 500 ng/pl, der Enzymanteil maximal 2,5 % (v/v). Die
Reaktionen wurden bei Kontrollrestriktionen durch Zugabe von 6x Loding dye zu 20 pl
Reaktionsansatz, ansonsten durch Hitzeinaktivierung des Enzyms beendet. Die Volumina
wurden je nach Bedarf zwischen 20 yl und 80 pl variiert. Die vollstédndige Restriktion wurde
mittels Agarosegelelektrophorese (2.7.7) Uberprift. Sollten die hydrolysierten Fragmente
spater ligiert werden, wurde nach der Restriktion eine Na-Acetat-Féallung (2.7.6.2)
durchgeflhrt.

Tabelle 2.11. Restriktionsenzyme und Puffer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

Restriktionsendonuclease Puffer, Arbeitskonzentration

BamHlI B, 1x
EcoRI H, 1x
Pstl H, 1x
Sall H, 1x
Sphl H, 1x
Xhol H, 1x

2.7.4.2 Ligation

Die Ligationen wurden unter Berlicksichtigung der molekularen Verhaltnisse durchgefiihrt. In
der Regel wurden Vektor und Fragment im molekularen Verhaltnis von 1:5 eingesetzt. Das
Volumen der Ligationsanséatze betrug 20 ul. Die T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) wurde mit einer Konzentration von 0,1 U/ul im entsprechenden Ligationspuffer
eingesetzt. Die Ligationen erfolgten fir 16 h bei 16 C. Die T4-DNA-Ligase wurde
anschliefiend fur 10 min bei 65 T hitzeinaktiviert und die Ligationsansétze direkt fur die

Hitzeschock-Transformation (2.8.2) eingesetzt.
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2.7.5 In-vitro Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR; (Mullis and Faloona, 1987))

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurden gezielt DNA-Fragmente fir Klonierungen
hergestellt. Um eine mdglichst geringe Fehlerrate zu gewahrleisten, wurde fir die Reaktion
die Phusion-Polymerase eingesetzt. Diese besitzt eine 3°-5"-Proofreading- Exonuklease-
Aktivitat (New England Biolabs® Inc.).

2.7.5.1 Standard-PCR

Reaktionsansatz:

genomische Template-DNA 100,0 ng
Oligonukleotide 1,0 uM
dNTP-Gemisch (10 uM) 25 uM
Phusion-Polymerase 0,5 U
5x HF-Puffer 10,0
5x Q-Puffer 10,0 ul
A. bidest. il ad 50.0 pl

Die Reaktionen erfolgten nach folgendem Schema:

Reaktionszyklen:

Denaturierung 96 C 5 min 1x
Denaturierung 96 C 30-60 s

Anlagerung Tm (Primer) — 3-5 C 30-60 s 24x
Amplifikation 72 C 1 min/kbp Fragment
Amplifikation 72 C 5 min 1x

2.7.5.2 Primerdesign

Primer der Amplifikate fur die Klonierung wurden so konstruiert, dass am 5°- und am 3"-Ende
des Amplifikats unter Bildung von Fehlpaarungen Restriktionsschnittstellen eingefligt
wurden.

Die Berechnung der Schmelztemperaturen der Primer erfolgte mit der auf der Internetseite

http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html verfiigbaren Software.
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Die Primer wurden so konstruiert, dass das Auftreten von Sekundéarstrukturen bildenden
Nukleotidsequenzen vermieden wurde und Primer und Gegenprimer eine anndhernd gleiche

Schmelztemperatur aufwiesen.

2.7.6 Fallung von Nukleinsduren

2.7.6.11sopropanolfillung

Wassrige DNA-L&sungen wurden mit 0,7 Vol. Isopropanol versetzt und griindlich gemischt.
Die DNA konnte dann durch 30-minitige Zentrifugation bei 16.000 x g sedimentiert werden.
Nach Dekantieren des Uberstandes wurden die Pellets mit eiskaltem Ethanol (70 % [v/v])
gewaschen und anschlielend fir 10 min in der SpeedVac getrocknet. Das DNA-Sediment

wurde in A. bidest. aufgenommen.

2.7.6.2 Natriumacetat-Ethanol Fallung

Wassrige DNA-L6sungen wurden mit 0,1 Vol. Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 2,5 Vol.
eiskaltem Ethanol (96 % [v/v]) versetzt und grindlich gemischt. Nach der Inkubation fur 30-
60 min bei -80 T erfolgte wie oben beschrieben die weitere Behandlung (Zentrifugations-
und Waschschritte) (2.7.6.1). Diese Methode wurde vorrangig zur Aufkonzentrierung und

Reinigung von PCR-Produkten, Restriktionsansétzen sowie chromosomaler DNA genutzt.

2.7.7 Agarosegelelektrophorese (Sambrook and Gething, 1989)

Die Analyse von DNA erfolgte mit Hilfe ihrer Auftrennung in horizontalen Agarosegelen. In
Abhéngigkeit von der Grofle der DNA-Fragmente wurde die Agarosekonzentration zwischen
1 und 2 % ([w/v] in 1x TAE-Puffer) eingesetzt. Die Elektrophoresen wurden in der Regel fur
0,5-1,5h bei 70-100V mit 1x TAE als Laufpuffer durchgefihrt. Die zu analysierenden
Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 0,2 Vol. 6x Loading Dye versetzt, um sie
zu beschweren und die Lauffront zu visualisieren. Die Nukleinsduren im Gel konnten durch
30-mindtige Inkubation in einem Ethidiumbromidbad (1 ul/ml A. bidest.) gefarbt und bei einer
Wellenldnge von 254 nm in einer Photodokumentationsanlage sichtbar gemacht und

fotografiert werden.
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6x Loading Dye

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Glycerin 30 % (v/v)
EDTA-Na, H,O (0,5 M, pH 8,0) 50 mM

50x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

Tris-HCI 20 M
Eisessig 1,0 M
EDTA-Na,-2 H,0O 50,0 mM
pH 7,5

Als DNA-Langenstandard fir die Agarosegelelektrophorese wurde eine 1 kb-DNA Leiter
(Fermentas) als Langenstandard verwendet. Diese besteht aus Hindlll-geschnittener A-DNA
mit Fragmenten folgender GréRe: 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500,
2.000, 1.500, 1.000, 750, 500 und 250 bp.

2.7.9 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA/DNA
(Sambrook and Gething, 1989)

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassrigen Lésungen wurde photometrisch durch
Messen der Absorption bei 260 nm in UV-Kivetten (Uvette®, Eppendorf, Hamburg) ermittelt.
Die Reinheit der Nukleinsdure liel3 sich aus dem Verhéltnis der ODyggnm zur ODogonm

abschéatzen. Bei reinen Ldsungen liegt dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0.

2.8 DNA-Transfer in E.coli

2.8.1 Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen

Um E. coli DH5a mit rekombinanten Plasmiden zu transformieren, wurde die Kompetenz der
Zellen zuvor mit Hilfe einer CaCl,-Behandlung ((Hanahan, 1983), mod.) induziert. Hierzu

wurde wie folgt vorgegangen:

1. Ausplattieren von E. coli auf LB-Agar, Inkubation Gber Nacht bei 37 C
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2. Uberimpfen einer Einzelkolonie in 5 ml LB-Medium, Inkubation bei 37 € und
180 Upm Uber Nacht
3. Animpfen von 100 ml LB-Medium mit 1 ml Vorkultur, Inkubation bei 37 T und
180 Upm bis die Kultur eine ODs49 nm vVon ca. 0,8 erreicht
4. Abkihlen der Kultur fir 5 min auf Eis
5. Pelletieren der Zellen durch Zentrifugation fir 10 min bei 1.100 xgund 4 T
6. Dekantieren des Uberstandes und vorsichtiges Suspendieren des Pellets in 20 ml
Lésung 1
7. Zentrifugation: 10 min, 1.100 x g, 4 C
8. Dekatieren des Uberstandes und vorsichtiges Suspendieren des Pellets in 20 ml
Lésung 2
9. Inkubation der Suspension fir 30 min auf Eis
10. Zentrifugation: 10 min, 1.100x g, 4 C
11. Dekantieren des Uberstandes und vorsichtiges Suspendieren des Pellets in 5 ml
Lésung 2 (eiskalt) und Mischung mit 1,3 ml Glycerin (99 % [v/V])
12. Lagerung dieser Suspension als 100-pl-Alliquots bei -80 T
Lésung 1 Lésung 2
RbClI 10 mM RbCl 10 mM
MOPS (pH 7,0) 10 mM MOPS 100 mM
CacCl, 5 mM

Beide Lésungen wurden autoklaviert und bei 4 C gel agert.

2.8.2

Hitzeschock-Transformation

Um E. coli Wirtszellen mit rekombinanten Plasmiden zu transformieren, wurde wie folgt

vorgegangen:

1.

2.

Auftauen von CaCl,-kompetenten E. coli DH5a-Zellen (2.8.1) auf Eis
Zugabe von 5 pl Ligationsansatz

Inkubation fur 30 min auf Eis

Hitzeschock: Inkubation der Anséatze fur 45 s bei 42 C

Inkubation fir 30 s auf Eis
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(o]

Zugabe von 900 pl LB-Medium

Regeneration: Inkubation der Ansédtze fur 1h bei 37 C und 450 Upm im

Thermomixer

. Zentrifugation: 2 min, 5.000 x g, RT

Dekantieren des Uberstandes und vorsichtiges Suspendieren des Pellets in 300 pl
LB-Medium

10. Ausplattieren von je 1x 50, 100 und 150 yl des Transformationsansatzes auf

LB-Agar mit Selektionszusatzen

11. Inkubation der Platten Uber Nacht bei 37 T Ra umluft.

Nach der Inkubation wurde die Kolonienzahl bestimmt. Zur Uberpriifung der Transformation

wurden Einzelkolonien in 5-ml-Kulturen tberimpft und eine Plasmid-Minipraparation (2.7.2.1)
durchgefihrt.

2.9

DNA-Transfer in S. pyogenes

2.9.1 Herstellung kompetenter S. pyogenes-Zellen (Caparon and Scott,

1991)

Die Herstellung von kompetenten Zellen fiir die Transformation erfolgte durch Inkubation der

Bakterien in Medium mit 10 mM Glycin, das zur Destabilisierung der Zellwénde fiihrt. Die

kompetenten Zellen wurden nach folgendem Arbeitsprotokoll gewonnen:

1.

© N o o A~ w

1 Kolonie von der Agarplatte in 5 ml THY-Medium mit 10 mM Glycin aufnehmen;
Inkubation Uber Nacht bei 37 T und 5 % CO ,

2ml der Uber-Nacht-Kultur in 40ml THY/10 mM Glycin/0,125 M Sucrose/
Mutanolysin (40 U/ml) tGberfiihren; Inkubation tber Nacht bei 37 T und 5 % CO ,
Zentrifugation fir 5 min, 1.100 x g, 4 C; Ubers tand verwerfen

Pellet mit 1 ml Hyaluronidase behandeln (500 U/ml in 1x PBS)

Inkubation fur 1 h bei 37 T und 5 % CO ,

Pellet 2 x mit je 5 ml 0,625 M Sucrose-L6sung waschen

Pellet 2 x mit je 5 ml 1x PBS waschen

Pellet in 2ml 0,625 M Sucrose-L6sung aufnehmen und je 100 ul in 1,5ml

Reaktionsgefalie aliquotieren

Die gewonnenen kompetenten Zellen wurden bei -80 T gelagert.
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2.9.2 Elektroporation

Fir die Elektroporation wurden zunéchst elektrokompetente Zellen (2.9.1) auf Eis aufgetaut
und anschlieBend je 100 pl Zellen mit 10 pl Plasmidlésung versetzt und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Die Transformation erfolgte mittels Elektroporation in Elektroporationskivetten
(2 mm-Gap; peglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei 1750 V, 481 W, 25 pF und einer
Zeitkonstante von 12 ms. Die Proben wurden anschlieBend in Reaktionsgeféale mit 1 ml
THY/0,125 M Sucrose Uberfihrt und 5h bei 37 T inkubiert. Danach folgte eine
Zentrifugation (4.500 Upm, RT), nach der 900 ul des Uberstandes entfernt wurden. Der
restliche Uberstand wurde zum Suspendieren des Pellets genutzt und je 100 ul Suspension
auf einer Antibiotika-haltigen Agarplatte ausgebracht. Die Platten wurden ein bis drei Tage
anaerob bei 37 T in Anaerocult®-GefalRen (Merck KGa A, Darmstadt) mit dem GENbox
anaer System (Biomérieux Deutschland GmbH, Ndurtingen) bebritet. Die auf dem
entsprechend selektiven Medium gewachsenen Kolonien wurden in 5ml THY
Flissigmedium kultiviert und anschlieBend mit dem MicrobankTMSystem (Pro-Lab

Diagnostics, Neston, England) bei -20 T gelagert.

2.10 Methoden zur Analyse von RNA

2.10.1 Isolierung der RNA aus S. pyogenes

Die Isolierung von RNA aus S. pyogenes, ausgehend von 30 ml Kultur (Transitionsphase),
erfolgte nach Herstellerangaben mit dem Fast RNA Blue Kit (MP Biomedicals, Frankreich).
Die RNA wurde bei -80 T gelagert.

2.10.2 Microarray-Analyse

Fur die Microarray-Analyse wurden 10 uyg RNA eingesetzt. Es wurde nach folgendem
Protokoll verfahren:
1. cDNA-Synthese und gleichzeitige Markierung:
1.1. Inkubation von 10 yg RNA mit Random-Primern (2,5 uM; Promega) und
Spike-Ins (1 uM; GE Healthcare) bei 70 T fir 10 min
1.2. Inkubation 10 min auf Eis
1.3. Zugabe von First Strand Buffer (1x; Invitrogen), DTT (0,1 uM; Invitrogen),
dNTP-Mix (1 mM dATP, dGTP, und dTTP, 2.5 mM dCTP; Invitrogen), 1.25 pl
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Cy3-dCTP oder Cy5-dCTP (GE Healthcare) im Parallelansatz, und 2 U
SuperScript || Reverse Transcriptase (Invitrogen).

1.4. Inkubation: 42 C, 60 min

1.5. Inkubation: 70 C, 10 min

1.6. Inkubation: 5 min auf Eis

1.7. Zerstérung der Rest-RNA durch Zugabe von 2 U RNaseH (Invitrogen) und
einer Inkubation bei RT fur 30 min

2. Aufreinigung der markierten cDNA mit CyScribe GFX Purification Kit (GE
Healthcare) nach Herstellerangaben.

3. Hybridisierung von 200 ng Cy3-markierter cONA und 200 ng von Cy5-markierter
cDNA zusammen auf einem Array (Custom Array GE 8x15K; Agilent) bei 42 T
Uber Nacht
Einlesen der Chips mit dem Agilent G2565AA Scanner

5. Auswertung der Daten mit der Gene Spring GX 11.0.2 Software

2.11 Proteinbiochemische Methoden

2.11.1 Zellernte und Zellaufschluss

2.11.1.1 Heterologe Geniiberexpression zur Aufreinigung von Strep-Tag-Proteinen

Zur Induktion der Proteinexpression fir die Aufreinigung von Strep-Tag-Proteinen wurden
300 ml LB-Medium, mit entsprechender Menge Selektionszusatz, mit 3 ml einer E. coli Uber-
Nacht-Kultur beimpft und bei 37 T im Schittler bis zur exponentiellen Wachstumsphase mit
einer ODggo nm Von 0,5-0,8 inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von
Anhydrotetracyclin (AHT, Endkonzentration 0,2 pg/ml). Nach weiteren 60 min Inkubation bei
30 T wurde die Kultur 5 min bei 1.100 x g zentrifu giert, der Uberstand verworfen und das

Zellsediment mindestens 24 h bei -20 T gelagert.

2.11.1.2 Schneller Aufschluss fiir SDS-PAGE

Rohextrakte von E. coli, die lediglich zum Auftragen auf SDS-Polyacrylamidgele vorgesehen
waren, wurden gewonnen, indem die Zellen aus 1 ml Zellsuspension durch 1-minitige
Zentrifugation bei 1.100 x g und 4 C sedimentiert, der Uberstand dekantiert, die Pellets in
50-100 yl SDS-Probenpuffer suspendiert und 5 min bei 100 T inkubiert wurden. Zur
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Analyse konnten 10-15pl dieser Suspension auf SDS-Polyacrylamidgele (2.11.4)

aufgetragen werden.

2.11.1.3 Ribolyser Aufschluss fiir die Proteinaufreinigung

Um die Bakterienzellen mittels Ribolyser aufzuschlieRen, wurde das Gesamtzellsediment der
Proteiniberexpression (2.10.1.1) in 1 ml Puffer W suspendiert, bei 13.000 Upm und 4 T
1 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Daraufhin wurde das Pellet erneut in 1 ml
Puffer W gewaschen und die Suspension in Ribolyser-Tubes (Hybaid, Teddington, England)
dberfihrt. AnschlieBend wurde die Suspension zweimal fur jeweils 30 s bei maximaler
Intensitat im Ribolyser geschuttelt. Nach jedem Schritt wurden die Ribolyser-Tubes auf Eis
gekidhlt. Diese Methode der mechanischen Lyse gewahrleistet die Freisetzung der I6slichen
zellularen Proteine, die im Folgenden durch 10-minltige Zentrifugation bei 16.000 x g und
4 T von den (ibrigen Zellbestandteilen separiert wu rden. Der zellfreie Uberstand wurde in 10
ml Plastikréhrchen Gberfuhrt, mit Puffer W auf 5 ml aufgeftillt und die Proteine wurden mittels

Affinitdtschromatografie an einer Strep-Tactin-Sepharose-Matrix (2.11.2) aufgereinigt.

2.11.2 Aufreinigung von rekombinanten Strep-Tag-Proteinen

Um die Uberexprimierten Fusionsproteine von den Ubrigen Bestandteilen der Lysate zu
isolieren, wurde das Strep-tag 1°® Uberexpressionssystem (IBA, Géttingen/DE) fir die
Affinitdtschromatografie verwendet. Die Reinigung der Proteine erfolgte nach dem Strep-tag
II® Purification Protocol (IBA GmbH, Géttingen).

Bei Sé&ulenerstbenutzung (IBA GmbH, Géttingen) wurde diese mit 2 ml Strep-Tactin-
Sepharose (50 % [w/v]) beflllt und sobald sich diese abgesetzt hatte mit je 5 ml Puffer W
zweimal aquilibriert. Die Proteinlysate (2.10.1.3) wurden auf die Saulen aufgetragen,
wodurch sich die Fusionsproteine spezifisch an die Strep-Tactin enthaltende Saulenmatrix
binden konnten. Der Durchfluss wurde aufgefangen. Unspezifisch bindende Proteine
konnten durch funfmaliges Waschen mit je 1 ml Puffer W ausgesplilt werden, wobei alle funf
Waschfraktionen aufgefangen wurden. Die Fusionsproteine wurden in sechs Schritten mit je
500 ul Puffer E eluiert. Durch dreimaliges Spullen der Sepharose-Matrix mit je 5 ml Puffer R
wurde diese regeneriert und mit mehrmaliger Zugabe von je 4 ml Puffer W bis zur
vollstandigen Entfarbung gewaschen. Die Saule wurde mit 3 ml Aufbewahrungspuffer bei
4 C gelagert.

Die Proteinkonzentration der gewonnenen Eluate wurde nach Bradford (2.11.3) bestimmt
und die Eluatfraktionen bis zur Analyse in SDS-Polyacrylamidgelen (2.11.4) bei -80 C
gelagert.
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Puffer W:
Tris-HCI
EDTA-Na,-2H,0
NaCl

Puffer E:
D-Desthiobiotin
Puffer W

Puffer R:
HABA
Puffer W

Aufbewahrungspuffer:

Tris-HCI
EDTA-Na,-2H,0
NaN3

100

150
pH

2,5

100

0,02
pH

mM
mM
mM
8,0

mM

mM

mM
mM
% (W/v)
8,0

2.11.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (Bradford,

1976)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Losungen wurden diese 1:100 mit A. bidest.

verdinnt. Ein Mililiter dieser Verdiinnung wurde mit 200 ul Bradford-Reagenz (Bio-Rad,

Miinchen) versetzt und 1 min bei RT inkubiert. Durch phototmetrische Messung der

Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm gegen einen Blindwert mit 1 ml A. bidest. und

200 ul Bradford-Reagenz konnte anhand einer zuvor mit BSA erstellten Eichgerade die

Konzentration der Probe errechnet werden.
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2.11.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli, 1970)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Gré3e wurden Gele mit einem Acrylamidgehalt
von 12 % (w/v) verwendet. Sammelgele enthielten stets 4 % Polyacrylamid. Die Gele setzten

sich wie folgt zusammen:

Tabelle 2.12. Zusammensetzung von verwendeten SDS-Gelen (Angaben fir zwei Gele)

Sammelgel 4 % Trenngel 12 %

1,5 M Tris-Lsg. - 2,5ml

0,5 M Tris-Lsg. 630 pl -

10 % SDS 50 pl 100 pl

40 % Acrylamid/Bisacrylamid 666 pl 4,0 ml

10 % APS 40 pl 100 pl
TEMED 15 ul 15 pl
Glycerin - 1,0 mi

A. bidest. ad 5 ml ad 10 ml

Die SDS-PAGE erfolgte in Gelelektrophoresekammern (Bio-Rad, Minchen). Hierzu wurden
die Proteinproben im Verhéltnis von 4:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt und vor dem
Auftragen fir 10 min bei 100 C denaturiert. Die Au ftrennung im Sammelgel erfolgte 20 min
bei konstanten 80 V. Die Auftrennung im Trenngel erfolgte bei konstanten 100 V pro Gel in
1x SDS-Laufpuffer bei RT und wurde beendet, wenn die Lauffront das Gelende erreicht

hatte.

1,5 M Tris-Lsg.

Tris-HCI, (pH 8,8) 1,5 M

SDS 0,4 % (wlv)
0,5 M Tris-Lsq.

Tris-HCI (pH 6,8) 0,5 M

SDS 0,4 % (w/v)

5x SDS-Laufpuffer

Tris (pH 8,3) 25,0 mM
Glycin 250,0 mM
SDS 0,1 % (wl/v)
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5x SDS-Probenpuffer
Glycerin

Beta-Mercaptoethanol
SDS

Bromphenolblau
Tris-HCI (pH 6,8)

40,00
2,00
20,00
0,05
0,25

2.11.5 Coomassie-Farbung (Weber and Osborn, 1969)

SDS-Polyacrylamidgele (2.11.4) wurden zur unspezifischen Anférbung der aufgetrennten

Proteine fir 1-18 h in Coomassie-Farbelésung inkubiert und anschlieRend fir 2-3 h in

Coomassie-Entfarber entfarbt.

Die Entfarbelésung wurde mehrfach gewechselt,

Inkubation erfolgte so lange, bis der Hintergrund ausreichend entféarbt war.

Farbelésung

Serva-Blau R-250 0,625
Methanol 111,25
Eisessig 25
A. dest. ad 500

2.11.6 Transfer von Proteinen auf Membranen (Towbin et al., 1979)

ml
ml

ml

Fixierlésung

Essigséaure 10 %
Ethanol 50 %
A. dest. 40 %

die

Um Proteine aus Polyacrylamidgelen (2.11.4) auf PVDF-Membranen (Bio-Rad, Miinchen) zu

transferieren, wurde eine Semi-Dry-Blot-Apparatur (Trans-Block SD Semi Dry Transfer Cell,

Bio-Rad, Munchen) genutzt. Hierzu wurden 4 Lagen Chromatographiepapier (Whatman 3

MM CHR, Bio-Rad, Minchen) und die Membran auf GelgréRe zurecht geschnitten und in

Semi-Dry-Puffer getrankt. In folgender Reihenfolge wurden die Komponenten luftblasenfrei

auf die Anodenplatte aufgelegt:

2x Chromatographiepapier

PVDF-Membran
Polyacrylamidgel

2x Chromatographiepapier

Nach Absaugen Uberschissigen Puffers mit Laborpapier konnte die Kammer verschlossen

und der Blot 35 min bei einer konstanten Spannung von 15 V durchgefiihrt werden. Das

Polyacrylamidgel wurde anschlieRend einer Coomassie-Farbung (2.11.5) unterzogen.



Material und Methoden - 38 -

Semi-Dry-Puffer

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 % (viv)

2.11.7 Immunologische Detektion von Proteinen

Im Anschluss an einen Western-Blot (2.11.6) wurde die Membran 60 min in 50 ml
Blockpuffer geschwenkt. AnschlielRend erfolgten drei 10-minltige Waschschritte mit 1x PBS.
Die Detektion der gesuchten Proteine erfolgte nach Herstellerangaben der entsprechenden
Antikérper (Tabelle 2.2).

10x Phosphate Buffered Saline (PBS)

NaCl 187 mM
KCI 27 mM
Na,HPO, 4,3 mM
NaH,PO, 1,4 mM
A. dest. ad 1000 ml
pH 7,4

Blockpuffer
1x PBS-L&sung mit 10 % (v/v) Magermilch

2.12 Virulenzrelevante Versuche

2.12.1 Adhérenz- und Internalisierungsassay

Die Adharenz an und die Internalisierung in humane Epithelzellen wurde an Ca9-22-,
Detroit 562-, HaCaT- und HEp-2-Zellen untersucht. Die Assays erfolgten in 24-Well-
Mikrotiterplatten. Pro zu testendem Bakterienstamm wurden 3 Vertiefungen fir die
Bestimmung der Adhérenz- und 3 Kavitdten fir die Bestimmung der Internalisierungsraten
verwendet. Hierzu wurden in jede Kavitat 4x10° Zellen in entsprechenden Medien eingesét
und die Zellen bei 37 T und 5 % CO, inkubiert. Nach 12-18 h bildeten die Zellen einen
konfluenten Monolayer und konnten so fir die Adhdrenz- und Internalisierungs-Assays
eingesetzt werden.

Von den zu analysierenden Bakterienstdammen wurden Uber-Nacht-Kulturen abzentrifugiert,

die Bakterien 2 x mit 1x PBS gewaschen und dann in Zellkulturmedium auf eine ODgy nm VON



Material und Methoden -39 -

0,5 eingestellt. Dies entspricht einer Bakterienzahl von ca. 1x10%/ml. Zur Bestimmung der fiir
die Infektionsversuche eingesetzten Keimzahl wurden ausgehend von dieser
Bakteriensuspension Verdunnungsreihen in 1x PBS hergestellt und 100 pl einer jeden
Verdinnungsstufe auf THY-Agar ausplattiert.

Nach Entfernung des Mediums von den Zellen wurde diesen jeweils 100 pl
Bakteriensuspension und 900 pyl frisches DMEM pro Kavitdt zugesetzt und die
Mikrotiterplatten bei 37 T in einer 5 % CO , Atmosphéare inkubiert. Zur Bestimmung der Zahl
adhérenter Bakterien wurde der Uberstand 2 h nach der Infektion von den Zellen entfernt
und verworfen. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit 1 ml 1x PBS konnten diese durch
Zugabe von 200 pl Trypsin/Well und einer kurzen Inkubation (10 min, 37 T, 5 % CO,) vom
Plastikmaterial abgelést werden. Anschlielend wurden die Zellen aus den drei Kavitaten in
einem Reaktionsgefdll zusammengefihrt und die Kavitdten mit weiteren 300 pyl 1x PBS
ausgewaschen. Diese Waschsuspension wurde ebenfalls in das Reaktionsgefaly Gberfuhrt.
Nach kurzer Zentrifugation (3 min, 5.000 x g, RT) wurde das Sediment in 1 ml Aqua bidest.
suspendiert, wodurch die Zellen lysierten und die gebundenen und internalisierten Bakterien
freigesetzt wurden. Aus diesem Lysat wurden jeweils 100 pl-Aliquots sukzessiver 1:10
Verdinnungsschritte auf THY-Platten ausplattiert.

Zur Bestimmung der Zahl von internalisierten Bakterienzellen wurde ebenfalls nach 2 h
Inkubation der Uberstand von den infizierten Zellen entfernt und durch 1 ml DMEM
+ Penicillin/Streptomycin (5.000 U/ml bzw. 5.000 ug/ml) ersetzt. Wahrend einer weiteren
2-stiindigen Inkubation erfolgte dadurch die Abt6étung aller ungebundenen und adhérenten,
nicht aber der internalisierten Bakterien. Zur Bestimmung der Anzahl internalisierter
Bakterien wurde wie im vorangegangenen Absatz verfahren. So ergab sich aus dem
Vergleich der lebensfahigen kolonienbildenden Bakterien zu der eingesetzten
Ausgangsmenge an Bakterien der prozentuale Anteil an adharierten bzw. internalisierten

Bakterienzellen.

2.12.2 Bakterielles Wachstum in Humanmedien (Nakata et al., 2009a)

Um die Uberlebensrate der Bakterien in humanem Voll-Blut und Serum zu untersuchen
wurde zundchst eine Uber-Nacht-Kultur der Bakterien angesetzt und unter den
entsprechenden Bedingungen (37 T, 5 % CO,) inkubiert. Das Animpfen der Hauptkultur
erfolgte in einer 1:20 Verdiinnung aus der UNK. Sobald die Bakterien sich in der friihen
exponentiellen  Wachstumsphase (ODgoonm=0,25) befanden, wurden 100 yl der
Bakteriensuspension entnommen und 1:10.000 in 1x PBS verdiinnt. Zur Bestimmung der

Bakterienanzahl wurde ausgehend von dieser eingestellten Bakteriensuspension eine
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Verdunnungsreihe in 1x PBS hergestellt und zur spéteren Auszahlung 100 pl einer jeden
Verdinnungsstufe auf THY-Platten ausplattiert.

Von der Bakteriensuspension wurden 20 pyl mit 480 yl Heparinblut oder Serum versetzt,
grindlich gemischt und bei 37 T und 800 Upm in ein em Thermoblock fiir 3 h inkubiert. Nach
der Inkubation wurden ausgehend von den Blutproben Verdinnungsreihen angefertigt und
von jeder Verdinnungstsufe 100 pl auf THY-Agar ausplattiert. Der Vergleich der
lebensfahigen kolonienbildenden Bakterien nach 3 h Inkubation in Blut mit der eingesetzten
Ausgangsmenge an Bakterien ergab dann den Multiplikationsfaktor als Mal® der

Uberlebensfahigkeit der Bakterien.

2.12.3 Kapsulédre Hyaluronsaure-Messung (Wessels et al., 1991)

Um vergleichende Hyaluronsédure-Analysen zwischen Wildtyp und Mutanten durchzufiihren,
wurden Uber-Nacht-Kulturen von entsprechenden Bakterien im THY-Medium bei 37 C und
5 % CO, inkubiert. Das Animpfen der Hauptkultur erfolgte in einer 1:20 Verdiinnung aus der
Uber-Nacht-Kultur. In der exponentiellen Wachstumsphase (ODgynm=0,5) wurden die
Kulturen zentrifugiert (5 min; 1110 x g; 4 C) und die Bakterien 2 x mit A. dest. gewaschen.
Das resultierende Sediment wurde in 600 pl A. dest. aufgenommen. Zur Bestimmung der
Bakterienzahl wurden ausgehend von dieser Bakteriensuspension Verdinnungsreihen in
1x PBS hergestellt und zur spateren Auszahlung 100 pl einer der Verdiinnungsstufen 107 bis
107 auf THY-Platten ausplattiert. Die verbliebenen 500 ul Bakteriensuspension wurden mit
1ml Chloroform versetzt. Nach 1-minltigem Vortexen folgte ein 1-stindiger
Inkubationsschritt bei RT. AnschlieBend wurde die Suspension 10 min bei 11.000 Upm
zentrifugiert und definierte Volumina des Uberstandes (10, 20, 50, 80, 100 pl) in neue
Reaktionsgefalie Uberfiihrt und mit A. bidest. auf 100 pyl Gesamtvolumen aufgefillt. Den
100 ul-Ansdtzen wurde 1 ml Nachweis-Losung zugegeben und die ODgs nm IM
Spektralphotometer bestimmt. Anhand einer mit Hyaluronsdure von Streptococcus suis

erstellten Eichgerade wurde die Hyaluronsdure-Konzentration der Probe errechnet.

Nachweis-Lésung

Stains-all 20 pg
Eisessig 60 pl
Formamid 50 ml

A. bidest. ad 100 ml
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2.12.4 Plasminogen-Bindung an Bakterien (Kulisek et al., 1989)

Der chromogene Plasminogenbindungs-Assay ist eine Methode zur Untersuchung
bakterieller Bindungskapazitat an humanes Plasminogen. Um diese zu untersuchen wurden
zunédchst Uber-Nacht-Kulturen von S. pyogenes unter entsprechenden Bedingungen (37 TC;
5% CO;) inkubiert. Nach einer Zentrifugation (5 min; 1.100xg; 4 C) wurde das
Zellsediment mit 1x PBS gewaschen und anschlieRend in 1/10 des UNK-Volumens
aufgenommen. Nach 1-stindiger Inkubation bei 37 C wvon 100 pl eingestellter
Bakteriensuspension mit 2,8 ml THY-Medium und 1,2 ml Humanplasma (Sigma) folgte ein
Zentrifugationsschritt (5 min; 1110xg; 4 <C). Das Pellet wurde mit -eiskaltem
1x PBS/0,1 % Tween 20 gewaschen und in 100 pl Plasmin-Substrat-L6sung suspendiert. Die
Suspension wurde 15 min bei 37 T inkubiert und ans chlieBend der Umsatz an Substrat bei

405 nm im Spektralphotometer gemessen.

Plasmin-Substrat-Lésung
H-D-Val-Leu-Lys-p-Nitroanilid 2 Vol.
32 mM Tris (pH 7,5)-1,77 M NaCl-Ldésung 3 Vol

2.12.5 Cysteinproteaseaktivitit-Assay

Fur die Bestimmung der Aktivitdt der Cysteinprotease SpeB in GAS-Kulturiiberstanden
wurde die Methode nach Hytonen et al. (Hytonen et al.,, 2001) angewendent. Um die
Aktivitastsmessung durchzufiihren wurde zunachst eine Uber-Nacht-Kultur der Bakterien
angesetzt und unter den entsprechenden Bedingungen (37 C, 5 % CO,) inkubiert. Das
Animpfen der Hauptkultur erfolgte in einer 1:20 Verdinnung aus der UNK. Sobald die
Bakterien sich in der Transitionsphase (ODgynm=1,0) befanden, wurden diese bei 4 T
zentrifugiert und der Uberstand sterilfiltriert (PorengréBe: 0,22 um). 100 pl der Uberstande
wurden zur Aktivierung des Enzyms mit Dithiothreitol (DTT; 1 mM) versetzt und bei 37 T fur
30 min inkubiert. Nach Zugabe von N-benzoyl-proline-phenylalanine-arginine-p-nitroanilide
hydrochloride (1 mM) und Phosphatpuffer (pH 6; 5 mM) wurde der Umsatz an Substrat bei
405 nm dokumentiert. In Parallelversuchen wurde die Spezifitdt des Assays mit

Cysteinproteaseinhibitor E-64 getestet.
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2.13 Transfektion eukaryoter Zellen

Die Transfektion von HaCaT-Zellen mit siRNA erfolgte mit TransPass R2 Reagenz (NEB)

nach Herstellerangaben.

2.14 Statistische Analyse

Die statistische Analyse, u.a. die Erstellung von Diagrammen, Berechnung der
Standardabweichung und T-Test, wurde mit Microsoft Excel durchgeflhrt.
Die Berechnung der Signifikanzen (U-Test) erfolgte mit dem auf der Internetseite

http://elegans.swmed.edu/~leon/stats/utest.cgi frei verfligbaren Statistikprogramm.
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1 Die Rolle des RE-Genblocks in der GAS M49 Pathogenese

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen des Fehlens von Ralp3 und Epf auf
unterschiedliche virulenzrelevante Charakteristika zu untersuchen. Hierzu wurden die
Aralp3- und epf -Mutanten (Kreikemeyer et al., 2007b) im Vergleich zum S. pyogenes M49

Wildtypstamm in unterschiedlichen Versuchen analysiert.

3.1.1 Die Rolle von Ralp3 in GAS M49 Virulenz

Um die Rolle von Ralp3 im regulatorischen Netzwerk von GAS M49 zu analysieren, wurden
verschiedene virulenzrelevante Untersuchungen der Aralp3-Mutante und der Aralp3::ralp3-
Komplementante durchgefiihrt. Zuséatzlich erfolgte eine Untersuchung der Stamme auf

diffenrentielle Genregulation mittels DNA-Micro-Array basierenden Transkriptomanalyse.

3.1.1.1 Adhdrenz an und Internalisierung in humane Keratinozyten

Die Adharenz der Bakterien an humane Zielstrukturen ist die Voraussetzung fir eine
erfolgreiche Kolonisierung und spatere Internalisierung in die Wirtszellen. Da S. pyogenes
Serotyp M49 ein Patientenisolat der Haut ist, wurde die humane HaCaT-Keratinozyten-
Zelllinie fur die Adhérenz-, Internalisierung und Zytotoxizitdtsversuche verwendet. In der

Abbildung 3.1 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellt.
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Abbildung 3.1: Adhédrenz (A) und Internalisierung (B) des GAS M49 Wildtypstammes (wt) und
der Aralp3 und Aralp3::ralp3 Mutanten an bzw. in HaCaT-Zellen. (C) Zytotoxische Wirkung der
Bakterien auf die Keratinocyten in zeitlicher Abhdngigkeit. (U-Test; * p < 0,05, ** p < 0,01).

Die in Abbildung 3.1A und B dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Adharenz als
auch die Internalisierung der Aralp3-Deletionsmutante signifikant vermindert sind. In beiden
Versuchen konnte der Phanotyp des Wildtyps durch die Komplementation der Mutante
wiederhergestellt werden. In den Zytotoxizitatsversuchen (Abb. 3.1C) konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp und den Mutanten beobachtet werden,

jedoch sinkt die Anzahl der vitalen HaCaT-Zellen drei Stunden nach Infektion rapide ab.

3.1.1.2Das Uberleben von GAS M49 in unterschiedlichen Medien

Ein weiteres flr die Virulenz von S. pyogenes relevantes Kriterium ist die
Uberlebensfahigkeit der Bakterien im Blut. Um generelle Wachstumsdefizite der Aralp3-
Deletionsmutante auszuschlielen, wurde das Wachstum der Bakterien im Komplexmedium
THY bei 37 € und 5 %-CO ,-Atmosphére untersucht. Hierzu wurden stiindlich die optischen
Dichten der Kulturen bei 600 nm bestimmt. Der Versuch zeigte, dass die Stdmme ein
ahnliches Wachstumsverhalten aufweisen (Abbildung 3.2A). Etwa zweieinhalb Stunden nach

Beimpfen der Kulturen setzte bei allen Stdmmen die exponentielle Wachstumsphase ein.
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Nach etwa sechs Stunden befanden sich die Kulturen im Ubergang von der exponentiellen
zur stationdren Wachstumsphase (Transitionsphase). Alle drei Stdmme hatten nach 10 h

Wachstum anndhernd identische optische Dichten zwischen 1,38 und 1,42 erreicht.
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Abbildung 3.2: (A) Wachstum von S. pyogenes M49 Wildtyp (wt), Aralp3 und Aralp3::ralp3
Mutanten in THY-Medium. Multiplikationsfaktor der Lebendkeimzahl von GAS M49 im
Humanblut (B) und Humanserum (C). (U-Test; **p < 0,01,***p < 0,001).

Um die Uberlebensrate der Bakterien im Blut und Serum zu bestimmen, wurden die Zellen in
der frihen exponentiellen Wachstumsphase geerntet und fur 3 h bei 37 T in dem jeweiligen
Medium inkubiert (2.12.2). Ausgehend von der Lebendkeimzahl der inokulierten
Bakteriensuspension und der Lebendkeimzahl nach 3 h Inkubation im jeweiligen
Humanmedium, wurde der Multiplikationsfaktor bestimmt. Die Wildtyp-Keimzahl stieg nach
3 h Inkubation in humanem Vollblut um den Faktor 46 (Abb. 3.2B), in Humanserum um den
Faktor 5 (Abb. 3.2C). Die Aralp3-Deletionsmutante zeigte in beiden Medien kein signifikantes
Wachstum, jeweils unter dem Faktor 1, d.h. die Mutante war nicht Gberlebensfahigfahig in
beiden Medien. Die Komplementation der Aralp3-Deletionsmutante konnte den Phanotyp

des Wildtyps annéahernd wieder herstellen.
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3.1.1.3 Der Hyaluronsduregehalt der Kapsel

Hyaluronsédure ist ein Polysaccharid, das von den Bakterien sekretiert wird und um die
Bakterien eine kapsuldre Struktur bildet. Frihere Arbeiten belegen, dass die Kapsel die
Bakterien vor Phagozytose schiitzt (Wessels and Bronze, 1994) und somit fir die Virulenz
der Bakterien eine entscheidende Rolle spielt.

Anhand einer Standard-Kurve wurde der Anteil an Hyaluronsaure in S. pyogenes M49
Wildtyp, Aralp3 und Aralp3::ralp3 Mutanten bestimmt (2.11.1). Fir den Wildtyp ergaben
diese Messungen einen Wert von 10,3 fg/CFU. Im Vergleich dazu wurde fur die ralp3-

Mutante mit 7,4 fg/CFU ein um etwa 34 % verringerter Hyaluronsduregehalt ermittelt.
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Abbildung 3.3: Kapsuldarer Hyaluronsaure-Anteil im S. pyogenes M49 (591) Wildtyp im
Vergleich zu Aralp3 und Aralp3::ralp3 Mutanten. (U-Test; *p < 0,05).

Wie der Abbildung 3.3 entnommen werden kann, weist die Aralp3-Deletionsmutante einen
signifikant verminderten Hyaluronsdure-Anteil in der Kapsel auf. Die ralp3-Komplementation

fuhrte zur Wiederherstellung der Hyaluronsaurekapsel.

3.1.1.4 Plasminogenbindung

Plasminogen ist ein Glycoprotein und wird als Vorstufe von Plasmin in der Leber synthetisiert
(Dano et al., 1985a). Plasmin ist eine Serinprotease, die u.a. flir die Fibrinspaltung
verantwortlich ist (Ponting et al., 1992a). GAS kénnen Plasminogen direkt ber zahlreiche
Oberflachenproteine binden und mittels sekretierter Streptokinase (Ska) zu Plasmin
aktivieren (Lahteenmaki et al., 2001). Diese Eigenschaft wird im hier verwendeten Test
genutzt.

Die Durchfiihrung des Versuchs erfolgte wie in 2.12.4 beschrieben. Dazu wurden

Bakteriensuspensionen mit humanem Plasma inkubiert. Nach dem Waschen der Bakterien
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wurden diese mit einer Plasmin-Substrat-Lésung inkubiert und anschlieend der Umsatz von

Plasminogen zu Plasmin bei einer OD von 405 nm im Spektralphotometer verfolgt.

0.35

c *k% *k*

0.05

0

wt Aralp3 Aralp3::ralp3

Abbildung 3.4: Oberflichenassoziierte Messung von Plasmin auf der Oberflache von GAS M49
Wildtyp (wt) und Ralp3-Mutanten. (U-Test; ***p < 0,001).

Wie aus dem Diagramm (Abbildung 3.4) ersichtlich wird, besitzt die Aralp3-Deletionsmutante
im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant verminderte Féhigkeit humanes Plasminogen zu
binden und zu Plasmin umzuwandeln. Der Wert sinkt fir die Aralp3-Deletionsmutante von
0,26 (Wildtyp) auf 0,096.

3.1.1.5 SpeB-Aktivitat in den Kulturiiberstdnden von GAS M49

SpeB (Streptococcal pyrogenic exotoxin B) ist eine von GAS sekretierte Cysteinprotease. Sie
wird Uber Sekretionsporen des Sec-Sekretionsweges sezerniert (Rosch and Caparon, 2004).
Nach der Sekretion wird das Proenzym in die enzymatisch aktive Form umgewandelt und ist
danach an vielen Pathogenitdtsmechanismen wie Wirtszelladharenz, -internalisierung, -
toxizitat und Apoptose beteiligt (Cunningham, 2000).

Die Bestimmung der SpeB-Aktivitat in den Ubersténden der Bakterien erfolgte mittels eines
Cysteinprotease-Assays (2.12.5). Eine GAS M49 speB -Insertionsmutante wurde als
Negativkontrolle verwendet. Die gemessene SpeB-Aktivitat des Wildtyps wurde gleich 100 %
gesetzt und die Aktivitdten der Mutanten auf 100 % des Wildtyps bezogen.
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Abbildung 3.5: SpeB-Aktivitit in den Uberstanden von S. pyogenes M49 Wildtyp (wt) und den
Ralp3- und SpeB-Mutanten. (U-Test; *p < 0,05,***p < 0,001).

Wie der Abbildung 3.5 entnommen werden kann, zeigte die Aralp3-Deletionsmutante im
Vergleich zum Wildtyp eine um ca. 60 % signifikant verminderte SpeB-Aktivitat, was auf
geringere Mengen des Exotoxins im Kulturiberstand zurlickzufihren ist. Die als

Negativkontrolle verwendete speB -Insertionsmutante zeigt kaum Aktivitat.

3.1.1.6 Ralp3-Transkriptom

Um den in den vorangegangenen Versuchen bestimmten Phanotyp der S. pyogenes M49
Aralp3-Deletionsmutante naher zu charakterisieren und das regulatorische Netzwerk von
Ralp3 zu untersuchen, wurden vergleichende, globale Transkriptomanalysen mittels DNA-
Micro-Array-Systems durchgefiihrt.

Es erfolgte ein direkter Vergleich der spezifischen mRNA-Mengen zwischen GAS M49
Wildtyp und Aralp3-Deletionsmutante aus der Transitionsphase, da ralp3 das
Expressionsmaximum zu diesem Zeitpunkt aufweist (Kreikemeyer et al., 2007b). Fir die
Analyse wurden Custom Arrays GE 8x15 (Agilent) verwendet. Diese ermdéglichen sowohl
qualitative als auch quantitative Aussagen, da pro Array jeweils vier biologische und vier
technische Replikate gewahrleistet sind und fir die Auswertung ein Dye Swap Verfahren
angewendet wird. Dabei wurde die Cy5-markierte cDNA des Wildtyps zusammen mit der
Cy3-markierten cDNA der Aralp3-Deletionsmutante auf den dafir vorgesehenen
Sondenfeldern hybridisiert. Um farbstoffspezifische Einflusse auszuschlielen, wurden die
Farbstoffe getauscht (Wildtyp-Cy3, Aralp3-Cy5) und die markierte cDNA ebenfalls auf dem
gleichen Array in den dafiir vorgesehenen Sondenfeldern hybridisiert. Die Daten der Analyse
sind im Anhang (Tabelle A1) aufgelistet. Die Abbildung 3.6 zeigt eine Ubersicht der Analyse.
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Abbildung 3.6: Uberblick iiber die Expression der Gene in der Aralp3-Deletionsmutante im
Vergleich zum GAS M49 Wildtyp. Gezeigt ist die log,-Expression der Ratio. Alle Gene mit einer
positiven log,-Expression = 1,58 (gleich = 3.0) zeigen in der Aralp3-Deletionsmutante induzierte
Genexpression. Alle Gene mit einer negativer log,-Expression < -1,58 (gleich < -3,0) zeigen eine
signifikante Reduktion der Genexpression. Alle Gene zwischen den schwarzen Linien zeigen in der

Aralp3-Deletionsmutante keine veranderte Genexpression.

Insgesamt zeigte die Micro-Array-Analyse, dass die Transkription von 16 Genen (1 %) in der
Aralp3-Deletionsmutante signifikant erhéht ist. Die Transkription von 43 Genen (2,5 %) ist
signifikant vermindert. Die Mehrheit der Gene (59,4 %) zeigte keine Verédnderung in der
Genexpression und 37,1 % zeigten unter den gewéhlten Bedingungen keine Expression

oder erwiesen sich aufgrund der statistischen Analyse als nicht robust.

3.1.1.7 Gene mit signifikant veranderten Transkripten in der Aralp3-Deletionsmutante

Die detaillierten Ergebnisse aller 43 signifikant reprimierten und 16 signifikant induzierten
Gene, welche mindestens ein < -3,0-fach vermindertes bzw. = 3,0-fach erhéhtes Transkript
aufwiesen, sind in der Tabelle 3.1 dargestellt. Gezeigt ist die log,-Expression der Ratio. Alle
Gene mit einer positiven log,-Expression = 1,58 (gleich =3.0) zeigen in der Aralp3-
Deletionsmutante induzierte Genexpression. Alle Gene mit einer negativer log,-Expression

<-1,58 (gleich < -3,0) zeigen eine signifikante Reduktion der Genexpression.
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Unter den reprimierten Genen in der Aralp3-Deletionsmutante konnte eine Praferenz fir
ganze Operon-/Regulonstrukturen festgestellt werden. Unter anderem wurden Gene mit
metabolischer Funktion, wie z.B. beide Lac-Operone (lacABC1D1 und lacA2B2C2D2EFG)
und fru-Operon (fruAKR), gefunden. Weiter sind Gene des putativen Salivaricin-Operons
(salABTXYK), welche fir ein mégliches Lanthibiotikum kodieren, in der Mutante signifikant
reduziert. Abgesehen von den Genen, die fir metabolische Funktionen kodieren, weisen vor
allem Virulenzgene, wie z.B. das Mga-Regulon (mga, spy49 1672, emm49, ennX,
spy49 1668) und weitere Gene die unter Mga-Kontrolle stehen (sfbX49, sof, speB),
signifikant verminderte Transkriptmengen auf.

Unter den hochregulierten Genen konnte keine Praferenz fur Operon-/Regulonstrukturen
festgestellt werden. Gene des Metabolismus (malP, scrB, scrR), Proteinabbaus (ccpA) und
der Stressantwort (dnaK, grpE, hrcA) zeigten in der Aralp3-Deletionsmutante signifikant
erhohte Transkriptmengen.

Um die Ergebnisse der DNA-Micro-Array-Analyse abzusichern, wurde zusétzlich gqRT-PCR
fur ausgewahlte Gene durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind ebenfalls in der Tabelle 3.1
dargestellt. In allen 14 getesteten Fallen konnten die Ergebnisse der DNA-Micro-Array-

Analyse bestatigt werden.

3.1.1.8 Verwertung unterschiedlicher Kohlenstoffquellen

Die DNA-Micro-Array-Analyse lieferte interessante Ergebnisse. Die Aralp3-Deletionsmutante
wies signifikant verminderte Transkriptmengen der Gene der beiden /ac-Operone und des
fru-Operons auf. Alle drei sind unter anderem fir Zuckeraufnahme, -umwandlung und —
transport zustandig. Um den GAS M49 Wildtyp und die ralp3-Deletionsmutante hinsichtlich
der Fahigkeit der Verwertung von unterschiedlichen Kohlenstoffquellen zu untersuchen,
wurden Biolog-Phenotyp-Micro-Arrays verwendet. Dieses System bietet die Méglichkeit, im
Kleinformat (96-Well-Platten) 190 unterschiedliche Kohlenstoffquellen zu testen. Die
Versuche wurden im chemisch definierten Medium (CDM; (van, | and Kessler, 1980)) ohne
Zusatze durchgefuihrt. Nach einem 24 h-Wachstum wurde die Endpunkt-OD bei 600 nm
bestimmt. Das Wachstum des Wildtyps in der Gegenwart von Glukose wurde gleich 100 %
(= 1,0) gesetzt und alle weiteren Messungen auf dieses Wachstum bezogen. 10 % (= 0,1)
des Wildtyp-Glukose-Wachstums wurden als vitales Wachstum definiert.

Sowohl der S. pyogenes M49 Wildtyp als auch die Aralp3-Deletionsmutante zeigten ein
Wachstum auf 20 unterschiedlichen C-Quellen. Es handelt sich dabei um: N-Acetyl-D-
Glukosamin, Tween40, Tween80, D-Fruktose, a-D-Glukose, a-D-Laktose, D-Trehalose,
Maltose, Maltotriose, D-Mannose, Saccharose, Salicin, D-Glukosamine, Pekctin, Uridin,

Mannan, N-Acetyl-3-D-Mannosamin, B-Methyl-D-Glukosid, Dextrin und  Gelatin.
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AusschlieBlich  der  Wildtyp  konnte  3-0-R-D-Galaktopyranosyl-D-Arabinose  als
Kohlenstoffquelle nutzen. Die Aralp3-Deletionsmutante zeigte ein signifikant erhdhtes
Wachstum auf folgenden C-Quellen: D-Laktose, D-Trehalose und Maltotriose. Signifikante

Unterschiede sind in der Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2: Verwertung von Kohlenstoffquellen durch GAS M49 Wildtyp und Aralp3-
Deletionsmutante. Signifikante Unterschiede sind dargestellt. Die optische Dichte bei 600 nm des
Wildtypwachstums auf a-D-Glucose wurde gleich 1 gesetzt und alle weiteren Messungen auf dieses

Wachstum bezogen.

GAS M49
Substrat Wildtyp Aralp3 p
a-D-Laktose 0.29 £ 0.06 0.77£0.18 0.032
D-Trehalose 0.47 £ 0.03 0.73+0.05 0.001
Maltose 0.87 £ 0.05 0.71+£0.05 0.041
Maltotriose 0.77 £ 0.06 1.16 + 0.09 0.005
3-0-R-D-Galaktopyranosyl-D-Arabinose 0.27 £ 0.02 0.04 £ 0.06 0.005

3.1.2 Heterologe Expression von Ralp3 in S. pyogenes Serotyp M2

3.1.2.1 Nachweis des ralp3-Transkripts in GAS M2::ralp3

Wie schon in der Einleitung beschrieben, kommen ralp3-homologe Gene ausschliellich in
den GAS Serotypen M1, M4, M12, M28 und M49 vor. In allen weiteren getesteten Serotypen
konnte kein RE-Genblock detektiert werden (Kreikemeyer et al., 2007b). Um den Einfluss
des ralp3-Regulatorgens auf die nicht-RE-Genblock-tragende Serotypen zu untersuchen,
wurde exemplarisch der S. pyogenes Serotyp M2 ausgewdahlt. GAS M2 wurde mit dem
rekombinanten Plasmid ralp3 pAT18 (Kreikemeyer et al., 2007b) elektroporiert (2.9.2) und
die ralp3- und kana"-Transkripte mittels Northern-Blot nachgewiesen. In der Abbildung 3.7 ist
das Ergebnis dargestellt.

Wie der Abbildung 3.7 entnommen werden kann, konnte ralp3 erfolgreich in GAS M2

heterolog exprimiert werden.
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ralp3-Sonde
Abbildung 3.7: Northern-Blot-Analysen von ralp3-, kana®- und 16S rRNA-Sonden. Gesamt-RNA

(5 pg/Spur in A und B) von S. pyogenes M2 Wildtyp (wt) und M2::ralp3. Die Hybridisierung erfolgte mit
DIG-markierten Sonden gegen ralp3, kana” und 16S rRNA.

3.1.2.2 Adhédrenz an und Internalisierung in humane Epithelzellen

Die Fahigkeit an humane Zielstrukturen zu adharieren ist die Voraussetzung fur erfolgreiche
Kolonisierung des Wirtes. In diesem Versuch wurde der Einfluss der heterologen ralp3-
Expression auf das Adhédrenz- und Internalisierungsverhalten von GAS M2 an humanen
Zelllinien HaCaT (Keratinocyten) und HEp-2 (Larynxcarcinom) untersucht. Das Ergebnis der

Untersuchungen ist in der Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abbildung 3.8: Adhéarenz (A) und Internalisierung (B) des GAS M2 Wildtypstammes (wt) und der
M2::ralp3-Mutante an bzw. in HaCaT- und HEp-2-Zellen. (U-test; *** p < 0,001).
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Die in Abbildung 3.8 A und B dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Adhérenz als
auch die Internalisierung der M2::ralp3-Mutante in beide Zelllinien signifikant vermindert sind.
Wahrend der Wildtyp mit 32 % an HaCaT- und 36,6 % an HEp-2-Zellen adharierte, betrugt
die Adharenzrate der M2:ralp3-Mutante 17 bzw. 9,5 %. Die Internalisierungsrate sank
signifikant von 0,13 % auf 0,018 % fir Keratinozyten und von 1,2 % auf 0,14 % bei HEp-2-

Zellen.

3.1.2.3Das Uberleben von GAS M2 in unterschiedlichen Medien

Wie auch schon fiir S. pyogenes Serotyp M49 wurde die Uberlebensféhigkeit des Serotyps
M2 in Humanmedien untersucht. Um generelle Wachstumsdefizite der M2::ralp3-Mutante
auszuschlieen, wurde das Wachstum der Bakterien im Komplexmedium THY bei 37 € und
5 %-CO,-Atmosphére untersucht. Der Versuch zeigte, dass die Stdmme ein vergleichbares
Wachstumsverhalten aufweisen (Abbildung 3.9A). Etwa eine Stunde nach Beimpfen der
Kulturen setzte bei allen Stammen die exponentielle Wachstumsphase ein. Nach etwa vier
Stunden befanden sich die Kulturen in der Transitionsphase. Beide Stdmme hatten nach 8 h

Wachstum annahernd identische optische Dichten zwischen 1,3 und 1,35 erreicht.
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Abbildung 3.9: (A) Wachstum von S. pyogenes M2 Wildtyp (wt) und M2::ralp3-Mutante in THY-

Medium. Multiplikationsfaktor der Lebendkeimzahl von GAS M2 im Humanblut (B) und
Humanserum (C). (U-Test; **p < 0,01,***p < 0,001).



Experimente und Ergebnisse - 57 -

Ausgehend von der Lebendkeimzahl der inokulierten Bakteriensuspension und der
Lebendkeimzahl nach 3 h Inkubation im jeweiligen Humanmedium, wurde der
Multiplikationsfaktor errechnet. Die Wildtyp-Keimzahl stieg nach 3 h Inkubation in humanem
Vollblut um den Faktor 133 (Abb. 3.9B), in Humanserum um den Faktor 223,6. (Abb. 3.9C)
an. Die M2::ralp3-Mutante zeigte in beiden Medien ein signifikant verlangsamtes Wachstum.

Der Multiplikationsfaktor betrug 44 in Blut und 88 in Humanserum.

3.1.3 Funktionalle Analysen von Epf

Das in der ERES-Region von S. pyogenes M49 kodierte Protein Epf besteht aus einem
N-terminalen Ende mit einem Signalpeptid (AS 1-34) und einer Abfolge von 16 Doménen
unbekannter Funktion (DUF1542) (Kreikemeyer et al., 2007b). Ein Ziel dieser Arbeit war es,
den fur die Adhdrenz an humane Zielstrukturen verantwortlichen Bereich des Proteins zu
identifizieren.

Zu diesem Zweck sollten verschiedene Abschnitte von Epf aus S. pyogenes M49 heterolog
exprimiert, affinitdtschromatographisch aufgereinigt und fir Adharenzstudien zur Verfigung

gestellt werden.

3.1.3.1 Adhédrenz an und Internalisierung in humane Epithelzellen

Die Adhérenz der Bakterien an humane Epithelzellen ermdglicht den Bakterien eine
erfolgreiche Kolonisierung und spatere Internalisierung in diese. Um die Funktion von Epf als
ein mogliches Adhdsin zu untersuchen, wurden Standard-Adhdrenz- und
Internalisierungsversuche mit der S. pyogenes epf -Insertionsmutante (Kreikemeyer et al.,
2007b) durchgefuhrt. Fir die Versuche wurden die Epithelzellen Ca9-22, Detroit562, HaCaT
und HEp-2 (Tabelle 2.8) ausgewahlt. In der Abbildung 3.10 ist das Ergebnis dargestellt.
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Abbildung 3.10: Adhédrenz (A) und Internalisierung (B) des GAS M49 Wildtypstammes (wt) und

der epf -Insertionsmutante an bzw. in humane Epithelzellen. (U-Test; * p < 0,05, *** p < 0,001).

Die in Abbildung 3.10A und B dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die epf -
Insertionsmutante eine um 41 % signifikant verminderte Adhdrenz an HaCaT-Zellen
aufweist. Die Adhasionsraten an andere Epithelzellen bleiben im Vergleich zum Wildtyp
annahernd unverandert. Bei den Internalisierungsversuchen konnte eine signifikant
verminderte Invasion der epf -Insertionsmutante in die Ca9-22- und HaCaT-Zellen

beobachtet werden.

3.1.3.2 Auswahl des Expressionssystems

Fur Uberexpressions-Versuche sollten drei verschiedene Fragmente des epf-Gens kloniert
werden. Die Fragmente sind in der Tabelle 2.6 aufgelistet. Fir die
Proteinfragmentexpression wurde der Uberexpressionsvektor pASK-IBA2 verwendet (IBA,

Gottingen). Der Vektor kodiert eine Ampicillinresistenzkassette, zur Selektion
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plasmidtragender Klone, und ein OmpA-Leaderpeptid, das fir die Sekretion der exprimierten,
rekombinanten Proteine ins Periplasma verantwortlich ist. Des Weiteren enthéalt der Vektor
eine Peptidsequenz, den C-terminal-lokalisierten Strep-Tactin Affinitatstag (Strep-tag Il), mit
welchem fusionierte rekombinante Proteine saulenaffinitdtschromatografisch an einer Strep-

Tactin-Sepharose-Matrix aufgereinigt werden kénnen (Skerra and Schmidt, 2000).

3.1.3.3 Amplifikation und Klonierung der epf-Fragmente

Um den Bereich, der fir die Adharenz an humane Zielstrukturen verantwortlich ist,
einzugrenzen, wurden unterschiedliche Sequenzen des Gens mit dem pASK-IBA2 Vektor
ligiert. Dabei handelt es sich um die Fragmente epfN, welches das N-terminale Ende ohne
Signalsequenz umfasst, epfDUF1-4, das die ersten vier DUF-Repeats umfasst und
epfDUF1-16, welches fur alle 16 DUF-Repeats kodiert (Abbildung 1.3). Alle drei epf-
Fragmente, epfN, epfDUF1-4 und epfDuf1-16, wurden mit den in der Tabelle 3.3
aufgelisteten Primern mittels PCR (2.7.5) amplifiziert, anschlieBend einer EcoRI/Sall-
Restriktion (2.7.4.1) unterzogen und mit dem ebenfalls EcoRI/Sall hydrolysiertem pASK-IBA2
Vektor ligiert (2.7.4.2). Nach der Ligation erfolgte die Hitzeschocktransformation von E.coli
DH5a (2.8.2).

Tabelle 3.3: Oligonukleotide zur Amplifikation von epf~Fragmenten aus GAS M49

Fragment Primerpaar Sequenz 5> 3’
epfN epfN-for CATTCAGCGAATTCAATGGCGTGATGGTCGTAAAG
epfN-rev CTGGTTTTTCGTCGACCGGTTTTTCTGGTAGCCA

epfDUF1-4 DUF1-for CCAGAAGAATTCGAAGGCGAAAAACCAGTACAAA
DUF1-4-rev. GCTTTTTGCTTGTCGACTGCAAGAAGTTTTTC

epfDUF1-16 DUF1-for CCAGAAGAATTCGAAGGCGAAAAACCAGTACAAA
DUF1-16-rev  CTTTAGCTACGTCGACAAGATTAGCTTTAGCAGC

Die unterstrichenen Sequenzabschnitte sind Restriktionsstellen.

Nach Selektion auf Ampicillinresistenz  konnten rekombinante  Klone durch

Kontrollrestriktionen (Abbildung 3.11) entsprechender Plasmid-DNA nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.11: Kontrollrestriktion von pASK-IBA2_epfN (A), pASK-IBA2_epfDUF1-4 (B) und
pASK-IBA2_epfDUF1-16 (C). Dargestellt ist ein 1 %iges Agarosegel.

Die Abbildung 3.11 zeigt die erwarteten zwei Banden fur die jeweilige Kontrollrestriktion. Die
eine Bande stellt den linearisierten pASK-IBA2 Vektor, die andere das klonierte PCR-
Produkt, dar.

3.1.3.4Heterologe Expression und affinititschromatographische Aufreinigung der
Strep-Tag-markierten rekombinanten Proteine EpfN, EpfDUF1-4 und
EpfDUF1-16

Fur die Expressionsversuche wurden die entsprechenden Stdmme im LB-Medium (2.6.1) bei
37 T in einem Schittelinkubator angezogen. Nachdem die Kulturen eine ODgggnm von 0,3
erreicht hatten, erfolgte die Induktion der Expression der rekombinanten Proteine mittels
Zugabe von AHT (Endkonzentration: 0,2 ug/ml). Nach 1 h wurden die Zellen geerntet. Zum
Zeitpunkt der Induktion und der Zellernte wurden je 1 ml der Kultur entnommen und fir die
Auftrennung im SDS-Gel einem schnellen Aufschluss unterzogen (2.11.1.2). Nach der

Bestéatigung von rekombinanten Proteinen in den Rohextrakten, wurden die geklarten Lysate
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geernteter Zellen (2.11.1.3) einer Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie (2.11.2)
unterzogen. Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (2.11.4) und Western-
Blot-Analyse (2.11.6) uberpruft.

In der Abbildung 3.12A sind die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse von E. coli
Rohextrakten vor und nach der Induktion dargestellt. In den Spuren 2, 4 und 6 konnte keine
Bande detektiert werden. In den Spuren 3, 5 und 7 konnte fir die jeweiligen Proteine
entsprechende Bande mittels Strep-Tactin-AP-Konjugats detektiert werden. Auf die
erfolgreiche Induktion schloss sich die affinitdtschromatographische Afreinigung der Proteine

Uber Strep-Tactin-Sepharose an. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.12B, C und D

dargestellt.
A ;gg 123 4 5 6 7 Spur 1: Protein-Standard
_ s —— EpfDUF1-16 Spur 2: E. coli (EpfN) vor Ind.
1805y Spur 3: E. coli (EpfN) nach Ind.
100 — | Spur 4: E. coli (EpfDUF1-4) vor Ind.
- - I ES;RUHA Spur 5: E. coli (EpfDUF1-4) nach Ind.
35— Spur 6: E. coli (EpfDUF1-16) vor Ind.
Spur 7: E. coli (EpfDUF1-16) nach Ind.
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D
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Abbildung 3.12: (A) BCIP/NBT-Blue-detektierte Western-Blot-Membran zur Kontrolle der E. coli
Rohextrakte vor und nach Induktion (Ind.). SDS-Polyacrylamidgele zur Uberpriifung der
Proteinaufreinigung von EpfN (B), EpfDUF1-4 (C) und EpfDUF1-16 (D).
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Die Spuren E der Abbildung 3.12 zeigen in den Eluatfraktionen die aufgereinigten
rekombinanten Proteine EpfN, EpfDUF1-4 und EpfDUF1-16.

3.1.3.5 Nachweis von Epf als bakterielles Adh&sin

Um die direkte Bindeféhigkeit der rekombinanten Proteine EpfN, EpfDUF1-4 und
EpfDUF1-16 zu untersuchen, wurden gelb-fluoreszierende Beads mit rekombinanten
Proteinen bei 4 C 0.N. beschichtet, anschliefend m ehrfach mit 1x PBS gewaschen und mit
BSA geblockt. Die Infektion der unterschiedlichen Zelllinien erfolgte mit 35 Beads/Zelle fur
2h bei 37 C und 5% CO,-Atmosphare. Nach der Inkubation wurden die Zellen
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei wurde die Anzahl von adhédrenten Beads ins
Verhaltnis zu gezahlten Zellen gesetzt. Zuséatzlich wurden die Epithelzellen im Parallelansatz
mit Plasminogen behandelt und mit der gleichen Strategie, wie 0.g., infiziert.

Die Ergebnisse der Untersuchung mit dem rekombinanten EpfN sind in der Abbildung 3.13

und der Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4: Kalkulation der Beads/Zelle fiir das rekombinante Protein EpfN.

Zelllinie  Beadsbehandlung/Zellbehandlung Anzahl der Beads/Zelle P
Ca9-22 unbehandelt/unbehandelt 0,0508 + 0,0021 -
EpfN/unbehandelt 0,2164 £ 0,0042 0,006
EpfN/Plasminogen 0,229 + 0,080 0,068
Detroit562 unbehandelt/unbehandelt 0,0041 + 0,0001 -
EpfN/unbehandelt 0,0125 + 0,0022 0,058
EpfN/Plasminogen 0,011 £ 0,011 0,076
HaCaT unbehandelt/unbehandelt 0,035 + 0,025 -
EpfN/unbehandelt 0,014 £ 0,001 0,211
EpfN/Plasminogen 0,440 £ 0,035 0,002
HEp-2 unbehandelt/unbehandelt 0.07 £ 0.047 -
EpfN/unbehandelt 0.35+£0.082 0,006
EpfN/Plasminogen 0.65 + 0.276 0.011
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A B C
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Abbildung 3.13: Fluorenzenzmikroskopische Aufnahmen von EpfN-beschichteten griin-
fluoreszierenden Beads an Ca9-22-, Detroit562-, HaCaT- und HEp-2-Zellen nach 2 h Infektion.
(A) Unbehandelte Zellen infiziert mit unbehandelten Beads. (B) Unbehandelte Zellen mit EpfN-

beschichteten Beads. (C) Plasminogen-behandelte Zellen mit EpfN-beschichteten Beads.

Aus den in der Abbildung 3.13 und der Tabelle 3.4 dargestellten Ergebnissen lassen sich
folgende Schlussfolgerungen ziehen:

1. EpfN bindet direkt an Ca9-22- und HEp-2-Zellen

2. EpfN adhariert nicht an Detroit562- und HaCaT-Zellen

3. Die Plasminogenbehandlung der Ca9-22- und Detroit562-Zellen hat keinen Einfluss

auf die Adharenz von EpfN an diese



Experimente und Ergebnisse - 64 -

4. Die Plasminogenbehandlung der HaCaT-Zellen erméglicht die Adhasion von EpfN an
diese Zelllinie

5. Die Plasminogenbehandlung verstarkt die Adharenz von EpfN an HEp-2-Zellen.

In den Versuchen mit rekombinanten EpfDUF1-4 und EpfDUF1-16 konnte keine Adhasion
der beschichteten Beads an die Zellen beobachtet werden. In der Abbildung 3.14 und der
Tabelle 3.5 sind die Ergebnisse der Untersuchung der HEp-2-Zellen exemplarisch

dargestellt.

EpfDUF1-4

EpfDUF1-16

Abbildung 3.14: Fluorenzenzmikroskopische Aufnahmen von EpfDUF1-4 und EpfDUF1-16-
beschichteten griin-fluoreszierenden Beads an HEp-2-Zellen nach 2 h Infektion. (A)
Unbehandelte Zellen infiziert mit unbehandelten Beads. (B) Unbehandelte Zellen mit Epf-

beschichteten Beads. (C) Plasminogen-behandelte Zellen mit Epf-beschichteten Beads.

Tabelle 3.5: Kalkulation der Beads/HEp-2-Zelle fiir die Proteine EpfDUF1-4 und EpfDUF1-16.

Protein Beadsbehandlung/Zellbehandlung Anzahl der Beads/Zelle p

EpfDUF1-4  unbehandelt/unbehandelt 0,0508 £ 0,0021 -
EpfN/unbehandelt 0.008 + 0.006 0,076
EpfN/Plasminogen 0,002 + 0,081 0,068

EpfDUF1-16 unbehandelt/unbehandelt 0,0508 + 0,0021 -
EpfN/unbehandelt 0.040 + 0.038 0,712
EpfN/Plasminogen 0,022 £ 0,221 0,076

Mit den Beads-basierenden Versuchen wurde gezeigt, dass Epf ein bakterielles Adh&sin ist.
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3.2 Die Rolle von Plasminogen in der GAS M49 Virulenz

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der Plasminogenbindung durch
S. pyogenes Serotyp M49 hinsichtlich der Infektion humaner Zellstrukturen zu untersuchen.
Plasminogen ist ein Glycoprotein, welches im humanen Plasma vorkommt (Dano et al.,
1985a). Gruppe A Streptokokken kénnen Plasminogen einerseits direkt und andererseits
indirekt, Uber die Bindung von Fibrinogen und anschliefend Plasminogen, binden
(Lottenberg et al., 1992b). Fur die direkte Bindung von Plasminogen sind u.a. verantwortlich:
GAPDH (Broder et al., 1991; Pancholi and Fischetti, 1992), SEN (Pancholi and Fischetti,
1998), PAM (Berge and Sjobring, 1993) und Prp (Sanderson-Smith et al., 2007). Bisherige
Untersuchungen beschrankten sich auf die Beobachtung, das Plasminogen
Wirtszelladharenz vermittelt. Ziel dieser Untersuchung war es herauszufinden (i) wie die
Wirtszelladharenz vermittelt wird, (ii) welche Wirtszellrezeptoren dafir verantwortlich sind

und (iii) welche intrazellularen Signalwege die Internalisierung von GAS ermdglichen.

3.2.1 Plasminogenbindung von GAS

Zunachst wurden unterschiedliche klinische GAS-Isolate im Plasminogen-Bindungs-Assay
getestet. Dazu wurden Bakteriensuspensionen in 1x PBS mit 2 ug/ml Plasminogen fir 1 h
bei 37 T bebrutet. Nach dem Waschen der Bakterien wurden diese mit einer Plasmin-
Substrat-Lésung inkubiert und anschlieRend der Umsatz von Plasminogen zu Plasmin bei
einer OD von 405 nm im Spektralphotometer verfolgt. Als Negativkontrolle wurden die
Bakterien in 1xPBS ohne Plasminogenzusatz inkubiert. Abbildung 3.15A zeigt das Ergebnis

dieser Untersuchung.
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Abbildung 3.15: Oberflichenassoziierte enzymatische Aktivitit von Plasmin in
unterschiedlichen GAS Serotypen (A) und Dot-Blot-Analyse von GAS M49 (B). none,
unbeschichtet; Pg, Plasminogen-beschichtet. (U-Test; *p < 0,05, **p < 0,01,"**p < 0,001).
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Die Serotypen M1, M2, M4, M28 und M49 zeigten hohe Plasminaktivitdt auf ihren
Oberflachen. Da GAS M49 die hdchste gemessene Aktivitdt vorwies und um das
oberflachengebundene Plasminogen nachzuweisen, wurde eine Dot-Blot-Analyse mit
diesem Serotyp durchgefuhrt. Dazu wurden die Bakterien mit Plasminogen inkubiert,
anschliefiend mehrfach gewaschen und auf die PVDF-Membran aufgetropft. Die Detektion
von Plasminogen erfolgte mit monoklonalem anti-PLG-Antikérper (Sigma) nach
Herstellerangaben. Das Ergebnis der Untersuchung ist in der Abbildung 3.15B dargestellt.
Es sind eindeutige Signale bei plasminogenbeschichteten Bakterien und der Positivkontrolle
(+; Plasminogen selbst) zu sehen. Bei der Negativkontrolle (-; Fibronektin) und den
unbeschichteten Bakterien sind keine Signale zu erkennen. Alle weiteren Versuche wurden
mit GAS M49 durchgefihrt.

3.2.2 Oberflaichen-gebundenes Plasminogen verstirkt GAS M49
Adhérenz und Internalisierung

Die Bindung von Plasminogen ermdglicht GAS das Adhérieren an Wirtszellen. Dieses
Phanomen wurde u.a. fur die Adhdrenz an Detroit562-Zellen beschrieben (Pancholi et al.,
2003). Da GAS M49 ein Isolat aus einer Hautinfektion ist, wurde in diesem Versuch der
Einfluss der Plasminogenbindung auf die Adharenz an und Internalisierung in die humane
Keratinocytenzelllinie HaCaT untersucht. Dazu wurde eine definierte Anzahl von Bakterien
fir 30 min bei RT im Zellkulturmedium ohne FKS mit und ohne Plasminogen inkubiert und
anschlielend die HaCaT-Zellen nach in 2.12.1 beschriecbenem Protokoll behandelt. Um
sicher zu gehen, dass die Effekte Plasminogen- und nicht Plasmin-vermittelt sind, wurde in
den Parallelversuchen mit Plasmininhibitoren, wie Aprotinin und a2-Antiplasmin, gearbeitet.

Das Ergebnis der Untersuchungen ist in der Abbildung 3.16. dargestellt.
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Abbildung 3.16: Adhédrenz (A) und Internalisierung (B) des GAS M49 Wildtypstammes an bzw.
in HaCaT-Zellen mit (Pg) und ohne (none) Plasminogenbehandlung. (U-Test; * p < 0,05,
***p<0,001; n=5).
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Die in der Abbildung 3.16 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Beschichtung von GAS
M49 mit Plasminogen sowohl zur signifikant erhéhten Adhdrenz an als auch Invasion in
humane Keratinocyten fuhrt. Durch das Einsetzen plasminspezifischer Inhibitoren konnte

eine Plasmin-vermittelten Adhasion und Internalisierung ausgeschlossen werden.

3.2.3 Inhibition der Plasminogen-vermittelten Adhérenz und

Internalisierung durch Heparin

Um die Spezifitdt der Interaktion zwischen Plasminogen-beschichteten GAS und den
Wirtszellen zu untersuchen, wurden als nachstes Inhibitionsversuche durchgefiihrt. Serrano
und Kollegen (Serrano et al., 1996) beschrieben Heparin als einen potentiellen Hemmer von
Plasminogen. Aus diesem Grund wurden die Plasminogen-beschichteten und
unbeschichteten Streptokokken fiir 15 min bei RT mit Heparin inkubiert und mit 1xPBS
mehrfach gewaschen AnschlieRend wurden Standard-Adharenz- und Internalisierungs-
Assay und Plasmin-Aktivitdtsmessung durchgefiihrt. Abbildung 3.17 zeigt das Ergebnis

dieser Untersuchungen.
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Abbildung 3.17: Einfluss von Heparin auf die Plasminaktivitit an der Oberflaiche von GAS (A)
und Adhéarenz (B) und Internalisierung (C) der Bakterien. none, unbeschichtet; Pg, Plasminogen-

beschichtet. (n = 5).
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Wie der Abbildung 3.17A entnommen werden kann, hemmt Heparin die Plasminaktivitdt an
der Oberflache der Bakterien. Das hat zur Folge, dass die Plasminogen-vermittelte Adhérenz
(Abb. 3.17B) auf den Level der unbeschichteten Bakterien absinkt und die Internalisierung

(Abb. 3.17C) sogar unter das Niveau der unbeschichteten Bakterien sinkt.

3.2.4 Integrin-Plasminogen vermittelte Invasion

Aus der Literatur ist bekannt, dass immobilisiertes Plasminogen Uuber Integrine mit
U937-Zellen, HEK-Zellen und Neutrophilen interagieren kann (Chavakis and Preissner,
2005; Lishko et al., 2004). Es ist ebenfalls beschrieben, dass der Urokinase-ahnliche
Plasminogen-Aktivator (UPA) Uber die Kringle-Doméne die Subklassen der Integrine, wie ay,
as und B4, binden kann (Wei et al., 2001; Wei et al., 2005). uPA ist verantwortlich flr die (i)
Regulierung der Fibrinolyse, (ii) perizelluldre Proteolyse und (iii) Regulierung der
intrazelluldren signalvermittelten Zelladhdsion und Proliferation (Chapman, 1997). Da
Plasminogen ebenfalls Kringle-Doméanen in seiner Struktur enthalt, wurde zunachst ein
Sequenz-Vergleich zwischen uPA-, tPA- und Plasminogen-Kringle-Doménen durchgefihrt.
Die Homologie der Sequenzen lag zwischen 42 und 55,5 %. Das war der erste Hinweis auf
mdgliche Bindungspartner fir Plasminogen an der eukaryoten Zelloberflache.

Da HaCaT-Zellen eine Reihe von Integrinen auf ihrer Oberflache exprimieren (Takada et al.,
2007), wurden Inhibitionsversuche mit rekombinanten Integrinen a4, asB4, und a,fs
durchgefihrt. Dazu wurden die unbeschichteten und Plasminogen-beschichteten GAS M49
15 min bei RT inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurde der Adhérenz- und

Internalisierungs-Assay durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in der Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Integrin-abhdngige, Plasminogen-vermittelte Adh&renz an (A) und
Internalisierung in (B) humane Keratinozyten. none, unbeschichtet; Pg, Plasminogen-beschichtet.
(n=5).
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Sowohl die Adhdrenz (Abb. 3.18A) als auch die Internalisierung (Abb.3.18B) in Gegenwart
von a4B+- und asB4-Integrinen, sind signifikant vermindert. Nach der Inkubation von Bakterien
mit a,Bs-Integrinen konnten keine Verédnderungen im Adhéarenz- und
Internalisierungsverhalten von GAS M49 festgestellt werden. Aus der Abbildung 3.18 geht
hervor, dass a3+- und asB4-Integrine fir die Plasminogen-vermittelte Wirtszelladharenz und

Internalisierung, als Wirtszellrezeptoren, verantwortlich sind.

3.2.5 Reduktion der Plasminogen-vermittelten Internalisierung durch

genetischen Knock-down von ILK

ILK ist eine Serin-Threonin-Kinase, die mit den cytoplasmatischen Doméanen der B-Integrine
interagiert. Damit ist diese Kinase eine entscheidende Komponente in den Integrin-
vermittelten, intrazelluldren Signalwegen (Hannigan et al., 1996; Persad and Dedhar,
2003b). Um den tatsachlichen Plasminogen-Integrin-Internalisierungsweg der Streptokokken
in die humanen Keratinozyten nachzuweisen, wurde mittels ILK-siRNA-Transfektion die ILK-
Genexpression reduziert. Im Parallelansatz wurden die HaCaT-Zellen mit SignalSilence
Control siRNA (Cell Signalling Technology) behandelt. Der Nachweis der verminderten ILK-
Expression ist in der Abbildung 3.19A dargestellt. Die Detektion der Proteine erfolgte mit den
in der Tabelle 2.2 aufgelisteten Antikérpern. Wie der Abbildung 3.19A zu entnehmen ist,
konnte in den Keratinozyten eine verminderte Menge an ILK nachgewiesen werden. Zur
Kontrolle, dass gleiche Mengen an Lysaten aufgetragen wurden, erfolgte der Nachweis der
GAPDH-Proteinmenge. Sowohl in transfizierten als auch in nicht-transfizierten Zellen

konnten identische Mengen an GAPDH detektiert werden.
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Abbildung 3.19: (A) Nachweis der limitierten ILK-Expression mittels Western-Blot-Analyse. ILK
wurde detektiert mit anti-ILK1-Antikdrper, GAPDH mit GAPDH-Antikdrper (Negativkontrolle). (B)
Adhédrenz an und Internalisierung (C) in transfezierte Keratinocyten. none, unbeschichtet; Pg,

Plasminogen-beschichtet. (U-Test; ** p < 0,01; n = 5).

Mit den ILK1-siRNA-behandelten HaCaT-Zellen wurde ein Adhdrenz- und Invasions-Assay
mit unbeschichteten und Plasminogen-beschichteten Bakterien durchgefihrt. Das Ergebnis
ist in der Abbildung 3.19B und C dargestellt. Die Adharenz der Plasminogen-beschichteten
GAS an ILK -Zellen ist signifikant vermindert. Im Vergleich zur Kontrolle ist die Invasion
sowohl bei unbeschichteten als auch beschichteten Bakterien vermindert, jedoch ist der
Unterschied zwischen den Plasminogen-tragenden und nicht-tragenden Streptokokken
signifikant. Die Adhdrenz an und Internalisierung in Control siRNA-transfezierte HaCaT-

Zellen ist nicht betroffen.

3.2.6 Einfluss des ILK-Signalweges auf die Plasminogen-vermittelte

Invasion

ILK, als zentrales Molekul der Integrin-vermittelten Internalisierung von Bakterien in die
Wirtszellen, wird direkt von PI3K reguliert (Delcommenne et al., 1998b). PI3K und ILK
regulieren die Phosphorylierung von Akt (Persad and Dedhar, 2003b). Um die ILK-abh&ngige
Internalisierung der Bakterien in die HaCaT-Zellen auch downstream von ILK nachzuweisen,
wurden die 0.g. Enzyme mit kommerziell erworbenen, chemischen Inhibitoren Wortmannin
(WM) und Akt 2 Kinase-Inhibitor (Akt) gehemmt. Dazu wurden die Keratinozyten 30 min vor

Infektion mit den entsprechenden Inhibitoren vorbehandelt und anschliel’end der Adharenz-
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und Internalisierungs-Assay in Gegenwart dieser durchgefiihrt. Die Phosphorylierung von Akt
wurde mittels einer Western-Blot Analyse der Rohextrakte bestimmt. Das Ergebnis ist in der
Abbildung 3.20A dargestellt. Sowohl bei Behandlung der Keratinozyten mit Akt-Inhibitor, als
auch mit WM (30 und 150 min nach Infektion), sind die Mengen an phosphoryliertem Akt
deutlich reduziert im Vergleich zur Kontrolle (0 min). Die Akt-Menge selbst war nicht

betroffen. Die Analyse von GAPDH zeigt, dass gleiche Mengen der Zelllysate aufgetragen

wurden.
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Abbildung 3.20: (A) Analyse der Phosphorylierung von Akt (pAkt) 30 und 150 min nach
Infektion. (B) Plasminogen-vermittelte Adhdrenz an und (C) Internalisierung in humane
Keratinozyten wahrend der Behandlung von Zellen mit WM (75 nM), Akt (15 pM) oder DMSO
(2,5%) (n=5). (D) Fluoreszenzmikroskopische Uberpriifung der Vitalitit (LIVE/DEAD) der

HaCaT-Zellen nach der Behandlung mit den Inhibitoren. none, unbeschichtet; Pg, Plasminogen-

beschichtet.

In der Gegenwart von Akt-Inhibitor ist die Adharenz von unbeschichteten und Plasminogen-

beschichteten Streptokokken reduziert (Abb. 3.20B). Aus den Internalisierungsversuchen
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geht hervor, dass sowohl die beschichteten als auch die unbeschichteten GAS eine im
Vergleich zur Kontrolle (ctrl) verminderte Internalisierung aufweisen, jedoch ist der
Unterschied zwischen Plasminogen-tragenden und nicht-tragenden Bakterien bei der
Behandlung der Zellen mit Akt-Inhibitor oder WM signifikant (Abb. 3.20C). Da beide
Inhibitoren in DMSO gel6dst sind, wurden Kontrollversuche in Gegenwart von DMSO
durchgefuhrt. Zur Kontrolle, dass die beobachteten Effekte nicht durch das Absterben der
Keratinozyten bedingt sind, wurden die HaCaT-Zellen einer Leben-Tod-Farbung nach einer
150 mindtigen Behandllung mit Akt, WM oder DMSO unterzogen. Wie der Abbildung 3.20D
zu entnehmen ist, haben die eingesetzten Reagenzien keinen Einfluss auf die generelle
Vitalitét der Zellen.

3.2.7 Einfluss des Aktin-Zytoskeletts auf die GAS M49 Invasion

ILK ist nicht nur an den Integrin-vermittelten Signaltransduktionswegen beteiligt, sondern ist
auch eine strukturelle und katalytische Einheit, die an der Neuordnung des Aktin-Zytoskeletts
beteiligt ist (Hannigan et al., 1996; Persad and Dedhar, 2003b). Um die Beteiligung des
Aktin-Zytoskeletts an der Plasminogen-vermittelten GAS M49 Invasion der HaCaT-Zellen zu
untersuchen, wurde der Standard Adhédrenz und Internalisierungs-Assay mit chemischen
Inhibitoren Cytochalasin D (CytoD) und Latrunculin B (LatB) durchgefiihrt. Beide hemmen

die Aktin-Polymerisation.
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Abbildung 3.21: (A) Plasminogen-vermittelte Adharenz an und (B) Internalisierung in humane
Keratinozyten wdhrend der Behandlung von Zellen mit CytoD (15 pM), LatB (1,5 pM) oder
DMSO (2 %) (n = 5). (C) Fluoreszenzmikroskopische Uberpriifung der Vitalitit (LIVE/DEAD) der
HaCaT-Zellen nach der Behandlung mit den Inhibitoren. none, unbeschichtet; Pg, Plasminogen-

beschichtet.
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Aus der Abbildung 3.21A geht hervor, dass CytoD die Adhdrenz von GAS grundsétzlich
blockiert, wahrend LatB keinen Einfluss auf diesen Vorgang hat. Jedoch ist die
Internalisierung (Abb. 3.21B) in Gegenwart von beiden Inhibitoren, sowohl bei Plasminogen-
beschichteten als auch unbeschichteten GAS, signifikant vermindert. Um zu kontrollieren,
dass die beobachteten Effekte nicht durch das Sterben der Keratinozyten bedingt sind,
wurden die HaCaT-Zellen einer Leben-Tod-Farbung nach einer 150 minitigen Behandllung
mit LatB, CytoD oder DMSO unterzogen. Wie der Abbildung 3.21C zu entnehmen ist, haben

die eingesetzten Reagenzien keinen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen.

3.2.8 Uberlebensrate der Bakterien in Blut und Makrophagen

In den oben beschriebenen Versuchen wurde nachgewiesen, dass GAS M49 Plasminogen
bindet und als Brlicke, um an die humanen Keratinozyten zu adhérieren, nutzt. Sind die
Bakterien intrazellular lokalisiert, kbnnen sie dort verbleiben oder weiter in den Blutstrom
gelangen. Welche Rolle Plasminogenbindung in der Uberlebensfihigkeit der Bakterien im
Humanblut spielt, wurde hier untersucht. Die unbeschichteten GAS wiesen nach 3 h im Blut
einen Multiplikationsfaktor von 47,45 + 10,05 auf. Die Plasminogen-beschichteten zeigten
einen Multiplikationsfaktor von 70.04 £+ 17,2 (n=5). Dieser Unterschied ist zwar nicht
signifikant, |&sst aber eine Tendenz erkennen. Das Binden von Plasminogen erhéht die
Uberlebensrate der Bakterien im Blut.

Im Blut zirkulieren u.a. Monocyten, die im Knochenmark gebildet werden. Stolen diese auf
eine Infektion, sind sie in der Lage sich zu Makrophagen zu differenzieren. Zusatzlich zu den
Blutversuchen, wurde in dieser Arbeit die Fahigkeit muriner Makrophagen, Plasminogen-
beschichtete und unbeschichtete GAS zu téten, bestimmt. Wahrend nur 28,8 % (+ 12,1) der
Plasminogen-tragenden Bakterien getdtet wurden, konnten die Makrophagen 51,1 % (£ 8,1)

der unbeschichteten GAS vernichten. Dieser Unterschied ist signifikant (p = 0,015).
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4. Diskussion

41. Einordnung von Ralp3 in das Virulenz-assoziierte

regulatorische Netzwerk von S. pyogenes M49

Streptococcus pyogenes, ein ausschliellich humanpathogenes Bakterium, verursacht eine
Reihe von Krankheiten, die entweder milden Verlauf, wie bei Impetigo, nehmen kénnen oder
bei Infektion mit bestimmten Serotypen zu generalisierten Infektionen mit anschlieRender
Sepsis oder Nekrose fihrt (Bisno et al., 2003; Carapetis et al., 2005; Cunningham, 2000).
Die Fahigkeit zahlreiche Krankheiten auszulésen ist mit der Expression verschiedener
Virulenzfaktoren assoziiert. Die koordinierte Regulation der Expression dieser
Virulenzfaktoren ist fir den Verlauf der Pathogenese von entscheidender Bedeutung. Die
komplexe Regulation der Expression wird durch stand-alone-Regulatoren und Zwei-
Komponenten-Signaltransduktionssysteme erzielt (Parkinson and Kofoid, 1992). Die am
langsten bekannten und bisher am besten untersuchten stand-alone-Regulatoren, die
globalen Positivregulatoren Mga und RofA, sind mit assoziierten Virulenzgenen in distinkten
genomischen Regionen, auch Pathogenitatsinseln genannt, organisiert.

Mga ist ein wichtiger Faktor der Virulenzkontrolle im exponentiellen Wachstum von
S. pyogenes (Kreikemeyer et al., 2003b; Mclver et al., 1995). Die Expression von Mga ist
autoreguliert und wirkt direkt und indirekt positiv auf mehrere Virulenzgene und
Stoffwechselgene (Ribardo and Mclver, 2006). Es besteht auch eine trankriptionelle
Vernetzung mit den Regulatoren der Ralp-Familie.

Ralp-Regulatoren wurden in vier verschiedenen Formen beschrieben. RofA, auch Ralp1
genannt, und Nra (Ralp2) sind Regulatoren der FCT-Region. FCT-Regionen wurden in neun
verschiedenen Zusammensetzungen beschrieben. Nra kommt ausschliel3lich im FCT-Typ 3
vor (Nakata et al., 2009b). Die Analyse des GAS Serotyp M1 Genoms (Ferretti et al., 2001)
fihrte zur Identifizierung weiterer Ralp-Regulatoren, Ralp3 und Ralp4 (Granok et al., 2000).
Beide sind teilweise charakterisiert (Kreikemeyer et al., 2007b; Kwinn et al., 2007b).
Transkriptionsanalysen im Nra-kodierenden FCT-Typ-3 GAS M49 ergaben, dass Nra neben
der Regulation der Gene der FCT-Region und zahlreicher anderer Gene auch an der
Regulation eines weiteren Regulators beteiligt ist, der ebenfalls der Ralp-Familie zugeordnet
werden konnte. Dieser wurde als Ralp3 bezeichnet und ist ein weiteres Mitglied des
regulatorischen Netzwerkes in S. pyogenes M49 (Kreikemeyer et al., 2007b).

Ralp3 ist mit dem Virulenzfaktor-kodierenden Gen epf assoziiert (RE-Genblock) und in den
ES-Genblock, der in allen Serotypen lokalisiert ist, integriert. In silico-Analysen ergaben die
Préasenz von ralp3-homologen Genen in den Serotypen M1, M4, M12, M28 und M49.

Zusatzlich zum RE-Genblock enthalt die ERES-Region dieser Serotypen zwei offene
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Leseraster, spy0566 und spy0567, die Homologien zu Transposasen aufweisen
(Kreikemeyer et al., 2007b). Auf Grund des Vorhandenseins solcher Transposase-
Genfragmente, des signifikant erhdhten GC-Gehaltes und der Abwesenheit des RE-
Genblocks in einigen Serotypen, stellt die ERES-Region eine mdégliche Pathogenitatsinsel
dar (Hacker et al., 1997).

Der initiale Schritt einer Infektion ist die zunachst unspezifische und anschliellend
spezifische Adh&dsion von Bakterien an humane Zielstrukturen (Courtney et al., 2002b;
Kreikemeyer et al., 2003a). Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass Ralp3 in
die Adhédrenz-vermittelten Prozesse involviert ist. In vorangegangenen Arbeiten wurden
bereits Adhdrenz- und Internalisierungs-Versuche mit den in dieser Arbeit untersuchten
Stdmmen an humanen Larynx-Epithelzellen, der HEp-2-Zelllinie, durchgefuhrt. Im Vergleich
zum Wildtyp zeigte die Aralp3-Deletionsmutante dabei eine um ca. 45 % verminderte
Adhérenz- und eine um ca. 20 % erhdhte Internalisierungsrate (Kreikemeyer et al., 2007a).
Da GAS M49 ein Hautisolat ist, sind die HaCaT-Zellen das geeignetere Modell fir diese
Versuche. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die Adhdrenz- und
Internalisierungsversuche an der humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT durchgefiihrt. Die
Ergebnisse zeigen gegenliber dem Wildtyp eine um 29 % signifikant verminderte Adharenz
und eine um ca. 40 % signifikant verminderte Internalisierung der ralp3-Deletionsmutante.
Die Transkriptomdaten unterstiitzen dieses Ergebnis. Die Transkriptlevel der Gene des Mga-
Regulons, auller dem Gen kodierend fir die C5A-Peptidase, sind im Vergleich zum Wildtyp
signifikant vermindert. Betroffen sind mga selbst und Gene die u.a. fir Fibronektin-bindende
Proteine spy49 1668c und sfbX49, das Kollagen-ahnliche-binde-Protein sclA und das M-
Protein emm49 kodieren. Bei den letztgenannten handelt es sich um Oberflachen-assoziierte
Proteine, die fur die Wirtszelladharenz verantwortlich sind.

Die Rolle der Fibronektinbindung in GAS-Adhérenz und -Internalisierung wurde in den
letzten Jahren sehr genau untersucht und detailliert in der Literatur beschrieben (Fiedler et
al., 2010a; Kreikemeyer et al., 1999b; Kreikemeyer et al., 2004c; Kreikemeyer et al., 2004a).
Die Repression der Transkription dieser Gene, durch das Fehlen von Ralp3, bewirkt eine
verminderte Adharenz und damit verbundene Internalisierung in die Keratinocyten.

Eine weitere mdgliche Erklarung fir die verminderten Adhé&renz- und Internalisierungsraten
lieferten die Ergebnisse der Untersuchungen von SpeB. SpeB ist eine Cysteinprotease, die
von allen Gruppe A Streptokokken produziert und Uber Sekretionsporen des Sec-Weges in
die Umgebung abgegeben wird (Hytonen et al., 2001). Dabei wird das inaktive 40 kDa
Protein nach der Sekretion in eine 28 kDa Protease umgewandelt und diese kann u.a.
Matrixproteine, wie z.B. Fibronektin und Vitronektin, auflésen und damit den Bakterien eine
verstarkte Invasion des Wirtes ermdglichen (Cunningham, 2000). Die Messung der

Kulturiberstande der Aralp3-Mutante ergab eine um ca. 60 % verringerte SpeB-Aktivitat im
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Vergleich zum Wildtyp. Dieses Phdnomen ist auf die reduzierte Menge der Protease in den
Uberstanden zuriickzufiinren. Die Micro-Array-Analyse stiitzt diese Beobachtung. Die
Transkriptmengen von speB waren in der Mutante signifikant reduziert.

Ein weiteres Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass trotz verminderter Adharenz und
Internalisierung und geringerer SpeB-Aktivitdt der prozentuale Anteil an vitalen HaCaT-
Zellen bei der Aralp3-Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp nicht angestiegen ist. Die
Anzahl der lebenden Zellen blieb sowohl nach 2, als auch nach 3 und 4 h bei beiden
Stdmmen vergleichbar. Die Mutante scheint eine aggressivere Vorgehensweise zu haben,
jedoch lassen sich aus den Transkriptomdaten keine Erklarungen ableiten.

Des Weiteren konnte mit den Versuchen gezeigt werden, dass, obwohl es sich bei den
Zelllinien um Epithelgewebe handelt, die Bakterien in ihrer Virulenz zwischen Schleimhaut
und Haut unterscheiden. Da der Effekt des Knock-outs auf die Adhérenz an und
Internalisierung in die Keratinozyten deutlicher ausfallt, kann angenommen werden, dass
Ralp3 bei der Infektion der Haut eine groflere Rolle spielt, als bei Infektionen der
Schleimhaut. Hierbei muss beriicksichtigt werden, dass es sich bei beiden untersuchten
Zelltypen um permanente Zelllinien handelt, die ggf. nicht mehr unmittelbar mit
Primargewebe vergleichbar sind. Um die Bedeutung von Ralp3 bei der Infektion der
entsprechenden Gewebe eindeutig zu charakterisieren, missten daher in folgenden Arbeiten
Versuche im Tiermodell angeschlossen werden. Dafiir wirden sich das Hu-Skin SCID Maus-
und SKH1 Nacktmausmodelle eignen (Luo et al., 2008; Nakata et al., 2009).

Kwinn und Kollegen (Kwinn et al., 2007a) beschrieben Ralp3 im Serotyp M1T1 als einen
direkten oder indirekten Repressor der Kapselsynthese. Die Synthese der
Hyaluronsdurekapsel ist eine notwendige Strategie um das Bakterium vor der Immunantwort
des Wirtes zu schitzen (Wessels et al.,, 1991) und in septischen Krankheitsverlaufen die
Uberlebensfahigkeit der Bakterien in humanem Blut zu gewéhrleisten. Die Ergebnisse der
hier vorliegenden Arbeit zeigen signifikante Unterschiede im Uberlebensverhalten zwischen
S. pyogenes M49 (591)-Wildtyp und der ralp3-Mutante. Die ralp3-Deletionsmutante, mit
einem Multiplikationsfaktor von 0,16, Uberlebt im humanen Blut nicht. Das heil3t im
Gegensatz zum Wachstum im Komplexmedium ist ein eindeutiger Unterschied zwischen
Mutante und Wildtyp im humanen Vollblut zu verzeichnen, was Ralp3 als einen GAS
Virulenz/Pathogenitats-assoziierten Transkriptionsregulator charakterisiert. Um den Einfluss
der zelluldren Bestandteile des Blutes auf das Uberleben der Bakterien auszuschlieRen,
wurde der Uberlebensversuch in Humanserum ebenfalls durchgefiihrt. Auch hier zeigte die
ralp3-Mutante kein Uberleben. Der Multiplikationsfaktor lag erneut unter Faktor 1.

Im Einklang mit diesen Beobachtungen wurde bei der Bestimmung des Hyaluronsdureanteils
in der Kapsel der Aralp3-Deletionsmutante ein marginal signifikant verminderter

Hyaluronsduregehalt festgestellt. Zudem zeigte die Transkriptomanalyse signifikant
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verminderte Transkriptmengen des emm49-Gens, welches fur das antiphogozytar-wirkende
M-Protein kodiert, und des gesamten sal-Operons. SalY, ein Protein welches im sal-Operon
kodiert wird, ist u.a. fir das intrazelluldre Uberleben von GAS in Makrophagen verantwortlich
(Phelps and Neely, 2007). Da beide Gene eine verminderte Transkriptionsrate aufweisen,
kann dieses zum beobachteten Phanotyp gefihrt haben. Zusatzlich ist die Transkription des
Virulenzregulator-kodierenden Gens mga in der ralp3-Deletionsmutante reprimiert. Mga
reguliert im GAS Serotyp M1 auch die Transkription von hasA, welches flr die
Kapselsynthese verantwortlich ist (Podbielski et al., 1996). Jedoch wurden dort umgekehrte
Effekte beobachtet. Wahrend in der hier vorgelegten Analyse in M49 Ralp3 sich als ein
Transkriptionsaktivator von hasA herauskristallisiert hat, wurde im GAS Serotyp M1 eine um
400 % erhdhte Transkription des hasA-Gens in der Mutante festgestellt (Kwinn et al., 2007a),
was einen umgekehrten Schluss nach sich zieht. Im Serotyp M1 ist Ralp3 ein Repressor der
Kapselsynthese (Kwinn et al., 2007a). Dies ist ein Indiz einer Serotyp-spezifischen
Regulation durch Ralp3.

Eine weitere Beobachtung dieser Arbeit war es, dass ein Knock-out von Ralp3 zu signifikant
verminderten Transkriptmengen der Gene aus den beiden /ac-Operonen fiihrt. Die Rolle von
lac in unterschiedlichen Gram-positiven Bakterien ist teilweise untersucht (Burne et al., 1999;
Rosey et al., 1991; Rosey and Stewart, 1992; Zeng et al., 2010). Im GAS-Genom sind zwei
lac-Operone annotiert. Die Organisation der lac-Operone ist in der Abbildung 4.1 dargestellt.
Lac2 ist in Carbohydrat-Metabolismus involviert und kodiert fir Gene des Tagatose-6-
Phosphat-Wegs (Rosey et al., 1991). Fiur lac1 wurde zusatzlich eine Virulenz-regulierende
Rolle beschrieben (Loughman and Caparon, 2006). Die Verwendung unterschiedlicher
Energiequellen aus unterschiedlichen Kohlenstoffverbindungen und die Anpassung an
limitierte oder sich standig verdandernde Umwelt des Wirtes ist essentiell fir
Gruppe A Streptokokken (Loughman and Caparon, 2006). GAS verwenden Glukose als
Hauptenergiequelle (van, | and Kessler, 1980). Unterschiedliche Transkriptomanalysen
haben gezeigt, dass die Virulenz des Bakteriums mit der Expression der Gene, die flr
Zucker-Metabolismus kodieren, eng gekoppelt ist (Loughman and Caparon, 2006;
Loughman and Caparon, 2007; Shelburne, IIl et al., 2007a; Shelburne, Il et al., 2007b;
Shelburne, Il et al., 2008).

LacD1, eine Tagatose-1,6-bis-Phosphat-Aldolase, ist nicht nur an der Regulation des
Laktose- und Galaktose-Metabolismus beteiligt, sondern ist auch gleichzeitig ein Sensor fur
die sich verandernden Bedingungen im Wirt (Loughman and Caparon, 2007). Neben der
Produktion von Glyceraldehyd-3-Phosphat kann LacD1 auch direkt an DNA binden und Gber
Protein-Protein- oder Protein-Substrat-Interaktionen die Regulation Virulenz-relevanter Gene
beeinflussen. Dieses wurde von Loughman und Kollegen gezeigt (Loughman and Caparon,

2006). Steigt z.B. intrazellular der Galaktosespiegel in GAS an, bindet das am speB-
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Promoter DNA-gebundene LacD1 die Galaktose. Dieser Vorgang bewirkt eine
Konformationsanderung des Enzyms, was eine Dissoziation der Aldolase von der DNA
verhindert. Dadurch kann der Regulator von SpeB nicht binden und es findet keine
Transkription von speB statt (Loughman and Caparon, 2006). Damit wirkt LacD1 als ein
moglicher Repressor von speB in S. pyogenes HSC5. Dieser Vorgang kann auch in GAS
M49 zum beobachteten Phanotyp und Transkriptom gefiihrt haben. Die SpeB-Aktivitat der
Mutante war um 60 % reduziert, was eine Folge der verminderten Transkription des Gens
und damit auch einer verminderten Protein-Sekretion in Kulturiiberstand ist.

Eine weitere Beobachtung von Loughman und Kollegen war es, dass durch ein Knock-out
von lacD1 LacD2, welches die gleiche enzymatische Reaktion ermdéglicht, diese nicht
komplementiert (Loughman and Caparon, 2006; Loughman and Caparon, 2007). Das zeigt,
dass beide Operone unabhangig von einander arbeiten und durchaus unterschiedliche
Aufgaben hinsichtlich der Virulenz und des Metabolismus haben kénnen.

Da beide /lac-Operone an der Verwertung von Zuckern als Kohlenstoffquelle beteiligt sind
und in der Aralp3-Mutante im Vergleich zum Wildtyp signifikant herunterreguliert sind, wurde
in Rahmen dieser Arbeit die Fahigkeit der Bakterien unterschiedliche C-Quellen zu
verstoffwechseln getestet. Von 190 getesteten Carbohydraten war es dem GAS M49 Wildtyp
und der Aralp3-Deletionsmutante mdglich, 20 C-Quellen zu verstoffwechseln. 3-0-8-D-
Galactopyranosyl-D-Arabinose wurde ausschlieBlich vom Wildtyp als C-Quelle genutzt.
Uberraschend zeigte die Aralp3-Mutante ein besseres Wachstum mit o-D-Laktose als
Nahrstoffquelle. In Rahmen dieser Arbeit konnte der tatsdchliche Grund fir dieses
Phanomen nicht gefunden werden. Fest steht, dass beide Operone Gene fiir die Enzyme
des Tagatose-6-Phosphat-Wegs kodieren. Beide sind in der Mutante reprimiert. Sowohl die
Mutante, als auch der M49 Wildtyp konnten D-Galaktose nicht verstoffwechseln.
Méglicherweise konnten die Enzyme, die durch das nicht so stark reprimierte fru-Operon
kodiert werden, die vorhandene Laktose metabolisieren.

Fruktose und Tagatosen haben eine dhnliche Stereometrie. Sie unterscheiden sich lediglich
durch die Rotation der Hydroxylgruppe am C,. Sowohl Fruktose-1,6-bis-Phosphat-Aldolase,
als auch Tagatose-1,6-bis-Phosphat-Aldolase haben aktive Zentren, die homolog zu
einander sind (Loughman and Caparon, 2006; Loughman and Caparon, 2007), und ahnliche
Produkte produzieren: Glyceraldehyd-3-Phosphat (GAP) und Dihydroxyaceton-Phosphat
(DHAP). Beides sind Intermediate der Glykolyse. Eventuell ist es der Aralp3-
Deletionsmutante mdglich einen alternativen Stoffwechselweg einzuschlagen, dessen
Regulation im Proteom und nicht im Transkriptom zu finden ist. Damit wéare eine bessere
Einbindung der Zwischenprodukte in die Glykolyse gewahrleistet.

Neben ralp3 ist in der ERES-Region auch das Gen lokalisiert, welches fir das Epf-Protein

kodiert. Eine Funktion von Epf als Oberflachen-assoziiertes, Plasminogen-bindendes Protein
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wurde von Kreikemeyer et al. (Kreikemeyer et al., 2007a) vorgeschlagen und mit Adharenz-
ELISAs untermauert. Die epf-Insertionsmutante zeigte in diesen ELISAs gegeniber dem
Wildtyp eine signifikant verminderte Bindung an immobilisiertes, humanes Plasminogen. Die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche konnten keine direkte Interaktion
zwischen Epf und Plasminogen nachweisen, jedoch konnte fiir das Epf-Protein eine
Adhasionseigenschaft detektiert werden. Die epf-Insertionsmutante zeigte bei vier getesteten
humanen Epithelzellen eine um mehr als 50 % verminderte Adhéarenz an HaCaT-Zellen.
Vergleicht man die Ergebnisse der Adhérenzversuche der lebenden Bakterien mit den
Versuchen der Epf-beschichteten Beads, so ergibt sich ein widersprichliches Bild. Die DUF-
beschichteten Beads zeigten keine Adhdrenz an humane Epithelzellen, die EpfN-gecoateten
adharierten an Ca9-22- und HEp-2-Zellen direkt und an Plasminogen-behandelte HaCaT-
Zellen. Welche humane Oberflachenstrukturen das EpfN-Protein bindet, konnte in dieser
Arbeit nicht geklart werden. Es musste sich eine strukturelle Analyse der rekombinanten Epf-
Proteine anschlieBen um mogliche Homologien zu anderen bakteriellen Proteinen auf der
Strukturebene zu finden.

Epf ist ein einzigartiges Protein, das ausschlieRlich in den GAS-Serotypen M1, M4, M12,
M28 und M49 vorkommt. S. suis ist der einzige weitere Vertreter, der ein ahnliches Protein
kodiert (Kreikemeyer et al.,, 2007a), wobei die Funktion des Proteins auch in diesem
Organismus bis jetzt nicht beschrieben wurde.

Was ebenfalls durch die DNA-Micro-Array-Analysen nicht bestatigt werden konnte ist die
Annahme, dass epf von Ralp3 reguliert wird. Zwar lieferten die Plasmin-Aktivitditsmessungen
der ralp3- und epf-Mutante nach Beschichtung dieser mit Plasminogen signifikant
verminderte Plasminogenmengen an der Oberflache, jedoch ist diese Beobachtung nicht auf
das bakterielle Transkriptom und nicht auf die Fahigkeit von Epf Plasminogen zu binden
zurlckzufthren. In dieser Arbeit vorgenommene Transkriptom-Analysen konnten die von
Kreikemeyer et al. (Kreikemeyer et al., 2007a) postulierten Regulationswege von Ralp3
(Abbildung 1.4) nicht bestatigen. Laut Kreikemeyer et al. musste ein Knock-out von Ralp3 zu
signifikant verminderten Transkriptmengen an epf, sagA, cpa, nra, und signifikant erhdhten
an prtF2 und msmR fuhren (Fiedler et al., 2010b; Kreikemeyer et al., 2007b). Diese Analysen
basieren auf /uc-Reportengenfusionen, deren Aktivitdten im Luciferase-Assay gemessen
wurden. Die eben genannten Regulationsmuster lieferte die  genomweite
Transkriptomanalyse dieser Arbeit nicht. Ralp3, als ein potentieller Virulenzregulator des
GAS M49, reguliert die Transkription der Gene des Mga-Regulons, des sal- und lac1-
Operons. Als potentieller Metabolismusregulator reguliert Ralp3 die beiden lac-Operone und
Teile des fru-Operons. Eine Ubersicht der Regulationsmuster von Ralp3 in GAS M49 ist in
der Abbildung 4.1 dargestellt.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des regulatorlschen Netzwerks von Ralp3 in

T

S. pyogenes Serotyp M49 ((Fiedler et al., 2010b) mod.). Genbezeichnungen siehe Tabelle 3.1 und
Abbildung 1.4.

Exemplarisch fur nicht-ralp3-tragende Serotypen wurde Ralp3 in GAS M2 heterolog
exprimiert. Die nachgewiesene Expression von ralp3 in diesem Serotyp fihrte zum
verminderten Virulenzververhalten. Die M2::ralp3-Mutante zeigte signifikant verminderte
Adhéarenz an und Internalisierung in eukaryote Epithelzellen. Das Wachstum in humanem
Blut und Serum war um 2/3 vermindert. Anscheind Ubernahm Ralp3 in diesem Serotyp eine
Repressor-Funktion.

Das die Transkriptionsregulatoren in unterschiedlichen Serotypen unterschiedliche
Regulationsmuster aufweisen, ist schon lange bekannt. Wahrend Ralp3 in Serotyp M1 ein
Repressor ist (Kwinn et al., 2007), agiert Ralp3 in Serotyp M49 als Aktivator der Expression
Virulenz-kodierender Gene (Kreikemeyer et al.,, 2007). Fur Nra wurden ebenfalls
unterschiedliche Regulationen beobachtet. Die Serotypen M49 und M53, die FCT-3-Typ Nra-
tragend sind, zeigen auf transkriptioneller Ebene ebefalls entgegengesetzte
Regulationsmuster (Luo et al., 2008). Warum Ralp3 im GAS Serotyp M2 eine Repressor-
Rolle angenommen hat, konnte in der hier vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. Jedoch
deutet das Virulenzverhalten auf den Verlust des RE-Genblocks im GAS Serotyp M2 hin. Die
ERES-Region zahlt zu Pathogenitatsinseln. Diese zeichnen sich durch das Vorhandensein
von Transposase-Genfragmenten und durch signifikant erhéhten GC-Gehalt (Hacker et al.,
1997). Ein weiteres Indiz fir eine echte Pathogenitatsinsel ist das Vorkommen oder Nicht-

Vorkommen in einigen Serotypen. Da Ralp3 in GAS Serotyp M2 eine Repressorfunktion hat
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und damit dem Bakterium einen Nachteil im Virunzverhalten verschafft, konnte dieser

Serotyp im Laufe der Evolution den RE-Genblock deletiert haben.

4.2 Plasminogen-vermittelte GAS M49-Invasion der Keratinocyten

S. pyogenes ist fahig spezifisch an eukaryote Zielzellen zu adharieren, in diese zu
internalisieren und dort flr einen langeren Zeitraum zu Gberdauern (Courtney et al., 2002a;
Kreikemeyer et al., 2004b; Molinari and Chhatwal, 1999; Podbielski and Kreikemeyer, 2001).
Diese Fahigkeit von GAS ist mit der Expression zahlreicher indirekt oder direkt an
Wirtszellen wirkender sezernierter und/oder oberflachenlokalisierter Virulenzfaktoren
assoziiert (Fiedler et al., 2010a; Kreikemeyer et al., 2003a). Die Produktion von Adhasinen
ist die Voraussetzung fur die erfolgreiche Kolonisierung des Wirtes und ggf. die
anschlielende Invasion oder Internalisierung. Diese beiden Prozesse ermoglichen GAS
einen initialen Kontakt mit der Wirtszelle. Am besten untersucht ist die Fibronektin-vermittelte
Internalisierung von GAS in die humanen Epithelzellen (Cue and Cleary, 1998b; Greco et al.,
1995; Jadoun et al., 1998; LaPenta et al., 1994; Molinari et al., 1997). Jedoch spielt nicht nur
die Matrixprotein-Bindung eine Rolle bei der Invasion des Wirtes. Zum Beispiel in Wunden
der Haut befindet sich Blut, dessen Plasmaproteine eine Reihe von Targets fir Oberflachen-
Molekiile der Streptokokken bieten. Plasminogen ist eins davon.

Plasminogen ist ein Glykoprotein, welches durch Spaltung zu einer enzymatisch aktiven
Serin-Protease Plasmin konvertiert werden kann (Dano et al., 1985b; Ponting et al., 1992b).
Es ist bekannt, dass Bindung von Plasminogen die Invasion von GAS in bestimmte Zelltypen
ermdglicht und gleichzeitig die Bakterien vor der Immunantwort des Wirtes schiitzt (Cole et
al., 2006; Khil et al., 2003; McArthur et al., 2008; Sanderson-Smith et al., 2008). Die Literatur
beschrankt sich ausschlieRlich darauf, dass die Bindung von Plasminogen eine verstérkte
Adhédrenz an humane Larynx- und Pharynx-Zellen ermdglicht (Abbot et al., 2007; Jin et al.,
2005; Pancholi et al., 2003; Smith et al., 2010). Wie die Bakterien genau in die Zellen
internalisieren ist nicht bekannt. Pancholi und Kollegen (Pancholi et al., 2003) beobachteten
bei den pharyngealen Epithelzellen eine durch Plasminogen vermittelte perizellulare
Transmigration der Bakterien. Jedoch handelt es sich hierbei nicht um den
Internalisierungsvorgang. Welche Wirtsoberflacherezeptoren fur die Adhé&sion verantwortlich
waren, wurde in der Arbeit von Pancholi nicht geklart.

Um ein geeignetes Modell fir eine Plasminogen-vermittelte Wirtsinvasion zu etablieren,
wurden zunachst unterschiedliche Serotypen der Gruppe A Streptokokken auf ihre Fahigkeit
Plasminogen zu binden untersucht. GAS M49 zeigten die héchste Plasmin-Aktivitat auf ihrer

Oberflache. Da S. pyogenes Serotyp M49 ein Hautisolat ist und ein Knock-out von ralp3
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phanotypisch gréRere Unterschiede im Adharenz- und Internalisierungsverhalten bei HaCaT-
Zellen verursacht hat, wurden die Keratinozyten fir das erstellen des Modells ausgewahlt. In
den nachfolgenden Versuchen wurde festgestellt, dass Plasminogen-beschichtete Bakterien
im Vergleich zu unbeschichteten signifikant héhere Adhdrenz- und Internalisierungsraten
erreichen. Daflr gibt es unterschiedliche Erklarungen. 1.) Das GAS-Oberflachen-gebundene
Plasminogen selbst agiert als Brickenmolekil zwischen GAS und Keratinocyten. 2.) Das
konvertierte Plasminogen, demnach Plasmin, was an der Oberflaiche von Bakterien
gebunden ist, agiert als Briickenmolekil zwischen GAS und den HaCaT-Zellen. 3.) Plasmin
I6st als aktive Serin-Protease die Matrixstrukturen der Keratinocyten auf und ermdglicht
damit den Bakterien eine verstédrkte Invasion der Zellen. Durch die Verwendung des
Breitband-Serin-Protease-Hemmers Aprotinin und einem spezifischen Plasmininhibitor a2-
Antiplasmin konnten die enzymatischen Effekte ausgeschlossen werden. In der Gegenwart
beider Inhibitoren zeigten die Streptokokken weiterhin erhéhte Adhérenz- und
Internalisierungsraten. Punkt zwei kann teilweise ausgeschlossen werden. Durch das Testen
der HaCaT-Zellen alleine und in Kombination mit Bakterien auf ihre Fahigkeit Plasminogen
zu Plasmin zu konvertieren, wurde festgestellt, dass diese nicht in der Lage waren
Plasminogen zu aktivieren (Abbildung A1C). Zusatzlich wurden die Adharenz- und
Internalisierungsversuche mit der ska -Mutante, die keine aktive Streptokinase produzieren
kann, durchgefiihrt. Auch sie zeigte erhdhtes Adharenz- und Internalisierungsverhalten nach
Beschichtung mit Plasminogen (Abbildung A1B). Trotz der gemachten Beobachtungen kann
der Einfluss von Plasmin nicht 100 %ig ausgeschlossen werden. Die daraus resultierenden
Effekte missen jedoch minimal sein und aus diesem Grund werden sie bei der Interpretation
der Daten vernachlassigt.

Als nachstes wurden die Keratinocytenrezeptoren, die den Bakterien die Plasminogen-
vermittelte Adhdarenz ermdéglichen, identifiziert. Bisher war bekannt, dass das GAS M-Protein
an CD46 der Keratinocyten binden kann (Okada et al., 1994; Okada et al., 1995). Diese
Bindung konkurriert mit der Hyaluronsdurekapsel, da diese die genannte Interaktion blockiert
(Schrager et al., 1996; Schrager et al., 1998). Die Kapsel selbst interagiert mit dem CD44-
Rezeptor der Keratinocyten (Schrager et al., 1998). Jedoch vermittelt diese Interaktion
ausschlie8lich die Transmigration der Streptokokken (Cywes and Wessels, 2001) und nicht
die Internalisierung. Ebenfalls bekannt ist, dass das Sfbl-Protein, welches Fibronektin bindet,
und GAS-Pili mit Keratinocyten interagieren kénnen (Abbot et al., 2007; Edwards et al.,
2004; Smith et al., 2010). Alle eben genannten Interaktionen sind jedoch Serotyp-spezifisch
und treffen nicht auf alle Streptokokken zu (Darmstadt et al., 2000; Oliver et al., 2007; Smith
et al., 2010).

Die Fibronektin-vermittelte Adharenz und damit verbundene Internalisierung kann in dieser

Arbeit ausgeschlossen werden, da unter Serum-freien Bedingungen gearbeitet wurde.
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Lishko und Kollegen (Lishko et al., 2004) berichteten, dass Plasminogen mittels Integrinen
an eukaryote Zellen binden kann. In silico Analysen dieser Arbeit zeigten, dass die Kringle-
Doménen von Plasminogen zu 42 und 55,5 % homolog zu Kringle-Doménen von uPA und
tPA sind. Beide Rezeptoren interagieren mit Integrinen mittels ihrer Kringle-Doménen (Wei et
al., 2001; Wei et al., 2005). Aufgrund der Homologien der Aminosduresequenzen wurden
unterschiedliche Integrine als kompetitive Inhibitoren im Adhédrenz- und Internalisierungs-
Assay eingesetzt. a4B4- und asfs-Integrine hemmten die Plasminogen-vermittelte Adhérenz
von ca. 31 gegen 1 % und dementsprechend auch die Internalisierung der Bakterien. Dieses
Ergebnis lasst zwei Rickschlisse zu. 1.) S pyogenes Serotyp M49 kann nicht Uber eigene
Rezeptoren die getesteten Integrine binden. 2.) Plasminogen bindet a,B4- und asB4-Integrine,
was den Bakterien eine Adhdrenz an Keratinocyten ermdglicht. Aus den Studien der
Fibronektin-vermittelten Adharenz und Internalisierung ist bekannt, das dort Integrine
ebenfalls diese Prozesse erméglichen (Cue et al., 2001; Cue and Cleary, 1998a; Ozeri et al.,
1998; Wang et al., 2006). Die zytoplasmatischen Domé&nen der Integrine sind mit der ILK eng
gekoppelt (Wang et al., 2006; Wang et al., 2007). Ein im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrter Knock-down der ILK fihrte zu 50 % verminderten Adhédrenz der
Plasminogen-beschichteten Bakterien. Die Plasminogen-vermittelte Internalisierung wurde
komplett unterdriickt. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Internalisierungsvorgange
zwischen beschichteten und unbeschichteten Streptokokken auf unterschiedlichen Wegen
erfolgen. ILK, als zentrales Molekil der Integrin-vermittelten Internalisierung von Bakterien in
die Wirtszellen, wird direkt von PI3K reguliert (Delcommenne et al., 1998b). PI3K selbst und
ILK regulieren die Phosphorylierung von Akt (Persad and Dedhar, 2003b).

Um die ILK-abhédngige Internalisierung der Bakterien in die HaCaT-Zellen auch downstream
von ILK nachzuweisen, wurden die o.g. Enzyme mit den kommerziell erworbenen,
chemischen Inhibitoren Wortmannin und Akt %2 Kinase-Inhibitor gehemmt. Nur Wortmannin
hemmte die Plasminogen-vermittelte Adhdrenz von GAS. Beide Inhibitoren konnten die
Plasminogen-vermittelte Internalisierung komplett blocken. Diese Versuche bestétigen, dass
PI3K ILK auch unter Infektionsbedingungen aktiviert (Delcommenne et al., 1998a) und Akt
auch downstream von ILK in diese Prozesse involviert ist (Persad and Dedhar, 2003a). Da
ILK auch eine strukturelle und katalytische Einheit des zytoskelettalen Aktin-Aufbaus ist,
wurden zusétzlich Versuche mit Inhibitoren Cytochalasin D und Latrunculin B durchgefuhrt.
Beide blockieren die Aktin-Polymerisation. In Gegenwart der Inhibitoren war sowohl die
Plasminogen-vermittelte, als auch die Standard-Internalisierung betroffen. Dieses Ergebnis
unterstiitzt die Annahme, dass nur ein stabiles Aktin-Zytoskelett der Zellen generell die
Adhérenz und Internalisierung der Bakterien ermdglicht.

Das in dieser Arbeit postulierte Modell der Plasminogen-vermittelten GAS M49-Invasion der

Keratinocyten weist einige Ahnlichkeiten mit den Modellen der Fibronektin-vermittelten
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Internalisierung. So wurde fur den GAS Serotyp M1 eine M-Protein-Fibronektin-asf3;-Integrin-
Internalisierung in pharyngiale Epithelzellen beschrieben (Wang et al., 2006). Ahnliche
Internalisierungswege wurden auch fir das Streptokokken Oberflachen-assoziierte Sfbl-
Protein postuliert (Ozeri et al., 1998). Auch fir andere humanpathogene Bakterien, wie z.B.
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus und Porphyromonas gingivalis, wurden
direkte und indirekte Integrin-vermittelte Invasionsmechanismen in eukaryote Zellstrukturen
beschrieben (Bergmann et al., 2009; Fowler et al., 2000; Yilmaz et al., 2002).

GAS M49 nutzt also Plasminogen als Briicke, um an die humanen Keratinozyten zu
adhérieren. Sind die Bakterien intrazellular lokalisiert, kbnnen sie dort verbleiben oder weiter
in den Blutstrom gelangen. Welche Rolle Plasminogenbindung in der Uberlebensfahigkeit
der Bakterien im Humanblut spielt, wurde in dieser Arbeit ebenfalls untersucht. Die
Plasminogen-beschichteten GAS haben nach 3 h im Blut einen héheren Multiplikationsfaktor
als die unbeschichteten erreicht. Dieser Unterschied ist zwar nicht signifikant, Iasst aber eine
Tendenz erkennen. Das Binden von Plasminogen erhéht die Uberlebenschance der
Bakterien im Blut.

Die im Blut lokalisierten Monocyten differenzieren sich bei bakteriellen Infektionen zu
Makrophagen aus und stellen damit eine der ersten Immunabwehrreaktionen der
angeborenen Immunantwort des Wirtes dar. Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuche
zeigen, dass Plasminogenbeschichtung die Bakterien vor dem Abtéten durch Makrophagen
schitzt. Die initiale bakteriozide Wirkung von Makrophagen beruht auf einer Phagozyt-
Oxidase (Goldmann et al., 2007; Goldmann et al., 2009). Das Binden von Plasminogen
scheint die Bakterien vor dieser zu maskieren und ist damit essentiell fir das Uberleben von
GAS M49 im Blut.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Plasminogen-vermittelten Keratinocyten-
Internalisierung von S. pyogenes Serotyp M49 ((Wang et al., 2006) mod.). GAS M49 exprimieren
auf ihrer Oberflache eine Reihe von Plasminogen-bindenden Proteinen. Diese binden Plasminogen
aus der Umgebung und nutzen es als Bricke um an af4- und asBs-Integrine zu binden. Dieser
Vorgang aktiviert ILK. Die ILK-Aktivierung ist PIP3;-abhangig. Die direkte Hemmung von ILK durch ein
Knock-down oder die indirekte Hemmung durch die Inhibierung von PI3K oder Akt, verhindert die
Plasminogen-vermittelte Invasion der Streptokokken. Stérung der Actin-Polimerisation durch CytoD

oder LatB fuhren ebenfalls zur verminderten Internalisierung der GAS M49 in die Keratinocyten.

Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse zeigen, dass Plasminogen ein wichtiges Molekl
fir das extra- und intrazelluldre Uberleben von S. pyogenes M49 ist. Es verstérkt die
Adhéarenz an und Internalisierung der Bakterien in die Keratinocyten (Abbildung 4.2), d.h. das
Binden von Plasminogen ist entscheidend fiir das Initiieren der Hautinfektion. Sind die
Bakterien an den Keratinocyten gebunden, kénnen sie dank Plasminogen die wirtseigenen
intrazelluldren Molekule fur sich ausnutzen und damit die Internalisierung einleiten.
Intrazellular lokalisiert haben sie die Mdglichkeit in der Zelle zu persistieren oder weiter durch
Gewebestrukturen des Wirtes zu wandern. Sind die Bakterien im Blut angekommen, schitzt

das Plasminogen sie vor Makrophagen und erhéht damit inre Chancen dort zu tberleben.
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5.

Zusammenfassung

Ralp3-Phanotyp von S. pyogenes M49:

1.

Al S

Inaktivierung von ralp3 fuhrt zur verminderten Adhdrenz an und Internalisierung in
humane Keratinocyten.

Die Aralp3-Deletionsmutante ist nicht fahig in Humanblut und -serum zu Uberleben.
Ralp3 Deletion fuhrt zu vermindertem Hyaluronsauregehalt der Kapsel in GAS M49.
Die Aralp3-Mutante bindet weniger Plasminogen als der M49 Wildtyp.

Ralp3-Mutation fuhrt zur verminderten Sekretion von SpeB in die Umgebung.

Ralp3-Transkriptom von S. pyogenes M49:

1.

Die Transkription von 16 Genen (1,0 %) in der Aralp3-Deletionsmutante ist signifikant
erhoht.

43 Gene (2,5 %) in der Aralp3-Deletionsmutante zeigen signifikant verminderte
Transkriptmengen im Vergleich zum GAS M49 Wildtyp.

Die Mehrheit der Gene (59,4 %) zeigte keine Veranderung im Transkript und 37,1 %
zeigten unter gewahlten Bedingungen keine Treffer oder wurden aufgrund der
statistischen Analyse in der Auswertung nicht beriicksichtigt.

Unter den reprimierten Genen wurde eine Praferenz fir ganze Operon-/Regulon-
Strukturen festgestellt. U.a. sind Operone, die fir Gene mit metabolischer Funktion
kodieren, wie z.B. beide lac-Operone (lacABC1D1 und lacA2B2C2D2EFG) und fru-
Operon (fruAKR), betroffen. Weiterhin sind Virulenz-kodierende Gene, wie das
gesamte Mga-Regulon (mga, emm49, ennX, sof, speB) herunterreguliert.

Mittels gRT-PCR konnte fiir ausgewahlte Gene das Ergebnis der Micro-Array-

Analyse bestétigt werden.

Epf als Oberflachen-lokalisiertes Adhésin:

1.

Die Genfragmente epfN, epfDUF1-4 und epfDUF1-16 konnten mittels PCR
amplifiziert, hydrolysiert und in den pASK-IBA2 Vektor ligiert werden.

Die entsprechenden Proteine EpfN, EpfDUF1-4 und EpfDUF1-16 konnten heterolog
exprimiert und affinitdtschromatographisch aufgereinigt werden.

EpfN ist fur die Wirtszelladh&renz verantwortlich.

Die epf-Insertionsmutante zeigte eine verminderte Adhdrenz an humane

Keratinocyten.
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Die Rolle von Plasminogen in GAS M49 Virulenz:

1.

Plasminogen verstarkt die GAS M49-Adharenz an und -Internalisierung in humane
Keratinocyten. Diese Vorgédnge sind unabhdngig von der Konvertierung von
Plasminogen zu Plasmin.

a4B+- und asBq-Integrine sind Rezeptoren der Keratinocyten, die diese Adhésion
ermoglichen und die anschlielende Internalisierung der GAS M49 einleiten.

ILK, als intrazellulares Enzym der Keratinocyten, bewirkt eine
Konformationsénderung der Integrine und damit die Einschleusung von Bakterien in
die HaCaT-Zellen. Dieser Vorgang ist PI3K- und Akt-abh&ngig.

Das Blockieren der Aktin-Polymerisation fuhrt zu verminderter GAS-Internalisierung
in die Keratinocyten.

Das Binden von Plasminogen schitzt die Bakterien vor Abtétung durch

Makrophagen.
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6. Anhang

6.1 Abkirzungsverzeichnis
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PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PAls Pathogenitatsinseln

PBS phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung)
PCR polymerase chain reaktion (Polymerase-Ketten-Reaktion)
pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Prof. Professor/in

PrtF2 Protein F2

PTS Phosphotransferase-System

Ralp RofA like proteins

RNA Ribonukleinsaure

RofA regulator of fibronectin binding protein in GAS

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SDS sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)

Sfbl streptococcal fibronectin binding protein class |

SLS Streptolysin S

SOF Serumopazitatsfaktor

SpeB S. pyogenes Exotoxin B

spy-Gene S. pyogenes-Gene

S. pyogenes Streptococcus pyogenes

STSS Streptokokken-assoziiertes toxisches Schocksyndrom

T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris- Acetat- EDTA

TEMED N, N, N’, N’,-Tetraethylendiamin

THY Todd Hewitt Yeast

Tm Schmelztemperatur

Tween 20 Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat

U units

u.a. und andere

UNK Uber-Nacht-Kultur

Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

Vv Volt

val. vergleichend

Vol. Volumen

viv Volumen pro Volumen
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6.3 Abbildungen
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Abbildung A1: S. pyogenes Serotyp-abhangige Adharenz an (A) und Internalisierung in (B)

humane Keratinocyten. (C) Adharenz an und Internalisierung in (D) HaCaT-Zellen von Wildtyp

(wt) M49 und ska -Insertionsmutante. (E) Plasminaktivititsmessung von HaCaT-Zellen, GAS
M49 und GAS M49 mit HaCaT-Zellen. none, unbeschichtet; Pg, Plasminogen-beschichtet.
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6.4 Tabellen

Tabelle A1: Globale Transkriptomanalyse der S. pyogenes M49 Aralp3-Deletionsmutante im

Vergleich zum Wildtyp. Die Gene sind geordnet nach dem offenen Leserahmen (ORF). Zusatzlich ist

die Standardabweichung (SD) aufgelistet.

Log, Expression der Ratio

ORF# Array 1 Array 2 Ratio SD
Spy49_0002 -1.183828719 -1.133233457  -1.158531088 0.03577625
Spy49_0003 -0.579358977 -0.45806361 -0.518711294 0.08576878
Spy49_0005 -0.657317501 -0.824011793  -0.740664647 0.11787066
Spy49_0006 -0.819569685 -0.85322265  -0.836396167 0.02379624
Spy49_0008 -0.507131317 -0.500483198  -0.503807258 0.00470093
Spy49_0009 -0.849764167 -0.753308694  -0.801536431 0.06820432
Spy49_0010 -0.752169 -0.824285014  -0.788227007 0.05099372
Spy49_0011 -0.884944361 -0.891151388  -0.888047874 0.00438903
Spy49_0012 -0.758834271 -0.720139662  -0.739486966 0.02736122
Spy49_0013 -0.399806013 -0.416441244  -0.408123629 0.01176288
Spy49_0014 -0.372478103 -0.425967757 -0.39922293 0.0378229
Spy49_0015 0.255212588 0.32388583 0.289549209 0.04855931
Spy49_0017 0.264968364 0.264968364

Spy49_0018 0.229873849 0.219138652 0.224506251 0.00759093
Spy49_0019 -0.409017973 -0.36827856  -0.388648267 0.02880712
Spy49_0020 0.217611041 0.217611041

Spy49_0021 0.239752409 0.239752409

Spy49_0022 -0.349252372 -0.244437988 -0.29684518 0.07411496
Spy49_0025 0.277448024 0.35955749 0.318502757 0.05806016
Spy49_0030 -0.772632038 -0.714772596  -0.743702317 0.0409128
Spy49_0031 -0.584664024 -0.554957545  -0.569810785 0.02100565
Spy49_0032 -0.333974601 -0.333974601

Spy49_0033 0.50235311 0.460621273 0.481487192 0.02950887
Spy49_0038 0.124602221 0.124602221

Spy49_0039 0.591713019 0.566227827 0.578970423 0.01802075
Spy49_0040 0.18321996 0.183391994 0.183305977 0.00012165
Spy49_0045 -0.293879664 -0.315946648  -0.304913156 0.01560371
Spy49_0046 -0.470792246 -0.422148697  -0.446470471 0.03439618
Spy49_0048 -0.542383268 -0.525803091 -0.534093179 0.01172396
Spy49_0049 -0.450068691 -0.449506756  -0.449787724 0.00039735
Spy49_0050 -0.515015003 -0.504202395  -0.509608699 0.00764567
Spy49_0052 -0.451390701 -0.445071834  -0.448231267 0.00446811
Spy49_0053 -0.567143053 -0.572688792  -0.569915922 0.00392143
Spy49_0054 -0.644400387 -0.640874835  -0.642637611 0.00249294
Spy49_0055 -0.578076943 -0.567167494  -0.572622219 0.00771415
Spy49_0056 -0.66680612 -0.654873966  -0.660840043 0.00843731
Spy49_0057 -0.701566445 -0.691293666  -0.696430055 0.00726395
Spy49_0058 -0.703508283 -0.750776446  -0.727142365 0.03342364
Spy49_0059 -0.735628491 -0.779596093  -0.757612292 0.03108979
Spy49_0060 -0.640519316 -0.673401292  -0.656960304 0.02325107
Spy49_0061 -0.657743345 -0.674972013  -0.666357679 0.01218251
Spy49_0062 -0.772633558 -0.711726512  -0.742180035 0.04306779
Spy49_0064 -0.67518724 -0.65284183  -0.664014535 0.01580059
Spy49_0065 -0.695044528 -0.71809346  -0.706568994 0.01629806
Spy49_0066 -0.773946969 -0.826327849  -0.800137409 0.03703888
Spy49_0067 -0.685199846 -0.739864862  -0.712532354 0.038654
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Spy49_0068
Spy49_0069
Spy49 0070
Spy49_0071
Spy49_0072
Spy49_0073
Spy49_0074
Spy49_0078
Spy49_0079
Spy49_0080
Spy49_0082
Spy49_0084
Spy49_0086
Spy49_0087
Spy49_0092
Spy49_0097
Spy49_0100
Spy49_0101
Spy49_0108
Spy49 0109c
Spy49 0110c
Spy49_0111
Spy49_0112
Spy49_0116
Spy49_0117
Spy49_0118
Spy49_0119
Spy49 _0120c
Spy49 0122c
Spy49_0125
Spy49 _0126¢
Spy49_0127
Spy49_0128
Spy49_0129
Spy49_0130
Spy49_0131
Spy49_0132
Spy49_0133
Spy49_0134
Spy49_0138¢
Spy49_0139c
Spy49_0142
Spy49_0143
Spy49_0144
Spy49_0145
Spy49_0146
Spy49 0149c
Spy49_0153
Spy49_0158
Spy49_0159
Spy49_0160
Spy49 0161
Spy49 0162
Spy49 0163
Spy49 0164
Spy49_0165

-0.863939164
-0.636301931
-0.309267707
-0.412290627

0.156961804
0.223420202
0.354108062

0.25742731
0.215978969

0.263247188
-0.141521207
-0.395652045
-0.445105533
-0.294834686

1.020892154

1.069768148

0.163579882
-0.182140027
-0.469027395
-0.200844554

0.275971781

0.544730876

1.028353085
-1.181179726
-0.446515098
-0.459117549

-0.52588656
0.31388897
-0.817120171
-0.893520957
-1.173517196
-0.959792852
-0.68580141
-0.650680108
-0.583555187
-0.492757568

0.669322533

0.883897287
-0.303775722

0.266323005
-1.130097621
-1.073953599
-0.606524002
-0.411193877
-0.351727935

0.477002392

-0.29807373
-0.446820703
-1.485153101
-1.752824791

0.559639036

0.362954138

0.313302397

-0.883482327
-0.642176238
-0.305874941
-0.421592797
-0.128305016
0.165907052
0.156610448
0.385447714
0.232835466
0.206848987
-0.195747969
0.233768444
-0.163430203
-0.396318111

-0.283183706
1.090236665
1.137350065
0.147749665
0.153139014

-0.190755931

-0.461721325
-0.41090179
0.203075961
0.405820642
0.998328897

-1.096194305

-0.482818138

-0.285131707

-0.597353439
0.294404192

-0.834894585

-0.918914363

-1.079796086

-0.994409922

-0.679860909

-0.644080356

-0.569882822

-0.483336084

0.70486214
0.927973876

-0.222394565
0.235497803

-1.097724994

-1.081388716
-0.61343349

-0.466768159

-0.289349001
0.525694865

-0.312070549

-0.444675123

-1.439672494

-1.685604938
0.583093578
0.381625591

0.32280764

-0.873710745
-0.639239085
-0.307571324
-0.416941712
-0.128305016
0.161434428
0.190015325
0.369777888
0.245131388
0.211413978
-0.195747969
0.248507816
-0.152475705
-0.395985078
-0.445105533
-0.289009196
1.055564409
1.103559107
0.147749665
0.158359448
-0.186447979
-0.46537436
-0.305873172
0.239523871
0.475275759
1.013340991
-1.138687015
-0.464666618
-0.372124628
-0.561619999
0.304146581
-0.826007378
-0.90621766
-1.126656641
-0.977101387
-0.682831159
-0.647380232
-0.576719004
-0.488046826
0.687092337
0.905935581
-0.263085144
0.250910404
-1.113911308
-1.077671158
-0.609978746
-0.438981018
-0.320538468
0.501348629
-0.305072139
-0.445747913
-1.462412798
-1.719214865
0.571366307
0.372289864
0.318055019

0.0138191
0.00415376
0.00239905
0.00657763

0.00632525
0.04724163
0.02216048
0.01738906
0.00645587

0.02084462
0.015492
0.00047098

0.00823849
0.04903397
0.04778763

0.00738281
0.00609236
0.00516617
0.1485329
0.05154513
0.09822437
0.02123031
0.06009377
0.02567013
0.12302657
0.05053471
0.01377782
0.01256841
0.01795585
0.06627083
0.02447796
0.00420057
0.00466673
0.00966782
0.006662
0.0251303
0.03116686
0.05754517
0.02179671
0.0228909
0.00525742
0.00488575
0.03929695
0.04410857
0.03443078
0.00989725
0.00151715
0.03215965
0.04753161
0.01658487
0.01320271
0.00672122
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Spy49_0166
Spy49 0167
Spy49 0173c
Spy49 0178c
Spy49 _0180c
Spy49 0181
Spy49 0182
Spy49_0183
Spy49_0184
Spy49_0185
Spy49_0187
Spy49 0190
Spy49 0191c
Spy49 0192c
Spy49 0193
Spy49_0194
Spy49_0195
Spy49_0198
Spy49_0199
Spy49 0200
Spy49 0201
Spy49 0204
Spy49 0207
Spy49_0208
Spy49_0209
Spy49_0210
Spy49_0211
Spy49 0212
Spy49 0214
Spy49 0215
Spy49 0216
Spy49_0217
Spy49_0219
Spy49_0220
Spy49_0221
Spy49 0223
Spy49 0224
Spy49 0225
Spy49 0227
Spy49_0228
Spy49_0229
Spy49_0234
Spy49_0235¢
Spy49 0236¢
Spy49_ 0238
Spy49_0239
Spy49_0240
Spy49 0241
Spy49 0242
Spy49 0243
Spy49 0245
Spy49 0246
Spy49 0249
Spy49 0250
Spy49 0251
Spy49 _0254c

-0.24959024
-0.218882943

0.598812714
0.313618176

0.479422528
0.492296019
0.345724394
0.322264261
0.354502036
0.836626742
0.375201171
0.342059844
0.554052339
0.439963919
-0.412415292
0.292903402
0.240132096
-0.167986513
-0.439877774

-0.360189401
-1.204944057
0.52274167
0.404654225
0.230096867
0.422343998
0.521324773

0.263261612
0.269372649
0.374944871
0.41664737
0.429129155
0.348906804
-0.373959293
-0.524346569
-0.558467393
0.219737028
-0.588002133
-0.302004885
0.676614047
0.584276096
0.211385314
-0.447923287
0.691110585
0.300603938
-0.168406487
-0.582296728
-1.082849235
-0.523115078
-0.387355261
-1.653006758

0.197163117
-0.264177289

0.220268778
0.592575677
0.390829773
0.368351877
0.318563619

0.404587743

0.35667672
0.324270629
0.879985418
0.428745077
0.439239715
0.548274442
0.535428227

0.333148908
0.235895273
-0.236089801
-0.41621379
-0.136275136
-0.305579642
-1.200112584
0.504767934
0.39444335
0.199269417
0.366534731
0.433758973
0.250103218
0.2466541
0.28564108
0.432787984
0.426564375
0.396291694
0.315294591
-0.349665223
-0.514560823
-0.569577904

-0.347651938
0.680039121
0.583687846
0.219454041

-0.406543527
0.739399415
0.331745682

-0.180657871

-0.527658207

-1.135868024

-0.555965913

-0.359413217

-1.712819595

0.197163117
-0.256883765
-0.218882943

0.220268778

0.595694196

0.352223974

0.368351877

0.318563619

0.479422528

0.492296019

0.375156068

0.339470491

0.339386333

0.85830608

0.401973124

0.390649779

0.551163391

0.487696073
-0.412415292

0.313026155

0.238013684
-0.202038157
-0.428045782
-0.136275136
-0.332884521

-1.20252832

0.513754802

0.399548787

0.214683142

0.394439364

0.477541873

0.250103218

0.254957856

0.277506864

0.403866427

0.421605872

0.412710424

0.332100697
-0.361812258
-0.519453696
-0.564022649

0.219737028
-0.588002133
-0.324828412

0.678326584

0.583981971

0.215419678
-0.427233407

0.715255
0.31617481
-0.174532179
-0.554977468
-1.10935863
-0.539540495
-0.373384239
-1.682913176

0.0103146

0.00441025
0.05459684

0.04162267
0.02433328
0.02137683
0.03065921
0.03786126
0.06871655
0.00408559
0.06750346

0.02845787
0.00299589

0.0481563
0.01673296

0.03861493
0.00341637
0.01270935
0.00722018

0.0217983
0.03946311
0.06191837

0.01174328
0.01150352
0.04090126
0.00701238
0.02321959
0.02376742

0.0171785
0.00691957
0.00785632

0.03227734
0.00242189
0.00041596
0.00570545
0.02925991
0.03414536
0.02202054
0.00866304
0.03863527
0.03748994
0.02322905
0.01975801
0.04229406
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Spy49 0256
Spy49 0257
Spy49 0258
Spy49_0259
Spy49_0260
Spy49_0261

Spy49_0262
Spy49_0263
Spy49_0264
Spy49_0266
Spy49_0270
Spy49_0272
Spy49 0273c
Spy49 0274c
Spy49_0275
Spy49_0276
Spy49_0277
Spy49_0279
Spy49_0280
Spy49_0281

Spy49_0282
Spy49_0283
Spy49_0284
Spy49_0285
Spy49_0286
Spy49_0287
Spy49_0288
Spy49_0289
Spy49_0290
Spy49_0291

Spy49_0292c
Spy49_0293
Spy49_0294
Spy49_0295
Spy49_0297
Spy49_300

Spy49_0304
Spy49_0306
Spy49_0307
Spy49_0308
Spy49_0311

Spy49_0313
Spy49_0314
Spy49 0317c
Spy49 0319c
Spy49_0323
Spy49_0326
Spy49_0327
Spy49 0328
Spy49_0329
Spy49_0330
Spy49 0331

Spy49 0332c
Spy49 0333
Spy49 0334c
Spy49_0335

-0.815701413
-0.317252774
-0.569141459
-0.817332397
-0.880134669
-0.576679725
-0.711967593
-0.45976125
-0.49524796
0.506634336
0.173614221
-0.425260343
0.291835502
0.561409922
-0.801631004
0.437692012
0.182163933
-0.261843812
-0.417490051
-0.859161254
-0.932270075
-0.278876384

-0.273606238

-0.177100597
-0.412373232
-0.185209668
-0.62471491
1.089197309
1.013836329
0.284112539
1.228765137
0.710247438
0.238108267

0.313164223
-0.282343484
0.489393932
-0.815040139
-0.345193668
0.340445709
0.152881326
-0.528982416
0.409548653
0.602483961
0.24102155
0.213520488
0.298664884
0.300570671
0.410639274
0.23142012
0.938068421
0.360573628
0.927187786
0.193073152

-0.792608928
-0.267027784

-0.61232296
-0.803937957
-0.868484964
-0.732145181
-0.769005681
-0.438694621
-0.643979448

0.558105671

0.168713527

0.367571351
0.598244753
-0.911585058
0.452024991
0.161253853

-0.513063584
-0.813497025
-0.919755763
-0.291863078
0.128262382
-0.284040382
-0.280041961
-0.178063425
-0.399048234
-0.206409298
-0.625648113
1.105494377
1.061175842
0.234096475
1.272109927
0.720417693
0.244322776
-0.186474822
0.277365059
-0.270100226
0.522071321
-0.670053345

0.343567576

-0.36361394
0.392033363
0.603941285
0.255890797
0.203097642
0.253454674
0.333667712
0.429678196
0.213395314

1.03430898
0.341939535
0.91111247
0.245471932

-0.804155171
-0.292140279
-0.590732209
-0.810635177
-0.874309817
-0.654412453
-0.740486637
-0.449227935
-0.569613704
0.532370003
0.171163874
-0.425260343
0.329703427
0.579827337
-0.856608031
0.444858501
0.171708893
-0.261843812
-0.465276817
-0.836329139
-0.926012919
-0.285369731
0.128262382
-0.27882331
-0.280041961
-0.177582011
-0.405710733
-0.195809483
-0.625181511
1.097345843
1.037506086
0.259104507
1.250437532
0.715332566
0.241215521
-0.186474822
0.295264641
-0.276221855
0.505732626
-0.742546742
-0.000813046
-0.011584115
0.272457345
0.037479435
0.400791008
0.603212623
0.248456173
0.208309065
0.276059779
0.317119192
0.420158735
0.222407717
0.9861887
0.351256581
0.919150128
0.219272542

0.01632885
0.03551443
0.03053393

0.0094713
0.00823759
0.10993068
0.04033202
0.01489636
0.10516904
0.03639573
0.00346531

0.05355333
0.02604616
0.07774926
0.01013495
0.01478566

0.06758069
0.03228949
0.00884895
0.00918298

0.00737805

0.00068082
0.0094222
0.0149904

0.00065987

0.01152377

0.03347409
0.0353667
0.0306494

0.00719146

0.00439432

0.02531383
0.00865729

0.0231064
0.10252115

0.49784535

0.80109803
0.00619259
0.00051524
0.01051415
0.00737007
0.03196845
0.02340314
0.01346255
0.01274546
0.06805235
0.01317629
0.01136696
0.03705153
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Spy49_0338
Spy49_0339
Spy49 0340
Spy49 0341
Spy49 _0342c
Spy49 0343
Spy49 0344
Spy49_0345¢c
Spy49_0347
Spy49_0348
Spy49 0357c¢
Spy49 _0358c
Spy49_0360c
Spy49 0361c
Spy49 0363c
Spy49_0365¢
Spy49_0367c
Spy49_0368¢
Spy49_0370
Spy49 0371
Spy49 0372
Spy49 0372
Spy49 0374
Spy49_0375
Spy49_0376
Spy49_0377
Spy49_0378
Spy49 0379
Spy49_0380c
Spy49 0382
Spy49 0383
Spy49_0384c
Spy49_0385
Spy49_0387
Spy49_0392
Spy49 0396
Spy49 0400
Spy49 0401
Spy49 0407c
Spy49_0409
Spy49 0414c
Spy49_0415
Spy49_0416
Spy49_ 0417
Spy49 0418
Spy49_ 0419
Spy49_0421
Spy49 0422
Spy49 0423
Spy49_0425¢c
Spy49 0427c
Spy49 0427c
Spy49 0429c
Spy49 0430c
Spy49 0431c
Spy49 0433

-0.200180273
-0.67612268
-1.194010438
-0.537724562
1.060432259
-2.092768302
-1.998261407
-0.41966703
-2.36478896
-0.713836911
-0.596339055
-0.414014915
0.412703279
-0.748625588
-0.787295043
-0.446482279
0.244386595
0.459106005
0.250968848
-0.155469084
-0.546116781
-0.546116781
-0.805283952
0.195581309
0.349629785
0.29941137
0.662861196
0.687709039

-0.468901379
-0.984578633
0.199433642
0.238019827
0.254560787
-0.334972425
0.634553867
0.271036084
0.199016321
-1.005817105
0.161164703
0.435592326
0.390906684
0.831368561
0.76123131
1.275885632
0.841830492
-1.279260002
-0.452129185
-0.419869568
0.315129472
-0.230765469

0.722491993
0.690486647
0.523695129
-0.182385676

-0.940128479
-1.178850062
-0.586933702

1.080040003

-2.04423008
-1.972061626
-2.403128437
-0.824786505
-0.483721894
-0.534778089
-0.534778089

0.827904283

-0.863669941
-1.167811669
0.292884442
0.482702819
0.208840472
-0.092656688
-0.516271077
-0.516271077
-0.760348281
0.172206246
0.332463679
0.398453369
0.689172287
0.636077574
0.227167333
-0.513266264
-1.016464513
0.222009191
0.28421668
0.240499227
-0.287387421
0.629161123
0.299118732
0.24299144
-0.962803004
0.225463986
0.401854444
0.465756777
0.847745776
0.94839609
1.2910605
0.813066977
-1.245798043
-0.440239336
-0.405608933
0.3899379
-0.173189746
-0.211991523
0.742238231
0.691546314
0.511930174
-0.134293237

-0.200180273
-0.80812558
-1.18643025

-0.562329132

1.070236131

-2.068499191

-1.985161516

-1.411397733

-1.594787733

-0.598779402

-0.565558572

-0.474396502

0.620303781

-0.748625588

-0.825482492

-0.807146974

0.268635518
0.470904412
0.22990466

-0.124062886

-0.531193929

-0.531193929

-0.782816117

0.183893777
0.341046732
0.34893237
0.676016741
0.661893306
0.227167333
-0.491083821
-1.000521573
0.210721417
0.261118253
0.247530007
-0.311179923
0.631857495
0.285077408
0.221003881
-0.984310055
0.193314344
0.418723385
0.428331731
0.839557168
0.8548137
1.283473066
0.827448735

-1.262529022
-0.44618426
-0.41273925

0.352533686
-0.201977607
-0.211991523

0.732365112

0.691016481

0.517812652
-0.158339457

0.18668029

0.01072
0.03479612
0.01386477
0.03432171
0.01852604
1.40251901
1.08894618
0.16271589
0.04353018
0.08539246
0.29359145

0.05400521

0.5100569
0.03429316
0.01668547
0.02978926
0.04441507

0.0211041

0.0211041
0.03177432
0.01652867
0.01213827
0.07003327
0.01860475
0.03650896

0.03137071
0.02254672
0.01596332
0.03266611
0.00994302
0.03364768
0.00381325
0.01985743

0.0310951
0.03041556
0.04546646
0.02385629
0.05292701
0.01158044
0.13234549
0.01073025
0.02033888
0.02366118
0.00840739
0.01008379
0.05289755
0.04071218

0.0139627
0.0007493
0.00831908
0.03400649
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Spy49 0436
Spy49 0437
Spy49 0444
Spy49 0445
Spy49 0447
Spy49 0448
Spy49 0450
Spy49_0451
Spy49_0453
Spy49_0459
Spy49_0466
Spy49 0467
Spy49 0468
Spy49 0469
Spy49 0473
Spy49_0474
Spy49_0475
Spy49_0476
Spy49_0479
Spy49 0480
Spy49 0481
Spy49 0482
Spy49 0485
Spy49_0487
Spy49_0488c¢
Spy49_0489c
Spy49_0490
Spy49 0491
Spy49 0494
Spy49 0495
Spy49 0497
Spy49_0498
Spy49_0501
Spy49_0502c¢
Spy49_0503c
Spy49 0504
Spy49 0505c
Spy49_0506¢c
Spy49 0507c
Spy49_0508¢
Spy49_0509
Spy49_0510
Spy49_0513
Spy49 0514
Spy49_0515
Spy49 _0520c
Spy49_0521
Spy49_0525¢
Spy49_0526¢
Spy49 _0527c
Spy49 0530
Spy49 0531
Spy49 0532
Spy49 0533
Spy49 0534
Spy49 0535

0.624030408
0.477553204
0.258891776

0.272564561
0.17209805

0.268408402
0.263741514

0.391683597
-0.451813838

-0.322501596
-0.54012371
-0.36242141

-0.495644002

-0.595898796

0.554515082
0.711323711
0.94847997

-0.279130952

-0.394757442

-0.274071258

-0.273630465

0.79745257
0.563853776
0.244879876
0.215114826
0.180798773

-0.315000982

-0.196912042

-0.621819235

-0.260607556

0.332222247

-0.354191019

-0.320356317

-0.386643661

0.249450317
0.483536793
0.198694294
0.254110121
0.436397044
0.258299172

0.752801675
0.774409332
0.619708046
0.149492988
-0.362261262

0.36654055
0.41158233
0.36134346

0.505360896
0.249939323
0.122104407
0.369187159
0.238809845
0.494471218
0.381929201
0.215270174

0.22390798
0.33053098

-0.728444912
-0.2565135345
-0.519446191
-0.408535793
-0.502200229

0.562413205
0.67946992
0.966918642
-0.261487368
-0.25313961
-0.249402378
-0.320503278
0.790070117
0.601469565
0.276140012
0.203596097
0.261806511
-0.392099766
-0.21837015
-0.659275382
-0.19542055
0.339757667
-0.378266122

-0.479674168
0.227369328
0.409860778

0.48994065
0.203356539

0.341938055
0.263903368
0.226573758
0.852709539
0.943568887
0.721638205
0.203531826
-0.289832577
0.490190667
0.382340777
0.456412337
0.353717819

0.624030408
0.49145705
0.25441555

0.122104407
0.32087586

0.205453948

0.494471218

0.381929201

0.241839288

0.263741514
0.22390798

0.361107288

-0.451813838
-0.728444912
-0.288818471
-0.529784951
-0.385478602
-0.498922116
-0.595898796

0.558464144

0.695396816

0.957699306

-0.27030916
-0.323948526
-0.261736818
-0.297066872

0.793761343

0.582661671

0.260509944

0.209355461

0.221302642

-0.353550374
-0.207641096
-0.640547309
-0.228014053

0.335989957

-0.36622857
-0.320356317
-0.433158915

0.227369328

0.329655547

0.486738721

0.201025417

0.254110121
0.38916755
0.26110127

0.226573758

0.802755607
0.85898911

0.670673126

0.176512407

-0.326046919

0.490190667

0.374440664

0.433997334

0.357530639

0.01966301
0.00633034

0.06832249
0.04717236

0.0375744

0.04324143

0.04763513
0.01462121
0.03260779
0.00463595

0.00558482
0.02252403
0.01303811

0.0124759
0.10013893
0.01744353
0.03314408
0.00522018
0.02659838
0.02210425
0.00814497
0.05728112
0.05451707
0.01517317

0.0264855
0.04609417
0.00532835
0.01702367

0.0657825

0.11342732
0.00452821
0.00329671

0.06679259
0.00396276

0.07064553
0.11961387
0.07207551
0.03821123
0.05121481

0.01117245
0.0316996
0.00539214
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Spy49 0536
Spy49 0537
Spy49 _0539c
Spy49_0540
Spy49_0543
Spy49_0544
Spy49_0545
Spy49_0546
Spy49_0547
Spy49_0548
Spy49_0550
Spy49_0551
Spy49_0552c
Spy49 _0554c
Spy49_0557
Spy49_0558
Spy49_0560
Spy49_0561
Spy49_0562c
Spy49_0563
Spy49 0564c
Spy49_0565¢c
Spy49_0566¢
Spy49_0568
Spy49_0569
Spy49_0570
Spy49_0572
Spy49_0573
Spy49_0574
Spy49_0575
Spy49_0576
Spy49_0577
Spy49_0578
Spy49_0579
Spy49_0580
Spy49_0584
Spy49_0585
Spy49_0591
Spy49_0592
Spy49_0596
Spy49_0598
Spy49_0599
Spy49_0600
Spy49 _0602c
Spy49_0604
Spy49_0605
Spy49_0606
Spy49_0608
Spy49 0609
Spy49_0610
Spy49_0611
Spy49 0612
Spy49 0613
Spy49 0614
Spy49 0615
Spy49_0617

0.248146786
0.25512785
0.990605377
0.769509069
-0.647070946
-0.574653091
0.762142465
0.891013309
0.802167486
-0.213455911
0.589990849
0.990540684
-1.019919636
0.420174939

0.208193725
-0.437063429
-0.639327475
-1.059282103

0.790561039

2.451705006

2.50851293
-3.474458173

-0.5195884
-0.618490236
-0.886303766
-0.961343652
-0.732971075
-0.823116718
-0.782251034

-0.619046527
-0.587062401
-0.614607427

0.383930738
-0.289955776
-0.326241301

0.271949111

-0.347086421
0.433445781
0.384963224
0.318085182
1.479129134
0.277216255
0.411450218

-0.867747286
1.181554217
0.616688641
0.663420954
0.563436292
0.110065185
-0.23402116

-0.501011866
-0.62319966

-0.963866336

0.255834131
0.270528344
0.996317875
0.771973616
-0.639212711
-0.59413135
0.726967112
0.930357892
0.797915096
-0.168026705
0.58030972
1.010036964
-1.004933651
0.398404771
0.230216788
0.252713929
-0.415370363
-0.586248138
-0.96889615
0.722678129
2.466575623
2.426188256
-4.142383538
-0.620284985
-0.634045916
-0.906040887
-1.026482242
-0.831240613
-0.8324094
-0.785224104
-0.309095609
-0.561124426
-0.604998337
-0.610076933
0.33558181
-0.277568477
-0.346245391
0.278904566
0.186050438
-0.419691189
0.416168706
0.40632191
0.306566031
1.526885907
0.304500762
0.387769372
-0.815795669
1.202381987
0.626262218
0.666844287
0.563491059
0.105659173
-0.29055805
-0.465922448
-0.670128237
-0.922675191

0.251990459
0.262828097
0.993461626
0.770741342
-0.643141829
-0.584392221
0.744554788
0.9106856
0.800041291
-0.190741308
0.585150285
1.000288824
-1.012426644
0.409289855
0.230216788
0.230453827
-0.426216896
-0.612787807
-1.014089126
0.756619584
2.459140315
2.467350593
-3.808420856
-0.569936693
-0.626268076
-0.896172326
-0.993912947
-0.782105844
-0.827763059
-0.783737569
-0.309095609
-0.590085476
-0.596030369
-0.61234218
0.359756274
-0.283762127
-0.336243346
0.275426838
0.186050438
-0.383388805
0.424807243
0.395642567
0.312325606
1.503007521
0.290858509
0.399609795
-0.841771477
1.191968102
0.62147543
0.66513262
0.563463676
0.107862179
-0.262289605
-0.483467157
-0.646663949
-0.943270763

0.00543577
0.01088979
0.00403935

0.0017427
0.00555661
0.01377321
0.02487273
0.02782082
0.00300689

0.0321233
0.00684559
0.01378595
0.01059669
0.01539383

0.03148054
0.01533931
0.03753276
0.06391252
0.04800047
0.01051511
0.05821234
0.47229455
0.07120324
0.01099953
0.01395625
0.04605994
0.06948706
0.00657092
0.00210228

0.04095711
0.01268262
0.00320354
0.03418785
0.00875914
0.01414503
0.00491825

0.05133932
0.01221674
0.01510287
0.00814527
0.03376914
0.01929306
0.01674489
0.03673534
0.01472746
0.00676954
0.00242066
3.8726E-05
0.00311552
0.03997762
0.02481197
0.03318351
0.02912654
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Spy49_0618
Spy49_0619
Spy49_0620
Spy49_0621
Spy49_0622
Spy49_0623
Spy49_0624
Spy49_0625
Spy49_0626¢
Spy49_0627
Spy49_0628
Spy49_0630
Spy49_0631
Spy49_0633
Spy49_0634
Spy49_0638c
Spy49_0639¢c
Spy49_0640
Spy49_0641
Spy49_0642
Spy49_0643
Spy49_0644
Spy49_0645
Spy49_0650
Spy49_0651
Spy49_0653
Spy49_0654
Spy49_0655
Spy49_0657
Spy49_0659
Spy49_0660
Spy49_0661
Spy49_0662
Spy49_0663c
Spy49_0664
Spy49_0665
Spy49_0667
Spy49_0668
Spy49_0672
Spy49_0673
Spy49_0674
Spy49_0676
Spy49_0682
Spy49_0683
Spy49 0686¢
Spy49_0688
Spy49_0689
Spy49_0690
Spy49_0691
Spy49 0692
Spy49_0693
Spy49 _0694c
Spy49 0695¢c
Spy49 0696
Spy49 0697
Spy49_0698

-0.616910483
-0.500711206

-0.454965053
-0.611836009
-0.636124639
0.588577881
0.637550154
0.82096333
0.659068458
0.34817122
-0.302789528
-0.351211968
-0.345753229
-0.275062489
0.791587722
0.655580901
0.259514267
-0.363139335
0.785448859
0.444134412
0.332698196
-0.309364576
0.312506027
0.197033243
-0.247403188
-0.464209563
-0.1562512361
-0.276619461
-0.544757381
-0.748778849
-0.689140165
-0.765105948
-0.552286562
-0.658550879
-0.682215051
-0.826384801
-0.911695263
-1.638098033
-1.65117599
-1.816063158
0.608195139
-0.584529916
-0.389907071
0.444699503
0.390303169
0.250027156
0.404607688
0.456206452
0.376378743
0.407318594
0.52300916

0.554338943
0.730955956
0.755713727

-0.628022032
-0.48967456
-0.416902095
-0.411608252
-0.592488994
-0.627708337
0.578187012
0.611072073
0.815701495
0.610903839
0.31452867

-0.333260334
-0.378423949
-0.279401403
0.782028046
0.665404596
0.222902221
-0.311042216
0.831118573
0.42075348

-0.282085449
0.256541153

-0.250770252
-0.440624725
-0.142612362
-0.262932812
-0.582396262
-0.743593553
-0.69134218
-0.716913568
-0.63331393
-0.69762465
-0.717417123
-0.770416027
-0.876604719
-1.643704849
-1.691880638
-1.870737671
0.614493318
-0.534440061
-0.36124811
0.372358075
0.380136403
0.253087194
0.431010988
0.484885303
0.358046799
0.397167489
0.459712261
0.288182061
0.510944404
0.741660699
0.764263087

-0.622466258
-0.495192883
-0.416902095
-0.433286652
-0.602162501
-0.631916488
0.583382447
0.624311113
0.818332413
0.634986148
0.331349945
-0.302789528
-0.342236151
-0.362088589
-0.277231946
0.786807884
0.660492749
0.241208244
-0.337090775
0.808283716
0.432443946
0.332698196
-0.295725012
0.28452359
0.197033243
-0.24908672
-0.452417144
-0.147562362
-0.269776136
-0.563576821
-0.746186201
-0.690241172
-0.741009758
-0.592800246
-0.678087764
-0.699816087
-0.798400414
-0.894149991
-1.640901441
-1.671528314
-1.843400414
0.611344228
-0.559484988
-0.375577591
0.408528789
0.385219786
0.251557175
0.417809338
0.470545878
0.367212771
0.402243041
0.49136071
0.288182061
0.532641673
0.736308327
0.759988407

0.00785705
0.00780409

0.03065789
0.01368041
0.00595122
0.00734745
0.01872283
0.00372068
0.03405753
0.02378887

0.01269372
0.02310169
0.00306808
0.00675971

0.0069464
0.02588863
0.03683823
0.03229336
0.01653282

0.01928926
0.03957314

0.00238087
0.016677
0.00700036
0.00967792
0.02661471
0.00366656
0.00155706
0.03407716
0.057295
0.02762933
0.02489162
0.0395759
0.02481276
0.00396462
0.02878253
0.03866072
0.00445349
0.03541888
0.02026495
0.05115311
0.00718899
0.00216377
0.01866995
0.02027901
0.01296264
0.00717792
0.04475767

0.03068457
0.0075694
0.00604531
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Spy49_0700
Spy49 0701
Spy49 0703c
Spy49 0704
Spy49 0705
Spy49 0706
Spy49_0710c
Spy49_0712
Spy49_0713
Spy49_0714
Spy49_0717
Spy49 0720
Spy49 0724
Spy49 0726
Spy49 0727
Spy49_0728
Spy49_0729¢c
Spy49_0730
Spy49_0731
Spy49 0732
Spy49 0733
Spy49 0734
Spy49 0736
Spy49_0737
Spy49_0738
Spy49_0739
Spy49_0740
Spy49 0741
Spy49 0744
Spy49_ 0745
Spy49 0793
Spy49_0795
Spy49_0796¢
Spy49_0797
Spy49_0801
Spy49 0803
Spy49 0804
Spy49 0805
Spy49 0807
Spy49_0813c
Spy49_0814c
Spy49_0819
Spy49_0820
Spy49_0821
Spy49 0823
Spy49_ 0825
Spy49_ 0826
Spy49 0827
Spy49_0829
Spy49 0830
Spy49 0831
Spy49 0832
Spy49 0833
Spy49 0834
Spy49 0835
Spy49 0836

0.695751206
0.327652187

0.66737198
0.473679491

0.195597308
0.733753988
0.540421526
0.203602361
0.288062137
0.341331236
0.331789128
-0.282421775
-0.643455596

-0.59765569
0.319638511
0.177615384
0.277972373
0.232337803
0.220932913
0.396264947

-0.100700785
-0.539128232
-0.81668858
-0.330660733
-0.272082568
-0.292148002
-0.3330763
-0.595529058
-0.176787424
-0.246188307
0.204309522
0.14577474
0.212531614
-0.362659973
-0.655407337
-0.499921996
0.415673443
0.517483225
0.757780249

0.240259368
0.269747373
0.235578801
0.491904699
0.356784315
0.390834835
0.338036525
-2.601755839
0.204935233
0.949154198
0.380057031
0.729501348
0.95598102
1.015700514

0.702907146
0.304451697
0.654925827
0.606152712
0.105335464

0.18492465
0.821498631
0.557045161
0.344274259
0.301643246
0.492620688
0.311837419

-0.583440617
-0.801709466
-0.725942575
0.369295053
0.26192587
0.345559542
0.323867735
0.242080267
0.318428377
-0.070376
-0.489304316
-0.817928381
-0.356847516
-0.295932802

-0.347141769
-0.609820099
-0.168523689
-0.245216224

0.243648732

0.223818665
-0.384419996
-0.617211016
-0.470368079

0.377948973

0.51383008

0.775015554

0.230287383

0.235820664

0.259249464

0.279098613

0.475587767

0.360860579

0.459376533

0.378087076
-2.635869988

0.200287387

1.016558362

0.388871728

0.738704984

0.961650886

0.977057063

0.699329176
0.316051942
0.661148904
0.539916102
0.105335464
0.190260979
0.777626309
0.548733343
0.27393831
0.294852691
0.416975962
0.321813273
-0.282421775
-0.613448106
-0.801709466
-0.661799132
0.344466782
0.219770627
0.311765957
0.278102769
0.23150659
0.357346662
-0.085538393
-0.514216274
-0.81730848
-0.343754125
-0.284007685
-0.292148002
-0.340109035
-0.602674578
-0.172655557
-0.245702265
0.223979127
0.14577474
0.218175139
-0.373539984
-0.636309176
-0.485145037
0.396811208
0.515656652
0.766397902
0.230287383
0.238040016
0.264498419
0.257338707
0.483746233
0.358822447
0.425105684
0.358061801
-2.618812914
0.20261131
0.98285628
0.38446438
0.734103166
0.958815953
0.996378789

0.00506001
0.01640522
0.00880076
0.09367271

0.00754671
0.06204483
0.01175469
0.09947005
0.00960329

0.1069778
0.01410799

0.042437

0.09071253
0.03511248
0.05961652
0.04779135
0.06472144
0.01495344
0.05503877
0.02144286
0.03523083
0.00087667
0.01851685
0.01686466

0.00994579
0.01010529
0.00584334
0.00068737
0.02781702

0.00798115
0.01538666
0.02700888
0.02089777
0.02667523
0.00258316

0.0121872

0.00313864
0.00742314
0.03077315
0.01153781
0.00288235

0.0484663
0.02832002
0.02412235
0.00328652
0.04766194
0.00623293
0.00650795

0.0040092
0.02732505
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Spy49 0837
Spy49_0839
Spy49_ 0840
Spy49_0841
Spy49_0842
Spy49_0843
Spy49_0844
Spy49_0845¢
Spy49_0848
Spy49_0850c
Spy49_0852
Spy49_0853
Spy49_0854
Spy49_0855
Spy49_0856
Spy49_0857
Spy49_0858
Spy49_0859
Spy49_0860
Spy49 0861c
Spy49 0862c
Spy49_0863
Spy49_0864
Spy49_0865¢c
Spy49_0867
Spy49_0871c
Spy49_0872c
Spy49_0873
Spy49 0874c
Spy49_0875c
Spy49_0876¢c
Spy49_0877
Spy49_0878
Spy49_0879
Spy49_0880
Spy49_0881
Spy49_0882c
Spy49_0883
Spy49_0884
Spy49_0892
Spy49_0894
Spy49_0895
Spy49_0896
Spy49_0897
Spy49_0899
Spy49_0901
Spy49_0902
Spy49_0903
Spy49_0904c
Spy49 0905
Spy49_0907
Spy49 0908
Spy49 0911c
Spy49 0913
Spy49 0915
Spy49_0920

0.194125263
0.369838758
0.427763627
0.4202075
0.375297605
0.217532255
0.463113501
0.254616657
-0.181114385
-0.453511574
0.475643378
0.554135369
0.500199258
0.568279458
0.338596016
-0.23476531
-0.363682337
-0.496315388
-0.25077389
1.039463613
1.052747662
2.032791337
2.326402593
0.715978393

-0.952181609
-0.500673071

-0.562174321
-0.506888889
-0.680095218
-0.790929141
-0.789010541
-0.858516583
0.244594229
0.592583331
0.561050208
0.36350876
0.240583485

-0.522965285
-0.737986863
-0.427343139

-0.23401797

-0.334170307
-0.66546354
0.280979705
-0.310870911
-0.386523924
-0.308086244
-0.422035101
0.274962693
0.425651687
0.79375508

0.232969399
0.284540192

0.44476448
0.366242191
0.391615745
0.173280844

0.274365323
-0.167939899
-0.480138118

0.461384492

0.556789793

0.499188085

0.550030748

-0.217511782
-0.354755676
-0.462851314
-0.300144698
1.039039543
1.017797154
2.063770058
2.246236808
0.683064
-0.978590449
-0.969059918
-0.490108702
-0.411290105
-0.564223232
-0.529534228
-0.636508899
-0.749764909
-0.809794228
-0.950018402
0.2287708
0.641393058
0.671574365
0.354089777
0.26551635
-0.415526346
-0.43317088
-0.647126498
-0.559879221
-0.237579014
-0.242504829
-0.195187318
-0.369316274
-0.692450945
0.294235018
-0.336749203
-0.366945687
-0.3817175
-0.412866486
0.203047135
0.42594628
0.805659873

0.213547331
0.327189475
0.436264054
0.393224845
0.383456675
0.195406549
0.463113501
0.26449099
-0.174527142
-0.466824846
0.468513935
0.555462581
0.499693671
0.559155103
0.338596016
-0.226138546
-0.359219007
-0.479583351
-0.275459294
1.039251578
1.035272408
2.048280698
2.2863197
0.699521196
-0.978590449
-0.960620764
-0.495390887
-0.411290105
-0.563198777
-0.518211558
-0.658302058
-0.770347025
-0.799402385
-0.904267493
0.236682515
0.616988195
0.616312286
0.358799269
0.253049918
-0.415526346
-0.478068082
-0.69255668
-0.49361118
-0.237579014
-0.2382614
-0.195187318
-0.35174329
-0.678957242
0.287607362
-0.323810057
-0.376734805
-0.344901872
-0.417450794
0.239004914
0.425798984
0.799707477

0.02746695
0.06031519
0.01202142
0.03815924
0.01153867
0.03129047

0.01396442
0.00931577
0.01882781
0.01008256
0.00187696
0.00071501
0.01290379

0.01220009

0.0063121
0.02366267
0.03491043
0.00029986
0.02471374
0.02190526
0.05668577
0.02327399

0.01193477
0.00747014

0.0014488
0.01601267
0.03082018
0.02910751
0.01469629
0.06470156
0.01118885
0.03451369
0.07815238
0.00666023

0.0176302

0.06349423
0.06424798
0.09371716

0.00600112

0.02485195
0.01908298
0.00937292
0.01829872

0.0138439
0.05206516
0.00648319
0.05085198
0.00020831
0.00841796



Anhang

- 113 -

Spy49_0921

Spy49 0922

Spy49_0926

Spy49 _0927c
Spy49 _0928c
Spy49 _0943c
Spy49 0944

Spy49_0945¢
Spy49_0946¢
Spy49_0949

Spy49_0952¢
Spy49 _0954c
Spy49 0957c
Spy49 _0959c
Spy49 0963c
Spy49_0967

Spy49_0970

Spy49_0971c
Spy49_0972c
Spy49 0973c
Spy49 _0975¢c
Spy49 0976¢
Spy49 0978

Spy49_0979c
Spy49_0981c
Spy49_0982c
Spy49_0983c
Spy49 _0984c
Spy49_0985¢c
Spy49 0986

Spy49_0987c
Spy49_0988c
Spy49_0989c
Spy49_0990c
Spy49_0992c
Spy49 0993c
Spy49 099%4c
Spy49_0995¢c
Spy49 0996¢
Spy49_0997c¢
Spy49_1000c
Spy49_1001c
Spy49_1002c
Spy49 _1003c
Spy49 _1004c
Spy49_1005¢
Spy49_1006¢
Spy49_1007c
Spy49_1009

Spy49_1012c
Spy49_1014c
Spy49 _1015¢c
Spy49 _1016¢
Spy49 1018c
Spy49 1024

Spy49_1025c¢

0.688744164
0.652305949
0.271843603
0.183829227

0.594061773
0.494739598
-0.791881402
-0.302078021
0.397963265
-0.38244404
0.483071251
0.378681296
0.297511797

-0.201128955
-0.518005701
-0.588337246
-0.763685129

-1.025066722
-0.365599602

-0.536668054
-0.395636472
-0.352936902
-0.195211512
-0.296442019
-0.36981107
-0.414864546
0.18206106

0.3260505
0.640802387
0.496459077
0.616120522
0.651913387
0.295586917

-1.155735894
-0.94407858
-0.375199725
-0.485420129
-0.513077737
-0.781494009
-1.143035803
0.716537762
0.904313681
0.369088974
-0.519009614
-0.735750391
0.343903172
0.350827954
-1.67847035
0.311262336

0.675197811
0.663881698

0.139033019
0.174261822
0.631609079

-0.836335972
-0.335738432
0.431534069
-0.413409618
0.56031153
0.38897772
0.31589716
0.147698095
0.252599012
-0.223657069
-0.52691134
-0.623137279
-0.730321278
-0.228676615
-0.218281484
-1.060618951
-0.280332792
0.178400034
-0.454580423
-0.332111773
-0.343929202
-0.262543566
-0.283284239
-0.401908276
-0.456481625
0.171369794
0.172989875
0.330376661
0.595246989
0.523354695
0.546139407
0.745716473
0.260552038
-1.128516256
-0.915638683
-0.35787502
-0.459541259
-0.578169135
-0.853335808
-1.195907432
0.695815157
0.950200903
0.161425817

-0.758126785
0.380462492
0.333423047

-1.705307009
0.313586949

0.681970988
0.658093823
0.271843603
0.161431123
0.174261822
0.612835426
0.494739598
-0.814108687
-0.318908227
0.414748667
-0.397926829
0.521691391
0.383829508
0.306704479
0.147698095
0.252599012
-0.212393012
-0.522458521
-0.605737263
-0.747003204
-0.228676615
-0.218281484
-1.042842837
-0.322966197
0.178400034
-0.495624238
-0.363874123
-0.348433052
-0.228877539
-0.289863129
-0.385859673
-0.435673085
0.176715427
0.172989875
0.328213581
0.618024688
0.509906886
0.581129965
0.69881493
0.278069478
-1.142126075
-0.929858632
-0.366537372
-0.472480694
-0.545623436
-0.817414909
-1.169471617
0.70617646
0.927257292
0.265257396
-0.519009614
-0.746938588
0.362182832
0.342125501
-1.691888679
0.312424643

0.00957872
0.00818529

0.0316757

0.02654995

0.03143413

0.0238015
0.02373814
0.02189597
0.05461712
0.00728067
0.01300041

0.01592978
0.00629724
0.02460734
0.02359181

0.02513922
0.06029274

0.05804472
0.04491875
0.00636941
0.04761095
0.00930396
0.02269615
0.02942772
0.00755987

0.00305906
0.03221253
0.01901807
0.04948412

0.0663288

0.0247734
0.01924719
0.02011004
0.01225042
0.01829912
0.04602657
0.05079982
0.03738589
0.01465309
0.03244717
0.14684003

0.0158225
0.02585134
0.01230713
0.01897638
0.00164375
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Spy49_1027c
Spy49_1028
Spy49_1030
Spy49_1033c
Spy49_1034c
Spy49_1035c
Spy49_1036¢
Spy49_1037c
Spy49_1038¢
Spy49_1039c
Spy49_1040
Spy49 1041
Spy49_1042c
Spy49 _1043c
Spy49_1044c
Spy49_1045¢
Spy49_1046¢
Spy49_1047c
Spy49_1048c
Spy49_1049c
Spy49 1050
Spy49_1051c
Spy49_1053c
Spy49_1054
Spy49_1055
Spy49_1056
Spy49_1057
Spy49_1059
Spy49_1060
Spy49_1061c
Spy49_1064c
Spy49_1065
Spy49_1066¢
Spy49_1074c
Spy49_1075c¢
Spy49_1076¢
Spy49_1077c
Spy49_1078c
Spy49 1079c
Spy49_1082c
Spy49_1083c
Spy49_1085
Spy49_1087c
Spy49 _1088c
Spy49 _1090c
Spy49_1091
Spy49_1092c
Spy49_1093c
Spy49_1095¢c
Spy49 1096
Spy49 1097
Spy49 1098
Spy49 1099
Spy49 1100
Spy49_1101
Spy49 1103

0.335046082
0.234405179
0.282150822
-0.563137137
-0.446005259
-0.374873891
-0.457781176
-0.280971394
-0.325936675
-0.169752894
-1.062149349
-0.86640905
0.755352338
0.882105699
0.593840022
0.77289642
0.654079406
0.362608358
0.445386221
0.441650899
0.391371694
-1.307046087
0.181675061
-0.999589351
0.321311759
-0.899598553
0.359474279
0.566471009
-0.238241711
-0.411570074
0.450075767
0.699271861

-0.183262018
-0.211601117
-0.458645424
-0.368491906
-0.314150779
-0.461005763

0.287298405

0.927048863
0.237240269
0.587463024
-0.690430058
0.808356794
-0.515022474

0.564905979
-0.539165066
-0.55096812
-0.558868787
-1.072453515
0.664794374

-0.419349144

0.379130739
0.2433069
0.283630123
-0.530496594
-0.44004974
-0.405357434
-0.554656724
-0.326244177
-0.387621497
-0.15859413
-1.115330943
-0.925682067
0.703631067
0.895967504
0.629990404
0.733631051
0.621704476
0.372315278
0.395615635
0.528407988
0.351799611
-1.306975185
0.19924504
-0.605123253
0.460672013
-0.617772783
0.436093915
0.660493854
-0.205163515

0.501383602
0.620320085
0.746459308
-0.187390748
-0.20607366
-0.448131309
-0.353078436
-0.337409793
-0.349375243
0.273971512
0.149663108
0.9378047
0.245820795
0.60553814
-0.679230014
0.826729317
-0.525346682
-0.260373186
0.50449765
-0.643298209
-0.555822632
-0.780981269
-1.120973745
0.683046028
-0.289671246
-0.316015257

0.357088411
0.238856039
0.282890472
-0.546816865
-0.443027499
-0.390115662
-0.50621895
-0.303607785
-0.356779086
-0.164173512
-1.088740146
-0.896045558
0.729491703
0.889036602
0.611915213
0.753263736
0.637891941
0.367461818
0.420500928
0.485029443
0.371585653
-1.307010636
0.190460051
-0.802356302
0.390991886
-0.758685668
0.397784097
0.613482431
-0.221702613
-0.411570074
0.475729685
0.659795973
0.746459308
-0.185326383
-0.208837388
-0.453388367
-0.360785171
-0.325780286
-0.405190503
0.280634958
0.149663108
0.932426782
0.241530532
0.596500582
-0.684830036
0.817543055
-0.520184578
-0.260373186
0.534701814
-0.591231637
-0.553395376
-0.669925028
-1.09671363
0.673920201
-0.289671246
-0.367682201

0.03117256
0.00629447
0.00104602
0.02308035
0.00421119
0.02155512
0.06850136
0.03201269
0.04361776
0.00789044
0.03760507
0.04191235
0.03657246
0.00980178
0.02556218
0.02776481
0.02289253
0.00686383
0.03519312
0.06134653
0.02798169
5.0136E-05
0.01242385
0.27892965
0.09854258
0.19928091
0.05417826
0.06648419
0.02338982

0.03628012
0.05582734

0.00291945
0.0039085
0.0074346

0.01089897

0.01644661
0.0789347

0.00942354

0.00760553
0.00606735
0.01278104
0.00791963
0.01299134
0.00730032

0.04271514
0.07363325
0.00343266
0.15705724
0.03430898
0.01290587

0.07306809
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Spy49 _1105¢c
Spy49_1106¢
Spy49 _1107c
Spy49_1109c
Spy49_1109c
Spy49_1110c
Spy49_1111c
Spy49_1112c
Spy49 _1113c
Spy49_1114c
Spy49 _1115¢c
Spy49 1116
Spy49 1117
Spy49_1122c
Spy49_1123c
Spy49_1128
Spy49_1130c
Spy49_1132¢
Spy49_1133c
Spy49_1135¢c
Spy49 _1138c
Spy49 _1139c
Spy49_1140c
Spy49_1141c
Spy49 _1143c
Spy49 1144
Spy49_1145¢c
Spy49_1146¢
Spy49_1147c
Spy49_1148c
Spy49_1149c
Spy49_1150c
Spy49_1152¢
Spy49_1153c
Spy49_1154c
Spy49 _1157c
Spy49 _1160c
Spy49 1164
Spy49_1165
Spy49_1167c
Spy49_1168¢
Spy49_1169c¢
Spy49_1170c
Spy49 _1171c
Spy49 _1172c
Spy49 _1173c
Spy49 _1174c
Spy49_1179¢c
Spy49_1180c
Spy49_1182c
Spy49 _1185¢
Spy49 _1187c
Spy49 1188c
Spy49 1189c
Spy49_1191c
Spy49_1194c

0.441268334
0.568144597
0.406662812
0.340778273
0.340778273
0.342805944
1.215843822
-0.16812686
0.809001375
2.133376766
2.799093442
0.319409491
0.275283756
-0.595130001
0.327682421
0.434732405

-0.48220778
-0.407472731
-0.316027888

0.205519384

0.397187865
0.346624953
1.030779096
-0.272834932
0.491330297
1.168530278
-0.454600215

-0.086354969
-0.192572815
-0.452233055
-0.219654269

-0.269649483
0.350427883
0.797212907

-0.904645247
-1.092172385
-0.969216518
-1.019834686
-0.892698613
-0.859460581

-0.61357729
-0.407497965
-0.385039234
-0.429136977
-0.761323489
-0.447901076
-0.653694755

-0.431754414
-0.316049212

0.482851896
0.562475142
0.482139717
0.373274245
0.373274245
0.271614995
1.198462722
-0.207392256
0.986258957
2.257997531
2.965197799
0.650635354
0.289732617
-0.66522657
0.29836482

-0.227455958
-0.408707949
-0.456690939
-0.273029917
0.283440596
0.223531536
0.389958159
0.483985483
0.621730228

0.759474973
0.897219718
1.034964463
1.172709208
1.310453953
-0.105008866

-0.462228678
-0.226831929

0.174450395
-0.352953959

0.303655334

0.809679003
-0.304827816
-0.899187775
-1.050154364
-0.909267429

-1.01070602
-0.936099144
-0.912113995
-0.563088997
-0.362891877

-0.40656769
-0.371359241
-0.758246884
-0.456668758
-0.630390746
-0.207862623
-0.447932699
-0.353418263

0.462060115
0.565309869
0.444401265
0.357026259
0.357026259
0.307210469
1.207153272
-0.187759558
0.897630166
2.195687148
2.88214562
0.485022423
0.282508187
-0.630178285
0.313023621
0.434732405
-0.227455958
-0.445457865
-0.432081835
-0.294528903
0.24447999
0.223531536
0.393573012
0.415305218
0.826254662
-0.272834932
0.625402635
1.027874998
0.290182124
1.172709208
1.310453953
-0.095681918
-0.192572815
-0.457230867
-0.223243099
0.174450395
-0.311301721
0.327041608
0.803445955

-0.901916511
-1.071163375
-0.939241974
-1.015270353
-0.914398878
-0.885787288
-0.588333144
-0.385194921
-0.395803462
-0.400248109
-0.759785187
-0.452284917
-0.642042751

-0.439843557
-0.334733737

0.02940402
0.00400891
0.05337023
0.02297812
0.02297812

0.0503396
0.01229029
0.02776483
0.12534004
0.08812019
0.11745352
0.23421205
0.01021689
0.04956576
0.02073067

0.05197223
0.03480253
0.03040416
0.05509862

0.00511217
0.09712856
0.28924123

0.18960692
0.18477447
1.05328128

0.0131903

0.00706797
0.00507537

0.05890516
0.03307319
0.00881486

0.00385902
0.02971123
0.04239041
0.00645494
0.03068881
0.03723159
0.03570061
0.03154127
0.01522292
0.04085503
0.00217549
0.00619969
0.01647842

0.01143977
0.02642391
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Spy49_1196¢
Spy49_1199
Spy49_1200c
Spy49_1201c
Spy49_1202c
Spy49_1203c
Spy49_1204c
Spy49_1205¢
Spy49_1207c
Spy49_1208¢
Spy49_1210c
Spy49_1211c
Spy49_1213c
Spy49_1215¢c
Spy49_1216¢
Spy49_1217c
Spy49_1220
Spy49_1221
Spy49_1222c
Spy49_1223c
Spy49_1224c
Spy49_1225c
Spy49_1226¢
Spy49_1230c
Spy49_1233c
Spy49_1234
Spy49_1235¢
Spy49_1236¢
Spy49_1237c
Spy49 1238
Spy49 1239
Spy49_1240c
Spy49_1241c
Spy49 1242
Spy49_1243
Spy49_ 1244
Spy49_ 1245
Spy49 1250
Spy49_ 1251
Spy49_1252c¢
Spy49_1255¢
Spy49_1256¢
Spy49_1257c¢
Spy49 _1259c
Spy49_1260c
Spy49_1261c
Spy49 _1263c
Spy49_1265c¢
Spy49_1266¢
Spy49_1267c
Spy49 1268
Spy49_ 1269
Spy49 1270
Spy49 1271
Spy49 1272
Spy49 1273

-0.61604475
1.034528805
0.451702026
0.364335419
0.709959062
0.507131419
-0.342640417
-0.522332407
-0.373468813
-0.221121796
-0.351640088
-0.448282521
0.410309189
0.402294871
0.86796334
0.59995482
0.803459006
0.810185432
0.523650572
0.683663671
0.889812118
0.541945254
0.519867644
0.111841532
-0.28423836
0.23956766
0.866068815
1.015526329
0.481884995
1.298345698
1.528491656
0.300542089
1.083790671

-0.433440439
-0.42692682
-0.667187291
0.399442268
0.390449999
-0.212273984
-0.163077584
-0.340681553
0.317993873
0.456574248
0.904891752
0.629898202
-1.1255687362
-0.309608116
0.201256077
0.248277241
0.349930581
0.450055385
0.560527147
0.858472423
0.790373198
0.663403465

-0.642828533
0.91812393
0.47176255

0.288961621
0.775398601

-0.374250162

-0.313257695
-0.205176656
-0.259160864
-0.433353904
0.401658425
0.369460453
0.992987138
0.612308427
0.811571975
0.846996451
0.555462701
0.657009837
0.898844894
0.529192869
0.560878679
0.137797672

0.882550792
1.056741592
0.455662051
1.405766955
1.626339698
0.311047333
1.06877453
0.395911381
-0.360896192
-0.455992229

0.459749082
0.3841493
-0.208893897
-0.171574373
-0.358079329
0.310850326
0.49066439
0.840159617
0.644081556
-1.074620382
-0.244737912
0.229199789
0.302680169
0.311636102
0.454307309
0.576129401
0.807139986
0.91909672
0.675332785

-0.629436641
0.976326368
0.461732288

0.32664852
0.742678831
0.507131419

-0.35844529

-0.522332407

-0.343363254

-0.213149226

-0.305400476

-0.440818212
0.405983807
0.385877662
0.930475239
0.606131623
0.807515491
0.828590941
0.539556637
0.670336754
0.894328506
0.535569062
0.540373162
0.124819602

-0.28423836

0.23956766
0.874309804

1.03613396
0.468773523
1.352056326
1.577415677
0.305794711
1.076282601
0.395911381

-0.397168316

-0.441459524

-0.667187291
0.429595675

0.38729965

-0.210583941

-0.167325979

-0.349380441
0.314422099
0.473619319
0.872525685
0.636989879

-1.100103872

-0.277173014
0.215227933
0.275478705
0.330783341
0.452181347
0.568328274
0.832806204
0.854734959
0.669368125

0.01893899
0.08231068
0.01418493
0.05329732
0.04627274

0.02235146

0.04257569
0.01127492
0.06539269
0.01055613
0.00611701
0.02321744
0.08840518
0.00873532
0.00573674
0.02602932
0.02249457
0.01884711
0.00638714

0.0090173
0.02899918
0.01835376

0.01165452
0.02914359
0.01854242

0.0759583
0.06918901
0.00742833
0.01061802

0.05129653
0.02055235

0.04264336
0.00445527
0.00239008
0.00600814
0.01230209
0.00505125
0.02410537
0.04577253
0.01002915

0.0360391
0.04587016
0.01975919
0.03846868
0.02707829
0.00300656
0.01103246
0.03629751
0.09102127

0.0084353
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Spy49 _1274c
Spy49 _1275c¢
Spy49 _1276¢
Spy49_1277c
Spy49 1279
Spy49_1280c
Spy49_1281c
Spy49_1282c¢
Spy49_1285¢
Spy49_1286¢
Spy49 _1287c
Spy49_1289c
Spy49_1290c
Spy49_1291c
Spy49 _1294c
Spy49_1295¢
Spy49_1296¢
Spy49_1297c¢
Spy49_1298¢
Spy49_1299c
Spy49_1300c
Spy49_1304c
Spy49 _1308c
Spy49 _1312¢c
Spy49_1313c
Spy49_1314c
Spy49_1316¢
Spy49_1318c
Spy49_ 1319
Spy49_1320c
Spy49_1321c
Spy49_1322c
Spy49_1323c
Spy49_1324c
Spy49_1325¢
Spy49_1326¢
Spy49_1327c
Spy49_1328c
Spy49 1329c
Spy49_1330
Spy49_1331c
Spy49_1332c
Spy49_1334c
Spy49_1335
Spy49 _1336¢
Spy49 _1342c
Spy49 1343c
Spy49_1344c
Spy49_1345¢c
Spy49_1348c
Spy49_1349c
Spy49_1350c
Spy49 1353
Spy49 1357
Spy49_ 1358
Spy49_1362c

0.212279962
-0.361920704
-0.535540404

0.496592424

-0.502551801
-0.354542093
-0.211739403
-0.84352854
0.599994987
0.672932176
0.337719654
-0.442601401
-0.213858877
-0.305214695
0.286743967
0.158501195
-0.313376704
-0.264302578
-0.207955929
-0.408906272
0.257708979
-0.656465343

0.318973201
1.281578735
0.518026254
1.100831219
0.369846909
-1.55910107
-1.678028624
-2.079479254
-2.10241979
-2.085405518
-1.812248315
-1.734057423
-1.544725585
-1.261132221
-0.85327919
-1.403106699
0.973950797
2.181635947
1.862257366
0.551024446
-0.358611412
-1.24620862
-0.957178841
-0.791561385
-0.647258873
-0.160160702
-0.162315366
-0.19281417
-0.30141264
-0.362934618
-0.464947161
-0.298707695

0.185626816
-0.340127088
-0.33850748
0.511800261
-0.230258605
-0.542995926

-0.203795656
-0.83993839
0.625761998
0.696661929
0.323818287
-0.409049591
-0.233307799
-0.112382271
0.275927813
0.182170291
-0.246962802
-0.217136395
-0.166014813
-0.409195287
0.237072702
-0.729225324
0.189567017
0.270150473
1.251666867
0.56704918
1.119404255
0.328785349
-1.503693719
-1.716394823
-2.067952552
-2.083974774
-2.084774549
-1.798994689
-1.764711242
-1.54717306
-1.210611923
-0.844133973
-1.36497577
0.983011968
2.178389038
1.870905828
0.541561723
-0.403477593
-1.280852709
-0.966903437
-0.784690244
-0.610625705

-0.126021447

-0.33238038
-0.244620532
-0.481187738
-0.438328413
-0.334699497

0.198953389
-0.351023896
-0.437023942

0.504196343
-0.230258605
-0.522773864
-0.354542093
-0.207767529
-0.841733465

0.612878493

0.684797053

0.330768971
-0.425825496
-0.223583338
-0.208798483

0.28133589

0.170335743
-0.280169753
-0.240719487
-0.186985371

-0.40905078

0.247390841
-0.692845333

0.189567017

0.294561837

1.266622801

0.542537717

1.110117737

0.349316129
-1.531397395
-1.697211723
-2.073715903
-2.093197282
-2.085090033
-1.805621502
-1.749384333
-1.545949322
-1.235872072
-0.848706582
-1.384041234

0.978481382

2.180012493

1.866581597

0.546293084
-0.381044503
-1.263530664
-0.962041139
-0.788125814
-0.628942289
-0.160160702
-0.144168406
-0.262597275
-0.273016586
-0.422061178
-0.451637787
-0.316703596

0.01884662
0.01541041
0.13932332
0.01075356

0.02859831

0.00561708
0.00253862
0.01822003
0.01677947
0.00982975
0.02372471
0.01375246
0.13635311
0.00764818
0.01673658
0.04696172
0.03335153
0.02965685
0.00020436
0.01459205
0.05144908

0.03452288
0.02115088
0.03466444
0.01313312
0.02903491
0.03917891
0.027129
0.00815061
0.0130426
0.00044616
0.00937173
0.02167552
0.00173063
0.03572325
0.00646665
0.02696264
0.00640722
0.00229591
0.00611539
0.00669116
0.03172518
0.02449707
0.00687633
0.00485863
0.02590356

0.02566368
0.09868821
0.04015808
0.08361758

0.0188223
0.02545005
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Spy49 _1363c
Spy49 _1364c
Spy49_1366¢
Spy49_1367c
Spy49_1368c
Spy49_1369c
Spy49_1370c
Spy49 _1371c
Spy49 _1372c
Spy49_1373

Spy49 _1374c
Spy49_1375¢c
Spy49 _1376¢
Spy49 _1377c
Spy49 _1378c
Spy49_1379¢c
Spy49_1380c
Spy49_1382¢c
Spy49_1383c
Spy49 1384c
Spy49_1385¢c
Spy49_1386¢
Spy49 _1387c
Spy49_1388¢c
Spy49_1390c
Spy49_1391

Spy49_1392c¢
Spy49_1393c
Spy49_1394c
Spy49_1395¢c
Spy49_1396¢
Spy49_1397¢c
Spy49_1398¢c
Spy49_1400c
Spy49_1401c
Spy49_1402c
Spy49_1403c
Spy49_1405c
Spy49 1407c
Spy49_1409c
Spy49_1410c
Spy49_1412c
Spy49_1413c
Spy49_1414c
Spy49 _1415¢c
Spy49_1416

Spy49_1417

Spy49_1418c
Spy49_1420c
Spy49_1421c
Spy49_1423c
Spy49 1424

Spy49 _1426¢
Spy49 _1427c
Spy49_1428c
Spy49_1429c

-0.544602301
-0.57479122
-1.052537621
-1.007346438
-1.477239376
-1.205735691
-1.003626485
-1.053419658
0.642274221
1.128779057
1.611102392
2.208893959
2.437325762
0.387233818
0.521127243
0.485614365
0.658592464
0.520690772
0.896508784
1.177071822
0.886422943
0.730160304
0.627586855
0.871746914
0.427058703
0.460320989
-0.552379432

-0.436026734
0.282732525
0.305996428
0.539091695
0.459823349

-0.492893001

-0.308831483

-0.171036666

-0.253197109

-0.506779844

0.33902436

-0.190207877
0.295815871
0.574105675
0.748372865

0.91711534
1.553858454
1.670817771
1.964055154

-0.720306137

-0.431761687
0.122820062
0.644777282

0.253293822
0.405748006
0.345616084
0.986442319

-0.525143286
-0.59611899
-1.074793673
-0.988810166
-1.542697256
-1.231439597
-1.01146272
-1.050447227
0.668629108
1.225312323
1.500392229
2.246436971
2.467259914
0.402106554
0.535418174
0.511690979
0.716233956
0.553481616
0.918962129
1.204652332
0.705721046

0.651804028
0.823869417
0.436561004
0.528742832
-0.600345122
-0.277704153
-0.389714267
0.271123718
0.29417772
0.518868658
0.436231147
-0.50617304
-0.300131458
-0.213847931
-0.212398135
-0.503658716
0.266726823
-0.161514178
0.296985462
0.561798867
0.777781846
0.906004932
1.550990276
1.997780908
1.963093202
-0.689436579
-0.468230459
0.162115659
0.664065263
0.415627693
0.313740521
0.409448724
0.31779295
0.936730269

-0.534872793
-0.585455105
-1.063665647
-0.998078302
-1.509968316
-1.218587644
-1.007544603
-1.051933442
0.655451665
1.17704569
1.555747311
2.227665465
2.452292838
0.394670186
0.528272708
0.498652672
0.68741321
0.537086194
0.907735457
1.190862077
0.796071994
0.730160304
0.639695442
0.847808165
0.431809853
0.49453191
-0.576362277
-0.277704153
-0.4128705
0.276928122
0.300087074
0.528980176
0.448027248
-0.49953302
-0.304481471
-0.192442299
-0.232797622
-0.50521928
0.302875591
-0.175861028
0.296400667
0.567952271
0.763077356
0.911560136
1.552424365
1.834299339
1.963574178
-0.704871358
-0.449996073
0.14246786
0.654421272
0.415627693
0.283517172
0.407598365
0.331704517
0.961586294

0.0137596
0.01508101
0.01573741
0.01310712
0.04628571
0.01817541
0.00554105
0.00210183
0.01863572
0.06825933
0.07828391
0.02654692
0.02116664
0.01051661
0.01010521
0.01843895
0.04075869
0.02318663
0.01587691
0.01950237
0.12777554

0.01712413

0.0338545
0.00671914
0.04838155
0.03391686

0.03274786
0.00820867
0.00835709
0.01429985
0.01668221
0.00939041
0.00615185
0.03027214
0.02884923
0.00220697
0.05112208
0.02028951
0.00082703
0.00870223
0.02079529
0.00785624
0.00202811
0.23119785

0.0006802
0.02182807
0.02578732
0.02778618
0.01363866

0.04274227

0.0026168
0.01967393
0.03515173
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Spy49_ 1430

Spy49 _1432c
Spy49 _1435¢c
Spy49_1436¢
Spy49 1437

Spy49 1438

Spy49 1439

Spy49 1440

Spy49_1441c
Spy49 1442

Spy49 1443c
Spy49_1444c
Spy49_1447c
Spy49 1450

Spy49 1451

Spy49_1453

Spy49_1485¢c
Spy49_1500c
Spy49_1501¢c
Spy49_1506¢c
Spy49 _1533c
Spy49_1535¢c
Spy49_1536¢
Spy49 _1537c
Spy49_1538

Spy49_1540c
Spy49_1541c
Spy49_1542c
Spy49_1547c
Spy49 1548

Spy49_1550c
Spy49_1552¢
Spy49_1553c
Spy49_1554c
Spy49_1555¢
Spy49_1558c
Spy49_1559c
Spy49_1560c
Spy49 _1562c
Spy49_1563c
Spy49_1564

Spy49_1565¢
Spy49_1566¢
Spy49 _1567c
Spy49 _1568c
Spy49_1569c¢
Spy49_1571c
Spy49 1573

Spy49 1574

Spy49_1575¢
Spy49_1576¢
Spy49 _1577c
Spy49 _1578c
Spy49 _1579c
Spy49_1580c
Spy49_1582c

0.467920698
-0.391052353
0.358879293
0.685249373
0.247935046
-0.616379154
-0.59990656
-0.538072751
1.408327798
-1.021028939
1.168430365
1.651826111
-0.206693105
-0.316106691
-0.212032002
0.435345681

0.637590679
0.253033928
-0.236079022
0.333474342
0.262707719
0.701237907
0.498461971
0.69214756
-0.547996597
-0.695226398
-0.961634366
0.23501258
0.236227842
-0.412518701
0.370449331
-0.23151941
-0.363273142
0.212249576
-1.12955801
0.969532837
0.155530869
0.369378593
-0.300644114
0.501660583
0.382489194
0.48588172
0.78586178
0.573094104
-1.044925003

0.220763317
0.373957846
-1.340284641
-1.206474691
-1.707796298
-2.56556647
-3.581297371
-3.518267599
-3.367901075

0.526799492
-0.363013367
0.445135628
0.751090466
0.243930546
-0.619734054
-0.596406232
-0.536382891
1.40064886
-1.013345339
1.161463355
1.625873817
-0.172113288
-0.335835826
-0.209064893
0.501078331
0.370890078
0.609358119

-0.251146202
0.384019073
0.283196747
0.734254822
0.574354315
0.616537717

-0.553134963

-0.738648526

-0.961608957
0.264949634
0.204470044

-0.38676041
0.428908301

-0.224267901

-0.312437716
0.209978816

-1.168540504
1.017149771
0.149559581
0.404293553

-0.261401433
0.608229778
0.403663768
0.514600411
0.772789778

0.52817331
-1.121266309
0.12860936
0.220277695
0.364395376

-1.384321737

-1.226312211

-1.673639637

-2.685355105

-3.952569896

-4.580674697

-4.569727431

0.497360095
-0.37703286
0.40200746
0.718169919
0.245932796
-0.618056604
-0.598156396
-0.537227821
1.404488329
-1.017187139
1.16494686
1.638849964
-0.189403196
-0.325971258
-0.210548448
0.468212006
0.370890078
0.623474399
0.253033928
-0.243612612
0.358746707
0.272952233
0.717746364
0.536408143
0.654342638
-0.55056578
-0.716937462
-0.961621662
0.249981107
0.220348943
-0.399639555
0.399678816
-0.227893655
-0.337855429
0.211114196
-1.149049257
0.993341304
0.152545225
0.386836073
-0.281022774
0.554945181
0.393076481
0.500241065
0.779325779
0.550633707
-1.083095656
0.12860936
0.220520506
0.369176611
-1.362303189
-1.216393451
-1.690717967
-2.625460787
-3.766933634
-4.049471148
-3.968814253

0.04163359
0.01982656
0.06099244
0.04655668
0.00283161
0.00237227
0.00247511
0.00119491
0.00542983
0.00543313
0.00492642
0.01835104
0.02445162
0.01395061
0.00209806

0.04648

0.01996343

0.0106541
0.03574052
0.01448793
0.02334648
0.05366399
0.05346423
0.00363337
0.03070408
1.7967E-05
0.02116869
0.02245615
0.01821386
0.04133673
0.00512759
0.03594607
0.00160567
0.02756479
0.03367026
0.00422234

0.0246886
0.02774877

0.0753558
0.01497268
0.02030718

0.0092433

0.0317638
0.05398145

0.00034339
0.00676169
0.03113893
0.01402724
0.02415241
0.08470336
0.26252932
0.75123526
0.84981957
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Spy49 _1583c
Spy49_1584c
Spy49_1585¢
Spy49_1586¢
Spy49_1587c
Spy49_1588c
Spy49_1589c
Spy49_1590c
Spy49_1591

Spy49_1592

Spy49_1593

Spy49_1595¢c
Spy49_1598c
Spy49_1599c
Spy49_1602c
Spy49_1603c
Spy49_1604c
Spy49_1605¢
Spy49_1606¢
Spy49_1607c
Spy49 _1608c
Spy49_1609c
Spy49_1610c
Spy49_1611c
Spy49_1612c
Spy49_1613c
Spy49_1616¢
Spy49_1617c
Spy49_1618c
Spy49_1619c
Spy49_1620c
Spy49_1621c
Spy49_1624c
Spy49_1629c¢
Spy49_1630

Spy49_1632c
Spy49_1633c
Spy49 1634

Spy49 1635¢c
Spy49_1636¢
Spy49_1637c
Spy49_1638¢
Spy49_1639c
Spy49 _1643c
Spy49 _1644c
Spy49 _1646¢
Spy49 _1647c
Spy49_1649c
Spy49_1651

Spy49 1653

Spy49 1654

Spy49_1655

Spy49_1658c¢
Spy49 _1659c
Spy49_1660

Spy49 1661

-5.749479294
-5.797574067
-4.938664485
-4.585947525
-4.257989463
-3.503295047
-2.704097304
-2.624629903
-1.375398705
-0.326492019
-0.448894398
-0.172010976
-0.473363624
-0.196128458
-1.000579631
-0.478947997
-0.497865144
-0.91216605
-0.515615475
-0.386190482
-0.421408922
1.025217786
1.009479969
0.664426588
0.617254938
-0.295152533
-0.276764515
0.33635195
0.268985136
-0.377738242
-0.326003544
-0.182078227
-0.513390688

0.731623631

-3.349637456
0.451932602
0.561673173
0.906887364

-0.615510182

-0.542577909

-0.622466084

0.299381476

-0.625865215
-0.538965992
0.660746934
0.732301592
0.860611425
-0.804873167
-0.38075438
-0.773877277
-0.620697318

-5.706334552
-5.880294804
-4.979373883

-4.56331057
-4.421651903
-3.641813273
-2.660582752
-2.664998523
-1.303375363
-0.348441499
-0.323822091

-0.427504912
-0.192174087
-1.018861171
-0.457203847
-0.533179376
-1.132137552
-0.460593176
-0.380589715
-0.397373867
1.046100701
0.963611802
0.694220703
0.556921209
-0.293098754
-0.280301431
0.359394437
0.319126086
-0.398491568
-0.310057022
-0.21092432
-0.461743324
0.230817965
0.717057685
0.245550059
-3.391686484
0.463781678
0.629012244
0.9266667
-0.569582473
-0.552431571
-0.60814952
-0.216558791
0.291259109
0.253103658
0.52936061
-0.769804993
-0.441700186
0.681469326
0.762538809
0.938401203
-0.642922499
-0.359593135
-0.816754596
-0.633928779

-5.727906923
-5.838934435
-4.959019184
-4.574629048
-4.339820683
-3.57255416
-2.682340028
-2.644814213
-1.339387034
-0.337466759
-0.386358245
-0.172010976
-0.450434268
-0.194151273
-1.009720401
-0.468075922
-0.51552226
-1.022151801
-0.488104326
-0.383390098
-0.409391394
1.035659243
0.986545885
0.679323645
0.587088073
-0.294125644
-0.278532973
0.347873193
0.294055611
-0.388114905
-0.318030283
-0.196501274
-0.487567006
0.230817965
0.724340658
0.245550059
-3.37066197
0.45785714
0.595342708
0.916777032
-0.592546328
-0.54750474
-0.615307802
-0.216558791
0.295320292

-0.697835104
-0.490333089
0.67110813
0.7474202
0.899506314
-0.723897833
-0.370173757
-0.795315936
-0.627313048

0.03050794
0.05849239
0.02878589
0.01600674
0.11572682
0.09794718
0.03076943
0.02854493
0.05092819
0.01552063
0.08843948

0.03242701
0.00279616
0.012927
0.01537544
0.02497093
0.15554334
0.03890664
0.00396034
0.01699535
0.01476645
0.03243369
0.02106762
0.04266239
0.00145224
0.00250098
0.0162935
0.03545501
0.01467482
0.01127589
0.02039727
0.0365202

0.01029968

0.02973315
0.00837856
0.04761591

0.0139861
0.03247579
0.00696759
0.01012334

0.00574338

0.10178079
0.06877731
0.01465294
0.02138094
0.05500568
0.11451642
0.01496326
0.03031884
0.00935606
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Spy49_1662

Spy49_1663

Spy49_ 1664

Spy49_1665c
Spy49_1666¢
Spy49_1667c
Spy49_1668c
Spy49_1669c
Spy49_1669c
Spy49_1670c
Spy49_1671c
Spy49_1672c
Spy49 _1673c
Spy49_1675c
Spy49 _1676¢c
Spy49_1677c
Spy49_1678c
Spy49_1679¢c
Spy49_1680c
Spy49_1681c
Spy49_1682c
Spy49 1683c
Spy49 _1684c
Spy49_1686

Spy49_1687c
Spy49_1688c
Spy49_1689c
Spy49_1690c
Spy49_ 1693

Spy49 1694

Spy49_1695¢c
Spy49_1696¢
Spy49_1697¢c
Spy49_1698¢c
Spy49_1699c¢
Spy49_1701c
Spy49_1702c
Spy49_1704c
Spy49 _1705¢c
Spy49 _1705¢
Spy49_1705c
Spy49_1706¢
Spy49_1708

Spy49_1709

Spy49_1713

Spy49 _1714c
Spy49 _1715¢c
Spy49_1716¢
Spy49_1717c
Spy49_1719¢c
Spy49_1720c
Spy49_ 1721

Spy49 1722

Spy49 1725

Spy49 1726

Spy49 1727

-0.408938327
-0.241060857
-0.693744573
-0.437147184
-1.444683497
-1.467574355
-3.774735939
-0.488732477
-0.488732477
-2.860655281
-4.454833907
-2.785273348
-1.578337219
0.539096758
0.557295288
0.520742158
0.290503791
0.302379302
0.227483191
-0.730587964
0.945373003
-2.965585017
-2.535721789
-1.731915701
-3.181474231
-3.066827661
-2.998675359
-2.78888592
-0.735973978
1.073679864
0.727109443
0.784862246
0.404443871
0.709640546
0.235468638
0.378158342
0.586877321
0.363099403
0.411179122
0.411179122
0.411179122
0.197838223
0.504807181
0.392083605
0.541054055
0.262498826
0.557151159
0.899320898
0.325314566
-1.900779495
0.5699596
0.172589153
0.428040418
0.258266243
0.270979172
0.20986506

-0.484484749
-0.250301299
-0.583231768
-0.44794666
-1.418654559
-1.383277786
-3.893208322
-0.572578595
-0.572578595
-2.863612618
-4.510935786
-2.757316344
-1.812479948
0.584918931
0.543595854
0.518924639
0.297545604
0.337873076
0.305624116
-0.662132657
1.021675366
-3.057112651
-3.025350795
-2.301203247
-3.146686663
-3.084977739
-3.085400181
-2.871886535
-0.885740528
1.098193689
0.778381521
0.794204235
0.524099492
0.681135909
0.305776437
0.39884494
0.634987783
0.328492749
0.422414295
0.422414295
0.422414295
0.213006283
0.428933807
0.516653625
0.520169871
0.280797193
0.521339649
0.877301991
0.392368095
-1.797276126
0.654927385
0.148986542
0.420075744
0.250895499
0.314217848
0.286814924

-0.446711538
-0.245681078
-0.638488171
-0.442546922
-1.431669028
-1.42542607
-3.83397213
-0.530655536
-0.530655536
-2.86213395
-4.482884846
-2.771294846
-1.695408584
0.562007845
0.550445571
0.519833399
0.294024698
0.320126189
0.266553654
-0.69636031
0.983524184
-3.011348834
-2.780536292
-2.016559474
-3.164080447
-3.0759027
-3.04203777
-2.830386228
-0.810857253
1.085936776
0.752745482
0.789533241
0.464271682
0.695388228
0.270622538
0.388501641
0.610932552
0.345796076
0.416796709
0.416796709
0.416796709
0.205422253
0.466870494
0.454368615
0.530611963
0.27164801
0.539245404
0.888311445
0.35884133
-1.849027811
0.612443493
0.160787848
0.424058081
0.254580871
0.29259851
0.248339992

0.05341939
0.00653398
0.07814435
0.00763638
0.01840524
0.05960668
0.08377263
0.05928816
0.05928816
0.00209115
0.03967002
0.01976859
0.16556391
0.03240117
0.00968696
0.00128518
0.00497931
0.02509789
0.05525398
0.04840521
0.05395392
0.06471981
0.34621999
0.40254708
0.02459853
0.01283404
0.06132371

0.0586903
0.10590094
0.01733389
0.03625483
0.00660578

0.0846093
0.02015582
0.04971512
0.01462763
0.03401923

0.0244706
0.00794447
0.00794447
0.00794447
0.01072544
0.05365058
0.08808431
0.01476735

0.0129389
0.02532256
0.01556972
0.04741401
0.07318793

0.0600813
0.01668957
0.00563187

0.0052119
0.03057436
0.05441177
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Spy49 1728
Spy49_1729
Spy49_1730
Spy49 1731
Spy49_1732c
Spy49 1733
Spy49_1735c
Spy49_1736¢
Spy49_1740
Spy49 1742
Spy49 _1743c
Spy49_1744c
Spy49_1745¢c
Spy49 _1747c
Spy49 _1748c
Spy49 _1749c
Spy49_1750c
Spy49_1751c
Spy49_1752¢
Spy49_1752c
Spy49_1753c
Spy49 _1754c
Spy49_1761c
Spy49_1762
Spy49_1763
Spy49_1765¢c
Spy49_1767c
Spy49_1769c
Spy49 1770
Spy49 1775
Spy49 1777
Spy49_1778
Spy49_1779
Spy49_1780c
Spy49_1781
Spy49 1782
Spy49 1783
Spy49 1784c
Spy49_1785
Spy49_1786¢
Spy49 _1787c
Spy49_1788¢
Spy49_1789c
Spy49 _1790c
Spy49 _1791c
Spy49 _1793c
Spy49_1794
Spy49_1795
Spy49_1796¢
Spy49_1797c
Spy49_1798c
Spy49 _1798c
Spy49 1800c
Spy49_1801c
Spy49_1802c
Spy49 1808

0.320552955
0.339741822
0.32092363
0.384995927
0.671851227
0.472644978
-0.647213368
-0.626849808
0.527307695
0.82980224
-0.502424809
-0.346257534
-0.277609538
0.523961941
-0.310977209
-0.991521665
-0.420648396
-0.504675709
-0.590804153
-0.590804153
-0.565588695
0.300411473
1.063502375
-0.175171605
-0.352424983
0.528487805
-0.176108012
0.360696325
-0.414446883
0.267627241
0.31450686
0.367188536
0.195973177
0.651852694
1.173462637
1.654088574
1.132919496
0.190915061
0.408269041
0.452001261
-0.800410993
-0.549831295
-0.590673488
-1.021376532
-0.731641007
0.366921747
-0.845665071
-1.120641247
1.018185559
-0.64947723
-0.966996581
-0.966996581
-0.996541252
-1.222788984
-0.84656047
0.218697114

0.303917721
0.31760647
0.277922636
0.387310921
0.691258731
0.515160576
-0.647054732
-0.578799049
0.72019466
0.783591593
-0.417040517
-0.335876062
-0.228361634
0.554955385

-0.922095524
-0.462589917
-0.49348082
-0.487377886
-0.487377886
-0.580661481
0.300161454
1.052279548

-0.342493873
0.556566161
-0.177505043
0.385992654
-0.35058143

0.315438475
0.110880089
0.687195543
1.333808973
1.709920255
1.181608598
0.483137309

0.545956412
-0.726934076
-0.577750554

-0.51678532
-1.035693369
-0.725268076

0.41557145
-0.828803298
-1.081830715

1.061030987
-0.516987781
-0.911963109
-0.911963109
-1.010727357
-1.198239852
-1.030187033

0.240565291

0.312235338
0.328674146
0.299423133
0.386153424
0.681554979
0.493902777
-0.64713405
-0.602824429
0.623751177
0.806696917
-0.459732663
-0.341066798
-0.252985586
0.539458663
-0.310977209
-0.956808594
-0.441619157
-0.499078265
-0.539091019
-0.539091019
-0.573125088
0.300286464
1.052890962
-0.175171605
-0.347459428
0.542526983
-0.176806528
0.37334449
-0.382514157
0.267627241
0.31450686
0.341313506
0.153426633
0.669524119
1.253635805
1.682004415
1.157264047
0.337026185
0.408269041
0.498978837
-0.763672535
-0.563790925
-0.553729404
-1.02853495
-0.728454542
0.391246599
-0.837234184
-1.101235981
1.039608273
-0.583232505
-0.939479845
-0.939479845
-1.003634304
-1.210514418
-0.938373751
0.229631203
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0.01565206
0.03040629
0.00163695
0.01372318
0.03006307
0.00011217
0.03397702
0.13639168
0.03267586
0.06037581
0.00734081
0.03482353
0.02191567

0.04909169
0.02965713
0.00791598
0.07313341
0.07313341
0.01065807
0.00017679
0.00086467

0.00702236
0.0198544
0.00098785
0.01788721
0.0451597

0.03659282

0.0601699
0.02499117
0.11338198
0.03947896
0.03442839
0.20663233

0.06643632
0.05195603

0.0197419
0.05224682
0.01012353
0.00450634
0.03440053
0.01192307
0.02744319
0.03029629
0.09368419
0.03891454
0.03891454
0.01003109
0.01735886
0.12984359
0.01546314
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0.363421117

0.615105836
-0.364834903
-0.217745651
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-0.352296808
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-0.301575242
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