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1 EINLEITUNG SEITE 1

1  Einleitung

1.1 Taxonomie und Typisierung von Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes ist ein Gram-positives, nicht zur Sporulation beféhigtes, kokkoides
Bakterium. Die paarweise angeordneten oder kettenbildenden, unbeweglichen Kokken sind
nicht in der Lage Katalase zu bilden und fuhren eine aerotolerante Lebensweise.

Aufgrund des homofermentativen Kohlenhydratstoffwechsels zahlt S. pyogenes zu den
Milchsaurebakterien der Ordnung Lactobacillales, die ihre Energie aus der Fermentation
von Glukose zu Laktat beziehen. Innerhalb der Lactobacillales gehdren die Streptokokken
zu der Familie der Streptococcaceae. Dabei steht ,,streptds® im griechischen fiir Kette und
,KOkkos* fiir Beere. Die Gattung Streptococcaceae ist aktuell in die drei Genera
Lactococcus, Lactovum und Streptococcus eingeteilt (http://www.bacterio.net/). Zu der
Gattung Streptococcus werden momentan 60 Spezies gezahlt (Reinert, 2007). Abbildung 1
zeigt eine rasterelektronische Aufnahme von S. pyogenes Serotyp M49.

—10 pm —

Abbildung 1: Rasterelektronische Aufnahme von S. pyogenes Serotyp M49 und mesenchymalen
Stammazellen. Aufnahme im Elektronenmikroskopischen Zentrum (EMZ) des Universitéatsklinikums Rostock
(Fiedler et al., 2013).
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Ein fur Streptokokken charakteristisches Merkmal ist die Hdmolyse. Bereits im Jahre 1903
Klassifizierte der deutsche Bakteriologe Hugo Schottmiller die Streptokokken-Arten
aufgrund ihres Hamolyseverhaltens auf Blutagarplatten zwischen hémolysierend und
nichthdmolysierend (Schottmuller, 1903). Darauf aufbauend fihrte der amerikanische
Bakteriologe James H. Brown 1919 die Begriffe Alpha- (a-), Beta- (B-) und Gamma- (y-)
H&molyse ein (Brown, 1919). Nach der Kultivierung von Streptokokken auf
Blutagarplatten kdnnen folgende Szenarien auftreten:

1. Es bilden sich grun-verfarbte Hofe um die Bakterienkolonie. Aufgrund der Bildung
von H,0, durch die Streptokokken kommt es bei der a-Hamolyse zur Reduzierung
von Hamoglobin zu Sulfhamoglobin und Methdmoglobin, welches den Néhrboden
griin verfarbt. (Bsp.: Streptococcus pneumoniae).

2. Es bilden sich klare Hofe um die Bakterienkolonie. In diesem Fall der -Hamolyse
kommt es durch die Bildung von Hamolysinen zur Zerstérung der Zellmembran der
Erythrozyten und das freiwerdende Hamoglobin wird vollstandig abgebaut (Bsp.:
Streptococcus agalactiae).

3. Es bilden sich keine Hofe um die Bakterienkolonie. Diese nichthdmolysierenden
Streptokokken (y—H&amolyse) verursachen wahrend der Kultivierung keine morpho-
logische Veranderung des Nahrbodens (Bsp.: Streptococcus bovis).

S. pyogenes besitzt die Fahigkeit, durch die Produktion der extrazellularen Toxine Strept-
olysin O (sauerstofflabil) und S (sauerstoffstabil) Erythrozyten vollstandig zu lysieren und
ist somit der Gruppe der B—h&molysierenden Streptokokken zuzuordnen.

Zur weiteren Typisierung der p—hamolysierenden Streptokokken nutzte die amerikanische
Mikrobiologin Rebecca C. Lancefield die spezifischen Polysaccharid-Antigene
(C-Substanz) in den Zellwanden der Streptokokken. Basierend auf dem Nachweis der
spezifischen Oberflachenantigene mittels Lancefield-Extraktion erfolgte die serologische
Einteilung in die Gruppen ,,A* bis ,,V*. S. pyogenes ist aufgrund des Antigens der Gruppe
,»A“ zuzuordnen und wird somit auch synonym als Gruppe ,,A*“ Streptokokkus (GAS)
bezeichnet (Lancefield, 1933). Die a-hamolysierenden Streptokokken kdnnen (iber diese
Methode nicht differenziert werden, da sie Uber eine solche Antigenstruktur nicht
verfligen.

Neben der C-Substanz kénnen die Gruppe ,,A*“ Streptokokken weiter tiber das M-Protein
serologisch differenziert werden (Lancefield, 1928). Das in der Zellwand verankerte
Protein wird von allen GAS-Stammen exprimiert und besteht aus vier konservierten
Doménen. Das C-terminale Ende des M-Proteins ist mit der Zellwand verankert und das
N-terminale Ende ragt in den extrazelluldren Raum. Das M-Protein zéhlt zu den wichtigen
GAS-Virulenzfaktoren (Lancefield, 1962). Bisher konnte basierend auf der hohen
Sequenzvarianz im N-terminalen Bereich des M-Proteins mindestens 80 M-Serotypen
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unterschieden werden (Facklam und Elliott, 1995). Aufgrund der kostenintensiven
Produktion der M-Typisierungsseren und der geringen Immunogenitat der M-Proteine
mancher GAS-Stamme werden zur Komplementierung der serologischen M-Typisierungen
verstarkt molekularbiologische Methoden eingesetzt. Mit der Sequenzierung des
emm-Gens, welches fur das M-Protein kodiert, oder der emm-Typ-spezifischen PCR
kdnnen mehr als 200 GAS-emm-Typen unterschieden werden (Beall et al., 1996; Kaufhold
et al., 1994; Podbielski et al., 1991 und 1992; McMillan et al., 2013).

Zusétzlich zu dem M-Protein dienen als T-Antigen bezeichnete, zellwandverankerte
Pilusproteine zur weiteren serologischen Differenzierung von GAS-Stammen (Mora et al.,
2005; Nakata et al., 2009b). Momentan sind mehr als 25 unterscheidbare T-Antigene
bekannt. Ein einzelnes T-Antigen kann mit mehreren M-Typen assoziiert sein.

1.2  Klinische Relevanz von Streptococcus pyogenes

S. pyogenes ist ein ausschliellich humanpathogener, ubiquitdr verbreiteter Erreger. Als
typische Reservoire gelten die Schleimh&ute des oberen Respirationstraktes sowie die
Haut. Die Ubertragung erfolgt in den meisten Fallen durch Trépfchen- oder
Schmierinfektionen. Die Zahl der jahrlich durch GAS-Stdmme verursachten Infektionen
weltweit wird auf ca. 700 Millionen geschatzt. Uber 500.000 der Infektionen verlaufen
todlich (Carapetis et al., 2005).

S. pyogenes ist in der Lage verschiedene Krankheitsformen auszulésen, die von lokalen,
eitrigen, nicht-invasiven Infekten der Haut (Impetigo, Erysipel) und den Schleimhduten
(Pharyngitis, Tonsillitis) bis hin zu schweren, invasiven und lebensbedrohlichen
Krankheiten wie Sepsis und nekrotisierender Fasziitis reichen koénnen. Nach einer
Infektion mit S. pyogenes kann es des Weiteren zu schwerwiegenden Autoimmun-
erkrankungen wie rheumatisches Fieber, rheumatische Endokarditis und akute
Glomerulonephritis kommen (Cunningham, 2000; Stollerman, 1997). Im Allgemeinen
lassen sich GAS-Infektionen in drei Verlaufsformen unterteilen (Podbielski und
Kreikemeyer, 2004):

1. Lokale, Oberflachen-assoziierte Infekte der Haut und der Schleimhdute wie Impetigo
und Tonsillitis. Diese Erscheinungsformen koénnen ohne bleibende Schéden
ausheilen, sollten jedoch mit Antibiotika (Bsp. Penicillin) behandelt werden, um
weitere Folgeerkrankungen zu vermeiden.

2. Systemisch-invasive Infektionen wie nekrotisierende Fasziitis, Septikdmien und das
sogenannte streptococcal toxic shock syndrome (STSS). Diese Erscheinungsformen,
insbesondere das STSS, sind mit hohen Mortalitatsraten von 30 — 60 % verbunden,
weil es fir diese Erkrankungen keine wirkungsvolle Therapie gibt (Stevens et al.,
1995). Das Krankheitshild entwickelt sich schnell von Schockzustdnden tber multiple
Organversagen bis zu schnell fortschreitenden Nekrosen der Haut und der inneren
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Organe (Bisno und Stevens, 1996). Bei diesen schweren Infektionen gelten
chirurgische Eingriffe als letzte Therapiemdglichkeit zur Aufrechterhaltung der
Organfunktion.

3. Asymptomatische Besiedlung in Verknupfung mit wiederkehrenden lokalen oder
systemischen Infektionen. Diese Erscheinungsform kann unabhangig von einer Anti-
biotikatherapie als Folge einer lokalen Infektion eintreten (Adam et al., 2000;
Markowitz et al., 1993; Pichichero et al., 1999; Podbielski und Kreikemeyer, 2001).

Streptokokkeninfektionen werden in den meisten Féllen konsequent mit dem Antibiotikum
Penicillin behandelt. Uberraschenderweise wurden bis heute keine Penicillin-resistenten
GAS-Stamme gefunden (Horn et al., 1998; Macris et al., 1998; Brown und Rybak, 2004).
Liegt eine Penicillinallergie vor, werden die Infektionen mit Makrolid-Antibiotika
behandelt (Huovinen, 1999).

Fur praventive Immunisierungen sind aktuell noch keine Impfstoffe gegen GAS verfugbar.
Das M-Protein sowie einige zellwandverankerte und sekretierte Antigene wie
Cbha-Peptidase, das SpeB (streptococcal pyogenic exotoxin B) oder Streptolysin O wurden
als Impfstoffe getestet. Die Testungen der Impfstoffkandidaten kamen jedoch nicht Gber
Tierstudien hinaus. Ein neuer potentieller Impfstoff konnte das an der Zelloberflache
lokalisierte Enzym Arginin Deiminase (Abbildung 2) sein (Henningham et al., 2013a und
2013Db).

Abbildung 2: Modell der Kristallstruktur der Arginin Deiminase von S. pyogenes. Dargestellt ist die
Pseudo-5-Faltachse mit den katalytischen Doménen in grun, blau, zyan, pink und rot und den jeweils
spiralformigen orthogonalen Biindeln in orange. Die verbleibende Strukturelemente sind grau markiert
(Henningham et al., 2013b).
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1.3 Virulenzfaktoren von Streptococcus pyogenes

S. pyogenes ist in der Lage ein breites Spektrum von Virulenzfaktoren zu bilden. Anhand
ihrer Funktionsweise werden diese in Adhasine/Invasine, Aggressine und Immun-
moduline unterteilt. lhre Expression und ihr Vorkommen sind spezifisch fur jeden
GAS-Serotyp. Eine detaillierte Ubersicht der charakterisierten Virulenzfaktoren ist der
Arbeit von Cunningham (2000) zu finden.

Um eine Infektion auszulsen, durchlduft das Pathogen nach dem Kontakt mit dem Wirt
mehrere Prozesse. Der erste Schritt der Kolonisierung besteht in der Anheftung an das
Wirtsgewebe (Adhérenz). Durch die Bildung von Adhésinen sind GAS in der Lage an
wirtseigene Matrixproteinen wie Fibronektin oder Kollagen zu binden, da diese Molekiile
im menschlichen Korper ubiquitdr vorkommen (Patti et al., 1994). Zu den am besten
charakterisiertesten Fibronektin-bindenden Proteinen zahlen das Protein F1 (Sfbl;
streptococcal fibronectin binding protein 1) und das Protein F2 (PrtF2) (Talay et al., 1992,
Kreikemeyer et al., 2004d). Neben Matrixproteinen sind GAS auch in der Lage an
Plasmaproteine wie Plasmin und Plasminogen zu binden (Lahteenmaki et al., 2001). Die
direkte Bindung an die Plasmaporteine erfolgt tiber Oberflachen-assoziierte Proteine wie
zum Beispiel PAM (plasminogenbinding group A streptococcal M protein) und Prp
(PAM-related protein) (Berge und Sjobring, 1993; Sanderson-Smith et al., 2007). Des
Weiteren konnen auch zellwandlokalisierte Stoffwechselenzyme wie die Enolase (SEN;
streptococcal surface enolase) und die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) an die Plasmaproteine binden (Pancholi und Fischetti, 1992 und 1998). Es wird
daher auch von einer Bifunktionalitdt der zelloberflichenlokalisierten Enzyme
ausgegangen.

Abgesehen von den fir die Adharenz wichtigen Virulenzfaktoren besitzen GAS noch eine
Vielzahl von Faktoren, die fur die Ausbreitung und die Umgehung der Immunabwehr des
Wirtes essentiell sind. M-Proteine, C5a-Peptidasen und Streptolysine O (SLO) und S
(SLS) verfligen Uber antiphagozytische Eigenschaften, indem sie die Granulo-
zytenaggregation, das Komplementsystem und die T-Zell-Antwort inhibieren (Kwinn und
Nizet, 2007; Medina et al., 2003). Neben den pyrogenen Exotoxinen SLO und SLS, die
verantwortlich fir die Hamolyse sind, spielt die Cysteinprotease SpeB (streptococcal
pyogenic exotoxin B) eine wichtige Rolle in der Pathogenese von GAS. SpeB ist in der
Lage eine Vielzahl von Wirtsproteinen wie Fibrin, Immunglobuline, das antibakterielle
Peptid LL-37 und das hochmolekulare Kininogen zu spalten (Elliott, 1945; Collin und
Olsen, 2001; Schmidtchen et al., 2002: Herwald et al., 1996). Durch die Bildung von
Hyaluronidase kann der invasive Prozess im Gewebe weiter fortgesetzt werden.

Die Regulation der Virulenzfaktoren erfolgt iber verschiedene Regulatorproteine. Neben
Ralpl (RofA like proteins) und Nra (negagtive regulator of group A streptococci; Ralp2),
die eine wichtige Rolle bei der Virulenz von S. pyogenes einnehmen, zéhlen die Trans-
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kriptionsregulatoren der Rgg-Familie und CodY (GTP-sensing transcriptional pleiotropic
repressor) mit zu den wichtigsten transkriptionellen Regulationssystem in GAS (Beckert et
al., 2001; Chaussee et al., 2003; Fogg et al., 1994 und 1997, Granok et al., 2000;
Kreikemeyer et al., 2002; Malke und Ferretti, 2007; Podbielski et al., 1999).

In den Arbeiten von Chaussee (2002 und 2003) konnte gezeigt werden, dass die
Inaktivierung von Rgg nicht nur einen Einfluss auf die Expression bestimmte Gene fur
Virulenzfaktoren wie zum Beispiel M-Protein, SpeB und SLO hat, sondern auch auf die
wachstumsabhéngige Synthese von Proteinen des Arginin- und Serinstoffwechsel einwirkt
(Chaussee et al., 2002 und 2003). Damit scheint der Metabolismus von S. pyogenes
ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese zu spielen. Welche metabolischen Anpassungs-
prozesse jedoch in der Pathogenese von Gruppe ,,A“ Streptokokken genau ablaufen, ist
bisher kaum untersucht.

1.4  Metabolismus von Streptococcus pyogenes

Gruppe ,,A“ Streptokokken fehlen aufgrund ihres kleinen Genoms (1,8 Mbp) bestimmte
Gene flr metabolische Enzyme. Sie sind daher auf Substrate vom Wirt flr die eigenen
katabolen und anabolen Stoffwechselprozesse angewiesen. Beispielweise verflgt
S. pyogenes nur (Uber Teile des Zitronensaurezyklus, d. h. der Organismus kann weder
Succinat noch Succinyl-CoA bilden (Beres et al., 2002; Ferretti et al., 2001; Smoot et al.,
2002). Daher erfolgt die Energiegewinnung des Pathogens hauptsachlich (iber die
Glykolyse und den Pyruvat-Stoffwechsel. Die Abbildung 3 zeigt einen Uberblick Gber
den fermentativen Glukoseabbau und dessen Regulation in S. pyogenes (Levering et al.,
2012).

Durch den homofermentativen Glukoseabbau zu Laktat werden zwei Mol ATP pro Mol
Glukose gebildet (Thompson; 1988). Unter bestimmten Bedingungen wie Glukose-
limitation kommt es zum Wechsel von der Milchsduregarung zu gemischten Sduregarung
und es werden verstarkt Formiat, Acetat und Ethanol gebildet. Bei der gemischten
Sauregarung werden pro Mol Glukose drei Mol ATP generiert (Thomas et al., 1979;
Fiedler et al., 2011).
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Abbildung 3: Uberblick tiber den Glukosestoffwechsels in S. pyogenes (Levering et al., 2012). Griin
symbolisiert die glykolytischen und fiir die Fermentation benétigten Enzyme. Blau zeigt die Regulation, das
Rechteck steht fiir Inhibition und der Kreis fiir die Aktvierung durch intrazelluldre Metabolite. ACK: Acetat
Kinase; ADH: Alkohol Dehydrogenase; BPG: 1,3-Bisphosphoglycerat; CoA: Coenzym A; ENO: Enolase;
FBA: Fructose-1,6-bisphosphatase; Fru(1,6)P,: Fructose-1,6-bisphosphat GAPDH/ GAPN: Glycerin-
aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; GlcP: Glukose Permease; Glc6P: Glucose-6-phosphat; HPr:
Histidinprotein; HPrK: HPr Kinase; HPrP: HPr Phosphatase; LacT: Laktattransporter; LDH:
Laktatdehydrogenase; NPOX: NADPH Oxidase; PEP: Phosphoenolypyruvat; PFL: Pyruvat Formiat Lyase;
PFK: Phosphofructokinase; PiT: Phosphattransporter; PTS: Phosphotransferasesytem; PYK : Pyruvat Kinase.

Aufgrund der Auxotrophie fur einige Aminoséduren und Wachstumsfaktoren zéhlt
S. pyogenes zu den anspruchsvollen Keimen. Ein Uberblick uber die essentiellen
Aminosduren und Vitaminen fur die Kultivierung von S. pyogenes sind in der Tabelle 1
zusammengefasst (nicht veroffentlichte Daten). Fur in vitro Wachstumsanalysen werden
daher vorwiegend Komplexmedien und Né&hrbdden verwendet, die mit Hefeextrakt
beziehungsweise mit But oder Blutbestandteile supplementiert sind.
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Bei der Besiedlung des Menschen exprimiert S. pyogenes verschieden Exoproteine wie
DNasen, Proteasen oder Hylauronidasen, die die nahrstoffreichen Wirtsmakromolekile
hydrolysieren und somit den Nahrstoffmangel ausgleichen (McDowell et al., 2012).

Tabelle 1: Ubersicht (iber die essentiellen Aminosduren und Vitamine fir das Wachstum von
S. pyogenes. Die Aminosauren sind anhand ihrer Seitenketten eingeteilt.

Aliphatische Basische Aromatische Schwefelhaltige Vitamine
AS AS AS AS
Alanin Arginin Histidin Methionin p-Aminobenzoesaure
Isoleucin Lysin Phenylalanin Biotin
Leucin Threonin Riboflavin
Valin Tryptophan Thiamin
Tyrosin Pyridoxalphosphat
Cobalamin

Neben dem priméren Metabolismus besitzen S. pyogenes und andere Mikroorganismen,
die Fahigkeit, Gber den katabolen Abbau von Arginin zusatzlich Energie in Form von ATP
zu generieren. Dieser Stoffwechselweg wird als Arginin Deiminase System (ADS)
bezeichnet (Zuniga et al., 2002b; Knodler et al., 1998).

1.5 Arginin Deiminase System (ADS)

Das ADS ist der meist verbreitete anaerobe Stoffwechselweg fur die Arginindegradation
innerhalb der Prokaryoten (Zuniga et al., 2002b). Dieser Stoffwechselweg konnte fir
zahlreiche Spezies der Gattungen Pseudomonas, Bacillus, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus und Streptococcus nachgewiesen werden (Luthi et al., 1990; Gamper et al.,
1991; Maghnouj et al., 2000; Barcelona-Andres et al., 2002; Zuniga et al., 1998 und
2002b; Griswold et al., 2004; Dong et al., 2004).

Das ADS umfasst im Wesentlichen drei Enzyme, die fiir den Argininabbau verantwortlich
sind: die Arginin Deiminase (AD), die Ornithin Carbamoyltransferase (OCT) sowie
die Carbamat Kinase (CK). Die Arginin Deiminase (E.C.: 3.5.3.6) ist eine Hydrolase,
welche die Aufspaltung der Guanidinogruppe von Arginin katalysiert. Dabei wird das
Arginin zu Citrullin und Ammoniak abgebaut (Abbildung 4 A). Das entstandene Citrullin
wird durch die Ornithin Carbamoyltransferase (E.C.: 2.1.3.3) zu Ornithin und
Carbamoylphosphat umgewandelt (Abbildung 4 B). Die Ruckreaktion der OCT von
Ornithin und Carbamoylphosphat zu Citrullin ist die Schlusselreaktion fir die
Argininbiosynthese und ein wesentlicher Bestandteil des Harnstoffzyklus. Im letzten
Schritt Gbertrdgt die Carbamat Kinase (E.C.: 2.7.2.2) die Phosphatgruppe vom
Carbamoylphosphat auf ADP (Abbildung 4 C). Das dabei gebildete Carbamat zerféllt
spontan zu Kohlenstoffdioxid und Ammoniak. Zusammenfassend generiert das ADS pro
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Mol Arginin ein Mol Ornithin, zwei Mol Ammoniak, ein Mol Kohlendioxid und ein Mol
ATP.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der enzymatischen Reaktionen des ADS. A) Hydrolytische
Spaltung des Arginins durch die Arginin Deiminase (AD). B.) Abspaltung der Carbaminogruppe des
Citrullins und dessen Verkniipfung mit einem Phosphatrest durch die Ornithin Carbamoyltransferase (OCT).
C) Ubertragung der Phosphatgruppe vom Carbamoylphosphat auf ADP durch die Carbamat Kinase (CK).
(http://lwww.brenda-enzymes.org/).

Die Gene arcA, arcB und arcC, welche fiir die drei Enzyme kodieren, sind hochkonserviert
und werden polycistronisch als arc-Operon transkribiert. Dieser Gencluster konnte in einer
Reihe von Milchsdurebakterien nachgewiesen werden (Zuniga et al., 1998 und 20023,
Luthi et al., 1990; Griswold et al., 2004; Barcelona-Andres et al., 2002; Dong et al., 2002).
Mit dem arc-Operon kénnen weitere zusatzliche Gene assoziiert sein, die fur Transport-
proteine und putative Aminotransferasen kodieren sowie Gene fir regulatorische Proteine,
die zu der ArgR- und Crp/Fnr-Familie gehéren. Dennoch unterscheiden sich die
Bakterienarten hinsichtlich der Genanordnung des arc-Operons und dessen Regulierung
(Fernandez und Zuniga, 2006).

Die Unterschiede in der Regulation des ADS korrelieren zum Teil mit der Anpassung an
den Lebensraum der Organismen. Bei den meisten Bakterien gilt Energiemangel als
grundlegender Faktor fir die Induktion des ADS (Cunin et al., 1986). Fur die Organismen
Bacillus licheniformis und Pseudomonasa aeruginosa ist die Regulation des ADS bereits
ausfiihrlich beschrieben. Hier erfolgt die Induktion des alternativen, ATP generierenden
Stoffwechselweges durch Arginin und in Abwesenheit von Sauerstoff. Dabei wird die
Aktvierung des Systems ebenfalls durch die beiden transkriptionellen Regulatorproteine
ArgR (Arginin Repressor) und Crp (CAMP receptor protein) vermittelt (Gamper et al.,
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1991; Lu et al., 1998; Maghnou;j et al., 2000). Fir Lactobacillus sakei konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass Arginin und das Regulatorprotein ArgR essentiell fiir die Expression
des arc-Operons sind. In Anwesenheit von Glukose wird das Operon reprimiert. Andere
Zucker wie Galaktose oder Ribose zeigten hingegen keine repressiven Effekte (Zuniga et
al., 1998 und 2002a; Montel und Champomier, 1987; Champomier Verges et al., 1999).
Diese Regulationsmechanismen legen nahe, dass die Expression des arc-Operons von
Lb. sakei durch CcpA (catabolite control protein A) vermittelt wird. Es konnten zwei
CRE-sites (catabolite responsive elements) in der Promotorregion nachgewiesen werden,
an denen CcpA binden kann (Zuniga et al., 1998). Die Basis fur CCR (carbon catabolite
repression) ist die Unterdriickung der alternativen ATP-generierenden Stoffwechselwege
in Anwesenheit von Glukose (Fernandez und Zuniga, 2006).

In anderen Lactobacillus-Spezies wie Lactobacillus plantarum und Lactobacillus sanfran-
ciscensis steht die Expression des ADS nicht unter der CCR-vermittelten Kontrolle. Hier
erfolgt die Induktion durch Arginin und einen niedrigen externen pH-Wert (Arena et al.,
1999; Spano et al., 2004; Angelis et al., 2002b). In Lactococcus lactis, dem
Modellorganismus der Milchséurebakterien, fiihrt eine Erniedrigung des pH-Wertes von
7,0 auf 5,0 ebenfalls zu einer Induktion der Expression des ADS (Budin-Verneuil et al.,
2006). Die Expression von AD, OCT und CK des arc-Operons wird zudem durch Arginin
induziert und durch Glukose reprimiert (Crow und Thomas, 1982). Jedoch befindet sich
ein zusatzliches arcC-Gen in dem Operon des Agmatin Deiminase Systems (AgDS),
welches nicht durch Glukose reprimiert wird (Bolotin et al., 2001; Naumoff et al., 2004).

Die physiologische Bedeutung des argininabbauenden Stoffwechselweges ist eingehend
beschrieben. Allerdings variiert die Rolle als Energiequelle oder als ein Schutzsystem
gegen Sé&urestress zwischen den Milchsdurebakterien. Fir Lb. sakei konnte gezeigt werden,
dass sich die Vitalitat der Bakterien in der stationdren Phase durch Argininabbau verlangert
(Champomier Verges et al., 1999). Des Weiteren fiihrt die Arginolyse in einigen
Michsaurebakterien wie E. faecalis, Lc. lactis und Lb. plantarum zu einem erhéhten
Wachstum (Bauchop und Elsden 1960; Deibel 1964; Moustafa und Collins; 1968; Crow
und Thomas, 1982; Jonsson et al., 1983). Ebenso kénnen auch Séure-sensitive Bakterien
wie Streptococcus sanguinis von ADS-positiven Organismen profitieren. Besonders in
heterologen Biofilmen kdnnen sich die Bakterien durch Ammoniak, gebildet durch das
ADS, vor glykolytisch bedingter Ansduerung der Umgebung schitzen, indem das
Ammoniak den lokalen pH-Wert neutralisiert (Casiano-Colon und Marquis, 1988; Curran
et al., 1995). Sogar eine Reduzierung der Kariogenitat durch ADS-bedingte Anhebung des
pH-Wertes in oralen Biofilmen konnte in den neuesten Studien bewiesen werden
(Nascimento et al., 2013).
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1.5.1 Arginin Deiminase System von Streptococcus pyogenes

Wie schon fur andere Milchséurebakterien beschrieben, ist das ADS von S. pyogenes eng
mit dem Glutamat/Glutamin-Metabolismus sowie mit dem Pyrimidin Biosynthese-
stoffwechsel verknlpft. Jedoch verfiigt S. pyogenes nur Uber den katabolen Arginin-
metabolismus, wahrend zum Beispiel Lc. lactis Uber den anabolen und katabolen Arginin
Stoffwechselweg verfligt (Fernandez und Zuniga, 2006).

Die genetische Anordnung des arc-Operons in S. pyogenes M49 NZ131 ist in der
Abbildung 5 dargestellt. Hier sind zusétzlich Gene flr eine Histon Acetyltransferase, eine
Xaa-His-Dipeptidase sowie ein Transportprotein integriert (Degnan et al., 1998). Die
Regulation des Systems wird tber die transkriptionellen Regulatorproteine ArgR und Crp
vermittelt. In der Promotorregion des arc-Clusters wurden ebenfalls CRE-sites nachge-
wiesen. Somit steht die Expression unter der Kontrolle von CcpA (Caldelari et al., 2000).

—

argR: Putative Arginin Repressor M 1198c¢: Hypothetische Crp-Regulator

arcA: Arginin Deiminase 1196¢: Histon Acetyltransferase HPA2

arcB: Ornithin Carboamoyltransferase 1194¢: Hypothetische integrales Membranprotein
M 1193c: Hypothetische putative Xaa-His-Dipeptidase arcC: Carbamat Kinase

Abbildung 5: Genetische Darstellung des arc-Operons von S. pyogenes M49. (modifiziert nach Hering et
al., 2013).

Neben den Funktionen (1) der Generierung von ATP durch Metabolisierung von Arginin,
(1) der Biosynthese von Citrullin und der Verknupfung zur Pyrimidin-Biosynthese und
(1I1) dem Schutz vor Sdurestress durch Ammoniakproduktion konnte fiir die Arginin
Deiminase von S. pyogenes eine Beteiligung an der Internalisierung in Epithelzellen
nachgewiesen werden (Cunin et al., 1986; Degnan et al., 2000; Marouni et al., 2003).
Alternativ wird die AD auch als streptococcal acid glycoprotein (SAGP) bezeichnet. Es
wird von einer Bifunktionalitat des zelloberflachenlokalisierten Enzyms ausgegangen
(Degnan et al., 2000). Die AD ist nicht das einzige Stoffwechselenzym, welches an der
Pathogenese von S. pyogenes beteiligt ist. Interessanterweise fehlen sowohl der Arginin
Deiminase als auch der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und der Plasmin-
(ogen)-bindenden alpha-Enolase die typischen Strukturmerkmale fur Oberflachenproteine
(Pancholi und Fischetti, 1992 und 1998). Somit konnte spekuliert werden, dass diese
Proteine eine alternative Translokationsroute durchlaufen (Winterhoff et al., 2002).
Gegenwartig wird allerdings davon ausgegangen, dass es sich bei der AD im Regelfall um
ein zytoplasmatisches Protein handelt, wie es fiur Lc. lactis beschrieben wurde (Kim et al.,
2009). Jedoch konnen Organismen wie zum Beispiel Mycoplasma hominis sowohl ber
eine zytoplasmatische als auch tiber eine Zellwand-gebundene AD verfligen (Lin, 1986).
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In weiteren Untersuchungen konnte fur die aus dem Zellextrakt gewonnene AD eine
Inhibierung der Proliferation menschlicher T-Lymphozyten gezeigt werden (Degnan et al.,
1998). In AD-defizienten Mutanten konnte sowohl eine verminderte Wachstumsrate als
auch eine verringerte Uberlebensrate der Streptokokken in saurer Umgebung nachge-
wiesen werden (Marouni et al., 2003; Degnan et al., 2000). Diese ersten Ergebnisse
lieferten den Ausgangspunkt fir diese Arbeit.

1.6 Einsatz der Arginin Deiminase in der Tumorbehandlung

Neben der bereits beschriebenen Rolle des Arginin Deiminase Systems in Bakterien,
erwiesen sich bakterielle Arginin Deiminasen als vielversprechende Behandlungs-
mdoglichkeit von Argininosuccinat Synthetase 1 (ASS1) negativen Tumoren (Gonzalez
et al., 1991; Dillon et al., 2004). Es konnte fiir zahlreiche Krebsarten wie Blutkrebs,
Bauchspeicheldrisenkrebs, Prostatakrebs und Nierenkrebs gezeigt werden, dass im
Tumorgewebe keine ASS1-Expression erfolgt (Gong et al., 2000; Ensor et al., 2002; Yoon
et al., 2007; Bowles et al., 2008; Kim et al., 2009b). Die ASS1 (E.C.: 6.3.4.5) ist ein
wesentlicher Bestandteil des Harnstoffzyklus und Kkatalysiert die Synthese wvon
Argininosuccinat aus Citrullin und Aspartat. Das Argininosuccinat wird durch die
Argininosuccinat Lyase (E.C.: 4.3.2.1) zu Fumarat und Arginin gespalten. Als in der
Literatur beschriebene Hypothese fiir den Verlust der ASS1-Expression in bestimmten
Tumoren gilt die epigenetische Inaktivierung des ASS1-Gens durch eine
Hypermethylierung im Promotor, welche zu einer bestdandigen Inhibition der Gen-
expression fuhrt. Dies konnte jedoch nicht in allen ASS1-defizienten Tumoren beobachtet
werden (Szlosarek et al., 2006; Nicholson et al., 2009). Ebenso kdnnten posttranslationale
Modifikationen oder Mutationen zu dem Verlust der ASS1-Expression beitragen.

Arginin ist fir den Menschen eine nichtessentielle Aminosaure und spielt eine wichtige
Rolle bei zahlreichen physiologischen Prozessen. Zum Beispiel fordert Arginin die
Wundheilung und stimuliert die Ausschittung von Wachstumshormonen. Des Weiteren ist
die Aminosdure an verschiedenen immunmodulatorischen Effekten beteiligt, wie
beispielsweise der Stimulation der Aktivtaten von T-Killerzellen und der Beeinflussung
des proinflammatorischen Zytokin-Niveaus (Lind, 2004). Fir bestimmte Tumorarten (z. B.
ASS1-defiziente Tumore) ist Arginin jedoch eine essentielle Aminosaure. Da diese
Tumorzellen nicht in der Lage sind, Arginin selber zu synthetisieren, missen diese die
Aminosdure grundsatzlich aus ihrer Umgebung aufnehmen.

Neben der Proteinbiosynthese ist Arginin in verschiedene Aspekte des Stoffwechsels der
Tumorzellen involviert, wie zum Beispiel die Synthese von Stickstoffmonoxid,
Polyaminen, Nukleotiden, Prolin und Glutamat (Delage et al., 2010). Die durch den
Argininabbau gebildeten Polyamine sind bedeutend fiir Wachstum, Invasion und
Metastasierung von Tumoren (Gerner und Meyskens, 2004). Daneben spielt das
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Stickstoffmonoxid, welches durch die Stickstoffmonoxid Synthase (E.C.: 1.14.13.39) aus
Arginin gebildet wird, eine besondere Rolle bei diversen physiologischen und patho-
physiologische Prozessen: Der bioaktive Botenstoff, mit einer Halbwertszeit von 2 -3 s in
biologischen Systemen, entfaltet eine Vielzahl von Wirkungen im menschlichen Koérper
(Hakim et al., 2006). Beschrieben sind vor allem Signalfunktionen im GefaR- und
Nervensystem bis hin zur Rolle als reaktive Stickstoffspezies der Immunabwehr. Es ist
ebenso bekannt, dass in pathophysiologischen Prozessen die meisten Krebszellen vermehrt
Stickstoffmonoxid herstellen und sich dadurch einen Uberlebensvorteil sichern. In
menschlichen  Melanomzellen (bt das Stickstoffmonoxid beispielsweise eine
antiapoptotische Wirkung aus. Ein Nachweis der Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) kann daher als prognostisch unglnstig fur das
Uberleben von Patienten mit Melanom im Stadium 111 gewertet werden (Ekmekcioglu et
al., 2006).

Durch den Einsatz von Arginin-abbauenden Enzymen, wie AD oder Arginase, kdnnten
Patienten mit Arginin-auxotrophen Tumoren therapiert werden. Durch die Arginin-
degradation unterliegen die Tumorzellen einem Na&ahrstoffmangel und sind in ihrem
Wachstum gehemmt (Terayama et al 1982; Miyazaki et al., 1990; Gonzalez et al., 1991;
Philip et al., 2003; Dillon et al., 2002 und 2004). Fir Patienten mit hepatozellularen
Karzinomen und Metastasen von malignen Melanomen konnte eine positive Auswirkung
auf die Inhibition des Tumorwachstums durch Therapie mit AD beobachtet werden (lzzo
et al., 2004; Ascierto et al., 2005).

In der Arbeit von Yoshido (1998) wurde erstmalig der Einfluss von SAGP (streptococcal
acid glycoprotein) auf verschiedenen Tumorzelllinien untersucht. Das, aus einem
Rohextrakt gewonnene, SAGP zeigte ebenfalls antiproliferative Auswirkungen auf
Tumorzellen (Yoshida et al 1998). Diese Vorkenntnisse dienten als Grundlage fir diese
Arbeit und sollten in weiteren Testungen verschiedener Tumorzelllinien und
Kombinationsversuchen mit Chemotherapeutika fortgefiihrt werden.
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1.7  Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen des Verbundprojektes SysMO-LAB2 (Systems
Biology of Microorganisms — Lactic Acid Bacteria) das Arginin Deiminase System (ADS)
in dem humanpathogenen Bakterium Streptococcus pyogenes Serotyp M49 zu charak-
terisieren. In den genombasierten und systembiologisch orientierten Analysen aus der
ersten Periode des Verbundprojektes konnte ein Einfluss des ADS auf die Regulation des
Primarmetabolismus von verwandten pathogenen/apathogenen Spezies der Ordnung
Lactobaccillales nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun zum einen die Rolle im Metabolismus von Gruppe
»A“ Streptokokken und zum anderen die Beteiligung des ADS an der Pathogenese néher
untersucht werden. Hierfur sollte das erste Enzym des arc-Operons, die Arginin Deiminase
(AD), deletiert und das Verhalten der Deletionsmutante in verschiedenen Virulenz-Assays
experimentell Uberpruft werden. Damit konnte diese Studie zur weiteren Aufklarung der
biologischen Relevanz der AD in der Pathogenese von S. pyogenes beitragen.

Weiterhin liegt ein besonderes Augenmerk auf dem metabolischen Einfluss der AD. Fir
Lc. lactis konnte gezeigt werden, dass es durch die ATP-Generierung tber das ADS zur
Verschiebung des Kohlenhydratmetabolismus von Milchsduregarung zu gemischten
Séuregarung kommt. Dieses Phdanomen sollte auch in S. pyogenes experimentell iberpruft
werden. Zu diesem Zweck sollten verschiedene Wachstumsuntersuchungen und
kontinuierlichen Kulturfihrungen im Chemostaten mit der Arginin Deiminase
Deletionsmutante und dem parentalen Wildtypstamm durchgefuhrt werden, um das
Spektrum der Fermentationsprodukte mittels HPLC-Analysen sowohl identifizieren als
auch quantifizieren zu kénnen.

Als zweiter Aspekt diente diese Studie der kinetischen Charakterisierung der ammonium-
produzierenden Enzyme Arginin Deiminase (AD) und Carbamat Kinase (CK). Hierfur
sollten die Streptokokken-Enzyme heterolog in E.coli DH5a exprimiert und die
kinetischen Parameter sowie die Regulation der Enzyme untersucht werden.

Weiterhin gilt die AD neben der Arginase als potentieller Kandidat fur die Behandlung von
Arginin-auxotrophen Tumorzellen. In diesem Nebenprojekt sollten die antiproliferativen
Effekte der AD von S. pyogenes M49 auf verschiedene Tumorzelllinien untersucht werden.
Sollten positive Effekte auftreten, stellt sich die Frage, ob sich in Kombinationsversuchen
mit Chemotherapeutika diese Effekte verstarken lassen.
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2 Material und Methoden

2.1  Organismen und Plasmide

2.1.1 Bakterienstamme

Die Untersuchung des Arginine Deiminase Systems in Gruppe A Streptokokken
erfolgte an Streptococcus pyogenes Serotyp M49 Stamm 591, welcher von R. Lutticken
(Aachen) zur Verfligung gestellt wurde.

Der Escherichia coli Stamm DHS5a der Firma Invitrogen (Darmstadt) wurde flr
Klonierungen und die Vermehrung von Plasmiden verwendet.

2.1.2 Eukaryote Zelllinien

Fur die Untersuchungen zur Phagozytose und fir die Versuche zur antiproliferativen
Wirkung der AD wurden die in der Tabelle 2 aufgelisteten Zelllinien verwendet.

Tabelle 2: Verwendete eukaryotische Zelllinien

Name Zelltyp Ursprungsorganismus Herkunft

HROHep03  Hepatokarzinom Mensch MOI; Rostock
HROGO02 Glioblastom Mensch MOI; Rostock
HROCG04 Glioblastom Mensch MOI; Rostock
HROCGO05 Glioblastom Mensch MOI; Rostock
HROCGO07 Glioblastom Mensch MOI; Rostock
HROCG10 Glioblastom Mensch MOI; Rostock
HROCG17 Glioblastom Mensch MOI; Rostock
HHC6548 Kolorektales Karzinom Mensch MOI; Rostock

J774 Makrophagen-Zelllinie Maus Sigma-Aldrich Chemie

GmbH; Steinheim

2.1.3 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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Tabelle 3: Ubersicht {iber verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz GroRe (kb)  Referenz/ Herkunft
pFW5 Spectinomycin 2,7 Podbielski et al., 1996
pASK_IBA2 Ampicillin 3,3 IBA GmbH, Géttingen
pPASK_IBA3C Chloramphenicol 3,0 IBA GmbH, Géttingen
pASK_IBA2_ArcA Ampicillin 4,5 Diese Arbeit
pASK_IBA2_ArcC Ampicillin 4,2 Diese Arbeit
pASK_IBA3C_ArcA Chloramphenicol 5,4 Diese Arbeit

Spectinomycin

2.2 Nahrmedien und Zellanzucht fur Bakterien

Die Sterilisation der Nahrmedien erfolgte, sofern nicht anders angegeben, im
Autoklaven fiir 20 min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck.

2.2.1 Lysogeny broth (LB) Medium (Bertani et al., 1951)

LB-Medium wurde zur Anzucht aller verwendeten E. coli Stdmme eingesetzt.

LB-Broth-Base 20,0 ¢
NaCl 45¢
H,O dest. ad 1000 ml

Zur Herstellung von Festmedien erfolgte die Zugabe von 1,5 % Agar.

2.2.2 Todd Hewitt Yeast (THY) Medium (Todd and Hewitt, 1932)

THY-Medium wurde zur Anzucht aller S. pyogenes Stdmme eingesetzt.

Todd-Hewitt-Broth 36,49
Hefeextrakt 50¢9
H->0 dest. ad 1000 ml

Fur die Herstellung von Festmedien wurde 1,5 % Agar hinzugefugt.

2.2.3 CDM-LAB - chemically defined medium — lactic acid bacteria

CDM-LAB wurde vorwiegend fir Wachstumsversuche und Chemostatexperimente mit
S. pyogenes Stdmmen eingesetzt. Die Herstellung des Mediums erfolgte nach Fiedler et
al., 2011 mit den in der Tabelle 4 zusammengefassten Modifikationen. Aufgrund der



2 MATERIAL UND METHODEN SEITE 17

Verwendung hitzeempfindlicher Komponenten wurde das Medium sterilfiltriert (0,2 um
Porengrolie; B. Braun Melsungen AG).

Tabelle 4: Modifiziertes CDM-LAB-Medium

Komponente Fiedler et al., 2011 CDM-LAB
L-Arginin 0,125 ¢/ | 059/l
Natriumbicarbonat - 250/l

2.2.4 Medienzuséatze

Die Medienzusdatze wurden nach dem Autoklavieren den abgekuhlten Medien
zugegeben. Die Stammldsungen der Medienzusatze wurden sterilfiltriert und konnten
bei —20 °C gelagert werden.

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Medienzusitze

Zusatze Stammldsung E. coli S. pyogenes
Anhydrotetracyclin 2 mg/ml in EtOH 0,2 pg/ml -
Ampicillin 100 mg/ml in H,O 100 pg/mi -
Chloramphenicol 20 mg/ml in EtOH 20 pg/ml 5 pg/mi
Spectinomycin 10 mg/ml in H,O 100 pg/mi 60 pg/ml

2.2.5 Anzucht der E. coli Stamme

Die Anzucht der E. coli Stamme erfolgte aerob in Submers- oder Emerskulturen bei
37 °C in LB-Medium. Die Submerskulturen wurden in 10 ml Plastikréhrchen (Greiner
Bio One) oder in Erlenmeyerkolben auf einem Rundschuttler (Shaking Inkubator
NB205L, N-Biotec) bei 180 UpM Kkultiviert. Je nach Bedarf wurden Antibiotika in
entsprechender Konzentration (siehe 2.2.4) zugesetzt.

2.2.6 Anzucht der S. pyogenes Stamme

Die Kultivierung der S. pyogenes Stamme erfolgte in Flussig- oder Festmedien bei
37°C und 5% CO, Atmosphare. Fiur die Flussigkulturen kamen 10 ml und 50 ml
Plastikrohrchen (Greiner Bio One) und THY- bzw. CDM-LAB-Medium zum Einsatz
(2.2.2 und 2.2.3). Je nach Bedarf wurden Antibiotika in entsprechender Konzentration
(siehe 2.2.4) zugesetzt.
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2.2.7 Kultivierung im Chemostaten

Fur Kkontinuierliche Glukose-limitierte Kulturen wvon S. pyogenes kam der in
Abbildung 6 schematisch dargestellte Fermenter Biostat B plus (Sartorius AG) zum
Einsatz.

Zuluft (N,) Motor

Luftfilter Basezufuhr
umpengesteuert
Abluft (I:J"h i ff fuh |
Luftkiihler anrstoftzutunr
(pumpengesteuert)
Probenentnahme =——=——= Temperaturmessung

Wasserabfuhr

Kulturabfluss

(pumpengesteuert)
Glasmantel

pH Elektrode

Ruhrwerk

Wasserzufuhr
zur Temperaturregelung
(pumpengesteuert)

Abbildung 6: Aufbau des Fermenters Biostat B plus.

Hierfir wurde eine Vorkultur von 50 ml THY mit dem entsprechenden S. pyogenes
Stamm beimpft. Nach 16 h Kultivierung (siehe 2.2.6) wurde diese Vorkultur mit 1x
PBS gewachsen und diente als Inokulum fur den Fermenter. Die Anzucht im
Chemostaten erfolgte anaerob in CDM-LAB-Medium in einem Arbeitsvolumen von
0,75 I. Die Begasungsrate betrug 0,05 | No/min bei einer Ruhrerdrehzahl von 150 UpM.
Die Temperaturregelung auf 37 °C wurde durch Heiz- und Kdhlkreisldufe im Glas-
mantel realisiert. Fur einen konstanten pH-Wert (6,5 bzw. 7,5) wurde Uber die
Steuereinheit automatisch 3 M Kaliumhydroxid tber die Basezufuhr in das Kulturgefal
geleitet. Sechs Stunden nach Inokulation wurde die Medienzufuhr mit einer Flussrate
von 0,05/h eingeschaltet. Mittels der Levelpumpe wurde das Kulturvolumen auf
konstant 0,75 | gehalten und so eine konstante Durchflussrate gewahrleistet. Nach dem
Erreichen eines Né&hrstofflimitierten FlieRgleichgewichtes (steady state—Status) wurden
Proben fur weitere Analysen entnommen und es konnten neue Parameter fur weitere
Versuche eingestellt werden.
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Der steady state—Status war erreicht, wenn an mindestens zwei aufeinanderfolgenden
Tagen keine Veranderung der optischen Dichte (siehe 2.4.1) und Trockenmasse (siehe
2.4.3) vorlag sowie im Kulturtiberstand keine Glukose (siehe 2.4.5) nachweisbar war.

2.2.8 Stammhaltung

E. coli und S. pyogenes Stdamme wurden auf den entsprechenden Festmedien maximal
drei Monate bei 4 °C gelagert und als Inokulum fiir neue Kulturen verwendet. Fir eine
langerfristige Lagerung wurden Glyzerinkulturen angelegt. Hierzu wurden 10 ml
Medium mit einer Einzelkolonie inokuliert und Uber Nacht bei Standardbedingungen
kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde in der Kiihlzentrifuge Megafuge 1.0 R (Heraeus)
5 min bei 4.000 UpM sedimentiert und das Zellpellet in 800 pul Medium suspendiert.
Der Zellsuspension wurden 200 ul steriles Glyzerin zugesetzt. Das Gemisch (End-
konzentration Glyzerin: 20 %) wurde bei -80 °C eingefroren.

2.3 Nahrmedien und Anzucht eukaryotischer Zelllinien

Die Anzucht der eukaryotischen Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen (75 cm?,
Greiner Bio-One) in 25 ml Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) + 10 %
Fetales Kélberserum (FKS) bei 37 °C und 5 % CO,. Fir weitere Kultivierungen bzw.
flr das Passagieren wurden die Zellen mit Trypsin von dem Flaschenboden abgel6st.
Die Zellzahl wurde mittels Birker-Zdhlkammer bestimmt und auf eine fur den
jeweiligen Versuch relevante Zellzahl (1 x 10° bzw. 1 x 10" Zellen/ml) eingestellt.

2.4  Bestimmung physiologischer Parameter

2.4.1 Messung des Bakterienwachstums

Das Bakterienwachstum wurde als Anderung der optischen Dichte bei 600 nm (OD gq0)
direkt in Plastikkiivetten (Sarstedt) mit dem Spektralphotometer (SmartSpec™ Plus,
BioRad-Laboratories) bestimmt. Beim Uberschreiten der ODggo von 0,5 wurde die
Probe entsprechend mit Ndhrmedium verdinnt.

2.4.2 Bestimmung der Zellvitalitat

2.4.2.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurde die zu analysierende Zellsuspension mit 1x
PBS in entsprechenden Stufen verdiinnt, je 100 ul der entsprechenden Verdinnungen
mittels Glasperlen auf den Festmedien ausplattiert und nach Kultivierung tber Nacht
die gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Die Lebendkeimzahl in der Ausgangssuspension
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konnte so unter Berlcksichtigung der Verdiunnungsfaktoren als Anzahl der Kolonie-
bildenden Einheiten (KbE) pro Milliliter berechnet werden.

2.4.2.2 Lebend/Tot-Bestimmung mit Baclight ™ Bacterial Viability Kit

Der Vitalitatsnachweis mit dem Baclight ™ Bacterial Viability Kit der Firma Invitrogen
beruht auf der Integritat der Membran. Der griin fluoreszierende Nukleinsdure-Farbstoff
SYTO 9 (Anregungsmaximum = 480 nm, Emissionsmaximum = 500 nm) kann sowohl
durch intakte als auch beschadigte Membranen perfundieren und an doppelstrangige
RNA und DNA binden, was Zellen griin fluoreszieren lasst. Im Gegensatz dazu kann
Propidium-lodid (Anregungsmaximum = 490 nm, Emissionsmaximum = 635 nm) nur
durch beschadigte Membranen in die Zellen gelangen und an doppelstrangige RNA und
DNA binden. Sind beide Farbestoffe in der Zelle vorhanden, reduziert Propidium-lodid
das SYTO 9 und die Zellen fluoreszieren rot. Anhand der Fluoreszenzfarbung kann
somit zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden.

Fur die Lebend/Tot-Bestimmung wurden die Zellsuspensionen entsprechend mit 1x
PBS verdinnt. Die Farbstoffreagenzien SYTO 9 und Propidium-lodid wurden im
Verhaltnis 1:1 gemischt. Zu 1 ml verdlnnter Zellsuspension erfolgte die Zugabe von
1 pl des Farbstoffgemisches. Nach 5 min Inkubation konnte die Vitalitat der Zellen am
Fluoreszenzmikroskop BX60 (Olympus) durch Auszahlen in einem markierten Sicht-
feld bestimmt und dokumentiert werden.

2.4.3 Bestimmung des Zelltrockengewichtes

Fur die Bestimmung des Trockengewichtes wurden zwei Proben a 25 ml (Duplikate)
einer Fermenterkultur in der Kihlzentrifuge Megafuge 1.0 R (Heraeus) 10 min bei
4.000 UpM sedimentiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet Gber Nacht bei -20 °C gelagert. Mit Hilfe der Gefriertrocknungsanlage Christ
LOC-1m alpha 1-4 (Martin Christ GmbH) erfolgte die Lyophilisation der gefrorenen
Zellpellets unter Vakuum. Unter diesen Bedingungen wurde das Wasser im gefrorenen
Zustand aus den Proben entzogen. Nach 8h wurden das Gewicht der gefrier-
getrockneten Proben auf der Feinwaage Adventure Pro AV53 (Ohaus) bestimmt und
das Trockengewicht in mg/ml berechnet.

2.4.4 Uberprifung der Reinheit von S. pyogenes Kulturen

Damit eine Kontamination in Chemostat- und Wachstumsexperimenten ausgeschlossen
werden konnten, wurde die Reinheit der Kultur mit den folgenden drei Verfahren
uberpruft:

1. Durch die klassischen lichtmikroskopischen Untersuchungen der Zellmorpho-
logie. Hierflr wurde die zu analysierende Probe auf einem Objekttrager verteilt
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und bei 100-facher VergroRerung unter dem Lichtmikroskop CKX41 (Olympus)
betrachtet und bewertet (siehe 1.1).

2. Durch die Untersuchung des Hamolyseverhaltens. Hierfur wurden die
entnommenen Proben mittels 3-Osen-Technik auf dem Columbia-Blutagar
(Oxoid Ldt.; GB) ausgestrichen. Nach 16 h Kultivierung bei 37 °C und 5 % CO,
konnte anhand des Hamolyseverhaltens eine Zuordnung des Organismus zu
Alpha- (a-), Beta- (B-) und Gamma- (y-) Hdmolyse erfolgen (siehe 1.1).

3. Durch enzymatische Bestimmung mit Wasserstoffperoxid. In diesem Fall
wurden einige Tropfen einer 3%igen Wasserstoffperoxidlésung der Firma Carl
Roth GmbH (Karlsruhe) auf die ausgestrichenen Kolonien gegeben. Bei einer
raschen Blasenbildung handelte es sich um Katalase-positive Stamme, die das
Wasserstoffperoxid zu Wasserstoff und Sauerstoff abbauen konnten. Wurde
jedoch keine Schaumbildung beobachtet, konnte der Organismus den
Katalase-negativen Stammen zugeordnet werden (siehe 1.1).

2.4.5 Bestimmung der Glukosekonzentration

Die schnelle Quantifizierung von Glukose in Ldsungen erfolgte mittels Diabur-Test
5000 Teststreifen (Roche). Die Wirkungsweise beruht auf einer gekoppelten
enzymatischen Reaktion aus Glukose Oxidase (GOD) und Peroxidase (POD). Durch die
Oxidation der Glukose (GOD) kommt es in der nachgeschalteten Reduzierung (POD)
des entstandenen Wasserstoffperoxids zu einer Verfarbung des Teststreifens.

Ein Tropfen der zu analysierenden Probe wurde auf den Teststreifen gegeben. Die
Farbezeit betrug 2 min. Eine griine Verfarbung des Teststreifens deutete darauf hin, dass
noch Glukose in der Probe vorhanden war. Blieb ein Farbreaktion aus, war die
Glukosekonzentration unter der Nachweisgrenze von 5,6 mmol/l. Die exakte Bestim-
mung von Glukosekonzentrationen erfolgte mittels HPLC (siehe 2.4.6)

2.4.6 Quantifizierung von Fermentationsprodukten

Die Quantifizierung von Zuckern und Fermentationsprodukten in Medien und
Kulturiiberstdnden erfolgte mittels HPLC (high performance liquid chromatography).
Dazu war eine Vorreinigung der Proben notig. Zur Féllung von Proteinen wurde zu je
1 ml Kulturiiberstand einer Fermenterkultur 100 pl 35%ige Perchloressigsaure gegeben
und gut durchmischt. Nach 10 min Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 55 pl
7M Kaliumhydroxid und mehrfaches Invertieren. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch 2 min bei 13.000 UpM in der Kuhlzentrifuge Kendro (Heraeus)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde sterilfiltriert und konnte fiir die HPLC-Analysen
verwendet werden.


http://en.wikipedia.org/wiki/High-performance_liquid_chromatography
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Die Bestimmung der Fermentationsprodukte erfolgte nach Fiedler et al., 2011. Die
verwendete HPLC-Anlage (LBK) wurde mit einer Rezex Analysenséule fir organische
Sauren (Phenomenex) bei einer Temperatur von 45 °C betrieben. Als Elutionsmittel
diente 7,2mM Schwefelsdure. Die eluierten Substanzen konnten mit dem
Refraktions-Index-Detektor durch ihre Lichtbrechung verfolgt werden. Fir die
Auswertung der Spektren wurde die AZUR Chromatographie Software verwendet. Die
Fermentationsprodukte konnten durch Vergleich ihrer Absorptionsspektren und ihrer
Elutionspositionen mit Vergleichssubstanzen in parallel vermessenen Eichldufen
identifiziert werden. Die Zuordnung der Peakflachen zu den korrespondierenden
Konzentrationen der Komponenten erfolgte dabei Uber Kalibriergeraden, die aus den
Messwerten von Eichlésungen in verschiedenen Konzentrationen erstellt wurden.
Sowohl die Konzentration von Glukose als auch die Konzentrationen der Abbau-
produkte Pyruvat, Laktat, Formiat, Acetat und Ethanol konnten mittels Phenomenex-
Sdule bestimmt werden.

Die Messungen an der HPLC erfolgten durch Dr. Koen van Grinsven an der Universitat
von Amsterdam.

2.4.7 Bestimmung der Aminosaurekonzentrationen

Die Messungen zur Bestimmung von Aminosaurekonzentrationen wurden ebenfalls
durch Dr. Koen van Grinsven an der Universitdt von Amsterdam durchgefihrt. Die
Proben wurden nach der Waters AccQ Tag-Methode aufbereitet und mittels HPLC
(Agilent) gemessen. Anhand der Fluoreszenzmessung (Anregungsmaximum = 250 nm,
Emissionsmaximum = 395 nm) konnten durch den Hitachi F-1080 Fluoreszenzdetektor
die Konzentrationen fur Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Cystein, Glutaminsaure,
Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Prolin, Phenylalanin, Serin,
Tyrosin und Valin bestimmt werden.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

2.5.1.1 Minipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA fiur Klonierungen oder Sequenzierungen kam das
QIlAprep Spin® Miniprep Kit (Qiagen) zum Einsatz. Die Praparation von Plasmiden
erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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2.5.1.2 Isolierung chromosomaler DNA aus S. pyogenes

Zur lIsolierung von chromosomaler DNA aus S. pyogenes wurden 10 ml THY-Medium
mit den entsprechenden S. pyogenes Stammen beimpft und tber Nacht kultiviert (siehe
2.2.6). Anschliefend wurde die Kultur in der Megafuge 1.0 R (Heraeus) 10 min bei
4,000 UpM sedimentiert und der Uberstand verworfen. Fiur die darauffolgende
DNA-Isolierung aus dem Zellpellet wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit von Qiagen
verwendet. Zelllyse und Isolierung der DNA wurden nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.5.1.3 Isolierung von RNA aus S. pyogenes

Fur die Isolierung von RNA aus S. pyogenes wurde das Fast RNA Blue Kit der Firma
MP Biomedicals verwendet. Dazu wurden 30 ml der entsprechenden Kultur in der
logarithmischen Phase durch Zentrifugation (Megafuge 1.0 R; Heraeus) 10 min bei
4,000 UpM sedimentiert und der Uberstand verworfen. Die anschlieRende
RNA-Praparation aus dem Zellpellet erfolgte nach Angaben des Herstellers. Im letzten
Schritt wurde die RNA in 100 pul DEPC-(Diethylpyrocarbonat) H,O eluiert. Die
gewonnene RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.5.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Bestimmung der Konzentrationen von Nukleinsauren erfolgte photometrisch durch
die Messung der Absorption bei 260 nm (Picodrop 2v.08, Biozym). Die Reinheit von
Nukleinsauren konnte ebenfalls photometrisch bestimmt werden. Bei proteinfreien,
nukleinsdurehaltigen Ldsungen sollte das Verhdltnis von ODagonm und OD2gonm
zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.5.2 Enzymatische Modifikation von DNA

2.5.2.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur die Restriktion der zu spaltenden DNA wurden die FastDigest Enzymes und die
entsprechenden Puffer der Firma Thermo Scientific (USA) verwendet. Je nach
DNA-Menge wurden die von dem Hersteller empfohlenen Units der Restriktions-
enzyme eingesetzt sowie die optimale Temperatur fir den Verdau ausgewéhlt. Die
Inaktivierung der Enzyme erfolgte durch Hitze nach Angaben des Herstellers bzw.
mittels PCR-Purification Kit der Firma Qiagen (Hilden).

2.5.2.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden mit den entsprechenden Restriktions-
endonukleasen gespalten und mit dem PCR-Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt. Die
Ligation erfolgte mit der T4-DNA-Ligase (Thermo Scientific, USA) in einem 20 pl
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Reaktionsvolumen. Die einzusetzende DNA-Menge des linearisierten Vektors und des
verdauten DNA-Fragments wurde nach folgender Formel berechnet.

50 ng Vektor x Insertgrofe [Kb]
Vektorgofie [Kb]

x 3 [Verhaltnis 1: 3] = ng Insert

Zu den zu ligierenden DNA-Fragmenten wurden 2 pl 10x Ligationspuffer und 1 pl
T4-DNA-Ligase (0,5 U pro 10 pl) gegeben und mit sterilem Wasser auf 20 pul
aufgefillt. Der Ligationsansatz wurde tber Nacht bei 16 °C inkubiert.

2.5.2.3 Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Tag-DNA Polymerase (Mullis et al.;
1992)

Mit Hilfe der PCR (polymerase chain reaction) konnten spezifische Genabschnitte bzw.
Gene direkt aus dem S. pyogenes Chromosom oder von Plasmiden amplifiziert werden.

Diese Methode diente zur Herstellung spezifischer DNA-Sonden flr die Hybridisierung
im Northern Blot (siehe 2.5.8). Durch die Zugabe von Digoxigenin-markierten
Nukleotiden (DIG-ddUTP) wurde der neu synthetisierte DNA-Strang markiert. Alle flr
die PCR bendétigten Reagenzien wurden von Qiagen (Hilden) bzw. von Promega
(Madison; USA) bezogen. Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte in einem T3
Thermocycler von Biometra (Gottingen).

PCR-Ansatz:
DNA-Template 50 -100 ng
Primer forward (10 puM) 2 ul
Primer reverse (10 uM) 2 ul
5x Q-Solution 10 pul
10x PCR-Puffer S5ul
DIG-ddUTP (250uM) 1l
dNTP-Mix (10 mM) 1pl
Tag-DNA Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul
H.O dest ad 50 pl

Der PCR-Ansatz inkubierte zundchst 5 min bei 98 °C im PCR-Thermoblock und
anschlielend erfolgten 30 Zyklen mit folgenden Schritten:

Denaturierung 98 °C 60 s
Primerhybridisierung 45-60 °C 15s
Elongation 72 °C 30s
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Nach Beendigung des letzten Zyklus erfolgte eine zusétzlich Inkubation fir 3 min bei
72 °C. Die Elongationszeit wurde je nach GrolRe der zu amplifizierenden Fragmente
gewadhlt (1000 bp/min). Die Temperatur fir die Anlagerung der Primer wurde so ausge-
wahlt, dass sie 4 °C unter der Schmelztemperatur der verwendeten Primer lag. Zur
Bestimmung der Schmelztemperatur wurde die Toolbox von Primerfox
(http://www.primerfox.com/) verwendet. Die Ergebnisse der PCR wurden mittels
Agarosegelelektrophorese (siehe 2.5.6) Uberpruft.

2.5.2.4 PCR mit Phusion-Tag Polymerase

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten zur Herstellung von Deletions- und
Expressionsplasmiden wurde die Phusion-Taq Polymerase (Thermo Scientific, USA)
aufgrund ihrer proof-reading-Funktion verwendet.

Die Zeiten und Temperaturen fir Primerhybridisierung und Elongation wurden, wie
unter 2.5.2.3 beschrieben, gewahlt.

PCR-Ansatz:
DNA-Template 50 -100 ng
Primer forward (10 puM) 2 ul
Primer reverse (10 puM) 2 ul
5x PCR-Puffer 10 pul
dNTP-Mix (10 mM) 1pl
Phusion-Taq Polymerase (2 U/ul) 0,5ul
H.O dest ad 50 pl

2.5.2.5 Reverse Transkription zur Herstellung von cDNA

Fir die Uberpriifung von RNA mittels PCR wurde an der einzelstrangigen RNA mittels
einer retroviralen reversen Transkriptase (RT) eine zur RNA komplementdre DNA
(cDNA) synthetisiert. Diese cDNA diente bei der anschlieBenden PCR als Matrize. Fur
die cDNA-Synthese wurde das Synthesis Kit RevertAidTM H Minus First Strand cDNA
der Firma Fermentas verwendet. Die Herstellung der cDNA erfolgte nach Angaben des
Herstellers.

2.5.3 Primer-Design

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten oder die Herstellung von RNA-Sonden
wurden entsprechende Primer benétigt. Das Primer-Design erfolgte mit der online
verfugbare Software Primerfox (http://www.primerfox.com/).
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Die in den Experimenten verwendeten Primer wurden von der Firma Eurogentec (KdlIn)
bezogen. Die Tabelle 6 zeigt eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten
Primer.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Name Orientierung  Sequenz 5°- 3" (Restriktionsschnittstelle)
arcA_KO_F1 forward GTTAAGCTTGTTGAGGGTCC
arcA_KO_R1 reverse AAGAGATATCTCTTTCTAATTGG
arcA_KO_F2 forward TAAGATATCGTAAAGGTGGTTAT
arcA_KO_R2 reverse AAGGATCCATGAGGCACACC

aad9 KO _F1 forward GCTTGATATCCGTTCGTGAA

aad9_ KO _R1 reverse CCGATATCGATGAATATTTCC
arcA_EX_F forward GTAATTGGATCCACTGCTCAAACACC
arcA_EX R reverse CATAGCGTCGACAATATCTTCACGTT
arcC_EX_F forward GAGTAGGATCCACGAAACAAAAAATCGTAG
arcC EX F reverse CCTCTGTCGACTCCTGCGATAATTTGTG
crp_RNAs_F forward TGTAGGGCAGATGGAATTCC
crp_RNAs R reverse CCCTCAACTCATGTAACTCG
arcA_RNAs_F forward TCTGAACTTCCAGAGATCCC
arcA_RNAs R reverse CGTTGAGAAATACCAACCGC
arcB_RNAs_F forward TACAACAGCAGCCATTGACC
arcB_RNAs R reverse GTCACAAGAAGGGAATTGGC
arcC_RNAs_F forward TGTGTTGCCATGACAGAAGG
arcC_RNAs R reverse TGAAACTTGCACCAGACTCC
aad9_RNAs_F forward ATTCAGCAAGAAATGGTACC

aad9 RNAs_R reverse TCTAATGGAGAAGATTCAGC

KO: Knockout EX: Expression RNAs: RNA-Sonden

2.5.4 Plasmidschnellnachweis durch,,Colony Fast Screen

Mit Hilfe des ,,Colony-Fast-Screen Systems von Biozym (Oldendorf) konnten
Plasmide in E. coli schnell nachgewiesen werden. Hierzu wurde Zellmaterial der zu
untersuchenden E. coli Klone in 6 pl Epi-Blue suspendiert. Nach Zugabe von 16 pl
Lysispuffer inkubierten die Ansdtze im T3 Thermocycler (Biometra) fir 10 min bei
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70 °C. AnschlieRend erfolgte die Analyse mittels Agarosegelelektrophorese (siehe
2.5.6).

2.5.5 Kolonie-PCR

Mit dieser Methode konnten Plasmide mit korrektem Insert in E. coli nachgewiesen
werden. Hierflr wurde Zellmaterial einer Kolonie in 50 pl A. dest gel6st und 10 min bei
99 °C erhitzt. AnschlieBend wurde 1 pl der Suspension als Template fir die PCR
verwendet (siehe 2.5.2.3). Zur Uberpriifung der Kolonie-PCR wurde anschlieRend eine
Agarosegelelektrophorese (siehe 2.5.6) durchgefihrt.

2.5.6 Standard-Agarosegelelektrophorese

Durch die Agarosegelelektrophorese konnte eine préparative Auftrennung von negativ
geladenen DNA-Fragmenten (durch die Phosphatreste in waéssriger Ldsung) vom
negativen zum positiven Pol erfolgen. Je nach GroRe der Fragmente variierte die
Agarosekonzentration (LE GP Agarose, Biozym) in Elektrophorese-Puffer (1x
TAE-Puffer) zwischen 0,8 und 1,5% (w/v). Die DNA wurde mit 0,2 Volumen
DNA-Probenpuffer versetzt und 40 min bei einer Spannung von 90V in der
Elektrophoresekammer von BioRad-Laboratories (Munchen) aufgetrennt. Als
Laufpuffer wurde ebenfalls 1x TAE-Puffer verwendet. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurde die DNA mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) gefarbt. Die Farbezeit
betrug 10 - 15 min. AnschlieBend wurde das Agarosegel mit der Geldokumentation von
Intas Science Imaging Instruments GmbH (Géttingen) und der dazugehdrigen Software
(Intas GDS Application, Gottingen) unter UV-Licht bei 254 nm betrachtet und
dokumentiert.

TAE-Puffer (50x): Tris-Base (pH 7,5) 2 M
Eisesssig 1M
EDTA 50 mM
DNA-Probenpuffer (5x): Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
D (+)-Saccharose 40 % (wiv)

2.5.7 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Fur die Auftrennung von RNA unter denaturierenden Bedingungen wurde eine
Elektrophorese in einem Formaldehyd-haltigen (0,5 % w/v) Agarosegel durchgefiihrt.
Zur Herstellung des 1%igen Gels wurden 1,1 g Agarose (LE GP Agarose, Biozym) in
106,4 ml Wasser und 12 ml 10x Laufpuffer durch Kochen gel6st. Nach dem Abkdhlen
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auf ca. 45 °C erfolgte eine Zugabe von 2,16 ml einer 37%igen Formaldehydldsung
(J.T.Baker, Deventer). Zur Probenvorbereitung wurden 0,5-10 ug RNA mit 2 pul
Auftragspuffer versetzt, der Ansatz fir 10 min bei 65 °C inkubiert und sofort auf Eis
abgekuhlt. Die anschlielende Elektrophorese erfolgte in 1x Laufpuffer fir 90 min bei
80 V. Die Elektrophoresekammer der Firma BioRad-Laboratories (Munchen) wurde vor
Benutzung mit 70%igem Ethanol dekontaminiert. Die Farbung und Dokumentation
wurde wie in Abschnitt 2.5.6. beschrieben durchgefiihrt.

Laufpuffer (10x): MOPS 41849
Natriumacetat 419
EDTA 307 g
H,O dest. ad 1000 ml

Auftragspuffer: Bromphenolblau 0,29
10x Laufpuffer 25 ml
Glycerin (87 %) 25 ml
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 10 pl

frisch zu 600 pl Auftragspuffer geben:
Formaldehyd (37 %) 72 ul
Formamid 328 pl

2.5.8 Northern Hybridisierung

2.5.8.1 Northern Blot

Die Auftrennung der RNA von S. pyogenes wurde wie unter 2.5.7 beschrieben
durchgefuhrt. AnschlieRend inkubierten die Gele zur partiellen Hydrolyse der RNA fir
5 min in 50 mM NaOH unter leichtem Schutteln. Nach 5 min Neutralisation mit 0,1 M
Tris-HCI (pH 7,4) wurde die RNA durch einen Kapillarblot auf eine Nylonmembran
Biodyn der Firma Pall Corporation (USA) (bertragen. Der Transfer erfolgte mittels
Whatman Chromatographiepapier (BioRad-Laboratories) und 10x SSC (1,5 M NaCl,
0,5 M Na-Citrat; pH 7,0) fur ca. 16 h bei RT. Anschlielend wurde die RNA durch
einmindtige Bestrahlung mit UV-Licht (120 Jules; 245nm) durch den Transilluminator
GS Gene Linker (BioRad-Laboratories) mit der Nylonmembran vernetzt.

Alle fir den Kapillarblot bendtigten Chemikalien wurden von den Firmen Merck KGaA
(Darmstadt) bzw. von Carl Roth GmbH (Karlsruhe) bezogen.

2.5.8.2 Hybridisierung

Die Prahybridisierung der Nylonmembran mit fixierter RNA erfolgte unter Verwendung
von 20 ml des Hybridisierungspuffers Dig Easy Hyb (Roche Diagnostics GmbH) bei
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42 °C unter leichtem Rotieren der Hybridisierungsrohrchen. AnschlieBend wurden ca.
30 ng/ml der denaturierten DIG-markierten Sonden (siehe Abschnitt 2.5.2.3) zusammen
mit 20 ml Hybridisierungspuffer auf die Membran gegeben. Die Hybridisierung erfolgte
uber Nacht unter leichtem Rotieren im Hybridisierungsofen OV3 (Biometra) bei einer
Temperatur, die 4 °C unter den entsprechenden Schmelztemperaturen der Sonden lag.

2.5.8.3 Detektion

Die Detektion beruhte auf der Bindung von an Alkalische Phosphatase gekoppelten
Anti-Digoxigenin-Antikdpern (Roche, Mannheim) an die DIG-markierten Sonden. Die
Alkalische Phosphatase dephosphoryliert das Chemilumineszenzsubstrat CDP-Star von
Roche (Mannheim). Das dabei emittierende Licht kann durch einen Rontgenfilm
nachgewiesen werden.

Nach der Hybridisierung inkubierte die Membran zweimal fur 5 min bei RT in Puffer 1
und anschlieBend zweimal 5 min bei 68 °C in Puffer 2. Nach einminiitigem Aquili-
brieren in Puffer 3 wurde die Membran fir 30 min in Puffer 4 (Blockierungsreagenz)
geschwenkt, um unspezifische Bindungen der Antikdrperkonjugate zu vermindern.
Danach erfolgte eine 30-minutige Behandlung mit der Antikorperlosung (4 pl
Anti-Dig-Ap-Konjugar in 20 ml Puffer 3). Nach zweimaligem Waschen (je 15 min) der
Membran mit Puffer 5 und kurzer Aquilibrierung in Puffer 6 erfolgte die Inkubation in
der Substratlosung CDP-Star in Puffer 6 fir 5 min. Anschlieend wurde die Membran
kurz auf Filterpapier getrocknet, in Plastikfolie eingeschweif3t und fiir 60 min auf einen
Rontgenfilm (Agfa, Belgien) aufgelegt. Das Chemilumineszenzsignal wurde mittels
Filmentwicklungsmaschine Curix 60 (Agfa, Belgien) detektiert.

Puffer 1: SSC 2X
Natriumlaurylsulfat 0,1%
Puffer 2: SSC 0,1x
Natriumlaurylsulfat 0,1%
Puffer 3: Puffer 5
Tween 20 0,3%
Puffer 4: Puffer 5
Blockingreagenz 10 %
Puffer 5 (5 pH 7,5): Maleinsaure 0,1 M

Natriumchlorid 0,15 M
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Puffer 6 (pH 9,5): Natriumchlorid 0,1M
Magnesiumchlorid 0,06 M
Tris-HCI 0,1 M

2.6  Zellaufschluss und DNA-Transfer

2.6.1 Herstellung CaCl,-kompetenter E. coli Zellen (Hanahan, 1983, modifiziert)

Um bei E. coli DH5a die Fahigkeit zu erzeugen, Plasmid-DNA aufzunehmen, wurden
die Zellen einer CaCl,-Behandlung unterzogen. Dafiir wurde eine 5 ml Ubernachtkultur
aerob bei 37 °C und 180 UpM angezogen. Von dieser Kultur wurde eine 100 ml
LB-Medium Flussigkultur mit einer ODs4nm von 0,05 angesetzt und bis zu einer
ODs40nm Von 0,8 bei 37 °C und 180 UpM aerob kultiviert. Anschlielend erfolgte ein
5-minutiges Abkuhlen der Kultur auf Eis und ein Zentrifugationsschritt bei 4 °C fir
10 min und 4.000 UpM. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 20 ml
Losung 1 suspendiert und erneut zentrifugiert (4.000 UpM; 10 min; 4 °C). Nach der
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 20 ml Lsung 2 gel6st und auf Eis gelagert. Nach
einer 20-minitigen Inkubation wurden die Zellen durch Zentrifugation (4.000 UpM;
10 min; 4 °C) geerntet und das Pellet in 5 ml Lésung 2 und 1,3 ml 87%igem Glyzerin
(Merck KgaA, Darmstadt) suspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen entweder direkt
fur die Transformation (siehe 2.6.2) eingesetzt oder in 100 ul Aliquots in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Losung 1. MOPS (pH 7,0) 10 mM
Rubidiumchlorid 10 mM

Losung 2: MOPS (pH 7,0) 100 mM
Rubidiumchlorid 10 mM
Calciumchlorid 50 mM

Beide Losungen wurden autoklaviert und bei 4 °C gelagert.

2.6.2 DNA-Transfer in E. coli DH5a

Die Transformation von E. coli DH5a mit rekombinanten Plasmiden erfolgte durch
Hitzeschock. Dazu wurden 100 ul der kompetenten E. coli Zellen (siehe 2.6.1) auf Eis
aufgetaut und mit 0,251 pg Plasmid-DNA versetzt. Nach einer 30-min(tigen
Lagerung auf Eis wurden die Zellen fiir 45 s bei 42,5 °C einem Hitzeschock ausgesetzt
und anschlieBend fur 2 min auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von 300 pl LB-Medium
erfolgte die Regeneration der transformierten Zellen fir 60 min bei 37 °C und 300 UpM
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(Thermomixer Comfort; Eppendorf; Hamburg). Von den Ansdtzen wurden 50 bis
150 ul auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und tber Nacht
bei 37 °C im Brutschrank (Heraeus, Hamburg) inkubiert.

2.6.3 Herstellung kompetenter S. pyogenes Zellen (Caparon and Scott, 1991)

S. pyogenes wurde aus einem Glyzerinstock mit einer sterilen Impfose auf einer
THY-Platte ausgestrichen und ber Nacht bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Eine
Einzelkolonie diente als Inokulum fiir eine weitere Ubernachtkultur (37 °C; 5 % CO,) in
5 ml THY-Medium mit 10 mM Glycin. AnschlieBend wurden 2 ml der Ubernachtkultur
in 40 ml THY-Medium mit 10 mM Glycin, 0,125 M Saccharose und Mutanolysin
(40 U/ml) uberfuhrt und fur 16 h bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Nach der
darauffolgenden Zentrifugation (4.000 UpM; 10 min; 4 °C) wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet zweimal mit 5 ml 0,625 M Saccharose und anschlieRend
zweimal mit 5ml 1x PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde anschliefend in 2 ml
0,625 M Saccharose aufgenommen, in 200 ul aliquotiert und bei —80 °C gelagert.

2.6.4 DNA-Transfer in S. pyogenes

200 ul kompetente S. pyogenes Zellen (siehe 2.6.3) und 0,2-1,0 ug Plasmid-DNA
wurden in Elektroporationskivetten (2-mm Gap; peglLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) Gberfiihrt und bei 1,75 kV, 481 Q, 25 uF und einer Zeitkonstante von 12 ms
im EasyjecT-plus (peqLab Biotechnologie GmbH) elektroporiert. Direkt nach dem
Impuls wurde 1 ml THY-Medium zugegeben und die Zellen inkubierten 3 —-5h bei
37 °C. Anschlielend wurden 50 —200 pul des Ansatzes auf THY-Platten mit
entsprechenden  Antibiotikakonzentrationen  (siehe  2.2.4)  ausplattiert.  Die
darauffolgende Kultivierung erfolgte anaerob in Anaerocult Gefalen von Merck
(Darmstadt) bei 37 °C fur 3 -5 Tage.

2.6.5 Zellaufschluss

Die mechanische Zerstdrung sowohl der E. coli Zellen als auch der S. pyogenes Zellen
wurde mit dem Homogenisator Ribolyser precellys 24 (PEQLAB Biotechnologie
GmbH) durchgefuhrt. Fir die Zelllyse wurden die Kulturen durch einen
Zentrifugationsschritt (4.000 UpM; 10 min; 4 °C) sedimentiert und der Uberstand
verworfen. Je nach Experiment (RNA-Isolierung oder heterologe Proteinexpression)
wurde das Zellpellet in dem entsprechenden Puffer suspendiert und in Ribolyser Tubes
von Hybaid (England) tberfuhrt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension bei maximaler
Beschleunigung (6,0 m/s®) zweimal 30 s mechanisch lysiert. Zwischen den zellauf-
schlieBenden Vorgéngen wurden die Ribolyser Tubes fiir 2 min auf Eis gekihlt. Die
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Lysate wurden entweder flir die RNA-Isolierung (siehe 2.5.1.3) oder fir die
Aufreinigung von rekombinantem Protein (siehe 2.7.1.3) verwendet.

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Heterologe Proteinexpression in E. coli DH5a.

2.7.1.1 Anzucht und Induktion in E. coli DH5a

Der rekombinante E. coli Stamm wurde in 25 ml LB-Medium Uber Nacht bei 37 °C und
180 UpM aerob kultiviert. Die Ubernachtkultur diente zur Einstellung von 500 ml
Zellsuspension in LB-Medium auf eine ODs40,m von 0,05. Diese Kultur wurde bis zu
einer ODs40nmVon 0,4 - 0,6 angezogen. Ein 1 ml Aliquot der Kultur wurde entnommen
und sedimentiert (13.000 UpM; 1 min). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 5x SDS-PAGE Probenpuffer (siehe 2.7.2) gelost. AnschlieBend erfolgte die
Induktion der Kultur durch Zusatz von Anhydrotetracyclin (0,2 pg/ml). Die Kulti-
vierung wurde bei 180 UpM und 22 °C uber Nacht fortgesetzt. AnschlieBend wurde
wiederum ein 1 ml Aliquot entnommen, zentrifugiert (13.000 UpM; 1 min) und das
Zellpellet in 5x SDS-PAGE Probenpuffer suspendiert. Der Rest der Kultur wurde
ebenfalls komplett zentrifugiert (4.000 UpM; 10 min) und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet und die entnommenen Aliquots wurden bei -20 °C gelagert.

2.7.1.2 Expressionskontrolle

Die eingefrorenen 1 ml Aliquots (siehe 2.7.1.1) vor und nach Anhydrotetracyclin
Induktion wurden fur 10 min bei 99 °C in dem Thermomixer Comfort (Eppendorf;
Hamburg) erhitzt. Anschlielend wurden die Proben mittels SDS-PAGE (siehe 2.7.2)
kontrolliert. Konnte eine induzierte Proteinexpression nachgewiesen werden, wurde das
Protein aus den eingefrorenen Zellpellets (siehe 2.7.1.1) gewonnen.

2.7.1.3 Reinigung von rekombinanten Proteinen mittels Streptactin-Sepharose

Fur die Reinigung von rekombinanten Strep-tagll-Fusionsproteinen wurde die
Strep-tag Il Technologie der Firma IBA GmbH (Gottingen) verwendet. Die fur die
heterologe Proteinexpression konstruierten Plasmide der pASK-IBA Serie sind im
Abschnitt 2.1.3 beschrieben. Die Reinigung erfolgte mittels Streptactin-Sepharose und
wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.7.2 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die SDS-PAGE nach Laemmli (1970) wurden 10 %ige SDS-Gele angefertigt. Die
Komponenten fiir das Sammel- und Trenngel sind in der Tabelle 7 zusammengefasst.



2 MATERIAL UND METHODEN SEITE 33

Tabelle 7: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele (Angaben fiir 2 Gele)

Komponenten SDS-Trenngel (10 %) SDS-Sammelgel (4 %)
Losung 1 2,5ml -

Losung 2 - 630 ul

10 % SDS 100 pl 50 pl
Rotiphorese Gel30 (Roth) 3,3ml 1ml
Glycerin 1,0ml -

TEMED* 10 pl 10 pl

10 % APS* 100 pl 40 pl

H,O dest. ad 10 ml ad 5 ml

* Diese Bestandteile wurden zuletzt hinzugegeben.

Loésung 1 (pH 8,8): Tris-HCI 15M
Natriumlaurylsulfat 0,4 %
Loésung 2 (pH 6,8): Tris-HCI 05M
Natriumlaurylsulfat 0,4 %

Die zu analysierenden Proben wurden im Verhéltnis 4:1 mit 5x SDS-Probenpuffer
gemischt und vor dem Auftragen fur 10 min bei 99 °C im Thermomixer Comfort
(Eppendorf; Hamburg) erhitzt. Die SDS-PAGE wurde in den Gelelektrophorese-
kammern von Bio-Rad (Minchen) in 1x SDS-Laufpuffer bei RT durchgefihrt.
Zunéchst erfolgte die Auftrennung im Sammelgel fir 30 min bei 80 V und dann die
Auftrennung im Trenngel bei 100 V. Die SDS-PAGE wurde beendet, wenn die
Lauffront das Gelende erreicht hatte. AnschlieBend wurden die SDS-Gele mit
Coomassieblau (2.7.3) gefarbt (siehe 2.7.4) oder fir einen Western Blot (2.7.4)
weitergenutzt.

1x SDS-Laufpuffer : Trizma (pH 8,3) 50 mM
Natriumlaurylsulfat 0,2%
Glycin 500 mM

5x SDS-Probenpuffer: Glyzerin 40 %
Natriumlaurylsulfat 20 %
Tris-HCI (pH 6,8) 0,25 M
Bromphenolblau 0,05 %
Beta-Mercaptoethanol 2,0 %
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2.7.3 Colloidal Coomassie Farbung

Die Polyacrylamidgele wurden zunéchst fiir 60 min in der Fixierlésung unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Anschlielend wurde die Fixierlésung gegen die Colloidal
Coomassie-Férbelosung ausgetauscht und die SDS-Gele wurden unter leichtem
Schwenken gefarbt. Nach 16 h erfolgte die Entfernung des unspezifisch gebundenen
Farbstoffes durch Inkubation in H,O dest. und die Proteinbanden wurden sichtbar.

Fixierlésung: Eisesssig 10 %
Ethanol 50 %
H,O dest. 40 %
Coomassie-Férbeldsung: Losung A 800 ml
Methanol 200 ml
Ldsung A: konz. Phosphorsdure 209
Ammoniumsulfat 100 g
Coomassie Blue R-250 19
H,0O dest ad 1000 ml

2.7.4 Western Blot

Fur den spezifischen Nachweis von Proteinen wurde das Polyacrylamidgel mittels
Western Blot auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Dazu
erfolgte zunachst eine Aquilibrierung des Geles fiir 15 min in Transferpuffer (25 mM
Tris-HCI; 192 mM Glycin; 20 % Methanol). Das Whatman Chromatographiepapier
wurde ebenfalls mit Transferpuffer befeuchtet. Zeitgleich wurde die PVDF-Membran
auf Gelgroflie zugeschnitten und zur Aktivierung der Membran fir 1 min in Methanol
inkubiert. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte unter Verwendung
der Transferkammer Trans-Blot SD von BioRad-Laboratories (Minchen). Von der
Kathode zur Anode wurden folgende Schichten luftblasenfrei aufgebaut:

Kathode: 2 x Whatman Chromatographiepapier
Polyacrylamidgel
PVDF-Membran

Anode: 2 x Whatman Chromatographiepapier

Der Transfer erfolgte bei RT fur 35 min bei einer konstanten Stromstérke von 120 mA.



2 MATERIAL UND METHODEN SEITE 35

2.7.4.1 Immunologische Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen

Fur den immunologischen Nachweis von Proteinen wurde die Membran nach dem
Transfer (siehe 2.7.4) fur 1 h in Blockierungslésung (1:10 verdiinnte Magermilch in
1x PBS) inkubiert und anschlielend dreimal fur 5 min mit 1x PBS gewaschen. Nach
dem Waschvorgang erfolgte eine einstiindige Inkubation der Membran in einer 1:4.000
in 1x PBS verdlinnten Strep-Tactin AP Konjugat-Lésung (IBA GmbH; Gottingen) unter
leichtem Schwenken bei RT. Die Strep-Tactin AP Konjugate konnten nur an die auf die
Membran transferierten Strep-tagll-Fusionsproteine binden. Zur Entfernung der
ungebundenen AP Konjugate wurde die Membran erneut dreimal fir 5 min mit 1x PBS
gewaschen. Nach der Zugabe von 10 ml NBT/BCIP-Fertiglésung (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH; Steinheim) und 10 min Inkubation im Dunkeln konnten die Proteine
durch die blaue Farbe des durch die alkalische Phosphatase umgesetzten NBT/BCIP
direkt auf der Membran nachgewiesen werden.

1x PBS (pH 7.4): NaCl 187 mM
KCI 2,7 mM
Na;HPO, 1,5 mM
NaH,PO, 8,1 mM

2.7.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration kam der Coomassie (Bradford) Protein
Assay Kit von Thermo Scientific (USA) zum Einsatz. Zu 25 pl der Probe wurde 1 ml
Bradford-Reagenz gegeben und nach einem Zeitraum von 10 min wurde die Absorption
bei 595 nm gegen einen Leerwert (Puffer der Probe) an einem SmartSpec'™ Plus
Spektralphotometer (BioRad-Laboratories) gemessen. Betrug die ODsgsnm > 0,5 wurde
die Probe entsprechend verdiinnt. Die Proteinkonzentration konnte anhand einer mit
BSA (0 — 1,0 mg) erstellten Eichgerade berechnet werden.

2.7.6 Entsalzen und Einengen von Proteinen

2.7.6.1 Dialyse

Zum Entsalzen von Proteinlésungen wurden Visking-Dialysierschlauche (Serva) mit
mittlerem Porenradius von 24 A verwendet. Die Dialyse erfolgte Gber Nacht bei 4 °C
unter leichtem Ruhren und zweimaligem Wechsel des Puffers (PBS). Die nieder-
molekularen Verbindungen und lonen konnten durch die Membran diffundieren,
wéhrend die Proteine zurlickgehalten wurden. Fir das Entsalzen von ca. 2,5 ml
Proteinlosung wurden zweimal 400 ml PBS verwendet.
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2.7.6.2 Centricon-Konzentratoren

Zur Konzentrierung von Proteinlésungen kamen Centricon-Ultrazentrifugations-
einheiten der Firma Amicon (USA) mit der AusschlussgroRe 50.000 Da zum Einsatz.
Das Einengen der Proteine wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.8  Messung von Enzymaktivitaten

Die photometrischen Messungen wurden an dem SmartSpec™ Plus Spektralphotometer
der Firma BioRad-Laboratories in 1cm Kivetten (Sarstedt) durchgefihrt. Die
Bestimmung der Arginin Deiminase — und der Carbamat Kinase Aktivitéat erfolgte mit
Hilfe des Ammonia Assay Kit der Firma Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim). Das durch
die Arginin Deiminase bzw. durch die Carbamat Kinase gebildete Ammonium reagierte
mit o-Ketoglutarat und reduziertem NADPH in Anwesenheit der Glutamat
Dehydrogenase (GDH) zu Glutamat und oxidiertem NADP" (Abbildung 7). Die Ab-
nahme der Absorption bei 340 nm, durch die Oxidation des NADPHSs, war proportional
zu dem gebildeten Ammonium.

<
‘ o ! L0+ o~
a-Ketoglutarat NADPH L-Glutamat NADP+

Abbildung 7: Reaktion der Glutamat Dehydrogenase (E.C.:1.4.1.3)
(http://lwww.brenda-enzymes.org/)

2.8.1 Bestimmung der Arginin Deiminase Aktivitat (Hering et al., 2013)

Die Bestimmung der Aktivitat der rekombinanten Arginin Deiminase erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 250 pl bei 37 °C in einem Zeitraum von 30 min. Anschliel3end
wurden 100 ul des Reaktionsansatzes zu 1 ml des Ammonia Assay Kits gegeben. Die
nachgeschaltete Reaktion (siehe 2.8) wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Gemessen wurde die Abnahme von NADPH bei 340 nm (eNADPH = 6,3 mM™ x cm™)
Uber einen Zeitraum von 5 min. Als Kontrolle wurde ein Reaktionsansatz ohne Arginin
mitgefuhrt. Alle fir die Reaktionen benétigten Chemikalien wurden von den Firmen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) bzw. Carl Roth GmbH (Karlsruhe) bezogen.
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Reaktionsansatz

Substanz Stocklésung Volumen Endkonzentration
MES/KOH (pH 6,5) 05M 50 pl 100 mM
MgCl, 25 mM 50 pl 5mM
L-Arginin 10 mM 50 pl 2mM

H,0 dest 50 pl

rekombinantes Enzym 50 pl

Gesamtvolumen 250 pl

2.8.2 Bestimmung der Carbamat Kinase Aktivitat (Hering et al., 2013)

Das Prinzip der Aktivitatsmessung beruht ebenfalls auf der Bildung von Ammonium.
Die enzymatische Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 250 pl bei 37 °C.
Nach 30 min Inkubation erfolgte die Zugabe von 1 ml des Ammonia Assay Kits
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) zu 100 pl des Reaktionsansatzes. In der gekoppelten
Reaktion mit der Glutamat Dehydrogenase erfolgte die Oxidation von NADPH
(eNADPH = 6,3 mM™ x cm™) und damit verbundene Abnahme der Absorption bei
340 nm (siehe 2.8). Die photometrische Messung erfolgte Uber einen Zeitraum von
5 min.

Reaktionsansatz

Substanz Stocklésung Volumen Endkonzentration
MES/KOH (pH 6,5) 0,5M 50 pl 100 mM
MgCl, 25 mM 50 pl 5mM
Carbamoylphosphat 5mM 50 pl 1 mM
ADP 5mM 50 pl 1mM
rekombinantes Enzym 50 pl

Gesamtvolumen 250 pl

Als Kontrolle wurden Reaktionsansdtze ohne Carbamoylphosphat bzw. ADP mitge-
fuhrt. Die Chemikalien fur die Reaktionen wurden von den Firmen Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim) bzw. Carl Roth GmbH (Karlsruhe) erworben.
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2.9 Invitro-Zytotoxizitatstest mittels Kristallviolett-Assay

Fur die schnelle und kostenglinstige Untersuchung der antiproliferativen Wirkung der
rekombinanten Arginine Deiminase auf Arginin-auxotrophe Tumorzellen wurde der
In vitro-Zytotoxizitatstest Kristallviolett-Assay verwendet.

Dieser Test beruht auf einem kolorimetrischen Verfahren, welches erstmals in Gillies et
al. (1986) beschrieben wurde. Bei diesem Nachweis handelt es sich um einen
Zellkulturtest, bei dem die antiproliferative Wirkung tber die verénderte Zellmasse
bestimmt wird. Lebensfahige Zellen nehmen den Kristallviolettfarbstoff auf, Proteine
innerhalb der Zellen werden angefarbt und die Anzahl gefarbter Zellen einer
Monolayerschicht kann mittels Spektralphotometer bestimmt werden.

Zu Beginn jeder Versuchsreihe wurden 1 x 10° Zellen in 200 pl Medium in einer
96-well-Mikrotiterplatten ausgesat und anschlieBend in einer 5%igen CO,-Atmosphare
bei 37 °C kultiviert. Fir jede der zu untersuchenden Zelllinien wurden drei technische
Replikate angefertigt. Fir die Untersuchung der antiproliferationshemmenden Wirkung
der AD wurden verschiedene AD-Konzentrationen zugegeben. Die Endkonzentration an
AD pro well betrug zwischen 0,415 und 41,5 mU/ml. Als Kontrolle wurden mit PBS
behandelte Zellen mitgeflihrt. Die Messungen erfolgten nach 72 h bzw. nach 144 h in
den Kombinationsversuchen von Zytostatika und AD. Nach den oben genannten
Inkubationszeiten wurden die Uberstande abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und Uber Nacht bei RT getrocknet. AnschlieRend erfolgte eine 20-mindtige
Vitalfarbung mit einer 0,1%igen Kristallviolettlosung. Im Anschluss wurde der
Uberstand entnommen und die Zellen dreimal mit A.dest gewaschen. Nach dem
Waschvorgang erfolgte die Zugabe von 1% SDS und eine 15-minitige Inkubation.
AnschlieRend wurde der Uberstand entnommen, entsprechend verdiinnt und mittels
Spektralphotometer bei 570 nm analysiert.

Mit Hilfe des Kristallviolett-Assays kann nun eine semi-quantitative Aussage Uber die
Vitalitét einer in vitro Kultur getroffen werden. Die im Rahmen dieser Arbeit getesteten
Tumorzelllinien sind in Abschnitt 2.1.2 zusammengefasst. Die Messungen wurden
durch Dr. Ulrike Klier am Institut fiir Allgemeine Thorax-, Gefal- und
Transplantationschirurgie in der AG Molekulare Onkologie und Immuntherapie
(Universitatsmedizin Rostock) durchgefiihrt.

Kristallviolettldsung: Kristallviolett 290
Formalin (37 %) 100 ml
Ethanol (96 %) 200 ml
2 M Tris-Base 5ml
CaCl, 10 ¢

H»>0 dest ad 2000 ml
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2.10 Versuche zum bakteriellen Uberleben

2.10.1 Bakterielles Uberleben in saurer Umgebung

Zur Untersuchung der Fahigkeit der S.pyogenes Stdmme unter sauren
Umgebungsbedingungen zu uberdauern, wurde die Methode nach Degnan et al., 2000
durchgefuhrt. Dafir wurden 10 ml THY-Medium mit einer Bakterienkolonie beimpft
und Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, kultiviert. AnschlieBend erfolgte ein
Zentrifugationsschritt (4.000 UpM; 10 min; 4 °C) und der Uberstand wurde verworfen.
Das Zellpellet wurde in Puffer S (20 mM Na;HPO4/NaH,PO4; 1 mM MgCl,; 25 mM
Arginin-HCI; pH 4,0) suspendiert und erneut zentrifugiert (4.000 UpM; 10 min; 4 °C).
Nach dem Waschen wurde die Bakteriensuspension auf eine ODgyonm VOn 0,1 mit
Puffer S eingestellt.

100 pl wurden aus dem Bakteriengemisch entnommen und zur Bestimmung des
Lebendkeimzahl in geeigneten Verdunnungsstufen auf THY-Agarplatten ausplattiert.
Die restliche Zellsuspension inkubierte bis zu vier Stunden bei 37 °C in dem sauren
Puffer. Nach zwei bzw. vier Stunden wurden erneut Proben enthommen und in einer
Verdinnungsreihe auf THY-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C und
5% CO, kultiviert. Nach 16 Stunden konnten die Kolonien ausgezahlt werden und das
bakterielle Uberleben nach zwei bzw. vier Stunden wurde als prozentuale Angabe im
Vergleich zur Ausgangszellzahl bestimmt.

2.10.2 Bakterielles Wachstum in humanem Vollblut (Nakata et al., 2009b, mod.)

Zur Untersuchung des Wachstums von S. pyogenes in humanem Vollblut wurden
zundchst die zu testenden S. pyogenes Stamme in 10 ml THY-Medium (ber Nacht bei
37 °C und 5 % CO, kultiviert. Die Ubernachtkultur diente zur Einstellung der ODgoo nm
auf 0,05 einer frischen Hauptkultur. Nach dem Erreichen der frihen exponentiellen
Wachstumsphase (ODgoonm = 0,25) wurden 100 pl der Kultur entnommen und 1:10.000
in 1x PBS verdinnt. Zur Bestimmung der Zellzahl der eingestellten Bakterien-
suspension wurde eine Verdinnungsreihe angefertigt und auf THY-Agarplatten
ausplattiert. 20 pul der Bakteriensuspension wurden zu 480 ul heparinisiertem Blut
gegeben und fir 3 h bei 37 °C unter Rotation im Thermomixer Comfort (Eppendorf;
Hamburg) inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Blut/Bakterien-Gemisch
entsprechend verdunnt und auf THY-Agarplatten ausplattiert. Nach der Kultivierung der
Agarplatten (16 h; 37 °C; 5% CO;) wurden die Kolonien ausgezéhlt und anhand des
Verhéltnisses zwischen den Koloniebildenden Einheiten (KbE) der Kontrollplatten und
den KbE nach der Blutinkubation konnte der Multiplikationsfaktor als Mal fur das
bakterielle Wachstum bestimmt werden.
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2.10.3 Phagozytose-Assay mit J774 Zellen (Hampton et al., 1999, mod.)

J774-Zellen, eine murine Makrophagen-Zelllinie, wurden von der Firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim) bezogen. Die Anzucht der Zellen erfolgte in
Zellkulturflaschen (75 cm?, Greiner Bio-Zone) in 25 ml Medium (DMEM, 10 % (v/v)
FKS) bei 37 °C und 5% CO,. Fir weitere Kultivierungen bzw. fiir das Passagieren
wurden die Zellen mit Trypsin behandelt und somit von dem Flaschenboden abgel6st.
Die Zellzahl wurde mittels Biirker-Zahlkammer bestimmt und auf eine fur den Versuch
relevante Zellzahl (1 x 107 Zellen/ml) eingestellt.

Fur den Phagozytose-Assay wurden zundchst die zu untersuchenden S. pyogenes
Stamme in 10 ml THY-Medium Uber Nacht bei 37 °C und 5% CO; kultiviert.
AnschlieBend wurden 0,5 ml der Ubernachtkulturen zu 9,5 ml frischem THY-Medium
gegeben und die Kultivierung (37 °C; 5% CO,) wurde bis zum Erreichen der friihen
exponentiellen Wachstumsphase (ODggo nm = 0,3) fortgesetzt. Nach der darauffolgenden
Zentrifugation (4.000 UpM; 10 min; 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet zweimal mit 5 ml HBSS gewaschen. Das Zellpellet wurde anschlieRend in
HBSS gel6st und auf eine ODggo nm VON 1,0 eingestellt. 54 ul dieser Bakteriensuspension
wurden zu 846 pl HBSS (hanks balanced salt solution) gegeben (Endkonzentration
10 Bakterien/ml). Als nachster Schritt erfolgte eine 20-miniitige Opsonierung der
Bakteriensuspension durch Zugabe von 100 pul Serum bei 37 °C unter leichtem
Schitteln im Thermomixer Comfort (Eppendorf; Hamburg). Zu 250 pl opsonierten
Bakterien wurden 25 pl Serum und 225 pl J774-Zellen (10 Zellen/ml) gegeben. Fiir
den Kontrollwert wurde anstatt der J774-Zellen 225 ul DMEM hinzugegeben. Die
beiden Ansatze inkubierten fir 30 min bei 37 °C unter leichtem Schitteln im
Thermomixer Comfort.

Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von 500 ul eiskaltem 1x PBS und die Ansétze
wurden firr finf min bei 4°C und 2.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand des
J774-Zellen/Bakterienansatzes wurde in ein neues Eppendorf-GefaR tberfuhrt. Nach
zweimaligem Wiederholen des Waschvorganges (2.000 UpM; 5 min; 4 °C) mit je 1 ml
PBS wurde der Uberstand des J774-Zellen/Bakterienansatzes in dem gleichen
Eppendorf-Gefa gesammelt (extrazelluldre Bakterien). Fir die eukaryotische Zelllyse
wurde das Zellpellet anschlielend in 1 ml PBS suspendiert und 20 pl Saponin einer
25 pl/ml Stocklésung dazugegeben (intrazelluldre Bakterien). Das Eppendorf-Gefal mit
den gesammelten extrazellularen Bakterien und der Kontrollansatz wurden in der
Kiihlzentrifuge Kendro (Heraeus) sedimentiert, der Uberstand verworfen und die
Zellpellets jeweils in 1 ml PBS gelost. Sowohl fur die Kontrolle als auch fir die
intrazellularen und extrazellularen Bakterien wurden entsprechende Verdinnungsreihen
angefertigt und auf THY-Agarplatten ausplattiert. Nach der Kultivierung tber Nacht
(37 °C; 5 % CO,) wurden die Kolonien ausgezahlt und die Absterberate berechnet.
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Losung 1:

Ldsung 2:

2.11 Chemikalien

Losung 1
Losung 2

130 mM MgCl,
230 mM MgSO,
80 mM NaHCO;
H,O dest

NaCl
KCI
Glukose
H,O dest

NazHPO4
KH,PO,
H,O dest

10,0 ml
1,0 ml
1,0 ml
1,0 ml
5,0 ml

ad 100 ml

8,09
044
10¢9
ad 100 ml

0,358 ¢
0,649
ad 100 ml

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht gesondert vermerkt, von den Firmen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim), Carl-Roth GmbH (Karlsruhe), Oxoid Ltd.
(Basingstoke, GB), Merck KgaA (Darmstadt), Fluka Chemie AG (Buchs), J.T.Baker
(Deventer, NL), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg) und Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham, USA) bezogen.

2.12 Statistische Analysen

Fur die Berechnungen von Signifikanzen mittels Mann-Whitney U Test wurde die
freiverfligbare Onlinesoftware (http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.ntml) ver-

wendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung einer arcA-Deletionsmutante von S. pyogenes M49

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine arcA-Deletionsmutante von S. pyogenes M49 zu
konstruieren und zu charakterisieren. Dafur wurde das entsprechende arcA-Gen auf dem
S. pyogenes-Chromosom durch homologe Rekombination mit Hilfe eines zuvor
konstruierten Plasmides (siehe 3.1.1) ausgeschaltet.

3.1.1 Konstruktion des arcA-Deletionsplasmides pASK_IBA3C_ArcA

Fur die Konstruktion von pASK_IBA3C_ArcA wurden die 5°- und 3¢- flankierenden
Regionen von arcA unter Verwendung der spezifischen Primer (siehe 2.5.3) mittels
PCR aus der chromosomalen DNA von S. pyogenes amplifiziert, gereinigt und mit
EcoRV endonukleolytisch gespalten. Die verdauten flankierenden Regionen wurden
ligiert und das Ligationsprodukt diente als Template fir eine PCR mit dem forward
Primer der 5°‘-flankierenden Region und dem reverse Primer der 3‘-flankierenden
Region (siehe 2.5.3). Das PCR-Produkt wurde gereinigt und mit BamHI und HindlIlI
verdaut und in den mit gleichen Enzymen verdauten pASK_IBA3C Vektor ligiert. Der
konstruierte Vektor wurde in E. coli DH5a transformiert und der Transformationsansatz
auf Selektivagar mit Chloramphenicol ausplattiert. Aus den positiven Transformanten
wurde das Plasmid isoliert und mit ECORV gespalten. Zuletzt wurde der lineare Vektor
mit einer Spectinomycinkassette (aad9) ligiert, welche durch eine PCR mit
aad9-spezifischen Primern (siehe 2.5.3) von dem Plasmid pFW5 amplifiziert, gereinigt
und mit EcoRV gespalten wurde. Das fertige Konstrukt wurde in E. coli DH5a
transformiert und auf Selektivagar mit Chloramphenicol und Spectinomycin
ausplattiert. Die Transformanten wurden mittels Kolonie-PCR getestet. Aus den
positiven Klonen wurde das Plasmid isoliert und eine Testrestriktion durchgefuhrt.

In Abbildung 8 ist die Kontrollrestriktion von pASK_IBA3C_ArcA dargestellt. Durch
die Spaltung mit BamHI (Spur 2) und HindlIl (Spur 3) wurde der Vektor linearisiert
und lief auf einer Héhe von 5,4 kb. In Spur 4 wurde mit BamHI und Hindlll das
komplette einligierte Deletionsfragment, bestehend aus den flankierenden Regionen des
arcA-Gens und der Spectinomycinkassette, herausgeschnitten. Die obere Bande zeigt
den linearisierten Vektor pASK_IBA3C bei 3,2 kb und die untere Bande das
Deletionsfragment bei 2,4 kb. Spur 5 zeigt die Kontrollrestriktion mit EcoRV. Die obere
Bande bei 4,2 kb stellt den linearisierten Vektor pASK IBA3C mit den beiden
flankierenden Regionen dar, und die untere Bande das einklonierte PCR-Produkt von
aad9 bei 1,1 kb.
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Abbildung 8: Kontrollrestriktion von pASK_IBA3C_ArcA. (1%iges Agarosegel)

3.1.2 Deletion von arcA in S. pyogenes M49

Das Deletionsplasmid pASK _IBA3C_ArcA war die Grundlage fur die Herstellung der
arcA-Deletionsmutante (darcA). Dafir wurde 1 mg des Plasmides in kompetente
S. pyogenes Zellen elektroporiert (siehe Abschnitt 2.6.4) und der Elektroporationsansatz
auf Selektivagar mit Spectinomycin ausplattiert. Das Plasmid pASK_ IBA3C_ArcA
wird in S. pyogenes nicht repliziert (suicide-Vektor), da der Vektor nur einen
Replikationsursprung fur E. coli besitzt. Somit konnten nur diejenigen Zellen unter
Spectinomycin-Selektion (berleben, in denen die aad9-Resistenzkassette Uber
single-cross-over oder double-cross-over Ereignisse ins Chromosom integriert wurde.
In Abbildung 9 ist der Austausch des arcA-Genes gegen das aad9-Resistenzgen durch
homologe Rekombination schematisch dargestelit.
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Abbildung 9: Schema der homologen Rekombination zwischen dem S. pyogenes Chromosom und

dem Plasmid pASK_IBA3C_ArcA. Durch gezielte Mutagenese wurde das arcA-Gen gegen das
aad9-Resistenzgen ausgetauscht.

Die Uberpriifung der auf THYspec gewachsenen Kolonien auf Deletion von arcA
erfolgte auf DNA- und Transkriptionsebene.

3.1.2.1 Nachweis der arcA-Deletion auf chromosomaler Ebene

Zur Bestatigung der arcA-Deletion auf chromosomaler Ebene wurde die DNA der
potentiellen Mutante und als Kontrolle die DNA des Wildtyps isoliert und mit
verschiedenen Primerkombinationen (siehe Abschnitt 2.5.3) mittels PCR getestet.

In Abbildung 10 A ist zu erkennen, dass mit den aad9-spezifischen Primern nur ein
PCR-Produkt von 1,1 kb in der AarcA-Mutante (Spur 3) amplifiziert wurde. Dieses
Fragment wurde im Wildtyp nicht nachgewiesen (Spur 2). Folglich wurde das
Spectinomycinresistenzgen in das Chromosom der Mutante integriert. Abbildung 10 B
zeigt, dass das arcA-Gen in der Mutante deletiert wurde, da mit den arcA-spezifischen
Primern nur fur den Wildtyp (Spur 2) ein PCR-Produkt von 1,2 kb nachgewiesen
werden konnte. Bei der Mutante konnten die Primer aufgrund des fehlenden arcA-Gens
nicht binden (Spur 3). In Abbildung 10 C wurden die PCR-Produkte aufgetragen, die
mit den Primern auBerhalb der flankierenden Regionen amplifiziert wurden. Da das
aad9-Gen ca. 0,1kb kleiner ist als das arcA-Gen, konnte der Unterschied der
PCR-Produkte von Wildtyp (2,4 kb, Spur 2) und Mutante (2,3 kb, Spur 3) im Gelbild
nachgewiesen werden. In Abbildung 10 D wurde die Integration des aad9-Gens ins
Chromosom der Mutante ebenfalls bestatigt. Mit der Kombination aus dem
aad9-spezifischen forward Primer und den reverse Primer der 5°-flankierenden Region
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des arcA-Gens konnte nur bei der Mutante (Spur 3) ein 1,7 kb PCR-Fragment
amplifiziert werden. Beim Wildtyp in Spur 2 konnten die Primer wegen des fehlenden
aad9-Gens nicht binden.

A B C D
bp 1 2 3 bp 1 2 3 bp 1 2 3 bp 1 2 3
; g‘
— 3000 -
2000  — 2000 p 3000 s 2000 )
1500 s = =
1500 one 2500 - 00
1000 g e 1000 2000
750 1000 s
750 == 1500
——
Spur 1: 1 kb Marker Spur 1: 1 kb Marker Spur 1: 1 kb Marker Spur 1: 1 kb Marker
Spur 2: WT Spur 2: WT Spur 2: WT Spur 2: WT
Spur 3: AarcA Spur 3: AarcA Spur 3: AarcA Spur 3: AarcA

Abbildung 10: Bestatigung der AarcA-Mutante mittels PCR. A) Amplifikation des aad9-Gens. B)
Amplifikation des arcA-Gens. C) Amplifikation mit Primern aulRerhalb der flankierenden Regionen. D)
Amplifikation mit den aad9-spezifischen forward Primer und den reverse Primer der 5‘-flankierenden
Region des arcA-Gens.

3.1.2.2 Nachweis der arcA-Deletions auf Transkriptionsebene

Fur die Bestatigung, dass das arcA-Gen in der Mutante nicht exprimiert wird, wurde
zunachst die Gesamt-RNA aus in der exponentiellen Wachstumsphase befindlichen
Zellen von Wildtyp und Mutante nach Kultivierung in THY-Medium isoliert. Die
darauffolgenden Northern Blot-Analysen wurden wie in Abschnitt 2.5.8 beschrieben
durchgefuhrt. Nach Auftrennung im denaturierenden Agarosegel und dem Transfer der
RNA mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran wurde diese mit verschiedenen fir
die RNA-Sequenzen des arc-Operons und des aad9-Gens spezifischen DIG-markierten
Sonden (siehe Abschnitt 2.5.8) hybridisiert.

Die Ergebnisse der Northern Blot-Analysen sind in Abbildung 11 dargestelit. In der
Mutante konnten keine Transkripte des arcA-Gens detektiert werden. Hingegen war das
Chemilumineszenzsignal flr die arcA-Sonde bei dem Wildtyp deutlich nachweisbar.
Die Transkripte flr die benachbarten ORFs arcB und 1198c konnten sowohl fur den
Wildtyp als auch fir die Mutante mit den entsprechenden Sonden nachgewiesen
werden. Dies deutet daraufhin, dass die arcA-Deletion und der Einbau des aad9-Gens
keinen Einfluss auf die Transkription der Gene des arc-Operons haben. Die aad9-Sonde
ergab nur ein Hybridisierungssinal in der Mutante und nicht im Wildtyp.
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arcB: Gen fiir die Ornithin Carbamoyltransferase arcC: Gen fiir die Carbamat Kinase
aad9: Gen fiir die Spectinomycin Adenyltransferase 1198c¢: Gen fiir einen hypothetischen Crp-Regulator

1196¢: Gen fiir eine hypothetische Histon Acetyltransferase 1194c¢: Gen fiir eine hypothetisches Transmembranprotein
1193c: Gen fiir eine hypothetisches Xaa-His Dipeptidase

Abbildung 11: Northern Blot-Analyse von S. pyogenes M49 (WT) und AarcA-Mutante. A)
Aufgetragen wurden je 2 pg Gesamt-RNA pro Spur. Es wurde mit arcA, arcB, aad9 und 1198c
spezifischen DIG-markierten Sonden hybridisiert. B) Schematische Darstellung der relevanten
chromosomalen Anordnung des arc-Operons in Wildtyp und AarcA-Mutante.

3.2 Wachstumsanalysen der AarcA-Mutante

In den nachfolgenden Experimenten wurde die konstruierte Mutante in ihrem Wachs-
tumsverhalten in Komplexmedium THY, chemisch-definiertem CDM-LAB-Medium
sowie in heparinisiertem Vollblut untersucht. Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten
Wachstumsanalysen wurden mindestens dreimal reproduziert.

3.2.1 Wachstum von S. pyogenes M49 AarcA in THY-Medium

Zur Analyse eines moglichen Einflusses der Deletion des arcA-Gens auf das Wachstum
der Streptokokken wurde das Wachstumsverhalten der AarcA-Mutante im Vergleich
zum Wildtypstamm im Komplexmedium THY untersucht (Abbildung 12). Hierfur
wurden die beiden Stamme tber Nacht in THY-Medium kultiviert. Die Ubernacht-
kulturen dienten als Inokulum fiir die nachfolgenden Wachstumsversuche bei 37 °C und
5% CO,. Das Wachstum wurde photometrisch durch stindliche Messung der OD bei
600 nm uberwacht.
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Abbildung 12: Wachstumskurve (A) und Wachstumsrate (B) von S. pyogenes M49 Wildtyp und
AarcA-Mutante in THY-Medium. Die Kultivierung erfolgte in 30 ml Medium bei 37 °C und 5 % CO,.
n=3

Im Vergleich zum Kontrollstamm M49 (591) zeigte die AarcA-Mutante weder
hinsichtlich des Wachstumsverlaufs (Abbildung 12 A) noch in der Wachstumsrate
(Abbildung 12 B) phanotypische Unterschiede bei Wachstum in THY-Medium.

3.2.2 Wachstum von S. pyogenes M49 AarcA in CDM-LAB-Medium

Der S. pyogenes M49 Wildtypstamm und die AarcA-Mutante wurden Uber Nacht in
THY-Medium kultiviert, zentrifugiert und die Zellsedimente zweimal mit 1x PBS
gewaschen. Die anschliefende Wachstumsanalyse erfolgte in CDM-LAB-Medium bei
37 °Cund 5 % CO:..

In Abbildung 13 A ist die Wachstumskurve der AarcA-Mutante im Vergleich zum
Wildtypstamm dargestellt. Der Wachstumsverlauf und die Wachstumsrate machen
deutlich, dass die Deletion von arcA keine signifikante Auswirkung auf das Wachstum
von S. pyogenes M49 hat (Abbildung 13 B).
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Abbildung 13: Wachstumskurve (A) und Wachstumsrate (B) von S. pyogenes M49 (WT) und
Mutante (AarcA) in CDM-LAB-Medium. Die Kultivierung erfolgte in 30 ml Medium bei 37 °C und
5 % CO,. n=3

Zusatzlich wurde die  Ammoniumproduktion nach 24-stindigem Wachstum im
CDM-LAB-Medium analysiert. Hierftr wurden zu Beginn (0 h) und am Ende (24 h) der
Kultivierung Proben entnommen und in den sterilfiltrierten Uberstanden die
Ammoniumkonzentration mittels Ammonia Assay Kit (Sigma-Aldrich GmbH)
bestimmt. Die sich daraus ergebende Differenz spiegelte die Ammoniakproduktion der
Streptokokken nach 24 h wider.

Es konnte eine 50 % geringere Ammoniumkonzentration in den Uberstanden der
Mutante im Vergleich zum WT nachgewiesen werden. Dieser signifikante Unterschied
(p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test) ist in Abbildung 14 dargestellt. Der Wildtyp zeigte
mit 14,8 pg Ammonium/ml eine deutlich héhere Ammoniumproduktion nach 24 h als die
Mutante mit 7,4 ug Ammonium/mi.
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Abbildung 14: Ammoniumproduktion von S. pyogenes M49 (WT) und Mutante (AarcA) nach 24 h
Kultivierung in CDM-LAB-Medium. Dargestellt ist die Ammoniumkonzentration (ug/ml) in den
Uberstinden vom Wildtyp und AarcA-Mutante nach 24-stiindiger Kultivierung in CDM-LAB-Medium
bei 37 °C und 5% CO,. Das Sternchen markiert den signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und
AarcA-Mutante (* p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test). n=4

Damit konnte gezeigt werden, dass die AD eine entscheidende Rolle bei der
Ammoniumproduktion von S. pyogenes spielt.

3.3 Rolle des ADS von S. pyogenes unter Saurestress

Da die Deletion des arcA-Gens keinen Einfluss auf das Wachstum von S. pyogenes
unter Standardbedingungen hatte, jedoch zu einer verringerten Ammoniumproduktion
filhrte, wurde die Bedeutung der AD fiir das Uberleben bei niedrigen pH-Werten
untersucht.

3.3.1 Uberleben von S. pyogenes M49 Wildtyp und AarcA-Mutante unter sauren
Bedingungen

In den folgenden Versuchen sollte experimentell Gberprift werden, inwiefern das ADS
in der Lage ist, unter sauren Bedingungen den extrazellularen pH-Wert anzuheben,
damit die Zellen den Saurestress tiberdauern kénnen.

Daflr wurden die AarcA-Mutante und der Wildtypstamm tber Nacht bei 37 °C und 5 %
CO; kultiviert. Die Zellen wurden geerntet, mit Puffer S (pH 4,0; 20 mM NayP30y;
25 mM L-Arginin) gewaschen und auf eine ODggonm VON 1,0 eingestellt. Die eingestellte
Zellsuspension wurde 1:10 mit Puffer S verdinnt und diente als Ausgangsinokulum fir
die Versuche. Die Ansitze inkubierten bei 37 °C und das Uberleben der Bakterien
wurde nach zwei bzw. vier Stunden durch Ausplattieren und Z&hlen der Kolonien
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bestimmt (siehe Abschnitt 2.10.1). Die Ergebnisse wurden als prozentuale Angaben,
bezogen auf das Ausgangsinokulum, in Abbildung 15 A dargestellt.

Abbildung 15 A ist zu entnehmen, dass die AarcA-Mutante dem S&urestress nicht
entgegenwirken konnte. Bereits nach zwei Stunden waren nur noch wenige
koloniebildende Einheiten nachweisbar. Der Wildtyp zeigte nahezu keine Verénderung
hinsichtlich der Uberlebensrate, nach vier Stunden reduzierte sich die Lebendkeimzahl
nur um etwa 7 %. Die pH-Messungen der Uberstande (Abbildung 15 B) zeigten, dass
der Wildtyp in der Lage war, den extrazelluldren pH-Wert nach vier Stunden von 4,2
auf 6,7 anzuheben. Dagegen konnte bei der Mutante nur ein geringer Anstieg des
extrazellularen pH-Wertes auf 4,7 gemessen werden (Mann-Whitney-U-Test;
**p< 0,01;).

Der Anstieg des pH-Wertes beruhte auf der zunehmenden Konzentration an
Ammonium, welches durch den Abbau des im Puffer S enthaltenen Arginins durch das
ADS gebildet wurde. In Abbildung 15 C ist zu erkennen, dass die Mutante, aufgrund
der Deletion von arcA, nur geringe Mengen Ammonium bilden konnte. Im Uberstand
des Wildtypansatzes konnte ein Ammoniumgehalt von 2,34 pg/ml nachgewiesen
werden.
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Abbildung 15: Einfluss von Saurestress auf S. pyogenes M49 (WT) und Mutante (AarcA). Wildtyp
und AarcA-Mutante inkubierten fur 4 h in Puffer S (pH 4,0; 20 mM Na,P3;0,4; 25 mM L-Arginin) bei
37 °C. A) Darstellung der Uberlebensrate von Wildtyp und Mutante als prozentuale Angabe bezogen auf
das Ausgangsinokulum. B) pH-Messungen im Uberstand zu Beginn und nach 4 h der Inkubation. C)
Messung des Ammoniumgehaltes in den Uberstanden nach 4 h. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit
Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten dargestellt (Mann-Whitney-U-Test;
**p< 0,01).
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Um im Anschluss daran die Frage zu beantworten, ob die Mutanten-Zellen lysieren oder
die Zellen im VBNC (viable but nonculturable)-Status verharren, wurde eine
Lebend/Tot-Farbung der Zellen, wie in Abschnitt 2.4.2.2 beschrieben, durchgefuhrt.
Daftur wurden 1 ml der Zellsuspension nach vierstiindiger Inkubation in Puffer S (siehe
Abschnitt 3.3.1) entnommen und 1:10 mit 1x PBS verdiinnt. Durch die Zugabe von 1 pul
des Farbstoffgemisches aus SYTO 9 und Propidium-lodid (Verhéltnis 1:1) konnte
mittels Fluoreszenzmikroskop anhand der Fluoreszenzfarbung zwischen lebenden
(grin) und toten (rot) Zellen unterschieden werden. In Abbildung 16 sind die
Fluoreszenzfarbungen von Wildtyp (A) und AarcA-Mutante (B) gegentbergestellt.

Die Lebend/Tot-Bestimmung in einem markierten Sichtfeld ergab, dass die Wildtyp-
zellen lebensfahig waren, denn 90 % der beobachteten Wildtypzellen fluoreszierten
griin. Dieses stimmt mit dem in Abbildung 15 A dargestellten Ergebnis der Bestimmung
der koloniebildenden Einheiten Uberein. Hingegen ist in der Abbildung 16 B deutlich zu
erkennen, dass der Grolteil der Zellen der AarcA-Mutante Uberwiegend rot
fluoreszierte, womit die Lyse der Mutante nachgewiesen werden konnte.

Abbildung 16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von S. pyogenes M49 (WT) und
AarcA-Mutante. Wildtypstamm (A) und AarcA-Mutante (B) inkubierten fur 4 h in Puffer S (pH 4,0;
20 mM Na,P;0, 25 mM L-Arginin) bei 37 °C. Die Zellsuspension wurde anschlieRend mit Baclight ™
Bacterial Viability Kit analysiert: griin = lebend, rot= tot.

Neben dem ADS wurden weitere ammoniumproduzierende Stoffwechselwege unter-
sucht, welche S. pyogenes nutzen kodnnte, um den S&urestress Uberdauern kdénnen.
Durch den Abbau von Asparagin, Serin oder Glutamin konnte jedoch nicht geniigend
Ammonium produziert werden, um das Uberleben der Bakterien zu ermdglichen.

3.3.2 Wachstum der AarcA-Mutante bei niedrigem pH-Wert

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens von WT und  AarcA-Mutante bei
niedrigem pH-Wert wurden zunédchst VVorkulturen beider Stdmme Gber Nacht bei 37 °C
und 5% CO, in THY-Medium angezogen und als Inokulum fur die Hauptkulturen
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verwendet. Die nachfolgenden Wachstumsanalysen erfolgten in 300 pul Volumen in
einer 96-well-Mikrotiterplatte bei 37 °C in THY-Medium bei pH 7,5 und pH 5,0 sowie
bei pH 5,0 in Gegenwart von 100 MM L-Arginin. Die Ergebnisse der Wachstums-
experimente sind in der Abbildung 17 zusammengefasst.
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Abbildung 17: Wachstumsanalyse von S. pyogenes M49 (WT) und AarcA-Mutante in angesduertem
THY-Medium. Der Wildtypstamm sowie die AarcA-Mutante wurden in THY-Medium mit pH 7,5 (A),
THY-Medium mit pH 5,0 (B) und THY-Medium plus 200 mM L-Arginin mit pH 5,0 bei 37°C kultiviert.
Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabh&ngigen Versuchen.



3 ERGEBNISSE SEITE 54

Unter Standardkulturbedingungen (THY-Medium; pH 7,5) konnte kein Unterschied in
den Wachstumskurven und Wachstumsraten zwischen Wildtyp und AarcA-Mutante
beobachtet werden (Abbildung 17 A; Tabelle 8). Abbildung 17 B zeigt, dass unter
sauren Bedingungen (THY-Medium; pH 5,0) weder Wildtyp noch Mutante zum
Wachstum fahig sind. Durch die Supplementation des angesduerten Mediums mit
100 mM L-Arginin war der Wildtyp jedoch wieder in der Lage zu wachsen, wahrend
die Mutante dem S&urestress weiterhin nicht entgegenwirken konnte (Abbildung 17 C).
Die hohe Aziditat bewirkte allerdings auch bei dem Wildtyp eine Verringerung der
Wachstumsrate im Vergleich zu den Standardbedingungen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Wachstumsrate von S. pyogenes M49 (WT) und AarcA-Mutante in Komplexmedium
THY.

S. pyogenes Wachstumsrate (h™)
Stamme in THY-Medium
pH 7,5 pH50 pH5,0+ 100 MM L-Arginin
WT 1,34+0,11 -8 0,42+0,0,2
AarcA 1,47+0,12 -8 -8

& kein Wachstum*

3.4 Einfluss der arcA-Deletion auf das Uberleben von S. pyogenes in
humanem Vollblut

In den nachfolgenden Untersuchungen sollte experimentell Gberprift werden, welche
Rolle die AD fir die Uberlebensfahigkeit von Streptokokken in humanem Vollblut
spielt. Hierzu wurden der M49 Wildtypstamm und die AarcA-Mutante wie in Abschnitt
2.10.2 beschrieben, drei Stunden in heparinisiertem Vollblut inkubiert und im
Anschluss die Lebendkeimzahl bestimmt. Anhand der Lebendkeimzahl im Ausgangs-
inokulum wurde der Multiplikationsfaktor als Mal} fir das Wachstum beider Stamme
berechnet. Das heparinisierte VVollblut wurde von verschiedenen Spendern bezogen, um
Individuen-spezifische Effekte zu minimieren.

In den vorangegangenen Wachstumsanalysen in THY-Medium (siehe 3.2.1) und
CDM-LAB-Medium (siehe 3.2.2) wiesen der Wildtyp und die Deletionsmutante keine
Unterschiede hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens auf. Es konnte jedoch ein hoch
signifikanter Unterschied beziiglich des Wachstums und der Uberlebensfahigkeit in
humanem Vollblut beobachtet werden (Abbildung 18).

Die Keimzahl des Wildtyps stieg nach dreistindiger Inkubation in humanem Vollblut
um den Faktor 65. Die Deletionsmutante vermehrte sich wesentlich langsamer und wies
gegenuber dem Wildtypstamm ein um 87 % verringertes Wachstum auf (p < 0,01,
Mann-Whitney-U-Test). Der Multiplikationsfaktor flr die AarcA-Mutante lag bei acht.



3 ERGEBNISSE SEITE 55

100- d

H

£ 80

<

E 604

=

= 40-

g

= 204

= T
0 T T

WT AarcA

Abbildung 18: Wachstumsanalyse von S.pyogenes M49 (WT) und AarcA-Mutante in
heparinisiertem Vollblut. Dargestellt ist der Multiplikationsfaktor als Mal fir das Wachstum von
Wildtyp und AarcA-Mutante nach einer Inkubation von drei Stunden in heparinisiertem Vollblut bei
37 °C. Die Sternchen zeigen den signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und AarcA-Mutante
(** p < 0,01; Mann-Whitney-U-Test). n=5

3.4.1 Charakterisierung der Phagozytose von S.pyogenes M49 und
AarcA-Mutante durch Makrophagen

Fur die korpereigene Abwehr spielt die Phagozytose durch Makrophagen eine wichtige
Rolle bei der Beseitigung von Mikroorganismen. Wéhrend des Prozesses der Phago-
zytose wird ein Phagosom um die Bakterien gebildet. Die Vereinigung von Phagosom
und Lysosom zum Phagolysosom fuhrt zur Lyse der Bakterien. Die Ursache fir die
Zelllyse sind die in dem Phagolysosom befindlichen Enzyme sowie reaktive
Sauerstoffverbindungen und die sauren pH-Bedingungen.

In den folgenden Phagozytose-Assays sollte untersucht werden, ob die Deletion von
arcA einen Einfluss auf das Uberleben der Streptokokken in Makrophagen hat. Die
Versuche wurden wie in Abschnitt 2.10.3 beschrieben durchgefiihrt. Nachfolgend ist die
Sterberate (in %) der AarcA-Mutante im Vergleich zum Kontrollstamm M49
dargestellt, welche nach einer 30-min(tigen Kokultivierung von opsonierten Bakterien
und J774-Zellen anhand der koloniebildenden Einheiten berechnet werden konnte.

Wie in Abbildung 19 zu erkennen ist, hatte die Deletion von arcA eine effizientere
Abtotung der Bakterien durch die Makrophagen zufolge (Mann-Whitney-U-Test;
p <0,05). Die arcA-defiziente Mutante zeigte eine geringere Uberlebensfihigkeit
gegenuber dem Wildtypstamm M49. Die Sterberate der Mutante entsprach 31 %.
Hingegen wurden nur 22 % der Wildtyp-Zellen abgetttet. Das bedeutete eine 12 %
verringerte Uberlebensfahigkeit der Mutante gegeniiber dem Wildtyp in Phago-
lysosomen.
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Abbildung 19: Abt6étung von S. pyogenes M49 (WT) und AarcA-Mutante durch Makrophagen
(J774-Zellen). Dargestellt ist die Sterberate vom Wildtyp M49 und AarcA-Mutante nach 30-min0tiger
Inkubation mit J774-Zellen bei 37 °C. Das Sternchen zeigt den signifikanten Unterschied zwischen
Wildtyp und Mutante (* p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test). n=5

Die Ergebnisse der Wachstumsversuche in heparinisiertem Vollblut (siehe 3.4) und des
Phagozytose-Assays mit J774-Zellen (siehe 3.4.1) legen eine Beteiligung der AD in der
Pathogenese von S. pyogenes nahe.

3.5 Untersuchungen zur Auswirkung der arcA-Deletion auf den
Zentralstoffwechsel von S. pyogenes M49

Zur weiteren physiologischen Charakterisierung wurden Wildtyp und arcA-Mutante in
Chemostatkulturen angezogen, in denen das Wachstum der Kulturen tber die Zufuhr
von Glukose kontrolliert wurde. Hierzu wurde wéhrend der kontinuierlichen Kultur-
fihrung fortlaufend CDM-LAB-Medium zugefihrt und gleichermalen Uberschissige
Zellsuspension abgezogen. Die Kulturen befanden sich im steady state, wenn die
ODgoonm uUnd das Trockengewicht innerhalb von 24 h unverandert blieben sowie im
Kulturtiberstand keine Glucose mehr nachweisbar war. Nach Erreichen des steady state
wurden in den Kulturiiberstanden mittels HPLC die Konzentrationen der mdglichen
S. pyogenes Fermentationsprodukte sowie der Aminosauren bestimmt.

3.5.1 Untersuchung der Fermentationsprodukte in  Glukose-limitierten
Chemostaten

Um einen moglichen Einfluss der arcA-Deletion auf den Zentralstoffwechsel von
S. pyogenes zu untersuchen, wurde zunéchst die Bildung von Fermentationsprodukten
untersucht. Mit Hilfe kontinuierlicher, Glukose-limitierter Kulturen (siehe 2.2.7) und
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anschlieBenden Analysen der Kulturliberstanden mittels HPLC (siehe 2.4.7) sollte der
Einfluss der arcA-Deletion experimentell Uberprift werden.

Die Anzucht der beiden S. pyogenes Stamme im Chemostaten erfolgte anaerob in
CDM-LAB-Medium bei 37 °C. Zunachst wurden parallellaufende, kontinuierliche
Kultivierungen vom Wildtyp und arcA-Mutante bei der Flussrate von 0,05/h und pH 7,5
durchgefuhrt. Nach dem Erreichen des steady state—Status wurden die Proben entnom-
men und entsprechend fir die HPLC vorbereitet. Ggf. wurde anschlieRend der pH
abgesenkt und die kontinuierliche Kulturfiihrung wurde bis zur Probenahme nach
erneutem Erreichen des néhrstofflimitierten Flie3gleichgewichtes fortgesetzt.

In der Abbildung 20 ist ein Beispiel flr den Verlauf der optischen Dichte (ODggo nm) und
der Trockenmasse wahrend einer kontinuierlichen Kultivierung des Wildtyps darge-
stellt. Der steady state —Status einer Chemostatkultur lag vor, wenn nach mindestens
zwei aufeinanderfolgenden Tagen keine Veranderung der optischen Dichte und
Trockenmasse vorlag sowie im Kulturiiberstand keine Glukose nachweisbar war.
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Abbildung 20: Darstellung der optischen Dichte (ODggnm) und der Trockenmasse [mg/ml] einer
Chemostatkultur von S. pyogenes M49. Der Wildtyp wurde anaerob in kontinuierlicher Kulturfiihrung
(D = 0,05/h; 37 °C; pH 7,5) im Chemostaten kultiviert. Nach dem Erreichen des steady state—Status
wurde die Probe (103 h) entnommen und der pH auf 6,5 absenkt. Die Kultivierung (D = 0,05/h; 37 °C;
pH 6,5) wurde bis zum erneuten Erreichen des steady state—Status fortgesetzt.

Wie der Abbildung 20 zu entnehmen ist, konnten nach 103 h kontinuierlicher Kultur-
fuhrung (D = 0,05/h; 37 °C; pH 7,5) Proben fir die HPLC-Analysen entnommen
werden. Da sich weder die ODgonm und noch die Trockenmasse (mg/ml) innerhalb von
48 h veréndert hatte. Nach der Probenahme wurde der pH auf 6,5 abgesenkt und die
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Kultivierung (D = 0,05/h; 37 °C; pH 6,5) wurde bis zum erneuten Erreichen des
nahrstofflimitierten FlieBgleichgewichtes fortgesetzt. Nach 190 h Kultivierung konnten
weitere Proben entnommen werden.

Die mittels HPLC bestimmten Konzentrationen der Fermentationsprodukte in den
Kulturliberstdnden aus den Chemostaten von S. pyogenes M49 Wildtyp und der
AarcA-Mutante sind in  Tabelle9 zusammengefasst. Es sind jeweils die
steady-state-Konzentrationen der Fermentationsprodukte sowie die Konzentrations-
abnahme von Glukose angegeben. Es ist zu erkennen, dass sich der fermentative Abbau
der Glukose zwischen dem Wildtyp und der Mutante unterscheidet. Der Wildtyp zeigte
bei einer Durchflussrate von 0,05/h und einem pH von 7,5 eine gemischte Séuregarung.
Neben Laktat (67,8 mM) produzierte der Wildtyp hohe Mengen an Formiat (34,8 mM)
und Acetat (34,2 mM). Hingegen zeigte die Mutante einen im Vergleich zum Wildtyp
eher homofermentativen Glukosestoffwechsel. Mit 104 mM war die Laktatproduktion
deutlich hoher als beim Wildtyp, wéhrend die Konzentrationen an Formiat (14,7 mM)
und Acetat (18,4 mM) unter den fur den Wildtyp gemessenen Werten lagen. Sowohl der
Wildtyp also auch die Mutante bildeten nur geringe Mengen an Aceotin.

Tabelle 9: Fermentationsprodukte von S. pyogenes Wildtyp M49 (WT) und Mutante (AarcA) bei
pH 7,5. Die Stdimme wurden anaerob in kontinuierlicher Kulturfihrung (D = 0,05/h; 37 °C; pH 7,5)
kultiviert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte von drei unabhangigen Versuchen dargestellt.

Trocken- Glukose-
Stdmme masse verbrauch Gebildete Fermentationsprodukte [mM]
[mg/mi] [mM] Pyruvat Laktat Acetat Formiat Ethanol  Acetoin
WT 0,79 57,2 1,7 67,8 34,8 34,2 10,1 0,5
AarcA 1,05 57,4 2,5 104,0 14,7 18,4 6,7 0,0

Fur einen optimalen Vergleich der gebildeten Fermentationsprodukte untereinander
wurde durch Einbeziehen der Durchflussrate und der Trockenmasse die Konzentration
der Fermentationsprodukte normalisiert, indem die Stoffwechselflisse (Flux) in
mmol/h*g berechnet wurden (Abbildung 21). Die Werte bestétigten den signifikanten
Unterschied im Glukosestoffwechsel zwischen Wildtyp und Mutante.

Die Deletion des arcA-Genes hatte somit einen Einfluss auf die gemischte Sauregarung,
denn unter diesen Bedingungen (D = 0,05/h; 37 °C; pH 7,5) verstoffwechselte der
Wildtyp die Glukose in Richtung Formiat und Acetat. Dies spiegelte sich in den
signifikant erhohten Stoffwechselfliissen von Formiat und Acetat und den signifikant
verringerten Stoffwechselfluss in Richtung Laktat des Wildtyps gegenuiber der Mutante
wider. Die Mutante zeigte einen homofermentativen Glukosestoffwechsel und baute die
Glukose vorwiegend zu Laktat ab. Fir die Stoffwechselflisse von Acetoin und Pyruvat
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konnte zwischen den beiden S. pyogenes Stammen keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden.
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Abbildung 21: Stoffwechselfliisse der Fermentationsprodukte von S. pyogenes Wildtyp M49 (WT)
und AarcA-Mutante bei pH 7,5. Dargestellt ist der Flux (mmol/h*g) der Stoffwechselprodukte in
Glukose-limitierten Chemostatkulturen (D =0,05/h; 37 °C; pH 7,5). Die Sternchen zeigen den
signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante (* p < 0,05;** p < 0,01; *** p < 0,001;
ungepaarter t-Test). n=3

Somit konnte bei den kontinuierlichen Kulturfihrungen (D = 0,05/h; 37 °C; pH 7,5),
anhand der gebildeten Fermentationsprodukte und der berechneten Stoffwechselfliisse
gezeigt werden, dass die Deletion von arcA einen Wechsel im Zentralmetabolismus von
gemischter Suregérung zu eher homofermentativer Milchsduregédrung zu Folge hatte.

Fur die weiteren Untersuchungen des arcA-Einflusses auf den Metabolismus wurden die
Fermentationsbedingungen durch die Absenkung des pH-Wertes auf pH 6,5 verandert.
Durch die kontinuierlichen Kulturfihrungen (D = 0,05/h; 37 °C; pH 6,5) bei niedrigem
pH-Wert kommt es zur Verschiebung im Metabolismus von S. pyogenes M49 von
gemischten S&uregdrung zur Milchséuregérung.

Wie der Tabelle 10 zu entnehmen ist, zeigten sowohl der Wildtypstamm als auch die
AarcA-Mutante einen homofermentativen Glukosestoffwechsel. Beide Stamme
produzierten mit 107,3 mM (WT) bzw. 103,5 mM (AarcA) hohe Mengen an Laktat. Der
homofermentative Stoffwechsel von Wildtyp und Mutante spiegelte sich auch in der
geringen Ausbeute der Abbauprodukte der gemischten Sauregarung wider. Die fir die
gemischte Sduregarung charakteristischen Fermentationsprodukte Formiat und Acetat
lagen jedoch bei dem Wildtypen mit 23,3 mM und 27,7 mM deutlich hoher als bei der
Mutante mit 5,8 mM und 9,6 mM. Die Ethanolproduktion war bei der Mutante mit
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1,4AmM ebenfalls reduziert gegenuber dem Wildtyp mit 8,2 mM. Sowohl bei der
Pyruvat- als auch bei der Acetoinproduktion konnten keine Unterschiede zwischen den
beiden S. pyogenes Stammen festgestellt werden.

Tabelle 10: Fermentationsprodukte von S. pyogenes Wildtyp M49 (WT) und Mutante (AarcA) bei
pH 6,5. Die kontinuierliche Kulturfihrung erfolgte anaerob bei 37 °C und einer Durchflussrate von
0,05/h sowie einem konstanten pH-Wert von 6,5. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte von drei
unabhéngigen Versuchen dargestellt.

Trocken- Glukose-
Stamme  masse verbrauch Gebildete Fermentationsprodukte [mMM]

[mg/ml] [mM] Pyruvat Laktat Acetat Formiat Ethanol Acetoin
WT 0,83 55,4 1,9 107,3 23,3 27,7 8,2 0,2
AarcA 0,89 56,9 0,9 103,5 5,8 9,6 1,4 0,2

Diese Chemostatexperimente bestatigen nochmals einen Einfluss der AD auf die
gemischte S&uregdrung von S. pyogenes. Obwohl beide S. pyogenes Stdmme bei
niedrigem pH die Glukose homofermentativ verstoffwechseln, verzeichnete die
arcA-Mutante eine signifikante Reduzierung der Abbauprodukte Ethanol, Acetat und
Formiat. Diese Unterschiede sind in Abbildung 22 dargestellt. Fir den besseren
Vergleich wurden fir die Fermentationsprodukte die Stoffwechselflisse in mmol/h*g
(Flux) berechnet.
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Abbildung 22: Stoffwechselfliisse der Fermentationsprodukte von S. pyogenes Wildtyp M49 (WT)
und AarcA-Mutante bei pH 6,5. Dargestellt ist der Flux (mmol/h*g) der Stoffwechselprodukte in
Glukose-limitierten Chemostaten (D = 0,05/h; 37 °C; pH 6,5). Die Sternchen zeigen den signifikanten
Unterschied zwischen Wildtyp und AarcA-Mutante (* p < 0,05;** p < 0,01; ungepaarter t-Test). n=3
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Die Mutante zeigte gegenuber dem Wildtypstamm signifikant verringerte Stoffwechsel-
flisse in Richtung Formiat, Acetat und Ethanol, wahrend der Laktat-Fluss zwischen
Wildtyp und Mutante anndhernd aquivalent war.

Anhand der Fermentationsanalysen konnte ein Einfluss des pH-Wertes auf den
Glukosestoffwechsel im Wildtyp beobachtet werden. Bei einem hohen pH-Wert von 7,5
wurde die Glukose vorwiegend Uber die gemischte Sdauregarung verstoffwechselt und
bei einem niedrigen pH-Wert von 6,5 homofermentativ. Hingegen zeigte die Mutante in
beiden Fallen einen homofermentativen Glukosestoffwechsel und einen deutlichen
Rickgang der Abbauprodukte der gemischten Sduregarung.

3.5.2 Untersuchung des Aminosaureverbrauches in  Glukose-limitierten
Chemostatkulturen

Um eine Ubersicht des Aminosaureverbrauches von S. pyogenes zu bekommen, miissen
die Aminosédure-Auxotrophien bertcksichtigt werden. Von den 20 proteinogenen
Aminosdauren sind 12 essentiell fur S. pyogenes, darunter auch Arginin, das nicht nur fur
die Proteinbiosynthese sondern auch fur die Energiegewinnung und pH-Regulierung
verwendet wird. Fir die Bestimmung des Aminosaureverbrauches wurden die Amino-
sédurekonzentrationen in den Kulturiberstdnden der unter 2.2.7 beschriebenen
Glukose-limitierten Chemostatkulturen mittels HPLC quantifiziert.

Um eine mogliche Beteiligung der AD am Aminosauremetabolismus von S. pyogenes
zu untersuchen, wurden zunéchst wie in Abschnitt 3.5.1 beschrieben Glukose-limitierte
Chemostatkulturen (D = 0,05/h; 37 °C) bei pH 7,5 durchgefuhrt. Die Ergebnisse der
HPLC-Messungen sind als Stoffwechselflisse (Flux) in der Abbildung 23 zusammen-
gefasst.

Grundsétzlich unterschieden sich die Stoffwechselfliisse der aromatischen, basischen
sowie verzweigtkettigen Aminoséuren zwischen Wildtypen und Mutante kaum, da diese
zum groften Teil zur Proteinbiosynthese benétigt werden. Einzig die nicht-essentielle
Aminosdure Serin zeigte geringfugige Unterschiede zwischen Wildtyp (-0,2 mmol/h*g)
und Mutante (-0,04 mmol/h*g). Die Ammoniumkonzentration wurde ebenfalls
bestimmt, da der Abbau von Arginin durch das ADS zur Freisetzung von Ammonium
fuhrt. Die Deletion der AD fuhrte zu einem geringeren Ammonium-Fluss der Mutante
mit -0,05 mmol/h*g gegeniiber dem Wildtyp mit -0,45 mmol/h*g.

Da nur zwei unabhéngige Datensatze vorlagen, konnten keine Signifikanzen berechnet
werden. Aber anhand der Daten konnten dennoch einige Rulckschllsse iber den Ver-
brauch bestimmter Aminosduren gezogen werden.



3 ERGEBNISSE SEITE 62

0.77 B WT AarcA
0.6-

0.4
0.31

0.24

0.1 I
X ll l. l. I1 -1 - il l !l I'_

Flux (mmol/h*g)

-0.14 1

-0.2 1

-003 T T L) T T T T T T T T T
ARG HIS ILE LEU LYS MET NH3 PHE SER THR TYR VAL

Abbildung 23: Aminosaure-Stoffwechselfliisse von S. pyogenes Wildtyp M49 (WT) und Mutante
(AarcA) bei pH 7,5. Dargestellt ist der Flux (mmol/h*g) der Aminoséuren bei kontinuierlicher
Kulturfiihrung (D = 0,05/h; 37 °C; pH 7,5) im Chemostaten. ARG: Arginin; HIS: Histidin; ILE:
Isoleucin; LEU: Leucin; LYS: Lysin; MET: Methionin; NH3: Ammonium; PHE: Phenylalanin; SER:
Serin; THR: Threonin; TYR: Tyrosin; VAL: Valin. n=2

Ausgehend von den theoretischen Uberlegungen, dass bei niedrigen pH-Werten die
Regelung des extrazellularen pH-Wertes Uber den Argininabbau gesteuert wird, wurden
Glukose-limitierten Chemostatkulturen bei pH 6,5 durchgefiihrt.

Die Abbildung 24 gibt einen Uberblick tiber die berechneten Stoffwechselfliisse. Durch
die pH-Absenkung konnte ein geringerer Argininverbrauch der AarcA-Mutante
festgestellt werden. Der Arginin-Fluss der Mutante (-0,05 mmol/h*g) lag etwa viermal
niedriger als der Arginin-Fluss vom Wildtyp (-0,21 mmol/h*g). Dies spiegelte sich
ebenfalls in der Ammoniumproduktion wider. Durch den verminderten Argininabbau
der Mutante konnte ebenfalls ein reduzierter Amminoum-Fluss mit 0,33 mmol/h*g
gegentiber dem Wildtyp mit 0,68 mmol/h*g beobachtet werden. Des Weiteren zeigten
sich Unterschiede in dem Verbrauch der nicht-essentiellen Aminosdure Serin. Wahrend
der Wildtyp die Aminoséure in hoher Menge verstoffwechselte (-0,36 mmol/h*g),
konnte bei der Mutante eine geringe Serin-Produktion (0,06 mmol/h*g) beobachtet
werden. Fir die restlichen analysierten Aminosdauren konnten keine Auffélligkeiten in
den Stoffwechselflussen festgestellt werden.



3 ERGEBNISSE SEITE 63

0.8- & wT AarcA

0.6

0.4

0.2

Flux (mmol/h*g)

-0.2 1

-0.41

-006 T T L) T T T T T T T T T
ARG HIS ILE LEU LYS MET NH3 PHE SER THR TYR VAL

Abbildung 24: Aminosaure-Stoffwechselflisse von S. pyogenes Wildtyp M49 (WT) und Mutante
(AarcA) bei pH 6,5. Dargestellt ist der Flux (mmol/h*g) der Aminosduren bei kontinuierlicher
Kultivierung (D = 0,05/h; 37 °C; pH 6,5) im Chemostaten. ARG: Arginin; HIS: Histidin; ILE: Isoleucin;
Leu: Leucin; Lys: Lysin; MET: Methionin; NH3: Ammonium; PHE: Phenylalanin; SER: Serin; THR:
Threonin; TYR: Tyrosin; VAL: Valin. n=2

Die HPLC-Analysen der Kulturiiberstdnde legen nahe, dass die AD in S. pyogenes nicht
nur auf die Verwertung bestimmter Aminoséauren einen Einfluss hatte, sondern auch auf
die Ammoniumproduktion. Die reduzierte Ammoniumproduktion der AarcA-Mutante
im Chemostaten bestétigte die Ergebnisse der Ammoniummessungen wéhrend der
Wachstumsversuche in statischen Kulturen (siehe Abschnitt 3.2.2). Durch die
pH-Absenkung von 7,5 auf 6,5 wurde dieser Effekt zwischen Wildtyp und Mutante
deutlich verstarkt. Zudem zeigte der Wildtyp gegentiber der Mutante einen erhdhten
Argininkonsum bei pH 6,5.

3.6  Kinetische Charakterisierung von Enzymen des ADS

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die biochemische Charakterisierung der Enzyme des
ADS von S. pyogenes M49. Fiir die Untersuchungen der kinetischen Eigenschaften
sollten die Arginin Deiminase, Ornithin Carbamoyltransferase und Carbamat Kinase
heterolog in E. coli DH5a exprimiert werden.

Bei der Uberexpression der rekombinanten Ornithin Carbamoyltransferase im
Periplasma kam es zur Aggregation des Zielproteins und zur Bildung von Einschluss-
korper (inclusion bodies). Die native Aufreinigung via Strep-Tactin-Affinitats-
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chromatographie war daher nicht moglich und eine enzymatische Charakterisierung der
Ornithin Carbamoyltransferase konnte nicht durchgefiihrt werden.

In den nachfolgenden Kapiteln sind die Gewinnung und die Kkinetische Charak-
terisierung der rekombinanten Arginin Deiminase und Carbamat Kinase néher
beschrieben.

3.6.1 Konstruktion der Expressionsplasmide

Fur die enzymatische Charakterisierung der Arginin Deiminase und Carbamat Kinase
von S. pyogenes M49 (591) wurden die Expressionsplasmide pASK_IBA2_ArcA und
pASK_IBA2_ArcC konstruiert (Abbildung 25).

BamHI BamHI

-
OmpA
arcA arcC

PASK_IBA2_ArcA PASK_IBA2_ArcC

4522 bp 4237 bp Sall
Strep-tagll
Strep-tagIl ™ — Sall AmpR
AmpR
f1-origin fl-origin

Abbildung 25: Plasmidkarte der Expressionsplasmide fur die AD (A) und CK (B) von
S. pyogenes M49.

OmpA: Signalsequenz fir die Proteinsekretion in den periplasmatischen Raum
AmpR: Ampicillinresistenzgen

fl-origin: Replikationsursprung fiir E. coli

Strep-tagll: C-terminaler Strep-Tactin Affinitétstag

BamHI/ Sall:  Restriktionsschnittstelle

arcA: Gen fir die Arginin Deiminase

arcC: Gen fur die Carbamat Kinase

Fur die Konstruktion der Expressionsplasmide wurde der Vektor pASK_IBA2
verwendet. Dieser enthalt einen Replikationsursprung (fl-origin) fir E. coli sowie ein
Ampicillinresistenzgen (AmpR). Der 3,2 kb groRe Vektor tragt einen induzierbaren
tet-Promotor fir die heterologe Proteinexpression und eine OmpA-Signalsequenz fir die
Sekretion der produzierten Proteine in den periplasmatischen Raum. Die Aufreinigung
der Proteine erfolgte Uber den an den C-Terminus fusionierten Strep-Tactin
Affinitatstag (Strep-tagll).
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Die Gene fir die Arginin Deiminase (arcA) und fir die Carbamat Kinase (arcC) wurden
unter Verwendung der spezifischen Oligonukleotide (siehe 2.5.3) mittels PCR aus der
chromosomalen DNA von S. pyogenes amplifiziert, gereinigt und mit BamHI und Sall
endonukleolytisch gespalten. Die PCR-Fragmente wurden mit dem genauso
geschnittenen pASK_IBA2 Vektor ligiert. Die ligierten DNA-Fragmente wurden in
E. coli DHb5a transformiert und auf Selektivagar mit Ampicillin ausplattiert. Die
Transformanten wurden mittels Kolonie-PCR bzw. Colony Fast Screen getestet. Von
den positiven Transformanten wurden die Plasmide isoliert und Testrestriktionen im
10 pl Ansatz mit BamHI und Sall durchgefuhrt (Abbildung 26).

bp 1 2 3 Spur 1: 1 kb Marker
~ - Spur 2: pASK_IBA2 ArcA (BamHI/Sall)
— Spur 3: pASK_IBA2_ ArcC (BamHI/Sall)

3000 s

2000

1500

1000 s

750

Abbildung 26: Kontrollrestriktion von pASK_IBA2 ArcA und pASK _IBA2_ ArcC.
(1%iges Agarosegel).

Die Abbildung 26 zeigt die erwarteten zwei Banden fiur die entsprechende Kontroll-
restriktion. Die obere Bande bei 3,2 kb in beiden Spuren stellt den linearisierten Vektor
PASK_IBA2 dar. Die untere Bande in Spur 2 zeigt das einklonierte PCR-Produkt von
arcA bei 1,2 kb und in Spur 3 von arcC bei 0,9 kb. In Spur 3 ist zusatzlich eine
schwache Bande bei 4,1 kb zu erkennen. Diese entsprach dem linearisierten Vektor, bei
dem das Insert nicht vollstdndig herausgeschnitten wurde.

3.6.2 Affinitatschromatographische Reinigung der heterolog exprimierten
Proteine

Fir die Gewinnung rekombinanter AD und CK wurden Expressionsversuche mit den
entsprechenden E. coli Stdmmen durchgefuhrt. Die Anzucht der Stdmme erfolgte wie in
Abschnitt 2.7.1.1 beschrieben. Die Proteinproduktion erfolgte nach Zusatz von
Anhydrotetracyclin (0,2 pg/ml) zur Kultur fur 16 Stunden bei 22 °C. AnschlieRend
wurden die Zellen geerntet und fur mindestens 24 h bei -20 °C gelagert.

Nach der Lagerung wurden die Zellen (siehe 2.6.5) mechanisch aufgeschlossen und die
rekombinanten Proteine konnten Uber den am C-Terminus befindlichen Strep-tagll aus
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dem Lysat via Strep-Tactin-Affinitatschromatographie gewonnen werden. Der Erfolg
der Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (siehe 2.7.2) und Western Blot Analyse
(siehe 2.7.4) Uberprift.

In der Abbildung 27 sind die einzelnen Schritte der Proteinaufreinigung dargestellt. In
den Colloidal Coomassie gefarbten SDS-PAGE Gelen (Abbildung 27 A) ist zu
erkennen, dass die Aufreinigung der rekombinanten Proteine aus dem Lysat erfolgreich
war. Bei dieser unspezifischen Proteinfarbung waren keine Nebenbanden weiterer
Proteine in den Elutionsfraktionen zu sehen. Es wurden nur Banden in den zu
erwartenden GroRenordnungen von 47,2 kDa fir die AD und 34,2 KDA fir die CK
detektiert.
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Abbildung 27: Affinitatschromatographische Reinigung der heterolog exprimierten S. pyogenes
M49 AD und CK. Die rekombinanten Proteine AD und CK wurden bei 22 °C heterolog exprimiert und
bei 4 °C gereinigt. Die Analyse erfolgte durch eine Colloidal Coomassie gefarbte SDS-PAGE (A) und
durch einen Western Blot (B). Die Proteine mit dem C-terminalen Strep-tagll laufen im Polyacrylamidgel
bei 47,2 kDa (AD) bzw. 34,2 kDA (CK). 1: Marker; 2: Durchfluss; 3: Waschschritt; 4: Eluat.

Anhand der Western Blot-Analyse (Abbildung 27 B) konnte ebenfalls die Aufreinigung
der Strep-tagll-Fusionsproteine mittels NBT/BCIP und Strep-Tactin Alkalische
Phosphatase (AP)-Konjugaten bestatigt werden. Die AP-Konjugate konnten an den am
C-Terminus der Proteine befindlichen Strep-tagll binden und durch die Zugabe des
Substrates (NBT/BCIP) kam es zur Verfarbung der PVDF-Membran auf der
entsprechenden Hohe der transferierten Proteine.
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Tabelle 11 gibt einen Uberblick tber die Aufreinigung der heterolog exprimierten
Proteine aus dem Rohextrakt und die spezifischen Aktivitaten von AD und CK. Die
proteinhaltigen Elutionsfraktionen wurden vereinigt. Aus je 500 ml Kultur konnten
insgesamt 3,54 mg AD bzw. 2,42 mg CK isoliert werden, was ca. 1 % bzw. 0,8 % des
Gesamtproteins im E. coli Rohextrakt entspricht. Aufgrund der hohen Hintergrund-
aktivitaten konnte keine spezifische Aktivitat fir die beiden Enzyme in Rohextrakten
gemessen werden. In den Elutionsfraktionen konnte eine spezifische Aktivitdt von
1,5 pmol/min/mg fur die AD und 1,1 pmol/min/mg fir die CK ermittelt werden. In den
Waschfraktionen konnten nur geringe Aktivitdten der beiden Enzyme nachgewiesen
werden.

Tabelle 11: Expression und Reinigung der AD und CK von S. pyogenes M49 in E. coli DH50.
(Hering et al., 2013).
Arginin Deiminase

Reinigungsschritte Proteingehalt Spezifische Aktivitat
(mg) (1mol/min/mg)
Rohextrakt 2 309,5 nd®
Waschfraktionen 0,02 0,0
Elutionsfraktionen 3,54 15

Carbamat Kinase

Reinigungsschritte Proteingehalt Spezifische Aktivitat
(mg) (nmol/min/mg)
Rohextrakt ? 296,8 nd®
Waschfraktionen 0,04 0,0
Elutionsfraktionen 2,42 11

#von 500 ml induzierter E. coli Kultur
® nicht definierbar aufgrund zu hoher Hintergrundaktivitaten

Fur weitere Untersuchungen wurden die Elutionsfraktionen vereinigt und ber Nacht
bei 4 °C in 1x PBS dialysiert (siehe 2.7.6.1).

3.7 Enzymkinetische Untersuchung von Arginin Deiminase und
Carbamat Kinase

Die biochemische Charakterisierung von Enzymen liefert detaillierte Aussagen uber die
jeweiligen katalytischen Eigenschaften der untersuchten Proteine. Die bei definierten
Bedingungen fur Enzyme charakteristischen GroRen wie Temperaturoptimum und
pH-Optimum sind in den folgenden Kapiteln fiir Arginin Deiminase und Carbamat
Kinase dargelegt.
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3.7.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Enzymaktivitaten

Die pH-Abhéngigkeit der Aktivitdt von AD und CK wurde in einem Spektrum von pH
5,0 - 9,0 getestet. Die Aktivitatsmessungen wurden wie unter 2.8.1 fur AD bzw. 2.8.2
fur CK beschrieben durchgefiihrt.

In der Abbildung 28 ist zu erkennen, dass die Umsatzgeschwindigkeiten der AD (A)
und CK (B) stark pH-abhangig sind. Bei niedrigen und hohen pH-Werten konnte nur
eine geringe Aktivitdt der beiden Enzyme ermittelt werden. Das pH-Optimum lag
sowohl fir die AD als auch fiir die CK bei pH 6,5.
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0.0 T T T I T T T T 1
45 5.0 55 6.0 65 7.0 75 8.0 85 9.0 95

pH

Aktivitit (umol/min/mg Protein)

1.0+

0.8+

0.6

0.4

0.2+

G.O T I T T I T T T T 1
45 5.0 55 6.0 65 7.0 75 80 85 9.0 95

pH

Aktivitit (umol/min/mg Protein)

Abbildung 28: Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitat der AD (A) und CK (B). Die Aktivitaten
(umol/min/mg Protein) sind als Mittelwerte mit Standardabweichung von drei unabhéngigen
Experimenten dargestellt.
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3.7.2 Einfluss der Temperatur auf die Enzymaktivitaten

Um den Einfluss der Temperatur auf die Enzymaktivititen von AD und CK zu
charakterisieren, wurden die Aktivitdtsmessungen (siehe 2.8.1 und 2.8.2) in einem
Temperaturspektrum von 25 °C — 47 °C durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Messungen in diesem Temperaturbereich sind in Abbildung 29
dargestellt. Beide Enzyme zeigten eine zunehmende Aktivitat mit steigender Tem-
peratur. Das Temperaturoptimum fur die AD und die CK lag bei 37 °C. Sowohl bei
25°C als auch bei 47 °C konnte nur eine geringe Aktivitdt der beiden Enzyme
beobachtet werden.
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Abbildung 29: Einfluss der Temperatur auf die Aktivitadten der AD (A) und CK (B). Darstellung der
Aktivitdten (umol/min/mg Protein) in Abhangigkeit von der Temperatur (°C). Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten dargestellt.
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3.7.3 Bestimmung der kinetischen Parameter K, und Vmax

Im weiteren Verlauf der biochemischen Charakterisierung von Arginin Deiminase und
Carbamat Kinase wurden die kinetischen Konstanten Kp und Vmax unter optimalen
Reaktionsbedingungen (siehe 3.7.1 und 3.7.2) ermittelt. Anhand der unterschiedlichen
Substratkonzentrationen wurden die jeweiligen Enzymaktivitdten bestimmt und die
kinetischen Konstanten durch Anpassung an die Funktion flir eine enzymatisch
katalysierte Reaktion nach Michaelis-Menten berechnet.

3.7.3.1 Arginin Deiminase

Zur Bestimmung der Michaelis-Konstante fir L-Arginin wurde die Substrat-
konzentration von 0 - 20 mM variiert und die Aktivitdtsmessung ansonsten wie unter
2.8.1 beschrieben mit 40 pg dialysiertem Enzym durchgefuhrt. Die Kinetischen
Paramater Kp, und V. wurden aus dem Verlauf der V/S-Charakteristiken eines
Michaelis-Menten-Plots berechnet.

Die kinetische Analyse flr die AD ergab einen Kyn-Wert von 1,13 mM fur L-Arginin
und einen Vma-Wert von 1,51 pmol/min/mg Protein. Der Kn,-Wert spiegelt die Affinitat
des Enzyms fiir das Substrat wider. In der Abbildung 30 sind der hyperbolische Verlauf
des Michaelis-Menten-Plots und die berechneten kinetischen Parameter als Mittelwert
mit Standardabweichung dargestellt.

O.GYIIIIIIIIII
0 2 4 o6 8 10 12 14 16 18 20

L-Arginin [mM]

Aktivitit (umol/min/mg Protein)
]

K, =1L13£012mM
Viax = 1,51 £0,07 pmol/min/mg Protein

Abbildung 30: Kinetische Analyse der AD. Darstellung der Aktivitdt (umol/min/mg Protein) in
Abhéngigkeit von der L-Arginin-Konzentration. n=3

3.7.3.2 Carbamat Kinase

Fur die Bestimmung der Michaelis-Konstanten der Carbamat Kinase fur die beiden
Substrate Carbamoylphosphat und ADP wurde die Konzentration jeweils eines
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Substrates von 0 - 10 mM variiert, wéhrend die andere Komponente bei 1 mM konstant
blieb. Der Aktivitatstest wurde wie unter 2.8.2 beschrieben durchgefihrt. Die
Messungen erfolgten mit 30 pug Protein in einem Puffer aus 5 mM MgCl, und
100 mM MES/KOH (pH 6,5).

Die kinetische Charakterisierung der CK ergab einen Ky-Wert von 0,65 mM fir
Carbamoylphosphat und einen Kn-Wert von 0,72 mM flir ADP sowie eine maximale
Reaktionsgeschwindigkeit Vmax von 1,1 pmol/min/mg Protein.

In der Abbildung 31 ist der Verlauf der Umsatzgeschwindigkeiten (pmol/min/mg
Protein) in Abhdangigkeit von den Substratkonzentrationen (mM) von Carbamoyl-
phosphat (A) bzw. ADP (B) und die dazugehorigen Kn-Werte bzw. Viy«-Werte als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 31: Kinetische Analyse der CK. Darstellung der Aktivitat (umol/min/mg Protein) in
Abhéngigkeit der Konzentration [mM] von Carbamoylphosphat (A) und ADP (B). n=3
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3.7.4 Regulation der Aktivitat von Arginin Deiminase und Carbamat Kinase

In weiteren Untersuchungen sollte geklart werden, welchen regulatorischen Einfluss die
Stoffwechselprodukte des ADS auf die Enzymaktivitaten von AD und CK haben. Zu
den in den Abschnitten 2.8.1 und 2.8.2 beschriebenen Aktivitdtsmessungen wurden
zusétzlich 10 mM potentielle allosterische Regulatoren zum Reaktionsansatz hinzuge-
geben, um eventuelle regulatorische Effekte nachzuweisen.
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Abbildung 32: Einfluss von potentiellen allosterischen Regulatoren auf die Aktivitat aufgereinigter
AD (A) und CK (B) von S. pyogenes M49 (591). 10 mM der potentiellen Regulatoren wurden zu den
Reaktionsanséatzen hinzugegeben. Die Aktivitdten (umol/min/mg Protein) sind als Mittelwert mit
Standardabweichung von vier unabh&ngigen Experimenten dargestellt (* statistisch signifikant, p < 0,05;
Mann-Whitney-U-Test).
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Es konnte kein signifikanter Einfluss der Intermediate ATP, L-Citrullin oder
Carbamoylphosphat auf die AD Aktivitat festgestellt werden (Abbildung 32 A). Als
Kontrolle diente ein Reaktionsansatz ohne die genannten Substanzen. Die CK Aktivitét
hingegen wurde durch Zugabe von 10 mM ATP um 50 % reduziert (Abbildung 32 B).
L-Arginin und L-Citrullin hatten auch hier keinen Einfluss auf die Enzymaktivitét.

3.8 Inhibition des Wachstums von Tumorzellen durch den Einsatz
der rekombinanten AD von S. pyogenes

Tumorzellen zeichnen sich durch eine vermehrte, unkontrollierte Zellproliferation aus.
Durch den Einsatz von AD kann Arginin-auxotrophen Tumorzellen durch Abbau des im
umgebenden Medium enthaltenen Arginins die Né&hrstoffgrundlage entzogen werden,
was zu einer verminderten Zellteilung fiihren kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
verschiedene Tumorzelllinien auf antiproliferative Effekte durch die im Rahmen dieser
Arbeit gewonnene AD aus S. pyogenes getestet. Hierfir wurden die Zelllinien (siehe
2.1.2) in den entsprechenden Kulturmedien in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesét und in
einer 5%igen CO,-Atmosphare bei 37 °C kultiviert. Fir jede Zelllinie wurde eine
definierte Zelldichte ausgesat (1 x 10° Zellen). Zu den angewachsenen Zellen wurden je
0,41 U/ml, 4,15 U/ml und 41,5 U/ml AD zugesetzt und nach 72 h die Zellmenge mittels
Kristallviolett-Assay bestimmt. Als Kontrolle wurden mit PBS behandelte Zellen
mitgefuhrt.

3.8.1 Nachweis des ASS1-Expression

Eine erfolgversprechende AD-Behandlung von Tumorzellen setzt voraus, dass die
Krebszellen fir die Aminosaure Arginin auxotroph sind. Daher wurde mittels PCR
experimentell Uberprift, ob die ausgewahlten Zelllinien die Argininosuccinat
Synthetase 1 exprimieren. ASS1 katalysiert die Synthesereaktion von Argininosuccinat
aus Citrullin und Aspartat, und ist dementsprechend essentiell fir die Argininbiosynthese.

Zur Uberpriifung der ASS1-Expression wurde zunachst die RNA der verschiedenen
Zelllinien isoliert und mittels reverse Transkriptase eine zur RNA komplementédre DNA
(cDNA) synthetisiert. Die cDNA diente als Matrize fur die nachfolgende PCR mit
ASS1-sperzifischen Primern (Abbildung 33). Als Kontrolle wurde eine PCR mit
GAPDH-spezifischen Primern mitgefiihrt, um ein Fehler in der RNA-Isolierung und
cDNA-Synthese ausschlielRen zu kdnnen.
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Abbildung 33: Nachweis des ASS1- und GAPDH-Expression mittels PCR. Dargestellt ist ein 1%iges
Agarosegel mit den Amplifikationsprodukte von ASS1 und GAPDH fur die Zelllinien HROGO02,
HROGO05; HROG10, HROG17, HROG04, HROGO7 (Glioblastom), HROHep03 (Hepatokarzinom) und
HHC6548 (Kolonkarzinom).

Fur die Glioblastom-Linien HROG04, HROGO07, HROG10 und fir die Karzinom-Linie
HHC6548 konnte mit den AAS1-spezifischen Primern ein PCR-Produkt amplifiziert
werden. Demzufolge wird die ASS1 in diesen Zelllinien exprimiert. Fir alle anderen
getesteten Zelllinien (HROG02; HROGO05; HROGO017 und HROHep03) konnten keine
Amplifikationsprodukte nachgewiesen werden. Folglich wird in diesen Zelllinien die
ASS1 nicht exprimiert. Sie sind somit auxotroph fir Arginin. Anhand der
Amplifikationsprodukte mit den GAPDH-spezifischen Primer konnte ein Fehler in der
RNA-Isolierung und cDNA-Synthese ausgeschlossen werden.

3.8.2 Einfluss der AD auf die Proliferation von Tumorzellen

Zunéchst wurden die Auswirkungen der AD auf die Proliferation von Glioblastomzellen
untersucht. Bei vier von den sechs untersuchten Glioblastom-Linien (HROGO2;
HROGO05; HROG010 und HROGO017) konnten bereits bei einer AD-Konzentration von
0,415 mU/ml anitproliferative Effekte beobachtet werden (Abbildung 34). Eine Erhoh-
ung der AD-Konzentration um das zehnfache auf 4,15 mU/ml verstarkte diesen Effekt.
Die Unterschiede in der Zellmenge zwischen AD-behandelten und PBS-behandelten
Zellen lagen zwischen 40 und 50 %. Eine weitere Erhohung der AD-Konzentration auf
41,5 mU/ml flhrte zu keiner Verstarkung der zellproliferationshemmenden Effekte.

Fir die Glioblastom-Linien HROGO04 und HROGO07 zeigten sich Kkeine
antiproliferativen Effekte wahrend der Inkubation mit der AD. Beide Zelllinien wurden
fur die weiteren Kombinationsversuche nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 34: Auswirkungen der AD von S. pyogenes auf die Proliferation von Glioblastomzellen.
Die Glioblastomzellen wurden flir 72 h mit verschiedenen AD-Konzentrationen bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert, anschlieBend mit Kristallviolett gefarbt und die Absorption bei 570 nm gemessen. Als
Kontrolle wurden die Zellen mit PBS behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte (in %) mit
Standardabweichung der AD-behandelten Zellen bezogen auf die PBS-behandelten Zellen von vier
unabhéngigen Versuchen. Balken unter der gestrichelten Linie zeigen eine mindestens 20%ige Hemmung
der Zellproliferation.

In weiteren Untersuchungen sollte geklart werden, ob eine Behandlungsmdglichkeit von
Hepato- und Kolonkarzinomen durch die AD besteht. Hierfur wurden die hepato-
zelluldre Karzinomzelllinie (HROHep03) und die kolorektale Karzinomzelllinie
(HHC6548) mit verschiedenen AD-Konzentration fir 72 h bei 37 °C und 5% CO,
kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Vitalfarbung der Zellen mit Kristallviolett und
mittels Spektralphotometer wurde die Absorption bei 570 nm bestimmt. Nachfolgend
sind die Ergebnisse in % Zellmasse der AD-behandelten Zellen bezogen auf die
PBS-behandelten Zellen abgebildet (Abbildung 35).

Wie schon bei den Untersuchungen mit Glioblastomzellen fuhrte die Behandlung mit
der AD von S. pyogenes ebenfalls zu einer Reduzierung der Proliferation der hepato-
zelluldren und kolorektalen Karzinomzellen. Mit steigender AD-Konzentration konnte
eine abnehmende Proliferation fir beide Zelllinien beobachtet werden, wobei die
AD-Behandlung eine effizientere Wirkung bei hepatozelluldren Karzinomzelllinie
(HROHep03) erzielte. Bei der AD-Behandlung der kolorektalen Karzinomzelllinie
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(HHC6548) mit 4,15 mU/ml war durch die Hemmung der Proliferation eine 35%ige
Verminderung der Zellmenge gegentiber den PBS-behandelten Zellen zu verzeichnen,
wahrend bei der hepatozellularen Karzinomzelllinie (HROHep03) ein 50%iger
Unterschied zwischen den Zellmassen der AD- und PBS-behandelten Zellen beobachtet
werden konnte.
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Abbildung 35: Auswirkungen der AD von S. pyogenes auf die Proliferation von hepatozelluldren
und kolorektalen Karzinomzellen. Nach 72 h Kultivierung der Tumorzellen mit der AD bei 37 °C und
5% CO, wurden die Zellen mittels Kristallviolett angefarbt und die Absorption bei 570 nm gemessen.
Als Kontrolle dienten mit PBS behandelte Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte (in %) mit
Standardabweichung der AD-behandelten Zellen bezogen auf die PBS-behandelten Zellen von vier
unabhéngigen Versuchen. Balken unter der gestrichelten Linie zeigen eine mindestens 20%ige Hemmung
der Zellproliferation.

Die Untersuchungen sowohl an Glioblastomzellen als auch an hepatozelluldren und
kolorektalen Karzinomzellen belegen eine zellproliferationshemmende Wirkung der AD
von S. pyogenes. Fir die nachfolgenden Kombinationsversuche mit Chemotherapeutika
wurde eine AD-Konzentration von 4,15 mU/ml ausgewahit.
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3.8.3 Zusammenspiel zwischen Zytostatika und Arginin Deiminase

3.8.3.1 Untersuchung der Auswirkung von Temozolomid und AD auf die
Glioblastom-Linie HROG05

Eine Alternative bzw. Ergadnzung zur Strahlentherapie ist die Behandlung von Tumor-
zellen mit Zytostatika. Fur die Therapie von Glioblastoma multiforme wird haufig auf
das alkylierende Zytostatikum Temozolomid zurtickgegriffen (Stupp et al., 2005). Um
eventuelle additive Effekte zu prifen, wurden Kombinationsexperimente mit Temozo-
lomid und AD durchgefihrt. Hierzu wurden die Glioblastomzellen mit 4,15 mU/ml AD
in Kombination mit Temozolomid in Konzentrationen zwischen 0,375-1,5uM
inkubiert und die Zellmassen bestimmt wie im Abschnitt 2.9 beschrieben. Als
Kontrollen dienten die mit PBS-behandelten HROGO05-Zellen.
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Abbildung 36: Auswirkung von Temozolomid in Kombination mit der AD von S. pyogenes auf die
Glioblastom-Zelllinie HROGO5. Die Zelllinie HROGO05 inkubierte mit dem Zytostatikum Temozolomid
allein und in Kombination mit 4,15 mU/ml AD fiir 6 Tage bei 37 °C und 5 % CO,. Als Kontrolle dienten
mit PBS-behandelte Zellen. Nach der Inkubation wurden die Zellmenge mittels Kristallviollett-Assay
quantifiziert. Dargestellt sind die behandelten Zellen in Prozent bezogen auf die PBS-behandelten Zellen.
Die Sternchen zeigen den signifikanten Unterschied zwischen den Temozolomid-behandelten und in
Kombination behandelten Zellen (* p <0,05;** p<0,01; ungepaarter t-Test). Balken unter der
gestrichelten Linie zeigen eine mindestens 20%ige Hemmung der Zellproliferation. n=3

Wie in der Abbildung 36 dargestellt ist, konnte mit steigender Temozolomid-
konzentration eine sukzessive Abnahme der Proliferation der HROGO05-Zellen



3 ERGEBNISSE SEITE 78

nachgewiesen werden. Die hochste Konzentration des Zytostatikums (1,5 puM) bewirkte
eine um 30 % verminderte Zellmassenproduktion. In Kombination mit AD konnte
bereits bei der geringsten Temozolomidkonzentration (0,375 uM) ein signifikanter
Unterschied zu den nur mit Temozolomid behandelten Zellen (p < 0,01; ungepaarter
t-Test) beobachtet werden. Dieser antiproliferative Wirkungsgrad wurde durch
Erhohung der Temozolomidkonzentration auf 1,5 pM in Kombination mit der AD
verstarkt. Die Vitalitat der in Kombination behandelten Zellen fiel somit unter 50 %.

3.8.3.2 Untersuchung der Auswirkung von lIrinotecan und AD auf die kolorektale
Karzinomzelllinie HHC6548

Ein vielversprechendes Chemotherapeutikum zur Behandlung eines kolorektalen
Karzinoms ist Irinotecan (Fuchs et al., 2006). In den nachfolgenden Untersuchungen
sollte experimentell Uberprift werden, welche Auswirkungen eine Kombination von
Irinotecan und AD auf die Darmkrebszelllinie HHC6548 hat. Hierfiir inkubierten die
Zellen zusammen mit dem Zytostatikum und dem Enzym fir sechs Tage bei 37 °C und
5 % CO,. Wie schon in Abschnitt 3.8.3.1 beschrieben ist, wurde auch in diesen Experi-
menten eine AD-Konzentration von 4,15 mU/ml verwendet. Die Konzentration von
Irinotecan variierte von 0,1 — 2,5 uM. Als Kontrolle wurden PBS-behandelte Zellen
mitgefihrt. Die Analyse der Zellproliferation mittels Kristallviollett-Assay ist in der
Abbildung 37 als Zellmenge in Prozent der Kontrolle dargestellt.

Ahnlich zur Untersuchung des Zytostatikums Temozolomid (Abschnitt 3.8.3.1) konnten
auch in diesem Fall durch eine Kombination von Zytostatikum und Enzym signifikante
Unterschiede beobachtet werden. Durch die Erhéhung der Irinotecankonzentration
konnte eine sukzessive Abnahme der Zellproliferation nachgewiesen werden. Es zeigte
sich ebenfalls, dass der zellproliferationshemmende Effekt durch die Zugabe der AD
verstarkt wurde. Bei einer Konzentration von 0,5 uM Irinotecan konnte ein signifikanter
Unterschied (p < 0,05; ungepaarter t-Test) zwischen den nur mit Zytostatikum
behandelten und in Kombination behandelten Zellen beobachtet werden. Auch bei einer
hoheren Konzentration von Zytostatikum (2,5 uM) konnten diese Effekte beobachtet
werden. Hierflr fihrte die Kombination aus Zytostatikum und Enzym fihrte zu einer
um 70 % reduzierten Zellmenge gegeniiber der Kontrolle.
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Abbildung 37: Auswirkung von Irinotecan in Kombination mit der AD von S. pyogenes auf die
kolorektale Karzinomzelllinie HHC6548. Die Zelllinie HHC6548 inkubierten mit dem Zytostatikum
Irinotecan allein und in Kombination mit 4,15 mU/ml AD fir 6 Tage bei 37°C und 5% CO.,.
PBS-behandelte Zellen wurden als Kontrolle mitgefiihrt. Nach der Inkubation wurden die Zellen mittels
Kristallviollett-Assay quantifiziert. Dargestellt sind die prozentualen Angaben der Massen der
Irinotecan-behandelten Zellen und der in Kombination behandelten Zellen bezogen auf die
PBS behandelte Kontrolle (statistisch signifikant, ungepaarter t-Test, * p < 0,05). Balken unter der
gestrichelten Linie zeigen eine mindestens 20%ige Hemmung der Zellproliferation. n=3

Anhand der vorliegenden Resultate (siehe 3.8.3.1 und 3.8.3.2) kdnnte die S. pyogenes
AD in Kombination mit Zytostatika (z.B. Temozolomid oder Irinotecan) als mogliche
Therapieform zur Behandlung von verschiedenen Tumorarten zum Einsatz kommen.
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4 Diskussion

Streptococcus pyogenes ist ein strikt humanpathogenes Bakterium, welches beim
Menschen zu milden Infekten der Haut (z.B. Impetigo) sowie von Schleimhdauten (z.B.
Pharyngitis), aber auch zu lebensbedrohlichen Erkrankungen, wie Sepsis und
nekrotisierender Fasziitis, flhren kann (Cunningham, 2000; Carapetis et al., 2005). An
der Auspragung der zahlreichen Krankheitsformen sind, neben den verschiedenen
Virulenzfaktoren, auch Oberflachen-assozierte Stoffwechselenzyme wie die Enolase,
die Glycerinaldehyd-3-Phoshat-Dehaydrogenase oder auch die Arginin Deiminase
beteiligt, die das Pathogen zu einer erfolgreichen Kolonisierung des Wirtes befahigen
und seine intrazelluldre Persistenz ermdglichen (Pancholi und Fischetti, 1992 und 1998;
Degnan et al., 2000). Es wird daher von einer Bifunktionalitat der zelloberflachen-
lokalisierten Stoffwechselenzyme ausgegangen.

Die Arginin Deiminase von S. pyogenes, auch als streptococcal acid glycoprotein
(SAGP) bezeichnet, katalysiert die initiale Reaktion des Argininabbaus und ist
Bestandteil des Arginin Deiminase Systems (ADS). Bestehend aus Arginin Deiminase
(AD), Ornithin Carbamoyltransferase (OCT) und Carbamate Kinase (CK) katalysiert
dieses System die Umwandlung von Arginin zu Ornithin. Dabei werden zwei Mol
Ammoniak, ein Mol Kohlenstoffdioxid und ein Mol ATP pro Mol umgesetztes Arginin
produziert. In Bezug auf die mogliche Beteiligung der AD an der Pathogenese ist indes
von Serotyp M3 und M5 bekannt, dass die AD eine wesentliche Rolle bei der Inter-
nalisierung durch Epithelzellen sowie bei der intrazellularen Persistenz spielt (Degnan
et al., 2000; Marouni et al., 2003).

In ersten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle der AD vom Serotyp M49 in Bezug auf das
Wachstum und die intrazelluldre Persistenz sowie ihr Einfluss auf Aminosaure- und
Primarmetabolismus untersucht.

4.1 Die Rolle der AD von S. pyogenes M49

4.1.1 Einfluss der AD auf Wachstum, Vitalitat und Persistenz

Das ADS qgilt als eines der wichtigsten argininabbauenden Systeme innerhalb der
Prokaryoten (Zuniga et al., 2002b). Beispielsweise sind Mycoplasmen in der Lage mit
Arginin als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle zu wachsen (Cunin et al., 1986;
Schimke et al., 1966). Solch ein wachstumsfordernder Effekt durch die ATP-Produktion
uber das ADS scheint flir GAS nicht zuzutreffen. Diese Theorie konnte in dieser Arbeit
anhand von Wachstumsanalysen des Stamms M49 (591) und einer AarcA-Mutante in
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Komplexmedium THY und in chemisch-definiertem CDM-LAB-Medium bestatigt
werden.

Unter Standardbedingungen zeigten sich keine Unterschiede im Verlauf der
Wachstumskurven und damit kann ein signifikanter wachstumsférdernder Effekt durch
die zusétzliche ATP-Produktion unter diesen Bedingungen ausgeschlossen werden. In
den Arbeit von Marouni (2003) konnte jedoch ein Einfluss der AD auf das Wachstum
eines GAS Serotyp M3 Stammes gezeigt werden (Marouni et al., 2003). In diesem Fall
wies die AarcA-Mutante in der logarithmischen Wachstumsphase eine geringere
Wachstumsrate auf als der Wildtyp. Die auftretenden Unterschiede im Wachstum der
AarcA-Mutanten der Serotypen M3 und M49 koénnte anhand der unterschiedlichen
Genotypen und damit verbunden, dem veranderten Muster der Genexpression erklart
werden (Marouni et al., 2003; Lembke et al., 2006).

In weiterfuhrenden Wachstumsanalysen der vorliegenden Arbeit, zeigten sich unter
Saurestress ebenfalls Unterschiede zwischen dem Wachstumsverhalten von Wildtyp-
stamm M49 und AarcA-Mutante. Dies ldsst vermuten, dass das ADS eine wesentliche
Rolle in der Sdure-Base-Physiologie von S. pyogenes spielt. Sowohl Wildtyp als auch
Mutante lieRen sich im angesauerten THY-Medium (pH 5,0) nicht kultivieren. Nach
Supplementation von Arginin war nur der Wildtyp wieder in Lage zu wachsen. Der
Grund hierfiir ist ein Uberschuss an frei verfiigbarem Arginin, welches sofort zur
pH-Regulierung verstoffwechselt wird. Im Vergleich dazu stagnierte das Wachstum der
Bakterien ohne Arginin-Supplementation in der lag-Phase. Ausschlaggebend ist die
Limitierung des freiverfugbaren Arginins im Medium. In diesem Fall verfligen die
Bakterien erst durch den Abbau von Peptonen mit Hilfe von sekretierten
GAS-Proteasen und GAS-Peptidasen ber Arginin, welches direkt fir die
pH-Regulierung genutzt werden kann. Die Zeit fur die Expression der zusatzlichen
Enzyme bzw. die Menge an Arginin ist offensichtlich nicht ausreichend, um den
pH-Wert zu stabilisieren, bevor die Zelllyse eintritt.

Bei der Untersuchung der bakteriellen Uberlebensfahigkeit unter sauren Bedingungen
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass das Uberleben an die Funktionalitat des ADS und
an die Verfligbarkeit von Arginin geknupft ist. Nur mit der Supplementation von
Arginin kann der Wildtyp durch die Ammoniumproduktion dem Sdurestress entgegen-
wirken, wahrend die AarcA-Mutante dazu nicht in der Lage war. Es konnte dartiber
hinaus gezeigt werden, dass weitere ammoniumproduzierende Stoffwechselwege, wie
zum Beispiel der Abbau von Serin durch die Serin Dehydratase (E.C.: 4.3.1.17) oder der
Abbau von Glutamin bzw. Asparagin durch die Asparaginase (E.C.: 3.5.1.1), nicht fir
die pH-Regulierung von S. pyogenes verwendet werden (LaSarre und Federle; 2011;
McShan et al., 2008).
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Damit ist bewiesen, dass S. pyogenes das ADS und Arginin fur die Regulierung des
pH-Wertes nutzt, um die séuresensitiven Strukturen der Zelle zu schiitzen. Dies
geschieht zum einen durch die Produktion von Ammonium, das den intrazelluléren und
extrazellularen pH ansteigen l&sst. Zum anderen geschieht es durch die Generierung von
ATP, welches fir die H™-ATPase genutzt werden kann. Mit Hilfe der H*-ATPase
konnen zusétzliche H" gegen Konzentrationsgradienten auf Kosten von ATP aus der
Zelle in die extrazellulare Umgebung transportiert werden (Poolman et al., 1987;
Degnan et al., 2000; Gruening et al., 2006; Levering et al., 2012). Diese Art der
pH-Regulierung zum Schutz vor Saurestress wurde bereits in Arbeiten fur orale
Streptokokken wie S. sanguis und S. milleri, fir das Milchsaurebakterium Lc. lactis und
das humanpathogene Bakterium L. monocytogenes ausfiihrlich beschrieben (Poolman et
al., 1987; Curran et al., 1995; Degnan et al., 2000; Ryan et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin untersucht, welche Rolle die AD fur die
bakterielle Uberlebensfahigkeit von S. pyogenes M49 in humanem Vollblut spielt. Die
AarcA-Mutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp unter diesen Bedingungen nach drei
Stunden eine 87%ige Wachstumsreduktion. Dies deutet darauf hin, dass durch die
Deletion der AD die Bakterien die Fahigkeit der Bakterien mindert, sich vor der
Immunabwehr des Wirtes zu schiitzen.

Die aus den Blutmonozyten gebildeten Makrophagen sind ein Teil der angeborenen
Immunantwort und spielen eine entscheidende Rolle fir die Kontrolle und die Bek&dmp-
fung einer bakteriellen Infektion (Cusumano et al., 2013). Die bakteriostatischen und
bakteriziden Wirkungen von Makrophagen beruhen auf dem Zusammenspiel von im
Phagolysosom befindlichen Enzymen, reaktiven Sauerstoff/Stickstoffverbindungen und
sauren pH-Bedingungen (Haas 1998; Goldmann et al., 2007, Goldmann et al., 2009).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die AD der Bakterien in der
frihen Phase der intraphagolysosomalen Persistenz einen entscheidenden Einfluss hat.

Wahrend die Bakterien in den Phagolysosomen persistieren, kommt es bei der Phago-
lysosomenreifung zu einer starken Ansdauerung (pH 4,5 - 5,0) des Kompartiments durch
die vakuolaren V-ATPasen (Myers et al., 1995; Haas 1998). Die Ansduerung der
Phagolysosomen hat im Wesentlichen zwei Funktionen: 1. Die Verringerung der
enzymatischen Aktivitaten der bakteriellen Glykolyse und 2. Die Aktivitatssteigerung
von im Phagolysosomen befindlichen Hydrolasen, welche ein Aktivitdtsmaximum in
saurem Milieu aufweisen (Casiano-Colon und Marquis, 1988; Haas 1998).

In der Literatur wird daher vermutet, dass das ADS der Bakterien zur Neutralisierung
des intraphagolysosomalen pH-Wertes verwendet wird und die zusétzliche
ATP-Synthese zur Aufrechterhaltung des energetischen Statuts dient (Casiano-Colon
und Marquis, 1988; Degnan et al., 2000). Um diese naher zu untersuchen, wurden
Wildtyp und AarcA-Mutante mit Mausmakrophagen der Zelllinie J774 kokultiviert.
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In den Versuchen zur Kokultivierung wurde festgestellt, dass die Mutante im Vergleich
zum Wildtyp eine hohere Sterberate aufwies. Grund dafiir war vermutlich die
arginolytische Ammoniumproduktion, die den intraphagolysosomalen pH-Wert anhob,
und somit dem Wildtyp eine verbesserte Uberlebenschance im Phagolysosom
ermoglichte. Im Vergleich dazu konnte die Mutante der Ansduerung des Phagolysosoms
nicht entgegensteuern und zeigte eine signifikant verringerte Uberlebensfahigkeit
(11 %) gegenuiber dem Wildtyp. Fraglich bleibt jedoch, ob das verfligbare Arginin von
ca. 1 mM in den Phagolysosomen ausreicht, um den pH-Wert zu stabilisieren, da die
vakuoldren V-ATPasen weiterhin H” in die Phagolysosomen pumpen (MacAllister et
al., 2000). Neben der Hydrolyse von Peptiden zur zusatzlichen Gewinnung von Arginin
konnte flr orale Streptokokken gezeigt werden, dass Sialinsaure, ein Derivat der
Neuraminséure, als eine weitere Argininquelle verstoffwechselt wird (Casiano-Colon
und Marquis, 1988; Degnan et al., 2000). Dies wdre ein alternativer Weg zur
pH-Regulierung.

In diesem Zusammenhang spielt der intrazelluldare Argininspiegel in den Makrophagen
flr die Virulenz von S. pyogenes eine weitere wesentliche Rolle, da Arginin ebenfalls
fur die Bildung von reaktiven Stickstoffverbindungen durch die Stickstoffmonoxid
Synthase (iNOS) bendtigt wird. Wéhrend einer bakteriellen Infektion wird die iINOS
hochreguliert und dient als initialer Abwehrmechanismus (Goldmann et al., 2004;
Mishalian et al., 2011). In einer parallel laufenden Studie von Cusumano (2013) konnte
gezeigt werden, dass die intrazelluldre Argininkonzentration und die damit verbundene
NO-Produktion einen entscheidenden Einfluss auf die Einddmmung einer Infektion
durch die angeborene Immunantwort hatte (Cusumano et al., 2013). Durch den
bakteriellen Argininabbau steht der wirtseigenen iNOS weniger Arginin zur Verfugung.
Aufgrund des niedrigen Argininspiegels kdnnen weniger radikale Stickstoffmonoxide
durch iINOS gebildet werden, dies fiihrt zu einer reduzierten bakteriziden Wirkung der
Makrophagen (Cusumano et al., 2013). Damit kommt der AD auch eine immun-
modulatorische Bedeutung zu.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen zur Vitalitat und Persistenz zum einen,
dass die Deletion der AD keinen Einfluss auf das Wachstum von S. pyogenes M49 in
Labormedien hat, und zum anderen, dass das ADS der entscheidende Stoffwechselweg
zur Bewdltigung des S&urestresses ist. Damit ist eine Beteiligung des ADS an der
Pathogenese von S. pyogenes M49 wahrscheinlich, denn sowohl ein niedriger Multi-
plikationsfaktor im humanen Vollblut als auch eine héhere Sterberate im Phagolysosom
der AarcA-Mutante deuteten auf eine verringerte Virulenz hin. Zusammen mit den
Ergebnissen der Arbeit von Cusumano (2013) konnten damit entscheidende Erkennt-
nisse zur Rolle des AD in der Pathogenese von S. pyogenes-Infektionen gewonnen
werden (Cusumano et al., 2013).
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4.1.2 Einfluss der AD auf den Primarmetabolismus und den Aminosaurestoff-
wechsel

GAS verfugen nur Uber Teile des Zitronensdurezyklus, d. h. die Energiegewinnung
erfolgt hauptsachlich tber die Glykolyse und den Pyruvat-Stoffwechsel (Beres et al.,
2002; Ferretti et al., 2001; Smoot et al., 2002). Bereits in der Vertffentlichung von
Fiedler (2011) wurde in Glukose-limitierten Chemostatkulturen der Zentralstoffwechsel
von S. pyogenes M49 untersucht und mit weiteren Milchséurebakterien verglichen
(Fiedler et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass S. pyogenes die Glukose
vorwiegend zu Laktat abbaut. Neben dem Hauptprodukt Laktat unterschied sich jedoch
die Menge an Produkten der gemischten Sauregarung wie Formiat, Acetat und Ethanol.
Bei langsamer Durchflussrate (0,05/h), unabhangig vom pH-Wert, wurden héhere
Mengen an Formiat, Acetat und Ethanol produziert, wéhrend bei hoher Durchflussrate
(0,15/n) nur geringe Mengen an Produkten der gemischten S&uregdrung gebildet
wurden und die Laktat-Produktion anstieg. Es wird daher davon ausgegangen, dass bei
langsamem Wachstum, unabhangig vom pH-Wert, GAS die Glukose zusatzlich tber die
gemischte S&uregdrung abbauen und bei schnellem Wachstum zum grof3ten Teil Gber
die Homolaktatgarung (Fiedler et al., 2011).

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Fermentationsanalysen zeigten jedoch Abweich-
ungen mit der in der Literatur beschriebenen Datenlage. Bei langsamer Durchflussrate
(0,05/n) und pH 6,5 wurde die Glukose vorwiegend zu Laktat abgebaut und, im
Vergleich zu publizierten Daten, nur geringe Menge an Produkten der gemischten
Sauregarung. Eine mdogliche Ursache ware das gegentber Fiedler et al.,, (2011)
modifizierte CDM-LAB-Medium mit erhdhter Arginin- und Bicarbonatkonzentration.
Denn sowohl die Aminoséure als auch die anorganische Kohlenstoffverbindung sind
wichtige Schlusselmolekile im Metabolismus von GAS.

In der Literatur beschrieben Asanuma und Hino (2000) einen analogen Glukosestoff- *
wechsel von Streptococcus bovis (Asanuma und Hino, 2000). Sie begriindeten die
Ergebnisse durch die pH-abhdngigen Expressionen und Enzymaktivitdten von Pyruvat
Formiat Lyase (E.C.: 2.3.1.54) und Laktatdehydrogenase (E.C.: 1.1.1.27). Bei einen
niedrigem pH wird sowohl die Expression als auch die Aktivitat der Pyruvat Formiat
Lyase (PFL) verringert. Im Gegensatz dazu bewirkt ein niedriger pH-Wert eine
verstarkte Expression und eine erhohte Aktivitat der Laktatdehydrogenase (LDH).
Folglich wird bei niedrigem pH die Glukose vorwiegend zu Laktat abgebaut (Asanuma
und Hino, 2000). Ein ahnlicher regulativer Effekt kdnnte auch die hier gemachten
Beobachtungen an S. pyogenes erkl&ren.

Trotz der pH-abhangigen Regulation von PFL und LDH konnten weitere Faktoren eine
Rolle fur den Wechsel im Priméarmetabolismus von GAS spielen. Zum Beispiel kdnnten
die erhohte intrazelluldre Argininkonzentration und der niedrige pH-Wert eine
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Aktivierung des ADS bewirken, welches zur Regulierung des extra- und intrazelluléren
pH-Wertes und zur ATP-Generierung genutzt wird. Diese Theorie wird durch die
biochemische Charakterisierung der AD und CK von S. pyogenes M49 unterstiitzt, da
das pH-Optimum beider Enzyme bei pH 6,5 liegt (Hering et al., 2013). Zudem konnte
fir einige Clostridien-Spezies sowie fir S. pyogenes und Lc. lactis gezeigt werden, dass
der intrazellulare ADP/ATP-Spiegel ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die
gemischte Sauregarung hat. Beispielsweise inhibiert ein erhéhter ATP-Spiegel die in
der gemischten S&uregarung involvierten Enzyme Pyruvat Formiat Lyase und
Alkoholdehydrogenase (Thauer et al., 1972; Palmfeldt et al., 2004; Levering et al.,
2012). Trotz der Inhibition der gemischten S&uregérung werden tber den Argininabbau
und den homofermentativen Glukosestoffwechsel ebenso drei Mol ATP generiert.

Fur Lc. lactis ist zudem beschrieben, dass die intrazelluldre Konzentration von Triose-
phosphaten wie Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) sowie das NADH/NAD'-Verhiltnis eine wesentliche Rolle im Wechsel von
Homolaktat- zu gemischter Sduregéarung spielen (Garrigues et al., 1997; Neves et al.,
1997). Ein erhéhtes NADH/NAD-Verhaltnis hat zum Beispiel einen hemmenden
Einfluss auf die Aktivitdit der GAPDH. Der damit verbundene Anstieg der
Konzentrationen von GAP und DHAP hat eine hemmende Auswirkung auf die
PFL-Aktivitat zufolge. Unter diesen Bedingungen erfolgt der Pyruvat-Stoffwechsel in
Richtung Homolaktat. Zudem begunstigt ein erhohtes NADH/NAD"-Verhaltnisses die
LDH-Aktivitat und damit die Homolaktatgarung (Garrigues et al., 1997). Eine analoge
Regulation wurde ebenso fir S. pyogenes in der Literatur beschrieben (Levering et al.,
2012).

Die Deletion von arcA hatte ebenfalls einen Einfluss sowohl auf die Fermentation von
Glukose als auch auf den Aminoséurestoffwechsel von S. pyogenes. In den
Glukose-limitierten Kulturen (D = 0,05/h) erfolgte die Energiegewinnung der Mutante,
unabhéngig vom pH-Wert, hauptséchlich Uber den homofermentativen Glukose-
stoffwechsel. Dabei konnte die Akkumulation von Arginin als Stickstoff- und
Energiequelle eine entscheidende Rolle spielen und somit eine Modifizierung des
Zentralstoffwechsels auf Homolaktatgérung bewirken

Daruber hinaus ist die Mutante durch die Deletion des arcA-Genes nicht in der Lage
Carbamoylphoshat (CP) (ber das ADS zu bilden, welches fiir die Pyrimidin
Biosynthese bendtigt wird. Um das fehlende Carbamoylphoshat zu kompensieren,
konnte die Mutante die Carbamoylphosphat Synthetase (E.C.: 6.3.4.16) nutzen und
synthetisiert somit das Carbamoylphosphat ber den Glutaminabbau. Dies bedeutet
jedoch einen Nettoverlust von einem Mol ATP, da fur diesen Syntheseweg zwei Mol
ATP ben6tigt werden. Um ein energetisches Defizit zu umgehen, verwertet die Mutante
vermutlich nur das Uracil im Medium und hemmt die Expression der
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Carbamoylphosphat Synthetase. Dies bedeutet jedoch, dass aus dem Carbamoylphoshat
durch die CK kein CO, gebildet wird, und gerade die anorganischen
Kohlenstoffverbindungen (AK) wie CO, und Bicarbonat gelten in der Literatur als
wichtige Regulatoren fur die Genexpression in Mikroorganismen (Stretton und
Goodman, 1998). Sie konnen die pH-Homoostase und Protonenbewegung durch
Carboxylierung/Decarboxylierungsreaktionen beeintrachtigen oder sie veréndern die
physikalisch-chemischen Eigenschaften von Enzymen, wie Loslichkeit oder Struktur
(Konings et al., 1997; Konings 2002; Stretton und Goodman, 1998). Fir Milch-
séurebakterien spielen AK eine wichtige Rolle als Zwischenprodukte bei der
Biosynthese von Aminoséuren oder Nukleotiden (Arsene-Ploetze und Bringel, 2004).
Somit konnte die intrazelluldre Konzentration an AK nicht nur den Primérstoffwechsel
der AarcA-Mutante sondern auch den des Wildtyps beeinflussen.

Weiterhin wurde der Einfluss der AD auf den Aminosaurestoffwechsel von GAS néher
untersucht. Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Chemostatanalysen konnte
gezeigt werden, dass die Deletion des arcA-Gens einen Einfluss auf den Ammonium-
und Serinstoffwechsel hatte. In den kontinuierlichen Kulturfiihrungen bei pH 7,5 wurde
die Ammoniumproduktion von GAS nicht (ber den Arginin- sondern (ber den
Serinkatabolismus gesteuert. Die AarcA-Mutante verstoffwechselte weniger Serin im
Vergleich zum Wildtyp und produzierte dadurch auch weniger Ammonium. Der
Argininverbrauch von Wildtyp und AarcA-Mutante war annéhernd ausgeglichen. Somit
konnte die Ammoniumbildung zum grofiten Teil nur Gber den Serinkatabolismus
erfolgen. Der Serinabbau erfolgt in GAS und anderen Organismen (ber die Serin
Dehydratase (E.C.: 4.3.1.17) zu Ammonium und Pyruvat, welches direkt Uber die
gemischte Sauregéarung bzw. Uiber die Milchsauregdrung weiter abgebaut wird. Die Art
der nachfolgenden S&uregdrung héngt dabei von dem jeweiligen Organismus ab.
Wahrend Lb. plantarum aus Serin vorwiegend Formiat, Acetat und Ammonium
produziert, reduziert Lc. lactis das aus dem Serinabbau entstandene Pyruvat zu Laktat
(Liu et al., 2003b; Kristoffersen und Nelson, 1955; Novak und Loubiere 2000). Das
gebildete Ammonium kann wiederum fur Transaminierungen verwendet werden bzw.
um die S&ureproduktion aus den Glukoseabbau auszugleichen (Fernandez und Zuniga,
2006; LaSarre und Federle; 2011).

In der Literatur sind unterschiedliche Auffassungen zur Bedeutung des Serinstoff-
wechsels zu finden. Flr Lc. lactis ist beschrieben, dass durch Supplementation von
Serin die Biomasseproduktion erhoht wird, jedoch hatte die Supplementation fir
Lb. plantarum keine Effekte auf die Wachstumsausbeute (Benthin und Villadsen 1996;
Liu et al., 2003b). Fur GAS wird hingegen spekuliert, dass der Serinstoffwechsel
ebenfalls zur pH-Regulierung genutzt wird (LaSarre und Federle; 2011).
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Diese Theorie konnte fiir S. pyogenes M49 in den Versuchen zum bakteriellen
Uberleben unter sauren Bedingungen widerlegt werden, da GAS den pH-Wert allein
durch den Serinabbau nicht regulieren konnten. Mit Hilfe der Serin Dehydratase (SDH)
wird zwar Ammonium produziert aber auch Pyruvat, welches weiter zu Laktat oder zu
Formiat und Acetat abgebaut wird, dadurch wird die Anséuerung durch den Serinabbau
wiederum gefordert. Dazu kommt, dass der optimale pH-Wert der SDH fir die meisten
Organismen im Bereich von neutral bis schwach alkalisch liegt (Gannon et al., 1977;
Farias et al., 1991; Laroche et al., 2003). Damit wird wiederum verdeutlich, dass das
ADS der entscheidende Stoffwechselweg zur pH-Regulierung in GAS ist.

Dies bestétigten die Chemostatanalysen bei pH 6,5. Der Wildtyp produzierte mehr
Ammonium bei pH 6,5 im Vergleich zu pH 7,5. Wie oben bereits erwahnt, fihrte die
pH-Absenkung vermutlich zur Aktivierung des ADS. Dies konnte den verstarkten
Argininabbau bei pH 6,5 erklaren, der einen Groldteil der Ammoniumproduktion
ausmachte. Dartiber hinaus ist nicht auszuschlieBen, dass der Serinstoffwechsel
ebenfalls zur Ammoniumproduktion beitrug, da ein verstarkter Serinabbau bei pH 6,5
beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu verwertete die AarcA-Mutante,
unabhéngig vom pH-Wert; geringere Mengen an Serin und zeigte zudem eine
verminderte Ammoniumproduktion. Dies hangt vermutlich mit dem Rgg-Regulator-
protein zusammen, das in GAS auch als RopB (regulator of protease B) bekannt ist
(Dmitriev et al., 2006).

Der Transregulator RopB hat nicht nur einen Einfluss auf die Expression von Virulenz-
und Transkriptionsfaktoren sondern auch auf die Expression von Stoffwechselenzymen,
die fur die Anpassung an die Umgebung und die damit verbundene Verwertung von
Substraten entscheidend sein kénnen (Kapur et al., 1993; Chaussee et al., 1999 und
2003). In der Literatur ist zudem beschrieben, dass Rgg eine wichtige Rolle in der
Regulation von AD und SDH hat und damit einen entscheidenden Einfluss auf
Ammoniumproduktion und pH-Regulierung in GAS (Chaussee et al., 2003). Durch die
Deletion des arcA-Gens wird das ADS unterbrochen und steht somit nicht mehr fur die
pH-Regulierung zur Verfugung. Aus diesem Grund reprimiert vermutlich Rgg den
Serinkatabolismus, um eine weitere Ansduerung durch den Serinabbau zu vermeiden, da
die Zellen Gber das ADS der Ansdauerung nicht entgegenwirken kénnen. Damit konnte
gezeigt werden, dass der Serin- und der Argininstoffwechsel in GAS eng miteinander
verknupft sind und sich gegenseitig regulieren. Hier sind weitere Untersuchungen
notwendig, um diese Annahme zu verifizieren.

Zusammenfassend konnten durch die Auswertung der Stoffwechselfliisse wichtige
Erkenntnisse zu Gé&rungs- und Aminosaurestoffwechsel von S. pyogenes gewonnen
werden. Jedoch sollten fur die volistdndige Aufklarung weitere Untersuchungen
durchgefuhrt werden, wie beispielsweise die Bestimmung der intrazelluldren
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Konzentration von Metaboliten, Messung von Enzymaktivitaten oder die Interaktionen
der Stoffwechselwege untereinander. Zur vollstandigen Aufklarung der Ursache fur die
Unterdriickung der gemischten Séduregarung in der AarcA-Mutante sollten
Transkriptom- und Proteomanalysen vom Wildtyp und AarcA-Mutante durchgefihrt
werden.

4.2  Kinetische Parameter und allosterische Regulation der AD und
CK von S. pyogenes M49

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das ADS eine wichtige Rolle in
der Pathogenese und im Metabolismus in GAS spielt. Fir das bessere Verstandnis des
ADS auf enzymatischer Ebene wurden die ammoniumproduzierenden Enzyme AD und
CK heterolog in E. coli DH5a exprimiert und enzymkinetisch untersucht.

Ein zentraler Teil der biochemischen Charakterisierung von AD und CK bestand in der
Bestimmung kinetischer Parameter. Darin inbegriffen war die Bestimmung der
Michaelis-Konstanten, der pH- und Temperaturoptima sowie der allosterischen
Regulatoren der Enzyme.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurden zundchst das prokaryotische Expressions-
und Reinigungssystem fur die heterologe Expression etabliert. Dadurch war es moglich,
ausreichend grolRe Mengen rekombinanter und aktiver AD und CK zu gewinnen und die
entsprechenden kinetischen Analysen durchzufthren.

4.2.1 Biochemische Charakterisierung der AD von S. pyogenes M49

Die Arginin Deiminase (E.C.: 3.5.3.6) aus S. pyogenes M49 gehort zu der Superfamilie
der Guanidinogruppen-modifizierenden Enzyme. Diese zeichnen sich durch die
charakteristischen vier konservierten Motive FTRD, EGGDV, MHLDT und CMSxP
und der katalytischen Triade C-H-[G, D] aus (Shirai et al., 2001; Das et al., 2004;
Hering et al., 2013). Die S. pyogenes AD, eine aus 411 Aminosduren bestehende
Hydrolase, setzt sich aus zwei Doménen zusammen. Die erste Doméne enthalt das
aktive Zentrum und funf BPop-Motive, die sich um eine Pseudo-5-Faltachse
wiederholen. Die zweite besteht aus vier orthogonalen Helix-Biindeln (Henningham et
al., 2013b).

Im Vergleich der Aminosduren konnten hohe Sequenzidentitdten der AD von
S. pyogenes zu anderen Spezies wie Lc. lactis (67 %), E.faecalis (46 %) und
M. arginini (41,3 %) festgestellt werden (Hering et al., 2013; Das et al., 2004). Trotz
der hohen Homologien zeigten sich eine deutliche Abweichung in den Kp-Werten fur
das Substrat Arginin zu den anderen Spezies sowie eine auffallige Varianz in
Temperatur- und pH-Optimum (siehe Tabelle 12). Eine mogliche Ursache dafir konnte
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das unterschiedliche Nahrstoffangebot in der natirlichen Umgebung und die
resultierende Adaption an den Lebensraum sein.

Bei dem Vergleich des Temperaturoptimums der AD mit der optimalen Wachstumsrate
der Organismen zeigte sich bei einigen Spezies eine deutliche Diskrepanz. Fur
S. pyogenes stimmt das ermittelte Temperaturoptimum der AD mit 37 °C mit der fur das
Wachstum optimalen Temperatur tberein. Dies entspricht ebenfalls der Temperatur im
menschlichen Kdrper, dem natirlichen Lebensraum von S. pyogenes. Jedoch scheint es
nicht zwingend notwendig zu sein, dass das Temperaturoptimum der AD mit der
Temperatur des natlrlichen Lebensraums der Organismen korreliert. Das Temperatur-
optimum der AD liegt fiir Lactobacillus buchneri und Pseudomonas putida bei 50 °C
(Manca de Nadra et al., 1984; Shibatani et al., 1975), obwohl zum Beispiel das
saprotrophe Bakterium P. putida, dessen natlrlicher Lebensraum feuchte, warme Bdden
sind, eine optimale Wachstumsrate bei 20 —30 °C hat (Moreno et al., 2013). Eine
deutliche Abweichung zeigt ebenfalls Lc. lactis, dessen optimale Wachstumstemperatur
bei 30 °C liegt. Die hochste Aktivitat der AD wurde jedoch bei 60 °C gemessen
(Hofvendahl et al., 1999; Kim et al., 2007). Im Gegensatz dazu stimmt bei B. cereus die
optimale Wachstumstemperatur, die zwischen 20 - 40 °C liegt, mit dem Temperatur-
optimum der AD von 25 °C annahernd (berein (Vilain et al., 2006; Li et al., 2008)
(Tabelle 12).

Tabelle 12: Vergleich der kinetischen Parameter der AD von bekannten Spezies

Stamme K L-Arginin Optimum Optimum Referenz
(mM) pH Temp. (°C)
Streptococcus pyogenes 1,33 6,5 37 Diese Arbeit
Lactococcus lactis 8,67 7,2 60 Kim et al., 2007
Lactobacillus buchneri 0,83 6,0 50 Manca de Nadra et al.,
1984

Pseudomonas putida 0,20 6,0 50 Shibatani et al., 1975
Pseudomonas aeruginosa 0,14 5,6 25 Li etal., 2008
Bacillus cereus 0,06 7,0 25 Lietal., 2008

Bei der Untersuchung der pH-Abhéngigkeit der AD konnten im Gegensatz zu den
Messungen des Temperaturoptimums keine groBen Schwankungen in dem
pH-Optimum gegenlber dem anderer Organismen beobachtet werden. Die optimalen
pH-Werte fur die in der Tabelle 12 beschriebenen Enzyme liegen vorwiegend im
Bereich von neutral bis schwach sauer. Fir einige Lactobacillus-Species erwies sich ein
niedriger pH-Wert als besonders wichtig fur die Induktion der ADS-Expression um dem
Sdurestress entgegen zu wirken (Arena et al., 1999; Spano et al., 2004; Angelis et al.,
2002b), wohingegen das schwach azide pH-Optimum der AD von S. pyogenes noch
eine weitere physiologische Bedeutung hat. Das Pathogen nutzt das ADS um den sauren
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pH-Wert der Hautoberflache zu neutralisieren und diese besiedeln. Somit kdnnte es eine
entscheidende Rolle in den ersten Schritten einer Infektion spielen (Lambers et al.,
2006).

In der Gesamtbetrachtung der Michaelis-Konstanten der in der Tabelle 12 aufgelisteten
AD stellt sich ebenfalls die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen den
unterschiedlichen Affinitaten zu dem Substrat Arginin und dessen Verfiigbarkeit in der
natlrlichen Umgebung gibt. Der K,-Wert der AD von S. pyogenes fur Arginin betragt
1,33 mM, wahrend die AD von Lc. lactis einen sechsmal h6heren Kn,-Wert fr Arginin
aufweist. Dies Kkorreliert mit der verfugbaren Menge an Arginin im menschlichen
Plasma, welche mit etwa 0,075 mM relativ gering ist, und der Arginin Konzentration in
Rohmilch, die im Vergleich mit 6 mM deutlich hoher liegt (Armengou et al., 2003;
Payne-Botha und Bigwood, 1959).

Bei Untersuchungen der potentiellen allosterischen Regulatoren konnte gezeigt werden,
dass die AD von S. pyogenes nicht durch die Zwischen- und Endprodukte des Arginin-
abbaus reguliert wird. Wahrend Citrullin und Carbamoylphosphat ebenfalls keinen
Einfluss auf die Aktivitdten der AD verschiedener anderer Organismen haben, zeigte
sich eine inhibierende Wirkung durch ATP auf die AD von Lb. buchneri (Manca de
Nadra et al., 1984). Fir alle bisher in der Literatur untersuchten AD wurde diese Art der
Regulation nur fir Lb. buchneri beschrieben. Die Ursache der unterschiedlichen
Regulation konnte dabei in der Struktur der AD liegen. In den meisten Féallen setzt sich
die AD aus identischen Untereinheiten zusammen, die ein Homodimer bilden,
beispielweise in P. putida, M. arginini und S. pyogenes (Shibatani et al., 1975; Das et
al., 2004; Degnan et al., 2000). Das Enzym in Lc. lactis ist hingegen als Homotrimer
organisiert und in P. aeruginosa sogar als Homotetramer (Kim et al., 2007; Galkin et
al., 2004; Lu et al., 2006). In der Abbildung 38 sind die Kristallstrukturen der AD von
P. aeruginosa und M. arginini dargestellt. Trotz der unterschiedlichen Anzahl der
Untereinheiten ist die katalytische Triade identisch, diese stimmt ebenfalls mit der
katalytischen Triade von S. pyogenes uberein (Ni et al., 2008; Henningham et al.,
2013b). Fur Lb. buchneri ist aktuell noch keine Kristallstruktur in der Literatur
beschrieben. Anhand eines Vergleiches der Kristallstrukturen mit den anderen AD
konnte somit die inhibierende Wirkung durch ATP auf die AD von Lb. buchneri
aufgeklart werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Aufklarung der Regulation der Aktivitat von AD ist die
computerunterstiitzte Berechnung der elektrostatischen Potentiale und der sich daraus
ergebenden Bindungsaffinitaten in den katalytischen und allosterischen Bindestellen,
wie es beispielsweise fir Laktat-Dehydrogenasen verschiedener LAB beschrieben ist
(Feldman-Salit et al., 2013).
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Abbildung 38: Vergleich der Kristallstruktur der AD von P. aeruginosa (A) und M. arginini (B). A)
Die AD von P. aeruginosa setzt sich aus vier identischen Untereinheiten zusammen und bildet ein
katalytisch aktives Homotetramer. B) Die AD von M. arginini besteht aus zwei identischen
Untereinheiten und bildet ein Homodimer (Ni et al., 2008).

Die gewonnenen Erkenntnisse tragen somit nicht nur zur Aufklarung der Funktions-
weise der AD auf enzymatischer Ebene bei, sondern zeigen ebenfalls, dass die AD von
S. pyogenes offensichtlich optimal bei 37 °C arbeitet.

Dieses Enzym kodnnte somit auch ein vielversprechender Kandidat fiir die Anwendung
in der Behandlung von ASS-negativen Tumoren sein. Eine solche Behandlungsstrategie
ist in der Literatur bereits beschrieben. Allerdings stellt die Immunogenitdt von
mikrobiellen Proteinen wie der AD ein Problem dar. Um dies im menschlichen Korper
zu umgehen, kénnen pharmakologisch-interessanten Proteine mit dem Wirkstofftrager
Polyethylenglykol verknlpft werden (Holtsberg et al., 2002).

4.2.2 Biochemische Charakterisierung der CK von S. pyogenes M49

Die Carbamat Kinase (E.C.: 2.7.2.2) von S. pyogenes gehort zu der Enzymfamilie der
Aminosaure Kinasen (Ramon-Maiques, 2010). Im Gegensatz zu der AD konnte fir alle
in der Literatur beschriebenen Carbamat Kinasen ein einheitlicher Aufbau aus zwei
identischen Untereinheiten beobachtet werden. Demzufolge ist die Wahrscheinlichkeit
hoch, dass die CK von S. pyogenes ebenfalls wie die CK von E. faecalis, E. faecium,
oder P. aeruginosa ein Homodimer bildet (Marina et al., 1998; Abdelal et al., 1982).

Zudem zeigte sich bei der Analyse der Aminosauresequenzen eine zu 66,8 % identische
Aminosdureabfolge zwischen der CK von S. pyogenes und von E. faecalis (Hering et
al., 2013). Ebenso korrelieren die Positionen der Aminosdurereste, die fiur die
Bindungen der Substrate verantwortlich sind, zwischen den beiden Organismen. In
S. pyogenes sind es die positiven Ladungen von Lys131 und Lys217, die mit den
negativ geladenen Phosphatgruppen des Carbamoylphosphates interagieren, und die
Reste der Aminosdure Thr238, Val240 und Met277, die die Bindung von ADP
ermoglichen. (Ramon-Maiques 2010; Hering et al., 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283610002135
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In den Untersuchungen des pH- und Temperaturoptimums konnten die hdochsten
Enzymaktivitaten der CK bei pH 6,5 und 37 °C bestimmt werden (siehe Tabelle 13).
Dies steht in Ubereinstimmung mit den Aktivitdtsmessungen der AD (siehe 4.2.1),
daher liegt die Vermutung nahe, dass das gesamte ADS in S. pyogenes die hochste
Aktivitdt bei 37 °C und pH 6,5 besitzt. Im Gegensatz zu der Bestimmung der
Kinetischen Parameter fiir die AD-Aktivitdt in Lb. buchneri Kkorreliert das
Temperaturoptimum der CK bei 30 °C mit der optimalen Wachstumstemperatur des
Organismus (Manca de Nadra et al., 1986; Liu et al.,2008).

Sowohl fir die CK von S. pyogenes als auch von Lb. buchneri liegt das pH-Optimum
im neutralen bis schwach sauren Bereich (Manca de Nadra et al., 1986). Ein niedriger
optimaler pH-Wert ist charakteristisch fir CK, denn bei leicht aziden pH-Werten sind
die katalytischen Zentren positiv geladen. In diesem Fall sind es die positiven Amino-
gruppen des Lysins, die das katalytische Zentrum bilden und mit den negativ geladenen
Phosphatgruppen des Carbamoylphosphats interagieren. Zudem ist bekannt, dass ATP
eine inhibierende Wirkung auf die CK-Aktivitdt verschiedener Organismen wie
Lb. buchneri und P. aeruginosa hat (Manca de Nadra et al., 1986; Abdelal et al., 1982).

Tabelle 13: Vergleich der kinetischen Parameter der CK von bekannten Spezies.

Stamme K. ADP K., CP* Optimum  Optimum Referenz
(mM) (mM) pH Temp. (°C)
Streptococcus pyogenes 0,72 0,65 6,5 37 Diese Arbeit
Lactobacillus buchneri 0,71 1,53 54 30 Manca de Nadra et
al., 1986
Enterococcus faecalis 0,04 1,40 - - Marina etal.,
1998

*Carbamoylphosphat

In dieser Arbeit konnte ebenfalls eine Hemmung der CK-Aktivitadt von S. pyogenes
durch ATP nachgewiesen werden, wahrend die Aminosauren Arginin und Citrullin
keine signifikanten Einflisse auf die Aktivitat zeigten. Dies hangt vermutlich mit dem
intrazellularen Carbamoylphosphat-Pool zusammen. Carbamoylphosphat kann auch
uber den Glutaminabbau durch die Carbamoylphosphat Synthetase (CS) gebildet
werden, jedoch verbraucht dieser Stoffwechselweg zwei ATP. Sind sowohl CK als auch
CS aktiv, tritt dementsprechend ein Nettoverlust von einem ATP auf. Bei einem hohen
intrazelluldren ATP-Spiegel ist fur P. aeruginosa in der Literatur beschrieben, dass
sowohl die OCT als auch die CK des ADS unterdriickt werden und das Carbamoyl-
phosphat tber den ATP-verbrauchenden Glutaminabbau gebildet wird (Abdelal et al.,
1982). Haas (1977) konnte sogar zeigen, dass der Argininabbau alleine die
Anforderungen an Carbamoylphosphat in einer CS-Deletionsmutante flr ein optimales
Wachstum nicht erfiillen konnte. Zusatzliches Arginin und Uracil konnten jedoch das
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Wachstumsdefizit ausgleichen (Haas et al., 1977). Ein solcher Regulations-
mechanismus ist aktuell in der Literatur fur S. pyogenes noch nicht beschrieben.

Aufgrund der Inhibition der CK durch ATP und die Carbamoylphosphatsynthese Gber
den Glutaminabbau konnte diese Art der Regulation mdglich sein. Durch Vergleiche der
kinetischen Konstanten flr die CK (siehe Tabelle 13) von Lb. buchneri, E. faecalis und
S. pyogenes konnte diese Theorie gestutzt werden (Manca de Nadra et al., 1986; Marina
et al., 1998), denn mit einem Kn-Wert von 0,65 mM fiir Carbamoylphosphat hat die CK
von S. pyogenes eine hohere Affinitat zu Carbamoylphosphat als die CK der anderen
Spezies. Hingegen stimmt der fir das Substrat ADP ermittelte K,-Wert dieser Arbeit
mit 0,72 mM vergleichsweise gut mit den verdffentlichen Daten von Manca de Nadra et
al. (1986) zu der CK von Lb. buchneri mit 0,71 mM (berein. Allerdings konnte bis zum
jetzigen Zeitpunkt keine detaillierte Aussage getroffen werden und es existieren bisher
in der Literatur wenige Berichte, welche Rolle die intrazellulare Konzentration an
Carbamoylphosphat sowie die Kohlenstoffdioxidbedurfnisse fir die Wachstums-
physiologie von Milchsdurebakterien genau spielen (Bringel et al., 2008). Jedoch
konnte in dieser Arbeit basierend auf der kinetischen Charakterisierung der Enzyme AD
und CK eine Adaption von S. pyogenes an den humanen Lebensraum nachgewiesen
werden.

4.3 Bedeutung der AD von S. pyogenes in der Tumorbehandlung

Arginin, eine fir den Menschen nichtessentielle Aminosaure, ist von entscheidender
Bedeutung fiir das Wachstum von einigen Krebsarten. Die Tumorzellen, die aufgrund
der fehlenden ASS1-Expression Arginin-auxotroph sind, missen die Aminoséure
generell aus ihrer Umgebung aufnehmen, um verschiedene Stoffwechselprozesse
aufrechtzuhalten.

In einigen vorklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass das Uberleben von
Tumorzellen und die Ausbildung von Metastasen durch systematisches Absenken der
Arginin-Konzentration, beispielsweise durch diatische Erndhrung oder enzymatischen
Abbau, reduziert werden kann (Gilroy 1930; Bach und Swaine 1965). In der Literatur
werden die Arginin abbauenden Enzyme Arginase und AD als ein potentielle
krebstherapeutische Mittel fur Arginin-auxotrophe Tumore, wie hepatozelluldre
Karzinome und maligne Melanome, eingestuft (1zzo et al., 2004; Ascierto et al., 2005).
Basierend auf der Anti-Tumor-Anwendung von AD auf verschiedene Tumorzellen
wurde die AD von S. pyogenes an verschiedenen Zelllinien des Glioblastoms und des
kolorektalen Karzinoms getestet. In der aktuellen Literatur ist die Anwendung von AD
bei Darmkrebs aufgrund der ASS1-Expression in Darmkrebszellen noch nicht
beschrieben (Delage et al., 2010). Um den Einsatz der AD in der Pharmakologie in
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Betracht ziehen zu kdnnen, sollte mindestens eine 20%ige Wachstumshemmung (1C5)
nachweisbar sein (Hunter et al., 2013).

Eine wirkungsvolle Behandlung von Tumoren mit AD setzt eine Arginin-Auxotrophie
voraus. Fur die in dieser Arbeit untersuchten Glioblastom-Zelllinien HROGO04 und
HROGO7 konnte eine Arginin-Auxotrophie ausgeschlossen werden, da in beiden Fallen
eine ASS1-Expression nachgewiesen werden konnte. Zudem zeigte die AD-Behandlung
keine antiproliferative Wirkung auf diese Glioblastomzellen.

Fur die weiteren getesteten Glioblastom-Linien HROG02, HROGO05 und HROG17
sowie fiir die hepatozellulare Karzinomzelllinie HROHep03 konnte eine bis zu 50%ige
zellproliferationshemmende Wirkung der AD von S. pyogenes gezeigt werden, was
durch die fehlende ASS1-Expression begriindet werden kann. Die 40%ige Reduzierung
der Zellproliferation der kolorektalen Karzinomzelllinie HHC6548 wund der
Glioblastom-Zelllinie  HROG10 kann jedoch nicht anhand einer fehlenden
ASS1-Expression erklart werden, da hier die Expression der ASS1 eindeutig
nachgewiesen wurde. In diesem Fall kdnnten posttranslationale Modifikationen zum
Verlust der ASS1-Aktivitat beitragen. Alternativ zur ASS1-Expression konnte in diesen
Zelllinien eine fehlende ASL-Expression fir die Hemmwirkung verantwortlich sein.
Damit wére die Argininbiosynthese an dieser Stelle unterbrochen. Es besteht auch die
Madglichkeit, dass diese Zelllinien nicht tber eine OCT verfugen, die das Citrullin aus
Ornithin recycelt, und somit das Substrat fiir die ASS1 fur die Argininbiosynthese nicht
zur Verfugung steht (Delage et al., 2010).

Um letztlich die zellproliferationshemmende Wirkung der AD von S. pyogenes auf die
ASS1-positiven Zelllinien HHC6548 und HROG10 aufklaren zu kdnnen, missen
Western Blot-Analysen mit ASS1-spezifischen Antikorpern durchgefihrt werden, um
aufzuklaren, ob das Enzym tatséchlich gebildet wird. Im Falle von positiven Western
Blot-Analysen sollte des Weiteren mittels Western Blot die Anwesenheit von ASL und
OCT um den Grund fir die zellproliferationshemmende Effekte der AD von
S. pyogenes auf die beiden Zelllinien aufklaren zu kénnen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die AD von S. pyogenes
eine inhibierende Wirkung auf die Zellproliferation von verschiedenen Tumorarten
ausiibt. Besonders interessante Ergebnisse konnten bei der Behandlung von mehreren
Glioblastom-Zelllinien und einer kolorektale Karzinom-Zelllinie erzielt werden, da fiir
diese Tumorarten aktuell nur wenige AD-Behandlungen in der Literatur beschrieben
sind (Syed et al., 2013). Um solch eine Behandlung bei Krebspatienten durchfiihren zu
kdnnen, sollte jedoch eine Pegylierung der AD von S. pyogenes erfolgen, damit die
Antigenitat des mikrobiellen Enzyms in vivo ausgeschlossen werden kann (Holtsberg et
al., 2002). Dies verbessert ebenso die Effektivitat der AD als klinisches Arzneimittel.
Bevor die AD von S. pyogenes fiir die therapeutische Anwendung in Frage kommt,
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muss vorher geklart werden, ob die AD von S. pyogenes effizienter gegenlber der
zurzeit verwendeten AD von Mycoplasma hominis (ADI-PEG20) wirkt (Feun und
Savaraj, 2006).

4.3.1 Steigerung der zellproliferationshemmenden Effekte der AD durch Kombi-
nation mit Zytostatika

Trotz guter Behandlungsstrategien durch Operation, Bestrahlung oder Chemotherapie
erweist sich die Therapie von einzelnen Krebserkrankungen als problematisch. Daher
werden in vielen Féllen die bestehenden Behandlungsmdglichkeiten kombiniert.
Besonderes Augenmerk gilt dem Glioblastoma multiforme, dessen Malignitét von der
World Health Organisation (WHO) aufgrund des schnellen Tumorwachstums und der
schlechten Behandlungsmaoglichkeiten mit den hochsten WHO-Grad (4) eingestuft wird.
Der WHO-Grad von Tumoren Korreliert zudem mit der Aggressivitat des Tumors und
lasst Aussagen tber die Prognose zu.

In der Regel sterben die meisten Patienten an diesem bdsartigen Hirntumor innerhalb
von zwei Jahren nach dem Zeitpunkt der Diagnose (Curran et al., 1993; DeAngelis
2001; Buckner 2003). Fur alle bisher untersuchten Behandlungen von Glioblastoma
multiforme erwies sich die operative Tumormassenreduktion mit einer sich
anschlieBenden simultanen, adjuvanten und gleichsame palliativen Kombinations-
therapie mit dem lipophilen und alkylierenden Pharmakon Temozolomid und
Strahlentherapie fur am besten geeignet (Stupp et al., 2005; DeAngelis 2005).

In der vorliegenden Arbeit war es von besonderem Interesse, die zellproliferations-
hemmende Wirkung des Zytostatikums Temozolomid durch die Kombination mit der
AD von S. pyogenes zu verstarken. Bei der Testung des alkylierenden Zytostatikums
konnte gezeigt werden, dass in Kombination mit der AD die Inhibition auf die
Zellproliferation der Glioblastom-Zelllinie HROGO5 verstarkt wurde. Verantwortlich
hierfur sind die unterschiedlichen Wirkmechanismen der beiden Substanzen. Wé&hrend
die AD den Argininspiegel senkt und somit wichtige Syntheseschritte in den Tumor-
zellen nicht ablaufen kdnnen, entfaltet das Temozolomid seine Wirkung gegen bosartige
Tumore, indem es die DNA-Replikation stort (Stupp et al., 2005).

Hinsichtlich der Anwendung von Temozolomid ist entscheidend, dass die MGMT
(O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase) inaktiv ist. MGMT bewirkt u.a. die
Entfernung von Alkylgruppen von der O6-Position des Guanins. Dadurch wirkt es als
DNA-Reparaturenzym fiir Schéaden, die durch Alkylierung entstehen (Ramirez et al.,
2013). Durch Hypermethylierung wird das MGMT-Gen inaktiviert und die an der DNA
verursachten Schaden lassen sich schlechter reparieren. In der Arbeit von Hegi (2005)
konnte gezeigt werden, dass Tumoren von Patienten mit methylierter MGMT-Promotor-
region sensibler auf das alkylierende Chemotherapeutikum Temozolomid reagieren, als
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solche mit unmethylierter Sequenz (Hegi et al., 2005). Somit gelten sowohl die
MGMT-Methylierung als auch die fehlende ASS1-Expression als mdgliche Biomarker,
um therapeutische Entscheidungen bei Glioblastoma multiforme treffen zu kdnnen
(Tolcher et al., 2003, Wick et al., 2012; Syed et al., 2013).

Die Applikation von Temozolomid erfolgt oral in der inaktiven Form und wird erst in
vivo durch verschiedene Stoffwechselvorgdnge in die aktive Wirksubstanz
Monomethyl-triazeno-imidazol-carboxamid Uberfuhrt, welche die Blut-Hirn-Schranke
uberwinden kann (Ramirez et al., 2013). Die AD hingegen muss direkt in das
Tumorgewebe injiziert werden, um eine Inhibition der Zellteilung von Glioblastom-
zellen ausliben zu kdénnen, was als problematisch einzustufen ist. Aus diesem Grund
sollte die Behandlung von Patienten mit Glioblastoma multiforme mit rekombinanter
AD unter Abwégung der Vor- und Nachteile fur den Patienten tberdacht werden.
Jedoch sollte jeder Ansatz beriicksichtigt werden, denn eine einfache Lésung zur
Bekampfung von hochgradigen malignen Glioblastoma multiforme wird es wohl in
absehbarer Zeit nicht geben.

Neben Glioblastoma multiforme gewinnt das kolorektale Karzinom in den westlichen
Industrienationen zunehmend an Bedeutung. Beispielsweise erkranken in Deutschland
jahrlich ca. 73.000 Menschen neu an diesem malignen Tumor und ca. 27.000 sterben
jedes Jahr daran. Schaut man (ber die Landesgrenzen hinweg, ist das kolorektale
Karzinom weltweit die dritthdufigste Tumorerkrankung und die vierthdufigste
Todesursache (Haggar und Boushey 2009). Primér beginnt die Therapie mit der
chirurgischen Entnahme des befallenen Gewebes und wird mit einer adjuvante
Chemotherapie z. B. mit Irinotecan fortgesetzt.

Das Zytostatikum Irinotecan ist ein halbsynthetisches Derivat des pflanzlichen
Alkaloids Camptothecin, welches aus der Rinde und den Blatter von Camptotheca
acuminata isoliert werden kann (Wall et al.,, 1966; Kunimoto et al.,, 1987).
Pharmakologisch gehért Irinotecan zu der Gruppe der Topoisomerasehemmstoffe.
Irinotecan wird in vivo in den meisten Geweben durch die Carboxylesterase zu SN-38
metabolisiert (Kawato et al., 1999). Das aktive Metabolit bindet an die Topoisomerase |
und stort somit die Verdrillung der DNA-Strédnge, was zu Strangbrtichen und schliellich
zur Apoptose der Zellen fuhrt (Fuchs et al., 2006). Im Gegensatz zur Irinotecan wirkt
die AD, wie bereits erwéhnt, nicht auf der genetischen (Beeinflussung der
DNA-Replikation) sondern auf der metabolischen Ebene, indem die AD das
freiverfugbare Arginin abbaut. Auf diese Weise kommt es zu einer N&hrstofflimitation
fir die Tumorzellen. In dieser Untersuchung sind es ebenfalls die unterschiedlichen
Wirkmechanismen, die zur Verstarkung der Effekte beider Praparaten fiihrt.

Die klinische Relevanz dieser potentiellen Kombination kdnnte zunehmend an
Bedeutung in der Behandlung von kolorektalen Karzinomen gewinnen. Aufgrund der
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immer hdufiger auftretenden priméren oder erworbenen Resistenzen von
Darmkrebszellen gegeniiber der Platin-basierten Chemotherapie mit Cisplatin und
Derivaten bzw. wegen der Unvertraglichkeit und der starken Nebenwirkungen des
Zytostatikums, missen entweder neue strukturelle Weiterentwicklung verfolgt werden
oder es konnte auf solch eine Therapieform aus Irinotecan und AD zurlckgegriffen
werden (Giaccone, 2000).

Auch andere Studien haben sich mit den Resistenzen gegeniiber einer Platin-basierten
Chemotherapie auseinandergesetzt und konnten unter anderem fur Ovarialkarzinome
zeigen, dass der Verlust der ASS1-Expression als Biomarker fur die Resistenz
gegenuber einer Platinbasierten Behandlung herangezogen werden kann. (Nicholson et
al., 2009; Delage et al., 2010; Kobayashi et al., 2010). Welche Rolle genau die
verminderte ASS1-Expression fir die Platinresistenz bei Ovarialkarzinom spielt, ist
nicht eindeutig geklart. Allerdings es wird vermutet, dass der niedrige zellulare
Argininspiegel bzw. die niedrige NO-Konzentration die DNA-Platin-Anlagerung
verringert (Bubley et al., 1996; Tang und Grimm 2004). Somit kénnte im Falle einer
Platinresistenz alternativ mit AD behandelt werden, und je nach Krebserkrankung eine
Kombination mit dem entsprechenden Zytostatikum verwendet werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es in den in vitro
durchgefuhrten Kombinationsversuchen von ausgewahlten Zytostatika und der AD zu
einer Verstarkung der antiproliferativen Effekte kommt. Aus diesem Grund wird es
immer wichtiger, diese Therapiewege in vivo zu testen, um der zweithdufigsten
Todesursache in Deutschland, dem Krebs, entgegenwirken zu kénnen.
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3) Zusammenfassung

Rolle der AD im Metabolismus von S. pyogenes M49

1. Die Deletion des arcA-Genes hat keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten in
Komplexmedien und chemisch-definiertem Medium.

Arginin und das ADS sichern das Uberleben der Streptokokken in saurem Milieu.
Die darcA-Mutante zeigt eine verminderte Ammoniumproduktion.

Arginin- und Serinstoffwechsel werden durch die AD in GAS beeinflusst.

Die darcA-Mutante verstoffwechselt die Glukose vorwiegend zu Laktat und die
gemischte Sauregarung wird im Vergleich zum Wildtyp unterdrickt.

SAEE T A

Rolle der AD in der Pathogenese von S. pyogenes M49

1. Die darcA-Mutante zeigt ein vermindertes Wachstum in humanem Vollblut.
2. Die arcA-Deletion fuhrt zu einem erhdhten Absterben in Makrophagen.

Enzymkinetische Untersuchung von AD und CK von S. pyogenes M49

1. Fur die biochemische Charakterisierung wurden Arginin Deiminase und Carbamat
Kinase von S. pyogenes M49 heterolog in E. coli DH5a exprimiert und gereinigt.

2. Das pH-Optimum von AD und CK liegt bei pH 6,5 und das Temperaturoptimum
bei 37 °C.

3. Die kinetische Analyse der AD ergab einen Kn-Wert von 1,13 mM fir L-Arginin
sowie einen Vma-Wert von 1,51 pmol/min/mg Protein.

4. Die Kkinetische Analyse der CK ergab einen Kg-Wert von 0,65 mM fir
Carbamoylphosphat bzw. 0,72mM fiur ADP. Der Vmax-Wert lag bei
1,1 umol/min/mg Protein.

5. ATP, L-Citrullin und Carbamoylphosphat haben keinen regulatorischen Einfluss
auf die Aktivitat der AD.

6. ATP reguliert die Aktivitdt der CK. 10 mM ATP bewirkten eine 50%ige
Aktivitatsminderung.

Einfluss der AD von S.pyogenes M49 auf die Zellproliferation von
Arginin-auxotrophen Tumoren

1.  Die AD zeigt eine antiproliferative Wirkung auf Glioblastom-Zelllinien sowie auf
hepatozelluldre und kolorektale Karzinomzelllinien.

2. Der Wirkung der Chemotherapeutika Irinotecan und Temozolomid wird durch
Kombination mit der AD signifikant verstarkt.
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A-Abbildung 1.: Plasmikarte von Deletionsplasmid pASK_IBA3C_arcA (siehe Abschnitt 3.1)
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A-Abbildung 2.: Einfluss von S&urestress auf S. pyogenes M49 (WT) und Mutante (AarcA). Wildtyp
und AarcA-Mutante inkubierten fiir 4 h in Puffer S mit 50 mM Serin (A), 50 mM Asparagin (B) und 50
mM Glutamin (C)bei 37 °C. Darstellung der Uberlebensrate von Wildtyp und Mutante als prozentuale
Angabe bezogen auf das Ausgangsinokulum. (siehe Abschnitt 3.3.1)
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A

ne deiminase

Streptococcus pyogenes NzZ131 (serotype M49) Identities Positives
Bnterococcus faecalis V583 272/407(67%) 331/407(81%)
Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403: 10329 90/413 (46%) 265/413(64%)
S. pyogenes ==MTAQTPI HVYSEIGKL KRR VLLHREGRET ENIMPDYL DDIPFLEDAQREHDAFAQALRDEGT 66
E. faecalis - ---MSHPINVFSEIGKLETVMLHRPGRELENIMEDYL DDIPFLERAQAEHDAFAELLRSKDI 64
L.lactis - ~MNNGINVNSEIGKLKSVLLHRPGAEVENITED TMI DDIPYLKIAQREHD PPAQTLRDNGA 64
5. pyogenes EVLDLETLAAESLGTPEIREAF IDEYLSEANIRGRATRKAT PELLMATEDNQELIERTM 125
E. faecalis EVVYLEDLAAEALI NEEVRRQPIDCQF LEEANIR SE SARERVRELMLEIDDNEELIQRAT 123
L.lactis ETVYIENLATEVFEKS SETREEFL SHLLHEAGYRPGRTYDGLTEYLT SMSTRDMVERTY 123
8. pyogenes AGVORSELPEIPASEKGLTDLVESNYPRAID A ATIGTGVSLNHME SE 185
E. faecalis AGTQRQELPKY- - EQEFLTDMVEADYPFIIDEM ATMGHG TSLNHMY 183
L.lactis AGVRENELDIKRTALSDMAGSDAENY-FYLNEL SMGVGMT INKMTFP. 183
-
S. pyogenes NRETLYGRYIFTHHPT YGGGKVEMVYDRNET DELVLARDVLBvGT sorfinAA sT 245
E. faecalis QRETIFGQYIFDYHPRFAGKEVERVYDRSESTR DELILSREVVEIIGI SQPRDAAST 243
L.lactis QPESLITEYVMANHERFKD—-TEIWRDANHT DELILNKTTVRIIGYSERRS SKTT 243
-
5. pyogenes EKLLVNIFKQNLG- FREVLAFEFANN! DYDRFTIHPEI- -EGDLRVYS 305
E. faecalis EKTARNIFEQKLG- FKNILAFDIG DYDKFTIHPEI- -EGGLVVYS 303
L.lactis QNLARELFANFLSTFDTVLAVEIPHN NHDQPFT VF G IMDGAGNINVF 303
5. pyogenes VIYDNE-ELHIVEERGDLAELLAANLGVEKVDLIRCGGD NLVAAGRE! TLTIAR 365
E. faecalis ITEKADGD IQITKEKDTLDNILCKYLHLD NVQLIRCGAGNL TAAARE TLATAP 363
L.lactis ILRPGRDDEVEI EHLTDLRAALRKVLNLSELDLIECGAGDP TAAPRE! TLATAR 363
*
S. pyogenes GVUVVYNRNTITNAILESRGLKLI KIHGSEL PRCMEMEPFERED T 415
E. faecalis GEVVVYDRNTITNKALEEAGVKLNYIPGIEL PRCMEMPLYREDL 413
L.lactis GEIVTYDRNYVIVELLKEHGIKVHEILISEL CMSQPLWREDL 413
Caxbamate kinase
Streptococcus pyogenes NZ131 (serotype M49) Identities Positives
Enterococcus faecalis V583 201/298(67%) 245/298(82%)
Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403: 10329 168/314 (54%) 225/314(71%)
5. pyogenes MTRQRIVVALGGNATLL 8TDASAKACQEALT STSK SLVKLIKEGH- BVIVIHGNGPQUGNLLIQ 63
E. faecalis ~MGKKMVVALGGNATL SNDA SA HAQQQALVQT SAYLVHLIRQGH- RLIVSHGNGPQUGNLLIQ 62
L. lactis ~MAKRIVVALGGNATLTSDP TAGAQSMALNKTAEQLMP LIKDNDVEMVVYTHGNGPQVGNLLLQ 62
S. pyogenes QAAADSERNPAMP LDTC VAMT EG 51 GFWL VNALDNELQAQGT QK- EVAAVVT QUIVDAKD 123
E. faecalis QQAADSEXNPAMP LDTC VAMT QG S GYWL SNALNQELNKAGT KK - QUATVLI QUVVDPAD 122
L. lactis QLESNS VRNPAME LD TAVAMT QG QT GYWMAQAF TEALANNGMSD VE PV ST VEPRT VVDAND 122
5. pyogenes PAFENPTPIGEF LTEEDAKK-QMAESGA SFREDAGRGWRKVVE SPKP VGIKEANVIR SL 183
B. faecalis EAPKNPTIPIGPF LT EAEAREAM- - QAGATF REDAGRGWRKVVE SPKE IDTHEAETINTL 182
L. lactis EAPKNPTIPIGEFYSCE EARNIQTQYP DWRLIEDSGRGYRRVVE SPLP LKIVEANATRPL 182
5. pyogenes VD SGVVVVSAGGGGVEVVEDATSKSLT GVEAVI HEDFA SQTL SELVDADLFT NV 243
B. faecalis IKNDIITISCGGEGIPVY- -~ ~GQELKGVEAVI DDA SERLAELVDADALY! YV 242
L. lactis LESSALVTVSGEGGIPVIE-- KNKGYQGVEAVIDEIDFTAAKLAELVDADELVT N 242
S. pyogenas YINFNREDQAKLEEVTVSQMK QDQF APGSY L PRVEAAT AF VENKENARAT IT SLEN 303
E. faecalis CINYGREDEKQLTNVTVAELE BNKQAGHF AP GREL PRI EAAT OF VE SQENKQAT IT SLEN 302
L. lactis PLNPGEPNQRALG VPV SEMR QYLEEGYPAAGEEK PEVAAAVAF VENT - GRHATTT SLEN 302
S. pyogenes IDNVLSANAGTQII 317
B. faecalis TGS = = i ok i g 305
L. lactis VENF VK SGAGTRIV 316

A-Abbildung 3.: Vergleich der Aminosiuresequenzen von AD und CK von S. pyogenes MA49,
Lc lactis subsp. lactis 1L1403 und E. faecalis VV583. A) Identische Aminoséuren sind grau markiert. Die
Schlisselaminosduren fur die Interaktionen mit Wasser und Arginin sind schwarz markiert und die
Motive der Guanidinopgruppen-modifizierenden Enzyme sind eingerahmt. B) Die Analogien der
Aminosauresequenz zwischen den verschiedenen CK sind grau markiert. Die Aminoséuren, die flr die
Bindung von Carbamoylphosphat und ADP verantwortlich sind, sind schwarz markiert. Fiir die Analyse
wurde SIM — Alignment Tool fur Proteinsequenzen verwendet (Hering et al., 2013)
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