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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Streptococcus pyogenes ist ein weltweit verbreiteter humanpathogener Organismus, welcher
fiir ein breit gefachertes Spektrum an unterschiedlichen Krankheitsbildern verantwortlich ist.
Dazu zdhlen sowohl oberfldchliche Hauterkrankungen als auch lebensbedrohliche invasiv-
toxische Infekte. Zum Uberleben und zur Ausbreitung im menschlichen Wirt entwickelte S.
pyogenes unter anderem effektive Mechanismen zur Abwehr von oxidativem Stress und
antimikrobiellen Peptiden (AMPs). Um neue Erkenntnisse tiiber diese molekularen
Abwehrmechanismen zu erlangen, wurden umfangreiche Mutantenbanken in den Stimmen
M18 MGASS8232 und M49 591 generiert. In Serotyp M18 wurden mehr als 7400 und in
Serotyp M49 6700 TnSpc Insertionsmutanten isoliert, was einer Genomabdeckung von ca. 3,9
bzw. 3,7 entsprach. Die anschlieBende Selektion unter oxidativem Stress fiihrte in beiden
Serotypen zur Identifizierung von Genprodukten fiir metabolische Prozesse, zur DNA-
Synthese bzw. zur Reparatur von DNA Schéden, intergenischen Bereichen und von Genen
mit bislang unbekannter Funktion. In mehreren Mutanten des Serotyps M49 erfolgte die
Insertion von TnSpc innerhalb einer Genregion mit unbekannter Funktion, Spy49 1658c.
Untersuchungen mittels RT-PCR erbrachten den Nachweis eines polycistronischen
Transkriptes, bestehend aus Spy49 1658¢ und Spy49 1659c.

Spy49 1658c::TnSpc  Stimme sowie die isogene Spy49 1658c-Deletionsmutante
ASpy49 1658c waren durch eine verstirkte Toleranz gegeniiber Menadion (MS) auf
Agarplatten gekennzeichnet, wenn die Platten mit Zellen aus stationidren Kulturen beimpft
wurden. Bei ASpy49 1658c lieB sich dieser Phénotyp auch mit Kulturen aus der
exponentiellen Wachstumsphase beobachten. Auf das Toleranzverhalten gegeniiber H202 und
dem AMP Colistin hatte die Inaktivierung von Spy49 1658c keinen Einfluss. Eine in-silico
Analyse der Proteinsequenz von Spy49 1658c identifizierte ein Permease-Motiv und in
Spy49 1659c ein  N-Acetyl-Muramoyl-L-Alanin-Amidase-Motiv. Die  Aminoséure-
verbrauchsraten des WT und der Spy49 1658c::TnSpc Stimme weisen auf eine Beteiligung
von Spy49 1658c beim Export von Glutaminsdure hin. Zusétzlich zeigte die
Deletionsmutante ASpy49 1658c¢ eine signifikant verringerte Oberflichenhydrophobizitdt im
Vergleich zum WT M49 591. Genregion Spy49 1658c bis Spy49 1659c ist aus diesen
Griinden vermutlich an strukturellen Umbauprozessen in der Zellwand involviert, welche die
extrazelluldre Verfiligbarkeit  von Glutaminsdure und somit auch die

Oberflachenhydrophobizitit beeinflussten.



Zusammenfassung

Untersuchungen zum Virulenzverhalten von ASpy49 1658c¢ konnten eine Reduktion des
Adhirenzpotentials an humane Keratinozyten der Linie HaCaT (,,Human adult low Calcium
high Temperature Keratinocytes) sowie eine verstiarkte Wachstumshemmung u./o. Abtdtung
von ASpy49 1658¢c durch HaCaT belegen. In humanem Vollblut wurde das
Vermehrungspotential von S. pyogenes M49 durch den Verlust von Spy49 1658c dramatisch
vermindert. Diese Ergebnisse bestirken die Annahme von Modifikationen innerhalb der
bakteriellen Zellwand, welche sich auf den Adhésinanteil insgesamt oder eventuell nur auf
einzelne Adhidsine auswirkten.

Phagozytoseassays mit murinen Monozyten/Makrophagen J774A.1 konnten jedoch keinen
Unterschied in der Phagozytose- oder Abtotungsrate von WT und ASpy49 1658c aufzeigen.
Obgleich die Inaktivierung von Spy49 1658c zu einer erhohten Toleranz gegeniiber des
Superoxidanionen Bildners Menadion fiihrte, konnte M49 dem toxischen Zusammenspiel von
reaktiven Sauerstoffspezien (,reactive oxidative species®, ROS) und AMPs innerhalb

Phagolysosomen nichts entgegensetzen.

Mit Hilfe des Transposonelements TnSpc gelang es umfangreiche Mutantenbanken in zwei
Serotypen von S. pyogenes zu generieren. Diese ermdglichen es unter Bedingungen dhnlich
einer S. pyogenes-Infektion nach Mutanten mit charakteristischen Eigenschaften zu suchen
und zu selektieren. In weiterfilhrenden Experimenten kann der Phénotyp sowie der Genotyp
der selektierten Insertionsmutanten im Detail analysiert werden, was zur Identifizierung neuer

Genregionen mit Virulenz relevanten Eigenschaften fiihren kann.



Abstract

Abstract

Streptococcus pyogenes is a widespread human pathogen that causes different infection
patterns. These include mild superficial skin infections as well as life-threatening systemic
infections. For the survival and spreading inside the human host the organism had to develop
effective strategies to resist oxidative stress and antimicrobial peptids (AMPs). Large-scale
mutant libraries of S. pyogenes strain M18 8232 and strain M49 591 were generated by
transposon mutagenesis to gain new information about these defense mechanisms. In serotype
M18 more than 7400 and in serotype M49 approximately 6700 TnSpc insertional mutants
could be isolated corresponding to a 3.9-fold or a 3.7-fold genome coverage, respectively.
Subsequently, mutants with an altered susceptibility to oxidative stress were selected and the
transposon insertion site was analysed. This led to the identification of genes encoding for
proteins involved in metabolic processes, for the synthesis and repair of DNA as well as for
genes with unknown functions and intergenic regions. For serotyp M49 multiple transposon
mutants had a TnSpc insertion in the gene region Spy49 1658c with unknown function. RT-
PCR confirmed a polycistronic transcript spanning gene region Spy49 1658c¢ to
Spy49 1659c. Growth experiments on agar plates supplemented with various oxidative
substances revealed an increased tolerance to menadione (MS) of stationary cultures of the
1solated Spy49 1658c::TnSpc mutants and an isogenic ASpy49 1658c¢ strain. Additionally,
this phenotype was observed in exponentially growing cells from strain ASpy49 1658c. The
inactivation of Spy49 1658c did not affect the susceptibility to H202 and the AMP Colistin.
In-silico analyses of the deduced amino acid sequence of Spy49 1658c identified a motif for
a permease function and in Spy49 1659c¢ a motif for a N-acetyl-muramoyl-L-alanine amidase
function. Aminoacid consumption rates of the wildtype strain and the Spy49 1658c::TnSpc
strains indicated a contribution of Spy49 1658c to export processes of glutamic acid.
Probably gene region Spy49 1658c to Spy49 _1659c is involved in reconstructive processes of
the bacterial cell wall that also influence the content of extracellular glutamic acid. A
significant reduction of the surface hydrophobicity of ASpy49 1658c confirmed the

hypothesis of alterations in the bacterial cell wall composition of the mutant strain.

Experiments with human keratinocytes HaCaT showed a reduced capacity of ASpy49 1658¢
to adhere to HaCaT compared to the wild type strain. Furthermore, in the presence of HaCaT
the rate of mortification or rate of growth inhibition of ASpy49 1658c¢ was increased

compared to the wild type strain. Growth experiments in human blood revealed a significantly
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reduced growth rate of S. pyogenes M49 due to the loss of Spy49 1658c. All these results
strengthen the assumption of modifications of the bacterial cell wall composition which
affected the content of adhesins alltogether or only of certain adhesins.

However, in experiments with murine monocytes/macrophages J774A.1 the amount of
phagocytized and/or killed wildtype and ASpy49 1658c¢ cells was the same. Even though the
inactivation or deletion of Spy49 1658 increased the tolerance to superoxide anions (O27)
produced by menadione the strain ASpy49 1658c¢ was not able to withstand the combined

effect of reactive oxidative species (ROS) and AMPs inside phagolysosomes.

By using transposon mutagenesis large-scale mutant libraries were generated in two different
serotypes of S. pyogenes. These libraries represent a useful tool to select mutants with
virulence associated phenotypes under conditions similar to a S. pyogenes infection. In
additional experiments the phenotype as well as the genotype of the selected mutants can be
analysed in more detail. The obtained information can help to identify new relevant gene

regions for the virulence of S. pyogenes.
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1. Einleitung

1.1. Streptococcus pyogenes und seine Diversitit

Als ausschliesslich humanpathogener Organismus ist S. pyogenes fiir eine Reihe von
Krankheiten mit sehr unterschiedlichen Auspridgungen verantwortlich. Die Krankheitsbilder
reichen von oberflachlichen Hauterkrankungen wie Impetigo oder Erkrankungen der oberen
Atemwege wie Pharyngitis bis hin zu lebensbedrohlich invasiv-toxischen Infekten wie dem
toxischen Schocksyndrom und der nekrotisierenden Fasciitis (Carapetis et al. 2005;
Cunningham 2000). Aufgrund der Antigen-Eigenschaften des zellwand-assoziierten C-
Polysaccharids zéhlt S. pyogenes auch zu den Gruppe A Streptokokken (GAS). Die
Variabilitdt der Krankheitsbilder ist auch ein Ausdruck der genomischen Diversitit von GAS.
Phagen und phagen-assoziierte Gensequenzen leisten einen wesentlichen Beitrag fiir die
genomische Vielfdltigkeit. Genetische Informationen fiir Toxine oder virulenz-assoziierte
Proteine wurden héufig mittels Transduktion (phagen-vermittelt) in das Genom von S.
pyogenes aufgenommen (Wagner und Waldor 2002). So basieren unter anderem Gene fiir die
pyrogenen Exotoxine Spe A, C, H, I, K, L und M sowie fiir Hyaluronidase und
Streptodornase auf Phagengenomen (Brisno et al. 2003). Ein Beispiel fiir die Vielfiltigkeit
phagenunabhingiger virulenz-assoziierter Genprodukte stellen Mitglieder der M-
Proteinfamilie dar. Diese besitzen am N-terminalen Ende hypervariable Regionen, welche
unter anderem durch die Interaktion mit Kontrollproteinen des Komplementsystems (z. B.
Faktor H-dhnliche Protein FHL-1) (Johnsson et al. 1998), Fibrinogen, Plasminogen und
Albumin S. pyogenes helfen, die Opsonierung und somit auch die Aufnahme und Abtotung
durch Phagozyten zu umgehen (Berggard et al. 2001, Whitnack ef al. 1985, Podbielski et al.
19964, Ji et al. 1998). Die hoch variablen N-terminalen Bereiche des M-Proteins sind auch
verantwortlich fiir Abweichungen in den antigenen Eigenschaften von S. pyogenes. Diese
wurden von 1928 bis 2002 zur serologischen Klassifizierung von mehr als 90 verschiedenen
S. pyogenes Serotypen (Moody 1967, Facklam und Edwards 1979, Facklam et al. 1999), M-
Typisierung nach Rebecca Lancefield (Lancefield 1928), genutzt. Erweitert wurde die
serologischen Einteilung von GAS durch Sequenzierung des 5'-Bereichs des emm Gens, auch
emm-Typisierung genannt, welches fiir das M-Protein kodiert. Dadurch konnte das Repertoir
an M-Serotypen auf mehr als 120 ergéinzt werden (Facklam ef al. 2002). Epidemiologische
Studien zeigten, dass bestimmte M-Serotypen mit bestimmten Krankheitsbildern korrelierten.

So konnten gehduft schwerwiegende invasive Erkrankungen mit M1-Infekten in Verbindung
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gebracht werden (O'Brien ef al. 2002). Serotyp M18 dagegen liel3 sich oftmals aus Patienten
mit akutem rheumatischen Fieber, einer Folgeerkrankung nach einer S. pyogenes-Infektion,
isolieren (Brisno et al. 2003). Um ein mdglichst umfassendes Bild {iber die molekularen
Grundlagen der Abwehrmechanismen von S. pyogenes gegeniiber oxidativem Stress zu
erlangen, erfolgte der Autfbau von Mutantenbanken in zwei Serotypstimmen mit
unterschiedlicher Pathogenese. So wurde der verwendete M18 Stamm MGAS 8232 aus einem
Patienten mit akutem rheumatischem Fieber isoliert, wohingegen Serotyp M49 Stamm 591

dagegen aus einer Hautinfektion stammt.

1.2. Besiedlungs- und Ausbreitungsbarrieren fiir S. pyogenes

Die menschliche Haut dient als Abgrenzung und als Schutz vor potentiell pathogenen
Erregern, wie Viren, Bakterien und Pilzen. So miissen von S. pyogenes sowohl mechanische
als auch elektrostatische Abstofungsmechanismen fiir eine erfolgreiche Adhérenz an
Epithelzellen der Haut iiberwunden werden (Cunningham 2000). Dariiber hinaus stellt die
residente Hautflora eine weitere Barriere fiir die Besiedlung durch S. pyogenes dar, da sie mit
S. pyogenes sowohl um Bindungsstellen zur Adhédrenz als auch um Nihrstoffe konkurrieren.
Die Haut ist ein mehrschichtiges Organ, wobei die dulerste Hiille als Epidermis bezeichnet
wird. Mit bis zu 90 % stellen Keratinozyten den weitaus grofften Anteil an epidermalen
Zelltypen. Keratinozyten sind auf verschiedenen Ebenen an der Abwehr bakterieller Erreger,
wie S. pyogenes, beteiligt. So kdnnen bakterielle Antigene Keratinozyten zur Synthese von
ROS, insbesondere Superoxidanionen (O27) stimulieren (Grange et al. 2009). Dariiber hinaus
leisten Keratinozyten durch die Bildung und Freisetzung verschiedener AMPs einen
wichtigen Beitrag bei der Abwehr verschiedener mikrobieller Organismen (Lai und Gallo
2009). So sind humane beta-Defensine (hBDs) und Cathelicidine, beides Gruppen von AMPs,
zur Wachstumsinhibition und Abtotung einer Reihe bakterieller Spezien und Viren féhig (Lai
und Gallo 2009; Yamasaki und Gallo 2008; Braff und Gallo 2006). Durch die Sekretion von
Chemokinen und Zytokinen aktivieren Keratinozyten die Einwanderung von neutrophilen
Killerzellen und T-Lymphozyten zum Infektionsherd (Pivarcsi et al. 2004). Keratinozyten
bilden somit neben einer physikalischen Barriere auch eine immunologisch aktive Barriere.

Einen weiteren wichtigen Bestandteil der menschlichen Immunantwort stellen neutrophile
Zellen, wie polymorphkernige Leukozyten (PMNs), dar. Diese zirkulieren im Blut und
werden bei einer Infektion in das betroffene Gewebe rekrutiert. Dort angelangt, tragen sie

durch Phagozytose, durch Sekretion von ROS u./o. AMPs in die Umgebung, sowie durch
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Bildung von spinnenetzartigen chromatinhaltigen Proteinstrukturen, sogenannten ,,nuclear
extracellular traps® (NETs) zur Inaktivierung und Abtdtung von S. pyogenes bei. NET-
Strukturen entstehen durch Freisetzung des Zellkerninhaltes und beinhalten neben DNA auch
Proteasen, AMPs und ROS (Brinkmann et al. 2004; Segal 2005). Fiir Makrophagen, einer
weiteren Gruppe von phagozytiren Zellen des Immunsystems, spielen ROS bei der
Beseitigung aufgenommender Mikroorganismen ebenfalls eine wichtige Rolle. Desweiteren
bewirken Makrophagen durch die Sekretion entziindungsférdernder Chemokine und Zytokine
die Einwanderung und Differenzierung neutrophiler Zellen zum Infektionsort (Abtin et al.
2014; Chen und Nunez 2010). Unterstiitzt werden Phagozyten vom Komplementsystem.
Hierbei handelt es sich um Proteine des Blutsplasmas, welche nach Aktivierung auf der
Oberflache von S. pyogenes binden und iiber Rezeptoren fiir Komplementproteine von
Phagozyten erkannt und aufgenommen werden. Die Komplementaktivierung fiihrt jedoch
auch zur Synthese von Chemoattraktoren, welche Makrophagen und PMNs zum Ort der
Komplementaktivierung leiten und auch zur Aktivierung von Phagozyten fiihren (Janeway et
al. 2001).

Sowohl durch Keratinozyten als auch durch Phagozyten bereitgestellte ROS und AMPs
stellen effektive Waffen zur Inaktivierung und Abtotung einer Vielzahl pathogener Erreger
dar. Fiir eine systemische Ausbreitung muss S. pyogenes deshalb Barrieren, wie sie z. B. die
menschliche Haut darstellt, {iberwinden und Abwehrmechanismen des Immunsystems

umgehen.

1.2.1. ROS und AMPs zur Abwehr pathogener Organismen

ROS sind unter aeroben Bedingungen natiirlich vorkommende Bestandteile des zelluldren
Metabolismus. Von oxidativem Stress wird gesprochen, wenn die Konzentrationen an ROS
die vorhandenen Kapazititen zur Abwehr- und Reparatur von oxidativen Schéiden
tiberschreiten. Vor allem vielfach ungesittigte Verbindungen, wie Membranlipide aber auch
DNA, RNA und Proteine stellen Zielstrukturen fiir den zerstérenden Angriff von ROS dar.
Die Folgen sind Lipidperoxidation, Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA,
Adduktbildung von DNA-Basen und Zuckerbausteinen, Stérung der Replikation infolge von
DNA-Strangbriichen, Quervernetzung von DNA-Stringen (Sies 1993; Sies 1992) und
Proteininaktivierung. Hydroxylradikale (OH") zéhlen zu den ROS mit dem grofBten toxischen
Potential (Cabiscol et al. 2000), da sie unter anderem in der Lage sind mit allen Bestandteilen

der DNA zu reagieren (Halliwell und Gutteridge 1999).
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In PMNs und Makrophagen ist die Bildung von ROS zur Inaktivierung u./o. Abtotung
potentieller Krankheitserreger intensiv untersucht worden. Infolge eines bakteriellen oder
pathogenen Stimulus kommt es dort zum ,respiratory burst, d. h. zu einer verstdrkten
Produktion von Oz, H202, OH und singulett Sauerstoff (02) (DeCoursey und Ligeti 2005).
Durch Dismutation von Oz~ entsteht H202 und die Fenton Reaktion sorgt in Gegenwart von
Eisenionen fiir die Bildung von OH' aus H202 und O2". NAD(P)H-Oxidasen sind durch ihre
Fihigkeit zur Ubertragung von einem einzelnen Elektron auf O2 zur Synthese von Oz fihig
(Babior 1991), wobei in neutrophilen Zellen die mit Hilfe von NAD(P)H-Oxidasen
produzierte O2"-Menge um ein Vielfaches hoher ist als in nicht-phagozytiren Zellen (Valko et
al. 2007). In geringen Konzentrationen spielen ROS in physiologischen Mechanismen zur
Abwehr von Krankheitserregern, in einer Reihe von Signalsystemen oder bei der Induktion
von mitogenen Effekten, eine nicht unwesentliche Rolle (Valko et al. 2007; Valko et al.
2006).

Daneben stellen AMPs ein zusétzliches wichtiges antimikrobielles Agens dar, welches aber
im Gegensatz zu ROS lediglich von Phagozyten und Keratinozyten gebildet wird. Die
Mehrheit der AMPs sind amphipate Molekiile mit einer positiven Gesamtladung. Diese
Eigenschaften erlauben einen direkten Kontakt und anschlieBende Penetration der negativ
geladenen bakteriellen Zelloberfliche (Jenssen et al. 2006; Yeaman und Yount 2003).
Defensine gehdren zu einer Gruppe von AMPs, welche durch Interaktion mit Phospholipiden
Poren in bakterielle Membranen ausbilden (Wimley et al. 1994). Wiederum andere AMP-
Vertreter, wie z. B. Mersacidin, beeintrichtigen die Peptidoglykanbiosynthese (Brotz et al.
1998). Auch Wechselwirkungen mit intrazelluldren Zielstrukturen, welche zur Stérung der
Biosynthese von Zellwandbestandteilen, Nukleinsduren oder Proteinen flihren, sind bekannt
(Brogden 2005; Zasloff 2002). Weitere wichtige Eigenschaften von AMPs sind die
Stimulierung der Chemokin- und Zytokinfreisetzung, die Rekrutierung von PMNs,
Makrophagen und Natiirlichen Killerzellen (NK) sowie ihre Funktion als Adjuvant bei der
Bildung von Antikorpern (Tani et al. 2000; Gallo und Huttner 1998). AMPs konnen somit
auch als Kommunikationsmittel zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem
eingesetzt werden.

In der Haut sind Vertreter von gleich zwei bedeutenden AMP-Familien anzutreffen, die
Familie der Cathelicidine und Defensine. Beim Menschen ist bis jetzt nur ein Mitglied der
Cathelicidin-Familie gefunden worden, das Peptid LL-37 (Durr et al. 2006; Zanetti 2004).
Die Synthese von LL-37 erfolgt in Epithelzellen und verschiedenen Immunzellen der Haut,

wie neutrophilen Zellen, Mastzellen und Natiirlichen Killerzellen. Zusétzlich kann LL-37
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auch in die Haut, Lunge, Darm, Brustdriisen und Nebenhoden sekretiert werden (Bernard und
Gallo 2011). Die Proteinfamilie der Defensine wird in zwei Gruppen unterteilt, in die Gruppe
der alpha- und der beta-Defensine. Fiir die Synthese von alpha-Defensinen sind neutrophile
Immunzellen und fiir die Bildung von beta-Defensinen Keratinozyten verantwortlich
(Koczulla und Bals 2003). Ein Charakteristikum von Defensinen ist ihr breites
Wirkungsspektrum, sie sind sowohl gegen Bakterien, Viren und Pilze antimikrobiell wirksam
(Selsted et al. 1985; Selsted et al. 1984; Daher et al. 1986). Sowohl Cathelicidine als auch
Defensine besitzen chemotaktische Eigenschaften zur Rekrutierung verschiedener
Immunzellen wie Phagozyten und T-Zellen (Gallo ef al. 2002; Niyonsaba et al. 2004;
Niyonsaba ef al. 2002; Yang et al. 1999; De et al. 2000).

Die Bildung von ROS (Ichikawa et al. 2012; Bae et al. 2009) wird ebenso wie die Expression
von Genen fiir AMPs (Bernard und Gallo 2011; Lai ef al. 2010) durch Toll-like-Rezeptoren
(TLRs) vermittelt. TLRs gehoren zu den ,pattern recognition Rezeptoren, welche zur
Detektion von mikrobiellen Zellwand-Bestandteilen und Nukleinsduren pathogener

Organismen und des Wirtes eingesetzt werden (Janeway und Medzhitov 2002).

1.3. Virulenzfaktoren von S. pyogenes zur Besiedlung des Menschen

Um den menschl. Organismus erfolgreich besiedeln und in ihn vordringen zu kénnen, kommt
es in S. pyogenes zu einer fein abgestimmten Regulation einer Vielzahl von Virulenzfaktoren.
So ist S. pyogenes mit mehreren Adhésinen und Invasinen ausgestattet. Die Adhédrenzfaktoren
konnen sich von Stamm zu Stamm unterscheiden, je nach genetischer Ausstattung,
Gewebepriferenz und den lokalen Umweltbedingungen (Brisno et al. 2003). Zu den am
ausfihrlichsten untersuchten und beschriebenen Adhésinen zdhlen Lipoteichonsidure (LTA),
M-Proteine und Fibronektin-Bindeproteine (FBPs). Uber hydrophobe Wechselwirkungen
stellt LTA einen losen ersten Kontakt mit der Oberfldche von Wirtszellen her. Im Anschluss
sorgen weitere Adhdsine fiir die bendtigte stabile Anhaftung (Hasty ef al. 1992). M-Proteine
werden zur Adhdrenz an Keratinozyten benotigt (Okada et al. 1994; Okada et al. 1995) und
spielen auch bei der Anhaftung von S. pyogenes an HEp2-Zellen eine Rolle (Wang und
Stinson 1994; Courtney et al. 1997). Fiir eine Anlagerung an Hautzellen im Allgemeinen
sorgen FBPs, vor allem im Rachenbereich. So begiinstigt Sfb I die Adhérenz an Epithelzellen
des Respirationstraktes (Hanski et al. 1992). Durch das Eindringen in das Innere der
Wirtszellen ist S. pyogenes vor einem antibakteriellen Angriff durch Phagozyten, Antibiotika

und humorale Antikorper geschiitzt. Dariliber hinaus kann S. pyogenes auf diese Weise in
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tieferes Gewebe vordringen, wo oft giinstigere Bedingungen fiir seine Vermehrung
vorherrschen. Virulenzfaktoren wie M-Proteine und das Fibronektin-Bindeprotein F1 (Prt F1)
interagieren mit GAS-Adhésinen und Wirts-Integrinen sowie ihren Liganden und helfen auf
diese Weise bei der Internalisierung von Wirtszellen. Auch eine Beteiligung dieser Proteine
bei der Umstrukturierung des Zytoskeletts von Wirtszellen ist beschrieben worden (Cue et al.
1998; Ozeri et al. 1998). Bei einer invasiven Ausbreitung sorgen die Zytolysine Streptolysin
O (SLO) und S (SLS) durch die Bildung von Poren in den Zellmembranen neutrophiler Zellen
fiir deren Zerstorung (Timmer et al. 2009; Miyoshi-Akiyama et al. 2005; Brisno et al. 2003).
Streptolysin O ist weiterhin an der Beseitigung von Thrombozyten beteiligt (Brisno et al.
2003). Streptokinase stellt einen weiteren wichtigen Virulenzfaktor fiir die invasive
Ausbreitung von S. pyogenes dar, da es in Verbindung mit Plasminogen die Umwandlung von
Plasminogen zu Plasmin katalysiert und auf diese Weise zur Auflésung von Blutgerinnseln
beitrdgt. Ferner begiinstigen Virulenzfaktoren wie C5a Peptidase, Streptokokken pyrogenes
Exotoxin B (SpeB) und Komplementinhibitor SIC von Serotyp M1 eine invasive Ausbreitung
von S. pyogenes. Allgemein fiihrt die Féhigkeit zur Umgehung oder Inaktivierung des
Komplementsystems zur Erhhung der Virulenz, da das Komplementsystem zur Opsonierung
pathogener Organismen beitrdgt und entziindungsfordernde Immunreaktionen einleitet
(Janeway et al. 2001). Aber auch Virulenzfaktoren wie die Hyaluronsdure-Kapsel und das M-
Protein, welche zur Unterbindung der Phagozytose dienen, spielen eine wichtige Rolle fiir das
Uberleben im menschlichen Wirt. DNasen sichern den Fortbestand von S. pyogenes im
Menschen indem sie NETs-Strukturen des angeborenen Immunsystems zerstoren (Brinkmann
et al. 2004; Ferreira et al. 1992; Sumby et al. 2005).

Zwei-Komponentensysteme (TCS) und ,,stand-alone* Regulatoren sorgen fiir eine geregelte
Expression einer Vielzahl von Virulenzfaktoren (Fiedler et al. 2010; Kreikemeyer et al.
2003). Dabei werden sowohl die Virulenzfaktoren selbst als auch ihre Regulatoren oft
zusammen in bestimmten chromosomalen Regionen kodiert (Fiedler et al. 2010), wie z. B.
die Genregionen Mga und FCT. Die Mga-Region trigt Gensequenzen fiir eine Reihe von
Virulenzfaktoren, wie das M-Protein oder C5a Peptidase, und fiir seinen eigenen Regulator
(Hondorp und Mclver 2007). FCT enthélt Gensequenzen fiir die Regulatoren RofA oder Nra
sowie fiir ein oder mehrere Oberflichenproteine mit Bindedominen fiir extrazelluldre
Matrixproteine, Peptidasen und Sortasen (Kreikemeyer et al. 2004). Im Detail unterscheidet
sich der Aufbau beider Genregionen von Serotyp zu Serotyp. Beide arbeiten in einem

komplexen regulatorischen Netzwerk zusammen, welches, abhingig von der jeweiligen
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Wachstumsphase, fiir eine koordinierte Kolonisierung, Internalisierung und Persistenz von S.

pyogenes sorgt (Kreikemeyer et al. 2003; Kreikemeyer et al. 2004).

1.3.1. Kompensationsmechanismen gegeniiber oxidativem Stress

Wie alle Vertreter der Milchsdurebakterien ist auch S. pyogemnes nicht zur Synthese von
Hame-Verbindungen fahig, zu denen auch fast alle Katalasen gehoren. Bei der Kompensation
von oxidativem Stress nehmen Katalasen eine zentrale Rolle ein, da sie die Detoxifizierung
von H202 durch Reduktion zu Wasser und Sauerstoff katalysieren. Zwischen oxidativem
Stress und der Homoostasis von Metallionen gibt es einen direkten Zusammenhang. So
konnen Storungen in der Regulation der intrazelluldren Konzentration von Metallionen, zur
Induktion von oxidativem Stress fithren (Touati ef al. 1995). Desweiteren setzt das menschl.
Immunsystem zur Bekdmpfung von potentiellen Krankheitserregern oxidativen Stress in
Kombination mit der Erzeugung von Metallmangelbedingungen ein (Brenot et al. 2007).

S. pyogenes 10st eine Reihe von Erkrankungen mit verstdrkten Entziindungsreaktionen, wie
Impetigo, Pharyngitis, Myositis oder nekrotisierende Fasciitis, aus. Um am Entziindungsherd
tiberleben zu konnen, muss GAS effektive Mechanismen zur Kompensation oder Abwehr von
oxidativem Stress und zur Aufrechterhaltung der Metallhomdostasis entwickelt haben. Zumal
der Organismus unter aeroben Bedingungen auch in der Lage ist, endogen H20: zu
produzieren (Gibson et al. 2000). Der wohl bekannteste Peroxidstress Resonanz Regulator
PerR nimmt bei der Abwehr von oxidativem Stress in S. pyogenes eine wichtige Rolle ein
(King et al. 2000; Ricci et al. 2002). PerR fungiert grofitenteils als Repressor und ist ein
Mitglied der Fur Familie, einer Proteinfamilie von metallhaltigen Regulatorproteinen
(Mongkolsuk und Helmann 2002; Moore und Helmann 2005). Die Bindung von PerR erfolgt
an hochkonservierte Operatorsequenzen, auch Per Box genannt, zwischen der -35 und -10
Region der Zielpromotoren (Herbig und Helmann 2001). Reguliert wird die PerR-Bindung
durch die Verfiigbarkeit von bestimmten Metallionen, Fell und Mnll, sowie durch oxidative
Bedingungen (Brenot et al. 2007). Zu den von PerR direkt beeinflussten Genen, zdhlt unter
anderem das Gen fiir Csp, einem Kilteschockprotein, und MrgA, ein Mitglied der Dps-
eisenbindenden-Proteinfamilie (Brenot et al. 2005). Tsou et al. (2010) konnten zeigen, dass
die Genexpression eines weiteren Mitglieds der Dps-Proteinfamilie, Dpr (Tsou et al. 2008;
Smith 2004), direkt durch PerR reguliert wird. Dpr-homologe Proteine sind in der Lage,
intrazelluldr Polymerstrukturen durch Akkumulation auszubilden (Smith 2004). Dadurch
kommt es zur Einlagerung proteingebundener Eisenionen, was widerum durch Unterbindung
der Fenton-Reaktion die Toxizitdt von H202 minimiert. PerR befindet sich innerhalb einer

Operonstruktur, welche auch die Gensequenz fiir eine putative DNA-Polymerase 1, polA,
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beinhaltet (Toukoki und Gryllos 2013). Eine Deletion von polA fiihrte in S. pyogenes zu einer
erhohten Sensitivitdt gegeniiber H202 und einer verminderten Fahigkeit zur Reparatur von
DNA-Schiden nach UV-Einwirkung (Toukoki und Gryllos 2013).

Letztendlich ist die Fiahigkeit zur de novo Biosynthese beschiddigter bzw. oxidierter
Bestandteile und die Reparatur dieser ein wichtiger Mechanismus zur Abwehr oxidativer
Aggressoren wie ROS. Oxidierte DNA-Bestandteile werden durch das Herausschneiden der
betroffenen Basen oder des kompletten Nukleotids mit Hilfe von Phosphatasen, Glykosylasen
u./o. des Excinukleasesystems entfernt (Maki und Sekiguchi 1992; Michaels et al. 1992; Lin
und Sancar 1989; Snowden et al. 1990). AnschlieBend wird die auf diese Weise erzeugte
Liicke durch rekombinatorische Mechanismen, dhnlich der DNA-Replikation, geschlossen.
Sowohl in gram-negativen als auch in gram-positiven Bakterien besteht eine Zusammenarbeit
des Excinukleasesystems und RecA, welches fiir rekombinatorische DNA-
Reparaturmechanismen wihrend der SOS-Antwort zur Beseitigung von DNA-Schiden
eingesetzt wird (Au et al. 2005; Little und Mount 1982).

Sowohl O2” und H20: oxidieren bevorzugt Eisenionen in Eisen-Schwefel-Zentren (Fe-S-
Cluster) von Proteinen, was zu einer Inaktivierung der betroffenen Proteine fiihrt. Zur
Neubildung von Fe-S-Cluster stehen Bakterien drei Biosynthesewege zur Verfligung, das Nif,
Isc und Suf System. Zur de novo Synthese und Reparatur von oxidierten Fe-S Strukturen wird

hauptséchlich das Suf System herangezogen (Tokumoto et al. 2004; Outten et al. 2004).

1.4. Transposonsystem TnSpc

Die vorwirts gerichtete Mutagenese stellt ein wichtiges Hilfsmittel zur Identifizierung von
bisher unbekannten virulenzassoziierten Genregionen pathogener Mikroorganismen dar.
Dabei wird ein selektierbares Markergen zufdllig in das Genom inseriert. Im Anschluss
werden die erzeugten Transformanten auf einen verdnderten Phénotyp untersucht und die
Insertion des Markergens im Genom lokalisiert. Die Transposonmutagenese stellt hierin eine
konventionelle Methode zur Erzeugung einer Vielzahl von zufilligen Mutanten dar. In dieser
Arbeit wurde zur Generierung von umfassenden Mutantenbanken in S. pyogenes das
Transposonsystem TnSpc herangezogen.

TnSpc ist ein Transposonderivat von Tn4001, welches ein zusammengesetztes Transposon
der Klasse I darstellt. Klasse I Transposonelemente werden iiber einen ,,cut and paste*
Mechanismus in das Genom inseriert. Tn400/ besteht aus zwei gegenldufigen

Wiederholungssequenzen, 1S256, welche eine Aminoglykosidresistenzkassette, mit den
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Genen aacA-aphD zur Selektion einer Unempfindlichkeit gegeniiber Gentamyzin,
Tobramyzin und Kanamyzin, flankieren (Lyon et al. 1987; Byrne et al. 1989). Zur
genetischen Manipulation einer Reihe von gram-positiven Organismen, z. B. Streptococcus
gordonii, wurde Tn4001 héaufig eingesetzt (Hahn ef al. 1999). Dennoch besitzt es eine Reihe
von Nachteilen, welche eine Optimierung von Tn400! erforderlich machten. So ist
Insertionssequenz 1S256 in der Lage sich unabhingig von Tn400/ in das Genom zu
integrieren. Dariliber hinaus wurde auch hdufig der Einbau der gesamten Vektor-DNA
beobachtet (Lunsford 1995).

Im Gegensatz zu Tn4001 enthélt TnSpc nur eine einzelne Kopie von [S256. Insertionssequenz
IS256 ist durch folgende Charakteristika gekennzeichnet: 1) Ein offener Leserahmen,
kodierend fiir eine Transposase, wird von einer gegenldufigen Wiederholungssequenz aus
insgesamt 26 Basenpaaren am 3’- und 5'-Ende umrahmt. 2) Zur Selektion erfolgte der Einbau
einer Gensequenz fiir die Resistenz gegeniiber Spektinomycin in IS256 (Lyon et al. 1998).
3) Das komplette Plasmidkonstrukt, einschlieBlich des Tn400/ Derivats TnSpc, wurde als
pMGC57-spc (Plasmidkarte sieche Abb. 1) bezeichnet und ist ausschlieBlich zur Replikation in
gram-negativen Organismen fahig (Lyon et al. 1998). Auf diese Weise sollte abgesichert
werden, dass Spektinomycin-resistente S. pyogenes Transformanten ausschlieBlich durch
Insertion von TnSpc in das Wirtsgenom hervorgehen. Dariiber hinaus konnte Lyon et al.
(1998) belegen, dass TnSpc mit einer hohen Frequenz von 10° bis 10° Transformanten pro pg

Plasmid-DNA zufillig in das Genom von S. pyogenes inseriert.

KmR

(EcoRV)

IRL

ori pMGC57-spc
5700 bp SpR

1200 bp

(EcoRV)

tnp
1250 bp

Abb. 1: Schematische Darstellung des Vektors pMGCS57-spc nach Lyon et al. 1998.

Wichtige Charakteristika wurden entsprechend farbig gekennzeichnet. Transposonelement
TnSpc setzte sich aus den terminalen ,,inverted repeats” IRL/IRr, einer Gensequenz fiir
dieTransposase tnp und der Resistenzkassette fiir Spektinomycin Sp® zusammen. Eine weitere
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Kanamyzinresistenz Km® sowie ein Origin zur Replikation in E. coli (ori) sind ebenfalls
enthalten.

1.5. Ziel dieser Studie

Als humanpathogener Organismus ist S. pyogenes fiir die Ausbildung eines breit gefdcherten
Spektrums an Krankheitsbildern verantwortlich, von oberflachlichen Hautinfektionen bis zu
schwerwiegenden systemischen Erkrankungen. Mal3geblich dafiir ist ein hoher Grad an
genomischer Diversitdt, welcher grofitenteils durch Phagen- und phagen-assoziierte
Gensequenzen mit Informationen fiir verschiedenste Virulenzfaktoren hervorgerufen wird.
Jedoch tragen auch variable phagen-unabhingige DNA-Abschnitte zur Virulenz von S.
pyogenes bei, wie z. B. das Gen fiir das M-Protein. Sowohl bei der oberflachlichen
Besiedlung als auch wihrend der systemischen Ausbreitung schafft es S. pyogenes effektiv
ROS und AMPs, welche vom menschlichen Immunsystem zur Inaktivierung und Abwehr
pathogener Organismen eingesetzt werden, zu {iberwinden. Die Identifizierung des
Peroxidstress-Regulators, PerR, war ein wichtiger Schritt zur Aufkldrung der von S. pyogenes
genutzten Kompensationsmechanismen unter oxidativen Bedingungen. Jedoch ist noch nicht
vollstidndig gekldrt, wie dieser Organismus es schafft in Gegenwart von ROS und AMPs zu
tiberleben.

Ziel dieser Studie war deshalb die Identifizierung unbekannter virulenz-assoziierter Faktoren
zur Kompensation von oxidativem und AMP-Stress in S. pyogenes. Hierfiir wurden
umfangreiche Mutantenbanken in zwei unterschiedlichen Serotypen, M18 und M49,
generiert. Der verwendetet Stamm M18 MGAS8232 stammt aus einem Patienten mit akutem
rheumatischem Fieber und Stamm M49 591 ist ein Hautisolat. Beide Serotypen stehen
representativ flir die hoch-variable Ausprigung einer Infektion mit S. pyogenes. Gleichzeitig
sollte damit ein moglichst umfassendes Bild iiber die molekularen Abwehrmechanismen von
S. pyogenes gezeichnet werden. Dariiber hinaus konnen diese Informationen auch bei der

Entwicklung neuer Therapieansétze behilflich sein.



2. Methoden 11

2. Material und Methoden

2.1. Prokaryotische Stimme und Plasmide

2.1.1. Prokaryotische Stimme

Zwei unterschiedliche Serotypen von S. pyogenes wurden zur Generierung der transposon-
basierten Mutantenbanken herangezogen, Serotyp M18 Stamm MGASS8232 (Smoot et al.
2002) und Serotyp M49 Stamm 591 (Stammsammlung R. Liitticken; Aachen). Eine
Spy49 1658c¢ Deletionsmutante wurde wéhrend dieser Arbeit im Serotyp M49 Stamm 591
generiert.

Zur Vervielfiltigung der verwendeten Plasmidkonstrukte wurde der E.coli Stamm DHS5 o

(Gibco-BRL) verwendet.

2.1.2. Plasmidkonstrukte

In Tabelle 1 befindet sich eine Liste aller verwendeter Plasmidkonstrukte.

Tab. 1: Ubersicht der Plasmide, ihre Herkunft und Charakteristika.

Plasmid Herkunft Charakteristika
Lyon et al. 1998; Km";Sp"; mod. IS256 von Tn4001 mit EcoRV Schnittstelle
pMGC57-spe LeBlanc et al. zur Integration von aad9 aus pGEM7-spc
1991
pBlueScript IT Fermentas.; Amp'; MCS innerhalb lacZ
KS(+) Thermo Fisher
Scientific
pASK-IBA3c IBA GmbH Cam’; Strep II (C-terminal)
pFW5 Podbielski et al. Sp’
1996b

Cam'; Sp"; 890 bp 5" flankierende Region (EcoR1/Sall) und
pASK-IBA3c- diese Arbeit 570 bp 3" flankierende Region (Ncol/HindIll) von
koSpy49 1658¢ Spy49 1658c aus GAS M49 591; aad9 Kassette aus pFW5

(Sall/Ncol)

2.2. Eukaryotische Zelllinien

Untersuchungen zum Virulenzverhalten von S. pyogenes erfolgten in Gegenwart von

eukaryotischen Zellen der Linie J774A.1 (ATCC TIB-67®) und HaCaT (human adult low
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calcium high temperature keratinocytes; DKFZ). Bei den Zellen der Linie J774A.1 handelte
es sich um eine Monozyten-Makrophagen Mischpopulation, gewonnen aus dem
Labormausstamm BALB/cn (Ralph et al. 1976). Die humane Keratinozyten Zelllinie HaCaT
wurde vom Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg erworben und wurde

urspriinglich von einem Malignom der oberen Riickenhaut (Boukamp et al. 1988) isoliert.

2.3. Nahrmedien und Puffer

Alle aufgefiihrten Ndhrmedien, mit Ausnahme von CDM, wurden zur Sterilisation bei 121°C
und 2 bar fiir 20 min autoklaviert. Antibiotikazugabe erfolgte nach dem Autoklavieren. Zur
Herstellung von festen Ndahrmedien erfolgte die Zugabe von 1,5 % (w/v) technischem Agar
vor dem Autoklavieren.

In Tabelle 2 und 3 sind die Zusammensetzungen der Medien und Puffer nachzulesen. Fiir
CDM erfolgte hier lediglich die Angabe der eingesetzten Kohlenstoffquelle, eine detaillierte
Auflistung aller Inhaltsstoffe sowie die methodische Vorgehensweise der Zubereitung

befindet sich Anhang unter Abschnitt 6.2. und Tab. 13.

Tab. 2: Ubersicht der Nihrmedien.
Alle Mengenangaben beziehen sich auf ein Gesamtvolumen von einem Liter.

LB (Lysogeny Broth) -Medium

Luria-Bertani Base 20,00 g
NaCl 4,50 ¢g

THY (Todd-Hewitt-Broth-Yeast) -Medium

Todd-Hewitt-Broth 36,40 g
Hefeextrakt 5,00 g

CDM (Chemical defined Media)

Glukose 10,00 g
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Tab. 3: Zusammensetzung der Pufferléosungen.
Die angefiihrten Mengen- und Volumenangaben beziehen sich auf ein Gesamtvolumen von
einem Liter.

10x PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung); pH 7,4

KCl 26,83 mM (2,00 g)
KH,PO, 17,64 mM (2,40 g)
NaCl 1,34 M (80,00 g)
Na,HPO, 101,44 mM (14,40 g)

20x SSC (Natrium-Citrat-Salzlosung); pH 7

NaCl 3M (17532 g)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 0,30 M (88,23 g)

50x TAE (TRIS-Azetat-EDTA) Puffer

TRIS 2 M (242,00 g)
Essigsdure 100 % 57,10 ml
EDTA 0,5 M; pH 8 100,00 ml

2.4. Bakterienanzucht

2.4.1. Vorkultivierung von S. pyogenes

Sofern nicht anderweitig angegeben, wurden alle verwendeten GAS Stimme in THY
Fliissigmedium bei 37°C in einer 20 % O2/5 % COz2-Atmosphére iiber Nacht fiir 16-20
Stunden bebriitet. Als Inokulum dienten konzentrierte und kryokonservierte THY-Kulturen
mit 20 % (v/v) Glycerol. Vorkulturen der TnSpc-Insertionsmutanten sowie der generierten
Spy49 1658c Deletionsmutante wurden mit dem Antibiotikum Spektinomycin (MP
Biomedicals), Endkonzentration 60 pg/ml, versehen.

Zur Lagerung bei -20/-80°C wurden von allen Wildtyp- und Mutantenstimmen
Glycerolproben angelegt. Stationdre Kulturen wurden bei 3345 x g fiir fiinf Minuten
zentrifugiert, das resultierende Zellpellet anschlieBend in THY mit 20 % Glycerol (v/v)
aufgelost und in 2,0 ml Kryogefafe tiberfiihrt.

2.4.2. Generierung von TnSpc-Mutantenbanken

Nach Elektroporation kompetenter M18 und M49 GAS-Zellen mit pMGCS57-spc (siehe
Kapitel 2.6.12.) wurden spektinomycinresistente Klone weitere zweimal auf THY-
Agarplatten mit 60 pg/ml Spektinomycin iiberfithrt. Anschlieend erfolgte der Transfer von
stabilen TnSpc-Insertionsmutanten auf 96-Well-Platten mit 200 pl antibiotikahaltigem THY -
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Fliisssigmedium pro Well. Zusétzlich wurde auf jede 96-Well-Platte der WT ohne Zugabe von
Antibiotika beimpft. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C und 5 % CO2 bebriitet, danach
mit sterilem Glycerol (Endkonz. 20 %) vervollstindigt und versiegelt (Easy Sealer, Greiner

Bio-One). Zur Lagerung wurden die Platten bei -80°C aufbewahrt.

2.4.3. Bestimmung von Wachstumskinetiken

Vorkulturen wurden einmalig mit THY ohne Antibiotikumzusatz gewaschen. AnschlieBend
wurde die optische Dichte bei 600 nm (ODeoonm) ermittelt und der Verdiinnungsfaktor fiir
Kulturen mit einer anfédnglichen ODsoonm von 0,05 berechnet. Das entsprechende Volumen der
gewaschenen Vorkulturen wurde als Inokulum eingesetzt. Im Anschluss wurde der
Wachstumsverlauf der Batch-Kultur durch Messung der ODgoonm in einem Zeitraum von bis
zu 12 Stunden festgehalten.

Die visuelle Auswertung der erhaltenen Wachstumsdaten erfolgte mit Hilfe von Excel
(Microsoft®) in einem halblogarithmischen Liniendiagramm. Wéhrend des exponentiellen
Wachstums, welcher durch einen Bereich mit linearem Anstieg gekennzeichnet ist, konnte
durch folgenden mathematischen Zusammenhang die Wachstumsrate p und die

Verdopplungszeit td ermittelt werden.

_ log x2 — log x1 pu = Wachstumsrate [1/h]
H= log e * (t2—t1) X1, X2 = Messwerte zu den Zeitpunkten t1, t2
e = Eulersche Zahl
t1, t2 = Zeitpunkte der Messung
log = Logarithmus zur Basis 10

In2 td = Verdopplungszeit [h]
i In = natiirlicher Logarithmus

2.4.4. Kultivierung von E. coli

Zur Anzucht plasmidtragender E. coli Stimme mit aad9 als Resistenzmarkergen wurde LB-
Medium mit 100 pg/ml Spektinomycin verwendet. DHS5’a  Stdmme, welche
Plasmidkonstrukte mit Resistenzgenen fiir die Antibiotika Ampizillin, Kanamyzin bzw.
Chloramphenicol beinhalteten, wurden in LB Medium mit 100 pg/ml Ampizillin, 20 pg/ml
Kanamyzin bzw. 20 pg/ml Chloramphenicol angezogen. Alle Kulturen wurden fiir 16-20
Stunden bei 37°C und 180 Upm in einem Schiittelinkubator (IKA; KS 4000 I Control)
bebriitet und anschlieBend zur Plasmidisolierung oder zum Anlegen von kryokonservierten

Glycerolproben genutzt.



2. Methoden 15

Um Plasmidkonstrukte dauerhaft zu lagern, wurden iiber-Nacht-Kulturen bei 3345 x g fiir
fiinf Minuten abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde nach Entfernen des Kulturiiberstandes in
LB-Medium mit 20 % (v/v) Glycerol aufgelost und in Kryoréhrchen zur Aufbewahrung bei
-20°C bzw. -80°C iiberfiihrt.

2.5. Anzucht und Passagierung eukaryotischer Zelllinien

2.5.1. Murine Makrophagen-Monozyten-Zelllinie J774A.1

Fiir die Anzucht der Monozyten-Makrophagen-Linie J774A.1 wurde DMEM mit 25 mM
Glukose und 1 mM Natriumpyruvat (Gibco®; DMEM+GlutaMAX™+Pyruvat) sowie 10 %
hitzeinaktiviertem fotalem Kailberserum (hiFKS; v/v) verwendet. Bei 37°C und einer
Luftatmosphédre mit 5 % CO2 wurden die Kulturen bis zur Ausbildung eines konfluenten
Zellrasens fiir zwei bis drei Tage bebriitet. AnschlieBend erfolgte eine Uberfiihrung der
adhédrenten Makrophagen und der sich in Suspension befindlichen Monozyten in neue
KulturgefdBe. Hierfir wurden 50 % des Mediumvolumens entfernt, Makrophagen
mechanisch von der GefdBBoberfliche entfernt und die daraus resultierende Suspension aus
Monozyten und Makrophagen bei 1125 x g zentrifugiert. Das Pellett wurde in frischem
Medium aufgenommen und nachfolgend die Zellzahl mit Hilfe von Trypan-Blau (Invitrogen)
im Verhiltnis 1:1 und einer Zihlkammer (Biirker) ermittelt. Fiir 75 cm? KulturgefiBe wurden
4*10° Zellen in 20 ml DMEM+Pyruvat/10 % hiFKS (v/v) eingesetzt.

Zur Kryokonservierung wurde Zellkulturmedium mit 10 % hiFKS (v/v) und 5 %
Dimethylsulfoxid (DMSO; v/v) verwendet. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

2.5.2. Humane Keratinozyten-Linie HaCaT

Die Keratinozyten-Linie HaCaT wurde in DMEM mit 25 mM Glukose (Gibco®;
DMEM+GlutaMAX™) und 10 % hiFKS (v/v) kultiviert. Hierfiir wurden 10° Zellen auf 25 ml
Zellkulturmedium fiir ein 75 c¢cm? KulturgefiB verwendet und bis zur Ausbildung eines
konfluenten Monolayers bei 37°C und einer Atmosphdre mit 5 % CO2 bebriitet. Zur
Passagierung wurde das Medium entfernt, der Zellrasen mit 0,25 % Trypsin-EDTA (Gibco®;
w/v) gespiilt und anschlieBend die Zellen mit Hilfe von 0,25 % Trypsin-EDTA bei 37°C fiir
10 min abgeldst. Danach erfolgten die Zugabe von frischem Zellkulturmedium sowie die

lichtmikroskopische Bestimmung der Zelldichte mit Hilfe einer Biirker-Zahlkammer.
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Zur Kryokonservierung wurde frisches DMEM-Medium mit 10 % hiFKS (v/v) und 5 %
DMSO (v/v) verwendet. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.6. Molekularbiologische Methoden

2.6.1. Praparation genomischer DNA (gDNA) aus S. pyogenes

Zwei Methoden, die sich in Arbeitsaufwand und DNA-Ausbeuten unterschieden, wurden zur
Isolierung von gDNA aus S. pyogenes verwendet. Eine nach Martin ef al. (Martin ef al. 1990)
modifizierte Methode hatte den Vorteil einer grolen Ausbeute an gDNA (bis zu 30 pg), war
aber von der Handhabung sehr zeitaufwendig. Als eine zeitsparende Alternative wurde das
»DNeasy Blood and Tissue Kit*“ von Qiagen zur Isolierung von gDNA herangezogen. Hier
lagen die Ausbeuten gewonnener DNA lediglich zwischen 3 und 6 pg. Zur lingerfristigen

Lagerung wurde die gDNA bei -20°C aufbewahrt.

2.6.1.1. Isolierung von gDNA nach Martin ef al.

Uber-Nacht-Kulturen mit einem Volumen von 30 ml wurden bei 3345 x g fiir fiinf Minuten
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 1 ml Natriumazetat (0,2 M; pH 6,2)
aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt
bei 16.006 x g fiir drei min. Das Pellet wurde im Anschluss in 0,2 M NaAzetat resuspendiert.
Der Waschschritt wurde insgesamt zweimal durchgefiihrt. Danach erfolgte die Authahme des
Pellets in 500 ul 100 mM TRIS (pH 7,0)/1 mM EDTA/25 % Glukose (w/v) sowie die Zugabe
von 250 U Mutanolysin (in 0,1 M KH2POs-Puffer; pH 6,2; Sigma-Aldrich) und 150 pl
Lysoszym (2 mg/ml; Roche). Bei 37°C erfolgte fiir mind. zwei Stunden der enzymatische
Verdau der Zellwand. Nachfolgend wurden die Zellen fiir zwei min bei 16.006 x g
abzentrifugiert und das Pellet in 50 pl Lysispuffer [S0 mM EDTA; 0,2 % SDS (w/v); pH 8,5]
auf dem Vortex resuspendiert. Mit Lysispuffer wurde das Volumen auf 500 pl aufgefiillt.
Zum vollstandigen Zellaufschluss wurden die Zellsuspensionen fiir 30 min bei 70°C
inkubiert. Zur Entfernung von SDS aus der alkalischen Lyse erfolgte die Zugabe von 50 pl 5
M Kaliumazetat (pH 5,5) sowie Probeninkubation bei -20°C fiir 16-20 Stunden. Als néchstes
folgte die Extraktion der Nukleinsdurelosung mit Phenol-Chloroform. Zu Beginn wurden
dafiir alle zelluldren Bestandteile durch Zentrifugation bei 16.006 x g fiir fiinf min entfernt.
Die obere nukleinsdurehaltige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal iiberfithrt und 500 pl

Phenol (Roti®-Phenol; pH 8,0) zugegeben. Nachdem durch mehrfaches invertieren der
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Gefiafle die Nukleinsdurelosung mit Phenol ausgeschiittelt wurde, erfolgte die Auftrennung
des Gemisches in untere organische, Inter- und wéssrige obere Phase durch eine 10-miniitige
Zentrifugation bei RT und 16.006 x g. In der unteren und der Interphase sammelten sich
denaturierte Proteine an. Die wissrige Phase mit darin geldsten Nukleinsduren wurde in ein
sauberes Gefdl} tiberfiihrt und mit 500 pl eines Phenol-Chloroform Gemisches (Verhéltnis
1:1) durch invertieren erneut ausgeschiittelt. Die Aufreinigung mittels Phenol-Chloroform
wurde insgesamt viermal vorgenommen, wobei zur Phasentrennung dazwischen jeweils ein
10-miniitiger Zentrifugationsschritt bei RT und 16.006 x g erfolgte. Im Anschluss wurden
Phenolreste durch eine Nukleinsdurefillung mit zwei Volumeneinheiten (VE) Ethanol (96 %;
v/v) und Zentrifugation bei 16.006 x g fiir 15 min entfernt. Der Uberstand wurde entfernt und
das Pellet mit 1 ml Ethanol (70 %; v/v) gewaschen. Zur Konzentration der genomischen DNA
wurden die Proben in einer Vakuum-Tischzentrifuge eingetrocknet und das Pellet in 100 pl
sterilem A. bidest aufgenommen. RNA-Verunreinigungen wurden durch Zugabe von 2 pl
RNase A (2 mg/ml; Dnase-frei; Roche) und einer anschlieBenden Inkubation bei 37°C fiir 16-
20 Stunden beseitigt. Falls nicht anderweitig vermerkt wurden alle Zentrifugationsschritte bei

4°C vorgenommen.

2.6.1.2. DNA-Extraktion mittel DNeasy Blood and Tissue Kit von Qiagen

Zellen aus 10 ml iiber-Nacht-Kulturen wurden durch Zentrifugieren bei 3345 x g geerntet und
anschlieBend in 180 pl Lysispuffer [20 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 2mM EDTA; 1,2 %
Triton®X-100; 20 mg/ml Lysozym] aufgelost. Lysozym wurde kurz vor Gebrauch in
entsprechenden Mengen an Lysis-Puffer aufgeldst. Der enzymatische Verdau der Zellwand
erfolgte flir drei Stunden bei 37°C. AnschlieBend wurden jeweils 25 pl Proteinase K und
200 pl Puffer AL zugegeben, die Proben auf dem Vortex kurz vermischt und bei 56°C fiir 30
min inkubiert. Danach wurden jeweils 200 upl Ethanol (96 %; v/v) hinzugefiigt, die
ReaktionsgefiaBle vier bis fiinfmal invertiert und das Gemisch auf Sdulen mit einer Silica-
Membran pipettiert. Die Sdulen wurden anschlielen fiir zwei min bei 16.006 x g zentrifugiert
der Durchflul verworfen und die Membran mit 500 pl AWI1-Puffer gewaschen. Danach
folgte ein weiterer Waschschritt mit 500 pl AW2-Puffer. Zur Eluierung der membran-
gebundenen Nukleinsduren wurden die Sdulen in saubere 1,5 ml Reaktionsgefdf3e iibertragen
und jeweils 30 pl steriles A. bidest (37°C) direkt auf die Sdulenmembran pipettiert. Nach
einer fiinf-miniitigen Inkubation bei RT erfolgte durch Zentrifugation bei 9540 x g fiir zwei
min die Nukleinsdure-Riickgewinnung. Um die Ausbeute an gDNA zu erhéhen wurde der

Eluationsschritt wiederholt. Zur Beseitigung von RNA-Verunreinigungen wurde jeweils 1 pl
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RNase A (2 mg/ml; DNase frei von Roche) je Ansatz zugegeben und die Proben anschlieend
fiir drei Stunden bei 37°C inkubiert.
Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei RT.

2.6.2. RNA-Isolierung aus S. pyogenes

Zur Extraktion der Gesamtzell-RNA aus S. pyogenes wurden zu drei verschiedenen
Zeitpunkten (1. friihe exponentielle Phase; 2. Transitionsphase und 3. stationdre Phase) Zellen
von Serotyp M49 WT und ASpy49 1658¢ geerntet. Mittels FastRNA® Pro Blue Kit von MP
Biomedicals erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA. Das gewonnene Zellpellet wurde in
1 ml RNApro™ Losung vollstindig aufgenommen und in bereitgestellte 2 ml Gefédfle mit
Lyse-Matrix B iberfiihrt. Im RiboLyser Homogenisierer von Hybaid erfolgte der
Zellaufschluss bei einer gesetzten Geschwindigkeit von 6,0 fiir 40 Sekunden. Danach wurden
die Proben fiir fiinf min zentrifugiert und die wissrigen Uberstéinde in saubere RNase-freie
ReaktionsgefdBBe {iiberfiihrt. Proteine wurden durch Zugabe eines Phenol-Chloroform
Gemisches im Verhiltnis 1:1 (Roti®-Aqua-Phenol; pH 4,5-5) und Invertieren ausgeschiittelt
(Abschnitt 2.6.1.). Dieser Schritt wurde insgesamt viermal durchgefiihrt. Im Anschluss
folgten zwei weitere Waschschritte mit jeweils einer VE Chloroform. Auch hier wurden die
ReaktionsgefiBBe zur Durchmischung der Losungen invertiert und anschlieBend zur
Phasentrennung fiir 10 min zentrifugiert. Zur Riickgewinnung der isolierten und
aufgereinigten Nukleinsduren wurden jeweils zwei VE an eiskaltem Ethanol (96 %; v/v)
zugegeben und die Proben fiir 30 min bei -20°C aufbewahrt. Es folgte ein 15-miniitiger
Zentrifugationsschritt und ein weiterer Waschschritt mit 75 % Ethanol (v/v; in DEPC-H20).
In einer Vakuum-Tischzentrifuge wurden die Proben getrocknet und das Nukleinsdurepellet
im Anschluss in 200 pl A. bidest. mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC; v/v) aufgelost. Die
gewonnene RNA wurde bei -80°C aufbewahrt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei
16.006 x g und 4°C.

2.6.3. Plasmid-Isolierung aus E. coli

Durch die Verwendung des QIAprep Miniprep Kits (Qiagen), welches das Prinzip der
alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly (Birnboim and Doly, 1979) zur Isolierung und
Reinigung von Plasmid-DNA verwendet, konnten Ausbeuten von bis zu 15 pg erzielt werden.

Dabei wurde wie vom Hersteller empfohlen vorgegangen. Als Ausgangsmaterial dienten
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iiber-Nacht-Kulturen, = Gesamtvolumen 5 ml.  Plasmidlésungen = wurden  fiir

Klonierungsexperimente und Sequenzierungen genutzt.

2.6.4. Modifikation von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Soweit nicht anders angegeben wurde max. 1 pg an PCR-Produkten oder Plasmid-DNA mit
10 U des jeweiligen Restriktionsenzyms in einem Gesamtvolumen von 30 pl fiir ein bis drei
Stunden (o. iiber Nacht) behandelt. Die Reaktionszeit wurde an die DNA-Menge bzw.
Effizienz des verwendeten Restriktionsenzyms angepasst. Beim gleichzeitigen Einsatz von
zwei Restriktionsenzymen wurden Pufferbedingungen und Inkubationszeiten entsprechend
aufeinander abgestimmt. War dies durch Inkompatibilitit der Enzymparameter oder zu
geringe Effizienzen nicht moglich, erfolgte die Restriktion schrittweise. In diesem Fall wurde
die DNA mit Hilfe des QIAquick PCR Aufreinigungskit (Qiagen; s. 2.6.8.3.) vor Behandlung
mit dem zweiten Restriktionsenzym gesdubert.

Fiir Southern-Blot Analysen wurden flinf pg gDNA mit 10 U des Restriktionsenzyms Pstl in
einem Gesamtvolumen von 80 pl iiber Nacht bei 37°C geschnitten. Zur Reinigung und
Aufkonzentrierung wurde die DNA im Anschluss gefillt (s. 2.6.5.) und in 15 pl sterilem A.
bidest aufgenommen.

Bis zu ihrer Verwendung wurden geschnittene DNA-Proben bei -20°C aufbewabhrt.

2.6.5. Alkoholische Fillung von DNA

Die folgende Methode der alkoholischen Fallung wurde bei geringen DNA-Konzentrationen
eingesetzt.

Zu den Proben wurde 1/10 VE steriles 3 M Natriumazetat (pH 5,2) pipettiert und auf dem
Vortex kurz vermischt. Danach wurden 0,7 VE an Isopropanol hinzugefiigt, die Proben
abermals auf dem Vortex kurz durchgemischt und im Anschluss bei 16.006 x g fiir 15 min bei
RT zentrifugiert. Das ausgefallene Nukleinsdurepellet wurde mit ein bis zwei VE an 70 %
Ethanol (v/v) gewaschen und die Proben nachher fiir 10 min bei 16.006 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in einer Vakuumzentrifuge

fiir 20 min getrocknet. Die Aufnahme erfolgte zum Schluss in sterilem A. bidest.



2. Methoden 20

2.6.6. Quantifizierung von Nukleinsiuren

Zur photometrischen Bestimmung der Konzentrationen chromosomaler DNA und RNA
(Sambrook J. et al., 1989) von S. pyogenes wurden unverdiinnte und verdiinnte Proben im
Spektrophotometer von Picodrop™ analysiert. Das Absorptionsmaximum von DNA liegt bei
260 nm. Bei dieser Wellenldnge erfolgte auch die Bestimmung der Extinktion der Proben.
DNA-Konz. mit einer Konzentration von 50 pg/ml besitzen bei 260 nm eine optische Dichte
von eins, wohingegen RNA-Proben mit einer Konz. von 40 pg/ml eine optische Dichte von
1,0 aufweisen. Das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm (A260/A2s0) gibt
Auskunft liber die Reinheit der Proben, reine DNA zeigt einen A260/A280-Quotienten von
1,8 und reine RNA einen Quotienten von 2,0.

Konzentrationen von PCR-Produkten und Plasmid-DNA wurde durch den optischen
Vergleich der Fluoreszenzintensitit zwischen einem DNA-Mengen- und GroBenmarker
(MassRuler™ Express Forward DNA Leiter; Fermentas) und der Probe selbst nach deren
elektrophoretischer Auftrennung bestimmt. Alternativ erfolgte die Konzentrationsbestimmung

von Plasmidldsungen auch photometrisch im Spektrophotometer von Picodrop™.

2.6.7. Primersequenzen

In Tabelle 4 wurden alle Primer, ihre Sequenzen sowie zusétzliche Informationen wie z. B.

Restriktionsschnittstellen (kursiv dargestellt), oder Basenaustausch aufgelistet.
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Tab. 4: Ubersicht verwendeter Primer, ihrer Sequenzen

sowie weitere wichtige

Charakteristika.

Bezeichg. Sequenz (5’ —3) Vermerk

aad9_for AAAACCAAATAGTGATCTTGAC Amplifikation Genabschnitt

aad9 rev TGGCTCTTCTCACATCAG aus aad9-Kassette von

pMGC57-Spc (373 bp)

TnSpc_TnR GAACCTATGGTTAACGAGTG Amplifikation der

TnSpe TnL AAATCCATTCATCATGTAGG Transposase aus pMGCS7-

- Spc (709 bp)
CACGACACGCTACTCAACACACCACCTC  Primer fiir ,,SiteFinding*

SF A GCACAGCGTCCTCAAGCGGCCGCNNNNN  PCR; Erkennungssequenz fiir
NCTAG Notl Schnittstelle in SF_A,
CACGACACGCTACTCAACACACCACCTC SF B, aad9 SF und

SF B GCACAGCGTCCTCAAGCGGCCGCNNNNN  tnprev_SF (kursiv);
NGATC degenerierte Primer SF_A

SF Pl CACGACACGCTACTCAACAC und SF_B mit ,,N“=A,C,G,T

SF P2 ACTCAACACACCACCTCGCACAGC
ATAGCGGCCGCACTTGACTGAGTTTATG

aad9for SF

- GAAG
tnorev SF ATAGCGGCCGCACATTGTACCGTAAAAG
Prev_ GACTG
aad9_forl TAGAGAGAATATTGAATGGAC Primer fiir Dye Terminator
PCR und ,,SiteFinding* PCR;
tnp_revl TAGAAACGTCATCCTTTACAG Austausch G nach A fiir
aad9_forl
allM_for ATAAGGAGCATAAAAATGGCT Amplifikation von emm18
(1,2 kb) bzw. emm49 (1,2 kb)
allM_rev AGCTTAGTTTTCTTCTTTGCG zusitzl. 17 bzw. 15 nt aus 3°
UTR
Emm 1 TATTCGCTTAGAAAATTAA emm-Typing Primer nach
CDC zur Amplifikation von
Emm 2 GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT emml8 (926 bp) und emm49
(938 bp)

M13 for TGTAAAACGACGGCCAGT Primersequenzen aus

M13 rev CAGGAAACAGCTATGACC pBlueScriptIl KS (+)

Spy49 1658c¢ Fl1 Primersequenzen zur Deletion

EcoRI for TTGGGAATTCACTTCTGACG von Spy49 1658c¢; durch

Spy49 1658c_Fl1 TAATGTCGACAATTTCTTTTATTGC Npklemsaur;naustausch

Sall ol rev Einbau spezifischer

Spy49 1658c F12 ATATTCCATGGACAAAACAATACGC Erkeqnqngssequenzen fur.

Ncol for Restriktionsenzyme (kursiv

Spy49 1658c_FI2 hervorgehoben);

Hindlll rev COTTATTACAAGCTTTTITATIGATG Amplifikation von aad9 aus

aad9 pFWS5 Sall
for

aad9 pFWS5 Ncol
rev

GATTGTCGACCGTGAATACATG

TTACCATGGAGAATGAATATTTCC

pFW5
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Fortsetzung Tab. 4:

Bezeichg.

Sequenz (5'—3")

Vermerk

Spy49 1658c_for
Spy49 1658c_rev

Spy49 1659¢ rev
complement

Spy49 1659c¢_for
Spy49 1659c¢ rev

Spy49 1659c¢ for

GCGTATTGTTTTGTAGTAGC
GCACTGCAGGAAATTAGAAAG

GCTAGGTATCCTAATGGACC

GCTACTGAGATGATAGGAGG
GGTCCATTAGGATACCTAGC

CTTAAGTAGTATAATGAAAGCG

Amplifikation von

Spy49 1658¢ (284 bp) sowie
eines Spy49 1658¢/1659¢
(368 bp) tibergreifenden
Fragmentes

Amplifikation 287 bp
Fragment aus Spy49 1659c

Amplikation einer 1,14 kb

UTR Genregion bestehend aus
Spy49 1658¢ bis
%I’Tyf—l 638c1eV_  CAGTCTGAAACAACTTGATTTTCC Spy49_1659c; zusitzlich 118

nt 5’"UTR und 31 nt 3'UTR

GGAAAGTCAACCTTAGCACG
TTGTCAGCCATATCAGGACG

Spy49 1657 for
Spy49 1657 rev

Amplifikation 308 bp
Genfragment aus Spy49 1657

GCGCATTCGACATTTACAGC
TGATGGAATGTCAAGGAGGC

Spy49 1660 for
Spy49 1660 rev

Amplifikation 318 bp langer
Abschnitt aus Spy49 1660

16S _for AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Amplifikation 1511 bp langer
Abschnitt aus
16S_rev GGTTACCTTGTTACGACTT Spy49_rRNA16s4 zur

Generierung 16S-rRNA
Sonde

2.6.8. PCR und Gelelektrophorese

2.6.8.1. Amplifikation spezifischer DNA-Bereiche

DNA-Abschnitte unter 2.000 bp wurden mit Hilfe von Thermus aquaticus-Polymerase (Tag-
Polymerase) von Qiagen in einer PCR vervielfdltigt. Die Ansitze setzten sich dabei aus
folgenden Komponenten in den angegebenen Endkonzentrationen zusammen: gDNA (1-15
ng/ul); Primer (0,4 uM); PCR-Puffer (mit 1,5 mM MgClz; Qiagen); Q-Solution (Qiagen);
MgCl> (0,5 mM; Qiagen); dNTPs (0,2 mM; Fermentas); Taq-Polymerase (50 mU/pul;
Qiagen).

Zur Amplifikation von Bereichen iiber 2.000 bp und von DNA-Fragmenten zur Deletion von
Spy49 1658c wurde Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase von Finnzyme (Thermo
Fisher Scientific) in einer Endkonzentration von 8 mU/ul verwendet. Auch hier wurde gDNA,
Primer, Q-Solution und dNTPs in den bereits erwdhnten Endkonz. eingesetzt. Als Puffer
diente Phusion® HF Puffer mit 1,5 mM MgCl: (Thermo Fisher Scientific). Allerdings

erfolgte hier keine zusitzliche Zugabe von MgCl..
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Falls nicht anders angegeben, beinhalteten PCR-Programme folgende Angaben zu

Temperatur, Dauer sowie Anzahl der Wiederholung:

Schritt 1) Initiale Denaturierung der DNA-Doppelhelix bei 95°C fiir fiinf min

Schritt 2) erneute Denaturierung der DNA bei 95°C fiir 45 Sekunden

Schritt 3) Anlagerung des Primerpaars flir 45 Sekunden, Temp. fiinf bis 10°C geringer als
Schmelztemp. des Primerpaars

Schritt 4) Synthese des Nukleotidstrangs durch dNTP-Anlagerung und -Verkniipfung bei
72°C, Synthesedauer von Lénge des zu amplifizierenden Fragments und verwendeter
Polymerase abhingig (Qiagen Tag-Polymerase 1.000 bp pro Minute; Phusion® High-Fidelity
Polymerase 1.000 bp in 30 Sekunden)

Schritt 5) finale Verldngerung des synthetisierten DNA-Abschnittes fiir fiinf bis 10 min bei
72°C

Schritt 6) Abkiihlung der Ansdtze auf 4°C

Zur exponentiellen Vervielfiltigung des generierten DNA-Fragments wurde Schritt zwei bis

vier 30mal wiederholt.

2.6.8.2. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von Fragmenten {iber 300 bp erfolgte in 1 %igen (w/v) und von DNA-
Abschnitten von 50-400 bp in 2 %igen Agarosegelen bei 120 V. Hierfiir wurden die PCR-
Produkte zusammen mit Ladepuffer [1,7 mM TRIS-HCI (pH 7,6); 0,005 % (w/v)
Bromophenolblau; 0,05 % (w/v) Xylenzyanol; 10 % (v/v) Glycerol; 10 mM EDTA;

Fermentas] aufgetragen und bei 120 Volt aufgetrennt.

2.6.8.3. Herstellung von Agarosegelen

Agarosegele wurden mit 1 x TAE-Puffer angesetzt, welcher auch als Laufpuffer fiir die
elektrophoretische Auftrennung diente. Zur Visualisierung der DNA wurden die Gele nach
der Elektrophorese in Ethidiumbromid (1,5 pg/ml) gebadet. AnschlieBend erfolgte die
Anregung des interkalierten Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid mit UV-Licht und

Dokumentation mittels Intas Science Imaging Instruments.
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2.6.8.4. emm-Typisierung nach CDC-Norm

Ein von der amerikanischen Gesundheitsbehorde (CDC) verfasstes Protokoll zur emm-
Typisierung von GAS-Stimmen wurde hier zur Differenzierung und zur Kontrolle der
verwendeten Wildtyp- und Mutantenstimme genutzt. PCR-Ansitze enthielten gDNA, Primer,
dNTPs, Puffer und Tag-Polymerase in den bereits erwidhnten Endkonzentrationen. Das

Programm zur Vervielfdltigung eines Abschnittes aus dem emm Gen war wie folgt aufgebaut:

94°C  60s

94°C 15 h

46,5°C 30s 10 Zyklen
72°C 75 -

94°C 15 B

46,5°C 30s 20 Zyklen
72°C 75 s; schrittweise Verlangerung um 10 s je Zyklus

72°C 10 min

4°C Pause

2.6.8.5. Synthese von DNA-Sonden

Fiir die Identifizierung spezifischer DNA-Abschnitte im Genom von S. pyogenes wurden
Southern-Blot-Analysen durchgefiihrt. Der Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen erfolgte
mittels Northern-Blot. Fiir beide Methoden erfolgte die Generierung von Digoxigenin-
markierten DNA-Sonden mittels einer PCR. In den PCR-Ansétzen wurde DIG 11 dUTP in
einer Endkonz. von 20 uM eingesetzt. Im Anschluss erfolgte die Auswertung der Sonden-
PCR mittels Gelelektrophorese und die Aufreinigung der Sonden mittels Qiagen
Gelextraktionskit (s. 2.6.8.7.).

2.6.8.6. Kolonie-PCR bei E. coli

Zellmaterial einer einzelnen Kolonie oder eines Ausstriches wurde hierfiir direkt in einen
PCR-Ansatz iibertragen. Fiir den Zellaufschluss wurde der initiale Denaturierungsschritt auf

10 min verldngert.

2.6.8.7. Nachweis rekombinanter Sequenzen in S. pyogenes

Zu Beginn erfolgte ein enzymatischer Mureinabbau mit Hilfe von PlyC, das Lysin der
Streptokokken Bakteriophagen Ci, (Nelson ef al. 2006). Hierfiir wurden iiber-Nacht-Kulturen
(max. 5 ml) bei 3345 x g zentrifugiert und in 1 ml PBS mit 126,4 ng/ml PlyC (zur Verfiigung
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gestellt von Vince Fischetti und Daniel Nelson, Rockefeller University, New York, USA)
aufgenommen und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung von PlyC und der
Zellaufschluss erfolgten bei 95°C fiir 10 min. Grobe Zellbestandteile wurden durch einen 1-
miniitigen Zentrifugationsschritt bei 16.006 x g entfernt. 1 ul einer 1:10 Verdiinnung der

Nukleinsdurelosung wurde fiir einen 50 ul PCR-Ansatz verwendet.

2.6.8.8. Aufreinigung von PCR-Produkten

Mittels QIAquick Gelextraktions- und PCR Aufreinigungskit wurden PCR-Produkte zur
Verwendung fiir weitere molekularbiologische Methoden nach Herstellerangaben gereinigt.
Die Eluierung der gesduberten DNA erfolgte stets mit sterilem A. bidest. Die gereinigten

Proben wurden bei -20°C gelagert.

2.6.9. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur kovalenten Verkniipfung von DNA-Fragmenten wurde T4-DNA-Ligase (Roche)
verwendet. Das Enzym verkniipft unter ATP-Verbrauch freie 5'-Phosphatgruppen mit 3’-
Hydroxylgruppen. Fiir einen 20 ul Reaktionsansatz wurden ein U Ligase, sowie ein Insert-
Plasmid-Verhéltnis von 3:1 eingesetzt. Zur Berechnung der notwendigen Menge an Insert-

DNA wurde folgende Formel zur Hilfe genommen.

mvektor [ng] x GroBeFragment [bp]
GroBBeVektor [bp]

Minsert [Ng] = x 3 [Verhiltnisfaktor]

2.6.10. Dephosphorylierung von Vektor-DNA mit Hilfe alkalischer Phosphatase

Bei Ligationsversuchen zur Identifizierung der TnSpc-Insertionsstelle mittels der
woiteFinding“-Methode (s. 2.7.2.) wurden Plasmid- und Insert-DNA nur mit dem
Restriktionsenzym Notl geschnitten. Um eine Religation des Vektors pBlueSkript 1T KS (+)
zu verhindern, wurde dieser mit rAPid alkalischer Phosphatase am 5’-Ende dephosphoryliert.
Hierfiir wurde max. ein ug Notl-geschnittener Vektor mit zwei U alkalischer Phophatase in
insgesamt 40 pl Probevolumen fiir 20 min bei 37°C behandelt. Zur Inaktivierung der
Phosphatase wurden die Proben fiir zwei min bei 75°C inkubiert. AnschlieBend wurde der

Vektor direkt fiir eine Ligation eingesetzt oder bis zu seiner Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.6.11. Transformation kompetenter E. coli mit Plasmid-DNA

2.6.11.1. Herstellung kompetenter E.coli

Zur Herstellung kompetenter E. coli Zellen wurde das Protokoll nach Kushner (Kushner S. R.
1978) genutzt. Sdmtliche Zentrifugationsschritte erfolgten bei 3345 x g und 4°C fiir 10 min.
Desweiteren wurde alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt und sdmtliche Losungen auf 4°C
abgekiihlt. Uber-Nacht-Kulturen wurden in 100 ml frischen LB-Medium 1:50 verdiinnt und
bei 37°C und 180 Upm bis zu einer ODs4onm von ca. 0,8 kultiviert. Danach wurden die
Kulturen auf zwei 50 ml Gefdle aufgeteilt. AnschlieBend erfolgte die Zellernte und die
Aufnahme des gewonnen Zellpellets in jeweils 20 ml von Losung 1 (Tab. 5). Erneut wurden
die Zellen abzentrifugiert und das erhaltene Pellet in jeweils 20 ml von Losung 2 (Tab. 5)
gelost. Auf Eis wurden die Proben fiir weitere 30 min gekiihlt und abermals zentrifugiert.
Zum Schluss wurden die Zellen in jeweils 5 ml von Losung 2 mit 20 % (v/v) Glycerin
aufgenommen und Teilmengen von jeweils 500 pl auf Reaktionsgefile von 1,5 ml

Gesamtvolumen aufgeteilt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Tab. 5: Zusammensetzung von 10x MOPS Puffer sowie Losung 1 und 2.
MOPS Puffer, Losungl und 2 wurden zur Herstellung von kompetenter E. coli Zellen genutzt.

10x MOPS

MOPS Puffer; pH 7,0 (mit NaOH) 0,2M
Natriumazetat (steril) 50,0 mM
EDTA 10,0 mM

Losung 1 (50 ml)

10x MOPS 2,5 ml
Rubidiumchlorid (0,1 M) 10 mM

Losung 2 (50 ml)

10x MOPS 25 ml
Rubidiumchlorid (0,1 M) 10 mM
Kalziumchlorid (1 M) 50 mM

2.6.11.2. Hitzeschocktransformation

Mittels des Hitzeschockverfahrens wurden E. coli Zellen, des Stammes DHS5'o, mit
rekombinanten Plasmidkonstrukten transformiert. Dabei wurden 100 pl kompetente Zellen
auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden 10 pl des Ligationsansatzes zugegeben und das

Gemisch fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert. Bei 42°C im Wasserbad erfolgte fiir 30
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Sekunden die Hitzeschockbehandlung zur Aufnahme von Fremd-DNA. Zur Regenerierung
wurde der Ansatz fiir fiinf Minuten auf Eis gelagert, 300 pul LB-Medium hinzugefiigt und fiir
ein bis zwei Stunden bei 37°C und 180 Upm inkubiert. Auf entsprechenden
antibiotikahaltigen LB-Agarplatten erfolgte im Anschluss die Anzucht von transformierten E.

coli Zellen bei 37°C fur 16-20 Stunden.

2.6.12. Elektroporation von GAS

Die Anzucht von S. pyogenes-Stimmen erfolgte bei 37°C und 20 % O2/5 % CO2 sowie alle
Zentrifugationsschritte bei 3345 x g fiir fiinf min. Alle verwendeten Losungen oder Medien
wurden durch Autoklavieren oder Filtration sterilisiert und mit Ausnahme der Medien auf 4°C
abgekdihlt.

Von M18 8232 und M49 591 wurden Vorkulturen in THY mit 10 mM Glycin {iber Nacht
angezogen, anschlieBend mit THY/10 mM Glycin/0,125 M Sukrose/1600 U Mutanolysin 1:16
verdiinnt und weitere 16 h inkubiert. Zur Gewinnung des Zellpellets wurden die Kulturen
zentrifugiert und im Fall von Serotyp M18 in 1 x PBS mit Hyaluronidase (500 U/ml)
aufgenommen und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Behandlung mit Hyaluronidase diente
zur Entfernung von hyaluronsdurehaltigen Kapselstrukturen, welche bei Serotyp M18 aber
nicht bei M49 verstirkt vorhanden waren. Zellen des Serotyps M49 wurden nach dem
Zentrifugationsschritt in 0,625 M Sukrose aufgenommen und ein weiteres Mal mit Sukrose
gewaschen. Im Anschluss an die Hyaluronidasebehandlung bzw. dem Waschschritt mit 0,625
M Sukrose erfolgte eine erneute Zentrifugation und Pelletaufnahme in PBS. Dieser Vorgang
wurde zweimal mit PBS wiederholt und anschlieBend einmal mit 0,625 M Sukrose. Zum
Schluss wurde das Pellet in 1 bis 2 ml 0,625 M Sukrose aufgeldst und in Teilmengen von
jeweils 100 pl auf 1,5 ml Gefdlle verteilt. Die Lagerung elektrokompetenter GAS-Zellen
erfolgte bei -80°C.

Zur Elektroporation wurden Aliquots von 100 pul an kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und
mit 1-3 ng der jeweiligen Plasmidldsung (pMGCS57-spc bzw. pASK-IBA3c koSpy49 1658c¢)
versehen. Nachdem das Gemisch aus bakteriellen Zellen und Plasmidkonstrukt fiir maximal
10 Minuten bei 4°C inkubierte, erfolgte die Elektroporation im EquiBio Easyject Plus von
PeqLab (folgende Parameter: 1750 V; 481 €Q; 25 pF fir 12 ms). Es wurden
Elektroporationskiivetten mit einem Elektrodenabstand von 2 mm (PeqlLab Biotechnologie
GmbH) verwendet. Zur Regenerierung der GAS-Zellen erfolgte die Zugabe von jeweils 1 ml
THY/0,125 M Sukrose je Elektroporationsansatz und Inkubation fiir mindestens drei Stunden

bei 37°C. Anschlieend wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und in frischem
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THY-Medium resuspendiert. Zur Selektion plasmidtragender GAS-Zellen wurden die
Ansitze auf THY-Platten mit 60 pg/ml Spektinomycin ausplattiert.

2.7. Identifizierung der TnSpc-Insertionsstellen

2.7.1. Dye Terminator PCR

Das Prinzip der Dye Terminator PCR bestand in der Amplifikation von unbekannten DNA-
Sequenzen, welche TnSpc unmittelbar flankierten. Die hierfiir verwendeten Primer aad9 forl
bzw. tnp revl binden innerhalb bekannter Sequenzen der Spektinomycinkassette bzw. der
Transposase von IS256. Durch Anlagerung freier fluoreszenzmarkierter Nukleotide wurden
DNA-Fragmente synthetisiert, welche aus TnSpc hinaus- und in unbekannte Regionen
hineinreichten. Die anschlieende Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte mit einem ABI
377 Sequenzierautomat.

ABI PRISM™ BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit sowie 0,5-1 ug
gDNA, 15 uM Primer aad9 forl (o. tnp_revl) und 375 mM Betain dienten zum Ansatz der
PCR-Proben mit einem Gesamtvolumen von 20 pl. Das Thermocycler-Programm setzte sich

aus folgenden Parametern zusammen:

95°C 5 min

95°C 30s

50°C 20s ] 99 Zyklen
60°C 4 min

4°C  Pause

Nicht eingebaute Dye Terminatoren wurden mittels DyeEx 2.0 Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben entfernt. Danach wurden die Proben in einer Vakuumzentrifuge fiir 20 min
bei mittlerer Geschwindigkeit getrocknet und anschlielend in jeweils 20 pl Hi-Di Formamid
(Applied Biosystems) gelost. Zum Aufschmelzen der Doppelstringe wurden die Proben fiir

drei min auf 95°C erhitzt und bis zur Sequenzanalyse bei 4°C aufbewahrt.

2.7.2. ,,SiteFinding“-PCR nach Tan et al. (2005)

Als eine weitere Methode zur Identifizierung von TnSpc-Insertionsstellen im Genom von S.
pyogenes wurde die ,,SiteFinding“-PCR nach Tan et al. (2005) angewandt. Diese Methode

war zwar weniger kostenintensiv dafiir aber zeitaufwendiger als die Dye Terminator PCR.
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Zur Initiation der ,,SiteFinding“-PCR erfolgte in einem ersten Schritt die Anlagerung des
degenerierten Primers SF A bzw. SF B bei geringen Temperaturen, wobei die vier
Nukleotide am 3’-Ende GCCT fiir eine hohere Primerspezifitit sorgten. In einem zweiten
Schritt wurden SF P1, welcher innerhalb SF A bzw. SF B bindet, und ein TnSpc-
spezifischer Primer (aad9 forl o. tnp revl) zur exponentiellen Amplifikation von TnSpc-
flankierenden Regionen hinzugefiigt. Eine anschlieBende ,,Nested“-PCR mit den Primerpaar
SF _P2/aad9for SF (o. SF_P2/tnprev_SF) sollte die Spezifitit und damit die Konz. an TnSpc-
flankierenden DNA-Abschnitten nochmals erhdhen.

Zielsequenz Keine Zielsequenz

~
::

aad9 for1Anp_revi
aad9for_SF/tnprev_SF

Denaturierung DNA Doppelstrange und
Initialisierung SiteFinding PCR durch Sg

Primeranlagerung SF_Abzw. SF_B A/SP B
Sk
~AlsE
Amplifikation von Regionen zw.
Zugabe Primer SF_P1 und aad9_for1 zwel angelggenen SF_P1 P”merp
A = . - durch Ausbildung von ,stem-loop’
bzw. tnp_rev1; exponentielle - .
Vervielfali Strukturen zw. inversen terminalen
erviefialtigung Sequenzen verhindert
\SFP1
—I . L
= — —_——
aad9_forl/mp_rev1 SF_P1
sF Pt | | sF P
Stem-loop“Struktur
In seltenen Fallen Anlagerung von
Zugabe Primer SF_P2 und aad9for_SF zwel SF—PZ Primern; weitere
C) SF P2 bzw. tnprev_SF; exponentielle Ver- Amphﬁkatlorn der DNA Sequenzel:
- vielfaltigung; aadSfor_SF/tnprev_SF SF P2 durch Ausbildung von ,stem-loop .
SF P1 mit Notl Erkennungssequenz \ > Strukturen aufgrund inverser terminaler
— Sequenzen verhindert
SF_AB Notl \$F_P1 9
—_— _— —
— e —— ——— —
aad9_for1/inp_rev1 SF‘F\T\
aadgfor_SFftnprev_s'F:\ SF_P2] |sFP2  SF

Stem-loop“ Struktur

Abb. 2: Methodische Zusammenfassung der ,,SiteFinding“- und Nested-PCR nach Tan
et. al.

A) Anlagerung von Primer SF A oder SF B zur Initialisierung der ,,SiteFinding“-PCR.
SF_A/B enthielten die Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Notl und am 3’-Ende
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die fiir spezifische Basenpaarung verantwortliche Sequenz GCCT (blau hervorgehoben). B)
Nach Anlagerung der ,,SiteFinder*“-Primer erfolgte durch Zugabe von SF P1 und
aad9 forl/tnp revl eine exponentielle Amplifikation spezifischer TnSpc-flankierender
Regionen. DNA-Abschnitte zwischen zwei ,,SiteFinder*“-Primer bildeten durch inverse
terminale Sequenzen ,,stem-loop“-Strukturen, welche eine weitere Amplifikation behinderten.
C) ,Nested“-PCR mit Primer SF P2 und aad9for SF/tnprev_ SF welche innerhalb der
LwiiteFinder*-Sequenz bzw. TnSpc banden. Unterbindung der exponentiellen Amplifikation
von DNA-Abschnitten zwischen zwei SF_P2 Primern erfolgte durch Ausbildung von ,,stem-
loop* —Strukturen. aad9for SF bzw. tnprev_SF am 5’-Ende mit Erkennungssequenz fiir NotlI.

Die zur Initialisierung der ,,SiteFinding“-PCR vorbereiteten Ansdtze enthielten max. 30 ng
gDNA, 0,4 U Phusion® High-Fidelity Polymerase (Thermo Fisher Scientific), 125 uM
dNTPs, High-Fidelity Puffer (Thermo Fisher Scientific) und jeweils 2 pl Primer SF A oder
SF B in den Konz. 100 pM, 1 nM und 10 nM. Mit sterilem A. bidest wurde das
Probevolumen auf 20 pl aufgefiillt. Das Programm zur ,,SiteFinding“-PCR setzte sich aus

folgenden Schritten zusammen:

98°C 2 min

98°C 30s

25°C 1 min

72°C 4 min  Anstieg von 25°C auf 72°C mit 0,15°C je Sekunde
4°C 10 min Zugabe von Primer SF_P1 und aad9 forl/tnp revl
98°C 2 min

98°C 25s
55°C 25s ] 39 Zyklen
72°C 75s

72°C 7 min
8°C  Pause

Wihrend der 10-miniitigen Inkubationspause bei 4°C (Schritt 5) erfolgte die Zugabe von
jeweils 1 pl Primer SF_P1 und 0,25 pl Primer aad9 forl (bzw. tnp revl; Konz. von SF_P1
und aad9 forl/tnp revl 100 uM), 1 pl 5 x High-Fidelity Puffer und 2,75 pl steriles A. bidest.
Nach Beendigung der ,,SiteFinding“-PCR wurden die PCR-Produkte durch Elektrophorese (s.
2.6.8.2.) in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Fiir die ,,Nested“-PCR wurden
ausschlieBlich Ansédtze mit Produktldngen von 500 bp bis 2 kbp verwendet. Dafiir wurden
diese 1:500 mit sterilem A. bidest verdiinnt, jeweils 1 pl diente als Vorlage fiir einen 50 ul
PCR-Ansatz. Als Polymerase wurde Qiagen Tag-Polymerase eingesetzt, als Primerpaar diente
SF P2/aad9for SF o. SF P2/tnprev_SF (Zusammensetzung PCR-Ansatz Abschnitt 2.6.8.1.).
Die Primer-Anlagerung erfolgte bei 55°C fiir 45 Sekunden und die Verldngerung des
Nukleotidstrangs fiir 90 Sekunden. Zur exponentiellen Vermehrung der synthetisierten DNA-
Abschnitte wurden 35 Zyklen durchgefiihrt. Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-



2. Methoden 31

Produkte wurden diese mit Hilfe eines QIAquick PCR Aufreinigungskits (Qiagen; s. 2.6.8.4.)
aufgearbeitet und zur Klonierung in pBlueSkript II KS (+) liber Nacht mit Not/ bei 37°C
geschnitten. Der Ansatz besall ein Gesamtvolumen von 80 pl, wobei 45 pl das gereinigte
PCR-Produkt ausmachten, 1 pul Notl (10 U/ul; Roche), 8 ul Puffer (10 x; Roche) und das
Restvolumen mit sterilem A. bidest aufgefiillt wurden. Zur Entfernung stérender Salze und
Enzyme wurden die Proben mit Hilfe des QIAquick Gelextraction Kit (Qiagen; s. 2.6.8.7.)
aufgereinigt. Es folgte die Ligation des PCR-Produktes in den Not/-geschnittenen und
dephosphorylierten Vektor pBlueSkript II KS (+) (s. 2.69. und 2.6.10.) und
Hitzeschocktransformation von E. coli DH5 o mit dem generierten Plasmidkonstrukt (s.
2.6.11.2.). Positive Klone wurden auf LB-Agarplatten mit 100 ug/ml Ampizillin (Sigma
Aldrich) selektiert und in einer Kolonie-PCR (s. 2.6.8.6.) mit M13 Primern bestétigt. Wurde
kein Insert in den Vektor integriert, entstanden DNA-Fragmente mit einer Linge von ca. 230
bp. Plasmide mit amplifizierten DNA-Fragmenten grofer als 500 bp wurden zur
Sequenzierung an die Firma GATC Biotech AG (Konstanz Deutschland) gesandt. Die

Sequenzierung erfolgte mit Primer M13_for (bzw. M13_rev).

2.8. Genotypisierung mittels Southern- /Northern-Blot Analysen und RT-PCR

Der Nachweis spezifischer DNA- bzw. RNA-Fragmente aus Gesamtzellextrakten erfolgte
nach der Methode von Alwin et al. (1977). Nukleinsdurelosungen wurden mit Hilfe der
Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend durch das so genannte Blotverfahren auf eine
Tragermatrix (Nylonmembran) tibertragen. Nach Fixierung von DNA bzw. RNA erfolgte die
Hybridisierung mit spezifischen Digoxigenin-markierten DNA-Sonden (Synthese siehe
2.6.8.5.) und Detektion der Chemilumineszenz auf einem Rontgenfilm.

Alternativ zum Northern-Blot Verfahren wurden spezifische Gentranskripte durch eine PCR

nach reverser Transkription der Gesamt-RNA nachgewiesen.

2.8.1 Auftrennung Gesamt-DNA

Nachdem gDNA von S. pyogenes mit dem Restriktionsenzym Pst/ geschnitten und
anschlieBend durch alkoholische Fillung gereinigt wurde (s. Abschnitt 2.6.4. und 2.6.5.),
erfolgte die Auftrennung der einzelnen Fragmente bei 60 V fiir zwei Stunden. Hierfiir wurden
0,7 %ige Agarosegele verwendet. Zur Bestimmung der Fragmentgrof3en dienten 200 ng eines

Digoxigenin-markierten DNA-Grofenstandards (Roche; DNA Molecular Weight Marker II).
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2.8.2. RNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA-Proben wurde ein denaturierendes Agarosegel vorbereitet.
300 mg Agarose (Serra) wurden in 30 ml 1 x MOPS (s. 2.6.10.1.) mit 1,7 % Formaldehyd
(Roth; v/v) aufgelost. Bei 4°C polymerisierte das Gel iiber Nacht. Fiinf pg Gesamtzell-RNA
wurden mit Ladepuffer [Formamid (59 %; v/v; Roth); Formaldehyd (7,6 %; v/v; Roth); 1,2 x
MOPS; Ethidiumbromid (0,8 pg/ml; Sigma-Aldrich)] 1:6 verdiinnt und anschlieend bei
60°C fiir 10 min denaturiert. Das ausgehértete Agarosegel wurde ohne Probenzusatz bei 110
V fiir 30 min an das Spannungsgerit angeschlossen, danach erfolgte die Proben-Auftrennung
bei 50 V fiir drei Stunden. Als Laufpuffer diente 1 x MOPS mit 0,7 % Formaldehyd (v/v;
Roth) in DEPC-H20 und als GroBenstandard ein pg peqGold High Range RNA-Leiter
(PEQLAB).

2.8.3. Kapillarblotverfahren zum Transfer von DNA-Fragmenten

Zur Ubertragung aufgetrennter DNA-Abschnitte wurde das Prinzip des Kapillarblots genutzt.
Hierfiir wurden Agarosegele jeweils zweimal fiir acht min in 0,25 M HCI, fiir 20 min in
Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) und fiir 15 min in Neutralisierungspuffer
[1,5 M NaCl; 0,5 M TRIS-HCI (pH 7,5)] gebadet. AnschlieBend erfolgte der Transfer auf eine
positiv geladene Biodyne® Nylon-Membran (Pall Corporation) durch Kapillarkrifte mit 5 x
SSC iiber Nacht.

2.8.4. Ubertragung von RNA mittels Vakuumblot

Nach der Gelelektrophorese wurden Agarosegele zweimal fiir jeweils 15 min in 0,2 M NaOH
gebadet und anschliefend mit Transferpuffer (5 x SSC) gespiilt. Mit Hilfe eines
Vakuumblotters (Biometra) erfolgte der Nukleinsdurentransfer auf die amphotere

Tragermatrix Biodyne® Nylon-Membran (Pall Corporation) fiir ca. 90 min.

2.8.5. Fixierung gebundener Nukleinsduren an Nylon-Membranen

Zur kovalenten Verkniipfung libertragener DNA- bzw. RNA-Molekiile an die Trigermatrix,
wurde diese fiir zwei min mit UV Licht (305 nm) bestrahlt.
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2.8.6. Sonden-Hybridisierung und Detektion

Die Membran wurde fiir eine Stunde bei Hybridisierungstemp. (40-50°C; je nach G/C-Gehalt
der eingesetzten Sonden) in DIG Easy Hyb Ldsung (Roche) inkubiert. Danach erfolgte ein
Austausch der Pufferlosung und die Zugabe denaturierter Sonden-DNA (Endkonz. 8 ng/ml).
Zur Denaturierung wurden die Sonden auf 95°C fiir 10 min erhitzt und bis zur Verwendung
auf Eis gelagert. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht. Danach wurde die Membran
zweimal fir jeweils fiinf min in 2 x SSC/0,1 % SDS (w/v) bei RT und zweimal fiir jeweils
15 min in 0,1 x SSC/0,1% SDS (w/v) bei Hybridisierungstemp. gebadet. Alle weiteren
Waschschritte bis zur Sondendetektion erfolgten bei RT. Zur Entfernung von SDS-
Riickstdnden wurde die Membran fiir eine min in Waschpuffer geschwenkt. Anschlieend
folgte eine 30-miniitige Inkubation in Puffer 2 zur Sittigung unspezifischer Bindungsstellen
fiir die nachfolgende Behandlung mit Alkalischer-Phosphatase (AP) konjugiertem Anti-DIG-
Fab-Fragment (Roche). Hierflir wurde ein Pufferaustausch durchgefiihrt und nach Zugabe von
Anti-DIG-AP (Endkonz. 75 mU/ml) die Membranen fiir weitere 30 min inkubiert. Es folgten
drei Waschschritte fiir jeweils fiinf min sowie Equilibrierung der Membran in Puffer 3. Zur
Detektion wurde die Membran zwischen zwei durchsichtige Folien platziert und mit CSPD
(Roche; 1:100 verdiinnt mit Puffer 3) iiberschichtet. Zur Signalverstirkung erfolgte eine
15-miniitige Inkubation bei 37°C. Der Rontgenfilm (Agfa Gevaert N. V.) wurde zur
Belichtung auf die Membran aufgelegt, dafiir wurde eine lichtundurchlissige
Rontgenfilmkassette  (Konika Minolta) verwendet. Die Entwicklung des Rontgenfilms
erfolgte in einem automatischen Entwickler von Agfa Gevaert N. V. (Typ Curix 60).
Entwickler und Fixierer stammten von der Firma Agfa Gevaert N. V. und wurden nach

Herstellerangeben angesetzt.

Tab. 6: Zusammensetzung der zu Southern/Northern-Blot Analysen eingesetzten nicht-
kommerziellen Pufferlosungen.

Waschpuffer

Puffer 1
Tween® 20 0,3 % (v/v)

Puffer 1; pH 7,5

Maleinsdure 0,1 M
NaCl 0,15M
Puffer 2
Puffer 1

Blockingreagenz (Roche) 1 % (w/v)
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Fortsetzung Tab. 6:

Puffer 3; pH 9,5

TRIS Trizma® Base 0,1M
NaCl 0,1 M
MgCl, x 6H,0 50 mM
2.8.7. RT-PCR

Zuséatzlich erfolgte der Nachweis spezifischer Gentranskripte mittels RT-PCR. In einem
ersten Schritt wurde Gesamtzell-RNA (s. 2.6.2.) zur Entfernung von DNA-Kontaminationen
mit DNase I (Epicentre®) behandelt. Die Konz. an DNase I betrug dabei 1 U/pg RNA. Nach
16-18 Stunden bei 37°C wurde der enzymatische DNA-Abbau durch eine 10-miniitige
Inkubation bei 65°C gestoppt.

Fiir die folgende cDNA-Synthese wurde SuperScript™ First-Strand Synthese System fiir RT-
PCR (Invitrogen) mit Random-Hexamer-Primer verwendet. Dabei wurde wie vom Hersteller
empfohlen vorgegangen.

Fiir die im Anschluss folgende PCR betrug die Endkonzentration der eingesetzten cDNA
0,8 ng/ul. Alle weiteren Komponenten wurden mit den im Abschnitt 2.6.8. angegebenen
Endkonzentrationen hinzugefiigt. Abweichend vom allgemeinen PCR-Protokoll wurden zur
exponentiellen Vervielfdltigung 35-40 Zyklen verwendet. Die Auswertung erfolgte durch

Auftrennung der synthetisierten DNA-Fragmente in einer Gelelektrophorese.

2.9. Virulenz-relevante Phianotyp-Analysen

2.9.1. Selektion von TnSpc-Mutanten auf oxidativen und AMP-Stress

Die hier beschriebenen Versuchsdurchfiihrungen zur Auswahl von TnSpc-Insertionsmutanten
mit einem virulenzrelevanten Phénotyp wurden im 96-Well-Format vorgenommen. Die
Auswabhl subletaler Konz. an H202 und Menadion fiir S. pyogenes WT-Stdmme richtete sich
nach Thibessard et al. 2001 und 2004.

Nachdem die kompletten TnSpc-Mutantenbanken auf Eis aufgetaut wurden, erfolgte der
Transfer mit Hilfe von Replikatoren (96-Well-Replikator; Sigma-Aldrich) auf 96-Well-
Platten mit frischem Medium und anschlieBender Bebriitung iiber Nacht. Zur Selektion
wurden stationdre Kulturen mit Hilfe der Replikatoren auf Stressagarplatten {ibertragen.
Zusitzlich wurde das Hamolyseverhalten auf Agarplatten mit 7 % Schafsblut (Oxoid)

analysiert. Der Himolysenachweis diente als interne Kontrolle fiir die B-hdmolysierenden
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Streptokokken sowie als Qualitdtskontrolle fiir die generierten Mutantenbanken (mind. 4-
fache Genomabdeckung). Um Wachstumsdefizite als Ursache fiir ein verdndertes
Toleranzverhalten auszuschlieBen, wurden zusitzlich Agarplatten ohne Zusitze beimpft. Alle
Platten wurden fiir ca. 20 h im Brutschrank inkubiert.

Nachdem TnSpc-Mutanten mit einem distinkten Phénotyp auf separaten 96-Well-Platten in
Form von drei unabhingigen Wiederholungen selektiert wurden, erfolgte in zwei
Wiederholungsrunden eine Kontrolle des beobachteten Phénotyps. Dabei wurde fiir Menadion
ein Bereich von 15-60 pg/ml und fiir H20: ein Bereich von 3,5-5,0 mM abgedeckt. Zusétzlich
zum Toleranzverhalten gegeniiber oxidativen Stress wurde in den Wiederholungsrunden eine
verdnderte Sensitivitdit gegeniiber Colistinsulfatsalz (Col; Sigma-Aldrich GmbH),
stellvertretend fiir die Gruppe der antimikrobiellen Peptide, untersucht. Hierfliir kamen

Stressplatten mit ansteigenden Konz. von 30-90 pg/ml zum Einsatz.

2.9.1.1. Bestiitigung der beobachteten Phiinotypen

Stationdre Kulturen von GAS WT-Stimmen, TnSpc-Insertionsmutanten und ASpy49 1658c¢
wurden einmalig mit sterilem 1 x PBS gewaschen und anschlieBend die optische Dichte im
UV/Vis-Photometer bei 600 nm bestimmt. Mit 1 x PBS wurde die Zelldichte auf 6*10’
KBE/ml fiir M18 und 10® KBE/ml fiir M49 (ODsoonm ca. 1,0 fiir beide Serotypen) eingestellt
und serielle Verdiinnungen von 10° bis 10 hergestellt. Agarplatten mit ansteigenden Konz.
an Menadion, H202 und Colistin wurden 24 h vor Versuchsbeginn vorbereitet. Das
Konzentrationsspektrum an Menadion betrug fiir Serotyp M18 30-80 pg/ml und fiir M49 30-
70 pg/ml. H2O2 wurden fiir beide Serotypen in den Konz. 3-4,5 mM eingesetzt. Und von
Colistin wurden fiir M18 Konz. von 70-120 pg/ml und fiir M49 50-70 pg/ml verwendet. Auf
die Agarplatten wurden jeweils 10 pl der vorbereiteten Verdiinnungsreihen aufgetropft und
die Platten anschlieBend iiber Nacht bei 37°C und 5 % CO:x bebriitet.

Bei TnSpc-Insertionsmutanten mit fehlendem Hémolyseverhalten wurden jeweils 5 pl der

Verdiinnungsstufen 10 bis 10~ auf Columbia-Blutagarplatten aufgetropft.

2.9.1.2. Bestimmung der Uberlebensraten in Gegenwart von H;0;, Menadion und
Colistin

Uber-Nacht-Kulturen des M49 Wildtyps und ASpy49 1658c wurden mit sterilem 1 x PBS
gewaschen und in frischem Medium ohne Antibiotikazusatz bis zur frithen exponentiellen

Wachstumsphase (ODesoonm zw. 0,3-0,5) angezogen. AnschlieBend wurden die Kulturen in
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Aliquots von jeweils 500 pul in 1,5 ml Eppendorfgefa3e iiberfiihrt. Den Aliquots wurden die
Stressoren H202, Menadion bzw. Colistin zugesetzt. H202> und Menadion, welche zur
Induktion von oxidativen Stress dienten, wurden in den Endkonzentrationen von jeweils
0,5 mM und 600 pg/ml eingesetzt. Colistin wurde in einer Endkonzentration von 400 pg/ml
verwendet. Ein Aliquot ohne Zusatz diente als Wachstumskontrolle. Zur Berechnung der
Uberlebensraten  wurden durch  serielle  Verdiinnung und  Ausplattierung  der
Verdiinnungsreihen die Ausgangs-KBE vor Zugabe der Stresssubstanzen ermittelt. Nach
zwei-stiindiger Inkubation bei 37°C erfolgte die Ermittlung vitaler KBE unter den jeweiligen
Stressbedingungen und fiir die Wachstumskontrolle durch Ausplattieren der

Verdiinnungsreihen. Die Uberlebensraten wurden nach folgender Formel berechnet:

g KBEn 1000  S° Uberlebensrate [%]
KBE.y ®  KBEx = KBE nach Stressinduktion

KBEv = KBE vor Stressinduktion

2.9.2. Physiologische Charakterisierung von Spy49 1658c::TnSpc und ASpy49 1658¢

2.9.2.1. Bestimmung Verbrauchsraten essentieller Aminosiuren

Uber-Nacht-Kulturen des WT und der Spy49 1658c::TnSpc Stimme in THY ohne/mit
Spektinomycin wurden mit CDM gewaschen und anschliefend in CDM-Batch-Kulturen
tiberfiihrt. ODeoonm zum Zeitpunkt to betrug ca. 0,06. Nach zwei Stunden erfolgte die erste
Probenentnahme, stiindlich bis zum Zeitpunkt t¢ wurden weitere Messungen vorgenommen.
Die letzten Datenerhebungen erfolgten zum Zeitpunkt ts. Es wurde die ODeoonm, der pH-Wert,
die Trockenmasse und die essentiellen Aminosiduren gemessen.

Zur Bestimmung der Trockenmasse wurden jeweils 10 ml Probevolumen entnommen und die
Zellen durch Zentrifugation bei 3345 x g fiir fiinf min geerntet. AnschlieBend wurden die
Zellpellets in 1 x PBS aufgenommen, die Zellsuspensionen in 1,5 ml Reaktionsgefile
{iberfiihrt und erneut zentrifugiert. Nach Abnahme der Uberstinde wurden die Proben in einer
Vakuum-Tischzentrifuge getrocknet und das Gewicht bestimmt.

Die chromatografische Bestimmung der Aminosdurenkonzentrationen wurde mittels HPLC
von Dr. Martijn Bekker an der Universiteit van Amsterdam (UvA), Department of Molecular
Microbial Physiology vorgenommen. Jeweils 1 ml Probevolumen wurden zur Sedimentation
bakterieller Zellen bei 3345 x g fiir 10 min zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
anschliefend in 2,0 ml Reaktionsgefd3e tiberfiihrt und zur Aufbewahrung bei -20°C gelagert.
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Zur Bestimmung der Ausgangskonzentrationen an Aminosduren diente 1 ml des CDM

Mediums.

2.9.2.2. Vergleich Wachstumsverhalten in THY, CDM und DMEM+GlutaMAX™

Stationdre Kulturen von S. pyogenes M49 WT und ASpy49 1658c¢ in THY ohne/mit
Spektinomycin wurden mit sterilem 1 x PBS gewaschen und anschlieend zur Beimpfung von
THY, CDM und DMEM+GlutaMAX™ genutzt, Start-ODeoonm von 0,08. Stiindlich iiber acht
Stunden erfolgte die Bestimmung der ODeoonm sowie eine pH-Messung. Nach 24 Stunden
wurden zur Endpunktbestimmung letzte Datenpunkte erhoben.

Mit Hilfe von Excel wurden der Wachstumsverlauf sowie die Ansduerung des Mediums iiber
die Zeit grafisch dargestellt. Weiterhin wurden Verdopplungszeiten (td), Wachstums- (1) und
Azidifizierungsraten (dpH) in den verschiedenen Medien fiir den WT und ASpy49 1658c¢
berechnet. DpH nach 8 bzw. 24 Stunden wurde angegeben als Anstieg der H'-Konz. im

Verhiltnis zur ODsoonm-Anderung, zur Bestimmung von td und p siehe Abschnitt 2.4.2.

2.9.3. Bestimmung der Oberflichenhydrophobizitit

Da eine verdnderte bakterielle Zelloberflichenladung Einfluss auf das Toleranzverhalten
gegeniiber polaren Verbindungen, wie reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS) oder einige
AMP, besitzt, wurde die relative Hydrophobizitit nach einer Methode von Courtney et. al
(2009) fiir den WT M49 591 und ASpy49 1658c ermittelt. Dabei wurde folgendermallen
vorgegangen: Uber-Nacht-Kulturen wurden zweimal mit sterilem 1 x PBS gewaschen und
anschliefend mit PBS die ODeoonm auf 1,0 eingestellt. Ein ml der Bakteriensuspension wurde
mit 100 pul Hexadecan (VWR) auf dem Vortex fiir mind. zwei Minuten vermischt. Zur
Hexadecan-Behandlung wurden ausschlieBlich Reagenzrohrchen aus Glas verwendet. Zur
Phasentrennung erfolgte ein 10-miniitiger Inkubationsschritt bei RT. Die untere wissrige
Phase diente nachfolgend zur ODsoonm-Bestimmung.

Aus der Differenz zwischen ODsoonm vor und nach Zugabe von Hexadecan lieB sich durch
Verwendung folgender Formel der prozentuale Anteil der Oberflichenhydrophobizitit

berechnen:

ODs0onm nach 1%100% H = Oberflichenhydrophobizitit [%]
OD600nm vor ® " ODeoonm nach = ODeoonm nach Hexadecanbehandlg.
ODe0onm vor = ODsoonm vor Hexadecanbehandlg.

H= [I-
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2.9.4. Wachstumsverhalten unter oxidativen und AMP-Stress

Untersucht wurden Konzentrationen an Menadion, hBD3, LL-37 und Protamin, welche zu
einer 50 %igen Wachstumshemmung von WT M49 591 und ASpy49 1658c in THY fiihrten.
Hierfiir wurden stationére Vorkulturen einmalig mit sterilem 1 x PBS gewaschen und die
optische Dichte auf ca. 0,1 bei 600 nm mit frischem THY-Medium eingestellt. Anschlieend
wurden im 96-Well-Format jeweils 100 ul der Bakteriensuspensionen je Well vorgelegt und
mit 100 pul des jeweiligen Stressagens versehen. In Form einer geometrischen Reihe wurde fiir
jede Substanz die Konz. schrittweise erhoht. Tabelle 7 gibt einen Uberblick iiber das
eingesetzte Konzentrationsintervall fiir die entsprechenden Substanzen.

Zur Wachstumskontrolle wurden Wells mit 100 ul Bakteriensuspension und 100 pl des
jeweiligen Losungsmittels vorgelegt. Fiir die Blindwertberechnung dienten Felder mit THY
und A.bidest bzw. 10 mM Essigsdure/l1 mg/ml BSA im Verhiltnis 1:1.

Uber einen Zeitraum von 12 Stunden erfolgte die Erfassung der optischen Dichte bei 600 nm
in Abstinden von 30 Minuten. Hierfiir wurde ein Mikroplatten Lesegerit von Tecan
verwendet.

Unterschiede in der Empfinglichkeit gegeniiber den jeweiligen Stresssubstanzen wurden
durch Berechnung des Verhiltnisses der ODsoonm-Anderung verdeutlicht. Dabei wurde

folgende Gleichung zur Hilfe genommen:

Yerhéltnis ODs00nm- [OD600nm (t =12 h) — OD600nm (t =0 h)]Stress
Anderung = [ODﬁOOnm (t =12 h) — OD600nm (t =0 h)]Wachstumskontrolle

*100%

Tab. 7: Ubersicht der verwendeten Stresssubstanzen.
Zusammensetzung und Konzentrationsintervall von Menadion zur Erzeugung von oxidativen
Stress und verschiedenen AMPs.

Substanz Losungsmittel Konzentrationsintervall
Menadion A. bidest (steril) 4 — 64 ng/ml

hBD3 10 mM Essigsdure; 1 mg/ml BSA 4 —32 pg/ml

LL-37 A. bidest (steril) 4 — 128 pg/ml

Protamin  A. bidest (steril) 4 — 64 pg/ml

2.9.5. Phagozytoseassay mit J774A.1 Monozyten-Makrophagen

Die Methode zur Quantifizierung der Menge an aufgenommenen und abgetdteten M49 S.
pyvogenes Zellen wurde nach Hampton und Winterbourn (Hampton and Winterbourn, 1999)

modifiziert.
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Uber-Nacht-Kulturen vom WT und ASpy49 1658¢ wurden mit frischem Medium gewaschen
und zum Ansatz neuer Kulturen mit einer Anfangs-ODsoonm von ca. 0,05 genutzt. Nachdem
diese Kulturen die mittlere exponentielle Wachstumsphase erreicht hatten, wurde die Zellzahl
auf ca. 107 Zellen/ml eingestellt. Im Anschluss wurden die Ansitze bei 3345 x g fiir 10 min
zentrifugiert. Zur Opsonierung wurde das Bakterienzellpellet HBSS (10 mM PBS [pH 7.,4], 1
mM CaClz, 0,5 mM MgClz, 1 mg/ml Glukose) mit 10 % humanem Serum (Sigma-Aldrich)
aufgenommen und bei 37°C und 400 Upm fiir weitere 20 min im Schiittelinkubator KS 4000 I
Control von IKA® inkubiert.

Zur Vorbereitung der Monozyten-Makrophagen Zellen J774A.1 wurden die Zellen eines
konfluenten Monolayers durch Abschaben gewonnen, die Zelldichte mittels Zahlkammer
ermittelt und auf 107 Zellen/ml in DMEM+Pyruvat/10 % hiFKS (v/v) fiir eine MOI von ca.
1:1 (1:1,113) eingestellt.

Fiir den Phagozytose-Versuch wurden je Stamm zwei separate Reaktionsgefdle vorbereitet,
wobei in Gefdl A) 835 ul der opsonierten Bakterien mit 750 ul der eingestellten
Zellsuspension an J774A.1 und 85 pl humanem Serum gelangten. Gefdll B) beinhaltete
ebenfalls 835 ul an opsonierten Bakterien zusammen mit 750 pl Zellkulturmedium und 85 pl
humanem Serum. A) und B) wurden nachfolgend fiir 30 min bei 37°C und 400 Upm
inkubiert. Ansdtze B) dienten zur Berechnung der Anfangs-KBE und KBE nach den
entsprechenden Koinfektionsintervallen.

Nach den erwidhnten Zeitspannen wurden aus A) und B) jeweils 500 pl Probevolumen
entnommen und mit dem gleichen Volumen an PBS (4°C) gemischt, gefolgt von einem
Zentrifugationsschritt bei 200 x g. Aus B), wo nach Zentrifugation durch das Fehlen von
eukaryotischen Zellen kein Pellet hervorging, wurden anschlieBend 100 pl fiir eine serielle
Verdiinnungsreihe zur Bestimmung von KBEt=30© entnommen. A) beinhaltete nach dem
Zentrifugieren extrazellulire Bakterien in den Uberstinden und J774A.1 mit aufgenommenen
S. pyogenes-Zellen im Zellpellet. Die Uberstinde wurden in ein neues Reaktionsgefif
ibertragen und Pellets weitere zweimal mit PBS (4°C) gewaschen. Wihrend des Waschens
wurden die jeweiligen Uberstinde vereinigt. Zur Ermittlung der extrazelluldren KBE erfolgte
Zentrifugation bei 3345 x g fiir fiinf min, Pellet-Aufnahme in einem ml PBS und
Ausplattierung.

Intrazelluldre Bakterien wurden durch osmotische Lyse von J774A.1-Zellen mit 980 ul PBS
(4°C) und 20 pl Saponin (25 mg/ml) gewonnen. AnschlieBend erfolgte die Ausplattierung zur

Bestimmung des Anteils intrazelluldrer KBE.
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Alle Waschschritte und die Resuspension der bakteriellen Zellpellets zur KBE-Bestimmung
erfolgten mit sterilem 1 x PBS. Verdiinnungsreihen wurden auf THY-Agar ausplattiert und
die Platten anschlieBend fiir 16-20 Stunden bei 37°C/5 % COz2 bebriitet.

Die Anteile internalisierter, extrazellulirer und abgetoteter Zellen wurden wie folgt

berechnet:
0= KBEU 4000 U = Anteil GAS Uberstand [%]
KBE30- ® KBEu = KBE extrazellulirer GAS
KBE=30' = KBE ohne J774A.1 nach 30 min
= KBE; *100% I = Anteil internalisierter GAS [%]
KBEe30 ® KBE: = KBE internalisierter GAS

dXU+I = Differenz aus Gesamtmenge GAS-Zellen und

_— o T !
dxU+ 100 % - [UH] Summe der Anteile im Uberstand und internalisierter GAS

2.9.6. Adhisions-/Invasionseffizienz von S. pyogenes an/in HaCaT-Keratinozyten

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 3345 x g fiir fiinf min durchgefiihrt. Zum Waschen
der iiber-Nacht-Kulturen, des eukaryotischen Zellrasens sowie zur Aufnahme der bakteriellen
Zellpellets und fiir serielle Verdiinnungsreihen wurde ausschlieBlich steriles 1 x PBS
verwendet. AnschlieBend erfolgte die Ausplattierung der Verdiinnungsreihen auf THY-Agar
und Bebriitung bei 37°C/5 % CO:x fiir 16-20 Stunden.

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden im 24-Well-Format 1 ml einer HaCaT-
Zellsuspension (3,5*10° Zellen/ml) ausgesit. Fiir den Wildtyp M49, Spy49 1658c und zur
Berechnung der Zelldichte des HaCaT-Zellrasens wurden jeweils dre1 Wells vorbereitet. GAS
iiber-Nacht-Kulturen wurden mit PBS gewaschen und auf eine ODgoonm = 0,05 in
DMEM+GlutaMAX™ eingestellt. Serielle Verdiinnung und Ausplattierung der S.pyogenes-
Kulturen dienten zur Bestimmung der Ausgangs-KBE und der Multiplizitidt der Infektion
(MOI). Parallel wurde der HaCaT-Monolayer mit 1 x PBS gewaschen. Je Well wurde 1 ml
der eingestellten Bakteriensuspension zugegeben. In den Wells zur Bestimmung der
Zelldichte des Monolayers erfolgte nach Entfernung des Medieniiberstandes und Waschen des
Monolayers eine 10-miniitige Behandlung mit 0,25 % Trypsin-EDTA zum Abldsen
adhdrenter Zellen. Um das Wachstum der bakteriellen Zellen im Zellkulturmedium zu
beriicksichtigen, wurde jeweils ein weiteres Well pro Stamm ohne HaCaT-Monolayer mit
1 ml der eingestellten GAS-Zellsuspension befiillt. Die Koinfektionsplatten inkubierten fiir
zwei Stunden bei 37°C/5% COa.
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Zur Bestimmung des Anteils internalisierter GAS-Zellen wurden die Medieniiberstinde
entfernt, die Wells mit 1 x PBS gewaschen und je Well 1 ml DMEM/10% hiFKS mit 1 %
Penicillin-Streptomyzin (5000 U und 5000 pug pro ml; Invitrogen; v/v) zur Abtdtung aller
extrazelluliren Bakterien zugegeben. Danach erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt bei
37°C/5% COz fiir zwei Stunden. Nach der Penicillin-Streptomyzin Behandlung erfolgte die
Ermittlung des Anteils internalisierter KBE. Dafiir wurde, dhnlich wie zur Bestimmung der
Menge an adhdrenten GAS-Zellen, das Medium entfernt, Wells zweimal gewaschen und der
Monolayer durch eine 10-miniitige Behandlung mit Trypsin-EDTA (0,25%) aufgeldst. Die
HaCaT-Zellsuspensionen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die
Welloberfliche zweimal gespiilt. Spiilfraktion und HaCaT-Zellsuspension wurden vereinigt.
Nach Zentrifugation und Aufnahme des Pellets in einem ml A. bidest erfolgte serielle
Verdiinnung und Ausplattierung dieser zur Ermittlung internalisierter KBE.

Wells, welche ausschlieSlich GAS-Zellen (ohne HaCaT-Monolayer) enthielten, dienten zur
Bestimmung der KBE: fiir die zweistlindige HaCaT-S.pyogenes-Koinfektion. Dabei wurde
wie folgt vorgegangen: Entnahme der Bakteriensuspension, Anlegen serieller
Verdiinnungsreihen und Ausplattierung.

Zur Ermittlung des Anteils adhirenter und im Uberstand befindlicher GAS-Zellen wurden die
Uberstéinde entfernt und von jeweils drei Wells gepoolt. AnschlieBend wurde der HaCaT-
Zellrasen zweimal mit PBS gewaschen, wobei die Waschfraktionen mit den
Medieniiberstinden vereinigt wurden. Nach Zentrifugation und Resuspension des Pellets in
einem ml PBS, erfolgte die Ermittlung der KBE der Uberstandsfraktionen durch serielle
Verdiinnung und Ausplattierung. Durch Zugabe von 0,25 % Trypsin-EDTA und einer 10-
miniitigen Inkubation bei 37°C wurde der HaCaT-Monolayer abgelost und nachfolgend in ein
1,5 ml Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Auch hier wurden jeweils drei Wells vereinigt. Im
Anschluss wurden die Wells zweimal mit PBS gewaschen und die Waschfraktionen mit der
entsprechenden HaCaT-Zellsuspension gepoolt. Zum Schluss wurden alle Proben
zentrifugiert und zur osmotischen Zelllyse in einem ml sterilen A. bidest. aufgenommen.
Serielle Verdiinnung und Ausplattierung folgten zur Berechnung des Anteils adhérenter GAS-
Zellen.

Zur Berechnung der prozentualen Anteile an internalisierten und im Uberstand befindlichen
GAS-Zellen wurden die Formeln aus Abschnitt 2.9.5. verwendet. Der Anteil internalisierter
Zellen bezog sich dabei auf die Gesamtmenge an Bakterien nach Koinkubation und entsprach
somit IGesamt. Zusdtzlich wurde auch der Anteil internalisierter S. pyogenes an der Menge

adhdrenter GAS-Zellen berechnet: Ia = (KBE/KBEA)*100%
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Der Anteil adhiarenter GAS-Zellen sowie die Differenz zwischen der Summe der Anteile
nicht-adhérenter, adhédrenter und internalisierter S. pyogenes-Zellen zur GAS-Gesamtmenge

wurden wie folgt berticksichtigt:

A= KBEA 100% A = Anteil adhdrenter GAS [%]
KBEw °  KBEa = KBE adhirenter GAS

KBE=2 = KBE nach 2h-Koinfektion

dXU+A+Gesam: = Differenz der Summe

aus nicht-adhdrenten, adhidrenten und

internalisierten ~ GAS  zur  GAS-
dZO+A+IGesamt = 100% - [U+A+IGesamt] Gesamtmenge [%]

U; 1 = Anteil GAS Uberstand [%] bzw.

Anteil internalisierter GAS  [%];

Berechnung siehe Abschnitt 2.9.5.

2.9.7. Bestimmung der Uberlebensraten in Vollblut

Blutproben wurden am Versuchstag frisch von jeweils drei unterschiedlichen Spendern
entnommen und die berechneten Multiplikationsfaktoren anschlieBend gemittelt.

Um das Uberleben in Vollblut zu bestimmen wurde folgende Methode nach Nakata et al
(2009) verwendet: Uber-Nacht-Kulturen von M49 WT und ASpy49 1658c¢ wurden mit
frischem THY-Medium 1:20 verdiinnt und bis zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase
angezogen. Danach wurde die optische Dichte bei 600 nm auf 0,25 eingestellt und die Proben
anschlieBend 1:10.000 mit 1 x PBS verdiinnt. In einem Gesamtvolumen von 500 pl wurden
die Zellsuspensionen 1:25 mit frischem Vollblut verdiinnt und fiir weitere drei Stunden bei
37°C und 400 Upm (Eppendorf Thermomixer® compact) inkubiert. Zur Ermittlung der
Ausgangs-KBE wurden Aliqots der 1:10.000 Verdiinnung auf Columbia-Agarplatten mit 5 %
Schafsblut aufgetragen. Nach drei-stiindiger Koinkubation mit Vollblut wurde durch serielle
Verdiinnung und Ausplattierung auf Blutagarplatten die KBE ermittelt. Zur Berechnung des
Multiplikationsfaktors wurde die KBE nach drei-stiindiger Inkubation in Vollblut ins
Verhiltnis zur Ausgangs-KBE gesetzt.

2.10. In-Silico Analysen von Spy49 1658c¢ und Spy49 1659c
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2.10.1. Sequenzvergleiche sowie Identifikation potentieller Motive

Zur Vorhersage moglicher Funktionen von Spy49 1658c¢/Spy49 1659c¢ wurden sowohl
Nukleotid- als auch Aminosiuresequenzen auf eventuelle Homologien, Ahnlichkeiten und
potentielle Motivstrukturen untersucht. Dabei wurde der BLAST Algorithmus folgender
Datenbanken zur Hilfe genommen:

e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e http://www.kegg.com/

Eine in-silico Strukturanalyse der Genprodukte von Spy49 1658c und Spy49 1659c wurde
am Faculty of Science der University of Auckland durchgefiihrt.

2.10.2. Identifizierung potentielle Promotor- und Terminatorstrukturen

Ein Bereich von ca. 100 bp stromaufwirts des Startcodons von Spy49 1659c¢ und die
intergenische Region zwischen Spy49 1658c und Spy49 1659c wurde mit Hilfe folgender
Internetseite: http://linux1.softberry.com/, auf mogliche Promotoren untersucht. Dabei diente
der BPROM Algorithmus zur Identifikation eines potentiellen bakteriellen Promotors.

Um mogliche Terminatoren innerhalb der intergenischen Region und ca. 120 nt stromabwirts
von Spy49 1658c zu lokalisieren, wurde folgende Internetseite zur Hilfe genommen:
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold. Durch Anwendung des von M. Zuker (2003)
entwickelten Algorithmus zur Vorhersage von Sekundirstrukturen in Nukleinsduresequenzen
wurde die DNA-Sequenz nach potentiellen Terminatoren untersucht. Zur Berechnung der

freien Energie und Enthalpie diente die Verdffentlichung von J. Jr. SantaLucia (1998).

2.11. Statistische Auswertung

Zur Berechnung signifikanter Unterschiede zwischen den Mittelwerten zweier Stichproben
(WT und Mutante) eines Experimentes wurde ein Zweistichproben-t-Test durchgefiihrt. Dabei

wurde Normalverteilung und gleiche Varianz der Stichproben vorausgesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung von Transposonsystem TnSpc

Das Transposonsystem TnSpc wurde zur Generierung von Mutantenbanken in den Serotypen
M18 und M49 von S. pyogenes verwendet. Um unbekannte virulenzassozierte Gene in S.
pyogenes zu identifizieren, sollte jedes annotierte Gen durch die Insertion von TnSpc
deaktiviert werden. Das verwendete Transposonsytem sollte deshalb zwei wichtige
Eigenschaften besitzen:

1) hohe Transformationseffizienz, um schnell eine hohe Anzahl an Insertionsmutanten
generieren zu konnen

2) geringe Insertionsfrequenz, da pro Insertionsmutante jeweils nur ein Gen durch den Einbau

inaktiviert werden sollte.

Die Transformationseffizienz wurde durch Bestimmung der Anzahl gewonnener
Insertionsmutanten pro ug eingesetzter Plasmidmenge pMGCS57-spe fiir beide Serotypen
berechnet. Aus mindestens drei unabhingigen Elektroporationsexperimenten ergab sich fiir
M18 eine mittlere Integrationseffizienz von 190 (+ 102) KBE/pg Plasmid-DNA und fiir
Serotyp M49 eine Effizienz von 370 (+ 128) KBE/pug Plasmid-DNA. Bezogen auf die
eingesetzte Menge an kompetenten S. pyogenes Zellen, ergab sich fiir M18 eine mittlere
prozentuale Transformationseffizienz von 24*107 (£ 21*107°) %kse/pg Plasmid-DNA und
fiir M49 7*#107 (£ 6*10”°) %xkse/pug Plasmid-DNA. Trotz der im Vergleich zu Serotyp M18
erhohten Anzahl an M49 TnSpc-Insertionsmutanten, war die prozentuale Ausbeute an M 18-
Insertionsmutanten um das Dreifache erhéht im Vergleich zu Serotyp M49.

Mittels Southern-Blot (Material und Methoden 2.8.) mit einer generierten aad9-spezifischen
Sonde lieB sich die Anzahl integrierter Transposonelemente bei einer zufdlligen Auswahl von
jeweils 20 MI18 und M49 TnSpc-Insertionsmutanten visualisieren und somit die
Insertionsfrequenz darstellen. Dabei zeigte sich, dass in Serotyp M18 bevorzugt nur ein
Transposonelement integriert wurde. Die Verteilung der relativen Grofen der detektierten
DNA-Fragmente lief auf einen zufdlligen Einbau ins Genom von M 18 schlieen, da lediglich
bei drei von 20 untersuchten TnSpc-Mutanten aad9-Signale in der selben Gréfenordnung

detektiert wurden.
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Im Fall von Serotyp M49 wurde bei 7 Mutanten mehr als ein Transposonelement im Genom
detektiert. Aufgrund der GroBenverteilung der detektierten aad9-Signale konnte man auch bei
Serotyp M49 von einer zufdlligen Insertion ausgehen.

Exemplarisch wurden in Abb. 3 Anzahl und Verteilung detektierter aad9-Signale fiir eine

Auswabhl von jeweils acht TnSpc-Mutanten in beiden Serotypen dargestellt.

Abb. 3: Southern-Blot Analysen zufillig ausgewihlter TnSpc Insertionsmutanten.
A) des Serotyps M18 und B) des Serotyps M49. Als Sonde diente ein Digoxigenin-markiertes
Fragment der Spektinomycinresistenzkassette aus pMGC57-spc.

3.2. Generierung von Mutantenbanken und Selektion virulenzrelevanter Mutanten

3.2.1. Aufbau von TnSpc-Mutantenbanken in S. pyogenes M18 und M49

Aufgrund der zufilligen Insertion von TnSpc in das Genom von Serotyp M18 und M49 und
der hohen Ausbeuten an Mutanten, wurde TnSpc zur Generierung umfassender
Mutantenbanken in S. pyogenes herangezogen. Um mit einer hohen Wahrscheinlichkeit jedes
Gen durch die Integration des Transposons zu inaktiviert, sollte die Anzahl generierter
Insertionsmutanten mindestens das Dreifache der Gesamtzahl annotierter Gene fiir Serotyp
M 18 und M49 betragen.

Insgesamt wurden in Serotyp M18 7427 Insertionsmutanten erzeugt, was bei 1925 annotierten
Genen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) einer Genomabdeckung von ~ 3,9 entsprach. Fiir
Serotyp M49 wurden insgesamt 6700 Insertionsmutanten generiert. Da das Genom von M49
Stamm 591 noch nicht vollstindig sequenziert ist, wurde stets NZ131 als Referenzstamm fiir

S.  pyogenes M49  verwendet. Bei 1789 annotierten Genen fir NZI31
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) entsprach dies einer Genomabdeckung von ~ 3,7 fiir die

M49-Mutantenbank.

3.2.2. Selektion virulenzrelevanter TnSpc-Mutanten

Die Selektion virulenz-relevanter Phédnotypen erfolgte auf Agarplatten mit subletalen
Konzentrationen an H202 und Menadion zur Erzeugung von oxidativem Stress. Als interne
Qualitédtskontrolle der generierten Mutantenbanken wurde zusétzlich das Himolyseverhalten

untersucht. In Abb. 4 wurde die Vorgehensweise des Selektionsverfahrens veranschaulicht.
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A)
wt
media
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7% Schafsblut
B)
wt
media
caontrol
C)
wt
media
control

H202 3,5 mM

Abb. 4: Exemplarische Darstellung von M49 TnSpc-Mutanten, die von einer 96-Well-

Platte auf verschiedene Medien iiberimpft wurden.

A) Agarplatten mit Schafsblut (7%) zur Untersuchung des Hamolyseverhaltens, B) THY-

Agarplatten mit 30 ug/ml MS und C) mit 3,5 mM H20a.

Phénotypisch aufféllige Mutanten wurden separiert und das Toleranzverhalten dieser Stimme

gegeniiber Menadion und H20:2 in zwei weiteren Selektionsrunden nochmals untersucht (s.

Material und Methoden 2.9.1.). Aus den Ergebnissen der drei Selektionsdurchgénge ergab

sich ein in Tab. 8 dargestelltes Gesamtbild.
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Tab. 8: Ubersicht iiber die Anzahl an TnSpc-Mutanten mit abweichender Toleranz
gegeniiber MS und H>0O; im Vergleich zum WT.
Zusétzlich wurde auch die Anzahl an nicht-hdmolysierenden TnSpc-Mutanten angegeben.

M18 Mutanten H20.2 ) MS sensitiv HzO.Z/.M S v Hamolyse
sensitiv sensitiv

Anzahl nach 1. Selektion 2 57 13 8

Anzahl n. Bestitigungsrunden 19 6 11 7

o

Z aquesamtanzahl (7427) n. 0.26 0,08 0,23 0,09

Bestitigungsrunden

M49 Mutanten HzOg . MS sensitiv HZO.Z/.M S v Hamolyse
sensitiv sensitiv

Anzahl nach 1. Selektion 100 7 5 7

Anzahl n. Bestdtigungsrunden 11 20 47 5

o

% auf Gesamtanzahl (6700) n. 0.16 0.3 0.7 0,08

Bestétigungsrunden

In Serotyp M49 zeigten insgesamt mehr Insertionsmutanten eine im Vergleich zum WT
erhohte Sensitivitdt gegeniiber oxidativen Stress als in M18. Insgesamt konnten in Serotyp
M49 mehr als das dreifache an Menadion- und H202/Menadion-sensitive Mutanten selektiert
werden als in Serotyp MI18. Eine Ausnahme bildete die beobachtete Menge an H20:-
sensitiven TnSpc-Mutanten, welche bei beiden Serotypen mit 19 M18 und 11 M49 TnSpc-
Stdimmen in der gleichen Gréfenordnung lag. Beide Beobachtungen spiegelten sich auch in
den prozentualen Anteilen der TnSpc-Insertionsmutanten mit einer erhohten Sensitivitit
gegeniiber oxidativen Stress an der GesamtgroB3e der jeweiligen Mutantenbank wieder. Da
beide Serotypen unterschiedliche Besiedlungsrdume im/am menschlichen Organismus
bevorzugen und somit auch verschiedene Umweltanspriiche besitzen, konnte dies eine
Erklarung fiir die beobachteten Abweichungen sein.

Die Anzahl nicht-hdmolysierender TnSpc-Mutanten war in beiden Serotypen, mit sieben M18
TnSpc- und fiinf M49 TnSpc-Stimmen, nahezu identisch, was ebenfalls auf die prozentualen

Anteile zutraf.

Bei einigen TnSpc-Stimmen des Serotyps M 18 und M49 wurden Unterschiede zwischen dem
Phianotyp aus dem ersten Selektionsdurchgang zum Phénotyp aus den nachfolgenden
Bestitigungsrunden beobachtet. Fiir sechs M18 Mutantenstimme, welche in der ersten
Selektionsrunde eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber H2O2 und Menadion im Vergleich zum
WT aufzeigten, konnte in den Bestitigungsrunden eine erhdhte H20:2-Toleranz beobachtet
werden. EIf M18 TnSpc-Mutanten mit einer hoheren Menadion-Sensitivitit als der WT im

ersten Selektionsdurchgang zeigten in den Bestitigungsrunden zusétzlich eine héhere H20:-
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Sensitivitdt. Wohingegen vier M18 TnSpc-Stamme statt der im ersten Selektionsdurchgang
festgestellten erhohten Menadion-Sensitivitdt in den Wiederholungen eine verminderte
Menadion-Sensitivitdt im Vergleich zum WT zuzuschreiben war. Bei einer TnSpc-Mutante
wurde in den Bestitigungsrunden neben der geringeren Menadion-Sensitivitit auch eine
erhohte H202-Sensitivitdt beobachtet. In 15 Féllen der untersuchten M18 TnSpc-Mutanten
anderte sich der Phinotyp von einer erhohten Menadion-Sensitivitit in der ersten
Selektionsrunde zu verstirkt H2O2-sensitiv in den Bestatigungsdurchldufen.

Betrachtet man die Ergebnisse der verschiedenen Selektionsdurchgénge fiir TnSpc-Mutanten
des Serotyps M49, stellte man folgendes fest: Ein Wandel des Phinotyps von verstirkt H20:-
sensitiv. im ersten Selektionsdurchgang zu verstirkt Menadion-sensitiv in den
Bestitigungsrunden wurde flir 14 Stdmme beobachtet. In zwei Féllen wurde statt der
anfanglich beobachteten erhohten Menadion-Sensitivitidt in den Wiederholungsrunden ein
Anstieg in der H2O2-Sensitivitdt festgestellt. Weitere zwei Stimme mit einem Menadion-
sensitiveren Phédnotyp als der WT im ersten Selektionsdurchgang zeigten in den
Wiederholungen zusétzlich eine erhohte H202-Empfindlichkeit. Hinzu kamen 43 Stamme mit
einer zu Beginn detektierten verstirkten H2O:-Sensitivitdt und in den Wiederholungen

entdeckten zuséatzlich erhohten Menadion-Sensitivitat.

Zusammen mit oxidativem Stress spielen antimikrobielle Peptide (AMP) bei der Bekdmpfung
bakterieller Eindringlinge in den ersten Schritten der menschlichen Immunabwehr eine
wesentliche Rolle. Aufgrund dessen erfolgte in den Bestitigungsrunden zusétzlich eine
Untersuchung des Wachstumsverhaltens auf THY-Agarplatten mit ansteigenden
Konzentrationen an Colistin (Sulfatsalz) (Col.; s. 2.9.1.). Auch hier wurden Unterschiede
zwischen beiden Serotypen deutlich. Fiir M18 konnten neun Prozent der untersuchten TnSpc-
Insertionsmutanten mit einer erhohten Sensitivitdit und 28 % mit einer verminderten
Sensitivitdt im Vergleich zum WT beobachtet werden. Wohingegen fiir Serotyp M49 80 %
der Mutanten eine erhohte Empfindlichkeit und ca. drei Prozent eine verminderte

Empfindlichkeit im Vergleich zum WT zeigten.

Durch die Verwendung von Menadion und H20:2 zur Erzeugung von oxidativen Stress, sowie
Colistin als ein Vertreter antimikrobieller Peptide, konnten TnSpc-Stdmme mit einer vom WT
verdanderten Sensitivitit selektiert werden. Vermutlich wurden durch Transposoninsertion

Gene, welche an der Abwehr von oxidativen Stress und/oder AMP beteiligt sind, inaktiviert.
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Zur ndheren Untersuchung wurde eine Auswahl von TnSpc-Stimmen in beiden Serotypen

getroffen.

3.2.3. Weiterfiihrende Geno- und Phiinotypisierung

Unter allen Transposonmutanten mit einer vom WT abweichenden Empfindlichkeit
gegeniiber oxidativem Stress u./o. dem antimikrobiellen Peptid Colistin erfolgte eine Auswahl
von insgesamt 44 Stammen. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Phinotyp dieser TnSpc-
Stimme in den Bestitigungsrunden identisch mit dem Phénotyp aus dem ersten
Selektionsdurchgang war. Eine ndhere Charakterisierung erfolgte zunichst beziiglich der
Anzahl integrierter TnSpc-Elemente. Zusdtzlich wurde filir acht nicht-hdmolysierende
Insertionsmutanten des Serotyps M18 und fiir sieben des Serotyps M49 die Anzahl
eingebauter TnSpc-Elemente  ermittelt.  Weiterfilhrende = Experimente  wie  das
Wachstumsverhalten definierter Zelldichten unter oxidativen Stress und Colistinstress und die
Lokalisation des eingebauten TnSpc-Elements erfolgten ausschlieBlich fiir Stdimme mit einer

einmaligen Transposoninsertion.

3.2.3.1. Southern-Blot Analyse zur Bestimmung der Anzahl integrierter TnSpc-Elemente

Zur Bestimmung der Insertionsfrequenz von TnSpc wurden Southern Blot Analysen
durchgefiihrt. Bei einer Auswahl von TnSpc-Insertionsmutanten mit einem distinkten
Phénotyp diente die Insertionsfrequenz als ein Ausschlusskriterium, da Mutanten mit einer

mehrfachen TnSpc-Insertion fiir weitere Experimente nicht in Betracht gezogen wurden.

Von 20 untersuchten M18::TnSpc Stdammen mit einer verdnderten Sensitivitit gegeniiber
oxidativen Stress u./o. AMP Colistin konnte bei sechs Stimmen eine einmalige
Transposoninsertion festgestellt werden. Die restlichen 14 M18::TnSpc Stimme waren durch
eine mehrfache Insertion des Transposonelements gekennzeichnet. Desweiteren zeigten zwei
von acht untersuchten nicht-hdmolysierenden M18 Transposonmutanten eine einmalige
TnSpc-Insertion. In Abb. 5 unter A) wurde fiir diese acht M18::TnSpc Stimme mit einer
einmaligen Insertion von TnSpc die Rontgenfilm-Ausschnitte der detektierten Sondensignale
zusammengefasst.

Im Fall von Serotyp M49 wurden fiir insgesamt 24 Insertionsmutanten mit einer vom WT
abweichenden Empfindlichkeit gegeniiber Menadion u./o. H202 u./o. Colistin die Anzahl
intergrierter TnSpc-Elemente durch einen Southern-Blot ermittelt. Hier konnte bei 13

Stammen ein einzelnes Sondensignal detektiert werden. 11 M49::TnSpc Stimme zeigten zwei
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und mehr integrierte Transposonelemente. Von den sieben untersuchten nicht-
hidmolysierenden M49::TnSpc Stimmen besallen zwei ein TnSpc-Element. Abb. 5 B) zeigt fiir
alle M49::TnSpc Stdmme mit einer einmaligen Transposoninertion die Ausschnitte der
erhaltenen Rontgenfilme aus den Southern-Blot Analysen.

Im Anhang unter Abschnitt 6.3.1. wurden die Originalbilder der hier gezeigten
Rontgenfilmausschnitte nochmals aufgefiihrt. Fiir alle TnSpc-Stimme mit einer mehrfachen

Transposoninsertion sind die Originalrontgenfilme ebenfalls im Anhang unter Abschnitt
6.3.1. zu finden.
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A) M18 TnSpe - Stamme M18 TnSpc Ha-

13A7 32C1 44C3 45F4 88H2 90D5 62D12 78G10

231kbp

9,4 kbp
6,6 kbp

4,4 kbp .

2,3kbp
2,0 kbp

0,56kbp

B) M49 TnSpc -Stamme M49 TnSpe Ha-
B6H1 9F9 14B10 30F5 32H3 65G12 65H1 68C8 72G10 7335 76B2 76G1090C11 57E3 67A11

23,1 kbp

9.4 kbp
6,6 kbp

4,4 kbp

2,3 kbp
2,0 kbp

0,56 kbp

Abb. 5: Southern-Blot der TnSpc-Mutanten mit einem TnSpc-Element.
A) des Serotyps M18 und B) des Serotyps M49. Als Sonde diente ein Digoxigenin-markiertes
Fragment der aad9-Kassette aus pMGC57-spc.

[ S i

Da eine schnelle und eindeutige Zuordnung des beobachteten Phinotyps auf den Genotyp bei
TnSpc-Stammen mit einer einmaligen Transposoninsertion vorgenommen werden konnte,

erfolgten weiterfithrende Untersuchungen lediglich mit diesen Stdmmen.
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3.2.3.2. Verindertes Wachstumsverhalten von TnSpc-Stimmen auf unterschiedlichen

Stressmedien

M18 und M49 TnSpc-Stimme mit einer einmaligen Transposoninsertion wurden hinsichtlich
thres Wachstumsverhaltens auf THY-Agarplatten mit Menadion, H202 und Colistin nochmals
untersucht. Um den Vergleich der erhaltenen Phénotypen zu verbessern, erfolgte der Einsatz
definierter Zelldichten stationdrer Kulturen. Abb. 6 und Abb. 7 dokumentieren das
Wachstumsverhalten der untersuchten M18 und M49 Insertionsmutanten auf den jeweiligen

Stressmedien sowie Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafsblut fiir die nicht-hdmolysierenden

Stimme.
A) .
Stresssubstanz und Konz.intervall
Stamm MS THY-Kontrolle
40 ug/ml 50 pg/ml
100 101 102 103 100 101 102 103 100 101 102 103
e R |
13A7 [
MS- und Col.-
32C1 ;
MS- und H- _ l_
44C3 ;
MS- und H- o ©
[/
MS- und Col.-
_ _ >
88H2 &
MS- [\ /
B) .
Stresssubstanz und Konz.intervall
Stamm H202 THY-Kontrolle
35mM 40mM
100 101 102 103 100 101 102 103 100 1071 102 103
) N Pz
WT MGAS 8232 i )
32C1
MS- und H- k
44C3 |
MS- und H- &
4,0mM 45mM
100 101 102 103 100 101 102 103
B | O V
WT MGAS 8232 3 (
90D5 \ X
H- und Col.-
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© Stresssubstanz und Konz.intervall
Stamm Col. THY-Kontrolle
70 pug/mi 80 pg/ml
100 107 102 10~3 100 101 102 10~3 109 101 102 103
-

13A7
MS- und Col.-
45F4
MS-und Col.-

100pg/ml 120pg/ml
101 102 103 100 101 102 103

WT MGAS 8232

90D5
H- und Col.-

D)

Stamm Columbia-Agar 5 % Schafsblut

WT MGAS 8232

03 104
62D12
Ha-

78G10

Ha-
Abb. 6: Wachstumsverhalten von M18 TnSpc-Mutanten auf Stress-Agarplatten.
Agarplatten wurden mit ansteigenden Konz. an MS (A) und H202 (B) zur Induktion von
oxidativem Stress, sowie Col. (C) als Vertreter der Gruppe antimikrobieller Peptide versehen.
Jeweils 10 pl einer seriellen Verdiinnungsreihe (unverdiinnt bis 10) von iiber-Nacht
Kulturen mit einer definierten Zelldichte von 6*107 (ODeoonm ca. 1,0) wurden auf die
Stressmedien aufgetragen. Zusdtzlich wurde zur Untersuchung des Hémolyseverhaltens
Columbia-Agar mit 5 % Schafsblut (D) verwendet. Dafiir wurden jeweils fiinf ul der
Verdiinnungsstufen 1073 bis 107 (entsprach 6*10* bis 6*10?> KBE/ml) der stationiren Kulturen
aufgetropft. Alle ausgewéhlten Mutanten waren durch den einmaligen FEinbau des
Transposonelements gekennzeichnet. Neben der Stammbezeichnung erfolgte die Angabe der
wiahrend des Selektionsverfahrens festgestellten Phanotyps. Angaben von + oder — beziehen
sich auf eine im Vergleich zum WT erhohte oder verringerte Toleranz. Als
Wachstumskontrolle fiir die Stressversuche dienten THY-Agarplatten ohne Zusatz.

Mit Ausnahme von Stamm 90DS5 lieBBen sich die in den verschiedenen Selektionsdurchgéngen
im 96-Well-Format beobachteten Phiinotypen auch mit definierten Zelldichten von 6*107 bis
6*10* KBE/ml bestitigen. Wie in Abb. 6 unter B) zu erkennen ist, war Stamm 90DS5
wesentlich toleranter gegeniiber WT-letale Dosen an H202 von 4,5 mM. Das Wachstum von
6*107 und 6*10° KBE/ml war im Gegensatz zum WT nicht beeintrichtigt. Eine dhnliche
Situation zeigte sich auch unter Colistinstress, Abb. 5 C). Bei Konz. von 120 pg/ml Colistin
war der WT allein bei einer Zelldichte von 6*107 KBE/ml fihig zu wachsen, wohingegen

Stamm 90D5 auch noch bei einer Zelldichte von 6*10° KBE/ml iiberlebensfihig war.
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Fiir die nicht-hdmolysierenden M18 TnSpc-Stamme 62D12 und 78G10 konnte auch mit
eingestellten Zelldichten von 6*10* bis 6*10> KBE/ml keine Aufldsung der Erythrozyten und

Hamoglobinabbau beobachtet werden.

Abb. 7 zeigt das Wachstumsverhalten definierter Zelldichten an M49::TnSpc Stimmen mit
einem integrierten Transposonelement auf Agarplatten mit ansteigenden Konz. an oxidativen

Substanzen Menadion und H202 sowie dem AMP Colistin.

A) Stresssubstanz und Konz.intervall
Stamm MS THY-Kontrolle
50 pg/ml 60 pg/ml
100 101 102 10-3 100 101 102 103 100 107 102 103
|~ -

WT M49 591
14B10
MS- und Col.-

30F5
MS-, H- und Col.-

65G12
MS-, H- und Col.+

73B5
MS- und H-

IIIII (I

76B2
MS-, H- und Col.-

60 ug/ml 70 ug/ml
109 101 102 103 100 101 102 103 100 10! 102 10-3
v e ~

32H3 :
MS-, H- und Col.-
68C8 6
MS-, H- und Col.- [
90C11 {
MS-, H- und Col.- & _ .
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B)

Stresssubstanz und Konz.intervall
Stamm H202 THY-Kontrolle
3,5mM 4,0mM
101 102 103 101 102 104 100 101 10-2 1o~3

32H3 »
MS-, H- und Col.- .

65G12 8 s :
MS-, H- und Col.+ e £

65H1
H- und Col.-

o
=

E -
L

68C8
MS-, H- und Col.-

73B5
MS- und H-

-

76B2
MS-, H- und Col.-

90C11
MS-, H-und Col- & =

I

4,0mM 4,5mM
100 101 102 103 100 101 102 103 100 101 1072 10-3

6H1
. _
]
9F9
76G10
H- und Col.-

56
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C)

D)

Abb. 7: Wachstumsverhalten von M49 TnSpc-Mutanten auf Stress-Agarplatten.

Stresssubstanz und Konz.intervall
Stamm Col. THY-Kontrolle

50 ug/mi 60 pg/ml
101 102 103 100 101 102 103

100
L/
WT M49 591

32H3

MS-, H- und Col.-
65H1

MS- und Col.-
68C8

MS-, H- und Col.-
76B2

MS-, H- und Col.-

90C11
MS-, H- und Col.- e |
60 pg/ml 70 pg/ml

100 101 102 103 100 107 102 103
P / .

100 107

7 ~
~—

WT M49 591

H- und Col.-
Stamm Columbia-Agar 5 % Schafsblut
10-3 104 105
=
57E3
67A11
Ha-

57

M49 TnSpc-Mutanten mit einem integrierten Transposonelement wurden verwendet.
Wachstumsversuche erfolgten auf Festmedien mit den oxidativen Substanzen MS (A) und
H202 (B) sowie Colistin (C) als ein Vertreter antimikrobieller Peptide. Jeweils 10 pl einer
Verdiinnungsreihe von 10° bis 10 von stationiren Kulturen mit einer definierten Zelldichte

von 10® (ODsoonm ca. 1,0) wurden hierfiir auf die Stressmedien aufgetragen. Zur Untersuchung

des Hamolyseverhaltens (D) wurden Columbia-Blutagarplatten eingesetzt. Jeweils fiinf pl

einer Verdiinnungsreihe von 107 bis 10 (10° bis 10> KBE/ml) an iiber-Nacht Kulturen mit

ODeoonm = 1,0 wurden dafiir auf die Platten aufgetropft. Neben der Stammbezeichnung
erfolgte auch Angabe des im Selektionsverfahren beobachteten Phéanotyps.
bzw. — fiir ein zum WT verstarktes bzw. verringertes Toleranzverhalten. Zur Kontrolle des
Wachstumsverhaltens wurden THY -Agarplatten ohne Zusétze verwendet.

Dabei steht +
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Bei den Versuchen zum Wachstumsverhalten unter oxidativem oder Colistin-Stress zeigten
sich bei einigen Stimmen Unterschiede zwischen dem in den Selektionsdurchgingen
beobachteten Phénotyp und dem Toleranzverhalten definierter Zelldichten.

Unter Menadion-Stress, Abb. 7 A), traf dies auf die Stimme 32H3, 68C8 und 90C11 zu. In
den Bestitigungsexperimenten zur Phédnotypanalyse der M49 TnSpc-Mutantenbank wurde
eine im Vergleich zum WT verstirkte Empfindlichkeit beobachtet. Dagegen konnte in
Versuchen mit definierten Zelldichten eine verringerte Sensitivitidt gegeniiber WT-letaler
Menadion-Konz. festgestellt werden (siche 60 bzw. 70 pg/ml). Bei den TnSpc-Mutanten
14B10, 30F5, 65G12, 73BS und 76B2 zeigte sich dagegen auch mit festgelegten Zelldichten
eine erhdhte Sensitivitét.

In Wachstumsversuchen auf Agarplatten mit H20O2, Abb. 7 B, konnte fiir die Stimme 6H1,
9F9 und 76G10 ein Anstieg der Toleranz im Vergleich zum WT registriert und damit der
Phénotyp aus dem Selektionsverfahren (H-) widerlegt werden. Fiir 6H1 und 9F9 betrug der
Unterschied zwischen WT und TnSpc-Mutante bis zu zwei 10er Verdiinnungsstufen (Abb. 7
B) 4,5 mM). Bei den Insertionsmutanten 32H3, 65H1, 68C8 und 90C11 wurden keine vom
WT abweichenden H20:2-Sensitivitdten bemerkt. Fiir folgende Stamme wurde der Phénotyp
aus dem Selektionsverfahren in Bezug auf die verringerte H202-Toleranz bestétigt: 30FS5,
65G12, 73B5 und 76B2.

Betrachtet man das Wachstumsverhalten definierter Zelldichten der TnSpc-Stamme 14B10,
30F5 und 76G10 auf Colistinhaltigen THY-Agar (Abb. 7 C), so lieB sich ein Anstieg der
Toleranz im Vergleich zum WT feststellen. Der in dem Selektionsverfahren beobachtete
Phinotyp (Col.-) wurde ins Gegenteil umgekehrt. Desweiteren konnten fiir die Stimme 32H3,
68C8 und 90C11 WT-dhnliche Colistintoleranzen dokumentiert werde. Lediglich fiir 65G12,
65H1 und 76B2 wurde der in den Selektionsexperimenten beobachtete Phanotyp auch mit
definierten Zelldichten erziehlt.

Fiir die untersuchten nicht-hdmolysierenden Stimme 57E3 und 67A11 bestitigte sich auch in

Experimenten mit Zelldichten von 10° bis 10° KBE/ml der Phinotyp.

Mit definierten Zelldichten konnte fiir die Mehrheit der untersuchten M 18 TnSpc-Stamme der
Phinotyp aus den Selektionsrunden bestétigt werden. Fiir den Serotyp M49 zeigten sich bei
fast allen Transposonmutanten Abweichungen zwischen dem Phidnotyp aus dem
Selektionsverfahren und dem Phénotyp definierter Zelldichten. Alle y-hdmolysierenden

Insertionsmutanten waren auch mit festgelegten Zelldichten nicht zur Hamolyse fahig. In
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Tabelle 9 wurden zur besseren Ubersicht die beobachteten Phinotypen aus den

Selektionsexperimenten dem Phénotyp definierter Zelldichten gegeniibergestellt.

Tab. 9: Gegeniiberstellung der beobachteten Phinotypen ausgewihlter M18::TnSpc und
M49::TnSpc Stimme.

Beobachtete Phanotypen aus dem Selektionsverfahren und unter Verwendung definierter
Zelldichten wurden gegeniibergestellt.

M18

Stamm-Nr. Phénotyp Selektionsverfahren Phénotyp definierter Zelldichten
13A7 MS- und Col.- MS- und Col.-
32C1 MS- und H- MS- und H-

44C3 MS- und H- MS- und H-

45F4 MS- und Col.- MS- und Col.-
88H2 MS- MS-

90D5 H- und Col.- H+ und Col.+
62D12 Ha- Ha-

78G10 Ha- Ha-

M49

Stamm-Nr. Phénotyp Selektionsverfahren Phénotyp definierter Zelldichten
6H1 H- H+

9F9 H- H+

14B10 MS- und Col.- MS- und Col.+
30F5 MS-, H- und Col.- MS-; H- und Col.+
32H3 MS-, H- und Col.- MS+

65G12 MS-, H- und Col.+ MS-; H- und Col.+
65H1 H- und Col.- Col.-

68C8 MS-, H- und Col.- MS+

73B5 MS- und H- MS- und H-

76B2 MS-, H- und Col.- MS-; H- und Col.-
76G10 H- und Col.- H+ und Col.+
90C11 MS-, H- und Col.- MS+

57E3 Ha- Ha-

67A11 Ha- Ha-

3.2.3.3. Lokalisation von TnSpc-Insertionsstellen ausgewihlter MI18::TnSpc und
M49::TnSpc Stimme

Zur Ermittlung der Position des integrierten Transposonelements wurde genomische DNA mit
Hilfe des DNeasy Blood and Tissue Kit von Qiagen (s. 2.6.1.2.) isoliert und fiir eine
»SiteFinding oder Dye Terminator PCR (s. 2.7.) eingesetzt. Sequenzdaten wurden zur
Identifizierung  der  TnSpc-Insertionsstelle  durch  einen  BLAST  Alignment
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) fiir Serotyp M18 mit der Genomsequenz von MGAS8232 und
fiir Serotyp M49 mit NZ131 verglichen. Die erhaltenen Ergebnisse wurden in Tab. 10
zusammen mit Informationen zur identifizierten Genomposition und dem Phénotyp aus

Wachstumexperimenten mit festgelegten Zelldichten eingefiigt.
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Tab. 10: Zusammenfassung der beobachteten Phinotypen definierter Zelldichten,
Position sowie Genbeschreibung der Transposoninsertionsstelle.

Phano- und Genotyp der ausgewihlten TnSpc-Stimme. Transposoninsertionsstelle wurde Fett
hervorgehoben. Bezeichnungen wie + bzw. — beziehen sich sich auf ein erhdhtes bzw.
reduziertes Toleranzverhalten gegeniiber der jeweiligen eingesetzten Substanz H2O2 (H), MS
und Col. im Vergleich zum WT. Nicht-hdmolysierende Stimme wurden mit Ha-
gekennzeichnet.

MI18
Iitramm- Phénotyp Position der TnSpc Insertionsstelle
MS- und 401095; spyM18 0494 (MtsA Metallbindeprotein eines ABC-
13A7
Col.- Transporters)
32C1 MS-und H-  54687; spyMI18 0039 (RuvB ,,Holliday junction*“ DNA-Helikase)
44C3 MS-und H-  299440; spyM18 0345 (hypoth. Phagenprotein)
45F4 lé/[OSl-_und 1742540; 47 Bp stromaufwérts spyM18 2077 (Mga Regulatorprotein)
88H2 MS- 1555349; spyM18 1876 (ManA Mannose-6-Phosphat-Isomerase)
H+ und 431219; 596 Bp stromabwirts spyM18 0540 (hypoth. Protein ident. mit
90D5 Signalpeptid SilCR) und 263 Bp stromaufwiérts spyM18 0542 (N-
Col.+ . _
terminales Fragment v. BlpB)
62D12 Ha- 639225; spyM18_0800 (SagB)
78G10 Ha- 638826; spyM18 0800 (SagB)
M49
Iitramm- Phinotyp  Position der TnSpc Insertionsstelle
6H1 H+ 1630048; Spy49 1651 (hypoth. Protein unbekannter Fkt.)
9F9 H+ 1630125; 77 Bp stromaufwiérts Spy49 1651
14B10 MS-und 1776856; 145 Bp stromaufwirts Spy49 1787c (konserviertes hypoth.
Col.+ Protein unbekannter Fkt.)
MS-: H- und 1799498; 151 Bp stromabwirts Spy49 1808 (UDP-Glukose-
30F5 Col J’r Pyrophosphorylase) und 157 Bp stromaufwirts Spy49 1809 (hypoth.
’ Protein mit RNA-Bindedomiine)
32H3 MS+ 1636149; Spy49 _1658c (hypoth. Protein unbekannter Fkt.)
65G12 MS-; H-und 905205; 251 Bp stromabwirts Spy49 0907 (Lactoylglutathionlyase) und
Col.+ 398 Bp stromaufwirts Spy49 0908 (hypoth. Protein)
813344; 40 Bp stromaufwirts Spy49 0814c (UDP-N-
65H1 Col.- acetylmuramyltripeptid-Synthetase) und 62 Bp stromaufwiérts
Spy49 0815 (konserviertes hypoth. Protein)
68C8 MS+ 1636196; Spy49 1658c (hypoth. Protein unbekannter Fkt.)
73B5 MS- und H- 1630183; 19 Bp stromaufwiérts Spy49 1651 (hypoth. Protein mit
unbekannter Fkt.)
7OB2 NS5 HUNd 54113; Spy49_0017 (RecO DNA repair protein)
76G10 H+ und 641653; Spy49 0638c (FolC.2 Dihydrofolatsynthase
Col.+ /Folylpolyglutamatsynthase)
90C11 MS+ 1636319; Spy49 1658¢ (hypoth. Protein unbekannter Fkt.)
57E3 Ha- 570827; Spy49_0569 (SagB)
67A11 Ha- 570408; Spy49 0569 (SagB)
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Auftallig fiir Serotyp M49 war die Identifizierung von drei TnSpc-Stimmen (32H3, 68C8 und
90C11) mit einer Transposoninsertion im Genlocus: Spy49 1658c. Alle drei
Insertionsmutanten zeigten in den Selektionsdurchgéingen und spiter im Wachstumsversuch
mit festgelegten Zelldichten ein identisches Toleranzverhalten auf Menadion-, H2O2- oder
Colistinhaltigen THY-Agarplatten. Der in den Selektionsverfahren beobachtete Phénotyp,
MS-/H202-/Col.-, wurde durch Wachstumsversuche mit Zelldichten von 10® bis 10° KBE/ml
in MS+ korrigiert.

Aufgrund des gehduften Auftretens der TnSpc-Insertionsstelle und der Reproduzierbarkeit des
beobachteten Phénotyps fiir die Stimme 32H3, 68C8 und 90C11, wurden weitere

Untersuchungen zur Funktionsanalyse von Spy49 1658c unternommen.

3.3. Bestitigung des Genotyps der Spy49 1658c::TnSpc Mutanten 32H3, 68C8 und
90C11

Die Insertion von TnSpc in den Stdammen 32H3, 68C8 und 90C11 wurde auf DNA-Ebene
durch PCR unter Verwendung genspezifischer Primer fiir Spy49 1658¢ und Spy49 1659c
nachgewiesen (Abb. 8). Im WT lieB sich mit beiden Primerpaaren ein ca. 300 bp langes
Fragment vervielfiltigen. Fiir die TnSpc-Mutanten war aufgrund der Transposoninsertion
innerhalb des kodierenden Bereiches von Spy49 1658c¢ das Genfragment um 2450 bp
verldngert worden und besall somit insgesamt eine Linge von ca. 2,8 kbp. Die Linge des
amplifizierten Genbereiches von Spy49 1659c¢ (ca. 300 bp) war davon nicht beeintrichtigt
und entsprach dem des WT.
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Spy49_1658¢ Spy49_1659c¢
WT 32H3 68C8 90C11 WT 32H3 68C890C11

3,0 kbp |
25 kbp

2,0 kbp

2,0 kbp

1,0 kbp
0,75kbp

0,50 kbp
0,25 kbp

1,0 kbp
0,75kb

0,50kb

0,25kb

Abb. 8: Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von Ansidtzen mit
Spy49 1658c bzw. Spy49 1659c-spezifischen Primern mit gDNA der M49 TnSpc-
Stimme 32H3, 68C8 und 90C11.

Als Vergleich diente ein Ansatz mit gDNA des WT M49 591. Als Lingenstandard wurde ein
1 kbp GeneRuler™ von Fermentas verwendet.

Mit Hilfe einer Northern-Blot-Analyse (2.8.) sollte die Insertion von TnSpc in Spy49 1658¢
in den Stammen 32H3, 68C8 und 90C11 auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden
(RNA Isolierung 2.6.2.). Da keine Informationen zum Expressionsprofil von Spy49 1658¢ in
S. pyogenes M49 vorlagen, wurden zur RNA-Gewinnung Zellen aus der exponentiellen,
Transitions- und stationdren Wachstumsphase herangezogen (s. Abb. 9 A fir
Spy49 1658c::TnSpc und Anhang Abb. 33 A fiir WT). Zu Beginn wurden unter Verwendung
von RNA-Proben des WT M49 591 und Sonden fiir Spy49 1658¢c, Spy49 1659¢c und 16S-
rRNA die optimalen Bedingungen fiir das Northern-Blot-Verfahren ermittelt. Dabei erhielt
man jedoch fiir Spy49 1658¢c und Spy49 1659c¢ keine Sondensignale. Wohingegen mit einer
16S-Sonde Signale detektiert werden konnten (s. Anhang Abb. 34).

Geringe Transkriptmengen fiir Spy49 1658¢ und Spy49 1659c, welche unterhalb der
Nachweisgrenze lagen, konnten eine mogliche Ursache hierfiir gewesen sein. Aufgrund
dessen wurde alternativ eine RT-PCR mit spezifischen Primern flir Spy49 1658c,
Spy49 1659c und Spy49 1657 sowie aus den RNA-Proben P1-P3 synthetisierter cDNA der
Insertionsmutanten 32H3, 68C8 und 90C11 durchgefiihrt (Abb. 9).
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Spy49_1659c

32H3 68C8 90C11

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp
100 bp

SRR

32H3 68C8 90C11

Abb. 9: Nachweis des funktionellen Verlustes von Spy49 1658c auf Transkriptionsebene
in den Insertionsmutanten 32H3, 68C8 und 90C11.

A) Zur Isolierung von RNA wurden Zellen von Batch-Kulturen aus der exponentiellen,
Transitions- und stationdren Wachstumsphase (P1-P3) verwendet. B) Gesamt-RNA wurde auf
DNA-Verunreinigungen mittels PCR und Spy49 1660 spezifischen Primern, welche ein 318
bp langes Genfragment amplifizieren, untersucht. C)  Auftrennung  von
Nukleinsdurefragmenten aus RT-PCR-Ansdtzen mit ¢cDNA der umgeschriebenen RNA-
Proben P1-P3 von 32H3, 68C8 und 90C11. Als Primer wurden Spy49 1658c, Spy49 1659c¢
bzw. Spy49 1657 spezifische Oligonukleotide verwendet, welche mit gDNA des WT M49
591 ein 284 bp, 287 bp bzw. 308 bp langes Fragment synthetisierten. B)+C) Als
Positivkontrolle diente ein Ansatz mit gDNA des WT M49 591. In den O-Anséitzen wurde in
der PCR als Template eine Negativ-Kontrolle der cDNA-Synthese, welche anstatt Reverse
Transkriptase DEPC-H20 enthielt, verwendet. Zur Bestimmung der Amplifikatlingen wurde
der GeneRuler™ 100 bp DNA Leiter von Fermentas eingesetzt.

Nachdem nachgewiesen wurde, dass in der Gesamt-RNA der Proben P1 bis P3 der TnSpc-
Stimme 32H3, 68C8 und 90C11 keine Verunreinigungen durch DNA enthalten waren (Abb.
9 B), erfolgte die reverse Transkription in ¢cDNA. In einer anschlieBenden PCR mit dem
Primerpaar Spy49 1658c_for/rev (Abb. 9 C) lieB sich ausschlieBlich in Gegenwart von gDNA
des WT M49 591 ein Amplifikat in der entsprechende Lénge von ca. 300 bp generieren.
Geringe Mengen unspezifischer PCR-Produkte wurden mit cDNA der Probe P2, bei ca. 400



3. Ergebnisse 65

bp, und P3, ca. 250 bp, von 32H3 beobachtet. Auch unter Verwendung von cDNA der RNA-
Proben P1 und P3 des Stammes 90C11 entstanden unspezifische Nebenprodukte in der
GroBenordnung von ca. 100 bp.

Zuséatzlich wurde auch das Vorhandensein von Transkripten der Gene Spy49 1659c¢ und
Spy49 1657 in den TnSpc-Stammen 32H3, 68C8 und 90C11 untersucht. Hier zeigte sich,
dass bei allen Insertionsmutanten die Transkription der umliegenden Gene durch den Einbau
des Transposonelements nicht beeintrdchtigt wurde. Mit Primerpaar Spy49 1659c for/rev
und Spy49 1657 for/rev (Abb. 9 C) konnten fiir alle Transposonmutanten in einer RT-PCR
Nukleinsdurefragmente in der Gréf3enordnung von ca. 300 bp aufgetrennt werden. Die gDNA
des WT M49 591 diente als Positiv-Kontrolle, wobei wie im Fall der Spy49 1658¢
spezifischen RT-PCR fiir Spy49 1659c und Spy49 1657 DNA-Fragmente von ca. 300 bp
Liange synthetisiert werden konnten. Somit konnte durch das Fehlen von Spy49 1658c-

spezifischen Amplifikaten der Genverlust auch auf Transkriptionebene nachgewiesen werden.

3.4. In-Silico Analyse von Genregion Spy49 1658c bis Spy49 1659c

Anhand der Nuklein- und Aminosduresequenzen erfolgten Untersuchungen beziiglich

potentieller Promotor- und Terminatorstrukturen sowie funktioneller Proteindoménen.

3.4.1. Vorhersagen moglicher Promotoren und Terminatoren
Durch Verwendung der Genomdatenbank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) wurde eine
Analyse des Bereiches Spy49 1657 bis Spy49 1659c vorgenommen. Folgende Informationen
lieBen sich entnehmen:
e Linge des kodierenden Bereiches Spy49 1658¢ =336 nt
¢ Annotierte Genfunktion fiir Spy49 1658c = hypothetisches Protein unbekannter Fkt.
e unmittelbar stromaufwirts befindet sich Spy49 1659c = hypothetisches Gen mit
unbekannter Fkt.
e Lénge des kodierenden Bereiches Spy49 1659c = 645 nt
e intergenischer Bereich von Spy49 1658c und 1659c = neun nt
e in 3’-Richtung von Spy49 1658c auf komplementdren Strang Spy49 1657 = FlaR
DNA-Topologie modulierendes Protein
e Linge des intergenischen Bereichs zw. Spy49 1657 und Spy49 1658c = 124 nt
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Aufgrund des kurzen intergenischen Bereiches zw. Spy49 1658c und Spy49 1659c wurden
Untersuchungen zu einer moglichen polycystronischen mRNA-Struktur, bestehend aus beiden
Genen, unternommen. Zum einen wurde mit Hilfe des BPROM Algorithmus
(http://linux1.softberry.com/) ein Abschnitt von ca. 100 nt stromaufwérts Spy49 1659¢ und
der intergenische Bereich nach potentiellen Promotoren untersucht. Zum anderen dienten
Vorhersagen zu Sekundérstrukturen (mfold) in der Nukleinsduresequenz der intergenischen
Region und stromabwiérts von Spy49 1658c zum Auffinden von Terminatoren.

In 5’-Richtung von Spy49 1659c wurde ein potentieller Promotor (,linear discriminant
function* LDF = 8,36; http://linux1.softberry.com/) in einer Entfernung von 38 nt vor dem
Startcodon ,,ATG* vorhergesagt. Fiir einen Spy49 1659¢/Spy49 1658¢ iiberlappenden
Bereich konnte ein weiterer Promotor (LDF = 2,14; http:/linuxl.softberry.com/)
prognostiziert werden. Wegen des geringen LDF Wertes wurde dieser Promotor als
unwahrscheinlich angesehen. In einem Bereich von ca. 120 nt stromabwirts von
Spy49 1658c¢ konnte mit Hilfe von ,,mfold* die in Abb. 10 A) dargestellte Sekundéarstruktur
vorausgesagt werden. Der AG Wert (Gibbs freie Enthalpie) der unter Standardbedingungen
fiir die Ausbildung dieser Sekundérstruktur notwendig ist, wurde mit -32,32 kcal/mol
angegeben. Die Schmelztemp. (Tm) betrug 72,5°C. Zum Vergleich, in dem beide Gene
iiberlappenden Bereich wurden Sekundérstrukturen mit AG > -8 kcal/mol und Tm = 51°C
angekiindigt. Unter Abb. 10 B) ist die Sekundirstruktur mit dem geringsten AG Wert
dargestellt.

A) B)

Abb. 10: Prognostizierte Sekundirstrukturen von ,,mfold*.

A) fir einen Bereich von 123 nt stromabwirts Spy49 1658¢c und B) fiir einen
Spy49 1658¢/Spy49 1659¢ iberlappenden Abschnitt von insgesamt 129 nt Lénge.
Bedingungen fiir die Ausbildung der gezeigten Strukturen wurden mit 37°C und 1 M Na*
Konz. angegeben. Der AG Wert betrug fiir A) 32,32 kcal/mol und fiir B) 7,97 kcal/mol.
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Die Informationen zur Genregion bestehend aus Spy49 1657, 1658c und 1659c wurden in
Abb. 11 zusammengefasst. Zusitzlich wurde die Position des TnSpc-Elements fiir die

selektierten Mutantenstimme 32H3, 68C8 und 90C11 eingetragen

16358 K 1636K  16362K 16364K 16366 K 16368 K 1637K 16372 K
T T T A S S S e I L e L A O S S A

----q ‘_1658(: <

_1857 _1658c

32H3 68C8 90C11

Abb. 11: Schematische Darstellung des Genombereiches von Spy49 1657 bis
Spy49_1659c.

Als Grundlage dienten Daten von NCBI fiir NZ131. Die Position des TnSpc-Elements der
drei Insertionsmutanten wurde als grauer Pfeil angegeben. Die Position eines potentiellen
Promotors ( .J ) stromaufwirts von Spy49 1659c¢ und eines Terminator ( ) ) stromabwiirts
von Spy58_1658¢ wurden zusétzlich markiert.

3.4.2. Funktionelle Proteindomiinen sowie Struktur von Spy49 1658c und Spy49 1659¢

Die Aminosduresequenz von Spy49 1658c und Spy49 1659c wurde im Mai 2010 mit Hilfe
der Datenbank KEGG SSDB nach funktionellen Doménen untersucht. Dabei konnte fiir
Spy49 1658c ein Motiv fiir eine Aminosdure-Permease von Position 37 bis 103 (E-Wert =
0,52) sowie eine Isoleucin-reiche Region von Position 39 bis 104 (Smith-Waterman-
Bewertung = 54) identifiziert werden. Fiir Spy49 1659¢ wurde ein Motiv fiir eine N-Acetyl-
Muramoyl-L-Alanin-Amidase von Position 14 bis 66 (E-Wert = 0,024) und eine Doméne
unbekannter Funktion von Position 57 bis 85 (E-Wert = 1) entdeckt.

Weiterhin ergab ein Suchdurchlauf nach orthologen Genen fiir Spy49 1658c von Mirz 2011

eine 37 %ige Ubereinstimmung mit der Permease Mf1576 von Mesoplasma florum L1.

Eine Strukturanalyse der Proteinsequenz von Spy49 1658c identifizierte vier Transmembran-
Helices, dadurch ist eine Funktion als Permease sehr wahrscheinlich. Auffillig ist eine
Unterbrechung des hydrophoben Transmembranbereiches durch Lysin an Position 59.
Genprodukt Spy49 1659c zeigte ein N-terminales Signalpeptid sowie eine alpha und beta-
Faltung.
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3.5. Bestitigung eines polycistronischen Transkriptes von Spy49 1658c und Spy49 1659c

Der kurze intergenische Bereich zwischen Spy49 1658c und Spy49 1659c konnte ein
polycistronisches Transkript bestehend aus beiden Genen vermuten lassen. Um dies zu
untersuchen wurden auf RNA-Ebene mit dem WT M49 591 Experimente zur Expression der
betreffenden Gene vorgenommen. Dabei sollte in einer RT-PCR das Vorhandensein von
Transkripten der einzelnen Gene und eines beider Gene iiberlappenden Transkriptfragmentes

durch Kombination der Primer Spy49 1659c_for und Spy49 1658c rev amplifiziert werden
(Abb. 12).

A) B) Spy49_1660
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Abb. 12: Untersuchungen zur Bestitigung des polycistronischen Transkriptes bestehend
aus Spy49 _1658c und Spy49 1659c.

A) Aus Zellen der exponentiellen, Transitions- und stationdren Wachstumsphase (P1-P3)
einer Batch-Kultur des WT M49 591 in THY-Medium wurde Gesamt-RNA isoliert. B) Die
RNA-Proben P1 bis P3 wurden durch eine PCR mit Spy49 1660 spezifischen Primern auf
DNA-Riickstinde untersucht. Als Positiv-Kontrolle diente ein Ansatz mit gDNA des WT
M49 591. C) Agarosegel zur Separation von Nukleinsdurefragmenten aus RT-PCR-Ansétzen



3. Ergebnisse 69

mit cDNA der Proben P1-P3. Expression der einzelnen Gene Spy49 1658c (284 bp) und
Spy49 1659c¢ (287 bp) sowie ein beider Gene iiberlappendes Fragment (653 bp) durch
Kombination der Primer Spy49 1659c for und Spy49 1658c rev sollte nachgewiesen
werden. B)+C) Als Positiv-Kontrolle dienten Ansitze mit gDNA des WT M49 591. In den O-
Ansitzen wurde als Template eine Negativ-Kontrolle der cDNA-Synthese, welche anstatt
Reverse Transkriptase DEPC-H20 enthielt, verwendet. Zur GroBen-Bestimmung der
amplifizierten Nukleinsdurefragmente wurde ein 100 bp GeneRuler™ von Fermentas
aufgetragen.

Zellen aus der exponentiellen (P1), Transitions- (P2) und stationdren Wachstumsphase (P3)
wurden zur RNA-Gewinnung verwendet (Abb. 12 A). Durch das Umschreiben der RNA-
Proben P1-P3 in cDNA und einer darauf folgenden PCR konnten mit Primerpaar
Spy49 1658c_for/rev und Spy49 1659c for/rev ca. 300 bp lange Nukleinsdurefragmente
amplifiziert werden (Abb. 12 C), dass entsprach auch den GroBlen der synthetisierten
Genabschnitte auf DNA-Ebene. Transkripte der einzelnen Gene Spy49 1658¢ und
Spy49 1659c waren demzufolge im WT in allen drei Wachstumsphasen nachweisbar.

Unter Verwendung der Primer Spy49 1659c for und Spy49 1658c rev liel sich mit gDNA
des WT M49 591 ein ca. 650 bp langes DNA-Fragment synthetisieren, was in etwa der
vorhergesagten Fragmentlidnge entsprach. Ein ca. 650 bp langes Amplifikat erhielt man
ebenfalls unter Verwendung der cDNA-Proben P1-P3. Ein zusitzliches PCR-Produkt mit
einer Linge von 150 bp wurde mit cDNA aus der Transitionsphase (P2) generiert. Diese
Ergebnisse zeigen, dass Spy49 1658c und Spy49 1659c polycistronisch transkribiert werden.
Die Amplifikation einer zusdtzlichen 150 bp langen Nukleinsdurebande konnte auf
posttranskriptionelle =~ Modifikationen der polycistronischen RNA  wihrend der

Transitionsphase hindeuten.

3.6. Generierung einer Spy49 1658c Deletionsmutante in M49 591

Zur Untersuchung des direkten Einflusses von Spy49 1658c¢ auf das Toleranzverhalten unter
virulenzrelevanten Stressbedingungen, wie oxidativer Stress und antimikrobielle Peptide,
wurde eine gerichtete Deletionsmutante in M49 591 generiert. Als Vektor zur Replikation in
E. coli DH5a und zur Ubertragung in S. pyogenes diente pASK-IBA3c (IBA GmbH). Die
Deletion erfolgte mittels homologer Rekombination von Spy49 1658c¢ flankierenden DNA-
Sequenzen (F11 und F12), wobei zw. F11 und FI2 eine Resistenzkassette fiir Spektinomycin
(SpR) platziert wurde. Als Kontrolle fiir das generierte pASK-IBA3c Derivat dienten

Restrikionsreaktionen.
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Die Amplifikation von SpR wurde mit Hilfe des Primerpaars aad9 pFWS5 Sall for/
aad9 pFW5 Ncol rev aus pFWS5 durchgefiihrt und liefert ein 1121 bp langes DNA-
Fragment. Zur Vervielfiltigung von F11, mit einer Gesamtlédnge von 890 bp, aus M49 591
diente Primerpaar Spy49 1658c Fl1EcoRI for/ Spy49 1658c Fll1Sall ol rev. Davon
entsprachen 826 bp einem stromabwirts von Spy49 1658c gelegenen Genombereich und
43 bp dem 3’-kodierenden Bereich von Spy49 1658c. Durch Verwendung von Primerpaar
Spy49 1658c F12Ncol for/ Spy49 1658c_F12HindIll rev wurde das insgesamt 571 bp lange
Fragment F12 aus M49 591 amplifiziert. 38 bp entsprachen dem 5’-kodierenden Bereich von
Spy49 1658¢c und 508 bp der unmittelbar stromaufwirts vorkommenden Genregion.
Sequenzen zu den angegebenen Primern befinden sich unter Abschnitt 2.6.7. Tabelle 4.

In Abb. 13 sind schematisch die Plasmidkarten des leeren pASK-IBA3c Vektors und seines
Derivates pASK-IBA3c-koSpy49 1658c¢ zur gerichteten Deletion von Spy49 1658c
dargestellt.

A) o B) EcoRl 158

_ sall 1038

PASK-IBA3c-koSpy49_1658c

PASK-BA3c 5583 bp

3001 bp

CamR

CamR “~— \ Nool 2153

Hindlll 2711

Abb. 13: Plasmidkarten zur Deletion von Spy49 1658c.

A) Der leere Vektor pASK-IBA3c (IBA GmbH). ,,Multiple Cloning Site* (MCS) als roter
Kasten von Bp 139 bis 222. Des Weiteren sind der fl ori von Bp 337 bis 775 fiir eine
einzelstrangige Replikation und die Chloramphenicol Resistenzkassette CamR von Bp 897 bis
1556 (graue Kisten) zu sehen. B) Plasmidkonstrukt zur Deletion von Spy49 1658¢ in M49
591. Orientierungspunkte wie verwendete Restriktionsschnittstellen der MCS aus pASK-
IBA3c zur Insertion der Spy49 1658c flankierenden Regionen (schwarze Késten) und der
Spektinomycinkassette SpR (blauer Kasten) wurden angezeigt.

3.6.1. Kontrollverdau von pASK-IBA3c-koSpy49 1658¢
In Abb. 14 ist das Ergebnis des Testverdaus von pASK-IBA3c koSpy49 1658c¢ zu sehen.
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EcoRlI/
EcoRI/ Sall/  Sall/Ncol/
EcoRI Hindlll Necol Hindlll

7,0 kbp
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2,0 kbp
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1,0 kbp
0,7 kbp
0,5 kbp

Abb. 14: Kontroll-Verdau von pASK-IBA3c-koSpy49 1658c.

Als Restriktionsenzyme dienten EcoRI (Bahn 1), EcoRI/HindIII (Bahn 2), Sall/Ncol (Bahn 3)
und EcoRI/Sall/Ncol/HindIII (Bahn 4). Als Langenstandard wurde der MassRuler™ Express
Forward DNA Leiter von Fermentas verwendet.

Zusdtzlich zum Kontrollverdau erfolgte die Sequenzierung des Konstruktes aus
Fll1+aad9+FI12 mit Hilfe der Primer Spy49 1658c Fl1EcoRI for und
Spy49 1658c F12HindlIIl rev. Durch den Abgleich der erhaltenen Nukleotidabfolge mit den
bekannten Sequenzen aus M49 NZI131 und pFWS5 durch Nutzung des BLAST Alignment
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) konnten keine Abweichungen festgestellt werden.

3.6.2. Bestiitigung der Deletion von Spy49 1658c auf DNA-Ebene

Nach Elektroporation kompetenter M49 Zellen mit pASK-IBA3c-koSpy49 1658¢ und
Selektion auf Spektinomycin-haltigen THY-Agarplatten wurden zwei potentielle Klone
tiberpriift. Zur Bestitigung des Verlustes von Spy49 1658¢ wurden auf DNA-Ebene
Kontrollexperimente zur Amplifikation von sowohl WT- als auch ASpy49 1658c¢ spezifischer
Genfragmente durchgefiihrt (Abb. 15).
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_1658c _1659¢  FI1_for-FI2_rev aad9 emm
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Abb. 15: Auftrennung amplifizierter Genprodukte von zwei potentiellen ASpy49 1658¢
Klonen und dem WT zur Bestitigung der gerichteten Deletion durch ,,double-
crossover®.

Bahn 1-3: Primerpaar Spy49 1658c_for/Spy49 1658c _rev; Bahn 4-6: Primerpaar
Spy49 1659¢ for/Spy49 1659c rev, Bahn 7-9: Primerpaar Spy49 1658c¢ FL1EcoRI for/
Spy49 1658c FL2HindIII rev; Bahn 10-12: Primerpaar  aad9 pFWS5 Sall for/
aad9 pFW5 Ncol rev, Bahn 13-15: Primerpaar emm_1/emm_2. Als DNA Leiter diente der
1 kbp GeneRuler™ von Fermentas.

Mit Spy49 1658c-spezifischen Primern wurde eine 300 bp lange Gensequenz lediglich mit
gDNA des WT-Stammes nachgewiesen. Der entsprechende Abschnitt fehlte in den
Transformanden. Im Gegensatz dazu konnte ein 300 bp langes Fragment mit
Spy49 1659c-spezifischen Primern aus gDNA beider Transformanden und des WT
amplifiziert werden. Eine PCR mit Primerpaar Spy49 1658c FL1EcoRI for/
Spy49 1658c FL2HindIIl rev lieferte fiir beide Klone ein ca. 2,5 kbp und fiir den WT ein ca.
1,7 kbp langes DNA-Fragment. Aufgrund des Austauschs von Spy49 1658¢ (336
Nukleotiden) gegen aad9 mit einer Linge von 1114 Nukleotiden entstand ein
GroBenunterschied von ca. 800 bp zwischen Mutante und WT. Das Vorhandensein von aad9
konnte fiir beide Klone nachgewiesen werden, das Fragment besal3 die vorhergesagte Linge
von ca. 1,2 kbp. Eine PCR mit gDNA des WT fiihrte zu einem unspezifischen Nebenprodukt
von ca. 3,5 kbp. Zum Ausschluss von Kontaminationen wurde eine emm-Typisierung
vorgenommen. Dabei entstand bei beiden potentiellen ASpy49 1658c Mutanten und dem WT
ein ca. 1,0 kbp langes Fragment des emm-Gens. Eine anschlielende Sequenzierung des 1,0
kbp langen Fragmentes von Klon eins, zwei und des WT ergab eine 100 %ige
Ubereinstimmung mit emm49. Eine Bestitigung des Verlustes von Spy49 1658¢ auf RNA-
Ebene sowie weitere Untersuchungen zur Aufklirung der Genfunktion wurden unter

Verwendung von Klon zwei der ASpy49 1658c Mutante durchgefiihrt.
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3.6.3. Bestiitigung des Verlustes von Spy49 1658c in ASpy49 1658c auf RNA-Ebene

Nachdem der erfolgreiche Austausch von Spy49 1658¢ gegen die
Spektinomycinresistenzkassette  bestdtigt wurde, erfolgten auf Transkriptionsebene
Untersuchungen zum funktionellen Verlust von Spy49 1658c. Wie bereits unter 3.3.
beschrieben, dienten RNA-Proben aus Zellen der exponentiellen (P1), Transitions- (P2) und
stationdren (P3) Wachstumsphase zur cDNA-Synthese (Abb. 16 A). Im Anschluss erfolgte
eine PCR zur Amplifikation von Sequenzabschnitten der Gene Spy49 1658¢c, Spy49 1659c¢
sowie zusétzlich Spy49 1657 (Abb. 16 C).

A) B) Spy49_1660
Wachstum THY P1 P2 _P3 gDNAHZ0
10
B
=
g8 1 l J
< 4
8 l P2 P3 —%—ASpy49_1658¢c — ol
2 by —1 =
= P1 =z T
— —_—
0,01 : e e
o 1 2 3 4 5 6 T 8 T
Zeit (n) Ratd -
0,50 kbp [ .
0,25kbp
C) Spy49_1658c Spy49_1659¢ Spy49_1657
P1 P2 P3 @gDNA P1 P2 P3 GgDNA P1 P2 P3 @ gDNA
- = -
= = —
— - -
500 bp | t -
400 bp | - -
300bp | %
200bp
100bp

Abb. 16: Kontrolluntersuchungen zur gerichteten Deletion von Spy49 1658c in
ASpy49 1658c auf RNA-Ebene.

A) RNA-Isolierung erfolgte aus Zellmaterial der exponentiellen (P1), Transitions- (P2) und
der stationidren Wachstumsphase (P3). B) Ausschluss von DNA-Kontaminationen in den
gewonnen RNA-Proben P1-P3 durch eine PCR mit Spy49 1660 (318 bp) spezifischen
Primern. C) Synthetisierte cDNA aus den RNA-Proben P1-P3 dienten als Grundlage zur
Amplifizierung der Genfragmente von Spy49 1658c (284 bp), Spy49 1659¢ (287 bp) und
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Spy49 1657 (308 bp). Als Positiv-Kontrolle fiir die eingesetzten PCR-Bedingungen wurde
gDNA des WT M49 591 als Template zugefiigt.

Abb. 16 B) zeigt, dass in einer Spy49 1660-spezifischen PCR ausschlielich mit gDNA des
WT ein 300 bp langes DNA-Fragment amplifiziert werden konnte. Somit lagen
Verunreinigungen durch DNA unter der Nachweisgrenze in den RNA-Proben P1-P3 von
ASpy49 1658c. In einer anschlieBenden RT-PCR wurden diese RNA-Proben weiter
untersucht (Abb. 16 C). Mit Primerpaar Spy49 1658c¢ lieB sich lediglich unter Verwendung
von gDNA des WT ein 300 bp langes Fragment amplifizieren. Im Gegensatz dazu erhielt man
mit den cDNA-Proben und der gDNA des WT M49 591 fiir Spy49 1659¢ und Spy49 1657
300 bp lange Nukleinsdureabschnitte. Dies bestétigt den Verlust von Spy49 1658¢ auch auf
RNA-Ebene.

3.6.4. Erhohte Toleranz von ASpy49 1658c auf Stressplatten mit Menadion

Wie unter Abschnitt 3.2.1.2. in Abb. 7 A) bis C) fiir Spy49 1658c::TnSpc Stémme 32H3,
68C8 und 90C11 gezeigt, wurde auch fiir die generierte ASpy49 1658¢ Deletionsmutante das
Wachstumsverhalten definierter Zelldichten unter oxidativem und Colistinstress untersucht.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 17 zu sehen.
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A) Stresssubstanz und Konz.intervall
Stamm MS THY-Kontrolle
60 pg/ml 70 pg/ml
0% 101 102 103 100 10-1 102 103 100 10 102 103
g -
o/
B)
Stamm H202 THY-Kontrolle
3,5mM 4,0mM
100 101 102 103 100 107 102 103 100 10 102 103
V 3 - T
WT M49 591

ASpy49 1658¢c

C)

Stamm Col. THY-Kontrolle

50 pg/ml 60 pg/ml
100 107 102 103 100 10" 102 103 100 10" 102 103
‘

WT M49 591

Abb. 17: Wachstumsverhalten von WT M49 591 und ASpy49 1658c auf Stress-
Agarplatten.

THY-Agarplatten wurden mit ansteigenden Konz. an oxidativen Substanzen MS (A) und
H202 (B) sowie dem antimikrobiellen Peptid Colistin (C) versehen. Jeweils 10 pl einer
seriellen Verdiinnungsreihe von stationdren Kulturen mit einer Zelldichte von 10® KBE/ml
(OD60onm ca. 1,0) wurden auf das Festmedium aufgetropft. Nach 24 Stunden erfolgte die
Auswertung des Wachstumsverhaltens. Als Kontrolle dienten THY-Platten ohne Zusatz.

-
I (

Ahnlich wie fiir die Insertionsmutanten konnte fiir ASpy49 1658c¢ auf THY-Platten mit
Menadionkonz. von 60 pg/ml und 70 pg/ml eine im Vergleich zum WT erhohte Toleranz
beobachtet werden (Abb. 17 A). Unter dem Einfluss von 60 pg/ml Menadion waren fiir
ASpy49 1658c 10® bis 105 KBE/ml vital, dagegen waren es fiir den WT nur 10® bis 10’
KBE/ml. Auf Agarplatten mit 70 ug/ml Menadion zeigten noch 10° KBE/ml an
ASpy49 1658c ein Wachstum. Fiir den WT war diese Konz. bereits letal.

Die Empfindlichkeit gegeniiber H202 und Colistin wurde durch den Verlust von Spy49 1658¢
nicht beeintrichtigt. Wie unter B) und C) zu erkennen, zeigten WT und Deletionsmutante ein
identisches Toleranzverhalten.

Zusammenfassend wurde fiir stationdre Kulturen an ASpy49 1658c lediglich eine erhdhte
Toleranz gegeniiber WT-letalen Menadionkonz. beobachtet. Dies entsprach auch dem

Phénotyp der Spy49 1658c::TnSpc Stamme 32H3, 68C8 und 90C11.
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3.7. Physiologische Charakterisierung von Spy49 1658¢

Im 96-Well Format zeigten WT M49 591 und Spy49 1658c::TnSpc Stimme 68C8 und 90C11
keine signifikanten Unterschiede im Bezug auf das Wachstumsverhalten in den Medien THY
und CDM (s. Anhang 6.3.3. Abb. 35 und Tab. 15, 16). Fiir Spy49 1658c::TnSpc 32H3 wurde
jedoch eine signifikant erhohte p und dementsprechend auch eine signifikant verringerte td
wihrend des exponentiellen Wachstums in THY und CDM beobachtet (s. Anhang 6.3.3. Abb.
35).

Zur physiologischen Charakterisierung von Spy49 1658c wurden von WT M49 591 und der
Deletionsmutante Batch-Kulturen in THY, CDM und DMEM+GlutaMAX™ im Mal3stab von
20 ml zur Bestimmung der Wachstumsparameter p (1/h), td (h) und der Azidifizierungsrate
(dpH/dODsoonm) verwendet. Desweiteren wurden Verbrauchsraten essentieller und nicht-
essentieller AS aus einer CDM Batch-Kultur des WT und der Insertionsmutanten 32H3, 68C8
und 90C11 ermittelt.

3.7.1. Wachstumskinetik und Azidifizierungsrate von ASpy49 1658c blieben
unverindert in THY, CDM und DMEM+GlutaMAX™ im Vergleich zum WT M49 591

In Batch-Kulturen mit einem Gesamtvolumen von 20 ml wurden Wachstumsparameter p
(1/h), td (h) sowie die Azidifizierungsraten (dpH/dODsoonm) fiir den WT M49 591 und die
generierte Deletionsmutante ASpy49 1658¢ in THY, CDM und DMEM+GlutaMAX™
ermittelt. Dabei gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Stimme in den

jeweiligen Medien (Abb. 18 A-C).
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C)
Wachstumskinetik DMEM+GlutaMAXTM
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Abb. 18: Zusammenstellung der ermittelten Parameter p (1/h), td (h) und
Azidifizierungsraten fiir das Wachstum von WT M49 591 und ASpy49 1658c.

Das Wachstum erfolgte in 20 ml THY (A), CDM (B) und DMEM+GlutaMAX™ (C) Batch-
Kulturen. Dariiber hinaus dienten die gemittelten ODsoonm- und pH-Daten zur grafischen
Darstellung des Wachstums- und pH-Verlauf unter der jeweiligen Bedingung. Die Anzahl
unabhéngiger Wiederholungen betrug jeweils n = 3.

In Tab. 11 wurden die berechneten Mittelwerte sowie Standardabweichungen fiir die
Wachstumsrate p, Verdopplungszeit td und Azidifizierungsrate nach acht bzw. 24 Stunden

des WT und der Deletionsmutante in den verschiedenen Medien zusammengefasst.

Tab. 11: Gegeniiberstellung der berechneten mittleren Wachstumsparameter p, td und
Azidifizierungsraten aus Batch-Kulturen des WT und ASpy49 1658c.
Verwendet wurden folgende Medien: THY, CDM und DMEM+GlutaMAX™,

M49 591 THY CDM DMEM+GlutaMAX™
w (1/h) 0,38+0,04 094+0,04 0,73 +0,05

td (h) 1.86+£0,18  0,74+0,03  0,96+0,07
dpH/dODsgonm (8h) 0,73+£0,13  -0,83+0,13  -1,96+0,13

dpH/dODsoonm (24h) -0,70+£0,12  -1,03+0,22 -2,49+£ 0,12
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Fortsetzung Tab. 11:

ASpy49 1658¢ THY CDM DMEM+GlutaMA X™
u (1/h) 032+0,04 091+008 0,77 +0,04

td (h) 2,17+£025  077+007  0,91+0,05
dpH/dODegonm (8h) 1,05+£0,17  -0,68+0,10  -1,64+0,33
dpH/dODeoonm (24h) 20,93+0,14 -098+007  -2.33+0.20

3.7.2. Verbrauchsraten essentieller und nicht-essentieller Aminosauren fiir M49 591 und
Spy49 1658c::TnSpc 32H3, 68C8 und 90C11

Die Aminosduresequenz des Genprodukts von Spy49 1658c enthélt ein Motiv fiir eine AS-
Permease. Um zu iiberpriifen, ob das Protein den AS-Stoffwechsel beeinflusst, wurden die
Verbrauchsraten essentieller und nicht-essentieller AS fiir den WT und Spy49 1658c::TnSpc
ermittelt. Hierfiir wurden aus Batch-Kulturen in CDM wihrend der exponentiellen und der
stationdren Wachstumsphase Proben zur Bestimmung der optischen Dichte (600 nm), pH,
Trockenmasse (Tr.m.) und AS-Konz. entnommen. Im Anhang befindet sich eine grafische
Gegentiberstellung der Wachstumskurven und der daraus berechneten Parameter p (1/h), td
(h) und Azidifizierungsraten (dpH/dODsoonm) der untersuchten Stamme.

Zur Vereinfachung wurden in Abb. 19 lediglich die ermittelten Verbrauchsraten in mM/mg
Trockenmasse fiir folgende unpolare AS (Ala*, Val, Met, Leu, lle, Pro, Phe), polare AS (Tyr,
Thr, Gly, Ser, Cys*), basische AS (Lys, Arg, His) und saure AS (Glu*, Asp*) grafisch
gegeniibergestellt.

Mit einem * gekennzeichneten AS sind nicht-essentiell fiir S. pyogenes.

Abb. 36 im Anhang unter 6.3.4. zeigt eine grafische Darstellung der berechneten
Wachstumsparameter p, td sowie der Azidifizierungsrate nach acht Stunden des WT und der
Transposonstimme. Zusitzlich ist der Wachstumsverlauf und die pH-Anderung des Mediums

zu sehen.
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D) saure Aminosauren
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Abb. 19: Der Verbrauch essentieller und nicht-essentieller Aminosiuren durch den WT
M49 591 und die Spy49 1658c::TnSpc Stimme 32H3, 68C8 und 90C11.

Grafisch Darstellung der Verbrauchsraten als mM pro mg Trockenmasse iiber die Zeit. Die
Probenentnahme erfolgte aus einer 100 ml CDM Batch-Kultur wéhrend der exponentiellen
Wachstumsphase (t = 2h bis t = 6h) und zur Endpunkt-Bestimmung nach acht Stunden. Die
AS-Konz. wurden mittels HPLC an der Universiteit van Amsterdam (UvA) durchgefiihrt. Die
mit einem * gekennzeichneten AS sind nicht-essentiell fiir S. pyogenes. Anzahl der
Durchfiihrungen n = 1.

Von einzelnen Abweichungen abgesehen, konnten zwischen WT und der Transposonmutante
32H3 dhnliche Verbrauchsraten essentieller und nicht-essentieller AS im Wachstumsverlauf
beobachtet werden. Dagegen unterschieden sich die Verbrauchsraten wéhrend der
exponentiellen Wachstumsphase der Mutantenstimme 68C8 und 90C11 zum WT und zu
32H3 deutlich. Mit Ausnahme der sauren nicht-essentiellen AS Glutaminsdure und
Asparaginsdure waren die AS-Verbrauchraten von 68C8 und 90C11 um ein vielfaches
verringert im Vergleich zum WT und 32H3. Mit Eintritt in die stationdre Phase, t = 6h,
konnten keine Abweichungen zwischen den Stimmen festgestellt werden und die
Verbrauchsraten erreichten ihr Minimum. Die Verbrauchsraten an Glutaminsdure und
Asparaginsédure zeigten wahrend des Wachstums einen ginzlich anderen Verlauf. Dies wird
besonders beim Glutaminsdureverbrauch deutlich. Hier besalen WT und 32H3 wieder
dhnliche Verbrauchskurven, welche in der exponentiellen Phase mit negativen und um ein
Vielfaches verringerten Werten starteten und bis zum Eintritt in die stationdre Phase bis
0 mM/mg Tr.m. anstiegen. Im Gegensatz dazu schwankten die Verbrauchsraten der
Transposonstimme 68C8 und 90C11 bereits zu Beginn des exponentiellen Wachstums um
den Wert 0 mM/mg Tr.m..

Unter Abschnitt 3.4.1. ist in Abb. 11 zu sehen, dass das integrierte TnSpc-Element bei 32H3
sich nah am 3’-Ende von Spy49 1658c befindet, bei den Transposonstimmen 68C8 und
90C11 dagegen zentral im Genbereich. Ahnlichkeiten zwischen den AS-Verbrauchsraten des
WT und der Transposonmutante 32H3 konnten somit auch auf die Lokalisation des

integrierten TnSpc-Elements zurlickzufiihren sein.
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Insgesamt zeigte der Vergleich der AS-Verbrauchsraten bei allen untersuchten AS
Unterschiede zwischen WT und Transposonmutanten, mit Ausnahme Spy49 1658c::TnSpc
32H3. Somit ist eine unmittelbare oder mittelbare Beteiligung von Spy49 1658c an einem
Aminosduretransport nicht ausgeschlossen. Da der Wachstumsverlauf und die
Wachstumsparameter der Mutantenstimme im Vergleich zum WT keine Defizite aufzeigten
(s. Anhang 6.3.4. Abb. 36) ist dem anzunehmenden Aminosduretransport vermutlich keine

essentielle metabolische Funktion zuzuordnen.

3.8. Phinotypanalyse exponentiell wachsender Kulturen von ASpy49 1658¢

Nachdem das Toleranzverhalten stationdrer Kulturen auf Agarplatten mit oxidativen
Substanzen (Menadion, H202) und AMP Colistin untersucht wurde, sollte zusdtzlich der
Phénotyp von exponentiell wachsenden Kulturen analysiert werden. Hierfiir wurden
Uberlebensraten des WT M49 591 und ASpy49 1658c unter Menadion, H20: und
Colistinstress berechnet. Zusétzlich erfolgte die Konzentrationsbestimmung von Menadion
und folgender AMP-Vertreter: hBD3, LL-37 und Protamin fiir eine mind. 50 %ige
Wachstumshemmung von S. pyogenes M49 591 und ASpy49 1658c.

3.8.1. Menadion-Toleranz von ASpy49 1658c erhoht im Vergleich zum WT

Wie im Methoden-Abschnitt 2.9.1.2. zur Bestimmung der prozentualen Uberlebensraten unter
oxidativen und AMP-Stress beschrieben, wurden vitale Kulturen aus der mittleren
logarithmischen Wachstumsphase verwendet. Durch Bestimmung der KBE vor und nach
zweistlindiger Stressinduktion, lie sich der Anteil iiberlebensfihiger GAS-Zellen in %
berechnen. Eine Gegeniiberstellung der erhalten Uberlebensraten in Gegenwart von
600 pg/ml MS, 0,5 mM H20:2 und 400 pg/ml Col. fiir den WT M49 und ASpy49 1658c ist in
Abb. 20 zu sehen.
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150 #
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Stressbedingung

* p < 0,05 marginal signifikant
# p<0,01 signifikant

Abb. 20: Prozentuale Uberlebensraten der Stimme M49 591 und ASpy49 1658c in
Gegenwart von Menadion, H,O; oder Colistin.

Uberlebensraten von M49 591 und ASpy49 1658c wurden nach einer zwei-stiindigen
Inkubation in THY mit 600 pg/ml MS, 0,5 mM H20: oder 400 pg/ml Colistin ermittelt.
Anteil lebender GAS Zellen ergab sich aus dem Verhéltnis KBE/ml nach Stressinduktion zu
KBE/ml vor Stressinduktion. Es wurden ausschlie8lich vitale Kulturen aus der exponentiellen
Wachstumsphase verwendet. Daten fiir Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich
aus mind. 3 unabhingigen Wiederholungen des Experiments.

Allein unter oxidativem Stress mit Menadion konnte ein signifikanter Unterschied zw. der
Uberlebensfihigkeit des WT und der Deletionsmutante ASpy49 1658c festgestellt werden.
Der prozentuale Anteil lebensfahiger GAS-Zellen betrug in Gegenwart von 600 pg/ml
Menadion fiir den WT 32,74 (= 10,24) % und fiir ASpy49 1658c¢ 106,47 (= 27,88) %.
Oxidativer Stress ausgelost durch die Zugabe von 0,5 mM H20: sowie AMP-Stress im
Beisein von 400 pg/ml Colistin zeigten keine signifikanten Unterschiede im
Toleranzverhalten von WT und der Deletionsmutante. Die Uberlebensraten nach Zugabe von
H20:2 betrugen fiir den WT 96,62 (£ 23,50) % und fiir ASpy49 1658c 76,17 (£ 17,73) %.
Unter Colistin-Stress zeigte der WT eine Uberlebensrate von 29,87 (£ 9,48) % und
ASpy49 1658c von 41,56 (% 8,27) %.

Wenn man sich nochmals die Ergebnisse zum Toleranzverhalten auf Stressagar (Abschnitt
3.6.4.) betrachtet, zeigte sich fiir die Deletionsmutante eine Ubereinstimmung des
beobachteten Phénotyps im Bezug auf die gesteigerte Menadion-Toleranz zw. stationdren und

exponentiell wachsenden Kulturen.
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3.8.2. Konz. an Menadion fiir eine signifikante Wachstumshemmung von mind. 50 %

bei ASpy49 1658c¢ verringert im Vergleich zu M49 591

Fiir Spy49 1658c Insertionsmutanten und ASpy49 1658¢c wurde sowohl fiir stationére als
auch fiir exponentiell wachsende Kulturen eine erhdhte Menadion-Toleranz im Vergleich zum
WT Stamm M49 591 festgestellt. Auf die Sensitivitdt gegeniiber H202 und Colistin, als ein
Vertreter der Gruppe an AMP, hatte der Funktionsverlust von Spy49 1658c jedoch keinen
Einfluss. Zusétzlich sollten im 96-Well-Format fiir eine signifikante Wachstumshemmung
von mind. 50 % im WT und ASpy49 1658c die Konz. an Menadion als auch von
verschiedenen AMP ermittelt werden. Dies hatte im Vergleich zur Bestimmung von
Uberlebensraten vitaler Kulturen unter definierten Stressbedingungen folgende Vorteile:

1) gleichzeitige Untersuchung mehrerer Stressbedingungen im 96-Well-Format

2) Einfluss der Stressfaktoren auf wachsende Kulturen kann unmittelbar verfolgt werden

3) zeitsparende experimentelle Auswertung

4) geringere Materialkosten durch kleinere Kulturvolumina

THY -Fliissigkulturen des WT und ASpy49 1658c wurden von Beginn an unter oxidativen
Stress und AMP-Stress angezogen. Als Vertreter der AMP-Gruppe dienten:

e humanes B-Defensin 3 (hBD3), ein komplexes kationisches Peptid welches

gegen gram+ und gram- Bakterien wirkt

e LL-37, ein lineares humanes Peptid aus der Gruppe der Cathelicidine

e Protamin, ein lineares Arginin-reiches Peptid.
Die Stresssubstanzen wurden in einer geometrischen Verdiinnungsreihe angesetzt und zu den
Kulturen gegeben. Danach wurde das Wachstum im 96-Well-Format {iber 12 Stunden
beobachtet. Es wurde der prozentuale Anteil der ODeoo-Anderung im Vergleich zur
Wachstumskontrolle berechnet. Abb. 21 und Tab. 12 fassen die Ergebnisse zusammen und

zeigen zusitzlich die Wachstumskurven in Abhéngigkeit von der Konz. der Stresssubstanzen.
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Deletionsmutante

Im 96-Well Format wurde iiber einen Zeitraum von 12 Stunden das Wachstum beider
Stimme in THY Medium unter den angegebenen Stressbedingungen verfolgt. Zur Ermittlung

der Wachstumshemmung wurde die Anderung der optischen Dichte bei 600 nm (t =12 h
minus t = 0 h) in Gegenwart der jeweiligen Stresssubstanz ins Verhiltnis zur Anderung der

Zelldichte der Wachstumskontrolle gesetzt. Von A) nach D) sind die prozentualen Anteile der
ODsoo-Abnahmen (jeweils oben) sowie die dazu gehdrigen Wachstumskurven (jeweils unten)
in Gegenwart von MS, hBD3, LL-37 und Protamin zu sehen. Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus n = 4 Durchfiihrungen berechnet.
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Tab. 12: Prozentualer Anteil des Vermehrungspotentials des WT M49 591 und der
Deletionsmutante ASpy49 1658c unter Menadion- und AMP-Stress.

Als Bezug zur Berechnung des prozentualen Vermehrungspotentials diente das Wachstum in
Abwesenheit der jeweiligen Stresssubstanz.

MS 4ug/ml 8ug/ml 16 ug/ml 32 pg/ml 64 pg/ml /
92,62 87,95 76,46 87,04 72,36

M49 591 0,86)  (£221) (£1,10) (£2,62)  (+£10.26)
94,09 8573 64,67 74,97 12,20

ASpy49 _1658¢ (& 2,83) (+4,82) (£545)  (+5,09) (*2,79)

hBD3 4pug/ml 8pug/ml 16 ug/ml 32 pg/ml / /

115,31 104,45 113,19 128,02
(£17,28)  (£23,57) (£10,95) (+110,52)
134,29 62,04 137,18 81,20
(£100,55) (£23,19) (£8827) (+43,85)

M49 591

ASpy49 1658¢

LL-37 4pg/ml 8pg/ml 16 pg/ml 32 pg/ml 64 pg/ml 128 pg/ml
M49 591 77,28 77,72 78,01 76,40 68,35 42,75
*2,01) 304 (=293 (339 F169) (=11,54)

76,45 71,07 63,23 59,31 50,27 21,18

ASpy49 1658¢ & 3,27) (£6,49) (£ 8,46) (+ 4,86) (£5,96) (£12,73)

Protamin 4pug/ml  8pug/ml 16 ug/ml 32 ug/ml 64 ug/ml /
89,29 92,70 101,37 79,44 17,90

M49 591 £525)  (£12,08) (£12,65) (£845)  (+6.88)
109,15 96,44 98,40 74,80 -37,87

ASpy49 1658¢ (+13,07) (£2,62) (£4,55) (+2,73) (+8,93)

Wie in Abb. 21 A) und in Tab. 12 zu sehen, konnte beim WT durch Zugabe von Menadion
bis zu einer Endkonz. von 64 pg/ml keine signifikante Wachstumshemmung von mind. 50 %
beobachtet werden. Dagegen zeigte die Deletionsmutante bereits bei 64 pg/ml Menadion eine
Wachstumsreduktion auf 12,20 % der ODsoo-Zunahme ohne Menadion-Zusatz. Signifikante
Unterschiede des Wachstums zw. WT und ASpy49 1658c konnten bereits ab 16 pg/ml
Menadion beobachtet werden.

Keine Aussage konnte zur hBD3-Konz., bei der eine Wachstumshemmung von mind. 50 %
des WT und ASpy49 1658¢ untersucht werden sollte, getétigt werden. In dem untersuchten
Intervall von 4-32 pg/ml hBD3 (Abb. 21 B und Tab. 12) wurden keine signifikanten
Unterschiede im Wachstum zwischen beiden Stimmen beobachtet. Lediglich durch Zugabe
von 8 ug/ml hBD3 wurde eine signifikante Abschwidchung des Wachstums der
Deletionsmutante auf 62,04 % der ODsoonm-Zunahme ohne Stresssubstanz im Vergleich zum
WT beobachtet (Abb. 21 B und Tab. 12). Standardabweichungen von bis zu 100 % des
Mittelwertes trugen mafigeblich zum Fehlen von Wachstumsunterschieden zw. beiden

Stammen in dem untersuchten hBD3-Intervall bei.
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Neben hBD3 wurde auch ein humanes AMP aus der Gruppe der Cathelicidine, LL-37, auf
seine wachstumsinhibitorische Wirkung auf S. pyogenes M49 591 und ASpy49 1658c
untersucht. Dabei zeigte sowohl der WT als auch die Deletionsmutante eine
Wachstumshemmung von mind. 50 % bei LL-37-Konz. von 128 pg/ml (Abb. 21 C und Tab.
12). Im Konz.intervall von 16-64 pg/ml lieen sich jedoch signifikante Unterschiede im
Vermehrungspotential zw. WT und Mutante feststellen (Abb. 21 C).

In dem untersuchten Konz.intervall von Protamin lieBen sich keine Unterschiede zw. WT und
Deletionsmutante, beziiglich einer signifikanten Wachstumshemmung von mind. 50 %,
erkennen (Abb. 21 D und Tab. 12). Im Konz.intervall von 32 pg/ml bis 64 pg/ml Protamin
kam es bei beiden Stammen zu einer Abnahme des Wachstumspotentials von 79,44 (+ 8,45)
% auf 17,90 (+6,88) % beim WT und von 74,80 (+2,73) % auf -37,87 (+ 8,93) % bei
ASpy49 1658c. In Gegenwart von 64 ug/ml Protamin wurde der einzige signifikante
Unterschied im Wachstum von WT und Mutante beobachtet (Abb. 21 D).

Allein durch Zugabe von Menadion konnte in der Deletionsmutante ASpy49 1658c ein
Unterschied in der Wachstumshemmung von mind. 50 % im Vergleich zum WT festgestellt
werden. Im Gegensatz zum Phénotyp stationdrer und exponentiell wachsender Kulturen
zeigte die Deletionsmutante in diesen Versuchen eine zum WT signifikant erhohte
Sensitivitdt, was sich durch eine Abnahme der Menadion-Konz. fiir eine signifikante
Wachstumshemmung von mind. 50 % auBerte.

Des Weiteren wurden Wachstumsunterschiede zw. WT und ASpy49 1658c durch Zugabe
verschiedener Gruppen an AMP beobachtet. Die Konz. an LL-37 und Protamin, welche eine
signifikante Wachstumshemmung von mind. 50 % bewirkten, blieb jedoch im Vergleich zum
WT unverandert. Da in dem untersuchten Konzentrationsintervall von 4-64 pg/ml hBD3 eine
signifikante Reduktion des Wachstumspotentials von mind. 50 % im WT und in der
Deletionsmutante nicht erreicht wurde, sind hier weitere Experimente mit hBD3 Konz. {iber

64 pg/ml notwendig.

3.9. Signifikant verringerte Oberflichenhydrophobizitit von ASpy49 1658¢

Da ein Zusammenhang zwischen der bakteriellen Oberflichenhydrophobizitit und der
Empféinglichkeit = gegeniiber  polaren = Verbindungen, wie z.  B. reaktiven
Sauerstoffverbindungen (ROS) und AMP, besteht, wurde auch dieser Aspekt mit Hilfe von n-

Hexadecan untersucht.
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Die Darstellung der relativen Hydrophobizitit zu n-Hexadecan in % erfolgte in Abb. 22. Fiir
die Deletionsmutante ASpy49 1658¢ konnte eine signifikant geringere
Oberflachenhydrophobizitdt als fiir den WT ermittelt werden. Im Mittel betrug die relative
Oberflichenhydrophobizédt fir den WT 56,92 (£4,82) % und fir ASpy49 1658¢ 30,11
(£7,66) %. Die verringerte Hydrophobizitit der Zelloberfliche von ASpy49 1658c konnte

somit das verdnderte Toleranzverhalten gegeniiber Menadion erkldren.
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Abb. 22: Prozentuale Oberflichenhydrophobizitit der Stimme M49 591 und
ASpy49 1658c in Bezug zu n-Hexadecan.
Die Anzahl der unabhédngigen Wiederholungen betrug fiir beide Stimme n = 4.

Zudem konnte fiir die Spy49 1658c::TnSpc Stimme 68C8 und 90C11 ebenfalls eine zum WT
signifikant verringerte Hydrophobizitit der Zelloberfliche mit Hilfe von n-Hexadecan
nachgewiesen werden (s. Anhang 6.3.5.). Fiir die Insertionsmutante 32H3 traf dies jedoch

nicht zu (s. Anhang 6.3.5.).

3.10. Virulenzverhalten von ASpy49 1658¢

Die Produktion von ROS spielen im menschlichen Organismus bei der Abwehr bakterieller
Infektionen eine wesentliche Rolle. Durch in vitro Experimente mit humanen Keratinozyten,
humanem Vollblut und einer murinen Monozyten/Makrophagen Zelllinie sollte geklart
werden, ob der Verlust von Spy49 1658c neben dem verdnderten Toleranzverhalten

gegeniiber Menadion auch einen Einfluss auf die GAS-Virulenz ausiibt.
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3.10.1. Verindertes Adhirenzvermoégen von ASpy49 1658c an humane Keratinozyten
HaCaT

In einem Invasionsassay mit humanen Keratinozyten der permanenten Zelllinie HaCaT
wurden die prozentualen Anteile an im Uberstand befindlicher, adhirenter und internalisierter
Zellen des WT M49 591 und ASpy49 1658c berechnet. Zur Veranschaulichung wurden die
erhaltenen Ergebnisse in einem Sdulendiagramm (Abb. 23) dargestellt. Zudem wurde auch
die Differenz aus der Summe nicht-adhérenter, adhdrenter und internalisierter S. pyogenes

Zellzahl zur eingesetzten Gesamtzellzahl dargestellt (Abb. 23 B).
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Abb. 23: Adharenz/Internalisierungsverhalten von WT M49 591 und ASpy49 1658c an
humane Keratinozyten HaCaT.

S. pyogenes und HaCaT-Zellen wurden zur Berechnung der Anteile nicht-adhdrenter/im
Uberstand befindlicher, adhirenter und internalisierter Zellen 2h koinkubiert (sieche Methoden
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Abschnitt 2.9.6). Dabei betrug die MOI zwischen eukaryotischen und bakteriellen Zellen
1:15. A) Prozentualer Anteil internalisierter GAS-Zellen. Zum einen berechnet auf die
Gesamtmenge eingesetzter GAS-Zellen (IGesamt) und zum anderen auf die Anzahl adhirenter
bakterieller Zellen (Ia). B) Zeigt die Uberlebensraten aus dem Experiment zur Koinfektion
mit HaCaT-Zellen. Angegeben wurden die Anteile (%) nicht-adhirenter (U) und adhirenter
(A) Zellen des WT und der Deletionsmutante sowie die Differenz aus der Summe
U+A+Gesamt zur eingesetzten Bakterien-Gesamtzellzahl und damit 100 % (dZU+A~+IGesam).
Anzahl der Versuchsdurchfithrungen n = 4.

Betrachtet man die Anteile internalisierter S. pyogenes-Zellen, wird deutlich das signifikant
weniger Zellen von ASpy49 1658c im Vergleich zum WT in die Keratinozyten gelangten (s.
Abb. 23 A IGesamt). IGesamt betrug fiir ASpy49 1658¢ 0,012 (= 0,008) % und fiir den WT 0,040
(£ 0,012) %. Der Anteil internalisierter Zellen in Bezug auf den Anteil adhdrenter Zellen war
zwischen beiden Stdmmen jedoch nicht signifikant verschieden (Abb. 23A 1a). Fiir den WT
wurde eine Internalisierungsrate von Ia = 0,166 (+ 0,035) % und fiir die Deletionsmutante von
Ia = 0,195 (£ 0,052) % ermittelt. Daraus kann man schlieBen, dass Spy49 1658c auf den
Internalisierungsproze selbst keinen FEinfluss ausiibte. Da der Anteil adhéirenter
ASpy49 1658c-Zellen zum WT ebenfalls signifikant verringert war (s. Abb. 23B A-Werte),
ist anzunehmen, dass die verminderte Adhirenzrate der Mutante auch den Unterschied in
[Gesamt zw. beiden Stammen verursachte. Awr betrug 21,76 (£ 5,03) % und Aaspy49 1658c 5,22
(£2,79) %.

Der Anteil nicht-adhirenter, also im Uberstand befindlicher, S. pyogenes-Zellen (U-Werte)
war fiir beide Stimme nicht-signifikant verschieden und betrug fiir den WT Uwr = 57,57 (+
2,88) % und die Mutante Uaspys9 16580 = 46,91 (£ 8,49) %. Beeinflusste der Verlust von
Spy49 1658c¢ lediglich das Adhérenzpotential von S. pyogenes M49, hitten die Anteile an im
Uberstand befindlicher GAS Zellen zw. den Stimmen, bei vorausgesetzt gleichbleibenden
Vermehrungsraten beider Stimme, ebenfalls signifikant voneinander abweichen miissen. Im
Zellkulturmedium allein, ohne HaCaT, war die Replikation und somit das Wachstum beider
Stamme nicht-signifikant verschieden (s. Anhang 6.3.5. Abb. 37).

Durch Berechnung der Differenzanteile aus der Summe U+A-+IGesamt zur eingesetzten GAS-
Gesamtzellzahl (dXU+A+IGesam) wurde der Unterschied zw. WT M49 591 und
ASpy49 1658¢ im Infektionsversuch mit humanen Keratinozyten nochmals grafisch
dargestellt. Die berechneten Differenzanteile (dXU+A+IGesamt) verhielten sich umgekehrt
proportional zum Adhérenz- und Internalisierungsanteil selbst. Verantwortlich hierfiir kdnnte
eine zum WT erhohte Abtotungsrate oder eine verringerte Wachstumsrate von ASpy49 1658¢

in Gegenwart von HaCaT gewesen sein.
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3.10.2. Uberlebenseffizienz von ASpy49 1658c in humanen Vollblut stark vermindert

Nach einer dreistiindigen Inkubation in menschlichem Vollblut diente ein Vergleich des
Multiplikationsfaktors des WT M49 591 und der Deletionsmutante ASpy49 1658¢ zur
Identifizierung von Abweichungen im Virulenzverhalten beider Stimme. Eine
Gegenliberstellung der berechneten Mittelwerte fiir die Multiplikationsfaktoren des WT und
ASpy49 1658¢ aus fiinf unabhéngigen Versuchsdurchfiihrungen ist in Abb. 24 zu sehen. Der
WT besal} fiir die dreistiindige Inkubation in Vollblut eine mittlere Vermehrungsrate von
28,67 (£ 0,99) und die Mutante von 9,13 (£ 1,09). In Vollblut traten durch den Verlust von
Spy49 1658c¢ in S. pyogenes signifikante Wachstumsdefizite auf.
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Abb. 24: Uberlebensfihigkeit der Stimme M49 591 und ASpy49 1658¢ nach
dreistiindiger Inkubation in humanem Vollblut.

Der Multiplikations- oder Vermehrungsfaktor entsprach dem Verhéltnis der KBE-nach
Blutinkubation zur jeweiligen Ausgangs-KBE. Anzahl unabhingiger
Versuchsdurchfiihrungen betrug n = 5.

3.10.3. Spy49 1658c zeigte keinen Einfluss auf die Phagozytoserate von J774A.1
Monozyten-Makrophagen

Wiéhrend der angeborenen Immunantwort kommt es durch phagozytische Zellen, wie
Makrophagen und polymorphkernige Granulozyten (PMNSs), unter anderem durch die
Bildung von ROS oder AMPs zur Zerstorung bakterieller Eindringlinge. Experimente zum
Verhalten unter oxidativem Stress von ASpy49 1658c zeigten eine vom WT abweichende

Empfanglichkeit gegeniiber dem Superoxid-Anionen-Bildner Menadion. Dariiber hinaus
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wurde in Virulenzversuchen ein signifikant verringertes Adhdsionspotential an/in humane
Keratinozyten sowie in menschlichem Vollblut eine signifikant abgeschwichte
Uberlebensfihigkeit ~ beobachtet. In Untersuchungen mit der murinen Monozyten-
Makrophagen Zelllinie J774A.1 sollte gekladrt werden, ob auch die Effizienz zur Phagozytose
von WT und ASpy49 1658c¢ voneinander abweicht. Hierfiir wurden bakterielle und
eukaryotische Zellen fiir 30 min koinkubiert und anschlieBend das Verhiltnis aus KBE=30'
ohne J774A.1 und KBE fiir die im Uberstand und intrazellulir aufgefundenen Bakterien
ermittelt. Der Vergleich der prozentualen Anteile wurde in Abb. 25 grafisch dargestellt. In das
Diagramm wurde der verbleibende prozentuale Anteil aus der Summe: U+l zur GAS-
Gesamtmenge integriert.

Diskrepanzen im Replikationspotential zw. WT und ASpy49 1658c im Zellkulturmedium
DMEM+GlutaMAX™+Pyruvat von J774A.1 konnten durch Berechnung des
Multiplikationsfaktors ausgeschlofSen werden (s. Anhang 6.3.6. Abb. 38).
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Abb. 25: Phagozytoseassay mit murinen Monozyten-Makrophagen J774A.1 und S.
pyogenes M49 591 bzw. ASpy49 1658c.

Gegeniiberstellung der prozentualen Anteile der im Uberstand befindlichen (U) und
internalisierten (I) Zellen des WT M49 591 und ASpy49 1658c¢ nach 3Ominiitiger
Koinkubation mit J774A.1-Zellen. Dariiber hinaus wurde auch die Differenz zw. S. pyogenes-
Gesamtmenge und der Summe aus U+I (dZU+1) dargestellt. Die eingesetzte MOI betrug 1:1.
Die Anzahl unabhingiger Wiederholungen n = 4.

Weder zwischen den prozentualen Anteilen der im Uberstand noch der intrazelluldr in
J774A.1 aufgefundenen GAS-Zellen des WT und der Deletionsmutante ASpy49 1658c

konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden. Im Uberstand wurden nach einer
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30miniitigen Inkubation mit J774A.1 noch 23,57 (= 7,70) % der WT M49 Gesamtmenge und
26,58 (= 17,25) % der ASpy49 1658c Gesamtmenge aufgefunden. Von J774A.1 phagozytiert
wurden 35,17 (+ 9,59) % der WT M49 und 36,07 ( 13,65) % von ASpy49 1658c.

Die zusitzlich berechnete Differenz aus der Summe U+I zur GAS-Gesamtmenge in % war
demzufolge ebenfalls nicht-signifikant verschieden zw. den beiden Stimmen. Fiir den WT
M49 betrug diese 41,26 (+ 14,06) % und fiir die Deletionsmutante 37,35 (£ 16,20) %.

Der Verlust von Spy49 1658c hatte keine Auswirkungen auf das Phagozytosepotential der
murinen Monozyten-Makrophagen J774A.1.
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4. Diskussion

Umfangreiche Transposonmutantenbanken im Stamm M18 8232 und im Stamm M49 591
von S. pyogenes dienten zur Identifizierung unbekannter Virulenzfaktoren zur Kompensation
von oxidativem und AMP-Stress. ROS und AMPs stellen effektive Hilfsmittel des
menschlichen Immunsystems zur Inaktivierung und Abwehr pathogener Organismen dar. Wie
S. pyogenes in Gegenwart von ROS und AMPs iiberleben kann, ist jedoch noch nicht
vollstindig geklart.

4.1. Charakterisierung des Transposonsystems TnSpc

Lyon et al. (1998) und Gibson und Caparon (2002) konnten zeigen, dass die Derivate des
Transposonsystems Tn4001, TnSpc und TnFuZ, mit einer hohen Effizienz und zufillig in das
Genom von S. pyogenes integrieren. Fiir TnSpc wurde eine Insertionsfrequenz von 10° bis 10°
Transformanten pro ug DNA (Lyon et al. 1998) und fir TnFuZ von 10*> bis 10*
Insertionsmutanten pro pg DNA (Gibson und Caparon 2002) angegeben. Wihrend dieser
Arbeit diente TnSpc zum Aufbau von Mutantenbanken in den Serotypen M18 und M49 von
S. pyogenes. Durch Southern-Blot Analysen lie} sich in beiden Serotypen ein zufilliger
Einbau des Transposonelementes nachweisen. Dariiber hinaus lag die Insertionsfrequenz
zwischen 2*10? bis 4*10* Transformanten pro pug Plasmid-DNA. Somit entsprechen die hier
gezeigten Ergebnisse den von Lyon et al. (1998) und Gibson und Caparon (2002)
verdffentlichten Daten. TnSpc integriert mit hoher Effizienz und zufillig in das Genom von S.

pyvogenes unabhingig vom Serotyp.

4.2. Selektion von TnSpc-Mutanten unter oxidativem Stress

ROS, wie z. B. Superoxidanionen (O2") und Hydroxylradikale (OH'), sind an der Abwehr
bakterieller Invasoren beteiligt. Epithelzellen der Atemwege aber auch Keratinozyten nutzen
oxidativen Stress zur Abtotung bakterieller Eindringlinge (Rochelle et al. 1998, Grange et al.
2009). Als ein Bestandteil der angeborenen Immunantwort synthetisieren neutrophile
Granulozyten und Makrophagen ROS zur Abtétung phagozytierter Organismen. Eine
verdanderte Empfianglichkeit gegeniiber oxidativen Stress stellt somit einen wichtigen

Virulenzmarker pathogener Mikroorganismen, wie S. pyogenes, dar. Aus diesem Grund
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wurde oxidativer Stress, erzeugt durch die Zugabe von Menadion oder H20:2, zur Selektion

virulenzrelevanter Mutanten verwendet.

4.2.1. Serotyp-abhingige Unterschiede in der Anzahl Menadion- und H:O:-sensitiver
TnSpc Mutanten

Im Selektionsverfahren unter oxidativem Stress konnte in Serotyp M49 eine hohere Anzahl an
TnSpc-Stammen mit einer im Vergleich zum WT erhohten Sensitivitdt gegeniiber Menadion
u./0. H20: isoliert werden als in Serotyp M18. Unter anderem war die Anzahl an Menadion-
und Menadion/H202-sensitiven Transposonstimmen in Serotyp M49 um das drei bis
vierfache erhoht im Vergleich zu M18 (s. Tab. 8 unter 3.2.2.). Von S. pyogenes sind mehr als
100 verschiedene M-Serotypen bekannt, mit einer zum Teil hohen chromosomalen Diversitit
zwischen den einzelnen Serotypen und auch innerhalb eines M-Serotyps (Musser et al. 1991;
Chaussee et al. 1996; Facklam et al. 1999; Hoe et al. 1999). Hauptsichlich Phagen und
Phagen-verwandte Gensequenzen sind fiir diesen hohen Grad an genetischer Diversitit
verantwortlich, welche auch zu Unterschieden in Pathogenitdt und Virulenz zwischen den S.
pvogenes Serotypen beitragen (Musser et al. 1991), da diese Elemente unter anderem
Gensequenzen fiir virulenzassoziierte Proteine beinhalten. In Serotyp M18 MGAS8232 z. B.
kodieren sieben Phagensequenzen fiir 10 Toxine oder putative Virulenzfaktoren (Smoot et al.
2002). Jedoch sorgen auch phagenunabhidngige Gensequenzen, welche den verschiedenen
Serotypen einen Vorteil im Uberleben und in der Fitness in der jeweiligen bevorzugten
Umwelt vermitteln, fiir die genetische Variabilitit von S. pyogenes. Die Nudix Hydrolase,
welche innerhalb der emm-dhnlichen Pathogenitétsregion zu finden ist und einen Beitrag zur
Beseitigung giftiger Substanzen sowie zur Wirtszellinvasion leistet, tritt spezifisch in Serotyp
M49 und MS82 auf (McShan et al. 2008). Aufgrund dieser Variabilitdt sind die hier
beobachteten Unterschiede in der Anzahl Menadion- u./o. H202-sensitiver TnSpc Stimme
zwischen den beiden Serotypen M18 und M49 nicht verwunderlich. Zumal beide Serotypen
auch durch eine voneinander abweichende Pathogenitit gekennzeichnet sind. So ist M18 8232

ein Isolat aus einem Patienten mit akutem rheumatischen Fieber und M49 591 ein Hautisolat.



4. Diskussion 100

4.3. Lokalisation von TnSpc in MI18- und M49-Mutanten mit verinderter
Empfinglichkeit gegeniiber Menadion u./0. H>O; u. Colistin

TnSpc-Stimme mit einem WT-divergenten Phénotyp und einer einmaligen Insertion des
Transposonelements wurden zur Identifizierung der Transposoninsertionsstelle néaher
untersucht. In beiden Serotypen konnten Gene fiir den Metabolismus, zur DNA-Synthese
bzw. Reparatur von DNA-Schidden sowie intergenische Bereiche identifiziert werden (s.

3.2.3.3. Tab. 9).

Die betroffenen metabolischen Gene waren zum einen in Serotyp M18 manA (Mannose-6-
Phosphatisomerase) und zum anderen in M49 fo/C.2 (Dihydrofolatsynthase
/Folylpolyglutamatsynthase). Die MI18 manA::TnSpc Insertionsmutante zeigte in den
Selektionsdurchgdngen auf Stressagar mit definierten Zelldichten ein abgeschwichtes
Toleranzverhalten gegeniiber Menadion im Vergleich zum WT. Eine mit Hilfe von KEGG
durchgefiihrte Analyse von ManA identifizierte zwei Phosphomannose Isomerase Typ I
Motive. Yeom et al. konnten nach einer Strukturanalyse fiir eine Typ I Mannose-6-Phosphat
Isomerase des Organismus Thermus thermophilus vier Metallbindedominen vorhersagen. Die
Transposoninsertion in mand konnte zu einem intrazelluldren Anstieg frei zuginglicher
Metallionen, wie z. B. Eisen, Mangan oder Zink, gefiihrt haben. Regulationsmechanismen zur
Aufrechterhaltung des intrazelluldren Gleichgewichtes, oder Homdostasis, an Metallionen
sind eng an Abwehrmechanismen gegeniiber oxidativen Stress gekoppelt (Storz und Imlay
1999; Touati 2000; Moore et al. 2005; Helmann 2005; Brenot et al. 2007). Dies ist auch von
wesentlicher Bedeutung, da das menschliche Immunsystem zur Abwehr pathogener

Organismen oxidativen Stress und die Erzeugung von Metallmangelbedingungen nutzt.

Dennoch scheint es eher unwahrscheinlich, dass ein intrazelluldrer Anstieg an frei
zuginglichen Metallionen, eventuell ausgeldst durch den ManA-Verlust, lediglich das
Toleranzverhalten gegeniiber des Superoxidproduzenten Menadion und nicht auch gegeniiber
H20: beeinflusst hat. Zum Beispiel wiirde eine erhdhte Eisenkonzentration in Gegenwart von
H20: die Fenton-Reaktion und somit die Bildung von Hydroxylradikalen begiinstigen, welche
als ROS Biomolekiile wie Fette, Kohlenhydrate, Proteine und DNA oxidieren. In diesem Fall
wire mit einer erhdhten Sensitivdt gegeniiber H2O2 zu rechnen. Durch den Austausch von
Eisen durch Mangan in katalytischen Untereinheiten von Proteinen kann die H20:-
Empfindlichkeit verringert werden. Die Mangan-abhingige Superoxid-Dismutase ist an der

Reduktion von Sauerstoffradikalen, wie Superoxid (O2") und Superoxid-Anionen (O27),
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beteiligt und Manganbikarbonatkomplexe konnen direkt ROS reduzieren (Yesilkaya et al.
2000; Daly ef al. 2004). Ein Anstieg der intrazelluliren Mangankonzentration wiirde somit zu
einer erhohten Toleranz gegeniiber oxidativen Stress, ausgeldst durch H2O2 und Menadion,
fiihren. In B. subtilis fiihrte die Inaktivierung des Zink-Importers ZosA zu einem Anstieg der

Sensitivitdt gegeniiber Peroxidstress (Gaballa und Helmann 2002).

Wahrscheinlicher ist, dass der metabolische Funktionsverlust von ManA infolge der TnSpc-
Insertion die ausschlaggebende Ursache fiir die verstiarkte Menadion-Sensitivitdt in der M 18
TnSpc Insertionsmutante war. ManA ist an der Bereitstellung von Guanosin-diPhosphat-D-
Mannose (GDP-D-Mannose) beteiligt, welches flir die Biosynthese extrazelluldrer
Polysaccharide bendtigt wird (Payton et al. 1991; Roux et al. 2004). Eine Abnahme des
Gehalts an extrazelluldr gebundenen Zuckerbestandteilen konnte die Zelloberflaichenladung
dahin gehend geédndert haben, dass die Anlagerung polarer Verbindungen, wie Menadion,
begiinstigt wurde. In diesem Fall hétten Zellen der Insertionsmutante unter einem hdheren
Menadion-Stress gestanden als Zellen des WT, was wiederum zum beobachteten Menadion-
sensitiveren Phénotyp fiihrte. Daneben konnten in der manA::TnSpc Mutante
Reparaturprozesse zur Beseitigung oxidierter extrazelluldrer Polysaccharide durch
Neusynthese dieser gestort sein. Auch in diesem Fall wiirde sich im Vergleich zum WT eine
erhohte Menadion-Sensitivitéit einstellen. Weiterfiihrende Untersuchungen zur Bestimmung
des Oberflichenpolysaccharidgehalts und der Oberflachenladung der manA::TnSpc Mutante

konnten zur Kldrung dieser Hypothesen beitragen.

In Serotyp M49 kam es durch Insertion des Transposonelements TnSpc in folC.2 zu einem
Anstieg der Toleranz gegeniiber H202 und Colistin. Das zu den Ligasen gehdrende Enzym
FolC iibernimmt in Bakterien wahrend der Folatbiosynthese oft zwei wesentliche Funktionen
(Bognar et al. 1985). Zum einen fungiert es als Dihydrofolatsynthetase, indem es Glutamat an
Dihydropteroat anfiigt. Dihydrofolat ist ein Vorldufer von Tetrahydrofolat (THF), welches zur
Synthese von organischen Basen (Purinen und Pyrimidinen), verschiedener Aminosiuren,
Pantothenat sowie zur Initiation der Proteinbiosynthese verwendet wird. In seiner zweiten
Funktion katalysiert FolC als Folylpolyglutamatsynthetase die Verkniipfung mehrerer
Glutamatreste an THF, dadurch @ndert sich die Spezifitdt von THF als Kofaktor oder Inhibitor
Folat-abhiangiger Enzyme und die Abgabe von Folat in den extrazelluliren Raum wird
verhindert (McGuire und Bertino 1981). Bei diesen essentiellen Funktionen von FolC ist es

verwunderlich, dass eine folC::TnSpc Insertionsmutante von S. pyogenes vital war. Burghout
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et al. (2013) war es jedoch ebenfalls gelungen, in S. pneumoniae nach Inaktivierung eines
(folC) von ingesamt zwei (su/B und fol/C) homologen Genen fiir FolC vitale Zellen zu
isolieren. Die Deletion des zweiten FolC-homologen Gens (sul/B) blieb jedoch ohne Erfolg.
Darauthin postulierten Burghout et al. (2013), das sulB in S. pneumoniae die eigentliche
Funktion zur Synthese an lebensnotwendigem Folat einnimmt. Die Funktion des folC
Genprodukts hingegen ist noch nicht ausreichend geklart. Burghout ef al. (2013) vermuten
eine Beteiligung bei der Anpassung von S. pneumoniae an Nichenbedingungen wihrend der
Besiedlung im menschlichen Organismus, durch die Bereitstellung von ausreichend Folat.
Ahnlich wie fiir S. pneumoniae enthilt das Genom von S. pyogenes NZ131 zwei homologe
Gene fiir FolC, folC.1 (Spy49 0851) und folC.2 (Spy49 0638c). Sehr wahrscheinlich
tibernimmt  deshalb  FolC.1  die  eigentliche  Funktion als  Dihydrofolat-
/Folylpolyglutamatsynthetase in der Folatbiosynthese. FolC.2 scheint dagegen eine andere
Funktion zu haben. Welche diese sein konnte, muss in weiteren Experimenten geklért werden.
Aufgrund des beobachteten Phianotyps der fol/C.2::TnSpc Insertionsmutante, gesteigerte H2O2-
und Colistin-Toleranz, wire es denkbar, dass FolC.2 eine inhibitorische Rolle in der
Folatbiosynthese einnimmt. Folat verhindert die Oxidation von DNA durch freie Radikale
und ist an Reparaturmechanismen der DNA sowie an der DNA-Replikation beteiligt (Duthie
et al. 2002).

Durch Sequenzierung der Transposoninsertionsstelle einer M18 TnSpc-Insertionsmutante mit
einer zum WT erhohten Menadion/H202-Sensitivitiat konnte ruvB, eine ,,Holliday junction®
DNA-Helikase, ermittelt werden. Dariiber hinaus wurde als TnSpc-Insertionsstelle einer M49
Transposonmutante mit zum WT erhdhter Menadion/H202/Colistin-Sensitivitit recO,
kodierend fiir ein DNA-Reparaturprotein, identifiziert. Bei gramnegativen Organismen wurde
bereits gezeigt, dass sowohl DNA-Reparatur-Proteine als auch Proteine zur Rekombination
durch Entfernung und Neusynthese beschidigter DNA-Abschnitte zur Abwehr von
oxidativem Stress einen wesentlichen Beitrag leisten. In N. gonorrhoeae fiihrte die
Inaktivierung von rec4, des RecBCD Komplexes und RecF-verwandten Signalwegen, wozu
neben RecJ und RecQ auch RecO gehort, zu einer Abnahme der H202-Resistenz (Stohl und
Seifert 2006). Weiterhin waren RecG, RuvA, RuvB und RuvC, welche zur Prozessierung von
»Holliday junction® Strukturen entlang der DNA dienen, an rekombinatorischen DNA-

Reparaturmechanismen beteiligt (Sechman et al. 2006; Sechman et al. 2005).
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In Serotyp M18 wurde zusitzlich der Einbau von TnSpc in den Promotorbereich des
Transkriptionsregulators Mga sowie in mtsA, ein Gen fiir ein Metallbindeprotein eines ABC-
Transporters, nachgewiesen. Beide TnSpc-Insertionsmutanten zeichneten sich durch eine
verstirkte Sensitivitdt gegenliber Menadion und Colistin aus, im Vergleich zum WT. Mga
kontrolliert die Expression einer Vielzahl von oberflichenassoziierten Virulenzfaktoren, wie
z. B. Proteine der M-Familie, C5a Peptidase, Serumopazitétsfaktor, Komplementinhibitor und
ein Kollagen-dhnliches Protein (Caparon und Scott 1987; Simpson et al. 1990; Chen et al.
1993; Kihlberg et al. 1995; McLandborough und Cleary 1995; Lukomski et al. 2000;
Rasmussen et al. 2000; Lukomski ef al. 2001). Aber auch Transportproteine zum Import von
Peptiden, kodiert durch das opp- und dpp-Operon, werden durch Mga positiv reguliert
(Podbielski und Leonard 1998). Ein gestorter Peptidimport, infolge der Insertion von TnSpc
in den kodierenden Bereich von Mga, kann zu metabolischen Verdnderungen gefiihrt haben,
welcher sekundidr den beobachteten Phinotyp ausloste. Warum in diesem Fall die
Empféanglichkeit gegeniiber H2O2 im Vergleich zum WT nicht beeintriachtigt wurde, bleibt zu
kliren. Denkbar wire auch, das eine gestorte Expression von Mga-regulierten
oberflachenassoziierten Genprodukten die Ladung der Zellhiille verénderte. Die Anlagerung
polarer Verbindungen, wie Menadion und Colistin kdnnte dadurch begiinstigt worden sein,
was letztendlich zu einer erhohten Sensitivitit gegeniiber diesen Substanzen fiihrte.

Janulczyk et al. (2003) konnten in S. pyogenes bereits zeigen, dass der ABC Transporter
MtsABC neben der Bereitstellung von Eisen, Zink und Mangan auch an der Detoxifizierung
von ROS beteiligt ist. Durch Insertion von TnSpc in mts4 konnte in Serotyp M18 zusétzlich
ein Anstieg in der Empfanglichkeit gegeniiber dem polaren AMP Colistin induziert werden.
Die Bereitstellung von Eisen, Zink u./o. Mangan scheint somit auch an Mechanismen zur

Detoxifizierung oder Abwehr der polaren Verbindung Colistin beteiligt zu sein.

Die Insertion von TnSpc in ein Gen fiir ein hypothetisches Phagenprotein fiihrte in M18 zu
einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber Menadion und H202. Wie bereits erwéhnt leisten
phagenkodierte Gene einen wichtige Beitrag zur Virulenz bei S. pyogenes, da viele
Virulenzfaktoren von Phagen oder Phagen-verwandten Gensequenzen kodierte werden
(Brussow et al. 2004). Die Toleranz von oxidativen Stress ist hier ein weiterer wichtiger

Virulenzfaktor, welcher von einem hypothetischen Phagenprotein in M18 beeinflusst wird.

In Serotyp M49 ergab die Sequenzierung der TnSpc-Insertionsstellen auffallend viele Gene

mit bis dahin unbekannter Funktion. In drei Stimmen mit einer zum WT verminderten
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Sensitivitdt gegeniiber Menadion konnte die Insertion von TnSpc innerhalb der Genregion
Spy49 1658c nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde in zwei weiteren Stimmen mit einer
zum WT verminderten H20:-Sensitivitit als Transposoninsertionsstelle Spy49 1651
identifiziert. Das gehdufte Auftreten dieser Insertionsmutanten ldsst vermuten, dass diese
Regionen eine wesentliche Rolle bei der Regulierung von Mechanismen zur Detoxifizierung
von ROS einnehmen. Aufgrund fehlender Informationen zur Funktion von Spy49 1658c und
Spy49 1651 sind weitere Untersuchungen unbedingt notwendig, um zu verstehen, wie der
Organismus es schafft, oxidative Aggressoren zu kompensieren. Aus zeitlichen Griinden
konzentrierte man sich in dieser Arbeit ausschlieBlich auf die Funktionsautkldrung von

Spy49_1658c.

4.4. Charakterisierung von Spy49 1658c

Um polare Effekte durch die Insertion von TnSpc innerhalb des kodierenden Bereichs von
Spy49 1658c auszuschlieflen, wurde die isogene Deletionsmutante ASpy49 1658¢ generiert
und in weiteren Experimenten niher charakterisiert.

ASpy49 1658c zeigte sowohl auf genomischer als auch auf Transkriptionsebene den
vollsténdigen Verlust von Spy49 1658c. Die Transkription eines unmittelbar stromaufwérts
befindlichen Gens, Spy49 1659c, wurde durch die Inaktivierung von Spy49 1658c nicht
beeinflusst. Der auf Agarplatten mit ansteigenden Konz. an Menadion beobachtete Phianotyp,
eine erhdhte Toleranz im Vergleich zum WT, beruhte somit ausschlieBlich auf den
Funktionsverlust von Spy49 1658. In Flissig-THY konnte mit vitalen Zellen der
Deletionsmutante aus der exponentiellen Wachstumsphase ebenfalls ein Anstieg der
Menadion-Toleranz festgestellt werden. Zusétzlich bleibt zu erwidhnen, dass sich der
Phénotyp von ASpy49 1658c auf Agarstressplatten mit dem Wachstumsverhalten der
Spy49 1658c::TnSpc Stimme deckte.

Experimente zur signifikanten Hemmung des Vermehrungspotentials von mind. 50 % fiihrten
allerdings zu einer Reduktion der Menadion-Toleranz bei ASpy49 1658c. Die Diskrepanz
zwischen dem hier beobachteten Phanotyp von ASpy49 1658c und dem Phénotyp aus den
Agarstressversuchen bzw. Uberlebensraten vitaler Kulturen unter Menadion-Stress beruhen
vermutlich auf Unterschiede im Aufbau der einzelnen Experimente. Zur Induktion einer
signifikanten Wachstumshemmung von mind. 50 % wurden Kulturen mit einer geringen

Zelldichte unter Menadion-Stress iiber 12 Stunden herangezogen. Hier waren wenige Zellen
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mit der Aufgabe konfrontiert ihren Stoffwechsel auf Reproduktion, d. h. der Synthese von
Zellbestandteilen wie DNA, Bestandteile der Proteinbiosynthese, Zellmembran und
Zellwandkomponenten umzustellen und oxidativen Stress, induziert von Menadion durch die
Bildung von Superoxidanionen, zu kompensieren. Diese enorme Belastung kann insgesamt zu
einer Schwichung der Vitalitit beigetragen haben. Menadion-Agarplatten dagegen wurden
mit hohen Zelldichten aus stationdren Kulturen beimpft und zur Berechnung der
Uberlebensraten kamen exponentiell wachsende S. pyogenes-Kulturen zum Einsatz. Im
Verlauf einer Infektion mit S. pyogenes erreicht der Organismus in den seltensten Féllen
vergleichbar hohe Zelldichten, wie wéhrend der exponentiellen oder sogar stationdren
Wachstumsphase wie in in vitro Experimenten. Unter in vivo Bedingungen koénnte demnach
der Einfluss multipler Stressfaktoren, wie unterschiedliche Abwehrmechanismen des
menschlichen Immunsystems und Aufrechterhaltung eines erhdhten Zellmetabolismus sowie
Kompensation des Verlustes von Spy49 1658c zu einer insgesamt abgeschwichten Vitalitat
der Deletionsmutante ASpy49 1658c¢ fiithren. Das Resultat wére eine Reduktion der Virulenz
von ASpy49 1658c im Vergleich zum WT.

4.4.1. In-silico Untersuchungen zur Funktionsaufklirung der Genregion Spy49 1658c¢
bis Spy49 _1659c¢

In-silico Analysen des Genproduktes von Spy49 1658c konnten ein Motiv fiir eine
Aminosdurepermease mit vier Transmembran-Helices identifizieren. Permeasen sind am Im-
und Export einer Vielzahl an Verbindungen wie Nahrstoffen, Metaboliten, Peptiden, Ionen,
Toxinen und antimikrobiellen Substanzen beteiligt. Bei Transportern vom ABC-Typ wird der
Permease-vermittelte Transport {iber den Verbrauch von ATP angetrieben (Ames und LeCar
1992; Higgins 1992). Am Import sind zusidtzlich hochaffine membran-assoziierte
Proteindoménen zur Bindung extrazelluldrer Substanzen beteiligt, welche an die Permease-
Domine gekoppelt sind (Higgins 1992; Hoshino et al. 1992; van der Heide und Poolman
2002). Stromaufwirts von Spy49 1658¢ befindet sich jedoch nur das Gen Spy49 1659c,
welches ebenfalls fiir ein Protein mit unbekannter Funktion kodiert. Neun Nukleotide trennen
beide Gene voneinander. Die hier vorgenommenen Untersuchungen auf RNA-Ebene zeigten,
das beide Gene als polycistronische RNA transkribiert werden (s. Ergebnisse 3.5.). Aufgrund
dieser Informationen ist es sehr wahrscheinlich, dass die Funktionen von Spy49 1658c und
Spy49 1659c¢ miteinander verkniipft sind. /n-silico Untersuchungen zur Proteinfunktion von
Spy49 1659c identifizierten ein N-Acetyl-Muramoyl-L-Alanin-Amidase-Motiv sowie ein N-

terminales Signalpeptid und eine o/p-Faltung. Amidasen gehdren zur Enzymfamilie der
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Hydrolasen und katalysieren die Spaltung von Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen, welche
keine Peptidbindungen sind. Im Falle eines ABC-Transporters hdtte man aufgrund der Néhe
zur Permease fiir Spy49 1659c eine Funktion als hochaffines extrazelluldres Bindeprotein
vermuten konnen, doch die dafiir ungewohliche Proteinfaltung und das Amidase-Motiv lassen
eher eine andere Funktion vermuten. So ist die Amidase durch die hydrolytische Spaltung der
Bindung zwischen N-Acetyl-Muraminsdure und L-Alanin am Abbau der bakteriellen
Zellwand wihrend der Zellteilung oder beim Einbau von Sekretionssystemen, Flagellen oder
Pili beteiligt (Scheurwater et al. 2008). Durch das Fehlen eines Motivs flir ein extrazelluldres
Bindeprotein wird die Permease hochstwahrscheinlich nicht fiir den Import sondern fiir den
Export genutzt (Higgins 1992). Die postulierte Amidasefunktion von Spy49 1659¢ und der
vorhergesagte Aminosdureexport durch Spy49 1658c weisen darauf hin, dass die komplette
Genregion fiir dynamische Umbauprozesse des Peptidoglykangeriistes durch den Einbau einer

oder mehrer exportierter Aminosduren dienen konnte.

4.4.2. Physiologische Charakterisierung von Spy49 1658¢

Ein Vergleich der Verbrauchsraten an essentiellen und nicht-essentiellen Aminosduren des
WT und der Spy49 1658c::TnSpc Staimme 32H3, 68C8 und 90C11 diente zur Aufklirung,
welche Aminosdure(n) von einem gestorten Transport betroffen war(en) und ob es sich um
einen Import oder um einen Export handelte. Da dieses Experiment nur einmalig durchgefiihrt
wurde, sind die daraus gezogenen Riickschliisse statistisch nicht abgesichert.

Insgesamt wurden bei allen untersuchten Aminosduren Unterschiede zwischen den
Verbrauchsraten des WT und der Transposonmutanten wéhrend des exponentiellen
Wachstums deutlich, eine Ausnahme bildete Spy49 1658c::TnSpc 32H3. Dies konnte auf
eine allgemeine Schwichung der Stoffwechselaktivitdt in den Mutantenstimmen hindeuten.
Auf Fitness und Metabolismus iibte dies jedoch keinen wesentlichen Einfluss aus, da die
berechneten Wachstumsparameter u und td sowie die Azidifizierungsraten der TnSpc-
Staimme dem des WT entsprachen (s. Anhang unter 6.3.4.). Auffallend waren jedoch die
Verbrauchsraten der nicht-essentiellen Aminosdure Glutaminsidure. Im WT wurden wihrend
des exponentiellen Wachstums negative Verbrauchswerte ermittelt, welche bis zum Eintritt in
die stationdre Wachstumsphase gegen den Wert 0 mM/mg Trockenmasse anstiegen. Dagegen
schwankte der Glutaminsdureverbrauch in den Spy49 1658c::TnSpc Stimmen 68C8 und
90CI11 stetig um 0 mM/mg Trockenmasse. Die negativen Werte des Glutaminsiure-
Verbrauchs sprechen fiir einen Export im WT, welcher unmittelbar oder mittelbar durch

Spy49 1658c erfolgt. Durch die Insertion des Transposonelements TnSpc in den kodierenden



4. Diskussion 107

Bereich von Spy49 1658c wurde dieser soweit reduziert, bis kaum oder kein Export an
Glutaminsédure detektiert werden konnte. Glutaminsdure (in seiner nicht-kanonischen D-
Konfiguration) ist ein Bestandteil von Peptidbriicken zwischen Peptidoglykanketten in der
bakteriellen Zellwand. Bis jetzt ist aber nicht bekannt, dass Glutaminsdure wihrend der
Synthese oder des Abbaus der Zellwand in ungebundener Form im extrazelluldren Raum zur
Verfiigung steht. Das wire aber die Voraussetzung, um mittels HPLC-Analyse zur
Bestimmung der Verbrauchsraten in den Kulturiiberstinden detektiert zu werden. Natiirlich
ist nicht auszuschlieBen, das Umstrukturierungen des Peptidoglykangeriists das
Vorhandensein einzelner Aminoséduren erforderlich machen, doch sind diese bis jetzt nicht
bekannt. Denkbar wére auch die Beteiligung von nicht-kovalenten Wechselwirkungen zur
Befestigung von Glutaminsdure in der Zellwand oder der ZellwandauBenseite von

S. pyogenes.

Die Ubereinstimmungen zwischen den Aminosidurenverbrauchsraten des WT und der
Transposonmutante 32H3 beruhen vermutlich auf der Lokalisation von TnSpc am 3’-Ende
des kodierenden Bereichs von Spy49 1658c. Innerhalb Spy49 1658c, Lénge 111
Aminoséduren, ist das Aminosiure-Permease-Motiv von Position 37 bis 103 lokalisiert. Die
Insertion des TnSpc-Elements erfolgte bei Position 92. Ein funktionsfdhiger Transport
vermittelt durch Spy49 1658c wire demzufolge in der Transposonmutante 32H3 denkbar.
Doch wiirde sich in diesem Fall der beobachtete Phianotyp aus den Selektionsdurchgingen,
welcher dem der restlichen Transposonstimme 68C8 und 90C11 und ASpy49 1658¢
entsprach, nicht durch den Funktionsverlust von Spy49 1658c¢ erkldren lassen. Eine zum WT
und den restlichen Mutantenstimmen signifikant erhohte Wachstumsrate p bzw. verringerte
Verdopplungszeit td (s. Anhang 6.3.3.) von 32H3 konnte eine mogliche Ursache fiir das
verstarkte Wachstum auf MS-Agarplatten sein. Untersuchungen auf Proteinebene sollten
durchgefiihrt werden, um Aufschluss iiber die Funktionsfahigkeit von Spy49 1658c in den
TnSpc-Insertionsmutanten zu bekommen. Dariiber hinaus sind mehrere Wiederholungen des
Experiments zur Ermittlung der Aminosdurenverbrauchsraten zur Bestitigung der hier

gezeigten vorldufigen Ergebnisse zwingend erforderlich.

Die bakterielle Zellwand {ibernimmt eine Vielzahl von Funktionen. Sie sorgt fiir die bendtigte
Stabilitdt, um dem inneren Zelldruck entgegenzuwirken, und dient gleichzeitig als Barriere
gegeniiber osmotischen Stress (Schleifer und Kandler 1972). Zusitzlich fungiert sie auch als

Plattform zur Verankerung einer Reihe von Oberflichenproteinen, welche bei pathogenen
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Organismen einen wesentlichen Beitrag zur Virulenz leisten. So sind in S. pyogenes unter
anderem das M-Protein, M-dhnliche Proteine, das Kollagen Typ I-Bindeprotein Cpa und das
Fibrinogen-Bindeprotein Sfbl fiir Adhédrenz, Kolonisierung und Invasion an Haut- und
Schleimhautzellen beteiligt (Akesson et al. 1994; Kreikemeyer et al. 2005). Sollte
Spy49 1658c zusammen mit Spy49 1659¢ an Umbauprozessen in der bakt. Zellwand
beteiligt sein, konnten in der Mutante ASpy49 1658c Verdnderungen in Struktur und
Zusammensetzung der Zellwand auftreten, welche auch einen Einfluss auf Vitalitit bzw.
Fitness und Virulenz von S. pyogenes ausiiben. Wachstumsexperimente in den Medien THY,
CDM und DMEM+GlutaMAX™ zeigten jedoch, dass es keinen signifikanten Unterschiede
in Wachstumsraten p und Verdopplungszeiten td zwischen WT M49 und ASpy49 1658c gibt.
Somit scheint die Zellwandstabilitit durch den Verlust von Spy49 1658c nicht maf3geblich
von der des WT-Stammes abzuweichen. Bleibt zu kldren, ob eventuell die Virulenz von S.

pyogenes durch Zellwandverdnderungen in der Mutante beeinflusst wurde.

4.4.3. Verinderte Oberflichenhydrophobizitit durch den Funktionsverlust von
Spy49 1658c¢

Das Adhidrenzverhalten und die Fahigkeit zur Kolonisierung lebender und kiinstlicher
Oberflichen wird hauptsdchlich durch die Polaritit der bakterielle Aufenhiille bestimmt
(Doyle und Rosenberg 1990). In Gram-positiven Bakterien tragen Lipoteichonsduren
mafgeblich zur Hydrophobizitit der Zelloberfliche bei (Doyle und Rosenberg 1990;
Courtney et al. 1990; Fedtke et al. 2007; Miorner et al. 1983). Diese Glycerol-Phosphat-
Polymere sind iiber einen amphiphilen Glycolipid-Anker kovalent in die Zellmembran
eingebettet und durchdringen mit ihrer hydrophilen Polymer-Komponente kettenartig die
Peptidoglykanschicht. Oberflichenproteine leisten ebenfalls einen wichtigen Beitrag zur
Oberflichenhydrophobizitit. Es konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Serotypen von
S. pvogenes Oberflichenproteine mit Lipoteichonsduren interagieren, wobei Fettsduren,
welche tiber eine Esterbindung mit Lipoteichonsduren verkniipft sind, auf der Zelloberflache
von S. pyogenes exponiert werden (Ofek et al. 1983). Sowohl fiir ASpy49 1658c (s.
Ergebnisse 3.9.) als auch fiir die Spy49 1658c::TnSpc Stamme 68C8 und 90C11 (s. Anhang
6.3.5.) konnte eine zum WT signifikant verringerte Hydrophobizitit der Zelloberfliche mit
Hilfe von n-Hexadecan nachgewiesen werden. Dies ist ein wichtiger Hinweis fiir
Verdnderungen in der Zellwandzusammensetzung bzw. fiir strukturelle Verdnderungen
einzelner Zellwandkomponenten. Zudem verdndert eine geringere

Oberflachenhydrophobizitit die Affinitit zu sowohl hydrophoben als auch zu polaren
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Verbindungen. MS liegt in wéassriger Losung als negativ geladenes Menadionbisulfit-Ion vor.
Oberfldachen mit negativen Ladungseigenschaften wiirden eher zur AbstoSung von MS-Ionen
fiihren. In diesem Fall kdnnten AbstoBungsreaktionen auch zu dem beobachteten Anstieg der
MS-Toleranz in der Spy49 1658c Deletionsmutante und den Insertionsmutanten gefiihrt
haben. Ob neben einer verringerten Zelloberflichenhydrophobizitit auch das
Virulenzverhalten von S. pyogenes durch den Verlust von Spy49 1658c beeinflusst wurde,

sollte in verschiedenen Virulenzversuchen genauer analysiert werden.

Ahnlich wie in den Versuchen zur Bestimmung der Aminosiurenverbrauchsraten, zeigte
Insertionsmutante 32H3 eine zum WT nicht signifikant abweichende Hydrophobizitit der
Zelloberfliche. Ein durch die Insertion von TnSpc am 3’-Ende verkiirztes aber
funktionsfahiges Protein von Spy49 1658c wire auch hier eine denkbare Erkldrung fiir die
beobachtete Ubereinstimmung von WT und Spy49 1658c::TnSpc 32H3.

4.4.4. Einfluss von Spy49 1658c auf die Virulenz von S. pyogenes M49 in vitro

Im Versuch zum Adhédrenz- und Internalisierungsverhalten von S. pyogenes an humane
Keratinozyten HaCaT konnte fiir ASpy49 1658c¢ ein zum WT signifikant verringertes
Adhidrenzvermogen beobachtet werden. Auf die Internalisierungsrate hatte der Verlust von
Spy49 1658c keine Auswirkung. Eine Ursache fiir die verminderte Adhédrenzrate der
Deletionsmutante wire die beobachtete Reduktion der Oberflichenhydrophobizitit. Jedoch
auch Verdnderungen von zellwandassoziierten Proteinstrukturen konnen fiir Adhirenzraten
von lediglich 25 % der WT-Adhirenzwerte verantwortlich sein. Hasty et al. (1992)
beschrieben ein Adhédrenz-Model fiir GAS, bestehend aus zwei Schritten, indem zu Beginn
hydrophobe Wechselwirkungen fiir eine lockere Anheftung und nachfolgend
Oberflachenproteine, sogenannte = Adhédsine, fiir eine stabile Anlagerung an
Wirtszellrezeptoren sorgen (Nobbs ef al. 2009). Zu den Adhdsinen zdhlen unter anderem auch
M-Proteine. M-Proteine und Mitglieder der M-Proteinfamilie konnen mit LTA interagieren
und so die Oberflaichenhydrophobizitit und Adhdsion von GAS maligeblich beeinflussen
(Courtney et al. 2009). Daneben konnte fiir GAS MI1T1 gezeigt werden, dass Pili bei der
Adhérenz an humane Keratinozyten eine wichtige Rolle spielen (Abbot et al. 2007). Durch
den Verlust von Spy49 1658c konnte es zu Verdnderungen im Adhésinanteil selbst oder in
threr Zugénglichkeit innerhalb der Zellwand gekommen sein, was sowohl die

Oberflichenhydrophobizitét als auch das Adhédrenzverhalten beeinflusste.
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In Versuchen mit menschlichem Vollblut verfiigte ASpy49 1658c iiber ein signifikant
verringertes Reproduktionspotential als der WT. Mehrere Studien belegten, dass bakterielle
oberflichenassoziierte Proteine zur Umgehung der Komplementaktivierung beitragen und
damit eine invasive Ausbreitung des Organismus durch héhere Uberlebensraten im
menschlichen Vollblut gewéhrleisten (Lambris ef al. 2008; Rooijakkers und van Strijp 2007;
Serruto et al. 2010). In GAS sind unter anderem, die zu den Adhdsinen zugeordneten Fn-
Bindeproteine und M Proteine an der Komplementdeaktivierung beteiligt. Fisher ef al. (2008)
und Dahesh ef al. (2012) konnten belegen, dass das Oberfldchenprotein Shr zur Bindung an
die extrazelluldren Matrixproteine Laminin u./o. Fibronektion sowie zur Bindung von
Hemoproteinen dient. Somit leistet ein weiteres Mitglied der Adhédsinfamilie durch die
Bereitstellung von Eisen einen wichtigen Beitrag zum Uberleben im menschlichen Vollblut.
Die signifikant geringeren Vermehrungsraten der Spy49 1658c Deletionsmutante konnten
demnach ein weiterer Beleg fiir Verdnderungen im zellwandassoziierten Proteinanteil

darstellen.

Ahnlich wie fiir die Internalisierungsraten, unterschied sich der Anteil nicht-adhérenter, im
Zellkulturiiberstand  befindlicher, GAS-Zellen im Versuch mit humanen HaCaT
Keratinozyten zwischen WT und ASpy49 1658c nicht voneinander. Unter Einbeziehung der
mathematischen Differenz aus der Summe im Uberstand, adhirent an und internalisiert in
HaCaT befindlicher GAS-Zellen zur Gesamtzellzahl, wurden jedoch signifikante
Unterschiede zwischen WT und ASpy49 1658c deutlich. In der Deletionsmutante war
aufgrund der geringen Adhérenzrate dieser Anteil signifikant hoher als im WT. Eine erhohte
Abtotungsrate oder verstirkte Wachstumshemmung wéhrend der Kokultivierung von
ASpy49 1658c und HaCaT konnten mdgliche Griinde fiir diese Beobachtung sein. Durch die
Produktion verschiedener AMPs, wie Defensine und Cathelicidine, besitzen auch
Keratinozyten antimikrobielle Eigenschaften (Lai und Gallo 2009; Yamasaki und Gallo 2008;
Braff und Gallo 2006). Und wie der Versuch zur Induktion einer signifikanten
Wachstumshemmung von mind. 50 % zeigte, konnte durch Verwendung des Cathelicidins
LL-37 und des AMP Protamin ein abgeschwéchtes Vermehrungspotential in der

Deletionsmutante induziert werden.

Als ein Bestandteil der angeborenen Immunantwort leisten Phagozyten (Makrophagen und
PMNs) einen wichtigen Beitrag zur Bekdmpfung und Eliminierung eingedrungener

Organismen, wie Viren, Bakterien und Pilze. Dabei kommen sowohl ROS (NO, OH, O:",
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Hypochlorid) als auch AMPs zur Abtotung phagozytierter Organismen zum Einsatz. Im
Versuch mit murinen Monozyten/Makrophagen wurden vom WT als auch von ASpy49 1658¢
knapp die Hilfte der eingesetzten Gesamtmenge nach 30 Minuten getdtet. Die
Deletionsmutante besall zwar ein erhdhtes Toleranzpotential gegentiber dem Oz -Produzenten
MS, jedoch gegeniiber des OH' -Bildners H20: war die Sensitivitit nicht vom WT
verschieden. Das Zusammenwirken verschiedener oxidativer Stressoren und AMPs stellt
einen hochst effektiven Abwehrmechanismus des Wirtes dar, wogegen das verwendete GAS

Hautisolat M49 591 auch durch den Verlust von Spy49 1658c¢ nichts entgegenzusetzten hatte.
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6. Anhang
6.1. Geriite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

6.1.1. Geriite und Software

Abzug Airone FC-640; Safelab Systems Ltd. Indianapolis USA
Agarosegeldokumentationseinheit; Intas Science Imaging Instruments GmbH Goéttingen
Deutschland

e UV System

e Gel Jet Imager

e Mitsubishi P91D
Elektroporationsgerit EquiBio Easyject Plus; PeqLab Biotechnologie GmbH Erlangen
Deutschland
Entwickler Rontgenfilm automatisch Typ Curix 60; Agfa Gevaert N. V. Mortsel Belgien
Eppendorf Multipette® Plus; Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Gefrierschrank -20°C Liebherr comfort; Liebherr International AG Kirchdorf an der Iller
Deutschland
Gefrierschrank -80°C New Brunswick HEF U570; Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Heizplatte Heating magnetic stirrer ARE; UniEquip GmbH Planegg Deutschland
Hybridisierungsofen OV3 und OVS; Biometra® Gottingen Deutschland
Hybridisierungsrohren Thermo Hybaid HB-OV-BS; Thermo Fisher Scientific GmbH
Dreieich Deutschland
Inkubatoren Heraeus 30°C, 37°C, 37°C und 5 % CO2; Thermo Fisher Scientific GmbH
Dreieich Deutschland
Kiihlzentrifuge Typ Allegra™ 64R; Beckman Coulter GmbH Krefeld Deutschland
Lichtmikroskop Typ CKX41; Olympus Deutschland GmbH Hamburg Deutschland
Multimode Microplate Reader Infinite® 200 pro; Tecan Group AG Mannedorf Schweiz
Picodrop Spektrophotometer V. 2.08; Picodrop™ Hinxton UK
pH/mV Meter Ultra Basic UB-10; Denver Instrument GmbH Goéttingen Deutschland
Pipettierhilfe Accujet® pro; Brand Biotech Melsungen Deutschland
Prizisionswaage BP4100S; Sartorius Gottingen Deutschland
Prizisionswaage E1200S; Sartorius Gottingen Deutschland
Ribolyser; Hybaid Ashford UK
Rontgenfilmkassette PL-B/PL-BW; Konika Minolta Holdings Inc. Marunouchi Japan
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Schiittelinkubator KS 4000 I Control; IKA® Werke GmbH u. Co. KG Staufen Deutschland
Schiittler Rocking platform; Biometra® Géttingen Deutschland

Spritzen Discardit™ II 2 ml, 5 ml und 20 ml; BD (Becton Dickinson) GmbH Heidelberg
Deutschland

Sterilwerkbank Biowizard; Kojair® Tech Oy Vilppula Finnland

Stromversorgung PowerPac™ HC; BioRad Miinchen Deutschland

SpectraMax M2 Multimode Microplate Reader; Molecular Devices

Thermocycler T3; Biometra® Géttingen Deutschland

Thermoschiittler Thermomixer® compact; Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Zéahlkammer Biirker; Lo-Laboroptik Friedrichsdorf Deutschland

UV Kammer GS gene linker™; BioRad Miinchen Deutschland
UV/Vis-Spectrophotometer Smart Spec™ Plus; BioRad Miinchen Deutschland
Vakuum-Tischzentrifuge RVC 2-18; Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH
Osterode am Harz Deutscland

Wasserbad GFL 1086; Gesellschaft fiir Labortechnik mbH Grof3burgwedel Deutschland
Zihlkdmmermodell Biirker; Feinoptik GmbH Bad Blankenburg Deutschland

Zentrifuge Heraeus Biofuge Pico; DJB Labcare Ltd. Newport Pagnell UK

Zentrifuge Heraeus Megafuge Typ 1.0R; DJB Labcare Ltd. Newport Pagnell UK

6.1.2. Chemikalien und Reagenzien

ABTS; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Adeninsulfat; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Agar, technisch Nr. 3; Oxoid Deutschland GmbH Wesel Deutschland

Alanin (D/L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Aminobenzoesédure; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Ampizillin; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Anti-DIG-Antikorper AP-konjugiert; Roche Applied Science Deutschland GmbH Mannheim
Deutschland

Argenin (L); Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

Asparagin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Asparaginsadure (L); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Betain; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Biotin; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Blockingreagenz; Roche Applied Science Deutschland GmbH Mannheim Deutschland
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Chloroform; J.T Baker Deventer Niederlande

CSPD (25 mM); Roche Applied Science Deutschland GmbH Mannheim Deutschland
Cystein (L); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Cystin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
DEPC; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

DIG 11 dUTP; Roche Applied Science Deutschland GmbH Mannheim Deutschland
DMEM+GlutaMAX™+Pyruvat; Invitrogen™ Life Technologies GmbH Carlsbad USA
DMEM+GlutaMAX™; Invitrogen™ Life Technologies GmbH Carlsbad USA
DNA-Ladepuffer 6 x Fermentas; Thermo Fisher Scientific GmbH Dreieich Deutschland
DNA Molecular Weight Marker II DIG-labeled; Roche Applied Science Deutschland GmbH
Mannheim Deutschland

Eisen (II) nitrat x 9 H20; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim
Deutschland

Eisen (III) sulfat x 7 H20; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim
Deutschland

Ethidiumbromid; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland
Ethyldiamintetraessigsdure; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Essigsdure 100 %; AppliChem GmbH Darmstadt Deutschland

Erythromyzin; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Ethanol 96 %; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

Folséure; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Formaldehyd 37 %; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

Formamid deionisiert; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

GeneRuler™ 1 kbp DNA Leiter Fermentas; Thermo Fisher Scientific GmbH Dreieich
Deutschland

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Leiter Fermentas; Thermo Fisher Scientific GmbH Dreieich
Deutschland

Glukose; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Glutamin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Glutaminsdure (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Glycerin 100 %; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Glycin; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

Guanin HC1 H20; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Hexadecan; VWR International GmbH Darmstadt Deutschland
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Histidin (L); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Hybridisierungspuffer DIG Easy Hyb; Roche Applied Science Deutschland GmbH
Mannheim Deutschland

Isoleucin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Kilberserum foetal ,,Gold*; PAA Laboratories GmbH Pasching Osterreich
Kaliumazetat; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Kaliumchlorid; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat; Merck KGaA Darmstadt Deutschland
Dikaliumhydrogenphosphat; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

Kalziumchlorid; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Kanamyzin; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Leucin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Lysin (L) H20; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Magnesiumchlorid; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Magnesiumsulfat x 7 H20; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Maleinsédure; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Mangan (II) sulfat H2O; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/Riedel-de Haén) Steinheim
Deutschland

MassRuler™ Express Forward DNA Leiter Fermentas; Thermo Fisher Scientific GmbH
Dreieich Deutschland

Methionin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Natriumazetat; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Natriumbicarbonat; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Natriumchlorid; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

Natriumcitrat (Tri-Natriumcitrat-Dihydrat); Merck KGaA Darmstadt Deutschland
Natriumdodecylsulfat; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat; Merck KGaA Darmstadt Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat; Merck KGaA Darmstadt Deutschland

Natriumhydroxid; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Nicotinamid; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland
Nicotinamidadenindinukleotid (NADH); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland
Ca-Pantothensdure; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Penicillin-Streptomyzin 5000 U/ml u. 5000 pg/ml; Invitrogen™ Life Technologies GmbH
Carlsbad USA
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peqGOLD High Range RNA-Leiter; PEQLAB Biotechnologie GmbH Erlangen Deutschland
Phenol, Roti®-Phenol (pH 8,0) und Roti®-Aqua-Phenol (pH 4,5-5); Roth GmbH Karlsruhe
Deutschland

Phenylalanin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Prolin (L); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Hydroxyprolin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Pyridoxal HCI; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Pyridoxamin x 2 HCI; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Riboflavin; Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Saponin; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Schafsblut defibriniert; Oxoid Deutschland GmbH Wesel Deutschland

Serin (L); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Serum human; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Spektinomycin Pentahydrate; MP Biomedicals Deutschland GmbH Eschwege Deutschland
Sukrose; Serva Electrophoresis Heidelberg Deutschland

Thiamin HCI; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Threonin (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Tryptophan (L); Sigma-Aldrich GmbH (Fluka/ Riedel-de Haén) Steinheim Deutschland
Todd-Hewitt-Broth Nahrmedium; Oxoid Deutschland GmbH Wesel Deutschland

TRIS Hydrochlorid; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

TRIS Trizma® Base; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Trypan-Blau-Farbung 0,4 %; Invitrogen™ Life Technologies GmbH Carlsbad USA
Tween® 20; Serva Electrophoresis GmbH Heidelberg Deutschland

Tyrosin (L); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Uracil; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Valin (L); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Wasserstoffperoxid 30 %; Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

6.1.3. Verbrauchsmaterialien und Kits

ABI PRISM™ BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit; Invitrogen™ Life
Technologies GmbH Carlsbad USA

Columbia-Blutagarplatten 5 % Schafsblut; bioMerieux Deutschland GmbH Niirtingen
Deutschland

DNeasy Blood and Tissue Kit; Qiagen GmbH Hilden Deutschland
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Easy Sealer transparent 80 X 140 mm; Greiner Bio-One Frickenhausen Deutschland
Einmalhandschuhe Sterling Nitril; Kimberly-Clark GmbH Koblenz Deutschland
Elektroporationskiivetten 2 mm Elektrodenabstand; PEQLAD Biotechnologie GmbH
Erlangen Deutschland

Eppendorf Combitip® Plus 5 ml; Eppendorf AG Hamburg Deutschland

Eppendorf Combitip® Plus 10 ml; Eppendorf AG Hamburg Deutschland

Eppendorf Reaktionsgefdlie 0,5 ml Safe-Lock; Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Eppendorf Reaktionsgefdlie 1,5 ml Safe-Lock; Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Eppendorf Reaktionsgefdlle 2,0 ml Safe-Lock: Eppendorf AG Hamburg Deutschland
FastRNA® Pro Blue Kit; MP Biomedicals GmbH Eschwege Deutschland
Mikro-Schraubenréhrchen 2,0 ml; Sarstedt AG und Co Niirnbrecht Deutschland
Nylon-Membran Biodyne® postiv geladen 0,45 pm; Pall Corporation Portsmouth UK
Nylon-Membran Biodyne® amphoterisch 0,2 pm; Pall Corporation Portsmouth UK
Objektglastrager 76 x 26 mm; Knittel Glasbearbeitung GmbH Braunschweig Deutschland
Petrischalen 92 x 16 mm; Sarstedt AG und Co Niirnbrecht Deutschland

Pipettenspitzen 1 ml blaue Spitzen; Sarstedt AG und Co Niirnbrecht Deutschland
Pipettenspitzen 200 pl gelbe Spitzen: Sarstedt AG und Co Niirnbrecht Deutschland
Pipettenspitzen 10 pl TipOne® graduiert; StarLab GmbH Hamburg Deutschland
QIAquick Gelextraction Kit; Qiagen GmbH Hilden Deutschland

QIAquick PCR Purification Kit; Qiagen GmbH Hilden Deutschland

Replikatoren 96-Well Format; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

Sterilfilter 0,2 um fiir 500 ml; Corning GmbH Kaiserslautern Deutschland

Sterilfilter 0,2 um fiir 150 ml; Corning GmbH Kaiserslautern Deutschland

Sterilfilter 0,2 um Sterifix Injektionsfilter; B. Braun Melsungen AG Melsungen Deutschland
SuperScript™ First-Strand Synthese System fiir RT-PCR; Invitrogen™ Life Technologies
GmbH Carlsbad USA

Zellkulturflaschen 75 cm?; Greiner Bio-One Frickenhausen Deutschland
Zentrifugengefdfle 15 ml; Greiner Bio-One Frickenhausen Deutschland

ZentrifugengefdBle 50 ml; Greiner Bio-One Frickenhausen Deutschland

6.1.4. Plasmide und Enzyme

DNase I (1U/ul) RNase-free; Epicentre® Wisconsin USA

HRP, Typ II Peroxidase; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland
Hyaluronidase Typ II; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland
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Lysozym; Roche Applied Science Deutschland GmbH Mannheim Deutschland
Mutanolysin von Streptomyces globisporus ATCC 21553; Sigma-Aldrich GmbH Steinheim
Deutschland

pASK-IBA3c; IBA GmbH Géttingen Deutschland

pBlueScript I KS (+) Fermentas; Thermo Fisher Scientific GmbH Dreieich Deutschland
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase; Thermo Fisher Scientific GmbH Dreieich
Deutschland

PlyC (6,32 pg/ml); Novartis Siena Italien

RNase (DNase frei); Roche Applied Science Deutschland GmbH Mannheim Deutschland
Taq (DNA) Polymerase (5 U/ul); Qiagen GmbH Hilden Deutschland

Trypsin-EDTA 0,25%; Invitrogen™ Life Technologies GmbH Carlsbad USA

6.1.5. antimikrobielle Peptide

Beta-Defensin 3 human; PeproTech® Hamburg Deutschland

Colistin (sulfatsalz); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

LL-37 Peptid; Innovagen AB Lund Schweden

Menadion (natriumbisulfit); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland
Protamin (sulfatsalz); Sigma-Aldrich GmbH Steinheim Deutschland

6.2. Zusammensetzung CDM

Das fiir diese Arbeit verwendete CDM / Glukose setzte sich wie folgt zusammen:

Na2HPO4 735¢
NaH2PO4 32 g
Na(CH3COO) 45 g

wurden in 200 ml A.dest. gelost. AnschlieBend wurden die in Tabelle 13 aufgefiihrten

Stammldsungen wie folgt zugesetzt:

1 Phosphatbufter 10 ml
2 Asparagine 20 ml
3 Aminosduren Mix 20 ml
4 L-Leucin 20 ml
5 L-Glutaminséure 3,4 ml
6 D/L-Alanin 5 ml



6. Anhang 133

7 L-Isoleucin 10 ml
8 L-Methionin 10 ml
9 L-Threonin 10 ml
10 L-Argenin HCI 5 ml
11 L-Histidin HCI H20 5 ml
12 L-Thryptophan 5 ml
13 L-Valin 5 ml
14 L-Lysin 5 ml
15 Riboflavin 25 ml
16 Vitamin Mix 25 ml
17 Biotin 20 ml
18 Folsdure 40 ml
19 Pyridoxamin 2HCI 6,25 ml
20 L-Glutamin 10 ml
25 L-Cystin 5 ml
26 L-Tyrosin 10 ml
27 AGU Mix 44 ml
28 MgSOs4 x 7 H20 5 ml
29 Salzlosung 5 ml
Pyridoxal HCI I mg
NADH 2,5 mg
H>O ad. 1000 ml

Der pH Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Nach dem Sterilfiltrieren wurde das CDM fiir
maximal 14 Tage bei 4 °C gelagert. Kurz vor dem Gebrauch erfolgte die Zugabe von Glukose
(Konz. siehe 2.3.) und der Komponenten 30 und 31 (Tabelle 13) zu dem Medium.
Komponenten 30 und 31 wurden steril filtriert und wie folgt verwendet:

30 Natriumbicarbonat 200 pl

31 L-Cystein 100 ul  auf 10 ml CDM
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Tab. 13: Zusammensetzung und Pipettierschema der zur Herstellung von CDM
verwendeten Losungen.

Nr. Name Komponenten Menge Zum Losen Endvol. in Besonderes
zugeben: ml
m Erste | Zweite
g g Komponente
KH,PO4 2
1 Phosphatbuffer H,O 100
K,HPO, 10
2 Asparagin 1 H,O 200
L-Asparaginsdure | 2
L-Phenylalani 2
Legy —— > 6,4 ml Erhitzen
3 | Aminosauren Mix “oerin 2,5N H,O 400 notwendig, nicht
L-Prolin 4 NaOH héher als 57°C
L-Hydroxyprolin 4
Glycin 4
Erhitzen
4 L-Leucin 1 H,O 100 notwendig, nicht
héher als 57°C
19,2 ml
5 | L-Glutaminsiure 6 25N H,O 200
NaOH
6 D/L-Alanin 4 H,O 200
Erhitzen
7 L-Isoleucin 2 H,O 200 notwendig, nicht
hoéher als 57°C
Erhitzen
8 L-Methionin 2 H,O 200 notwendig, nicht
hoher als 57°C
Erhitzen
9 L-Threonin 2 H,O 100 notwendig, nicht
hoéher als 57°C
10 | L-Argenin HCI 4,84 H,O 200
L-Histidin HC1
11 H,0 5,4 H,O 200
12 L-Thryptophan 4 20 m1 2N H,O 200
HCIl
13 L-Valin 2 H,O 100
14 L-Lysin H,O 2,76 H,O 100
0,1 ml
15 Riboflavin 8 konz. H,O 100
Essigsdure
Nicotinamid 100
Thiamin HC1 20
16 Vitamin Mix | Aminobenzoeséure 4 H0 250
Ca-Pantothensédure 20
Smgin 1
ml 950, | 20mlof
FtOH Mix to
17 Biotin 5 180 ml 200 Dunkel lagern
+49 ml
0,01 N
0,01N Hel
HCl
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Fortsetzung Tab. 13:

Nr. Name Komponenten Menge Zum Losen Endvol. in Besonderes
zugeben: ml
Erste | Zweite
g me Komponente
0,1 ml
18 Folsaure 5 25N H,O 250
NaOH
19 | Pyridoxamin 2HCI 23 H,O 100
20 L-Glutamin 4 H,O 200
. 80 ml 2
25 L-Cystin 4 N HCI H»O 400
16 ml
26 L-Tyrosin 4 2,5N H,0 400
NaOH
Adenine sulfate 435
: Guanine HCl 50 ml 2
27 AGU Mix H,0 310 N HCI H,O 500
Uracil 250
Iml2N
28 | MgSO,x 7 H,0 7 nI;Cl H,0 50
FeSO, x 7 H,O 100
CaCl, 200
. 1,2ml 2
29 Salzlosung MnSO, x H,O 100 | N HCL H,O 100
Fe(NO3)3 X9
H,0 20
Erhitzen
30 | Natriumbikarbonat 1.25 H,O 10 notwendig, nicht
hoher als 57°C
Erhitzen
31 L-Cystein 250 H,O 5 notwendig, nicht
hoher als 57°C

Die hier aufgefiihrten Stammlosungen wurden bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert.

6.3. Einzelergebnisse

6.3.1. Southern-Blot Analysen

Originalbilder der Southern-Blot Untersuchungen einer Auswahl von insgesamt 56 TnSpc-
Mutanten zur Bestimmung der Anzahl integrierter Transposonelemente. Alle aufgefiihrten
Mutantenstimme wurden aufgrund ihrer verdnderten Toleranz gegeniiber den oxidativen
Substanzen H20O> und Menadion sowie dem antimikrobiellen Peptid Colistin selektiert.
Weiterfiihrende Experimente zur Identifizierung der TnSpc-Insertionsstelle erfolgten
ausschlieflich mit Stidmmen, welche eine einmalige Insertion des Transposonelements
aufwiesen. Desweiteren wurden alle nicht-hdmolysierenden Stamme mittels Southern-Blot

auf die Anzahl ihrer integrierten TnSpc-Elemente untersucht. Als Sonde dienten jeweils
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Digoxigenin-markierte Fragmente der Spektinomycin-Resistenzkassette aus pMGC57-spc (s.

Abschnitt 2.6.8.2.).

M18 TnSpc Hé- M18 TnSpc verand. HoOo/MS/Col.-Tol.
19F1 62D12  76G1 13A7 32C1 HMG12 64B12 89F 11
TA3 45E11 73G4 78G10 3288 35G5 44C3 88H2 89F11

23,1kbp

9,4 kbp

66kbp

4,4 kbp

2,3kbp
20kbp

0,56kbp

Abb. 26: Southern-Blot einer Auswahl an M18 TnSpc-Stimmen.

Insertionsmutanten mit fehlender Hamolyseeigenschaft (Hd-) als auch mit verdnderter
Sensitivitdt gegeniiber H202 u./o. MS u./o. Col. wurden beziiglich der Anzahl integrierter
TnSpc-Elemente untersucht. Jeweils 3 ug genomische DNA wurden iiN mit Pst] verdaut und
mit einem Digoxigenin-markierten aad9 Fragment hybridisiert.

Eine mehrfache Insertion des TnSpc-Elements aus pMGCS57-spc konnte fiir folgende vy-
hdmolysierende Stimme nachgewiesen werden: 7A3; 19F1; 45E11; 73G4 und 76Gl1. Fiir
Stamm 62D12 wurde kein Signal detektiert und 78 G10 besall nachweislich nur ein TnSpc-
Element.

Insertionsmutanten 41G12, 64B12 und 89F11 mit einer verdnderten Toleranz gegeniiber
oxidativen Strel und antimikrobiellen Peptiden zeigten eine mehrfache Insertion von TnSpc.
Fiir Stamm 32C1, 35G5 und 44C3 konnten keine eindeutigen Ergebnisse erziehlt werden.
Griinde hierfiir waren eventuell ein unvollstindiger Verdau der gDNA und/oder eine

unvollstindige elektrophoretische Auftrennung. 13A7 und 88H2 waren durch ein einzelnes

TnSpc-Element gekennzeichnet.
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M18 TnSpc- Stamme

9A8 32G5 42E12 45F4 63C7 66D4 81E4 88F1 80D5

231kbp

9.4 kbp &

6,6 kbp P“

s

4,4kbp

23kbp
2,0 kbp

0,56 kbp

Abb. 27: Southern-Blot von TnSpc-Mutanten des Serotyps M18 mit einer verinderten
Sensitivitit gegeniiber H>O> u./o. MS u./0. Col.

3 ng Pstl-verdaute gDNA wurden jeweils eingesetzt. Als Sonde wurde ein Digoxigenin-
markiertes aad9-Fragment verwendet.

Fiir die Stimme 9AS8, 63C7, 66D4 und 90D5 wurde eine zweifache Insertion des TnSpc-
Elements nachgewiesen. M18 TnSpc-Stamm 81E4 wies ein einzelnes Transposonelement auf.
Kein Sondensignal wurden fiir 32G5, 42E12, 45F4 und 88F1 erzielt. Ursachen hierfiir waren
zu geringe Mengen an gDNA oder eine unvollstindige Auftrennung der geschnittenen gDNA.

M18 TnSpc - Stdamme

44C3  62D12

23,1 kbp

9.4 kbp

6.6 kbp

4.4 4bp

2,3 kbp
2,0 kop

0,56 kbp

Abb. 28: Southern-Blot der M18 TnSpc-Mutante 44C3.
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M18 TnSpc-Mutante 44C3 besall eine verdnderte Toleranz gegeniiber H202 und MS. 62D12
war durch das fehlen der Himolyse gekennzeichnet.

Fiir beide untersuchte Stimme (44C3 und 62D12) konnte die einmalige Insertion von TnSpc

in das Genom von Serotyp M18 nachgewiesen werden.

M18 TnSpc-Stdmme M48 TnSpc-Stdmme
Ha- verénd. HoOo/MS/Col. -Tol. Ha-  verdnd. HyO5/MS/Col.-Tol. M18 TnSpc-Stdamme
902 32¢1 2167 42612 88F 1 14810 65G12 72610 902

24G7 3288 41G12 32G5 45F4 50C4 46D11 68B12 73B5 24G7 32B8

23,1kbp

9,4kbp
6,6kbp

4,4Kbp

2,3Kbp
2,0kbp

0,56 kbp

Abb. 29: Southern-Blot-Analyse von TnSpc-Mutanten des Serotyps M18 und M49.
TnSpc-Mutanten des Serotyps M18 und M49 waren gekennzeichnet durch ein verdndertes
Toleranzverhalten gegeniiber oxidativem Stress u/o. dem antimikrobiellen Peptid Colistin.
Zusitzlich wurden nicht-hdmolysierende Stimme untersucht.

Ein mehrfacher Einbau von TnSpc erfolgte fiir die Stdimme des Serotyps M18: 9D2; 32BS;
42E12 und 88F1. Der nicht-hdmolysierende Stamm 24G7 zeigte eine Insertion von zwei
Transposonelementen. Fehlende Signale erhielt man fiir die Stimme 41G12 und 32GS.

Bei Serotyp M49 konnten lediglich fiir den Stamm 68B12 zwei TnSpc-Elemente
nachgewiesen werden. Fiir den nicht-hdmolysieren Stamm 50C4 und Stamm 46D11, welcher
eine erhohte Sensitivitit gegeniiber Colistin im Vergleich zum WT besall, wurde kein Signal
detektiert. Die restlichen Insertionsmutanten (14B10; 65G12; 72G10 und 73B5) waren durch

das Vorhandensein von einem TnSpc-Element gekennzeichnet.
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M18 TnSpc M49 TnSpc
veriind. HyO,/MS/Col.-Tal. verand. H,Oo/MS/Col.-Tol. Ha-
42E12 88F1 29E11 61D2 B65H1 76G10 86D9 8B11

32B8 45F4 WT_49 59C5 63H7 76B2 78811 89F2 2883

S

23,1kbp
9.4 kbp
6,6 kbp
44kbp

23kbp
2,0kbp

0,56 kbp

Abb. 30: Southern-Analyse von TnSpc-Insertionsmutanten des Serotyps M18 und M49.
Sowohl Mutanten mit verdnderter Sensitivitidt gegeniiber H202 u./o. MS u./o0. Col. als auch
verdndertem Hédmolyseverhalten wurden untersucht.

Fir M18 konnte lediglich bei Stamm 45F4 die Insertion von einem Transposonelement
nachgewiesen werden. 32B8 und 88F1 zeigten zwei bzw. vier integrierte
Spektinomycinkassetten von TnSpc. Kein Signal konnte bei 42E12 detektiert werden.
Transposonmutanten des Serotyps M49 Stamm 29E11, 59CS5, 61D2, 63H7, 78B11 und 86D9
waren mit zwei oder mehr TnSpc-Elementen ausgestattet. Eine einfache Insertion erfolgte in
Stamm 65H1, 76B2 und 76G10. Kein Signal wurde fiir den WT und die Stimme 89F2, 8B11
und 28B3 detektiert.
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M49 TnSpc
verand.
H0MS/
M18 TnSpc  Col. Tol. Ha- verand. Hp2O2/MS/Col.-Tol.
45F4 76G10 2883 57E3 7188 6A8 9F9 30F5

42E12 88F1 8811 50C4 67A11 90D2 6H1 14B10 38E6

23,1 kbp

94 Kop

66kop

4 4kop

23kop
20kop

0,56 kbp

Abb. 31: Southern-Blot von M18 und M49 TnSpc-Mutanten zur Bestimmung der
Anzahl integrierter Transposonelemente.

Alle Mutantenstimme wurden Aufgrund des Verlustes der B-Hidmolyse oder einer
verdnderten Toleranz gegeniiber oxidativem Stress (H202 u./o. MS) bzw. antimikrobiellen
Peptiden (Col.) ausgewdhlt.

In Serotyp M18 TnSpc-Stamm 42E12 konnte kein Sondensignal detektiert werden. Dagegen
konnte fiir 45F4 ein TnSpc-Element und fiir 88F1 zwei Transposonelemente nachgewiesen
werden.

Bei folgenden nicht-hdmolysierenden Insertionsmutanten des Serotyps M49 wurden mind.
zwel TnSpc-Elemente detektiert: 8B11; 28B3, 71B8 und 90D2. Stamm 57E3 und 67Al11
besallen ein Transposonelement. M49::TnSpc mit einem verdndertem Toleranzverhalten zu
H20:2 u./o. MS u./o. Col. im Vergleich zum WT zeigte sich bei 6A8 und 38E6 der Einbau von
zwel TnSpc-Elementen. Nur ein Transposonelement wurde bei den Stimmen 76G10, 6H1,
9F9, 14B10 und 30F5 detektiert.
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M49 TnSpc - Stamme

WT_49 32H3  45F4 68C8  90C11

231 kbp

9,4 kbp

6,6 kbp

4,4 kbp

2,3 kbp
2,0 kbp
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Abb. 32: Untersuchung der Anzahl eingebauter Transposonelemente ins Genom von
M49::TnSpc Stammen.

Mittels Southern-Blot-Analyse wurde die Anzahl integrierter TnSpc-Elemente ermittelt. Die
aufgefithrten Mutantenstimme besallen im Vergleich zum WT eine verdnderte Sensitivitit
gegeniiber oxidativen Substanzen (H20:2 u./o. MS) und/oder dem antimikrobiellen Peptid
Colistin (Col.).

In den TnSpc-Insertionsmutanten des Serotyps M49 32H3, 45F4, 68C8 und 90C11 erfolgte
der Einbau von einem Transposonelement in das Genom. Weitere unspezifische schwache

Signale wurden fiir den Stamm 32H3 und 45F4 detektiert.

In Tab. 14 wurde fiir jeden untersuchten Stamm eine Zusammenstellung der beobachteten
Phénotypen aus den unterschiedlichen Selektionsrunden sowie die Anzahl integrierter

Transposonelemente dargestellt.

Tab. 14: Ubersicht der mittels Southern-Blot untersuchten M18 und M49 TnSpc-
Mutanten.

Die Ubersicht schlieBt die beobachteten Phinotypen aus den verschiedenen
Selektionsdurchgiingen und Anzahl eingebauter Transposonelemente mit ein.

M18
Stamm- Phénotyp 1. Phénotyp Anzahl integrierter TnSpc-
Nr. Selektion Bestitigungsrunden Elemente

9A8 MS- MS- 2
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M18

Stamm- Phénotyp 1. Phénotyp Anzahl integrierter TnSpc-

Nr. Selektion Bestitigungsrunden Elemente

9D2 MS- H- 2

13A7 MS- MS- und Col.- 1

21G7 MS- H- 2

32B8 MS- und H- H+ und Col.+ 2

32Cl1 MS- MS- und H- 1

32G5 MS- MS- 2

35G5 MS- MS- und H- 2 '(keine deutl. abgegrenzten
Signale)

41G12 MS- MS- und Col.- 3

42E12 MS- und H- H+ 2

44C3 MS- MS- 1

45F4 MS- MS- und Col.- 1

63C7 MS- MS- und Col.+ 2

64B12 MS- MS- und Col.- 3

66D4 MS- MS-, H- und Col.- 2

81E4 H- H- 1

88F1 MS- MS+ 4

88H2 MS- MS- 1

89F11 MS- und H- H+ und Col.+ 2

90D5 MS- und H- H- und Col. 1

7TA3 Ha- Ha- 2

19F1 Ha- Ha- 3

24G7 Ha- Ha- 2

45E11 Ha- Ha- 3

62D12 Ha- Ha- 1

73G4 Ha- Ha- 2

76G1 Ha- Ha- 2

78G10 Ha- Ha- 1

M49

Stamm- Phénotyp 1. Phénotyp Anzahl integrierter TnSpc-

Nr. Selektion Bestédtigungsrunden Elemente

6A8 H- Col.- 2

6H1 H- H- 1

9F9 H- H- 1

14B10 MS- und H- MS- 1

29E11 H- MS-; H- und Col.- 2

30F5 H- MS- und H- 1

32H3 H- MS-; H- und Col.- 1

38E6 MS- H- und Col.- 2

46D11 H- MS-; H- und Col.- Kein Signal

59C5 MS- MS- und Col.- 2

61D2 H- Col.- 2

63H7 H- MS- und Col.- 2

65G12 H- MS- und Col.+ 1

65H1 H- MS-; H- und Col.- 1
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Fortsetzung Tab. 14:

M49

Stamm- Phénotyp 1. Phénotyp Anzahl integrierter TnSpc-
Nr. Selektion Bestitigungsrunden Elemente
68B12 H- MS-; H- und Col.- 2

68C8 H- MS-; H- und Col.- 1

72G10 H- H- 1

73B5 H- MS- und H- 1

76B2 MS- und H- MS-; H- und Col.- 1

76G10 H- H- und Col.- 1

78B11 MS- und H- MS- und Col.- 2

86D9 H- MS- und Col.- 2

89F2 H- MS- und Col.- Kein Signal
90C11 H- MS-; H- und Col.- 1

8BI11 Ha- Ha- 3

28B3 Ha- Ha- 2

50C4 Ha- Ha- Kein Signal
57E3 Ha- Ha- 1

67A11 Ha- Ha- 1

71B8 Ha- Ha- 2

90D2 Ha- Ha- 2

6.3.2. Northern-Blot Ergebnisse

Zur Untersuchung des Expressionsprofils von Spy49 1658¢ in M49 591 wurden Northern-

Blot-Analysen mit Gesamtzell-RNA aus der exponentiellen, Transitions- und stationdren

Wachstumsphase durchgefiihrt. Als Sonde dienten Digoxigenin-markierte DNA-Fragmente

von Spy49 1658c und des unmittelbar stromaufwirts befindlichen Gens Spy49 1659c. In
Abb. 33 wurde die Wachstumskurve der THY-batch-Kultur, aus der GAS-Zellen zur RNA-

Isolierung gewonnen wurden, gezeigt. Zusitzlich wurde die gewonnenen RNA auf DNA-

Kontaminationen mit Hilfe einer Spy49 1660-spezifischen PCR untersucht (s. Abb. 33 B)).
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Abb. 33: RNA-Isolierung aus S. pyogenes M49 591 fiir eine Northern-Blot-Analyse zur
Detektion von Spy49 1658c Transkripten.

A) Aus drei unterschiedlichen Wachstumsphasen wurden Zellen zur RNA-Gewinnung aus
einer 100 ml Batch-Kultur in THY verwendet. RNA-Probe P1 stammte aus exponentiell
wachsenden GAS-Zellen, P2 aus Zellen der Transitionsphase und P3 aus der stationéren
Phase. B) Eine Spy49 1660 spezifische PCR mit Gesamt-RNA der Proben P1-P3 diente zum
Nachweis von DNA-Kontaminationen. Als Positiv-Kontrolle wurde gDNA des WT M49
verwendet.

Das Kontrollexperiment zum Nachweis von gDNA in den isolierten RNA-Proben P1-P3 des
WT M49 591 zeigte keine Spuren von DNA, da sich ausschliesslich unter Verwendung
gDNA ein ca. 300 bp langes Nukleinsdure-Fragment mit Spy49 1660-spezitischen Primern

amplifizieren lieB3.
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Spy49_1658c  Spy49_1659c  16S-rRNA

E) Spy49 1656c  Spy49_1659c C) 16S-IRNA
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Abb. 34: Ergebnisse der Northern-Blot-Untersuchungen mit RNA-Proben P1-P3 des
WT M49 591.

Als Sonden wurden Digoxigenin-markierte DNA-Abschnitte von Spy49 1658c, Spy49 1659c
und 16S-rRNA verwendet. A) Uberpriifung der Funktionalitit der einzelnen Sonden. B)
Auswertung des Northern-Blots durch Detektion hybridisierter Sonden-DNA  fiir
Spy49 1658c und Spy49 1659c mit 1 pg Gesamtzell-RNA des WT aus exponentieller (P1),
Transitions- (P2) und stationdrer (P3) Wachstumsphase. C) Kontrolle der Northern-Blot
Bedingungen durch Verwendung einer 16S-rRNA Sonde sowie RNA-Proben P1-P3 des WT.

Unter Abb. 34 A) ist deutlich zu erkennen, dass die generierten Digoxigenin-markierten
Sonden fiir Spy49 1658c, Spy49_1659c und 16S-rRNA funktionsfiahig waren. Jedoch lie3
sich im Northern-Blot mit Gesamtzell-RNA aus verschiedenen Wachstumsphasen des WT
kein Sonden-Signal fiir Spy49 1658c und Spy49 1659c detektieren. Lediglich unter
Verwendung der 16S-rRNA Sonde konnten Signale fiir die Gesamtzell-RNA aus der
exponentiellen, Transistions- und stationdren Wachstumsphase auf Rontgenfilm visualisiert
werden. Eine Wiederholung der Northern-Analyse ergab erneut keine Signale fiir

Spy49 1658c und Spy49 1659c aber ein Signal unter Verwendung der Kontrolsonde.

6.3.3. Wachstumskinetik Spy49 1658c::TnSpc Stimme 32H3, 68C8 und 90C11

Im Mittel besaB3 der WT eine Wachstumsrate pu (und Verdopplungszeit td) in THY und CDM
von puray = 0,57 = 0,03 1/h (tdtay = 1,21 h £ 0,05 h) und pcom = 0,40 + 0,01 1/h (tdepm =
1,74 h £0,05 h). Fir 68C8 konnte urny = 0,53 + 0,07 1/h (tdruy = 1,31 h £0,20 h) und



6. Anhang 146

pueom = 0,50 = 0,14 1/h (tdeom = 1,14 h + 0,56 h) beobachtet werden. 90C11 besal} eine
Wachstumsrate (und Verdopplungszeit) von pruy = 0,51 + 0,06 1/h (tdruy = 1,36 h + 0,16 h)
und peom = 0,52 + 0,13 1/h (tdeom = 1,34 h + 0,36 h). In den Medien THY und CDM konnten
somit zw. WT und den Insertionsmutanten 68C8 und 90C11 keine signifikanten Unterschiede
im Wachstumsverhalten beobachtet werden (Abb. 35). Fiir Spy49 1658c::TnSpc 32H3 wurde
jedoch eine signifikant erhohte p und dem entsprechend auch eine signifikant verringerte td
wihrend des exponentiellen Wachstums in THY, mit p < 0,05, und in CDM, mit p < 0,01,
beobachtet (Abb. 35). In THY belief sich die Wachstumsrate fiir 32H3 auf pray = 0,66
+ 0,04 1/h und die Verdopplungzeit auf tdruy = 1,06 h + 0,07 h. In CDM wurde eine mittlere
Wachstumsrate von pcom = 0,57 £ 0,07 1/h  und Verdopplungszeit von tdcom = 1,22 h
+ 0,16 h berechnet.

A) Wachstumskinetik THY 96-Well Format
1,8
1,6
b awT
1 O32H3
0,8
0’6 o68Ccs
0.4 mo0c11
0,2
0
u (1/h) td (h)
Wachstum THY 96-Well Format
—~ 1
E
= A -A-A-A-A A A A A A&
= ahAbbhAAhdhhdhAdhs) —=—WT
8 oq] 0 +-32H3
a - » BBC8
] 2 90C11
()}
20,01

012 3 456 7 8 9 101112
Zeit (h)
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B) Wachstumskinetik CDM 96-Well Format
25
#
2]
I mWT

1,51 O32H3

1 # De68C8
05 o90C11

0

u (1/h) td (h)

Wachstum CDM 96-Well Format
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4 68C8
-4~ 90C11

log OD (600 nm)
o

o
o
=y

0123 456 7 8 9 101112
Zeit (h)

p < 0,05 marginal signifikant
# p< 0,01 signifikant

Abb. 35: Wachstumsverhalten im 96-Well Format der Spy49 1658c::TnSpc Staimme
32H3, 68C8 und 90C11 in den Medien THY und CDM.

Uber 12 Stunden erfolgte die Erfassung der optischen Dichte bei 600 nm im Tecan Reader.
Das Kultur-Volumen betrug 200 pl. Als Blindwert diente das entsprechende Medium ohne
Zellmaterial. Zur Berechnung von p (1/h) und td (h) wurde der Bereicht =1 h bist=3h
innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase herangezogen. Die Anzahl biologischer
Wiederholungen betrug n = 4.

In Tab. 15 wurden die berechneten Wachstumsparameter p und td fiir den WT und die
Spy49 1658c::TnSpc Mutanten 32H3, 68C8 und 90C11 fiir die einzelnen biologischen
Wiederholungen in THY und CDM aufgelistet. Tab. 16 gibt die daraus resultierenden
Mittelwerte und Standardabweichungen fiir p und td in THY und CDM wieder.

Tab. 15: Einzelergebnisse der berechneten Wachstumsparameter p (1/h) und td (h) fiir
die Insertionsmutanten 32H3, 68C8 und 90C11.
Das Wachstum erfolgte im 96-Well Format in den Medien THY und CDM.

THY

Stamme u (1/h) td (h)
WT A 0,610 1,136
WT B 0,561 1,236
WT C 0,558 1,242
WT D 0,551 1,258
32H3 A 0,685 1,012
32H3 B 0,681 1,018
32H3 C 0,601 1,153
32H3 D 0,657 1,055
68C8 A 0,526 1,319
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Fortsetzung Tab. 15:

THY

Stimme u (1/h) td (h)

68C8 B 0,592 1,170

68C8 C 0,574 1,209

68C8 D 0,432 1,605

90C11_A 0,514 1,349

90C11 B 0,425 1,630

90C11 _C 0,556 1,247

90C11 D 0,511 1,356

CDM

Stamme u (1/h) td (h)

WT A 0,410 1,691

WT B 0,401 1,730

WT C 0,384 1,807

WT D 0,400 1,737

32H3 A 0,620 1,119

32H3 B 0,631 1,099

32H3 C 0,491 1,413

32H3 D 0,523 1,325

68C8_A 0,539 1,285

68C8 B 0,617 1,123

68C8 C 0,294 2,359

68C8 D 0,518 1,338

90C11_A 0,376 1,842

90C11_B 0,595 1,165

90C11_C 0,451 1,538

90C11 D 0,648 1,070

Tab. 16: Mittelwerte Standardabweichungen berechneten
Wachstumsparameter p (1/h) und td (h).

THY

Stimme MW u (1/h) STABW u (1/h) MW td (h) STABW td (h)
WT 0,572 0,027 1,212 0,056
32H3 0,655 0,039 1,058 0,065
68C8 0,531 0,072 1,305 0,197
90C11 0,509 0,055 1,363 0,164
CDM

Stimme MW pu (1/h) STABW u (1/h) MW td (h) STABW td (h)
WT 0,398 0,011 1,741 0,048
32H3 0,566 0,070 1,220 0,155
68C8 0,498 0,139 1,391 0,563
90C11 0,516 0,126 1,344 0,355
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6.3.4. Wachstumsparameter fiir M49 591 und Spy49 1658c::TnSpc 32H3, 68C8 und

90C11 zur Bestimmung Verbrauchsraten essentieller AS

Die Wachstumsraten p (und td) fiir den WT und die Insertionsmutanten betrugen: pwr =
1,02 1/h (tdwt = 0,68 h); p32n3 = 0,81 1/h (tdszns = 0,86 h); pescs = 0,91 1/h (tdescs = 0,77);
wooct1 = 0,82 1/h (tdooci1 = 0,85).

Abb. 36 A) stellt die berechneten Wachstumsparameter p und td des WT und der
Spy49 1658c::TnSpc Stimme sowie die Wachstumskurve und die pH-Anderung des CDM
Mediums grafisch dar. Unter Abb. 36 B) wurde zusitzlich die Azidifizierungsrate nach dem
8-stiindigen Wachstum in CDM dargestellt.

A) Wachstumskinetik AS-Verbrauch Wachstum AS-Verbrauch

1.2 E 10 ° —a—WT

1 c a-32H3

o5 ) aWT 8 s : 1% . esC8

06 m32H3 £ e s 7% -+ 90C11

6 =) ! - —a—pH_WT

0.4 0332?10 01 = 6 a pH_32H3

ool o 8 o _ -+ pHsscs

0 2 3 4 5 & 7 s - PAS0CT
W (1/h) td (h) Zeit (h)

z

Azidifizierungsrate AS-Verbrauch

8h
! BWT
A d O32H3
o68cs
b90Cc11

Abb. 36: Grafische Darstellung der berechneten Wachstumsparameter p (1/h) und td
(h) sowie der Azidifizierungsrate des WT M49 591 und der Spy49 1658c::TnSpc
Stimme 32H3, 68C8 und 90C11.

Das Wachstum erfolgte in einer 100 ml batch-Kulturen in CDM. Unter A) wurden die
Wachstumsraten p (1/h), Verdopplungszeiten td (h) sowie zusitzlich die Wachstumskurven
mit pH-Daten fiir jeden MeBpunkt angegeben. B) zeigt die berechneten Azidifizierungsraten
nach dem 8-stiindigen Wachstum.

LOo

dpH/dOD600NM
LOOL556666
CoO~NOOBEWN =

Geringfiigige Unterschiede im Wachstumsverhalten der CDM-batch-Kulturen des WT und
der Transposonmutanten 32H3, 68C8 und 90C11 waren zu erkennen. Mit Werten fiir p
zwischen 0,8 bis 0,9 1/h besallen alle Mutantenstimme eine geringere Wachstumsrate als der
WT, dessen Wachstumsraten ca. 1,0 1/h betrug. Bei den Verdopplungszeiten kam der WT auf
ca. 0,7 h wihrend die Spy49 1658c::TnSpc Stamme Werte zwischen 0,8 h und 0,9 h

erreichten.
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Dagegen erzielten stationdren batch-Kulturen des WT und der Mutantenstimme 68C8 und
90C11 Azidifizierungsraten von ca. -0,8 dpH/dODeoonm. Abweichend davon kam 32H3 auf
einen Wert von ca. -0,6 dpH/dODeoonm.

Tab. 17 falt die berechneten Wachstumsparameter p, td und Azidifizierungsrate des WT und

der Transposonstimme zusammen.

Tab. 17: Berechnete p (1/h) und td (h) Werte sowie die Azidifizierungsraten der Stimme
Spy49 _1658c::TnSpc 32H3, 68C8 und 90C11 nach achtstiindigem Wachstum in CDM.

Stamm u (1/h) td (h) dpH/dODg00nm
WT 1,016 0,682 -0,801
32H3 0,810 0,856 -0,638
68C8 0,906 0,765 -0,832
90C11 0,818 0,847 -0,811

6.3.5. Verinderte Oberflichenhydrophobizitit der Spy49 1658c::TnSpc Stimme 68C8
und 90C11

Neben der Oberflichenhydrophobizitit der Deletionsmutante ASpy49 1658c wurde auch fiir
die Spy49 1658c::TnSpc Stimme 32H3, 68C8 und 90C11 die Hydrophobizitit der
Zelloberflache ermittel (s. 3.9.). Fiir die Stimme 68C8 und 90C11 konnte dhnlich wie fiir die
Deletionsmutante eine signifikant verringerte Hydrophobizitit im Vergleich zum WT
festgestellt werden (Abb. 37). Der WT besal3 eine relative Oberflaichenhydrophobizitit von
56,92 (£ 4,82) % und die Insertionsmutanten 68C8 von 37,01 (= 1,70) % und 90C11 von
32,87 (= 11,44) %. Fir den Spy49 1658c::TnSpc Stamm 32H3 wurde eine relative
Oberflichenhydrophobizitit von 53,61 (£ 15,27) % berechnet. Damit wich diese nicht-
signifikant vom WT ab (Abb. 37).



6. Anhang 151

’(‘:U‘ #

g #

B

x

[}

T 60

£ 50

=

= 40

N

i K|

o]

S o

e

o 10

>

I 0 - ‘

x 32H3 68C8 90C11
Stamme

*

p < 0,05 marginal signifikant
# p<0,01 signifikant

Abb. 37: Grafische Gegeniiberstellung der berechneten Oberflichenhydrophobizitit des
WT M49 591 sowie der Transposonmutanten 32H3, 68C8 und 90C11.

Die Oberflichenhydrophobizitit wurde prozentual zu n-Hexadecan berechnet. Anzahl der
unabhingigen Wiederholumngen betrug n = 4.

6.3.6. Multiplikationsfaktor des WT M49 591 und ASpy49 1658¢ in
DMEM+GlutaMAX™ wihrend Adhiisions/Internalisierungsassay mit HaCaT-Zellen

Um Defizite im Wachstum des WT M49 591 und der Deletionsmutante ASpy49 1658¢
wihrend des Versuchs zur Bestimmung des Adhésions/Invasionspotentials an/in HaCaT-
Zellen auszuschlieen, wurde der Multiplikationsfaktor fiir beide Stimme wéhrend der
zweistlindigen Koinkubation berechnet. Die Mittelwerte des Multiplikationsfaktors beider
Stdmme zeigten keine signifikanten Unterschiede zueinander (s. Abb. 38). Fiir den WT wurde
ein Wert von 18,17 (= 6,42) und fir ASpy49 1658c von 11,30 (£ 1,37) ermittelt.
Abweichungen im Adhédsions- bzw. Invasionsverhalten zw. WT und Mutante beruhten damit

nicht auf Unterschiede im Wachstumspotential beider Stimme.
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Abb. 38: Vergleich des Replikationspotentials des WT M49 591 und der
Deletionsmutante  ASpy49 1658¢c  fir ein  zweistiindiges @ Wachstum  in
DMEM+GlutaMAX™ mit 10 % hiFKS.

Wihrend des Versuchs zur Bestimmung der Adhésions-/Invasionsfdhigkeit beider Stimme an
HaCaT-Zellen dienten KBEt0 zu Beginn und KBEw=2 nach Koinkubation zur Berechnung des
Multiplikationsfaktors. Die Anzahl unabhingiger Wiederholungen betrug n = 4.

Die Mittelwerte des Multiplikationsfaktors beider Stidmme zeigten keine signifikanten
Unterschiede zueinander (s. Abb. 38). Fiir den WT wurde ein Wert von 18,17 (£ 6,42) und fiir
ASpy49 1658c von 11,30 (£ 1,37) ermittelt.

6.3.7. Vermehrungspotential von ASpy49 1658¢ in DMEM+GlutaMAX™+Pyruvat
wihrend des Phagozytoseassay mit J774A.1 entsprach M49 591

Zum Ausschluss von Wachstumsunterschieden zw. den Stdmmen M49 591 und
ASpy49 1658c im verwendeten Zellkulturmedium DMEM+GlutaM AX™-+Pyruvat wurde der
Multiplikationsfaktor nach 30 min ermittelt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zw.
beiden GAS-Stimmen festgestellt werden. Das Replikationpotential des WT betrug im
Durchschnitt 1,95 (= 0,84) und das der Deletionsmutante 1,61 (+ 0,12). Die grafische
Gegeniiberstellung der Daten ist in Abb. 39 zu sehen.
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Abb. 39: Wachstumspotential des WT M49 591 und der Deletionsmutante
ASpy49 1658c wihrend des Phagozytoseassays mit murinen Monozyten-Makrophagen
J774A.1.

Das Wachstum erfolgte in DMEM+GlutaMAX™+Pyruvat mit 10% hiFKS. Beide GAS-
Staimme wurden fir 30 min im Zellkulturmedium ohne eukaryotische Zellen inkubiert.
AnschlieBend wurde der Multiplikationsfaktor aus KBEw=30min/KBE=o berechnet. Anzahl
unabhingiger Wiederholungen n = 4.
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