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1.0 Einleitung 
 

1.1 Klinische Relevanz von Streptococcus pyogenes 

Auf und in einem Menschen leben etwa 1x1014 Bakterien. Diese sind für ihn 

überlebensnotwendig. Jedoch gibt es Arten, die der Gesundheit des Menschen 

schaden [7]. Streptococcus pyogenes (S.pyogenes) stellt dabei den relevantesten 

Vertreter der Streptokokken für den Menschen dar. Es handelt sich hierbei um ein 

klinisch relevantes Pathogen, welches ausschließlich an den Menschen angepasst ist. 

Das Bakterium verursacht gewöhnlich Infektionen der oberen Atemwege, wie 

Tonsillitis und Pharyngitis, die mild bis moderat ausfallen können [8]. Von allen 

Pharyngitisfällen sind 15-30 % bei Kindern und 5-20 % bei Erwachsenen auf eine 

Infektion mit Streptococcus pyogenes zurückzuführen und es wird beobachtet, dass 

sich diese im Herbst und Winter häufen [9]. Durch Integration eines Prophagen in das 

Genom werden zusätzliche genetische Informationen erworben und Scharlach 

induziert. Die Inzidenz von Scharlach ist im vergangenen Jahrhundert mit einer 

durchschnittlichen Infektionsrate von 4 pro 100000 dramatisch gesunken [10]. Jedoch 

kommt es weltweit immer wieder zu größeren Ausbrüchen, wie 2009 in Vietnam, 2011 

in Hong Kong oder 2014 in England, bei denen die Infektionsrate auf bis zu 49 pro 

100000 anstieg [10,11]. Am stärksten betroffen sind Kinder unter 10 Jahren mit der 

höchsten Inzidenz im Frühling [12]. Zusätzlich zu den oberen Atemwegen befällt S. 

pyogenes auch die Haut und verursacht dort Krankheiten wie Impetigo und Erysipel 

[13,14]. Die Anzahl der weltweiten Infektionen ist nicht bekannt, jedoch liegen allein 

die Infektionen der Haut bei Kindern in Entwicklungsländern bei 111 Millionen Fällen 

jährlich [15]. Hierbei wird die Inzidenz maßgeblich von verschiedenen Faktoren 

beeinflusst, von denen Klima und Hygienebedingungen die ausschlaggebendsten 

sind. In tropischen und subtropischen Gebieten ist das Auftreten dieser Infektionen am 

häufigsten [16]. Streptococcus pyogenes ist jedoch auch dazu befähigt in tiefere 

Gewebsschichten einzudringen und damit schwere lebensgefährliche Infektionen wie 

nekrotisierende Fasziitis (NF), Sepsis oder das Streptokokken-induzierte toxische 

Schocksyndrom (STSS) auszulösen [14,17]. NF ist die Infektion tieferliegenden 

subkutanen Gewebes und Faszien, die durch eine extensive sich schnell ausbreitende 

Nekrose gekennzeichnet ist und führt in 70-80 % der Fälle trotz Behandlung zum Tod 
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[17–19]. Die Inzidenz ist jedoch mit 0,4 pro 100000 sehr gering. Am stärksten betroffen 

sind Menschen mit peripheren Durchblutungsstörungen, Störungen des 

Lymphabflusses oder Immundefizienz und häufig Diabetiker [20]. Die hohe 

Sterblichkeit bei NF ist auch durch die Assoziation eines STSS zu begründen. Dabei 

kommt es zur massiven Stimulierung von Immunzellexpansion und einer starken 

Zytokin-Expression. Der Grund sind bakterielle Toxine die als Superantigene fungieren 

und dadurch die normale MHC (Major Histocompatibility Complex)-begrenzte Antigen-

Prozessierung umgangen wird. Die Folge sind Gewebeschädigungen, sich 

ausbreitende intravaskulare Koagulation und Organversagen [21]. Die Inzidenz von 

invasiven Infektionen durch Streptococcus pyogenes wird mit 3,8 pro 100000 

angegeben. Das Vorkommen schwerwiegender Verläufe wird mit Infektionn der 

Serotypen M1 und M3 in Verbindung gebracht [22]. Am häufigsten betroffen sind dabei 

Personen im Alter von > 65 Jahren. Unbehandelte bzw. unvollständig behandelte 

Infektionen mit S. pyogenes können zusätzlich rheumatisches Fieber und damit 

assoziierte Herzkrankheiten oder die akute postinfektiöse Glomerulonephritis 

auslösen [23,24]. Diese Krankheiten sind eine Folge von Kreuzreaktionen der gegen 

S. pyogenes gebildeten Antikörper [25]. Weitere Autoimmunreaktionen können 

postinfektiös auch zu neuropsychiatrischen Syndromen (PANDAS) führen [26–29]. Die 

genaue Krankheitslast, die durch S. pyogenes ausgelöst wird ist nicht bekannt. Jedoch 

existieren Zahlen zu einzelnen Krankheitsbildern. Demnach kommt es pro Jahr zu ~ 

18,1 Millionen invasiven Infektionen von denen 517000 tödlich verlaufen, 111 Millionen 

Hautinfektionen, 616 Millionen Fällen von Pharyngitis und 1,9-2,2 Millionen Fällen von 

rheumatischem Fieber [30]. Damit zählt S. pyogenes zu den wichtigsten bakteriellen 

Pathogenen auf der Welt. Allerdings ist S. pyogenes gegen Penicillin sensitiv und 

leichte Infektionen können effektiv behandelt werden [8,14].  
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1.2 Streptococcus pyogenes-Taxonomie und Serotypisierung 

Streptococcus pyogenes, ist ein 

grampositives, unbewegliches, nicht zur 

Sporulation befähigtes und Katalase-

negatives Bakterium. Es ist paarweise oder 

kettenförmig angeordnet (Abbildung 1). 

Taxonomisch zählt S. pyogenes zur 

Gattung Streptococcus und wird in die 

Familie der Streptococcaceae eingeordnet. 

Aufgrund seiner Fähigkeit des 

ausschließlich fermentativen Zuckerabbaus 

unter Bildung von Laktat gehört S. pyogenes zur Ordnung der Lactobacilliales [31,32]. 

Die erste grobe taxonomische Einteilung von S. pyogenes erfolgte durch eine von 

Brown veröffentlichte Studie. In dieser konnte aufgrund des Hämolyseverhaltens von 

Streptokokken auf Blutagarplatten die erste grobe Einteilung vorgenommen werden 

[33]. Die Hämolyse wurde so zu einem wichtigen Differenzierungsmerkmal. Hierbei 

wird zwischen α-, β- und γ- Hämolyse unterschieden. Als α-Hämolyse wird die 

Umwandlung von Hämoglobin zu Methämoglobin bezeichnet. Dabei bleiben die 

Zellmembranen der Erythrozyten intakt und es entsteht ein grüner Hof um die 

Bakterienkolonien, was auch als Vergrünung bezeichnet wird. Bei der β-Hämolyse 

hingegen werden von den Streptokokken verschiedene Hämolysine abgegeben, die 

die Erythrozyten vollständig auflösen. Das Hämoglobin wird dabei abgebaut, so dass 

auf Blutagarplatten ein klarer durchscheinender Hof um die Kolonien entsteht. Die γ-

Hämolyse verändert den Blutagar nicht, weshalb hier auch oft von 

nichthämolysierenden Streptokokken gesprochen wird [33].  

Außer der Einteilung nach der Hämolyseart, gibt es eine weitere 

Differenzierungsmöglichkeit die 1933 von Lancefield eingeführt wurde. Diese 

Klassifizierung basiert auf gruppenspezifischen Polysaccharidantigenen (C-

Substanz), die ein Bestandteil der Zellwand sind. Mit dieser Methode können eine 

Vielzahl verschiedener serologischer Gruppen unterschieden werden (A-H, K-V), von 

denen β-hämolysierende Gruppe A der Streptokokken (GAS), von denen 

Streptococcus pyogenes die Typspezies ist, die größte medizinische Bedeutung 

besitzen [34]. Zusätzlich kann eine weitere serologische Einteilung von GAS über das 

M-Protein vorgenommen werden. Bis heute sind über 80 verschiedene Serovare des 

Abbildung 1: Rasterelektonenmikroskopische 
Aufnahme von S. pyogenes [1].  
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M-Proteins bei A-Streptokokken bekannt, die durch den hypervariablen Bereich am N-

Terminus des Proteins unterschieden werden können [35]. Da die Herstellung von 

Typisierungsseren jedoch sehr zeit- und kostenintensiv ist, wird heute in der Diagnostik 

zunehmend auf molekularbiologische Differenzierung umgestellt. Hierfür werden die 

für das M-Protein kodierenden Gene (emm) genutzt, die je nach Subtyp in 

verschiedenen Allelen vorkommen. Diese Eigenschaft macht es zu einem guten Ziel 

für eine emm-spezifische Polymerase Kettenreaktion (PCR), sowie für 

Sequenzierungen [36–38]. Mit diesen Methoden können bisher ~175 verschiedene 

emm-Typen unterschieden werden, was eine noch spezifischere Differenzierung der 

einzelnen Subtypen zulässt [39,40]. Seltener wird ein weiteres zellwandassoziiertes 

Protein, das T-Antigen, als Differenzierungsmerkmal für GAS verwendet, das Teil von 

pilus-ähnlichen Strukturen ist. Bis heute können ~20 T-Serotypen unterschieden 

werden [39,41]. Auch die Bestimmung des Serum Opazitäts Faktors (SOF) wird zur 

Typisierung verwendet. Bei SOF handelt es sich um ein Lipoprotein, welches die 

Freisetzung von Fettsäuren aus Fetttransport-Komponenten in Säugetierseren bewirkt 

und in der Folge zu einer Ausfällung (Opazität) von unlöslichen Fettsäuresalzen führt. 

Jedoch liegt der Anteil an SOF-positiven GAS-Subspezies nur bei etwa 50 %, so dass 

mit dieser Methode ebenfalls nur eine grobe Einteilung möglich ist. Zusätzlich kommt 

es durch eine hohe intergenetische Rekombinationsrate selten zu zufriedenstellenden 

Ergebnissen [39,42,43].  

 

1.3 Adhäsion und Invasion von Streptococcus pyogenes 

Die Wirt-Pathogen-Interaktion und die krankheitsauslösenden Eigenschaften der 

Pathogene werden durch Virulenzfaktoren bestimmt. Diese können in Ädhäsine, 

Invasine, Aggressine und Immunmoduline unterteilt werden. Für eine vollständige 

Auflistung wird an dieser Stelle auf die Arbeiten von Cunningham (2008), Nobbs 

(2009), Walker (2011) und Brouwer (2016) verwiesen [8,14,44,45].  

Damit sich GAS erfolgreich im menschlichen Wirt ausbreiten können, evolvierten 

verschiedene Mechanismen. Eine etablierte Annahme ist, dass S. pyogenes zunächst 

in Kontakt mit extrazellulären Matrixproteinen (ECM) wie Kollagen, Laminin, 

Fibrinogen, Vitronektin oder Fibronektin kommen muss, um eine erfolgreiche Infektion 

einzuleiten [46–48]. Dabei kommt es zunächst zu einer schwachen, gefolgt von einer 

spezifischen, hoch affinen Bindung. Schwache Interaktionen erfolgen durch 

Lipoteichonsäuren und leiten so die initiale Bindung ein. Diese ermöglicht eine 
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unterstützende Bindung von Pili [8]. Nach deren Bindung können hoch affine Protein-

Protein oder Lektin-Kohlenhydrat Bindungen gebildet werden. GAS besitzt eine 

Vielzahl Proteine, die diese Bindung eingehen. Sie 

werden deswegen auch Adhäsine genannt. Viele 

dieser Adhäsine sind an Peptidoglykan gebunden 

und somit in der Zellwand der Bakterien verankert. 

Diese Verankerung wird durch Sortase Enzyme wie 

SrtA katalysiert [8,49,50]. Die Mehrzahl der Adhäsine 

bei GAS werden aufgrund ihrer strukturellen und 

funktionellen Eigenschaften der Proteinfamilie der 

MSCRAMMs (microbial surface components 

recognizing adhesive matrix molecules) zugeordnet 

[51,52]. Eine wichtige Gruppe der MSCRAMMs 

stellen Fibronektin-bindenden Proteine (FBP) dar. Sie werden neben Pili auf FCT-

Pathogenitätsinseln (fibronectin- and collagen-binding T-antigen region) (FCT-1-9) 

kodiert [53]. Die bedeutendsten Proteine dieser Gruppe bei GAS sind PrtF1 und PrtF2 

und werden auf FCT-1 kodiert. Fast jeder GAS-Stamm kodiert für ein beziehungsweise 

beide dieser FBPs [54–56]. Es wurde gezeigt, dass sie die Adhäsion an vielen 

verschiedenen Zelloberflächen ermöglichen. Neben Fibronektin können sie zusätzlich 

Fibrinogen binden. Wichtige Vertreter von GAS wie der hoch pathogene Serotyp M1T1 

kodieren jedoch für keines der beiden FBPs und binden dennoch sehr effizient 

Fibronektin, was eine FCT-1 unabhängige Regulation anzeigt [57]. Neben der 

Regulation über die FCT-Pathogenitätsinseln gibt es weitere Faktoren die für die 

Bindung von Fibronektin zuständig sind. Hier hervorzuheben sind der 

Serumopazitätsfaktor (SOF) und das Fibronektin-Bindeprotein X (SfbX). Beide sind 

ebenfalls durch Sortase A in der Zellwand verankert. Es wurde gezeigt, dass SOF 

maßgeblich an der Bindung und Invasion von HEp-2 Zellen beteiligt ist [58–60].  

Neben den MSCRAMMs sind noch andere Proteine an der Adhäsion der Bakterien an 

die Wirtsoberfläche beteiligt. Wichtige Vertreter sind hier die kollagenähnlichen 

Proteine Scl1 und Scl2, die an eine Reihe von Wirtsrezeptoren binden können und 

dadurch die Adhäsion an und Invasion in humane Zellen fördern. Diese Bindung erfolgt 

durch die Strukturähnlichkeit wie die Bindung von humanem Kollagen. Diese vermittelt 

die Absorption von humanen Plasmaproteinen (LDL) und resultiert in der 

anschließenden Anlagerung an α2β1-Integrinen an der Wirtsoberfläche [61,62].  

Abbildung 2: 
Immunofluoreszenzmikroskopische 
Aufnahme der Bindung von GAS an 
humane Keratinocyten [2] 
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Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren in GAS ist das M-Protein. Es ist ein ebenfalls 

durch SrtA in der Zellwand gebundenes Protein, das aus den vier, sich wiederholenden 

Sequenzen A-D besteht. Diese variieren in der Größe und in der 

Aminosäurekomposition. Dabei ist der hypervariable A-Bereich maßgeblich für die 

große Diversität der M-Proteine verantwortlich. Bisher konnten durch Sequenzierung 

bereits über 220 Varianten beschrieben werden [63,64]. Diese unterscheiden sich 

nicht nur in der Struktur, sondern auch auf funktioneller Ebene und in den Interaktionen 

mit dem menschlichen Wirt. Es wurde in einer Vielzahl von Studien gezeigt, dass das 

M-Protein zur Adhäsion beiträgt und antiphagozytär wirkt [47,65,66]. Auch die Invasion 

in tiefere Gewebsschichten wurden mit dem M-Protein assoziiert, da es spezifisch an 

den Rezeptor CD46 und Fibronektin binden kann [8].  

Auch nicht zellwandgebundene Faktoren können eine Rolle bei der Adhäsion und 

Invasion spielen. Ein Beispiel ist das Pyrotoxin B von Streptokokken (SpeB). Als 

Cysteinprotease hat es die Fähigkeit eine Vielzahl von Molekülen zu degradieren und 

zu inaktivieren und GAS vor dem Immunsystem des menschlichen Wirtes zu schützen. 

Die „Reifung“ von SpeB erfolgt über 3 Stufen (mSpeB1-3). Die mSpeB2 Form besitzt 

eine spezifische RGD-Aminosäuresequenz, die Integrine binden kann und somit 

Einfluss auf die Invasion von Wirtszellen ausübt [67,68]. 

Auch die Hyaluronsäurekapsel (HK) von GAS spielt eine bedeutende Rolle bei der 

Dissemination der Streptokokken im menschlichen Wirt. Hierbei handelt es sich um 

Glycosaminoglycan, welches aus sich abwechselnden Bestandteilen von N-Acetyl-

Glucosamin und Glucuronsäure besteht. Sie schützt direkt vor Phagozytose da eine 

Assoziation mit PMNs verhindert wird. Ebenfalls bindet die HK an den Rezeptor CD44 

und fungiert als Adhäsin. Die Bindung von CD44 führt zu einer neuen Anordnung des 

Zytoskeletts in humanen Epithelzellen, was zu Störungen innerhalb von Zell-Zell-

Verbindungen führt und GAS ermöglicht in tiefere sterile Gewebsschichten 

einzudringen [14,47]  
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1.4 Virulenzgenregulation von Streptococcus pyogenes 

In dieser Arbeit kann nur auf bestimmte Regulationsmechanismen eingegangen 

werden. Eine detaillierte Übersicht über die Virulenzregulation bietet das Paper von 

McIver 2016 und Kreikemeyer 2003, an die an dieser Stelle verwiesen wird [62,69]. 

Die Kontrolle der Genexpression in S. pyogenes wird durch eine Reihe von 

regulatorischen Systemen gesteuert. Diese lassen sich nach dem heutigen Stand der 

Forschung in 3 Gruppen unterteilen: Zwei-Komponenten Signaldransduktionssysteme 

(two component systems, TCSs), sogenannte alleinstehende 

Transkriptionsaktivatoren/-repressoren (stand allone transcriptional regulators, SATs) 

und kleine nicht-kodierende RNAs (small RNAs, sRNAs). Bisher sind in GAS 13 TCSs 

und 30 SATs bekannt, die die Virulenz durch die Integration von Umwelteinflüssen, 

des eigenen metabolischen Status und „Feedback“-Signalen durch die Expression 

regulieren und in einer koordinierten Antwort münden [62].  

TCSs sind typische Regulationseinheiten in Bakterien und bestehen aus einer 

transmembranen Sensor-Histidinkinase, welche extrazelluläre Signale erkennt und an 

einen assoziierten cytoplasmatischen „Responseregulator“ weitergibt. Dieser 

übermittelt das Signal durch eine Aktivierung oder Repression der Genexpression 

[69,70]. Das am besten untersuchte TCS in S. pyogens ist CovR/S. In diesem System 

registriert CovS Umweltveränderungen, wie beispielsweise den Mg2+-Gehalt der 

Umgebung und phosphoryliert und aktiviert damit bei Veränderungen CovR. Dieser 

Responseregulator hat Einfluss auf eine Reihe von Virulenzgenen, inklusive dem has-

Operon, dass für die Bildung der Kapsel in GAS verantwortlich ist. Das CovR/S TCS 

reguliert die Expression von ca. 15 % der Gene in GAS und stellt dadurch einen 

Masterregulator dar. Für einen besseren Überblick über das Cov-System sei an dieser 

Stelle auf die Veröffentlichung von Churchward 2007 verwiesen [71].  

Einen anderen Masterregulator in GAS stellt der SAT Mga dar. Er reguliert direkt und 

indirekt die Expression von ca. 10 % des gesamten Genoms in S. pyogenes. Hierbei 

handelt es sich um ein 62 kDa. großes Protein, das bisher in allen GAS-Sero- bzw. 

Genotypen gefunden wurde [72,73]. Die Nukleotidsequenz von mga kann dabei bis zu 

21 % variieren. Zusätzlich wurden bis heute 2 verschiedene Allele des Gens (mga-1, 

mga-2) identifiziert [74,75]. Trotz der verschiedenen Allele, ähnelt sich die 

Aminosäuresequenz der beiden Proteine Mga-1 und Mga-2 bis zu 97 %. Das Allel 

mga-1 findet man ausschließlich in SOF-negativen Klasse I Stämmen, die mit 

Infektionen des Rachenraumes assoziiert sind. Das mga-2 Allel ist hingegen nur in 
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SOF-positiven Klasse II Stämmen zu finden, die häufig Hautinfektionen auslösen oder 

Generalisten sind. Das impliziert eine Anpassung des Regulators an verschiedene 

Bedingungen des jeweiligen Lebensraums [62,73]. Mga reguliert als Positivregulator 

die Expression verschiedener Gene, die für die Virulenz eine entscheidende Rolle 

spielen. Das direkt benachbarte Gen emm, welches das M-Protein (s.1.3) kodiert, wird 

von Mga reguliert [62]. Stromabwärts des mga-Gens liegen ebenfalls eine Reihe von 

Genen, die durch Mga reguliert werden. Dieser Bereich wird als mga-Lokus bezeichnet 

und wurde in bisher allen GAS-Stämmen gefunden. Diese Region beinhaltet 

beispielsweise das für die C5a Peptidase kodierende Gen scpA, die Gene fcrA und 

enn, welche für M-ähnliche Proteine kodieren, das Gen sic, welches für den 

sekretierten Komplementinhibitor kodiert und fba, dass für ein Fibronektinbindeprotein 

kodiert [76,77]. Jedoch liegen bei weitem nicht alle Gene, die durch Mga reguliuert 

werden auch im mga-Lokus. Die Gene, die für die Fibronektin bindenden Proteine SfbX 

und SOF (s. 1.3) kodieren liegen 12 kb entfernt von mga in Klasse II Stämmen und 

sind dennoch von dem Regulator abhängig [78,79]. Mga beeinflusst auch die 

Expression des Kollagen-ähnlichen Proteins SclA (s.1.3) dessen Gen sclA ca. 30 kb 

entfernt von mga lokalisiert ist [80]. Ferner reguliert Mga auch die Utilisation 

verschiedener Zucker. Dieser Mechanismus kann ein entscheidender 

Wachstumsvorteil sein [81]. Die Regulation der Expression von Mga ist zweigeteilt, da 

sich einerseits Mga positiv autoreguliert und andererseits von anderen Regulatoren 

beeinflusst wird. Die Produktion des Proteins, welche in der exponentiellen Phase am 

stärksten ist, scheint auf einer Regulation zu basieren, die auf bestimmte 

Umweltsignale reagiert. Jedoch ist der genaue Zusammenhang nicht bekannt [82]. 

Auch TCSs sind an der Regulation der Mga-Expression beteiligt. Ein Beispiel stellt 

TrxR/S dar, das die Mga-Expression positiv beeinflusst [83,83]. Es wurde auch gezeigt 

das der SAT CcpA direkt an den Promotor von mga (Pmga) Pmga bindet und eine 

starke Expression des Proteins während der exponentiellen Phase gewährleistet [84]. 

Einige „RofA-like protein type“ Regulatoren (RALPs) wie RALP3, RofA und Nra binden 

an Pmga, reprimieren jedoch die Transkription von mga [85–87]. Der Regulator RopB 

hat ebenfalls einen reprimierenden Effekt auf die Expression von Mga, jedoch wurde 

eine direkte Bindung an Pmga noch nicht nachgewiesen [88]. Einen indirekten Einfluss 

auf die Mga-Expression nimmt auch das TCS CovR/S indem es die Expression von 

TrxR/S reprimiert [83]. Der Faktor RivR ist als Positivregulator von Mga und Mga-
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abhängiger Gene annotiert. Jedoch wird diese Annahme bisher kontrovers diskutiert 

[89–91].  

 

1.5 Die Regulation über kleine nicht-kodierende-RNAs in GAS 

Bakterien nutzen außer den SATs und den TCSs auch kleine nicht-kodierende RNAs 

(sRNAs) zur Expressionsregulation. Da lange Zeit angenommen wurde, dass 

proteinvermittelte Regulationsmechanismen in Lebewesen vorrangig sind, rückten 

Ribonukleinsäuren erst in jüngerer Zeit in den Fokus der Forschung. Im gramnegativen 

Bakterium Escherichia coli beispielsweise wurden durch systematische 

Suchmethoden hunderte putative sRNAs gefunden. Davon sind über 80 als 

regulatorische Einheiten bestätigt und ihre Anzahl wächst stetig. Es wird zunehmend 

klar, dass sRNAs einen wichtigen Bestandteil des Regulationssystems in Bakterien 

darstellen und, ähnlich wie regulatorische Proteine, ganze regulatorische Netzwerke 

ausbilden können [6,92]. Kleine nichtkodierende RNAs können die Transkription, die 

Translation sowie die mRNA-Stabilität modulieren. Dazu werden unterschiedliche 

Mechanismen eingesetzt, die das Binden an Proteine, Basenpaarung mit RNAs, 

Interaktion mit DNA oder Konformationsänderung in RNAs einschließen [93]. 

Eine Art von regulatorischen RNAs sind „Riboswitches“. Diese sind ein integrierter 

Bestandteil des 5‘-Endes von mRNAs. Sie können auf verschiedene Signale wie 

stockende Ribosomenaktivität, Temperatur, kleine Liganden und möglicherweise auch 

auf ungeladene tRNAs reagieren [94]. Das wird durch die Ausbildung komplexer 

Sekundärstrukturen ermöglicht. Diese Konformationsänderung führt nach Bindung  zur 

Termination von Transkriptionsprozessen, Initiation von Translationsprozessen oder 

RNA Prozessierungen [95,96] 

Es wurde auch gezeigt, dass einige sRNAs 

Einfluss auf die Proteinaktivität haben 

(Abbildung 3). Dabei kommt es durch direkte 

Interaktion zu spezifischen 

Aktivitätsänderungen. sRNAs sind durch 

Konformationsänderungen zudem in der Lage 

Proteinstrukturen nachzuahmen und somit 

einen antagonistischen Effekt an deren 

Wirkungsort zu generieren [6,92,97].  

Abbildung 3: Einfluss von sRNAs auf die 
Proteinaktivität [6] 
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Eine andere Kategorie von sRNAs interagiert über Basenpaarung mit Ziel mRNAs. 

Hierbei wird in zwei Klassen unterschieden: den cis-kodierenden und den trans-

kodierenden sRNAs (Abbildung 4). Cis-kodierte sRNAs sind auf dem gegenläufigen 

DNA-Strang lokalisiert, der für ihre Ziel-mRNA kodiert. Diese Klasse zeichnet sich 

durch eine hohe Komplementarität aus. Trotz der Lokalisiation am gleichen Genort, 

kommt es zu einer unabhängigen Transkription [98]. 

Die andere Klasse dieser sRNA-

Gruppe ist trans-kodiert. Diese sRNA-

Klasse zeigt gegenüber den cis-

kodierten sRNAs eine geringe 

Komplementarität mit ihren Ziel-

mRNAs. Sie regulieren die Translation, 

haben Einfluss auf die Stabilität der 

Zielmoleküle oder interagieren mit 

Proteinen. Kleine trans-kodierte RNAs 

binden vorrangig an die 5’UTR ihrer 

mRNAs, die auch die 

Ribosomenbindestelle beinhaltet. Eine 

negative Regulation ist die Folge, wenn 

die Bindung an die Ziel-mRNA zur 

Degradierung des Komplexes führt 

oder die Translation der mRNA 

unterbunden wird. Führt die Bindung an die Ziel-RNA zur Stabilisierung des 

Transkripts, kommt es zur Transkriptionsaktivierung. Typischerweise können durch 

den limitierten Kontakt in diskontinuierlichen Mustern einzelne trans-sRNAs an 

mehrere Ziel-mRNAs binden. Jedoch ist das vermutlich auch der Grund warum die 

trans-Regulation häufig von RNA-Chaperonen wie Hfq äbhängig ist, die die 

Basenpaarungen zwischen den Bindungspartnern erleichtern [99–101].  

Trotz zahlreicher globaler sRNA Untersuchungen in Streptokokken, ist das Wissen um 

RNA-abhängige regulonähnliche Netzwerke in GAS nur sehr gering [102]. Eine dieser 

Netzwerke umfasst sRNAs, die ein Bestandteil des bakteriellen Immunsystems sind. 

Diese CRISPR-RNAs („Clustered regularly interspaced short palindromic repeat 

RNAs”) spielen eine bedeutende Rolle in der Virulenzausprägung bei Streptokokken 

[103,104]. Auch trans-agierende sRNAs, die durch direkte Basenpaarung an mRNA 

Abbildung 4 Funktionsprinzipien von (A) cis-kodierten 
und (B) trans-kodierten sRNAs [5] 
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binden wurden in GAS identifiziert. Hierzu gehört die sRNA Pel (“pleiotropic effect 

locus”). Sie besitzt einen pleiotropen Effekt auf die Virulenz in S. pyogenes und es 

wurde gezeigt, dass sie auf die Expression verschiedener Virulenzfaktoren Einfluss 

nimmt. Dazu gehören das M-Protein, SpeB, Fibronektin-bindende Proteine und 

Streptokinase [105]. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass das untranslatierte 

Transkript von pel, das gleichzeitig für das Streptolysin S Peptid (sagA) kodiert, einen 

Effekt auf die Expression von Virulenzfaktoren in GAS besitzt [106]. Jedoch konnte 

dieser regulatorische Effekt von PEL für den GAS Serotyp M1T1 nicht nachgewiesen 

werden und wird kontrovers diskutiert [107,108].  

Der Genlocus einer anderen sRNA, rivX, ist stromabwärts des Gens, welches für den 

transkriptionellen Regulator RivR kodiert, lokalisiert. Es wurde gezeigt, dass RivR die 

Transkription des globalen Regulators Mga steigert. Dies geschieht wahrscheinlich 

durch eine direkte Interaktion der beiden Regulatoren. Über die sRNA RivX wurde 

spekuliert, dass sie auf seperaten Wegen die Expression verschiedener Gene, die von 

Mga direkt oder indirekt reguliert werden, aktiviert [109]. In einer, mit dieser Ansicht in 

Konflikt stehenden Veröffentlichung von Trevino et al., konnte eine negative 

regulatorische Wirkung von RivR auf die Kapselproduktion, jedoch nicht auf das Mga 

Regulon gezeigt werden. Ebenfalls konnten die Autoren keine regulatorischen 

Funktionen von RivX nachweisen [110].  

Die einzige sRNA in S. pyogenes, die bisher detailliert charakterisiert wurde, stellt 

FasX dar. Sie wurde ursprünglich als Positivregulator für das fasBCA-Operon annotiert 

[111]. Nachträglich konnte jedoch gezeigt werden, dass FasX einen positiven Einfluss 

auf die Expression der Streptokinase nimmt, indem sie die ska mRNA stabilisiert [112]. 

Sie fungiert ebenso als Negativregulator der Pili-Expression, indem sie die mRNA des 

Pilus-Operons destabilisiert und somit die Translation des cpa-Transkriptes inhibiert, 

welches ein Pilus Protein kodiert [113]. Diese Inhibierung der Piliexpression erfolgt 

nach anderen Untersuchungen serotypspezifisch, indem mRNAs der Fibronectin, 

Kollagen oder T-Antigen (FCT) Regionen inhibiert werden [114]. In einer neuen Studie 

konnte zudem gezeigt werden , dass FasX einen negativen Einfluss auf die Expression 

der Fibronektin-Bindeproteine PrtF1 und PrtF2 (s. 1.3) ausübt [115]. 
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1.6 Peptidnukleinsäuren 

 Multiresistente Keime sind ein wachsendes Problem in der modernen Medizin 

und Alternativen zu Antibiotika zu finden ein essentielles Ziel [116,117]. Ein 

alternatives Therapeutikum könnten Nukleinsäure-Analoga darstellen. In den letzten 

Jahrzehnten wurden diese extensiv modifiziert, indem die Phosphodiester-Brücke oder 

das gesamte Zucker-Phosphat-Rückgrat durch verschiedene neutrale oder geladene 

Strukturen ersetzt wurden [118].  

Ein Bespiel dafür stellen Peptid-

Nukleinsäuren (PNAs) dar. Eingeführt 

wurden PNAs durch Nielsen et al. 1991 

[119,120]. Es handelt sich hierbei um 

DNA-Analoga, die anstelle des Zucker-

Phosphat-Rückgrats der DNA oder RNA, 

ein Peptidrückgrat besitzen (Abbildung 5). 

Dieses ist aus sich wiederholenden N-(2-

Aminoethyl)-Glycin Einheiten aufgebaut, 

die über einen Acetyl-„Linker“ mit Purin- 

oder Pyrimidinbasen verknüpft sind 

[4,121]. Das synthetische Rückgrat stattet 

PNAs mit einer einzigartigen 

Hybridisierungscharakteristik aus. Anders als DNA oder RNA sind sie elektrisch 

neutral und deshalb keiner elektrostatischen Repulsion unterworfen. Die Bindung an 

Ziel-Nukleinsäuren ist dadurch ungewöhnlich spezifisch, stark und hitzestabil. Das 

künstliche Rückgrat schützt PNAs zusätzlich vor der Degradierung durch Nukleasen 

und Proteasen, so dass die Lebensdauer dieser Moleküle ebenfalls ungewöhnlich 

hoch ist [122]. 

Diese Eigenschaften verleihen PNAs unter anderem die Fähigkeit über „Antisense“-

Bindungen die Transkription von Genen bzw. die Translation von mRNAs zu 

inhibieren. Auf dieser Basis fanden einige Wachstumsinhibitionsversuche in 

Prokaryoten statt, um PNAs auch im Kampf gegen pathogene Bakterien einsetzen zu 

können. Als Ziele wurden mRNAs genutzt, die für essentielle Genprodukte kodieren. 

Diese Experimente fanden sowohl in den gramnegativen als auch –positiven 

pathogenen Spezies Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella 

pneumoniae und einem nicht pathogenen Escherichia coli Stamm statt [123,124]. 

Abbildung 5: Chemischer Aufbau von PNA im 
vergleich zu DNA [4] 
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Dabei konnte gezeigt werden, dass die Region des Start-Codons, die die Shine-

Dalgarno Sequenz beinhaltet, das effektivste Ziel für RNaseH- unabhängige 

„Antisense“-PNAs darstellt. Es wird vermutet, dass dieser Effekt auf die Blockierung 

der Bindung der 30S-Ribosomenuntereinheit zurückgeht [125]. 

Die Aufnahme von PNAs in Zellen ist ein limitierender Faktor. Durch ihre hydrophilen 

Eigenschaften können PNAs schlecht durch Zellmembranen diffundieren, was ein 

Transportsystem notwendig macht. Es wurde gezeigt, dass sich hierfür besonders 

Zell-Penetrierende-Peptide (CPPs) eignen, die über Ethylenglycol an PNAs gebunden 

werden [121,126]. CPPs sind partielle Aminosäuresequenzen, die eine Membran-

Transduktionsdomäne (MTD) beinhalten. MTDs ermöglichen die Translokation über 

die Zellmembran. Deren Sequenzen wurden von Transkriptionsfaktoren, bakteriellen 

und viralen Oberflächenproteinen, Toxinen, amphiphatischen helixbildenenden 

Peptiden und Rezeptorliganden abgeleitet [127]. CPPs können in polykationische und 

amphiphatische Typen unterteilt werden. Die meisten CPPs gehören dem 

polykationischen Typ an und bestehen überwiegend aus basischen und unpolaren 

Aminosäuren, während der amphiphatische Typ alternierend polare und unpolare 

Aminosäuren aufweist. Trotz der extensiven Nutzung der CPPs ist der exakte Prozess, 

der zur zellulären Aufnahme führt nur schlecht verstanden [128]. Erst in den letzten 

Jahren wird die Translokation hinter einigen CPPs näher untersucht. Dabei wurden 

verschiedenartige Mechanismen zwischen einzelnen CPP-Typen, mit unterschiedlich 

effizienter Aufnahme in Zellen und Gewebe identifiziert [129–132]. 

 

1.7 Zielstellung 

 In der letzten Dekade wurde exzessiv an sRNAs geforscht und es gilt als 

unumstritten, dass diese eine wichtige Rolle in der Regulation von vitalen Prozessen 

einnehmen [133]. Es konnte auch gezeigt werden, dass sie bei der Resistenzbildung 

und Virulenzausprägung essentiell sein können [93,133,134] In S. pyogenes ist über 

die Funktion und den Einfluss von sRNAs noch wenig bekannt. Neben Pel und RivX, 

über deren Funktion noch wissenschaftlich kontrovers diskutiert wird, existieren bisher 

nur solide Daten über CRISPR-RNAs und FasX (s.1.5). Deswegen sollte das Ziel 

dieser Arbeit hauptsächlich darin bestehen, die im Zuge von Vorarbeiten [100] 

gefundenen putativen sRNAs MarS und 66 zu charakterisieren, und mögliche 

Funktionen zu definieren. Hierbei war der Einfluss auf die Virulenz von besonderem 

Interesse. Zusätzlich sollte auf Grundlage früherer in vitro Studien mit PNAs [135] ein 
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Invertebraten-Tiermodell und ein angepasstes in vitro Modell entwickelt werden, um 

CPP-gekoppelte PNAs in vivo untersuchen zu können. Der Einsatz von PNAs in S. 

pyogenes stellt eine moderne Strategie dar, um GAS-sRNAs durch einen PNA 

vermittelten Knock-Down untersuchen zu können. 
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2.0 Material und Methoden 
 

2.1 Materialien und Geräte 

2.1.1 Chemikalien und Enzyme 

In Tabelle 1 sind die Chemikalien und Enzyme aufgelistet, die in der Arbeit verwendet 

wurden. 

Tabelle 1: Chemikalien und Enzyme 

Chemikalien / Enzyme Hersteller 

Acid-Phenol:Chloroform, pH 4.5 (with 

IAA, 125:24:1) 

Agar (Agar technical No.3) 

Thermo Fisher Scientific, MA USA 

Oxoid, Basingstoke, Hampshire, 

England 

Agarose (peqGOLD Universal 

Agarose) 

Aminobenzoesäure 

Biotin 

peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Bromphenolblau Natrium-Salz 

Calciumchlorid 

Chloroform 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Merck KGaA, Darmstadt 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Columbia Blutagarplatten 

dNTP-Mix 

Eisennitratnonahydrat 

Eisensulfatheptahydrat 

BD, Franklin Lakes, NJ, USA 

Qiagen GmbH, Hilden 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Erythromycin 

Essigsäure 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol (absolut) Zentralapotheke des Klinikums, 

Universität Rostock 

Ethidiumbromid 

Folsäure 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

GEbox anaer System bioMérieux Deutschland GmbH, 

Nürtingen 

GeneRulerTM1 kb Plus DNA Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
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Glucose Merck KGaA, Darmstadt 

Glycerol (99  %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Glycin 

Guaninhydrochloridmonohydrat 

Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Hefeextrakt 

 

Hyaluronidase 

Kaliumhydrogenphosphat 

Kaliumdihydrogenphosphat 

Kaliumhydroxid 

Ladepuffer 6X 

L-Alanin 

L-Arginin 

L-Aspartat 

L-Cystein 

L-Cystin 

L-Glutamat 

L-Glutamin 

L-Histidine  

L-Hydroxyprolin  

L-Isoleucin 

L-Leucin  

L-Lysinmonohydrat  

L-Methionin 

L-Phenylalanin 

L-Prolin 

L-Serin 

L-Threonin 

L-Tryptophan  

L-Tyrosin 

L-Valin 

Oxoid, Basingstoke, Hampshire, 

England 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Merck KGaA, Darmstadt 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
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Magnesiumsulfatheptahydrat 

Natriumacetat 

Natriumbicarbonat 

Natriumchlorid 

Nicotinamidadenindinukleotid 

Panthotensäure Calcium Salz 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Merck KGaA, Darmstadt 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Phusion® Polymerase Finnzymes, Vantaa, Finnland (über 

Fisher Scientific GmbH, Schwerte) 

PNA 

Pyrodoxamin 

Pyrodoxalhydrochlorid 

Riboflavin 

Salzsäure rauchend (37 %) 

Peps4LS GmbH, Heidelberg 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Merck KGaA, Darmstadt 

Spectinomycindihydrochlorid x 5 H2O 

Thiamin HCL 

MP Biomedicals, LLC, Eschwege 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Todd-Hewitt Broth-Fertignährmedium Oxoid, Basingstoke, Hampshire, 

England 

Tris (Trizma®Base) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Tris-Hydrochlorid (Pufferan®) 

TRIzol® RNA Isolation Reagents 

Uracil 

Carl-Roth GmbH & Co., Karlsruhe 

Thermo Fisher Scientific, MA USA 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

 

2.1.2 Laborgeräte und Software 

In der nachfolgenden Tabelle sind Laborgeräte gelistet, die in der Arbeit verwendet 

wurden 

 

Tabelle 2: Laborgeräte 

Laborgeräte Hersteller 

Analysenwaage Typ AdventurerTM Pro Ohaus Corporation, Pine Brook, NJ, 

USA 

Analysenwaage Typ BP 4100S Sartorius, Göttingen 
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Brutschrank Binder Serie CB Binder GmbH, Tuttlingen 

Eddy Jet Spiralplater 1.22  IUL Instruments GmbH, Königswinter 

Elektrophoresekammern für 

Agarosegele 

Biometra, Göttingen 

Elektroporator Easyject Plus Equibio peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 

Gefrierschrank -80°C Typ Hera freeze Heraeus, Hamburg 

Geldokumentation Intas Science Imaging Instruments 

GmbH, Göttingen 

Heizblock Typ Thermostat 5355 

Homogenisator Precellys 24 

Eppendorf, Hamburg 

VWR International GmbH, Erlangen 

Inkubationsschüttler Typ 3031 GFL, Wunstorf 

Inkubationsschüttler Typ NB-205L N-Biotek, Dunn Labortechnik GmbH, 

Asbach 

Kühlzentrifuge Typ 5417 R Eppendorf, Hamburg 

mini-Vakuum-Pumpe Typ E1 Axon Lab AG, Baden-Dättwil 

Pipetten (2,5; 10; 100; 200; 1000 µl)  

Pipettierhilfe accu jet® pro Brand GmbH & Co KG, Wertheim 

Reinstwasseranlage „Ultra Clear 

plus“ 

Systemische Gesellschaft, Berlin 

Spektrophotometer Picodrop Bio-Rad-Laboratories, Hercules, CA, 

USA 

Spektrophotometer SmartSpecTM 

3000 

Bio-Rad-Laboratories, Hercules, CA, 

USA 

Stepper „Multipette plus“ Eppendorf, Hamburg 

Sterilbank Typ Herasafe Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

Thermocycler (PCR) Typ T3 

ViiA™ 7 Real-Time PCR System  

Biometra, Göttingen 

Applied Biosystems, Darmstadt 

Vortex-Schüttler VWR, Darmstadt 

Zentrifuge Biofuge pico Heraeus, Hamburg 

Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus, Hamburg 
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Es wurde folgende Software verwendet: 

 Intas GDS Application, Intas Science Imaging GmbH, Göttingen 

 Picodrop _l Spektrophotometer-Software Version 1.03, Picodrop Ltd., 

SaffronWalden, 

England 

 Windows 10, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

 Microsoft Office Edition 2016, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 

 Spectramax-Software SoftMax R Pro 5.4, MDS Analytical Technologies (US) 

Inc., Sunnyvale, CA, US 

 Graphpad Prism, GraphPad Software, Inc, CA, USA 

 

Folgende frei verfügbare Software wurde genutzt: 

 zum Designen von Primern und Vergleichen von Sequenzdaten: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

http://www.primerfox.com/ 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialen 

In nachfolgender Tabelle sind die Verbrauchsmaterialen aufgelistet, die in der Arbeit 

verwendet wurden. 

 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

1/4" Ceramic sphere 

 

Anaerocult®-Gefäße  

MP Biomedicals Deutschland GmbH, 

Eschwege 

Merck KGaA, Darmstadt 

Aner Indikator 

 

bioMérieux Deutschland GmbH, 

Nürtingen 

BD Microlance 27G 3/4-Kanülen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Desinfektionsmittel AHD2000 Lysoform Dr. Hans Rosemann GmbH, 

Berlin 

Desinfektionsmittel Bacillol ®AF Bode Chemie, Hamburg 

Elektroporationsküvetten (2mm-Gap) peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
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Glasperlen (2,85-3,3 mm) 

Glasperlen (Ø 0,10 – 0,11 mm) 

Carl-Roth GmbH + Co., Karlsruhe 

Satorius, Goettingen 

Impfösen 731170, 731101 Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, 

IL, 

USA 

PCR Softtubes 0,2 ml Biozym, Hessisch Oldendorf 

Pipettenspitzen 10 µl, graduiert STARLAB GmbH, Ahrensburg 

Pipettenspitzen Pipette Tips 

(200 & 1000 µl) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

Plastikpipetten L27; 64; 08 

(5, 10, 25 ml) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

Plastikröhrchen PP-Test tubes 

(10, 50 ml) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

Reaktionsgefäße (0,5; 1,5; 2 ml) 

Reaktionsgefäß steril (2 ml) 

Schraubreaktionsgefäß (2 ml) 

Sarstedt, Nürmbrecht 

Eppendorf, Hamburg 

Sarstedt, Nürmbrecht 

Stepper-Spitzen Combitips plus ® 

(5; 10 ml) 

Eppendorf, Hamburg 

UVpette-tips für Picodrop Nr. 311.110 Biozym, Hessisch Oldendorf 

20 

Zellkulturplatten, 96 Well 

 

Zellkulturflaschen (75 cm2)  

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 

Österreich 

 

2.1.4 Bakterienstämme 

In dieser Arbeit wurde mit Streptococcus pyogenes M49 (591) und M18 (8232) Isolaten 

und daraus resultierenden rekombinanten Stämmen gearbeitet. Das S. pyogenes M49 

Isolat wurde von R. Lütticken (Achen) zur Verfügung gestellt. Das M18 Isolat stammt 
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aus dem Zentrum für Epidemiology und Mikrobiologie am nationalen Institut für 

öffentliche Gesundheit (Prag, Tschechien).  

Rekombinante Stämme des M49 Isolats sind Bestandteil der Stammsammlung des 

Instituts für medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene (IMIKRO). In der 

nachfolgenden Tabelle sind die, in dieser Arbeit verwendeten Stämme aufgelistet. 

 

Tabelle 4: Bakterienstämme und Herkunft 

Bakterienstamm Herkunft 
Streptococcus pyogenes M49 R.Lüttiken, Aachen 
Streptococcus pyogenes M49 ∆marS IMIKRO 
Streptococcus pyogenes M49 ∆marS::marS IMIKRO 
Streptococcus pyogenes M49 ∆marS::MMmarS IMIKRO 
Streptococcus pyogenes M49 pAT18/GFP IMIKRO 
Streptococcus pyogenes M49 ∆66 IMIKRO 
Streptococcus pyogenes M49 ∆66::66 IMIKRO 
Streptococcus pyogenes M18 
 

Zentrum für Epidemiology und 
Mikrobiologie, Prag 

Streptococcus pyogenes M18 ∆marS IMIKRO 
Streptococcus pyogenes M18 ∆marS::marS IMIKRO 

 

2.1.5 Kulturmedien und Antibiotikazusätze 

Für die Anzucht der Bakterien wurden die nachfolgenden Komplexmedien benutzt. Die 

Angaben beziehen sich hierbei auf 1 Liter Gesamtvolumen in autoklaviertem 

Reinstwasser (A. bidest.). 

 

 

Todd-Hewitt -Yeast Medium:  36,4g Todd-Hewitt-Broth-Fertignährmedium

  

(THY-Medium)    4,5g Hefextrakt 

 

Brain-Heart-Infusion Medium (BHI): 37g Brain-Heart-Infusion-Broth-

Fetignährmedium  

 

CDM-IMIKRO:    Monosaccharide/Disaccharide  1 % / 0.5 %  

Na2HPO4     7.35 g  

NaH2PO4     3.2 g  
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Na(CH3COO)    4.5 g  

A. bidest ad. 200 ml 

Phosphate buffer       10 ml  

Asparagine         0.1 g  

Amino acid mix       20 ml  

L-Leucine         0.2 g  

L-Glutamic acid solution      3.4 ml  

D/L-Alanine         0.1 g  

L-Isoleucine         0.1 g  

L-Methionine         0.1 g  

L-Threonine         0.2 g  

L-Arginine         0.1 g  

L-Histidine         0.1 g  

L-Tryptophane Lösung      5 ml   

L-Valine          0.1 g   

-Lysine          0.14 g  

Riboflavin Lösung      25 ml  

Vitamin mix        25 ml  

Biotin Lösung       20 ml  

Folsäure Lösung       40 ml  

Pyridoxamine 2 HCl       1.44 mg  

L-Glutamin         0.4 g  

L-Cystin Lösung        5 ml  

L-Tyrosin Lösung       10 ml  

AGU-Mix         44 ml  

MgSO4 x 7 H2O        5 ml   

Salze          5 ml  

Pyridoxal HCl        1 mg  

NADH          2.5 mg  

pH 7.4 mit NaOH  

     A. bidest ad. 1000 ml 
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Vor dem Gebrauch wurden folgende zwei Komponenten frisch zu 10 ml Medium 

zugefügt: 

 

Natriumbicarbonat     0.025 g 

L-Cystein        0.005 g 

 

 Phosphat-Puffer:    KH2PO4    2 g  

      K2HPO4     10 g  

     A. bidest ad. 100 ml 

 

 Aminosäure-Mix:    L-Aspartat    2 g  

L-Phenylalanin      2 g  

      L-Serin        2 g  

      L-Prolin        4 g  

      L-Hydroxyprolin      4 g  

      Glycin        4 g  

  

2.5 N NaOH       6.4 ml   

       A. bidest ad. 400 ml 

 

 Phosphatpuffer:    KH2PO4     2 g  

      K2HPO4    10 g  

A. bidest ad. 100 ml 

 

 Aminosäure Mix:    L-Aspartat    2 g  

L-Phenylalanin   2 g  

      L-Serin        2 g  

      L-Prolin     4 g  

      L-Hydroxyprolin      4 g  

      Glycin       4 g  
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 L-Glutamat Lösung:    L-Glutamat    6 g  

      2.5 N NaOH       19.2 ml  

A. bidest ad. 200 ml 

 

 L-Tryptophan solution:   L-Tryptophan       4 g  

      2 N HCl        20 ml  

A. bidest ad. 200 ml 

 

 Riboflavin Lösung:    Riboflavin        8 mg  

      Konzentrierte Essigsäure   0.1 ml  

      A. bidest ad. 100 ml 

 

 Vitamin Mix:    NADH                100 mg  

      Thiamin HCl      20 mg  

      Aminobenzoesäure   4 mg  

      Ca-Panthothensäure   20 ml  

A. bidest ad. 250 ml 

 

 Biotin Lösung:    Biotin          5 mg  

      95 % Ethanol         1 ml  

      0.001 N HCl       49 ml  

A. bidest ad. 200 ml 

 20 ml dieser Lösung wurden mit 180 ml 0.01 N HCl gemischt 

 

 Folsäure Lösung:     Folic acid        5 mg  

      2.5 N NaOH       0.1 ml  

A. bidest ad. 250 ml 

 

 L-Cystin Lösung:    L-Cystin          4 g  

      2 N HCl        80 ml  

30 / 124



Material und Methoden 
 

30 
 

A. bidest ad. 400 ml 

 

 L-Tyrosin Lösung:    L-Tyrosine         4 g  

      2.5 N NaOH       16 ml  

A. bidest ad. 400 ml 

 

 AGU Mix:     Adeninsulfat      435 mg  

      Guanine HCl H2O      310 mg  

      Uracil         250 mg  

      2 N HCl         50ml  

A. bidest ad. 500 ml 

 

 MgSO4 x 7 H2O:   MgSO4 x 7 H2O   7 g  

      2 N HCl          1 ml  

A. bidest ad. 50 ml 

 

 Salts:     FeSO4 x 7 H2O      100 mg  

      CaCl2      200 mg  

      MnSO4 x H2O      100 mg  

      Fe(NO3)3 x 9 H2O       20 mg  

      2 N HCl         1.2 ml  

A. bidest ad. 100 ml 

 

Für die Herstellung von Festmedien, wurde 15g Agar (Oxoid) zu je 1 Liter THY/BHI-

Medium hinzugefügt werden. Jedes Medium wurde vor Verwendung 20 Minuten bei 

121°C und 1bar Druck autoklaviert um Keimfreiheit zu gewährleisten. 

Zur Herstellung von Selektivmedien wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten Antibiotika 

zugefügt. 
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Tabelle 5: Liste der Antibiotika und deren Konzentration für die Selektion von E. coli  

 

 

 

 

 

 

 

Antibiotika wurden erst nach dem Autoklavieren bei einer Mediumtemperatur von ca. 

50°C zugefügt. 

 

2.1.6 Lösungen und Puffer 

10x PBS    NaCl     80 g 

     KCl     2,0 g 

     Na2HPO4    14,4 g 

     KH2PO4    2,4 g 

     Aqua bidest.  ad. 1000ml 

     pH 7,4 mit NaOH; autoklaviert 

 

6x Loading   Dye:  Bromphenolblau    0,25 % [w/v] 

Xylencyanol     0,2 % [w/v] 

Glycerin     30 % [v/v] 

EDTA-Na2 H2O 

(0,5M, pH 8,0)    50mM 

 

50x TAE-    Puffer Tris -HCl    2M 

Eisessig     1M 

EDTA-Na2 H2O   50mM  

(0,5M, pH 8,0)  

pH 7,5 

Zusatz Stocklösung Endkonzentration 

Erythromycin 

Levofloxacin 

 

Penicilin 

Spectinomycin 

 

Rifampicin 

10 mg/ml in Ethanol (96 % [v/v]) 

10 mg/ml in A. dest.(ste.) + 10 % 

DMSO 

5 mg/ml in A. dest., sterilfiltriert 

10mg/ml in A. dest., sterilfiltriert 

 

10 mg/ml in A.dest., sterilfiltriert 

300 mg/l 

Variabel 

 

250 mg/l 

100 mg/l 

 

1 g/l 
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Nachweis-Lösung    Stains -all     20 µg 

Eisessig     60 µl 

Formamid     50 ml  

A. bidest.  ad.    100 ml 

 

Blutlyse-Puffer   Phenol    1 ml 

     SDS     300 mg 

     EtOH     20 ml 

A. bidest ad. 100 ml 

2.1.7 Kits und Größenstandards 

Das QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) diente der Aufreinigung von 

PCR-Amplikons und enzymatisch modifizierter Plasmid-DNA. 

Für die Determinierung der Größe von doppelsträngiger DNA (dsDNA) durch Agarose-

Gelelektrophorese diente der O‘GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas, St. 

Leon- Rot). 

Für die RNA-Aufreinigung aus Blut wurde das Direct-zoltmRNA miniPrep Kit (Zymo 

Research, Irvine) nach Herstellerangaben benutzt. 

 

2.1.8 Oligonukleotide und Peptidnukleinsäuren 

In der nachfolgenden Liste sind die Oligonukleotide aufgelistet, die für diese Arbeit 

benutzt wurden. 

 

Tabelle 6: Liste der verwendeten Oligonukleotide 

Gen ID Stromaufwärts (5'->3') Stromabwärts (5'->3') 

   
5 S RNA AGCGACTACCTTATCTCACAG GAGATACACCTGTACCCATG 

   

gyrA CGACTTGTCTGAACGCCAAA TTATCACGTTCCAAACCAGTCAA 

 
 

 

sRNASpy490957c GATTATCAAAGTCGGCTTCCCGC AGTCACTTTTGCGCAGGGGAGG 

   

mga TTCACAGATAACAACGTTATGGTC TTCTGGTTTTTGTACCTCTTTGTCACT 

   

mga I seq CCTCAAGTTGTGATTTGCGC TGGTGATGCTGAGATTGAGC 

   

mga II seq CTCGACGAGTATACCATAGC TTGACCTTACCTCTATGGGC 
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hasA GGGAGTTCAAACACAGATGC CGGTGAACGATAACGTTTCG 

   

hasB 
CAGAATCGAGAAAATTAAATAGTCACA
TG AGACAATAACCTCCATAACCAAATGA 

   

hasC TTTATCCGTCAAAGCCACCC AGTCATCTCCAAGCATGACC 

   

emm49 CGGAGAATAACGTGTCTAGC CTGTAAGATCGGCGATTTGG 

   

scl AAAACCTGCTGACAAAGAAGCTAAC TGGCTACAGGTGTCTTAGCCATATT 

   

sfbX GGCCCCTGCTAAACCTGAAG GTAGCTTGTGACGATCCCTCATCT 

   

sof CAGTTCGATTATACCAAGCGTGTAG TGAGGGCTACTACTACCACAGTTATT 

   

cpsY TTTGTCTCACTCCTCAAGCG TTCCCAAGTTCTTGTCTCGC 

   

pyrF ACCAGTGAAGACCAAATCCG CCATCTAGCTGAGCTTTAGC 

   

pyrE ACAGTCACAGCAGGTATTCC TTTGGCCTTTAAGCACACGC 

   

oppA GAAGCTTTGACAGGTGAAGG GTTTGAAAGACTGGGCTTCC 

   

slo AAAACAAACCAGACGCGGTAGT TGCTTTGTCTCCCATACCTGGTA 

   

sagA TGCTGCTGTACTACTTGTTGCTTCT 
GCTAAATAGATTATTTACCTGGCGTATAA
CT 

   

speB GCCGCATAGCTGAAACCTTT AACTGCTGCACGCGCATA 

   

dppA ATGATGTGCGCGGCTTATC GATAGCCATCAGGAGAATCAGTGA 

 

Tabelle 7: Tabelle der verwendeten PNAs. Die Stammlösung für alle PNAs hatte eine Konzentration von 1mM 

Bezeichnung Sequenz PNA Sequenz scrambled-PNA 

   
KFF-Anti-gyrA H-(KFF)3K-eg1-tgcatttaag-NH2 H-(KFF)3K-eg1- attagactgt-NH2 

    
  

TAT-Anti-gyrA GRKKRRQRRRYK-eg1-tgcatttaag-NH2 GRKKRRQRRRYK-eg1-attagactgt-NH2 

  
  

Antennapedia-Anti-
gyrA 

RQIKIWFQNRRMKWKK-eg1-tgcatttaag-
NH2 

RQIKIWFQNRRMKWKK-eg1-attagactgt- 
NH2 

    

Cadherin-Anti-gyrA 
LLIILRRRIRKQAHAHSK-eg1- tgcatttaag-
NH2 

LLIILRRRIRKQAHAHSK-eg1-attagactgt-
NH2 

   

TAT-Anti-erm GRKKRRQRRRYK-eg1-gttcatgtaa-NH2 GRKKRRQRRRYK-eg1-tgtcagtata-NH2 
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2.2 Mikrobiologische Methoden 

2.2.1 Stammhaltung 

Die S. pyogenes Wildtypstämme M49 (WT) und M18 (WT18) wurden auf Columbia 

Blutagarplatten und rekombinante Bakterienlinien auf THY-Festmedien mit den 

jeweiligen Antibiotikazusätzen aufbewahrt. Für Übernachtkulturen (ÜNK) wurde 

Koloniematerial in 10 ml THY-Medium überführt und über Nacht bei 37°C und 5 % CO2 

inkubiert.  

Zusätzlich erfolgte eine Stammhaltung. Zu diesem Zweck wurde eine ÜNK gründlich 

vermischt und 700 µl der Zellsuspension auf 300 µl 85 % Glycerinlösung gegeben und 

diese wiederum gut vermischt. Die Stammlösung kann bei -20°C bis zur Verwendung 

gelagert werden.  

 

2.2.2 Versuchsaufbau für Wachstumsinhibitionsversuche 

Um einen neuen Versuchsaufbau zu etablieren, welcher für Voruntersuchungen bei 

Tiermodellen relevanter ist, wurden Tat-Anti-erm-PNAs verwendet, die sich gegen eine 

Erythromycinresitenzgenkasette richten. Zu diesem Zweck wurde als Bakterienstamm 

ein pAT19 tragender Wildtyp (WT) verwendet. Als Kontrolle der PNA-Spezifität dienten 

„scrambled“-PNAs. Dabei handelt es sich um PNAs, deren Basen in anderer 

Anordnung vorliegen, so dass keine Spezifität für die Zielstruktur vorliegt. Desweiteren 

diente der unveränderte WT als Negativkontrolle im Versuchsaufbau.  

Für die Durchführung des Inhibitionsversuches wurde zunächst eine ÜNK in einem 

BHI/PBS-Gemisch (3:20) 1:20 verdünnt und mit 10 µl Erythromycinlösung (10 mg/ml) 

in einem Gesamtvolumen von 20 ml versetzt. Die daraus resultierende Übertagkultur 

(ÜTK) wurde in ein 2 ml Reagenzgefäß überführt und mit einer 20 µM PNA-

Endkonzentration in einem Endvolumen von 400 µl versetzt. Um die 

Wachstumshemmung zu messen, wurden die Suspensionen 6 h bei 37°C unter 

ständiger Rotation inkubiert.  

Um die koloniebildenden Einheiten (colony forming units, CFUs) bestimmen zu 

können, wurde eine Verdünnungsreihe des Ausgangsinokulums und der bebrüteten 

Suspensionen mit PBS angefertigt und auf THY-Platten ausgebracht. Diese wurden 

über Nacht bei 37°C und 5 % CO2 bebrütet. Die Kolonien wurden am Folgetag 

ausgezählt und ausgewertet. 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 

Die Konzentrationen von Nukleinsäuren in Lösungen wurde mit Hilfe des 

Spektralphotometers Picodrop bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 4 µl einer 

unverdünnten oder verdünnten Probe gemessen, wobei das Lösungsmittel als 

Blindwert diente. 

Über die zu dem Photometer gehörende Software konnten die Konzentrationen in 

ng/µl bestimmt werden und zusätzlich wurde der Reinheitsgrad angegeben. Dies 

erfolgte über das Verhältnis der Extinktionen bei 260/280 nm (Ratio). Proben mit einer 

Ratio von 1,8-2,0 wurden als nahezu rein betrachtet, wohingegen eine Ratio unterhalb 

von 1,8 auf Proteinverunreinigungen und überhalb auf Verunreinigungen durch Salze 

und andere organische Verbindungen hindeutete [136]. 

 

2.3.2 Isolierung chromosomaler DNA aus S. pyogenes 

Um DNA aus den Bakterien zu isolieren wurde zunächst eine ÜNK bei 4500 rpm 

(revolutions per minute; „Umdrehungen pro minute“) für 5 min zentrifugiert und das 

Pellet in 1 ml PBS aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde anschließend in ein 

mit 0,3 ml Glasperlen (Durchmesser von 0,10 – 0,11 mm) versetzten 2 ml 

Schraubröhrchen überführt, bei 6000 rpm für 2 * 20 Sekunden im Homogenisator 

geschüttelt und anschließend bei 13000 rpm für 2 min zentrifugiert. 

100 µl des Überstands wurden mit 500 µl PB-Puffer (Quiagen, Hilden) vermischt und 

nach dem Protokoll des QIAquick® PCR Purification Kits weiter verfahren. Die 

Konzentrationsbestimmung erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. 

 

2.3.3 Isolierung, reverse Transkription und Quantifikation von RNA aus S. 

pyogenes 

2.3.3.1 Vorbereitung der Kulturen für die RNA-Extraktion 

Im Zuge der Doktorarbeit wurde RNA aus THY-Kulturen und Blut-Kulturen gewonnen. 

Für die Isolierung von RNA aus THY-Kulturen wurde zunächst eine ÜNK in einem 

Verhältnis von 1:20 und einem Endvolumen von 20 ml mit frischen THY-Medium 

verdünnt und bis zu einer OD600 von 0,8 bei 37 °C und 5 %CO2 bebrütet. Durch 

anschließende Zentrifugation bei 4500 rpm für 5 min konnten die Bakterien pelletiert 

und bis zur RNA-Isolierung bei -20°C aufbewahrt werden. 
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Die Isolierung von RNA aus Blutkulturen erfolgte zunächst analog zu der Isolierung 

aus THY. Nach dem Erreichen einer OD600 von 0,8 wurden die Kulturen durch 

Zentrifugation bei 4500 rpm für 5 min pelletiert, der Überstand verworfen und 

anschließend vorsichtig in jeweils 5 ml humanem Vollblut suspendiert.  

In einer Hybridisierungskammer wurden die Kulturen unter ständiger Rotation für 1 h 

bei 37 °C inkubiert.  

Nach der Inkubation erfolgte eine Zentrifugation bei 4500 rpm für 10 min. Um die 

Blutzellen von den Bakterien zu trennen, wurde das Pellet in Blut-Lyse-Puffer (BLP) 

gewaschen. Zu diesem Zweck wurde es in 5 ml BLP aufgenommen und kräftig 

gemischt. Anschließend erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 4500 rpm für 5 min. 

Das Pellet wurde in 5 ml 1 x PBS aufgenommen, kräftig gemischt und erneut bei 4500 

rpm für 5 min zentrifugiert.  

Der Überstand konnte nachfolgend verworfen und das Pellet bei –20°C bis zur RNA-

Isolierung aufbewahrt werden.  

 

2.3.3.2 Isolierung der Gesamt-RNA aus Blut- und THY-Kulturen und Eliminierung 

von DNA aus RNA-Proben 

Die Pellets der Bakteriensuspensionen aus THY-Kulturen (s. 2.3.3.1) wurden in 1 ml 

TRIzol® aufgenommen. Anschließend wurden diese in ein mit 0,3 ml Glasperlen 

versetztes 2 ml Schraubröhrchen überführt und bei Raumtemperatur (RT) und 6500 

rpm für 2 * 20 Sekunden im Homogenisator geschüttelt. Nach der Homogenisierung 

erfolgte eine Zentrifugation bei 13000 rpm für 2 min. 

Anschließend erfolgte für die RNA aus beiden Kulturen eine Extraktion in saurer 

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung (PCI). Zu diesem Zweck wurden 800 µl der 

TRIzol-Nukleinsäure-Lösung vom Überstand abgenommen und mit 1 ml PCI vermischt 

und in ein neues 2 ml Schraubröhrchen überführt. Zusätzlich wurden der Lösung 20 µl 

einer 2 molaren Natriumacetatlösung (NaAc) beigefügt. Das Gemisch wurde 

anschließend bei Raumtemperatur und 2500 rpm für 2 * 20 Sekunden im 

Homogenisator geschüttelt und danach bei 4°C und 7500 rpm für 10 min zentrifugiert. 

Die daraus resultierende wässrige, obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und 

die Extraktion im Anschluss 2 x wiederholt.  

Die wässrige Phase wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 1 ml eiskalten 

absolutem Ethanol 24 Stunden bei -20°C präzipitiert.  
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Nach der Präzipitation erfolgte eine Pelletierung durch Zentrifugation bei 15000 rpm 

und 4°C für 30 min. Nach dieser Prozedur wurde der Überstand verworfen, das Pellet 

in 70 % Ethanol gewaschen, erneut bei 15000 rpm und 4°C für 15 min zentrifugiert und 

der Überstand verworfen. Anschließend wurde das Pellet im offenen Reaktionsgefäß 

für 20 min unter der Sterilbank angetrocknet und anschließend in 50 µl mit 

Diethylpyrocarbonat behandelten Wassers (DEPC-H2O) gelöst.  

Um eine vollständige Lösung zu gewährleisten, wurde die Lösung bei 4°C eine Stunde 

inkubiert und anschließend auf 60 °C für 10 min erhitzt. Die 

Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte nach 2.3.1.  

Für die essentielle und vollständige Eliminierung von chromosomaler DNA aus den 

RNA Proben wurde das TURBOtmDNAse-Kit (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) 

nach Herstellerangaben verwendet.  

Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C. 

 

2.3.3.3 cDNA-Synthese und RT-qPCR 

Für die Synthese von cDNA wurde das “Superscript first-strand synthesis system for 

RT-PCR” (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Germany) nach 

Herstellerangaben genutzt und bis maximal 1 Woche bei 4°C gelagert und verwendet.  

Die Quantitative PCR Amplifikation wurde mit dem ViiA™ 7 Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, Darmstadt), unter Verwendung von SYBR Green (Thermo Fisher 

Scientific, Darmstadt) durchgeführt. Als Referenztranskript diente die 5S- rRNA.  

Die relative Expression wurde durch die 2-ΔΔct Methode bestimmt [137].  

Alle Primer, die für die RT-qPCR verwendet wurden, sind in Tabelle 7 gelistet.  

 

2.3.4 Proteomanalyse 

Die Behandlung und Analyse der Proben erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Leiter 

der Core-Facility „Proteomics“ der Universität Rostock Dr. Stefan Mikkat. 

 

2.3.4.1 Vorbereitende Proteinextraktion  

Um Rohextrakte zu isolieren wurden zunächst 3 x 10 ml ÜT- Kulturen aus einer ÜN- 

Kultur angefertigt. Dies erfolgte durch die Verdünnung der ÜK in einem Verhältnis von 

1:20 in frischen THY-Medium. Das Wachstum der Bakterien wurde zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten (OD600 0,4; 1,0 und nach 24 h) gestoppt, die Zellen 
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wurden zentrifugiert und 2x mit 1 x PBS gewaschen. Das resultierende Pellet konnte 

bis zur weiteren Behandlung bei -20°C gelagert werden. 

Der Aufschluss des Pellets erfolgte in 500 µl 10mM Tris-HCl Lösung im Precellys 24 

Homogenisator bei 6500 rpm für 2 x 20 Sekunden unter Verwendung von Glasperlen. 

Anschließend erfolgte durch eine Zentrifugation bei 13000 rpm eine Trennung in eine 

zytoplasmatische und zytoplasmaarme Fraktion.  

  

2.3.4.2 Proteinverdau in Lösung 

Die zytoplasmaarme Fraktion wurde zunächst in 200 µl Lösungspuffer (50mM 

Ammoniumbicarbonat-Lösung (ABC), 1,5 % Natriumdeoxycholat-Lösung (SDC), 10 

mM Dithiothreitol-Lösung (DTT) aufgenommen und bei 95°C für 5 min inkubiert und 

anschließend in einem Ultraschallbad 10 min behandelt. Daraufhin erfolgte eine 

Zentrifugation bei 22130 rpm für 10 min bei Raumtemperatur. Vom Überstand wurden 

130 µl in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 15 mM Iodacetamid-Lösung 

(IAA) für 20 min bei Raumtemperatur alkalisiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde 

der Überstand mit dem doppelten Volumen 50 mM ABC vermischt. Trypsin 

(„sequencing grade“, Promega GmbH, Mannheim) wurde in einer Enzym/Protein-Ratio 

von ca. 1:100 und einem Endvolumen von 320 µl zugefügt. Der Verdau erfolgte bei 37 

°C für 16 h.  

Für den Verdau der zytoplasmatischen Fraktion wurden 100 µg Protein in 

Lösungspuffer mit einem Endvolumen von 300 µl 5 min bei 95 °C inkubiert. 

Die Alkalisierung und der Verdau mit Trypsin erfolgte analog zu dem Verdau der 

zytoplasmaarmen Fraktion. SDC wurde aus beiden Fraktionen nach der „phase 

transfer surfactant“-Methode entfernt [138]. 320 μl Ethylacetat (1 vol) und 6.5 µl 25 % 

Trifluoressigsäure (0.5 % Endkonzentration) wurden den Lösungen zugefügt, 2 

Minuten stark geschüttelt und anschließend bei 12000 rpm für 10 min zentrifugiert um 

eine Trennung in eine organische und wässrige Phase zu vollziehen. 200 µl der 

wässrigen Phase wurde durch die Verwendung von Gelladespitzen abgenommen und 

durch C18-Entsalzungsspitzen entsalzt [139]. 

 

2.3.4.3 Analyse durch nanoLC-HDMSE  

Die Massenspektrometrie wurde mit einem Synapt G2-S Massenspektrometer 

(Waters, Manchester, UK) unter Verwendung der Masslynx Version 4.1 Software in 
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Verbindung mit dem nanoAcquity UPLC System (Waters) via NanoLockSpray 

Ionenquelle unter Verwendung eines PicoTip Emitters (New Objective, Woburn, MA, 

USA) durchgeführt. Die mobilen Phasen A und B enthielten beide 0,1 % Ameisensäure 

in Acetonitril. Pro Probe wurden 3 analytische Replikate injiziert. Peptidproben die ca. 

150 ng des verdauten Proteins beinhalteten, wurden mit 20 fmol Hi3 und Phos B 

Standards für absolute Proteinquantifikation (Waters) versetzt. Hiernach erfolgte eine 

Entsalzung und Festsetzung durch eine Vorsäule (nanoAcquity UPLC Symmetry C18, 

5 µm, 180 µm x 20 mm, Waters) bei einer Flussrate von 10 µl/min für 4 min mit 99.9 

% A. Die Peptide wurden anschließend durch eine Analysesäule (ACQUITY UPLC 

HSS T3, 1.8 µm, 75 µm x 200 mm, Waters) bei einer Flussrate von 300 ml/min unter 

Verwendung eines 3 – 35 % Gradienten B über 90 min getrennt. Nach der Separation 

wurde die Säule mit 85 % B für 10 min gewaschen und mit 97 % A für 20 min 

reequilibriert. Die Temperatur der Säule wurde auf 35 °C gehalten. Als Referenz diente 

100 fmol/μl [Glu1]-Fibrinopeptid B, welches mit 500 nl/min an einen Referenzsprüher 

der NanoLockSpray-Quelle übertragen wurde. Das SYNAPT G2-S Instrumemt wurde 

im unabhängigen Datenmodus betrieben [140] und die Charakterisierung erfolgte 

durch eine parallele Fragmentation von multiplen Vorläufer Ionen in Kombination mit 

einer Ionenmobilitätsseperation (HDMSE ) als eine zusätzliche Dimension der 

Separation [141]. Durch die Durchführung von alternativen Scans bei geringer und 

erhöhter Kollisionsenergie von je 5 Sekunden, konnten Informationen zu Vorläufer- 

und Fragment-Ionen gesammelt werden. Im „low-energy MS mode” wurde die 

Datensammlung bei konstanter CE von 4eV durchgeführt, wohingegen Driftzeit-

abhängige CE-Einstellungen im „elevated-energy MS mode“ betrieben wurden. Die 

Werte der Driftzeit-abhängigen CE-Einstellungen wurden wie beschrieben genutzt 

[142]. LockSpray wurde alle 30 Sekunden für die Dauer von 1 Sekunde aufgezeichnet. 

 

2.3.3.4 NanoLC-HDMSE-Datenprozessierung, Proteinidentifikation und -

quantifikation 

Progenesis QI for Proteomics version 2.0 (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, 

UK) [143] wurde für die Rohdatenprozessierung, Proteinidentifizierung und für die 

kennzeichnungsfreie Quantifikation genutzt. Für jedes biologische Experiment wurden 

die Rohdaten von 3 analytischen Replikaten von WT, ΔmarS, and ΔmarS::marS 

Proben derselben Wachstumsphase in ein separates Progenesis Experiment 

überführt. Während der Überführung wurden die Daten durch die Verwendung eines 
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doppelt geladenen monoisotopischen [Glu1] -Fibrinopeptid B Ions korrigiert („lock 

mass-correction“). 

Für die Apex3-Prozessierung wurde die Schwelle von Ionen und die totale 

Ionenintensität für Scans bei niedriger und hoher Energie auf 135, 30 und 750 Zähler 

eingestellt. Hiernach erfolgte eine Angleichung durch das Herausfiltern von einfach 

geladenen Ionen um die, innerhalb des LC-Seperationsverfahrens auftauchende 

Variation, auszugleichen. Die Parameter um Höchstwerte aufzeichnen zu können 

beinhalteten (I) die automatische Auswahl der Sensitivität, (II) die kleinste 

chromatografische Breite des Höchstwertes von 0,15 min und (III) die maximale 

Ionenladung von +4. Das “Between-subject design” wurde für die Gruppierung der 3 

analytischen Replikate pro Probe in eine gemeinsame Gruppe genutzt.  

Für die Suche in Datenbanken wurde eine Datenbank verwendet, die 1701 

Proteinsequenzen von S. pyogenes M49 NZ131 (UniProt release 2015_01) 

zusammenstellt und die Sequenzen von Hasen-Phosphorylase B (P00489) und 

Schweine-Trypsin hinzugefügt. Vorläufer und Fragment Ionen-Massentoleranzen 

wurden automatisch bestimmt. Eine fehlende Spaltstelle wurde toleriert. Zusätzlich 

wurde die Oxidation von Methioninresten als variable Modifkation und die 

Carbamidomethylation als gesetzt betrachtet. Die “false discovery rate” (FDR) wurde 

basierend auf der Suche nach einer entgegengesetzten Datenbank auf 1 % gesetzt. 

Peptide mussten durch mindestens 3 und Proteine durch mindestens 7 Fragment 

Ionen und zusätzlich 2 Peptide identifiziert wurden. In anschließenden 

Filterungsschritten wurden Peptide entfernt die (I) einen Wert von unter 4,5 hatten, (II) 

weniger als 2 Treffer aufwiesen (z.B.: in mehreren Durchläufen nur 1 Mal gefunden 

wurden), (III) einen Massenfehler über 7 zeigten, (IV) einen Anova p-Wert über -0,05 

erreichten und (V) nur durch Dekonvulotion im geladenen Zustand identifiziert wurden. 

Proteine wurden durch die Hi3-Methode unter Benutzung des Hi3 Phos B Standards 

(Waters) als Referenz  absolut quantifiziert [144]. Der Koeffizient der Variation (CV) in 

3 analytischen Replikaten pro Probe, wurde durch das Verhältnis der 

Standardabweichung zum Mittelwert, multipliziert mit 100 bestimmt. Der Gesamt-CV 

für die Quantifikation aller Proteine war 4.2, 4.8 und 4.1 für WT, ΔmarS, und 

ΔmarS::marS Proben. Für differenziell exprimierte Proteine war der mittlere CV 4.6, 

9.5 und 4.3 für die WT, ΔmarS, und ΔmarS::marS Proben, was eine gesteigerte 

Varianz für differenziell exprimierte Proteine in ΔmarS anzeigte. Dieser Fund korreliert 

mit der signifikanten Reduktion von einigen Proteinen in ΔmarS. Die Unterschiede in 

41 / 124



Material und Methoden 
 

41 
 

der Proteinabundanz wurden durch die Berechnung des Verhältnisses der Werte des 

WT zu ΔmarS und WT zu ΔmarS::marS bestimmt. Veränderungen um ein Vielfaches 

wurden zunächst durch die durchschnittliche Proteinabundanz der analytischen 

Replikate pro Probe bestimmt. Hiernach erfolgte diese Bestimmung auch für die 

biologischen Replikate. 

 

2.3.5 Herstellung elektrokompetenter S. pyogenes-Zellen [145,146] 

Um elektrokompetente S. pyogenes-Zellen zu gewinnen, erfolgte die Inkubation der 

Kulturen in Gegenwart von 20 mM Glycin. Dieses Molekül bewirkt eine 

Destabilisierung der Zellwände und erhöht die Fähigkeit zur DNA-Aufnahme. Für jede 

Transformation wurden frische elektrokompetente GAS nach folgendem Schema 

angefertigt: 

 

Beimpfen von 10 ml THY-Bouillon / 20mM Glycin mit einer Einzelkolonie, Inkubation 

ü. N. bei 37 °C und 5 % CO2 

 

Animpfen der Hauptkultur: 44 ml THY-Medium / 20mM Glycin + 5 ml ÜNK 

 

Inkubation der Hauptkultur bei 37 °C, 5 % CO2 bis OD600 = 0; 2 (ca. 2 h) 

 

sofortiges Abkühlen der HK für 10 min auf Eis 

 

Sedimentieren der Kultur durch Zentrifugation für 10 min bei 4.000 rpm, 4 °C 

 

Aufnahme des Sediments in 30 ml kaltem Elektroporationspuffer (0,3 mol/l Glucose; 

sterilfiltriert) 

 

Zweimaliges Wiederholen der Waschschritte (5. + 6.) 

 

Zentrifugation für 10 min bei 4.000 rpm, 4 °C 

 

Resuspension des Zellpellets in 0,5 ml kaltem Elektroporationspuffer 
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kompetente GAS bis zur Elektroporation auf Eis aufbewahren 

 

2.3.6 Transformation elektrokompetenter S. pyogenes-Zellen 

150 µl kompetente S. pyogenes-Zellen wurden mit ca. 10 µl Plasmid-DNA (1-2 µg) 

vermischt und in gekühlte Elektroporationsküvetten (2 mm Elektrodenabstand) 

überführt. Die Elektroporation erfolgte bei 1,7 kV, 481 Ω und 25 µF bei einer 

Zeitkonstante von 12 ms. Die Küvetten verblieben noch für 1-2 min auf Eis, bevor die 

Bakteriensuspension in 1 ml vorgewärmtes THY-Medium überführt wurde. Es erfolgte 

eine Inkubation für 4-5 Stunden bei 37°C und 5 % CO2 und im Anschluss wurden 

jeweils 200 µl der Bakteriensuspension auf selektive THY-Agarplatten ausgebracht. 

Diese wurden für 48-72 Stunden in Anaerobiertöpfen (Anaerocult®-Gefäße, Merck 

KGaA, Darmstadt) unter geregelter Atmosphäre (GENbox anaer System, bioMérieux 

Deutschland GmbH, Nürtingen) inkubiert. Die Kolonien wurden durch die Anzucht in 

Antibiotika-haltigen Flüssigkulturen und Test-PCRs überprüft. Es wurden bei jeder 

Transformation Positiv- und Negativkontrollen mitgeführt. 

 

2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion [147] 

Für die Klonierung in dieser Arbeit wurde ausschließlich Phusion® Polymerase 

(Finnzymes, Fisher Scientific, Schwerte) verwendet, da sie über eine 

Korrekturlesefunktion verfügt.  

 

Standardansatz für die PCR mit Phusion® Polymerase: 

 

Template-DNA       50-100 ng 

Oligonukleotide       je 0,5-1 µM 

5x Phusion® HF Puffer (7,5 mM MgCl2)   4 µl 

dNTP-Mix (10 mM)       0,4 µl 

Phusion® DNA-Polymerase (1 U/µl)    0,2 µl 

Aqua bidest. (steril)      ad 20 µl 

 

Die Komponenten wurden auf Eis gemischt und anschließend erfolgte die 

Amplifikation in einem Thermocycler (Thermocycler (PCR) Typ T3, Biometra, 

Göttingen).  
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Thermocycler-Parameter für die DNA-Amplifikation:  

  

 Initiale DNA-Denaturierung 2min  98 °C 

 Denaturierung der dsDNA  10 s  98 °C 

 Anlagerung der Primer  30 s  50-60 °C         27x 

 Elongation    1 min   72 °C 

 Finale Elongation   10 min 72 °C 

 Pause     ∞  4 °C 

 

Die Produkte wurden anschließend durch QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen, 

Hilden) nach Herstellerangaben gereinigt und bei 4°C aufbewahrt.  

 

2.3.7 Transkriptstabilitätsuntersuchungen 

Die Stabilitätsuntersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Maja Wittmann 

(IMIKRO). Die zu untersuchenden GAS-Stämme wurden in einer HK bis zu einer OD600 

= 0,8 bebrütet und anschließend wurde Rifampicin in einer Konzentration von 1 mg/ml 

hinzugefügt. Dieses Antibiotikum hemmt spezifisch die DNA-abhängige RNA-

Polymerase und inhibiert so eine weitere RNA-Synthese. Nach der Zugabe von 

Rifampicin, wurden je 10 ml Probe nach 0, 1, 2, 3, 5 und 15 min entnommen. Die 

Proben wurden bei 4500 rpm für 5 min zentrifugiert und das Sediment in flüssigen 

Stickstoff schockgefroren. Anschließend erfolgte die RNA-Aufbereitung nach 2.3.3.  

 

2.3.8 Sequenzierungen 

Die Sequenzierungen der Gesamtgenome wurden in Zusammenarbeit mit Jana 

Norman realisiert. Hierfür wurde von den Stämmen DNA isoliert (s.2.3.2) und mit dem 

MiSeq-System (Ilumina, San Diego) sequenziert. Die Daten wurden in Kooperation mit 

Thorsten Hain und der Justus-Liebig-Universität in Gießen ausgewertet.  

Für partielle Sequenzierungen wurde chromosomale DNA in eine PCR eingesetzt 

(s.2.3.6). Die Primer wurden so gewählt, dass sie spezifisch für den Bereich des 

Interesses waren. Die Produkte wurden anschließend durch QIAquick® PCR 

Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben gereinigt. Die Sequenzierung 

erfolgte durch die Firma GATC (Köln).  
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2.4 Virulenz Untersuchungen 

2.4.1 Überleben im humanen Vollblut und Plasma [148] 

Um die Überlebensrate in humanem Vollblut und Plasma zu bestimmen, wurden ÜNKs 

zu testender Stämme 1:20 mit frischem THY-Medium verdünnt und bis zur frühen 

exponentiellen Wachstumsphase (OD600 = 0,3 - 0,35) bebrütet (37°C und 5 % CO2). 

Von dieser Konzentration wurde eine 1:10000 Verdünnung angelegt, die als 

Ausgangssuspension (AS) diente. Die CFUs wurden durch Verdünnungsreihen 

bestimmt, die auf THY-Platten ausgebracht wurden. Jeweils 20 µl der AS wurde mit 

480 µl heparinisiertem Blut oder Plasma von drei verschiedenen Personen für drei 

Stunden bei 37°C unter Rotation inkubiert. Die einzelnen Proben wurden dann in 

geeigneten Verdünnungsstufen auf THY-Platten ausplattiert. Aus dem Verhältnis der 

lebensfähigen koloniebildenden Bakterien (KBE) zu denen in der AS, konnte der 

Multiplikationsfaktor bestimmt werden, der als Maß für die Überlebensfähigkeit der 

Bakterien verwendet wird. 

 

2.4.2 Kapsuläre Hyaluronsäure-Messung [148,149] 

Die quantitative Bestimmung der Hyaluronsäurekapsel erfolgte, indem ÜNKs der 

einzelnen Stämme durch eine Verdünnung in einem Verhältnis von 1:20 in eine 

Hauptkultur überführt und bei 37 °C und 5 % CO2 bis zu einer OD600 = 0,5 bebrütet 

wurden. Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Kulturen für 

5 min bei 1110 x g und 4 °C zentrifugiert und die Bakterien danach 2 x mit A. dest. 

gewaschen. Das resultierende Sediment wurde in 600 µl A. dest. aufgenommen. Zur 

Bestimmung der Bakterienanzahl wurden ausgehend von der Bakteriensuspension 

Verdünnungsreihen in 1x PBS in geeigneten Verdünnungstufen hergestellt und auf 

THY-Platten ausplattiert. 500 µl der Bakteriensuspension wurden anschließend mit 1 

ml Chloroform versetzt und im Homogenisator für 2 x 20 Sekunden bei 2500 rpm 

geschüttelt. Anschließend erfolgte eine 1-stündige Inkubation bei RT.  Nach der 

Inkubation wurde die Suspension 10 min bei 11.000 rpm zentrifugiert und definierte 

Volumina des Überstandes von 10, 20, 50, 80 und 100 µl in neue Reaktionsgefäße 

überführt und mit A. bidest. auf ein Gesamtvolumen von 100 µl aufgefüllt. Zu den 100 

µl-Ansätzen wurden jeweils 1 ml Nachweis-Lösung (s. 2.1.6) zugegeben und die 

optische Dichte bei 640 nm im Spektralphotometer bestimmt. Anhand einer erstellten 
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Eichgerade mit Hyaluronsäure von Streptococcus suis wurde die Hyaluronsäure-

Konzentration der Proben errechnet.  

 

2.4.3 Adhärenz an und Internalisierung in humane Keratinozyten 

Die Versuche für sRNA MarS wurden in Zusammenarbeit mit Afsaneh Khani (IMIKRO) 

durchgeführt. 

Die Fähigkeit an humane Keratinozyten (Zelllinie HaCaT, DKFZ, Heidelberg) zu 

adhärieren und zu internalisieren wurde durch einen Antibiotika-Protektions-Versuch 

untersucht [150].  

Die Zellanzucht erfolgte in DMEM + Glutamaxtm Medium (GIBCO) + 10 % FKS (fetales 

Kälberserum) + 1 % Penecillin/Streptomycin–Stocklösung (Konzentration: 5.000 U/ml 

Penicillin [Ratiopharm]; 5.000 U/ml Streptomycin [GIBCO]). Die Zellen wurden in 

Zellkulturflaschen (75 cm2, Greiner Bio-One) in 25 ml Medium bei 37°C und einer 5 % 

CO2 Atmosphäre angezogen. Zur Passage und Kultivierung wurden die Zellen durch 

Trypsinbehandlung (200 µl Trypsin [GIBCO]/Kavität) abgelöst, in einer Bürker-

Zellzählkammer gezählt und in einer Menge von 3; 5 x 10 Zellen/ml in die Kavitäten 

einer 24- Well-Mikrotiter-Platte überführt. 

Hierzu wurden 24-Well-Mikrotiterplatten verwendet, die mit 2.5*105 HaCaT-Zellen pro 

Kavität in DMEM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) ohne Antibiotika 

eingesät wurden. Pro Stamm wurden jeweils drei Kavitäten für die Adhärenz- und die 

Internalisierungsversuche mit Zellen vorbereitet und diese bei 37 °C und 5 % CO2 für 

12 – 18 h bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Vor dem Versuch wurden die Zellen 

mit DMEM gewaschen. Anschließend erfolgte die Infektion mit den einzelnen GAS-

Stämmen. 

Zu diesem Zweck wurden ÜNKs der einzelnen Stämme am Versuchstag in einem 

Verhältnis von 1:20 verdünnt und bis zu einer OD600 = 0,3 – 0,35 bei 37 °C und unter 

5 % CO2-Athmosphäre bebrütet. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation der 

Bakterien bei 4500 rpm für 5 min. Um Mediumreste zu entfernen wurde das Sediment 

anschließend in 1 x PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Für die Infektion wurde 

eine Bakteriensuspension in DMEM mit einer OD600 = 0,5 hergestellt. Das entspricht 

einer Bakterienanzahl von ca. 1x108/ml. Aus einer 1:10 Verdünnung dieser Suspension 

wurden jeweils 1 ml pro Kavität zu den HaCaT- Zellen gegeben. Die genaue Anzahl 

der Bakterien für die Infektion wurde durch eine Verdünnungsreihe in 1 x PBS und 
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anschließende Ausplattierung auf THY-Festmedien bestimmt. Nach einer Inkubation 

von 2 h bei 37 °C und unter 5 % CO2-Athmosphäre erfolgte eine Teilung der 24-Well-

Mikrotiterplatten um (I) die Anzahl der adhärenten Bakterien und (II) die Anzahl 

internalisierter Bakterien zu bestimmen.  

Für die Bestimmung der Anzahl adhärenter Bakterien wurde der Überstand der 

Kavitäten entfernt und diese jeweils 2 x gründlich mit 1 x PBS gespült. Um die 

Keratinozyten abzulösen wurde pro Kavität 200 µl Trypsin/EDTA (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific, Darmstadt) zugegeben und bei 37 °C für ca. 10 min inkubiert. Der 

Inhalt aus den jeweils 3 Kavitäten pro Stamm, wurde in einem Reaktionsgefäß vereint 

und die Kavitäten zusätzlich mit 600 µl 1 x PBS gespült. Die Waschsuspension wurde 

anschließend ebenfalls in das Reaktionsgefäß überführt. Durch eine kurze 

Zentrifugation (2 min, 10000 rpm, RT) wurden die Zellen sedimentiert und konnten 

anschließend in 1 ml Aqua bidest. lysiert werden. Zur quantitativen Bestimmung der 

adhärenten Bakterien wurde eine Verdünnungsreihe mit 1 x PBS angefertigt und auf 

THY- Festmedien ausgebracht.   

Für die Bestimmung der Anzahl internalisierter Bakterien wurde nach der Inkubation 

der HaCaT-Zellen mit den jeweiligen Bakteriensuspensionen der Überstand aus den 

Kavitäten entfernt, 2 x gründlich mit 1 x PBS gespült und mit 1 ml frischen Medium mit 

1 % Penicillin und Streptomycin (5000 µg/ml) versetzt. Die Antibiose eliminierte hierbei 

die planktonischen und adhärenten Bakterien. Nach einer weiteren Inkubation für 2 h 

bei 37 °C und unter 5 % CO2-Athmosphäre wurde die Isolierung analog zu den 

adhärenten Bakterien durchgeführt.  

Der Prozentuale Anteil von adhärenten und internalisierten Bakterien konnte durch den 

Vergleich mit den lebensfähigen KBE der Ausgangssupension bestimmt werden.  

 

2.5 Tierversuche 

2.5.1 Mausinfektionsmodell 

Um die Dessemination der Bakterien in vivo zu untersuchen wurde ein Mausmodell 

durchgeführt. Acht Wochen alte weibliche BALB/C Mäuse (Charles River Laboratories, 

Sulzfeld) wurden mit verschiedenen Bakteriensuspensionen (WT, ΔmarS, 

ΔmarS::marS) mit einer Konzentration von 5-8 × 107 CFU, intraperitoneal in 0,2 ml 1 x 

PBS infiziert.  
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Zu diesem Zweck wurde eine ÜNK in einem Verhältnis von 1:20 mit frischen Medium 

in eine HK mit einem Gesamtvolumen von 25 ml überführt. Diese wurde bei 37°C und 

5 % CO2 bis zu einer OD600=0,35-0,4 bebrütet und anschließend bei 4500 rpm 

zentrifugiert. Das Sediment wurde anschließend mit 1 x PBS gewaschen und erneut 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml 1 x PBS aufgenommen so das die 

Lebendkeimzahl ca. 2,5-4x108/ml und somit 5-8x107/l entsprach. Für die Infektion 

wurden BD Microlance 27G 3/4-Kanülen (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) 

verwendet. Als Negativkontrolle diente eine Injektion von 0,2 ml 1 x PBS ohne 

Bakterienlast. Zusätzlich zur Negativkontrolle wurde eine Vektorkontrolle mitgeführt. 

Zu diesem Zweck wurden die Mäuse mit je 0,2 ml einer M49 pAT18/GFP tragenden 

Bakteriensuspension infiziert.  Die Inkubationszeit nach der Infektion betrug 24 h. 

Hiernach wurden die Mäuse durch eine Ketamin/Xylazin- Mischung getötet und bei 

jeder Maus die Leber, die Lunge, die Milz und die Nieren entfernt, um die 

Dissemination in die einzelnen Organe zu bestimmen. Hierfür wurde jedes Organ in 1 

ml 1 x PBS unter Verwendung von Glasperlen im Homogenisator bei 5000 rpm für 2 x 

20 Sekunden homogenisiert. Geeignete Verdünnungen wurden auf Blutagarplatten 

ausplattiert um die Anzahl lebensfähiger KBE zu bestimmen [151].  

 

2.5.2 Larveninfektionsmodell [152] 

Für die Untersuchung des Einflusses von MarS und von Peptidnukleinsäuren (PNAs) 

auf die Sterberate in vivo, wurde ein Mottenlarvenmodell genutzt. Zusätzlich wurde die 

Wirkung von Levofloxacin und von PNAs in Kombination mit Levofloxacin untersucht.  

Zu diesem Zweck wurden pro Versuch je 10 Mottenlarven der Gattung Galeria 

mellonella intra-hämocoelar mit verschiedenen Bakteriensuspensionen (WT, ΔmarS, 

ΔmarS::marS) infiziert. Die Lebendkeimzahl wurde auf 1,5-2X106/ml CFU eingestellt.  

Für die Behandlung der Larven mit Levofloxacin erfolgte einmalig 30 min nach der 

Infektion mit WT-Bakteriensuspension eine Injektion intra-hämocoelar von 15, 7,5 oder 

1 µg/Larve Levofloxacin-Lösung.  

Für die Behandlung mit PNAs wurden die Larven ebenfalls mit WT-

Bakteriensuspension infiziert und nach Inkubation für 30 min mit 4 µl einer 1 mM PNA-

Lösung behandelt. Für diesen Zweck wurde eine Injektionslösung (IL) hergestellt, 

indem insgesamt 60 µl der 1 mM PNA-Lösung mit 90 µl 0,9 % NaCl-Lösung vermengt 

wurden. Von der IL wurden pro Tier 10µl in die Tiere injiziert.  
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Die Kombinationsversuche erfolgten indem nach 30 min Inkubation sowohl die 

Levofloxacin- als auch die PNA-Lösung intra-hämocoelar injiziert wurden.  

Als Negativkontrolle diente 0,9 % NaCl-Lösung bzw. bei Versuchen mit Levofloxacin 

0,9 % NaCl-Lösung mit 10 % DMSO. Die Inkubationszeit betrug 7 Tage bei 37 °C mit 

täglicher Kontrolle der Sterberate.  

Vor den Versuchen wurden die Larven nach Gewicht sortiert. Für alle Versuche 

wurden ausschließlich Laven verwendet, die ein Gewicht von 150-200 mg aufwiesen. 

Das Bakterieninokulat wurde aus einer ÜNK hergestellt, indem diese zunächst bei 

4500 rpm zentrifugiert wurde. Das Sediment wurde mit 0,9 % NaCL-Lösung 

gewaschen, erneut zentrifugiert und in 3 ml isotonischer Kochsalzlösung 

aufgenommen.  Diese Bakteriensuspension wurde auf eine OD600 = 0,3 eingestellt und 

700 µl mit 350 µl 0,9 % NaCl gemischt. Um die Lebendkeimzahl zu bestimmen wurde 

eine Verdünnungsreihe mit 1 X PBS angefertigt und die geeigneten 

Verdünnungsstufen auf THY-Festmedien ausgebracht und am Folgetag die KBE 

ausgezähl  

 

2.6 Statistische Analyse 

Die statistische Analyse, u. a. die Erstellung von Diagrammen, Berechnung der  

Standardabweichung und die Bestimmung der Signifikanzen, wurde mit Graphpad 

Prism 6 durchgeführt. Dabei wurden für Ergebnisse mit 3 Wiederholungen der t-Test, 

für Ergebnisse mit mehr als 3 Wiederholungen der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test und 

für die Bestimmung der Signifikanz bei Tierversuchen der Cox Mantel Test verwendet. 

Für alle Ergebnisse galten p-Werte < 0; 05 als schwach signifikant (*), < 0; 01 als 

signifikant (**), < 0; 001 als hoch signifikant (***) und < 0; 0001 als höchst signifikant 

(****).  
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3.0 Experimente und Ergebnisse 
Im Rahmen von Vorarbeiten wurden kleine 

nichtkodierende RNAs (sRNAs) mit 

verschiedenen Methoden in intergenischen 

Bereichen von Streptococcus pyogenes M49 

ermittelt [3]. 

55 putative sRNAs konnten durch Tiling-Arrays 

gefunden werden, von denen wiederum 42 

sRNAs unbekannt waren. Zusätzlich wurde 

versucht unter Verwendung zweier 

Programme intergenische Bereiche in silico 

zu lokalisieren, die mögliche sRNA-Gene 

tragen. Eines dieser Programme war das 

modular aufgebaute MOSES. Es basiert auf 

Java-Technologie und relevante Algorithmen 

können vom Benutzer frei ausgewählt werden.  

Das zweite Programm sRNAscanner arbeitet mit festgesetzten Algorithmen. Durch 

diese Methoden konnten nochmals 157 neue sRNA-Kandidaten lokalisiert werden. 

Einige der gefundenen Kandidaten überschnitten sich mit den Ergebnissen der 

jeweiligen anderen Methoden. (Abbildung 6) [153]. Die bereits beschriebene snRNA 

FasX, konnte durch alle Methoden gefunden werden und diente in der fortlaufenden 

Arbeit als Referenz [154]. Im Anschluss durchgeführte reverse Transkription mit 

anschließender qPCR verifizierten eine Auswahl der Kandidaten.  

Um mögliche Regulationen zu detektieren, wurden Expressionsanalysen via qPCR 

vorgenommen. Dazu wurden Bakterienkulturen aus verschiedenen 

Wachstumsphasen und verschiedenen Medien verwendet. Durch die differentielle 

Expression der sRNAs in Abhängigkeit von den Wachstumsbedingungen, konnten 

weitere Aufschlüsse über die Kandidaten gewonnen werden. 

 

3.1 sRNA MarS 

Eine der differentiell exprimierten Kandidaten stellte sRNASpy490957c (MarS) dar. 

MarS (mga-activating regulatory sRNA) konnte durch Northern blot- und RT-qPCR 

Analysen verifiziert werden [100]. Das Gen der sRNA ist in Milchsäurebakterien 

Abbildung 6: Durch Tiling-Arrays, MOSES und 
sRNAscanner und gefundene Kandidaten[3].  
Bereiche, die sich im Diagramm überschneiden, 
sind Kandidaten, die mit beiden Methoden 
lokalisiert werden konnten. Der mit allen Methoden 
gefundene Kandidat, ist die schon beschriebene 
kleine RNA FasX.  
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konserviert und durch die Verwendung des „CMfinder“ wurde in einer vergleichenden 

Genomanalyse eine cis-regulatorische Funktion von MarS vorausgesagt [155]. Andere 

Studien zeigten jedoch eine Expression des Kandidaten in verschiedenen GAS 

Serotypen, die von den Nachbargenen unabhängig ist [100,107,156]. In S. pyogenes 

und S. mutans weisen die Präsenz einer Terminatorsequenz und eines starken 

Promotors, die sich stromabwärts des sRNA kodierenden Gens befinden, ebenfalls 

auf eine eigenständige Expression der sRNA hin [100,157]. Ein Schema des 

genomischen Lokus ist in Abbildung 3A dargestellt. Die Stabilität von MarS wurde 

durch eine Rifampicinbehandlung mit anschließender RT-qPCR untersucht. Das 

Transkript zeigte im Serotyp M49 eine sehr hohe Stabilität über die Zeit (Abbildung 

7B). Eine ähnliche Stabilität, konnte für diese sRNA in einer vorangegangene Studie 

in GAS M1 gezeigt werden [107]. Die Expression von MarS wurde durch eine RT-

qPCR im WT, in der Deletionmutante ΔmarS und dem Komplementationsstamm 

ΔmarS::marS überprüft. (Abbildung 7C). Es konnte keine Expression der RNA in 

Abbildung 7: sRNA MarS zeigt eine hohe Stabilität über die Zeit und eine erhöhte Abbundanz im 
Komplementationsstamm 
(A) Schema des genomischen Locus von sRNA MarS 
(B) Stabilität von MarS nach Behandlung mit Rifampizin (n=3) 
(C) Abbundanz von MarS in dem Deletions- und Komplementationsstamm relativ zum WT (n=6) 
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ΔmarS nachgewiesen werden. Gegenteilig verhielt es sich in ΔmarS::marS . Diese 

zeigte im Vergleich zum WT eine erhöhte Expression der sRNA. 

 

3.1.1 Die Deletion von MarS resultiert in einem verminderten Überleben in 

humanem Vollblut 

Das Überleben in humanem Vollblut ist essentiell für die Verbreitung von GAS im 

menschlichen Wirt. Um zu untersuchen ob MarS die Virulenz von S. pyogenes M49 

beeinflusst, wurden Wachstumsversuche in humanem Vollblut durchgeführt. Das für 

einen Versuch benötigte Blut wurde jeweils von 3 gesunden Freiwilligen gespendet. 

ΔmarS zeigte im Vergleich zum WT ein vermindertes Wachstum in Blut (Abbildung 

8A). Der Komplementationsstamm ΔmarS::marS zeigte hingegen ein Wachstum auf 

WT-Niveau. Um zu untersuchen ob für diesen Effekt zelluläre oder nicht-zelluläre 

Abbildung 8: Die Deletion von sRNA MarS führt zu einem verringerten Überleben in humanem Vollblut und 
zu einer höheren Anfälligkeit für Phagocytose 
(A) Relatives Wachstum von ΔmarS und ΔmarS::marS im Vergleich zum WT nach 3h Inkubation in humanem 

Vollblut (n=9) 
(B) Relatives Wachstum von ΔmarS und ΔmarS::marS im Vergleich zum WT nach 3h Inkubation in humanem 

Plasma (n=4) 
(C) Relatives Überleben von ΔmarS und ΔmarS::marS im Vergleich zum WT nach 30 min Inkubation mit humanen 

Neutrophilen (n=5) 
(D) Relative Abundanz von extrazellulären, nicht phagozytierten ΔmarS und ΔmarS::marS Bakterien im Vergleich 

zum WT nach 30 min Inkubation mit humanen Neutrophilen (n=5) 
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Bestandteile des Blutes verantwortlich sind, wurde das Wachstum in humanem 

Plasma untersucht. Wie in Abbildung 8B zu sehen, zeigten ΔmarS und ΔmarS::marS 

keine signifikanten Wachstumsunterschiede im Vergleich zum WT. Nicht-zelluläre 

Bestandteile konnten somit als Ursache für das verminderte Wachstum von ΔmarS 

ausgeschlossen werden. Neutrophile stellen einen wichtigen zellulären Bestandteil 

des Blutes in Menschen dar und bilden zusammen mit anderen Faktoren eine wichtige 

Barriere gegen Bakterien im Körper. Aus diesem Grund wurden Neutrophile 

Granulozyten aus humanem Vollblut isoliert und mit den Stämmen inkubiert. Wie in 

Abbildung 8C zu sehen ist resultierte die Deletion von marS in einer höheren 

Anfälligkeit gegenüber den weißen Blutkörperchen im Vergleich zum WT und 

ΔmarS::marS. Zusätzlich zeigte dieser Stamm auch die geringste Abundanz 

extrazellulärer Bakterien, was auf eine verstärkte Aufnahme der Deletionsmutante 

durch die Neutrophilen hinweist (Abbildung 8D).  

 

3.1.2 MarS hat einen positiven Einfluss auf die Kapselproduktion 

Die Hyaluronsäurekapsel von GAS verleiht eine erhöhte Resistenz gegenüber 

Phagozytose und schützt die Bakterien dadurch vor dem Immunsystem des Wirtes 

[158–160]. Da ΔmarS ein reduziertes Wachstum in humanem Vollblut und eine höhere 

Anfälligkeit gegenüber neutrophilen Granulocyten zeigte, wurde überprüft ob die 

Kapselproduktion in diesem Stamm beeinträchtigt ist. Es wurden jedoch keine 

signifikanten Unterschiede zwischen ΔmarS und dem WT beobachtet (Abbildung 9A). 

Interessanterweise zeigte ΔmarS::marS eine erhöhte Produktion von 

Hyaluronsäurekapsel im Vergleich zum WT. Ein möglicher Grund ist die erhöhte 

Menge von MarS im Komplementationsstamm. Um diesen Umstand näher zu 

untersuchen, wurde die Kapselproduktion auf transkriptioneller Ebene untersucht. Zu 

diesem Zweck wurde die Menge des hasABC-Transkriptes über eine RT-qPCR 

ermittelt (Abbildung 9B). Das hasABC Operon kodiert die Enzyme, die für die Synthese 

der Hyaluronsäurekapsel in GAS verantwortlich sind [161,162]. ΔmarS zeigte keine 

signifikanten Unterschiede des Transkriptlevels im Vergleich zum WT, der 

Kompementationsstamm ΔmarS::marS zeigte jedoch eine erhöhte hasABC-

Transkriptabundanz im Vergleich zu der Mutante und dem WT. Da GAS M49 als 

Stamm beschrieben wird, der eine vergleichsweise geringe Menge an endogener 

Kapsel produziert [161], wurde die Kapselproduktion zusätzlich in GAS M18 
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untersucht. Dieser Serotyp weist durch eine Mutation in rocA eine konstant hohe 

Kapsel auf [163]. Der M18 ΔmarS Stamm zeigte eine verringerte Produktion von 

Kapsel im Vergleich zum WT während M18 ΔmarS::marS höhere Mengen von 

Hyaluronsäurekapsel generierte (Abbildung 9C). Diese Ergebnisse weisen auf einen 

positiv regulatorischen Effekt von MarS auf die Kapselproduktion in GAS hin.  

 

3.1.3 Die sRNA MarS beeinflusst die Adhärenz an und Internalisierung in humane 

Keratinozyten 

Während der Kolonisiation adhärieren GAS an Gewebe im Wirt. Zusätzlich findet eine 

Internalisation in die Zellen der Gewebe statt. Dieser Umstand wird als Grund für 

wiederkehrende Erkrankungen durch die Persistenz im Wirt diskutiert. Zusätzlich 

könnte durch diesen Mechanismus das Versagen von Behandlungen mit Penicillin 

erklärt werden [149,164–166]. Um zu untersuchen ob die sRNA MarS Einfluss auf die 

Adhärenz und Internalisierung nimmt, wurden die Bakterien mit einer humanen 

Keratinozytenzelllinie (HaCaT) inkubiert. Die Deletion von MarS resultierte in einer 

verminderten Fähigkeit an HaCaT-Zellen zu adhärieren. Der Effekt konnte durch die 

Komplementation im Stamm ΔmarS::marS aufgehoben werden (Abbildung 10A). Die 

Fähigkeit zu internalisieren wurde durch einen Antibiotikaprotektionsversuch 

untersucht. Bei diesem zeigte ΔmarS::marS  im Vergleich zum WT und zu ΔmarS eine 

Abbildung 9: sRNA MarS beeinflusst die 
Kapselproduktion positiv 

(A) Relativer Hyaluronsäuregehalt von ΔmarS und 
ΔmarS::marS im Vergleich zum WT (n=16) 

(B) Relative Expression von hasABC in ΔmarS und 
ΔmarS::marS im Vergleich zum WT (n=8) 

(C) Relativer Hyaluronsäuregehalt von ΔmarS und 
ΔmarS::marS des Serotyps M18 im Vergleich zum 
WT des Serotyps M18 (n=5) 
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signifikant gesteigerte Fähigkeit in HaCaT-Zellen zu internalisieren. Im Fall von ΔmarS 

zeigte sich eine verringerte Internalisierungsrate gegenüber dem WT (Abbildung 10B).  

Das M-Protein von GAS zeigt eine stark antiphagozytotische Wirkung und spielt 

ebenfalls bei der Adhärenz an humanes Gewebe eine Rolle [158,159,167–169]. Da 

die Deletion von marS zu einer Abnahme der Fähigkeit an humane Keratinocyten zu 

adhärieren und zu einer höheren Anfälligkeit gegenüber Neutrophilen führte, sollte die 

Abundanz des emm-Transkriptes als mögliche Zielstruktur von MarS untersucht 

werden. Abbildung 10C zeigt eine signifikante Verringerung der Abundanz in ΔmarS 

im Vergleich zum WT und ΔmarS::marS, was einen direkten oder indirekten Einfluss 

von MarS auf die emm-Expression nahelegt.  

Abbildung 10: sRNA MarS beeinflusst die 
Adhärenz und Internalisierung 

(A) Relative Adhärenz an humane 
Keratinocyten von ΔmarS und 
ΔmarS::marS im Vergleich zum WT n=6. 

(B) Relative Internalisierung an humane 
Keratinocyten von ΔmarS und 
ΔmarS::marS im Vergleich zum WT n=6 

(C) Relative Expression von emm in ΔmarS 
und ΔmarS::marS im Vergleich zum WT 
(n=8) 
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3.1.4 Die Deletion von marS resultiert in einer verringerten mga und Mga-

abhängigen Transkriptabundanz  

Einer der Hauptmechanismen in der sRNA-vermittelten Regulation in Bakterien ist die 

direkte Bindung der sRNA an eine Ziel-mRNA durch Basenpaarung. Für die 

Ausbildung eines Komplexes bedarf es komplementärer Regionen in der RNA-

Sequenz und auf der der respektiven Bindungspartner. Der IntaRNA-Algorithmus 

wurde für die Vorhersage solcher Bindungen entwickelt und für MarS benutzt, um 

mögliche Zielstrukturen zu identifizieren [170,171]. Als Referenzgenom diente hierbei 

die Sequenz von S. pyogenes NZ131 (NC_011375.1). Unter den vorhergesagten 

Zielen, wurde mga, das Transkript, welches für den M-Protein trans-agierenden 

Positivregulator kodiert, mit einer hohen Wahrscheinlichkeit identifiziert (Anhang 1). 

Die putative Bindestelle liegt innerhalb der 5’ untranslatierten Region (5’UTR) von mga 

(Abbildung 11A) und ist in den Serotypen  M2, M4, M5, M18, M28, M44, M49, M59, 

und M83 laut BLAST Analysen konserviert [172]. Ebenso wurde eine putative 

Bindestelle an das hasA/B-Transkript vorhergesagt (Abbildung 11B). Die 

Sekundärstruktur von MarS wurde mit RNAfold vorausgesagt (The ViennaRNA Web 

Services, http://rna.tbi.univie.ac.at/) und mit VARNA GUI [173] grafisch dargestellt 

Abbildung 11: Putative Bindestellen und Sekundärstruktur von MarS 
(A) Putative Bindestelle der sRNA MarS im mga-Transkript  
(B) Putative Bindestelle der sRNA MarS im hasA/B-Transkript  
(C) Putative Sekundärstruktur von MarS. Gelb: Putative Bindestelle für mga-Transkript. Grün: Basenaustausch 

88-CC-8988-GG-89 zur Generierung eines „Mismatch-Komplementationsstammes“ 
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(Abbildung 11C). Die Terminatorstruktur wird in dem Schema zum leichteren 

Verständnis nicht gezeigt. 

Da die Expression von emm positiv von Mga beeinflusst wird und eine veränderte 

Expression des Gens in der Deletionsmutante festgestellt werden konnte, wurde 

untersucht ob MarS einen direkten Einfluss auf die Transkriptabundanz von mga und 

den respektiv von Mga regulierten Transkripten aufweist [78]. Die gesamt-RNA von in 

THY-Medium oder in humanem Vollblut gewachenen Stämmen wurde mit RT-qPCR 

untersucht. Hierbei wurden Primer verwendet, die spezifisch für die Transkripte mga, 

emm, sclA („streptococcal collagen like protein“) und sof (serum opacity factor) sind. 

Für alle untersuchten Transkripte konnte in ΔmarS eine signifikant geringere 

Abundanz im Vergleich zum WT festgestellt werden (Abbildung 12A/B). Der 

Komplementationsstamm ΔmarS::marS zeigte bei den THY-Proben eine WT-ähnliche 

Abbildung 12: sRNA MarS beeinflusst die mga und Mga-abhängige Transkriptabundanz 
(A) Relative Expression von mga und Mga-abhängiger Transkripte von ΔmarS und ΔmarS::marS im Vergleich zum 

WT präinkubiert in THY-Medium (n=8) 
(B) Relative Expression von mga und Mga-abhängiger Transkripte von ΔmarS, ΔmarS::marS und 

ΔmarS::MMmarS im Vergleich zum WT präinkubiert in Blut (n=8) 
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Abundanz (Abbildung 12A). Die Effekte der Proben aus humanem Vollblut fielen im 

Vergleich zu denen aus THY allgemein stärker aus. Im Fall von sclA, sof und mga 

zeigte sich eine erhöhte Transkriptabundanz in ΔmarS::marS im Vergleich zum WT. 

Um einen Effekt auf das Mga-Regulon nachzuweisen, der spezifisch auf MarS basiert 

wurde ein “Mismatch-Komplementationsstamm” verwendet (ΔmarS::MMmarS). Dieser 

trägt ein Plasmid mit einem modifizierten marS-Gen, in dem zwei Basen der putativen 

Bindestelle ausgetauscht wurden (88-CC-89/88-GG-89) (Abbildung 11C). In den 

Proben der, in humanem Vollblut gewachsenen Stämme, konnte bei ΔmarS::MMmarS 

eine signifkante Verringerung der Abundanz aller getesteten Transkripte im Vergleich 

zum WT und ΔmarS:: marS festgestellt werden (Abbildung 12B). Um den Einfluss von 

MarS auf die Stabilität der mga mRNA zu untersuchen wurde die Transkriptabundanz 

zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Rifampicinbehandlung bestimmt (Abbildung 

13). Die Deletion der sRNA führte nicht zu einer Veränderung der Stabilität der mga-

mRNA innerhalb der ersten 3 Minuten. Die erhöhte Abundanz von MarS im 

Komplementationsstamm führte zu einer höheren Stabilität des mga-Transkriptes im 

Vergleich zum WT und ΔmarS.  

Diese Ergebnisse weisen auf einen positiv regulierenden Effekt von MarS auf das mga-

Transkript und den respektiven Mga-abhängigen Transkripten hin [163].  

 

Abbildung 13: sRNA MarS hat einen positiven Einfluss auf die mga-Transkriptstabilität 
Stabilität des mga-Transkripts in ΔmarS und ΔmarS::marS im Vergleich zum WT (n=3) 
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3.1.5 Die Deletion von MarS führt zu einem verstärkten Wachstum in chemisch 

definierten Medien (CDM) mit Maltose, α-D-Laktose und Schleimsäure 

Für pathogene Organismen ist die Aufnahme von verschiedenen Zuckern von 

entscheidender Bedeutung bei einer erfolgreichen Infektion. Es wurde gezeigt, dass 

Mga, dessen Transkript eine putative Zielstruktur von MarS darstellt, einen Einfluss 

auf die Utilisation von bestimmten Zuckern hat [78]. Aus diesem Grund wurde das 

Wachstum von ΔmarS in CDM mit verschiedenen Kohlenhydratquellen mit dem des 

WT und ΔmarS::marS verglichen. Dazu wurden Wachstumsversuch in speziellen 

Reaktionsplatten (Biolog phenotype microarray plates) durchgeführt. Hierbei wurde 

das Wachstum auf 178 verschiedenen Kohlenhydratquellen untersucht. Das 

Wachstum auf Glukose diente dabei als Referenz. GAS M49 konnte insgesamt auf 26 

Zuckerquellen wachsen (Anhang 7). Die Deletion von marS resultierte in einem 

verstärkten Wachstum des rekombinanten Stammes auf Mannose, α-D-Laktose und 

Schleimsäure (Abbildung 14). Auf den verbleibenden Zuckern wies das Wachstum der 

rekombinenten Stämme keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zum WT auf.  

 

3.1.6 Die Deletion von marS verändert das Proteom von GAS M49  

Im Anschluss auf den Nachweis unterschiedlicher Expression von Genen, die durch 

Mga kontrolliert werden und für Oberflächenproteine kodieren, erfolgte eine 

Proteomanalyse des Deletionsstammes ΔmarS im Vergleich zum WT und dem 

Komplementationsstamm ΔmarS::marS.  

Abbildung 14: MarS beeinflusst die Utalization von Zuckern negativ 
Wachstum von ΔmarS und ΔmarS::marS und WT auf Mannose, α-D-Laktose und Schleimsäure (n=6) 
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Es konnten 17 Proteine identifiziert werden, die in den Stämmen differentiell produziert 

wurden. Hierbei wurden Proteine als differentiell exprimiert angesehen, wenn sie 

mindestens einen 2-fachen Unterschied zu den Vergleichstämmen aufwiesen (Tabelle 

8). Für die Mehrheit der identifizierten Proteine konnte eine veränderte Synthese in der 

exponentiellen (exp), der transitionellen (tra) und der stationären (sta) Phase detektiert 

werden. Zu diesen Proteinen zählte das M-Protein, das Fibronectin bindende Protein 

SfbX, der FCγ-Rezeptor und der Serumopazitätsfaktor Sof, die von den Genen 

emm49, sfbX49, Spy49_1672c und sof kodiert werden. Diese zeigten eine geringere 

Abundanz in ΔmarS wohingegen die Proteinmenge in ΔmarS::marS wieder auf WT-

Niveau anstieg. Das Thiol-aktivierte Zytolysin (slo) lag in ΔmarS während der exp und 

sta ebenfalls reduziert vor. Im Komplementationsstamm war die Menge des Proteins 

im Vergleich zum WT leicht erhöht während der tra und sta Wachstumsphase. 

Demnach resultiert die in ΔmarS beobachtete geringere Abundanz von Mga-

kontrollierten Gen-Transkripten in einer verringerten Synthese korrespondierender 

Proteine. Zusätzlich konnte im Vergleich zum WT eine Reduktion der 

kollagenähnlichen Oberflächenproteine A und B und der C5a-Peptidase in ΔmarS 

festgestellt werden. Die Expression der korrespondierenden Gene sclA, sclB, and 

scpA wird auch von Mga kontrolliert [174–176]. Die Syntheseproteine der 

Hyaluronsäure HasA und HasB zeigten eine erhöhte Abundanz in ΔmarS::marS, was 

mit der in 3.2 beschriebenen erhöhten Kapselproduktion in diesem Stamm 

übereinstimmt (Abbildung 9A). Die Menge der Cystein-Proteinase SpeB war im 

Vergleich zum WT signifikant in ΔmarS reduziert. Auch in ΔmarS::marS konnte eine 

Reduktion dieses Proteins gegenüber dem WT-Niveau festgestellt werden, die jedoch 

eher geringfügig ausfiel. Zusammengefasst ist festzustellen, dass von den 17 

differentiell exprimierten Proteinen in ΔmarS, 14 bekannte Oberflächen assoziierte 

Proteine sind. Der Regulator Mga, welcher in die Expression eines Teils der 

beeinflussten Proteine involviert ist wurde auch gefunden, konnte jedoch auf Grund 

der Fraktion nicht quantifiziert werden. 2 Proteinen konnte bisher keine Funktion 

zugeordnet werden.  
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Tabelle 8: Differentiell synthetisierte Proteine in der zytoplasmaarmen Phase von GAS M49 WT, M49 ΔmarS und 
M49 ΔmarS::marS. 

Protein Gen Ratio (Durchschnitt von 3 biologischen Replikaten) 

 WT/Δm

arS 

exp 

WT/Δm

arS tra 

 

WT/Δm

arS 

stat 

 

WT/ 

ΔmarS::

marS exp 

WT/ 

ΔmarS::

marS tra 

 

WT/ 

ΔmarS::

marS stat 

 

Proteinvorkommen signifikant verringert in ΔmarS 

A0A0H3BZ

G1 

isp2 3.1 2.4 5.3 2.0 1.3 1.7 

A0A0H3BZ

00 

sclA n.d.a 6.6 16.2 n.d. 0.7 0.8 

A0A0H3C0

M3 

scpA 21.2b 4.2 9.2 1.4b 1.0 1.0 

A0A0H3C2

F5 

emm49 10.7 11.1 7.5c 1.6 0.9 0.9 

A0A0H3BZ

39 

Spy49_1

672c 

10.4 9.7 4.3 1.1 1.3 1.2 

A0A0H3C0

34 

mga 117.2 62.5 45.2c 2.2 1.2 1.1 

A0A0H3C0

44 

sfbX49 28.4 11.2 21.3 2.0 0.9 3.1 

A0A0H3C0

N6 

sof 6.5b 3.7 9.5 3.1 1.1 1.6 

A0A0H3BY

98 

Spy49_0

015 

1.6b 2.6 1.3 1.5 2.0 0.8 

A0A0H3BY

W1 

slo 3.1 1.1 3.2 1.1 0.4 0.6 

A0A0H3B
WZ9 

 

 

Spy49_0

343 

n.d. 17.8b 8.6b n.d. 1.0b 0.6b 

A0A0H3BZ

17 

Spy49_0

412 

n.d. n.d. 8.7 n.d. n.d. 0.8 
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A0A0H3BZ

Z5 

sclb 4.7 5.4 5.3 1.1 1.0 0.9 

Proteinvorkommen signifikant verringert in ΔmarS::marS 

A0A0H3C0

49 

Spy49_1

689c 

n.d. n.d. 2.3 n.d. n.d. 6.9 

A0A0H3C0

P3 

speB n.d. 2.4 5.2 n.d. 13.8 4.7 

Proteinvorkommen signifikant erhöht in ΔmarS::marS 

A0A0H3C1

07 

hasA 1.1 0.7 0.4 0.2 0.1 0.1 

A0A0H3C2

36 

hasB 1.2 1.5 1.2b 0.1 0.3 0.5b 

a fehlende Werte für die Quantifizierung 

b Durchschnitt von 2 biologischen Replikaten 

c Durchschnitt von 2 biologischen Replikaten; im dritten Replikat wurde das Protein in Δmars 

  nicht detektiert 

 

3.1.7 Die Deletion der sRNA MarS resultiert in einer höheren Dissemination in 

vivo 

Um den Einfluss von MarS auf die Virulenz von GAS M49 in vivo zu 

untersuchen, wurde ein Maus-Infektionsmodell eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden 

Abbildung 15: Die Deletion von MarS verstärkt die Dissemination in verschiedene Organe 
KBEs von ΔmarS und ΔmarS::marS und WT in verschiednen Organen nach 24 h Inkubation in Mäusen (n=14) 
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die Mäuse intraperitoneal mit GAS M49 WT, ΔmarS, und ΔmarS::marS infiziert. Alle 

Tiere zeigten starke Anzeichen einer Infektion und wurden nach 24h erlöst. Den Tieren 

wurden jeweils die Leber, die Lunge, die Nieren und die Milz entnommen. Diese 

wurden homogenisiert und die Bakterienlast der Organe durch KBE bestimmt. In den 

Nieren der infizierten Tiere konnte in ΔmarS im Vergleich zum WT und ΔmarS::marS 

eine signifikant höhere Anzahl lebender Bakterien isoliert werden (Abbildung 15). Auch 

in der Leber konnten mehr Bakterien der Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp 

gefunden werden und in der Milz wurde eine geringere Bakterienlast von ΔmarS::marS 

im Vergleich zum WT und ΔmarS detektiert. Eine leicht erhöhte Anzahl von Bakterien 

konnte für ΔmarS auch in der Lunge nachgewiesen werden. Diese Erhöhung war 

jedoch im Vergleich mit den anderen Stämmen nicht signifikant. Es konnte folglich in 

allen getesteten Organen eine leicht oder signifikant erhöhte Anzahl von lebenden 

Bakterien der Deletionsmutante im Vergleich zum WT und dem 

Komplementationsstamm detektiert werden.  

 

3.1.8 MarS hat keinen Einfluss auf die Progression der Infektion in Galleria 

mellonella 

Im Mausmodell ist mit dem vorliegenden Serotyp M49 keine klassische 

Bestimmung der Überlebensrate möglich. Die Problematik dieser Versuche besteht im 

Mausmodell nicht nur in ethischer Hinsicht, sondern ist auch technisch bedingt, da S. 

pyogenes M49 nur in einem bestimmten Konzentrationsfenster eingesetzt werden 

kann. Da es sich bei S. pyogenes um ein strikt humanpathogenes Bakterium handelt 

Abbildung 16: MarS hat keinen Einfluss auf die Sterberate in einem Galleria melonella-Modell 
Überlebensrate von mit ΔmarS, ΔmarS::marS und WT infizierter Galleria melonella-Larven  
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und M49 keinen hochinvasiven Stamm darstellt, kann im Mausinfektionsmodell keine 

Dosis eingestellt werden, die eine klassische Überlebensstudie gestattet. Die 

wirksame Dosis ist für die Tiere innerhalb von 24 h letal. Niedrigere Dosen führen dazu, 

dass die Tiere zwar starke Zeichen einer Infektion zeigen, sich langfristig aber wieder 

erholen. Als Alternative sollte ein Galleria mellonella Mottenlarvenmodell benutzt 

werden. Mit diesem Modell ist es auch für diesen Serotyp möglich die Auswirkungen 

einer Infektion über die Zeit zu betrachten und somit den Effekt von MarS im 

Infektionsgeschehen in vivo zu studieren. Zu diesem Zweck wurden Larven mittlerer 

Größe mit dem WT, ΔmarS und ΔmarS::marS infiziert und anschließend für 7 Tage 

täglich ausgezählt und die Sterberate dokumentiert. Wie Abbildung 16 zeigt konnte 

kein signifikanter Unterschied zwischen den Stämmen festgestellt werden.  

 

3.2 sRNAScanner 66 

Eine andere differentiell exprimierte sRNA stellte sRNAScanner 66 (sRNA 66) 

dar. Diese sRNA konnte durch RT-qPCR Analysen verifiziert werden. Ein Schema des 

Abbildung 17:sRNA 66 zeigt in der exponentiellen Phase die stärkste Expression 
(A) Schema des genomischen Locus von sRNA 66 
(B) Relative Expression von sRNA 66 in Δ66 und Δ66::66 im Vergleich zum WT in der exponentiellen 

Wachstumsphase (n=5) 
(C) Relative Expression von sRNA 66 in Δ66 und Δ66::66 im Vergleich zum WT in verschiedenen 

Wachstumsphasen (n=6) 
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genomischen Lokus ist in (Abbildung 17A) dargestellt. In eigenen Vorarbeiten [218] 

wurde eine Deletionsmutante (Δ66) und ein Komplementationsstamm (Δ66::66) 

hergestellt und keine Beeinträchtigung des Wachstums der Stämme festgestellt 

werden. Es konnte keine Expression der RNA in Δ66 nachgewiesen werden (Abbildung 

17B). Δ66::66 zeigte WT-ähnliche Expression der kleinen RNA. Die stärkste 

Expression zeigte sRNA 66 in der exponentiellen Wachstumsphase (Abbildung 17C).  

 

3.2.1 Die Deletion der sRNA 66 zeigt keinen Einfluss auf das Überleben in 

humanem Vollblut 

Für die Deletionsmutante und für den Komplementationsstamm der sRNA 66 

wurden Wachstumsversuche in humanem Vollblut durchgeführt. Die Ergebnisse sind 

in Abbildung 18 dargestellt. Es konnte kein signifikanter Unterschied im Wachstum der 

einzelnen Stämme festgestellt werden.  

 

3.2.2 Die Deletion der sRNA 66 resultiert in einer verringerten Adhärenz an und 

einer verstärkten Internalisierung in humane Keratinozyten 

Eine wichtige Eigenschaft von S. pyogenes ist die Adhärenz an und die 

Internalisierung in humane Zellen. Durch diese Mechanismen ist das Bakterium in der 

Lage sich schrittweise im Wirt auszubreiten und in tiefere Gewebsschichten 

vorzudringen [149,164–166]. Um einen möglichen Effekt der sRNA 66 in diesem 

Prozess zu untersuchen, wurden Adhärenz- und Internalisierungsversuche 

durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden die Bakterien mit der humanen Keratinozyten 

Ziellinie HaCaT inkubiert. Die Deletion der sRNA resultierte in einer verringerten 

Fähigkeit an HaCaT-Zellen im Vergleich zum WT zu adhärieren. Der 

Abbildung 18: sRNA 66 hat keinen Einfluss 
auf das Überleben in humanem Vollblut 
Relatives Wachstum von Δ66 und Δ66::66 im 
Vergleich zum WT nach 3h Inkubation in 
humanem Vollblut (n=6) 
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Komplementationsstamm Δ66::66 zeigte eine mit dem WT vergleichbare Adhärenz. 

(Abbildung 19A). Trotz des Defizits der Mutante konnte in einem anschließenden 

Antibiotikaprotektionsversuch festgestellt werden, dass ein höherer Prozentsatz der 

adhärenten Bakterien des Δ66-Stammes im Vergleich zum WT in die Keratinozyten 

internalisieren konnte (Abbildung 19B). Δ66::66 zeigte ein Internalisierungsverhalten 

auf Wildtypniveau.  

Ein Virulenzfaktor der als wichtiges Adhäsin fungiert und somit bei der Adhärenz an 

humanes Gewebe eine wichtige Rolle spielt, ist das M-Protein [158,159,167–169]. Um 

zu untersuchen ob, wie im Fall der sRNA MarS (s. 3.1.3), eine Veränderung der 

Expression des Proteins ein möglicher Grund für den Phänotyp darstellt, wurde eine 

RT-qPCR durchgeführt. Wie in Abbildung 15C dargestellt, konnten jedoch keine 

signifikanten Unterschiede in der Abundanz des emm-Transkriptes in den einzelnen 

Stämmen gefunden werden. 

 

Abbildung 19: sRNA 66 beeinflusst die 
Adhärenz und Internalisireung 

(A) Relative Adhärenz von Δ66 und 
Δ66::66 im Vergleich zum WT (n=4) 

(B) Relative Internalisierung von 
adhärenten Bakterien von Δ66 und 
Δ66::66 im Vergleich zum WT (n=4) 

(C) Relative Abundanz des emm-
Transkriptes in Δ66 und Δ66::66 im 
Vergleich zum WT (n=4) 
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3.2.4 sRNA 66 hat einen Einfluss auf das Proteom von GAS M49 

Um zu untersuchen, ob die Deletion einen Einfluss auf die Abundanz von Proteinen 

hat wurden die Gesamtproteingehalte des WT, Δ66 und Δ66::66 in der exponentiellen 

Phase untersucht. Es konnten dabei 13 Proteine identifiziert werden, die in den 

Stämmen differentiell exprimiert wurden. Hierbei wurden Proteine als differentiell 

exprimiert angesehen, wenn sie mindestens einen 2-fachen Unterschied zu den 

Vergleichstämmen aufwiesen (Tabelle 9). Dabei wurden 7 Proteine gefunden, die in 

der Mutante in höherer Menge vorlagen. Hierzu zählen Streptolysin O (Slo), der 

putative Transkriptionsregulator CpsY, die putative Amidase AmiC, ein putativer ABC-

Transporter und ein nicht charakterisiertes Protein. Zusätztlich wurde ein starker 

Anstieg der Menge von Orotat-Phosphoribosyltransferase (PyrE) und der Oritidin-5‘-

Phosphatdecarboxylase (PyrF) in der Mutante festgestellt, deren kodierende Gene 

pyrE/F in direkter Nachbarschaft des Genlocus der sRNA 66 liegen. 

Es konnten des Weiteren 5 Proteine identifiziert werden, die in Δ66 im Vergleich zum 

WT und Δ66::66 signifikant verringert vorlagen. Dazu zählen der M-Protein trans-

agierenden Positivregulator Mga, das FBP SfbX, das L-proline Glycine Betaine ABC 

transport system OpuABC, ein FC-Gamma-Rezeptor und eine NAD-abhängige 

Malatdehydrogenase.  

Zusätzlich konnte ein Protein identifiziert werden, welches sowohl in Δ66 als auch in 

Δ66::66 signifikant verringert vorlag. Dabei handelt es sich um den 

Oligopeptidtransporter OppA.  
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Tabelle 9: Differentiell synthetisierte Proteine von GAS M49 WT, M49 Δ66 und M49 Δ66::66. 

Protein Gen Ratio (Durchschnitt von 3 biologischen Replikaten) 

 WT/Δ66 WT/ Δ66::66  

Proteinvorkommen signifikant erhöht in Δ66 

A0A0H3BYW1 slo 0,3 1,7 

A0A0H3BYH2 Spy49_0145 0,5 1,3 

A0A0H3BXW2 Spy49_0715 0.3 0.8 

A0A0H3BWU6 amiC 0.4 0.5 

A0A0H3C063 pyrE 0.1 1.2 

B5XL15 pyrF 0.3 1.1 

A0A0H3BYG0 cpsY 0.7 1.5 

Proteinvorkommen signifikant verringert in Δ66 

A0A0H3C044 sfbX 1,4 0,7 

A0A0H3C034 mga 1,8 0,8 

A0A0H3BZ39 Spy49_1672c 2,0 0,9 

A0A0H3BYT5 Spy49_0864 9,7 2,1 

A0A0H3BYX3 opuABC 2,0 1,7 

Proteinvorkommen signifikant verringert in Δ66 und Δ66::66 

A0A0H3BWS8 oppA 8,1 11,8 

 

68 / 124



Experimente und Ergebnisse 
 

68 
 

3.2.4 sRNA 66 hat einen starken Einfluss auf die Expression seiner Nachbargene 

Da in Δ66 die Abundanz der Proteine PyrE, (putative 

Orotatphosphoribosyltransferase) PyrF (putative Orotidin-5'-Decarboxylase) stark 

erhöht und die Abundanz von OppA (Oligopeptid Permease) in der Mutante und dem 

Komplementationsstamm stark verringert war, sollte untersucht werden, ob diese und 

andere potentielle Zielstrukturen, die in der Proteomanalyse in veränderten 

Verhältnissen auftraten, auch Veränderungen auf transkriptioneller Ebene aufweisen. 

Der putative Transkriptionregulator CpsY wies in der Proteomanalyse eine leichte 

Erhöhung in Δ66 im Vergleich zum WT und Δ66::66 auf und wurde ebenfalls auf 

Abbildung 20: sRNA 66 hat einen starken Einfluss auf das pyrF/E-Operon 
(A) Relative Expression der pyrE- und pyrF-Transkripte in Δ66 und Δ66::66 im Vergleich zum WT (n=6) 
(B) Relative Expression der cpsY- und oppA-Transkripte in Δ66 und Δ66::66 im Vergleich zum WT (n=6) 
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transkriptioneller Ebene untersucht. Es wurde eine RT-qPCR durchgeführt und die 

Abundanz der Transkripte oppA, pyrE, pyrF und cpsY in den einzelnen Stämmen 

untersucht. Die Transkripte von pyrE und pyrF waren in Δ66 im Vergleich zum WT 20-

30-fach erhöht (Abbildung 20A). Der Komplementationsstamm Δ66::66 zeigte 

hingegen ein, dem WT entsprechendes Niveau. Auch das leicht erhöhte Niveau des 

Transkriptionsregulators CpsY in Δ66 konnte auf transkriptioneller Ebene bestätigt 

werden (Abbildung 20B).  

Das oppA-Transkript lag in allen Stämmen in der gleichen Menge vor (Abbildung 20B). 

Das Protein OppA wurde mit der Ausprägung von Virulenz in Verbindung gebracht, da 

es Einfluss auf die Expression von Genen besitzt die für Virulenzfaktoren kodiert. 

Abbildung 21: Der Verlust von OppA hat keinen Einfluss auf das OppA-Regulon in S. pyogenes M49 
(A) Relative Expression der sagA- (n=4) und slo-(n=3) Transkripte in Δ66 und Δ66::66 im Vergleich zum WT  
(B) Relative Expression der dppA- und speB-Transkripte in Δ66 und Δ66::66 im Vergleich zum WT (n=4) 
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Hierzu zählen unter anderen die Gene speB (Cystein Protease), sagA (Streptolysin S-

assoziiertes Gen A), slo (Streptolysin O) und dppA (Dipeptid Permease) [177]. Da trotz 

gleicher Transkriptabundanzen von oppA in den Stämmen eine Verringerung des 

Proteins OppA in Δ66 als auch in Δ66::66 festgestellt werden konnte, (s.3.2.3) wurden 

zusätzlich die relativen Mengen der oben genannten Transkripte bestimmt und 

verglichen. Wie in Abbildung 21A dargestellt, konnte bei den Transkripten slo und bei 

sagA kein signifikanter Unterschied zwischen den Stämmen festgestellt werden. Im 

Fall von dppA konnte in Δ66 im Vergleich zum WT und Δ66::66 eine höhere Abundanz 

des Transkriptes festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte im Fall des speB 

Transkriptes in der Mutante eine signifikante Verminderung des Transkriptes im 

Vergleich zu den anderen Stämmen detektiert werden (Abbildung 21B). 

 Der globale Transkriptionregulator Mga lag laut Proteomanalyse in Δ66 verringert vor 

und wurde ebenfalls auf transkriptioneller Ebene untersucht. Wie Abbildung 22 zeigt, 

wies Δ66 im Vergleich zum WT und Δ66::66 eine Verringerung der Abundanz des mga-

Transkriptes auf. Um zu untersuchen ob dieser Effekt einen Einfluss auf das gesamte 

Mga-Regulon hat wurden zusätzlich die Transkriptmengen von emm, scl, sof und sfbX 

bestimmt. Die Expression dieser Gene war jedoch in allen Stämmen gleich. 

 

3.3 Die genetisch veränderten Stämme weisen vereinzelte SNPs auf 

Bei der Herstellung von Mutanten kann es zu zusätzlichen sporadischen 

Mutationen im Genom kommen. Diese Mutationen, können bei der Translation zum 

Austausch von Aminosäuren führen. Das kann zu einer Dysfunktionalität des Proteins 

oder, im Fall eines Stop-Kodons, zur Synthese eines verkürzten Proteins führen. Um 

Abbildung 22: Der geringere Abbundanz des Regulators Mga hat keinen Einfluss auf das Mga-Regulon 
Relative Expression der mga-(n=6), scl- (n=4), sfbX (n=4) emm- und sof (n=3) Transkripte in Δ66 und Δ66::66 im 
Vergleich zum WT  
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zu untersuchen, ob in den Stämmen Δ66::66, Δ66, ΔmarS::marS und ΔmarS 

sporadische Mutationen vorliegen, wurde das Genom der Stämme sequenziert 

(s.2.3.8) und mit dem WT verglichen.  

Im Fall der Deletionsmutante ΔmarS wurden in der Genomanalyse 2 einzelständige 

Nukleotidpolymorphismen (SNPs) gefunden (Anhang 4). Einer wurde in folE detektiert, 

welches für eine GTP Cyclohydrolase kodiert, der in Konsequenz auch in 

ΔmarS::marS besteht. Dieser SNP ist jedoch stumm und führt zu keiner Veränderung 

im kodierten Protein. Der zweite SNP wurde in mga detektiert, der bei Translation an 

Position 232 zu einem Aminosäureaustausch von Arginin zu Histidin führt. Da in 

ΔmarS::marS dieser SNP nicht vorlag, wurde eine erneute Sequenzierung des 

gesamten mga-Gens vorgenommen. Hierbei konnte ein Nukleotidaustausch in mga 

und der damit verbundene Aminosäureaustausch in Mga ausgeschlossen werden 

(s.Anhang).  

Im Stamm Δ66 wurden durch die Transkriptomanalyse 3 SNPs in kodierenden 

Regionen gefunden, die ihrerseits bei der Translation zu einem Aminosäureaustausch 

führen. Der erste SNP ereignete sich im Gen murL, dass für eine UDP-N-

Acetylmuramoylalanyl-D-glutamat-2,6-diaminopimelate Ligase kodiert und an der 

Zellwandsynthese beteiligt ist [178]. Dieser SNP wurde ebenfalls in Δ66::66 gefunden. 

Durch den Nukleotidaustausch kommt es bei der Translation zu einem 

Aminosäureaustausch an Position 252 von Tryptophan zu Arginin. Der Zweite SNP 

liegt ebenfalls in der Mutante und Komplementante vor. Hierbei ist das Gen oppA 

betroffen, welches für einen Oligopeptid ABC-Transporter kodiert. Hierbei handelt es 

sich um eine „Nonsense“-Mutation, durch die es bei der Translation der mRNA zu 

einem Abbruch der Proteinsynthese kommt. Auch in mga konnte ein SNP gefunden 

werden, der bei Translation an Position 204 zu einem Aminosäureaustausch von 

Histidin zu Arginin führt. Dieser tritt jedoch nicht in der Komplementante auf. SNPs, die 

nur die Komplementante betreffen wurden in arp1, lepA und polA gefunden. Die SNPs 

in arp1 und lepA sind still und führen zu keiner Veränderung in der kodierten 

Proteinsequenz. Bei PolA gibt es einen Austausch an Position 610 von Valin zu 

Glutamin. Das Gen polA kodiert für die DNA-Polymerase I und ist essentiell bei der 

DNA-Replikation. 
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3.4 Etablierung eines Galleria mellonella in vivo Modells zur Analyse von 

potentiellen alternativen Therapeutika gegen Streptococcus pyogenes 

3.4.1 Galleria mellonella Larven können erfolgreich mit Levofloxacin behandelt 

werden 

Um ein Modell zu etablieren, bei dem neue Therapiestrategien gegen S. 

pyogenes schnell in vivo getestet werden können, wurde ein Galleria mellonella 

Mottenlarven Modell gewählt, da es nur geringe Kosten verursacht, leicht zu 

handhaben ist und als ethisch vertretbarer als ein Säugetiermodell eingestuft wird. 

Zusätzlich konnte in Vorstudien gezeigt werden, dass sich die Larven gut für 

Infektionsstudien mit S. pyogenes eignen. Um grundsätzlich festzustellen, ob die 

Mottenlarven auf konventionelle Behandlungen reagieren, wurden die Larven 

zunächst mit einer Bakteriensuspension infiziert und 30 min nach Infektion mit 

verschiedenen Konzentrationen (15; 7,5; 1 µg/Larve) Levofloxacinlösung behandelt. 

In den Abbildungen 23A-C sind die Ergebnisse der Experimente dargestellt. Die 

Levofloxacinkonzentrationen 15 µg und 7,5 µg/Larve führten zu einer deutlichen 

Verbesserung der Überlebensrate bei infizierten Larven. Bei einer Konzentration von 

1 µg/Larve war der Unterschied zur unbehandelten Kontrolle gering und die protektive 

Wirkung stark vermindert.  
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Abbildung 23: Die Behandlung mit Levofloxacin zeigt konzentrationsabhängige Effekte 
(A) Überleben infizierter Galleria mellonella Larven behandelt mit 15 µg Levofloxacin im Vergleich zu 

unbehandelten Larven (n=30) 
(B) Überleben infizierter Galleria mellonella Larven behandelt mit 7,5 µg Levofloxacin im Vergleich zu 

unbehandelten Larven (n=30) 
(C) Überleben infizierter Galleria mellonella Larven behandelt mit 1 µg Levofloxacin im Vergleich zu unbehandelten 

Larven (n=30) 

 

3.4.2 Tat-Anti-gyrA PNAs sind ein wirksames Therapeutikum gegen 

Streptococcus pyogenes in vivo 

 Peptidnukleinsäuren (PNAs) konnten in der Vergangenheit erfolgreich zur 

Hemmung des Bakterienwachstums in vitro eingesetzt werden. PNAs werden nicht 

effektiv von der Zelle aufgenommen und brauchen für das Eindringen 

zellpenetrierenden Peptide (CPPs). Es wurde gezeigt das die Aufnahme und damit die 

Wirksamkeit von PNAs maßgeblich von der Wahl des CPPs abhängt. In vielen Studien 

wurden Tat-gekoppelte PNAs als wirksamer im Vergleich zu anderen CPP-

gekoppelten PNAs beschrieben [121,126,128,179]. In dieser Arbeit sollte deshalb 

überprüft werden, ob sich Tat-Anti-gyrA PNAs zur Behandlung von S. pyogenes 

infizierten Galleria mellonella Larven eignen. Ferner wurde getestet, ob andere, 

Abbildung 24: TAT-Anti-gyrA-PNAs steigern das Überleben von mit GAS M49 infizierten Galleria mellonella 
Larven und sind mit Levofloxacin kombinierbar 
Überleben infizierter Galleria mellonella Larven ausschließlich behandelt mit TAT-Anti-gyrA-PNAs (n=80) und in 
Kombination mit 1 µg/Larve Levofloxacin (n=30) im Vergleich zu unbehandelten Larven  

 

74 / 124



Experimente und Ergebnisse 
 

74 
 

herkömmlich gegen Bakterien angewandte CPPs (KFF, TAT) oder bisher nur in 

Eukaryoten verwendete CPPs (Antennapedia und Cadherin), ähnlich oder besser 

wirken. Getestet wurden neben Tat-Anti-gyrA PNAs auch KFF- und Cadherin- 

Abbildung 25: KFF-, Cadherin- und Antennapedia- gekoppelte Anti-gyrA-PNAs haben keinen 
Einfluss auf das Überleben von mit GAS M49 infizierter Galleria mellonella Larven  
(A) Überleben infizierter Galleria mellonella Larven behandelt mit KFF-Anti-gyrA-PNAs im Vergleich zu 

unbehandelten Larven (n=20) 
(B) Überleben infizierter Galleria mellonella Larven behandelt mit Cadherin-Anti-gyrA-PNAs im Vergleich 

zu unbehandelten Larven (n=20) 
(C) Überleben infizierter Galleria mellonella Larven behandelt mit Antennapedia-Anti-gyrA-PNAs im 

Vergleich zu unbehandelten Larven (n=20) 
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gekoppelte Anti-gyrA PNAs. Wie in Abbildung 24 dargestellt hatten die mit Tat-Anti-

gyrA PNAs behandelten Larven eine deutliche höhere Überlebensrate als die 

unbehandelten Larven. Eine Kombinationstherapie mit einer schwach wirksamen 

Konzentration von Levofloxacin (1 µg/Larve) (s. 3.3.1) konnte den Effekt nochmals 

verstärken. Im Gegensatz zu Tat-Anti-gyrA, zeigten Cadherin-, KFF und 

Antennapedia-Anti- gyrA PNAs keine Verbesserung der Überlebensrate gegenüber 

der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 25A/B). 

 

3.4.3 Antibiotikaresistenz als neues Ziel im Gegensatz zu essentiellen Genen 

Die Zielgene von Antisense-PNAs in unserem Labor waren bisher essentielle 

Gene [135]. Deshalb sollte ein neuer Ansatz mit PNAs getestet werden, die sich gegen 

erworbene Antibiotikaresitenz richtet. Hierbei wurden Tat-Anti-erm-PNAs in einem 

neuen Versuchsaufbau verwendet (s.2.2.2). Alle Stämme wurden einer 

Bakteriendichte von 1,5-2 x 107 eingesetzt.  

Wie in Abbildung 26 dargestellt ist, konnte ein starkes Wachstum des WTpAT19 (WT19) 

festgestellt werden. Die Bakterienzahl stieg ca. zehnfach im Vergleich zum Inokulat. 

Im Gegensatz dazu konnte ein starkes Absterben des WT beobachtet werden. Nach 

Behandlung des WT19 mit TAT-Anti-erm-PNAs konnte ebenfalls eine 

Abbildung 26: TAT-Anti-erm-PNAs können die erworbene Resistenz gegen Erythromycin senken 
KBEs von verschiednen Streptococcus pyogenes Stämmen in Erythromycin-haltigen Medium 
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Wachstumshemmung und ein Absterben (ca. hundertfach) der Bakterien beobachtet 

werden. Der mit „scrambled“-PNAs behandelte WT19 zeigte nach 6h eine konstante 

Zellzahl, die dem des Inokulums ähnelte.  
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4.0 Diskussion  
4.1 sRNA MarS 

Die sRNA MarS wurde durch eine Suche nach putativen intergenischen Genloci 

gefunden, die für sRNAs kodieren könnten [100]. Hierbei wurden durch 

Wachstumsuntersuchungen in verschiedenen Medien putative sRNAs identifiziert, die 

potentiell Einfluss auf die Pathogenität von GAS haben könnten. Zu diesen sRNAs 

gehört marS (sRNASpy490957c). Das kodierende Gen der sRNA ist in 

Milchsäurebakterien konserviert. Genombasierte Studien, die auf einer spezifischen 

RNA-Motiv-Erkennungssoftware basieren (CMfinder) sagen eine cis-regulatorische 

Funktion voraus [155]. Für einige GAS-Serotypen wurde jedoch eine unabhängige 

Transkription beschrieben [100,107,156]. In Streptococcus mutans und S. pyogenes 

weisen eine Terminatorsequenz und ein starker Promoter stromabwärts des sRNA 

Gens auf eine unabhängige Transkription hin [100,157]. Ein Schema des Genlocus ist 

in Abbildung 7A dargestellt. Auf dem Gegenstrang von MarS ist jedoch ein 108 bp 

offener Leserahmen kodiert, welcher zu einer Expression eines 35 AA-Peptids führen 

würde. Laut BLAST-Analyse, konnten für dieses Peptid keinerlei Homologien zu 

anderen Peptiden gefunden warden [172].Die Stabilität von MarS wurde durch eine 

sich an eine Rifampicinbehandlung anschließende RT-qPCR bestimmt. Die Stabilität 

des Transkriptes war in GAS M49 hoch (Abbildung 7B). Diese Beobachtung deckt sich 

mit zuvor publizierten Daten aus GAS M1 [107]. Um die Rolle von MarS in GAS M49 

zu untersuchen, wurde eine isogene Deletionsmutante (ΔmarS) und eine 

Komplementationsmutante (ΔmarS::marS) mit ektopischer Expression der sRNA 

verwendet. Diese Strategie wird empfohlen um spontane Mutationen die bei der 

Mutagenese auftreten können auszuschließen [180]. Die Expression von MarS wurde 

durch eine RT-qPCR bestimmt. Es konnte keine Expression der sRNA in ΔmarS 

festgestellt werden, während in ΔmarS::marS eine verstärkte Expression von MarS 

detektiert wurde (Abbildung 7C). Die verstärkte Expression lässt sich durch eine 

erhöhte Kopienzahl des sRNA-Gens erklären. 

Die Deletion der sRNA MarS resultierte in einem verminderten Wachstum in humanem 

Vollblut und einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber Phagozytose im Vergleich zum WT 

und der Komplememtationsmutante (Abbildung 8). Das Überleben in humanem 

Plasma war von der Deletion hingegen nicht beeinflusst, was eine Rolle von MarS bei 

dem Umgehen der Phagozytose nahelegt. 
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Die Hyaluronsäurekapsel wird mit der Anfälligkeit bzw. Widerstandsfähigkeit 

gegenüber Neutrophilen in Verbindung gebracht [181,182]. Bei der Bestimmung der 

Hyaluronsäurekonzentration konnte jedoch kein Unterschied zwischen ΔmarS und 

dem WT festgestellt werden. Die Expression der Kapselsynthesegene in ΔmarS::marS 

war gegenüber der des WT und der Deletionsmutante signifikant erhöht (Abbildung 

9B).  

GAS adhärieren während der Kolonisiation an humanes Gewebe. Die 

Hyaluronsäurekaspel von GAS kann die Adhärenz an Keratinocyten beeinflussen, da 

sie als Adhäsin fungiert [183,184]. Zusätzlich wurde die Internalisierung in Wirtszellen 

als ein Grund für bakterielle Persistenz und daraus resultierende Rezidive und die 

vorkommende Penicillinunwirksamkeit diskutiert [149,164–166]. Die Deletion von 

MarS in GAS M49 resultierte in einer eingeschränkten Fähigkeit an humane 

Keratinozyten zu adhärieren und in diese zu internalisieren (Abbildung 10A/B). 

ΔmarS::ΔmarS zeigte eine dem WT ähnliche Adhärenz, konnte dieses jedoch trotz 

gesteigerter Hyaluronsäuremenge nicht übersteigen. Daraus kann geschlossen 

werden, dass die Kapsel im Serotyp M49 keine große Rolle als Adhäsin spielt. Um 

einen möglichen spezifischen Effekt nachzuweisen müsste hier auf einen Serotyp 

zurückgegriffen werden, der eine starke Kapselproduktion aufweist, wie beispielsweise 

M18. Das M Protein ist in Adhärenz- und Internalisierungsprozesse involviert 

[149,168,185] und es wurde gezeigt, dass es eine protektive Funktion für GAS bei 

Phagocytoseprozessen besitzt [158,159,167,186]. Die Expression von emm, welches 

für das M-Protein kodiert, war war in ΔmarS stark reduziert, was die geschwächte 

Adhärenz, Internalisierung und die höhere Anfälligkeit gegenüber Neutrophilen erklärt.  

Die Aktivierung der emm-Expression wird durch Mga gesteuert. Die mga mRNA wurde 

deshalb mit RT-qPCR untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass mga in der Mutante 

signifikant verringert vorlag. Die Expresion von mga ist positiv autoreguliert [187] und 

die mga-mRNA wurde durch IntaRNA als mögliche Zielstruktur vorausgesagt (Anhang 

1). 

Zwei Szenarien könnten zu der Verringerung von mga in ∆marS führen. Im Falle einer 

indirekten Regulation müsste ein dritter Faktor Einfluss auf die Transkription oder 

Translation ausüben. Im Falle eines direkten Einflusses würde MarS an die 

vorausgesagte Bindestelle am 5’-Ende des mga-Transkriptes binden (s. 3.1.4). Die 

Translation könnte so in der Deletionsmutante abgeschwächt sein. Die daraus 

folgende verringerte Proteinmenge würde in einer geringeren Stimulation der 
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Transkription durch Mga resultieren. Die verringerte Menge des mga-Transkriptes führt 

konsequent zur Herabregulation verschiedner Gene, wie sclA und sof, die dem Mga-

Regulon angehören [78]. Im Proteom von ∆marS wurde ein verringertes Vorkommen 

des kollagenähnlichen Proteins A und B sowie der C5a-Peptidase beobachtet. Die 

Expression der korrespondierenden Gene sclA, sclB und scpA werden durch Mga 

reguliert [174–176]. Zusätzlich konnte ein verstärktes Wachtum von ΔmarS auf 3 

verschiedenen Kohlenstoffquellen beobachtet werden. Eine dieser Kohlenstoffquellen 

war Maltose, dessen Utilisation durch Mga negativ beeinflusst wird [188,189]. 

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass durch die Deletion von MarS die mga-

Expression direkt oder indirekt beeinflusst und dies zu einer Herabregulation von mga 

und in der Konsequenz zur Herabregulation von Mga-abhängigen Genen in der 

Deletionsmutante führt. Das resultierende verringerte Vorkommen einer Reihe 

Virulenzfaktoren in ∆marS ist für dessen abgeschwächte Virulenz in vitro 

verantwortlich.  

Die Virulenz von mga-Mutanten in vivo ist abhängig vom GAS Serotyp, dem 

Infektionsmodell und der Art der Mutation. In einer Veröffentlichung von Sanson et al. 

konnte ein SNP in GAS M59 die Expression von mga und 54 anderen Genen 

verstärken, was in einem Mausmodell stärkere Hautläsionen bei den Tieren hervorrief 

[190]. In einer anderen Studie führte die Inaktivierung von mga in GAS Alab49 in einem 

humanisierten Mausmodell für Hautinfektionen zu einem Verlust der Virulenz [191]. 

Die Inhibition der PTS-Phosphorylierung von Mga führte zu geringerer Aktivität des 

Regulators und einer geschwächten Virulenz in einem Modell für subkutane 

Hautinfektionen [192]. Zu ähnlich divergierenden Ergebnissen kommt es bei in vivo-

Modellen für die Untersuchung von emm. Im GAS-Isolat 64/14 führte die Inaktivierung 

von emm bei Injektion in die Haut zu einem signifikanten Verlust der Virulenz. Dieser 

Effekt konnte jedoch bei intraperitonealen Infektion nicht beobachtet werden [193]. In 

der gleichen Studie führte die Inaktivierung von mga zu einer verstärkten Virulenz in 

der Haut, während die Inaktivierung keinen Einfluss auf den Verlauf der 

intraperitonealen Infektion hatte. Ein wichtiger Aspekt bei dem Verlauf einer GAS-

Infektion ist der Einfluss der Fibronektinbindung. Es wurde gezeigt, dass die 

Expression des Fibronektin-bindenden Proteins F1 in GAS in einem Mausmodell 

einerseits die bakterielle Adhärenz steigert, andererseits jedoch die Dissemination in 

die Milz der infizierten Tiere verringert [194]. Zusammengefasst führt die Verminderung 

von Adhärenz übermittelnden Virulenzfaktoren zu einer verringerten Fähigkeit an 

80 / 124



Diskussion 
 

80 
 

Zellen zu adhärieren und dadurch zu einer abgeschwächten Virulenz bei 

Hautinfektionen. In systemischen Infektionsmodellen, konnte jedoch insgesamt eine 

erhöhte Dissemination in dieser Situation beobachtet werden.  

Im Fall der sRNA MarS spiegelten sich die Ergebnisse dieser Studien wider. Die 

Deletion der sRNA führte zu einer Verminderung von verschiedenen 

oberflächenassoziierten Proteinen, wie dem M-Protein und den Fibronektin-bindenden 

Proteinen SfbX und Sof. Daraus resultierte eine verringerte Fähigkeit an humane 

Keratinocyten zu binden, während die Dissemination in einem Sepsis-Mausmodell 

verstärkt wurde. Die Deletionsmutante ΔmarS disseminierte verstärkt in die Leber und 

die Nieren der Tiere, während die Komplementante ΔmarS::marS sich nur sehr 

schwach in der Milz verbreiten konnte. Um den Krankheitsverlauf über die Zeit zu 

untersuchen wurden Galleria mellonella Larven als Tiermodell verwendet. Diese 

werden auf Grund ethischer Bedenken und hoher Kosten von murinen Tiermodellen 

in der Forschung immer relevanter. Es wurde bereits erfolgreich für verschiedene 

Fragestellungen bezüglich bakterieller Infektion und zur Überprüfung putativer neuer 

antimikrobieller Wirkstoffe etabliert und die Ergebnisse ähneln denen von murinen 

Tiermodellen stark [195]. Auch für Streptococcus pyogenes existieren vergleichende 

Studien verschiedener Serotypen [196,197]. Im Fall der sRNA MarS konnten mit 

diesem Insektenmodell keine Unterschiede in der Progression der Infektion 

beobachtet werden (Abbildung 16). Zusammengefasst lassen die Ergebnisse den 

Schluss zu, dass die sRNA MarS zwar einen Einfluss auf die Ausbreitung der Bakterien 

im Tier hat, aber die Lethalität in den Larven nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis erklärt 

sich möglicherweise in der Funktionsweise von sRNAs. Anders als proteinerge 

Regulatoren, wirken diese generell feinregulatorisch und führen in der Konsequenz zu 

schwächer ausgeprägten Effekten [92]. Jedoch könnte die Progression der Infektion 

in Vertebraten auch anders verlaufen. 

Die Deletion des Gens der sRNA MarS führte in S. pyogenes M49 zu einer 

verminderten Expression von mga und Mga-abhängigen Virulenzfaktoren. Ein hoher 

Gehalt der sRNA führte in dem Komplementationsstamm zur Zunahme von mga und 

Mga-abhängigen mRNAs. Wie in Abbildung 13 dargestellt, ist dies möglicherweise die 

Folge einer Stabilisierung des mga-Transkriptes durch MarS.  

Eine Komplementation des Phänotyps mit einem Vektor der eine mutierte sRNA MarS 

kodierte, konnte das WT-Niveau im Fall der Transkripte nicht wieder herstellen. Ein 

Grund dafür könnte sein, dass durch den Austausch der Basen 88-CC-89 in 88-GG-
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89 die vorhergesagte Bindestelle (Abbildung 11) verändert wurde und es in der Folge 

zu einer abgeschwächten Bindung an die Targetsequenz kommt. Jedoch könnte durch 

den Austausch auch die Sekundärstruktur der sRNA verändert worden sein, was in 

einer Dysfunktion von MarS resultieren könnte.  

Unabhängig der genannten Szenarien konnte gezeigt werden, dass MarS die mga-

Expression positiv moduliert, was sich in der Folge auf das Mga-Regulon und die 

Virulenz auswirkt. Diese Modulation resultiert in der Folge in einer Erhöhung der 

Resistenz gegen Phagozytose und einer verstärkten Adhärenz an Wirtsgewebe in 

GAS M49.  

Damit fungiert MarS in einer anderen Wachstumsphase als die sRNA FasX. Diese 

reguliert die Expression von Pili und Fibronektin bindender Proteine negativ, während 

die Expression von Streptokinase verstärkt wird. FasX dient somit der Dissemination 

und führt zur Anpassung in späteren Stadien der Infektion [114,115]. MarS dient 

hingegen der Anpassung in frühen Stadien der Infektion und fördert die Adhäsion, 

indem die Expression von verschiedenen ECM-bindenden Oberflächenproteinen 

verstärkt und die Dissemination gebremst wird.  

 

4.2 sRNA 66 

Die sRNA 66 (sRNAscan_66) wurde, wie die sRNA MarS, durch eine Suche 

nach putativen intergenischen Genloci gefunden, die für sRNAs kodieren könnten 

[100] und ist in GAS konserviert. Der sRNA 66 wird auf Rfam eine cis-regulatorische 

Funktion zugeordnet [198], es konnte jedoch durch das Terminator-

Vorhersageprogramm ARNold eine putative Terminatorstruktur in GAS M49 

identifiziert werden [199,200]. Zu der Rolle der sRNA in Streptokokken, liegen jedoch 

keine Daten vor. Ein Schema des Genlokus ist in Abbildung 17 dargestellt. Um die 

Rolle von 66 in GAS M49 zu untersuchen, wurde eine isogene Deletionsmutante(Δ66) 

und ein Komplementationsstamm (Δ66::66) mit ektopischer Expression der sRNA 

verwendet. Die Expression von 66 wurde durch RT-qPCR bestimmt. Es konnte keine 

Expression der sRNA in Δ66 festgestellt werden, während in Δ66::66 eine Expression 

ähnlich der des WT detektiert wurde (Abbildung 17B).  

Die Deletion der sRNA 66 resultierte nicht in einem veränderten Wachstum in 

humanen Vollblut. Jedoch zeigte die Mutante eine verminderte Fähigkeit an humane 

Keratinozyten zu adhärieren. Von den adhärenten Bakterien der Deletionsmutante 
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konnten im Vergleich zu denen des WT und des Komplementationsstammes jedoch 

prozentual mehr in die Keratinozyten internalisieren.  

Durch eine Proteomanalyse konnten 13 Proteine identifiziert werden, die in der 

Deletionsmutante differentiell exprimiert wurden. Unter diesen befanden sich auch 

Mga und die Mga abhängigen Proteine Slo und SfbX. Mga zeigte, genau wie SfbX, 

eine verringerte Abundanz in der Deletionsmutante, während Slo stärker exprimiert 

wurde. Es wurde gezeigt, dass ein Verlust des SfbX-Proteins in einer geschwächten 

Adhärenz resultiert [59,201]. Somit könnte eine geringere Abundanz von SfbX für den 

Effekt in der Deletionsmutante verantwortlich sein. Ein Unterschied im Vorkommen des 

Transkriptes sfbX und slo konnte jedoch in den Stämmen nicht nachgewiesen werden. 

Neben sfbX und slo, wiesen auch die Mga-abhängigen Transkripte emm, scl und sof 

keine signifikanten Veränderungen in den Stämmen auf. Somit ist ein Einfluss der 

sRNA 66 auf das Mga-Regulon unwahrscheinlich [80]. Es könnten zwei puative 

Szenarien für die Veränderung von SfbX und Slo verantwortlich sein. Zum einen 

könnte sRNA 66 mit einem unbekannten Faktor interagieren, der seinerseits auf die 

Expression von Slo und SfbX Einfluss hat und zum anderen könnte diese sRNA direkt 

mit den Proteinen interagieren [6].  

Neben Mga wies die Proteomanalyse mit CpsY einen weiteren Regulator in Δ66 als 

differentiell exprimiert aus. In beiden Fällen konnte die abweichende Expression auch 

auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen werden.  

CpsY ist zu 83 % identisch mit MetR, einem Trankriptionsregulator der LysR-Familie 

in Streptococcus mutans, der Gene der Methioninbiosynthese (metE) und -aufnahme 

(atmB) reguliert [202]. In Streptococcus pyogenes ergibt sich ein anderes Bild mit 

anderen Funktionen. In GAS 5448 ist CpsY als wichtiger Faktor für das Überleben in 

humanem Blut beschrieben worden [203]. In einer neuen Studie konnte eine 

medienabhängige moderate Regulation verschiedener Virulenzfaktoren (mnte, speB, 

nga/spn, prtS/SpyCEP, sse), oberflächenassoziierter Faktoren (emm1, mur1.2, 

sibA/cdhA, M5005_Spy0500) und eine Rolle des Regulators bei der Umgehung des 

angeborenen Immunsystems nachgewiesen werden [204]. Am stärksten wirkte sich 

die Deletion von CpsY auf SpeB aus und bewirkte einen starken bis zu 30fachen 

Anstieg des Virulenzfaktors in der späten exponentiellen Phase. Durch die Deletion 

der sRNA 66 konnte eine moderate Erhöhung des Transkriptionsregulators auf mRNA- 

und Protein-Ebene festgestellt werden. In Konsequenz sank die speB mRNA-

Konzetration in der Deletionsmutante. Diese Absenkung resultierte jedoch nicht in 
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einer Verringerung der Proteinmenge von SpeB und macht somit eine biologische 

Relevanz eher unwahrscheinlich. Auch andere beschriebene Faktoren wie emm 

wurden durch die Veränderung nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis steht jedoch im 

Einklang mit den bereits veröffentlichten Daten, wonach die Regulation durch CpsY 

nur moderat ausfällt und selbst eine Deletion des Regulators, mit Ausnahme von speB, 

nur zu geringen Veränderungen führt [204]. Es konnte ebenfalls keine gesteigerte 

Fähigkeit des Überlebens von Δ66 in humanem Vollblut gezeigt werden. 

Zusammengefasst ist die Regulation der CpsY-Expression durch sRNA 66 

wahrscheinlich, spiegelt sich aber nicht phänotypisch in vivo wider.  

Im Zuge der Proteomanalyse wurde festgestellt, dass OppA in der Mutante als auch 

in dem Komplementationsstamm stark reduziert vorlag. Aus einer sich anschließenden 

RT-qPCR konnte auf trankriptioneller Ebene diese Reduktion nicht nachgewiesen 

werden. Durch die SNP-Analyse (Anhang 5) zeigte sich jedoch, dass es in der oppA-

mRNA zu einem Austausch der Basen G395T gekommen ist. Dieser Austausch führte 

in Konsequenz zu der Generierung eines Stopcodons in OppA, welcher die stark 

abweichende Proteinmenge in Δ66 und Δ66::66 erklärt. OppA hat laut Literatur Einfluss 

auf die Transkription von Genen die für Virulenzfaktoren kodieren. Hierzu zählen unter 

anderen die Gene speB (Cystein Protease), sagA (Streptolysin S-assoziiertes Gen A), 

slo (Streptolysin O) und dppA (Dipeptid Permease) [177,205]. Der Verlust von OppA 

resultierte jedoch nicht in einer Veränderung der Transkriptmenge von slo und sagA. 

Unterschiede konnten lediglich bei den Transkripten dppA und speB festgestellt 

werden, die jedoch ausschließlich die Mutante betrafen. Das Transkript dppA zeigte 

eine leichte Erhöhung während die Abundanz von speB in der Mutante abnahm. Beide 

Effekte konnten durch den Komplementationsstamm aufgehoben werden und stellen 

somit keine Konsequenz des verringerten OppA-Niveaus in den Stämmen dar. Das 

Transkript dppA wurde auch als putative Zielstruktur von TargetRNA2 gefunden 

(Anhang 3). DppA steht mit der Expression von SpeB in Verbindung, da es die 

Transkription von speB positiv beeinflusst [206]. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast 

zu denen dieser Arbeit, da das speB-Transkript in der Mutante verringert vorlag. 

Allerdings könnte der Effekt von DppA auch durch den des Regulators CpsY (s.o.) 

maskiert werden, der die Expression von speB negativ reguliert. CpsY hat laut Literatur 

einen weitaus größeren Einfluss (30fach bei Deletion) auf die Expression von speB 

[204] als DppA (8fach bei Deletion) [206], was ein Aufheben des positiven Effektes 

durch DppA wahrscheinlich macht.  
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Den stärksten Einfluss hatte die Deletion des sRNA Gens 66 auf die Expression der 

Transkripte pyrE und pyrF, deren Gene sich in direkter Nachbarschaft des Genlocus 

befinden. Das Transkript pyrE wurde auch in der Zielstrukturanalyse von sRNATarget 

(Anhang 2) gefunden.  

Ein sRNA 66  Ortholog wurde als cis-regulatorisches RNA-Element für das pyr-Operon 

in Bacillus subtilis identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass durch das Binden des 

Regulatorproteins PyrR an das RNA-Element eine Haarnadelstruktur entsteht, die die 

Transkription der Gene für die Pyrimidinbiosynthese stoppt [207,208]. In GAS M49 

konnte durch die Deletion eine bis zu 30fache Erhöhung der Transkripte nachgewiesen 

werden. Auch auf Protein-Ebene lag das Niveau von PyrE und PyrF in Δ66 weit über 

denen des WT. Jedoch konnte die ektopische Komplementation das Niveau so stark 

senken, dass die Transkriptabundanz auf ein nahezu WT-ähnliches Niveau sank. Auch 

im Proteom konnte in Δ66::66 ein Niveau erreicht werden, das dem des WT ähnelte. 

Das legt den Schluss einer differentiellen trans-regulatorischen Funktion von sRNA 66 

in GAS M49 nahe. Als Negativregulator des pyrE/F-Operons nimmt sRNA 66 wie in 

Bacillus subtilis eine wichtige Rolle als Regulator in der Pyrimidinbiosythese ein. Ein 

Einfluss der Pyrimidinbiosynthese auf die Virulenz wurde bisher nur im 

Zusammenhang mit einem stabilen Wachstum in humanem Blut beschrieben [209]. 

Inwiefern die Regulation der Pyimdinsynthese die Adhärenz und Internalisierung 

beeinflusst, wurde bisher nicht untersucht.  

Es ist zudem auffällig, dass andere Gene in räumlicher Nähe des Genlocus der sRNA 

liegen, deren Transkripte ebenfalls putative Zielstrukturen der sRNA66 darstellen. 

Darunter fallen cpsY, amiC und Spy49_0715. Es ist demnach möglich, dass sRNA66 

für die Regulation der Expression eines kleinen Clusters von räumlich nah 

kodiertenTranskripten unterschiedlicher Funktion zuständig ist.  

 

4.3 Invertebratenmodell 

Multiresistente Keime sind ein wachsendes Problem in der modernen Medizin 

und Alternativen zu Antibiotika zu finden ein essentielles Ziel [116,117]. Ein 

alternatives Therapeutikum könnten Peptidnukleinsäuren als Antisensemolekül 

darstellen. In vergangenen Studien wurden PNAs bereits erfolgreich in verschiedenen 

Mausmodellen in vivo getestet. So konnten (RXR)4XB und (KFF)3K-gekoppelte Anti-

ropD-PNAs erfolgreich gegen verschiedene gramnegative Stämme eingesetzt werden 

85 / 124



Diskussion 
 

85 
 

[124]. Auch in mit grampositiven Bakterienstämmen infizierten Mäusen konnte die 

bacterizide/-statische Wirkung dieser PNAs gezeigt werden [210,211].  

Der Einsatz von Vertebraten für das Testen solcher alternativen, wenig ausgereiften 

Therapeutika ist umstritten und es werden immer häufiger Invertebraten wie 

Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans oder Galleria mellonella als 

vorläufige Tiermodelle genutzt [152,212,213]. Diese werden auf Grund ethischer 

Bedenken und hoher Kosten von murinen Tiermodellen in der Forschung immer 

relevanter. Für humanpathogene Fragestellungen ist das Galleria mellonella Larven 

Modell geeignet, da die Tiere bei 37°C überleben [195] und so Untersuchungen von 

temperaturabhängigen Virulenzfaktoren [214,215] möglich sind. Es konnte bereits 

erfolgreich für unterschiedliche Fragestellungen bezüglich bakterieller Infektion 

etabliert [195] und für Streptococcus pyogenes angewendet werden [196,197].  

Durch diese Arbeit sollte ein Therapiemodell für GAS M49 unter Verwendung von 

Galleria mellonella Larven entwickelt werden, mit dem sich alternative Therapeutika 

wie CPP-gekoppelte PNAs in vivo untersuchen lassen. Die Kopplung an CPPs ist 

notwendig da PNAs durch ihre hydrophilen Eigenschaften allein schlecht durch 

Zellmembranen diffundieren können. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass 

die Kopplung von CPPs an PNAs eine effiziente Aufnahme ermöglichen kann 

[119,124]. Im Vorfeld dieser Arbeit konnte eine in vitro Studie die Wirksamkeit von Anti-

gyrA-PNAs bei Streptococcus pyogenes belegen. Hierbei zeigten sich TAT-gekoppelte 

PNAs als besonders wirksam gegen das Humanpathogen [135] und wurden deshalb 

für das Modell benutzt. Durch TAT-Anti-gyrA-PNAs konnte das Überleben der Larven 

schon bei einmaliger Gabe signifikant verlängert werden. Die gleichzeitige Behandlung 

mit einer geringen Konzentration von Levofloxacin führte zu einer verstärkten 

Überlebensrate der Larven. Anti-gyrA-PNAs die an alternative CPPs gekoppelt waren 

zeigten in gleicher Konzentration jedoch keinen Effekt. Dies ist nur durch eine 

ineffizientere Aufnahme in die Bakterien oder das Gewebe der Tiere zu erklären.  

 

Die Erforschung und Entwicklung potenter CPPs sind für die PNA-Forschung 

essentiell und können mit dem vorliegenden Modell als ersten Schritt in vivo untersucht 

werden. 

 

86 / 124



Zusammenfassung 
 

86 
 

5.0 Zusammenfassung 
 Das humanpathogene grampositive Bakterium Streptococcus pyogenes ist ein 

Erreger, der jährlich hunderte millionen Menschen infiziert. Die Krankheiten, die dieser 

Keim auslöst, reichen dabei von leichten Entzündungen der Haut und des Rachens 

bis hin zu schweren systemischen Manifestationen. Von den ca. 18 Millionen Fällen 

von leichten Erkrankungen entwickeln sich ca. 517000 zu ernsten invasiven 

Infektionen, die auch mit moderner Medikation in 25 % der Fälle zum Tod führen 

[8,216,217]. Die Expression von Virulenzfaktorgenen in GAS untersteht der strikten 

Kontrolle von Transkriptions- und Translationsregulatoren. In dieser Arbeit wurden 

zwei regulatorische sRNA Kandidaten, MarS und sRNA 66, charakterisiert.  

 

Die Deletion von MarS führte zu einer Reihe phänotypischer Veränderungen. Das 

Wachstum in humanem Vollblut war reduziert und eine verstärkte Sensibilität 

gegenüber Neutrophilen wurde im Phagocytoseassay nachgewiesen. Die Mutante 

zeigte im Vergleich zum WT zudem eine verminderte Fähigkeit an humane 

Keratinocyten zu adhärieren und internalisieren. Die Kapselproduktion war nur beim 

Komplementationsstamm signifikant erhöht. Auch die Transkripte hasA/B/C, die die 

Hyaluronsäuresynthesegene kodieren, waren in der Komplementationsstamm erhöht. 

Dieses Ergebnis weist auf einen positiven Effekt von MarS auf die Kapselproduktion 

hin.  

  

Die Menge des für das M-Protein kodierenden Transkriptes emm war in der Mutante 

stark verringert. Ebenso war im Vergleich zum WT die Abundanz des M-Proteins im 

Proteom der Mutante reduziert. Sowohl die Kontrolle von emm (direkt) als auch des 

has-Operons (indirekt) unterliegen dem Regulator Mga. Die Menge des mga 

Transkriptes war in der Mutante verringert. Transkripte von Genen, die direkt von Mga 

reguliert werden, zeigten ebenfalls in der Mutante eine verringerte Abundanz. 

Zusätzlich konnte eine gesteigerte Utilisationsrate von bestimmten Zuckern in der 

Deletionsmutante nachgewiesen werden. Eine Proteomanalyse bestätigte, dass 

hauptsächlich Mga-abhängige Faktoren in geringerer Menge in der Mutante vorlagen. 

Die Einführung einer Mismatchmutation in der von IntaRNA vorausgesagten putativen 

Binderegion der sRNA zum mga-Transkript in das Komplementationsvektor, führte zu 

einem Expressionsmuster der Mga-abhängigen Gene, das dem der Mutante ähnelte.  
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In einem Mausmodell wurde eine verstärkte Dissemination der Deletionsmutante in 

verschiedene Organe beobachtet. In einem Galleria mellonella Model zeigten sich 

jedoch keine Unterschiede im Krankheitsverlauf zwischen den Stämmen. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass MarS die mga-Expression positiv 

reguliert und sich somit indirekt auch auf das gesamte Mga-Regulon auswirkt.  

 

Die Deletion von sRNA 66 führte zu einer verringerten Adhärenz an humane 

Keratinocyten. Eine Proteomanalyse zeigte 13 differentiell exprimierte Proteine. Am 

stärksten beeinflusst waren Proteine, deren Gene in der direkten Nachbarschaft der 

sRNA liegen. Diese sind zum größten Teil in den Stoffwechsel involviert. Die einzige 

Ausnahme bildet der Regulator CpsY. Auf transkriptioneller Ebene konnte die 

differentielle Expression der meisten Proteine ebenfalls durch eine verringerte 

Abundanz der Transkripte in der Deletionsmutante nachgewiesen werden. Diese 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass sRNA 66 ein Regulator ist, der hauptsächlich die 

Gene in seiner Nachbarschaft negativ reguliert und in Stoffwechselvorgänge involviert 

ist.  

 

In dieser Arbeit wurde ein Galleria mellonella in vivo Modell für die Untersuchung der 

Wirksamkeit von antimikrobiellen Substanzen auf S. pyogenes entwickelt. Die Larven 

wurden zunächst mit S. pyogenes infiziert und mit Levofloxacin behandelt, um die 

Realisierbarkeit des Tiermodells zu überprüfen. Eine Behandlung mit PNAs die sich 

gegen das gyrA-Transkript richten, konnte erfolgreich gegen die Infektion der Larven 

mit S.pyogenes M49 eingesetzt werden. Eine kombinierte Behandlung mit einer 

geringen Dosis Levofloxacin führte zu einer höheren Überlebensrate der infizierten 

Larven. Um weitere putative PNA-targets zu untersuchen, wurden in vitro antisense-

PNAs verwendet, die komplementär für eine Erythromycin-Resistenzgen-Kassette 

sind. Es konnte gezeigt werden, dass sich eine erworbene Resistenz mit PNAs 

vermindern lässt und es zu einem Absterben der Bakterien kommt. Die Ergebnisse 

deuten auf ein grundsätzliches Potential von PNAs als alternative Therapeutika gegen 

S. pyogenes M49 hin und weitere Forschung auf diesem Gebiet könnte sich als 

zielführend erweisen. 
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Anhang 
Anhang 1: IntaRNA von sRNA MarS 

Anhang 1: IntaRNA Ergebnisse für putative Zielstrukuren von sRNA MarS 

Rang p-Wert fdr-Wert Ziel Gen 

1 0,0002731 0,46126 Spy49_1814  

 

2 0,0006603 0,55764 Spy49_0125  

 

3 0,0012513 0,70451 Spy49_1673c  Mga 

4 0,0036196 0,81466 Spy49_0999  

 

5 0,0039909 0,81466 Spy49_0695c  mvaS2 

6 0,0043112 0,81466 Spy49_0036  

 

7 0,0053759 0,81466 Spy49_1678c  

 

8 0,0054887 0,81466 Spy49_1719c  Csp 

9 0,0062691 0,81466 Spy49_1426c  rpsR 

10 0,0064102 0,81466 Spy49_1639c  nudC 

11 0,0067561 0,81466 Spy49_0502c  

 

12 0,0069456 0,81466 Spy49_0898  glyA 

13 0,0070933 0,81466 Spy49_1173c  ftsZ 

14 0,0072479 0,81466 Spy49_1714c  

 

15 0,0074619 0,81466 Spy49_0207  rnpA 

16 0,0077173 0,81466 Spy49_0169  

 

17 0,0099486 0,8874 Spy49_1320c  

 

18 0,0102817 0,8874 Spy49_1674c  

 

19 0,0104459 0,8874 Spy49_1443c  

 

20 0,0110774 0,8874 Spy49_1578c  salY 

21 0,0113102 0,8874 Spy49_1806  hasB 

22 0,0119208 0,8874 Spy49_1655  

 

23 0,0120842 0,8874 Spy49_0144  Nga 

24 0,0128342 0,90121 Spy49_1533c  

 

25 0,0141731 0,90121 Spy49_1480c  
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26 0,0152346 0,90121 Spy49_1159c  

 

27 0,0171043 0,90121 Spy49_0916c  

 

28 0,0193191 0,90121 Spy49_1700c  

 

 

Anhang 2: sRNATarget von sRNA 66 

Anhang 2: sRNATarget Ergebnisse für putative Zielstrukuren von sRNA 66 

Nummer Wert mRNA 

1 1 pnp 

2 1 Spy49_0292c 

3 1 Spy49_1616c 

4 1 atmE 

5 1 Spy49_0876c 

6 1 asp 

7 1 Spy49_1219c 

8 1 Spy49_0396 

9 1 potC 

10 1 clpE 

11 1 Spy49_0923 

12 1 cbp 

13 1 nrdH 

14 1 Spy49_0089 

15 1 Spy49_0998c 

16 1 Spy49_1113c 

17 1 Spy49_1642c 

18 1 Spy49_1145c 

19 1 Spy49_0164 

20 1 Spy49_0430c 

21 1 tagH 

22 1 Spy49_0725c 

23 1 Spy49_0625 
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24 1 Spy49_1379c 

25 1 Spy49_1298c 

26 1 Spy49_1344c 

27 1 nagA 

28 1 mvaK2 

29 1 nusA 

30 1 murA 

31 1 Spy49_0748 

32 1 Spy49_045 

33 1 Spy49_045 

34 1 Spy49_082 

35 1 Spy49_125 

36 1 atoB 

37 1 Spy49_075 

38 1 Spy49_1277 

39 1 Spy49_127 

40 1 argS 

41 1 Spy49_0353 

42 1 Spy49_106 

43 1 Spy49_181 

44 1 map 

45 0.999 rpmF 

46 0.999 metB 

47 0.999 manM 

48 0.999 Spy49_037 

49 0.999 Spy49_077 

50 0.999 Spy49_081 

51 0.999 ntpE 

52 0.999 rbgA 

53 0.998 dnaK 
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54 0.998 dnaA 

55 0.997 luxS 

56 0.997 gpsA 

57 0.997 Spy49_0946 

58 0.996 Spy49_083 

59 0.995 rplQ 

60 0.995 tmk 

61 0.995 rgpBc 

62 0.995 Spy49_050 

63 0.995 Spy49_1193 

64 0.994 acpS 

65 0.994 pmi 

66 0.994 dgk 

67 0.994 Spy49_1321c 

68 0.994 Spy49_1319 

69 0.993 aroD 

70 0.993 mga 

71 0.992 Spy49_0201 

72 0.992 Spy49_0757 

73 0.991 Spy49_0182 

74 0.991 Spy49_1111c 

75 0.99 pepT 

76 0.989 pyrE 

77 0.989 Spy49_0208 

78 0.989 aroE+A1:C791 

Uu 

Anhang 3: TargetRNA2 von sRNA 66 

Anhang 3: TargetRNA2 Ergebnisse für putative Zielstrukuren von sRNA 66 

Rang  Gen  Synonym  Energie  p-Wert 

1 - Spy49_0562c -17.47 0.000 
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2 - Spy49_0741 -13.66 0.002 

3 rgpEc  Spy49_0617 -13.2 0.003 

4 pflD  Spy49_1697c -12.99 0.004 

5 rplN  Spy49_0057 -12.89 0.004 

6 - Spy49_1271 -12.45 0.006 

7 - Spy49_0897 -12.14 0.007 

8 - Spy49_1491c -12.04 0.007 

9 dppA  Spy49_1660 -12.02 0.007 

10 - Spy49_0729c -11.79 0.009 

11 - Spy49_1636c -11.13 0.013 

 

Anhang 4: SNPs in MarS 

Anhang 4: SNPs in MarS  

Contig Position R

e

f 

S

N

P 

D

E

L 

K

O

M 

 

S_contig0

00007 

48087 G A x 
 

missense_v

ariant 

mga p.Arg232His 

S_contig0

00001 

79655 T C 
 

x synonymous

_variant 

cls p.Leu517Leu 

S_contig0

00001 

79657 A T 
 

x missense_v

ariant 

cls p.Leu517Phe 

S_contig0

00001 

79658 G A 
 

x missense_v

ariant 

cls p.Val518Ile 

S_contig0

00001 

79666 A G 
 

x synonymous

_variant 

cls p.Thr520Thr 

S_contig0

00001 

170646 G A x x synonymous

_variant 

folE p.Thr170Thr 
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Anhang 5: SNPs in 66 

Anhang 5: SNPs in sRNA 66  

Contig Position R

e

f 

S

N

P 

D

E

L 

K

O

M 

 

S_contig0

00007 

48002 C T x 
 

missense_v

ariant 

mga p.His204Tyr 

S_contig0

00001 

94038 G C 
 

x upstream_g

ene_variant 

arp1 
 

S_contig0

00001 

195204 T A 
 

x synonymous

_variant 

lepA p.Ile19Ile 

S_contig0

00008 

65523 G A 
 

x missense_v

ariant 

polA p.Val610Glu 

S_contig0

00001 

675319 A T 
 

x missense_v

ariant 

murI p.Trp252Ar

g 

S_contig0

00006 

73409 G T x x stop_gained oppA p.Glu395* 

S_contig0

00020 

1092 T G x x synonymous

_variant 

S_01

708 

p.Arg94Arg 

S_contig0

00020 

1208 T C x x missense_v

ariant 

S_01

708 

p.Asn56His 
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Anhang 6: BLAST-Analyse der Sequenzierung von mga in ΔmarS, 

ΔmarS::marS und dem WT 

Anhang 6: Sequenzvergleich von ΔmarS und ΔmarS::marS mit dem WT 

WT/ΔmarS mgafwI 
Query  25    TCTCGTTTTATGAAAGATTTGAA-G--AATTTTATGGTATACTTTTCCTTAATATGGTTC  

81 

             ||||| ||||||||||||||||| |  ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  8     TCTCG-TTTATGAAAGATTTGAAAGATAATTTTATGGTATACTTTTCCTTAATATGGTTC  

66 

 

Query  82    ATACGGACTTGATAAATCTATTCACAAAAATAATAAAAAATTAAGATAAGGACATGAAGT  

141 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  67    ATACGGACTTGATAAATCTATTCACAAAAATAATAAAAAATTAAGATAAGGACATGAAGT  

126 

 

Query  142   TAATGCATGTAAGTAAATTATTTACTAGCCAACAATGGAGAGAATTGAAACTGATCTCAT  

201 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  127   TAATGCATGTAAGTAAATTATTTACTAGCCAACAATGGAGAGAATTGAAACTGATCTCAT  

186 

 

Query  202   ATTTAACAGAAAACTCCAATGCTATCGGAGTTAAAGATAAGGAGCTTAGCAAGGCTCTCA  

261 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  187   ATTTAACAGAAAACTCCAATGCTATCGGAGTTAAAGATAAGGAGCTTAGCAAGGCTCTCA  

246 

 

Query  262   ATATTTCCATGTTAACATTACAGTCATGCCTCACTAATATGCAGTTCATGAAAGAAGTAG  

321 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  247   ATATTTCCATGTTAACATTACAGTCATGCCTCACTAATATGCAGTTCATGAAAGAAGTAG  

306 

 

Query  322   GTGGAATTACCTACAAAGACGGCTATATTAACATTTGGTATCACCAGTGTTGTGGGCTAC  

381 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  307   GTGGAATTACCTACAAAGACGGCTATATTAACATTTGGTATCACCAGTGTTGTGGGCTAC  

366 

 

Query  382   AAGAGGTCTATCAAAAAGCTCTTCGAGAATCGCCTTCTTTGAAATTACTGGAGCTTTTGT  

441 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  367   AAGAGGTCTATCAAAAAGCTCTTCGAGAATCGCCTTCTTTGAAATTACTGGAGCTTTTGT  

426 

 

Query  442   TTTTCAGAGACTTTAGTTCCTTAGAAGAGTTAGCTGAAGAGCTGTTTGTCAGTTTATCTA  

501 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  427   TTTTCAGAGACTTTAGTTCCTTAGAAGAGTTAGCTGAAGAGCTGTTTGTCAGTTTATCTA  

486 

 

Query  502   CCCTCAAACGCCTCATCaaaaaaaCCAACACTTACTTGTCTCATACCTTTGCTATTAGTA  

561 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  487   CCCTCAAACGCCTCATCAAAAAAACCAACACTTACTTGTCTCATACCTTTGCTATTAGTA  

546 
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Query  562   TCGTGACAAGTCCAGTGCAGGTATCAGGAGATGAGAGGCAAATCCGCCTGTTTTACCTCA  

621 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  547   TCGTGACAAGTCCAGTGCAGGTATCAGGAGATGAGAGGCAAATCCGCCTGTTTTACCTCA  

606 

 

Query  622   AGTATTTTTCAGAAGCCTATAAAATCTCAGAATGGCCATTTGGGGACATTTTAAACCTGA  

681 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  607   AGTATTTTTCAGAAGCCTATAAAATCTCAGAATGGCCATTTGGGGACATTTTAAACCTGA  

666 

 

Query  682   AAAACTGTGAACGCCTATTGAGCTTATTGATCAAAGAAGTAGATGTCAAAGTTCATTTTA  

741 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  667   AAAACTGTGAACGCCTATTGAGCTTATTGATCAAAGAAGTAGATGTCAAAGTTCATTTTA  

726 

 

Query  742   CGCTATTTCAGCACTTAAAAATCTTAAGTGGCGTTAACTTGATCCGTTACTACAAGGGGT  

801 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  727   CGCTATTTCAGCACTTAAAAATCTTAAGTGGCGTTAACTTGATCCGTTACTACAAGGGGT  

786 

 

Query  802   ATTCTTGCAGTTATAACAATaaaaaaaCCAGTCACCGTTTTTCTCAACTTATCCAACATT  

861 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  787   ATTCTTGCAGTTATAACAATAAAAAAACCAGTCACCGTTTTTCTCAACTTATCCAACATT  

846 

 

Query  862   CCTCACAAATCCAGGATCTTTCTCGCTTGTTCTACCTCAAATTTGGGTTACATCTCGACG  

921 

             ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  847   CCTCAGAAATCCAGGATCTTTCTCGCTTGTTCTACCTCAAATTTGGGTTACATCTCGACG  

906 

 

Query  922   AGTATACCATAGCTGAAATGTTTTCTAACCACCTTAACGACAAGCTAGAAATTGGCTGTG  

981 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  907   AGTATACCATAGCTGAAATGTTTTCTAACCACCTTAACGACAAGCTAGAAATTGGCTGTG  

966 

 

Query  982   CTTTTGAGATTATCAGTCAGGACCCAACCTCAAGGAGGCCAGTAAAGTAACCCACTTGGA  

1041 

             ||||||||||||||| ||| |||||||| ||| ||||| |||  |||||||| || |||| 

Sbjct  967   CTTTTGAGATTATCAATCAAGACCCAACATCA-GGAGG-CAGGCAAGTAACCAAC-TGGA  

1023 

 

Query  1042  TCCTTCTAATAAGATGACATTGAAGATCGAAGCTCCAATCTCAGAGTTCTACCAATATAA  

1101 

             ||| |||| | |||||| || ||| ||| |||||| ||||||||  | | ||||||| || 

Sbjct  1024  TCCATCTATT-AGATGAGATGGAA-ATC-AAGCTC-AATCTCAGCAT-C-ACCAATA-AA  

1076 

 

Query  1102  TAC-AAG  1107 

             ||| ||| 

Sbjct  1077  TACGAAG  1083 
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WT/NZ131 mgafwI 

Query  26        

CTCGTTTT-ATGAAAG-ATTTG-AAGA-ATTTTATGGTATACTTTTCCTTAATATGGTTC  81 

                 

|||||||| ||||||| ||||| |||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1658243  

CTCGTTTTAATGAAAGAATTTGAAAGATATTTTATGGTATACTTTTCCTTAATATGGTTC  1658184 

 

Query  82       

ATACGGACTTGATAAATCTATTCACAAAAATAATAAAAAATTAAGATAAGGACATGAAGT  141 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1658183  

ATACGGACTTGATAAATCTATTCACAAAAATAATAAAAAATTAAGATAAGGACATGAAGT  1658124 

 

Query  142      

TAATGCATGTAAGTAAATTATTTACTAGCCAACAATGGAGAGAATTGAAACTGATCTCAT  201 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1658123  

TAATGCATGTAAGTAAATTATTTACTAGCCAACAATGGAGAGAATTGAAACTGATCTCAT  1658064 

 

Query  202      

ATTTAACAGAAAACTCCAATGCTATCGGAGTTAAAGATAAGGAGCTTAGCAAGGCTCTCA  261 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1658063  

ATTTAACAGAAAACTCCAATGCTATCGGAGTTAAAGATAAGGAGCTTAGCAAGGCTCTCA  1658004 

 

Query  262      

ATATTTCCATGTTAACATTACAGTCATGCCTCACTAATATGCAGTTCATGAAAGAAGTAG  321 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1658003  

ATATTTCCATGTTAACATTACAGTCATGCCTCACTAATATGCAGTTCATGAAAGAAGTAG  1657944 

 

Query  322      

GTGGAATTACCTACAAAGACGGCTATATTAACATTTGGTATCACCAGTGTTGTGGGCTAC  381 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657943  

GTGGAATTACCTACAAAGACGGCTATATTAACATTTGGTATCACCAGTGTTGTGGGCTAC  1657884 

 

Query  382      

AAGAGGTCTATCAAAAAGCTCTTCGAGAATCGCCTTCTTTGAAATTACTGGAGCTTTTGT  441 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657883  

AAGAGGTCTATCAAAAAGCTCTTCGAGAATCGCCTTCTTTGAAATTACTGGAGCTTTTGT  1657824 

 

Query  442      

TTTTCAGAGACTTTAGTTCCTTAGAAGAGTTAGCTGAAGAGCTGTTTGTCAGTTTATCTA  501 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657823  

TTTTCAGAGACTTTAGTTCCTTAGAAGAGTTAGCTGAAGAGCTGTTTGTCAGTTTATCTA  1657764 

 

Query  502      

CCCTCAAACGCCTCATCaaaaaaaCCAACACTTACTTGTCTCATACCTTTGCTATTAGTA  561 
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|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657763  

CCCTCAAACGCCTCATCAAAAAAACCAACACTTACTTGTCTCATACCTTTGCTATTAGTA  1657704 

 

Query  562      

TCGTGACAAGTCCAGTGCAGGTATCAGGAGATGAGAGGCAAATCCGCCTGTTTTACCTCA  621 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657703  

TCGTGACAAGTCCAGTGCAGGTATCAGGAGATGAGAGGCAAATCCGCCTGTTTTACCTCA  1657644 

 

Query  622      

AGTATTTTTCAGAAGCCTATAAAATCTCAGAATGGCCATTTGGGGACATTTTAAACCTGA  681 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657643  

AGTATTTTTCAGAAGCCTATAAAATCTCAGAATGGCCATTTGGGGACATTTTAAACCTGA  1657584 

 

Query  682      

AAAACTGTGAACGCCTATTGAGCTTATTGATCAAAGAAGTAGATGTCAAAGTTCATTTTA  741 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657583  

AAAACTGTGAACGCCTATTGAGCTTATTGATCAAAGAAGTAGATGTCAAAGTTCATTTTA  1657524 

 

Query  742      

CGCTATTTCAGCACTTAAAAATCTTAAGTGGCGTTAACTTGATCCGTTACTACAAGGGGT  801 

                 

|||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657523  

CGCTATTTCAGCACTTAAAAATCTTAAGTGGCGTCAACTTGATCCGTTACTACAAGGGGT  1657464 

 

Query  802      

ATTCTTGCAGTTATAACAATaaaaaaaCCAGTCACCGTTTTTCTCAACTTATCCAACATT  861 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657463  

ATTCTTGCAGTTATAACAATAAAAAAACCAGTCACCGTTTTTCTCAACTTATCCAACATT  1657404 

 

Query  862      

CCTCACAAATCCAGGATCTTTCTCGCTTGTTCTACCTCAAATTTGGGTTACATCTCGACG  921 

                 

||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657403  

CCTCAGAAATCCAGGATCTTTCTCGCTTGTTCTACCTCAAATTTGGGTTACATCTCGACG  1657344 

 

Query  922      

AGTATACCATAGCTGAAATGTTTTCTAACCACCTTAACGACAAGCTAGAAATTGGCTGTG  981 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657343  

AGTATACCATAGCTGAAATGTTTTCTAACCACCTTAACGACAAGCTAGAAATTGGCTGTG  1657284 

 

Query  982      

CTTTTGAGATTATCAGTCAGGACCCAACCTCAAGGAGGCCAGTAAAGTAACCCACTTGGA  1041 

                 

||||||||||||||| ||| |||||||| ||| ||||| |||  |||||||| ||| ||| 

Sbjct  1657283   

CTTTTGAGATTATCAATCAAGACCCAACATCA-GGAGG-CAGGCAAGTAACCAACT-GGA  1657227 
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Query  1042     

TCCTTCTAATAAGATGACATTGAAGATCGAAGCTCCAATCTCAGAGTTCTACCAATATAA  1101 

                 

||| |||| || ||||| || ||| ||| |||||| ||||||||  | | ||||||| || 

Sbjct  1657226   

TCCATCTATTA-GATGAGATGGAA-ATC-AAGCTC-AATCTCAGCAT-C-ACCAATA-AA  1657174 

 

Query  1102     TAC-AAGAATTGCC  1114 

                ||| |||  ||||| 

Sbjct  1657173  TACGAAG--TTGCC  1657162 

 

 

WT/NZ131 mgarevII 
 

Query  9         

CCTTTACGAC-AGCTAG-AATTGGCTGTGCTTTTGAGATTATCAATCAAGACCCAACATC  66 

                 

|||| ||||| |||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657312  

CCTTAACGACAAGCTAGAAATTGGCTGTGCTTTTGAGATTATCAATCAAGACCCAACATC  1657253 

 

Query  67       

AGGAGGCAGGCAAGTAACCAACTGGATCCATCTATTAGATGAGATGGAAATCAAGCTCAA  126 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657252  

AGGAGGCAGGCAAGTAACCAACTGGATCCATCTATTAGATGAGATGGAAATCAAGCTCAA  1657193 

 

Query  127      

TCTCAGCATCACCAATAAATACGAAGTTGCCGTAACCCTCCATAACGCTTCGGTGTTAGA  186 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657192  

TCTCAGCATCACCAATAAATACGAAGTTGCCGTAACCCTCCATAACGCTTCGGTGTTAGA  1657133 

 

Query  187      

CGAAGAAGACATTACAGCCAATTATTTGCTGTTTGATTATAAAAAGAGTTACCTGAATTT  246 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657132  

CGAAGAAGACATTACAGCCAATTATTTGCTGTTTGATTATAAAAAGAGTTACCTGAATTT  1657073 

 

Query  247      

TTACCAAAAAGAACACCCTCGTATCTATGAGGCCTTTGTGACAAGTGTCGAGAAGCTGAT  306 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657072  

TTACCAAAAAGAACACCCTCGTATCTATGAGGCCTTTGTGACAAGTGTCGAGAAGCTGAT  1657013 

 

Query  307      

GCAGGCAGATAATGCTCAAGTTAGCAAAGAACTGATCAATCAGCTCACTTATTGTTTCTT  366 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1657012  

GCAGGCAGATAATGCTCAAGTTAGCAAAGAACTGATCAATCAGCTCACTTATTGTTTCTT  1656953 

 

Query  367      

TATTACCTGGGAAAATAGTTTCTTAAAAGTAAATCAAAAAGATGAAAAAGTACGACTCCT  426 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  1656952  

TATTACCTGGGAAAATAGTTTCTTAAAAGTAAATCAAAAAGATGAAAAAGTACGACTCCT  1656893 

 

Query  427      

AGTGATAGAGAGAAGTTACAATAGTGTCGGTAATTTTTTGAAAAAGTACATCGGTGAGTT  486 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1656892  

AGTGATAGAGAGAAGTTACAATAGTGTCGGTAATTTTTTGAAAAAGTACATCGGTGAGTT  1656833 

 

Query  487      

TTTCAGCATTACTAATTTTGATGAGTTAGATTGTCTGACAATTGATCTAGTAGAGATTGA  546 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1656832  

TTTCAGCATTACTAATTTTGATGAGTTAGATTGTCTGACAATTGATCTAGTAGAGATTGA  1656773 

 

Query  547      

AAAACAATACGATGTTATCGTGACAGATGTTATGGTGGGTAAAAGCGAAGAGTTAGAGAT  606 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1656772  

AAAACAATACGATGTTATCGTGACAGATGTTATGGTGGGTAAAAGCGAAGAGTTAGAGAT  1656713 

 

Query  607      

TTTCTTTTTCTACAAGATGATCCCAGAAGCTATTATTGATAGATTAAACGAATTTTTGAA  666 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1656712  

TTTCTTTTTCTACAAGATGATCCCAGAAGCTATTATTGATAGATTAAACGAATTTTTGAA  1656653 

 

Query  667      

CGTTAGTTTCACAGATAACAACGTTATGGTCAAAAACCTCGAAGCCCCTTCCTCTTCAAA  726 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1656652  

CGTTAGTTTCACAGATAACAACGTTATGGTCAAAAACCTCGAAGCCCCTTCCTCTTCAAA  1656593 

 

Query  727      

ATCTCATAGTGACAAAGAGGTACAAAAACCAGAAAAGCCAGACAATTCAGTTAAACAAGC  786 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1656592  

ATCTCATAGTGACAAAGAGGTACAAAAACCAGAAAAGCCAGACAATTCAGTTAAACAAGC  1656533 

 

Query  787      

AACATCATCATAGGATTTCAGACGTCATGGTAAGaaaaaaaGAATCATTTACAGCCCATA  846 

                

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1656532  

AACATCATCATAGGATTTCAGACGTCATGGTAAGAAAAAAAGAATCATTTACAGCCCATA  1656473 

 

Query  847      GAGGTTAAGGGTCAAAAg  864 

                ||||| |||| ||||||| 

Sbjct  1656472  GAGGT-AAGG-TCAAAAG  1656457 

 

ΔmarS/WT mgarevII 
 

Query  1    GGGGTTACCCTTTACGACAGCTAGAATTGGCTGTGCTTTTGAGATTATCAATCAAGACCC  

60 

            ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  1    GGGGTTA-CCTTTACGACAGCTAGAATTGGCTGTGCTTTTGAGATTATCAATCAAGACCC  

59 

 

Query  61   AACATCAGGAGGCAGGCAAGTAACCAACTGGATCCATCTATTAGATGAGATGGAAATCAA  

120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  60   AACATCAGGAGGCAGGCAAGTAACCAACTGGATCCATCTATTAGATGAGATGGAAATCAA  

119 

 

Query  121  GCTCAATCTCAGCATCACCAATAAATACGAAGTTGCCGTAACCCTCCATAACGCTTCGGT  

180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  120  GCTCAATCTCAGCATCACCAATAAATACGAAGTTGCCGTAACCCTCCATAACGCTTCGGT  

179 

 

Query  181  GTTAGACGAAGAAGACATTACAGCCAATTATTTGCTGTTTGATTATAAAAAGAGTTACCT  

240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  180  GTTAGACGAAGAAGACATTACAGCCAATTATTTGCTGTTTGATTATAAAAAGAGTTACCT  

239 

 

Query  241  GAATTTTTACCAAAAAGAACACCCTCGTATCTATGAGGCCTTTGTGACAAGTGTCGAGAA  

300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  240  GAATTTTTACCAAAAAGAACACCCTCGTATCTATGAGGCCTTTGTGACAAGTGTCGAGAA  

299 

 

Query  301  GCTGATGCAGGCAGATAATGCTCAAGTTAGCAAAGAACTGATCAATCAGCTCACTTATTG  

360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  300  GCTGATGCAGGCAGATAATGCTCAAGTTAGCAAAGAACTGATCAATCAGCTCACTTATTG  

359 

 

Query  361  TTTCTTTATTACCTGGGAAAATAGTTTCTTAAAAGTAAATCAAAAAGATGAAAAAGTACG  

420 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  360  TTTCTTTATTACCTGGGAAAATAGTTTCTTAAAAGTAAATCAAAAAGATGAAAAAGTACG  

419 

 

Query  421  ACTCCTAGTGATAGAGAGAAGTTACAATAGTGTCGGTAATTTTTTGAAAAAGTACATCGG  

480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  420  ACTCCTAGTGATAGAGAGAAGTTACAATAGTGTCGGTAATTTTTTGAAAAAGTACATCGG  

479 

 

Query  481  TGAGTTTTTCAGCATTACTAATTTTGATGAGTTAGATTGTCTGACAATTGATCTAGTAGA  

540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  480  TGAGTTTTTCAGCATTACTAATTTTGATGAGTTAGATTGTCTGACAATTGATCTAGTAGA  

539 

 

Query  541  GATTGAAAAACAATACGATGTTATCGTGACAGATGTTATGGTGGGTAAAAGCGAAGAGTT  

600 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  540  GATTGAAAAACAATACGATGTTATCGTGACAGATGTTATGGTGGGTAAAAGCGAAGAGTT  

599 

 

Query  601  AGAGATTTTCTTTTTCTACAAGATGATCCCAGAAGCTATTATTGATAGATTAAACGAATT  

660 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  600  AGAGATTTTCTTTTTCTACAAGATGATCCCAGAAGCTATTATTGATAGATTAAACGAATT  

659 
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Query  661  TTTGAACGTTAGTTTCACAGATAACAACGTTATGGTCAAAAACCTCGAAGCCCCTTCCTC  

720 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  660  TTTGAACGTTAGTTTCACAGATAACAACGTTATGGTCAAAAACCTCGAAGCCCCTTCCTC  

719 

 

Query  721  TTCAAAATCTCATAGTGACAAAGAGGTACAAAAACCAGAAAAGCCAGACAATTCAGTTAA  

780 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  720  TTCAAAATCTCATAGTGACAAAGAGGTACAAAAACCAGAAAAGCCAGACAATTCAGTTAA  

779 

 

Query  781  ACAAGCAACATCATCATAGGATTTCAGACGTCATGGTAAGaaaaaaaGAATCATTTACAG  

840 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  780  ACAAGCAACATCATCATAGGATTTCAGACGTCATGGTAAGAAAAAAAGAATCATTTACAG  

839 

 

Query  841  CCCATAGAGGTTAAGGGTCAAAAggggggggggggggggg  880 

            |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  840  CCCATAGAGGTTAA-GGTCAAAAGGGGGGGGGGGGGGGGG  878 

 

 

Anhang 7: Wachtum auf verschiedenen Kohlenstoffquellen 

Anhang 7: Durchschnittliches prozentuales Wachstum von S. pyogenes auf verschiedenen Kohlenstoffquellen aus 
6 Versuchen  

Zucker WT ΔmarS ΔmarS::marS 

α-D-Glukose 100 100 100 

N-Acetyl-D-Glucosamine 106,1867766 100,3698922 104,6112965 

Trehalose 89,78727617 86,58216756 88,95421146 

Mannose 39,89077092 55,8979108 44,74012538 

D-Fruktose 66,23566582 70,29689688 71,15786956 

Maltose 77,32722189 89,55873505 88,07884131 

α-D-Lactose 32,33413553 63,18144755 41,56263832 

Lactulose 0,4328569 7,784293519 2,864979444 

Sukrose 79,07274672 88,42650207 98,15553515 

Uridin 6,803999164 10,52926191 10,6139211 

β-Methyl-D-Glucoside 28,6285642 24,43884086 24,63364214 

Maltoriose 80,9535734 99,06330401 92,74693318 

Schleimsäure 1,031852254 16,35989399 6,411596432 

N-Acetyl-β-D-Mannosamin 18,00626906 15,76024184 17,96396654 

m-Hydroxyphenyl-Essigsäure 1,627585063 6,866929157 8,651518642 
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Dextrin 27,87602707 23,86893027 24,4558801 

Gelantin 5,357430807 2,927135016 5,581014831 

Glykogen 2,413529301 3,042852415 5,21016347 

Inulin 13,41485784 11,28895047 9,721350116 

Mannan 6,350707437 6,016865133 5,638903261 

Pektin 18,20734234 14,57725105 17,33177584 

Arbutin 16,70162538 16,08710215 16,37096198 

3-0-β-D-Galactopyranosyl-D-

Arabinose 

16,19341666 24,71755269 20,79756546 

Salicin 16,59311969 14,57406329 11,56018258 

D-Glukosamin 89,41539836 90,61310872 92,48997123 

2,3-Butanon 5,298813079 5,371033956 4,332555756 
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