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Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsdure  Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I

A oder G oder C oder T (alle)

M A oder C

S G oder C

Y Aoder T

B G oder T oder C

D G oder A oder T
H A oder C oder T

v G oder C oder A
N

Leucin Leu L

Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P

Serin Ser S

Threonin Thr T

Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V



1 Einleitung -12-

1 Einleitung

1.1 Biofilme und Biofilmbildung als pathogener Mechanismus

Biofilmbildung ist in der Natur ein weit verbreitetes Phdnomen. Ein Biofilm wird als
Gemeinschaft von Mikroorganismen definiert, die an eine Oberfliche gebunden ist
(O'Toole et al., 2000). Die erste Erwdahnung, die einen Biofilm betraf, machte Henrici in
einer Veroffentlichung im Jahre 1933. Dort stellte er fest, dass die meisten Wasser-
Bakterien nicht frei flotierten, sondern unter Wasser auf einer Oberfliche aufwuchsen
(Henrici, 1933). Diese Féahigkeit zum Aufwachsen auf Oberfldchen, wihrend das Wasser
in Bewegung ist, macht man sich heute bei der Reinigung von Abwasser zu Nutze (Kiel,
1998). Biofilme finden sich auch in vielen extremen Standorten, wie z.B. bei der
Erzlaugung in Abraumhalden bei pH-Werten von 0 (Edwards et al., 2000). In heiflen
Quellen wurden Biofilmmatten von Cyanobakterien ausgiebig untersucht (Ward et al.,
1998), und neuerdings beginnen Forscher in der Antarktis Biofilme, die das Eis bedecken,
zu erforschen (Paerl und Priscu, 1998).

Eine fir den Menschen negative Bedeutung haben Biofilme als hdufige Ursache von
persistierenden Infektionen. Dabei konnen diverse Bakterienspezies unterschiedlichste
Arten von Biofilmen erzeugen, die diese Infektionen verursachen (Costerton et al., 1999).
Prominenteste Biofilme sind die auf den Zéhnen, aus vor allem acidogenen gram-positiven
Kokken, hauptsichlich Streptokokken, die Karies und Parodontose hervorrufen. Sehr gut
untersucht sind Biofilme von Pseudomonas aeruginosa, die Verursacher von Pneumonien
bei Patienten mit Cystischer Fibrose sind (Gacesa, 1998). Besondere Bedeutung kommt
den nosokomial, d.h. im Krankenhaus erworbenen, Infektionen zu. Diese werden zu einem
groflen Teil durch Biofilme auf implantierten Fremdkorpern verursacht. Staphylococcus
epidermidis, dem das Interesse dieser Arbeit gilt, ist ein Hauptverursacher dieser
Infektionen (Schaberg et al., 1991). Der Keim ist in der Lage, Kunststoffimplantate, wie
z.B. kiinstliche Herzklappen, zentrale Venenkatheter, Gelenk- und GefidBBprothesen,
Liquor-Shunts, Herzschrittmacher, Kontaktlinsen und auch Silikonbrustimplantate zu
besiedeln (Pfaller und Herwaldt, 1988; Rupp und Archer, 1994).

Wie die Beispiele zeigen, konnen sich Biofilme auf einer Vielzahl biotischer und
abiotischer Oberflichen bilden, wobei die meisten Biofilme aus verschiedenen

Bakterienspezies bestehen, es aber auch Biofilme aus einer einzigen Spezies gibt (O Toole
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et al., 2000). Bei den Biofilmen von S. epidermidis handelt es sich in der Regel um

Biofilme mit einer einzigen Spezies.

Biofilme sind strukturell sehr &hnlich aufgebaut und ihre Entstehung ist durch drei
charakteristische Schritte gekennzeichnet: (i) initiale Anheftung an eine Oberfliche,
gefolgt von (i1) der Bildung von Mikrokolonien, die (iii) letztendlich zum eigentlichen
Biofilm akkumulieren. Strukturell ist den Biofilmen gemeinsam, dass die Bakterien in
vielschichtigen Zellaggregaten in einer Exopolysaccharid (EPS)-Matrix eingebettet sind.
Diese ist strukturgebend und variiert in Abhéngigkeit von diversen Umweltparametern
(Davey und O’'Toole, 2000). In ihr befinden sich Regionen, die Kanéle ausbilden, {iber die
Wasser und Néhrstoffe transportiert werden konnen. Die Bakterien in Biofilmen bilden
eine auf ihre Umwelt abgestimmte organisierte Gemeinschaft. In dieser weisen sie je nach
Position und der damit verbundenen Néhrstoffverfligbarkeit einen anderen physiologischen
Status und daraus resultierend eine unterschiedliche Genexpression auf (Costerton et al.,
1995). Diese differierenden physiologischen Stadien konnten anhand von Reporter-
gentechniken mittels fluoreszierender Sonden direkt sichtbar gemacht werden (Xu et al.,
2000).

Die Organisation der Bakterien in einem Biofilm bietet ein Vielzahl von Vorteilen und dies
hauptsdchlich aufgrund ihrer extrazelluldren Matrix aus EPS, Proteinen und anderen
Substanzen. Zum einen bietet ein Biofilm mechanischen Schutz, zum anderen aber auch
Schutz vor Umwelteinfliissen, wie UV-Strahlung, pH-Wert Anderungen, osmotischem
Schock und Vertrocknung. Ein weiterer Vorteil ist, dass durch die sessile Lebensweise
bestimmte Nihrstoffe {iberhaupt erst aufgenommen werden konnen (Fleming, 1993).
Niéhrstoffe, die zur Verfligung stehen, kdnnen in einem Biofilm in idealer Kooperation
verwertet werden. So wire die Degradation von organischem Material zu Methan, z.B. in
anaeroben Abwasseranlagen, gar nicht moglich, wenn die fermentativen, acetogenen und
methanogenen Bakterien nicht in unmittelbarer Nachbarschaft angesiedelt wéren (Schink,
1997; Kiel, 1998). Die Organisation in einem Biofilm erleichtert den Gentransfer. In
Biofilmen mit unterschiedlichen Spezies sogar den horizontalen Gentransfer, der bei der
Entstehung von antibiotischen Multiresistenzen eine wesentliche Rolle spielt (Davey und
O’Toole, 2000).

Ein besonderes Interesse gilt den Vorteilen, die ein Biofilm fiir Infektionserreger hat.
Biofilme wachsen langsam, deshalb kommt es erst sehr spdt, wenn der Biofilm schon

ausgepragt ist, zu Symptomen (Costerton et al.,1999). Bei S. epidermidis erscheinen die
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Symptome der Infektionen nach ganz unterschiedlichen Zeitrdumen, so konnen sie sich
Tage oder wenige Wochen nach Einbringen des Fremdkdrpers zeigen. Nicht selten aber

manifestieren sie sich erst Monate oder Jahre spiter (Kloos und Bannermann, 1994).

oo

W Zclle im Biofilm

Antibictikum Antikorper [ planktonische Zelle

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Interaktion des Wirtsorganismus und Antibiotika
mit einem Biofilm (Costerton et al., 1999)

a Planktonische Bakterienzellen konnen durch Antikérper, Phagocytose und durch Anti-
biotika eliminiert werden.

b Adhirierende Zellen bilden einen Biofilm auf der inerten Oberfldche. Dieser Biofilm ist
unangreifbar durch Antikorper, Phagocytose und Antibiotika.

¢ Phagocyten werden vom Biofilm angezogen. Die Phagocytose ist erfolglos, aber es
werden phagocytotische Enzyme freigesetzt, die beginnen, das den Biofilm umgebende
Gewebe zu zerstoren.

d Die Zerstorung des umliegenden Gewebes nimmt drastisch zu. Aus dem vergréBerten
Biofilm werden planktonische Zellen frei, die zur Verbreitung der Zellen und erneuten
akuten Infektionssymptomen fithren kénnen.

Sessile Bakterien stimulieren zwar die Antikoérperproduktion, doch ist das Immunsystem
nicht in der Lage, die Zellen im Biofilm zu eliminieren. Die wirtseigene Abwehr ist damit
zwar in der Lage planktonische Zellen, nicht aber Zellen im Biofilm zu bekdmpfen und es
kommt zu Beschiddigung des umliegenden Gewebes (Abb. 1.1) (Cochrane et al., 1988).
Ahnlich ist es mit den Antibiotika. Diese erfassen zwar planktonische Zellen, die aus dem

Biofilm freikommen, kdnnen den Biofilm selber aber nicht ausreichend angreifen. Unter
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Antibiotiokagabe kommt es daher bei diesen Infektionen zur typischen Wiederkehr der
Symptome (Costerton et al., 1995). Als erfolgreiche Therapie kommt deshalb bei fremd-
korperassoziierten Infektionen mit S. epidermidis nur das Entfernen des Fremdkdrpers in
Frage (Younger et al., 1987).

Fir die Unempfindlichkeit der Bakterien im Biofilm gegeniiber Antibiotika werden
mehrere Griinde diskutiert: Die Matrix der Biofilme, hauptsdchlich aus polymeren
Substanzen bestehend, kann mit den Antibiotika interagieren, was die Diffusion und
Wirksamkeit beinflussen kann. FEine verminderte Wirksamkeit kann auch durch
Modifikation durch extrazellulire Enzyme erfolgen (Gilbert et al., 1997). Wie schon
erwahnt, befinden sich die Bakterien im Biofilm in unterschiedlichen metabolischen
Stadien. Viele von ihnen wachsen langsam oder gar nicht und sind deshalb durch viele
Antibiotika nicht angreifbar (Costerton, 1999). Fiir die geringe antibiotische Wirksamkeit
von Glykopeptiden gegen S. epidermidis konnte die Anwesenheit von extrazelluldrem
Material, langsame Wachstumsraten und eine grole Anzahl von Zellen verantwortlich
gemacht werden (Konig et al., 2001). Ein weiterer Grund ist die zunehmende Anzahl von
Antibiotikaresistenzen der Infektionsstimme, auch von S. epidermidis (Bailey et al., 1990;
Archer und Climo, 1994; Raad et al., 1998).

Offensichtlich bietet die Biofilmbildung eine Menge Vorteile, mit denen sich
S. epidermidis bei der fremdkorperassoziierten Infektion an die Gegebenheiten im
Menschen anpasst. Deshalb wird die Féhigkeit zur Biofilmbildung auf Polymeroberflachen
als wichtigster pathogener Faktor von S. epidermidis angesehen. Stamme, die zur Biofilm-
bildung in der Lage sind, werden deshalb als Biofilm-positive von den Biofilm-negativen

abgegrenzt (Mack, 1999a).

1.2 Staphylokokken

Staphylococcus epidermidis gehort zur Gattung der Staphylokokken, die im Mikroskop
durch ihre traubenartige Anordnung auffallen, die der Gattung den Namen gab.
Staphylokokken sind gram-positive, unbewegliche Kokken von 0,5-1,5 pm Durchmesser.
Sie konnen einzeln, in Paaren oder Tetraden vorkommen und teilen sich in mehreren
Ebenen zu den charakteristischen irreguldren Traubenformen. Staphylokokken gehdren
zusammen mit den Gattungen Micrococcus, Stomatococcus und Planococcus zur Familie

der Micrococcaceae. Innerhalb dieser Familie fallen sie durch einen sehr niedrigen G+C
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Gehalt von nur 30-39 Molprozent auf. Sie sind fakultativ anaerob, wachsen allerdings
besser unter aeroben Bedingungen. Staphylokokken sind chemoorganotroph und haben
einen respiratorischen und fermentativen Stoffwechsel, bei dem eine Vielzahl von
Kohlenhydraten aerob unter Saureproduktion verbraucht wird. Ihr Nahrstoffbedarf ist sehr
anspruchsvoll, denn sie benétigen eine Vielzahl von Aminosduren und B-Vitaminen
(Kloos und Schleifer, 1986). Allerdings gehoren sie zu den Widerstandsfahigsten unter den
nicht Sporen-bildenden Bakterien, denn sie konnen in Gegenwart von bis zu 10 % NaCl
wachsen. Einige von ihnen konnen fiir 30 min bei 60°C Hitze iiberleben und sind resistent
gegeniiber einer Vielzahl von Desinfektiva (Novick, 1993).

Typischerweise findet man Staphylokokken in Assoziation mit der Haut, Hautdriisen und
Schleimhéuten von Warmbliitern (Nobel und Naidoo, 1986; Nobel, 1997). Selten werden
Staphylokokken auch in verarbeiteten Tierprodukten gefunden, wie z.B. S. carnosus, oder
in Umweltproben wie Wasser oder Boden. Einige sind sehr spezialisiert, so kommt
S. capitis fast ausschlieBlich auf der behaarten Kopthaut, S. auricularis nur in den dufleren
Gehorgingen und S. haemolyticus sowie S. hominis nur im Bereich von Schwei3driisen
vor. Insgesamt gibt es derzeit 32 beschriebene Staphylokokken-Spezies (Kloos, 1997).
Man teilt die Staphylokokken in zwei Klassen ein, die Koagulase-positiven und die
Koagulase-negativen Staphylokokken (CoNS) (Schleifer und Kloos, 1975). Zu den Koagu-
lase-positiven gehdrt als einzige humanpathogene Spezies S. aureus, die mit dem groBten
pathogenen Potential der Staphylokokken auch die am besten untersuchte ist. S. aureus
kann invasive eitrige Infekte, Furunkel, Wundinfekte, Entziindungen im Hals-Nasen-Ohren
Raum und Sepsis hervorrufen. Er ist auch in der Lage, durch Toxinbildung Lebensmittel-
vergiftungen und das Toxic-Schock-Syndrom zu verursachen (Tenover und Gaynes, 2000).
Die weit grofere Gruppe sind Koagulase-negative Staphylokokken. Sie galten zundchst als
apathogen, wurden dann aber als hdufige Erreger nosokomialer Infektionen erkannt
(Banerjee et al.,, 1991; Schaberg et al., 1991). Der héufigste Infektionserreger dieser
Gruppe ist der in dieser Arbeit untersuchte Staphylococcus epidermidis. S. epidermidis
kommt auf der gesamten Korperoberfliche vor und ist dort die am hiufigsten isolierte Art
mit Populationsdichten von bis zu 10°-10° Koloniebildene Einheiten pro cm? an den Aus-
gingen von Schweil3driisen, Haartalgdriisen und den Nasenschleimhéuten (Kloos, 1986).
Normalerweise sind diese Bakterien apathogen fiir immunkompetente Menschen. Erst
durch das Einbringen von Fremdkdorpern aus polymeren Kunststoffen oder Metall kommt

es zu signifikanten Infektionen. Die verursachenden S. epidermidis Stimme dieser
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Infektionen stammen meist aus der endogenen Haut- oder Schleimhautflora des Patienten
(Rupp und Archer, 1994). Dies kann zu Komplikationen bei der Diagnose fiihren, da es
schwierig ist, Kontaminanten von den klinisch signifikanten Stdmmen zu unterscheiden

(Kleemann et al., 1993; Herwaldt et al., 1996).

1.3 Biofilmbildung von S. epidermidis

Einen ersten Hinweis darauf, dass bei den katheterassoziierten Infektionen ein Biofilm
beteiligt ist, brachten elektronenmikroskopische Bilder von infizierten Kathetern. Hier
zeigte sich die charakteristische Anordnung der S. epidermidis Zellen in vielschichtigen
Lagen, eingebettet in eine amorphe Substanz, vermutlich bestehend aus Exopoly-
sacchariden (Franson et al., 1984; Marrie und Costerton, 1984). Stimme, die in einem in
vitro Test in 96-Loch Zellkulturschalen einen Biofilm ausbildeten, waren hdufiger mit
signifikanten Infektionen korreliert als Biofilm-negative (Christensen et al., 1985). Die
Ausbildung des Biofilms von S. epidermidis erfolgt in zwei charakteristischen Phasen:
Zunichst kommt es zur initialen Anheftung der Bakterien an die Kunststoffoberflache, der
sogenannten primdren Adhésion. Die zweite Phase ist eine Proliferation und Akkumulation
der Bakterien in vielschichtigen Zellclustern, die eine interzellulire Adhasion erfordert
(Mack, 1999b). Insgesamt ist die Biofilmbildung von S. epidermidis ein duflerst komplexer
Vorgang, der von einer Vielzahl Faktoren abhéngt, von denen bisher erst ein Teil erforscht

und verstanden ist.

1.3.1 Faktoren der priméren Adhision

Die primidre Adhésion als erster Schritt der Biofilmbildung hingt vor allem von der
Interaktion der Bakterien mit der Polymeroberfliche ab, wobei unspezifische wie auch
spezifische Adhédsionsmechanismen beteiligt sind. Ein Faktor dabei ist das verwendete
Polymer (Hogt et al., 1985; Ludwicka et al., 1984a). Uber hydrophobe oder ionische
Wechselwirkungen oder van der Waals Krifte treten die Bakterienzellen mit ihrer
Oberfliche mit dem Polymer in Verbindung (Kloos, 1997). Unmittelbar nach Implantation
des Polymers kommt es hiufig zu Beschichtungen mit Plasma-Proteinen, extrazelluldren
Matrix-Proteinen, oder Thrombozyten. Dabei zeigte sich, dass die Anheftung an Polymer-

oberflichen in Anwesenheit von Serum, Plasma und Albumin deutlich vermindert ist
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(Muller et al., 1991). Die Matrix-Proteine Fibronektin und etwas schwécher Fibrinogen
verbessern dagegen die Anheftung (Herrmann et al., 1988; Vaudaux et al., 1989; Bartscht,
2001).

Als spezifischer Faktor konnte ein zellwandassoziiertes Fibrinogen-bindendes Protein
(Fbe) von S. epidermidis HB ermittelt werden, dessen codierendes Gen kloniert und
sequenziert wurde. Viele klinische Isolate besitzen das Gen fbe. Die Fihigkeit an
Fibrinogen zu binden, ist allerdings sehr heterogen ausgeprigt, was auf eine unter-
schiedliche Expression von Fbe schlieBen lisst (Nilsson et al., 1998).

Mittels eines monoklonalen Antikorpers wurde ein weiteres zellwandassoziiertes Protein
Sspl entdeckt, das in einer Fimbrien-dhnlichen Struktur auf der Zelloberfliche von
S. epidermidis 354 lokalisiert ist. Bei der Reaktion des 200 kDa Proteins mit dem
Antikorper wird die primédre Anheftung von S. epidermidis 354 an Polystyrolkugeln
konzentrationsabhéngig signifikant vermindert (Timmerman et al., 1991; Veenstra et al.,
1996).

Durch Transposonmutagenese von S. epidermidis O-47 mit dem Transposon Tn9/7 wurde
eine Mutante mutl generiert, die in ihrer Bindung an Polystyrol beeintrichtigt war. Das
Transposon inserierte in einem Gen mit hoher Homologie zu einem Autolysin von
S. aureus atl und wurde atlE genannt. Das 148 kDa groBle Protein besteht aus zwei
bakteriolytisch aktiven Doménen, einer 60 kDa Amidase und einer 52 kDa Glu-
cosaminidase. In der Mutante mutl fehlten mehrere zelloberflichenassoziierte Proteine.
Die initiale Anheftung konnte mit der Subklonierung des 60 kDa Proteins in die Mutante
mutl komplementiert werden. Dies bedeutet, dass das Autolysin AtIE eine Rolle bei der
Bindung an die Polymeroberfliche wihrend der friihen Phase der Adhésion spielt und
deshalb essentiell fiir die Biofilmbildung ist (Heilmann et al., 1996a; Heilmann et al.,
1997). Die Bedeutung von AtIE fiir die Pathogenese im Infektionsprozess konnte kiirzlich
in einem Rattenmodell belegt werden (Rupp et al., 2001).

Von S. epidermidis RP62A wurde ein Polysaccharid PS/A gereinigt, das moglicherweise
die primire Adhidsion an Silikon-Katheter vermittelt. Die Anheftung an die Katheter
konnte mit Hilfe eines gegen gereinigtes PS/A hergestellten Antiserums inhibiert werden
(Tojo et al., 1988). Eine isogene Biofilm-negative Transposonmutante eines PS/A
positiven Stammes M187 zeigte eine verminderte Adhdsion an die Katheter sowie eine
verminderte Expression von PS/A (Muller et al., 1993a). Da allerdings ungefdhr die Halfte

aller PS/A produzierenden Stimme Biofilm-negativ waren, heif3t dies, dass PS/A alleine
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nicht fiir die Biofilmbildung verantwortlich sein kann (Muller et al., 1993b). Nachdem
PS/A zunéchst nur eine Bedeutung in der primdren Adhésion zugeschrieben wurde, hat es

nach neueren Erkenntnissen auch in der akkumulativen Phase eine Funktion (McKenney et

al., 1998).

1.3.2 Faktoren der akkumulativen Phase

Im Gegensatz zur primdren Adhésion sind fiir die akkumulative Phase schon detailliertere
Mechanismen bekannt.

Von S. epidermidis RP62A wurde mittels chemischer Mutagenese eine Mutante M7
erzeugt. Diese ist Biofilm-negativ, ihre initiale Adhésion an Glas oder Polystyrol ist aber
nicht betroffen (Schumacher-Perdrau et al., 1994). Die Mutante M7 ist nicht mehr in der
Lage, ein 140 kDa Protein, genannt AAP (accumulation-associated protein) zu expri-
mieren. Die Biofilmbildung von einigen Biofilm-positiven S. epidermidis Stimmen wird
mit einem Antiserum gegen das gereinigte Protein konzentrationsabhidngig inhibiert
(Hussain et al,, 1997). Da allerdings auch AAP-negative Stidmme einen Biofilm
produzieren konnen (Hussain et al., 1997), ist die funktionelle Aufgabe des Proteins bisher
nicht bekannt.

Fir die Akkumulation der Zellen zu vielschichtigen Biofilmen ist eine Substanz
notwendig, die die Zellen zusammenhilt, ein sogenanntes interzelluldres Adhésin. In den
frithen elektronenmikroskopischen Bildern war eine amorphe Substanz entdeckt worden,
von der man annahm, dass es sich um ein Exopolysaccharid handelt. Auf der Suche nach
diesem Faktor, generierten Mack et al. (1992) ein Antiserum, das gegen den Biofilm-
positiven Stamm S. epidermidis 1457 gerichtet war. Dieses Antiserum reagierte mit einem
fiir biofilmbildende S. epidermidis Stdmme spezifischem Antigen. Die immunologische
Aktivitdit des Antigens wurde durch Periodat-Oxidation komplett zerstort. Auch
Zellaggregate, die sich beim Wachstum im Medium gebildet hatten, wurden durch
Periodat-Oxidation aufgelost. Aus diesen Beobachtungen konnte auf eine Kohlenhydrat-
struktur, die die interzelluldire Adhision vermittelt, geschlossen werden (Mack et al.,
1994b). Zwei isogene Tn9/7-Mutanten M10 und M11 von S. epidermidis 13-1 wurden
isoliert, die vollstindig Biofilm-negativ waren, keine Zellaggregate mehr bildeten und
keine Reaktivitdt mit dem Antiserum zeigten (Mack et al., 1994a).

Es wurde nun das Polysaccharid von S. epidermidis 1457, das die interzelluldre Adhésion

vermitteln sollte, ohne Kontaminationen aus den Medien aufgereinigt. Es wurde in einem
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Kontroll-Ansatz dieselbe Préparation mit der Mutante 1457-M11 durchgefiihrt. Das
analysierte Polysaccharid wurde mittels Gelfiltration und Ionenaustauscherchromato-
graphie in die Polysaccharide I (>80 %) und II (< 20%) aufgetrennt, wobei Poly-
saccharid I kationisch ist und Polysaccharid II leicht anionisch. Mittels NMR-Spektros-
kopie wurde ermittelt, dass Polysaccharid I ein Homoglykan aus 130 B-1-6-verkniipften 2-
Deoxy-2-Amino-D-Glucopyranosyl Resten ist. Davon sind 15-20 % nicht N-acetyliert und
positiv geladen. Polysaccharid II ist strukturell verwandt mit Polysaccharid I, hat aber
einen geringeren Gehalt von nicht N-acetylierten Resten und enthilt Phosphat und Ester-
gebundenes Succinat, das es anionisch erscheinen ldsst. Gemil3 seiner Funktion wird
dieses Polysaccharid PIA (polysaccharide intercellular adhesin) genannt (Mack et al.,
1996a). Fiir 179 S. epidermidis Staimme konnte die Korrelation zwischen Biofilmbildung
und PIA-Produktion gezeigt werden (Mack et al., 1996b). Dies unterstreicht die essentielle
Bedeutung von PIA in der akkumulativen Phase der Biofilmbildung.

Unabhéngig davon isolierten Heilmann et al. (1996a) zwei Transposonmutanten mut2 und
mut2a von S. epidermidis O-47, die phinotypisch den Mutanten M10 und M11 dhnelten.
Durch Transformation dieser Mutanten mit dem Plasmid pCN27, das den ica (intercellular
adhesin)-Genort enthdlt, konnte die Biofilmbildung wieder hergestellt werden. Bei
Expression des Plasmids in S. carnosus konnte die Synthese von PIA mittels des an
gereinigtem PIA hergestellten Antiserums nachgewiesen werden (Heilmann et al., 1996b).
Durch Frame-Shift-Mutationen im ica-Genort des rekombinanten S. carnosus wurde die
Expression der durch den ica-Genort verdnderten phénotypischen Merkmale verhindert.
Der ica-Genort, der nach diesen Ergebnissen fiir die Synthese von PIA verantwortlich ist,
besteht aus den vier Genen icaADBC, die in einem Operon organisiert sind. IcaA zeigt
zusammen mit IcaD N-Acetyl-Glucosaminyltransferase-Aktivitit (Gerke et al., 1998).
IcaC ist ein hydrophobes integrales Membran-Protein, das keine Ahnlichkeiten zu anderen
bisher beschriebenen Proteinen hat, fiir die PIA-Bildung aber essentiell ist. IcaB ist ein
sekretiertes Protein, dessen Funktion ebenfalls unbekannt ist (Heilmann et al., 1996b). Fiir
die Mutanten M10 und M11 und weitere Biofilm-negative Mutanten der Klasse I von
S. epidermidis 1457 konnte spiter gezeigt werden, dass sie gleichfalls Transposon-
insertionen im ica-Operon haben (Mack et al., 2000).

Die Bedeutung von PIA fiir die Infektion wurde in zwei Tiermodellen unter Verwendung
des PIA-exprimierenden Stammes S. epidermidis 1457 und der PIA-negativen Mutante

1457-M10 gezeigt. In einem Mausmodell konnte mit dem Wildtypstamm im Gegensatz zur
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Mutante hdufiger die Entstehung subkutaner Katheter-Abszesse nachgewiesen werden
(Rupp et al., 1999a). In einem Rattenmodell konnte die gehédufte Infektion an einem
intravendsen Katheter durch den Wildtyp gezeigt werden (Rupp et al., 1999b). Inzwischen
konnte von Bartscht (2001) ausgeschlossen werden, dass PIA unter den Standard-Biofilm-
Testbedingungen wahrend der primédren Adhésion von Bedeutung ist.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass PIA bei der Himagglutination von Erythrozyten
eine essentielle Bedeutung hat (Mack et al., 1999c).

In diversen S. aureus Stimmen wurde der icaADBC Genort mit hoher Homologie zu dem
in S. epidermidis nachgewiesen (Cramton et al., 1999; Horstkotte, unverdffentlicht). Dieser
Genort synthetisiert dort ein PIA &hnliches Polysaccharid Poly-N-Succinyl B-1-6
Glucosamin, PNSG (McKenney et al., 1999). Eine klinische Relevanz dieses Genortes und
des Polysaccharids bei S. aureus konnte bisher allerdings nicht klar gezeigt werden

(Fowler et al., 2001).

1.3.3 Regulative Faktoren der Biofilmbildung

Da die Biofilmbildung in Abhéngigkeit von einer Vielzahl von Faktoren Schwankungen
unterliegt, haben auch regulative Faktoren Einfluss auf die Biofilmbildung. Nur ein
geringer Teil dieser Faktoren ist bisher bekannt.

Ziebuhr et al. (1997) beobachteten Phasenvariationen nach mehrmaligem Passagieren von
ica-positiven Stdmmen, die mit einem Biofilm-negativen Phénotyp einhergingen. Der
Grund hierfiir konnte spdter in der voriibergehenden Insertion des Insertionselements
IS256 in das icaADBC Operon nachgewiesen werden (Ziebuhr et. al., 1999).

Drei Genorte in S. epidermidis mit regulativem Einflu} auf die Biofilmbildung wurden von
Mack et al. (2000) entdeckt. Die Inaktivierung dieser Genorte resultierte in dem Verlust
des ica-Transkripts. Es zeigte sich, dass das icaA DBC-Operon vermutlich einer Regulation
durch den alternativen Sigmafaktor sigB unterliegt. In S. epidermidis 1457 konnte mit
NaCl und EtOH, bekannten Aktivatoren von sigB, eine vermehrte Biofilmbildung ermittelt
werden. Durch Inaktivierung von RsbU, einem positiven Regulator von sigB, wurde die
Biofilmbildung inhibiert, und PIA konnte nur noch in geringen Mengen nachgewiesen
werden (Knobloch et al., 2001). In S. aureus verursachte die direkte Mutation des sigB

Gens den Verlust des Transkripts des ica-Operons (Rachid et al., 2000).
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Ein weiterer regulativer Genort der Biofilmbildung liegt im pur-Operon, einem Regulator
der Purinsynthese (Bartscht, 2001). Zu dem dritten Genort ist bisher nichts néheres
bekannt.

Einen indirekt regulativen Einfluf} zeigte eine Eisenlimitierung im Medium. Diese forderte
in der spét-exponentiellen Wachstumsphase die ,,Schleim“-Bildung (Deighton und
Borland, 1993). Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass anaerobe Bedingungen die

Expression von PIA stimulieren (Cramton et al., 2001a).

1.4 Bakterielle Exopolysaccharide und Polysaccharide von S. epidermidis

Exopolysaccharide (EPS) sind ein groBler Bestandteil der Matrix von Biofilmen und fiir die
meisten Vorteile verantwortlich, die ein Biofilm den Bakterien bietet. Polysaccharide sind
hydrierte Polymere aus sich wiederholenden Monomeren, die iiber glykosidische Bin-
dungen verkniipft sind. Es konnen Homo- oder Heteropolymere sein, die mit organischen
oder anorganischen Molekiilen substituiert sind. Es werden prinzipiell zwei Arten von
bakteriellen Polysacchariden unterschieden: (i) ein amorphe Substanz, die die Zelle umgibt
und héufig als Kapsel oder EPS bezeichnet wird oder (ii) mit der Zelle ndher verbundene
Polysaccharide, wie die Lipopolysaccharide (LPS) von gram-negativen Bakterien (Roberts,
1995). Bakterielle EPS haben durchaus positiven Nutzen und werden deshalb z.B. in der
Lebensmittelindustrie als Stabilisatoren von Joghurt eingesetzt (Cerning, 1990). Sie
konnen ferner dazu dienen, die Struktur diverser Lebensmittel gelartiger erscheinen zu
lassen. Auch die Konsistenz von Farben und Olen wird durch bakterielle Polysaccharide
beeinflusst. Nicht zuletzt dienen sie der Gesundheit, da sie aufgereinigt, allein oder
zusammen mit Proteinen, als Impfstoffe eingesetzt vor Infektionen schiitzen (Roberts,
1995). Als wichtigster Impfstoft ist hier Haemophilus influenzae Kapseltyp b zu nennen,
mit dem Sduglinge im Alter von drei Monaten gegen die in diesem Alter haufig todlich
endende Meningitis und Epiglottitis geimpft werden (Peltola, 2000).

Fiir S. epidermidis wurde als essentielles Polysaccharid PIA beschrieben (Mack et al.,
1996a). Doch schon viel frither hatte man versucht, die als ,,Schleim* oder Glykokalyx
bezeichnete Matrix zu erforschen. Problematisch dabei war, dass die Priparationen des
Materials hdufig mit Bestandteilen aus den komplexen Medien verunreinigt waren und

eine Kontrolle mit ,,Schleim“-negativen Zellen fehlte (Mack et al., 2000b).
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Eine hochmolekulare extrazellulire Schleim-Substanz (ESS), die hauptsdchlich aus
Galaktose und Mannose bestand, sollte fiir die Anheftung oder die Akkumulation von
S. epidermidis verantwortlich sein (Ludwicka et al., 1984b). Eine andere Grupppe
beschrieb ein Schleim-assoziiertes Antigen (SAA), das hauptsichlich aus Glucose, etwas
N-Acetyl-Glucosamin und N-Galaktosamin bestehen sollte (Christensen et al., 1990). Die
Préaparation wurde reevaluiert und dabei stellte sich heraus, dass die Zusammensetzung
hauptséchlich aus N-Acetyl-Glucosamin bestand. Darauthin wurde geschlossen, dass SAA
und PIA verwandt seien (Baldassarri et al.,1996).

PS/A (capsular polysaccharide/adhesin) wurde als moglicher Faktor der priméren
Adhésion schon beschrieben (1.3.1). Seine Zusammensetzung wurde zunichst als aus
Galaktose, Glucosamin, Galaktosamin und Uronsdure bestehend beschrieben (Tojo et al.,
1988). Diverse gut charakterisierte S. epidermidis Stimme zeigten gleiche Reaktivitit
sowohl mit dem PS/A- als auch mit dem PIA-Antiserum. Nach Reevaluation énderte sich
die Zusammensetzung von PS/A dahingehend, dass es nun ein Polysaccharid mit 8-1,6-
verkniipften Glucosamineinheiten, hochgradig substituiert mit Succinat und Acetat ist.
Zudem wird PS/A wie PIA vom icaADBC Genort synthetisiert (McKenney et al., 1998).
Dieses ldsst vermuten, dass es sich bei PS/A ebenfalls um ein verwandtes Polysaccharid
von PIA, wenn nicht sogar dasselbe handelt (Mack et al., 2000b).

Hussain et al. untersuchte eine hochmolekulare Schleimsubstanz und Teichonséuren von
S. epidermidis RP62A in chemisch definiertem Medium (Hussain et al.,1991;1992). Er
fand eine dhnliche Zusammensetzung aus Glucose, Glycerol, Alanin, N-Acetyl-
Glucosamin und Phosphat. Ferner stellte er fest, dass Teichonsduren aufgrund nur geringer
Unterschiede von Biofilm-positiven zu Biofilm-negativen Stimmen bei der Biofilmbildung
keine signifikante Rolle spielen. Jiingste Erkenntnisse zeigen jedoch fiir S. aureus, dass die
D-Alanin Substituenten der Teichonsdure aufgrund ihrer Ladung notwendig fiir die

primdre Adhéasion sind (Gross et al., 2001).

1.5 Ziele der vorliegenden Arbeit

Diese Arbeit beschiftigt sich mit einem fiir S. epidermidis ungewohnlichen Phanotyp. Auf
Purple-Agarplatten, die mit N-Acetyl-Glucosamin (GIcNAc) supplementiert waren, waren
mukoide Formen von S. epidermidis 1457 beobachtet worden (Krokotsch, 1998). Diese

waren gekennzeichnet durch ein duBlerst ,,schleimiges® Aussehen, einem Phdnomen, das
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eher von Klebsiellen und Pseudomonaden bekannt ist. Bei Klebsiella pneumoniae und
Pseudomonas aeruginosa ist der mukoide Phanotyp mit Virulenz korreliert (Nassif et al.,
1989, Boucher et al., 1997). Auch klinische Isolate von S. aureus werden in mukoide und
mukoid-negative Stdmme eingeteilt (Lee und Lee, 2000). In diesen Beispielen ist der
mukoide Phinotyp mit der Bildung von Exopolysacchariden verbunden. Da fiir
S. epidermidis bekannt ist, dass die Glykokalyx mit ihren Exopolysacchariden eine
entscheidende Funktion in der Biofilmbildung hat und damit ein Pathogenititsfaktor ist,
sollte die Bedeutung des mukoiden Phénotyps fiir S. epidermidis untersucht werden.

In der Annahme, es handele sich bei der Expression des mukoiden Phidnotyps um einen
von der Biofilmbildung abgekoppelten Mechanismus, waren Mutanten gesucht worden,
die unter Standard-Testbedingungen biofilmbildend sind, aber nicht in der Lage einen
mukoiden Phénotyp zu exprimieren (Krokotsch, 1998; Nedelmann, 1997). Die beiden
Transposonmutanten M16 und M20 von S. epidermidis 1457 wiesen unter den damaligen
Testbedingungen den gewlinschten Phénotyp auf (Nedelmann, 1997). Die Isogenitdt der
Mutanten wurde durch Phagentransduktion bestétigt (Nedelmann et al., 1998).

In dieser Arbeit sollte der mukoide Phanotyp niher charakterisiert werden. Zunédchst wurde
die Induktion des mukoiden Phénotyps im Wildtyp S. epidermidis 1457 und den Mutanten
M16 und M20 durch unterschiedliche Faktoren untersucht. Dazu wurden verschiedene
Medien und Zucker sowie Aminosduren getestet. Mit den ermittelten Bedingungen wurde
dann die Fihigkeit zur Biofilmbildung untersucht. Es sollte nun festgestellt werden,
inwieweit es einen Zusammenhang zwischen den beobachteten Phinomenen und den
schon bekannten Faktoren der Biofilmbildung, wie der PIA-Expression und dem icaADBC
Genort, gibt.

Anschlieffend sollte der Genort der Transposoninsertion in den Mutanten M16 und M20
sequenziert und charakterisiert werden. Um Hinweise auf eine mogliche Funktion der
betroffenen Gene zu erhalten, wurden Homologiesuchen in den entsprechenden Daten-
banken durchgefiihrt. Mit Hilfe von RNA-Transkriptionsanalysen sollte bewiesen werden,
welche Gene durch die Transposoninsertion inaktiviert wurden. Ferner wurden die
Bedingungen der Expression dieser Gene untersucht. Durch weitere geeignete Versuche
sollte dann die aufgrund der Homologie vermutete Funktion der Gene bewiesen werden.
Die genotypischen Ergebnisse wurden abschlieBend in Bezug zu den phénotypischen
Beobachtungen gesetzt. Daraus sollten neue Erkenntnisse iiber die Glykokalyx und die

Exopolysaccharid-Synthese von S. epidermidis gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Plastik- und Einwegartikel

Bei den verwendeten Chemikalien handelte es sich, wenn nicht anders angegeben, um
analysereine Chemikalien der Firmen Merck (Darmstadt), Fluka (Neu-Ulm) und Sigma-
Aldrich (Taufkirchen). Plastik- und Einwegartikel stammen, wenn nicht anders angegeben,
von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Greiner (Niirtingen) und Becton Dickenson

(Heidelberg).

2.2 Zentrifugen

Die im Folgenden aufgelisteten Zentrifugen wurden verwendet. Im Methodenteil wird die

Zentrifugalgeschwindigkeit in x g (x-fache Erdbeschleunigung) angegeben:

Megafuge 1.0 R; Heraeus (Osterode)

Sorvall RC-5B, GS-3 Rotor; Du Pont Instruments (Newtown USA)
Biofuge 28 RS, Rotor 6042; Heraeus (Osterode)

Tischzentrifuge Biofuge pico; Heraeus (Osterode)

2.3 Bakterienstimme

Tab. 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

Stamm Charakteristika Referenz

Wildtyp, Blutkulturisolat (Inst. f. Med.

S. epidermidis 1457 Mikrobiologie, UKE, Hamburg)

Mack et al., 1992

. . Transposonmutante; Nedelmann, 1997

%k H 5

S. epidermidis M16 Antiterminator glcT inaktiviert diese Arbeit
. . Transposonmutante; Nedelmann, 1997

%k H 5

S. epidermidis M20 Glucosetransporter glcA inaktiviert diese Arbeit

Transposontransduktante;

icaADBC inaktiviert Mack etal., 1994a

S. epidermidis 1457-M11

S. epidermidis RP62A ATCC 35984

S. epidermidis SES5 Rupp und Archer,
1992
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Stamm

Charakteristika

Referenz

S. epidermidis 8400, 9142

S. epidermidis Staimme:
1815, 1535,1057, 939,
521, 5179, 7837, 10333,

9225, 9896,10331

S. epidermidis Stamme:
6,11, 12, 26, 29, 31, 32

E. coli TOP10

S. aureus Cowan I

Klinische Blutkulturisolate (Inst. f. Med.
Mikrobiologie, UKE, Hamburg)

Klinische Isolate, meist Blutkultur (Inst.
f. Med. Mikrobiologie, UKE, Hamburg)

Klinische Isolate, Blutkultur und von
Kathetern, (Inst. f. Med. Mikrobiologie,
UKE, Hamburg)

Stamm fiur Transformation mit Plasmid
pCR2.1®-TOPO oder pCR®-XL.TOPO

Stamm mit Protein A zur Adsorption

von Antikorpern

Mack et al., 1992

Mack et al., 1996b

Horstkotte et al.,
2001

Invitrogen

Kessler et. al., 1975

* Die Transposonmutanten M16 und M20 wurden durch M. Nedelmann in einem
Transposonmutageneseexperiment erzeugt (Nedelmann, 1997). Dieses wurde mit dem
temperatursensitiven Plasmid pTV1ts, welches das aus Enterococcus faecalis stammende
Transposon Tn9/7 (Shaw und Clewell, 1985) enthélt, durchgefiihrt. Die Isogenitét der
Mutanten wurde durch Phagentransduktion bestétigt (Nedelmann et al., 1998).

2.4 Plasmide, Oligonukleotide und Sonden

2.4.1 Plasmide

Tab. 2.2: Ubersicht iiber verwendete Plasmide

Name

Eigenschaften

Herkunft

pCR®-XL.TOPO

pCR2.1°-TOPO
pkkm16-5
pkkm20kpn-10

pkkm?20nsi-1

pTVlts

Klonierung langer PCR-Produkte,

Klonierung zerstort letales E.coli ccdB Gen (Bernhard | Invitrogen

et al., 1994), das an lacZo. gekoppelt ist

Klonierung von PCR-Produkten erfolgt in lacZo

Tn917 - Insertionsregion in M16
5" Region von Tn9/7 in M20

3" Region von Tn9/7 in M20

temperatursensitives Plasmid aus Enterococcus

faecalis, enthélt Tn917

Invitrogen

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Shaw u. Cle-
well, 1985
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2.4.2 Oligonukleotide und Sonden

Die im Folgenden aufgelisteten Oligonukleotide wurden als Primer zur Sequenzierung und

zur PCR-Amplifikation sowie als Sonden fiir die RNA-Hybridisierung verwendet. An

einige Oligonukleotide ist die Erkennungssequenz fiir die dort benannten Restriktions-

enzyme angehingt. Sdmtliche Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech

(Ebersberg) synthetisiert.

Tab. 2.3: Ubersicht iiber verwendete Oligonukleotide und Sonden

Name Sequenz 5°- 3’ Position
Plasmide: TopoXL, Topo TA 2.1

MIl13.reverse [CAG GAA ACA GCT ATG AC )

M13.-20 GTA AAA CGA CGG CCA AG Invitrogen
Transposon Tn97/7 nach Shaw, 1985 :
Tn917-5 DNA-Fragmente, durch Restriktionsspaltung mit 4Aval 99-1819
Tn917-3 generiert 3073-5343

5L GCTCGGATCC CTC ACA ATA GAG AGA TGT CAC CG |177-199/ BamHI"
3R CACGTCGAC GGC CTT GAA ACA TTG GTT TAG TGG |5277-5300/ Sall
kpnl ACT ACT GAC AGC TTC CAA GGA GC 1523-1545

nsil GTT CTT GTG AAT CAC GTG TCC C 3283-3304
M20k.11a TCC TCG TAG GCG CTC GGG AC 97-116
icaADBC-operon

icaC GAA ATA GCC ATA CCA TTG TCC

S. epidermidis M16 im Anhang:
M16.12 TGG TTG TTG CAC TTA CAG ATC 568-589
M16.22 CAG GAG AAT TTT ATA TCG ATG 960-982
Milé6.11c TGC TCA TCA TAA TCA CCT TTC 268-289
Ml16.r1 GTG ATT ATG ATG AGC AAG TAT 274-294
Ml16.r4 TGA TGT GAT CTG TAA GIG CA 575-595
M16.15 CAG AGT TGG ATG CAA TAT GT 765-784
glcT.forl AAA TAA CGG CTT GAT ACA TAT C 102-124
glcT.for2 TTA TTT GGC ATT GAG ACT TG 37-57

glcT.revl TTA TTC ACT ACT AAT TTG AAC T 1109-1131
glcT.rev2 CTT ACC ACA AAT AAC AAT ACT C 1175-1197
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Name Sequenz 5°-3° Position

S. epidermidis M20 im Anhang:
M20n.13a TGA AAG ATG TTG TTG CCA T 844-863
M20n.23 TAT AAT ACC ACC AGC ACC TG 503-523
M20n.33 CAT AAC CAG TAA CAC GCA ATG 188-209
M20nr.1 GAT CCA ACT AAT GGA TAT GC 673-693
M20nr.2 ATT AGC AAT TGG GAC TGC GT 408-428
M20nr.3 AAT CAT TGC GTG TTA CTG GT 185-205
M20k.21a ATT ACC AGC TGC AGC ATT GG 1123-1143
M20k.31 TAG TCA ACT GCC ATT CGA TG 1593-1613
M20k.41 GGT GAG ATA ATA CCG TTA TCT G 1930-1952
M20k.51 TAA AGG AAC ATG CTC CAA GT 2228-2248
M20kr.5 AAT ACG TTG GTC GCC TCT A 1074-1093
M20kr.6 AAC CAT CTA ATA CTG CAT G 1336-1355
M20kr.7 ATC GAA TGG CAG TTG ACT AG 1592-1612
M20kr.8 CAA TAT CTT CCA CAT GTA CAG 1880-1901
M20kr.9 CTG TAT CGA TAC CAA TGT GA 2115-2135
M20kr.10 ATC GCT TTA CCA GGA TCG AC 2314-2334
EIl.for3 GCTCGGATCCGC ACG TAA ATA AGA AGA TAG AG 285-307 / BamHI
Ell.for4 GCTCGGATCCGA AGA TAG AGA GGA ATG AAT TG 297-319 / BamHI
Ell.revl CACGTCGAC TAA TAT ATC CTT GTC CCA GAC 2386- 2406 / Sall
Ell.rev2 CACGTCGAC CCA TTA AGT TAT TCT TAT AGG C 2351-2373 / Sall

* unterstrichen sind die Erkennungssequenzen fiir die hinter den Positionen genannten

Restriktionsenzyme

2.5 Puffer und Losungen

Alle im Folgenden aufgelisteten Puffer und Losungen wurden fiir mehrere Methoden

benoétigt und sind hier in ihren Stammldsungen angegeben. Die fiir nur eine Methode

benutzten Puffer und Losungen sind jeweils unter den Methoden aufgelistet. Die Losungen

wurden mit entionisiertem Wasser angesetzt und durch 15 min Erhitzen bei 121°C in

einem Sterilisationsautoklav sterilisiert.

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS): 140 mM NaCl; 9 mM Na,HPO,; 2 mM KCI;
1 mM KH,POg; pH 7,4
PBSn: PBS + 0,05 % (w/v) NaNj3
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5 x TBE-Puffer: 450 mM Tris-Borate; 10 mM Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatrium-

salz-Dihydrat (EDTA)

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0
Ethidium-Bromid Stammlésung: 10 mg/ml
Natriumacetat-Losung: 3 M; pH 5,2

SDS: 20 % (w/v) Natrium-Dodecylsulfat (SDS) in H,O dest.
20 x SSC: 3 M Na(Cl; 0,3 M Natriumcitrat; pH 7,0

2.6 Kulturmedien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Medien durch 15 min Erhitzen bei 121°C in

einem Sterilisationsautoklav sterilisiert. Zur Verfestigung wurde, wenn nicht anders

angegeben, 15 g Bacto-Agar (Difco 214010) pro Liter Medium hinzugegeben.

2.6.1 Blut-Agar

Columbia-Agar (Difco 13172433)
Bacto-Agar (Difco 214010)
Glucose

Schafsblut

pH 7,0

2.6.2 Einfriermedium

g/l
g/l
g/l
ml/l

1,5 g Bacto-Peptone (Difco 211677) wurde in 100 ml H,O dest. gelost, autoklaviert und

mit 30 ml autoklavierten Glycerin steril vereinigt.

2.6.3 Tryptone Soya Broth (TSB)

TSBgsL

TSB (Becton Dickinson 4311443)
pH 7,3

TSB ohne Glucose (TSBY)

Tryptone (Oxoid L42)
Soya Peptone (Oxoid L44)
NaCl

K>;HPO4

pH 7,3

g/l

g/l
g/l
g/l
g/l
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2.6.4 Peptone-Yeast Medium, modifiziert (PYJ)

Bacto-Peptone (Difco 211677) 10 g/l
Yeast-Extract (Difco 212750) 5 gl
NaCl 5 g/l

pH 7,5; eingestellt mit NaOH-Losung (5 M)
2.6.5 Purple-Agar

Purple-Agar Base (Difco 0228-17-7) 31 g/l
pH 6,8

2.6.6 Miiller-Hinton-Medium

Miiller-Hinton Broth (Difco 0252-17-6) 21 g/l
pH 7,3

2.6.7 Luria-Bertani Medium (LB)

Tryptone (Difco 211705) 10 g/l
Yeast-Extract (Difco 212750) 5 g/l
NaCl 10 g/l
pH 7,0

2.6.8 SOC-Medium

Tryptone (Difco 211705) 20,0 g/l
Yeast—Extract (Difco 212750) 50 gl
NaCl 0,6 g/l
KCl 0,5 g/l
H,O dest. 970 ml
pH 7,0

Mg®" Stammlsung (2M):

MgCl, ¢ 6 H,O 203 g/l
MgSO4 e 7H,O 247 g/l

Nach Autoklavieren und Abkiihlen wurden 10 ml sterilfiltrierte Mg®" Stammlosung und
20 ml sterilfiltrierte 1 M Glucose-Stammlosungen zu einem Endvolumen von 11 dazu-

gegeben. Das Medium wurde in 1 ml Aliquots bei —20°C gelagert.

2.6.9 Zucker

Einem Teil der oben beschriebenen Medien wurden zusétzlich folgende Zucker in

unterschiedlichen Konzentrationen (prozentuale Angaben jeweils w/v) zugesetzt:
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D(+) Glucose (Glc)

D(+) Glucosamin - hydrochlorid (GIcN)
N-Acetyl-D-Glucosamin (GlcNAc)
D(-) Fructose (Fru)

Zur Uberpriifung der Induktion des mukoiden Phinotyps wurden folgende Zucker PY &
zugesetzt: Saccharose, Maltose, Galaktose, Laktose, Cellobiose, Xylose, Arabinose,
Sorbitol und Mannose. Die Zuckerlosungen wurden frisch in 10 % (w/v) Stammldsungen
angesetzt, sterilfiltriert und unmittelbar vor Inokulation der Bakterien zu den fliissigen
Medien zugesetzt. Den Medien, die mit Agar verfestigt wurden, wurden sie nach

Autoklavieren und Abkiihlen auf ca. 50°C zugegeben.

2.6.10 Aminosiuren

TSBY wurden die Aminosduren Glycin, Glutaminsdure, Alanin, Serin und Lysin zu einer
Endkonzentration von 0,1 % (w/v) aus einer frisch angesetzten, sterilfiltrierten 10 % (w/v)

Stammldsung zugegeben.

2.6.11 Antibiotika

Zur Selektion wurden LB-Medium unterschiedliche Antibiotika aus den unten
beschriebenen Stammldsungen zu einer Endkonzentration von 50 pg/ml Antibiotika im

Medium zugegeben.

Antibiotika-Stammldsungen :

Ampicillin 50 mg/ml in 80 % (v/v) Ethanol, Aliquots gelagert —20°C
Chloramphenicol 50 mg/ml in 95 % (v/v) Ethanol, Aliquots gelagert 4°C
Erythromycin 50 mg/ml in 95 % (v/v) Ethanol, Aliquots gelagert 4°C
Kanamycin 50 mg/ml in H,O dest., Aliquots gelagert 4°C

Die Antibiotika wurden bei Sigma Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

2.7 Kultivierung der Bakterien

Die Stammbhaltung der Bakterien erfolgte auf Blutagar-Platten, falls notig mit selektivem
Antibiotikum, wobei die Stimme ca. alle vier Wochen iiberimpft wurden. Als Dauer-
konserve wurden sie in 500 pl Einfriermedium bei —80°C gelagert. Die Kultivierung
erfolgte bei 37°C in einem Brutschrank oder schiittelnd in einem Schiittelinkubator bei

100 upm. Wenn das Wachstum in Fliissigkulturen mittels der Optischen Dichte bei 578 nm
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(ODs7s) verfolgt wurde, erfolgte dies mit dem Photometer Eppendorf 1101 M (Hamburg).
Die Ausbildung eines mukoiden Phinotyps wurde auf Agar-Platten nach Inkubation fiir

48 h beurteilt.

2.8 ID 32 Staph System zur Identifizierung von Staphylokokken

Das ID 32 Staph System (API, bioMérieux 32500) ist ein System zur Identifizierung von
Staphylokokken anhand standardisierter biochemischer, colorimetrischer Tests. Es wurde
nach Angaben des Herstellers vorgegangen und nach 24 h aerober Inkubation das Ergebnis

abgelesen und mit Hilfe des Handbuchs ausgewertet.

2.9 Test zur Bestimmung der Biofilmbildung

Die Féhigkeit zur Biofilmbildung wurde mit Hilfe eines semiquantitativen Tests ermittelt
(Christensen et al., 1985; Mack et al., 1992). Zur Vorkultur wurde eine Kolonie des zu
untersuchenden Stammes in 2 ml des zu untersuchenden Mediums fiir 6 h schiittelnd
inkubiert. Als Standardtestmedium wurde TSBpp; verwendet. Mit einer Verdiinnung von
1:100 wurde die aus dem gleichen Medium bestehende Hauptkultur angeimpft und davon
viermal je 200 pl in eine 96-Loch Nunc-Zellkulturplatte (NunclonA, Nunc) gegeben. Diese
wurde ca. 20 h ohne Schiitteln bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde entfernt und die am
Boden haftenden Zellen viermal mit 200 pul PBS gewaschen und anschlieend ca. 4 h bei
37°C getrocknet. Dieser Biofilm wurde mit 150 pul Gentiana—Violett pro Loch 5 min
gefarbt und anschlieend {iberschiissiges Gentiana—Violett durch Spiilen mit Leitungs-
wasser entfernt. Die Absorption der angefdrbten Zellen wurde im Spektralphotometer
ELISA-Processor II (Behring) bei 570 nm (As79) gegen eine Referenzwellenlinge von
405 nm gemessen.

Die Ergebnisse der 4 Parallelen wurden gemittelt. Stimme mit einer Absorption As7o < 0,1
wurden als Biofilm-negativ betrachtet, mit As;o < 1,0 als schwach biofilmbildend und mit

As79 > 1,0 als stark biofilmbildend.
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2.10 PIA (Exopolysaccharid)-Priparation

2.10.1 Von Zellen von der Agarplatte

Um Verunreinigungen der Exopolysaccharide durch die im Medium enthaltenen
Bestandteile zu vermeiden, wurden die Agarplatte aseptisch mit einer passgenauen,
autoklavierten Dialysemembran (Serva) belegt. Die Stimme wurden auf Blutagarplatten
kultiviert. Eine Kolonie wurde in 1 ml PBS resuspendiert und 500 pl davon wurden auf die
mit Dialysemembran belegte Agarplatte gegeben. Diese wurden 48 h bei 37°C inkubiert.
Dann wurde die mit den Zellen bewachsene Membran in eine sterile Kunststoff-Petrischale
iiberfiihrt, mit 5 ml PBS versetzt und die Zellen mit einem Zellschaber (Nunc) von der
Membran geschabt.

Um vergleichbare Zellmengen zu erhalten, wurde die ODs7;3 in 5 ml PBS auf 2,5
eingestellt. Diese Zellsuspension wurde viermal 30 s mit 30 s Pause mit Ultraschall
(Microtip, 70 % Amplitude; Branson Sonifier 250-D) behandelt. Die Zelltriimmer wurden
anschlieBend 10 min bei 4332 x g abzentrifugiert und der Uberstand fiir 1 h bei 16.000 x g
gereinigt. Der verbleibende, iiberstehende PIA-Rohextrakt wurde fiir die Koagglutination
(2.11) verwendet.

2.10.2 Von Zellen aus statischer Fliissigkultur

Es wurde eine Uber-Nacht-Vorkultur in dem Medium mit Zuckerzusatz angesetzt. Aus
dieser Vorkultur wurden mit einer 1:100 Verdiinnung 10 ml des gleichen Mediums in einer
Nunc-Zellkulturpetrischale (NunclonA, Nunc) angeimpft. Diese wurde gut vermischt und
{iber Nacht ohne Schiitteln inkubiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die
am Boden haftenden Zellen mit einem Zellschaber abgeschabt und in 5 ml PBS

resuspendiert. Das weitere Vorgehen erfolgte wie unter 2.10.1 beschrieben.

2.11 Koagglutinationstest zur PIA-Quantifizierung

Die Menge von PIA wurde in einem semiquantitativen Koagglutinationstest ermittelt
(Mack et al., 1992). Hierbei macht man sich zu Nutze, dass sich auf der Oberfliche von
S. aureus Cowan I das Protein A befindet. Dieses ist in der Lage, spezifisch mit dem Fc-
Fragment von Immunglobulinen, vorwiegend IgG, nahezu aller Séugetiere zu reagieren
(Novick, 1993). Es wurden hier die Antikdrper des Kaninchenantiserums, das gegen PIA

gerichtet ist, an die Oberfliche von S. aureus Cowan I gebunden. Diese konnen nun mit
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ithrem Fab-Fragment mit dem Antigen PIA reagieren, was zu einer Vielzahl von
Vernetzungen fiihrt, die durch Aggregationen der Zellen sichtbar werden (Kessler et al.,

1975, 1981)

2.11.1 Praparation von S. aureus Cowan I

Zur Priparation wurden Zellen von S. aureus Cowan I einer 600 ml TSB Uber-Nacht-
Kultur 10 min bei 5155 x g geerntet und zweimal mit PBSx gewaschen. Das Zellgewicht
wurde bestimmt und die Bakterien in einer Konzentration von 10 % (w/v) in PBSy
+ 1,5 % (v/v) Formaldehyd aufgenommen. Dieser Ansatz wurde 2 h bei Raumtemperatur
gemischt, die Zellen erneut 10 min bei 5155 x g abzentrifugiert, gewogen und in einer
Konzentration von 10 % (w/v) in PBSy aufgenommen. Der Ansatz wurde nun 5 min in
einem 80°C Wasserbad geschwenkt und sofort in einem Eiswasserbad abgekiihlt. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Zellen zweimal in PBSy gewaschen, gewogen und in
einer Konzentration von 10 % (w/v) in PBSy aufgenommen. Abschliefend wurden sie in

1 ml Aliquots aufgeteilt und bei — 80°C gelagert.

2.11.2 Herstellung des Koagglutinationsreagenz

Zur Herstellung des Koagglutinationsreagenz wurden die anti-PIA-Antikérper an der
Oberflache von S. aureus Cowan 1 fixiert. Die aufgetaute S. aureus Cowan I Préparation
wurde dreimal mit 1 ml PBSy gewaschen und anschlieBend in 900 pl davon aufgenommen.
Dazu wurde 100 pl polyklonales anti-PIA-Kaninchenantiserum (385-2-4) gegeben. Das
anti-PIA-Antiserum war gegen das gereinigte Polysaccharid I von PIA hergestellt worden
(Mack et al.,, 2001). Der Ansatz wurde gemischt und bei Raumtemperatur 15 min
inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellen dreimal mit 1 ml PBSy gewaschen und im

letzten Schritt mit PBSy auf 10 ml aufgefiillt.

2.11.3 Koagglutination

Zur Koagglutination wurde aus dem PIA-Rohextrakt (2.10) eine Verdiinnungsreihe in
PBSy jeweils in 1:2 Schritten hergestellt. Ein Objekttrager wurde mit drei Streifen von je
15 pl Koagglutinationsreagenz beschichtet. Dazu wurde 5 pl verdiinnter PIA-Rohextrakt
gegeben und mit der Pipettenspitze durch Riihren gut vermischt. Anschlieend wurde der
Objekttrager 3 min geschwenkt und dann bei Licht gegen ein dunklen Hintergrund die

Bildung von Aggregaten abgelesen. Es wurde die Verdiinnungsstufe ermittelt, bei der
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gerade noch eine Agglutination festzustellen war. Diese Verdiinnungsstufe wurde reziprok

als Titer angegeben.

Molekulargenetische Methoden

2.12 Priparation chromosomaler DNA aus S. epidermidis

Die Préparation chromosomaler DNA erfolgte, indem 2 ml einer Vorkultur aus PYQ -
Medium mit 0,1 % Glucose und 1 % (w/v) Glycin mit einer Kolonie beimpft und ca. 6-8 h
schiittelnd inkubiert wurden. Daraus wurde eine 100 ml Hauptkultur mit einer Verdiinnung
von 1:100 beimpft. Diese wurde iiber Nacht schiittelnd inkubiert. Die Zellernte erfolgte
durch Zentrifugation fiir 10 min bei 6238 x g. Das Bakteriensediment wurde in 1 ml NaCl
Puffer resuspendiert und die Bakterien durch Zugabe von 50 U Lysostaphin lysiert und
freigesetzte RNA durch Zusatz von 1 pl RNAse (Roche 109126) entfernt. Nach Inkubation
dieses Ansatzes fiir 2-3 h bei 37°C erfolgte die Zugabe von 150 pl 10 % (w/v) SDS und
150 pl NaCl-Puffer. Die Losungen wurden kréftig gemischt und unter mehrmaligem
erneuten Mischen 30 min auf Eis belassen. Zelltrimmer wurden durch 5 min Zentri-
fugation bei 5000 x g abgetrennt, der Uberstand mit 800 ul Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (25:24:1 (v/v/v)) versetzt, durchmischt und 15-30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 x g wurde eine
Phasentrennung erreicht. Die obere Phase wurde entfernt und im Verhiltnis 1:1 mit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 (v/v)) versetzt, durchmischt und erneut 5 min bei
10.000 x g zentrifugiert. Dieser letzte Schritt wurde so oft wiederholt bis eine klare
Interphase erreicht war. Nach erneuter Uberfiihrung des Uberstands wurde dieser mit 1/10
Volumen Natriumacetat-Losung versetzt und die DNA durch Zugabe von zwei Volumina
absolutem Ethanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. AnschlieBend wurde die prézipitierte
DNA 15min bei 10.000 x g abzentrifugiert, das Sediment mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen, ca. 5 min bei Raumtemperatur getrocknet und abschlieBend in 100 ul TE-
Puffer resuspendiert.

Die Quantifizierung der DNA erfolgte nach Cryer et al., (1975) bei 260/280 nm im
GeneQuant-Spektralphotometer (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) mit einer
Verdiinnung von 1:100.

NaCl-Puffer: 2,5 M NaCl; 50 mM Tris-HCL; 50 mM EDTA; pH 7,0
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2.13 Restriktionsanalyse von DNA

Chromosomale DNA der Mutanten und des Wildtyps wurden einer Restriktionsanalyse
unterzogen. Die zur Spaltung eingesetzten Restriktionsendonucleasen erkennen spezifische
Doppelstrangsequenzen und katalysieren die Spaltung von den Phosphodiesterbindungen
in der Erkennungssequenz.

In 20 pl Gesamtvolumen wurden gleiche Mengen chromosomaler DNA aus 2.12.1
eingesetzt und mit 1-20 U Enzym, seinem entsprechendem Puffer und H,O dest. nach
Angaben des Herstellers 4 h gespalten.

Um geeignete DNA-Fragmente der Mutanten M 16 und M20 fiir die Klonierung zu finden,
wurden folgende Restriktionsenzyme, die Tn9/7 nicht spalten, einfach und im Doppel-
Ansatz mit Sall eingesetzt: Aafll, Apal, BamH1, EcoRl, EcoRV, Mlul, Narl, Notl, Pstl,
Pyull, Sacl, Scal, Spel und Sphl.

Sall spaltet Tn917 fast in der Mitte, wodurch es mit Einsatz der Sonden fiir das 3" und 5~
Ende von Tn917 (Tn917-5", Tn917-3") in der Southern-Blot Hybridisierung moglich ist,
festzustellen wie das Transposon im DNA Fragment liegt.

Die folgenden Enzyme, die Tn9/7 einmal spalten, wurden eingesetzt: Kpnl, Nsil, Ncol,
Sall, Xhol. Die GroBe der jeweiligen Fragmente wurde durch Southern-Blot Hybridi-
sierung mit den Tn9/7 spezifischen Sonden fiir das 3'und 5" Ende (Tn917-3", Tn917-5")
bestimmt.

Zur Kontrolle von Klonierungen wurden ebenfalls Restriktionsanalysen vorgenommen.
Hierzu wurde in einem 20 ul Ansatz 1-20 U Enzym, der entsprechende Puffer, aufge-
reinigte Plasmid DNA und H,O dest. nach Angabe des Herstellers 2-3 h gespalten.

Die Enzyme wurden bei den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) und Roche

(Mannheim) bezogen.

2.14 Agarosegel-Elektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese werden DNA-Fragmente aufgrund ihrer Ladung,
Grofe und Konformation in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Je nach Grofle der zu
analysierenden DNA-Fragmente wurden 0,7-1,5 % (w/v) Agarosegele eingesetzt. Die
hochreine Agarose (SeaKem® ME Agarose 50015; Biozym) wurde in 100 ml 0,5 x TBE-
Puffer aufgekocht, abgekiihlt und mit 3,3 pl Ethidiumbromid-Losung versetzt. Dies wurde
in einen Geltrager gegossen und verfestigt. Der Geltrdger wurde in die mit 0,5 x TBE-

Puffer gefiillte Gel-Elektrophoresekammer tiberfiihrt. Die Proben wurden je nach Volumen
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mit 2-5 pl Ladepuffer versetzt und in die Taschen gegeben. Ein GroBenstandard, A-DNA
Hindlll gespalten (Roche 236 250), wurde mitgefiihrt. Durch Anlegen einer Spannung von
20 bis 120 V wurde die zu analysierende DNA aufgetrennt. Das Gel wurde fotografiert
oder mit der Gelauswerteapparatur (312 nm PHASE, Liibeck) dokumentiert.

Ladepuffer:

Bromphenolblau 0,25 % (w/v); Xylen Cyanol FF 0,25 % (w/v); Ficoll 15 % (w/v)

2.15 Extraktion von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen 28704) aus
Agarosegelen extrahiert. Dabei wird das Agarosegel geschmolzen, die DNA Salz- und pH-
Wert abhédngig an die Silica-Matrix adsorbiert und Kontaminationen werden abgewaschen.

Das Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.16 Southern-Blot Hybridisierung

Die durch Restriktionsspaltung und Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden zunidchst aus dem Agarosegel auf eine Membran transferiert und
anschlieBend mit einer spezifischen Sonde radioaktiv detektiert (Sambrook et al., 1989).
Aufgrund der Lage des Fragments relativ zu einem Grofenstandard konnte auf seine Grof3e

geschlossen werden.

2.16.1 Southern-Blot

Zunichst wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente im Southern Blot mittels alkalischen
Kapillartransfers auf einer Nylonmembran immobilisiert (Southern, 1975). Hierzu wurden
zwei Puffertanks, die mit einer aufliegenden Glasplatte verbunden sind, mit 0,4 M NaOH
gefiillt. Uber vier Lagen Filterpapier (Machery-Nagel Type 713) wurden die Tanks mit
einer Briicke verbunden. Darauf lagen weitere der Grofe des Agarosegels entsprechende
vier Lagen Filterpapier. Das von den Taschen befreite Gel wurde nun mit der Oberseite
nach unten aufgelegt und mit der Nylonmembran (Zeta-Probe®, Blotting Membran, Bio-
Rad 162-0156) bedeckt. Weitere vier Lagen Filterpapier und ein Stapel Papierhandtiicher
wurden entsprechend der Gelgrof3e daraufgestapelt. Bei allen Lagen wurde darauf geachtet,

dass sie luftblasenfrei aufgelegt wurden. AbschlieBend wurde eine Glasplatte aufgelegt und
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diese mit ca. 500 g Gewicht beschwert. Die Puffertanks wurden mit Klarsichtfolie (Saran®,
DOW Chemikals) bedeckt und das Gel mit dieser umrandet. Der Transfer der DNA-
Fragmente erfolgte iiber Nacht bei Raumtemperatur. Anschlieend wurde die Membran

kurz in 2 x SSC gewaschen und dann bei 80°C in einem Ofen 1 h getrocknet.

2.16.2 Radioaktives random-labeling von DNA-Fragmenten

Zur Detektion von DNA-Fragmenten wurden mit dem ,,random-oligolabeling® Verfahren
(Feinberg und Vogelstein, 1983, 1984) spezifische, radioaktiv markierte Sonden her-
gestellt. Dabei wird bei der Zweitstrang-Synthese der DNA, die in 100 bis 200 bp
Fragmenten erfolgt, radioaktiv markiertes dCTP eingebaut. Die Markierung erfolgte mit
dem Ready-To-G0® DNA (-dCTP) Labeling Kit (Amersham Pharmacia Biotech 27-9251-
01).

Dazu wurden 25-50 ng der Sonden DNA und 5ng A-DNA Hindlll gespaltener
GroBenstandard (Roche 236 250) auf 45 pl mit H,O dest. aufgefiillt und 10 min bei 95°C
in einem Heizblock denaturiert. Dann wurde der Ansatz unmittelbar 2 min auf Eis gestellt
und anschlieBend zu dem lyophilisierten Ready-To-Go® Mix gegeben. Nach
Durchmischen und Zugabe von 5pl [a-?P] dCTP (110 TBg/mmol; 370 kBg/ul)
(Amersham Pharmacia Biotech AA 0065) wurden die DNA-Fragmente 10-15 min bei
37°C markiert. Nicht eingebaute radioaktive Nukleotide wurden anschlieBend durch
Zentrifugation fiir 3 min bei 11.000 x g iiber eine selbsthergestellte Sephadex® G-50-Saule
(Sambrook et al., 1989; Anhang E) abgetrennt. Das Eluat konnte nun fiir die anschlieende

Hybridisierung verwendet werden.

2.16.3 Hybridisierung

Zur Detektion der gewiinschten Fragmente wurde die Membran aus 2.16.1 mit den
radioaktiv markierten Sonden aus 2.16.2 hybridisiert. In einem Kunststoffgefd3 wurde die
Membran 20 min in 50 ml Hybridisierldsung bei 65°C und leichtem Schwenken in einem
Schiittelwasserbad (GFL 1083, Gesellschaft fiir Labortechnik mbH (Burgwedel)) pra-
hybridisiert. Wéhrenddessen wurde die radioaktiv markierte Sonden-DNA 10 min bei
95°C denaturiert, dann 2 min auf Eis abgekiihlt und anschlieBend dazu gegeben. Die
Hybridisierung fand {iber Nacht ebenfalls bei 65°C unter leichtem Schwenken im
Schiittelwasserbad statt. Nach AbgieBen der Hybridisierlosung wurde die Membran

zweimal 30 min in Waschlosung I und anschlieBend zweimal 30 min in Waschlosung II



2 Material und Methoden -39-

gewaschen. Die noch feuchte Membran wurde in Kunststofffolie eingeschweifit und in
einer Filmkassette mit einem Rontgenfilm X-Omat® AR (Kodak 150 1451) bei —80°C
entsprechend der Signalstirke unterschiedlich lang exponiert. Mit Hilfe des mit
hybridisierten DNA GroBenstandards konnte anhand der Lage des detektierten Fragments
dessen GrofBle bestimmt werden.

Hybridisierlosung:

1 mM EDTA; 0,16 M NaH,POy; 0,34 M Na,HPO, pH 7.,2; 7 % (w/v) SDS

Waschlosung I:

1 mM EDTA; 12,6 mM NaH,POg4; 12,6 mM Na,HPO, pH 7,2; 5 % (w/v) SDS
Waschlosung II:

1 mM EDTA; 12,6 mM NaH,;POy; 12,6 mM Na,HPO,4 pH 7,2; 1 % (w/v) SDS

2.17 Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Um eine ausreichende Menge reine Tn9/7-haltige DNA-Fragmente zu gewinnen, wurde
eine Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt.

Aus zwei sterilfiltrierten 10 % und 40 % (w/v) Saccharose-Stammldsungen und sterilem
H,0 dest. wurden 10, 16, 22, 28, 34 und 40 % (w/v) konzentrierte Losungen hergestellt. In
klarsichtigen, oben offenen Ultrazentrifugenréhrchen (Beckmann Ultraclear Centrifuge
Tubes 344 057) wurde der Gradient vorsichtig aufgeschichtet und 2 h bei Raumtemperatur
oder liber Nacht bei 4°C zur vollstindigen Ausbildung stehen gelassen.

Es wurde in einem Restriktionsansatz (2.13) mit einem Gesamtvolumen von 400 pl die
chromosomale DNA des gewiinschten Stammes mit dem entsprechendem Enzym {iber
Nacht gespalten. AnschlieBend wurde die DNA durch Zugabe von 40 pl Natriumacetat-
Losung und 800 pl absolutem Ethanol ca. 2-4 h bei —20°C gefillt, 10 min bei 10.000 x g
abzentrifugiert, in 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und dann in 300 pl TE-Puffer
aufgenommen. Auf drei aufgeschichteten Gradientenrdhrchen wurden 100 pl dieser
Losung vorsichtig aufgegeben. In der Ultrazentrifuge (Beckmann L5-50B, Rotor SW 50)
wurden die DNA-Fragmente durch Zentrifugation 3,5 h bei 45.000 Upm der Gré8e nach
getrennt. AnschlieBend wurde mit einer Kaniile ein kleines Loch unten in die Rohrchen
gestochen und der Gradient durch Auffangen gleicher heraustropfender Mengen
fraktioniert. Die entsprechenden Fraktionen der 3 Gradienten wurden vereinigt, mit 1/10

Volumen Natriumacetat-Losung und 2 Volumina absolutem Ethanol iiber Nacht gefillt,
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10 min bei 10.000 x g abzentrifugiert, in 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in 30 pl TE-
Puffer resuspendiert. Von dieser Losung wurden 10 pl in einem 0,8 % (w/v) Agarosegel

analysiert, um festzustellen in welcher Fraktion sich das gewiinschte Fragment befindet.

2.18 Autoligation von DNA-Fragmenten

Um das geeignete transposontragende Fragment zu amplifizieren und es anschliefend zu
klonieren, mussten die durch Restriktionsanalyse entstandenen iiberstehenden Enden
zundchst durch Ligation verbunden werden. Dazu wurden unterschiedliche Verdiinnungen
der in Frage kommenden Fraktionen (2.17) in einem 20 pl Ligationsansatz mit dem
zugehorigem Reaktionspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase (Roche 481 220) eingesetzt. Die
Ligation erfolgte bei 16°C {iber Nacht.

2.19 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Standardmethode
zur Amplifikation von DNA Fragmenten (Saiki et al., 1985). Dabei dient die
doppelstringige DNA als femplate, zwei zu den Einzelstringen komplementére
Oligonukleotid-Primer fiir das 3'und 5" Ende dienen der DNA Polymerase als Start. Durch
abwechselnde Zyklen von Denaturierung der DNA, Anlagerung der Primer (Annealing)
und Synthese des komplementidren Stranges kommt es zur Vervielfiltigung des
vorliegenden Fragments.

Die Standard-PCRs wurden mit Hilfe des DyNAzyme™ DNA Polymerase Kits (Finnzyme
F-550L) durchgefiihrt. In einem 50 pl Ansatz wurde ca. 25-100 ng template-DNA, Primer
in einer Konzentration von 0,3 nM, Desoxynukleotide (dNTPs) mit je 200 uM und 2 U
Polymerase eingesetzt. Es wurde der Optimized-DyNAzyme'"-Puffer benutzt. Der Ansatz
wurde mit 30 ul Mineraldl iiberschichtet und die Amplifikation fand unter den im
Folgenden genannten Bedingungen im Thermocycler (Perkin Elmer “Cetus®) statt.
AnschlieBend wurden die PCR-Produkte in einer Agarosegel-Elektrophorese analysiert.
Sollten die PCR-Produkte kloniert und sequenziert werden, wurde die Expand™ High
fidelity-Polymerase (Roche 1732641) mit Korrekturleseeigenschaften benutzt. Die PCR
wurde unter den oben beschriebenen Bedingungen, nur mit einer Synthesetemperatur von

68°C durchgefiihrt.
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Bedingungen fiir den allgemeinen Amplifikationszyklus:

Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Denaturierung 92/ 94° 2 min 1
Denaturierung 92 /94 40 s
Annealing 40-65° 30s 25-34°
Synthese 72/ 68" 30 s — 10 min®
Endsynthese 72/ 68 7 min 1

* Die Temperaturen richteten sich nach der verwendeten Polymerase.

® Die Temperatur richtete sich nach der Schmelztemperatur der Primer

¢ Die Zyklenzahl richtete sich nach der Menge des templates

9 Die Zeit richtete sich nach der Linge des zu amplifizierenden DNA Fragments, in der
Regel 1 min/kb

2.19.1 Inverse long-range PCR

Zur Amplifikation des unbekannten Genbereichs um die Transposoninsertionsstelle diente
als template das autoligierte, transposontragende Fragment. Die Primer waren so gewdhlt,
dass die Synthese des Stranges aus dem Transposon in Richtung des unbekannten Bereichs
erfolgte. Da dieser Genbereich sehr grol war, wurde ein besonderer Polymerase-Mix
gewihlt. Die inverse long-range PCR wurden mit Hilfe des Expand'™ Long Template
PCR Systems (Boehringer 1681 834) durchgefiihrt. Als template dienten die
Ligationsansitze (2.18) in unterschiedlichen Verdiinnungen, die in einem 50 pl Ansatz
nach 10 min Inaktivierung der Ligase bei 65°C eingesetzt wurden. Es wurde Puffer 3 des
Systems benutzt und die dNTPs in einer Konzentration von je 0,5 uM, Primer in einer
Konzentration von je 0,3nM und 2,5 U Polymerase eingesetzt. Nach Angaben des
Herstellers wurden zundchst auf Eis zwei Ansdtze pipettiert. In einem wurden dNTPs,
Primer und template, in dem anderen Puffer und Enzym gemischt. Diese wurden dann
zusammengefiihrt und mit 30 pl Mineraldl iiberschichtet. Als Kontrolle wurde Plasmid
DNA von Plasmid pTV 1ts, welches das Transposon Tn9/7 enthilt, mitgefiihrt.

Die Amplifikationsbedingungen waren wie oben beschrieben, denaturiert wurde bei 92°C.
Zundchst wurden 10 Zyklen mit konstanter Synthesezeit durchgefiihrt, die anschlieBenden
15 Zyklen erfolgten jeweils mit 20 s Verlangerung je Zyklus.
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2.19.2 Reverse Transkription (RT) — PCR

Die Reverse Transkription (RT)-PCR wurde hier eingesetzt, um zu iiberpriifen, ob
bestimmte Genabschnitte als transkriptionelle Einheiten vorliegen. Als femplate diente hier
DNA-freie RNA, die zundchst mittels reverser Transkription in DNA umgeschrieben

werden musste.

5 ORF 1 ORF 2 .
—» —» <
Pr2 Pr3 pr1

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Orientierung und Position der Primer (Pr) fiir eine
RT-PCR. Mit dieser sollte getestet werden, ob die offenen Leserahmen 1 und 2 (ORF
graue Pfeile) eine transkriptionelle Einheit bilden. Dargestellt anhand der Lage der ORFs
der DNA, die der der mRNA entspricht.

Zundchst wurde ca. 3 pg/ul RNA (2.22) in einem 60 pl Ansatz mit 6 U RNAse-freier
DNAse (RQI, Promega) und dem entsprechendem Puffer 15 min bei 37°C von DNA
befreit. AnschlieBend wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Zur Entfernung der
DNAse wurde der Ansatz mit 60 pl (Chloroform/ Isoamylalkohol; Biol01 6020-604)
behandelt, die RNA anschlieBend mit 1/10 Volumen Natriumacetat-Losung und 60 pl
DIPS (DEPC-behandeltes Isopropanol, Biol01 6020-605) gefallt und gewaschen.

Es folgte die reverse Transkription in einem 20 ul Ansatz. Der Primer in einer
Konzentration von 0,3 uM, entsprach Prl in Abb. 2.1. Es wurde der entsprechende Puffer
und dNTPs in einer Konzentration von je 200 uM und 25U MLV (Moloney Murine
Leukemia Virus) Reverse Transkriptase (Stratagene 600084) zugegeben, der Ansatz wurde
45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 5min bei 80°C die Reverse
Transkriptase inaktiviert und der Ansatz schlielich 5 min auf Eis inkubiert. 10 pl dieses
Ansatzes wurden anschliefend in einer Standard-PCR (2.19) eingesetzt. Hierzu wurden die
beiden Primer Prl und Pr2 verwendet (Abb. 2.1). Es wurde eine Kontrolle mit DNAse
behandelter RNA, die keiner reversen Transkription unterzogen worden war, mitgefiihrt.
Weist dieser Ansatz ein PCR-Amplifikat auf, so ist dies ein Zeichen fiir eine Verun-
reinigung der RNA mit DNA. Ein weiterer Ansatz zur Kontrolle der reversen
Transkription wurde mit Prl und Pr3, der noch innerhalb des ORF2 lokalisiert war,
durchgefiihrt.
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2.20 Klonierungen

Die Standard-PCR Produkte wurden mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kit in den Vektor
pCR2.1®-TOPO ligiert (Invitrogen K4700 Vers. C). Die long-range PCR-Produkte wurden
mit Hilfe des TOPO™ XL PCR Cloning Kits in den pCR®-XL.TOPO ligiert (Invitrogen
K4500 Vers. H). Dabei hat der linearisierte Vektor jeweils einen 3° Thymidin Uberhang.
Mit Hilfe der Topoisomerase wird das PCR-Produkt, das durch die Polymerase einen
template-unabhingigen 3" Adenosin Uberhang hat, in den Vektor ligiert (Shuman, 1994).
Es wurde nach den Vorgaben des Herstellers vorgegangen und der ligierte Vektor

anschlieend in elektrokompetente E. coli TOP 10 Zellen transformiert (2.20.1, 2.20.2).

2.20.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Um Bakterienzellen elektrisch transformieren zu konnen, muss die Bakterienzell-
suspension vollig salzfrei sein.

Eine 10 ml Uber-Nacht-Vorkultur aus LB-Medium mit E. coli TOP 10 wurde vollstindig
zu 250 ml LB-Medium gegeben und diese Hauptkultur schiittelnd ca. 2,5-3 h bis zu einer
ODs7g von 0,5-0,6 inkubiert. Die im Folgenden benutzten sterilen Gefdfe, Losungen und
Zentrifugen waren alle vorgekiihlt und die Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Nach Erreichen der ODs;s wurde die Kultur unmittelbar in einem
Eiswasserbad 10-15 min abgekiihlt und anschliefend 20 min bei 5155 x g abzentrifugiert.
Das Sediment wurde in 2,5 ml eiskaltem H,O dest. gut resuspendiert und anschlieBend mit
250 ml H,O dest. aufgefiillt. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Das in der
Restfliissigkeit resuspendierte Bakteriensediment wurde dann in ein 50 ml Kunststoft-
reaktionsgefdll iiberfiihrt und mit 20 ml eiskaltem, autoklaviertem 10 % (v/v) Glycerin
versetzt. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 4332 x g wurde das verbleibende Zellvolumen
abgeschitzt und mit demselben Volumen 10 % (w/v) Glycerin aufgefiillt. Die so erhaltene
Zellsuspension wurde in 100 pl aliquotiert. Die Aliquots wurden sofort bei —80°C

eingefroren und anschlieBend bei —80°C gelagert.

2.20.2 Elektrotransformation

Bei der Elektrotransformation wird durch Anlegen einer Spannung kurzzeitig die Zellwand
der Bakterien perforiert, so dass fremde DNA aufgenommen werden kann.
Die Elektrotransformationen erfolgten mit dem Elektroporator "Gene-Pulser 11 (Bio-Rad,

Hercules, California) und im wesentlichen nach den Vorgaben des Herstellers. Von dem
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Klonierungsansatz (2.20) wurden 1 oder 2 ul auf ein Aliquot der elektrokompetenten
Zellen (2.20.1) gegeben, durch vorsichtiges Riithren mit der Spitze vermischt und
luftblasenfrei in die Elektroporationskiivette (0,1 cm; Bio-Rad 166-2089) gegeben. Bei den
folgenden Einstellungen: Widerstand 200 Q = low range (high range: o), Kapazitit: 25 puF,
Spannung 2,25 kV wurden die E. coli TOP 10 Zellen bei Zeitkonstanten von 4 bis 5 ms
transformiert. Unmittelbar danach wurde 500 ul vorgewarmtes SOC-Medium in die
Kiivetten gegeben und der Ansatz 1 h bei 37°C in einem Reagenzglas schiittelnd inkubiert.
Davon wurden je 10 pl, 50 pl und 100 pl auf LB-Agarplatten, die mit einem selektivem
Antibiotikum beschickt waren, ausplattiert und tiber Nacht inkubiert. Die gewachsenen

Klone enthalten das gewiinschte Plasmid.

2.20.3 Plasmid-Priparation aus E. coli

Plasmid-Mini Priparation (Birnbaum und Doly, 1979)

Um Plasmide aus E.coli zu extrahieren, wurde 1,5 ml LB-Medium mit selektivem
Antibiotikum mit einer Kolonie des Klons, der das Plasmid enthélt, iiber Nacht schiittelnd
inkubiert. Die Zellen wurden 10 min bei 10.000 x g abzentrifugiert und in 100 pl kalter
Losung I resuspendiert. Dazu wurde 200 pl Losung I gegeben und fiinfmal schnell
invertiert. Dieser Ansatz wurde auf Eis gestellt und 150 pl Losung III dazugegeben, gut
durchgeschiittelt und 5 min dort belassen. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer fiir
5min bei 10.000x g, 4°C abzentrifugiert und der Uberstand mit einem Volumen
Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und gut geschiittelt. Nach Phasentrennung durch
Zentrifugation fiir 2 min bei 10.000 x g bei 4°C wurde der Uberstand mit 1 Volumen
Isopropanol versetzt und die Plasmid-DNA 2 min bei Raumtemperatur gefillt. Nach der
folgenden Zentrifugation fiir 5 min bei 6000 x g bei 4°C wurde das Sediment mit 70
% (v/v) Ethanol gewaschen, kurz luftgetrocknet und abschlieend in 40 pl TE-Puffer oder
sterilem H,O dest. resuspendiert. Dazu wurde 1 pl RNAse (Roche 109 126) gegeben und 1
h bei 37 °C inkubiert.

Zur Kontrolle, ob das Plasmid das gewiinschte Insert enthielt, wurden anschlieend 2 pl
dieser Losung in einem 20 pl Ansatz einer Restriktionsanalyse (2.13) unterzogen.

Losung I: 50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI pH 8.0; 10 mM EDTA pH 8.0

Losung I1: 0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS

Losung III: 60 ml 5 M Kalium-Acetat; 11,5 ml Essigsdure 96 % (v/v); 28,5 ml H,O dest.
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Qiagen Mini-Priaparation

Plasmid-Mini Prdparationen wurden auch mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden 27106) durchgefiihrt. Das System beruht auf alkalischer Lyse der Bakterienzellen
gefolgt von der Adsorption der DNA an eine Silica-Matrix in Anwesenheit hoher
Salzkonzentrationen. In fallender Salzreihe wurde die DNA anschlieend eluiert. Das

Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.21 Sequenzierung

Fir die Sequenzierungen wurde das ABI Prism®dGTP BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystems, Foster City Calif., Nr.
44303152) verwendet. Das Vorgehen erfolgte nach Angaben des Herstellers. Als template
wurden die Plasmide aus Tab. 2.2 verwendet, die Primer sind in Tab. 2.3 aufgelistet.
Zunichst wurde eine PCR durchgefiihrt, dann erfolgte eine Aufreinigung von
iberschiissigen Nukleotiden iiber Centri-Sep-Sdulen (Princton Separations, Adelphia) und
anschlieBend wurde die Sequenz durch Kapillarelektrophorese im ABI Prism®S310 (PE
Applied Biosystems) Sequencer ermittelt.

2.21.1 Sequenzanalytik

Die erhaltenden Sequenzen wurden mit Hilfe des HUSAR (Heidelberg Unix Sequence
Analysis Resources) - Programm Pakets (EMBL, Heidelberg: www.genius.embnet.dk{z-

heidelberg.de) oder des Programms VectorNTI (InforMax, Oxford, UK) bearbeitet und
analysiert. Fiir Homologiesuchen wurden die Sequenzen mittels BLAST mit den
internationalen Datenbanken des European Molecular Biology Laboratory (EMBL,
www.embl.de), des National Centers for Biotechnology Information (NCBI,

www.ncbi.nlm.nih.gov) und The Institut for Genomic Research (TIGR, www.tigr.org)

verglichen. Aus der TIGR-Datenbank wurde die zum Abschlufl dieser Arbeit nahezu
vollstindige Sequenz von S. epidermidis RP62A bezogen.


http://www.genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/
http://www.genius.embnet.dkfz-heidelberg.de/
http://www.embl.de/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.tigr.org/
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Methoden zur Untersuchung der Genexpression

2.22 RNA-Extraktion aus S. epidermidis

Die RNA-Extraktion wurde mit Hilfe des FastRNA™ Kit, blue (Biol01 6020-600)
durchgefiihrt (Dobinsky und Mack, 2001). Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C und auf
Eis durchgefiihrt und alle benutzten sterilen Gefd3e und Zentrifugen waren vorgekiihlt.

Eine 10 ml Uber-Nacht-Vorkultur aus PYJ ohne Zuckerzusatz wurde 1:40 verdiinnt in
eine 80 ml Hauptkultur von PYJ mit 0,4 % (w/v) des entsprechenden Zuckers gegeben.
Diese wurde 3-4 h schiittelnd inkubiert und das Wachstum mittels der ODs7g verfolgt. Es
musste eine ODs7g von mindestens 2,8 erreicht werden, um eine ausreichende Zellmenge
zu erhalten. AnschlieBend wurden die Zellen 10 min bei 4332 x g abzentrifugiert und das
Sediment in 10 ml PBS durch griindliches Resuspendieren gewaschen. Nach nochmaliger
Zentrifugation fiir 10 min bei 4332 x g wurde das Sediment liber Nacht bei — 80°C gelagert
oder sofort in 100 pl eiskalten H,O (aqua ad injectabile, Braun AG, Melsungen) und
500 pl CRSR (Chaotropisches RNA stabilisierendes Reagenz; Bio 101 6020-602) sehr gut
resuspendiert. Diese Losung wurde in vorgekiihlte mit 100 ul CIA (Chloroform/
Isoamylalkohol; Bio101 6020-604) und 500 pl kaltem sauren Phenol, pH 4,5 (Amresco,
Ohio 6981), gefiillte FastRNA™-Tubes (mit Silica-Keramik Perlen gefiillt, Biol01 6020-
601) iiberfiihrt. Der Zellaufschluss erfolgte im FastPrep™ cell disruptor (FP 120, Biol01,
Savant instruments, Farmingdale, N.Y.) dreimal 20 s bei maximaler Geschwindigkeit.
Sofort wurde der Ansatz 10 min auf Eis gestellt und anschliefend die Zelltriimmer 15 min
bei 16.000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 pl DIPS (DEPC-behandeltes
Isopropanol, Biol01 6020-605) und 50 ul Natriumacetat-Losung versetzt und die RNA
iiber Nacht bei —20°C gefallt. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 16.000 x g wurde das
Sediment mit 200 pl SEWS (RNAse freie Salz/Ethanol Waschldsung; Biol01 6020-606)
gewaschen, SEWS anschlieBend abpipettiert und die RNA in 100-200 ul SAFE (DEPC
behandeltes H,O, Biol01 6020-607) geldst. Mittels des GeneQuant-Spektralphotometers
(Amersham Pharmacia Biotech) wurde die RNA-Menge quantifiziert. Aufgrund der
groBen Mengen Exopolysaccharid der Zellen wurde die RNA zusitzlich mit 20 pl LiCl-
Losung (12 M, Biol01 6020-611) pro 100 ul SAFE 1 h bei —20°C ein weiteres Mal gefillt,
15 min bei 16.000 x g abzentrifugiert, mit 200 ul SEWS gewaschen und abschlielend in
SAFE zu einer Endkonzentration von 2 pg/ul RNA aufgenommen. Nach nochmaliger

Quantifizierung wurde die RNA in Aliquots von 10 pg aufgeteilt und bei -80°C gelagert.
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2.22.1 RNA Agarose-Formaldehydgel-Elektrophorese

Zur Kontrolle der RNA-Extraktion und fiir die anschlieBende Northern Blot Analyse
wurde die RNA in einem Agarose-Formaldehydgel der Grof3e nach aufgetrennt.

Die Elektrophoresekammer mit Geltrager und Kamm wurde zunichst griindlich mit 1 M
HCI, 1 M NaOH und dann mit 70 % (w/v) Ethanol gewaschen. Es wurde ein 0,9 % (w/v)
Agarose-Formaldehydgel hergestellt, indem die Agarose in 1 x MOPS®-Laufpuffer und
H,O dest. gelost, aufgekocht und auf ca. 60°C abgekiihlt wurde. Durch Zugabe von
16,6 ml Formaldehyd (37 % (v/v)) und 3,3 pl Ethidiumbromid-L&sung wurde ein Gesamt-
volumen von 100 mlerreicht. Zu dem 10 pug RNA-Aliquot (2.22) wurde 10 pl
Probenpuffer gegeben. Dieser Ansatz wurde fiir 10 min bei 65°C erhitzt und anschlieend
5 min auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 2,5 ul Ladepuffer wurde das Gel beladen und
die Gelelektrophorese in 1 x MOPS®-Laufpuffer iiber Nacht bei 20 V durchgefiihrt.

Das Gel wurde fotografisch mit Hilfe der Gelauswerteapparatur (312 nm PHASE, Liibeck)
dokumentiert.

10 x MOPS®-Laufpuffer: 200 mM MOPS® (Morpholinpropansulfonsiure, Roth 6979.3),
50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH 7,0

Probenpuffer: 100 ul Formamid; 33,3 ul Formaldehyd; 20 ul 10 x MOPS®; 20 pl
H,O dest.

Ladepuffer:50 % (v/v) Glycerin; 0,4 % (w/v) Bromphenolblau; 0,2 % (w/v) Xylen-Cyanol

2.23 Northern Blot Hybridisierung

Die Untersuchung der Expression von Genen auf RNA-Ebene erfolgte mittels Northern
Blot Analyse. Hierbei wird die RNA =zunidchst mittels Kapillartransfers auf eine
Nylonmembran transferiert und die Gene anschlieBend mit Hilfe spezifischer radioaktiv

markierter Sonden detektiert.

2.23.1 Northern Blot

Nach Auftrennung der RNA im Agarose-Formaldehydgel (2.22.1) wurde das Gel 30 min
in 15 x SSC equilibriert. Anschlieend wurde die RNA entsprechend des Southern-Blots
(2.16.1), allerdings mit 15 x SSC, auf eine Nylonmembran (Zeta-Probe®, Blotting
Membran, Bio-Rad 162-0156) iiber Nacht bei Raumtemperatur transferiert. Die Membran
wurde dann kurz in 2 x SSC gespiilt und fiir 1 h bei 80°C in einem Ofen getrocknet.
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2.23.2 5’-terminale radioaktive Markierung von DNA-Oligonukleotiden mittels

Polynucleotid-Kinase

Die Sonden zur Detektion der auf RNA-Ebene exprimierten Gene wurden 5’-terminal
mittels der Polynucleotid-Kinase radioaktiv markiert (Sambrook et al., 1989). Dabei wird
in einer Reaktion y->°P von [y->*P] dATP auf die durch Dephosphorylierung des 5'-Endes
entstandene Hydroxy-Gruppe {tbertragen. In der Austausch-Reaktion wird das nicht
markierte Phosphat von der DNA auf ADP iibertragen und die dephosphorylierte DNA mit
32p rephosphoryliert.

Die Markierung wurde in einem Ansatzvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Dazu wurden
20 pmol des entsprechenden Oligonukleotids mit H,O dest., 10 U Polynucleotid-Kinase
(Roche 174645), dem zugehdrigem Reaktionspuffer und 5pl [y-°P] dATP
(110 TBg/mmol; 370 kBqg/ul) fiir 43 min bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde dann mit
2 pl Natriumacetat-Losung und 70 pl eiskaltem absoluten Ethanol 4 h bei —20°C oder 1 h
bei —80°C gefillt. Anschlieend wurde 15 min bei 10.000 x g zentrifugiert, mit 200 pl
70 % (v/v) Ethanol gewaschen und dann in 100 pl H,O dest. aufgenommen. Die
Uberpriifung der Markierung erfolgte durch Messung der Radioaktivititsmenge im

Szintillationszahler.

2.23.3 Hybridisierung

Die Membran wurde in 30 ml Hybridisierlosung 20 min bei 50°C im Schiittelwasserbad
prahybridisiert. Zur Hybridisierung wurde 10 % (w/v) Dextransulfat (Roth 5956.1) und der
vollstdndige Ansatz der markierten Sonde (2.23.2) zugegeben. Damit wurde die Membran
tiber Nacht bei 50°C unter leichtem Schwenken im Schiittelwasserbad hybridisiert.
Anschliefend wurde die Membran einmal 30 min in Waschlosung I und zweimal 30 min in
Waschlosung II gewaschen. Die noch feuchte Membran wurde in Kunststofffolie
eingeschweiBt und in einer Filmkassette mit einem Rontgenfilm X-Omat® AR (KODAK
1501451) bei —80°C unterschiedlich lang exponiert.

Hybridisierlosung: 5 x SSC; 7 % (w/v) SDS; 20 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,0;
10 x Denhardts

50 x Denhardts: 1 % (w/v) Ficoll (Amersham Pharmacia Biotech); 1 % (w/v) Polyvinyl-
pyrrolidine K90; 1 % (w/v) Rinderserumalbumin (Serva 11930)

Waschlosung I: 3 x SSC; 5 % (w/v) SDS; 20 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,0; 10 x
Denhardts
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Waschlosung II: 1 x SSC; 1 % (w/v) SDS

2.24 Transportversuche mit radioaktiv markierten Zuckern

Um Defekte im Transportsystem der Bakterien nachzuweisen, wurden Transportversuche
mit radioaktiv markierten Zuckern durchgefiihrt (modifiziert nach Fiegler et al., 1999). Es
wurde die Aufnahme der markierten Molekiile in die Zelle innerhalb einer kurzen
Zeitspanne ermittelt, um auszuschlieBen, dass die Zucker verstoffwechselt werden.

Eine 10 ml Uber-Nacht-Vorkultur in PYQ ohne Zuckerzusatz wurde 1:40 in eine 80 ml
Hauptkultur von PYJ mit 0,4 % (w/v) des entsprechenden Zuckers gegeben. Diese wurde
3-4 h schiittelnd inkubiert und das Wachstum mittels der ODs7g kontrolliert.

Alle im Folgenden benutzten sterilen Gefdale und Losungen wurden vorgewdrmt und die
Zentrifugationsschritte bei 37°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fiir
6 min bei 4332 x g geerntet und in 15 ml Transportpuffer (TP) durch Resuspension
griindlich gewaschen. Nach nochmaliger Zentrifugation wurden die Zellen in 2 ml TP
aufgenommen, griindlich resuspendiert, mit TP auf eine ODs73 von 3,0 eingestellt und in
drei Aliquots von je 1 ml aufgeteilt. Ein Aliquot wurde fiir die Proteinbestimmung (2.24.2)
bei —20°C iiber Nacht eingefroren. Die anderen 2 Aliquots wurden in ein 30°C Wasserbad
gestellt. Eine 10-fach Filtrationseinheit (Kunststoffbrett mit 10 Aussparungen von 27 mm
&, Eigenbau) mit angeschlossener Vakuumpumpe (ABM) wurde mit 6 Celluloseacetat-
Membranfiltern (0,45 um Porengrof3e; 25 mm &J; Schleicher & Schuell OE 64, 104040006)
beschickt und mit TP gespiilt. Zu der Zellsuspension wurde nun radioaktiv markierter und
unmarkierter Zucker zu einer Endkonzentration von 200 uM im Ansatz gegeben. Die
Radioaktivitdt im Ansatz entsprach jeweils ca. 40 kBq. Unmittelbar nach Zugabe wurde
sehr gut gemischt und sofort 150 ul Suspension als Nullwert entnommen. Durch Filtration
wurden die Zellen auf dem Filter immobilisiert und die radioaktive Losung abgewaschen.
Unmittelbar nach Aufgabe der Zellen wurde mit 5 ml eiskaltem TP gewaschen. Im
Abstand von 30 s wurden weitere 4 Proben von 150 pl und die letzte Probe im Abstand
von 1 min entnommen und ebenso behandelt. Daran anschliefend wurden die Zellen noch
zweimal mit je 5 ml eiskalten TP gewaschen. Die Membranen wurden dann 1 h bei 80°C
in einem Ofen getrocknet.

Um auszuschlieBen, dass die Zucker aullen unspezifisch an den Zellen haften, wurden
Kontrollen mit Zellen durchgefiihrt, die fiir 10 min bei 80°C durch Hitze inaktiviert

wurden.
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Transportpuffer (TP): 0,1 M MOPS® (Morpholinpropansulfonsiure, Roth 6979.3);
0,5 mM MgSOy; 10 mM NacCl; pH 7,0 eingestellt mit 10 M NaOH

Verwendete radioaktiv markierte Zucker:

D-[1-"*C] Glucose; 2,11 GBg/mmol; 7,4 MBg/ml
D—[1—14C] Glucosamin-Hydrochlorid; 1,85 GBg/mmol; 7,4 MBqg/ml
N-Acetyl-D-[1-'*C] Glucosamin; 1,85 GBg/mmol; 7,4 MBq/ml
D—[U—MC] Fructose; 11,7 GBg/mmol; 7,4 MBqg/ml
Die radioaktiv markierten Zucker wurden bei Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

bezogen.

2.24.1 Fliissigkeitsszintillations - Zahlung

Da '*C zu den beta-emittierenden radioaktiven Isotopen gehdrt und der Zerfall nicht direkt
nachgewiesen werden kann, wurde mittels Fliissigkeitsszintillations-Zahlung eine indirekte
Nachweismethode angewandt. Dabei regt die Energie des Zerfalls andere organische
Verbindungen zur Fluoreszenz an, und das emittierte Licht kann mittels Photoverstarker
gemessen und in elektrische Impulse umgewandelt werden. Diese Impulse sind pro-
portional zum radioaktiven Zerfall.

Die Membranfilter aus den Transportexperimenten (2.24) wurden in Kunststoff-Szin-
tillationsgefdBe (Packard) tiberfithrt und mit 3 ml Szintillationsfliissigkeit (Pico-Fluor 15;
Packard 6013059) bedeckt. Durch kurzes Schiitteln wurden die Zellen von der Membran
gelost und die Proben anschlieBend im Tri-Carb 460C Liquid Scintillation System Counter
(Packard) im 14C—Spektrum vermessen.

Zur Bestimmung des Quenching wurden fiir alle Zucker Kalibriergeraden (0,93-5,6 kBq)

unter denselben Bedingungen erstellt.

2.24.2 Proteinbestimmung

Als BezugsgroBBe fiir die Aufnahme radioaktiv markierter Molekiile wurde die
Proteinmenge im Ansatz nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt.

Zum Zellaufschluss wurden zu 300 pl des auf eine ODs7g von 3,0 eingestellten Aliquots
15 U Lysostaphin (Serva) gegeben und 15 min bei 37°C inkubiert. In einem Dreifachansatz
wurden davon je 50 pl zu 2,5 ml Farbreagenz Coomassie Brilliant Blue G250 (Bio-Rad
Protein Assay 500-0006; 1:5 mit H,O dest. verdiinnt) gegeben, gemischt und 5 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion wurde mit einem Spektralphotometer
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(Beckmann UV/VIS Spectrophotometer DU® 530) bei einer Wellenlinge von 595 nm
gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des integrierten Proteinbestimmungs-
programms und einer mit Rinderserumalbumin (Serva 11930) erstellten Kalibriergerade
(0,1-1 g/1).

Die Transportraten wurden angegeben in nmol Zucker pro Milligramm zelluldres Protein

pro Minute.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, den zundchst auf Purple-Agarplatten beobachteten mukoiden
Phénotyp weiter zu untersuchen. Die mukoid-negativen Transposonmutanten M16 und
M20 von S. epidermidis 1457 sollten ndher charakterisiert werden und die durch die
Tn917-Insertionen betroffenen Genorte sequenziert werden. Anhand von Northern-Blot-
Analysen sollten die inaktivierten Gene und die Expression dieser Gene ermittelt werden.
Durch geeignete Versuche sollte die aufgrund der Homologien vermuteten Funktionen

bewiesen werden.

3.1 Phiinotypische Charakterisierung der Mutanten

Auf Purple-Agarplatten, die mit 0,4 % GlcNAc supplementiert waren, war nach 48 bzw.
72 h ein mukoider Phénotyp beobachtet worden (Krokotsch, 1998; Nedelmann, 1997).
Dieser Phinotyp ist gekennzeichnet durch einen sehr ,schleimig®“ erscheinenden
Bakterienrasen, einzelne Kolonien sind nicht klar umrissen und benachbarte Kolonien
verlaufen ineinander (Abb. 3.1 A). Ein mukoid-negativer Phanotyp dagegen ist gekenn-
zeichnet durch einen trockenen, nicht schleimigen Bakterienrasen mit klar umgrenzten

Kolonien (Abb. 3.1 B).

Abb. 3.1: A Mukoider Phinotyp von S. epidermidis 1457 auf PYJ-Agar mit 0,4 % (w/v)
Glucosamin B Mukoid-negativer Phénotyp von S. epidermidis 1457 auf PYJ-Agar mit
0,4 % (w/v) Glucose
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Die beiden Mutanten M 16 und M20 zeigten auf Purple-Agar, supplementiert mit GIcNAc,
einen mukoid-negativen Phianotyp (Nedelmann 1997). Es sollte nun zunichst festgestellt

werden, durch welche Bedingungen ein mukoider Phanotyp induziert werden kann.

3.1.1 Induktion des mukoiden Phéinotyps

3.1.1.1 Induktion durch verschiedene Medien

Zunichst wurden der Wildtyp S. epidermidis 1457 und die Mutanten M16 und M20 auf
Agarplatten verschiedener Medien, die mit 0,4 % GIcNAc supplementiert waren, auf
Bildung eines mukoiden Phénotyps getestet (Tab. 3.1). Dabei wurde festgestellt, dass der
Wildtyp neben Purple-Agar auch auf Miiller-Hinton-Agar und PYJ-Agar einen mukoiden
Phénotyp bildet. Auf TSBW-Agar war kein mukoider Phénotyp zu beobachten. Die
deutlichsten Unterschiede zwischen mukoidem und mukoid-negativem Phinotyp waren
auf PYJJ-Agar festzustellen und deshalb wurde im Folgenden PYJ als Basismedium

verwendet.

Tab. 3.1: Bildung eines mukoiden Phénotyps von Wildtyp und Mutanten
in Abhédngigkeit vom Medium

Medien* Wt 1457 Mi1e6 M20
Purple-Agar + - -
PYY ++ - .
Miiller-Hinton + - -
TSBY - - -

(+) mukoid (-) mukoid-negativ
* Die Medien waren mit 0,4 % (w/v) GIcNAc supplementiert

3.1.1.2 Induktion durch unterschiedliche Zucker

Unterschiedliche Zucker wurden PYY in Konzentrationen von 0,5 %, 1,0 % und

1,5 % (w/v) zugesetzt und die Bildung eines mukoiden Phénotyps von Wildtyp S. epi-
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dermidis 1457 darauf getestet. Nur die beiden Aminozucker Glucosamin und GIcNAc

konnen einen mukoiden Phénotyp induzieren (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Bildung eines mukoiden Phéanotyps von S. epidermidis 1457 auf PY J-
Agarplatten in Abhéngigkeit vom Zucker

Zucker

0,5 % (w/v)

1,0 % (Wiv)

1,5 % (w/v)

Glucose

Glucosamin

N-Acetyl-Glucosamin +

Fructose
Saccharose
Maltose
Galaktose
Laktose
Cellobiose
Xylose
Arabinose
Sorbitol

Mannose

W.g.

(W.g.) Wachstum gehemmt - keine Kolonien in der zweiten und dritten Ose

(+) mukoid; (-) mukoid-negativ;

Im Folgenden sollte die Konzentration der beiden Aminozucker ermittelt werden, bei

welcher der mukoide Phinotyp am deutlichsten exprimiert wird. Bei einer Konzentration

von 0,4 % (w/v) wurde mit beiden Aminozuckern ein vergleichbarer Phénotyp beobachtet

(Tab. 3.3). Bei Glucosamin-Konzentrationen groBer als 1,0 % (w/v) war das Wachstum der

Bakterien auf der Agarplatte gechemmt. Es war nur noch der Rasen zu sehen, der teilweise

nicht vollstindig war. Kolonien in der zweiten und dritten Ose wurden nicht gebildet (siche

auch Abb. 3.3). Alle folgenden Experimente wurden nun mit Zuckerkonzentration von

0,4 % (w/v) durchgefiihrt.
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Tab. 3.3: Bildung eines mukoiden Phéanotyps von S. epidermidis 1457 auf PY J-
Agarplatten in Abhéngigkeit von der Aminozuckerkonzentration

Konzentration GlcN GlcNAc
0,1 % (W/v) + -
0,4 % (wW/v) + +
0,8 % (W/v) ++ +
1,2 % (w/v) W.g. +
1,6 % (w/v) W.g. +

(+) mukoid; (-) mukoid-negativ; )
(W.g.) Wachstum gehemmt - keine Kolonien in der zweiten und dritten Ose

3.1.1.3 Induktion durch Aminosiauren

Da ein mukoider Phénotyp nur mit Aminozuckern und nur mit den Medien erzeugt werden
konnte, die Pepton oder Casamino-acids beinhalten, wurde die genauere Zusammen-
setzung von Bacto-Peptone bei der Firma Difco angefordert. Bacto-Peptone ist enzy-
matisch verdautes Protein, das einen dementsprechend hohen Anteil frei verfiigbarer
Aminoséduren hat. Die Hauptbestandteile sind Glutaminséure (ca. 10 % (w/v)) und Glycin
(ca. 15 % (w/v)). Dies liel vermuten, dass die Aminogruppe einen entscheidenden Einfluf3

auf die Bildung des mukoiden Phénotyps haben kdnnte.

Tab. 3.4: Bildung eines mukoiden Phanotyps von S. epidermidis 1457 auf TSBJ-
Agarplatten in Abhéngigkeit von Aminosdure und Zuckerzusatz

Aminosiure* Glc** GleN GlcNAc
Glycin - + )
Glutaminsdure - + -
Alanin - ++ )
Serin - + )
Lysin - + _

(+) mukoid; (-) mukoid-negativ;
* Aminosduren 0,1 % (w/v) und **Zucker 0,4 % (w/v)
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Es wurden TSBJ-Agarplatten, die keinen mukoiden Phénotyp induzieren, mit 0,1 % (w/v)
verschiedener Aminosduren und 0,4 % (w/v) Glucose, bzw. Glucosamin oder GlcNAc
versetzt. Die Bildung eines mukoiden Phénotyps wurde getestet.

Bei Zusatz von jeder der getesteten Aminoséuren und 0,4 % (w/v) Glucosamin konnte ein
mukoider Phinotyp induziert werden (Tab.3.4). Allerdings wurden bei allen diesen
Ansitzen keine Kolonien in der zweiten und dritten Ose, dhnlich den Glucosamin-
Konzentrationen von tiber 1,0 % (w/v), beobachtet. Einen extrem mukoiden Phanotyp wies
S. epidermidis 1457 auf TSBU-Agarplatten auf, die mit Glucosamin und Alanin oder
Lysin supplementiert worden waren (Abb. 3.3). In der zweiten und dritten Ose erschien
auch hier das Wachstum gehemmt, denn es waren keine Kolonien zu erkennen.

Mit Glucose und GIcNAc konnte auf TSBWJ-Agar auch mit zusdtzlicher Aminoséure kein

mukoider Phéanotyp induziert werden.

3.1.1.4 Korrelation des mukoiden Phinotyps mit dem ica - Genort

Die isolierten Biofilm-negativen Transposonmutanten von S. epidermidis 1457 der
Klasse I wiesen einen mukoid-negativen Phénotyp auf (Nedelmann,1997). Es zeigte sich,
dass diese Mutanten, wie auch die in dieser Arbeit als Kontrollmutante mitgefiihrte
Mutante 1457-M11, eine Transposoninsertion in dem fiir die PIA-Bildung verant-
wortlichen Genort icaADBC haben (Mack et al., 2000a). Aus diesem Grund wurden
unterschiedliche S. epidermidis Stimme auf ihre Fahigkeit zur Ausbildung eines mukoiden
Phanotyps untersucht und mit dem Vorhandensein eines intakten ica4ADBC Genorts
korreliert. Der Nachweis des icaADBC Genortes erfolgte durch PCR von icaB (Mack et al.,
2001). Aus Tabelle 3.5 ist ersichtlich, dass nur die Stimme einen mukoiden Phénotyp

exprimieren konnen, die einen intakten ica4DBC Genort haben.
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Tab. 3.5: Korrelation von icaADBC Genort und der Fahigkeit zur Ausbildung eines
mukoiden Phanotyps unterschiedlicher S. epidermidis Stimme auf PYJ-Agarplatten

mukoid
Stamm icaADBC* GleN** GlcNAc

1457 + + +
1457-M11
RP62A
SES
8400
9142
1815
1535
1057
939
521
5179
7837
9225
9896
10331
6 - - -
11 - - -
12 - - -
26 - - -
29 - - -
31 - - -
32 - - -

* Nachweis per PCR von icaB: (+) PCR-Amplifikat, (-) kein PCR-Amplifikat
*icaADBC durch Transposoninsertion inaktiviert
** Zucker 0,4 % (w/v): (+) mukoid, (-) mukoid-negativ

)

++ e

+ + + + + + + + + + o+
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3.1.1.5 Zusammenfassung der relevanten Bedingungen und Eigenschaften der

Stimme fiir alle folgenden Experimente

Es wurde gezeigt, dass ein mukoider Phénotyp von S. epidermidis 1457 am besten auf
PYYD mit 0,4 % (w/v) Glucosamin oder GIcNAc exprimiert wird. Auf PYJ mit Glucose
oder Fructose wurde kein mukoider Phanotyp exprimiert. In den folgenden Experimenten
wurde, wenn nicht anders angegeben, dieses Medium und die angegebenen Zucker in einer
Konzentration von 0,4 % (w/v) verwendet.

Die beiden Transposonmutanten M 16 und M20 von S. epidermidis 1457 wurden nun unter
den ermittelten Bedingungen getestet. Die Mutanten M16 und M20 sind auf PYJ-
Agarplatten mit 0,4 % (w/v) GlcNAc mukoid-negativ (Tab. 3.6, Abb. 3.2). Dies war auch
von Nedelmann auf Purple-Agarplatten festgestellt worden (Nedelmann, 1997). Allerdings
sind beide Mutanten auf PYJ-Agarplatten mit 0,4 % (w/v) Glucosamin wie der Wildtyp
weiterhin mukoid (Tab. 3.6, Abb. 3.2). Die Mutante 1457-M11, bei welcher der icaADBC
Genort inaktiviert ist und die keinen mukoiden Phénotyp ausbilden kann, diente in den

folgenden Experimenten als mukoid-negative Kontrolltransposonmutante.

Tab. 3.6: Zusammenfassung der verwendeten Stimme und ihrer Eigenschaften
unter den im Folgenden relevanten Bedingungen

Stamm filclflljti’i)ﬁgl Glc*  GIecN GIcNAc  Fru
1457 ja - + + )
M16 ja - + - -
M20 ja - + - -

1457-M11 | inaktiviert - - - -

(+) mukoid; (-) mukoid-negativ;
* Die Zucker 0,4 % (w/v) wurden PY J-Agarplatten zugesetzt.
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GIcNAc

1457

M16

Abb. 3.2: Mukoide und mukoid-negative Zellen von S. epidermidis 1457 und den
Mutanten M16 und M20. Abgebildet sind Ausschnitte von PYJJ-Agarplatten, die mit je
0,4 % (w/v) der angegebenen Zucker supplementiert waren.

B

Abb. 3.3: Extrem mukoide Zellen von S. epidermidis 1457. Auf TSBJ-Agar, supplemen-
tiert mit 0,4 % (w/v) Glucosamin und 0,1 % (w/v) Alanin (A) bzw. Lysin (B). Das
Wachstum scheint gehemmt, da in der zweiten und dritten Ose keine Kolonien zu sehen
sind.
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3.1.2 Biofilmbildung unter Bedingungen, die den mukoiden Phinotyp induzieren

S. epidermidis 1457 und die Mutanten M16 und M20 wurden in 96-Loch Nunc-
Zellkulturplatten in einem semiquantitativen Test mit dem Medium und den Zuckern, die
den mukoiden Phéanotyp induzieren, auf ihre Fihigkeit zur Biofilmbildung getestet. Dieses
wurde verglichen mit dem Standardtestmedium fiir den Biofilmtest TSBggr (Tab. 3.7).

Mit GlcNAc, wenn die Mutanten M16 und M20 keinen mukoiden Phénotyp exprimierten,
bildeten sie eine deutlich geringere Biofilmmenge als der Wildtyp. Mit Glucosamin, wenn
sowohl der Wildtyp als auch die Mutanten einen mukoiden Phénotyp exprimierten,
bildeten alle Stamme die gleiche Biofilmmenge. Auch mit Glucose, die keinen mukoiden
Phénotyp induziert, bildeten alle Stimme ungefdhr gleiche Mengen an Biofilm. Die
Biofilmmenge, die fiir S. epidermidis 1457 mit Glucose ermittelt wurde, ist insgesamt
geringer als die Mengen, die mit Glucosamin und GIcNAc gemessen wurden. Unter den
Standardbedingungen fiir den Biofilmtest mit TSBppy zeigten der Wildtyp und die
Mutanten M16 und M20 keine Unterschiede und bildeten einen starken Biofilm mit Asyg >
2.5. Keiner der Stimme bildete Biofilm mit PYJ ohne Zuckerzusatz. Mutante 1457-M11

mit inaktivierten icaADBC Genort ist nicht in der Lage einen Biofilm zu bilden.

Tab. 3.7: Biofilmbildung unter Bedingungen, die den mukoiden Phénotyp induzieren,
verglichen mit Standardtestbedingungen

Stamm TSBgsL PYJ + Gle** PYY + GleN PYY + GleNAc
Biofilm* | mukoid Biofilm | mukoid Biofilm | mukoid Biofilm
1457 2,5 - 1,27 + 1,58 + 1,65
MI16 2,5 - 1,27 + 1,56 - 0,88
M20 2,5 - 1,15 + 1,64 - 0,79
1457-M11 0,04 - 0,05 - 0,17 - 0,05

* Die Biofilmbildung ist angegeben als As7
** Zucker: 0,4 % (w/v): (+) mukoid, (-) mukoid-negativ
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3.1.3 Quantifizierung von PIA unter Bedingungen, die den mukoiden Phinotyp

induzieren

Es hatte sich gezeigt, dass nur die Stimme einen mukoiden Phénotyp exprimierten, die
einen intakten icaADBC Genort haben. Da die Enzyme dieses Genortes verantwortlich fiir
die Synthese des Exopolysaccharids PIA sind, wurde die PIA-Menge unter Bedingungen,
die den mukoiden Phinotyp induzieren, quantifiziert. Fiir die Korrelation der PIA-Menge
mit dem mukoiden Phénotyp wurde PIA von mukoiden Bakterienzellen von den Agar-
platten gewonnen. Um die PIA-Menge mit dem Biofilmtest vergleichen zu konnen, wurde
PIA aus biofilmbildenden Bakterienzellen gewonnen, die in statischer Fliissigkultur am
Boden von Nunc-Zellkulturpetrischalen gewachsen waren. Dieses entsprach den
Testbedingungen in den 96-Loch Nunc-Zellkulturplatten. Die PIA-Menge wurde in einem

semiquantitativen Koagglutinationstest mit einem anti-PIA-Antiserum ermittelt.

3.1.3.1 PIA-Menge der Zellen von der Agarplatte

Auf PYJ-Agarplatten mit Glucosamin oder GIcNAc exprimierten alle Stimme signifikant
mehr PIA, wenn sie einen mukoiden Phénotyp zeigten. Mit Glucose, wenn kein mukoider
Phéinotyp exprimiert wird, wurde am wenigsten PIA produziert (Abb. 3.4). Der Wildtyp
S. epidermidis 1457 bildete mit Glucosamin am meisten PIA und zwar 128-mal
(7 Titerstufen) mehr als mit Glucose. Mit GlcNAc bildete er 64-mal (6 Titerstufen) mehr
PIA als mit Glucose.

Die beiden Mutanten M16 und M20 exprimierten mit GIcNAc, wenn sie mukoid-negativ
waren, signifikant weniger PIA als der Wildtyp und zwar 32- (5 Titerstufen) bzw. 16-mal
(4 Titerstufen) weniger. Mit Glucosamin, wenn sie wie der Wildtyp auch mukoid waren,
produzierten sie zwar 2 Titerstufen weniger PIA als der Wildtyp, allerdings immer noch
32-mal mehr PIA als mit Glucose. Die beiden Mutanten exprimierten mit Glucose dieselbe
Menge PIA wie der Wildtyp. Die Kontrollmutante 1457-M11 produzierte keine nachweis-
baren Mengen an PIA.

Erstaunlicherweise korreliert der mukoide Phénotyp auf den mit Glucosamin und GlcNAc
supplementierten Agarplatten mit der Bildung sehr groBer Mengen von PIA, einem schon

bekannten Faktor der Glykokalyx von S. epidermidis.
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Abb. 3.4: PIA-Menge von S. epidermidis 1457, M16, M20 und 1457-M11 von Agarplatten
in Abhéingigkeit vom Zucker. Die PIA-Menge wurde im Koagglutinationstest ermittelt und
ist angegeben als reziproker Titer. Zellen wurden von PYJJ-Agarplatten gewonnen, die mit
0,4 % (w/v) der angegebenen Zucker supplementiert waren.

3.1.3.2 PIA-Menge der Zellen aus statischer Fliissigkultur

Auch unter Biofilmtestbedingungen in statischer Fliissigkultur in der Zellkulturschale
bildeten die Zellen mit dem Medium und den Zuckern, die auf Agarplatten den mukoiden
Phénotyp induzierten, signifikant mehr PIA als unter nicht induzierenden Bedingungen
(Abb. 3.5). Mit PYD supplementiert mit Glucosamin exprimierte der Wildtyp 8-mal mehr
PIA als mit Glucose. Mit GIcNAc bildete er 4-mal mehr PIA als mit Glucose.

Die Mutanten M16 und M20 produzierten 2- bzw. 4-mal weniger PIA als der Wildtyp mit
GlIcNAc, wenn sie mukoid-negativ sind und eine verminderte Biofilmbildung zeigten. Die
Mutanten und der Wildtyp bildeten gleiche Mengen PIA und Biofilm mit Glucose und mit

Glucosamin.
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Abb. 3.5: PIA-Menge von S. epidermidis 1457, M16, M20 und 1457-M11 aus statischer
Fliissigkultur in Abhdngigkeit vom Zucker. Die PIA-Menge wurde im Koagglutinationstest
ermittelt und ist angegeben als reziproker Titer. Bakterienzellen wurden in Zellkultur-
schalen mit PYJ-Medium kultiviert, das mit 0,4 % (w/v) der angegebenen Zucker
supplementiert war. Die Zahlen iiber den Balken geben die Biofilmmengen unter den
entsprechenden Bedingungen in As7y an (aus Tab. 3.7).

Das bedeutet, dass auch im fliissigen Medium unter den Bedingungen, die auf den
Agarplatten einen mukoiden Phénotyp induzieren, eine sehr grole Menge PIA gebildet
wird. Die beiden Aminozucker Glucosamin und GIcNAc begiinstigen die Bildung von

PIA.
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3.2 Genotypische Charakterisierung der Mutanten

Um den genetischen Hintergrund fiir die phénotypischen Beobachtungen zu ermitteln,
wurde die Region um die Insertionsstelle des Transposons kloniert und sequenziert.

Es war gezeigt worden, dass die Tn9/7-Insertionsstellen in den Mutanten M16 und M20
auf zwei unterschiedlich groen (M16: 23,8 kb; M20: 10,9 kb), nicht miteinander
verbundenen Bg/Il Fragmenten liegen (Rohde 2001). Eine Analyse durch Pulsfeld-
gelelektrophorese hatte ergeben, dass die beiden Transposon-Insertionsorte auch auf zwei
voneinander unabhéngigen Smal Fragmenten liegen (Rohde 2001). Daher befinden sich
die Transposoninsertionen auf zwei unterschiedlichen, voneinander unabhingigen
Genorten. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die Transposoninsertionsstellen an von
icaADBC unabhéngigen Genorten liegen (Rohde 2001).

Zundchst musste mittels Restriktionsanalyse ein ausreichend groBes, das Transposon
beinhaltende Fragment gefunden werden, um alle eventuell betroffenen Gene zu erfassen.
Diese Fragment wurde autoligiert, mit Primern aus dem Transposon heraus amplifiziert
und anschlieBend in den pCR®-XL.TOPO Vektor kloniert, in dem es sequenziert wurde.
Mit der ermittelten Sequenz wurden Homologiesuchen vorgenommen, um aufgrund der

Homologie zu bekannten Genen auf ihre mogliche funktionelle Bedeutung zu schlieen.

3.2.1 Klonierungsstrategien

Aufgrund der Restriktionsanalyse ergaben sich zwei unterschiedliche Klonierungs-
strategien fiir die beiden Mutanten M16 und M20 (Abb. 3.6 und Abb. 3.7).

Fiir die Mutante M16 wurde durch Restriktionsspaltung mit M/ul ein Enzym gefunden,
welches das Transposon nicht spaltet und ein 9,2 kb grofles Fragment ergab. Der Doppel-
Ansatz mit Sall, welches das Transposon ungefdhr in der Mitte spaltet, ergab, dass dieses
Fragment beidseitig vom Transposon geniigend gro8 ist, jeweils etwa 2,0 kb (Abb. 3.6).
Ein vergleichbares Fragment konnte fiir die Mutante M20 nicht gefunden werden. Deshalb
wurden hier die Restriktionsenzyme Kpnl und Nsil verwendet, die das Transposon spalten.
Mit dem resultierenden 5.4 kb (3,9 kb ohne Tn9/7) groen Kpnl-Fragment wurde die
Region 5 -aufwérts vom Transposon und mit dem 6,5 kb (4,3 kb ohne Tn9/7) grof3en Nisil-

Fragment die Region 3’-abwérts vom Transposon erfasst (Abb. 3.7). Die Fragmente
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wurden amplifiziert und kloniert. Die resultierenden Plasmide pkkm16-5, pkkm20kpn-10

und pkkm20nsi-1 wurden anschlieBend sequenziert.

1. Restriktionsanalyse

Miul 5 3’ Miul
b Tn917 ﬁ
“«— —>

2,0 kb 2 0 kb
ﬂ 2. Autoligation
Tn917

w

ﬂ 3. Inverse PCR mit Primern 5L und 3R

5L >
|
——]
<« 3R
ﬂ 4. Klonierung
Vektor I:: : ::I Vektor
_> <_
_> <_

5. Sequenzierung

von Plasmid pkkm16-5

Abb. 3.6: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die Transposon-
insertionsstelle in der Mutante M16
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1. Restriktionsanalyse

Kpnl Nsil
Nsil Nsil
Kpnl 5’ 3’ Kpnl 5 3’
* Tn917 wﬂ Tn917 :
<4+— 54kb —» ? — 6,7kb —»
2,8 kb
<« 39kb > <« 0 kb <« 43kb —»

2. Autoligation

5" Region von Tn917 3" Region von Tn917
kpn1—> 3R>
<5 <nsil

3. Inverse PCR

mit Primern 5L und kpn1 mit Primern nsi1 und 3R
nsit -
5L > |:1 ::|
< 3R
< kpn1

4. Klonierung

Vektor Vektor Vektor |:1 ::| Vektor
—> <« —> S
—> «— —>

5. Sequenzierung 5. Sequenzierung
von Plasmid pkkm20kpn-10 von Plasmid pkkm20nsi-1

Abb. 3.7: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir die Transposon-
insertionsstelle in der Mutante M20
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Um zu kontrollieren, dass die klonierten Fragmente aus den Mutanten den richtigen
Abschnitten im Wildtyp und den Mutanten entsprechen, wurde chromosomale DNA aus
S. epidermidis 1457 und den Mutanten M16 und M20 mit dem fiir die Klonierung
verwendeten Restriktionsenzym gespalten. Dies wurde zusammen mit dem Produkt aus der
Inversen PCR auf ein Gel aufgetragen und geblottet. Als Sonde wurde das jeweilige aus
der Klonierung resultierende, zur Sequenzierung verwendete Plasmid eingesetzt (Abb. 3.8
A, B, C).

Die Restriktionsanalyse der DNA aus der Mutante M16 mit dem Enzym Mlul hatte
ergeben, dass das Fragment mit Transposon eine Grofle von ca. 9,2 kb hat (Abb. 3.6).
Demnach muss das Fragment in S. epidermidis 1457 um die Grofe des Transposons,
5,2 kb, kleiner sein. Das PCR-Produkt umfasst den unbekannten Bereich zwischen den
Schnittstellen. Es sollte demnach ungefdhr die gleiche GroBle wie das Fragment im Wildtyp
haben. Die Abb. 3.8 A zeigt, dass das PCR-Produkt auf der Hohe des Fragments im
Wildtyp liegt und das Fragment in der Mutante M16 um 5,2 kb grofler ist. Das beweist,
dass das zur Sequenzierung eingesetzte Plasmid pkkm16-5 dem richtigen Abschnitt im
Wildtyp und der Mutante M 16 entspricht.

Die 5-Region von Tn9/7 in der Mutante M20, gespalten mit Kpnl, wurde mit dem
Transposon auf 5,4 kb kartiert (Abb. 3.7). Das PCR-Produkt umfasst nur die Region 5’'-
aufwirts von Tn9/7 und muss um die GréBe des Transposons bis zur Kpnl Spaltstelle, das
sind ca. 1,5 kb, kleiner sein. Wie in Abb. 3.8 B zu sehen ist, trifft dies zu. Die Grofle des
Fragments aus der Mutante M20 wurde hier auf 5,5 kb kartiert und das PCR-Produkt auf
3,9 kb. Das Fragment im Wildtyp sollte 3,9 kb (5 -aufwérts von Tn9/7) addiert mit 2,8 kb
(3’-abwirts von Tn917), also 6,7 kb groB3 sein (Abb. 3.7). In Abb. 3.8 B ist eine schwache
Bande, gekennzeichnet durch einen Pfeil, auf der Hohe der Bande der Mutante M20 zu
erkennen. Dies ist eine Abweichung, die auf die Methode der Restriktionsanalyse
zuriickzufithren ist. Es ist aber deutlich gezeigt, dass das sequenzierte Plasmid
pkkm20kpn-10 den richtigen Bereich aus der Mutante M20 umfasst.

Die 3’-Region von Tn9/7 in Mutante M20, gespalten mit Nsil, wurde mit dem Transposon
auf 6,5 kb kartiert (Abb. 3.7). Das PCR-Produkt, bestehend aus der Region 3 -abwirts von
Tn97/7 muss um die GroBe des Transposons bis zur Nsil- Spaltstelle, das sind 2,2 kb,
kleiner sein. Das Fragment im Wildtyp muss ebenso grof3 sein wie das PCR-Produkt, da
mit diesem Restriktionsenzym der Bereich 5 -aufwérts von Tn9/7 auf 0 kb kartiert wurde.

Die Abb. 3.8 C bestitigt dies und die spitere Sequenzierung konnte eine Spaltstelle fiir
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Nsil unmittelbar vor dem Transposon nachweisen. Fiir das sequenzierte Plasmid
pkkm?20nsi-1 wurde damit gezeigt, dass es den richtigen Abschnitten im Wildtyp und der
Mutante M20 entspricht.
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Abb. 3.8: Vergleich der klonierten Fragmente mit den Fragmenten aus Wildtyp und
Mutanten und dem Produkt der inversen PCR in der Southern Blot Hybridisierung.

A: Aufgetragen ist chromosomale DNA von S. epidermidis 1457 und der Mutante M16,
jeweils gespalten mit Mlul, und das zur Klonierung verwendete PCR-Produkt, hybridisiert
mit Plasmid pkkm16-5.

B: Aufgetragen ist chromosomale DNA von S. epidermidis 1457 und der Mutante M20,
jeweils gespalten mit Kpnl, und das zur Klonierung verwendete PCR-Produkt, hybridisiert
mit Plasmid pkkm20kpn-10. Der Pfeil kennzeichnet eine schwache Bande.

C: Aufgetragen ist chromosomale DNA von S. epidermidis 1457 und der Mutante M20,
jeweils gespalten mit Nsil, und das zur Klonierung verwendete PCR-Produkt, hybridisiert
mit Plasmid pkkm20nsi-1.

Die Zahlen kennzeichnen Lage und GroBe des GroBenstandards in kb. Abbildungen der
Autoradiographien sind in Originalgro3e wiedergegeben.

3.2.2 Sequenzierung - Homologiesuche

Die aus der Klonierung resultierenden Plasmide pkkm16-5, pkkm20kpn-10 und
pkkm20nsi-1 wurden durch primerwalking mittels der in Tab. 2.3 beschriebenen Primer
sequenziert. Die Sequenz fiir den Genbereich in der Mutante M20 wurde aus den
Sequenzen von pkkm20kpn-10 und pkkm20nsi-1 zusammengesetzt. Gleichzeitig wurden
Homologiesuchen in den Datenbanken von NCBI und EMBL durchgefiihrt. Da sich fiir
beide Mutanten aufgrund der Homologien jeweils ein von dem Transposon betroffener
OREF als interessant erwies, wurden beide DNA-Stringe dieses ORFs mit beiden Strangen

sequenziert und korrigiert. Von den weiter angrenzenden Bereichen wurden nur ein DNA-
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Strang und in der Mutante M20 auch nicht vollstindig sequenziert. Inzwischen hatte man
begonnen, das gesamte Genom von S. epidermidis RP62A zu sequenzieren. Ein Vergleich
dieser Sequenz in der TIGR-Datenbank (Stand: 09.07.01) ergab eine Ubereinstimmung
von 96-100 % fiir die umliegenden Bereiche, weshalb auf eine vollstindige Sequenzierung
verzichtet wurde und die hier dargestellten Gesamtbereiche mit Hilfe des VectorNTI-

Programms aus dieser Sequenz generiert wurden.

3.2.2.1 Betroffener Genort in Mutante M20

Der in dieser Arbeit mit beiden Stringen sequenzierte Bereich umfasst 2556 bp (Sequenz
siche Anhang, NCBI Accession No.: AF443793). Aufgrund der Homologien und der
moglichen Shine-Dalgarno Sequenz an Position (Pos.) 306-310 wurde der Genstart des
ORF’s an Pos. 322 dieser Sequenz postuliert. Das Ende des ORFs befindet sich an Pos.
2346. Es ergibt sich daraus ein ORF von 2025 bp Lange mit einem abgeleiteten Protein aus
675 Aminoséduren. Das errechnete Molekulargewicht betrdgt 73,3 kDa (Abb. 3.9).

GGTTTAAA TTAAATGC
2556
O b p, |
322 909 2346
< glcA 2025 bp >

Abb. 3.9: Schematische Darstellung des doppelt sequenzierten Bereichs der Transposon-
insertionsstelle in der Mutante M20. Der graue Pfeil gibt den ORF an, P; und P, sind
mogliche Promotoren und der Kreis auf dem Strich symbolisiert einen rho-unabhingigen
Terminator. Die Tn977- Insertionsstelle ist angegeben und die verdoppelten Basen sind fett
gedruckt. Die Orientierung des Transposons wird durch den Pfeil dargestellt, der die
Orientierung des erm Gens angibt.

Das Transposon inserierte an Pos. 909, das ist 587 bp nach dem Genstart. Die Orientierung
des Transposons wird durch die Leserichtung des erm Gens angegeben (Shaw, 1985). Es

inserierte hier in der entgegengesetzten Orientierung zur Leserichtung des ORFs. Die
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typische aus der Insertion des Transposons Tn9/7 resultierende Verdoppelung von 5 bp
wurde auch hier nachgewiesen. Von Pos. 222-274 wurde die Sequenz eines rho-
unabhingigen Terminators ermittelt. Davor weiter aufwirts gelegen, befanden sich zwei

mdgliche Promotorsequenzen.

Homologien

Die Homologiesuche mit dem sequenzierten ORF ergab Homologien zu Enzymen II (EII)
des Phosphoenolpyruvat: Zucker Phosphotransferase Systems (PTS) in verwandten gram-
positiven Bakterienspezies. Enzyme II sind die substratspezifischen Komponenten des
Zuckertransportsystems und die Homologiesuche mit dem hier betroffenen ORF ergab
Ubereinstimmungen zu Glucose-spezifischen EIl-Proteinen (EII9'°) (Tab. 3.8).

Ein Vergleich des ORFs mit der fast vollstindigen Sequenz von S. epidermidis RP62A in
der TIGR-Datenbank ergab eine Ubereinstimmung zu einer Sequenz von 99 % auf
Nukleotidebene. Es zeigte sich ein Basenaustausch, der allerdings konservativ war, und zu

einer 100 % iibereinstimmenden Aminosiuresequenz fiihrte.

Tab. 3.8: Homologe Gene zu dem in Mutante M20 vom Transposon

getroffenen ORF glcA.

Oroanismus Gen Nukleotid- AS AS
& ident. pos. ident.
S. epidermidis * 99 % 100 % 100 %
S. aureus " gleA 76 % 84 % 79 %
ptsG 70 % 81 % 68 %
S. carnosus ¢ glcA 72 % 82 % 75 %
glcB 66 % 70 % 60 %
B. subtilis ptsG 61 % 68 % 60 %

AS: Aminoséuren; pos.: dhnliche ; ident.: identische
Prozentangaben beziehen sich auf den gesamten Bereich der jeweiligen Gene.

Quellen der Sequenzen:

“ 8. epidermidis: Stamm RP62A; TIGR-Datenbank (Stand 09.07.01)
Bereich 187634- 189658
®S. aureus glcA: Stamm Mu50; NCBI Accession No.: AP003358
S. aureus ptsG: Stamm Mu50; NCBI Accession No.: AP003365
¢S. carnosus glcA und glcB: Stamm TM300; NCBI Accession No.: X93360 und X80415
4 B. subtilis ptsG: Stamm 1423; NCBI Accession No.: Z11744 S43329
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Hohe Ubereinstimmungen fanden sich zu den von Christiansen und Hengstenberg,
(Christiansen und Hengstenberg, 1996, 1999) beschriebenen EII Glucose-Transportern
glcA (72 % Nukleotididentitit) und glcB (66 %) in S. carnosus. Die hochste Uberein-
stimmung (76 %) besteht zu einem Gen in S. aureus, das aufgrund seiner Homologie
ebenfalls glcA genannt wurde, dessen Funktion aber bisher nicht gezeigt wurde. Bei der
Homologiesuche der umgebenden ORFs fand sich in der Sequenz von S. aureus ein
weiteres EII““-Gen, genannt pisG, das 70 % Nukleotididentitit aufwies, bei dem aber
ebenfalls die Funktion bisher nicht belegt ist.

In den Sequenzen von S. carnosus und S. aureus finden sich jeweils zwei EII“-Gene.
Diese haben in den jeweiligen Spezies zueinander Ubereinstimmungen von ca. 80 %. In
der Gesamtsequenz von S. epidermidis RP62A dagegen konnten Homologien zu anderen
EIl-Genen nur mit Ubereinstimmungen von ca. 50 % gefunden werden, was darauf
schlieBen ldsst, dass es hier nur ein EII-Gen dieser Art gibt.

Gle

Die Homologie zu dem EII

betrug 61 % (Gonzy-Trebul et al., 1991; Zagorec und Postma, 1992).

-Gen ptsG im gram-positiven Modellorganismus B. subtilis

Das abgeleitete Protein von GIcA besitzt alle charakteristischen Doménen eines EII-
Proteins (Lengeler et al., 1994) in der Anordnung EIICBA. Aufgrund der Homologien
wurde der in der Mutante M20 vom Transposon getroffene ORF glcA genannt.

Umgebung von glcA

Der umgebende Bereich von glcA in der Sequenz von S. epidermidis RP62A zeigte drei
weitere ORFs in der gleichen Orientierung (Abb. 3.10 A). 5" -aufwirts von glc4 ORF1 mit
687 bp und ORF2 mit 1737 bp und 3 -abwirts von glcA ORF3 mit 765 bp.

In der Sequenz von S. epidermidis 1457 findet sich ORF3 auch 3 -abwirts in derselben
Orientierung. ORF1 und ORF?2 finden sich ebenfalls gleich orientiert 5’ -aufwérts von glcA.
Es gibt Hinweise darauf, dass sich zwischen ORF2 und glc4 moglicherweise ein weiterer
ORF befindet. Hier haben ca. 500 Basen 90 % Ubereinstimmung zu ORF2 des
Insertionselements 1S/272 (Archer et al., 1996). Der Bereich in der Sequenz von
S. epidermidis 1457 wurde aber nur einfach und nicht vollstindig sequenziert und es fehlt
sowohl der Start als auch das Ende des entsprechenden ORF’s. Aufgrund der Grof3e des
klonierten Fragments ist auszuschlieBen, dass das vollstdndige IS7272 mit einer Gréfle von

1934 bp hier lokalisiert ist.



3 Ergebnisse -72-

Erstaunlicher Weise ergab die Homologiesuche der 5 -aufwirts von glcA4 liegenden ORFs
gute Ubereinstimmungen auch in der Anordnung zu ORFs in S. aureus, die 5 -aufwiirts des
EIl-Gens ptsG zu finden sind (Abb. 3.10 B). Dies ist deshalb erstaunlich, da ptsG aus
S. aureus geringere Homologien als glcA zu glcA aus S. epidermidis hat. Der umgebende
Bereich von glcA in S. aureus unterscheidet sich hingegen vollig von dem in S. epidermidis

(Abb. 3.10 C).

ORF1 ORF2 glcA ORF3
(687 bp) (1737 bp) (2025 bp) (765 bp)

A. S. epidermidis  -mmm)- — — -

SAV2540  SAV2539 SAV2538 ptsG SAV2537 SAV2536
(690 bp) (1740 bp) (2067 bp) (411bp) (357 bp)
/
B. S. aureus ptsG -mmm)A —
SAV0190 SAV0189 glcA SAV0188
(1056 bp) (2046 bp) (1641 bp)
C. S. aureus glcA < — — -
1000 bp

Abb. 3.10: Umliegende Gene von glcA in S. epidermidis RP62A (A) und im Vergleich zu
dhnlichen Genorten in S. aureus (B, C). Die grauen Pfeile geben die ORFs an, dariiber
finden sich die Bezeichnungen der ORF’s mit ihren Grofen. Quellen der Sequenzen: A
TIGR-Datenbank, B Stamm Mu50; NCBI Accession No.: AP003365, C Stamm Mu50;
NCBI Accession No.: AP003358

Die Homologien von ORF1 und ORF2 5’-aufwérts von glcA in S. epidermidis zu den 5'-
aufwirts von ptsG liegenden ORFs in S. aureus betragen auf der Nukleotidebene etwa
80 %. Die im Folgenden gemachten Angaben zu den SAV-Genen stammen aus den
Beschreibungen zur Sequenz aus Accession No.: AP003365, die wiederum auf Homo-
logievergleichen basieren und nicht funktionell belegt sind. ORF1 hat Homologie zu
SAV2540 (Abb. 3.10 B), das als konserviertes hypothetisches Protein mit unbekannter
Funktion beschrieben wird und ORF2 hat Homologie zu SAV2539 (Abb. 3.10 B), das

Ahnlichkeiten zu einer Pyruvat-Oxidase aufweist.



3 Ergebnisse -73-

Zu ORF3 von S§. epidermidis konnten keine Homologien in den Datenbanken gefunden
werden und es zeigten sich auch keine Ubereinstimmungen zu den SAV-Genen 2537 und
2536 (Abb. 3.10 B).

SAV0190 in entgegengesetzter Orientierung 5 -aufwirts von glcA in S. aureus
(Abb. 3.10 C) wird als konserviertes hypothetisches Protein bezeichnet. SAV0188 in der
gleichen Orientierung 3 -abwirts von glc4 wird als dhnlich zu einer Indol-3-Pyruvat-
Decarboxylase beschrieben.

Zur Umgebung der anderen homologen Gene glcA und glcB von S. carnosus ist nur
bekannt, dass 5 -aufwérts von den beiden Genen ein Antiterminator glcT, der die Trans-
kription von EII Genen reguliert, zu finden ist (Knezevic et al., 2000). In B. subtilis ist
ptsG zusammen in einem Operon mit den beiden allgemeinen PTS-Enzymen EI und HPr
organisiert, die 3'-abwiérts von ptsG liegen (Gonzy-Trebul et al., 1989). 5'-aufwirts des
Operons befindet sich auch hier ein die Transkription von ptsG regulierender Anti-
terminator glcT (Stiilke et al., 1997).

Im Gegensatz dazu finden sich in der unmittelbaren Umgebung von glcA in S. epidermidis
keine weiteren Gene des PTS und auch keine Enzyme, die fiir den unmittelbaren

Katabolismus des entsprechenden Substrats verantwortlich sind.

3.2.2.2 Betroffener Genort in Mutante M16

Der mit beiden Strangen sequenzierte Bereich betrdgt 1320 bp (Sequenz siche Anhang,
Accession No.: AF443794). Aufgrund der Homologien und der moglichen Shine-Dalgarno
Sequenz an Pos. 271-275 wird der Genstart an Pos. 282 postuliert. Das Ende des ORFs
befindet sich an Pos. 1127. Daraus ergibt sich ein ORF von 846 bp Liange mit einem
abgeleiteten Protein aus 282 Aminosduren und einem errechneten Molekulargewicht von
32,8 kDa. Das Transposon inserierte hinter Pos. 392, das ist 110 bp nach dem putativen
Genstart in entgegengesetzter Orientierung. Auch hier wurde die aus der Insertion des
Transposons Tn9/7 resultierende Verdoppelung von 5 bp gefunden. Im Bereich von Pos.
105-146 befindet sich die Sequenz eines rho-unabhingigen Terminators und zwischen

diesem und dem Genstart ein moglicher Promotor.
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GTTGGTAT GGTATGAC
0 1320
282 392 1127
<4— glcT s46bp —P

Abb. 3.11: Schematische Darstellung des doppelt sequenzierten Bereichs der Transposon-
insertionsstelle in der Mutante M16. Der graue Pfeil gibt den ORF an, P ist der mogliche
Promotor und der Kreis auf dem Strich symbolisiert den rho-unabhingigen Terminator.
Die Tn917- Insertionsstelle ist angegeben und die verdoppelten Basen sind fett gedruckt.
Die Orientierung des Transposons wird durch den Pfeil dargestellt, der die Orientierung
des erm Gens angibt.

Homologien

Die Homologiesuche mit dem sequenzierten ORF ergab Homologien zu einem weiteren
Bestandteil des PTS, einem transkriptionsregulierenden Antiterminator aus verwandten
gram-positiven Arten (Tab. 3.9). Dieser Antiterminator reguliert im PTS die Transkription
seines zugehorigen EIl-Gens.

In der Gesamtsequenz von S. epidermidis RP62A der TIGR-Datenbank fand sich eine
Sequenz mit 99% Homologie, bei der eine Base ausgetauscht war. Auch hier handelt es
sich um einen konservativen Austausch, der zu einer 100 % identischen Aminosaure-
sequenz fiihrt. Es besteht eine hohe Homologie (65 % auf Nukleotidebene) zu glcT aus
S. carnosus, dem von Knezevic beschriebenen Antiterminator (Knezevic et al., 2000). Die
hochste Homologie (69 %) besteht auch hier zu einem Gen glcT aus S. aureus, das
aufgrund seiner Homologie so benannt ist, dessen Funktion aber nicht experimentell
bewiesen ist. Die Ubereinstimmungen zu glcT aus B. subtilis (Bachem und Stiilke, 1998)
betragen 50 % auf Nukleotidebene. Aufgrund seiner Homologie wurde der in der Mutante

M16 vom Transposon betroffene ORF glcT genannt.
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Tab. 3.9: Homologe Gene zu dem in Mutante M16 vom Transposon

getroffenen ORF glcT
Organismus Gen Nu.kleotid- AS . AS
ident. pos. ident.
S. epidermidis * 99 % 100 % 100 %
S. aureus " gleT 69 % 72 % 61 %
S. carnosus © glcT 65 % 69 % 59 %
B. subtilis * gleT 50 % 50 % 37 %

AS: Aminoséuren; pos.: dhnliche; ident.: identische

Prozentangaben beziehen sich auf den gesamten Bereich der jeweiligen Gene.

Quellen der Sequenzen:

* S. epidermidis : Stamm RP62A; TIGR-Datenbank (Stand 09.07.01)

Bereich 98045- 98890

®S. aureus gleT: Stamm Mu50; NCBI Accession No.: AP003362
¢S. carnosus glcT: Stamm TM300; NCBI Accession No.: Y14029
4 B. subtilis gleT: Stamm 1423; NCBI Accession No.: Y11193

Umgebung von glcT

In der Umgebung von gicT in S. epidermidis RP62A wurden drei weitere ORFs in der

gleichen Orientierung ermittelt: 5 -aufwiérts von glcT ORF1 mit 2256 bp und ORF2 mit
1308 bp, 3’-abwirts von glcT ORF3 mit 1227 bp (Abb. 3.12 A). In der Sequenz von

S. epidermidis 1457 entsprach der Bereich von dem vollstdndigen ORF 2 und gl/cT bis in
OREF 3 hinein zu 100 % dem hier abgebildeten.

Bei der Homologiesuche zeigten diese drei ORFs ca. 80 % Nukleotidhomologie zu den

umliegenden ORFs von glcT in S. aureus (Abb.3.12 B). Auch die Anordnung und

Orientierung der ORFs ist entsprechend. Die im Folgenden gemachten Angaben zu den

SAV-Genen stammen aus den Beschreibungen zur Sequenz aus Accession No.:

AP003362, die wiederum auf Homologievergleichen basieren und bisher nicht funktionell

bestdtigt wurden.
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ORF 1 ORF 2 aleT ORF 3
(2256 bp) (1308 bp) (846bp) (1227 bp)

A. S. epidermidis = >ﬂ >q >4 %

SAV1357 glcT
(852 bp)
SAV1355 parC SAV1356 alsT SAV1358 SAV1359
(2403 bp) (1461 bp) (96 bp) (1209 bp)
B. S. aureus 1 >ﬁ >ﬁ

1000 bp

Abb. 3.12: Umliegende Gene von glcT in S. epidermidis RP62A (A) und im Vergleich zu
einem dhnlichen Genort in S. aureus (B). Die grauen Pfeile geben die ORFs an, dariiber
finden sich die Bezeichnungen der ORFs mit ihren GroéBen. Quellen der Sequenzen:
A TIGR-Datenbank, B Stamm Mu50; NCBI Accession No.: AP003362

ORF1 zeigt Ubereinstimmungen zu SAV1355, dass parC genannt wurde und dessen
Produkt als Topoisomerase IV Untereinheit A beschrieben wird. ORF2 hat Homologien zu
SAV1356 alsT und zu alsT aus B. subtilis, bei dem eine Funktion als Natrium-Alanin
Symport Protein T aufgrund einer flir Natrium-Alanin Symporter typischen Aminosdure-
abfolge angegeben wird (Rose und Entian, 1996). ORF3 zeigt Ubereinstimmungen zu
SAV1359, das als konserviertes hypothetisches Protein bezeichnet wird und keine weiteren
Homologien zu Proteinen mit bekannter Funktion aufweist. SAV1358 ist ein sehr kleiner
ORF, der moglicherweise nicht fiir ein Gen codiert oder dessen Sequenz noch zu SAV1359
gehoren konnte.

Wie unter 3.2.2.1 erwidhnt, befinden sich die Antiterminatoren glcT von S. carnosus und

B. subtilis jeweils 5 -aufwérts von dem glcA bzw. ptsG Gen.
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3.2.3 Sequenzanalyse

RAT-Sequenz

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass die phanotypisch gleichen Beobachtungen
der Mutanten M16 und M20 auf Insertion des Transposons in zwei unterschiedliche,
voneinander unabhéngige Genorte beruhen. Es wurden zwei Gene getroffen, die hohe
Homologien zu Genen des PTS besitzen. In der Mutante M20 wurde mit glc4 ein EII-Gen
getroffen, das fiir das zuckerspezifische Transportprotein des Systems codiert. In der
Mutante M16 wurde mit glcT ein Antiterminator-Gen getroffen, das ein transkriptions-
regulierendes Element ist und im Falle des PTS die Transkription des zugehorigen EII-
Gens reguliert (Stiilke et al., 1997; Langbein et al., 1999; Knezevic et al., 2000). Es stellt
sich jetzt die Frage, ob der inaktivierte Antiterminator glcT in der Mutante M16
verantwortlich ist fiir die Regulation der Expression von glcA, das in der Mutante M20
inaktivierte Gen. Antiterminatoren erkennen sogenannte RAT-Sequenzen (ribonucleic
antiterminator; Aymerich und Steinmetz 1992). Diese RAT-Sequenzen {iiberlappen die
Sequenzen fiir rho-unabhéngige Terminatoren. Wie der Terminator ist eine RAT-Sequenz
durch einen inverted-repeat gekennzeichnet. Ein Indiz fiir die Regulation des glc4 Gens
durch glcT wire, wenn die RAT-Sequenz vor dem glc4 Gen zu finden ist. In Abb. 3.13
wird der Bereich 5 -aufwirts von glc4 im Detail dargestellt. Dieser Bereich wurde aus der
Mutante M20 sequenziert und zur Kontrolle nochmals aus dem Wildtyp S. epidermidis

1457 amplifiziert, kloniert und sequenziert.

Mit einem Abstand von 12 bp zu glcA findet sich eine mogliche Shine-Dalgarno Sequenz
(RBS) zur Bindung des Ribosoms mit typischer GA Basenabfolge (Abb. 3.13). Von Pos.
222-274 findet sich ein inverted-repeat gefolgt von 7 Thymidin, was charakteristisch fiir
rho-unabhingige Terminatoren ist (Lewin, 1997). Diese Sequenz wird tiberlappt von einem
weiteren, kiirzeren inverted-repeat, wobei es sich um die gesuchte RAT-Sequenz handelt.
Ihr Vorhandensein deutet auf eine Regulation des glc4A Genes durch Antitermination hin.
Vor der RAT-Sequenz weiter 5 -aufwirts gelegen fanden sich zwei mdgliche Promotoren
mit den fiir Sigmafaktor A - abhdngige Promotoren typischen konservierten Sequenzboxen
(Abb. 3.13).

Der hier dargestellte Bereich entspricht zu 100 % der in der TIGR-Datenbank fiir
S. epidermidis RP62A ver6ffentlichten Sequenz.
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Pos. 121
-35 Signal 1 -35 Signal 2 -10 Signal 1

TTATGTAAAATTTTCAAAAAGTATTGTAAACGCTTTATTGAATGTGTATACTAGATGTAA

> RAT »
-10 Signal 2 rho-unabhangiger Terminator >

rho-unabhangiger Terminator

<

GTGATATGAAATTGATAGTCTTATTTGTTCATGCTTTTTTTGTGGCACGTAAATAAGAAG

RBS ) glcA Pos.359

ATAGAGAGGAATGAATTGATTATGTTTAAAAAGCTATTTGGTCAAATGCAACGTATCGG

M FK KL FG QMAQR I G

Abb. 3.13: Detaillierte Darstellung der Sequenz 5 -aufwirts von glc4 in S. epidermidis
1457 (Pos. 121-359 der Sequenz im Anhang). Die aufeinander zu gerichteten Pfeile
symbolisieren die inverted-repeats. Diese sind bei der RAT-Sequenz zusitzlich grau
hinterlegt und mogliche sich paarende Basen sind unterstrichen. Grau hinterlegt sind auch
die —35 und —10 Boxen der beiden moglichen Promotoren und die Shine-Dalgarno-
Sequenz hier mit RBS (ribosome binding site) bezeichnet. Die Orientierung des grau
hinterlegten glcA Genes wird durch einen Pfeil angegeben, darunter die codierten
Aminoséuren.

Vergleich bekannter RAT-Sequenzen

In Abb. 3.14 wird die RAT-Sequenz von S. epidermidis 1457 in ihrer moglichen Sekundar-
struktur gezeigt und mit schon beschriebenen RAT-Sequenzen verglichen. RAT-
Sequenzen bilden mit ihren inverted-repeats einen sogenannten stem-loop, der durch das
Antiterminatorprotein stabilisiert wird und so die Ausbildung des rho-unabhingigen
Terminator stem-loops verhindert.

Mehrere Sekundérstrukturen sind denkbar, dabei kann es in RNA auch zu einer schwachen
Basenpaarung zwischen G und U kommen (Zuker, 1989). Die erste Sekundérstruktur (Sepi
glcA 1) weist aufgrund der groBeren Anzahl von Bindungen zwischen den Nukleotiden
vermutlich eine bessere Stabilitit auf (Zuker, 1989). Die zweite (Sepi glcA 2) ist so

konstruiert, dass sie eher den beschriebenen Sekundirstrukturen der RAT-Sequenzen vor
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glcA in S. carnosus und ptsG in B. subtilis entspricht (Langbein et al., 1999). Beide
moglichen Strukturen in S. epidermidis unterscheiden sich deutlich von den schon

beschriebenen.
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Abb. 3.14: Mogliche Sekundérstrukturen der RAT-Sequenzen vor glcA aus S. epidermidis
1457 (Sepi glcA 1 und 2) und Vergleich mit schon beschriebenen vor glcA4 aus S. carnosus
(Scar glcA) und vor ptsG aus B. subtilis (Bsub ptsG). Fett dargestellt sind konservierte
Basenpaarungen. Die Pfeile zeigen in B. subtilis fiir die Bindung des Antiterminators
wichtige Basen, was experimentell durch gerichtete Mutagenese nachgewiesen wurde.

Abb. 3.15 zeigt ein Alignment der RAT-Sequenz vor glcA aus S. epidermidis 1457 mit

anderen RAT-Sequenzen vor EII¢°

-Genen in verwandten gram-positiven Spezies. Die
RAT-Sequenzen vor ptsG in B. subtilis und glcA in S. carnosus sind bereits beschrieben
(Langbein et al., 1999). Die Bereiche vor ptsG und glcA in S. aureus wurden auch
untersucht, dabei fanden sich ebenfalls die typischen rho-unabhingigen Terminatoren und
entsprechende diese iiberlappende RAT-Sequenzen. Diese wurden ebenfalls mit
verglichen.

Es zeigte sich, dass die RAT-Sequenz vor gic4 in S. epidermidis nahezu identisch zur

RAT-Sequenz vor ptsG in S. aureus ist (Abb. 3.15). Die Umgebung dieses Gens hatte auch

die groBten Ubereinstimmungen zu dem Bereich um glcd in S. epidermidis. Zu den
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anderen RAT-Sequenzen bestehen groBere Unterschiede. Allerdings zeigten sich mehrere
stark konservierte Bereiche in allen verglichenen RAT-Sequenzen.

Die Sequenzen, die fiir die Bildung des inverted-repeats der RAT-Sequenz entscheidend
sind, werden in der Literatur auf den Bereich zwischen den beiden Linien in Abb. 3.15
begrenzt (Langbein et al., 1999). Da sich davor die bei allen hier verglichenen Sequenzen
gefundene Basenabfolge GTG befindet, konnen diese Basen mit zu dem charakteristischen

Bereich gezahlt werden.

\ A / \

. Subtilis ptsG CGGTG | TTACTGA-TTCGAT-CAGGCATGAGTGA | TTGAGG
. carnosus glcA ACGTG|TAACTAA-TTCGAT-TAGGCATGAGTGA | TGAAGT
. epidermidis gIcA GCGTG | TTACTGG-TT--ATGCAGGCATGAGCAA [ATAAGA
. aureus ptsG GCGTG | TTACTGG-TA--ATGCAGGCATGAGCAA [ACAACC
. aureus glcA ACGTG | TTACTAAGTAAGAT-TAGGCATGAGTTA | AATTAA

O oumwunm

~
. N \ \ \

Konsensus BglG/SacY ~ GGW TTGTKACTGVWHWMRGCAGGCAARACCT RAMA

Abb. 3.15: Alignment von RAT-Sequenzen vor EII“‘-Genen in verwandten gram-
positiven Spezies. Abgesetzt dazu die Konsensus-RAT-Sequenz der Vertreter der
BglG/SacY -Familie (Nukleinsdurecode, siche Anhang). Die senkrechten Linien begrenzen
den in der Literatur als konserviert angegebenen Bereich. Ubereinstimmungen sind grau
hinterlegt. Die Pfeile zeigen in B. subtilis durch Mutation nachgewiesene, fiir die Bindung
des Antitermintors wichtige Basen. (-) Platzhalter, dort ist keine Base vorhanden. Die
Sequenzen stammen aus den unter Tab. 3.8 genannten Quellen.

Vergleicht man die konservierten Bereiche mit den Sekundéarstrukturen kann eine Paarung
erstaunlicherweise nur noch von vier Basenpaaren festgestellt werden (in Abb. 3.14 fett
dargestellt). Langbein et al. (1999, 2000) haben in B. subtilis Basen der RAT-Sequenz
mutiert. Dabei stellten sie fest, dass bei gleichzeitiger Mutation in zwei Positionen (Pfeile
in Abb. 3.14 und Abb. 3.15) keine Bindung des Antiterminators an die RAT-Sequenz
erfolgte. Diese Positionen liegen in S. carnosus und B. subtilis in den ungepaarten
Bereichen des stem-loops (Langbein et al., 1999). In der zweiten RAT-Sekundérstruktur
von S. epidermidis (Abb. 3.14 Sepi glcA 2) wiirden diese Basen ebenfalls in die
ungepaarten Bereiche des stem-loops fallen. Da diese fiir die Bindung des Antiterminator-
proteins offensichtlich wichtige Bereiche sind, ist diese Sekundérstruktur wahrscheinlicher,
auch wenn sie energetisch instabiler ist als die erste (Sepi glcA4 2).

Erstmalig wurde die RAT-Sequenz von Aymerich und Steinmetz (1992) beschrieben. Sie

fanden hohe Ubereinstimmungen dieser Sequenzen vor Genen der BglG/SacY-Familie.
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Die Gene des bgl-Operons in E. coli sind in den Katabolismus aromatischer 3-Glucoside
involviert (Schnetz et al., 1987), die des sac-Regulons in B. subtilis in den Katabolismus
von Saccharose (Steinmetz et al., 1989). Vergleicht man die hier gefundenen konservierten
Bereiche der RAT-Sequenzen mit den schon beschriebenen der BglG/SacY-Familie
(Aymerich und Steinmetz, 1992; van Tilbeurgh et al., 1997) finden sich nur noch wenige

Ubereinstimmungen.

Vergleich von Antiterminatorproteinen

Als Regulatoren weisen Antiterminatorproteine, kurz als Antiterminatoren bezeichnet,
spezifische Doménen auf, die fiir ihre Funktion entscheidend sind. Abb. 3.16 zeigt ein
Alignment der ndher charakterisierten Antiterminatoren GIcT aus B. subtilis und
S. carnosus und der Sequenz von GIcT aus S. epidermidis 1457 sowie der Sequenz des in
S. aureus gefundenen Antiterminators GlcT.

Die Bereiche fiir die einzelnen Doménen wurden anhand der fiir B. subtilis beschriebenen
Bereiche kenntlich gemacht (Bachem und Stiilke, 1998). Die Sequenzen wurden in diesen
Abschnitten, die auch im gesamten Protein die groften Ubereinstimmungen haben,
verglichen. Generell ldsst sich feststellen, dass die Ubereinstimmungen zwischen den
Staphylokokken-Spezies untereinander groBer sind als zu B. subtilis.

Fiir die Antiterminatoren GIcT aus B. subtilis und S. carnosus wurde gezeigt, dass sie
N-terminal eine Doméne von 60 Aminosduren besitzen, die fiir die Bindung an die RNA
entscheidend ist (Bachem und Stiilke, 1998; Knezevic et al., 2000). Diese Domédne wird
RBD (RNA-binding domain) oder in den klassischen Vertretern der BglG/SacY-Familie
CAT-Domine (Co-AntiTerminator) genannt (Manival et al., 1997). Manival et al. (1997)
konnte fiir SacY und Declerck et al. (1999) fiir LicT zeigen, dass bestimmte Aminosduren
in Verbindung mit der RNA treten. SacY und LicT sind typische Antiterminatoren der
BglG/SacY-Familie, zu der auch, wenn auch nicht so hoch konserviert, die hier unter-
suchten Antiterminatoren gehdren. Acht von 11 dieser Aminosduren wurden auch in den

hier untersuchten Sequenzen gefunden (Abb. 3.16).
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1
Sepi GIcT
Saur GlcT
Scar GIcT
Bsub GlcT

Sepi GIcT
Saur GlcT
Scar GIcT
Bsub GIcT

Sepi GIcT
Saur GlcT
Scar GIcT
Bsub GlcT

Sepi GlcT
Saur GlcT
Scar GIcT
Bsub GlcT

Sepi GIcT
Saur GlcT
Scar GIcT
Bsub GIcT

Sepi GIcT
Saur GlcT
Scar GIcT
Bsub GlcT

oceo
~MSKYVITKT

~MGEYIVTKT
~MSNYVIEKT
VNGSFTVKKV

<

(XX ]
LNNNVIICTK

LNNNVVVCTN
LNNNVIICTD
LNNNVLIASH

ece oo
GKGIGENKKV

GKGIGENKKE
GKGIGENKKK
GKGIGEGKKQ

N--HQEVVLTI
N--DQEVILI
ENQHHEVVLTI
HK-YSEVVLI

51

IEKIYKLEQQ
IEKIYKLESE
IDKVYKLEQK
YDKMEILKDE

EQQOEHYKTLL
QQKAHYKSLV
KDQDHYKALV
KEQKQFKKLL

—

*
101 +
VVALTDHITY
VVSLTDHIIF
MVALTDHILF
HIALTDHIAF

/

AYKRLKQHQOM
AYKRLKQNQV
AYKRIKQHQF
ATKRQOQOQGFD

RBD / CAT Doméne

ELGEDHVVQA VIESVNIINE
EIADDNVLQV IIDSLNEISN
EIADDNVLQT IIEAMDIITH
DYVDEKLVDI SNDVIYHISN

ITNPEFVIETK HLYSNAYNVA
ISNPEFVMETM QLYSDAYHIA
IKNPFLIETK QLYSESYQIA
MKNPFLMETQ SLYPEEYQIA

<
151 +

LDVHFPEDETI
LDVHFPEDETI
LDIEFPEDEI
AGLCLPEGEI

Y

GFIALHIASN
GFIALHIASN
GFIALHIASS
GFIALHIHSA

201

IDKQTIQYQR
VDKESLQYOR
IDTNSIQYOR
VNKESVNYLR

<

>

Y

FIRHIQFLIY
FIRHVQFLIR
FIRHIQFLIR
LIRHIRETIE

50
GMTVQEN-AS
GMALNDQTIT
GMELSDS-VM
DDVIEDK--G

100
SGLITDDKNL
TAMNVDSKQL
ADRTVVDKDL
RTNHSLNEHI

150
RKVIDKLNKT
KQVIDQLNAA
VSVIEHLNKL
KEVIDMINEK

PRD |

SEKLSIHDIS VINKLINKSI
TEDLSMHEMT LINNVIKKGI
KDDLSLHEVR LTNEIINKSI
LTNRPLSEVN QHSQLMAQLV

Y

RLTKGEYLEA QENFISMIKT
RLRRKEYIHA QDDEVSMIKN
RLOKGEIIQV NDEFGNMLKA
RIKKEEPTKE PEKLMLLLKN

251

KILKMIQREF
KILTMIQKQF
KIIKMMOOQHL
KLIKILOOTL

y

SVYVYEAEIV
DVNISESEITI
DVEVYEAELT
KKPVHEAEAV

200
TITIETDLQHS
DITESDLVTT
LIMEHDLKYK
EVIEDSFQMK

250
MYPRSENTAY
HYPICYNTAY
HYPLCYNIAV
EYPLCYNTAW

PRD Il

+ 289

YLTLHINHFE VQISSE~~~
YLTLHIHHFE ERINQS~~~
YLTLHINHFT QONEKNTNV
YLTLHLYRLT NKIS~~~~~

>

Abb. 3.16: Alignment von homologen Antiterminatoren mit ihren funktionellen Doménen.
Die horizontalen Pfeile geben die Abschnitte der Doménen in B. subtilis (Bsub) an. Grau
hinterlegt sind konservierte Regionen in den Doménen.
RBD/CAT: RNA-Bindungsdomine. Punkte kennzeichnen Aminoséuren (AS), die fiir die
Bindung an die RNA entscheidend sind. Schwarze Punkte kennzeichnen AS, die identisch
mit schon beschriebenen sind. Weille Punkte geben die Positionen weiterer AS an, die hier
nicht identisch mit den beschriebenen sind.
PRD I und PRD II: PTS-Regulationsdoménen. Vertikale Pfeile kennzeichnen charakte-
ristische, hoch konservierte AS in den PRDs. Pfeil mit Stern: fiir diese AS wurde die
Phosphorylierung in B. subtilis und S. carnosus (Scar) gezeigt.
(Sepi) S. epidermidis, (Saur) S. aureus, AS-code: siche Abkiirzungsverzeichnis (-,~) Platz-
halter: keine Base; Quellen der Sequenzen: wie unter Tab. 3.9 benannt.
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Zwei weitere konservierte Dominen, die sogenannten PRDs (PTS-regulation domain),
sind fiir die Regulation des PTS durch Phosphorylierung verantwortlich. Diese findet man
hiufig dupliziert (Stiilke et al., 1998). Die Pfeile iber PRD I und PRD II geben die
typischen konservierten Aminosduren dieser Doméinen an: Histidin an den Positionen 107
und 214 dieses Alignments, Arginin an Positionen 114 und 221 und Glutaminsdure an den
Positionen 159 und 268. Nicht in allen PRDs aber in sehr vielen, so auch hier, findet man
ein weiteres Histidin an Positionen 166 bzw. an Position 275 (Stiilke et al., 1998). Diese
charakteristischen Aminoséuren sind in allen verglichenen Sequenzen konserviert.

Sowohl fiir B. subtilis als auch fiir S. carnosus konnte die Phosphorylierung des Histidin an
Position 107 dieses Alignments in PRD I gezeigt werden (Bachem und Stiilke, 1998;
Knezevic et al., 2000). Auch dieses Histidin ist in den Sequenzen von S. epidermidis und

S. aureus vorhanden.

3.3 Expression der betroffenen Gene

Da nun der Bereich der Transposoninsertion im Genom bekannt war, sollte aufgrund von
RNA-Transkriptionsanalysen im Northern-Blot untersucht werden, welche Gene von der
Transposoninsertion beeinflusst sind. Es sollte bewiesen werden, welche Gene inaktiviert
sind und unter welchen Bedingungen diese transkribiert werden.

Zunichst musste der Zeitpunkt der Expression der Gene ermittelt werden. Aufgrund der
Homologien zu Proteinen des Glucosetransports wurde vermutet, dass glc7 und glcA auch
eine Funktion im Glucosetransport haben. Da die Proteine, die fiir den Transport
bestimmter Substrate bendtigt werden, auch durch diese induziert werden (Postma und
Lengeler, 1985; Lengeler et al.,, 1994) wurde angenommen, dass glcA als mdglicher
Glucosetransporter und glcT als sein moglicher Regulator zu Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase in glucosehaltigem Medium exprimiert werden. Um dies zu iiberpriifen,
wurde ein Blot verwendet, auf dem RNA aus Zellen von S. epidermidis 1457 aufgetragen
war, die in TSBJ-Medium mit 0,25 % (w/v) Glucose 3, 6, 10 und 14 Stunden gewachsen
waren (freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt von Frau Dr. S. Dobinsky). Dieser
wurde mit einer Sonde fiir glc4A (m20kr.7) hybridisiert (nicht abgebildet). Es wurde ein
Signal zwischen der 16S und der 23S RNA bei ungefihr 2,2 kb nur nach 3 und 6 Stunden,

also frith und mittel-exponentiell festgestellt.
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Aufgrund der vorangestellten Vermutung und dieser Beobachtung wurden die RNA-
Extraktionen fiir die nachfolgenden Experimente aus PYJ-Medium 3-4 Stunden nach

Induktion durch verschiedene Zucker durchgefiihrt.

3.3.1 Expression von glcT

Es wurde zunichst die Expression des Antiterminatorgens glcT untersucht. In dieses Gen
inserierte Tn9/7 in der Mutante M16. Da Antiterminatorproteine nur in geringer Menge in
der Zelle vorhanden sind, waren diverse Optimierungsversuche notwendig, um diese
Ergebnisse zu erzielen.

Die Expression von glcT wurde in PYQ supplementiert mit Glucose untersucht. Es wurde
ein schwaches Signal auf Hohe von ca. 2,3 kb detektiert. Dieses Signal ist im Wildtyp und
in der Kontrolltransposonmutante 1457-M11, aber nicht in der Mutante M16 zu finden
(Abb. 3.17 A).

Wenn der Antiterminator die Expression des EII-Gens glcA4 reguliert, konnte es sein, dass
er zeitlich vor dem EII-Gen exprimiert wird. Aus diesem Grund wurde zusdtzlich RNA aus
dem Wildtyp S. epidermidis 1457 und der Mutante M16 aus PYYJ mit Glucose, in 15
miniitigen Abstdnden unmittelbar nach Inokulation der Bakterien extrahiert. Auch hier ist
im Wildtyp S. epidermidis 1457 ein Signal auf Hohe von ca. 2,3 kb zu finden, das in der
Mutante M16 nicht gefunden wird. Es ist keine vermehrte Expression von glcT nach
Induktion mit Glucose iiber den beobachteten Zeitraum festzustellen (Abb. 3.17 B).

Mit einer anderen Oligonukleotid-Sonde (m16.12) und einer DNA-Sonde, die aus dem
vollstindigen Gen von glcT bestand, konnte mit PYY und Glucose auch ein Signal in
dieser Grof3e fiir den Wildtyp S. epidermidis 1457 gefunden werden (nicht abgebildet). Da
kein Transkript in der Mutante M16 in dieser GroBe zu finden war, sprechen diese
Ergebnisse zusammen dafiir, dass das detektierte Transkript spezifisch fiir glcT ist.

In der Mutante M16 bewirkt die Transposoninsertion den Verlust eines Transkripts, das
glcT beinhaltet, mit einer Grole von 2,3 kb. Mittels RT (Reverse-Transkription)-PCR
(2.19.2) konnte in mehreren Experimenten kein Signal mit Primern, die einen Bereich von
ORF2 und gleT umfassen (Abb. 3.12), gefunden werden. Da sich vor glcT ein rho-
unabhédngiger Terminator befindet, beinhaltet dieses Transkript vermutlich den nach-
folgenden ORF 3 (Abb. 3.12). Rein rechnerisch wiirde dies eine Grofe von 2,21 kb

ergeben.
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Zusammenfassend lassen die genannten Beobachtungen darauf schlieBen, dass ORF2, der
postulierte Natrium-Alanin Symporter, und glcT nicht co-transkribiert werden. Dies wird
insbesondere durch die Terminatorsequenz vor glcT gestiitzt.

Damit ist gezeigt, dass in der Mutante M16 ein Transkript von ca. 2,3 kb, welches das
vollstdndige glcT-Transkript und sehr wahrscheinlich ORF3 (Abb. 3.12) beinhaltet, nicht
mehr nachzuweisen ist. Der durch die Transposoninsertion hervorgerufene Phénotyp der

Mutante M16 resultiert damit aus dem Verlust der Genprodukte von glcT und

moglicherweise ORF3.
30° 45° 60
ATIKIRN A A A O
ISR SIS
PSS N ECNIRE
’ Y i
SR T
2,9 kb—| . 29kb—
- - il S
1,5 kb — 1,5 kb —
A ; _ B

Abb. 3.17: Nachweis der Transkription von g/cT in der Northern Blot Hybridisierung.

A RNA wurde extrahiert aus S. epidermidis 1457 und den Mutanten M16 und 1457-M11
(M11), nach Wachstum fiir 3-4 h in PYJJ mit 0,4 % (w/v) Glucose. Hybridisiert wurde mit
einer glcT spezifischen Sonde (m16r.4).

B RNA extrahiert aus S. epidermidis 1457 und der Mutante M16, die 30, 45 oder 60 min in

PYY mit 0,4 % (w/v) Glucose gewachsen waren, hybridisiert mit einer glcT spezifischen
Sonde (m16r.4).

Die Zahlen geben Lage und Grofe der 23S und 16S RNA an. Abbildungen der Auto-
radiographien sind in Originalgro3e wiedergegeben.

3.3.2 Expression von glcA

Von den Transkriptionsanalysen zu glc4 wurde die Kldarung mehrerer Fragestellungen
erwartet. Zum einen sollte gezeigt werden, welche Gene in der Mutante M20 von der

Transposoninsertion betroffen sind. Zum anderen sollte gezeigt werden, ob glcT tatsidchlich
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der aufgrund desselben Phéanotyps und der vorhandenen RAT-Sequenz vor glc4 vermutete
Transkriptionsregulator von glcA ist. Weiterhin sollte anhand der Transkription eine
Induktion des Transporters durch mogliche Substrate nachgewiesen werden.

Sowohl in PYY mit Glucose als auch mit GIcNAc findet sich in S. epidermidis 1457 und
in der Kontrollmutante 1457-M11 ein Transkript auf Héhe von 2,4 kb. Dieses ist weder in
der Mutante M20 noch in Mutante M 16 nachzuweisen (Abb. 3.18).

Ein Transkript in dieser Grofe konnte schon in den zu Beginn des Kapitels (3.3) genannten
Experimenten nachgewiesen werden. Auch mit einer DNA-Sonde, die einen ca. 1000 bp
langen Abschnitt des glcA-Gens beinhaltete, wurde in S. epidermidis 1457 ein solches
Transkript gefunden (nicht abgebildet). Da in dem hier gezeigten Experiment kein
Transkript in Mutante M20 in einer Grofle von 2,4 kb zu finden war, ist von einem

spezifischen Signal auszugehen.

Glc GIcNAc
A © O Ao © N
N NS N
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Abb. 3.18: Nachweis der Transkription von glcA4 in S. epidermidis 1457 und den Mutanten
M16, M20 und 1457-M11 (M11) in der Northern Blot Hybridisierung. RNA wurde
extrahiert aus Zellen, die 3-4 h in PYY mit 0,4 % (w/v) Glucose bzw. GIcNAc gewachsen
waren. Hybridisiert wurde mit einer glcA spezifischen Sonde (m20kr.7).

Die Zahlen geben Lage und GroBe der 23S und 16S RNA an. Abbildungen der
Autoradiographien sind in Originalgrof3e wiedergegeben.

Da das glcA-Gen eine Grofle von 2025 bp hat und die moglichen Promotoren mit einem
Abstand von ungefihr 300 bp 5’-aufwirts vor glcA liegen (Abb. 3.13), zeigt die GroBe des

Transkripts von 2,4 kb, dass glcA monocistronisch transkribiert wird. Es wird demnach
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nicht in einem Operon mit umliegenden Genen transkribiert. Dies passt zu der
Beobachtung, dass die umliegenden Gene von glc4 nicht in einem funktionellen
Zusammenhang dazu stehen (Abb. 3.10).

Da sich 5'-aufwirts vom glc4-Gen eine Terminatorsequenz befindet, wiirde die Trans-
kription an dieser abbrechen, so dass kein Transkript von glc4 erhalten wird. Die RAT-
Sequenz, welche die Terminationssequenz tliberlappt, gibt einen Hinweis darauf, dass die
Transkription durch Antitermination reguliert wird. Das bedeutet, dass eine Transkription
von glcA nur erfolgt, wenn ein intakter Antiterminator den Abbruch der Transkription
verhindert. Das Fehlen des Transkripts von glcA in der Mutante M16, in der der
Antiterminator GlcT inaktiviert ist, ist damit ein eindeutiger Beweis dafiir, dass GlcT die
Transkription von glcA reguliert. Das bestétigt die zuvor aufgrund des gleichen Phénotyps

und der vor glcA4 vorhandenen RAT-Sequenz getroffenen Vermutungen.

Die Spezifitit des Zuckertransporters glc4 sollte anhand von Northern-Blot-Analysen
untersucht werden. Da die EII-Gene in der Regel durch ihr Substrat von extern induziert
werden (Lengeler et al., 1994), wurde das Wachstum der Bakterien mit unterschiedlichen
Zuckern induziert (Abb. 3.19). Es wurde eine Erhohung der Transkriptmenge bei Zusatz
des spezifischen Zuckers im Vergleich zu PYJ erwartet. Es zeigte sich allerdings, dass die
Transkriptmenge in allen untersuchten Ansétzen gleich war. Bei Zusatz von 0,4 % (w/v)
Glucose, GIcNAc oder Fructose zu PYW wurde im Vergleich zu PYJ keine Steigerung
der Transkriptmenge beobachtet.

Offensichtlich wird glcA4 bereits in PYJ exprimiert und eine Erhohung der Zucker-
konzentration auf 0,4 % (w/v) verdndert die Transkriptmenge nicht.

Da keine Unterschiede in der Transkription mit unterschiedlichen Zuckern festzustellen
waren, konnte anhand dieser Versuche die Sperzifitit des Transporters fiir bestimmte

Zucker nicht ermittelt werden.
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Abb. 3.19: Nachweis der Induktion von glcA im Wildtyp S. epidermidis 1457 durch
unterschiedliche Zucker in der Northern-Blot-Hybridisierung. Die RNA wurde extrahiert
aus Zellen, die 3-4 h in PYY (PY) oder PYY mit 0,4 % (w/v) der entsprechenden Zucker
gewachsen waren. Hybridisiert wurde mit einer glcA spezifischen Sonde (m20kr.7).

Die Zahlen geben Lage und GroBe der 23S und 16S RNA an. Die Abbildung der
Autoradiographie ist in Originalgréf3e wiedergegeben.

Es konnten keine Northern-Blot-Analyse fir RNA aus Zellen, die mit PYY und
Glucosamin gewachsen waren, durchgefiihrt werden. Die extrahierte RNA schien
modifiziert zu sein und zeigte ein verdndertes Laufverhalten im Agarose-Formaldehydgel.
Eine Vielzahl unterschiedlicher Extraktionsmethoden wurden getestet, wie z.B. zusétzliche
Lithium-Chlorid und Phenol Fallungen, sowie DNAse Verdau, allerdings ohne Erfolg.
Diese Zellen akkumulierten in Fliissigkultur dermaflen stark, dass das Medium nahezu klar
war und nur wenige sehr grofle Zellaggregate zu sehen waren. Auch eine Behandlung der
Zellen mit Ultraschall nach der ersten Zentrifugation fiihrte nur zu einer kurzzeitigen

reversiblen Trennung der Zellen, was keinerlei Einflu3 auf die Qualitit der RNA hatte.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass der durch die Transposoninsertion
hervorgerufene Phénotyp von Mutante M20 durch die Inaktivierung von glc4 verursacht
wird. Das Gen wird monocistronisch transkribiert und wird schon in PY{J exprimiert. Die
Inaktivierung von glcT in Mutante M 16 fiihrte ebenfalls zu einem Verlust des Transkripts

von glcA, was beweist, dass GIcT die Transkription von glcA4 reguliert.
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3.3.3 Expression von icaADBC

Die Mutanten M16 und M20 wiesen im Vergleich zum Wildtyp mit Glucosamin und
GlcNAc eine verminderte PIA-Expression auf (Abb. 3.4, Abb. 3.5). Da die Gene, die fiir
die PIA-Bildung essentiell sind, im icaADBC-Genort organisiert sind, sollte festgestellt
werden, ob die Inaktivierung der beiden PTS-Gene die Transkription des ica-Genortes
beeinflusst.

Dazu wurde RNA aus Bakterien extrahiert, die unter denselben Bedingungen angezogen
waren, bei denen die Inaktivierung von glcA und glcT gezeigt wurde. Hybridisiert wurde
mit einer icaC spezifischen Sonde (Abb. 3.20). Ein gleich starkes Signal ist auf der Hohe
von 3,6 kb fiir S. epidermidis 1457 und die Mutanten M16 und M20 zu detektieren. Dieses
entspricht der GroBe des icadDBC-Operons. In Mutante 1457-M11, in der das ica-Operon
durch Transposoninsertion inaktiviert ist, ist kein Transkript auf dieser Hohe festzustellen.
Dies bedeutet, dass zum untersuchten Zeitpunkt, zu dem kein Transkript von glcT bzw.
glcA in den Mutanten M16 und M20 zu detektieren war (Abb. 3.17, Abb. 3.18), dies ohne
Einfluss auf die Transkription des icad DBC-Operons bleibt.

Auch hier konnte leider keine RNA aus PYJ mit Glucosamin gewonnen werden.

Glc PYY GlcNAc

Abb. 3.20: Nachweis eines icaADBC spezifischen Transkripts aus S. epidermidis 1457 und
den Mutanten M16, M20 und 1457-M11 (M11) in der Northern-Blot-Hybridisierung. RNA
wurde extrahiert aus Zellen, die 3-4 h in PYY oder PYY mit 0,4 % (w/v) der angegebenen
Zucker gewachsen waren. Hybridisiert wurde mit einer icaADBC spezifischen Sonde
(icaC).

Die Zahlen geben Lage und GroBe der 23S und 16S RNA an. Abbildungen der
Autoradiographien sind in Originalgréf3e wiedergegeben.
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3.4 Transportstudien

Die Sequenzierung der Transposoninsertionsregionen und die Northern-Blot-Analyse
hatten ergeben, dass in den Mutanten M16 und M20 zwei Gene, die Homologien zu Genen
des PTS haben, inaktiviert sind. In Mutante M20 ist dies ein fiir den spezifischen Transport
des Zuckers verantwortliches EII-Protein GIcA, in Mutante M16 ist dies ein glcA
regulierender Antiterminator GIcT.

In den folgenden Experimenten sollte die Funktion der beiden Gene im Zuckertransport
experimentell belegt werden. Weiterhin sollte festgestellt werden, fiir welche Substrate der
Transporter spezifisch ist. Aus diesem Grund wurden Transportstudien mit radioaktiv
markierten Zuckern durchgefiihrt. Dabei wurde die Aufnahme der Zucker in ganze Zellen
bestimmt, was innerhalb eines kurzen Zeitraumes geschah, um die Metabolisierung der
Zucker zu vermeiden. Da die Northern-Blot-Analyse ergeben hatte, dass nach 3-4 Stunden
der Transporter exprimiert wird (Abb. 3.18), wurden die Zellen auch fiir diese Experimente
aus PYJ-Medium 3-4 h nach Induktion mit dem entsprechenden Zucker gewonnen. Die
Transportraten werden angegeben in nmol Zucker pro Milligramm zelluldres Protein pro
Minute. Mittels Hitzeinaktivierung von Kontrollzellen wurde ausgeschlossen, dass die
Zucker von auB3erhalb an den Zellen haften.

1 . . .
1°“_Genen und deren Antiterminatoren wurde eine

Aufgrund der Homologien zu EI
Funktion von glc4 und glcT im Glucosetransport vermutet. Die Mutanten M16 und M20
besalen im Vergleich zum Wildtyp S. epidermidis 1457 eine deutlich verminderte
Aufnahmerate fiir Glucose (Abb. 3.21 A). Die Kontrollmutante 1457-M11 zeigt die gleiche
Aufnahme wie der Wildtyp. Die Transportrate von S. epidermidis 1457 betrug
16,72 nmol mg™' min™'. Die Raten der Mutanten M16 und M20 waren mit 1,5 nmol mg™
min” um den Faktor 11 geringer (Tab. 3.10). Dies bestitigt die Vermutung, dass glc4 und
glcT in den Glucosetransport involviert sind.

Da S. epidermidis 1457 mit Glucosamin und GIcNAc ein mukoiden Phénotyp exprimierte,
wurden diese beiden Zucker ebenfalls untersucht.

In Gegenwart von Glucosamin, wenn die Mutanten M16 und M20 auch mukoid sind,
zeigten sie wie mit Glucose eine deutliche verminderte Aufnahme im Vergleich zum

Wildtyp (Abb. 3.21 B). Die Transportrate des Wildtyps war 3,39 nmol mg"' min™, die

Transportraten der Mutanten M16 und M20 waren 0,5 nmol mg' min”'. Die Raten der
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Mutanten sind damit signifikant um den Faktor 6 vermindert (Tab. 3.10). Die Kontroll-

mutante 1457-M11 zeigte Transportraten dhnlich denen des Wildtyps.
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Abb. 3.21: Transport unterschiedlicher Zucker in Abhéngigkeit von der Zeit durch
S. epidermidis 1457 und die Mutanten M16, M20 und 1457-M11. Angegeben sind die
Mittelwerte aus mind. 3 Versuchen mit 2 parallelen Ansitzen. Transport von (A) Glucose,
(B) Glucosamin, (C) GIcNAc und von (D) Fructose. Zu beachten ist die abweichende

Skalierung in A.

Tab. 3.10: Transportraten unterschiedlicher Zucker von S. epidermidis 1457

und Mutanten, [nmol mg™' min™']

Zucker 1457 Mi16 M20 1457-M11
Glc 16,72 1,53 1,51 15,67
GlcN 3,39 0,53 0,52 3,36
GlcNAc 0,63 0,28 0,28 0,64
Fru 1,67 2,19 2,42 1,48
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Mit GIcNAc waren die beiden Mutanten M16 und M20 mukoid-negativ, deshalb wurden
fiir diesen Zucker ebenfalls signifikant verringerte Transportraten fiir diese Mutanten
erwartet. Erstaunlicherweise transportierte der Wildtyp GlcNAc im Vergleich zu den
anderen Zuckern mit geringer Rate. Die beiden Mutanten M16 und M20 transportieren
geringfiigig weniger GIcNAc als der Wildtyp (Abb. 3.21 C). Die Transportrate fiir den
Wildtyp und die Kontrollmutante 1457-M11 betrug 0,6 nmol mg" min™, die Raten der
Mutanten M16 und M20 waren mit 0,28 nmol mg™' min™' um ungefihr die Halfte geringer
(Tab. 3.10). Dies kann allerdings nicht als signifikant gelten, da die Fehlerabweichungen
bei diesen niedrigen Werten sehr hoch sind.

Fructose wird in der Regel von Ell-Proteinen der Mannitol-Fructose Familie, einer anderen
Familie als der EII““-Familie, transportiert (Postma et al.,, 1993). In gram-positiven
Organismen wurde der Transport von Fructose iiber Enzyme II dieser Familie vor allem in
Laktobazillen gezeigt (Saier et al., 1996; Taranto et al., 1999; Chaillou et al., 2001). Aus
diesem Grund sollte der Transport von Fructose als Negativ-Kontrolle bestimmt werden.
Es sollte ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Unterschiede auf andere Trans-
portdefekte zuriickzufiihren sind.

In allen untersuchten Stimmen waren die Transportraten fiir Fructose dhnlich (Abb. 3.21
D). Die Transportrate des Wildtyps betrug 1,67 nmol mg" min™. In den Mutanten M16
und M20 waren sie mit 2,19 und 2,42 nmol mg"' min™' sogar etwas erhdht im Vergleich
zum Wildtyp (Tab. 3.10). Dies zeigt, dass die verminderten Transportraten der anderen
Zucker durch spezifische Inaktivierung von glcA und dem dazugehdrigen Antiterminator
glcT verursacht sind. Die Mutante 1457-M11 zeigte in etwa die gleichen Transportraten fiir
die untersuchten Zucker wie der Wildtyp.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die beiden phénotypisch gleichen
Mutanten M16 und M20 auch gleiche Transportraten aufweisen. Dieses beweist, dass das
inaktivierte GlcA Protein und der zugehorigen Antiterminator die vermutete Funktion im
Zuckertransport haben. Da beide Mutanten nahezu identische Werte aufweisen ist dies ein
weiteres Indiz dafiir, dass GIcT tatsdchlich der Antiterminator von glc4 ist und die
phénotypischen Unterschiede in beiden Mutanten auf den Verlust des Zuckertransport-
proteins GIcA zurlickzufithren sind. GIcT und GIcA sind damit involviert in den
spezifischen Transport von Glucose und Glucosamin. Fiir den spezifischen Transport von

GlcNAc kann anhand dieser Daten keine Aussage getroffen werden.
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3.5 Wachstum mit GlcNAc

Die Transportversuche hatten gezeigt, dass der Wildtyp S. epidermidis 1457 im Vergleich
zu den anderen Zuckern nur geringe Mengen GIcNAc transportiert. Dieses ist erstaunlich,
da mit diesem Zucker einen mukoider Phinotyp mit vermehrter PIA-Produktion exprimiert
wird. Aus diesem Grund sollte das Wachstum von S. epidermidis 1457 mit GlIcNAc néher

untersucht werden.

3.5.1 Siaurebildung auf Purple-Agar

Auf Purple-Agar, der den Sédureindikator Bromkresolpurpur enthélt, wurde das Wachstum
mit 1 % (w/v) GlcNAc bis zu 48 h ermittelt. Bei keinem der Stimme konnte ein
Farbumschlag, der auf Sdureproduktion schlieBen lésst, festgestellt werden (Tab. 3.11).
Mit Glucose war in diesem Test bei allen untersuchten Stimmen Siurebildung schon nach
24 h festzustellen. Mit Glucosamin zeigte nach 24 h keiner der Stimme Saurebildung.
Wihrend S. epidermidis 1457 und Mutante 1457-M11 nach 48 h Séure bildeten, konnte
dies bei den Mutanten M16 und M20 nicht nachgewiesen werden. Fiir diese hatten die
Transportstudien gezeigt, dass sie im Vergleich zum Wildtyp eine verringerte

Transportrate von Glucosamin haben, was hier offensichtlich eine geringere Siurebildung

zur Folge hat.
Tab. 3.11: Sdurebildung auf Purple-Agar
24h /48 h

Stamm Glc GleN  GIleNAc
1457 +/+ -/+ -/ -
M16 +/+ -/ - -/ -
M20 +/+ -/- -/ -
1457-M11 +/+ -/+ -/ -

(+) Saurebildung, angezeigt durch Gelbfarbung
(-) keine Saurebildung, keine Gelbfarbung

3.5.2 ID 32 Staph System zur Identifizierung von Staphylokokken

Im Staphylokokken Identifikationssystem ID 32 Staph (API, bioMerieux) wird Wachstum
mit GIcNAc unter aeroben Bedingungen durch Sdureproduktion nachgewiesen.

S. epidermidis 1457 zeigte hier ein negatives Testergebnis (Tab. 3.12 grau hinterlegt). Die
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Mutanten M 16 und M20 haben im ID 32 - Staph dieselben Testergebnisse wie der Wildtyp
S. epidermidis 1457, mit einer Ausnahme: die Mutante M16 zeigt im Gegensatz zum

Wildtyp auch mit Turanose ein negatives Testergebnis.

Tab. 3.12: Ergebnisse ID 32 Staph (bioMérieux)

Test / Substrat 1457 M16 M20
UREase + + +
ArgininDiHydrolase + + +

OrnithinDeCarboxylase - - -
ESCulin (Hydrolyse) - - -
GLUcose + + +
FRUctose + + +
MaNosE - - -
MALtose + + +
LACtose - - -
TREhalose - - -
MANNit - - -
RAFfinose - - -
RIBose - - -
CELlobiose - - -
NITrat (Reduktion) + + +
Acetoinproduktion + + +
BGALactosidase - - -
Arginin Arylamidase - - -
ALk. Phosphatase + + +
Pyrrolidonyl Arylamidase - - -
NOVObiocin (Resistenz) - - R
SACcharose (Saurebildung) + + +
N-Acetyl-Glucosamin (Saurebildung) - - -
TURanose (Saurebildung) + - +
ARAbinose (Sdurebildung) - - -
3 GlucURonidase - - -

(+) positive Reaktion (-) negative Reaktion

3.5.3 Wachstumskurven

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass S. epidermidis 1457 nicht in der Lage ist aus
GlcNAc Siure zu bilden, wohingegen er dies aus Glucose kann. Das Wachstum von

S. epidermidis 1457 in PYQJ mit GlcNAc wurde nun anhand der Optischen Dichte in
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statischer Kultur untersucht. Es wurde mit dem Wachstum in PYJ ohne Zuckerzusatz und

in PYY mit Glucose verglichen (Abb. 3.22).

Es sind nur die Wachstumskurven von S. epidermidis 1457 dargestellt, da die Kurven der
Mutanten M16 und M20 jeweils nur einen geringfiigigen nicht signifikant verringerten
Kurvenverlauf im Vergleich zum Wildtyp zeigten. Eine Wachstumskurve mit Glucosamin
konnte nicht dargestellt werden, da die Messung der Optischen Dichte aufgrund von

duBerst starkem Verklumpen der Zellen nicht moglich war.
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Abb. 3.22: Wachstum von S. epidermidis 1457 in PYQY (PY) und in PYY mit Zusatz der
angegebenen Zucker mittels ODs7g in Abhédngigkeit von der Zeit

Das Wachstum in PYYJ mit Glucose fiihrte zu einem starken Anstieg der Optischen Dichte
bis zu einem Endwert von ca. 8. Verglichen dazu verlief die Kurve von PYXJ ohne
Zuckerzusatz deutlich flacher und endete schon bei einer ODs75 von ca. 1,8. Das Wachs-
tum mit PYY und 0,4 % (w/v) GlcNAc dagegen fithrte zu keiner signifikanten
Verdnderung der Optischen Dichte verglichen zu PYY. Die Wachstumskurven von PYY
und PYY mit 0,4 % (w/v) GlcNAc waren nahezu identisch. Dies zeigt, dass, wie erwartet,

Glucose zum Wachstum genutzt werden kann, wéhrend in den Ansdtzen mit GlcNAc
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offensichtlich nur die Bestandteile aus PYY verwertet werden konnen. Die zusétzliche
Zugabe von GlcNAc bleibt ohne Einfluss auf das Wachstum.

In den Ansdtzen mit 0,4 % (w/v) GlcNAc konnte man eine Verklumpung der Zellen nach
ca. 8 h beobachten, dann mussten die Zellen einmal 30 sec. mit Ultraschall behandelt
werden, um die ODs7g bestimmen zu kénnen.

Um einen Hemmeffekt durch GlcNAc auszuschlieBen, der von Cramton et al. (2001b) in
S. epidermidis RP62A mit GIcNAc-Konzentrationen von 0,25 % (w/v) beobachtet wurde,
wurde das Wachstum zusétzlich mit 0,1 % (w/v) GIcNAc getestet. Der Kurvenverlauf stieg
leicht an, was auf eine geringe Hemmung hindeuten konnte. Eine signifikante Verdnderung

im Vergleich zu PYJ konnte allerdings nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse darauf schliefen, dass S. epidermidis 1457
GlcNAc nicht im Energiestoffwechsel verwerten kann. Erstaunlicherweise fiihrt dieser
Zucker trotzdem zur Expression eines mukoiden Phédnotyps mit vermehrter PIA-

Produktion.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den mukoiden Phédnotyp von S. epidermidis 1457 ndher zu
charakterisieren und den genetischen Hintergrund der mukoid-negativen Mutanten M16
und M20 zu ermitteln.

Es konnte gezeigt werden, dass ein mukoider Phénotyp am besten auf PYUJ-Agar, der mit
Glucosamin oder GIcNAc supplementiert war, exprimiert wird. Die Mutanten M16 und
M20 waren mukoid-negativ auf PYJJ-Agar mit GIcNAc, sie sind jedoch weiterhin mukoid
auf PYJ-Agar mit Glucosamin. Die Biofilmbildung der Mutanten war mit PYY und
GIcNAc deutlich vermindert. Ein mukoider Phédnotyp konnte nur von S. epidermidis
Stimmen mit einem intakten icaADBC Genort gebildet werden. Dieser Genort ist fiir die
Synthese des interzelluldren Polysaccharid Adhésins PIA verantwortlich. Die Quanti-
fizierung von PIA unter Bedingungen, die den mukoiden Phénotyp induzieren, ergab eine
Korrelation des mukoiden Phéanotyps mit der Expression sehr gro3er Mengen von PIA.

Die genetische Analyse der Transposoninsertionsstellen der Mutanten M16 und M20
offenbarte die Inaktivierung zweier Gene des bakteriellen Zuckertransportsystems PTS. In
der Mutante M20 wurde ein EII-Glucose-Transporter und in der Mutante M16 ein die
Transkription dieses Transporters regulierender Antiterminator inaktiviert. Fiir diese Gene
konnte eine Funktion im spezifischen Transport von Glucose und Glucosamin bewiesen
werden. Eine Funktion im spezifischen Transport von GIcNAc konnte dagegen nicht
eindeutig gezeigt werden. Allerdings wurde GIcNAc nur in sehr geringen Mengen in den
Wildtyp transportiert und kann nicht im Energiestoffwechsel verwertet werden. Dies ist
auflerst erstaunlich, da S. epidermidis 1457 mit GlcNAc einen mukoiden Phénotyp bildet,

der mit der Expression groer Mengen PIA korreliert.

4.1 Korrelation des mukoiden Phéinotyps mit Expression grofler Mengen PIA

Ein mukoider Phinotyp von S. epidermidis 1457 konnte nur auf PYQ mit Zusatz der
Aminozucker Glucosamin oder GIcNAc exprimiert werden. Am besten war dies bei
Konzentrationen von 0,4 % (w/v) zu sehen. Mit dieser Konzentration war schon im
Vorfeld gearbeitet worden (Krokotsch, 1998; Nedelmann, 1997).

Der mukoide Phinotyp von Pseudomonas aeruginosa wird durch Alginat-Uberproduktion

verursacht, dem von Pseudomonaden gebildete Exopolysaccharid (Boucher et al., 1997).
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Mukoide Stamme von S. aureus sind ebenfalls gekennzeichnet durch ein Exopolysaccharid
(EPS) in Form einer Kapsel (Lee und Lee, 2000). Skandinavischer Sauermilch werden
mukoide Stdmme von Lactococcus lactis als Starterkulturen zugesetzt, um durch die von
ihnen gebildeten Polysaccharide die Konsistenz dieser Produkte zu beeinflussen (Cerning,
1990).

Demnach ist ein mukoider Phanotyp haufig mit der Produktion von Exopolysacchariden
verbunden. Der mukoide Phinotyp von S. epidermidis 1457 wurde untersucht, um neue
Erkenntnisse zur Zusammensetzung der Glykokalyx zu gewinnen. Da bekannt war, dass
S. epidermidis 1457 als EPS PIA bildet, wurde zunéchst iiberpriift, ob es einen Zusammen-
hang mit diesem gibt. Die Experimente offenbarten, dass der mukoide Phinotyp, der auf
der Agarplatte beobachtet wurde, tatséchlich mit der Bildung sehr groer Mengen von PIA
korreliert war (Abb. 3.4). Auch die PIA-Quantifizierung von Zellen, die unter den gleichen
Bedingungen in statischer Fliissigkultur angezogen worden waren, zeigte eine vermehrte
PIA-Menge mit den Aminozuckern Glucosamin und GIcNAc (Abb. 3.5).

Dass es sich bei der mukoiden Substanz tatsdchlich um PIA handelt, wird durch die
Tatsache unterstiitzt, dass nur S. epidermidis Stimme einen mukoiden Phénotyp
exprimieren konnen, die einen fiir die PIA-Synthese verantwortlichen intakten icaADBC
Genort haben. Die mitgefiihrte Transposonmutante 1457-M11 von S. epidermidis 1457, bei
der das icaADBC Operon inaktiviert war, konnte keinen mukoiden Phénotyp exprimieren
(Tab. 3.5).

Damit konnte die anfdngliche Annahme, dass die Expression des mukoiden Phénotyps ein
von der Biofilmbildung abgekoppelter Mechanismus ist (Nedelmann, 1997), nicht bestétigt
werden. Zwar wird der mukoid-negative Phanotyp durch Transposoninsertionen in Genorte
verursacht, die bisher noch nicht in Zusammenhang mit der Biofilmbildung gebracht
wurden. Allerdings ist das {iberexprimierte PIA ein Faktor, der in der akkumulativen Phase
der Biofilmbildung essentiell ist. Unter Bedingungen, die den mukoiden Phinotyp
induzieren, wurde eine leicht vermehrte Biofilmbildung im Vergleich zu den nicht mukoid-
induzierenden Bedingungen gemessen (Tab.3.7). Ebenso wurde unter Biofilmtestbe-
dingungen eine stark vermehrte PIA-Bildung festgestellt (Abb. 3.5). Das zeigt, dass die
vermehrte PIA-Bildung unter Bedingungen, die den mukoiden Phénotyp induzieren, auch
mit einer vermehrten Biofilmbildung einher geht. Deshalb lassen sich Biofilmbildung und

Expression eines mukoiden Phénotyps nicht voneinander trennen.
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Das ,schleimige® Aussehen eines mukoiden Phéanotyps wird hauptsdchlich durch
Einlagerung grofler Mengen von bis zu 97 % Wasser in die EPS-Substanz verursacht
(Zhang et al., 1998). Ein mukoider Phinotyp von S. epidermidis wurde durch Zugabe der
beiden Aminozucker Glucosamin und GlcNAc, die beide Hauptbestandteile von PIA sind
(Mack, 1996a), induziert. Des Weiteren konnte der Phianotyp durch peptonhaltige Medien
oder durch Zugabe von Glucosamin und Aminoséduren induziert werden (3.1.1.1-3.1.1.3).
Wie oben dargelegt, ist die Bildung eines mukoiden Phidnotyps hiufig mit der Produktion
von EPS gekoppelt. Die Induktion des mukoiden Phianotyps beeinflusst damit auch immer
die Produktion von EPS. Verschiedene Faktoren sind bekannt, die dies beeinflussen. So
hingt die Menge der EPS-Synthese von der Verfiigbarkeit bestimmter Zucker innerhalb
und aufBerhalb der Zellen, von der Verfiigbarkeit von anderen Kohlenstoff- und Stick-
stoffquellen oder weiteren Néhrstoffen ab (Sutherland, 2001). Eine Untersuchung der EPS-
Produktion von Lactobacillus delbrueckii in chemisch definierten Medium ergab, dass
anaerobe Bedingungen, ein kontrollierter pH-Wert von 6.0, eine Temperatur von 42°C und
die Zugabe von Calcium-Chlorid, Adenin, Xanthin oder Uronsdure sich positiv auf die
EPS-Synthese auswirkten (Petry et al., 2000). Fiir Lactococcus lactis untersuchte man
gezielt die Regulation der EPS-Produktion durch die Zuckerquelle und verglich EPS-
Produktion aus Glucose mit Fructose. Dabei stellte sich heraus, dass Glucose die
bevorzugte Zuckerquelle war (Looijestijn et al., 1999).

Fiir S. epidermidis forderten anaerobe Bedingungen (Cramton et al., 2001a) oder Eisen-
limitierung im Medium (Deighton und Borland, 1993) die Schleim-, bzw. PIA-Bildung.
Auch die Faktoren, die in dieser Arbeit nachweislich den mukoiden Phianotyp und damit
die EPS-Bildung beeinflussen, sind Umweltfaktoren. Offensichtlich sind die beiden
Aminozucker Glucosamin und GIcNAc gute Substrate fiir die Synthese von PIA. Diese
Beobachtung machten auch Cramton et al. (2001b). Ein mukoider Phénotyp konnte nur auf
Medien, die Pepton und damit groBe Mengen Aminosduren enthielten, induziert werden
(Tab. 3.1). Durch Zugabe von Aminosduren und Glucosamin zu Medium, das den
mukoiden Phinotyp nicht induziert, wurde ebenfalls ein mukoider Phanotyp beobachtet
(Tab. 3.4, Abb. 3.3). Damit scheinen Aminosduren ebenfalls ein gutes Substrat fiir die
Bildung von PIA zu sein. Moglicherweise kommt es deshalb bei der Bildung des mukoiden
Phénotyps auf die Aminogruppe und damit auf die verfiigbare Stickstoffmenge an.

Offensichtlich wird die PIA-Bildung durch groBe Mengen Stickstoff begiinstigt.
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Fir den mit Aminosduren induzierten mukoiden Phénotyp (Abb. 3.3) wurde eine
Korrelation mit PIA nicht gezeigt, sie kann jedoch aufgrund der phénotypischen
Gemeinsamkeiten vermutet werden. Der experimentelle Nachweis von PIA bei den
mukoiden Zellen, die auf PYY mit Glucosamin oder GlcNAc gewachsen waren, erfolgte
mit Hilfe eines immunologischen Tests. In diesem Koagglutinationstest wurde ein gegen
gereinigtes PIA gerichtetes Kaninchenantiserum eingesetzt. Fiir die Reaktivitdt mit dem
Antiserum ist die B-anomerische Form und die Acetylierung der Zucker von PIA
notwendig (Mack et al., 1996a). Da nicht bekannt ist, ob weitere Doméinen von PIA als
Antikorperbindungsstelle fungieren, konnte sich das ,,mukoide PIA* strukturell von dem
von Mack et al. (1996a) beschriebenen PIA unterscheiden. Dieser Schluss liegt nahe, da
zur Verfiigung stehende Substrate die Zusammensetzung der EPS beeinflussen
(Sutherland, 2001). Auch fiir Lactococcus lactis wurde eine Variation der EPS-
Zusammensetzung in Abhingigkeit von der Zuckerquelle beobachtet. Die Komponenten
der EPS blieben hier zwar gleich, aber die relative Menge der einzelnen Monosacharide
anderte sich in Abhingigkeit von den Zuckern im Medium (Petry et al., 2000). Deshalb
konnte PIA von Zellen, die mit Glucosamin und GIcNAc oder den Aminosiuren als
Substrat gewachsen waren, modifiziert sein. Diese Frage konnte nur durch eine

Strukturanalyse des ,,mukoiden PIA* geklirt werden.

4.2 GlcA, ein EII®“-Transporter und Zucker-spezifisches Element des PTS

Durch eine genetische Analyse der Mutanten M16 und M20 konnte gezeigt werden, dass
zwei unterschiedliche Gene des Phosphoenolpyruvat: Zucker Phosphotransferase Systems

(PTS) inaktiviert wurden. Es handelt sich dabei um einen EI°*

-Transporter glcA und den
diesen regulierenden Antiterminator g/cT. Dies bestétigt die Kartierungen und eine erste
Ansequenzierung der Insertionsstelle, die vor Beginn dieser Arbeit gezeigt hatten, dass die
Transposoninsertionen in von icaADBC unabhingigen Genorten lagen (Knobloch, 2000;

Rohde, 2001).

Das Phosphoenolpyruvat: Zucker Phosphotransferase System (PTS)

Das PTS ist ein in Eubakterien weit verbreitetes System zum Transport einer Vielzahl von
Zuckern in die Bakterienzelle, wobei sie Phosphoenolpyruvat (PEP) abhidngig phos-
phoryliert werden. Das PTS hat aber auch eine Bedeutung in der Signaltransduktion (Lee
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et al., 2000) und Chemotaxis von Bakterien (Lux et al., 1999), ebenso im Stickstoffmeta-
bolismus sowie in der Regulation einer Vielzahl metabolischer Stoffwechselwege (Stiilke
und Hillen, 2000). Es besteht in der Regel aus drei charakteristischen Komponenten:
Enzym I (EI) katalysiert die Dephosphorylierung von PEP zu Pyruvat und {ibertragt dabei
das Phosphat auf das zweite charakteristische Histidin-haltige Protein (HPr). Von HPr wird
das Phosphat iiber die dritte, den Zucker transportierende Komponente, Enzym II (EII), auf
den Zucker libertragen (Abb. 4.1). EI und HPr werden auch die allgemeinen Proteine des
PTS genannt. Sie sind 16sliche Enzyme, die im Cytoplasma der Zellen lokalisiert sind. EII-
Proteine sind dagegen die spezifischen Komponenten des PTS. Sie sind membranstindig
und auf den Transport bestimmter Zucker spezialisiert. So gibt es pro Zelle eine Vielzahl
unterschiedlicher, auf den Transport bestimmter Zucker spezialisierte EII-Proteine (Postma

etal., 1993).

extrazellular Cytoplasma
HPr-(P)
Substrat @ PEP
HPr ~ Pyruvat
Substrat- @
Membran I » Stoffwechsel

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Funktionsweise und Phosphorylierungen des PTS
(Postma und Lengeler, 1985)

4.2.1 Enzyme II (EII)

Das hier gefundene Gen glcA codiert fiir ein typisches Enzym II. Diese bestehen aus drei
charakteristischen Doménen: EIIA ist eine hydrophile Doméne aus ca. 100 Aminosduren
mit einem konservierten Histidin, das von HPr-P phosphoryliert wird. EIIB ist ebenfalls

eine hydrophile Doméne aus ca. 100 Aminosduren mit einem konservierten Cystein, das
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von der EIIA-Domine phosphoryliert wird und hdufig mit der dritten Doméne EIIC
verbunden ist. EIIC ist der membranstindige Bereich mit ca. 350 Aminoséuren, die 6-8
potentielle Transmembranhelices und eine grofe hydrophile Schleife ausbilden koénnen
(Lengeler et al., 1994). Uber diese Domine erfolgt der Transport der Zucker und die
Phosphorylierung derselben. Die drei Doménen konnen frei oder iiber bestimmte ,,/inker
miteinander verbunden sein. So steht in E. coli die Doméne EIIA alleine und wurde aus
historischen Griinden crr genannt. Die beiden anderen Domédnen sind miteinander
verbunden und als EIICB durch das Gen ptsG codiert (Erni und Zanolari, 1986; Buhr et al.
1994). In dem hier gefundenen Gen gicA4 in S. epidermidis sind diese 3 Doménen in der
Anordnung EIICBA miteinander verbunden. Dieses entspricht der Anordnung in den
homologen Genen glc4 und glcB in S. carnosus (Christiansen und Hengstenberg, 1996)
sowie ptsG in B. subtilis (Zagorec und Postma, 1992). Die charakteristischen Phosphory-
lierungsstellen in glcA4 sind ebenso wie in S. carnosus vorhanden. Des Weiteren bestehen
hohe Ubereinstimmungen zu den strukturgebenden Sequenzen, die zum Modell der von
Christiansen und Hengstenberg (1999) beschriebenen EIIC Domine von S. carnosus

fithren.

4.2.2 Substratspezifitit

Aufgrund ihrer Substrate werden Enzyme II in unterschiedliche Familien eingeteilt, wobei
diese strukturelle Gemeinsamkeiten haben. Es gibt vier beschriebene Familien: die
Glucose-Saccharose-, die Mannitol-Fructose-, die Laktose-Cellobiose- und die Mannose-
Familie. Diese sind jeweils benannt nach ihrem Hauptsubstrat, welches das PTS induziert.
Sie sind aber auch in der Lage, noch andere Zucker zu transportieren (Lengeler et al.,

1994).

Transport von Glucose und Glucosamin

Das EII-Gen gicA in S. epidermidis hat hohe Homologien zu Genen, die fiir EII-Proteine
der Glucose-Saccharose-Familie codieren (Tab. 3.8). Transportstudien mit radioaktiv
markierten Zuckern zeigten, dass glc4 und glcT in den spezifischen Transport von Glucose
und Glucosamin involviert sind (3.4). Da diese Zucker typische Substrate der Glucose-
Saccharose-Familie sind (Postma et al., 1993), bestétigt sich die aufgrund der Homologie-
suchen vermutete Einordnung von glc4 in diese Familie.

Fiir die homologen Transporter GlcA und GlcB in S. carnosus wurde gezeigt, dass Glucose

ein Substrat ist, wihrend Glucosamin nicht getestet wurde (Christiansen und Hengsten-
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berg, 1999). Fiir PtsG von B. subtilis ist Glucose ebenfalls ein Substrat (Gonzy-Treboul et
al., 1991), wiéhrend es fiir Glucosamin ein spezifisches PTS zu geben scheint. Dies wird
angenommen, da eine ptsG-Mutation das Wachstum mit Glucosamin nicht beeinflusst
(Reizer et al., 1999). Aufgrund von Homologien wurde ein Gen gamP in B. subtilis
gefunden, das in einem Gencluster zusammen mit anderen Enzymen fiir den Katabolismus
von Glucosamin lokalisiert ist und fiir den spezifischen Transport von Glucosamin

verantwortlich zu sein scheint (Reizer et al., 1999).

Transport von GlcNAc

Da sich die Mutanten M16 und M20 in der Auspragung des mukoiden Phénotyps nur mit
GlcNAc vom Wildtyp unterschieden, wurde erwartet, dass glc4 und glcT auch in den
Transport von GIcNAc involviert sind. Erstaunlicherweise wurde aber nur ein schwacher
Transport von GIcNAc in die Wildtypzelle ermittelt. Die Mutanten M16 und M20
transportierten scheinbar noch weniger GIcNAc in die Zelle, allerdings kann dies bei den
niedrigen Werten nicht mehr als signifikant gelten (3.4). Es kann deshalb keine Aussage
dariiber getroffen werden, ob GIcNAc aktiv als spezifisches Substrat iiber den inaktivierten
Transporter GIcA transportiert wird oder nicht.

Christiansen und Hengstenberg (1999) halten GlcNAc nicht fiir ein Substrat von den
homologen Enzymen GIcA und GlcB in S. carnosus. In B. subtilis wurde durch Homo-
logievergleiche ein EII-Gen nagP entdeckt, das allerdings nur aus den beiden Dominen
EIICB besteht und dessen Funktion nicht belegt ist. Eine Mutation in ptsG von B. subtilis
beeinflusst den Transport von GlcNAc nicht. Dies spricht dafiir, dass es in B. subtilis ein
eigenes PTS fiir GIcNAc gibt, in das nagP involviert ist (Reizer et al., 1999). Nur in den
gram-negativen Bakterien Escherichia coli (Peri und Waygood, 1988; Rogers et al., 1988)
und Klebsiella pneumoniae (Vogeler und Lengeler, 1991) wurden bisher zwei GlcNAc
spezifische Enzyme II, jeweils NagE genannt, funktionell beschrieben. Diese besitzen alle
drei Doméanen und gehdren auch zur Glucose-Saccharose-Familie.

Um nachzuweisen, das glcA aus S. epidermidis auch in den Transport von GlcNAc
involviert ist, wurde versucht, den E. coli Stamm LR2-168dG::KanR (A ptsG manXYZ
nagE) (Mukhija und Erni, 1996), der einen nachgewiesenen Transportdefekt fiir GIcNAc
besitzt, in trans mit glc4A zu komplementieren. Obwohl die Gene glc4 und glcB aus
S. carnosus in einem pUC-Vektor stabil in E. coli K12 exprimiert werden konnten

(Christiansen und Hengstenberg, 1999), gelang die Komplementierung des GIlcNAc
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transportdefizienten Stammes mit glcA aus S. epidermidis leider nicht. Dies lag moglicher-
weise daran, dass der ausgewihlte pBluescript II-SK Vektor (pUC-Derivat, Fa. Stratagene)
zu den Plasmiden gehort, die in hoher Kopienzahl in der Zelle vorkommen. Da eine
Uberexpression von membrangebundenen PTS-Proteinen hiufig zu letalen Schiiden an der
Wirtszelle fiihrt (Lengeler et al., 1994), konnte dies ein Grund fiir die negativen Ergebnisse
sein. Auch gelang es nicht, ptsG aus B. subtilis stabil in E. coli zu etablieren (Zagorec und

Postma, 1992).

4.2.3 Alternative Transportwege

Die Transportstudien haben ergeben, dass der Transport von Glucose und Glucosamin in
den Mutanten M 16 und M20 deutlich vermindert aber nicht v6llig inhibiert ist. Dies deutet
darauf hin, dass es noch alternative, glc4 unabhédngige Transportwege fiir diese Zucker in
die Zelle gibt.

In §. carnosus gibt es zwei PTS-abhdngige Glucose-spezifische Enzyme II (Christiansen
und Hengstenberg, 1999) und auch in der Sequenz von S. aureus konnten zwei sehr
ghnliche EII"-Gene gefunden werden (Tab. 3.8, Abb. 3.10). Zwei solche PTS-abhingige
Glucose-Permeasen scheint es in S. epidermidis nicht zu geben. In der nahezu
vollstdndigen Sequenz von S. epidermidis RP62A in der TIGR-Datenbank, gibt es bislang
keinen Hinweis auf einen zweiten Transporter dieser Art, da alle weiteren homologen EII-
Gene Ubereinstimmungen von nur ca. 50 % aufwiesen (3.2.2.1).

Da vor allem Glucose eine bevorzugte Quelle von Kohlenstoff und Energie ist, was durch
die mit Abstand hochsten Transportraten in S. epidermidis 1457 unterstiitzt wird, werden
sehr wahrscheinlich noch andere, PTS unabhingige Transportwege fiir diese Zucker
vorhanden sein. So wurde auch in Staphylococcus xylosus ein alternatives Glucose-
Aufnahmeprotein g/cU gefunden (Fiegler et al., 1999).

Es werden auBlerdem vermutlich weitere EIl-Proteine mit einem anderen Hauptsubstrat den
Transport von Glucose und Glucosamin iibernehmen kénnen. Im Modell zur Funktion des
Transports der Zucker iiber die EIIC-Domine besteht eine bewegliche und eine
unbewegliche Form der EIIC-Domine. Substrate mit einer hohen Affinitit bewirken eine
Konformationsédnderung in die unbewegliche Form, bei der das Substrat zwischenzeitlich
in EIIC festgehalten wird. Dadurch kann es zu effektiven Kopplung von Transport und
Phosphorylierung mittels der beiden anderen Domédnen EIIBA kommen. Substrate mit

einer niedrigen Affinitdt konnen diese Konformationsidnderung nicht bewirken und
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gelangen so dhnlich einer ,,erleichterten Diffusion® in die Zelle (Lengeler et al., 1994).
Dieser Schritt ist nicht mit einer Phosphorylierung des Substrats verbunden.

Durch Mutationen kann es zur Verschiebung der Substrataffinitdten von EII-Proteinen
kommen (Lengeler et al., 1994). Aus diesem Grund kdnnten andere EII-Proteine zusétzlich
zu ihrem Substrat Glucose oder Glucosamin transportieren.

Der Transport von Fructose wurde als Spezifititskontrolle ermittelt, da Fructose in der
Regel von Ell-Poteinen der Mannitol-Fructose Familie transportiert wird. Hierbei zeigte
sich, dass in den Mutanten M16 und M20 der Transport von Fructose sogar leicht erhoht
im Vergleich zum Wildtyp ist (3.4). Hier konnte es durch den Wegfall des GIcA Proteins
fiir den Transport von Glucose zur Verdnderung der Substrataffinitit eines anderen EII-
Proteins gekommen sein. Dieses konnte nun Fructose zusétzlich als Substrat mit niedriger
Affinitit zu dem intakten putativen Haupt EII'™-Protein in die Zellen der Mutanten M16
und M20 transportieren.

Moglicherweise gelangt GlcNAc iiber GlcA auch als Substrat mit niedriger Affinitit
mittels ,.erleichterter Diffusion® in die Zellen von S. epidermidis 1457. Dies konnte die
leicht verminderten Transportraten von GlcNAc der Mutanten M16 und M20 erkliaren. Da
bei der erleichterten Diffusion das Substrat nicht phosphoryliert wird, miisste der Beweis
eines aktiven Transports von GIcNAc iiber GIcA iiber den Nachweis der Phosphorylierung
von GlcNAc durch GIcA erfolgen. Ein weiteres Indiz, das gegen einen aktiven Transport
von GIcNAc spricht, ist die Tatsache, dass S. epidermidis 1457 GIcNAc nicht im

Energiestoffwechsel verwerten kann (3.5).

4.3 Antiterminator GlcT ist Transkriptionsregulator des EII-Gens glcA

Durch die Northern Blot Analysen konnte bewiesen werden, dass GlcT als Antiterminator
die Transkription von glcA reguliert. Denn in der Mutante M 16, in der glcT inaktiviert ist,
fehlte das Transkript von glcA (Abb. 3.18). Dies bestétigte die aufgrund der gleichen
phénotypischen Merkmale beider Mutanten und der vor glc4 vorhandenen RAT-Sequenz
(Abb. 3.13) getroffenen Vermutungen.

Gene fiir Antiterminatoren sind oft mit ihren Zielgenen verbunden (Stiilke et al., 1997).
Auch die homologen Gene glcT in S. carnosus (Christiansen und Hengstenberg, 1999;
Knezevic et al., 2000) und B. subtilis (Stiilke et al., 1997) befinden sich unmittelbar vor
dem regulierten EII®“-Gen. In S. epidermidis 1457 wurde hiermit erstmalig fiir das PTS
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gezeigt, dass sich ein Antiterminator auf einem von seinem Zielgen unabhingigen Genort
befindet.

In S. aureus scheint eine dhnliche Organisation der Gene wie in S. epidermidis vor-
zuliegen. Auch hier fand sich in der Sequenz ein homologes Gen glcT, das auf einem
anderen Genabschnitt als die moglicherweise regulierten EII%*

(3.2.2.1 und 3.2.2.2).

-Gene glcA oder ptsG liegt

Termination

GIcT ist ein sogenannter Antiterminator, der die Termination der Transkription verhindert.
In Bakterien gibt es zwei Moglichkeiten, die zur Beendigung der Transkription fiihren
konnen, und somit regulativ auf die Genexpression wirken. (i) Bei den rho-abhidngigen
Terminatoren bindet das Rho-Protein an eine rut (rho-utilisation) Stelle des sich bildenden
Transkripts, tritt dann als eine Art Co-Faktor mit der RNA Polymerase in Verbindung und
bewirkt so die Termination (Henkin, 1996). (ii) Bei rho-unabhingigen Terminatoren
handelt es sich um intrinsische Terminatoren, die aus einem G+C reichen stem-loop
bestehen, dem eine Reihe Us folgt. Beiden Mdoglichkeiten gemeinsam ist, dass die RNA-
Polymerase zundchst die RNA-Synthese verzogert, es so zu einer Destabilisierung des
Komplexes kommt und die Polymerase anschlieBend abfillt (Henkin, 1996). Im
Modellorganismus der gram-positiven Bakterien, B. subtilis, scheint die rho-abhingige

Termination eine eher untergeordnete Rolle zu spielen (Henkin, 2000).

Antitermination

Eine Antitermination kann entsprechend der Terminationsmdglichkeiten ebenfalls in zwei
prinzipiellen Arten geschehen: (i) Bei der rho-abhingigen Termination wird die
Polymerase so modifiziert, dass der Terminator iiberlesen wird, was am besten fiir den
lytischen Zyklus des Phagen A beschrieben ist (Ruthberg, 1997). (ii) Fiir rho-unabhingige
Terminatoren wurden mehrere Mdglichkeiten der Antitermination beschrieben. Eine Reihe
von Aminosdure-Biosynthese Operons und Aminoacyl-tRNA Synthetase Genen in gram-
positiven Bakterien gehdren zur T-Box Familie, bei denen die Antitermination durch
Interaktion von tRNA mit der mRNA bewirkt wird. Am besten untersucht ist hier die
Regulation des trp Operons in Lactococcus lactis (Henkin, 1994; Raya et al., 1998; van de
Guchte et al., 2001).

Der andere gut untersuchte rho-unabhingige Mechanismus ist der, bei dem ein Protein an

die mRNA bindet. Dieses Protein erkennt in der mRNA die sogenannte RAT-Sequenz,
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welche die Sequenz des Terminations-stem-loops tiiberlappt (Abb. 4.2 A). Die RAT-
Sequenz bildet einen kleineren alternativen stem-loop aus, der vom Antiterminatorprotein
(AT) stabilisiert wird. Dieses verhindert die Ausbildung des eigentlichen Terminations-
stem-loops (Aymerich und Steinmetz, 1992). Die Polymerase fillt nicht ab und kann die
Transkription fortsetzen (Abb. 4.2 B).

A: rho- unabhangige Termination B: Antitermination

AT
RAT I /ﬁ{ » Gen
mRNA

stopp N

Polymerase

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der rho-unabhingigen Termination und Anti-
termination.

A Bei der rho-unabhingigen Termination bildet die mRNA einen Terminations-stem-loop.
An diesem fallt die Polymerase ab und beendet die Transkription. Wird der Terminator
durch Antitermination reguliert, findet man die spezifische RAT-Sequenz, die den
Terminations-/oop tliberlappt (schwarz dargestellt).

B Diese RAT-Sequenz kann einen alternativen, kleineren stem-loop ausbilden, der durch
das Antiterminatorprotein (AT, Kreis mit grauen Wellen) stabilisiert wird. Dadurch wird
die Ausbildung des grofen Terminations-stem-loops verhindert und die Polymerase kann
das Gen transkribieren.

Dieses Prinzip wurde als erstes fiir die Antiterminatoren BglG des bg/-Operons von E. coli
(Houman et al., 1990) und SacY und die sac Regulons von B. subtilis (Crutz et al., 1990)
beschrieben. Antiterminatoren mit derselben Wirkungsweise werden deshalb zur
BglG/SacY-Familie zugehdrig beschrieben.

Inzwischen konnte man fiir BglG aus E. coli nachweisen, dass es zusétzlich zur RNA auch
mit der Polymerase interagiert (Nussbaum-Shochat und Amster-Choder, 1999). Ein
anderes Antiterminatorprotein, das in Verbindung mit der mRNA tritt, ist GIpP von
B. subtilis. Dieses unterscheidet sich deutlich von bisher beschriebenen Antiterminatoren,

allerdings ist der genaue Mechanismus noch nicht bekannt (Glatz et al., 1998).
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Bindung Antiterminator - RNA

Der hier beschriebene Antiterminator GIcT von S. epidermidis 1457 gehort wie die
homologen GIcT Proteine von B. subtilis, S. carnosus und S. aureus zur BglG/SacY-
Familie. In S. epidermidis 1457 ist die N-terminale RBD/CAT Domine, die fiir die
Bindung an die mRNA verantwortlich ist, hoch konserviert zu den beschriebenen in
B. subtilis und S. carnosus (Bachem und Stiilke, 1998; Knezevic et al., 2000). Es finden
sich in dieser Domine 8 von 11 Aminosduren (Abb. 3.16), fiir die eine Interaktion mit der
RNA nachgewiesen wurde (Manival et al., 1997; Declerck et al., 1999). Aus diesem Grund
kann auch hier von einem entsprechenden Mechanismus ausgegangen werden.

Fiir die homologen Proteine erfolgt die Bindung an die RNA als Dimer (Langbein et al.,
1999; Declerck et al., 1999; Knezevic et al., 2000), wobei die RBD/CAT Domine
entscheidend ist. Knezevic (2000) und Declerck (1999) vermuteten, dass es noch einen
weiteren Bereich geben muss, der die Dimerisierung bewirkt. Dies konnte kiirzlich von
Van Tilbeurgh bestitigt werden, der eine Dimerisierung auch fiir die PRD Dominen
zeigen konnte (Van Tilbeurgh et al., 2001).

Die Bindung des Proteins an die RNA erfolgt an der RAT-Sequenz. Die RAT-Sequenzen
von GIcT von S. epidermidis, S. aureus, S. carnosus und B. subtilis sind untereinander sehr
dhnlich, unterscheiden sich jedoch deutlich von denen der BglG/SacY -Familie (Abb. 3.15).
Fiir die Bindung miissen sowohl die RAT-Sequenz als auch die RBD/CAT Doméne
aufeinander abgestimmt sein (Declerck et al., 1999). Aus diesem Grund sind die
Unterschiede moglicherweise eine Anpassung speziell fiir die Transkriptionsregulation der
Glucose-Transportenzyme, die sich auch in den RBD/CAT Doménen wiederfinden. Hier
zeigte sich, dass nicht alle Aminoséuren, fiir die bisher eine Bindung an die RNA
nachgewiesen werden konnte, auch in den hier untersuchten RBD/CAT Dominen zu
finden sind (Abb. 3.16). Aus diesen Griinden kann man die untersuchten RAT-Sequenzen
und Antiterminatoren GIcT der hier untersuchten Stimme als eine Art Glucose-

Unterfamilie von der BglG/SacY-Familie abgrenzen.

Regulation der Antiterminatoraktivitit in Abhéingigkeit vom PTS

Eine Regulation der Aktivitit der hier beschriebenen Antiterminatoren erfolgt tiber PTS-
abhéngige Phosphorylierung. Beim Transport durch die Membran wird das Phosphat vom
Ell-Protein auf das Substrat iibertragen. Der Antiterminator ist nicht phosphoryliert und
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damit aktiv (Abb. 4.3 A). Er verhindert die Termination der Transkription, so dass die
Polymerase das regulierte Gen transkribieren kann (Abb. 4.2 B).

In Abwesenheit des Substrats wird das Phosphat statt auf das Substrat auf den
Antiterminator tbertragen und dieser so inaktiviert (Abb. 4.3 B). Es kann sich ein
Terminations-/oop ausbilden und die Transkription des regulierten Gens wird verhindert.
(Abb. 4.2 A). Hierbei ist allerdings noch ungeklirt, ob das Phosphat vom phosphorylierten
Ell-Protein oder von HPr auf den Antiterminator iibertragen wird (Bachem und Stiilke,

1998) (Abb. 4.3 B).

A extrazellular | | Cytoplasma B extrazellular | [Cytoplasma

Substrat

Substrat-@

AT

Membran

aktiv inaktiv

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Antiterminatoraktivitit in Abhéngigkeit vom PTS.
A Wenn das Substrat vorhanden ist, wird das Phosphat iiber das PTS vom EII auf das
Substrat iibertragen. Der Antiterminator (AT) ist aktiv: das regulierte Gen wird
transkribiert.

B In Abwesenheit des Substrats wird das Phosphat vom PTS auf den AT {ibertragen und
dieser so inaktiviert. Die Transkription wird vor dem regulierten Gen am Terminations-
loop beendet. Unklar ist bisher, ob das Phosphat vom EII-Protein oder von HPr
(unterbrochene Linie) direkt auf den AT iibertragen wird.

Die Antiterminatorproteine haben charakteristische, hoch konservierte, meist duplizierte
Doménen, PRDs, an denen die Aktivitit der Antiterminatoren PTS-abhidngig iiber
Phosphorylierung beeinflusst wird (Stiilke et al., 1998). Diese beiden Doménen mit ihren
charakteristischen Phosphorylierungsstellen finden sich auch in GIcT von S. epidermidis
1457. Auch dies weist hier auf eine entsprechende Regulation an diesen Stellen durch

Phosphorylierung hin (Abb. 3.16).
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Regulation anderer Gene

Da Antiterminatoren als Proteine die Transkription regulieren, bietet dieses die
Moglichkeit eventuell noch andere Gene als das glc4 Gen mit entsprechender RAT-
Sequenz zu regulieren. Dieses erscheint moglich, da Antiterminatoren oft in der Lage sind,
mehrere RAT-Sequenzen an unterschiedlichen Genen oder Operons zu erkennen (Declerck
et al., 1999). Auch der Antiterminator GIcT von S. carnosus ist in der Lage, an die RAT-
Sequenz vor ptsG in B. subtilis zu binden und die Termination zu verhindern (Knezevic et
al., 2000). Einen Hinweis darauf, dass dies auch im hier untersuchten Fall so sein konnte,
zeigen die Untersuchungen mit dem ID 32 Staph System (Tab. 3.12). Der einzige
Unterschied zwischen der Mutante M16 und M20 ist, dass die Mutante M16 nicht in der
Lage ist, Turanose zu verwerten. Dies konnte darauf hindeuten, dass glcT moglicherweise
auch Gene des Turanosemetabolismus reguliert.

Eine sehr interessante Frage ist, ob glcT direkt die Transkription des ica4ADBC Operons
beeinflussen kann. Da vor dem icaADBC Genort kein rho-unabhingiger Terminator mit
RAT-Sequenz zu finden ist (Accession No.: U433366), schlieBt dies eine direkte Inter-
aktion mit dem Antiterminator aus. Auch durch die Northern Blot Analyse konnte keine
Veranderung der Transkription in der Mutante M16 im Vergleich zu den anderen Stimmen

festgestellt werden (Abb. 3.20).

4.4 Expression von glcT und glcA

Da Antiterminatoren nur in geringen Konzentrationen in der Zelle vorkommen (Knezevic
et al., 2000), konnte erst nach diversen Optimierungsversuchen ein Transkript von glcT
nachgewiesen werden. Dieses war deutlich groBer als gleT und umfasste deshalb ein
weiteres Gen, wahrscheinlich den darauffolgenden ORF 3 (Abb. 3.17, Abb. 3.12). Da von
Stiilke et al. bisher im Northern Blot noch kein Transkript des Antiterminatorgens glcT aus
B. subtilis nachgewiesen werden konnte (personliche Mitteilung, 2001) gelang hiermit

erstmalig die Darstellung der Transkription eines Antiterminatorgens.

Vor glcA und glcT befinden sich Sigmafaktor A abhéngige klassische putative Promotoren.
Fiir die Expression von glcA ist, wie in dieser Arbeit gezeigt, in jedem Fall der
Antiterminator GIcT notwendig. Im Gegensatz zu den meisten EII-Genen, die zusammen
mit den Strukturgenen fiir ihren korrespondierenden Katabolismus angeordnet sind

(Lengeler et al., 1994), steht glcA4 in S. epidermidis nicht im funktionellen Zusammenhang
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zu umliegenden Genen. Aus diesem Grund und wegen der ermittelten Transkriptgrofie von
2,4 kb wird glcA vermutlich monocistronisch transkribiert (Abb. 3.10, Abb. 3.18).
Ell-Transporter werden in der Regel durch ihr externes Substrat induziert (Postma und
Lengeler, 1985; Lengeler et al., 1994). Auch fiir das homologe Gen ptsG in B. subtilis
wurde eine Induktion durch Glucose gezeigt (Stiilke et al., 1997). Durch die Transport-
versuche wurde fiir S. epidermidis 1457 nachgewiesen, dass Glucose ein Substrat fiir GIcA
ist (3.4), obwohl eine Induktion des Gens durch Zusatz von Glucose zu PYJ nicht gezeigt
werden konnte (Abb. 3.19). Eine Transkription von glcA erfolgte schon in PYW-Medium
ohne Zuckerzusatz. Es wurde keine Veridnderung der Transkriptmenge von glcA4 bei Zusatz
von Glucose, GIcNAc oder Fructose beobachtet (Abb. 3.19).

Dies konnte darin begriindet sein, das es sich bei dem hier verwendeten PY Y- Medium um
ein Komplexmedium handelt, das aus Pepton und Hefeextrakt besteht (2.6.4). Da
Hefeextrakt ein Lyophilisat aus einem vollstindigen Organismus ist, kann man vermuten,
dass Glucose darin vorhanden ist. Die Uberpriifung des Mediums mit einem Test auf
Hexosen (Phenol-Schwefelsdure-Assay; Chaplin, 1986) bestitigte diese Vermutung. Es
wurde ein Anteil von 0,5 mg/ml Hexose in PYJ ermittelt. Unter der Annahme, dass es
sich hierbei hauptsidchlich um Glucose handelt, entspriache dies einer Glucosekonzentration
von 2,75 mM. Diese Menge scheint auszureichen, um die Transkription maximal zu
induzieren, da bei Erhdhung der Zuckerkonzentration auf 0,4 % (w/v) (22 mM) keine
Erhohung der Transkriptmenge erreicht wurde. Auch bei B. subtilis konnte kein Unter-
schied in der Transkriptmenge von ptsG zwischen 0,1 % (5,5 mM) und 1,0 % (W/v)
(55 mM) Glucose festgestellt werden (Stiilke et al., 1997). Der Nachweis der Induktion
von ptsG in B. subtilis geschah allerdings in chemisch definierten CSK-Medium ohne
komplexe Medienbestandteile (Martin-Verstraete et al., 1990). Der Nachweis der
Induktion des glcA Gens von S. epidermidis 1457 kann vermutlich ebenfalls nur in
chemisch definiertem Medium erfolgen. Dies ist flir S. epidermidis allerdings sehr
problematisch, da derzeit kein geeignetes Medium zur Verfligung steht und S. epidermidis
sehr anspruchsvoll im Néhrstoffbedarf, vor allem an Vitaminen und Aminosduren, ist
(Gretler et al., 1954; Emmett und Kloos, 1975).

In B. subtilis wurde bei Zugabe von Fructose zum CSK-Medium keine Expression von
ptsG festgestellt (Stiilke et al., 1997). Im Gegensatz dazu wurde in S. epidermidis 1457 bei
Zusatz von Fructose keine Verdnderung des Transkriptionslevels von glcA beobachtet.

Dies obwohl Fructose, wie durch die Transportstudien gezeigt, liber ein anderes EII-
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Protein transportiert wird (3.4). Dies konnte darin begriindet sein, dass im Ansatz mit
Fructose, wie dargelegt, noch Glucose aus dem PYW-Medium vorhanden ist. Da Glucose
eine bevorzugte Quelle fiir Kohlenstoff und Energie ist, wird diese ebenfalls in die Zelle
transportiert werden, was die Expression von glcA in diesem Ansatz erkldren wiirde.
S. epidermidis 1457 kann Fructose allerdings dhnlich gut verwerteten wie Glucose, denn
die Wachstumskurven mit Glucose und Fructose unterscheiden sich nicht (nicht gezeigt).
Da deutlich mehr Fructose (22 mM) als Glucose (~2,75 mM) im Ansatz vorhanden ist,
konnte man einen Repressionseffekt durch Fructose auf den Glucose spezifischen
Transport vermuten (Chambliss, 1993). Offenbar ist dies hier aber nicht der Fall.

Die beiden Gene glcA und glcT sind in den Transport von Zuckern involviert und haben
damit eine essentielle Bedeutung in der Beschaffung von Zentralmetaboliten des
Stoffwechsels. Aus diesem Grund ist eine Regulation auf vielfaltige Weise moglich. Durch
Anwesenheit der Substrate im Medium kann es zum einen zu der schon genannten
Induktion spezifischer Operons kommen, zum anderen kann dies aber auch eine
Repression bestimmter Gene, CCR (carbon catabolite repression), bewirken (Chambliss,
1993). Diese kann iiber globale Regulatoren erfolgen, wie z.B. das CcpA (catabolite
control protein A), liber intrazelluldre Verfligbarkeit bestimmter Katabolite, oder Operon-
spezifische Regulatoren, welche die Induktion iiberlagern (Stiilke und Hillen, 2000).
Inwieweit andere Mechanismen als die zuvor diskutierten hier eine Rolle spielen, kann

anhand der bisher erhobenen Daten allerdings nur spekuliert werden.

4.5 Verwertung von GlcNAc

Da S. epidermidis 1457 mit GlcNAc zwar einen mukoiden Phédnotyp und damit eine
vermehrte PIA-Menge exprimiert, diesen Zucker allerdings nur in geringen Mengen in die
Zelle transportiert, wurde das Wachstum mit GlcNAc ndher untersucht (3.5).

Uber den genauen Metabolismus von GIcNAc in S. epidermidis ist bisher in der Literatur
nichts beschrieben. Eine Vielzahl von Kohlenhydraten, darunter Glucose, wird von
Staphylokokken aerob unter Sdureproduktion verbraucht. Das Hauptprodukt aus Glucose
unter aeroben Bedingungen ist Acetat (Kloos und Schleifer, 1986).

Die Saureproduktion von S. epidermidis 1457 aus Glucose und Glucosamin konnte durch
den Farbumschlag auf den Purple-Agar Platten nachgewiesen werden, wéhrend keine

Séurebildung aus GIcNAc beobachtet werden konnte (Tab. 3.11). Auch im Staphylo-
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kokken-Identifikationssystem ID 32-Staph (API; bioMerieux) wird ein standardisierter bio-
chemischer Test fiir die Sdureproduktion aus GlcNAc benutzt, um S. epidermidis von
anderen Staphylokokken-Spezies abzugrenzen. In diesem Test konnte S. epidermidis 1457
GlcNAc ebenfalls nicht verwerten (Tab. 3.12). Die Wachstumskurve mit GIcNAc zeigte
einen Verlauf wie mit PYY ohne Zuckerzusatz. Das heif3t, dass der Zusatz von GIcNAc
ohne Einfluss auf das Wachstum bleibt, da offensichtlich nur die Bestandteile aus PYJ
zum Wachstum genutzt werden konnten (Abb.3.22). Da nur maximal 10 % aller
S. epidermidis-Stamme in der Lage sind, GIcNAc zu verwerten (Kloos und Bannermann,
1999), kann aus diesen Fakten geschlossen werden, dass S. epidermidis 1457 GlcNAc
nicht im Energiestoffwechsel metabolisieren kann.

Die Stoffwechselwege fiir die Aminozuckerverwertung und Synthese sind am besten in
E. coli untersucht (White und Pasternak, 1967; Plumbridge et al., 1993; Plumbridge und
Vimr, 1999). Frithe Studien von White und Pasternak schlagen fiir B. subtilis einen
dhnlichen Weg vor (Bates und Pasternak, 1965; White, 1968). Eine Metabolisierung von
GIcNAc im Energiestoffwechsel beginnt dabei zundchst mit der Deacetylierung zu
Glucosamin-6-Phophat. (Vergleich der folgenden Umsetzungen Abb. 4.4). Es folgt eine
Deaminierung zu Glucose-6-Phosphat, das dann in die Glykolyse eingeschleust wird. Das
deacetylierte Glucosamin-6-Phosphat dient gleichzeitig als Vorstufe fiir UDP-GIcNAc, das
als Vorstufe in der Zellwandsynthese von Staphylokokken benotigt wird (De Lencastre et
al.,, 1994; Tomasz, 2000; Van Heijenoort, 2001). Einen weiteren Beweis dafiir, dass
GlcNAc von S. epidermidis nicht im Energiestoffwechsel verwertet wird, konnte in

Zukunft der enzymatische Nachweis der initialen Reaktion, die Deacetylierung, liefern.

4.6 Expression des icaADBC-Operons

Da in den Mutanten M16 und M20 der Transport von Glucose und Glucosamin
nachweislich vermindert ist, sollte hier gekliart werden, inwieweit sich dies auf die
Transkription des ica-Operons auswirkt. Dies codiert fiir die Enzyme, die fiir die Synthese
von PIA notwendig sind. Weiterhin stellte sich die Frage, ob die Uberproduktion von PIA
bei Zugabe von GIcNAc eine Verdnderung der Transkriptmenge zur Folge hat.

Es zeigte sich, dass die Transkriptmenge von icaADBC in PYJ ohne Zuckerzusatz und mit
Glucose oder GlcNAc sowohl im Wildtyp als auch in den beiden Mutanten gleich ist
(Abb. 3.19). Von Dobinsky wurde in glucosehaltigem TSB-Medium fiir S. epidermidis
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1457 zur gleichen Wachstumsphase, frith bis mittelexponentiell, ebenfalls ein maximales
icaADBC Transkript nachgewiesen (Dobinsky und Mack, unveréffentlicht). Es scheint
sowohl in die Mutanten geniigend Glucose transportiert worden zu sein als auch in PYJ
ausreichende Mengen von Glucose vorhanden zu sein, um das Operon zu transkribieren.
Fir PYY ist die Anwesenheit von Glucose schon diskutiert wurden und anhand der
Transportstudien ist zu sehen, dass in den Mutanten der Glucosetransport nicht vollig
inhibiert ist. Die Inaktivierung der Glucosetransportgene glc4 und glcT hat also zu diesem
Zeitpunkt keinen Einfluss auf die Transkription von icaADBC.

Obwohl mit GIcNAc eine vermehrte PIA-Expression einher geht, konnte eine vermehrte
Expression des ica-Operons mit diesem Zucker nicht gezeigt werden. Ein &hnliches
Ergebnis wurde fiir Lactococcus lactis erhalten. Auch hier war die Transkription des eps-
Operons, das dort die Biosynthesegene fiir die EPS codiert, unabhingig von der
Zuckerquelle (Looijestijn et al., 1999).

4.7 Hypothesen fiir die Biosynthese von PIA mit unterschiedlichen Substraten

In dieser Arbeit wurde der Einfluss unterschiedlicher Zucker auf die Synthese des
Exopolysaccharids PIA untersucht. Mit Glucosamin und GlcNAc¢ wurde im Vergleich zu
Glucose viel mehr PIA gebildet. Die Expression des fiir die PIA-Bildung verantwortlichen
Operons blieb mit allen untersuchten Zuckern gleich. Diese Fakten deuteten darauf hin,
dass es in Abhdngigkeit vom Substrat mehrere Wege zur Synthese von PIA gibt.

Die Biosynthese von Exopolysacchariden vollzieht sich grundsétzlich in mehreren Stufen
(Sutherland, 1982; Cerning, 1990): (i) Zunédchst miissen intrazellulir EPS-Vorstufen, die
Nukleotid-Zucker, gebildet werden. (ii) Mehrere dieser Vorstufen werden dann zu einer
sogenannten repeat-unit verkniipft, was hédufig auf membranverankerten Lipid-carriern
geschieht. (iii) Die repeat-units werden durch die Membran transportiert und (iv)
extrazelluldr erfolgt der Zusammenbau (Polymerisierung) der repeat-units zum end-
giiltigen Polysaccharid. Die Schritte (i) und (ii) der Biosynthese von EPS sind auch fiir die
Zellwandsynthese essentiell, weshalb EPS-Synthese und Zellwand-Synthese um die
Vorstufen konkurrieren (Sutherland, 1982).
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Fiir die Synthese von PIA ist bisher bekannt, dass UDP-GIcNAc als Vorstufe mittels der
Genprodukte von icadD, die zusammen eine N-Acetyl-Glucosaminyltransferase-Aktivitét
haben, zu Oligomeren zusammen gebaut werden. Dabei scheint ein Lipid-carrier
allerdings keine Rolle zu spielen (Gerke et al., 1998). Der Transport dieser Oligomere
durch die Membran ist noch nicht geklart. Moglicherweise bewirkt dies IcaC als
membranstindiges Protein. Allerdings zeigt IcaC keine Homologien zu anderen bekannten
Proteinen (Heilmann et al., 1996b). Fiir die Synthese von ldngeren Oligomeren ist IcaC in
jedem Fall notwendig (Gerke et al., 1998). Auch iiber die extrazelluldre Polymerisation ist
nichts weiter bekannt, eventuell spielt hier IcaB eine Rolle, da dies ein sekretiertes Protein

ist (Heilmann et al., 1996b).

GIcNAc PIA
: ™. UDP-GIcNAC .
f { Giar T—=
GlcNAc
E ATP
@ L
GlcNAc-6-P
PEP
PTS v
GIcN GIcA GIcN-6-P == GIcN-1-P === GIcNAC-1-P = UDP-GIcNAC
Pyruvat l
Acetyl-  CoA utP P
Glutamat H.0 Con
@ﬂ
PEP Glutamin NH; v
PTS Zellwand-
Glc Glc-6-P =P Fru-6-P
GlcA ru synthese
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Energiestoffwechsel
extrazellular | | Cytoplasma

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Verstoffwechselung von Glucose und Glucosamin
in S. epidermidis 1457 und hypothetische Wege (1 und 2, unterbrochene Linien) fiir die
Umsetzungen von GIcNAc in der Biosynthese von PIA. a) Transaminierung durch
Glucosamin-6-Phosphat Synthase. Dieser Schritt wird negativ reguliert durch
extrazellulires Glucosamin und GIcNAc (Plumbridge et al., 1993). Das Schema wurde
erstellt in Anlehnung an Plumbridge et al. (1993), White (1968) und Michal (1992).
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In Abhéngigkeit vom Zucker sind mehrere Stoffwechselwege fiir die Biosynthese von PIA
denkbar (Abb. 4.4). Dabei wird vorausgesetzt, wie von Gerke et al. (1998) gezeigt, dass
UDP-GIcNAc die Vorstufe fiir PIA ist. Es wird angenommen, dass die Synthese von PIA
aus UDP-GIcNAc fiir alle Zucker gleich ist.

4.7.1 Glucose als Substrat

Glucose wird PTS abhingig iiber GIcA in die Zelle transportiert und wird wie in Abb. 4.4
dargestellt zu UDP-GIcNAc umgebaut. Dieses wird in der Zellwandsynthese bendtigt und
wird in PIA eingebaut. Parallel dazu wird Glucose natiirlich im Energiestoffwechsel
bendtigt. PIA wird wahrscheinlich immer dann auf diesem Weg produziert, wenn Glucose
im Uberschuss vorhanden ist und keine anderen Kohlenhydrate zur Verfiigung stehen.
Diese These wird gestiitzt durch die Tatsache, dass Dobinsky in TSB-Medium mit Glucose
ein Transkript des icaADBC-Operons in S. epidermidis 1457 in der frith- und mittel-
exponentiellen Wachstumsphase beobachten konnte. Gleichzeitig konnte auch eine PIA-
Synthese nachgewiesen werden (Dobinsky und Mack, unver6ffentlicht). Ist Glucose nicht
oder nicht ausreichend vorhanden, wird vermutlich der Weg des Energiestoffwechsels und
der Zellwandsynthese bevorzugt (Sutherland, 1982). In TSB-Medium mit Glucose-
limitierung konnte eine Transkription des ica-Operons erst in der spét-exponentiellen und
stationdren Wachstumsphase gezeigt werden. Allerdings konnte zu keinem Zeitpunkt eine
PIA-Synthese nachgewiesen werden, was mdglicherweise darauf zuriickzufiihren ist, dass
alle zur Verfiigung stehenden Nukleotid-Zucker im Energiestoffwechsel und der Zellwand-

synthese benétigt werden (Dobinsky und Mack, unverdffentlicht).

4.7.2 GlcNAc als Substrat

GlcNAc ist das interessanteste Substrat. Im Vergleich zu Glucose und Glucosamin werden
geringere Mengen von diesem Zucker in die Zellen transportiert und GIcNAc kann nicht
im Energiestoffwechsel verwertet werden. Trotzdem werden grole Mengen PIA damit
synthetisiert.

Zwei Moglichkeiten fiir den Einbau von GIcNAc in PIA sind denkbar: (i) GIcNAc wird
auBerhalb der Zelle durch UTP aktiviert und so direkt in das Exopolysaccharid eingebaut
(Abb. 4.4 -1) oder (ii) das wenige GlcNAc, dass in die Zelle gelangt, wird dort unmittelbar
durch UTP aktiviert und dann in PIA eingebaut (Abb. 4.4 -2).
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(1) Ein extrazelluldrer Einbau erscheint moglich, da auf der Oberfliche gram-positiver
Bakterien Enzyme der Glykolyse gefunden wurden. In nahezu allen Streptokokken wurden
die Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), die Phosphoglycerat-Kinase,
die Triosephosphat-Isomerase, die Phosphoglycerat-Mutase und die a-Enolase auf der
Zelloberflache gefunden (Fischetti, 2000). Diese Enzyme sind multifunktionell. Am besten
charakterisiert ist zum einen die GAPDH von Streptokokken, die auch eine Funktion in der
Bindung von Fibronektin, Lysozym und den Cytoskelettproteinen Aktin und Myosin hat
(Pancholi und Fischetti, 1992; 1993). Zum anderen wurde die a-Enolase gut untersucht,
diese kann auch Plasminogen binden (Pancholi und Fischetti, 1998). Interessanterweise
bilden alle fiinf Enzyme einen Komplex, der Energie in Form von ATP produzieren kann
(Fischetti, 2000). Da auf der Oberfliche von Staphylokokken, auch von S. epidermidis,
ebenfalls eine GAPDH gefunden wurde (Modun und Williams, 1999), konnten wie auch in
den Streptokokken weitere Enzyme vorhanden sein, die die Bereitstellung von Energie
ermoglichen. Mit dieser Energie konnte eine Aktivierung von GIcNAc erfolgen.
Moglicherweise bewirken Oberflichenenzyme auch die Polymerisierung der UDP-
GIcNAc repeat-units. Man kann weiter spekulieren, dass IcaB als sekretiertes Protein an

einem extrazelluldirem Einbau beteiligt ist.

(i) Die GIcNAc-Molekiile, die in die Zelle aufgenommen werden, gelangen vermutlich
iiber GIcA als Substrate mit geringer Affinitdt mittels erleichterter Diffusion in die Zelle.
Da dabei das Substrat nicht phosphoryliert wird, ist in der Zelle zunéchst eine ATP-
abhingige Phosphorylierung von GIcNAc nétig (Abb. 4.4 -2). Es folgt eine Isomerisierung
und anschliefend die Aktivierung zu UDP-GIcNAc, das in PIA eingebaut werden kann.
Um zu tlberpriifen, ob dieses ein moglicher Weg fiir die Synthese von PIA mit GIcNAc als
Substrat ist, wurde abgeschétzt, ob sich die hineintransportierten GlcNAc-Molekiile in PIA
wiederfinden (Tab. 4.1). Dazu wurde die Titerstufe, die bei der Quantifizierung von PIA
ermittelt wurde, mit der Hexosaminmenge korreliert. Die Hexosaminmenge in PIA wurde
dann mit der Menge der transportierten Zuckermolekiile verglichen.

Im Folgenden werden die Vorraussetzungen und Annahmen fiir die Berechnungen
dargelegt. Der verwendete Koagglutinationstest hatte eine Sensitivitit von 0,28 nmol ml”
Hexosamin (Krokotsch, 1998). Die Sensitivititsbestimmung basierte auf einem Hexo-
saminassay, bei dem acetylierte Hexosamine zunéchst deacetyliert wurden (Hancock und

Poxton, 1988). Es wurden die PIA-Titer verwendet, die fiir die Zellen aus stationdrer
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Fliissigkultur ermittelt worden waren (Abb. 3.5). Dies geschah, da diese Bedingungen am
ehesten mit denen der Transportversuche verglichen werden konnen. Fiir die Transport-
versuche wurde eine Proteinmenge bei einer ODs7g von 3,0 von ca. 0,3 mg/ml ermittelt. Da
fiir die PIA-Bestimmung die ODs7g auf 2,5 eingestellt wurde, wird hier von derselben

Proteinmenge ausgegangen.

Tab. 4.1: Vergleich der Hexosaminmenge in PIA mit GlcNAc als Substrat und der Menge
in die Zellen transportierter GIcNAc-Molekiile

[nmol mg'l]
Stationére Fliissigkultur Agarplatte
Stamm nach 20 h nach 48 h
Hexosamin transportiertes Hexosamin transportiertes
in PIA GlcNAc* in PIA GlcNAc**
1457 476 769 943 1814
M16 237 342 59 806
M20 118 342 29 806

*unter der Annahme eines konstanten Transports {iber 20 Stunden oder
** {iber 48 Stunden aus den Transportraten (Tab. 3.10) berechnet

In stationdrer Flissigkultur ergibt sich bei einem reziproken PIA-Titer von 512 fiir den
Wildtyp S. epidermidis 1457 nach 20 Stunden eine Hexosaminmenge von 476 nmol mg™
in PIA (Tab. 4.1). Unter der Annahme, dass die Aufnahme der Zucker iiber 20 Stunden
konstant bleibt, errechnet sich mittels der Transportraten (Tab. 3.10) eine aufgenommene
GlcNAc-Menge von 769 nmol mg” nach 20 Stunden. Das bedeutet, dass mehr GlcNAc-
Molekiile in die Zellen gelangen als in PIA wiedergefunden werden. Es konnten demnach
alle in die Zelle transportierten GIcNAc-Molekiile in PIA eingebaut werden.

Mit demselben Rechenmodell wurde auch fiir die Mutanten M 16 und M20 die Hexosamin-
menge in PIA und die transportierte GlcNAc-Menge nach 20 Stunden berechnet und
verglichen (Tab. 4.1). Auch hier zeigte sich, dass mehr GIcNAc-Molekiile in die Zelle
transportiert wurden als in PIA wiedergefunden werden.

Aufgrund des Wachstumsverlaufs in einer statischen Kultur, bei der die Zellen nach einer
bestimmten Zeit in die stationdre Phase eintreten, ist die Aufnahme der Zucker iiber
20 Stunden vermutlich nicht konstant. Fiir die folgende Berechnung wird angenommen,

dass die Zellen nach 8 Stunden die stationdre Phase erreichen (Vergleich Wachstums-
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kurven Abb. 3.22) und ab da weniger transportieren. Bei einem konstanten Transport iiber
8 Stunden errechnet sich aus den Transportraten fiir den Wildtyp S. epidermidis 1457 eine
Menge von 302 nmol mg™' aufgenommenes GlcNAc. Nach 20 Stunden wird in PIA eine
Hexosaminmenge von 476 nmol mg™' gefunden. Auch unter dieser Annahme kann man
davon ausgehen, dass innerhalb der ndchsten 12 Stunden soviel GIcNAc in die Zelle
transportiert wird, dass es in PIA eingebaut werden kann.

Wenn man diese Berechnungen auch fiir die Zellen von den Agarplatten vornimmt, ergibt
sich ebenfalls, dass anndhrend alle hineintransportierten Molekiile in PIA wiedergefunden
werden (Tab. 4.1). Allerdings sind diese Berechnungen grobe Anndherungen. Der
konstante Transport iiber die Zeit ist anzuzweifeln und die Bedingungen auf den
Agarplatten sind nicht mit denen in Fliissigkultur zu vergleichen.

Mit allen Rechenmodellen wurde ermittelt, dass die GlcNAc-Molekiile, die in die Zellen
transportiert wurden, ausreichten, um daraus PIA zu bilden. Diese Daten deuten darauthin,

dass eine Aktivierung von GlcNAc durch UTP innerhalb der Zelle erfolgen kann.

4.7.3 Glucosamin als Substrat

Glucosamin wird ebenfalls PTS abhingig iiber GIcA in die Zelle transportiert (Abb. 4.4).
Es kann sowohl im Energiestoffwechsel verwertet werden als auch gleichzeitig direkt zu
UDP-GIcNAc umgebaut werden. Experimentell konnte aufgrund der sehr starken Ver-
klumpungen der Zellen mit diesem Zucker leider weder Wachstumskurven ermittelt
werden, noch gelang es, geeignete RNA zu extrahieren. Doch zeigten die Transportstudien,
dass Glucosamin in deutlich gro8eren Mengen als GIcNAc¢ in die Zellen transportiert wird
und es zeigte sich auf Purple-Agar Platten ein Farbumschlag, der auf Verwertung von
Glucosamin im Energiestoffwechsel schlieBen ldsst (Tab. 3.11). Berechnet man fiir den
Wildtyp wie fiir GIcNAc die Wiederfindung von hineintransportierten Glucosamin in PIA,
stellt man fest, dass deutlich mehr Glucosamin in die Zelle transportiert wird als in PTA
wiedergefunden wird. Auch dies ist in ein weiteres Indiz dafiir, dass Glucosamin im

Energiestoffwechsel genutzt wird.

4.8 Mogliche Ursachen der phinotypischen Beobachtungen

Diese Arbeit begann mit der Beobachtung eines mukoiden Phénotyps auf der Agarplatte.
Dieser Phinotyp konnte im Wildtyp S. epidermidis 1457 nur mit den beiden Amino-
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zuckern Glucosamin und GlcNAc induziert werden. Die Mutanten M16 und M20 waren
mit Glucosamin mukoid, mit GlcNAc mukoid-negativ. Es stellte sich heraus, dass der
mukoide Phénotyp mit der Expression groBer Mengen PIA einher ging. Es soll nun
versucht werden, diese phéanotypischen Beobachtungen mit Hilfe der im Laufe der Arbeit

gewonnenen und zuvor diskutierten Erkenntnisse zu erklaren.

Expression eines mukoiden Phiinotyps auf der Agarplatte

Die Expression eines mukoiden Phénotyps von S. epidermidis 1457 ist sehr wahrscheinlich
abhingig von der PIA-Menge pro Zelle. Erst ab Titerstufen von 512, die einer
Hexosaminmenge von 471 nmol mg" Protein entsprechen, wird ein mukoider Phénotyp
beobachtet (Tab. 4.2). Mit einer Titerstufe von 64, das entspricht einer Hexosaminmenge
von ungefihr 59 nmol mg™', wird kein mukoider Phénotyp beobachtet. Zwischen 59 und

471 nmol mg™' liegt eine Grenze, ab welcher der mukoide Phinotyp sichtbar wird.

Tab. 4.2: Expression eines mukoiden Phédnotyps in Abhédngigkeit vom PIA-Titer und der
sich daraus ergebenen Hexosaminmenge pro mg Protein

Glc GlcN GlcNAc
Stamm mukoid Hexosamin PIA- 1 . &,  Hexosamin PIA- | . .. Hexosamin PIA-
[nmol mg™'] Titer* [nmol mg™'] Titer [nmol mg™'] Titer
1457 - 15 16 + 1886 2048 + 944 1024
M16 - 15 16 + 471 512 - 59 64
M20 - 15 16 + 471 512 - 29 32

* Titer sind mit reziproken Werten angegeben. (+) mukoid (-) mukoid-negativ

Vermehrte PIA-Synthese mit Glucosamin und GlcNAc

Mit Glucosamin wird sowohl im Wildtyp als auch in den Mutanten ein mukoider Phianotyp
exprimiert. Im Vergleich zu den anderen Zuckern wird mit Glucosamin am meisten PIA
synthetisiert. Glucosamin kann wie zuvor dargelegt, sowohl fiir die Synthese von PIA als
auch im Energiestoffwechsel verwertet werden. Der Schritt, aus UDP-GIcNAc PIA zu
synthetisieren, ist energicaufwendig, aber fiir alle untersuchten Zucker gleich. Unter-
schiede bestehen in den Umsetzungen der jeweiligen Zucker zu UDP-GIcNAc (Abb. 4.4).
Die Synthese von UDP-GIcNAc aus Glucosamin hat gegeniiber der Synthese aus Glucose

den Vorteil, dass zwei enzymatische Umsetzungen wegfallen. Dies ist eine Isomerisierung
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und die Transaminierung zu Glucosamin-6-Phosphat (Abb. 4.4 a). Die Transaminierung
konnte der entscheidende Faktor sein, da auch Aminoséduren die Synthese eines mukoiden
Phénotyps induzieren. Durch das Vorhandensein groler Mengen Aminosduren wird diese
Umsetzung vermutlich begiinstigt, da die Zelle die Aminosduren nicht neu synthetisieren
muss. Zudem wird dieser Schritt durch extrazelluldres Glucosamin und GIcNAc negativ
reguliert (Plumbridge et al., 1993). Intrazelluldres Glucosamin-6-Phosphat hat dagegen nur
einen duflerst geringen negativen Regulationseffekt. Entgegen der Regulation in der
eukaryontischen Zelle weist auch UDP-GIcNAc keinen allosterischen Hemmeffekt auf die
Glucosamin-Phosphat-Synthase auf (Plumbridge et al.,, 1993). Insgesamt steht mit
Glucosamin mehr Energie zur PIA-Synthese zur Verfligung als mit GlcNAc, dass nicht im
Energiestoffwechsel verwertet werden kann. Aufgrund dessen wird mit Glucosamin
vermutlich am meisten PIA synthetisiert.

Da GIcNAc nicht im Energiestoffwechsel verwertet werden kann, muss die Zelle in den
hier untersuchten Ansédtzen zum Energiegewinn auf die Bestandteile aus PYJJ zuriick-
greifen. Durch die Transkription des glcA-Gens in diesem Medium und den Hexoseassay
konnte gezeigt werden, dass in PYY Hexosen vorhanden sind (4.4). Bei der Synthese von
UDP-GIcNAc aus GIcNAc muss ebenfalls keine Transaminierung mehr erfolgen. Dieser
Schritt wird zudem durch die Anwesenheit von externen GIcNAc negativ reguliert
(Plumbridge et al., 1993). Im Gegensatz zu Glucosamin fallen aber noch zwei weitere
enzymatische Umsetzungen weg. Und auch fiir die Zellwandsynthese muss UDP-GIcNAc
nicht aufwendig aus Glucose synthetisiert werden. Dies konnten Vorteile sein, die eine
PIA-Synthese aus GlcNAc gegeniiber Glucose begiinstigt. Dabei reicht offensichtlich die
Hexosemenge in PYQ aus, im Wildtyp geniigend Energie zur Verfiigung zu stellen, um

PIA in den ermittelten Mengen zu produzieren.

Mukoid-negativer Phinotyp der Mutanten M16 und M20 mit GlcNAc — mukoider
Phinotyp mit Glucosamin

Die grofiten Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den Mutanten M16 und M20 wurden
auf den PYJ-Agarplatten mit GIcNAc beobachtet. Betrachtet man hier in den Mutanten
die Wiederfindung von hineintransportierten GlcNAc in PIA unter der Vorraussetzung
eines konstanten Transports iiber 48 Stunden, findet man nur einen Bruchteil der Molekiile
in PIA wieder (Tab.4.1). Diese Berechnungen sind nur Anndherungen, denn die

Bedingungen auf den Agarplatten sind nicht mit denen in Fliissigkultur zu vergleichen. Es



4 Diskussion -122-

herrschen hier andere physiologische Vorraussetzungen fiir die Zellen. Moglicherweise ist
die Substratverfiigbarkeit nicht optimal oder es kommen andere regulative Einfliisse zur
Geltung. Dieses wirkt sich offenbar auf die PIA-Synthese aus.

In den Mutanten M16 und M20 ist im Gegensatz zum Wildtyp nachweislich der Transport
von Glucose vermindert. Die Mutanten miissen beim Wachstum mit GIcNAc zum Energie-
gewinn auf Glucose aus dem PYW-Medium zuriickgreifen. Unter der Annahme, das es
sich bei der ermittelten Hexosemenge in PYJ hauptsidchlich um Glucose handelt, wurde
eine Menge von 2,75 mM ermittelt. Dies ist 10-mal mehr Glucose als in den Transport-
ansdtzen (0,2 mM) vorhanden war. Das heillt, man kann auch hier von einem um den
Faktor 11 verminderten Transport von Glucose in die Mutanten ausgehen.

Die Transportrate von GlcNAc in die Mutanten ist ebenfalls geringer. Dieses fiihrt
insgesamt zu weniger Molekiilen, die in PIA eingebaut werden kénnen. Zudem wiirden das
wenige in die Zelle gelangte GIcNAc wegen des Glucose-Mangels wahrscheinlich eher in
die Zellwandsynthese als die PIA-Synthese flieBen. Aufgrund des verringerten Glucose-
transports steht den Zellen insgesamt weniger Energie zur PIA-Synthese bereit. Diese
Faktoren scheinen auf den Agarplatten eine grofere Auswirkung zu haben als in
Fliissigkultur, wo mehr PIA unter den gleichen Bedingungen gebildet wird.

Die Mutanten M16 und M20 sind mit Glucosamin mukoid, obwohl sie einen Defekt im
Glucosamintransport haben. Wie bereits ausgefiihrt kann mit Glucosamin Energie
gewonnen werden und Glucosamin kann unter giinstigeren Bedingungen zu UDP-GIcNAc
umgesetzt werden als Glucose. In die Mutanten M16 und M20 wird in den Ansétzen mit
Glucosamin genauso viel Glucose aus PYQ transportiert, wie in den Ansdtzen mit
GlcNAc. Doch wird mehr Glucosamin als GIcNAc in die Zellen transportiert. Dieses
Glucosamin kann zusétzlich energetisch verwertet werden. Dies scheint auszureichen, um
auch in den Mutanten geniigend Energie fiir die Synthese von PIA in der beobachteten
Menge bereitzustellen.

Zusammenfassend kann damit der mukoid-negative Phédnotyp auf den Agarplatten auf
einen relativen Energiemangel zuriickgefiihrt werden.

Sicherlich spielen aber noch andere, vor allem regulative Faktoren eine Rolle. Dies konnen
zum einen Faktoren sein, die im allgemeinen Stoffwechsel wirken. Inwieweit sich dabei
die Konzentrationen intrazelluldrer Metabolite auf die Synthese von PIA auswirken, kann
anhand dieser Daten nur spekuliert werden. Es konnen zum anderen aber auch

Regulationsfaktoren wirken, die insbesondere Einfluss auf die PIA-Synthese oder
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Biofilmbildung haben. So sind unter 1.3.3 einige beschrieben, deren genaue
Wirkungsweise aber nur teilweise bekannt ist (Mack et al., 2000; Knobloch 2000; Bartscht,
2001; Knobloch et al., 2001).

4.9 Ausblick

Der genaue Weg der PIA-Synthese ist nach wie vor nicht gekldrt, es haben sich aber in
dieser Arbeit einige interessante Aspekte ergeben, deren weitere Untersuchung
entscheidende Anhalte geben konnten. Offensichtlich sind Glucosamin und GIcNAc gute
Substrate fiir die PIA-Bildung. Die Frage, die sich jetzt stellt, ist, wo bekommen die
Bakterien, diese Kohlenhydrate in vivo her ? Moglicherweise aus menschlichen Glyko-
proteinen, in denen in groBe Mengen GlcNAc vorkommen. Oder aus Glycosamino-
glycanen (GAGs) der extrazelluiren Matrix von eukaryontischen Zellen. GAGs sind
proteinverkniipfte, lange, unverzweigte Polysaccharidketten aus Disaccharideinheiten,
wobei GlcNAc hdufig einer der Zuckerbestandteile ist (Alberts et al., 1990). Moglicher-
weise nutzt S. epidermidis die Reste, die beim Zelltod anfallen, vielleicht konnen sie aber
auch aktiv GIcNAc aus diesen Verbindungen abspalten. Eine Interaktion von pathogenen
Bakterien mit GAGs wurde bereits nachgewiesen (Wadstrém und Ljungh, 1999).
Moglicherweise ist dies ein entscheidender Punkt, der eine PIA-Bildung und damit eine
Infektion mit S. epidermidis begiinstigt.

Dies gilt es in Zukunft zu kldren, genauso wie die Fragen, ob GlcNAc aktiv iiber GIcA
transportiert wird oder nicht, wo die Aktivierung von GlcNAc tatséchlich stattfindet und
wie der Einbau in PIA verlduft. Eine grole Anzahl weiterer mukoid-negativer Mutanten,
deren Transposoninsertion weder in glc4 noch in glcT liegt, wurden bereits generiert. Die
Analyse dieser Mutanten konnte weitere Anhaltspunkte fiir die Biosynthese bzw. die
Uberproduktion von PIA geben. Mit dem Wissen dieser Sachverhalte kann dann eine
Strategie entwickelt werden, um in Zukunft Infektionen mit S. epidermidis besser

therapieren zu konnen oder gar zu verhindern.
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S5 Zusammenfassung

Staphylococcus epidermidis gehort zur Flora der menschlichen Haut und ist normalerweise
apathogen. Durch seine Féhigkeit zur Besiedlung von Kunststoffoberfldchen fiihrt dieser
Keim zu Infektionen mit implantierten Fremdkorpern, wie z.B. Kathetern, Herzschritt-
machern oder Gelenkprothesen. Dabei ist die Ausbildung eines Biofilms ein wichtiger
Pathogenititsfaktor. Die Mechanismen, die zur Entstehung des Biofilms fiihren, sind
vielfdltig und bisher noch nicht vollstindig geklirt. Ein entscheidender Faktor dabei ist die
Matrix der Biofilme, bestehend aus der Glykokalyx von S. epidermidis.

Diese Arbeit untersuchte den fiir S. epidermidis ungewohnlichen mukoiden Phianotyp, um
neue Erkenntnisse zur EPS-Produktion und Glykokalyx zu erhalten. Es wurden Faktoren
gesucht, die den mukoiden Phinotyp von S. epidermidis 1457 induzieren. Der genetische
Hintergrund der beiden mukoid-negativen Tn9/7-Transposonmutanten M16 und M20
wurde ermittelt.

Ein mukoider Phanotyp konnte nur auf peptonhaltigen Medien, die mit den Aminozuckern
Glucosamin oder N-Acetyl-Glucosamin (GIcNAc) supplementiert wurden, induziert
werden. Dabei waren die Mutanten mit GlcNAc mukoid-negativ, mit Glucosamin
allerdings weiterhin mukoid. Mit einem Medium, das den mukoiden Phidnotyp nicht
induziert, wurde durch Zugabe von Aminosduren und Glucosamin ebenfalls ein mukoider
Phénotyp beobachtet. Die Biofilmbildung war in den Mutanten M16 und M20 mit
GlcNAc, wenn sie mukoid-negativ waren, vermindert. Es konnten nur die S. epidermidis-
Stamme einen mukoiden Phénotyp ausprdgen, die einen intakten, fiir die Synthese des
interzelluldren Polysaccharid-Adhésins (PIA) verantwortlichen icaADBC-Genort auf-
wiesen.

Der mukoide Phidnotyp war korreliert mit der Expression sehr groer Mengen des
Polysaccharids PIA. Die Bildung von PIA, dessen Bedeutung fiir die Biofilmbildung und
Pathogenitit von S. epidermidis bereits belegt wurde, wird damit durch die Aminozucker
Glucosamin und GlcNAc, sowie groBer Mengen von Stickstoff beglinstigt.

Die Genorte der Transposoninsertionen in den Mutanten M16 und M20 wurden kloniert
und sequenziert. Die Transposoninsertionen lagen auf zwei unterschiedlichen, voneinander
unabhingigen Genorten. Es waren zwei in S. epidermidis unbeschriebene Gene des

Phosphoenolpyruvat: Zucker Phosphotransferase Systems (PTS) betroffen.
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In der Mutante M20 wurde glcA, welches das Glucose spezifische Enzym II (EII) codiert,
getroffen. In der Mutante M16 inserierte Tn9/7 im Antiterminatorgen glc7. Die In-
aktivierung dieser Gene wurde durch Genexpressionsanalysen im Northern Blot bewiesen.
Dabei konnte erstmalig das Transkript eines Antiterminatorgens dargestellt werden. Das
EIl-Gen glcA wird entgegen vieler anderer EII-Gene monocistronisch transkribiert. Es ist
nicht in einem Operon mit anderen Genen des korrespondierenden Zuckerkatabolismus
oder anderen PTS-Genen angeordnet.

Antiterminatoren regulieren die Transkription von dazugehdrigen EII-Genen, wobei sie die
sogenannte RAT (ribonuleic antiterminator) Sequenz vor dem EII-Gen erkennen. Bei allen
bisher beschriebenen funktionellen Antiterminator-EIl Paaren sind die dafiir codierenden
Gene miteinander verbunden. Mit glc4 und glcT konnte hier erstmals ein Antitermintor-
EIl Paar beschrieben werden, bei dem die codierenden Gene auf voneinander
unabhingigen Genorten lokalisiert sind. Die vor glc4 zu findende RAT-Sequenz und das
fehlende Transkript des EII-Gens glc4 in der Mutante M16, in der der Antiterminator
inaktiviert war, bewies die Interaktion der beiden Gene.

Durch den signifikant verminderten Transport von Glucose und Glucosamin in die
Mutanten M16 und M20 konnte eine Funktion von glcA und glcT im spezifischen
Transport dieser beiden Zucker nachgewiesen werden. Da beide Mutanten mit GlcNAc
mukoid-negativ waren, wurde ein ebenfalls verminderter Transport fiir GIcNAc erwartet.
Erstaunlicherweise transportierte sogar der Wildtyp nur sehr geringe Mengen dieses
Zuckers, obwohl er grole Mengen des Polysaccharids PIA damit produzierte. Tests auf
Séureproduktion aus GlcNAc und Wachstumskurven mit diesem Zucker ergaben, dass
S. epidermidis 1457 GIcNAc nicht im Energiestoffwechsel verwerten kann. Wahr-
scheinlich gelangt GlcNAc iiber das EII-Protein GIcA als Substrat mit geringer Affinitét
mittels ,.erleichterter Diffusion” in die Zelle. GlcNAc wird vermutlich intrazelluldr
aktiviert und in PIA eingebaut. Zum Energiegewinn miissen die Bakterien allerdings auf
andere Bestandteile des Mediums zuriickgreifen. In dem hier verwendeten PYJ-Medium
ist nachweislich Hexose vorhanden. Da die Mutanten M16 und M20 eine verminderte
Transportrate fiir Glucose haben, steht ihnen hier weniger Glucose zum Energiegewinn zur
Verfiigung als dem Wildtyp. Der mukoid-negative Phianotyp der Mutanten M16 und M20

mit GIcNAc ist damit vermutlich auf einen relativen Energiemangel zurlickzufiihren.
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7 Anhang

7.1 Sequenz von glcA

Im Folgenden wird die Nukleotidsequenz von glc4 und umliegenden Bereich dargestellt,

diese ist unter NCBI-Accession No. AF443793 veroffentlicht. Uber den codierenden Basen

fiir glcA sind die Aminosiuren angegeben. Uber allen charakteristischen Motiven finden

sich die entsprechenden Bezeichnungen.

ACTAACAGCT
TGATTGTCGA

CAACGAGCTG AAAATAATCA
GTTGCTCGAC TTTTATTAGT

AAAAAATAAT
TTTTTTATTA

AAAARAGACA
TTTTTTCTGT

51

ATTTCTATAT

TAAAGATATA

TATTTCAATA GAAATTGTCT
ATAAAGTTAT CTTTAACAGA

TTTTTTACTT
AAAAAATGAA

ATCCTGGGAC
TAGGACCCTG

101

TTTATGTCCC
AMATACAGGG

ACACTCTTTT TTATGTAAAA
TGTGAGAARR AATACATTTT

TTTTCAAAAA
AAAAGTTTTT

-35 1

GTATTGTAAA
CATAACATTT

151

235 Signal 2

-10 Signal 1

CGCTTTATTG AATGTGTATA CTAGATGTAA
GCGAAATAAC TTACACATAT GATCTACATT

10 Signal 2
Raaaaa o oo d

ATAABATCAT
TATTTTAGTA

RAT-Sequenz
TGCGTGTTAC
ACGCACAATG

201

RAT-Sequenz

tho-unabhéngiger Terminator

TGGTTATGCA GGCATGAGCA AATAAGAGTG TCTATCTTTC
ACCAATACGT CCGTACTCGT TTATTCTCAC AGATAGAAAG

GTGATATGAA
CACTATACTT

251

rho-unabhangiger Terminator

ATTGATAGTC TTATTTGTTC ATGCTTTTTT TGTGGCACGT
TAACTATCAG AATAAACAAG TACGAAAAAA ACACCGTGCA

AAATAAGRAAG
TTTATTCTTC

+1

301

RBS

Met Phe lys lys Lles P Gy Gn Met Gn

ATAGAGAGGA ATGAATTGAT TATGTTTAAA AAGCTATTTG GTCAAATGCA
TATCTCTCCT TACTTAACTA ATACAAATTT TTCGATAAAC CAGTTTACGT

+1

351

Gn Ag B Gy

lys Ma lew Met Leu Pro Va MNa U leu P A2 Ma Gy

ACGTATCGGT AAAGCTTTAA TGTTACCAGT TGCGATTTTA CCGGCTGCAG
TGCATAGCCA TTTCGAAATT ACAATGGTCA ACGCTAAAAT GGCCGACGTC

+1

401

@ ieu lew lew Na HMe @y T Aa Pe Gn Gy Gu Aa  Leu @0 Hs

GGTTGCTATT AGCAATTGGG ACTGCGTTTC AAGGCGAAGC GTTACAAbAT
CCAACGATAA TCGTTAACCC TGACGCAAAG TTCCGCTTCG CAATGTTGTA

+1

451

Tr lew Po Phe B L An Ap ke Vd Gn Gn e M A Ml L

TATCTTCCAT TTATAAAAAA TGATATTGTT CAACAAATCG CTAATATGCT
ATAGAAGGTA AATATTTTTT ACTATAACAA GTTGTTTAGC GATTATACGA

e T dy Ny Gy ke

501

Pe Ap Aol Po e ke Phe s lew

TACAGGTGCT GGTGGTATTA TATTTGATAA TCTACCTATT ATCTTTGCTT
ATGTCCACGA CCACCATAAT ATAAACTATT AGATGGATAAR TAGAAACGAA

+1

531

Lu Gy Vol Na b Gy L Na @ Gy Ap Gy VA M Na ke M

TAGGTGTAGC AATTGGTCTT GCAGGTGGAG ATGGTGTAGC TGCTATTGCT
ATCCACATCG TTAACCAGAA CGTCCACCTC TACCACATCG ACGATAACGA

+1

601

Ma Phe Vd Gy Phe Bt B Leu An Lys Th Met @ Na Phe Leu Hs

GCATTTGTTG GTTTTATCAT TTTAAATAAA ACAATGGGGG CTTTCTTGCA
CGTAAACAAC CAAAATAGTA AAATTTATTT TGTTACCCCC GAAAGAACGT
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H MVl T Po Ap Ls L S Ap Po T Ko Gy Tr M Ao W le
651 TGTAACTCCA GATAAATTAT CTGATCCAAC TAATGGATAT GCAAATGTAT
ACATTGAGGT CTATTTAATA GACTAGGTTG ATTACCTATA CGTTTACATA

41 deu Gy % Pro T leu @ Tw Gy Va Phe Gy Gy ke M e Gy
701 TAGGGATTCC TACACTTCAA ACAGGTGTGT TCGGAGGTAT TATTATTGGT
ATCCCTAAGG ATGTGAAGTT TGTCCACACA AGCCTCCATA ATAATAACCA

+1  Ma leu MNa Na Tp Cs Tyr Asm Lys Phe Ty Asn He T Leu Pro Ser
751 GCACTAGCAG CCTGGTGTTA TAACAAATTC TATAATATTA CCTTACCATC
CGTGATCGTC GGACCACAAT ATTGTTTAAG ATATTATAAT GGAATGGTAG
1 Ser Ty Leu @y FPhe Phe Na Gy Llys Mg Phe VA Pro ke Ml Met Aa T
801 ATATTTAGGA TTCTTTGCAG GTAAACGTTT TGTACCAATT ATGATGGCAA
TATAAATCCT AAGAAACGTC CATTTGCAAA ACATGGTTAA TACTACCGTT

+1 ‘T The  Ser Phe e Leu Aa Phe Pro Met Na Te le Tp Po The ke
851 CAACATCTTT CATTTTAGCC TTTCCGATGG CAATTATTTG GCCAACGATC
GTTGTAGAAA GTAAARATCGG AAAGGCTACC GTTAATAAAC CGGTTGCTAG

TnS17

# Gn kn @y e An Ma P S i Gy Ll Ay S ke Tw Gy
901 CAAAACGGTT TAAATGCATT TAGTGAGGGG TTATTAGATT CAAATACAGG
GTTTTGCCAA ATTTACGTAA ATCACTCCCC AATAATCTAA GTTTATGTCC
FU@ v Na Wl P L Pe G P kg Ay Lu lw e o e gy
951 TTTAGCTGTA TTTTTATTTG GATTTATTAA GCGATTATTA ATACCATTTG
AAATCGACAT AAAAATAAAC CTAAATAATT CGCTAATAAT TATGGTAAAC

1 @ Lleu Hs  Ws  # Phe Hs Ma Pro Phe Tp Phe Gu  Phe @ Ser Tp
1001 GTTTACATCA CATTTTCCAT GCACCATTCT GGTTTGAATT TGGTTCTTGG
CAAATGTAGT GTAAAAGGTA CGTGGTAAGA CCAAACTTAA ACCAAGAACC

1 Ly An ANa A2 Gy &u W W Ag Gy Ap Gn Ag B Phe & G
1051 AAAAATGCTG CTGGAGAGAT AATTAGAGGC GACCAACGTA TTTTTATTGA
TPTTTACGAC GACCTCTCTA TTAATCTCCG CTGGTTGCAT AAAAATAACT
WG Gn b Wy Gu G M He e T S Gy g Pe Mt G0 & @
1101 ACAAATCCGT GAAGGTGCTC ATTTAACTTC TGGTAAATTC ATGCAAGGGG
TGTTTAGGCA CTTCCACGAG TAAATTGAAG ACCATTTAAG TACGTTCCCC

+1 ‘Gu Phe Pro Val Met Met Phe Gy Llew Pro Ala Mz HMNa leu AMa e Ty
1151 AATTCCCAGT CATGATGTTT GGATTACCAG CTGCAGCATT GGCTATTTAT
TTAAGGGTCA GTACTACAAA CCTAATGGTC GACGTCGTAA CCGATAAATA

+1 @n Tw ANa Iy Po @ Am Ly Ly Vld Va Aa & L Me e Ser
1201 CARACAGCAA AACCTGAGAA TAAGAAAGTA GTTGCAGGTT TAATGATTTC
GTTTGTCGTT TTGGACTCTT ATTCTTTCAT CAACGTCCAA ATTACTAAAG
+1 Ser Ma Aa leu Thr Ser Phe Llev Thr @y e Thwe Gu Pmo  leu Gu Phe Ser
1251 TGCTGCATTA ACATCATTTT TAACTGGTAT TACTGAACCA TTAGAATTCT
ACGACGTAAT TGTAGTAAAAR ATTGACCATA ATGACTTGGT AATCTTAAGA
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+1

1301

Ser Phe leu Phe Va Aa Pro Phe leu Phe Va Be Hs Aa Vo Llew Asp

CATTCTTATT TGTAGCACCA TTCTTATTCG TAATTCATGC AGTATTAGAT
GTAAGAATAA ACATCGTGGT AAGAATAAGC ATTAAGTACG TCATAATCTA

+1

1351

Gy lteu Ser Phe fLeu Thw lew Ty leu Lev Asn Vo Hs Llew &y Tyr The

GGTTTATCAT TCTTGACACT ATACTTGTTA AATGTACATT TAGGATATAC
CCAAATAGTA AGAACTGTGA TATGAACAAT TTACATGTAA ATCCTATATG

+1

1401

T Phe Ser @y Gy Phe fe Ap Ty Va4 Lew Lew Gy B L Pro Am Ly

TTTCTCTGGA GGATTTATAG ATTATGTTTT ATTAGGTATT CTACCTAATA
AAAGAGACCT CCTAAATATC TAATACAAAA TAATCCATAA GATGGATTAT

+1

1451

s T N2 Tp Tp L Wl de Po Va Gy B e Tr M W

AAACAGCATG GTGGCTTGTC ATCCCAGTAG GTATTATTTA TGCAGTGATT
TTTGTCGTAC CACCGAACAG TAGGGTCATC CATAATAAAT ACGTCACTAA

+1

1501

Tr Ty Pe Vd P Ag P Lu ke Vd L P An Ty Ls W Pw

TACTACTTTG TATTTAGATT CCTTATTGTT AAATTTAACT ATAAAACACC
ATGATGAAAC ATAAATCTAA GGAATAACAA TTTAAATTGA TATTTTGIGG

1551

PmﬂyArgGu.‘apLysLysSerSarValTl'rTl'rﬁrSerAlaSerﬁ'lLar

AGGTCGTGAA GATAAAAAAT CATCTGTAAC AACTACATCG GCTAGTCAAC
TCCAGCACTT CTATTTTTTA GTAGACATTG TTGATGTAGC CGATCAGTTG

+1

1601

e Pro Phe Asp Vel Lew Ly  Na Met & Gy Lys Gu  An e iys Hs

TGCCATTCGA TGTTTTGAAA GCAATGGGTG GTAAAGAAAA TATTAAACAT
ACGGTAAGCT ACAAAACTTT CGTTACCCAC CATTTCTTTT ATAATTTGTA

+1

1651

lo hp Mo G e T Mg L Ay V@ Vd k0 @ b S Le

CTAGATGCTT GTATTACTAG ACTAAGAGTA GAAGTAAATG AAAAATCAAA
GATCTACGAA CATAATGATC TGATTCTCAT CTTCATTTAC TTTTTAGTTT

+1

1701

s Vol Ap Vl Ma Gy Ll bs S lew @ Na Ser @y VLl @ W

AGTTGATGTT GCCGGCCTTA AATCATTAGG TGCTTCAGGA GTACTTGAAG
TCAACTACAA CGGCCGGAAT TTAGTAATCC ACGAAGTCCT CATGAACTTC

+1

1751

Vi Gy An hn M Gn A e Pe G Po s S Ap @ ke ip

TCGGTAACAA TATGCAAGCT ATTTTCGGTC CTAAATCTGA TCAAATCAAA
AGCCATTGTT ATACGTTCGA TAARAAGCCAG GATTTAGACT AGTTTAGTTT

+1

1801

s Asp Mt Aa Lys Be M Ser Gy Gu fe Tw Lys Po  Ser @ The

CATGATATGG CTAAGATAAT AAGTGGAGAA ATTACAARAC CAAGTGAAAC
GTACTATACC GATTCTATTA TTCACCTCTT TAATGTTTTG GTTCACTTTG

+1

1851

The The Be Ap Gu Gu Vi  Ser Ap Ap Po Vd Hs Vel  Gu Ap e Vo

DACAATTGAT GAAGAAGTGT CAGATGATCC TGTACATGTG GAAGATATTG
TTGTTAACTA CTTCTTCACA GTCTACTAGG ACATGTACAC CTTCTATAAC

+1

1901

Vad Gu Th Gu fHe Ty ANa Po Gy Hs G Gu le e Po les Ser

TAGARACAGA AATTTACGCA CCTGGACATG GTGAGATAAT ACCGTTATCT
ATCTTTGTCT TTAAATGCGT GGACCTGTAC CACTCTATTA TGGCAATAGA
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$ G Vi Po kp Ly Ve P Sr Gu s Mt Mt & Ap Gy ke Gy
1951 GAAGTACCTG ATAAAGTTTT CTCTGAAAAG ATGATGGGTG ATGGTATCGG
CTTCATGGAC TATTTCARAA GAGACTTTTC TACTACCCAC TACCATAGCC
WGy e Vd Po Ap S @y G ke W A Fo P Ap Gy Vb
2001 ATTTGTACCA GATTCAGGAG ARATTGTAGC ACCATTTGAT GGTACAGTTA
TAAACATGGT CTAAGTCCTC TTTAACATCG TGGTAAACTA CCATGTCAAT
Ul T e e Po T b s A ke & v @ S e S G
2051 AAACAATTTT CCCTACAAAA CATGCGATAG GATTGGAGTC TGATAGTGGT
TTTGTTAARA GGGATGTTTT GTACGCTATC CTAACCTCAG ACTATCACCA
WU @ e e ke B ke @ ke Ay vV s e ko & @
2101 GTTGAAGTGT TAATTCACAT TGGTATCGAT ACAGTTAAAT TAAATGGTGA
CAACTTCACA ATTAAGTGTA ACCATAGCTA TGTCAATTTA ATTTACCACT
+1 Gu G P  Qu Sr Les VA An Th Ap @u Po Vd 1w @ G @n Po
2151 AGGTTTTGAA AGTTTGGTAA ATACTGATGA ACCAGTAACA CAAGGTCAAC
TCCAARAACTT TCAAACCATT TATGACTACT TGGTCATTGT GTTCCAGTTG
Pl Mt s e Ap b G Ty L b @ e M Po e ke
2201 CATTAATGAA GATTGATTTA GAATACTTAA AGGAACATGC TCCAAGTATT
GTAATTACTT CTAACTARAT CTTATGAATT TCCTTGTACG AGGTTCATAA
+1 B Tr Po VA Be W Tw Asn Gn & Ap Ly T L Tw b @r
2251 ATTACACCAG TAATCATAAC AAACCAAGAA GACAAAACAT TAACAATTGA
TAATGTGGTC ATTAGTATTG TTTGGTTCTT CTGTTTTGTA ATTGTTAACT
*Gu A Vd s Gn vl Ap Fo Gy Lp  Aa ke e T B b
2301 AGATGTAAAA CAAGTCGATC CTGGTAAAGC GATTATGACA ATTAAATAAR
TCTACATTTT GTTCAGCTAG GACCATTTCG CTAATACTGT TAATTTATTT
2351 GCCTATAAGA ATAACTTAAT GGCTAAAACA AATAAGTCTG GGACAAGGAT
CGGATATTCT TATTGAATTA CCGATTTTGT TTATTCAGAC CCTGTTCCTA
2401 ATATTATGTC CCAGACTTTT CTAAAAATGT ATTATTATAA GAAACGTTTA
TATAATACAG GGTCTGAAAA GATTTTTACA TAATAATATT CTTTGCARAT
2451 GCTGCTACAG AGATTGGTGG GATTTGATCA AAGTCTAAGT TTTTATCTTC
CGACGATGTC TCTAACCACC CTARACTAGT TTCAGATTCA AAAATAGAAG
2501 AGTAATTGAT CTATAAGCCC ATTTACTGTA ACCAAATGCT TCTTCGTTTA
TCATTAACTA GATATTCGGG TAAATGACAT TGGTTTACGA AGAAGCARAT
2551 CAATTT

GTTAAR
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7.2 Sequenz von glcT

Im Folgenden wird die Nukleotidsequenz von glcT und umliegenden Bereich dargestellt,

diese ist unter NCBI-Accession No. AF443794 veroffentlicht. Uber den codierenden Basen

fiir glcT sind die Aminosiuren angegeben. Uber allen charakteristischen Motiven finden

sich die entsprechenden Bezeichnungen.

Ende orf 2

AGACCTGTGT
TCTGGACACA

TTAAACCCGA AAACTTAGAA ATAAATTTAT
AATTTGGGCT TTTGAATCTT TATTTAAATA

TTGGCATTGA
AACCGTAACT

51

Ende orf 2

GACTTGGGGA
CTGAACCCCT

CAACATGCAA AAATGCCAAA AAAATAGTGA
GTTGTACGTT TTTACGGTTT TTTTATCACT

ATAAATCAAT
TATTTAGTTA

1ci

rho-unabhdngiger Terminator

ARARTARCGG
TTTTATTGCC

CTTGATACAT
GAACTATGTA

ATCCCTTGAT
TAGGGAACTA

GTATCAAGCC
CATAGTTCGG

GCTTTATTTT
CGAAATAAAR

151

TGGCAAGATT
ACCGTTCTAA

TAAAGTATTG
ATTTCATAAC

ATGTCATTGA
TACAGTAACT

TTCAATCTCT
AAGTTAGAGA

ATATAACAGT
TATATTGTCA

201

AAARRATTTC
TTTTTTAARG

AAAATAGATT
TTTTATCTAA

-35 Signal
CCTTTTCAAT
GGAAAAGTTA

TTAGGTATTA
AATCCATAAT

-0 Signal
AGCATTATAA
TCGTAATATT

+3

251

-10 Signal RBS
-

Mt S Iy
AGGTGATTAT GATGAGCAAG
TCCACTAATA CTACTCGTTC ATACATTATT

Tr vd B T
TATGTAATAA

TTTTAATAAT GATATTAGAA
AAAATTATTA CTATAATCTT

+3

301

Te lys Thw  Lsu  Asn Aen Aen
CGAAAACACT CAATAACAAT ¢
GCTTTTGTGA GTTATTGTTA

W e ke Cp T sk s G @

GTCATCATAT GCACAAARAA TCATCAAGAG
CAGTAGTATA CGTGTTTTTT AGTAGTTCTC

+3

351

17
G s Gy b @ Pe An s s Ve Gy Mt T
GTTGTTTTAA TTGGTAAAGG TATTGGTTTT AATAAAAAGG TTGGTATGAC
CAACAAAATT AACCATTTCC ATAACCAARA TTATTTTTCC AACCATACTG

Va  Val Lleu lle

+3

401

mvammmma;ummumu;mwenmm

AGTTCAAGAG AATGCTTCAA TAGAAAAAAT TTATAAATTA GAACAACAAG
TCAAGTTCTC TTACGAAGTT ATCTTTTTTA AATATTTAAT CTTGTTGTTC

+3

451

@ Gn @n  Gu Hs Ty Ly T Lleu lew Gu  Lew @y Gu fAsp Hs Va

AGCAACAAGA ACACTACAAA ACACTTTTGG AGCTCGGAGA AGATCATGTT
TCGTTGTTCT TGTGATGTTT TGTGAAAACC TCGAGCCTCT TCTAGTACAA

+3

501

Vaa Gn AMa Val e Gu Ser Va  Asn Be le Asn  Gu Ser Gy leu He
GTTCRAGCGG TGATAGAATC AGTTAATATT ATCAATGAAT CTGGTCTAAT
CAAGTTCGCC ACTATCTTAG TCAATTATAA TAGTTACTTA GACCAGATTA

+3

551

T T kp ke Ly ko lu W VdAIaLeuThAspHisleleTera-

TACAGATGAT AAAAATTTGG TTGTTGCACT TACAGATCAC ATCATTTATG
ATGTCTACTA TTTTTAAACC AACAACGTGA ATGTCTAGTG TAGTAAATAC

+3

601

NaTerysAfngqusmﬁs&lMetﬂenrAsnhnHuValle

CCTATAAAAG ACTTAAACAA CATCAAATGA TTACAAATCC ATTTGTGATT
GGATATTTTC TGAATTTGTT GTAGTTTACT AATGTTTAGG TAAACACTAA
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+3

6351

@ ™ Ly Tr Mn VMo Ay
GAAACAAAAC ATCTCTATAG TAATGCATAC AATGTTGCTC GAAAGGTAAT
CTTTGTTTTG TAGAGATATC ATTACGTATG TTACAACGAG CTTTCCATTA

Ws Lew Tyr Ser An As ys Vel e

+3

701

Tk Uy lw An Ly Tw L Ap VA s Phe Po Gu Ap G B G

CGATAAATTA AATAAAACCT TAGACGTACA TTTTCCAGAA GATGAAATTG
GCTATTTAAT TTATTTTGGA ATCTGCATGT AAAAGGTCTT CTACTTTAAC

+3

751

'aypheue

NaLeuHsﬂeNaSerMn&@LynguSerlelis

GATTCATCGC ATTACATATT GCATCCAACT CTGAAAAATT ATCAATTCAC
CTAAGTAGCG TAATGTATAA CGTAGGTTGA GACTTTTTAA TAGTTAAGTG

+3

801

Asp M Ser Val e Asn Lys Leu We Asn Lys Ser e T B b G

GATATTTCAG TAATAAACAA GTTAATCAAT AAGAGTATTA CAATTATTGA
CTATAAAGTC ATTATTTGIT CAATTAGTTA TTCTCATAAT GTTAATAACT

+3

851

Gu'ﬂ'rAspL:anIisSerie AspLysﬂ'\ﬁlHeQ‘lTyrE'lkan

AACTGATTTA CAACATTCAA TTGATAAACA AACAATACAA TATCAGCGTT
TTGACTAAAT GTTGTAAGTT AACTATTTGT TTGTTATGTT ATAGTCGCAA

+3

901

Pe le Ay Hs B G Phe L b Ty Ay lw T Lp Gy @ iy

TTATAAGACA CATACAATTT TTAATATATC GATTAACTAA AGGTGAGTAT
AATATTCTGT GTATGTTAAA AATTATATAG CTAATTGATT TCCACTCATA

+3

Sl

v Gu Ma G0 G kn P b Sr Mt ke ls T Mt Tr Po Ay

TTAGAAGCAC AGGAGAATTT TATATCGATG ATAAAAACTA TGTATCCTCG
AATCTTCGTG TCCTCTTAAA ATATAGCTAC TATTTTTGAT ACATAGGAGC

+3
1001

‘Arg Ser Phe fsn

T AMa Ty Ly b Leu Ly Mt Ue Gn Ag Gu  Phe Ser

TAGTTTTAAT ACGGCTTATA AAATATTAAA AATGATTCAA CGTGAGTTTA
ATCARAATTA TGCCGAATAT TTTATAATTT TTACTAAGTT GCACTCAAAT

+3

1051

-Ser Val Tyr Va Tyr  Gu Aa Gu e Val Tﬁ" lew Ty Leu His e Asn
GTGTGTATGT ATACGAAGCG GAAATAGTTT ATTTAACATT ACATATCAAT
CACACATACA TATGCTTCGC CTTTATCARA TAAATTGTAA TGTATAGTTA

+3

1101

Hs Phe Gu Va Gn e

Ser Ser &
LY

CATTTTGAAG
GTABRAACTTC

TTCAAATTAG
AAGTTTAATC

TAGTGAATAA
ATCACTTATT

ATCTTAAAAT
TAGAATTTTA

ATTCTTTTAA
TAAGAAAATT

1151

TAAGAAAAGT
ATTCTTTTCA

GACTTTAATG

CTGRAAATTAC

ATTAGAGTAT
TAATCTCATA

TGTTATTTGT
ACAATAAACA

GGTAAGATAA
CCATTCTATT

1201

ATATTGTGTT
TATAACACAA

TTTAAGCTTA
AAATTCGAAT

TTTTTACAAT
AAARATGTTA

AAATTAAARA
TTTAATTTTT

GTAAATAGAT
CATTTATCTA

1251

GTATTTTTAA
CATARAAATT

GGCGTGGTGA
CCGCACCACT

ATTTAATGAA
TAAATTACTT

ARATGAAAAA
TTTACTTTTT

GAAATARAATG
CTTTATTTAC

1301

GAAAAAARMAG
CTTTTTTTTC

CCATTTTTTT
GGTAARARAAR
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