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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus wird in 10 % der infektiosen Endokarditiden (IE) als
Erreger identifiziert. Durch dieses Gram-positive Bakterium bedingte IE sind hdufig mit
Kolonkarzinomen assoziiert. Im diesem Zusammenhang wurde postuliert, dass S. gallolyticus subsp.
gallolyticus an die extrazelluldre Matrix (ECM) des malignen Kolonepithels adhériert und parazellular
durch das Epithel ins Blut gelangt. Am vorgeschédigten Endokard konne es wiederum an die ECM
adhérieren, kolonisieren und so eine IE ausldsen. Dabei sind die Pathomechanismen des Erregers noch
weithin ungeklart.

Wihrend einer IE liegen Makrophagen vermehrt im infizierten Gewebe vor. Pathogene haben daher
Resistenz- und Abwehrmechanismen gegeniiber der Phagozytose und der Degradation in Phagozyten
entwickelt. Fiir S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurden bereits stammabhingige Phagozytose- und
Uberlebensraten in THP-1 Makrophagen ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Zytokin-Genexpression von THP-1 Makrophagen nur marginal
stimuliert und kaum zur Lyse der Makrophagen fiihrt. Auerdem konnte ermittelt werden, dass
S. gallolyticus subsp. gallolyticus stammunabhingig oxidativen Stress in THP-1 Makrophagen ausldst.
Weiterhin wurde die Reaktion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus auf die Phagozytose durch THP-1
Makrophagen auf Transkriptom-Ebene mit Hilfe eines Microarrays ermittelt, der die Gene von vier
Genomen dieser Spezies abbildet. Es wurde u. a. die Genexpression einer NADH-Oxidase erhoht, die
dem oxidativen Burst entgegenwirken konnte. Aullerdem lésst sich aus der Analyse schlieen, dass
DIt-Proteine durch D-Alanylierung der Teichonsduren zur Resistenz gegeniiber antimikrobiellen
Peptiden fiithren und sich die Bakterien im Phagozyten auf einen Nahrungsmangel sowie eine anaerobe
Umgebung einstellen.

Neben der Phagozytose von THP-1 Makrophagen wurde das Wachstum bzw. Uberleben von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von Wasserstoffperoxid, Lysozym und einem niedrigen
pH-Wert untersucht. Dies sind wichtige Faktoren in der Degradation von Bakterien in Phagosomen. Es
zeigte sich, dass die untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme insgesamt sehr resistent
gegeniiber diesen Faktoren sind. Jedoch waren die beiden Stimme DSM 16831 und LMG 17956, die
schneller in THP-1 Makrophagen abgebaut wurden, im Vergleich sensitiver gegeniiber Lysozym bzw.
Wasserstoffperoxid.

Des Weiteren wurde beobachtet, dass manche S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme in Medium mit
Lysozym eine signifikant starkere Biofilmbildung an Polystyrol aufwiesen als ohne Lysozym. Um diese
Beobachtung weiter zu untersuchen, wurde das Transkriptom zweier Stimme in Gegenwart von
Lysozym ermittelt. Es zeigten sich erhdhte Expressionen der Gene des d/t Operons, deren Produkte zur
Resistenz gegeniiber der kationischen mikrobiellen Peptid-Funktion von Lysozym fiithren. Die
Lysozym-Behandlung fiihrte zusétzlich zu Expressionserhdhungen von Genen der Proteinbiosynthese
und vom Kohlenhydrat-, Lipid- und Aminosduremetabolismus und Genen, deren Produkte ein aerobes
Wachstum ermoglichen. Der Biofilmbildung am Endokard geht die Adhésion an Kollagen voraus. Eine
Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Adhédsion an Kollagen zeigte, dass das
Transkriptom stammabhéngig durch die Adhésion verdndert wurde. Die Regulation der Genexpression
weist darauf hin, dass der stark adhirente Stamm UCN 34 die Kohlenhydrataufnahme verindert,
wihrend im gering adhdrenten Stamm DSM 16831 die Expression von Phagen- und Transposongenen
reguliert werden, die auf einen lateralen Gentransfer hinweisen konnten.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus hohe Resistenzen gegen
antimikrobielle Substanzen aufweist und Biofilmbildung als Schutzmechanismus gegen Lysozym
nutzen kann. Dadurch geben die Ergebnisse dieser Arbeit neue Aufschliisse iiber potenzielle
Pathomechanismen dieses Erregers.



Zusammenfassung

Abstract

Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus is the identified causative pathogen in about 10 % of
infective endocarditis (IE) cases. Notably, S. gallolyticus subsp. gallolyticus-caused IE is often
associated with colon carcinoma. Based on this knowledge it was postulated that S. gallolyticus subsp.
gallolyticus adheres to the extracellular matrix of malignant epithelium of the colon and translocates
through a paracellular pathway through from the epithelium to the bloodstream. Furthermore, the
bacterium adheres to the extracellular matrix of the damaged endocardium and induces IE. To date, the
pathomechanisms have not been solved.

Macrophages play a key role in the endocardium during IE. Therefore, pathogens develop mechanisms
which protect against degradation in phagosomes. It has been shown that S. gallolyticus subsp.
gallolyticus phagocytic uptake by THP-1 macrophages, and their survival within these phagocytes was
strain-dependent. In this study, it was shown that S. gallolyticus subsp. gallolyticus stimulates cytokine
gene expression and lysis of macrophages just marginally with equivalent stimulation of reactive oxygen
species, regardless of which strain. Whole genome microarrays were used to examine the reaction of
S. gallolyticus subsp. gallolyticus to the phagocytic uptake by THP-1 macrophages. Increased gene
expression of a NADH oxidase indicates reaction towards the oxidative burst in macrophages.
Furthermore, transcriptomic analysis revealed that DIt proteins could effect resistance against cationic
peptides through D-alanylation of teichoic acids, and that the bacterial cells change their nutrition and
react to anaerobic conditions in phagosomes. Beside the phagocytosis, survival or growth of
S. gallolyticus subsp. gallolyticus was observed in medium with hydrogen peroxide, lysozyme or acid
pH-value, important factors for degradation of bacteria in phagosomes. This revealed that S. gallolyticus
subsp. gallolyticus is very resistant to these factors. The strains DSM 16831 and LMG 17956, which
were more rapidly killed in THP-1 macrophages, were more sensitive to lysozyme or hydrogen peroxide,
respectively, than other tested strains. Furthermore, it was observed that lysozyme triggers biofilm
formation of S. gallolyticus subsp. gallolyticus on polystyrene. Therefore, the transcriptome of
S. gallolyticus subsp. gallolyticus was analyzed in the presence of lysozyme. It again revealed higher
expression of genes of the dlf operon whose products provoke D-alanylation of teichoic acids. This leads
to resistance to the cationic antimicrobial function of lysozyme. Additionally, an increase in the
expression of genes of the protein biosynthesis, genes for aerobic growth as well as genes of
carbohydrate, lipid and amino acid metabolism was observed.

Adhesion to collagen is the initial step of biofilm formation in the endocardium. The transcriptome
analysis of S. gallolyticus subsp. gallolyticus adhering to collagen compared to planktonic cells showed
strain-dependent regulation of gene expression. The regulation of gene expression of the strain UCN 34
indicate a change in nutritional intake. In the low-adherent strain DSM 16831 the expression of genes
associated with a transposon and phage indicate horizontal gene transfer.

The results of this study provide insights about potential pathomechanisms of S. gallolyticus subsp.
gallolyticus which show high resistance to antimicrobial compounds and biofilm formation as a survival
mechanism against lysozyme.
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2 Einleitung

Streptokokken treten sowohl als Kommensale des menschlichen Korpers, als auch als Erreger
vieler verschiedener Erkrankungen auf, zu denen beispielsweise Karies, Endokarditis und
Meningitis gehoren (Mitchell, 2003). Es wurden ca. 40 Streptokokkenspezies gefunden, die in
die folgenden sechs Gruppen eingeteilt werden konnen: S. pyogenes, S. mitis, S. salivarius,
S. anginosus, S. mutans und S. bovis (Kawamura et al., 1995; Hardie und Whiley, 1997). Der
Streptococcus bovis/equinus-Komplex gehort zu der Lancefield Gruppe D, die aus
v-hdmolytischen Streptokokken besteht (Facklam, 2002). Die Gram-positiven Streptokokken
der Lancefield Gruppe D kommen sowohl in Tieren als auch Menschen vor. Sie sind
Kommensale, opportunistische Pathogene oder werden in der Lebensmittelfermentation
eingesetzt (Jans et al., 2015). Dem S. bovis/S. equinus Komplex werden sieben Subspezies
zugeordnet: S. gallolyticus subsp. gallolyticus, S. gallolyticus subsp. macedonicus,
S. gallolyticus subsp. pasteurianus, S. infantarius subsp. infantarius, S. lutetiensis,
S. alactolyticus und S. equinus (entspricht S. bovis, Schlegel et al., 2003).

Diese Arbeit befasst sich mit der Bakteriensubspezies S. gallolyticus subsp. gallolyticus (frither
S. bovis Biotyp I). Namensgebend fiir diese Subspezies ist die Fahigkeit der Hydrolyse von
Gallotanninen zu Gallussédure, die weiter zu Pyrogallol decarboxyliert wird. Zudem konnen
diese Bakterien Mannitol, Inulin und Trehalose fermentieren. Durch diese Féhigkeiten grenzt
sich S. gallolyticus subsp. gallolyticus von den anderen Subspezies des S. bovis/S. equinus
Komplexes ab (Osawa et al., 1995; Schlegel et al., 2003; Jiménez et al., 2014). S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Zellen sind unbewegliche, nicht-sporulierende Diplokokken, die auch in
kurzen Ketten vorkommen konnen (O’Donovan und Brooker, 2001). Sie sind natiirliche
Kommensale des Gastrointestinaltraktes und wurden sowohl im Kot als auch mit Infektionen
assoziiert in Beuteltieren, Sdugetieren sowie Vogeln nachgewiesen (Beck et al, 2008).
Beispielsweise wurde S. gallolyticus subsp. gallolyticus als Erreger von Sepsis, Endokarditis
und anderen Infektionen in Tauben und Puten beziehungsweise als Mastitis-Erreger in Kiihen
identifiziert. Daher konnte S. gallolyticus subsp. gallolyticus auch in Rohmilchprodukten
nachgewiesen werden (Sasaki ef al., 2004).

Mit Hilfe von Kultivierungsexperimenten konnten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Bakterien
in ca. 4 % humaner Stuhlproben gesunder Probanden in Deutschland ermittelt werden. Bei den
gleichen Probanden konnte jedoch dieses Bakterium mittels Real-time PCR Analyse bei ca.
60 % der Stuhlproben identifiziert werden (Dumke, 2015). Zusitzlich ist S. gallolyticus subsp.
gallolyticus ein fakultatives humanes Pathogen von Bakteridmien ohne lokalisierte Infektionen
sowie von Cholangitis, Gelenkinfektionen und der infektiosen Endokarditis (Abdulamir et al.,

2011; Liddle et al., 2012; Corredoira et al., 2013). Das zoonotische Potential des Erregers ist
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Einleitung

noch weitgehend ungeklart. Es konnte jedoch ein moglicher Transmissionsweg zwischen Huhn
und Mensch beschrieben werden. Im Kot von Legehennen sowie in der Blutkultur eines
Patienten, der engmaschigen Kontakt zu den Hennen hatte, konnte der gleiche S. gallolyticus
subsp. gallolyticus-Sequenztyp nachgewiesen werden (Dumke ef al., 2015).

Bisher wurden die Genome von den vier S. gallolyticus subsp. gallolyticus-Stimmen
DSM 16831, BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143, sequenziert (Rusniok et al., 2010; Hinse
et al, 2011; Lin et al., 2011; Grimm et al., 2017b). Zudem liegen Shotgun-Sequenzen der
Genome von vier weiteren Stimmen, wie zum Beispiel von TX20005 und LMG 17956, vor
(Nelson et al., 2010; Romero-Hernandez et al., 2015). Es wurde gezeigt, dass sich die aus
Tieren isolierten Stimme DSM 16831 und LMG 17956 durch eine hohere Anzahl von Genen,
zu denen Transposon- und Phagengene gehdren, von den infektiose Endokarditis-assoziierten
Stammen (BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143) unterscheiden lassen (Romero-Hernédndez
et al., 2015). Die Transkription der Gene ist jedoch noch unbekannt.

2.1 8. gallolyticus subsp. gallolyticus in der infektiosen Endokarditis

S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist der identifizierte Erreger in 10 % der infektiosen
Endokarditiden (Murdoch et al, 2009). Dabei ist die S. gallolyticus subsp. gallolyticus-
induzierte infektiose Endokarditis hdufig mit Darmpolypen und Kolonkarzinomen assoziiert
(Darjee und Gibb, 1993; Abdulamir et al., 2011; Abeni et al., 2013; Lazarovitch et al., 2013).
Boleij et al. stellten eine Hypothese auf, die erkldren konnte, wie S. gallolyticus subsp.
gallolyticus vom malignen Kolon zum Endokard gelangt (Abbildung 2.1). Demnach kénnen im
Kolon lokalisierte S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen an die, durch Lésionen der
Darmwand freigelegte, extrazelluldre Matrix adhérieren und parazelluldr durch das Epithel in
den Blutkreislauf gelangen. Von der daraus entstehenden Bakteridmie konnen einzelne
bakterielle Zellen an geschadigtes Endokard adhérieren (Boleij et al., 2011). Vor der
infektiosen Endokarditis am nativen Endokard liegt héufig eine nicht-bakterielle,
thrombotische Endokarditis (NBTE) vor. Diese entwickelt sich am geschéadigten Endokard
durch inflammatorische Parameter, welche die Aggregation von Plédttchen und Fibrin
induzieren (Werdan et al., 2014). S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen konnen so an die,
durch die NBTE freigelegte, extrazelluldre Matrix adhérieren und dort eine Infektion ausldsen

(Boleij et al., 2011).
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der potenziellen Pathogenese von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus

Dargestellt ist der hypothetische Zusammenhang zwischen malignen Verdnderungen im humanen Kolon mit
der S. gallolyticus subsp. gallolyticus-verursachten infektiosen Endokarditis.

Bisher wurden einzelne Aspekte des Weges von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch den
Wirt vom Darm bis zum Auslésen der infektiosen Endokarditis ndher betrachtet. Der Darm ist
mit Epithelzellen ausgekleidet. Die inflammatorische Reaktion von Epithelzellen auf Bakterien
kann die Bildung von Kolonkarzinomen verursachen, weshalb die Interleukin (IL)-8 und IL-1
Expression dieser Zellen (Caco-2) nach Stimulation mit drei verschiedenen S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimmen, untersucht wurde (Terzic et al., 2010). Es konnte gezeigt werden,
dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus im Vergleich zu anderen untersuchten Bakterienspezies,
wie zum Beispiel Enterococcus faecalis, keine oder nur eine sehr geringe Expressionserh6hung
in Epithelzellen ausldst. Dariiber hinaus hatten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen im
Vergleich zu anderen Bakterienspezies nur ein geringes Adhdsion- und Invasionspotential an
Epithelzellen, aber hohes Translokationspotenzial (Boleij ef al., 2011). Weiterhin wurde das
Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Vollblut (Nachstellung einer Bakteriimie)
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untersucht. Es wurde gezeigt, dass die meisten untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stimme innerhalb von 48 Stunden im Vollblut wachsen und nur beim Stamm DSM 16831 die
Anzahl bakterieller Zellen im Blut verringert war. Zusitzlich konnte eine stammabhéngige
Reaktion der Blutzellen in Form von IL-6-Sekretion auf S. gallolyticus subsp. gallolyticus
beobachtet werden (Grimm et al., 2017¢).

Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor von S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist die Adhision
an verschiedene Komponenten der extrazelluldren Matrix im Darm und am Endokard. Vollmer
et al. und Sillanpda et al. haben gezeigt, dass das Pathogen die hochste Adhédsionsfahigkeit an
Kollagen Typ I, gefolgt von Kollagen Typ II und IV aufwies. Hohere Adhésionsfahigkeiten
wurden auch an Fibrinogen nachgewiesen und nur eine geringe Adhédsionsfahigkeit an
Fibronektin und Vitronektin (Sillanpdi et al., 2008; Vollmer et al., 2010a). Am Endokard
adhérieren S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen nicht nur an Komponenten der
extrazelluliren Matrix, sondern auch an das Endothel mit nachfolgender Persistenz und
Proliferation (Werdan et al., 2014). Vollmer et al. haben gezeigt, dass alle in der Studie
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme an Endothelzellen adhirieren konnen.
Zudem konnte ein Invasionspotential aller untersuchten Stidmme, aufler beim Stamm
DSM 16831, in diese humane Zellen nachgewiesen werden (Vollmer et al, 2010a). Die
Kolonisierung des Pathogens am Endokard fithrt zur Aktivierung des Immunsystems und
Verstarkung der Koagulation des Blutes durch Fibrin und Plittchen. Das Bakterium wird
dadurch nicht nur durch den von ihm gebildeten Biofilm vor dem Immunsystem geschiitzt,
sondern auch von dem ihm umgebenden Thrombus (Werdan et al., 2014). Daraus resultierend
ist die Aktivierung der Aggregation von Blutplidttchen durch Pathogene ein Virulenzfaktor
dieser Bakterien in einer infektiosen Endokarditis (Jung et al., 2012). Veloso et al. zeigten, dass
im Vergleich zu Enterococcus faecalis, S. gallolyticus subsp. gallolyticus in vitro zu einer
schnelleren Plattchenaggregation flihrte (Veloso et al, 2015). AuBlerdem konnten
stammabhéngige = Aggregationspotentiale =~ sowie =~ vom  Individuum  abhédngige
Pléattchenaggregationen, die durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus induziert wurden, ermittelt

werden (Grimm et al., 2017¢).

2.2 Die Bedeutung von Makrophagen in einer infektiosen Endokarditis

Zirkulierende Monozyten (mononukledre Leukozyten) spielen eine wichtige Rolle im
angeborenen Immunsystem und sind die Vorldufer von dendritischen Zellen und Makrophagen.
Bei einer Infektion werden Chemokine von verschiedenen Zellen des Immunsystems, aber auch
vom Endothel und Epithel sekretiert. Durch diesen chemotaktischen Gradienten werden die

Monozyten zum infizierten Gewebe rekrutiert, wie es etwa bei einer infektiosen Endokarditis
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vorliegt. Dort adhérieren sie reversibel an Adhdsionsmolekiile, rollen {iber das Endothel und
transmigrieren nach irreversibler Adhésion in das Gewebe, wo sie zu Makrophagen
differenzieren (Shi und Pamer, 2011). So bedecken Makrophagen bei einer Streptokokken-
induzierten infektiosen Endokarditis ca. 4,5 % des untersuchten Bereichs einer infizierten
Herzklappe, wihrend auf nicht infizierten Herzklappen keine Makrophagen vorliegen (Benoit
etal, 2010).

Neben neutrophilen Granulozyten sind Makrophagen die wichtigsten Phagozyten im
menschlichen Korper (Aderem und Underhill, 1999). Makrophagen bilden Phagosomen, indem
sie  Mikroorganismen mittels verschiedener Rezeptoren erkennen, diese mit ihrer
Plasmamembran umbhiillen und so in die Zelle aufnehmen (Abbildung 2.2). AnschlieBend
werden die Phagosomen mit antimikrobiellen Verbindungen angereichert. Solche
antimikrobiellen Substanzen sind etwa reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Stickoxide (NO),
die mittels NADPH Oxidasen oder NO-Synthetasen synthetisiert werden. Zusétzlich wird das

Inflammation

Antigenprisentation

Abbildung 2.2: Phagozytose von Mikroorganismen durch Makrophagen
Die durch Rezeptoren erkannten Mikroorganismen fiihren zur Ausbildung des frithen Phagosoms. Eine der

ersten Reaktionen des Phagozyten ist der oxidative Burst. Durch Fusion mit Endosomen und Lysosomen
werden Hydrolasen aufgenommen sowie das Lumen angesduert. Es folgt die Degradation der
Mikroorganismen sowie eine inflammatorische Reaktion der Makrophagen.
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Lumen mit Hilfe von ATPasen angeséduert (pH 4-5), welches das antimikrobielle Milieu
unterstiitzt (Underhill und Ozinsky, 2002; Haas, 2007). Bei der Reifung von Phagosomen
fusionieren diese mit Endosomen und Lysosomen, wodurch sie weiter angesauert werden und
Hydrolasen (Nukleasen, Lipasen, Glycosidasen, Proteasen und Cathepsin) aufnehmen (Wavre-
Shapton et al., 2014). Durch diese Mechanismen werden aufgenommene Mikroorganismen
abgetotet, degradiert und deren Antigene prisentiert. Darliber hinaus werden Zytokine
sekretiert, um weitere Immunzellen, wie die des adaptiven Immunsystems, zum Infektionsherd
zu rekrutieren (Underhill und Ozinsky, 2002; Haas, 2007). Abhédngig vom phagozytierten
Mikroorganismus gehen die Makrophagen frither oder spiter in Apoptose (Baran et al., 1996;
Faherty und Maurelli, 2008).

Bakterien haben Mechanismen entwickelt, um die Totung durch Phagozytose zu umgehen.
Streptococcus suis und Streptococcus pneumoniae bilden zum Beispiel eine Kapsel, um nicht
vom Phagozyten erkannt zu werden (Smith et al., 1999; Hyams et al., 2010). Um den oxidativen
Burst zu iiberleben, haben manche Staphylococcus aureus Stimme eine Stress-Antwort
entwickelt, die die Bakterien schiitzt (Dupré-Crochet et al., 2013). Streptococcus pyogenes
kann die Ansduerung des Lumens mittels V-ATPase blockieren, wihrend Streptococcus
agalactiae die Ansduerung benotigt, um die Phagozytose iiberleben zu kénnen (Hertzén et al.,
2010; Nordenfelt et al., 2012). Ein weiterer wichtiger Faktor der Reaktion von Phagozyten auf
Mikroorganismen ist das Enzym Lysozym. Monozyten, neutrophile Granulozyten und
Makrophagen sind diejenigen Zellen des Immunsystems, die die hdchste Menge an Lysozym
produzieren (Helal und Melzig, 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Lysozym durch
mikrobielle Stimulation sekretiert wird.

Zudem trigt Lysozym auch als Hydrolase zur Degradation von Mikroorganismen in
Phagosomen bei (Helal et al, 2012). Lysozym hydrolysiert die glykosidische Bindung
zwischen N-Acetylmuraminsdure- und N-Acetylglucosaminresten im Peptidoglykan und ist ein
kationisches mikrobielles Peptid, welches mit der negativ geladenen bakteriellen Oberfldche
interagiert (Herbert et al., 2007; Nawrocki ef al., 2014; Rajaraman et al., 2014). Der Abbau von
Bakterien mittels Lysozym innerhalb von Phagosomen fiihrt auflerdem zu einer erhohten
Expression von IL-1P (Shimada et al., 2010; Davis und Weiser, 2011). Manche Gram-positive
Bakterien konnen ihr Peptidoglykan, beispielsweise durch O-Acetylierung modifizieren, um
dem Abbau durch Lysozym zu entgehen und ldanger in Phagolysosomen zu iiberleben (Davis
und Weiser, 2011; Guariglia-Oropeza und Helmann, 2011).Weiterhin kdnnen Streptococcus
iniae sowie das MI-Protein von Streptococcus pyogenes die Signaltransduktion einer
inflammatorischen ~ Antwort in  Makrophagen verdnderen, wodurch sie ihre

Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Phagozytose erhohen (Hertzén et al., 2010; El Aamri et al.,
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2015). Herdt et al. haben beobachtet, dass Streptococcus bovis-Stimme den Phagosomen
entkommen kdnnen, sich im Zytoplasma replizieren und Makrophagen innerhalb von sieben
Stunden lysieren. So konnten sie den Immunzellen von Tauben entkommen (De Herdt et al.,
1995). Boleij et al. haben gezeigt, dass der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34
langer in THP-1 Makrophagen iiberleben kann als Bacillus subtilis und Lactobacillus
plantarum (Boleij et al., 2011). AuBlerdem wurde eine stammabhéngige Aufnahme von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch THP-1 Makrophagen mit unterschiedlichen

Uberlebensraten der einzelnen Stimme beobachtet (Grimm et al., 2017c).

2.3 Biofilmbildung in der infektiosen Endokarditis

Neben der infektiosen Endokarditis gehoren auch Parodontitis, zystische Fibrose, Oititis sowie
Infektionen bei Implantaten oder intravendsen Zugingen und Katheter zu den Biofilm-
assoziierten Erkrankungen (Kokare et al., 2009). Dabei ist die Biofilmbildung eine wichtige
Féhigkeit von Pathogenen, um auf biologischen Oberflichen des Wirts (zum Beispiel auf
Komponenten der extrazelluldren Matrix) und nicht-biologischen Oberflidchen zu iiberleben
(Stoodley et al, 2002). Sie verhindert die Degradierung von Bakterien in einer fiir sie
lebensfeindlichen Umgebung, wie zum Beispiel der Prdsenz von Antibiotika, niedrigem
pH-Wert oder anderen Abwehrmechanismen des Wirts. Zudem ist die Biofilmbildung ein
Mechanismus der das Uberleben bei Nahrungsknappheit oder das Fortschwemmen durch
Stromungen, bei zum Beispiel Blut, verhindern kann (Johnson, 2008). Die zuvor beschriebenen
Parameter konnen die Biofilmbildung von Bakterien in vitro beeinflussen. Zum Beispiel fiihrt
die Prdsenz von einer bestimmten Konzentration an Antibiotika bei Gram-negativen und Gram-
positiven Bakterien zu einer verstirkten Biofilmbildung (Kaplan, 2011). Das Bakterium
Acinetobacter oleivorans hat zudem vermehrt Biofilm in Medium mit Wasserstoffperoxid
gebildet (Jang et al., 2016). Anders verhilt es sich bei anderen Pathogenen, wie zum Beispiel
der Spezies Staphylococcus aureus. Bei Zugabe von loslichem oder immobilisiertem Lysozym
wurde eine Inhibition der Biofilmbildung beobachtet (Sudagidan und Yemenicioglu, 2012;
Rajaraman et al., 2014).

Die Biofilmbildung beginnt mit einer losen Adhédsion der Bakterien an der Oberfldche, auf die
eine dauerhafte Adhdsion und Formung einer Bakteriengemeinschaft in Mikrokolonien folgt
(Johnson, 2008; Kokare et al., 2009). Die bakteriellen Zellen sind von einer extrazelluldren
polymeren Substanz aus Polysacchariden, Proteinen und Nukleinsduren umgeben, die der
Bakteriengemeinschaft Struktur verleiht (Stoodley et al., 2002). Der Grofiteil eines Biofilms
besteht jedoch aus Wasser (Vasudevan, 2014).
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In einem Biofilm sind Bakterien in einer anderen Wachstumsphase als im planktonischen
Zustand, in der die eng beieinander liegenden bakteriellen Zellen mittels Quorum Sensing
kommunizieren (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005). Beim Quorum Sensing in Gram-
positiven Bakterien, wie Streptokokken, werden Peptide als Signalmolekiile sekretiert. Diese
werden in den meisten Féllen durch Zwei-Komponenten-Systeme erkannt, welche
anschlielend eine Regulation der Genexpression verursachen. Die Abbildung 2.3 stellt ein
Modell der Signaltransduktion des Quorum Sensings von Gram-positiven Bakterien dar. Durch
die rdumliche Néhe der Zellen im Biofilm erreichen die Kompetenz-stimulierenden Peptide
eine gewisse Konzentration, wodurch der Rezeptor ComD das ComE-Protein phosphoryliert.
Daraus resultiert die Transkription des Sigmafaktors ComX. ComX induziert die Transkription
verschiedener Gene, die fiir die Aufnahme der DNA und deren Rekombination verantwortlich
sind (Li et al, 2002). Dies fiihrt zur natiirlichen Transformation von Zellen, wodurch der
Empfinger Gene erhilt, die fiir eine Antibiotika-Resistenz oder einen anderen entscheidenden

Virulenzfaktoren kodieren (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005).
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Abbildung 2.3: Model der Signaltransduktion bei Induktion genetischer Kompetenz durch ein
Kompetenz-stimulierendes Peptid-System
Zu den frilhen exprimierten Kompetenz-Genen gehdren die der comAB- und comCDE-Operone, deren

Produkte die Kompetenz-stimulierenden Peptide erkennen und das Signal iiber den Sigmafaktor X (comX)
weiterleiten. Uber Transkriptionsinduktion werden die spiten Kompetenz-Gene exprimiert, die zur Aufnahme
von DNA sowie DNA-Rekombination fithren (Suntharalingam and Cvitkovitch, 2005).
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3 Ziele der Arbeit

Streptococcus  gallolyticus  subsp. gallolyticus ist ein Kommensale des humanen
Gastrointestinaltraktes und Erreger der infektiosen Endokarditis. Wichtige Virulenzfaktoren
dieses Pathogens sind das Uberleben der Immunantwort des Wirts sowie die Biofilmbildung
am Endokard. Bisherige Studien haben stammabhédngige Phéinotypen dieses Pathogens
untersucht und die Reaktion von Wirtszellen, zum Beispiel in Form einer inflammatorischen
Reaktion, analysiert. Die Schwerpunkte dieser Arbeit liegen in der Analyse der Phagozytose
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch Makrophagen und in der Untersuchung der
Biofilmbildung des Erregers. Dafiir sollen Teile der potenziellen Pathomechanismen
verschiedener Phanotypen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mittels Transkriptomanalysen
untersucht werden. Die Divergenzen werden zwischen fiinf unterschiedlichen S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stammen im Vergleich zu einem Staphylococcus aureus Stamm als
Referenz ermittelt.

Im ersten Teil der Arbeit soll die Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch
THP-1 Makrophagen untersucht werden. Dafiir wird die Reaktion der THP-1 Makrophagen
nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen in Form des oxidativen
Bursts, der Lyse der Makrophagen und der Genexpression einzelner Zytokine ermittelt.
AuBerdem soll das Uberleben der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme in Gegenwart der
Komponenten Lysozym, Wasserstoffperoxid und saurem pH-Wert untersucht werden, die die
Totung und Degradierung von Bakterien in Phagosomen verursachen. Um die Reaktion zweier
exemplarischer S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamme auf die Phagozytose auf
Transkriptom-Ebene zu erfassen, wird ein Spezies-spezifischer Microarray verwendet.

Im zweiten Teil der Arbeit soll der Einfluss von Lysozym und Wasserstoffperoxid auf die
Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen analysiert werden. Hierfiir soll
der Phianotyp der Stimme ermittelt werden und das Transkriptom exemplarischer Stimme in

Lysozym-haltigem Medium sowie nach Adhédsion an Kollagen untersucht werden.
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4 Ergebnisse

S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist ein Pathogen der infektiosen Endokarditis. Um die
Infektion auslosen zu konnen, muss S. gallolyticus subsp. gallolyticus iiber den Blutkreislauf
zum Herzen gelangen und am Endokard kolonisieren. Wichtige Virulenzmechanismen sind
unter anderem das Uberleben der Immunantwort sowie die Biofilmbildung am Endokard. Zum
besseren Verstindnis der Pathomechanismen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird in
dieser Arbeit das Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Makrophagen untersucht.
Dabei werden sowohl die Reaktion der Phagozyten auf die Bakterien als auch die Reaktion von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus auf Makrophagen auf Transkriptom-Ebene untersucht.
AuBerdem wird das Wachstum beziehungsweise Uberleben von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus in Gegenwart einzelner phagosomaler Komponenten iiberpriift, die wichtige
Bestandteile des Pathogenabbaus sind. Zusédtzlich wird die Biofilmbildung des Bakteriums
unter verschiedenen Bedingungen analysiert, weil diese eine wichtige Rolle in der
Kolonisierung am Endokard spielt. Die Analysen wurden mit fiinf S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stammen durchgefiihrt, deren Genom sequenziert wurde (Rusniok et al., 2010;
Hinse et al, 2011; Lin et al., 2011; Romero-Hernandez et al., 2015; Grimm et al., 2017b).
Zudem gehoren Staphylokokken, neben Streptokokken, zu den héufigsten Erregern einer
infektiosen Endokarditis (Murdoch et al., 2009; Vollmer et al., 2010b). Deshalb wurde zum
Vergleich der S. aureus Stamm ATCC 25923 verwendet, der auch schon in vorherigen Studien

als Referenzstamm genutzt wurde (Kubica et al., 2008; Treangen et al., 2014; Tan et al., 2015).

4.1 Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mittels THP-1 Makrophagen

Die Phagozytoserate von funf S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen sowie eines S. aureus
Vergleichsstammes ist in der Abbildung 4.1 dargestellt. Die Phagozytose von S. gallolyticus
subsp. gallolyticus zeigt stammabhingige Unterschiede. Auch das Uberleben innerhalb der
Makrophagen ist stammpezifisch (Abbildung 4.2).

Das zugegebene Inokulum lag zwischen 1,4 x 10°—2,5 x 10° Bakterien pro Kavitit. Dies
entsprach ungefahr einer multiplicity of infection (MOI) von fiinf. Die Aufnahme bakterieller
Zellen von den THP-1 Makrophagen mittels Phagozytose unterscheidet sich je nach Stamm.
Das Verhiltnis (in Prozent angegeben) von dem intrazelluldr vital vorliegenden bakteriellen
Titer zum hinzugegebenen Inokulum gibt die Phagozytoserate wieder. Von den S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimmen DSM 16831 (20 %) und UCN 34 (24 %) konnten intrazellulér
nach Phagozytose am wenigsten koloniebildende Einheiten nachgewiesen werden. Die Stimme

BAA-2069, LMG 17956 und ATCC 43143 sowie der S. aureus Vergleichsstamm
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ATCC 25923 wurden stirker durch Phagozytose in THP-1 Makrophagen aufgenommen (39—
53 %).
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Abbildung 4.1: Phagozytoserate von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch THP-1 Makrophagen
In der Abbildung ist das zu den THP-1 Makrophagen hinzugegebene bakterielle Inokulum sowie der Anteil an

phagozytierten Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stimme DSM 16831, BAA-2069,
LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus (SA) Stamm ATCC 25923 dargestellt.
Angegeben ist der prozentuelle Anteil des Inokulums, der zum Zeitpunkt O h intrazelluldr in den THP-1
Makrophagen ermittelt wurde. Es handelt sich jeweils um den Mittelwert mit Standardfehler (n = 4).

Die Uberlebensrate von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen wurde in THP-1
Makrophagen tiber einen Zeitraum von 48 Stunden schon zuvor ermittelt (Grimm et al., 2017¢).
In dieser Arbeit wurden die Mechanismen der THP-1 Makrophagen in Bezug auf die Abwehr
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus analysiert. Dafiir ist es ausreichend, das Uberleben der
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme innerhalb von acht Stunden nach Phagozytose zu
betrachten, da in diesem Zeitraum die Phagozytose bis zur Reifung der Phagosomen abgebildet
wird (Abbildung 4.2). Der Stamm DSM 16831 wird innerhalb von acht Stunden stdrker durch
THP-1 Makrophagen abgetotet als der Stamm UCN 34, obwohl ein gleich groBBer Anteil beider
Stamme mittels Phagozytose aufgenommen wurde. Der Stamm UCN 34 wurde innerhalb von
2,5 Stunden nicht signifikant in den THP-1 Makrophagen abgetotet, was mit dem S. aureus
Stamm ATCC 25923 vergleichbar ist. Beim Stamm BAA-2069 sowie beim Stamm
ATCC 43143 stagnierte die intrazelluldire Anzahl an bakteriellen Zellen zwischen den
Zeitpunkten fiinf Stunden und acht Stunden. Der Titer aller Stdmme wurde jedoch
kontinuierlich innerhalb von acht Stunden in den THP-1 Makrophagen verringert. Von den
zwei Tierisolaten DSM 16831 und LMG 17956 wurden nach acht Stunden am wenigsten vitale
bakterielle Zellen ermittelt (15-28 % vom anfénglichen intrazelluldren Titer (0 h)). Von den
humanen Isolaten BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143 lagen nach acht Stunden mindestens
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noch 40 % des Anfangstiters intrazelluldr vor und damit signifikant mehr als vom Stamm
DSM 16831.

sk ok ok * kKK s ko ok * *

EEE R TS %k NS

§ JOO - ervvrrrrrnnrrsranreeeanneaanns e T T
.“E 80+ BN 25h
o) T ’
5 604 [ S5h
S CJ 8h
2 40-I. Il
E
=
3 20-
£ i ﬂ
E o L
o 9 S > §»
6 & o e ] G oW P
LN & 5 Fe T L E g ¢
9 A v < kot v
p<0.05: p<0.05: p<0.05:
DSM 16831 vs ATCC 4313 LMG 17956 vs SA LMG 17956 vs ATCC 43143
ATCC 43143 vs SA UCN 34 vs SA <0,0005:
p<0.005: ATCC 43143 vs SA UCN 34 vs SA
BAA-2069 vs LMG 17956 p<0.0005: ATCC 43143 vs SA
BAA-2069 vs UCN 34 DSM 16831 vs UCN 34 <0,0005:
LMG 17956 vs SA DSM 16831 vs ATCC 43143 DSM 16831 vs ATCC 43143
UCN 34 vs SA p<0.0001: p<0.0001:
<0,0005: DSM 16831 vs BAA-2069 DSM 16831 vs BAA-2069
DSM 16831 vs SA DSM 16831 vs LMG 17956 DSM 16831 vs LMG 17956
p<0.0001: DSM 16831 vs SA DSM 16831 vs UCN 34

DSM 16831 vs BAA-2069

DSM 16831 vs SA

BAA-2069 vs LMG 17956
LMG 17956 vs SA

Abbildung 4.2: Uberlebensrate von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in THP-1 Makrophagen

In der Abbildung ist das intrazelluldre Uberleben der S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Staimme
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus (SA) Stamm
ATCC 25923 nach 2,5 h, 5 h und 8 h Inkubation dargestellt Die Anzahl der aufgenommenen Bakterien zum
Zeitpunkt 0 h (Phagozytoserate) wurde als 100 % (gestrichelte Linie) definiert. Angegeben ist jeweils der
Mittelwert mit Standardfehler (n = 4). Die Signifikanz kennzeichnet die Unterschiede zwischen zwei Werten
(Mann Whitney U-test: *: p<0,05; **: p<0,005; ***: p<0,0005; ****: p<0,0001).

4.1.1 Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von S. gallolvticus subsp. gallolyticus in

THP-1 Makrophagen

Die Lokalisierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose von THP-1
Makrophagen wurde mikroskopisch ermittelt. Zum einen konnte damit erfasst werden, ob die
Bakterien intra- oder extrazelluldr vorliegen und zum anderen, ob sie nach der Phagozytose in
sauren Zellorganellen, wie zum Beispiel in Phagolysosomen, lokalisiert sind. Dabei konnte

zwischen vitalen und toten Zellen nicht unterschieden werden. Die Bakterien wurden vor der
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Phagozytose mit FITC (griin-fluoreszierend) gelabelt, saure Organellen wurden mit
Lysotracker Red DND-99 (rot-fluoreszierend) markiert (Abbildung 4.3) und extrazellulédre
Bakterien wurden, zusétzlich zur FITC-Markierung, mit AlexaFluor 546 (rot-fluoreszierend)

gelabelt (Abbildung 4.4).

4.1.1.1 Unterscheidung zwischen intra- und extrazelluldr vorliegenden Bakterien

Es wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert, ob die phagozytierten Bakterien intra-
oder extrazelluldr vorliegen. Dadurch konnte untersucht werden, ob sie den Phagozyten
entkommen konnen. Abbildung 4.3 zeigt Ausschnitte mikroskopischer Aufnahmen, die die
Lokalisation der einzelnen Stimme widerspiegeln. Es konnte beobachtet werden, dass alle
untersuchten §. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme zumeist intrazelluldr vorlagen,
wiéhrend der S. aureus Stamm ATCC 25923 extrazellulér lokalisiert war (Abbildung 4.3). Dazu
wurden die bakteriellen Zellen sowie die Makrophagen (Hellfeld; nicht gezeigt) ausgezéhlt, um
neben dem Vitalitdtsassay (Kapitel 4.1) auch abgetotete Bakterien in die Phagozytoserate mit
einbeziehen zu konnen. Das Ergebnis der Auszdhlung ist in der Tabelle 4.1 aufgelistet. Die
meisten bakteriellen Zellen pro Makrophage wurden fiir die Stimme BAA-2069 und
LMG 17956 nachgewiesen. Dabei waren nur wenige bakterielle Zellen der S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stamme auBlerhalb der THP-1 Makrophagen lokalisiert. Diese Ergebnisse
sind vergleichbar zu den Ergebnissen der Phagozytoserate, die durch Ausplattieren ermittelt
wurden. Die wenigsten Bakterienzellen wurden vom Stamm UCN 34 nachgewiesen. Von den
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen DSM 16831, UCN 34 und ATCC 43143 konnten
keine extrazelluldren Bakterien ermittelt werden. Bakterielle Zellen des S. aureus Stammes

ATCC 25923 lagen zum grof3en Teil extrazellulér vor.
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FITC AlexaFluor 546 Uberlagert
DSM, Tosod . .
BAA-2069 . .
fGL0e . .
UCN 34 . .
ATCC 43143 . .
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Ergebnisse

Abbildung 4.3: Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von phagozytierten S. gallolyticus subsp.

gallolyticus Stimmen

Dargestellt sind Fluoreszenzaufnahmen der mit FITC-markierten Bakterien (alle Bakterien; griin; links), der
mit AlexaFluor 546-markierten extrazelluliren Bakterien (rot; Mitte) und der jeweiligen beiden

iibereinandergelegten Bilder (rechts). Die Aufnahme erfolgte mit 400-facher VergroBerung.
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Tabelle 4.1: Verhiltnis zwischen der gesamten Bakterienanzahl (lebende und tote) zu den THP-1
Makrophagen. Ausgezihlt wurden die fluoreszierenden Bakterien und die Makrophagen im Hellfeld
(n =100).

Lokalisation nach 1 h | Intrazelluldre Bakterien pro Makrophage EXtraZGﬁ;ﬁifﬁ;(thrien pro
SGG: DSM 16831 0,7 0

SGG: BAA-2069 1,3 0,03

SGG: LMG 17956 2,5 0,004

SGG: UCN 34 0,3 0

SGG: ATCC 43143 0,7 0

SA: ATCC 259223 0,6 0,8

4.1.1.2 Lokalisation von bakteriellen Zellen in THP-1 Makrophagen

Um Mikroorganismen vollstindig degradieren zu kénnen, werden Phagolysosomen durch
ATPasen angesduert. Diese konnen mittels Fluoreszenzfarbstoffen, wie zum Beispiel dem
Lysotracker Red DND-99, gekennzeichnet werden, da der Farbstoff an eine schwache Base
gekoppelt ist und in sauren Organellen akkumuliert. Die bakteriellen Zellen emittieren aufgrund
der FITC-Markierung griines Licht, wihrend die sauren Organellen rotfluoreszierend sind.
Reprisentative Ausschnitte der mikroskopischen Analyse sind in Abbildung 4.4 dargestellt.
Es wurde beobachtet, dass bakterielle Zellen der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme zu
einem wesentlich geringeren Anteil in sauren Organellen lokalisiert waren als Zellen vom
S. aureus Stamm ATCC 25923. Die Auszdhlung der bakteriellen Zellen in sauren Organellen,
im Vergleich zu im Zytosol lokalisierten Bakterien, bestitigte diese Beobachtung. Die

Ergebnisse der Auszdhlung sind in der Tabelle 4.2 aufgelistet.

Tabelle 4.2: Verhiiltnis zwischen in sauren Organellen lokalisierten Bakterien und im Zytosol lokalisierten
Bakterien. Die Bakterien wurden in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ausgezihlt (n = 100).

Lokalisation nach 1 h Anzahl in Phagolysosomen lokalisierter Bakterien
Anzahl im Zytosol lokalisierter Bakterien
SGG: DSM 16831 0,16
SGG: BAA-2069 0,12
SGG: LMG 17956 0,05
SGG: UCN 34 0,07
SGG: ATCC 43143 0,05
SA: ATCC 259223 0,53
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Lysotracker Red DND-99 Uberlagert

DSM 16831 ..
.

BAA-2069

LMG 17956

UCN 34
ATCC 43143 - .
ATCC 25923 . -

Abbildung 4.4: Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stimmen nach Phagozytose von THP-1 Makrophagen

Zu sehen sind Fluoreszenzaufnahmen der mit FITC-markierten Bakterien (alle Bakterien; griin; links), und der
Lysotracker Red DND-99-markierten sauren Organellen (rot; Mitte). Rechts ist die Ubereinanderlagerung
beider Bilder dargestellt. Kolokalisation von FITC und Lysotracker Red DND-99 sind in orange-gelb
abgebildet. Die Aufnahmen erfolgten mit 1.000-facher Vergroferung.
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4.1.2 Zytokin-Genexpression in THP-1 Makrophagen nach Phagozytose von S. gallolyticus

subsp. gallolyticus

Die Immunantwort der THP-1 Makrophagen nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stammen sowie dem S. aureus Referenzstamm wurde nach fiinf Stunden
Inkubation auf mRNA-Ebene untersucht. Hierfiir wurde die Genexpression der Zytokine IL-1,
IL-6 und IL-8 sowie des Rezeptors TLR-2 im Vergleich mit der Kontrolle ohne bakterielle
Stimulation mittels Real-time PCR verglichen. Die Ergebnisse der Real-time PCR sind in der
Abbildung 4.5A-B sowie in der Abbildung 4.6A-B dargestellt. Das Zytokin IL-1p zahlt zu den
ersten sekretierten Zytokinen einer Immunantwort. Die Genexpression dieses Zytokins wurde
nur marginal nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen erhoht (1,1-
1,4-fach). Der Stamm UCN 34 konnte auch nach fiinf Stunden in THP-1 Makrophagen keine

Erhohung der Genexpression von IL-1p induzieren (0,9-fach). Im Gegensatz dazu fiihrte die
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DSM 16831 vs UCN 34 DSM 16831 vs UCN 34
BAA-2069 vs UCN 34 BAA-2069 vs UCN 34
p<0.,0001: p<0.,0001:
DSM 16831 vs SA DSM 16831 vs SA
BAA-2069 vs SA BAA-2069 vs SA
LMG 17956 vs SA LMG 17956 vs SA
UCN 34 vs SA UCN 34 vs SA
ATCC 43143 vs SA ATCC 43143 vs SA

Abbildung 4.5: Relative mRNA-Expression der Zytokine IL-1p und IL-6 in THP-1 Makrophagen nach
Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen
Dargestellt sind die Expressionen der Gene A) Interleukin 1 (IL-1f) und B) Interleukin 6 (IL-6) von THP-1

Makrophagen nach Stimulation mit den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen (grau) DSM 16831, BAA-
2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie dem S. aureus (SA) Stamm ATCC 25923 (schwarz) im
Vergleich zur Kontrolle ohne Bakterien nach fiinfstiindiger Inkubation. Die Balken stellen den Mittelwert mit
Standardfehler dar (n = 3). Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Genexpression unbehandelter Zellen, die
gleich eins gesetzt wurde. Die Signifikanz zwischen den einzelnen Werten wurde mit dem Mann Whitney U-
test berechnet.
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Inkubation von THP-1 Makrophagen mit ATCC 25923 (S. aureus) zu einer deutlich erhohten
Genexpression von IL-1 (5,8-fach).

Ahnliche Muster in der Genexpression wurden auch fiir die Zytokine IL-6 und IL-8 beobachtet
(Abbildung 4.5B und Abbildung 4.6A). Dabei wurde die Genexpression von IL-6 fiinf Stunden
nach Phagozytose am stdrksten reguliert. Der Stamm UCN 34 (1,5-fach) verursachte die
geringste Erhohung der Genexpression von IL-8 in THP-1 Makrophagen. Eine 3—4-fache
Genexpressionserhohung wurde nach flinfstiindiger Inkubation mit den Stimmen BAA-2069,
LMG 17956 und ATCC 43143 ermittelt. Der S. aureus Stamm ATCC 25923 fiihrte auch bei
diesem Zytokin zu einer wesentlich hoheren Genexpression (33-fach im Vergleich zur
Negativkontrolle). Die Real-time PCR-Analyse des Chemokins IL-8 zeigte in etwa die gleichen
Genexpressionsunterschiede wie beim Zytokin IL-1B. Die S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stamme fiihrten zu einer Erhohung der Genexpression von maximal 1,5 (Stamm ATCC 43143),

wiéhrend der S. aureus Stamm zu einer 9,4-fachen Erhohung der Genexpression fiihrte.
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LMG 17956 vs UCN 34 BAA-2069 vs SA p<0.005:
UCN 34 vs ATCC 43143 LMG 17956 vs ATCC 43143 DSM 16831 vs SA
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DSM 16831 vs LMG 17956 UCN 34 vs SA BAA-2069 vs SA
BAA-2069 vs LMG 17956 ATCC 43143 vs SA LMG 17956 vs SA
UCN 34 vs SA

ATCC 43143 vs SA

Abbildung 4.6: Relative mRNA-Expression des Chemokins IL-8 sowie des Rezeptors TLR-2 in THP-1
Makrophagen nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen
Dargestellt sind die Expressionen der Gene A) Interleukin 8 (IL-8) und B) Toll-like-Rezeptor 2 (TLR-2) in

THP-1 Makrophagen nach Stimulation mit den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stdémmen (grau)
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes
ATCC 25923 (schwarz) im Vergleich zur Expression in der Kontrolle ohne Bakterien nach flinfstiindiger
Inkubation. Die Balken stellen den Mittelwert mit Standardfehler dar (n=3). Die gestrichelte Linie
kennzeichnet die Genexpression unbehandelter Zellen, die gleich eins gesetzt wurde. Die Signifikanz zwischen
den einzelnen Werten wurde mit dem Mann Whitney U-test berechnet.
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Zusitzlich zu den Genexpressionen der Zytokine wurde auch die Genexpression vom 7oll-like
Rezeptor TLR-2 untersucht (Abbildung 4.6B). Dieser Rezeptor erkennt verschiedene
Bestandteile von Mikroorganismen, wie beispielsweise Peptidoglykan. Die Phagozytose von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen flihrte jedoch zu keiner Genexpressionserhohung
des TLR-2 Rezeptors. Nur bei der Stimulation mit dem S. aureus Stamm ATCC 25923 konnte

eine geringe Erhohung der Genexpression (1,5-fach) festgestellt werden.

4.1.3 Untersuchung des oxidativen Bursts und der Makrophagen-Lyse nach Phagozytose

verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme

Eine der ersten Reaktionen von Makrophagen auf Pathogene ist der oxidative Burst, der durch
die NADH Oxidase katalysiert wird und zu einer Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies fiihrt.
Am Ende einer Phagozytose gehen Makrophagen teilweise in Apoptose, konnen aber durch
pathogene Erreger auch aktiv lysiert werden. Der oxidative Burst wurde mit Hilfe eines
DCFH-DA Assays und die Zytotoxizitdt von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mittels eines
LDH Assays untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 4.7
dargestellt.

Die Abbildung 4.7A zeigt die prozentuale Anzahl lysierter THP-1 Makrophagen nach
Inkubation mit verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen. Die Inkubation mit
den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen DSM 16831, LMG 17956 und UCN 34 fiihrte
zu einer durchschnittlich 18 %-igen Lyse der THP-1 Makrophagen im Vergleich zur
Positivkontrolle (100 %-ige Lyse der THP-1 Makrophagen). Insgesamt wurden 22-25 % der
THP-1 Makrophagen durch die Stimme BAA-2069 und ATCC 43143 lysiert. Eine signifikant
hohere Rate an lysierten Zellen verursachte der S. aureus Stamm ATCC 25923 im Vergleich
zu den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen DSM 16831 und LMG 17956.

Die Stérke des oxidativen Bursts wurde durch die Fluoreszenzsignalstirke von DCF ermittelt.
In der Abbildung 4.7B sind die Emissionswerte bei A =488 nm nach Stimulation mit
verschiedenen Bakterienstimmen und H>O; als Positivkontrolle dargestellt. Es konnte gezeigt
werden, dass alle untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme und auch der
S. aureus Stamm ATCC 25923 zu ungefédhr gleich starken Fluoreszenzsignalen und damit zu
einer gleich starken Konzentration an intrazelluldren, reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies fiihrten. Im Vergleich zur Positivkontrolle (Zugabe von H>O») stimulieren die
Bakterienstimme den oxidativen Burst in THP-1 Makrophagen signifikant stérker (p<0,005).
Neben der Stimulation des oxidativen Bursts durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird das

Wachstum des Bakteriums in Gegenwart von H>O> untersucht (siche Kapitel 4.4.2).
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Abbildung 4.7: Anzahl der lysierten THP-1 Makrophagen und relative Konzentration reaktiver
Sauerstoffradikale

A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von lysierten THP-1 Makrophagen nach fiinfstiindiger Inkubation mit
den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Staimmen DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und
ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923. Die Werte wurden im Verhiltnis zur
kompletten Lyse aller Makrophagen mittels Lysis-Puffer (100 %) gesetzt.

B) Ermittlung der Konzentration intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffradikale in THP-1 Makrophagen nach
Inkubation mit verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen und einem S. aureus Stamm
(ATCC 25923) sowie 1 mM H,0; mittels des Fluoreszenzfarbstoffs DCFH-DA zum Zeitpunkt 0 h. Dargestellt
ist die Emission bei A = 488 nm. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 3). Die Signifikanzen
zwischen den einzelnen Werten wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet (*: p<0,05; **: p<0,005).

4.2 Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch primare Makrophagen
Die THP-1 Makrophagen Zelllinie wurde bislang zur Untersuchung stammabhingiger
Phénotypen der Phagozytose verwendet. Allerdings haben nicht nur einzelne S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimme einen Einfluss auf die Phagozytose, sondern auch wirtsspezifische
Faktoren. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit Monozyten aus drei verschiedenen
Probanden isoliert und ex vivo mittels Makrophagenkolonien-stimulierender Faktoren (M-CSF)
und Interferon-y (IFN-y) zu M 1-Makrophagen differenziert.

Die Phagozytoserate (0 h) von drei verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen
durch Makrophagen von drei verschiedenen freiwilligen Probanden ist in der Abbildung 4.8
dargestellt. Abhidngig vom eingesetzten Bakterienstamm wurden 7-18 % des zugegebenen
Inokulums (MOI = 5) von den primdren Makrophagen phagozytiert (0 h; Phagozytoserate bei
THP-1 Makrophagen: 20—47 %). Dabei wurde gezeigt, dass der intrazelluldre Titer in allen
primdren Makrophagen ungefdhr gleich war. Bei den Makrophagen der Probanden 1 und 3
wurden ca. 7 % des zugegebenen Inokulums der Stimme DSM 16831 und BAA-2069 sowie
13 % des zugegebenen Inokulums des Stammes UCN 34 nachgewiesen. Im Vergleich dazu

wurden im Proband 2 marginal hohere Phagozytoseraten nachgewiesen (DSM 16831: 9 %;
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BAA-2069: 17 %; UCN 34: 17 %). Damit wurden die Bakterien marginal starker durch die
Makrophagen des Probanden 2 phagozytiert als durch die Makrophagen der anderen
Probanden. Im Mittel war die hochste Phagozytoserate beim Stamm UCN 34 und die geringste
beim Stamm DSM 16831 nachweisbar.
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Abbildung 4.8: Prozentualer Anteil des durch primire Makrophagen phagozytierten zugegebenen
Inokulums verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme
Abgebildet ist der Anteil an phagozytierten Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme

DSM 16831, BAA-2069 und UCN 34. Angegeben ist der prozentuelle Anteil des Inokulums, der zum
Zeitpunkt 0 h intrazelluldr in den primdren Makrophagen von drei verschiedenen Probanden vorlag. Zudem
ist die gemittelte prozentuale Anzahl phagozytierter Bakterien in den primdren Makrophagen der
verschiedenen Probanden (grau hinterlegt) angegeben.

4.2.1 Uberlebensrate verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme in priméiren

Makrophagen
Zusitzlich zur Phagozytoserate wurde die Uberlebensfihigkeit der drei S. gallolyticus subsp.

gallolyticus Stamme DSM 16831, BAA-2069 und UCN 34 in primédren Makrophagen nach fiinf
Stunden und 24 Stunden untersucht (Abbildung 4.9). Nach fiinfstiindiger Inkubation konnten
nur 0,03-0,4 % des initialen intrazelluldren Titers (0 h; Kapitel 4.2) nachgewiesen werden.
Dabei unterschied sich die Uberlebensrate der einzelnen Stimme in den primiren Makrophagen
nur marginal. In Makrophagen des Probanden 1 konnte die hochste prozentuale Uberlebensrate
nachgewiesen werden (0,17-0,41 %), wihrend die wenigsten vitalen Bakterien in den
Makrophagen des Probanden 2 ermittelt wurden (0,03-0,18 %). Nach 24 Stunden Inkubation
konnten zu einem geringeren Anteil intrazelluldre Bakterien nachgewiesen werden (0,008—
0,17 %). In den Makrophagen des Probanden 2 wurden 0,025 % des Anfangstiters

nachgewiesen und bis zu 0,17 % in den Makrophagen des Probanden 3.
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Abbildung 4.9: Uberlebensrate verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme in primiiren
Makrophagen
In der Abbildung ist der Anteil {iberlebender S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831, BAA-

2069, und UCN 34 zu den Zeitpunkten 5 h und 24 h dargestellt. Angegeben ist der prozentuelle Anteil des
intrazelluldren bakteriellen Titers zum Zeitpunkt 0 h (100 %) in den primidren Makrophagen dreier Probanden.
Auflerdem ist die prozentuale intrazelluldre Bakterienanzahl in den primdren Makrophagen verschiedener
Probanden gemittelt dargestellt (grau hinterlegt). Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 2).

4.2.2 IL-6 Sekretion primarer Makrophagen nach Inkubation mit S. gallolyticus subsp.

gallolyticus

Neben der Phagozytoserate und dem intrazelluliren Uberleben von den S. gallolyticus subsp.
gallolyticus in primidren Makrophagen von drei freiwilligen Probanden wurde auch die IL-6
Konzentration im Zellkulturiiberstand nach flinfstiindiger und 24-stiindiger Inkubation ermittelt
(Abbildung 4.10). Die Konzentration von IL-6 in den Negativkontrollen ohne bakterielle
Stimulation lag im Uberstand der Makrophagen der Probanden 1 und 2 mit 50-80 pg/ml etwas
niedriger vor als bei Makrophagen des Probanden 3 (100-120 pg/ml). Nach fiinfstiindiger
Inkubation im Anschluss an die Phagozytose wurde im Uberstand der Makrophagen vom
Probanden 1 die niedrigste IL-6 Konzentration (ca. 600 pg/ml) nachgewiesen. Die hochste
Konzentration von IL-6 wurde im Uberstand von Makrophagen des Probanden 3 (ca.
800 pg/ml) ermittelt. Nach 24-stiindiger Inkubation konnten 860-900 pg/ml IL-6 in den
Uberstinden der Makrophagen von den Probanden 1 und 3 nachgewiesen werden. Eine etwas
geringere 1L-6 Konzentration (um 800 pg/ml) wurde im Uberstand der Makrophagen des
Probanden 2 ermittelt. Im Vergleich dazu wurde auch die IL-6 Konzentration nach Phagozytose
durch THP-1 Makrophagen analysiert. Die IL-6 Konzentration im Uberstand dieser
Makrophagen war sehr viel niedriger im Vergleich zu denen von priméiren Makrophagen. Nach

fiinfstiindiger Inkubation konnte keine Erhéhung der IL-6 Konzentration im Uberstand dieser
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Zellen nach Stimulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus im Vergleich zur Kontrolle
ermittelt werden (20-22 pg/ml). Auch nach 24-stiindiger Inkubation mit allen drei Stimmen
lag die IL-6 Konzentration im Uberstand nur marginal hoher (32-50 pg/ml) als bei der
Negativkontrolle (23 pg/ml) vor.
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Abbildung 4.10: Interleukin-6 (IL-6)-Sekretion verschiedener Makrophagen nach Phagozytose von

8. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen )
In den Abbildungen A-D ist die Konzentration von IL-6 im Uberstand verschiedener Makrophagen nach

Phagozytose der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831, BAA-2069 und UCN 34 zu den
Zeitpunkten 5h und 24 h dargestellt. Einerseits ist die 1L-6 Konzentration im Uberstand von primiren
Makrophagen dreier Probanden (A-C) angegeben, andererseits die 1L-6 Konzentration im Uberstand von
THP-1 Makrophagen (D). Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 2). NK = Negativkontrolle.

4.3 Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose
durch THP-1 Makrophagen

Mithilfe eines Microarrays wurde die mRNA-Expression von S. gallolyticus subsp. gallolyticus

nach Phagozytose durch THP-1 Makrophagen ermittelt. Auf dem verwendeten S. gallolyticus

subsp. gallolyticus-spezifischen Microarray sind die Gene von vier S. gallolyticus subsp.

gallolyticus Genomen in Form von 60-mer Oligonukleotiden reprasentiert. Fiir die
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Transkriptomanalyse wurden die beiden S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme verwendet,
die einen konstanten Titer in THP-1 Makrophagen aufwiesen (Grimm et al., 2017c). Die
Genexpression wurde zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert. Die erste Probennahme
erfolgte direkt nach Zentrifugation der Kavititen-Platte (-60 min), nachdem die bakteriellen
Zellen an die Makrophagen adhirieren konnten. Der zweite Messzeitpunkt wurde nach initialer
Phagozytose (0 h) durchgefiihrt. Die dritte Probennahme erfolgte nach filinfstiindiger
Inkubation, wéhrend die Bakterien in den Phagolysosomen vorlagen. Die Auswertung der
Genexpressionen erfolgte ausschlieBlich im Vergleich zwischen den Werten vom -60 min- und
0 h-Zeitpunkt sowie zwischen dem -60 min- und 5 h-Zeitpunkt. Die regulierten Gene sind in
den Tabellen 4.3—4.6 dargestellt. Die Auswertung des Microarrays zwischen den Proben vom
0 h- und 5 h-Zeitpunkt und dem -60 min- und 5h-Zeitpunkt ergaben tendenziell die gleichen
Ergebnisse. Es wurde die Expression von gleichen, aber weniger Genen, reguliert. Daher
werden nur die Ergebnisse der Auswertung zwischen den Proben vom -60min- und Sh-
Zeitpunkt und vom -60 min- und Oh-Zeitpunkt tabellarisch dargestellt.

Die durch Phagozytose regulierten Genexpressionen des Stammes BAA-2069 sind in den
Tabellen 4.3 und 4.4 aufgefiihrt. In Abbildung 4.11 ist die Anzahl der Gene, deren Expression
reguliert wurde, nach Funktion sortiert dargestellt. Im Stamm BAA-2069 wurden direkt nach
der Phagozytose durch THP-1 Makrophagen insgesamt sieben Gene stirker exprimiert,
wihrend die Expression eines Gens geringer war. Ein Grofteil dieser Gene gehoren entweder
dem Kohlenhydrat-Metabolismus an, sind Bestandteile von Transportsystemen oder sind
Transkriptionsfaktoren. Im Vergleich zum -60 min-Transkriptom sind die Expressionen von
63 Genen im Stamm BAA-2069 nach fiinfstiindiger Inkubation in Makrophagen reguliert.
36 dieser Gene wurden stirker und 27 Gene geringer exprimiert. Insbesondere Gene, die mit
dem Kohlenhydrat-Metabolismus assoziiert sind, wie zum Beispiel dem Glykogen (glg)
Operon, wurden stirker exprimiert. Gene, deren Produkte am Transport von Kohlenhydraten
beteiligt sind, wie zum Beispiel Gene die dem Phosphotransferasesystem (PTS) angehdren,
wurden ebenfalls stirker exprimiert. Zusitzlich wurde die Expression der Gene des d/t Operons
erhoht, dessen Produkte die D-Alanylierung von Teichonsduren bewirken. Gene, deren
Expression durch Phagozytose herunterreguliert wurde, kodieren fiir Proteine unterschiedlicher
Funktion. Einige sind am Kohlenhydrat-Metabolismus (zum Beispiel Citrat-Zyklus) und an
Transportprozessen von Aminosduren beteiligt. Zusétzlich wurde das Gen prsAl geringer
exprimiert, dessen Produkt an der Zellwandmodifikation beteiligt ist. Andere Genprodukte,
deren Expressionen verringert waren, sind am RNA-Metabolismus beteiligt, wie zum Beispiel
die DEAD box Helikase, deren Funktion das Entwinden von Nukleinsduren oder Genprodukten

ist.
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Tabelle 4.3: Erhohte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert im Stamm BAA-2069 wihrend der
Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant).

BAA-2069: Erhohte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach

Funktion Gen Produkt 0h 5h 0h 5h 0h 5h

ﬁ(;ltl;‘[}:;l]li); ?I;?:- lacC tagatose 6-phosphate kinase 1,07 n.r. 0,02 - 2,10 n.r.
pflB formate acetyltransferase n.r. 1,19 - 0,04 n.r. 2,28
malM 4-alpha-glucanotransferase n.r. 1,34 - 0,004 n.r. 2,53
tred trehalose-6-phosphate hydrolase n.r. 1,37 - 0,03 n.r. 2,58

putative CoA-substrate-specific

SGGBAA2069 _c06730 enzyme activase n.r. 1,51 - 0,01 n.r. 2,85
glgP starch phosphorylase n.r. 1,55 - 0,003 | n.r. 2,93
glucose-1-phosphate )
glgC adenylyltransferase n.r. 1,72 0,02 n.r. 3,29
nagA gle'jccggllagslz“’samme'6'ph05phate nr | 174 | - | 002 | nr | 334
glucose-1-phosphate )
gleb adenylyltransferase o T 1.85 0,01 nr 3,61
glgB glycogen branching protein n.r. 2,1 - 0,05 n.r. 4,29

Transportsystem | malF ;ﬁﬁ:ﬁf&z&anw ort system n.r. 1,05 - 0,04 n.r. 2,07
atpC FOF1 ATP synthase subunit epsilon n.r. 1,37 - 0,02 n.r. 2,58
fatd iron .complex Vtransport system ATP- o 161 ) 0,05 T 3.05

binding protein
Multiple sugar-binding transport )
msmK ATP-binding protein n.r. 2,13 0,04 n.r. 438
mtsC metal cation ABC transporter ot 1.92 ) 0.05 o 378
membrane protein o i i o i
PTS system mannose-specific )
manN transporter subunit IID o T 2,19 0,05 nr 4,56
manL PTS system mannose-specific o 221 ) 0.05 o 463

transporter subunit IIA

adcA Zinc-binding protein adcA n.r. 2,23 - 0,05 n.r. 4,69

PTS system mannose-specific

manM ransporter subunit 11C n.r. 2,32 - 0,03 n.r. 4,99
PTS system trehalose-specific )
treB transporter subunit IIA o T 2,59 0,01 nr 6,02
SGGBAA2069 02000 | DTS system galactitol-specific L8 | e | 001 | - | 227 | nr
- transporter subunit 11B
::kat';srk“pt“’“s' SGGBAA2069 c18600 | putative transcriptional regulator 1,53 | 12 | 003 | 005 | 2,89 | 230
SGGBAA2069 ¢7250 Lacl family transcriptional regulator n.r. 1,52 - 0,02 n.r. 2,87
SGGBAA2069 ¢10720 transcriptional regulator 1,03 n.r. 0,03 - 2,04 n.r.
prld- fabD malonyl CoA-acyl carrier protein -~ 141 _ 0.02 ot 2,66
Biosynthese transacylase
accD acetyl-CoA carboxylase subunit alpha n.r. 1,77 - 0,04 n.r. 3,41
Anaerobe wrdD anaerobic ribonucleoside triphosphate . 15 ) 0.04 ot 2.83
Toleranz reductase
adhE acetaldehyde dehydrogenase n.r. 2,08 - 0,01 n.r. 4,23
Zellwand/-form .
Modifikation SGGBAA2069 13580 autolysin n.r. 1,55 - 0,003 n.r. 2,93
Iss N-acetylmuramidase/lysin n.r. 2,25 - 0,01 n.r. 4,76
diiA D—alanme--ploly(phosphorlbltol) ot 38 ) 0.04 . 13,93
ligase subunit 1
JiiD D-ala.nme extramembranal transfer o 3.03 ) 0,04 nr 8.17
protein
diC l?—alanme——pvoly(phosphorlbltol) - 3.29 _ 0.03 ot 9.78
ligase subunit 2
ditB D-alanine transfer protein DItB n.r. 3,56 - 0,03 n.r. 11,79
NTP Synthese ndk nucleoside diphosphate kinase 1 n.r. 0,03 - 2,00 n.r.
Translation rpsU 308 ribosomal protein S21 1,23 n.r. 0,04 - 2,35 n.r.
Transposase SGGBAA2069 02540 transposase OrfB 1,76 n.r. 0,05 - 3,39 n.r.
LG SGGBAA2069 21480 | conserved hypothetical protein nr | 120 | - 0002 | nr | 231
Funktion
SGGBAA2069 c19440 putative secreted protein n.r. 1,22 - 0,02 n.r. 2,33
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BAA-2069: Erhohte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach

Funktion Gen Produkt 0h 5h 0h 5h 0h 5h
SGGBAA2069 C20110 hypothetical protein n.r. 2,3 - 0,04 n.r 4,92
SGGBAA2069 c01150 predicted membrane protein n.r. 2,92 - 0,04 n.r 7,57
yjbF SNARE-like family protein n.r. 1,42 - 0,02 n.r 2,68

Tabelle 4.4: Verringerte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert, im Stamm BAA-2069 wihrend der
Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant).

BAA-2069: Verringerte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach
Funktion Gen Produkt Oh Sh 0h Sh 0h Sh
E‘E;iknptmns- SGGBAA2069 ¢22710 MarR family transcriptional regulator n.r. -2,51 - 0,03 n.r 0,18
SGGBAA2069 18000 | BadM/Rr2 family transcriptional nro | <127 | - [ 003 | nr | 041
- regulator
Transportsystem | SGGBAA2069 c04079 | POlar amino acid transport system nr | 246 | - | 005 | nr | 018
substrate-binding protein
SGGBAA2069 co4080 | 2mino acid ABC transporter nr | -1,83 - 005 | nr | 028
membrane protein
RNA Bindung deaD DEAD/DEAH box helicase n.r. -2,33 - 0,05 nr 0,20
obgE GTE—blndlng protein, GTP1/Obg . 176 ) 0.04 o 0.30
family
spoU RNA methyltransferase, TrmH family n.r. -1,16 - 0,03 nr 0,45
Kohlenhydrat- | ¢zcp 442060 c14130 | PUtative glyoxalase/bleomycin nro |22 - |00 | nr | 021
Metabolismus — resistance protein/dioxygenase
SGGBAA2069 ¢20810 carbonic anhydrase n.r. -1,45 - 0,03 n.r 0,37
icd isocitrate dehydrogenase n.r. -1,23 - 0,03 nr 0,43
Zellwand/-form Parvulin-like peptidyl-prolyl
Modifikation prsdl isomerase n.r | -L75 ] 0,03 nr 0.30
SGGBAA2069 12330 polysaccharide deacetylase n.r. -1,13 - 0,03 n.r 0,46
mreC Rod shape-determining protein n.r. -1,08 - 0,03 n.r 0,47
Aminoséure- . aminoacylase/N-acyl-L-amino acid
Metabolismus hipO1 amidohydrolase/hippurate hydrolase ot -1.7 ) 0,02 -t 0,31
lysA diaminopimelate decarboxylase n.r. -1,31 - 0,05 n.r 0,40
Lipid- . .
Sttt ysfG diacylglycerol kinase n.r. -1,32 - 0,03 n.r 0,40
plsX glycerol-3-phosphate acyltransferase n.r. -1,27 - 0,02 n.r 0,41
Zellteilung parB chromosome partitioning protein n.r. -1,17 - 0,05 n.r 0,44
Signal- . .
transduktion acpl protein-tyrosine phosphatase n.r. -1,09 - 0,04 n.r 0,47
LBl 6 ¢ 31 yqiG NADH:flavin oxidoreductase -1,28 n.r. 0,03 - 0,41 n.r
transport
nrdH glutaredoxin-like protein n.r. -1,34 - 0,04 nr 0,40
wrdE r1bonqcleotlde—dlphosphate reductase - 1,05 ) 0.04 - 0.48
subunit alpha
LTI SGGBAA2069 04900 | ubiquitin-binding YukD-like protein nr | -2,56 - 003 | nr | 017
Funktion
SGGBAA2069 c04760 lipoprotein n.r. -2,24 - 0,04 n.r 0,21
yukB FtsK/SpollIE family protein n.r. -1,91 - 0,01 n.r 0,27
SGGBAA2069 ¢17200 hypothetical protein n.r. -1,82 - 0,05 n.r 0,28
SGGBAA2069 ¢11130 hypothetical protein n.r. -1,47 - 0,04 n.r 0,36
SGGBAA2069 c00040 hypothetical protein n.r. -1,39 - 0,03 n.r 0,38
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Abbildung 4.11: Regulierte Gene in der Phagozytose nach Funktionen sortiert

Dargestellt ist die nach Funktion sortierte Anzahl derjenigen Gene des S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stammes BAA-2069, deren Expression, bezogen auf den -60 min-Wert, nach Phagozytose erhoht (weil3) oder
verringert (schwarz) war.

In der Tabelle 4.5 und der Tabelle 4.6 sind die durch Phagozytose regulierten Genexpressionen
des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes UCN 34 aufgelistet. AuBBerdem ist die Anzahl
der Gene nach Funktionen sortiert in einem Balkendiagramm dargestellt (Abbildung 4.12).
Direkt nach der Phagozytose durch THP-1 Makrophagen wurden die Expressionen von vier
Genen im Stamm UCN 34 erhoht und von sieben Genen verringert. Erhoht wurden unter
anderem die Expressionen zweier Gene, deren Produkte zum PTS Transportsystem gehoren.
AuBlerdem wurde die Expression des Gens nox hochreguliert, dessen Produkt die
Wasserstoffperoxid (H202)-Reduktion katalysiert. Die Genexpression von dapD lag sowohl
nach 0 h als auch nach 5 h verringert vor. Dieses Gen kodiert fiir ein Protein, das an der Lysin-
Biosynthese beteiligt ist. Nach fiinfstiindiger Inkubation konnten auBBerdem herunterregulierte
Expressionen von vier weiteren Genen detektiert werden. Die Produkte zweier dieser Gene sind
am Aminosdure-Metabolismus beteiligt. Die Funktion der anderen beiden Gene, deren
Expression herunterreguliert wurde, ist unbekannt. In der Abbildung 4.12 ist die Anzahl der
Gene, deren Expression im Stamm UCN 34 reguliert wurden nach der Funktion der Proteine

sortiert, fir die sie kodieren.
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Tabelle 4.5: Erhohte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert, im Stamm [ICN 34 wiihrend der

Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant).

[JCN 34: Erhohte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach

Funktion Gen Produkt 0h 5h 0h Sh 0h Sh
levA/ PTS system N-acetylgalactosamine-

e L DU GALLO 0117 specific transporter subunit IIA 2,2 nt 0,02 ) 4,59 nr
GALLO 0118 PTS system mannose-specific transporter 1.99 o 0.02 ) 397 ot

- subunit 11B

[nbekannte . . . .

Funktion GALLO 2058 hypothetical protein (CsbD-like protein) 1,44 n.r. 0,04 - 2,71 n.r

Sauerstoff Toleranz nox NADH oxidase 1,4 n.r. 0,03 - 5,64 n.r.

Tabelle 4.6: Verringerte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert, im Stamm [JCN 34 wiihrend der

Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant).

LICN 34: Geringere Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach
Funktion Gen Produkt 0h 5h 0h Sh 0h Sh
Ammosa'ure dapD 2,3 ,4,5—_tetrahydropyrldlne—2,6—carb0xylate 136 | 197 | 002 0,03 0.39 0.26
Metabolismus N-succinyltransferase
asd aspartate-semialdehyde dehydrogenase n.r. -1,03 - 0,01 n.r. 0,49
GALLO 0809 GTP-binding protein n.r. -1,03 - 0,03 n.r. 0,49
ilvA threonine dehydratase -1,54 n.r. 0,03 - 0,34 n.r.
[Inbekannte . .
Funktion GALLO_0901 hypothetical protein n.r. -1,63 - 0,04 n.r. 0,32
GALLO 0814 hypothetical protein n.r. -1,25 - 0,04 n.r. 0,42
GALLO 1321 glutamate-rich protein GrpB -1,39 n.r. 0,01 - 0,38 n.r
Transportsystem GALLO 1556 amino acid ABC transporter substrate- -1,89 n.r. 0,03 - 0,27 n.r
binding protein
Zellwand/-form
Modifikation GALLO 1358 polyglycerol phosphate synthase -1,76 n.r. 0,004 - 0,30 n.r
gcaD UDP-N-acetylglucosamine 1,04 o 0.01 ) 0.49 nr
pyrophosphorylase
Kohlenhydrat
Metabolismus drm phosphopentomutase -1,02 n.r. 0,05 - 0,49 n.r
UCN 34
unbekannte Funktion-L Bl verringerte Genexpression
erhohte Genexpression
02 Toleranz——— - P
Zellwand/-form Modifikation
Kohlenhydrat Metabolismus
Aminosiure Metabolismus
Transportsysteme
Q N v % ™ )
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Abbildung 4.12: Regulierte Gene in der Phagozytose nach Funktionen sortiert
Dargestellt ist die nach Funktion sortierte Anzahl derjenigen Gene des S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stammes UCN 34, deren Expression nach Phagozytose erhoht (wei3) oder verringert (schwarz) war.
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4.3.1 Verifikation der Microarray-Analyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach

Phagozytose durch THP-1 Makrophagen mittels Real-time PCR

Um die Microarray-Analyse zu verifizieren wurde die relative quantitative Real-time PCR-
Methode genutzt. Bei dieser wurde die Expression von 15 Kandidatengenen, die mittels
Microarray-Analyse identifiziert wurden, in den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen
BAA-2069 und UCN 34 zu den Zeitpunkten (0 h und 5 h) in Relation zum -60 min-Wert
untersucht. Zu diesen Genen zédhlen solche, deren Expression durch die Phagozytose stark
reguliert wurde oder deren Produkte potenzielle Virulenzfaktoren sein konnten. Die Ergebnisse
sind in den Abbildung 4.13A und 4.13B dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Real-
time PCR-Analyse eine hohere Expression der einzelne Gene ermittelte als die Microarray-
Analyse. Im Gegensatz zur Microarray-Analyse emittelte die Real-time PCR-Analyse
signifikante Unterschiede in der Expression von nox und /ev4A im Stamm BAA-2069. Die
Microarray-Analyse vom Stamm UCN 34 ergab weniger Gene, deren Expression nach
Phagozytose reguliert wurden als im Stamm BAA-2069. Die Analyse der Genexpression vom
Stamm UCN 34 mittels Real-time PCR ergab jedoch auch Regulationen in der Expression der
Gene, die in der Microarray-Analyse des Stammes BAA-2069 ermittelt wurden. Dazu gehdren
Erhohungen der Expression der Gene des dlt Operons (dltA-D), des glg Operons (glgA, glgB
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O3 Real-time PCR 5h
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Abbildung 4.13: Verifikation der Genexpression-Anderungen mittels relativer quantitativer Real-time
PCR, die durch die Microarray-Analyse detektiert wurden
Die relative Anderung der Genexpression von der Real-time PCR- (weif3) und Microarray-Analyse (schwarz)

sind im Vergleich dargestellt. Die 0 h-Werte sind weill und die 5 h-Werte grau hinterlegt. Angegeben ist der
Mittelwert (Microarray-Analyse: n = 3; Real-time PCR: n = 6; n.d. = nicht detektiert).

31



Ergebnisse

und glgD), ndk sowie eine Verringerung der Expression des Gens SGGBAA ¢20810. Die
hochsten Expressionsunterschiede dieser Gene konnten nach fiinf Stunden Inkubation im
Vergleich zum Nullstundenwert festgestellt werden. Eine Ausnahme bildet die
Genexpressionserhhung von nox, die verglichen mit dem 5 h-Wert initial nach der

Phagozytose am hochsten war.

4.4 Uberleben oder Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Medium mit
verschiedenen bakteriziden Reagenzien

In den Phagosomen dienen verschiedene Mechanismen dazu, die phagozytierten
Mikroorganismen abzutéten und zu degradieren. Eine frithe Reaktion von Phagozyten ist der
oxidative Burst, also die Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies. AuBlerdem
werden gereifte Phagosomen mittels ATPasen angesduert. Lysozym wird sowohl von
Phagozyten sekretiert als auch in Phagolysosomen genutzt, um Mikroorganismen zu
degradieren. In den folgenden Versuchen wurde das Uberleben beziehungsweise Wachstum
verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stdmme in Priasenz dieser Reagenzien

untersucht.

4.4.1 Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in saurem Medium

Ein wichtiger Mechanismus in Phagozyten zur Toétung von Mikroorganismen ist die
Ansduerung von Phagolysosomen mittels ATPasen. Der finale pH-Wert in diesen Organellen
liegt zwischen vier und fiinf. Aufgrund dessen wurde der prozentuale Anteil vitaler Zellen von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Medium mit einem pH von vier im Vergleich zum
Uberleben in Medium mit neutralem pH-Wert nach fiinfstiindiger Inkubation ermittelt
(Abbildung 4.14). Es konnte gezeigt werden, dass im sauren Medium nur 22-31 % vitale
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen im Vergleich zum neutralen Medium nachweisbar
sind. Die hochste Uberlebensrate zeigten die Zellen des Stammes BAA-2069, wihrend die
Bakterien des Stammes UCN 34 die geringste Uberlebensrate zeigten. Im Vergleich zum
S. aureus Referenzstamm ATCC 25923 {iberlebten alle untersuchten S. gallolyticus subsp.

gallolyticus Stimme die fiinfstiindige Inkubation im sauren Medium signifikant besser.

32



Ergebnisse

100- .................................................

—_ p<0.05
X 80 BAA-2069 vs. ATCC 43143
E p<0.005
‘T 60- DSM 16831 vs. BAA-2069
2 BAA-2069 vs. LMG 17956
& 401 p<0.0001
© _ = _ DSM 16831 vs. SA
£ 204 = BAA-2069 vs. UCN 34
> -_ BAA-2069 vs. SA

0 LMG 17956 vs. SA

N©® > W UCN 34 vs. SA
\‘3""’ A \’\“% (?ﬁ’ 2 ATCC 43143 vs. SA
N y? < Q QQ QQ
& v &8
> >

Abbildung 4.14: Uberleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen in saurem Milieu
Dargestellt ist das prozentuale Uberleben der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831,

BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 (grau) sowie des S. aureus Stammes ATCC 25923
(schwarz) in BHI mit pH 4 im Verhiltnis zum Uberleben in BHI mit pH 7 (100 %; gestrichelte Linie) nach
finf Stunden Inkubation. Die Balken prisentieren den Mittelwert mit Standardfehler (n=3). Die
Signifikanzen zwischen den einzelnen Werten wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet.

4.4.2 Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von

Wasserstoffperoxid

Der oxidative Burst gehort zur ersten Reaktion von Phagozyten auf Mikroorganismen. Deshalb
wurde das Wachstum von §. gallolyticus subsp. gallolyticus in H2Oz-erginztem Medium
untersucht. Es konnten Einschrinkungen im Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus
ab einer Konzentration von 10 mM H;O, ermittelt werden (Abbildung 4.15). Ab einer
Konzentration von 20 mM H>O; wurden keine vitalen Bakterien mehr im Medium detektiert
(nicht gezeigt). Die Ergebnisse der Wachstumsanalyse nach fiinf Stunden Inkubation, sind in
der Abbildung 4.15A (10 mM H>0.) und der Abbildung 4.15B (15 mM H>0,) dargestellt. Es
wurden nur marginale Unterschiede im Uberleben zwischen den einzelnen Stimmen in
Medium mit 10 mM H>O, festgestellt (Abbildung 4.15A). Im Vergleich zur Kontrolle ohne
H>02-Zugabe (100 %), stammten die Proben mit den wenigsten vitalen Zellen von den
Stammen BAA-2069 und ATCC 43143 (beide 87 %) sowie vom S. aureus Stamm (90 %). Die
gleiche Anzahl vitaler Bakterien wie in der Kontrolle wurde fiir die Stimme DSM 16831
(99 %) und UCN 34 (102 %) in Gegenwart von 10mM H20; detektiert. GroBere
stammabhéngige Unterschiede gab es im Wachstum der verschiedenen untersuchten Stimme
in BHI-Medium mit 15 mM H>O». Am stirksten wuchsen in diesem Medium die S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimme UCN 34 und ATCC 43143. Im Vergleich zu den anderen
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen war das Wachstum des Stammes

LMG 17956 in Medium mit 15 mM H>O, am stirksten eingeschrinkt. Das Wachstum vom
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S. aureus Stamm ATCC 25923 war im Vergleich zu allen S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stimmen signifikant inhibiert. In anderen Studien wurde bereits nachgewiesen, dass
Biofilmbildung den Bakterien als Schutz vor H>O; dient (Jang et al., 2016). Der Einfluss von
H>0; im Bezug auf die Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurde ebenfalls
analysiert und das Ergebnis ist im Kapitel 4.5.2 dargestellt.
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Abbildung 4.15: Prozentualer Anteil vitaler S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme nach
fiinfstiindiger Inkubation in BHI Medium mit verschiedenen H202-Konzentrationen

Dargestellt ist das prozentuale Wachstum der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831,
BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 (grau) sowie des S. aureus (SA) Stammes ATCC 25923
(schwarz) in Gegenwart von A) 10 mM H,05 und B) 15 mM H,0; im Verhéltnis zum Wachstum in BHI ohne
die Zugabe von H,O; (100 %; gestrichelte Linie). Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 3).
Die Signifikanz zwischen den einzelnen Werten wurde mit dem Mann Whitney U-test berechnet.

4.4.3 Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-supplementiertem

Medium
Lysozym hydrolisiert die -1,4-glykosidische Bindung zwischen N-Acetylmuraminsiure- und
N-Acetylglucosaminresten im Peptidoglykan der Zellwand von Bakterien. Es dient Phagozyten
zur extrazelluldren Degradation von Mikroorganismen sowie zur Abtétung von

Mikroorganismen innerhalb der Phagolysosomen (Shimada et al., 2010). Die Lysozym-
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Resistenz ist ein wichtiger Virulenzfaktor fiir Pathogene und wurde in dieser Arbeit bei fiinf
verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen im Vergleich zum S. aureus Stamm
ATCC 25923 untersucht. Die Ergebnisse nach fiinfstiindigem Wachstum von S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stammen in Medium mit verschiedenen Lysozymkonzentrationen im
Vergleich zum Wachstum ohne Lysozym (100 %) sind in Abbildung 4.16 dargestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Wachstumsfahigkeit in Gegenwart von Lysozym stammabhéngig war.
Mit 5 mg/ml Lysozym im BHI Medium wuchsen folgende Stdmme marginal weniger als in der
Kontrolle ohne Lysozym: DSM 16831 (63 %), BAA-2069 (87 %), LMG 17956 (66 %) und
ATCC 43143 (83 %). Das Wachstum des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes UCN 34
sowie des Referenzstammes S. aureus ATCC 25923 wurden durch 5 mg/ml Lysozym nicht
inhibiert. In BHI Medium mit 10 mg/ml Lysozym konnte eine mittlere Einschrankung des
Wachstums von ca. 50 % bei den Stimmen BAA-2069 und LMG 17956 beobachtet werden. In
diesem Medium wurde das Wachstum des Stammes ATCC 43143 auf ca. 67 % Wachstum im
Vergleich zur Kontrolle verringert. Wesentlich stirker wurde das Wachstum von DSM 16831
bei 10 mg/ml Lysozym inhibiert. Es konnten im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym nur
11 % vitale Zellen detektiert werden. Das Wachstum vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stamm UCN 34 sowie das Wachstum vom S. aureus Stamm ATCC 25923 wurde durch
10 mg/ml Lysozym im Medium ebenfalls nicht inhibiert. Auch die Zugabe von 20 mg/ml
Lysozym im Medium inhibierte das Wachstum dieser beiden Stimme nicht. Vom Stamm
DSM 16831 wurden jedoch nur 0,03 % vitale Bakterien in Medium mit 20 mg/ml Lysozym in
BHI Medium im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym ermittelt. Das Wachstum von den
Stimmen LMG 17956 und ATCC 43143 wurde auf ca. 50 % reduziert und etwas weniger vitale
Bakterien (ca. 32 %) wurden vom Stamm BAA-2069 nachgewiesen. Der Stamm UCN 34
wuchs signifikant besser in Lysozym-erginztem Medium als die anderen untersuchten
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme (20 mg/ml Lysozym: p<0,005). Im Gegensatz dazu
wuchs der Stamm DSM 16831 signifikant schlechter in Medium mit Lysozym-Zugabe
(20 mg/ml Lysozym: p<0,0001). Das Wachstum des S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stammes LMG 17956 wurde in allen mit Lysozym versetzten Medien, unabhédngig von der

Konzentration, etwa gleich stark inhibiert.
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Abbildung 4.16: Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen in Medium mit
verschiedenen Lysozymkonzentrationen

Dargestellt ist der prozentuale Anteil vitaler Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stimme
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes
ATCC 25923 in Medium mit 5 mg/ml Lysozym (schwarz), 10 mg/ml Lysozym (grau) und 20 mg/ml Lysozym
(weil}) im Verhéltnis zur Kontrolle ohne Lysozym-Zugabe (100 %; gestrichelte Linie) nach fiinfstiindigem
Wachstum. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 3). Die Signifikanz zwischen den einzelnen
Werten wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet (*: p<0,05; **: p<0,005; ***: p<0,0005; ****:
p<0,0001).

Eine vorherige Studie hat gezeigt, dass Lysozym eine Unterscheidung zwischen bovinen und
humanen Isolaten moglich macht, weil die Isolate unterschiedlich sensitiv sind (Kurtovic et al.,
2003). Aufgrund dessen wurden von 20 weiteren S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten die
Lysozym-Resistenz untersucht (Abbildung 4.17). Es konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem Wachstum humaner Isolate und dem Wachstum tierischer Isolate

in Gegenwart von Lysozym festgestellt werden.
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Abbildung 4.17: Anteil vitaler tierischer oder humaner S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate nach
fiinfstiindiger Inkubation in BHI mit verschiedenen Lysozymkonzentrationen

Dargestellt ist der prozentuale Anteil vitaler Bakterien verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate,
die entweder aus Tieren oder Menschen isoliert wurden, nach fiinfstiindigem Wachstum. Das Wachstum wurde
in Medium mit 1 mg/ml Lysozym, 5 mg/ml Lysozym, 10 mg/ml Lysozym, 15 mg/ml Lysozym und 20 mg/ml
Lysozym im Verhéltnis zur Kontrolle ohne Lysozym-Zugabe (100 %; gestrichelte Linie). Angegeben ist der
Mittelwert mit Standardfehler (n = 3).

Bei der Untersuchung der Lysozym-Resistenz von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurde
beobachtet, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-supplementiertem Medium

verstirkt Biofilm bildet. Dies wird im folgenden Kapitel ndher analysiert.

4.5 Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Inkubation mit Lysozym
Die Beobachtung, dass die Lysozym-Behandlung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus zur
verstarkten Biofilmbildung flihrt, wurde ndher an einem Polystyrol-Modell untersucht.
Polystyrol dient in verschiedenen Studien als Adhésionsgrundflache zur Analyse von Biofilmen
(Vollmer et al., 2010a; Svensson et al., 2014; Berlanga et al., 2015). Die Adhidsion der
Bakterien an Polystyrol wurde quantifiziert, indem die Zellwand der adhirenten Bakterien mit
Kristallviolett gefirbt und anschlieend die Absorption gemessen wurde. Die Adhédsion wurde
nach fiinf- und 16-stiindiger Inkubation in BHI mit und ohne Lysozym ermittelt (Abbildung
4.18).

Nach fiinfstiindiger Inkubation fiihrte die Lysozym-Behandlung bei drei S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimmen zu einer signifikanten Verdnderung in der Biofilmbildung (Abbildung
4.18A). Die Biofilmbildung des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes DSM 16831 war
nach Lysozym-Behandlung sowohl mit 10 mg/ml als auch 20 mg/ml, im Vergleich zur
Kontrolle ohne Lysozym, vermindert. Im Gegensatz dazu war die Biofilmbildung von den
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen BAA-2069 bei 20 mg/ml Lysozym und
LMG 17956 bei 10 mg/ml Lysozym signifikant verstirkt. Die Biofilmbildung der Stdmme
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UCN 34 und ATCC 43143 war bei Lysozym-Zugabe nach fiinfstiindiger Inkubation tendenziell
verringert und die Biofilmbildung des S. aureus Stammes ATCC 25923 war im BHI Medium
mit 20 mg/ml Lysozym tendenziell erhoht.
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Abbildung 4.18: Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-supplementiertem
Medium
Dargestellt ist die Absorption der Biofilme von den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen DSM 16831,

BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923 in BHI
(schwarz), in BHI mit 10 mg/ml Lysozym (grau) und 20 mg/ml Lysozym (weif}) nach fiinf Stunden (A) und
16-stiindiger Inkubation (B) bei A = 550 nm nach Kristallviolett-Farbung. Angegeben ist der Mittelwert mit
Standardfehler (n = 3). Die Signifikanz zwischen den Werten der Kontrollen (ohne Lysozym) und behandelten
Proben (mit Lysozym) wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet. (ns = nicht signifikant; *: p<0,05;
**: p<0,005; ***: p<0,0005; ****: p<0,0001).

Nach 16 Stunden Inkubation der Bakterien mit Lysozym war die Biofilmbildung insgesamt
stiarker bei den Stimmen BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 (Abbildung
4.18B). Der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831 bildete, wie auch nach
fiinfstiindiger Inkubation, einen signifikant verringerten Biofilm an Polystyrol. Die Lysozym-
Behandlung bewirkte jedoch bei den anderen vier untersuchten S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimmen (BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143) eine signifikant
verstirkte Bildung des Biofilms im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym. Die grofiten
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Unterschiede in der Biofilmbildung zwischen der Kontrolle und den Lysozym-behandelten
Proben war bei den Stimmen BAA-2069 und ATCC 43143 zu beobachten. Auch beim
S. aureus Referenzstamm ATCC 25923 wurde nach 16 Stunden eine tendenzielle, jedoch nicht
signifikante, Erhohung der Biofilmbildung nach Lysozym-Behandlung beobachtet.

Die Vitalitit der Bakterien im Biofilm wurde zusitzlich durch Ermittlung der koloniebildenden
Einheiten bestimmt. Hierflir wurde der Biofilm mittels des Detergenz Saponin aufgebrochen,
resuspendiert und ausplattiert. In der Abbildung 4.19A und 4.19B sind die prozentualen Anteile
an vitalen bakteriellen Zellen im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym dargestellt. Nach fiinf
Stunden wurden mehr vitale Zellen der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme BAA-2069
und LMG 17956 im Vergleich zur Kontrolle ermittelt. Dies wurde auch durch die Analyse
mittels Kristallviolett verifiziert. Weniger oder gleich viele vitale Zellen wie in der Kontrolle
konnten von den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen UCN 34 und ATCC 43143 sowie
von dem S. aureus Stamm ATCC 25923 ermittelt werden. Nach 16 Stunden Inkubation wurden

insgesamt weniger vitale Zellen nachgewiesen (Abbildung 4.19B). Die Vitalitit der
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Abbildung 4.19: Bakterieller Titer im Biofilm von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-
supplementiertem Medium

Dargestellt ist der prozentuale Anteil vitaler Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm
ATCC 25923 in BHI mit 10 mg/ml Lysozym (grau) und 20 mg/ml Lysozym (weif}) zur Kontrolle ohne
Lysozym (100 %; gestrichelte Linie) nach fiinf Stunden (A) und 16-stiindiger Inkubation (B). Angegeben ist
der Mittelwert mit Standardfehler (n = 3).
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S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831 und BAA-2069 war geringer als in der
Kontrolle ohne Lysozym. Eine erhohte Anzahl vitaler Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurde
nur in den Biofilmen der Staimme LMG 17956 und UCN 34 nachgewiesen. Die Anzahl vitaler
Zellen in Biofilmen mit und ohne Lysozym glich der beim S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stamm ATCC 43143 und dem S. aureus Stamm ATCC 25923.

Um zu iberpriifen, ob tatsdchlich intakte bakterielle Zellen und nicht nur durch
Lysozymdegradation vorhandene Zelldebris adhdrent am Polystyrol vorliegen, wurden die
adhédrenten Zellen nach 16-stiindiger Inkubation fluoreszenzmikroskopisch mittels DAPI-
Farbung untersucht (Abbildung 4.20). Am Mikroskop konnten kokkenférmige Strukturen
ausgemacht werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die Bakterienzellen im Biofilm
intakt waren. In der 400-fachen VergroBerung (Abbildung 4.20) konnten vom S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831 ohne Lysozym-Behandlung Mikrokolonien detektiert
werden (erste Reihe). Nach Lysozym-Behandlung waren jedoch nur noch vereinzelt adhédrente
Bakterien dieses Stammes an Polystyrol zu beobachten. Anders verhielt es sich bei den anderen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen. Der Stamm BAA-2069 bildete auch ohne
Lysozym viele Mikrokolonien. Diese traten jedoch verstirkt nach Lysozym-Zugabe auf. In
Medium ohne Lysozym waren nur vereinzelte adhédrente Zellen des Stammes LMG 17956 zu
erkennen. In Medium mit Lysozym bildete dieser jedoch Mikrokolonien am Polystyrol. Die
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme UCN 34 und ATCC 43143 bildeten ohne Lysozym
vereinzelte Mikrokolonien. Mit Lysozym waren Mikrokolonien auf der ganzen Fldche des
Polystyrols zu erkennen. Im Vergleich dazu bildete der S. aureus Stamm ATCC 25923 nur
geringfiigig mehr Mikrokolonien bei Lysozym-Behandlung.
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Lysozymkonzentration:

0 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml

SGG: DSM 16831

SGG: BAA-2069

SGG: LMG 17956

SGG: UCN 34

SGG: ATCC 43143

50 um

SA: ATCC 25923

Abbildung 4.20: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der an Polystyrol adhérenten S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimme nach Inkubation in BHI ohne Lysozym, mit 10 mg/ml Lysozym oder mit
20 mg/ml Lysozym

Gezeigt ist die Adhédsion der mit DAPI-markierten S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stimme DSM 16831,
BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes ATCC 25923, an
Polystyrol nach 16 Stunden Inkubation in BHI ohne Lysozym (links), mit 10 mg/ml Lysozym (Mitte) oder
20 mg/ml Lysozym (rechts).
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4.5.1 Adhiésion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen Typ I bei Lysozym-

Zugabe

Die Kollagen-Adhédsion am Endokard ist ein initialer Schritt in der Kolonisierung von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus. Deshalb wurde die Biofilmbildung in Gegenwart von
Lysozym nicht nur am Polystyrol-Modell, sondern auch an Kollagen Typ I untersucht.
AuBlerdem wurde die Kollagenadhédsion mittels Transkriptom-Analyse im Kapitel 4.7
untersucht. In der Abbildung 4.21 ist die Adhdsion der einzelnen S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimme an immobilisiertes BSA sowie Kollagen Typ I ohne und mit Lysozym-
Zugabe dargestellt. Nach fiinf Stunden Inkubation konnten keine signifikanten Unterschiede in
der BSA- oder Kollagen-Adhésion der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme festgestellt
werden. Eine Ausnahme bildete der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm BAA-2069. Bei
diesem konnte signifikant eine stirkere Adhédsion an BSA und Kollagen Typ I in BHI mit
Lysozym im Vergleich zur Inkubation ohne Lysozym festgestellt werden (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Adhésion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen Typ I in Gegenwart von
Lysozym nach fiinfstiindiger Inkubation
Dargestellt ist die Absorption der an Kollagen Typ I und BSA adhirenten Kristallviolett-gefarbten

S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143
im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923 in BHI (schwarz), in BHI mit 10 mg/ml Lysozym (grau)
oder 20 mg/ml Lysozym (weil3) nach fiinf Stunden Inkubation bei A = 550 nm. Angegeben ist der Mittelwert
mit Standardfehler (n=3). Die Signifikanz zwischen den Werten der Kontrollen (ohne Lysozym) und
behandelten Proben (mit Lysozym) wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet (*: p<0,05; **: p<0,005).

4.5.2 Biofilmbildung in Wasserstoffperoxid-supplementiertem Medium

Die Biofilmbildung dient den Bakterien als Schutz vor dufleren schidlichen Einfliissen.
Aufgrund dessen wurde neben der Biofilmbildung bei Lysozym-Zugabe ins Medium auch die
Biofilmbildung bei verschiedenen H»O,-Konzentrationen in BHI-Medium ermittelt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.22 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass H>O> die
Biofilmbildung der zwei S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stdmme DSM 16831 und
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BAA-2069 bei einer Konzentration von 15 mM H>O» signifikant reduziert. Die Adhésion an
Polystyrol der Stimme UCN 34 und ATCC 43143 ist bei dieser HO,-Konzentration in BHI-
Medium tendenziell héher als in BHI-Medium ohne H»O,. Der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stamm LMG 17956 und der S. aureus Stamm ATCC 25923 zeigten bei allen H,O»-

Konzentrationen die gleiche Adhdsionsfahigkeit an Polystyrol.

Biofilm nach 5 h

0.8+ 0 mM H0,
1 1 - 10 mM HzOz
3 15 mM H,O,

Abbildung 4.22: Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von H202
Dargestellt ist die ermittelte Absorption bei A =1550 nm nach Biofilmbildung der S. gallolyticus subsp.

gallolyticus Stimme DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum
S. aureus Stamm ATCC 25923 in BHI (schwarz), in BHI mit 10 mM H,O> (grau) und 15 mM H>O, (weil3).
Die bakteriellen Zellen wurden mittels Kristallviolett angefarbt. Angegeben ist der Mittelwert mit
Standardfehler (n = 3). Die Signifikanz zwischen den Werten der Kontrollen (ohne H»0,) und behandelten
Proben (mit H>O;) wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet (*: p<0,05; **: p<0,005).

4.6 Transkriptomanalyse der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme BAA-2069 und
UICN 34 in Gegenwart von Lysozym
Fiir die Transkriptom-Analyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurden zwei Stdmme
ausgewihlt, die im Zusammenhang mit Lysozym unterschiedliche Phénotypen aufwiesen. Wie
im Kapitel 4.5 gezeigt wurde, wies der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm BAA-2069
nach flinfstiindiger Inkubation in Medium mit Lysozym eine stirkere Adhésion an Polystyrol,
an Kollagen Typ I und BSA auf als in Medium ohne Lysozym. Der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stamm UCN 34 war stark Lysozym-resistent und konnte bei einer Konzentration
von 20 mg/ml Lysozym ohne Inhibition wachsen (Kapitel 4.4.3). Deshalb wurden die
Genexpressionen dieser beiden Stimme in Medium mit Lysozym ndher untersucht. Hierfiir
wurden Microarray-Analysen nach flinfstiindiger Inkubation in BHI-Medium mit 10 mg/ml
Lysozym im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4.7 und in Tabelle 4.8 dargestellt. Zwecks besserer Ubersicht wurden die regulierten
Gene nach Funktion ihrer Produkte sortiert, in einem Balkendiagramm aufgetragen und in den

Abbildung 4.23A und 4.22B dargestellt.
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Tabelle 4.7: Tabellarische Darstellung der Expression verschiedener Gene der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimme BAA-2069 und [ICN 34 nach fiinfstiindiger Inkubation in BHI Medium mit Lysozym
im Vergleich zur Kontrolle (n = 3; n. r. =nicht reguliert; n. p. =im jeweiligen Genom nicht vorhanden;
- = nicht relevant).

BAA-2069 und [ICN 34: Erhohte Genexpression BAA-2069 LICN 34
q log2 p- log2 p-
Funktion Gen Produkt Ratio Wert n-fach Ratio Wert n-fach
Antibiotikum- SGGBAA2069 c00120 | putative beta-lactamase 1,02 | 001 2,03 nr. - nr
Resistenz
SGGBAA2069 03220 E;‘iﬁple antibiotic resistance protein 213 | 003 | 439 | np. - n.p.
Aminosiure- .. .
Metabolismus argG argininosuccinate synthase n.r - n.r 1,59 0,02 3,01
asnA asparagine synthetase AsnA 1,06 0,01 2,09 n.r. - n.r
citA citrate synthase n. p. - n. p. 1,20 0,05 2,29
GALLO 0143 acetyltransferase n.r - n.r 1,09 0,02 2,13
GALLO 1269 GNAT family acetyltransferase n. p. - n.p. 1,34 0,01 2,52
GALLO 1848 putative glutamine amidotransferase n. p. - n.p. 2,28 0,01 4,87
gdh glutamate dehydrogenase 1,61 0,02 3,06 2,78 0,01 6,85
. aminoacylase/N-acyl-L-amino acid B
hipO1 amidohydrolase/hippurate hydrolase nr o 1,57 0,00 2,98
nifS cysteine desulfurase/ aminotransferase 1,28 0,01 2,42 1,35 0,02 2,55
pankE 2-dehydropantoate 2-reductase n.r - n.r 1,46 0,04 2,76
SGGBAA2069 c18080 | putative glutamine amidotransferase 1,99 0,01 3,97 n.r - n.r
sufS cysteine desulfurase / selenocysteine o ) ot 117 0.00 224
’ lyase
Kohlenhydrat- B
Metabolismus gpmA phosphoglyceromutase n.r n.r 1,33 0,01 2,51
icd isocitrate dehydrogenase nr - n.r 1,07 0,02 2,10
prkA 6-phosphofructokinase n.r - n.r 1,48 0,03 2,78
pgi glucose-6-phosphate isomerase n.r - n.r 1,01 0,02 2,01
pyvk pyruvate kinase n.r - n.r 1,14 0,04 2,21
DNA-Bindung/ B
g GALLO 0671 phosphoglycolate phosphatase n.r n.r 1,33 0,00 2,52
GALLO 0742 DHH family phosphatase protein n.r - n.r 1,27 0,01 2,41
ogt 6-O-methylguanine DNA 1,02 0,04 2,02 1,70 0,01 3,26
methyltransferase
parC topoisomerase IV subunit A n.r - n.r 1,18 0,04 2,27
pelLl pectate lyase L 2,04 0,03 4,10 1,29 0,04 2,45
polC DNA polymerase 11 n.r - n.r 1,22 0,04 2,33
recO DNA repair protein recO 1,10 0,02 2,15 nr - nr
putative transcriptional activator )
rggA Reg/GadR/MutR n. p. n. p. 1,54 0,03 2,91
ssbA single-stranded DNA-binding protein n. p. - n.p. 2,52 0,02 5,74
ssbB single-strand DNA-binding protein 2,36 0,02 5,12 n.r - n.r
topA DNA topoisomerase I nr - nr 1,86 0,04 3,64
Fettsiuren- .
Metabolismus accA acetyl-CoA carboxylase subunit alpha n.r - n.r 1,74 0,00 3,34
accB acetyl—CoA (_:arboxyl'fise biotin carboxyl o ) nr 2.25 0.01 476
carrier protein subunit
aceC acetyl-CoA carboxylase biotin o ) nr 174 0.02 3.35
carboxylase subunit
accD acetyl-CoA carboxylase subunit beta n.r - n.r 1,53 0,04 2,89
fabD malonyl CoA-acyl carrier protein - ) nr 2.12 0.02 436
transacylase
JabF I3l—oxoacy1—(acyl carrier protein) synthase o ) nr 1,98 0.00 3.94
fabG 3-ketoacyl-ACP reductase nr - n.r 2,31 0,01 4,95
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BAA-2069 und [ICN 34: Erhohte Genexpression BAA-2069 [ICN 34
q log2 p- log2 p-
Funktion Gen Produkt Ratio Wert n-fach Ratio Wert n-fach
fabH 3-oxoacyl-ACP synthase 1,75 0,02 3,36 2,27 0,00 4,82
fabK enoyl-(acyl-carrier-protein) reductase 11 1,45 0,05 2,74 2,27 0,00 481
fabZ (3R)-hydroxymyristoyl-ACP nr. . nr 195 | 000 | 387
dehydratase
GALLO 0333 enoyl-CoA hydratase nr - nr 2,46 0,01 5,50
GALLO 0975 %i)s/;erol—&phosphate acyltransferase n.p. ) np. 1.06 0.02 2,08
phaB enoyl-CoA hydratase 2,28 0,03 4,85 2,17 0,00 4,50
GMP inosine 5'-monophosphate
Biosynthese guaB dehydrogenase nr ) nr 1.42 0,02 2,67
H,0; Toleranz ahpC alkyl hydroperoxide reductase 1,17 0,02 2,25 1,90 0,01 3,74
ahpF alkyl hydroperoxide reductase subunit F 1,07 0,04 2,10 1,89 0,04 3,70
naoX NADH oxidase 1,05 0,03 2,07 n. p. - n. p.
Immunitit mccF microcin immunity protein MccF 1,67 0,03 3,18 222 0,00 4,65
cinA competence damage-inducible protein A 1,34 0,05 2,53 2,00 0,02 4,00
Metabolismus phnA phosphonoacetate hydrolase n.r - n.r 1,38 0,05 2,60
Metallbindung GALLO 0832 metal dependent phosphohydrolase n.p. - n.p. 1,59 0,02 3,00
Nukleotid- . .
Biosynthese prsyn ribose-phosphate pyrophosphokinase n.r - n.r 1,19 0,02 2,28
add adenosine deaminase n.r - n.r 1,08 0,04 2,12
. NADP-dependent glyceraldehyde-3- B
Oxireduktase gapN phosphate dehydrogenase nr n.r 1,91 0,02 3,76
Phagen-Protein | int5 site-specific recombinase, phage nr - nr 1,10 0,03 2,15
integrase family
Porphyrin . B
Synthese GALLO 1275 uroporphyrinogen decarboxylase n. p. n. p. 1,97 0,01 3,92
Protease clpP ATP-@ependent Clp protease proteolytic ot B ot 1,08 0.03 211
subunit
GALLO_0849 Zn-dependent protease n. p. - n. p. 2,02 0,05 4,05
GALLO 2250 insulinase, M 16 family peptidase n.r - n.r 1,02 0,04 2,02
pepB oligoendopeptidase F n.r - n.r 1,31 0,03 2,48
pepO putative endopeptidase n.r - n.r 1,29 0,02 2,44
Protein
Sekretion alaS alanyl-tRNA ligase n.r - n.r 1,29 0,03 2,45
/Synthese
asnd asparagine synthetase AsnA n.r - n.r 1,70 0,03 3,26
cysS cysteinyl-tRNA synthetase n.r - n.r 1,49 0,01 2,80
GALLO 1298 queuosine biosynthesis protein n.r - n.r 2,21 0,05 4,63
GALLO 1812 RNA methyltransferase n. p. - n. p. 1,86 0,00 3,04
aspartyl/glutamyl-tRNA )
gad amidotransferase subunit A o nr 1,31 0,01 247
ileS isoleucyl-tRNA ligase nr - n.r 1,24 0,02 2,36
infA translation initiation factor IF-1 2,00 0,03 4,01 1,69 0,00 3,23
leuS leucyl-tRNA synthetase n.r - n.r 1,07 0,02 2,09
prsdl foldase protein PrsA 1,84 0,01 3,58 2,12 0,04 435
thrS threonyl-tRNA ligase n.r - n.r 1,37 0,00 2,59
tig trigger factor 1,11 0,01 2,16 n.r - n.r
tRNA uridine 5-carboxy-
trmF methylaminomethyl modification nr - nr 1,12 0,02 2,18
enzyme
mnmA tRNA-specific 2-thiouridylase MnmA 1,21 0,01 2,31 1,54 0,02 291
tyrS tyrosyl-tRNA synthetase n.r - n.r 1,26 0,03 2,40
yqaB acetyltransferase n.r - n.r 1,27 0,02 2,41
Redox .
Metabolismus gor glutathione reductase n.r - n.r 1,57 0,02 2,97
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BAA-2069 und [/CN 34: Erhohte Genexpression BAA-2069 [ICN 34

Funktion Gen Produkt 111(;%?0 Wort | -fach I'{‘;gﬁzo Wert | -fach

Ars.enat GALLO_ 1741 arsenate reductase family protein n.r. - n.r 1,14 0,01 2,21

Resistenz

Ribosom prfC peptide chain release factor 3 1,32 0,01 2,49 1,48 0,02 2,78
rplA 508 ribosomal protein L1 1,89 0,02 3,70 2,37 0,02 5,18
plC 50S ribosomal protein L3 1,88 0,01 3,68 2,13 0,04 4,38
rplD 508 ribosomal protein L4 1,47 0,03 2,78 1,97 0,01 391
plE 50S ribosomal protein L5 1,05 0,04 2,07 n.r. - n.r
rplF 508 ribosomal protein L6 1,03 0,04 2,04 1,36 0,03 2,56
rplJ 50S ribosomal protein L10 1,81 0,03 3,51 2,39 0,00 5,24
rplK 508 ribosomal protein L11 2,35 0,01 5,10 2,62 0,05 6,15
rplL 50S ribosomal protein L7/L12 1,65 0,01 3,14 n.r - n.r
rpIM 50S ribosomal protein L13 n.r - n.r 1,39 0,03 2,62
rpIN 50S ribosomal protein L14 1,12 0,03 2,17 n.r - n.r
plO 508 ribosomal protein L15 1,53 0,03 2,89 1,63 0,04 3,09
rplP 50S ribosomal protein L16 1,22 0,05 2,33 1,59 0,04 3,02
plQ 50S ribosomal protein L17 n.r - n.r 1,48 0,02 2,80
plU 50S ribosomal protein L21 1,28 0,02 2,42 1,75 0,00 3,36
plV 508 ribosomal protein L22 1,48 0,03 2,78 1,53 0,01 2,88
plW 50S ribosomal protein L23 1,46 0,02 2,75 1,69 0,00 3,22
rplX 50S ribosomal protein L24 n.r - n.r 1,48 0,01 2,79
rpmC 50S ribosomal protein L29 1,34 0,04 2,53 1,43 0,00 2,69
rpmD 508 ribosomal protein L30 1,51 0,01 2,84 nr - nr
rpmJ 508 ribosomal protein L36 nr - n.r 1,52 0,02 2,88
rpmQ 50S ribosomal protein L30 n.r - n.r 1,28 0,03 2,43
rpsB 30S ribosomal protein S2 1,61 0,04 3,06 2,30 0,00 4,92
rpsC 30S ribosomal protein S3 n.r - n.r 1,58 0,03 3,00
rpsD 30S ribosomal protein S4 nr - n.r 1,26 0,02 2,39
rpsE 30S ribosomal protein S5 1,19 0,04 2,28 1,43 0,02 2,69
rpsF 30S ribosomal protein S6 1,97 0,01 3,93 2,39 0,01 5,26
rpsG 30S ribosomal protein S7 1,23 0,01 2,35 1,26 0,00 2,40
rpsH 30S ribosomal protein S8 nr - n.r 1,12 0,00 2,18
rpsl 30S ribosomal protein S9 n.r - n.r 1,17 0,02 2,25
rpsJ 30S ribosomal protein S10 1,95 0,03 3,86 2,00 0,04 4,01
rpsK 30S ribosomal protein S11 n.r - n.r 1,51 0,02 2,85
rpsM 30S ribosomal protein S13 nr - n.r 1,78 0,05 3,45
rpsQ 30S ribosomal protein S17 1,13 0,04 2,19 1,54 0,00 291
rpsR 30S ribosomal protein S18 2,79 0,01 6,93 nr - nr
rpsS 30S ribosomal protein S19 nr - nr 1,72 0,02 3,28

RNA Biogenese cysS cysteinyl-tRNA synthetase 1,11 0,01 2,16 n.r - n.r
SGGBAA2069_c02420 E{)‘(’)ﬁ‘;ﬁ;z ffﬁ’gﬂf;“;&ﬁm L6 | 001 | 223 | nr - n.r
tilS tRNA(Ile)-lysidine synthetase 1,48 0,04 2,79 nr - n.r.

SBglc:zzsz gniB nitrogen regulatory protein PII 1,85 0,01 3,62 n. p. - n. p.
GALLO 1945 nitroreductase n. p. - n. p. 1,50 0,01 2,83
yqaB acetyltransferase n.r - n.r 1,47 0,01 2,77

Transkription GALLO 0107 i;j;f;‘ﬁjﬁi‘;}ﬁigﬁgn"“e'g 3 nr - nr 1,64 0,02 311
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BAA-2069 und [ICN 34: Erhohte Genexpression BAA-2069 [ICN 34
q log2 p- log2 p-
Funktion Gen Produkt Ratio Wert n-fach Ratio Wert n-fach
rpod 2[l)llsﬁ?l—dlrected RNA polymerase subunit ot ) nr 1,78 0.04 3.44
tsf' elongation factor Ts n.r - n.r 1,74 0,04 3,34
z:lol:;lllltllllese pdxK phosphomethylpyrimidine kinase n.r - n.r 1,41 0,01 2,66
Transporter atmB ABC transporter ATP-binding protein 1,66 0,01 3,17 2,08 0,03 4,24
aipA gl-rt)iflie H+-transporting ATPase subunit ot ) ot 152 0,04 2.88
atpB FOF1 ATP synthase subunit A 1,40 0,03 2,64 2,40 0,02 5,26
atpE FOF1 ATP synthase subunit C n.r - n.r 1,80 0,01 3,49
atpF FOF1 ATP synthase subunit B 1,47 0,01 2,76 2,27 0,01 4,82
atpH FOF1 ATP synthase subunit delta n.r - n.r 2,10 0,00 4,27
cysd sulfat'e/thlosulfate import ATP-binding ot B o 106 0.05 2,09
protein cysA
fhuC iron 'complex .transport system ATP- nr B nr 2.99 0,01 7.92
binding protein
fhuD ;rr(:)rie(il;“leJd) ABC transporter binding - ) ot 2,93 0.02 7.63
GALLO 0402 ABC transporter ATP-binding protein n.r - n.r 1,42 0,03 2,68
GALLO 0414 polar amino acid transport system 0 B n 368 0.01 12.84
- substrate-binding protein b -P- i ’ i
GALLO 0415 ;rrr:tr;(i)namd ABC transporter membrane np. ) np. 2,07 0.00 419
GALLO 0902 N-acetyltransferase GCN5 n.r - n.r 2,05 0,01 4,14
GALLO 1167 cobalt/nickel transport system ATP- n.t ; nr 125 | 004 | 238
binding protein
GALLO 1168 Ic)(r)(t;taelitr/lnlckel transport system permease np. B n.p. 123 0.02 234
GALLO 1269 N-acetyltransferase GCN5 n. p. - n. p. 1,23 0,00 2,35
GALLO 1301 ABC transporter ATP-binding protein n.p. - n. p. 1,48 0,03 2,79
GALLO 1745 GNAT family acetyltransferase n. p. - n.p. 1,09 0,02 2,12
GALLO 1845 polar amino acid transport system n ) 0 )83 0.04 712
- substrate-binding protein P P i i i
GALLO 1847 amino acid ABC transporter substrate- np. B n.p. 151 0.00 2.84
binding protein
proB ABC transporter permease n.r - n.r 1,48 0,01 2,79
pisB glslt(l)asphate import ATP-binding protein n.p. ) n.p. 112 0.02 217
sufD iron-sulfur ABC transporter nr - n.r 1,40 0,03 2,65
. amino acid ABC transporter substrate
yjgC binding protein n.r - n.r 1,39 0,00 2,62
ytmK amino acid ABC transporter permease 1,00 0,01 2,01 1,66 0,04 3,16
polar amino acid transport system B
rpsJ substrate-binding protein 1,94 0.05 383 nr nr
polar amino acid transport system B
SGGBAA2069 _c04070 substrate-binding protein 2,64 0,00 6,22 n. p. n. p.
SGGBAA2069_c04080 ;‘::::nac‘d ABC transporter membrane | s | 01 | 299 | np. ; n.p.
SGGBAA2069_c04090 Ef’la? amino acid transport system ATP- |y 5, |04 | 286 | np. - n.p.
inding protein
SGGBAA2069_c18050 | POlar amino acid transport system 219 | 000 | 457 | nr - n.r
- substrate-binding protein ’ ’ ’ ) )
}El‘l‘l‘l’;tkiz‘l‘l“te GALLO 0309 hypothetical protein n.t ; nr L8 | 001 | 226
GALLO 0353 membrane protein n.r - n.r 2,77 0,02 6,84
GALLO 0481 hypothetical protein n. p. - n.p. 1,01 0,05 2,02
GALLO 0527 hypothetical protein n. p. - n.p. 1,20 0,01 2,30
GALLO 0624 hypothetical protein n. p. - n.p. 2,70 0,02 6,48
GALLO 0742 phosphoesterase n.r - n.r 1,17 0,01 2,25
GALLO 0855 hypothetical protein n.r - n.r 1,14 0,03 2,20
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BAA-2069 und [/CN 34: Erhohte Genexpression BAA-2069 [ICN 34
q log2 p- log2 p-
Funktion Gen Produkt Ratio Wert n-fach Ratio Wert n-fach
GALLO 0975 hypothetical protein n. p. - n.p. 1,25 0,04 2,37
GALLO 1073 hypothetical protein n. p. - n.p. 1,16 0,01 2,23
GALLO 1171 ATP-binding protein n.r. - n.r 1,59 0,01 3,00
GALLO 1176 hypothetical protein n.r. - n.r 1,02 0,03 2,03
GALLO 1275 hypothetical protein n. p. - n.p. 1,84 0,02 3,59
GALLO 1342 hypothetical protein n. p. - n.p. 1,63 0,00 3,10
GALLO 1559 membrane protein n.r. - n.r 1,26 0,03 2,40
GALLO 1637 hypothetical protein n.r. - n.r 1,67 0,01 3,17
GALLO 1877 aminotransferase AlaT n. p. - n. p. 1,03 0,05 2,04
GALLO 2085 hypothetical protein n.r. - n.r 2,38 0,02 5,19
GALLO 2086 hypothetical protein n.r. - n.r 1,31 0,03 2,48
SGGBAA2069 ¢02390 . .
/GALL0702247 hypothetical protein 1,24 0,04 2,36 1,42 0,04 2,67
SGGBAA2069 c06260 | hypothetical protein 1,80 0,01 3,49 n.r - n.r
SGGBAA2069 c07890 | hypothetical protein 1,99 0,01 3,96 n.r - n.r
SGGBAA2069 c12660 | hypothetical protein 1,71 0,02 3,28 n. p. - n. p.
SGGBAA2069 ¢13310 | hypothetical protein 1,36 0,04 2,57 n. p. - n. p.
Zgllwand/— diid D—alar_nne——poly(phosphorlb1t01) ligase 118 0.02 227 ot ) ot
teilung subunit 1
ditB D-alanine transfer protein DItB 2,16 0,01 4,46 3,25 0,02 9,48
diC D—alar_nne——poly(phosphorlb1t01) ligase 1,08 0.02 3.94 3.16 0.04 8.93
subunit 2
dlD D—alqnlne extramembranal transfer 277 0.01 6.83 3.51 0.02 11.36
protein
ftsH cell division protein FtsH 1,14 0,05 2,20 1,59 0,01 3,01
Iss N-acetylmuramidase/lysin n.r. - n.r 2,00 0,03 4,01
miurB UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine ot ) nr 131 0.01 247
reductase
glucose-1-phosphate B
rmlA thymidylyltransferase nr nr 118 0,05 2,27
mlC dTDP-4-dehydr0rhamnose 3,5- nr B nr 122 0.03 233
epimerase
Tabelle 4.8: Tabellarische Darstellung der Expression verschiedener Gene der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimme BAA-2069 und [ICN 34 nach fiinfstiindiger Inkubation in BHI Medium mit Lysozym
verringert war (n=3; n.r.=nicht reguliert; n. p.=im jeweiligen Genom nicht vorhanden; -=nicht
relevant).
BAA-2069 und [ICN 34: Verringerte Genexpression BAA-2069 [ICN 34
. log2 p- log2 p-
Funktion Gen Produkt Ratio Wert n-fach Ratio Wert n-fach
Siure Toleranz | satD putative secretion and acid tolerance nr. - nro | -1,08 | 002 | 047
protein SatD
Ant}blotlka norN multidrug resistance protein mdtK n.r. - n.r -1,03 0,05 0,49
Resistenz
GALLO_0083 penicillin binding protein 1B n.r. - n.r -1,05 0,02 0,48
Kohlenhydrat . )
Metabolismus bglA beta-glucosidase n.r. n.r -1,44 0,03 0,37
Kompetenz cglA putative competence protein n.r. - n.r -1,39 0,04 0,38
comEA exogenous DNA-binding protein n.r. - n.r -1,22 0,01 0,43
GALLO 0088 putative competence protein, ABC nr B nr 1,02 0.02 0.49
transporter
LDNS, SOl G I GALLO 1840 Rrf2 family transcriptional regulators n. p. - n.p. -1,76 0,00 0,30
-Reparatur
GALLO 0923 LysR family transcriptional regulator n. p. - n.p. -1,45 0,04 0,37
rggB transcriptional regulator n. p. - n.p. -1,43 0,03 0,37
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BAA-2069 und [ICN 34: Verringerte Genexpression BAA-2069 [ICN 34
Funktion Gen Produkt lll(;%izo “1,:1_ ¢ | n-fach Iltoaﬁizo V{’Je- ¢ | n-fach
GALLO 1079 AraC family transcriptional regulator n.r. - n.r. -1,56 0,03 0,34
H,0; Toleranz dpr peroxide resistance protein Dpr n.r. - n.r. -1,07 0,04 0,48
Protease GALLO 1986 Er‘llf;g;g&;isaelogm"pr"tein n. p. - np | -1,00 | 004 | 050
Protein Synthese | miad Ei};ﬁl feity*}fyr)'ophosphate cansforase nr. ; nro | <132 | 002 | 040
GALLO 0368 ribosome maturation protein RimP n.r. - n.r. -1,38 0,04 0,38
Ribosom thiE thiamine-phosphate pyrophosphorylase n.r. - n.r. -1,09 0,05 0,47
E::::;Il)lltllnl e fiwB z’l;fbsu Islisﬁ:gl fructose-specific transporter nr B . 1,52 0,05 035
Transporter GALLO 1155 zinc transporter, ZIP family n. p. - n. p. -1,01 0,02 0,49
GALLO 2102 CHY zinc finger family protein n.r. - n.r. -1,46 0,03 0,36
E;‘:ﬁt"iz‘;“te GALLO 1644 hypothetical protein nr. - nr | -137 | 003 0,39
GALLO 2018 hypothetical protein n.r. - n.r. -1,25 0,05 0,42
GALLO 1799 hypothetical protein n.r. - n.r. -1,22 0,04 0,43
GALLO 0091 hypothetical protein n.r. - n.r. -1,22 0,04 0,43
GALLO 0141 hypothetical protein n.r. - n.r. -1,20 0,03 0,44
GALLO 0915 hypothetical protein n. p. - n.p -1,13 0,03 0,46
GALLO 1780 hypothetical protein n. p. - n.p. -1,12 0,01 0,46
GALLO 0718 hypothetical protein n. p. - n.p -1,07 0,02 0,48
GALLO 1493 hypothetical protein n.r. - n.r. -1,06 0,04 0,48
GALLO 1207 short chain dehydrogenase n.r. - n.r. -1,04 0,02 0,49
GALLO 1447 hypothetical protein n.r. - n.r. -1,02 0,04 0,49

Mit Hilfe der Transkriptomanalyse konnten insgesamt 67 Gene im Stamm BAA-2069 ermittelt
werden, deren Expression durch die Zugabe von Lysozym erhoht war. Im Gegensatz dazu
konnten keine Gene ermittelt werden, deren Expression durch Lysozym verringert wurde. Im
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 fiihrte Lysozym zu einer erhdhten
Expression von insgesamt 165 Genen, wiahrend die Expression von 30 Genen verringert war.
Dabei war auffillig, dass die Expression vieler Gene, die flir Proteine der Ribosomen kodieren,
durch die Lysozym-Behandlung hochreguliert wurden (BAA-2069: 23 Ribosomen-kodierende
Gene; UCN 34: 32 Ribosomen-kodierende Gene). Zusitzlich wurden viele Gene stirker
exprimiert, die fiir Proteine kodieren, die an der Proteinbiosynthese, -faltung und -sekretion
beteiligt sind (BAA-2069: 7 Gene; UCN 34: 18 Gene). In beiden Stimmen bewirkte Lysozym
eine Erhohung der Expression von Genen, die fiir Transportsysteme kodieren — wie zum
Beispiel der ATP-Synthase im Stamm UCN 34. AuBlerdem wurden Gene verschiedener
Metallionentransporter, wie zum Beispiel des Eisen/Schwefel ABC Transporters, exprimiert.
Zudem wurden Gene stirker in Gegenwart von Lysozym exprimiert, deren Produkte
verschiedenen metabolischen Wegen zugeordnet werden konnten. Dazu gehorten Gene, die fiir

Proteine des Aminosdure-, Kohlenhydrat- und Fettsduremetabolismus kodieren. Lysozym
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Abbildung 4.23: Anzahl der Gene, deren Expression durch Lysozym in den S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimmen BAA-2069 und [ICN 34 reguliert waren

Die Anzahl der Gene, dessen Expression erhoht (weifl) war und dessen Expression verringert (schwarz) in den
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen BAA-2069 (oben) und UCN 34 (unten) war, sind nach Funktionen
sortiert dargestellt. Untersucht wurde die Genregulation nach flinfstiindiger Inkubation mit Lysozym im
Vergleich zur Inkubation ohne Lysozym.

bewirkte dariiber hinaus eine Regulation der Expression von Genen, deren Produkte mit
Antibiotika-Resistenzen assoziiert sind. Im S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm
BAA-2069 wurde die Expression von zwei Antibiotika-Resistenz-assoziierten Genen

(SGGBAA2069 c00120; SGGBAA2069 c03220) hochreguliert und im Stamm UCN 34 wurde
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die Expression von zwei Antibiotika-Resistenz-assoziierten Genen (norN; GALLO 0083)
herunterreguliert. Die Expression von Genen, deren Proteine mit einer Toleranz gegeniiber
H>0, assoziiert werden (ahpC, ahpF und naoX), war in beiden Stimmen erhoht. Eine
Ausnahme bildete dabei das Gen dpr, dessen Expression in Folge der Inkubation mit Lysozym
verringert wurde. Des Weiteren wurden diejenigen Gene des dlt Operons stirker exprimiert,
die die D-Alanylierung von Teichonsduren bewirken. Auch Gene, die an der Zellteilung
beteiligt sind, wurden stirker exprimiert. Daneben wurden Genexpressionen durch Lysozym
reguliert, die der Immunitit der Bakterien sowie der Kompetenz zugeordnet werden konnten.
Die Genexpression der Gene cind und mccF wurde in beiden untersuchten Stimmen erhdht,
wihrend die Genexpression der Gene comEA, cglA und GALLO 0088 in UCN 34
herunterreguliert wurde. Viele Gene deren Expression reguliert waren, konnen derzeit noch

keiner Funktion zugeordnet werden.

4.6.1 Verifikation der Transkriptomanalyse nach Lysozym-Behandlung mittels Real-time

PCR

Die relative quantitative Real-time PCR wurde dazu genutzt, um die Microarray-Daten bei
Lysozym-Zugabe (Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8) zu verifizieren. Hierfiir wurde die Expression
von 13 Kandidatengenen, deren Expressionen laut Microarray-Analyse durch das Lysozym
reguliert waren, untersucht. Diese Gene wurden schon zuvor mit Virulenzmechanismen oder
Quorum Sensing assoziiert (Abbildung 4.24). Insgesamt wurden die Microarray-Daten
bestitigt. Die Genexpressionsrate bei Bakterien in BHI mit 10 mg/ml Lysozym im Vergleich
zur Kontrolle ohne Lysozym fiel mittels Real-time PCR nicht so hoch aus, wie in der
Microarray-Analyse ermittelt wurde. So wurde zum Beispiel in der Real-time PCR eine
zweifache Genexpressionserhohung des Gens dltD im Vergleich zur Kontrolle berechnet,
wihrend die Microarray-Analyse eine Regulation der Expression um den Faktor sieben
ermittelte. AuBBerdem konnte die Expressionserhohung des Gens gn/B im Stamm BAA-2069
nicht mittels Real-time PCR verifiziert werden. Jedoch konnte im Stamm UCN 34 eine leichte
Erhohung der Expression dieses Gens ermittelt werden, die der Tendenz der mittels Microarray-
Analyse ermittelten Expression entsprach. Anders verhielt es sich bei der Expression von norN.
Die Expression dieses Gens im Stamm UCN 34 wurde laut Microarray-Analyse durch das
Lysozym herunterreguliert. Mittels Real-time PCR wurde jedoch eine Hochregulierung der
Expression dieses Gens im Stamm UCN 34 detektiert. Im S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Stamm BAA-2069 wurde die Expression des Gens marginal herunterreguliert.
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Abbildung 4.24: Verifizierung der durch Microarray-Analyse ermittelten Regulationen der
Genexpressionen nach fiinfstiindiger Inkubation mit Lysozym mittels Real-time PCR

Dargestellt sind die relativen Anderungen der Expression von 13 Kandidatengenen fiinf Stunden nach Zugabe
von Lysozym im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym. Die mit Real-time PCR ermittelte
Genexpressionsregulation ist in weil3, die mit Microarray-Analyse ermittelte Genexpressionsregulation ist in
schwarz abgebildet. Angegeben ist der jeweils berechnete Mittelwert (Microarray-Analyse: n = 3; Real-time
PCR: n = 6; n.d. = nicht detektiert).

4.7 Analyse der Adhision von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen Typ I

Die Adhésion an Kollagen ist ein wichtiger Virulenzfaktor fiir S. gallolyticus subsp.
gallolyticus, da es an Kollagen im pathologisch verdnderten Kolon adhiriert, um parazellular
durch das Epithel zu gelangen und damit in den Blutkreislauf einzutreten. Zudem ist die
Adhision an der extrazelluldren Matrix des vorgeschidigten Herzens, von der ein Grofteil aus
Kollagen besteht, ausschlaggebend fiir die bakterielle Kolonisierung sowie der
Vegetationsausbildung in der infektiosen Endokarditis. Im Kapitel 4.5.1 wurde bereits der
Einfluss von Lysozym auf die Kollagen-Adhdsion untersucht. In diesem Kapitel wird
analysiert, inwiefern die Kollagen-Adhdsion das Transkriptom von S. gallolyticus subsp.

gallolyticus beeinflusst. Bereits in mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die
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Adhisionsfahigkeit von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen stammabhéngig ist
(Vollmer ef al., 2010a). AuBerdem wurde exemplarisch die Adhdsion an Kollagen Typ I der
finf S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamme DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34
und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923 ermittelt (Abbildung
4.25). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit die Kollagen-Adhésion mittels
Transkriptomanalyse zweier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme untersucht.

Fiir die Bestimmung der Adhésion der Bakterien an Kollagen wurde die Kristallviolett-Féarbung
genutzt. Die dargestellten ODsso-Werte wurden aus der Absorption von an Kollagen
gebundener Bakterien abziiglich der Absorption von an BSA gebundener Bakterien berechnet
(ODsso = ODsso Kollagenadhédsion — ODsso BSA-Adhision). Es konnte gezeigt werden, dass
der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 nach zweistiindiger Inkubation in BHI
am starksten an Kollagen Typ I adhériert. Mittlere Adhdsionsfahigkeiten wurden im Vergleich
zu den anderen Stimmen wurde fiir die Stimme BAA-2069 und ATCC 43143 ermittelt.
Geringe oder keine Adhdsionsfahigkeiten konnten bei den Stdmmen DSM 16831 und
LMG 17956 sowie dem S. aureus Referenzstamm ATCC 25923 nachgewiesen werden.

Kollagen-Adhiision p<0.05:
DSM 16831 vs BAA-2069
DSM 16831 vs ATCC 43143
p<0,005:
DSM 16831 vs LMG 17956
T UCN 34 vs SA
ATCC 43143 vs SA
p<0,0005:
DSM 16831 vs UCN 34
BAA-2069 vs SA

p<0,0001:
n.d. BAA-2069 vs LMG 17956

1.5+

1.0+

ODjs;5

N BAA-2069 vs SA
S Y LMG 17956 vs UCN 34
< &(,C’ LMG 17956 vs ATCC 43143

Abbildung 4.25: Adhision von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen an Kollagen Typ I
Adhision Kristallviolett-gefarbter S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831, BAA-2069,

LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes ATCC 25923 an Kollagen Typ I
nach zweistiindiger Inkubation in BHI. Dargestellt ist der Mittelwert der Absorption bei A =550 nm mit
Standardfehler (n = 3). Berechnet wurde dieser Wert aus der ODss (Kollagen-Adhédsion) abziiglich der ODsso
(BSA-Adhision). Die Signifikanzen wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet (n. d. = nicht detektiert).

Die Ergebnisse der Kristallviolett-Farbung konnten durch fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen bestétigt werden (Abbildung 4.26). Nur vereinzelte adhirente bakterielle Zellen
konnten bei den Stimmen DSM 16831 und LMG 17956 detektiert werden. Mikrokolonien
konnten nach Adhésion an Kollagen Typ I bei den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Staimmen
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BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143 beobachtet werden. Im Vergleich zur Kristallviolett-
Féarbung konnten bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse mehr adhérente bakterielle

Zellen des S. aureus Referenzstammes ATCC 25923 detektiert werden.

SGG:DSM 16831 SGG: BAA-2069 SGG: LMG 17956

SGG:UCN 34 SGG:ATCC 43143 SA: ATCC 25923

..

Abbildung 4.26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen
nach Adhision an Kollagen Typ I

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DAPI-markierten an Kollagen Typ I adhérenten
S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stdmmen DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und
ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes ATCC 25923.

4.7.1 Transkriptomanalyse von Kollagen-adhirenten S. gallolyticus subsp. gallolyticus

Stammen

Fiir die Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurden zwei Stimme
ausgewdhlt, die sich in ihrer Adhdsionsféhigkeit an Kollagen Typ I unterschieden. Der Stamm
DSM 16831 adhérierte nur marginal an Kollagen Typ I, wahrend der Stamm UCN 34 stark an
Kollagen Typ I adhérierte. Die Analyse verglich das Transkriptom zwischen der Kontrolle
(planktonische Zellen in BHI-Medium) mit dem Transkriptom der an Kollagen-adhirenten
Bakterien in BHI-Medium. Die Probennahme erfolgte nach zweistiindiger Inkubation.

Durch die Adhédsion an Kollagen wurde die Expression von 40 Genen im S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stamm DSM 16831 hochreguliert (Tabelle 4.9). 20 dieser Gene konnten nur
hypothetischen Proteinen zugeordnet werden, jedoch konnten diese zwei spezifischen
Regionen im Genom von DSM 16831 zugeordnet werden. Zum einen einer Region, die Gene
enthélt, die fiir Phagen-Proteine kodieren und zum anderen eine Region, die einem integrative
and conjugative element (ICE) zugeordnet werden konnte. Bei einer genomweiten in silico

Analyse mittels PHAST wurden drei phagenassoziierte Regionen in DSM 16831 ermittelt
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(Zhou et al., 2011). Die durch Kollagen-Adhidsion auffilligen Gene konnten einer von drei
Phagen-Regionen zugeordnet werden. Diese Phagenregion ist vollstaindig und besteht aus
Genen, die fiir attachment-site, Integrase, t-RNA, Terminasen, HeaD- und Tail-Proteine sowie
Proteasen kodieren. Die Sequenz dieser Phagen-Region weist hohe Ahnlichkeiten mit der des
Streptococcus Phagen P9 (NC _009819) auf. Doch obwohl die Phagensequenz vollstindig ist,
konnten keine Phagen bei einem Plaquetest mit Kollagen-adhérenten Zellen detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Die ICE-Sequenz, deren Expression einzelner Gene durch Kollagen-
Adhision reguliert wurde, konnte mit Hilfe einer in silico-Analyse mittels ICEberg dem
ICESp1116 von Streptococcus pyogenes zugeordnet werden (Bi et al., 2012). Dariiber hinaus
wurde die Expression von Genen reguliert, die zum Beispiel fiir die Relaxase oder das traG-
Protein kodieren und wichtig fiir die Transformation sind. Es konnten jedoch keine

Resistenzgene in dieser ICE-Sequenz gefunden werden.

Tabelle 4.9: Gene vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831, deren Expression nach
Kollagenadhiision erhoht war (n = 3).
DSM 16831: Erhohte Genexpression

Funktion Gen Produkt lll(;%izo p-Wert n-fach

Phagen Protein SGGDSM16831_02550 phage head protein 1,10 0,02 2,15
SGGDSM16831_02555 phage protein 1,43 0,02 2,69
SGGDSM16831 02560 phage protein 1,36 0,02 2,58
SGGDSM16831_02565 phage protein 1,03 0,02 2,05
SGGDSM16831 02570 phage protein 1,26 0,01 2,40
SGGDSM16831_02575 phage protein 1,12 0,05 2,17
SGGDSM16831 02580 phage protein 1,02 0,03 2,03
SGGDSM16831_02585 phage protein 1,11 0,02 2,16
SGGDSM16831_02595 phage protein 1,28 0,02 2,43
SGGDSM16831_02600 phage protein 1,16 0,04 2,23
SGGDSM16831_02605 phage protein 1,08 0,01 2,12
SGGDSM16831 02610 phage protein 1,14 0,03 2,20
SGGDSM16831_02615 phage protein 1,28 0,03 2,42
SGGDSM16831 02620 hypothetical protein 1,38 0,03 2,61
SGGDSM16831_02630 hypothetical protein 1,23 0,02 2,34

Transposon Protein SGGDSM16831_07290 relaxase 1,11 0,01 2,16
SGGDSM16831_07295 mobilisation protein 1,35 0,00 2,55
SGGDSM16831_07305 hypothetical protein 1,10 0,00 2,14
SGGDSM16831_07320 putative transcriptional regulator 1,42 0,03 2,68
SGGDSM16831_07335 conjugative transposon protein 1,71 0,02 3,27
SGGDSM16831_07340 hypothetical protein 1,35 0,04 2,55
SGGDSM16831_07355 hypothetical protein 1,67 0,03 3,19
SGGDSM16831_07360 hypothetical protein 1,85 0,01 3,59
SGGDSM16831_07365 hypothetical protein 1,29 0,02 2,45
SGGDSM16831_07370 hypothetical protein 1,47 0,03 2,77
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Funktion Gen Produkt lll(;%izo p-Wert n-fach
SGGDSM16831_07375 hypothetical protein 1,61 0,03 3,05
SGGDSM16831 07380 hypothetical protein 1,61 0,01 3,05
SGGDSM16831_07390 hypothetical protein 1,38 0,02 2,60
SGGDSM16831_07400 hypothetical protein 1,30 0,03 2,47
SGGDSM16831_07410 hypothetical protein 1,25 0,01 2,38
SGGDSM16831_07435 extracellular protein 1,53 0,04 2,89
SGGDSM16831_07440 hypothetical protein 1,93 0,03 3,81
SGGDSM16831_07445 hypothetical protein 1,45 0,03 2,73
SGGDSM16831_07450 hypothetical protein 1,33 0,03 2,52
SGGDSM16831_07455 hypothetical protein 1,05 0,04 2,08
SGGDSM16831_07460 hypothetical protein 1,05 0,01 2,08
SGGDSM16831_07470 hypothetical protein 1,12 0,03 2,17
SGGDSM16831_07475 hypothetical protein 1,18 0,00 2,27
ssb ssDNA-binding protein 1,43 0,03 2,69
traG TraG protein 1,19 0,02 2,28

Die Kollagenadhdsion fiihrte im S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 zur
Regulation anderer Gene als im Stamm DSM 16831. Die Expression von 26 Genen wurde
hochreguliert, wihrend die Expression von 31 Genen herunterreguliert wurde (Tabelle 4.10 und
Tabelle 4.11). Die Expression von Genen des Aminosduremetabolismus, zum Beispiel in der
Isoleucin-Valin-Biosynthese (i/vC und ilvH), und Genen von Transportern des PTS
Transportsystems sowie des unspezifischen Transports erhohte sich durch die Bindung an
Kollagen Typ 1. Expressionen von Genen, deren Produkte zum Kohlenhydrat- und
Lipidmetabolismus gehdren und zum Beispiel an der Glykolyse (GALLO 0137) und dem
Pentosephosphatweg (dra) beteiligt sind, wurden verringert. AuBBerdem sind die Expressionen
eines Kompetenzgens (GALLO 2014) und Produkte der Stressantwort verringert. Die
Expression von Genen von Transkriptionsfaktoren wurden sowohl hoch- als auch
herunterreguliert. Vielen Genen konnte jedoch bislang kein Produkt beziehungsweise eine

resultierende Funktion zugeordnet werden.

Tabelle 4.10: Gene vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm [ICN 34, deren Expression nach
Kollagenadhision erhéht war (n = 3).
[JCN 34: Erhohte Genexpression:

Funktion Gen Protein log.2 p-Wert -fach
Ratio
Ammosa}ure- ilvC ketol-acid reductoisomerase 1,01 0,00 2,01
metabolismus
ilvH acetolactate synthase (small subunit) 1,04 0,05 2,05
GALLO 0983 putative LrgA protein family 1,07 0,04 2,10
DNA Bindung GALLO 2218 putative FtsK/SpollIE family protein 1,01 0,03 2,01
Nukleotid Bindung folC putative folyl-polyglutamate synthetase 1,16 0,04 2,23
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Funktion Gen Protein log.2 p-Wert -fach
Ratio
GALLO 0337 putative dioxygenases related to 2-nitropropane 1.20 0.03 2.29
— dioxygenase
Protease GALLO 0591 putative peptidase 1,58 0,04 3,00
Transkriptionsfaktor GALLO 2176 putative transcriptional regulator; repressor of the 1,07 0.05 2.10
trehalose operon
GALLO 1670 putative transcriptional regulator, Cro/ClI family 1,20 0,04 2,30
T GALLO 0120 putative PTS system, mannose-specific IID 1,05 0.05 2,07
component
GALLO 2110 putative permeases 1,06 0,02 2,08
GALLO 2083 putatiye major facilitator superfamily transport 112 0,04 2.17
- protein
GALLO 0891 putative major facilitator superfamily protein 1,18 0,04 2,26
GALLO 1734 major Facilitator Superfamily protein 1,23 0,03 2,34
GALLO 2083 putative major facilitator superfamily transport 125 0.04 238
- protein
nrgA ammonium transporter 1,40 0,01 2,64
GALLO 1593 putative MATE family multidrug efflux pumps 1,03 0,04 2,04
tRNA Modifikation tgt queuine tRNA-ribosyltransferase 1,22 0,05 2,33
[nbekannte Funktion GALLO_2204 putative lipase 1,02 0,05 2,03
- nicht-kodierende Sequenz 1,05 0,04 2,08
GALLO 0703 hypothetical protein 1,10 0,04 2,15
GALLO 0875 conserved hypothetical integral membrane protein 1,12 0,05 2,17
GALLO 1423 conserved hypothetical protein 1,14 0,04 2,20
GALLO 0720 conserved hypothetical protein 1,14 0,05 2,21
GALLO 1659 conserved hypothetical secreted protein 1,35 0,03 2,55
GALLO 0890 conserved hypothetical secreted protein 1,36 0,03 2,57

Tabelle 4.11: Gene vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm [JCN 34, deren Expression nach

Kollagenadhision verringert war (n = 3).

[JCN 34: Verringerte Genexpression

Funktion Gen Produkt log.2 p-Wert n-fach
Ratio
Kohlenhydrat Metabolismus GALLO_0137 putative aldose 1-epimerase -1,76 0,02 0,30
dra deoxyribose-phosphate aldolase -1,69 0,02 0,31
GALLO 1022 beta-glucosidase -1,35 0,01 0,39
GALLO 0178 galactose-6-phosphate isomerase, LacB subunit -1,15 0,03 0,45
Zellwand GALLO_0019 putative glucan-binding protein -1,11 0,04 0,46
Kompetenz GALLO 2014 putative histidine kinase of the competence 130 0.03 041
regulon, ComD
DNA Reparatur uvrC excinuclease ABC subunit C -1,21 0,04 0,43
Lipid Metabolismus GALLO 1120 putative phosphopantothenoyleysteine 141 0,03 0,38
Synthetase chain A
dhal d1hydroxyacetone kinase domain-containing 155 0.00 034
protein
Metabolismus GALLO 1521 putative phosphoglycerate mutase-like protein -1,23 0,01 0,43
Proteinsynthese GALLO 1205 maltose O-acetyltransferase -1,25 0,03 0,42
RNA Metabolismus GALLO_1075 ?;éf‘ltl‘;e addiction module toxin, Txe/YoeB 106 | 004 | 048
Stress Antwort GALLO 1031 putative iron-sulfur cluster assembly/repair 1,08 0.04 047
- protein
Toxin Biosynthese GALLO 1942 CvpA family protein -1,28 0,03 0,41
Transkriptionsfaktor GALLO 1908 putative transcriptional regulator -1,46 0,01 0,36
GALLO 0176 lactose phosphotransferase system repressor -1,28 0,03 0,41
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LICN 34: Verringerte Genexpression

Funktion Gen Produkt lll(;%izo p-Wert n-fach
GALLO 1027 putative transcription regulator -1,02 0,05 0,49
Transporter GALLO 0156 fc’gﬁggs;fs system, cellobiose-specific I1C -1,10 0,01 0,47
GALLO 1170 puative ABC transporter, ATP-binding protein -1,06 0,00 0,48
O tnp ;rsalnzsg)gsase for insertion sequence-like element 131 0.02 0,40
Zweikomponenten-System GALLO_0045 two-component sensor histidine kinase -1,21 0,01 0,43
['nbekannte Funktion - nicht-kodierende Sequenz -1,78 0,04 0,29
- nicht-kodierende Sequenz -1,68 0,02 0,31
- nicht-kodierende Sequenz -1,63 0,03 0,32
GALLO 1710 putative lipoprotein -1,62 0,01 0,33
GALLO 0980 hypothetical protein -1,52 0,05 0,35
- nicht-kodierende Sequenz -1,52 0,03 0,35
- nicht-kodierende Sequenz -1,40 0,04 0,38
- nicht-kodierende Sequenz -1,30 0,02 0,41
GALLO 0535 conserved hypothetical secreted protein -1,14 0,01 0,45
GALLO 1199 hypothetical protein -1,05 0,04 0,48

4.7.2 Verifikation der Transkriptomanalyse nach Kollagen-Adhésion mittels Real-time PCR

Bei der Real-time PCR zur Verifikation der Transkriptom-Studie der Kollagen-Adhidsion
zweier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Staimme wurden nur die Genexpressionsraten fiir den
jeweiligen Stamm iiberpriift. Die Gene, deren Expression in der Microarray-Analyse reguliert
vorgefunden wurden, waren meistens einzig im jeweiligen S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stamm nachweisbar. Die Microarray-Analyse ergab nur, im Vergleich zu den anderen
Transkriptom-Analysen, wenige Gene, deren Expression durch die Kollagen-Adhidsion

reguliert wurde. Aufgrund dessen wurden die Expression von nur zwei Kandidatengenen pro
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Abbildung 4.27: Verifizierung der durch Microarray-Analyse ermittelten Genexpressions-Regulation
nach Adhision an Kollagen mittels Real-time PCR

Abgebildet ist die relative Anderung der Genexpression von der Real-time PCR- (weil) und Microarray-
Analyse (schwarz) sind im Vergleich dargestellt. Angegeben ist der berechnete Mittelwert (Microarray-
Analyse: n = 3; Real-time PCR: n =9).
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Stamm untersucht (Abbildung 4.27). Fiir den Stamm DSM 16831 wurden mittels Real-time
PCR groflere Genexpressionsunterschiede bei den Genen traG (Microarray: 2,3-fach; Real-time
PCR: 12,3-fach) und DSM16831 07375 (Microarray: 3,05-fach; Real-time PCR: 6,3-fach) im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt als bei der Microarray-Analyse. Fiir die Gene
GALLO 0591 und GALLO 0983 wurden sowohl bei der Microarray-Analyse als auch bei der

Real-time PCR ungefahr gleich starke Erhdhungen der Genexpression berechnet.
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5 Diskussion

S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird in 10 % der Félle von infektiosen Endokarditiden als
Erreger identifiziert (Murdoch ef al., 2009). Bisher sind die Pathomechanismen dieses Erregers
im Hinblick auf das Auslésen der infektiosen Endokarditis jedoch nur unvollstindig
charakterisiert.

Bei Analysen von Phédnotypen verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme wurde
festgestellt, dass diese ein unterschiedliches Adhésions- und Invasionspotential bei
Endothelzellen aufweisen, wobei alle Stimme auller DSM 16831 in diese Zellen invadieren
konnen (Vollmer et al., 2010a). Es wurde aullerdem nachgewiesen, dass S. gallolyticus subsp.
gallolyticus sich in vitro in Vollblut replizieren kann. Eine Ausnahme bildete erneut der Stamm
DSM 16831, der in Vollblut eines Probanden zum Teil abgetdtet wurde, und zu einer fritheren
inflammatorischen Reaktion als andere Stimme in Vollblut fiihrte (Grimm et al., 2017c).
Zusitzlich zu den Untersuchungen verschiedener Phianotypen wurden die Genome mehrerer
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme sequenziert und ein Subspezies-spezifisches MLST-
Schema entwickelt, um mdgliche Transmissionsrouten sowie die Epidemiologie untersuchen
zu konnen (Rusniok et al., 2010; Hinse et al., 2011; Lin et al., 2011; Dumke et al., 2014;
Romero-Hernandez et al., 2015; Grimm et al., 2017b). Auf Proteinebene wurden die Wirkung
der Pilus-Proteine Pill und Pil3 im S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 mittels
Knockout- und Overexpression-Mutanten untersucht. Beide Pilus-Proteine gelten als mogliche
Virulenzfaktoren. Dabei wurde gezeigt, dass Pill an der Kollagenbindung, Biofilmbildung
sowie allgemein an der Virulenz des Bakteriums beteiligt ist. Pil3 ist ein wichtiger Faktor bei
der Adhésion an die Kolonschleimhaut der Maus ist (Danne et al., 2013; Martins et al., 2015).
Diese Arbeit bietet mit der Untersuchung des gesamten Transkriptoms von S. gallolyticus
subsp. gallolyticus einen neuen Aspekt zur Aufklarung potenzieller Pathomechanismen in einer
infektiosen Endokarditis.

Fiir die Transkriptomanalyse wurden Phinotypen von flinf verschiedenen S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimmen untersucht. Die Genome der finf S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Stamme sind vollstindig sequenziert (DSM 16831, BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143)
oder liegen als Shotgun-Sequenz vor (LMG 17956). AuBBerdem konnten frithere Studien zeigen,
dass sie in vitro unterschiedliche virulente Phianotypen aufweisen. In dieser Arbeit wurden die
Phinotypen dieser Stdmme hinsichtlich ihrer Phagozytose, den Phagozytose-assoziierten
Faktoren (Kapitel 4.1, 4.2 und 4.4) sowie der Biofilmbildung unter verschiedenen Bedingungen
(Kapitel 4.5 und 3.7) ermittelt. Zusétzlich zur Bestimmung des Phénotyps wurde das
Transkriptom ausgewidhlter S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme mit Hilfe eines

Microarrays analysiert (siche Kapitel 4.5, 4.6 und 4.7.1).
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5.1 Analyse der Interaktion von Makrophagen mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Fiir die Kolonisierung am Endokard muss S. gallolyticus subsp. gallolyticus die humanen
Immunmechanismen umgehen beziehungsweise iiberleben. Wichtige Phagozyten,
insbesondere bei Infektion des Endokards, sind Makrophagen (Benoit et al., 2010). Boleij et al.
zeigten, dass der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 ldanger in THP-1
Makrophagen tiberleben kann als Bacillus subtilis und Lactobacillus plantarum (Boleij et al.,
2011). In dieser Arbeit und einer vorherigen Studie konnte eine stammabhéngige Aufnahme
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus sowie ein stammabhingiges Uberleben in Makrophagen
nachgewiesen werden. Dabei zeigten die Stimme BAA-2069 und UCN 34 einen
gleichbleibenden intrazelluldren Titer {iber ein paar Stunden in der vorherigen Studie (Grimm
et al., 2017c). Ziel der Arbeit war die weitere Charakterisierung der beobachteten Phénotypen,
um mogliche Ursachen der stammabhéngigen Unterschiede zu ermitteln (Abbildung 5.1).

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass die untersuchten S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Staimme sowohl in THP-1 Makrophagen als auch in priméren Makrophagen iiber
24 Stunden iiberleben konnen, was das Ausldsen einer Infektion im Wirt bevorteilt (Grimm et
al., 2017¢). Dabei verursacht die Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus geringere
Zytokingenexpressionen und Lyse der Makrophagen als S. aureus. Es wurden hohe Resistenzen
gegeniiber, aber auch stammabhingiges Uberleben beziehungsweise Wachstum von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von Lysozym, Wasserstoffperoxid und
niedrigem pH-Wert nachgewiesen. Die Ergebnisse dieser Versuche konnten auch zum Teil mit
dem Uberleben in THP-1 Makrophagen korreliert werden, da die Stimme DSM 16831 und
LMG 17956 schneller in THP-1 Makrophagen abgebaut wurden. Der Stamm DSM 16831 war
am Lysozym-sensitivsten und das Wachstum von LMG 17956 wurde durch

Wasserstoffperoxid am stirksten inhibiert.
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Lokalisierung von SGG nach Phagozytose (1 h)
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Abbildung 5.1: Ergebnisse dieser Arbeit im Zusammenhang mit der Phagozytose von S. gallolyticus
subsp. gallolyticus
Schematische Darstellung der Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch Makrophagen. In grau

hinterlegt sind Ergebnisse der Analyse der Phagozytose, die in dieser Arbeit ermittelt wurden.
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SGG = S. gallolyticus subsp. gallolyticus; SA = S. aureus

In dieser Arbeit wurde zundichst die Phagozytoserate und die Uberlebensrate von fiinf
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen im Vergleich zu einem S. aureus Stamm
untersucht. Zusétzlich lieBen sich die Ergebnisse, die durch Ausplattieren erzielt wurden,
mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen erweitern. Es zeigte sich, dass die S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimme DSM 16831 und UCN 34 zu ungeféhr gleicher Anzahl phagozytiert
wurden und 2,5 Stunden nach Phagozytose ungefahr gleich viele vitale Bakterien nachweisbar
waren. Neben der Analyse der intrazelluldren Anzahl vitaler Bakterien durch koloniebildende
Einheiten (KBE) kann auch die mikroskopische Analyse in die Phagozytoserate mit einflieBen,
da sie sowohl lebende als auch tote Zellen erfasst. Beim Vergleich der Methoden zeigten sich
deutliche Unterschiede zwischen der mikroskopisch- und der durch KBE-ermittelten
Phagozytoserate des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes DSM 16831. So konnten
mikroskopisch mehr Zellen vom Stamm DSM 16831 als vom Stamm UCN 34 ermittelt werden,
wihrend die Ermittlung der KBE ungefahr gleich viele vitale Zellen der beiden Stimme ergab.
Dies deutet darauf hin, dass mehr bakterielle Zellen vom Stamm DSM 16831 mittels
Phagozytose aufgenommen werden. Diese konnten so schnell in den Phagozyten abgetotet
werden, dass sie zwar nicht mehr mittels Ausplattieren (vitale Zellen), aber noch mikroskopisch

(vitale und tote Zellen) erfasst werden konnen. Anders verhielt es sich bei den S. gallolyticus
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subsp. gallolyticus Stammen BAA-2069 und LMG 17956 sowie dem S. aureus Stamm
ATCC 25923. Hier konnten sowohl durch Ermittlung der KBE als auch mikroskopisch die
meisten bakteriellen in etwa gleich viele und, verglichen mit den {ibrigen Stimmen, die meisten
Zellen ermittelt werden. Das heifit die Abtotung in den Phagosomen erfolgt langsamer als beim
Stamm DSM 16831. Ein bekannter, die Phagozytoserate beeinflussender Faktor, ist das Pilus-
Protein Pill. Danne ef al. konnten zeigen, dass pil/-KO-Mutanten wesentlich geringer von
THP-1 Makrophagen phagozytiert werden (Danne et al., 2014). Basierend auf diesen
Ergebnissen miissten die Stimme DSM 16831 und LMG 17956, die kein pill-Gen aufweisen,
am geringsten phagozytiert werden. Es wurde jedoch ermittelt, dass die Stimme LMG 17956
und BAA-2069, von denen nur der Stamm BAA-2069 das pill-Gen enthilt, vergleichsweise
stark phagozytiert wurden. Dementsprechend muss die Erkennung und Phagozytose des
Erregers multifaktoriell und nicht nur von Pill abhingig sein.

Das Uberleben der fiinf untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme in THP-1
Makrophagen innerhalb von acht Stunden unterschied sich zwischen den untersuchten
tierischen und menschlichen Isolaten. Die Stimme DSM 16831 und LMG 17956 wurden
schneller abgetotet als die Stimme BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143 sowie der S. aureus
Stamm ATCC 25923. Daher wurden die beobachteten Phagozytose-assoziierten Unterschiede
der fiinf untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme in dieser Arbeit in Bezug auf
einzelne Aspekte der Phagozytose mittels THP-1 Makrophagen niher untersucht (Abbildung
5.1).

Eine erste Reaktion von Phagozyten auf Mikroorganismen ist der oxidative Burst (Slauch,
2011). Es konnte gezeigt werden, dass in THP-1 Makrophagen, unabhéngig vom Stamm gleich
viele intrazelluldre reaktive Sauerstoffspezies gebildet wurden. Es wurde schon zuvor von
Dupré-Crochet ef al. ermittelt, dass der physiologische Wert von H>O in Phagosomen 30 uM
betrdgt (Dupré-Crochet et al., 2013). Dadurch, dass in Medium mit einer hyperphysiologischen
Konzentration von 10 mM H>O» alle untersuchten Stimme fast ohne Inhibition wachsen
konnten, miissten diese auch in Phagosomen in Bezug auf den oxidativen Burst iiberleben
konnen. Die Transkriptomanalyse mittels Microarray ermittelte weiterhin, dass die Expression
von nox wahrscheinlich zur Reduktion von H>O; in den Bakterien beitrdgt und damit ein
Uberleben erméglicht. Zusitzlich wurde in Streptococcus sanguinis gezeigt, dass nox ein
moglicher Virulenzfaktor in der Endokarditis sein konnte. Es wurde nachgewiesen, dass nox-
KO-Mutanten sensitiver gegeniiber oxidativem sowie saurem Stress waren als der Wildtyp und
dass die Virulenz dieses Erregers in einem IE-Modell in Kaninchen durch den Knockout

geschwicht war (Ge et al., 2016).
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Mittels mikroskopischer Analyse konnte schon fiir verschiedene Bakterien gezeigt werden, dass
sie Phagosomen lysieren konnen (Radtke et al., 2011; Smith und May, 2013). S. gallolyticus
subsp. gallolyticus ist nach der Phagozytose intrazelluldr in THP-1 Makrophagen lokalisiert,
jedoch konnten von S. gallolyticus subsp. gallolyticus weniger Zellen innerhalb von sauren
Organellen lokalisiert werden als vom S. aureus Stamm ATCC 25923. Ein mdéglicher Grund
konnte sein, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Ansduerung von Phagosomen, wie auch
Streptococcus pyogenes, verhindern kann (Nordenfelt ez al., 2012). Desweiteren konnte es sein,
dass THP-1 Makrophagen nicht so schnell auf S. gallolyticus subsp. gallolyticus reagieren wie
auf S. aureus, und sich dies auf die Ansduerung der Phagosomen auswirkt. Diese Erklarung
wirde mit der geringen Genexpression von Zytokinen in THP-1 Makrophagen nach
Stimulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus sowie S. aureus iibereinstimmen. In diesem
Zusammenhang wird die Hypothese aufgestellt, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus zu einer
geringeren Stimulation der THP-1 Makrophagen fiihrt. Dies geschieht nicht nur in Bezug auf
die Genexpression von Zytokinen, sondern auch in Bezug auf die Anséuerung von Phagosomen
mittels V-ATPasen. Eine dritte Moglichkeit fiir die Erkldarung der geringeren Zellzahl von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in sauren Organellen wére, dass die untersuchten
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Staimme aus den Phagosomen entkommen und so im Zytosol
persistieren konnen. Um neue Erkenntnisse zur Lokalisation der Bakterien und der Phagosomen
beziehungsweise Phagolysosomen zu bekommen, kdnnten in zukiinftigen Arbeiten Antikorper
gegen Gram-positive Bakterien oder gegen LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane
protein 1) verwendet werden (Bellaire et al., 2005). Gegen eine Replikation von S. gallolyticus
subsp. gallolyticus im Zytosol von Makrophagen spricht, dass die Bakterien im Laufe der
untersuchten acht Stunden Inkubation kontinuierlich abgetotet wurden.

Im sauren Medium konnten stammespezifische Unterschiede im Uberleben von S. gallolyticus
subsp. gallolyticus festgestellt werden. Es wurde gezeigt, dass die untersuchten S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimme signifikant besser bei saurem pH-Wert iiberleben konnen als der
S. aureus Stamm ATCC 25923. In der Trankriptom-Analyse konnte jedoch nur ein Gen
ausgemacht werden, das mit der Reaktion auf einen sauren pH in den Phagolysosomen
assoziiert ist. Dabei handelt es sich um das Gen atpC, das fiir die Epsilonuntereinheit einer
ATP-Synthase kodiert, die an der Resistenz gegen Séuren beteiligt ist (Cotter und Hill, 2003).
ATP-Synthasen konnten also in S. gallolyticus subsp. gallolyticus zur Stress-Regulation bei
hohen Protonen-Konzentrationen fiihren.

Neben einem sauren pH-Wert und reaktiven Sauerstoffspezies bewirken Hydrolasen die
Degradation von Bakterien nach der Phagozytose. Eine wichtige Hydrolase ist Lysozym, das

nach Stimulation durch Mikroorganismen sekretiert wird oder in den Phagolysosomen
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akkumuliert (Shimada et al., 2010; Helal et al., 2012). Das Wachstum von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus in Medium mit Lysozym war stark stammabhingig, wobei nur der Stamm UCN 34
so resistent wie der S. aureus Stamm ATCC 25923 war. Fiir die nahe verwandte
Bakterienspezies Streptococcus bovis wurde postuliert, dass Lysozym dazu genutzt werden
kann zwischen humanen und bovinen Isolaten unterscheiden zu konnen, da bovine Isolate im
Vergleich zu humanen Isolaten Lysoyzm-sensitiv sind (Kurtovic et al., 2003). Dies konnte fiir
S. gallolyticus subsp. gallolyticus nicht nachgewiesen werden, da die Lysozym-Resistenz fiir
das Kalbsisolat LMG 17956 und den humanen Endokarditisisolaten BAA-2069 und
ATCC 43143 vergleichbar war. Auch beim Vergleich von insgesamt 20 tierischen und
humanen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Staimmen konnten keine signifikanten Unterschiede
in Bezug auf die Resistenz zwischen den aus humanen und tierischen Wirten stammenden
Isolaten festgestellt werden. Fiir andere Lysozym-resistente Bakterienspezies wurden Gene,
wie zum Beispiel oatd, gefunden, deren Produkt die O-Acetyl Transferase OatA das
Peptidoglykan in der Zellwand modifiziert, wodurch eine Hydrolyse verhindert wird (Herbert
et al., 2007; Veiga et al., 2007; Ho et al., 2011; Schreur et al., 2012). Zudem wurden solche
Gene hdufig mit einer verldngerten Lebensdauer in Phagozyten sowie einer generellen Virulenz
der Bakterien assoziiert. In der in silico Analyse konnte jedoch kein Gen in den S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Genomen ermittelt werden, das die Lysozym-Resistenz mittels
Peptidoglykan-Modifikationen erkldren wiirde (Rusniok et al., 2010; Davis und Weiser, 2011;
Hinse et al., 2011; Lin et al., 2011; Romero-Hernandez et al., 2015).

Ein weiterer Faktor, der durch Lysozym bewirkt wird, ist die Zellwanddegradation innerhalb
von Phagosomen, die die IL-1B3-Sekretion der Phagozyten stimuliert (Shimada ez al., 2010). Die
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme waren hoch resistent gegeniiber
Lysozym und miissten dadurch weniger durch Lysozym in Phagosomen degradiert werden.
Dies konnte die geringe Zytokin-Genexpressions-Erhéhung der THP-1 Makrophagen nach
Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus erklaren. Das wiirde auch erkléren, warum
der Lysozym-sensitivere Stamm DSM 16831 zu einer fritheren beziehungsweise stirkeren
inflammatorischen Antwort (Zytokinexpression) in Vollblut oder Monozyten sowie im
geringen Malle in Makrophagen als andere untersuchten Stamme fiihrte (Grimm et al., 2017¢).
Eine weitere Ursache fiir die geringe Zytokingenexpression in THP-1 Makrophagen konnte die
Veridnderung von proinflammatorischen Signalkaskaden sein. Fiir Streptococcus pyogenes
wurde gezeigt, dass dieses Bakterium die NFkB-Signalkaskade der Zytokinexpression
inhibieren kann (Hertzén et al., 2010). Jedoch ist auffdllig, dass der S. aureus Stamm, der die
hochste Lysozym-Resistenz aufweist, die hochste Zytokin-Genexpression stimuliert. Es konnte

sein, dass S. aureus aufgrund der Lyse von Makrophagen zu einer erhohten
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Zytokingenexpression im Vergleich zu S. gallolyticus subsp. gallolyticus fiihrt. Zusitzlich zu
den Zytokingenexpressionen wurde auch die Genexpression des TLR-2-Rezeptors analysiert.
TLR-2 — in Dimeren mit TLR-1 und TLR-6 vorkommend — ist ein Rezeptor, der sowohl auf
der Zelloberflache als auch in Phagosomen lokalisiert ist. Der Rezeptor erkennt verschiedene
mikrobielle Komponenten, wie zum Beispiel Lipoteichonsduren und Peptidoglykan, die
insbesondere zur Identifizierung von Gram-positiven Bakterien wichtig sind (Lien et al., 1999;
Underhill ez al., 1999; Takeda und Akira, 2005). Fiir andere Bakterien wurde gezeigt, dass diese
die TLR-2-Expression in Immunzellen stimulieren (Wang ef al., 2000; Kim et al., 2014). Nach
Inkubation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus konnte aber keine Genexpressionserhohung
dieses Rezeptors in THP-1 Makrophen detektiert werden und auch der S. aureus Stamm
ATCC 25923 fiihrte nach Phagozytose nur zu einer sehr geringen Expressionserhohung dieses
Gens. Dies konnte darauf hinweisen, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus eventuell durch
seine unbekannte Oberflachenstruktur schlechter von den Rezeptoren erkannt wird, weshalb es
tiber den NF-kB-Signalweg auch zu einer geringeren Genexpressionserhdhung der Zytokine
fiihrt.

Die untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme wurden intrazelluldr aufgefunden,
wihrend S. aureus-Zellen zu fast gleichen Teilen intra- und extrazellular lokalisiert waren. Es
wurde schon zuvor gezeigt, dass der S. aureus Stamm ATCC 25923-Stamm zunéchst tagelang
in den Phagosomen persistiert und dann diese sowie die Makrophage lysiert (Kubica et al.,
2008). Diese Beobachtung wird auch vom Ergebnis des LDH-Assays unterstiitzt. Hier konnte
jedoch schon nach fiinf Stunden nachgewiesen werden, dass die S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stimme DSM 16831 und LMG 17956 zu einer signifikant geringeren Lyse der
THP-1 Makrophagen fiihren als der S. aureus Stamm ATCC 25923.

Die verwendete THP-1 Zelllinie wurde urspriinglich einem Jungen mit akuter
Monozytenleukdmie entnommen (Tsuchiya et al., 1980). PMA-differenzierte Makrophagen
dieser Zelllinie wurden bereits in vielen Studien fiir die in vitro-Untersuchung der Phagozytose
verschiedener Pathogene genutzt (Mouithys-Mickalad et al., 2004; Song et al., 2009; Srisuwan
et al., 2014; Masoudian et al., 2015). Obwohl die THP-1 Makrophagen groBe Ahnlichkeiten zu
Monozyten-gereiften Makrophagen haben, unterscheiden sie sich doch in manchen
Eigenschaften (Kohro ef al., 2004; Daigneault et al., 2010). In dieser Arbeit wurde in einem
zweiten Modell die Differenzierung der Blutmonozyten zu M 1-Makrophagen gewihlt, da diese
fiir die Totung von Pathogenen sowie die Inflammation verantwortlich sind (Martinez und
Gordon, 2014). Es konnte gezeigt werden, dass die primidren M1-Makrophagen die drei
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamme effektiver als THP-1 Makrophagen

abtoteten. Trotzdem wurden nach 24-stiindiger Inkubation immer noch vitale bakterielle Zellen
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aller drei Stimmen nachgewiesen, ohne jedoch stammabhéngige Unterschiede beziiglich der

Uberlebensrate festzustellen.

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Ergebnisse von drei verschiedenen Probanden sowie drei verschiedenen
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen aus verschiedenen Assays (Weinstock, 2014).

Assay Proband 1 Proband 2 Proband 3
Uberleben in Blut - 0 0
DSM16831 IL-6 Konz. Blut (48 h) -+ ++ ++
Phagozytoserate 0 0 +
IL-6 Konz. Makrophagen (5 h) ++ ++ +++
Uberleben in Blut + T T
BAA-2069 IL-6 Konz. Blut (48 h) + 0 0
Phagozytoserate 0 ++ T+
IL-6 Konz. Makrophagen (5 h) ++ ++ +++
Uberleben in Blut ++ ++ ++
UCN34 IL-6 Konz. Blut (48 h) + 0 0
Phagozytoserate 0 0 +
IL-6 Konz. Makrophagen (5 h) ++ ++ +++
Die Ergebnisse der Analysen sind wie folgt skaliert: ---; --; -; 0; +; ++; +++. Dabei steht --- fiir geringes Uberleben

im Blut, geringe IL-6 Konzentration; keine Plittchen-Aggregation und geringe Phagozytoserate. Im Gegensatz
dazu steht +++ fiir Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Blut, sehr hohen IL-6 Konzentration,
schnelle Plittchen Aggregation und hohe Aufnahme der bakteriellen Zellen durch Phagozytose. 0 steht fiir eine
mittelmaBige Reaktion der Zellen.

Im Gegensatz zu stammabhiingigen Unterschieden in der Uberlebensrate in THP-1
Makrophagen, wurden marginale Unterschiede zwischen den primdren Makrophagen der
einzelnen Spender in Bezug auf die Phagozytoserate und IL-6 Sekretion erfasst (Tabelle 5.1).
Die Zellen der gleichen Probanden wurden bereits zuvor fiir die Untersuchung von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in einer vorherigen Studie in einem Vollblut-Assay genutzt
(Weinstock, 2014). Auffillig sind die Makrophagen des Probanden 3. Bei den Monozyten-
gereiften Makrophagen dieses Probanden wurde fiinf Stunden nach Phagozytose eine hohere
IL-6 Konzentration nachgewiesen als bei den Makrophagen der anderen Probanden. Dieser
Phinotyp konnte auf genetische Pridispositionen hindeuten, die zum Beispiel auf
Einzelnukleotidvarianten zuriickzufithren sind. Zuvor wiesen bereits verschiedene Studien
Einzelnukleotidvarianten nach, die einen Einfluss auf die Sekretion von IL-6 haben (Bennermo
et al., 2004; Tischendorf et al., 2007). In anderen Studien konnte auBerdem gezeigt werden,
dass Einzelnukleotidvarianten mit dem Phagozytosevermdgen von Makrophagen
verschiedener Individuen korrelierten. Zum Beispiel wurden in den Genen vom Rezeptor P2RX
(P2-Purinorezeptoren) oder vom Adhésionsmolekiil ITGAM (Integrin a-M) Varianten
ermittelt, die die Phagozytose beeinflussen (Rhodes et al., 2012; Gu et al., 2013). In dieser
Arbeit wurden jedoch nur geringfiigige Unterschiede im Aufnahmevermdgen von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch Makrophagen verschiedener Probanden festgestellt
(Tabelle 5.1).
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Eine weitere Beobachtung in dieser Arbeit waren die Unterschiede in der Phagozytoserate von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch THP-1 Makrophagen beziehungsweise Monozyten-
gereiften Makrophagen. So wurden zum Zeitpunkt 0 h mehr bakterielle Zellen in THP-1
Makrophagen als in Monozyten-gereiften Makrophagen nachgewiesen. Daneben wurde eine
héhere 1L-6 Konzentration im Uberstand von Monozyten-gereiften Makrophagen als im
Uberstand von THP-1 Zellen nachgewiesen. Eine mdgliche Ursache kénnten die
unterschiedliche Herkunft sowie Differenzierung der THP-1-Zellen zu Monozyten-gereiften
Makrophagen sein. Monozyten gehen in vitro ohne Stimulationen durch macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF) oder granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) in die Apoptose. Im Gegensatz dazu konnen sich die Monozyten der leukdmischen
Zelllinie THP-1 ohne Stimulus unbegrenzt teilen (Kohro et al., 2004). Aufgrund dessen wurden
die primdren Monozyten und THP-1 Zellen unterschiedlich differenziert. PMA inhibiert die
Proliferation von THP-1 Zellen in der Gi-Phase des Zellzyklus (Traore et al., 2005). Zusétzlich
aktiviert es die Protein Kinase C und damit die MAP Kinase Signaltransduktion, die wiederum
zu einer hoheren Phagozytose von Mikroorganismen und Zytokinen fiihren kann (Richter et al.,
2016). Im Gegensatz dazu werden die primiren Monozyten mit M-CSF und zusétzlich mit
Interferon-y (IFN-y) differenziert. Diese Stimulierung fiihrt zur Differenzierung zu
proinflammatorischen M1 Makrophagen, die unter anderem darauf spezialisiert sind Pathogene
abzutdten (Martinez und Gordon, 2014). Die Stimulierung der primiren Monozyten mittels der
Zytokine M-CSF und IFN-y aktivierte die Inflammation der Zellen schon bevor die
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen hinzugegeben wurden. Dadurch konnten die hoheren
IL-6 Konzentrationen von primédren Monozyten im Vergleich zu THP-1 Makrophagen erklart

werden.

5.1.1 Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose durch
THP-1 Makrophagen

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine Transkriptomanalyse iiber das gesamte Genom von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus durchgefiihrt. Dadurch konnten wichtige Faktoren in der
Pathogenese von S. gallolyticus subsp. gallolyticus ermittelt werden.

Fiir die Kolonisierung am Endokard, muss S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Immunantwort
des Wirts iiberleben, bei der Makrophagen am Endokard eine wichtige Rolle spielen (Benoit et
al., 2010). Weiterhin sekretieren diese Makrophagen Lysozym, das die Adhésion und
Kolonisierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus am Endokard férdern kann. Aufgrund
dessen wurden sowohl das Transkriptom nach Phagozytose, in Gegenwart von Lysozym

(Kapitel 5.2.1) als auch nach Adhésion an Kollagen Typ I (Kapitel 5.2.2) untersucht.
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Bei den Transkriptomanalysen ist zu beachten, dass es immer nur einen bestimmten Zeitpunkt
sowohl der Kontrollen als auch der veranderten Bedingungen widerspiegelt. Dabei kann sich
das Transkriptom von Bakterien innerhalb von wenigen Minuten verédndern (Zeller et al., 2005).
Deshalb muss bedacht werden, dass zu anderen Zeitpunkten auch andere Genexpressions-
Unterschiede festgestellt werden konnten, die die jetzigen Ergebnisse komplementieren
konnten oder Hinweise auf weitere Signalwege sowie Virulenzfaktoren geben.

Die Transkriptomanalyse von den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimmen BAA-2069 und
UCN 34 erfolgte zu drei Zeitpunkten. Das Transkriptom nach Adhidsion der Bakterien an
THP-1 Makrophagen (-60 min) wurde mit dem Transkriptom direkt nach Phagozytose (0 h)
und fiinf Stunden nach Phagozytose (5 h) verglichen. Die Microarray-Analyse fiihrte zu der
Annahme, dass die Genexpressions-Regulation der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme
BAA-2069 und UCN 34 nach der Phagozytose durch THP-1 Makrophagen unterschiedlich
sind, da wesentlich weniger Genexpressionsregulationen im Stamm UCN 34 ermittelt wurden.
Dagegen spricht die Verifizierung dieser Ergebnisse durch die relative quantitative Real-time
PCR. Diese zeigte im Stamm UCN 34 die gleiche Genexpressionsregulation der gleichen Gene,
wie sie im Stamm BAA-2069, wie zum Beispiel bei den Genen des dlt Operons, ermittelt
wurden. Auch in anderen Studien wurden Unterschiede in den Ergebnissen zwischen der
Microarray-Analyse und der Real-Time PCR ermittelt (Song ef al., 2009; Gomez-Sagasti et al.,
2014). Diese Unterschiede konnten auf die weniger sensitive Methode des Microarrays
zuriickzufiihren sein. Zusétzlich mussten methodenbedingt unterschiedliche Berechnungen
angewandt werden, um die Unterschiede in den Genexpressionen zu ermitteln. Wegen der
wahrscheinlichen Ubereinstimmung der Transkriptome beider Stimme nach Phagozytose wird
im Folgenden nicht zwischen den beiden Stimmen unterschieden.

Es zeigte sich, dass am Anfang der Phagozytose die Expression des Gens nox erhoht wurde.
Dies kodiert fiir ein ROS-metabolisierendes Enzym (NADH-Oxidase), die Sauerstoffradikale
zu Wasser katalysiert. Dadurch kdnnen die Katalase-negativen Streptokokken dem oxidativen
Burst der Makrophagen entgegenwirken. Weiterhin gilt die NADH-Oxidase auch als
Virulenzfaktor in verschiedenen Streptokokken (Gibson et al., 2000; Yu et al., 2001; Baker et
al., 2014). Neben der Expression von nox wurden auch Gene, wie zum Beispiel lev4, die fiir
Proteine des PTS-Systems kodieren, zum 0 h-Zeitpunkt stirker exprimiert. Diese
Transportsysteme werden synthetisiert, wenn die bevorzugte Kohlenhydrat-Quelle des
Bakteriums nicht mehr vorhanden ist (Deutscher ef al., 2006). Die Regulation der Expression
dieser Gene kann durch die Phagozytose aus néhrstoffreichem Medium in Phagosomen erklart
werden. Eine Erhohung der Expression dieser Gene wurde nicht nur am Anfang der

Phagozytose (0 h), sondern auch fiinf Stunden nach der Phagozytose ermittelt.
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Nach fiinfstiindiger Inkubation liegen die Bakterien in gereiften Phagolysosomen vor
(Underhill und Goodridge, 2012). Zu diesem Zeitpunkt wurde, neben der
Genexpressionsregulation von PTS-Transportsystem-Genen, hauptsédchlich die Expression von
Genen reguliert, die am Kohlenhydrat-Metabolismus, an der Zellwand-Synthese und an der
Zellformgebung beteiligt sind. Die Verdnderungen im Kohlenhydrat-Metabolismus zeigen sich
zum Beispiel dadurch, dass die Gene des glg Operons verstirkt exprimiert wurden. Die
Produkte dieses Operons bewirken die Glykogen-Synthese. Die Expression dieser Proteine ist
abhéngig vom Angebot an Kohlenhydraten und der Wachstumsphase, in der sich die Zelle
gerade befindet. Zudem sind die Proteine entscheidend fiir die Anpassung an neue
Umweltbedingungen (Goh und Klaenhammer, 2013). Die Glykogen-Synthese ermoglicht zum
Beispiel das Uberleben unter wachstumslimitierenden Bedingungen (Goh und Klaenhammer,
2014). Die kombinierte Regulation des glg Operons mit der Aufnahme von Zuckern iiber PTS
Transportsysteme wurde bereits zuvor in Escherichia coli wihrend der stationédren
Wachstumsphase nachgewiesen (Seok et al., 2001). Die Regulation beider Mechanismen, die
Expression weiterer Gene des Kohlenhydrat-Metabolismus und des Lacl Transkriptions-
Regulators (SGGBAA2069 ¢7250) weisen auf Nahrungsmangel von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus in den Phagosomen hin. Der Lacl Transkriptionsfaktor (erhoht exprimiert) sowie
der Transkriptionsfaktor der MarR Familie (SGGBAA2069 c227110; geringer exprimiert)
wirken auf die Regulation des Maltose Operons. Zu diesem Operon gehoren die Gene malM
und malF, deren Expression nach Phagozytose erhoht waren. Die Produkte dieser Gene gehoren
einem Maltose-Transportsystem an (Nieto ef al., 1997). Die Regulation der Expression des glg
Operons sowie der PTS Transportsysteme konnte auch auf die Uberfithrung von S. gallolyticus
subsp. gallolyticus von einer aeroben zu einer anaeroben Umgebung (vom Medium zum
Phagosom) zuriickzufiihren sein. Unterschiedliche Wachstumsbedingungen (aerob im
Vergleich zu anaerob) fiihrten in Streptococcus intermedius ebenfalls zu einer stirkeren
Genexpression dieser Proteine (Fei et al., 2016).

Weiterhin ist die hohere Expression des Gens SGGBAA2069 ¢13580 interessant, da dieses Gen
in in silico Analysen hohe Ahnlichkeiten mit dem Gen atl4 von Streptococcus mutans aufwies.
Das Produkt dieses Gens, ein Autolysin, ist an der Zellteilung beteiligt (Mesnage et al., 2014).
In S. mutans ist dieses Protein an der Fibronektin-Bindung, am bakteriellen Uberleben in Blut
und an der Phagozytose-Resistenz beteiligt. Deshalb postulierten Jung et al., dass AtlA ein
wichtiger Virulenzfaktor in der infektiosen Endokarditis sei (Jung et al., 2009). Die
Transkriptom-Studie deutet darauthin, dass dieses Autolysin in S. gallolyticus subsp.

gallolyticus ebenfalls zum Uberleben in Phagozyten beitragen und damit ein wichtiger
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Virulenzfaktor sein konnte. Aufgrund dessen wire es fiir zukiinftige Studien sehr interessant,
die Funktion des Autolysins in S. gallolyticus subsp. gallolyticus zu ermitteln.

Eine weitere Wirkung hatte die Phagozytose auf die Expression der Gene des d/t-Operons
(dltA-D), deren Expression stark erhoht wurde. Die Produkte dieses Operons katalysieren die
Veresterung von Lipo- und Wandteichonsduren mit D-Alanin. Dadurch werden die negativen
Ladungen von Phosphatgruppen in der Zellwand zum Teil neutralisiert (Gross et al., 2001). Die
D-Alanylierung der Teichonsduren moduliert die Aktivitit von Autolysin, erhdlt die Kation-
Homdostase des Bakteriums und bestimmt die elektromechanischen Eigenschaften der
Zellwand (Neuhaus und Baddiley, 2003). Die Proteine des dlt Operons sind ebenfalls wichtige
Virulenzfaktoren in Pathogenen. Durch die Veresterung konnen Bakterien besser an
verschiedene humane Zellen und Oberfldchen adhirieren sowie humane Zellen invadieren.
AuBerdem fiihrt die D-Alanylierung zu einer gesteigerten Uberlebenswahrscheinlichkeit
verschiedener Bakterien in Ratten und Méusen und bei niedrigem pH-Wert. Dariiber hinaus
wurde nachgewiesen, dass die D-Alanylierung zur Biofilmbildung beitrigt (Gross et al., 2001;
Abachin et al., 2002; Lieberman und Frankel, 2002; Poyart et al., 2003). In Bezug auf die
Phagozytose spielt die Resistenz durch D-Alanylierung gegen kationische antimikrobielle
Peptide, wozu auch Lysozym gehort, eine wichtige Rolle (Collins et al., 2002; Reichmann et
al., 2013). Es wurde gezeigt, dass Streptococcus agalactiae-Mutanten ohne D-alanylierte
Teichonsdure wesentlich schneller abgetdtet werden als der Wildtyp-Stamm, was zur Virulenz
des Wildtyps beitrdgt (Poyart et al., 2003). Aufgrund der starken Regulation des d/t Operons in
S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose konnten die Produkte dieses Operons
ebenfalls als wichtige Virulenzfaktoren in dieser Bakterienspezies fungieren und zum

Uberleben im Wirt beitragen.

5.2 Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus unter verschiedenen
Einflussfaktoren

Die infektiose Endokarditis ist eine Biofilm-assoziierte Erkrankung, die in fiinf Stadien
einzuteilen ist:

a) Verletzung des Endothels

b) Bildung eines sterilen Thrombus an der Lasion

¢) Adhésion von Bakterien am Thrombus

d) Bildung von Mikrokolonien durch Bakterien

e) Reifung der Biofilm-Vegetation und Embolisierung durch Abtrennung eines Teils des

Biofilms (Parsek und Singh 2003)
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Biofilme schiitzen Bakterien vor Antibiotika sowie dem Immunsystem des Wirts (Prakash et
al., 2003; Fux et al., 2005). Zusitzlich haben Pathogene verschiedene Mechanismen entwickelt,
die die Biofilmbildung in Gegenwart dieser Faktoren erh6hen (Mohamed und Huang, 2007;
Jang et al., 2016). In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine
Bakterienspezies in Medium mit Lysozym vermehrt einen Biofilm an Polystyrol bildet. Diese
Reaktion konnte nach fiinf Stunden fiir die S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme BAA-
2069 und LMG 17956 und nach 16 Stunden zusétzlich fiir die Stimme UCN 34 und
ATCC 43143 nachgewiesen werden. Nur die Biofilmbildung des Lysozym-sensitiven Stammes
DSM 16831 wird durch Lysozym inhibiert. Bereits in vorherigen Studien konnte fiir
verschiedene Pathogene gezeigt werden, dass Lysozym (immobilisiert oder in Losung) die
Biofilmbildung inhibiert, jedoch nicht, dass Lysozym auch zur Stimulation der Biofilmbildung
fiihren kann (Sudagidan und Yemenicioglu, 2012; Rajaraman et al., 2014). Die mittels
Kristalviolett und KBE ermittelten Ergebnisse zur Biofilmbildung in Makrophagen scheinen
nicht zu korrelieren. So war die Anzahl vitaler Bakterien des Stammes BAA-2069 in Gegenwart
von Lysozym nach 16 Stunden Inkubation gering, obwohl die Kristallviolett-Farbung und die
mikroskopische Analyse auf eine verstirkte Biofilmbildung durch Lysozym hinwiesen.
Sjollema et al, konnten anhand von verschiedenen Bakterienspezies zeigen, dass der
prozentuale Anteil vitaler Bakterien sinkt, wenn die Gesamtanzahl an bakterieller Zellen im
Biofilm steigt (Sjollema ef al., 2011). Eine geringe Anzahl an vitalen Bakterien im Biofilm
nach Lysozym-Behandlung weist also darauf hin, dass der Biofilm verstdrkt vorliegt,
beziehungsweise dass sich der Biofilm des Stammes BAA-2069 durch die Anwesenheit von
Lysozym schneller entwickelt hat als ohne Zugabe von Lysozym.

Zudem konnte eine tendenziell hohere Biofilmbildung in den Stdmmen UCN 34 und
ATCC 43143 nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid ermittelt werden, wéhrend die
Biofilmbildung der Stimme DSM 16831 und BAA-2069 durch Wasserstoffperoxid
eingeschrinkt wurde. Im Gegensatz dazu entwickelten die Stdmme BAA-2069 und
LMG 17956 schneller einen Biofilm in Gegenwart von Lysozym. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Biofilmbildung aktiv als
stammabhéngigen Schutzmechanismus vor dem humanen Immunsystem nutzen kann.

Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese von S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist die Adhdsion
an die extrazelluldare Matrix, die durch Schiadigung des Endothels oder des Epithels exponiert
vorliegt (Hall-Stoodley et al., 2004). Kollagen Typ IV ist ein Hauptbestandteil der Lamina der
Kolon-Schleimhaut. Kollagen Typ I ist ebenfalls sowohl am Kolon als auch am geschéddigten
Endokard vorzufinden (Galbavy et al., 2002; Boleij und Tjalsma, 2013). Es konnte bereits

zuvor gezeigt werden, dass die Adhésionsfahigkeit von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an
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Kollagen stammabhingig ist, wobei die Adhésionsfahigkeit an Kollagen Typ I am stirksten ist
(Sillanpéa et al., 2008; Vollmer et al., 2010a; Grimm et al., 2017a). Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm BAA-2069 durch Lysozym vermehrt
an Kollagen Typ I adhédrierte. Im Vergleich zu den anderen Stimmen konnte BAA-2069
hierdurch einen Vorteil besitzen, um eine Infektion im Wirtsorganismus auszulosen. Die
Sekretion von Lysozym durch Phagozyten im Blut und Endokard kénnte in vivo eine schnellere
Adhision und Mikrokolonie-Bildung an freiliegender extrazelluldrer Matrix verursachen (Hall-
Stoodley et al., 2004; Benoit et al., 2010; Helal et al., 2012). Dadurch konnte dieser Stamm

leichter am Endokard kolonisieren und wire vor dem Immunsystem geschiitzt.

5.2.1 Transkriptomanalyse zur Untersuchung der Reaktion von S. gallolyticus subsp.

gallolyticus auf Lysozym

Es konnte gezeigt werden, dass neben anderen antimikrobiellen Faktoren auch Lysozym die
Biofilmbildung von Bakterien stimulieren kann. Aufgrund dessen wurden die Transkriptome
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Medium mit Lysozym und von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus in Medium ohne Lysozym analysiert und miteinander verglichen. Dadurch konnten
Gene ermittelt werden, die moglicherweise zur Lysozym-Resistenz in S. gallolyticus subsp.
gallolyticus beitragen sowie eine schnellere Biofilmbildung induzieren. Fiir die
Transkriptomanalyse wurden die Stimme BAA-2069 und UCN 34 ausgewéhlt. Der Stamm
BAA-2069 ist deshalb interessant, weil dieser schneller als alle anderen untersuchten Staimme
Mikrokolonien bildete, wenn Lysozym prasent war. Der Stamm UCN 34 ist hingegen genauso
Lysozym-resistent wie der S. aureus Vergleichsstamm ATCC 25923, obwohl keine
Peptidoglykanmodifikationen in S. gallolyticus subsp. gallolyticus bekannt sind, die diesen
Phanotyp verursachen konnten. Fiir den S. aureus Stamm ATCC 25923 konnte in anderen
Studien bereits nachgewiesen werden, dass das Produkt des Gens oat4 die hohe Lysozym-
Resistenz verursacht (Herbert ez al., 2007).

Die Microarray-Analyse ergab Regulationen vieler verschiedener Gene. Dabei wurden
insbesondere Gene der Transkription und Translation, also der Proteinbiosynthese, stirker
exprimiert, wenn Lysozym prisent war. In Streptococcus pyogenes wurde ebenfalls eine
Regulation solcher Genexpressionen beobachtet. In der exponentiellen Wachstumsphase
wurden, im Vergleich zum Anfang der stationiren Wachstumsphase, Gene der
Proteinbiosynthese erhoht exprimiert (Chaussee et al., 2008). Durch die Muramidase Lysozym
konnte das Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus inhibiert werden, indem die Zellen
zum Teil lysiert werden. Daher konnte es sein, dass sich der GroBteil bakterieller Zellen in

Gegenwart von Lysozym eher in einer fritheren Wachstumsphase beziehungsweise langer in
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der exponentiellen Phase befindet als in der stationdren Phase. In dieser Arbeit konnte mittels
Microarray-Analyse eine Induktion durch Lysozym von Expressionen vieler Gene, die fiir
Ribosomenecinheiten kodieren, sowohl in BAA-2069 als auch in UCN 34 ermittelt werden. Dies
spricht ebenfalls fiir frithe Wachstumsphasen von den Stimmen BAA-2069 und UCN 34 in
Prasenz von Lysozym vergleichend zur Wachstumsphase ohne Lysozym (stationdre Phase).
Daraus ldsst sich schlieen, dass die hohere Resistenz von UCN 34 gegen Lysozym die Lyse
von Zellen dieses Stammes nicht génzlich verhindern kann. Eine Erh6hung der Expression von
Ribosom-assoziierten Genen wurde auch in Pseudomonas aeruginosa und S. aureus in
Biofilmen beobachtet (Whiteley et al., 2001; Resch et al, 2005). Dies konnte eine weitere
Erklarung fiir die Expressionsédnderung von Proteinbiosynthese-assoziierten Genen sein: die
Translation verdndert sich, da die bakteriellen Zellen vom planktonischen in den adhérenten
Zustand wechseln.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass sich die Zellen in Medium mit Lysozym und ohne Lysozym
in unterschiedlichen Wachstumsphasen befinden, sind Expressionsunterschiede der Gene,
deren Produkte am Aminosdure-, Kohlenhydrat- und Fettsdure-Metabolismus beteiligt sind.
Eine Verdnderung dieser Metabolismen wurde in verschiedenen Bakterienspezies unter
verschiedenen Bedingungen festgestellt und kann daher auf eine generelle Umstellung der
Wachstumsbedingungen zuriickgefiihrt werden (Song et al., 2008; Sitkiewicz und Musser,
2009; Malachowa et al., 2011; Hanses et al., 2014; Wang et al., 2015; Fei et al., 2016).
Neben den Genen, deren Produkte zu Kohlenhydrat-, Lipid- und Aminosdure-Metabolismen
sowie zur Proteinbiosynthese gehoren, konnten Regulationen von Genexpressionen ermittelt
werden, die auf eine Stressregulation in Gegenwart von Lysozym hinweisen. Dazu gehoren
Gene, deren Produkte an DNA-Reparaturen beteiligt sind, wie zum Beispiel recO,
GALLO 0671 und ogt. Uber recO ist bereits bekannt, dass es in Lactococcus lactis zu
Resistenzen gegeniiber verschiedenen antimikrobiellen Bedingungen, wie niedrigem pH oder
reaktiven Sauerstoffspezies, beitrdgt (Wu et al., 2013; Dong et al., 2015). In Salmonella
enterica zeigte sich, dass die Inaktivierung von ogt zusammen mit anderen DNA-Reparatur-
assoziierten Genen einen Einfluss auf die Fitness und Virulenz dieser Spezies hat (Alvarez et
al., 2010). Die in dieser Arbeit nachgewiesene Expressionsregulation von ogt deutet darauthin,
dass diese DNA-Reparatur-Proteine in S. gallolyticus subsp. gallolyticus an der Resistenz
gegen Lysozym beteiligt sind. Des Weiteren wurden in beiden untersuchten S. gallolyticus
subsp. gallolyticus Stimmen die Genexpressionen von Untereinheiten der Alkylhydroperoxid-
Reduktase (ahpC und ahpF) in Gegenwart von Lysozym erhoht. Im Stamm BAA-2069 erhohte
sich zusitzlich die Expression des Gens naoX, das fiir die NADH-Oxidase NaoX kodiert. Die

Produkte dieser drei Gene dienen normalerweise der Toleranz gegeniiber Sauerstoffspezies.
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Dabei nutzen beide Enzyme das Coenzym NADH, das unter anderem durch die Glykolyse
generiert werden kann, wie es in S. infermedius gezeigt wurde. Dies konnte die
Expressionserhohung der Gene pgi (Glucose-6-phosphat-Isomerase) oder pfkA
(Phosphofruktokinase) erkldren, deren Produkte an der Glykolyse beteiligt sind (Higuchi et al.,
2000; Liew et al., 2015; Fei et al., 2016).

Das Gen ahpC kodiert fiir die Alkyl Hydroperoxid Reduktase, ein Him-bindendes Enzym, das
die Reduktion von organischen Peroxiden in deren jeweiligen Alkohol katalysiert (Lechardeur
et al., 2010). AhpC dient damit der Stressregulation von reaktiven Sauerstoffspezies (Kajfasz
et al., 2015). Ein Knock-out von ahpC in Bacillus subtilis fihrte dazu, dass die KO-Mutante
andere Wachstumseigenschaften als der Wildtyp aufwies. AuBBerdem wurde im Bacillus subtilis
Wildtyp die Expression dieses Gens in Biofilmen verringert (Zwick et al., 2016). Zudem wurde
gezeigt, dass ahpC-KO-Mutanten von Campylobacter jejuni eine erhohte Biofilmbildung
aufweisen, weil sie durch den Knockout wahrscheinlich sensitiver gegeniiber reaktiven
Sauerstoffspezies sind und auf einen anderen Schutzmechanismus angewiesen sind (Oh und
Jeon, 2014). Dieses Ergebnis widerspricht den Beobachtungen dieser Arbeit, da eine erhdhte
ahpC-Genexpression in Gegenwart von Lysozym und verstdrkter Biofilmbildung ermittelt
wurde. Insgesamt ist auffdllig, dass Sauerstoff-Toleranz-assoziierte Gene in Gegenwart von
Lysozym starker exprimiert wurden als ohne Lysozym. Die Sauerstoff-Zufuhr war jedoch unter
beiden Bedingungen gleich. Dies konnte darauf hindeuten, dass Lysozym die gleiche
Stressantwort induziert wie reaktive Sauerstoffspezies, wodurch beide antimikrobiellen
Substanzen tiber die gleichen Signalwege zu einer schnelleren Biofilmbildung fiihren konnten.
Die erhohte ahp(C-Genexpression konnte auch zur Erhohung der Expression der Gene fhuC,
fhuD sowie sufD fiihren, die fiir Eisentransporter kodieren. Es ist bekannt, dass AhpC Hdm und
damit Eisen bindet (Lechardeur et al., 2010). Dariiber hinaus wurde auch bei anderen
Stressfaktoren eine erhohte Genexpression von Eisentransportern ermittelt. Eine solche
Genexpressionserhohung lag beispielsweise vor, nachdem Enterococcus faecalis und
Streptococcus thermophilus mit einem Hitzeschock oder mit Wasserstoffperoxid stimuliert
wurden (Li et al,, 2011; Yan et al., 2015).

Expressionsunterschiede der Gene des Microcin Immunititsproteins mccF und des Kompetenz-
induzierten Proteins cind sowie der Gene der Kompetenzproteine cg/l4 und dem exogenen
DNA-bindenden Protein comEA durch Stimulation mit Lysozym deuten auf eine direkte
Regulation der Kompetenz und Immunitit von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch
Lysozym hin. MccF fiihrt zur Resistenz gegeniiber dem Microcin C, einem kleinen Bakteriocin
(Tikhonov et al, 2010). CinA bindet an DNA und ist wahrscheinlich an der homologen

Rekombination wihrend einer genetischen Transformation beteiligt (Mair et al, 2012;
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Karuppiah et al., 2014). ComEA bindet an einzelstringige DNA, damit diese in die Zelle
aufgenommen werden kann (Johnston et al., 2014). Kompetenz-Entwicklung ist ein essentieller
Faktor im Quorum-Sensing in Biofilmen von Streptokokken (Suntharalingam und Cvitkovitch,
2005). Dabei gehort ComEA zu den frithen Kompetenz-Proteinen, das die comX-Expression
regulieren, welches wiederum die cind-Expression reguliert. Deshalb zdhlt CinA zu den spéten
Kompetenz-Proteinen (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005). Dass die Expression des
comEA-Gens nach fiinf Stunden Inkubation mit Lysozym herunterreguliert wurde, wihrend die
cinA-Genexpression erhoht wurde, ldsst darauf schlieen, dass sich die Zellen in der spiten
Phase der natiirlichen Transformation befinden. Die natiirliche Transformation ist ein wichtiger
Prozess im Quorum Sensing eines Biofilms (Fontaine et al., 2015). Die Kompetenz-Proteine
weisen aullerdem darauf hin, dass bereits eine Bakteriengemeinschaft, zum Beispiel in Form
eines Biofilms, vorliegen muss.

Wie auch die Phagozytose erhoht die Gegenwart von Lysozym ebenfalls die Expression der
Gene des dlt Operons. Dabei ist es bekannt, dass es verschiedene Mechanismen gibt, die zur
Resistenz gegen die Hydrolase-Funktion von Lysozym fiihren. In Gram-negativen Bakterien
wird die Lysozym-Resistenz haufig durch Lysozym-Inhibitoren und in Gram-positiven
Bakterien durch Modifikation des Peptidoglykans verwirklicht (Davis und Weiser, 2011;
Callewaert et al, 2012). Dabei wird die Peptidoglykan-Modifikation meistens durch
O-Acetylierung der N-Acteylmuraminsdure mittels Adr oder OatA oder durch die
N-Deacetylierung des N-Actylglucosamins mittels PgdA verursacht (Crisdéstomo et al., 2006;
Hébert et al., 2007; Veiga et al., 2007, Fittipaldi et al., 2008). Keines dieser — sowie weiterer —
Gene, die von Davis und Weiser als Peptidoglykan-Modifikations-assoziierte Gene
zusammengefasst wurden, wurden mittels BLAST Analyse in den S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Genomen nachgewiesen (Davis und Weiser, 2011). Nash et al. postulierten, dass
die Hydrolase-Funktion von Lysozym nicht relevant fiir die antimikrobielle in vivo-Aktivitit
sei, sondern eventuell eher die kationische antimikrobielle Peptid-Funktion dieser Muramidase
(Nash et al., 2006). Es wurde schon zuvor bei verschiedenen Bakterienspezies gezeigt, dass die
D-Alanyl-Veresterung von Teichonsduren durch DIt-Proteine zur Inhibition der
antimikrobiellen Peptid-Funktion des Lysozyms sowie zu Antibiotika-Resistenzen gegen zum
Beispiel Vancomycin fiihren (Herbert e al,, 2007; Guariglia-Oropeza und Helmann, 2011;
McBride und Sonenshein, 2011). Daher ldsst sich darauf schlieBen, dass auch in den
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen die Lysozym-Resistenz durch
D-Alanylierung von Teichonsduren verursacht werden konnte. Stammabhingige Unterschiede
konnen jedoch nicht allein durch die Anwesenheit des d/t Operons erklart werden, da auch im

Genom des Lysozym-sensitiven S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes DSM 16831 die
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Gene des dlt Operons vollstindig vorhanden sind (Grimm et al,, 2017b). Deshalb muss es
weitere Faktoren geben, die die Lysozym-Resistenz verursachen. Ein Beispiel wiren
unterschiedliche Oberflachenstrukturen einzelner Stimme, die nicht mittels der
Transkriptomanalyse erfasst werden kdnnen.

Zwischen den Transkriptomen der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme BAA-2069 und
UCN 34 wurden kaum Unterschiede ermittelt, obwohl sich die Phidnotypen dieser Stimme
hinsichtlich der Lysozym-Resistenz und Biofilmbildung in Medium mit Lysozym
unterscheiden. Es konnte sein, dass der Stamm BAA-2069 aufgrund der hoheren Sensitivitat
gegentiber Lysozym schneller einen schiitzenden Biofilm aufbaut als der Stamm UCN 34, der
auch in Gegenwart von Lysozym ungehindert wachsen kann (Johnson, 2008). Mittels
Microarray-Analyse wurde ermittelt, dass Lysozym die Genexpression von Proteasen nur im
Stamm UCN 34 erhohte. Es gibt Hinweise darauf, dass auch Peptidasen zur Lysozym-Resistenz
beitragen konnten (Vanderkelen et al., 2011). Das kann jedoch beim Stamm UCN 34 nicht
ursichlich sein, da die Proteasen, deren Genexpressionen reguliert sind, laut LocateP-Analyse
im Zytoplasma vorliegen und nicht sekretiert werden (Zhou ef al., 2008). Somit konnen sie das

Lysozym im Medium nicht proteolytisch abbauen.

5.2.2 Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Adhésion an

Kollagen Typ I

Bei einer infektiosen Endokarditis gilt die Kollagenadhésion als initialer Schritt zur
Kolonisierung der Pathogene am Endokard. Aufgrund dessen wurde das Transkriptom zweier
S. gallolyticus  subsp.  gallolyticus  Stdamme  analysiert, die  unterschiedliche
Adhisionsfahigkeiten an Kollagen Typ I aufwiesen. Es wurde gezeigt, dass die Stimme
DSM 16831 und UCN 34, wenn man das Transkriptom zwischen planktonischen und
adhdrenten Zellen nach zweistiindiger Inkubation miteinander vergleicht, die Expression
unterschiedlicher Gengruppen regulieren. Im Stamm UCN 34 wurden Teile des Kohlenhydrat-
Metabolismus  herunterreguliert und die Expression von Transportern fiir die
Nahrungsaufnahme erhoht. Die Umstellung der Nahrungsaufnahme kann als Hinweis darauf
gewertet werden, dass der Stamm UCN 34 nach Adhdsion in einem Biofilm vorliegt.
Metabolischer Synergismus ist ein wichtiger Bestandteil fiir das Zusammenleben in einer
bakteriellen Gemeinschaft wie dem Biofilm (Nobbs et al., 2009). Auffillig ist, dass die
Expression des Kompetenz-Gens comD, einem Rezeptor fiir Kompetenz-stimulierende Peptide,
verringert wird, obwohl die Zellen in einem Biofilm lokalisiert sind. Eine mdgliche
Begriindung dhnelt der Erkldrung bei der Transkriptomanalyse nach Lysozym-Behandlung

(Kapitel 5.2.1). ComD gehort zu den friihen Kompetenz-Proteinen, deren Expression zu diesem
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spaten Zeitpunkt bereits wieder herunterreguliert wird (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005).
Um diese Vermutung zu bestitigen, konnte das Quorum Sensing in S. gallolyticus subsp.
gallolyticus mittels Kompetenz-stimulierender Peptide ndher untersucht werden (Morrison et
al., 2013).

Die Adhésion des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes DSM 16831 bewirkte eine
Erhohung der Expression von Genen aus insgesamt zwei Regionen des Genoms. Die eine
Region enthilt Transposon-assoziierte Gene, die zum Beispiel fiir Relaxase, traG Gen (DNA
Transfer), Mobilisierungsproteine und DNA-binde Proteine kodieren. BLAST-Analysen
ergaben, dass es sich um ein integratives und konjugatives Element (ICE) handelt, das dem
Spl116 von Streptococcus pyogenes éhnelt. In dieser Bakterienspezies wurde eine
Erythromycin-Resistenz nachgewiesen, die mit diesem ICE tibertragen wird (Brenciani ef al.,
2012, 2014). Im Stamm DSM 16831 konnten jedoch keine Resistenz-Gene in der ICE-Region
ermittelt werden.

Die andere Region im Genom vom Stamm DSM 16831, in der die Genexpressionen nach
Adhidsion an Kollagen Typ I reguliert wurden, konnte der Streptokokken-assoziierten
Bakteriophage P9 zugordnet werden (Zhou et al., 2011). Diese phagenassoziierte Region ist die
einzige im Genom von DSM 16831, die komplett vorliegt und somit zur Phagenreplikation
fiihren konnte (Zhou et al., 2011). In einem Plaquetest (Daten nicht gezeigt) konnte jedoch
keine Lyse von bakteriellen Zellen nachgewiesen werden. Es konnte sein, dass der
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831 unempfindlich gegeniiber des P9
Phagens ist. Eine solche Unempfindlichkeit gegeniiber der P9 Phage wurde auch schon fiir
Streptococcus zooepifemicus gezeigt, einer Spezies, die im Gegensatz zu Streptococcus equi
nicht von diesem Phagen lysiert wird (Tiwari und Timoney, 2009). Die Regulation der
Expression der Gene dieser beiden Regionen konnte auf lateralen Gentransfer im Stamm
DSM 16831, adhérent gebunden an Kollagen Typ I, hinweisen. Dies ist ein wichtiger Aspekt
in einer bakteriellen Biofilm-Gemeinschaft (Nobbs et al., 2009). Pseudomonas aeruginosa
erhoht in Folge einer Biofilmbildung oder durch Verdnderung von Umweltbedingungen
ebenfalls die Expressionen von Transposon- und Phagengenen (Whiteley et al, 2001;
Balasubramanian und Mathee, 2009). Laut Nobbs et al. kann von der Kollagen-Adhédsion auf
eine spate Phase der Biofilm-Entwicklung geschlossen werden, in der bereits eine bakterielle
Gemeinschaft existiert, die verdnderte Parameter beziiglich Nahrungsaufnahme und DNA-

Austausch aufweist (Nobbs et al., 2009).

78



Diskussion

5.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Phidnotypen und Transkriptome von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus ermittelt, die Hinweise auf mogliche Virulenzfaktoren dieses
Bakteriums geben. Um weitere mogliche Virulenzfaktoren zu ermitteln, sollten zukiinftige
Studien Transkriptomanalysen unter differenten Interaktionsbedingungen beinhalten. So
konnten Faktoren untersucht werden, die an der Adhésion und Invasion humaner Zellen
beteiligt sind, beispielsweise bei Endothel- und Epithelzellen.

Die ermittelten Virulenzfaktoren dieser Arbeit, wie etwa die DIt-Proteine konnten mittels
Deletion-Mutationen einzelner Gene weiter evaluiert werden, indem KO-Zellen mit dem
jeweiligen Wildtyp verglichen werden. Eine Mdglichkeit zur Transformation von
S. gallolyticus subsp. gallolyticus wire die Konjugation iiber Streptococcus agalactiae (Danne
et al., 2013). Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse dieser Arbeit haben allerdings gezeigt,
dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus unter bestimmten Bedingungen natiirlich kompetent sein
konnte. Deshalb konnte die Transformation bakterieller Zellen mittels Kompetenz-
stimulierender Peptide eine bessere Moglichkeit sein, um kompetente S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Zellen herzustellen und diese genetisch zu verdndern (Morrison et al., 2013).

In der Transkriptomanalyse zur Untersuchung der Lysozym-Resistenz der beiden
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme BAA-2069 und UCN 34 konnten keine Unterschiede
hinsichtlich der Genexpression ermittelt werden, obwohl beide Stimme einen
unterschiedlichen Phénotyp aufweisen. Moglicherweise konnten Untersuchungen von
Oberfldchenstrukturen einzelner Stidmme Aufschluss {iber die zugrundeliegenden
Virulenzfaktoren geben. Hierfiir konnten zum einen Oberfldchenproteine mittels Shaving-
Methode durch unterschiedliche Proteasen von der Oberfldche abgespalten und anschlie3end
massenspektrometrisch identifiziert werden (Tjalsma et al., 2008). Zum anderen kénnte eine
elektronenmikroskopische Ermittlung der Kapselgroe einzelner Stdmme zu neuen
Erkenntnissen {liber die Virulenz der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme fiihren. Kapseln,
die die Bakterien umschlieen, haben einen Einfluss auf die Virulenz von Bakterien (Marshall
und Gunn, 2015).

Neben der Untersuchung der Eigenschaften von S. gallolyticus subsp. gallolyticus, die die Wirt-
Pathogen-Interaktion bestimmen, kdnnten auch Individuen-abhéngige Reaktionen des Wirts
auf den Erreger den Verlauf einer Infektion determinieren. Hierfiir konnte die Studie zur
Untersuchung der Phagozytose durch primidre Makrophagen erweitert werden, bei der die
Einzelnukleotid-Varianten einzelner Individuen ermittelt werden. So koénnte etwa eine
Genotyp-Phénotyp Korrelation genetische Pradispositionen ermitteln, die die Phagozytose und

das Uberleben einzelner S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme beeinflussen.
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6 Methoden

6.1 Mikrobiologische Methoden

6.1.1 Anzucht und Kultivierung von Bakterien

Die Bakterien verschiedener Stimme werden mit einer Impfperle aus dem Kryobankréhrchen
(Mast Group) entnommen und mit einer sterilen Impfose auf BHI-Agarplatten im
Dreidsenausstrich vereinzelt. Die Inkubation erfolgt bei 37 °C {iber Nacht im Inkubator. Fiir
Ubernachtkulturen werden 5 ml BHI-Medium mit einer Einzelkultur, die mit einer Impfose
entnommen wurde, inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C bei 200 rpm auf einem Schiittler
(Heidolph) inkubiert. Fiir Kulturen in der exponentiellen Phase werden 5-7 ml BHI-Medium
mit 100 pl Ubernachtkultur inokuliert und fiir 2,5 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.

6.1.2 Bestimmung des Bakterientiters

Die Bestimmung des Bakterientiters (koloniebildende Einheiten = KBE) erfolgt durch serielle
Verdiinnung von Bakteriensuspensionen in Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (DPBS).
100 ul der geeigneten Verdiinnung werden auf Trypton Soja (TS)-Agarplatten in
Dreifachbestimmung ausplattiert. Die Ermittlung der KBE/ml erfolgt nach 24—48 h Inkubation
bei 37 °C. Die Bakterienkolonien werden am aCoLyte ausgezihlt und der bakterielle Titer der

Ausgangslosung pro Milliliter berechnet.

6.1.3 Kryokonservierung von Bakterienkulturen

Bakterienkulturen werden inklusive Impfperlen bei -80 °C in Kryobankréhrchen gelagert.
Dafiir wird eine Einzelkolonie von einer BHI-Agarplatte mit einer Impfose entnommen und im
Kryomedium suspendiert. AnschlieBend wird der Uberstand des Kryomediums mit einer

Pasteurpipette abgenommen. Die Bakterien liegen dann adhérent an den Impfperlen vor.

6.1.4 Wachstum und Biofilmbildung von Bakterien in Lysozym-halticem Medium

Die Lysozym-Resistenz verschiedener Bakterienstimme werden in BHI-Medium mit
unterschiedlichen Lysozymkonzentrationen getestet. Die Bakterien werden in 24-Kavitéten-
Platten kultiviert. Dafiir werden 980 ul BHI Medium mit Lysozym aus HiihnereiweiB3 (0, 5, 10
oder 20 mg/ml; Sigma) versetzt und mit 20 pl Bakterienkultur aus der exponentiellen Phase
inokuliert. Die Kulturen werden bei 37 °C und 70 rpm in einem Schiittler (Heidolph) inkubiert.
Nach 5 h Inkubation wird das Wachstum photometrisch mit optischer Dichte bei A = 600 nm

und durch Ausplattieren der Bakteriensuspension bestimmt (6.1.2).
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Die Biofilmbildung verschiedener Bakterienstimme wird nach 5 h oder 16 h Inkubation in
Lysozym-ergdnztem Medium ermittelt. Dafiir wird zu den jeweiligen Zeitpunkten der
Uberstand abgenommen und die adhirenten bakteriellen Zellen zweimalig mit DPBS
gewaschen. Zum einen werden die vitalen adhédrenten Bakterien anschliefend durch
Ausplattieren bestimmt (6.1.2), indem der Biofilm mit 1 %-igem Saponin aufgebrochen und
mit der Pipettenspitze vom Kavitdtsboden gelost wird. Zum anderen werden adhérenten
Bakterien mit Kristallviolett angefarbt und die Biofilmbildung photometrisch (A =550 nm)
bestimmt (6.1.8).

6.1.5 Wachstum und Biofilmbildung in Gegenwart von Wasserstoff-Peroxid

Das Wachstum von verschiedenen Bakterien-Stimmen in Gegenwart von Wasserstoff-Peroxid
(H202) wird photometrisch oder durch Ausplattieren bestimmt. Dafiir werden 980 ul BHI-
Medium mit 0, 5, 10, 15 oder 20 mM H>O mit 20 pl Bakterienkultur aus der exponentiellen
Phase inokuliert. Photometrisch wird die optische Dichte (A =600 nm) zu verschiedenen
Zeitpunkten bestimmt. Zusitzlich wird nach 5 h Inkubation die Anzahl koloniebildener
Einheiten (KBE) pro Milliliter durch Ausplattieren bestimmt (6.1.2). Die Analyse der
Biofilmbildung in Gegenwart von H>O> erfolgt wie in 6.1.8 beschrieben.

6.1.6 Uberleben von Bakterien in saurem Medium

Das Uberleben verschiedener Bakterienstimme bei einem saurem pH-Wert im Vergleich zu
neutralem pH-Wert wird in BHI-Medium untersucht. Dafiir wird das BHI-Medium mit
Salzsdure (HCI) auf einen pH-Wert von 4,0 oder 7,0 eingestellt und anschlieend sterilfiltriert.
5 ml Bakterienkulturen werden zentrifugiert (5.000 rpm fiir 5 min bei RT) und mit DPBS
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Sediment in BHI pH 7 oder in BHI pH 4
resuspendiert und die Zellen fiir 5 Stunden bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Anschlieend
werden die KBEs pro Milliliter durch Ausplattieren ermittelt (6.1.2).

6.1.7 Untersuchung der Adhésion von Bakterien an Kollagen

Zur Uberpriifung der Adhision verschiedener Bakterienstimme an Kollagen wird 2 ml
0,1 mg/ml humanes Kollagen Typ I aus der Plazenta (Sigma) oder bovines Serum Albumin
(BSA) in 6 Kavititen-Platten gegeben und iiber Nacht bei 4 °C immobilisiert. Der Uberstand
wird danach mit Pasteurpipetten abgenommen und 2 ml Block-Losung (DPBS, 1 % BSA und
0,05 % Tween-20) in die Kavitit gegeben. Nach zweistiindiger Inkubation bei 4 °C wird die
Block-Ldsung abgenommen und die Kavititen zweimalig mit DPBS gewaschen. Anschlie3end

werden 2 ml Bakterienkultur aus der exponentiellen Phase in die Kavitidten gegeben und fiir
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2 Stunden bei 37°C und 70 rpm inkubiert. Die adhdrenten bakteriellen Zellen werden entweder
mit TE-Puffer und Lyse-Puffer (NucleoSpin RNA 1I-Kit) fiir die RNA Extraktion (6.3.1) lysiert
oder mit Kristallviolett angeférbt (6.1.8).

6.1.8 Kiristallviolett-Farbung adhirenter Bakterienstimme

Kristallviolett ist ein Farbstoff, der sich in die Zellwand von Bakterien einlagert. Die Farbung
mit Kristallviolett wird zur Quantifizierung adhirenter bakterieller Zellen an Polystyrol, BSA
oder Kollagen genutzt. Dafiir werden die Kavititen mit den adhédrenten Bakterien zweimal mit
DPBS gewaschen und die Bakterien im Anschluss bei 60 °C fiir 20 min abgetdtet und die
Kavititen getrocknet. AnschlieBend wird 1 %-iges Kristallviolett (100 pul in 96-Kavititen-
Platten; 1 ml in 24-Kavitédten-Platten; 2 ml in 6-Kavititen-Platten) in die Kavititen gegeben.
Die Firbung der Zellen erfolgt fiir 30 min bei RT. Uberschiissiges Kristallviolett wird mit einer
Pasteurpipette abgenommen und durch fiinfmaliges Waschen mit DPBS entfernt. Das
Kristallviolett wird dann mittels Zugabe von 70 %-igem Ethanol (250 pl in 96-Kavitéten-
Platten; 1 ml in 24-Kavititen-Platten; 2 ml in 6-Kavitdten-Platten) und 10-miniitiger Inkubation
bei RT und 70 rpm geldst. Die relative Quantifizierung adhédrenter Bakterien erfolgt am Tecan
Infinite M200pro Plattenleser, indem die Absorption bei einer Wellenldnge von 550 nm

gemessen wird.

6.1.9 Mikroskopische Analyse von Biofilmen

Diamidin-2-phenylindol (DAPI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an T/A-reiche Regionen in
der DNA interkaliert. Um adhdrente Zellen mikroskopisch zu analysieren, werden diese
zundchst zweimal mit DPBS gewaschen. Anschlieend wird die bakterielle DNA mit DAPI
markiert. Adhdrente bakterielle Zellen werden mit einer 1:1.000-verdiinntem DAPI-Losung fiir
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird {iberschiissiges DAPI durch
zweimaliges Waschen mit DPBS entfernt und die Zellen mit 4 %-iger Formaldehyd-Losung fiir
30 min bei Raumtemperatur fixiert. Die mikroskopische Analyse erfolgt mit dem

Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TE2000 und 400-facher VergroBBerung.

6.2 Zellbiologische Methoden

6.2.1 Kultivierung und Passagieren von THP-1 Monozyten

Zur Kultivierung von THP-1 Zellen werden Kryokulturen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut
und in 10 ml Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640 (Gibco) mit 10 % fotalem
Kalberserum (FBS; Siidafrika; PAN) und 1-facher Penicillin/Streptomycin/AmphotericinB-
Konzentration (AB; PAN) (RPMI+FBS+AB) gegeben. Die Zellen werden bei 1100 rpm fiir
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5 min zentrifugiert. Das Zellsediment wird in 20 ml neuem RPMI+FBS+AB resuspendiert und
in eine Suspensions-Zellkulturflasche (Greiner BioOne) gegeben. Die Kultivierung erfolgt bei
37 °C bei einer Atmosphire mit 5 % Kohlenstoffdioxid (CO>). Fiir ein ideales Wachstum der
Suspensionszelllinie wird eine Konzentration von 1-5 x 10° Zellen/ml verwendet. AuBerdem
muss das Medium alle 2—-3 Tage gewechselt werden beziehungsweise durch Zugabe von neuem
Medium gestreckt werden. Fiir den Wechsel des Mediums beziehungsweise Passagieren der
Zellen, werden diese sedimentiert (1100 rpm; 5 min, bei RT) und in einem entsprechenden

Volumen in einer Zellkulturflasche resuspendiert.

6.2.2 Kryokonservierung von THP-1 Monozyten

Zur langfristigen Lagerung von THP-1 Zellen erfolgt eine Kryokonservierung. 50 ml
Suspensionskultur wird zentrifugiert (1100 rpm fiir 5 min, bei RT) und das Sediment in 10 ml
RPMI+FBS+AB mit 5 % DMSO gelost. Die Zellsuspension wird auf zehn vorgekiihlte
Kryor6hrchen aufgeteilt. Diese werden in ebenfalls vorgekiihlten Aluminiumbldcken in einer
Styroporbox bei -80 °C gelagert. Nach 1-2 Tagen werden die Kryokulturen in fliissigen
Stickstoff tiberfiihrt.

6.2.3 Differenzierung von THP-1 Monozyten zu Makrophagen

Die Differenzierung der monozytdren Zelllinie THP-1 zu Makrophagen erfolgt innerhalb von
drei Tagen mittels 50 ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) in RPMI+FBS+AB. Die
Anzahl der eingesetzten Zellen hingt von der Flache des Kavitdtenbodens ab. Fiir Mikroskopie-
Analysen werden 1,5 x 10 THP-1 in 2 ml Medium inklusive PMA in, mit Deckglisern
bestiickten, 6-Kavitdten-Zellkulturplatten pro Kavitét ausgesit. Die gleiche Anzahl an Zellen
werden in 2 ml/Kavitit in 12-Kavititen-Platten ausgesit, 5 x 10° Zellen/Kavitit in 1 ml in 24-
Kavititen-Platten und 1,3 x 10°> Zellen/Kavitit in 100 pl in 96-Kavititen-Platten. Die Zellen
werden fiir zwei Tage bei 37 °C, 5 % COz kultiviert. Anschliefend werden die Zellen zweimal
mit DPBS gewaschen. Nach Zugabe von frischem Antibiotika-freiem Medium ohne PMA

werden die Zellen fiir einen weiteren Tag kultiviert.

6.2.4 Ziahlung und Vitalititsanalyse humaner Zellen

Adhérente Zellen miissen vor der Auszdhlung mit Trypsin in Suspension gebracht werden.
Dafiir werden diese einmal mit DPBS gewaschen, bevor 1-fache Trypsin/EDTA-L6sung
hinzugegeben wird. Das enzymatische Losen der Zellen findet bei 37 °C statt und die Reaktion
mit Medium inklusive FBS abgestoppt. Zur Auszdhlung der humanen Zellen werden diese 1:1

mit 0,2 %-iger Trypan-Blau-Losung versetzt, um eine Unterscheidung zwischen vitalen und

83



Methoden

toten (blauen) Zellen zu ermoglichen. Trypanblau dringt in tote Zellen ein, wodurch diese
dunkelblau gefirbt sind. AnschlieBend werden diese entweder in JuLl Br Z&hlkammern
tiberfiihrt, mittels des JuLl Br Live Cell Analyzers gezéhlt und mit Hilfe der JuLi Br
Zellzéhlersoftware ausgewertet oder mit Hilfe einer Neubauer-Zdhlkammer manuell
ausgezdhlt. Daflir werden die angefdarbten Zellen in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und
die Anzahl der vitalen Zellen in vier GroBquadraten ermittelt. Die Anzahl der Zellen pro

Milliliter kann anschlieBend mit folgender Formel berechnet werden:

ZxVerdiinnungsfaktorx 1 0*
4

Z = Gesamtanzahl der Zellen in den vier Gro3quadraten

Zellen/ml=

6.2.5 Isolierung von Monozyten aus Vollblut

Freiwilligen Probanden wird Vollblut abgenommen und in einem Transferbeutel von Fresenius
Kabi gelagert. Dieser enthilt Citronensdure-Monohydrat, Natriumcitrat-Dihydrat, Glucose-
Monohydrat und Natrium-Dihydrogenphosphat-Dihydrat zur Antikoagulation des Blutes. Zur
Isolierung der Monozyten aus dem Vollblut wird dieses zundchst 1:1 mit DPBS+AB (RT)
verdlinnt. Dann wird 30 ml Vollblut/DPBS-Gemisch vorsichtig auf 15 ml Bicoll (Merck)
gegeben und anschlieBend fiir 30 min, 800 % g bei RT ohne Bremse zentrifugiert, um einen
Dichtegradienten zu erhalten. Nach der Zentrifugation befinden sich die mononukledren Zellen
des peripheren Blutes (PBMCs), die mithilfe einer Pasteurpipette vorsichtig abgenommen
werden, zwischen dem Biocoll und dem Blutplasma. Die PBMCs werden anschlieBend zwei
Mal mit kaltem DPBS+AB (4 °C) gewaschen. Dafiir werden die Zellen fiir jeweils 10 min mit
300 x g bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend erfolgt die Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer (6.2.4).

Die darauffolgende Isolation der Monozyten aus den PBMCs erfolgt mit dem Pan monocyte
isolation Kit (Miltenyi Biotec). Dieses Kit erlaubt die Isolierung von klassischen Monozyten,
intermedidren Monozyten und nicht-klassischen Monozyten. Dabei werden die Monozyten
negativ selektiert, indem alle nicht-monozytidren Zellen (T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen,
dendritische Zellen, basophile Granulozyten und Erythrozyten) mit Biotin-konjugierten
Antikorpern markiert werden. An diese Antikdrper konnen wiederum magnetische Anti-Biotin
Microbeads binden. Die nachfolgenden Schritte erfolgen alle gekiihlt bei 4 °C oder auf Eis. Die
PBMCs werden ein weiteres Mal fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert und der Uberstand
vollstindig entfernt und 107 Zellen in je 30 pl MACS-Puffer (DPBS, 0,5 mM EDTA, 0,5 %
BSA) geldst. Pro 107 Zellen werden je 10 ul FcR Blocking Reagenz und 10 pl Biotin-
Antikorper-Cocktail gegeben, gut gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
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werden noch einmal 30 ul MACS-Puffer pro 107 Zellen sowie 20 ul Anti-Biotin Microbeads
hinzugegeben. Nach 10-miniitiger Inkubation auf Eis wird eine MACS Séule (Groe MS) in
einen MACS Separator (Magnet) gehdngt und 500 pl MACS-Puffer auf die Séule gegeben.
Wenn der MACS Puffer durchgetropft ist, werden 500 ul Zellsuspension auf die Sdule gegeben
(héchstens 10% Zellen pro Siule) und jeweils wieder 500 ul Zellsuspension hinzugegeben bis
das gesamte Volumen durch die Sdule gelaufen ist. Das Eluat wird anschlieBend noch einmal
auf die Sdule gegeben. AbschlieBend wird die Sdule mit 500 ul MACS Puffer abschlieend
gewaschen. Danach liegen die isolierten Monozyten im Eluat vor. Die Sdule kann vom
Magneten genommen werden, um die mit Antikorpern markierten Zellen mit 500 pl MACS
Puffer von der Sdule zu entfernen und als Kontrolle in der Durchflusszytometrie (6.2.7)

einsetzen zu konnen. Die Monozyten werden weiter zu M1 Makrophagen differenziert (6.2.6).

6.2.6 Differenzierung von primiren Monozyten zu M1 Makrophagen

Die aus Vollblut isolierten Monozyten werden ausgezahlt, in RPMI+FBS+AB mit 50 ng/ml
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) resuspendiert und in 12-Kavitdten-Platten mit
1,5 x 10° Zellen/Kavitit in 2 ml ausgesit. Hierin werden die Zellen kultiviert, wobei alle 2-3
Tage 500 ul RPMI+FBS+AB und 100 ng/ml M-CSF hinzugegeben werden. Auflerdem wird
das Medium ab dem dritten Tag der Kultivierung mit 50 ng/ml Interferon-y (IFN-y) versetzt,
um M1 Makrophagen zu erhalten. An Tag sieben wird auf ein Zytokin-freies Medium
(RPMI+FBS+AB) gewechselt. Die Zellen werden noch einen Tag in diesem Medium inkubiert,

um dann fiir das Phagozytose-Assay (6.2.8) eingesetzt zu werden.

6.2.7 Durchflusszytometrische Analyse zur Uberpriifung von isolierten Zellen

Durchflusszytometerische Messungen werden dazu genutzt, um die Reinheit der isolierten
Monozyten zu analysieren sowie die Differenzierung zu Makrophagen zu {iberpriifen.
Makrophagen werden dafiir mittels Trypsin in Losung gebracht (6.2.4). Dafiir werden 100 pul
Zellsuspension mit je 5 ul von drei verschiedenen Fluoreszenz-markierten Antikdrper versetzt.
Um die Fluoreszenzsignale kompensieren zu kdnnen, werden Proben auch mit je zwei
verschiedenen Fluoreszenz-markierten Antikdrpern sowie ohne Antikorper inkubiert. Die
Inkubation erfolgt fiir 30 min bei 4 °C. AnschlieBend werden die Zellsuspensionen zentrifugiert
(800 x g, 10 min, 4 °C) und in 4 %-iger Formaldehyd-Ldsung fiir 30 min bei 4 °C fixiert. Die
Proben werden erneut zentrifugiert und das Zellsediment in MACS-Puffer resuspendiert.

Wenn Antigene intrazelluldr vorliegen, wird das Inside staining kit (Miltenyi Biotec) nach
Herstellerangaben verwendet. Dafiir werden die Zellen als erstes mit den anderen beiden

Antikorpern, wie zuvor beschrieben, markiert. Im Anschluss werden die Zellen mit MACS
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Puffer gewaschen. Die markierten Zellen werden dann mit Inside Fix fiir 20 min bei
Raumtemperatur fixiert. Nach erneutem Waschen werden die Zellen mittels Inside Perm
permeabilisiert und fiir 10 min bei RT mit 5 pl desjenigen Antikorpers inkubiert, dessen
Antigen intrazelluldr vorliegt. Die Markierung schlieft mit erneutem Waschen und
Resuspension in MACS Puffer ab.

Monozytensuspensionen ab einer Reinheit von 80 % wurden fiir Phagozytose-Versuche
verwendet. Auflerdem wurde nach achttégiger Differenzierung von Monozyten iiberpriift, ob
Makrophagen vorlagen.

Die Analyse erfolgt am FACS-Canto II der Firma BD Bioscience mit folgenden Parametern:

Kanal Abkiirzung Spannung
Forward Scatter FSC 214

Side Scatter SSC 450
Fluorescein isothiocyanate FITC 450
Phycoerythrin PE 400
Allophycocyanin APC 400

Kanal Abkiirzung Schwellenwert
Forward Scatter FSC 5000

Zu kompensierende Kanile Kompensation [%]
PE — FITC 6,74

APC — FITC 4,30

FITC — PE 9,33

APC — PE 0,24

FITC — APC 1,44

PE — APC 0,21

6.2.8 Phagozytose Assay

Der Phagozytose-Assay wird dazu genutzt, um die intrazelluldr in Makrophagen vorliegenden
Bakterien zu quantifizieren. Dazu werden bakterielle Ubernachtkulturen seriell soweit in
antibiotika-freiem RPMI+FBS verdiinnt, bis eine Multiplizitit der Infektion (MOI) von
ungefdhr flinf erreicht ist. Von den Makrophagen wird das Medium abgenommen und entweder
2ml oder 100 ul verdiinnte Bakterienkulturen oder Medium ohne Bakterien als
Negativkontrolle zugegeben. AnschlieBend werden die Kavitdten-Platten bei 400 x g fiir 5 min
zentrifugiert, um zu gewéhrleisten, dass die Bakterien an die Makrophagen adhérieren.
Nachfolgend werden die Zellen mit Bakteriensuspensionen fiir 30 min bei 37 °C und 5 % CO»
in der Atmosphére inkubiert, wodurch die Aufnahme von Bakterien durch die Makrophagen
mittels Phagozytose erfolgen kann. Die Bakteriensuspension wird abgenommen und
extrazelluldre Bakterien durch zweimaliges Waschen mit DPBS entfernt. Zusétzlich werden die
extrazelluldren Bakterien innerhalb einer 20-miniitigen Inkubation in RPMI+FBS+AB mit
zusdtzlich 200 pg/ml Gentamycin abgetotet. Nach verschiedenen Zeitpunkten wird der

Uberstand (0 h, 2,5 h und 5 h) abgenommen und zur Kontrolle ausplattiert. AuBerdem werden

86



Methoden

Antibiotika-Riickstdinde durch zweimaliges Waschen mit DPBS entfernt. Dann werden die
Makrophagen entweder a) mit RA1-Lysis-Puffer zur RNA-Extraktion lysiert (6.3.1), b) mit
1 %-igem Saponin versetzt, um die intrazelluldren Bakterien durch Ausplattieren quantifizieren
zu konnen oder c¢) die Makrophagen und Bakterien fluoreszenzmikroskopisch untersucht
(6.2.9). Die Phagozytoserate (0 h) wird bestimmt, indem die ermittelte intrazelluldre
Bakterienanzahl ins Verhéltnis zum hinzugegebenen Inokulum gesetzt wird. Der zeitliche
Verlauf des Abbaus der Bakterien innerhalb der Makrophagen wird durch Ausplattieren

ermittelt und in Prozent zur Phagozytoserate (100 %) angegeben.

6.2.9 Lokalisierung von phagozytierten Bakterien mittels Mikroskopie

Die Lokalisierung von Bakterien nach der Phagozytose erfolgt fluoreszenzmikroskopisch.
Dafiir werden bakterielle Ubernachtkulturen zentrifugiert (5000 x g, 5 min) und das Sediment
in 5 ml DPBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Zellsediment in DPBS mit
0,1 mg/ml FITC aufgenommen. Nach einer halbstiindigen Inkubation im Dunkeln bei
Raumtemperatur wird die Bakterienkultur dreimal mit DPBS gewaschen.

Fiir die Unterscheidung zwischen intra- und extrazelluldr vorliegenden Bakterien wird nach
dem letzten Waschschritt das Sediment in 1 ml DPBS mit 0,5 mg/ml sulfo-NHS-LC-biotin
resuspendiert. Nach einer 30-miniitiger Inkubation erfolgt ein dreimaliges Waschen der
Bakterienkulturen mit DPBS (Zentrifugation: 5000 x g, 5 min). AnschlieBend werden die
markierten Bakterien in RPMI+FBS gelost und der Phagozytose-Assay, wie in 6.2.8
beschrieben, in 6 Kavititen Platten mit Deckglédschen durchgefiihrt. Nach 1 h wird der
Uberstand abgenommen und mit 4 %-iger Formaldehyd-Losung fiir 15 min fixiert. Die
Kavitdten werden dreimal mit DPBS gewaschen und unspezifische Bindestellen fiir 5 min mit
Block-Losung blockiert. Die Block-Losung wird abgenommen. Es folgt eine 45-miniitige
Inkubation mit Streptavidin-AlexaFluor 546 (1:200-verdiinnt in Block-Losung). Das
Streptavidin bindet kovalent an Biotin und dringt nicht in die bakteriellen Zellen ein. Alexa
Fluor 546 markiert so die extrazelluldr vorliegenden Bakterien. Die Zellen werden abschlieSend
noch dreimal gewaschen und in Roti-Mount FLuorCare (Roth) eingebettet.

Um zu tiberpriifen, ob die Bakterien in sauren Organellen vorliegen, wird LysoTracker Red
DND-99 von ThermoFisher genutzt. Dieses Fluorophor ist gekoppelt an eine schwache Base
und akkumuliert aufgrund dessen in sauren Organellen. Bakterien werden, wie zuvor
beschrieben, mit FITC markiert. Die Medien, die wihrend des Phagozytose-Assays in den 6-
Kavitéten Platten genutzt werden (sowohl RPMI+FBS als auch RPMI+FBS+AB), werden mit
75 nM LysoTracker Red DND-99 versetzt. Der Phagozytose-Assay (6.2.8) wird durchgefiihrt

und nach 1 h abgestoppt, indem die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen werden. Die Fixierung
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der Zellen erfolgt mit 4 %-iger Formaldehyd-Losung fiir 15 min bei Raumtemperatur und die
Zellen werden nach dreimaligem Waschen mit DPBS in Roti-Mount FLuorCare (Roth)
eingebettet.

Die Deckgldschen werden aus den Kavitidten genommen und auf Objekttrager gegeben. Die
mikroskopische Analyse erfolgt am Nikon Eclipse TE2000-S (400-fache und 1000-fache
VergroBerung). Fiir das 100er Objektiv (1000-fache VergroBerung) wird Immersionsdl 518N
von Zeiss auf das Deckgléschen gegeben. Alle FITC-markierten Bakterien werden bei A = 465—
495 nm detektiert, extrazellulire Bakterien sowie saure Zellorganellen bei A = 510-560 nm.
Die Aufnahme der Bilder erfolgt durch die Nikon’s Digital Sight DS-U3-Kamera und die
direkte Auswertung der Bilder mit Hilfe der Software Nikon’s NIS-Elements. Die Bilder

werden mit Image] verarbeitet.

6.3 Molekularbiologische Methoden

6.3.1 RNA Extraktion aus THP-1 Zellen
Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus THP-1 Zellen wird das NucleoSpin RNA II-Kit der Firma

Machery-Nagel verwendet. Die Durchfiihrung erfolgt nach dem Protokoll des Herstellers. Die
Zellen werden durch Zugabe von 600 pul des Lyse Puffers RA1 lysiert. AnschlieBend kann das
Lysat bei -20 °C gelagert werden. Zur RNA-Extraktion wird das Zelllysat auf einen NucleoSpin
Filter gegeben und fiir 1 min bei 11.000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wird das Lysat mit
600 ul 70 %-igem Ethanol versetzt, auf die NucleoSpin RNA II Sdule gegeben und fiir 30 s bei
11.000 x g zentrifugiert, wodurch die RNA an die Sédule bindet. AnschlieBend werden 350 pl
MDB (Membrane Desalting Buffer) auf die Sdule gegeben und diese bei 11.000 x g
zentrifugiert, um Salze von der Sdule zu entfernen. Im folgenden Schritt wird die DNA auf der
Silica-Saule durch rDNase verdaut. Dafiir wird 10 pl rekombinant-hergestellte rDNase in 90 pl
Reaktionspuffer auf die Sdule gegeben und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Enzymreaktion wird die Sdule gewaschen und getrocknet. Der erste Waschschritt erfolgt mit
200 pl des Puffers RA2 und anschlieBender Zentrifugation (30 s, 11.000 x g). Beim zweiten
Waschschritt wird 600 ul RA3 Puffer auf die Sdule gegeben und nachfolgend zentrifugiert
(11.000 x g fiir 30 s). Im Anschluss wird die Sdule mit 250 pul RA3 Puffer gewaschen und bei
11000 x g fir 2 min zentrifugiert. Es werden 30 pl RNase-freies Wasser auf die Sdule gegeben,
fir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und die RNA mittels eines
Zentrifugationsschrittes (11000 x g, 1 min) von der Sdule eluiert. Das Eluat wird bei —80 °C

gelagert.
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6.3.2 RNA Extraktion aus S. gallolyticus subsp. gallolyticus
Zur Extraktion bakterieller RNA wird das PeqGold Bacterial RNA Kit verwendet. Bakterien
werden in 100 pl 7E Puffer und 450 ul RNA Lysis Puffer T resuspendiert und in ein Lysing

Matrix B-Rohrchen (MP Biomedicals) gegeben. Die bakteriellen Zellen werden durch
3-miniitiges Vortexen mit dem Vortex-Genie 2000 (Scientific industries) und 0,1 mm-grof3en
Glaskugeln aufgeschlossen. Die Suspension wird 10 Minuten im Puffer inkubiert, der
Uberstand von den Glaskugeln abgenommen (ca. 350 ul), auf die DNA Removing Column
gegeben und dann fiir 2 min bei 10.000 % g zentrifugiert. Die Sdule wird verworfen, zum Eluat
wird das gleiche Volumen an 70 %-igem Ethanol gegeben und durch Pipettieren gemischt. Das
Gemisch wird auf eine PerfectBind RNA Column gegeben und fiir eine Minute bei 10.000 X g
zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und die Sédule mit 500 ul RNA Wash Buffer 1
gewaschen. Nach Zentrifugation (10.000 x g, 1 min) wird der Durchfluss verworfen und die
DNA mittels DNase I verdaut. Dafiir wird 75 pul DNase I Reaktionsmix (6,5 pl Wasser, 7,5 pl
DNase I-Puffer und 1,5 pl DNase I) direkt auf die Sdule gegeben und fiir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend werden 400 pl RNA Wash Buffer I auf die Séule
gegeben, flir 5 min bei RT inkubiert und fiir 5 min bei 10.000 % g zentrifugiert. Der Durchfluss
wird wieder verworfen, 650 ul RNA Wash Buffer I auf die Séule pipettiert und fiir 1 min bei
10.000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt und die Sdule durch erneutes
zentrifugieren bei 10.000 x g fiir 2 min vollstdndig getrocknet. Danach wird die RNA nach 10-
miniitiger Inkubation bei RT mit 30 ul RNase-freiem Wasser und anschlieBender
Zentrifugation (2 min bei 7.000 % g) von der Séule eluiert. Die isolierte RNA wird bei -80 °C
gelagert.

6.3.3 RNA Quantifizierung mit dem Nanodrop 2000

Die Gesamt-RNA-Konzentration der Nukleinsidure-Proben wird mit dem Spektrophotometer
Nanodrop 2000 (PeqLab) quantifiziert. Es werden ca. 1,5 ul der zu untersuchenden Probe
eingesetzt, um die Absorption bei A =260 nm zu bestimmen. Die Absorption ist direkt
proportional zur Konzentration, so dass unter Einbezug des Multiplikationsfaktors fiir RNA
(Faktor 40) die Konzentration der RNA in der Probe berechnet werden kann. Die Berechnung
erfolgt durch die Software Nanodrop 2000/2000c mit der Nukleotid-Funktion (RNA oder
DNA) (Version 1.4.1). Die Reinheit der Probe wird durch das Verhiltnis OD260/280 (ideale
Werte: 1,8-2) und OD260/230 (ideale Werte: <2) angegeben. Damit wird eine mogliche
Kontamination der Probe durch Proteine, Salze und Losungsmittel erfasst. AuBerdem wird der

Wert iiber eine Hintergrundkorrektur bei 340 nm normalisiert.
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6.3.4 Bestimmung der RNA-Integritét
Mittels des RNA 6000 Pico Kits (Agilent) wird die RNA Integritidts Nummer (RIN) und damit
die Qualitit der RNA bestimmt. Im ersten Schritt wird die RNA Gelmatrix filtriert, indem diese

auf den Filter gegeben wird und bei 1.500 x g fiir 10 min zentrifugiert wird. In 65 pl des
gefilterten Gels werden 1 ul RNA Dye Konzentrat gegeben (Gel-Dye Mix), gut gemischt und
fiir 10 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Von dem Gel-Dye Mix werden dann 9 pl revers in die
erste Kavitdt des RNA 6000 Pico Chips pipettiert. Der Gel-Dye Mix wird mit Hilfe einer Spritze
fiir 30 s in die Kapillare des Chips gedriickt. Zwei weitere Kavititen des Chips werden mit 9 pl
Gel-Dye Mix befiillt, eine weitere mit 9 ul RNA Conditioning Solution. In alle Kavitéten fiir
die Proben und den Léngenstandard werden zunéchst 5 pl RNA-Marker pipettiert. Dann
werden 1 pl Langenstandard in die Kavitit des GroBenstandards gegeben und je 1 ul RNA-
Probe (zuvor 1:100 in RNase-freiem Wasser verdiinnt) in die anderen Kavitdten. Der Chip wird
anschliefend im IKA Vortexer fiir 1 min bei 2.400 rpm gevortext. Nachfolgend kann der Chip
in den Bioanalyzer 2100 (Agilent) gelegt werden. Es erfolgt eine kapillarelektrophoretische
Auftrennung der RNA. Der RIN-Wert wird dabei mit Hilfe der 2100 Expert Software
berechnet. Fiir die Berechnung wird das Verhéltnis der 23S und 16S rRNA ausgerechnet sowie
die 5S rRNA-Bande mit einberechnet. Im Idealfall sollte die 23S-Bande doppelt so grof3 sein
wie die 16S-Bande (RIN=10). Es wird ein Elektropherogramm sowie ein Pseudo-Gelbild fiir
jede Probe und dem Lingenstandard erstellt (Abbildung 6.1) Bei allen RNA-Proben, die fiir
Microarray-Analysen genutzt werden, wird der RIN-Wert bestimmt. Dazu gehdren die RNA-
Proben, die mittels des PeqGold Bacterial RNA Kit aus Bakterien in Lysozym-haltigem
Medium (6.1.4), aus Kollagen-adhdrenten Bakterien (6.1.7) oder aus phagozytierten Bakterien
(6.2.8) extrahiert wurden. Die Bestimmung des RIN-Wertes erfolgt fiir humane RNA, extrahiert
mit dem NucleoSpin RNA II-Kit (Phagozytose-Assay, 6.2.8) fiir die Real-time PCR (6.3.9) nur
stichprobenartig.
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Abbildung 6.1: Auswertung des Bioanalyzers 2100
Auswertung zweier bakterieller RNA-Proben. Die eine Probe enthélt intakte RNA mit einem RIN-Wert von

9,9, die andere Probe ist stark degradiert und hat einen RIN-Wert von 1,7. Links sind die dazugehdrigen
Pseudo-Gelbilder, rechts die Elektropherogramme zu sehen. LS = Léngenstandard; nt = Nukleotid

6.3.5 cDNA-Synthese aus humaner mRNA

Die c¢cDNA (complementary DNA)-Synthese erfolgt durch eine reverse Transkriptase
(SuperScript Il Reverse Transcriptase, Invitrogen), die RNA in cDNA transkribiert. Dafiir
werden 2 pg RNA mit RNase-freiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 20 pl verdiinnt. Die
verdiinnte RNA wird mit 2 pl ANTP-Mix (25 mM) und 2 pl Oligo-(dT)-Primer (7 pM) versetzt.
Diese Proben werden fiir 5 min bei 65 °C inkubiert. Nachfolgend werden 8 pul FS-Puffer (5 x
First-Strand Buffer) und 4 pl Dithiothreitol (DTT)-Losung (0,1 M) hinzugefiigt. Nach einer
Inkubation bei 42 °C fiir 2 min wird 2 pl reverse Transkriptase (400 Einheiten) hinzugegeben.
Im Thermocycler (Biometra) folgt die Transkription der RNA zu ¢cDNA bei folgendem
Temperaturprofil: Inkubation fiir 5 min bei 25 °C gefolgt von 50 min bei 42 °C. Zum Schluss
erfolgt eine Erhohung der Temperatur fiir 15 min auf 72 °C zur Inaktivierung der reversen

Transkriptase. Die transkribierte cDNA kann bei -20 °C gelagert werden.

6.3.6 cDNA-Synthese aus bakterieller mRNA
Bakterielle RNA wird mit dem High-Capacity c¢DNA Reverse Transcription Kit
(ThermoFisher) zu cDNA transkribiert. Dafiir werden 500 ng RNA mit RNase-freiem Wasser

auf ein Volumen von 10 pl verdiinnt und 10 ul Mastermix hinzugegeben. Dieser besteht aus
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2 ul 10x RT Puffer, 0,8 ul 25x dNTP Mix (100 mM), 2 ul 10x RT Random Primer, 1 ul
MultiScribe Reverse Transkriptase und 4,2 ul RNase-freiem Wasser. Die Umschreibung der
RNA zu cDNA erfolgt dann in einer einstufigen PCR. Zuerst wird der PCR-Ansatz fiir 10 min
bei 25 °C im inkubiert, anschlieend fiir 120 min bei 37 °C. Die reverse Transkriptase wird im
letzten Schritt durch eine 5-miniitige Inkubation bei 85 °C inaktiviert. Die transkribierte cDNA

kann bei -20 °C gelagert werden.

6.3.7 DNA-Extraktion aus bakteriellen Zellen

Zur Etablierung des Microarrays (6.3.10) wird intakte hochmolekulare genomische DNA
bendtigt. Zur Extraktion hochmolekularer DNA wird eine besonders schonende Phenol-
Chloroform-Extraktionsmethode genutzt. Dafiir werden 50 ml Ubernachtkulturen geerntet und
mit AK-I Puffer gewaschen (5.000 rpm, 5 min). Nachfolgend werden die bakteriellen Zellen
bei -20 °C fiir mindestens eine Stunde eingefroren, anschlieBend in 1 ml AK I Puffer
resuspendiert und 30 mg/ml Lysozym hinzugegeben. Diese Suspension wird fiir 30-60 min bei
37 °C inkubiert. Danach wird zur Inhibition der freigesetzten DNasen 240 ul 0,5 M EDTA
(pH 8) hinzugegeben. Proteine werden mittels 20 ul Proteinase K (10 mg/ml) bei 37 °C fiir
10 min abgebaut. Zur Probe werden 140 pl 10 %-iges SDS gegeben, vorsichtig gemischt und
fiir 1-2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Es folgt die Zugabe von 2,4 ml neutralem Phenol-
Chlorophorm-Isoamylalkohol (25:24:1) und eine Mischung der Probe fiir 15 min. Diese wird
anschliefend fiir 15 min bei 4000 x g zentrifugiert und die Oberphase in ein neues
Zentrifugationsrohrchen {berfithrt. Zu der Oberphase werden 1,2 ml Chlorophorm-
Isoamylalkohol hinzugegeben. Die Oberphase wird erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wird so
lange wiederholt bis kein Phenolgeruch mehr zu vernehmen ist. In der Probe vorliegende RNA
wird mit 40 pul RNase A (10 mg/ml) innerhalb einer 30-miniitigen Inkubation bei 37 °C verdaut.
Es folgt die Zugabe von 375 ul 5 M NaCl-Losung sowie 618 ul PEG6000 (39 % w/v in
Wasser). Die ausgefallene DNA wird mit einer sterilen Pasteurpipette aufgewickelt und jeweils
eine Minute in 70 %-igem Ethanol, in absolutem Ethanol und noch einmal in 70 %-igem
Ethanol gehalten. Die DNA wird dann fiir 3-5 min an der Luft getrocknet, in 100 ul TE Puffer
(10 mM Tris-HCI1, 1 mM EDTA, pH 7,5) eingetaucht und vorsichtig von der Pasteurpipette
abgewickelt. Uber Nacht kann die DNA im TE-Puffer quellen und sich 16sen. Die DNA kann
frilhestens am nédchsten Tag mittels des Nanodrop 2000 quantifiziert (6.3.3) werden. Die
Qualitdt wird mittels Agarosegel-Elektrophorese liberpriift (6.3.8).
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6.3.8 Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse genomischer DNA sowie PCR-Produkten

Bei der Agarose-Gelelektrophorese wird DNA auf Agarose-Gele aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Dies dient der qualitativen Bestimmung genomischer DNA und
der Uberpriifung von PCR-Produkten. Zur Herstellung von Agarose-Gelen wird Agarose in
0,5 x TBE-Puffer gekocht und mit Ethidiumbromid (5 pl 0,1 %-iges Ethidiumbromid auf
100 ml) versetzt. Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinséduren und fluoresziert bei Anregung
mit Licht im UV-Bereich. Die Reaktionsansitze werden im Verhéltnis 1:5 mit Proben-
Auftragspuffer vermischt und in die Geltaschen des Agarosegels aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgt bei einer Spannung von 100 V und einem Strom von 100 mA, der fiir 42 min angelegt
wird. Die negative DNA migriert aufgrund der angelegten Spannung zur Anode. Die
Auftrennung der DNA im Gel kann durch einen UV-Transilluminator detektiert und
dokumentiert werden. Zur GréBenermittlung wird der GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder DNA-
Langenstandard oder 50 bp DNA Ladder DNA-Liangenstandard der Firma Fermentas

verwendet.

6.3.9 Relative quantitative Real-time PCR

Die Real-time PCR dient der relativen Quantifizierung von Genexpressionen. Diese werden
mittels des LightCycler 480 SYBR Green I Master-Kits am LightCycler 480 II der Firma Roche
durchgefiihrt. Der Farbstoff SYBR Green lagert sich in die kleine Furche doppelstrangiger
DNA ein, wodurch ein fluoreszierender Farbstoff-Komplex gebildet wird. Der gebildete DNA-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplex wird bei einer Wellenlinge von A =480 nm angeregt und
emittiert Licht mit einer Wellenlédnge von A = 521 nm. Die Fluoreszenzintensitét ist dabei direkt
proportional zur Konzentration der doppelstringigen DNA. Die Zyklenanzahl, bei der ein
Schwellenwert {iberschritten wird und die Amplifikation in die exponentielle Phase iibergeht,
wird Ct (Cycle Threshold)-Wert oder Cp (Crossing Point)-Wert genannt. Eine Schmelzkurve
am Ende der Amplifikation dient zur Kontrolle des Amplifikats.

Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Light Cycler 480 SYBR Greenl Master 5,00 pl

Wasser 2,00 pl
Forward-Primer (20 uM) 0,25 ul
Reverse-Primer (20 pM) 0,25 ul
Template (cDNA) 2,50 ul
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Denaturierung | Denaturierung | Annealing Elongation Schmelzkurve
95°C 95°C Tan 72 °C 60°C | 60>95°C | 95°C 30°C
120 s 10s I5s 20 s 15s 15 min I5s 10s

Die Effizienzen fiir die verwendeten Primer-Systeme konnen der Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden werden. und der Tabelle 7.4 entnommen werden. Die ideale Effizienz
eines Primerpaares liegt bei 2, so dass bei jedem Zyklus die DNA-Menge verdoppelt wird. Die
reale Effizienz liegt meist etwas unter diesem Wert. Die Auswertung der Real-time PCR erfolgt
relativ zur Quantifizierung der Referenzgene. Dabei handelt es sich um Gene, die durch eine
nicht regulierte und somit gleichbleibende Genexpression charakterisiert sind. Die geeignetsten
Referenzgene werden mittels GenNorm ermittelt (Vandesompele et al., 2002). Die
Genexpression des zu untersuchenden Zielgens wird mit Hilfe der AACt-Methode berechnet

(Vandesompele et al., 2002). Die relative Expression (R) wird durch folgende Formel bestimmt
(MW = Mittelwert):

(E Ziel ge n)ACt Zielgen (MW Kontrolle - MW Behandlung)

- (E Referenz ge n)ACt Referenzgen (MW Kontrolle - MW Behandlung)

6.3.10 Microarray Entwicklung

Die Microarray-Entwicklung zur Genexpressions-Analyse von S. gallolyticus subsp.
gallolyticus erfolgte in Zusammenarbeit mit der Firma OakLabs (Hennigsdorf). Die
Microarrays werden von Agilent mit Hilfe der Inkjet Technology hergestellt. Zunichst wird ein
Microarray im XL-Design (8x60K Design) entwickelt. Dafiir wird die vollstindig
sequenzierten Genome dieser vier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stimme verwendet:
DSM 16831, BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143. Auf dem XL-Array reprasentieren bis zu
20 verschiedene Oligonukleotide (60-mere) jedes einzelne Gen der S. gallolyticus subsp.
gallolyticus Stamme. Die verschiedenen Oligonukleotide des Microarrays werden dafiir
genutzt, die am besten bindenden Oligonukleotide zu finden. Hierfiir werden verschiedene
RNA-Proben und DNA-Proben fiir die Untersuchung der Hybridisierung verwendet.

Von den insgesamt fiinf verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammen
(DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143) wurde reine Bakterien-
RNA und RNA aus Mischkulturen (Menge: mind. 200 ng; Konzentration: ca. 50 ng/ul), die aus
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bakteriellen und humanen Zellen bestehen, unter folgenden Bedingungen (37 °C) isoliert und
gepoolt:

Reine bakterielle RNA-Probe:

Ubernachtkultur in BHI

Kultur in exponentieller Phase in BHI (2,5 h)

Kultur in RPMI+FBS (6 h)

Ubernachtkultur in SBHI

Kultur in exponentieller Phase in SBHI (2,5 h)

Kultur in Wasser (1 d)

Kultur in TS-Medium (pH 5; 1 d)

An Kollagen adhérente Bakterien in BHI (2 h)

An Fibronektin adhérente Bakterien in BHI (2 h)
Misch-RNA (bakterielle und humane)-Probe:
Inkubation nach Phagozytose durch Makrophagen (5 h)
Kultivierung mit Monozyten und Endothelzellen (EAhy926) (6 h)
Inkubation in humanem Vollblut (6 h)

Die RNA-Proben sollten mindestens einen RIN-Wert von 6 (Bioanalyzer-Analyse 5.3.4)
aufweisen. Auflerdem sollten die OD 260/280- und OD 260/230-Quotienten in der Nanodrop-
Analyse grofler als 1,8 sein. Zusitzlich wird von allen fiinf Stimmen die genomische DNA
(mind. 1,5 pg, um 100 ng/ul) isoliert (6.3.7), um die Hybridisierung an Oligonukleotide nicht-
exprimierter Gene zu erfassen. Die verschiedenen Proben werden mit Cy3 oder Cy5 markiert.
Danach wird eine Zwei-Farben-Hybridisierung durchgefiihrt (Abbildung 6.2). Fiir jedes Gen
wird ein Diagramm erstellt, in dem die Fluoreszenzintensititen nach Hybridisierung mit

unterschiedlichen Proben dargestellt werden (Abbildung 6.3).

95



Methoden

Abbildung 6.2: Fluoreszenzsignale eines Arrays nach Hybrdisierung von RNA- und DNA-Proben
In Griin sind die Spots dargestellt, an denen gepoolte RNA aus Reinkulturen (Cy3-markiert) hybridisiert ist.

In Rot sind die Spots gezeigt, an deren Oligonukleotide RNA aus Kokulturen (Cy5-markiert) hybridisiert
vorlag. Die gelben Spots reprisentieren eine Uberlagerung der beiden Fluoreszenzsignale.
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Abbildung 6.3 Signalstirken nach Hybridisierung von verschiedenen Proben an verschiedene
Oligonukleotide, die ein Gen repriisentieren
Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitdten nach Hybridisierung verschiedener RNA- und DNA-Proben an

Oligonukleotide, die zwei verschiedene Gene reprédsentieren. In der Abbildung A sind die
Fluoreszenzintensitidten nach Hybridisierung von Nukleinsdure an das Gen NC_017576.1, dargestellt. In der
Abbildung B sind die Fluoreszenzintensitdten nach Hybridisierung von Nukleinsiduren an Oligonukleotide die
das nicht-exprimierte Gen NC_013798.1 repréasentieren. Die linke y-Achse skaliert die Fluoreszenintensitét
nach Hybridisierung von RNA-Proben (rote Balken), die rechte y-Achse skaliert die Fluorenszenzintensitit
nach Hybridisierung von DNA-Proben (griine Balken). In grau hinterlegt sind die Oligonukleotide, die am
besten geeignet sind fiir Microarray-Analysen. Rein = RNA-Reinkultur; Ko = RNA-KoKultur;
ATCCBAA =BAA-2069: DSM = DSM 16831: LMG = LMG 17956
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Die Auswertung der XL-Array-Analyse fiihrt zur Entwicklung eines Arrays im 8x15K Design,
auf dem 2-3 Oligonukleotide pro Gen vorhanden sind. Dieser enthilt final 10.607 verschiedene
Oligonukleotide, die insgesamt 4.382 Gene reprisentieren. Davon sind allein 1.326 Sequenzen
spezifisch fiir den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831. Alle Gene, auller
denen, die spezifisch fiir die Stimme DSM 16831 (1326 Gene), UCN 34 (475 Gene) oder
ATCC 43143 (292 Gene) sind, wurden nach dem Genom von BAA-2069 (2270 Gene)
annotiert. Die Daten des Microarrays sind bei Gene Expression Omnibus (GEO) von NCBI
unter der Nummer GPL23196 (Agilent-072445 ArrayXS S.gallolyticus 01-2015) hinterlegt.

6.3.11 Proben-Prozessierung und Micorarray-Hybridisierung

6.3.11.1 cDNA-Synthese

Die Markierung von RNA erfolgte mit dem Low Input Quick Amp WT Labeling Kit von Agilent
fiir eine One-Color Microarray-based Gene Expression Analysis. Dafiir werden 50 ng RNA
aus Reinkulturen eingesetzt oder 75 ng gemischte RNA aus humanen und bakteriellen Zellen.
Zusitzlich wird die Probe mit RNA aus dem Spike-in-Mix als Kontrolle versetzt. Dafiir wird
der Spike-in-Mix fiir 5 min auf 37 °C aufgewidrmt, gevortext und anschlieend seriell so
verdiinnt, dass 20 ng in 2 pul RNase-freiem Wasser vorliegen. Als erster Schritt wird die RNA
in cDNA transkribiert. Dafiir werden 1 ul WT-Primer, 2 ul verdiinnter Spike-in-Mix und 2,5 pl
verdiinnte RNA-Probe in ein PCR-Reaktionsgefall pipettiert, fiir 10 min bei 65 °C inkubiert
und die Proben fiir mindestens 5 min auf Eis gehalten. Nachfolgend wird der cDNA Master

Mix vorbereitet. Dieser besteht aus folgenden Komponenten:

5x First Strand Buffer 2,00 pl
0,1l M DTT 1,00 pul
10 mM dNTP Mix 0,50 pl

Affinity Script RNase Block Mix 1,20 ul

10 pl dieses Mastermixes wird zu der Probe gegeben. Dann erfolgt die cDNA-Synthese im
Thermocyler (Biometra). Zunédchst werden die Proben fiir 120 min bei 40 °C, dann bei 70 °C
fiir 15 min inkubiert und abschlieBend auf Eis gehalten. Durch die WT-Primer liegt die T7
Promoter-Sequenz in der doppelstrangigen cDNA vor, die der cRNA-Synthese dient.
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6.3.11.2 cRNA-Synthese
Bei der cRNA-Synthese wird die RNA mit Cy3-CTP markiert. Dafiir wird der CyeDye-Mix

wie folgt zusammenpipettiert:

Wasser 0,75 pl
5x Transcription Buffer 3,20 pul
0,1 M DTT 0,60 pul
NTP Mix 1,00 ul
T7 RNA Polymerase Blend 0,21 pl
Cyanine 3-CTP 0,24 ul

Die cRNA-Synthese erfolgt dann bei 40 °C fiir 120 min im Thermocycler (Biometra) mit

anschliefender Inkubation auf Eis.

6.3.11.3 cRNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung der cRNA erfolgt mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen. Die cRNA-Proben
werden mit 84 ul Wasser verdiinnt, so dass insgesamt ein Volumen von 100 pl vorhanden ist.
Diese wird dann weiter mit 350 ul RLT Puffer sowie 250 pl reinstem Ethanol gut vermischt.
Das gesamte Gemisch wird auf die Sdule gegeben und die RNA durch Zentrifugation bei 4 °C,
30 s und 13.000 rpm an die Sdule gebunden. Der Durchfluss wird verworfen, die Sdule mit
500 ul RPE Puffer gewaschen und bei 13.000 rpm, 4 °C fiir 30 s zentrifugiert. Dieser Schritt
wird mit verldngerter Zentrifugation (1 min) wiederholt. Die cRNA wird mit 30 pl RNase-
freiem Wasser nach einminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur durch Zentrifugation (4 °C,
30s, 13.000 rpm) eluiert. Das Eluat wird auf Eis gelagert. Mit dem Nanodrop 2000 wird die
RNA quantifiziert sowie die Qualitét iiberpriift (6.3.11.4).

6.3.11.4 Uberpriifung der cRNA mittels Nanodrop 2000

Mit Hilfe des Nanodrops kann die cRNA quantifiziert werden. AuBBerdem lésst sich die Qualitit
der cRNA {iberpriifen. Daflir wird die Microarray Messung genutzt, bei der RNA-40 als
Probentyp und Cy3 als Marker eingestellt wird. Es werden 2 ul cRNA-Probe eingesetzt. Die
Software berechnet dann die cRNA-Konzentration und das Verhiltnis zwischen dem Cy3-
Marker und der cRNA-Konzentration (pmol Cy3 pro ug cRNA). Es sollte wenigstens 0,825 ug
cRNA vorhanden sein. AuBlerdem sollte der Quotient Cy3/cRNA mindestens 5 pmol/pg

betragen.
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6.3.11.5 Hybridisierung
Fiir die Hybridisierung werden 600 ng RNA aus Reinkulturen oder 900 ng aus Mischkulturen
(humane Zellen und Bakterien) eingesetzt. Dafiir wird der Fragmentierungs-Mastermix wie

folgt zusammengesetzt:

10x Genexpressions Blockierungsreagenz 5,00 pl

25x Fragmentierungspuffer 1,00 pl
cRNA Cy3 x pl (600 ng)
Wasser add 25,00 pl

Die Fragmentierung der RNA findet bei 60 °C fiir 30 min statt. Nach der Fragmentierung
werden 25 pl Hi-RPM Hybridisierungspuffer zu den Proben gegeben und fiir 1 min bei RT und
13.000 rpm zentrifugiert. Die Proben konnen anschlieBend auf die Gasket slides, die in einer
SureHyb Hybridisierungskammer liegen, von links oben nach rechts unten aufgetragen werden.
Um die Bildung kleiner Blasen zu vermeiden, wird revers pipettiert. Auf das Gasket slide
werden dann die Microarrays mit der Agilent-Seite nach unten gelegt und die
Hybridisierungskammer zugedreht. Bevor die Kammern in den Hybridisierungsofen (Agilent)
eingespannt werden, wird iiberpriift, ob sich die groBen Blasen im Gasket slide frei bewegen
konnen. Die Hybridisierung von RNA aus Reinkultur findet bei 65 °C fiir 17 h statt. Bei RNA
aus Mischkulturen wird die Hybridisierung auf 38 h verléngert.

6.3.11.6 Waschen des Microarrays und Stabilisierung der Hybridisierung

Nach der Hybridisierung wird die Hybridisierungskammer aufgeschraubt und der Microarray
mit dem Gasket slide entnommen und in ein 50 ml-Zentrifugationsr6hrchen mit Wasch Puffer
I (inkl. Triton X-102) gegeben. Im Wasch Puffer I kann der Microarray vorsichtig mit einer
Plastikpipette vom Gasket slide entfernt werden. Der Gasket slide kann danach verworfen
werden und der Microarray wird in ein neues Zentrifugationsréhrchen mit Wasch Puffer I
gegeben. Das ZentrifugationsrOhrchen wird vorsichtig fiir 1 min geschwenkt und der
Microarray in ein neues Zentrifugationsrohrchen mit Wasch Puffer II (inkl. Triton X-102, {iber
Nacht bei 37 °C aufgewdrmt) gegeben. Das Zentrifugationsréhrchen wird wieder fiir 1 min
geschwenkt. Danach wird der Microarray in ein weiteres Zentrifugationsréhrchen mit
Acetonitril gegeben und fiir 1 min inkubiert. Es folgt eine einminiitige Inkubation in der
Stabilisierungs- und Trocknungslosung von Agilent. Der Microarray wird vorsichtig und
langsam entnommen, um Waschartefakte zu vermeiden. Fiir den Transport wird der
gewaschene Microarray in ein mit gasformigen  Stickstoff gefiilltes 50 ml-

Zentrifugationsrohrchen gegeben, um eine Reduktion der Fluoreszenz durch Ozon zu
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vermeiden. Die Microarrays wurden mit dem hochauflésendem Agilent Microarray Scanner
G2565CA mit einer Auflésung von 5 pm gescannt. Die Ermittlung der Fluoreszenzintensitédten

pro Spot erfolgte mit der Feature Extraction Software (Agilent).

6.3.12 Bestimmung der IL-6-Konzentration mittels ELISA

Die Interleukin 6-Konzentration wird in Zellkultur-Uberstinden mit Hilfe des Human IL-6
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kits bestimmt. Die Bestimmung wird mittels
Biotin-markierter =~ Antikorper, die an IL-6 binden ermdglicht, das wiederum
Meerrettichperoxidase-gekoppeltes (HRP) Streptavidin binden kann. Das chromogene Substrat
3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) ist ein Redoxindikator und farbt sich durch das
Wasserstoffperoxid blaugriin. Diese Reaktion wird durch HRP katalysiert und ist direkt
proportional zur IL-6-Konzentration. Die Reaktion zur Bestimmung der IL-6-Konzentration
findet in 96-Kavitdten-Platten statt, die mit IL-6-Antikorpern beschichtet sind. Zunichst
werden 50 pl Antikorper-Reagenz (biotinyliert) in jede Kavitdt gegeben. Mittels einer IL-6-
Standardreihe kann die genaue IL-6 Konzentration bestimmt werden. Dafiir werden 50 ul
Standardlosung (0 pg/ml; 10,24 pg/ml; 25,6 pg/ml; 160 pg/ml; 400 pg/ml in RPMI+FBS+AB)
sowie die Proben in Doppelbestimmung in die mit Antikdrpern vorgelegten Kavitéten gegeben.
Anschliefend wird dies fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die Platte
dreimal mit Waschpuffer gewaschen. In die einzelnen Kavititen werden dann 100 pl
Streptavidin-HRP-Losung (30 pl Streptavidin-HRP-Konzentrat in 12 ml Streptavidin-HRP-
Verdiinnungspuffer) pipettiert und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die
Platte dreimal gewaschen und 100 ul TMB-Substratlosung in die Kavititen gegeben. Die
nachfolgende 30-miniitige Inkubation erfolgt im Dunkeln und die Reaktion wird mit 100 pl
Stopp-Losung pro Kavitit beendet. Die optische Dichte wird am Mikroplatten-Leser bestimmt.
Die Absorption wird bei A =450 nm gemessen. Zur optischen Korrektur wird zusétzlich die
Absorption bei A =550 nm gemessen und von den Werten der ODaso subtrahiert. Durch die
Eichgerade, die mithilfe der Standardreihe erstellt werden kann, konnen die IL-6-

Konzentrationen der Proben berechnet werden.

6.3.13 In vitro-Zytotoxizitits-Test

Mittels Laktatdehydrogenase (LDH) kann der Zelltod nach verschiedener Behandlung von
Zellen quantifiziert werden. LDH ist ein zytosolisches Enzym, das in vielen verschiedenen
Zelltypen vorhanden ist und durch die Lyse der Zelle freigesetzt wird. Mittels des Pierce LDH
Assay Kits (ThermoFisher) kann die extrazellulire LDH-Konzentration {iber eine enzymatische

Reaktion bestimmt werden. Als erstes katalysiert das LDH die Umsetzung von Laktat zu
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Pyruvat indem NAD" zu NADH reduziert wird. Die Diaphorase reduziert Tetrazoliumsalz
mittels NADH zu einem roten Formazanprodukt, das photometrisch detektiert werden kann.

Fiir die LDH-Bestimmung wird ein Phagozytose-Assay, wie im Kapitel 6.2.8 beschrieben, in
96-Kavitdten-Platten durchgefiihrt. Die Zugabe von Lysispuffer 15 min vor dem eigentlichen
Zeitwert (5 h), simuliert die Maximalzytoxizitit. Die Zugabe von 10 ul Wasser dient der
Stimulation einer spontanen Lyse und wird als Negativkontrolle eingesetzt. Die Funktionalitdt
der Reagenzien wird durch die LDH Positivkontrolle des Kits {iberpriift. Nach 5 h wird der
Uberstand von allen Kavitéiten abgenommen und in eine neue 96-Kavititen-Platte iiberfiihrt.
Anschlieend wird 50 ul Reaktionsmix (0,6 ml Assay Puffer in 11,4 ml Substratmix) zu den
Uberstéinden gegeben. Nach einer 30-miniitigen Inkubation im Dunkeln werden 50 pl Stopp-
Losung zu jeder Probe hinzugegeben. Die Proben werden gut gemischt. Nach Entfernung aller
Blasen wird die Absorption bei A =490 nm gemessen. Messwerte des instrumentellen
Hintergrunds (Absorption bei A = 680 nm) werden von der ODa49go subtrahiert. Auflerdem wird
die Absorption vom Medium-bedingten Hintergrund (RPMI+FBS+AB mit Reaktionsmix und
Stopp-Losung) von allen anderen Werten abgezogen. Die Zytotoxizitit wird folgendermallen

berechnet:

Absorptionswert - spontane Zytotoxizitat *

Zytotoxizitét (%) = 100

Maximalzytotoxizitét - spontane Zytotoxizitét

6.3.14 DCFH-DA Assay

Intrazelluldr vorliegende reaktive Sauerstoffspezies (ROS) konnen mit Hilfe des Reagenzs
Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA) erfasst werden. DCFH-DA diffundiert durch die
Zellmembran und wird von intrazelluldren Esterasen zu DCFH hydrolisiert. Durch ROS wird
DCFH oxidiert. Oxidiertes DCFH kann durch Licht mit A =488 nm angeregt werden und
emittiert Licht mit einer Wellenldnge von A =525 nm. Das ermittelte Fluoreszenzsignal ist
direkt proportional zur ROS-Konzentration.

Fiir die relative ROS-Quantifizierung wird der Phagozytose-Assay, wie in 6.2.8 beschrieben,
mit folgenden Ausnahmen durchgefiihrt: Bevor die Bakterien zu den Makrophagen gegeben
werden, werden diese fiir 30 min bei 37 °C mit 5 uM DCFH-DA im Medium (RPMI+FBS)
inkubiert, so dass das Reagenz in die Zellen gelangen kann. AnschlieBend werden die
Makrophagen zweimal mit DPBS gewaschen, um extrazellulires DCFH-DA zu entfernen. Um
Fluoreszenzsignale durch BHI zu vermeiden, werden die bakteriellen Ubernachtkulturen mit
DPBS gewaschen und in RPMI+FCS resuspendiert. AnschlieBend wird der Phagozytose-Assay
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle werden 1 mM H>O; anstatt einer Bakteriensuspension zu den

Makrophagen gegeben. Nach 20-miniitiger Inkubation mit Antibiotika-haltigem Medium, wird
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die Emission des oxidierten DCFH am Mikroplatten-Leser gemessen. Als Negativkontrolle

dient die Emission von Kavitdten mit Makrophagen ohne Bakterien-Zugabe.

6.4 Statistische Analysen

Microarray-Analysen werden mittels DirectArray ausgewertet. Zunidchst werden die Daten
normalisiert. Hierfiir wird der Mittelwert der Signalintensititen von den Replikaten gebildet.
Die Signalintensititen werden dann nach Bolstad ef al. quantil normalisiert, um die Varianz
zwischen zwei Arrays zu reduzieren (Bolstad ef al., 2003). Die Signalintensititen zwischen den
Replikaten werden miteinander verglichen und Unterschiede in Intensitéten zu log>-Werten fiir
jedes Gen berechnet. Zusitzlich wird die statistische Signifikanz fiir jeden log>-Wert mittels
eines two-sample Welch’s t-Tests berechnet. Als reguliert werden nur Gene betrachtet, deren
log>-Werte unter -1 oder iiber +1 liegen. Statistisch signifikant sind p-Werte kleiner als 0,05.
Um signifikante Unterschiede zwischen zwei Bedingungen und Stimme zu ermitteln, wird der

Mann-Whitney U Test in GraphPad Prism 6 durchgefiihrt.
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Material

7.1 Bakterienstimme

Tabelle 7.1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme
Spezies Stamm Isolationsquelle Herkunft
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Klinisches Isolat ATCC
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | DSM 16831 Koala Fikalien DSMZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | BAA-2069 Human, Endokarditispatient ATCC
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 17956 Kalb LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | UCN 34 Human, Endokarditispatient ATCC
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | ATCC 43143 Human, Endokarditispatient ATCC
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 15572 Ziege LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 14621 Rind LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 14621 Taube LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | HDZ 1029 Pute HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | HDZ 1250 Huhn HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 16005 Rind LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 15053 Kuh, Mastitis LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 15049 Kuh, Mastitis LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | LMG 14879 Taube LMG
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | HDZ 1323 Human, Stuhl HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | HDZ 1330 Human, Stuhl HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | HDZ 1332 Human, Stuhl HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | Isolat 52 F2 Human, Stuhl HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | Isolat 52 G9 Human, Stuhl HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | 904 Human, Endokarditispatient Korea
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | Isolat 021702/06 | Human, Endokarditispatient HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | AC 1181 Human, Endokarditispatient RTWH
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | HDZ 1140 Human, Endokarditispatient HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | Isolat 005950/03 | Human, Endokarditispatient HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | S91/1/16 Rind HDZ
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus | S87/1/16 Rind HDZ

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; LMG: Laboratorium fiir
Mikrobiologie, Universitit Gent; ATCC: American Type Culture Collection; HDZ: Herz- und Diabeteszentrum
NRW; RTWH: Rheinisch-Westfilische Technische Hochschule Aachen; AC:

7.2 Humane Zelllinie

Tabelle 7.2: In dieser Arbeit verwendete Zelllinie
| Herkunft

Zelllinie

‘ Referenz

THP-1

| Humane monozytére Zelllinie

‘ Tsuchiya ez al., 1980
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7.3 Medien fiir die Anzucht von Bakterien

47 g Medium, add. 1 1 H>O bidest., autoklavieren, in

Brain Heart Infusion-Agar (Oxoid)

Material

Petrischalen gielen und bei 4 °C lagern
Brain Heart Infusion Broth (Oxoid) 37 g Medium, add. 1 1 H>O bidest., autoklavieren und
bei 4 °C lagern

Trypton-Soja (TS)-Agar (Oxoid)

40 g Medium, add. 1 1 H>O bidest., autoklavieren, in

Petrischalen gielen und bei 4 °C lagern

7.4 Medien fiir die Zellkultur

Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B (AB)
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (DPBS)

Fotales Kdlberserum (FBS)
Gentamycin

RPMI-1640
Trypsin-EDTA-L&sung (10 x)

7.5 Chemikalien und Reagenzien
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
2,7-Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA)
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Acetonitril
Biocoll
Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloroform-Isoamylalkohol
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs
Ethanol 99,9 %
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fluorescein Isothiocyanat (FITC)
Formaldehyd
Immersionsdl 518N
Kollagen Typ I (human, Plazenta)
Kristallviolett
LysoTracker Red DND-99
Oligo dT-Primer
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
Polyethylenglycol (PEG)6000

PAN Biotech, Aidenbach
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinhein
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Scientific, Waltham, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Zeiss, Peine

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Waltham, USA
Biomers, Ulm

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Material

Roti-Mount FluorCare Roth, Karlsruhe

Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim
Streptavidin-AlexaFluor 546 Thermo Scientific, Waltham, USA
Sulfo-NHS-LC-Biotin Thermo Scientific, Waltham, USA
Trypanblau-Losung Sigma-Aldrich, Steinheim

Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim

Wasser (Aqua B. Braun) Braun, Melsungen

Wasser fiir Injektionszwecke Fresenius Kabi, Bad Homburg
Wasserstoffperoxid 30 %, stabilisiert Roth, Karlsruhe

7.6 Losungen und Puffer
AK I Puffer 6,7 % Sucrose
50 mM Tris-HCI (pH 8)
1 mM EDTA

in bidest Wasser

Block-Losung (Fluoreszenz-Mikroskopie) 5% FBS

in DPBS
Block-Loésung (Kollagen Assay) 1 % BSA

0,05 % Tween 20

in DPBS
FACS Clean BD Biosciences, San José, USA
FACS Flow BD Biosciences, San José, USA
Formaldehyd-Losung 4 % Paraformaldehyd

in DPBS (pH 6,9)
MACS-Puffer 0,5 % BSA

2mM EDTA

in DPBS
Waschpuffer I inkl. 0,005 % Triton X-102 Agilent
Waschpuffer II inkl. 0,005 % Triton X-102 Agilent
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7.7 Proteine und Zytokine
DNase |
Interferon-y
Lysozym aus Hiihnereiweil3
M-CSF
Proteinase K

RNase A

7.8 Antikorper
CD3-APC T-Zellen
CDI14-FITC  Monozyten
CDI19-PE B-Zellen
CD68-PE Monozyten/Makrophagen
CDI163-FITC Monozyten/Makrophagen
CD206-APC  Makrophagen/dendritische Zellen

7.9 Gerite
aCOLyte 3 (Colony Counter)
Agilent Microarray Scanner G2565CA
Analysenwaage
Autoklav
Bioanalyzer 2100
Brutschrank
CB 210 CO2-Brutschrank
FACS Canto II
Gelelektrophoresekammer
Gradient Cycler TGradient 96
Hybridisierungsofen
Inkubator Unimax 1000 mit Schiittler 1010
JuLI Br Live Cell Analyzer
Kolbenhubpipetten, verschiedene Gréfen
Landgraf Thermocycler Various

LightCycler 480 11

Material

VWR, Erlangen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich, Steinheim

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Synbiosis, Cambridge, UK

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Sartorius AG, Gottingen

Tecnoma, Fernwald

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Memmert GmbH&Co.KG, Schwabach
Binder, Tuttlingen

BD Biosciences, San José, USA
Bio-Rad Laboratories

Biometra GmbH, Langenhagen

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Heidolph, Schwabach

Peqlab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Laborsysteme GmbH, Langenhagen

Roche, Basel, Schweiz
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Magnetriihrer

Mikrowelle

Multipipette

NanoDrop 2000

Nikon Eclipse TE2000-S
Nikon's Digital Sight DS-U3
Sicherheitswerkbank
Stickstofftank 500 series
Infinite M200pro
Tisch-pH-Meter FiveEasy Plus
Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge G-10, Rotor 11160
Zentrifuge Rotanta 460S, 380R
Wasserbad

Material

IKA Labortechnik, Staufen

AEQG, Dormagen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, USA
Nikon Instruments, Diisseldorf
Nikon Instruments, Diisseldorf
Wesco, Wettingen, Schweiz
MVE, Cleveland, USA

Tecan, Crailsheim

Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Hettich Lab Technology, Tuttlingen

7.10 GroBlenstandards fiir die Agarose-Gelelektrophorese

1 Kb Plus DNA Ladder 1 Kb DNA Ladder bp ng/0.5pg
bp bp
=12,000 Tl 11198
—— pe L]_ 162
— [
-5,000 Jrom—
(— - 90
[e——
A e — §
-2,000 g
-1,650 2
2,036 - [E— g
1,630 - [
1000 g
-850 E]
L
-650 z
-500 g
-400 &
-300 0.5 pgiane, 8 cm kngth gel,
-200 1XTBE, 5 Viem, 1 h
-100
0.9 ua/lane 0.9 ua/lane

5% potyacrylamide

0.5 pg/lane, 20 em length g2l
1XTAE. 8V/em. 3 h

Abbildung 7.1: Verwendete Groflenmarker fiir die Agarose-Gelelektrophorese
Links: 1 kb-DNA Léngenstandard von Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, USA),

Rechts: 50 bp-DNA Léngenstandard von Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, USA)
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Material

7.11 Oligonukleotide

Tabelle 7.3: Oligonukleotide zur relativen Quantifizierung von humaner mRNA

Protein (Gen) Tax | E -3’ sequence: Forward
Reverse
. . o CGGAAGGTGGTGGTCGTA
Ribosomal protein L13 (RPL13A4) 63°C | 2,0 CTCGGGAAGGGTTGGTGT
. o CTGCCAGAGAAGAGTGTG
Hydroxymethylbilane synthase (HMBS) 63°C | 2,0 AGCTGTTGCCAGGATGAT
Succinate dehydrogenase complex, subunit A, 63°C | 1.8 AACTCGCTCTTGGACCTG
flavoprotein (SDHA) ’ GAGTCGCAGTTCCGATGT
. o ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA
Interleukin-1p (/L-1B) 63°C | 1,9 GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT
. o ACAGCCACTCACCTCTTCAG
Interleukin-6 (7L-6) 63°C | L9 GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC
. o GAACTGAGAGTGATTGAGAGTGGA
Interleukin-8 (7L-8) 63°C | 19 CTCTTCAAAAACTTCTCCACAACC

Tabelle 7.4: Oligonukleotide zur relativen Quantifizierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus-mRNA
TaN = Annealing Temperatur; E = Effizienz

7t .
Protein (Gen) Tax | E 5'-3’ sequence: Forward
Reverse
. o CAGGACGATTACGGAAAC
1,4-alpha-glucan branching enzyme (g/gB) 65°C | 1,8 GTTTGCGTGAAGTGCTTG
. o TTATGACCTGGGCTACAC
16S ribosomal RNA (76S5) 65°C | 1,9 CCTACAATCCGAACTGAG
2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N- 65°C | 1.7 TTACGCAAAGCGTCTTCGAGTG
succinyltransferase (dapD) ’ TTGACATGGGTGCTGTTCTTGG
. o CTKCCAAGAAAAGCYTCT
23S ribosomal RNA (23S5) 65°C | 2,0 CATTTTGCCDAGTTCCTT
. . o CGATAGCCATCATGTCTG
50S ribosomal protein L1 (rpl4) 65°C | 1,6 GCGTAGAAGAAGCTGTAG
acyl-acyl carrier protein (ACP):phosphate 65°C | 2.0 GCTATGGGTGGCGACAATG
acyltransferase (plsX) ’ AGCCCTGGACGGTCAATAC
o GCTGCTACGCTTAAAGTC
Alanyl-tRNA synthetase (alasS) 65°C | 2,0 GTTGTCCGCAAATGTACG
. o ATCGTCCTGCCCTTTATC
Autolysin (SGGBAA_¢13580) 65°C | 2,0 CGGTTTCAGTTGCCAATC
. . . o TGAATCTGGGCGAACATGG
Bifunctional N-acetylglucosamine-1-phosphate (gcaD) | 65°C | 1,8 ACTTGCGACAGCAGAAGAC
. o TCAGCTTGAGGCAGAGCTAC
Carbonic anhydrase (SGGBAA-c20810) 65°C | 1,9 GCGGACGGCAAACAGATT
. . . . o GCTTCGCCCACCTATAAC
Competence damage-inducible protein A (cinA) 65°C | 1,8 GTTGCAGGACCAGATAGC
. . o GCTGCTACGCTTAAAGTC
Conjugal transfer protein TraG (traG) 65°C | 1,9 GTTGTCCGCAAATGTACG
. . . o AGCATGGCAAAGTTCCTC
D-alanine carrier protein (d/tC) 65°C | 1,8 ACGGTGGAACTCATTGTG
D-alanine transfer from Dcp to undecaprenol- 65°C | 2.0 AGCTGTGGCAATAGCAAGCTAC
phosphate (dltB) ’ ACGGCGTGCTGAGTGAATTTA
D-alanine transfer from undecaprenol-phosphate to the 65°C | 1.8 CCACCGAGTTTGCTGTAAG
poly(glycerophosphate) chain (d/tD) ’ GTGTTTATGACCGCTACGC
. . . o GACGGCATCATGTAATCC
D-alanyl-D-alanine carrier protein ligase (dlt4) 65°C | 1,8 TATCACACGGGTGACTTAGG
o TAGGGTTGGTGTTCGATCAG
DSM16831_07375 65°C | 1,7 GCAACCGCTTCAGGAGTTATTC
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Material

7 .
Protein (Gen) T | E 5'-3’ sequence: Forward
Reverse
. . o ATGCGCAAAGTGACCTACCTG
Exogenous DNA-binding protein (comEA) 65°C | 1,7 CCGCCAAAGTTGCGGTATTAAG
. o GCCGATGAACATTCTCGAAG
FOF1 ATP synthase subunit A (atpB) 65°C | 1,8 TGAGAACCCTGTCCAAAG
o GACGGAACAGGCAAAGAAG
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase (glgD) 65°C | 1,6 CCAGAGCGTTTCAGGTAAG
o AAGTAGGATGGCGTCATCAG
Glycogen synthase (glgA) 65°C | 1,5 ACGGAATCATGGCAGTATGG
Iron complex transport system ATP-binding protein 65°C | 1.9 CACGCATTCATGCCCTTAAAGC
(fhuC) ’ ATGTGGAAAGCGACCGTATGAG
. . o ACAAAACCGATAACGGCAACA
LrgA protein family (GALLO_0983) 65°C | 1,8 CCGCCTTAGACACATTGACG
. .. . . o CCACCAATCGTAGCCAGAATAG
Microcin immunity protein (mccF) 65°C | 2,0 AGTCACATTCGCGTACTCAG
. . . o AAGTCAATTGCCGATGGG
Multidrug rsistance protein (norN) 65°C | 2,0 ACCAGCACGCATCATTAG
. o CCTTAATTGGCGGGATGATTGG
NADH oxidase (10x) 65°C 1 20 | (GGTTGTGGTATGGCATTATGG
. . o TCGTTCTCCTGTCCGAATAC
Nitrogen regulatory protein PII (gn/B) 65°C | 1,9 CGGCGGTTGATGAAATTGTG
. . . o CAAACCAGAGGGCGATTTC
Nucleoside diphosphate kinase (ndk) 65°C | 1,8 GAGGTGCTTCACCGTATTG
. o AGACTCAAGCTGGCAAGGTAG
Peptidase (GALLO _0591) 65°C | 1,9 TGTTGGTTTGGCTCCTTCC
. . . o TGATGGACGGTCTTAACG
Peroxide resistance protein (dpr) 65°C | 1,7 CTTGGAGCATCCAGATTG
o AAATCGCAGCACACGAAG
Phosphopentomutase (drm) 65°C | 1,7 CATTACGACGGTGACCATAC
. o TATCGGTGCTGGTGTAAC
Post-translocation molecular chaperone (prsA41) 65°C | 1,9 GTGCGCTTGAGAATGATG
PTS system N-acetylgalactosamine-specific 65°C | 2.0 TTGGTGGTAGCCCACTTACAAC
transporter subunit [IA (levA4) ’ TGAAGAGCTGCTTGAGCTTCTG

7.12 Kits
Agilent RNA6000 Pico Kit

Gene Expression Hybridisierungskit

High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Human IL-6 ELISA Kit

Inside Stain Kit

Light Cycler 480 SYBR Green I Master
Low Input Quick Amp WT Labeling Kit

NucleoSpin RNA 11

Pan Monocyte isolation kit

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Roche, Basel, Schweiz

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Machery-Nagel, Diiren

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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PeqGold Bacterial RNA Kit
Pierce LDH Assay Kit
RNA Spike-in-Kit - eine Farbe

RNeasy Mini Kit

Superscript Il Reverse Transcriptase Kit

7.13 Sonstige Materialien
6-, 12-, 24- und 96-Kavitéten-Zellkulturplatten
Deckgliser, quadratisch
Eppendorf Reaktionsgefille
Gasket slide, 8 HD Arrays/Slide

Glasgefafe
Impfschlingen/-6sen
Kryoréhrchen Viabank
Kryostaten-R6hrchen

Lysing Matrix B

MACS Multistand

MACS Trennsdulen Typ MS
Mini-MACS-Magnet
Neubauerzdhlkammer
Objekttrager

Parafilm

PCR Reaktionsgefafie 200 puL
Petrischalen

Pipettenspitzen

qPCR Platten (96-Kavititen), weill
Sterilfilter
Suspensionszellkulturflaschen

Zentrifugenrohrchen

7.14 Software und Datenbanken

Clone Manager Professionel 9.0

Material

VWR, Erlangen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Qiagen, Hilden

Invitrogen, San Diego, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Schott, Mainz

Sarstedt, Niimbrecht

Abtek Biologicals, Liverpool, England
Roth, Karlsruhe

MP Biomedicals, Santa Ana, USA
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Fleischhacker, Meckenheim

Roth, Karlsruhe

Fleischhacker, Meckenheim
Sarstedt, Niirnbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sartorius, Goéttingen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Falcon, Heidelberg

Scientificic & Educational Software, USA
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DirectArray
Feature Extraction Software

geNORM

GraphPad Prism 6
i-Control Software
Imagel

LightCycler 480 Software
Nanodrop 2000/2000c
Nikon’s NIS Elements
PHAST

PubMed

UniProt

OakLabs, Hennigsdorf

Material

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

http://medgen.ugent.be/~jvd

esomp/genorm/

GraphPad Software Inc., USA

Tecan, Crailsheim
https://imagej.nih.gov/ij/

Roche, Basel, Schweiz

Thermo Scientific, Wilmington, USA

Nikon Instruments, Diisseldorf

Zhou et al., 2011

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

The UniProt Consortium, 2014
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