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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

I 

Abkürzungsverzeichnis 

 
ACN  Acetonitril 

APS  Ammoniumpersulfat 

BSA  bovines Serumalbumin 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DTT  Dithiothreitol 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

eMEM  Minimal Essential Medium für Eukaryoten 

FACS  Fluorescence activated cell sorting 

FCS  fetales Kälberserum 

FSC  Forward Scatter Channel 

IAA  Iosacetamid 

IEF  Isoelektrische Fokussierung 

MRSA  Methicillin-resistente Staphylococcus aureus-Stämme 

MSCRAMM Microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules 

pMEM  Minimal Essential Medium für Prokaryoten 

PBS  Phosphate buffered saline 

RH  Rehydratisierung 

SDS  Sodiumdodecylsulfat 

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

SSC  Sideward Scatter Channel 

TBE  Tris-Borat-EDTA-Puffer 

TCA  Trichloressigsäure 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

TFA  Trifluoroessigsäure 

Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

TSB  Tryptic soybean broth 

UT  Harnstoff-Thioharnstoff 
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TEIL A: ZUSAMMENFASSUNG 
 

Staphylococcus aureus ist ein ubiquitär verbreitetes Bakterium. Häufig als Kommensale 

des Menschen vorkommend, zählt das Bakterium jedoch zu einem der wichtigsten 

Infektionserreger des 21. Jahrhunderts. Neben lokalen Infektionen (z. B. Furunkel) kann 

der Erreger nach einer Besiedlung auch systemische Erkrankungen in seinem Wirt (z. B. 

Sepsis, Endokarditis, Pneumonie) hervorrufen. Die pathogene Wirkung von S. aureus 

ist auf die Produktion und Sekretion von Pathogenitäts- bzw. Virulenzfaktoren, unter 

anderem Superantigene, hämolytische Toxine, Gewebe-zerstörende Enzyme und 

Oberflächenproteine, welche ihrerseits mit dem Immunsystem des Wirtes interferieren, 

zurückzuführen. 

Ziel dieser Arbeit war unter anderem die Analyse des extrazellulären Proteoms von 

S. aureus RN1HG in pMEM, ein an das bakterielle Wachstum adaptierte 

Zellkulturmedium. Bei den extrazellulären Proteomanalysen von S. aureus RN1HG 

konnten 39 Proteine identifiziert werden, welche dem Bakterium eine Interaktion mit 

dem Wirt (Clumping-Faktoren) ermöglichen, die Phagozytose (Protein A) verhindern 

oder die Ausbreitung im Gewebe (α-Hämolysin, γ-Hämolysin, Lipase) erleichtern. Da 

die Zusammensetzung des extrazellulären Proteoms durch diverse Regulons (z. B. agr-

System, sarA, sigB) bestimmt wird, stellte sich die Frage, inwiefern diese einen Einfluss 

auf die Virulenz des Stammes RN1HG-Stamm haben. Ein vielfach in der Literatur 

diskutierter Regulator ist SigB. Die vergleichende gelfreie LC-MS/MS-Analyse des 

extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG mit einer sigB Deletion 

(RN1HG ∆sigB) zeigte, dass sich im Vergleich zum Wildtyp die Zusammensetzung des 

extrazellulären Proteoms nicht grundsätzlich ändert. Jedoch konnte durch eine 

„labelfreie“ Quantifizierung eine verstärkte Akkumulation zahlreicher Virulenzfaktoren 

(z. B. Aureolysin, 1-Phosphatidylinositol- Phosphodiesterase, α-Hämolysin, γ-

Hämolysin, Lipase, Thermonuklease) in der ∆sigB Mutante nachgewiesen werden. Die 

Serin-Proteasen A, C und E konnten nur für die ∆sigB Mutante identifiziert werden. 

Adhäsine, darunter Clumping-Faktoren oder Elastin-Bindeprotein, wurden lediglich 

während der exponentiellen Wachstumsphase für die ∆sigB Mutante nachgewiesen. 

Dies konnte für clf auch durch Transkriptomanalysen belegt werden.  

Die gelfreien Analysen wurden durch gelbasierte Verfahren (2D-Gelelektrophorese) 

ergänzt. Neben der Erstellung einer Referenzkarte des extrazellulären Proteoms von 
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S. aureus RN1HG (Wildtyp und ∆sigB Mutante) wurden quantitative gelbasierte Daten 

erhoben, die einerseits die Ergebnisse der gelfreien Analysen bestätigten, andererseits 

aber auch zeigten, dass SigB nur wenig Einfluss auf die Prozessierung und 

posttranslationale Modifikation extrazellulärer Proteine in S. aureus RN1HG hat. 

Die Zusammensetzung des extrazellulären Proteoms ist vor allem bei pathogenen 

Bakterien bedeutsam, da z. B. durch extrazelluläre Enzyme die Erschließung von 

Nährstoffquellen in extremen Habitaten begünstigt und durch Virulenzfaktoren sowohl 

die Kolonisierung als auch die Überlebensfähigkeit im Wirtsorganismus gesichert wird. 

Um die Erreger-Wirt Interaktion näher zu charakterisieren, wurde die Reaktion von 

humanen bronchialen Epithelzellen (S9-Zellen) auf eine Infektion mit 

S. aureus RN1GH pMV158 untersucht. Die Durchführung der Infektionsstudien mit 

einem GFP-markierten RN1HG-Stamm ermöglichte die Sortierung der infizierten S9-

Zellen durch die Durchflusszytometrie. Da im Epithelverband nicht jede Zelle mit 

S. aureus infiziert ist, lag der Vorteil der Sortierung darin, dass Proteomanalysen 

spezifisch für die S9-Zellen mit internalisierten Staphylokokken durchgeführt werden 

konnten. Infolge einer Internalisierung von S. aureus durch die S9-Epithelzellen kam es 

zunächst zu einer Integrin-vermittelten Adhäsion. Eine zunehmende Inkubation mit 

S. aureus führte zu inflammatorischen Prozessen. 

Die Invasion pathogener Bakterien in Wirtzellen führt somit zum Remodelling 

biologischer Prozesse, die dem Wirt die Auseinandersetzung mit dem Pathogen 

ermöglichen.  
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TEIL B: EINLEITUNG 
 

In 30-40 % der gesunden Bevölkerung gehört S. aureus zur Normalflora der Haut und 

Schleimhäute (Armstrong-Ester, 1976, Kluytmans et al., 1997, Peacock et al., 2001). 

Eine Schädigung erfolgt erst nach Eindringen der Bakterien in den Körper über Wunden 

(Brandwunden, Verletzungen, chirurgische Eingriffe etc.) und das Umgehen der 

Immunantwort des Wirtes, was folglich zu einer Infektion führt. 

Eine Infektion mit S. aureus kann lokal erfolgen und umfasst u. a. Folliculitis, Impetigo, 

Hautabzesse (Beulen, Furunkel), oder Cellulites (Zellgewebsentzündungen). Ausgehend 

von lokalen Infektionen können die Bakterien mit dem Blutstrom in Weichteile und 

Organe gelangen, was z. B. eine Sepsis (ausgelöst durch α-Toxin), eine Endokarditis 

oder Osteomyelitis zur Folge haben kann. Einige Staphylokokken-Stämme produzieren 

Toxine (Enterotoxine, TSST-1), die nach Aufnahme über Lebensmittel eine 

Intoxikation auslösen („toxic shock syndrome“) (Projan und Novick, 1997, Archer, 

1998, Lowy, 1998). 

Des Weiteren gehört S. aureus zu den wichtigsten nosokomialen Infektionserregern 

(Kim et al., 2001, Nathwani, 2003). Als Risikofaktoren sind vor allem Katheter, 

Wunddrainagen, postoperative Wundflächen oder Hautläsionen zu nennen. Eine 

Behandlung erfolgt durch Antibiotika wie Penicillin, Cephalosporin, Fluoroquinolon, 

Clindamycin oder Minocyclin (Lowy, 1998). Problematisch ist jedoch die zunehmende 

Resistenz von S. aureus-Isolaten gegenüber den in der Therapie eingesetzten 

Antibiotika (Abraham und Chain, 1940, Thornsberry, 1995, Chambers, 1997).   

MRSA-Stämme (multi-resistente, ursprünglich: methicillin-resistente 

Staphylococcus aureus) (Abb. 1) produzieren ein verändertes Penicillinbindeprotein, 

das zu einer Unempfindlichkeit gegenüber ß-Lactam-Antibiotika (Penicillin, 

Cephalosporin, Carbapenem) führt. Lediglich Vancomycin und Teicoplanin können 

noch zur Behandlung der Infektion mit MRSA-Stämmen eingesetzt werden. 
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Die Fähigkeit von S. aureus diverse Infektionen hervorzurufen, ist sicherlich auf die 

Diversität der Virulenzfaktoren und auf die Variabilität der Virulenzmechanismen 

zurückzuführen. Von daher werden Infektionsmodelle unter Verwendung von Zelllinien 

und Labortieren zur Studie der Pathogenese von S. aureus herangezogen (Projan und 

Novick, 1997). Auch durch die zunehmende Resistenz gegenüber gebräuchlichen 

Antibiotika (Enright et al., 2002, Livermore, 2003) und seine Bedeutung als 

nosokomialer Krankheitserreger wächst das Interesse an der Charakterisierung von 

S. aureus mit dem Ziel, ein besseres Verständnis der Physiologie von S. aureus und 

seiner Interaktion mit dem Wirt zu erhalten. 

S. aureus kann nahezu jedes Gewebe bzw. jeden Organismus besiedeln. Diese Fähigkeit 

basiert auf der Expression zahlreicher potentieller Virulenzfaktoren. Hierzu gehören 

Oberflächenproteine, die eine Adhäsion an Wirtszellen begünstigen (z. B. Protein A) 

(Foster und Höök, 1998), Proteine, die die Phagozytose verhindern sowie Toxine zur 

Schädigung der Wirtszellen (Hämolysine, Leukocidine).  

 

 

 

 

 

 

 

 Abb. 1: Geografische 

Verteilung von Methicillin-

resistenten Staphylokokken in 

Europa aus dem Jahresreport 

von 2007 der EARSS (EARSS 

Annual Report 2007). 
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1. Staphylococcus aureus - Die Etablierung eines Infektionserregers 

 

Die Pathogenität von S. aureus ist sowohl auf morphologische (Abb. 2) als auch auf 

physiologische Eigenschaften des Bakteriums zurückzuführen (Abb. 3).   

 

 
Abb. 2: S. aureus gehört zu der Ordnung der Bacillales und wird in die Familie der Staphylococcaceae 

eingeordnet.  

Es handelt sich um ein Gram-positives, nicht sporulierendes Bakterium. Charakteristische Merkmale von 

S. aureus sind die in Haufen oder Trauben angeordneten 0,5-1 µm großen Kokken (A). Die Hämolyse 

von Blutzellen ist auf α-Toxin zurückzuführen (B). 

 

Die Kapsel von S. aureus besteht aus Polysacchariden, welche in 11 verschiedene 

Serotypen eingeteilt werden können. Lediglich Typ 5 und 8 werden mit Infektionen des 

Menschen in Verbindung gebracht (Lee, 1996). Die Zellwand besteht aus 

Peptidoglykan. Diesem Polysaccharid wird eine endotoxische Wirkung zugesprochen. 

Es stimuliert die Abgabe von Zytokinen von Makrophagen, die Aktivierung des 

Komplementsystems und die Aggregation von Blutplättchen (Lowy, 1998). Wichtig für 

die Adhäsion an Wirtszellen sind Oberflächenproteine (Foster und Devitt, 1994), bei 

denen zwei Gruppen - die sekretorischen Oberflächenproteine und die kovalent 

zellwandgebundenen Oberflächenproteine - unterschieden werden können. Die erste 

Gruppe ist vor allem dadurch gekennzeichnet, dass die Bindung an Wirtsproteine eher 

unspezifisch erfolgt. In der Folge können Proteine wie Fibronektin, Fibrinogen, 

Vitronektin oder Kollagen gebunden werden. Zu dieser Gruppe gehören Eap 

(extrazelluläres Adhärenz-Protein, Hussain et al., 2001a) und Emp (extrazelluläres 

Matrix-Protein-Binde-Protein, Hussain et al., 2001b).  

1µm

A B 
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Abb. 3: Darstellung ausgewählter Virulenzfaktoren. 

Die Polysaccharidkapsel beeinträchtigt die Interaktion mit Neutrophilen (a). Durch die extrazelluläre 

Staphylokinase (Sak) wird zellwandgebundenes Plasminogen aktiviert. Das resultierende Plasmin spaltet 

Immunglobulin G (IgG) und den Komplementfaktor C3b (b). Protein A bindet an die Fc-Region von IgG 

(c). Das extrazelluläre Fibrinogen-Bindeprotein bindet den Komplementfaktor C3 (d). Der Clumping 

Faktor A bindet an die γ-Kette von Fibrinogen (e) (nach Foster, 2005). 

 

Die kovalent an die Zellwand gebundenen Oberflächenproteine werden auch als 

MSCRAMM (= microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) 

bezeichnet. Die Bindung an die Zelloberfläche wird durch die Aminosäuresequenz 

LPXTG ermöglicht, welche wiederum durch das Enzym Sortase abgespalten werden 

kann (Navarre und Schneewind, 1994). Hierzu zählen unter anderem SpA (Protein A), 

FnBP`s (Fibronektin-Bindeproteine), Efb (extrazelluläres Fibrinogen-Bindeprotein), 

Cna (Collagen-Bindeprotein), Ebp (Elastin-Bindeprotein) und Clf`s (Clumping-

Faktoren). Protein A bindet die Fc-Region von Immunglobulin G und erschwert die 

Opsonierung und somit auch die Phagozytose (Foster, 2005). FnBP`s können mit 

Fibrinogen und Fibronektin interagieren und spielen offenbar eine essentielle Rolle bei 

der Invasion in Wirtszellen. So konnte gezeigt werden, dass FnBP-defiziente Mutanten 

in geringerem Maße in Wirtszellen aufgenommen werden (Sinha et al., 1999, Agerer et 

al., 2003). Efb blockiert den Komplementfaktor C3 und verhindert ebenfalls die 

Opsonierung (Lee et al., 2004). Durch die Clumping-Faktoren ClfA und B erfolgt die 

Bindung an Fibrinogen, wobei ClfA an die γ-Untereinheit und ClfB an die α-Kette des 
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Fibrinogens bindet. Es erfolgt eine Maskierung der Staphylokokken, so dass auch durch 

die Clumping-Faktoren die Immunabwehr des Wirtes reduziert wird (Müller, 1996).   

Neben der Beschaffenheit der Zellwand (Kapsel, Oberflächenprotein) hat die Sekretion 

von Virulenzfaktoren einen entscheidenden Einfluss auf die Pathogenität. Zu den 

Virulenzfaktoren gehören z. B. Toxine. Ein klassischer Vertreter ist das α-Hämolysin 

(α-Toxin, Hla), welches eine Porenbildung in den zytoplasmatischen Membranen der 

Wirtszellen initiiert und damit zur Lyse der Zelle führt (Montoya und Gouaux, 2003) 

(Abb. 2B). Als weitere Vertreter sind die Leukotoxine zu nennen, welche in 4 Gruppen 

klassifiziert werden: γ-Hämolysin (=γ-Toxin, Hlg), Panton-Valentine-Leukocidin 

(PVL), Leukocidine (LukED) und M/F-PV-ähnliche Leukocidine (Foster 2005). 

Desweiteren gehören Superantigene zur Gruppe der Toxine. Sie binden an MHC-

Moleküle (major histocompatibility complex) und führen zur Proliferation von T-Zellen 

und zur Ausschüttung von Zytokinen (Marrack und Kappler, 1990). Die Gruppe der 

Superantigene umfasst die Staphylokokken-Enterotoxine (SE), das Toxic-Shock-

Syndrome-Toxin-1 (TSST-1) und die Exfoliativtoxine A und B. Letztere wirken 

epidermiolytisch und trennen das Stratum spinosum vom Stratum granulosum. Als 

Folge kommt es zur bullösen Abhebung der Haut („scaled skin syndrome“, Iandolo, 

1989). TSST-1 aktiviert die T-Lymphozyten und führt zur Ausschüttung von α-

Interferon und Interleukinen (Ulrich et al., 2007). Die Enterotoxine (SE, staphylococcal 

enterotoxins) sind für das Auslösen von Lebensmittelvergiftungen verantwortlich, 

wobei SEA das am häufigsten nachgewiesene Enterotoxin ist, gefolgt von SED und 

SEB (Balaban und Rasooly, 2000). SEA und SEB sind dabei in der Lage, nicht nur T-

Zell-Rezeptoren, sondern auch MHC-II-Moleküle zu binden und kurbeln die Produktion 

von Entzündungsmediatoren an (O´Brien et al., 2006). 

Staphylokokken produzieren auch eine Reihe von Enzymen, wie Proteasen, Lipasen 

oder Hyaluronidase, welche zur Zerstörung des Gewebes und damit zur Ausbreitung der 

Bakterien beitragen (Lowy, 1998, Foster, 2005). Hyaluronidasen spalten Hyaluronsäure, 

welche Bestandteil von Haut, Knorpeln und Knochen ist, und spielen eine Rolle bei der 

Invasion von Geweben. Auch Nukleasen sind für S. aureus charakteristisch und 

bewirken eine Spaltung des Erbguts. 

Die Bildung von Abszessen kann durch Coa (Koagulase), Sak (Staphylokinase) und 

FAME (Fettsäuremodifizierende Enzyme) begünstigt werden. Bei der Interaktion der 

Koagulase mit dem Prothrombin kommt es zur Bildung von Staphylothrombin. Dabei 

handelt es sich um einen proteolytisch wirksamen Komplex, welcher zur Polymerisation 
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von Fibrinogen führt (Moreillon et al., 1995). Die Staphylokinase bindet an 

Plasminogen (Kuusula und Saksela, 1990). Dies führt zur Auflösung des Fibrins und 

damit zur weiteren Ausbreitung der Bakterien (Christner und Boyle, 1996).  

Die Pathogenität von S. aureus lässt sich somit zum einem auf Proteine, die an der 

Zellwandoberfläche exponiert sind (z. B. Protein A), und zum anderen auf Proteine, die 

in das umgebene Medium entlassen werden (extrazelluläre Proteine), zurückführen 

(Novick, 2003, Cheung et al., 2004a). Diese verschiedenen Komponenten werden in 

Anpassung an das Infektionsstadium exprimiert (Cheung et al., 2004a). Dabei werden 

Adhäsine während des exponentiellen Wachstums gebildet (Dunman et al., 2001, 

Ziebandt et al., 2001, Novick, 2003, Cheung et al., 2004a), um die Kolonisierung des 

Wirtsgewebes zu erleichtern. Toxine hingegen werden vornehmlich erst in der 

stationären Phase produziert (Dunman et al., 2001, Novick, 2003, Cheung et al., 2004a), 

um die Ausbreitung der Bakterien im Gewebe zu vereinfachen. Um zu gewährleisten, 

dass die Virulenzfaktoren nur dann gebildet werden, wenn es notwendig ist, wird die 

Synthese als Antwort auf die Zelldichte, den Energiemetabolismus und Umweltsignale 

koordiniert (Projan und Novick, 1997, Novick, 2003). Das Auftreten dieser 

Virulenzfaktoren während des exponentiellen Wachstums oder der stationären Phase 

deutet darauf hin, dass eine Regulation erforderlich sein muss. 

 

2. S. aureus Regulons und ihre Auswirkung auf die Pathogenität von S. aureus 

 

Da die Virulenzfaktoren wachstumsphasenabhängig exprimiert werden, liegt es nahe, 

dass globale Regulatoren in die Expression eingreifen (Tab. 1). Zu diesen 

Regulationselementen gehören bei S. aureus zum einen die Zwei-Komponenten-

Systeme agr, saeRS, srrAB, arlRS, lytRS und yccFG und zum anderen die SarA-

Proteinfamilie mit SarA, SarR, Rot, SarS, SarT, SarU (Novick, 2003, Cheung et al., 

2004a, Feng et al., 2007).  
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Tab. 1: Überblick über mögliche Regulons bei S. aureus (vereinfacht nach Novick, 2003). 

Regulator Rolle Referenz 

AgrACDB/RNA III Regulation extrazellulärer und zytoplasmatischer 

Proteine 

Novick et al. (1993) 

SaePQRS Regulation extrazellulärer Proteine Giraudo et al. (1999) 

ArlRS Regulation der Autolyse und bestimmter 

akzessorischer Proteinen 

Fournier et al. (2001) 

SvrA notwendig für die Expression von agr Garvis et al. (2002) 

SrrAB Regulation bestimmter akzessorischer Proteine bei 

niedrigem Sauerstoffpartialdruck 

Yarwood et al. (2001) 

SigB aktiv in der späten exponentiellen Phase, reguliert 

akzessorische Proteine  

Kullik et al. (1998) 

SarA wichtig für agr-Induktion, pleiotroper Repressor Cheung et al. (1996) 

SarS Aktivierung der Transkription von Protein A und 

eventuell anderer Oberflächenproteine 

Tegmark et al. (2000) 

SarT Repression der Transkription von Protein A und 

anderen Exoproteinen 

Schmidt et al. (2001) 

SarR Transkriptionsfaktor für sarA und eventuell sarS Mana and Cheung (2001) 

Rot Transkriptionsfaktor für hla und andere 

Exoproteine  

McNamara et al. (2000) 

 

Auch der Einfluss des Sigma Faktors B (SigB) auf die Regulation von Virulenzfaktoren 

wird vielfach diskutiert (Kullik et al., 1998, Ziebandt et al., 2004, Senn et al., 2005, 

Mitchell et al., 2008). Sigma-Faktoren regulieren zum einen Gene, die zum normalen 

Zellstoffwechsel gehören („house keeping sigma factor“) und sind zum anderen 

notwendig für die Regulation von Genen, die zur Adaptation an Umweltveränderungen 

(z. B. Hitzestress oder osmotischer Stress) exprimiert werden („alternative sigma 

factor“). Der Sigma Faktor B wurde im Detail in Bacillus subtilis studiert und dient der 

Anpassung an Umweltveränderungen und Energiestress. Im Gegensatz zu B. subtilis 

erfolgt die Aktivierung des Sigma Faktors B in S. aureus nicht durch Energiestress. Der 

Vergleich sigB abhängiger Gene in B. subtilis und S. aureus lässt eine unterschiedliche 

Funktion des Regulators vermuten (Pané-Farré et al., 2006). 

Bisher sind vier Sigma-Faktoren für S. aureus beschrieben, darunter der 

house keeping Sigma-Faktor σA (Deora and Misra, 1996) und die drei alternativen 

Sigma-Faktoren σB (Wu et al., 1996, Kullik und Giachino, 1997, Senn et al., 2005), σH 

(Morikawa et al., 2003) und σS (Shaw et al., 2008).  
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1996 wurde von Wu et al. erstmals das sigB Operon bei S. aureus beschrieben, 

bestehend aus den 4 Genen rsbU, rsbV, rsbW und sigB, welche Homologien zu den 

entsprechenden Genen von B. subtilis (Abb. 4 A) aufweisen (Pané-Farré et al., 2009). 

Die Aktivierung des Sigma-Faktors kann in B. subtilis einerseits RsbU-abhängig (unter 

Stress, wie Ethanol, Salz oder Hitze) aber auch RsbU-unabhängig über RsbP erfolgen 

(Pané-Farré et al., 2005, Hecker et al., 2007). In S. aureus wurde bisher lediglich der 

RsbU-abhängige Regulationsmechanismus beschrieben (Palma und Cheng, 2001, 

Bronner et al., 2004) (Abb. 4 B). Hierbei ist SigB im inaktiven Zustand an RsbW, den 

Anti-Sigma-Faktor gebunden (RsbW-SigB-Komplex). Während des exponentiellen 

Wachstums ist der Anti-Anti-Sigma-Faktor RsbV phosphoryliert und der RsbW-SigB-

Komplex bleibt erhalten. Als Antwort auf Umweltreize wird RsbV jedoch durch RsbU 

dephosphoryliert und bindet nun RsbW. Damit wird SigB frei und formt mit der RNA-

Polymerase das aktive SigB-Holoenzym. σB wird nicht nur durch 

Umweltveränderungen (z. B. pH, Hitze) aktiviert, sondern auch durch Salizylsäure 

(Kupferwasser et al., 2003, Palma et al., 2006).  

Das sigB Operon wird von 3 verschiedenen Promotoren (P1-P3) abgelesen. P1, ein σA -

abhängiger Promotor, reguliert die Expression eines 3,6 kb Transkripts, welches 

lediglich in der exponentiellen Wachstumsphase nachgewiesen werden kann. P2 

vermittelt die Expression eines 2,5 kb Transkripts und kann ebenfalls nur während des 

exponentiellen Wachstums nachgewiesen werden. P3 generiert die Expression eines 

1,6 kb Transkripts und wird mit maximaler Transkriptionsrate beim Übergang von der 

exponentiellen zur stationären Wachstumsphase nachgewiesen (Abb. 4 A). 
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Abb. 4: SigB-Aktivierung in S. aureus. 

Grafische Darstellung des sigB Operons von B. subtilis im Vergleich zu S. aureus COL, bestehend aus 

den 4 Genen rsbU, rsbV, rsbW und sigB. Die Linien verweisen auf die verschiedenen Transkripte und 

deren Größe (A). RsbU-abhängige Aktivierung von SigB (B) (modifiziert nach Senn et al., 2005 und 

Pané-Farré, 2009). 

 

Bisher sind ca. 300 Gene als SigB-reguliert beschrieben (Gertz et al., 2000, Ziebandt et 

al., 2001, Horsburgh et al., 2002, Bischoff et al., 2004, Ziebandt et al., 2004, Pané-Farré 

et al., 2006), zu denen nicht nur für den Stoffwechsel bedeutsame, sondern auch Gene 

gehören, welche das Überleben sowie die Interaktion von S. aureus mit dem Wirt 

begünstigen: 

1. Die Expression von Genen, welche in eine generelle Stressantwort involviert 

sind (Kullik und Giachino, 1997, Chan et al, 1998, Kullik et al., 1998, 

Giachino et al., 2001, Horsburgh 2002), darunter das Alkaline shock protein 

23 (asp23) (Gertz et al. 2000).  

2. SigB kann die Anfälligkeit von S. aureus gegenüber Peroxidasen durch eine 

vermehrte Bildung von Katalasen minimieren, wodurch die Bakterien auch 

gegen Superoxidanionen, welche von Neutrophilen entlassen werden, 

geschützt sind (Kullik et al., 1998). 

3. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass ∆sigB Mutanten eine verminderte 

Resistenz gegenüber antibiotischen Wirkstoffen aufweisen (Wu et al., 1996, 

De Lencastre et al., 1999, Bischoff et al., 2001b, Price et al., 2002, Singh et 

al., 2003) und es konnte gezeigt werden, dass SigB verantwortlich für die 

Resistenz gegenüber UV-Stress ist (Giachino et al., 2001).  

rsbR rsbTrsbS rsbU rsbV rsbW sigB rsbX

σA σB

σA σB

rsbU rsbV rsbW sigBsa2058sa2059

P1 P2 P3

1,6kb
2,5kb
3,6kb

P

rsbV

rsbW

sigB

rsbU

rsbV

rsbW

sigB

P

INAKTIV AKTIV

Umweltreize

A B
B. subtilis 

S. aureus COL 



TEIL B: EINLEITUNG 

12 
 

4. Außerdem trägt SigB vermutlich auch zur Ausbildung der sog. small colony 

variants (SCV) bei (Moisan et al., 2006, Mitchell et al., 2008), die häufig bei 

einer dauerhaften Besiedlung oder bei immer wiederkehrenden Infektion 

isoliert werden konnten (Proctor et al., 1995, von Eiff et al., 2001). 

5. Auch die Bildung von Biofilmen wird durch SigB beeinflusst, da die 

Synthese von PIA (kodiert für das polysaccharide intercellular adhesion, 

synthetisiert durch icaADBC-Gen-Cluster), welches die interzelluläre 

Adhäsion von Bakterien im Biofilm vermittelt und damit für die Biofilm-

Bildung verantwortlich ist, nur in Gegenwart von funktionellem RsbU 

erfolgen kann (Rachid et al., 2000, Giachino et al., 2001, Knobloch et al., 

2001). Katheter-assoziierte Infektionen gehen in der Intensivmedizin auf die 

Biofilmbildung zurück (Big und Malani, 2010, Megged et al., 2010) 

6. SigB ist auch involviert in die Expression von Virulenzfaktoren (Cheung et 

al., 1999, Kullik et al., 1998, Giachino et al., 2001, Ziebandt et al., 2001, 

Novick, 2003, Entenza et al., 2005). 

 

Durch ein komplexes Netzwerk an Regulons wird gewährleistet, dass S. aureus auch 

unter extremen Bedingungen lebensfähig ist. In Anpassung an das umgebende Milieu 

werden Proteine prozessiert und nach außen sekretiert um die vorhandenen 

Nährstoffquellen zu erschließen.  

 

3. Das extrazelluläre Proteom - eine Akkumulation von Virulenzfaktoren 

 

Der Begriff „Sekretom“ umfasst alle Proteine, die durch eine Zelle, ein Gewebe, ein 

Organ oder einen Organismus in den extrazellulären Raum abgegeben werden. Dabei ist 

es nicht entscheidend, ob es durch bekannte oder unbekannte Sekretionswege in den 

extrazellulären Raum sekretiert wird (Agrawal et al., 2010). Aufgrund der Tatsache, 

dass auch zytoplasmatische Proteine im extrazellulären Milieu nachgewiesen werden 

können, wird im Rahmen dieser Arbeit vom extrazellulären Proteom gesprochen. Dabei 

werden alle Proteine erfasst, welche im umgebenen Medium nachgewiesen werden 

können.  

Das gesamte Proteom von S. aureus umfasst ca. 2800-3000 Proteine. Diese werden 

entsprechend ihrer Lokalisation in zytoplasmatische, Membran-assoziierte, Zellwand-

assoziierte und extrazelluläre Proteine eingeteilt (Becher et al., 2009). Damit die 
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Proteine ihre Position in der Zelle einnehmen können, gibt es in Bakterien eine Vielzahl 

unterschiedlicher Signalpeptide, die über den richtigen Zielort entscheiden (von Heijne, 

1990). Nach erfolgreicher Translokation werden die Signalpeptide durch sog. 

Signalpeptidasen abgeschnitten, und das Protein kann zur reifen Form gefaltet werden. 

Die Sekretion von Proteinen erfolgt in S. aureus vorrangig über den sog. Sec- 

Translokationsweg, über den z. B. Autolysin (Atl), Coagulase, Clumping-Faktoren 

(ClfA/B), γ-Hämolysin (HlgA-C), Immunodominant Antigen A (IsaA), Lipase (Lip), 

Leukotoxin D (LukD), Staphylokinase (Sak), Protein A (Spa) und Serin-Proteasen 

transportiert werden. 

Die Detektion von Proteinen, die nicht auf einem der klassischen Signalwege über 

Signalpeptide in den extrazellulären Raum exportiert werden, liefert immer wieder 

Grund zu der Annahme, dass diese Proteine durch eine Lyse der Bakterienzelle frei 

werden. Die Tatsache, dass jedoch einige bakterielle Proteine extrazellulär bei 

verschiedenen Bakterienspezies nachgewiesen werden können, weist darauf hin, dass 

zytoplasmatische Proteine auch von intakten Zellen transloziert werden (Bendtson et al., 

2005). Dieses Phänomen wurde auch als nicht-klassischer Sekretionsweg bezeichnet 

und erstmals bei Eukaryoten beschrieben (Muesch et al., 1990, Rubartelli et al., 1990). 

Bekannt ist auch, dass zytoplasmatische Proteine außerhalb der Zelle spezifische 

Funktionen ausüben können (Schaumberg et al., 2004), die nicht unbedingt identisch 

mit der Rolle innerhalb der Zelle sein müssen (= „moonlighting“ Proteine) (Jeffery, 

1999).  

Zu den sekretierten Proteinen ohne Signalpeptid gehören unter anderem die 

Superoxiddismutase (SodA) in Mycobacterium tuberculosis (Harth und Horwitz, 1999), 

die staphylokokkale Nuclease in M. smegmatis (Recchi et al., 2002), RocA, RocF 

(Antelmann et al., 2001), Enolase, GroeL, PdhB, PdhD und CitH in B. subtilis 

(Vitikainen et al., 2004) und die Katalase (KatA) in B. subtilis ∆secA (Hirose et al., 

2000). Dennoch bleibt die Schwierigkeit bestehen, für Proteine ohne Signalepeptid auf 

eine nicht-klassische Sekretion zu schließen, da nicht nur experimentelle Bedingungen, 

sondern auch die Zelllyse und die Degradation von Proteinen nicht eindeutig 

ausgeschlossen werden können (Bendtson et al., 2005).   

Das extrazelluläre Proteom repräsentiert ein Reservoir für Virulenzfaktoren, darunter 

oberflächenassoziierte Proteine oder auch Toxine, die in eine Interaktion mit dem 

Wirtsorganismus einbezogen sind. Nicht nur die Kolonisierung, sondern auch das 
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Überleben und das Wachstum innerhalb des Wirtes werden den pathogenen Bakterien 

damit ermöglicht.   

 

4. Die Auseinandersetzung des Wirts mit Staphylococcus aureus 

 

Durch eine Vielzahl an Adhäsionsmolekülen kann S. aureus mit Komponenten der 

Wirtszellen (z. B. Fibrinogen, Fibronektin, Collagen, Laminin) interagieren. U. a. 

kommt es durch sekretierte Toxine zur Lyse der Wirtszellen und damit zur Ausbreitung 

der Bakterien, was zu einer Manifestation des Erregers im Gewebe führt. Desweiteren 

tragen Strategien, die die Abwehr durch das Immunsystem schwächen (Foster und 

Höök, 1998), zur Kolonisierung mit S. aureus bei (Tab. 2). 

 

Tab. 2: Ausgewählte Virulenzfaktoren von S. aureus und ihre Auswirkungen auf die Wirtszelle (gekürzt 

nach Sibbald et al., 2006). 

Wirkung Virulenzfaktor Proteine 

Kolonisierung des Gewebes Oberflächenproteine ClfA, ClfB, FnbA, FnbB, IsdA, 

SdrC, SdrD, SdrE 

Lyse der eukaryotischen Zelle und 

Ausbreitung der Bakterien 

Membranschädigende Toxine, 

Invasine 

Geh, Hla, Hld, HlgA-C, HysA, 

Lip, LukD, LukE, LukF, LukS, 

Nuc 

Verhinderung der Phagozytose Oberflächenproteine Cap-A, Efb, Spa 

Überleben in Phagozyten Biochemische Verbindungen KatA, Staphyloxanthin 

Umgehen der Immunantwort Oberflächenproteine ClfA, ClfB, Coa, Spa 

Sepsis Exotoxine Eta, Etb, SEA-G, TSST-1 

Antibiotika-Resistenz Resistenz-Proteine BlaZ, MecA, VanA 

 

Die Haupteintrittspforten pathogener Bakterien sind zum einen die Haut und zum 

anderen die Organepithelien, wie im Gastrointestinaltrakt, im Urogenitaltrakt und den 

Atemwegen (Kunzelmann und McMorran, 2004, Aldridge et al., 2005).  

Die Lungenepithelien kommen ständig mit Fremdkörpern in Berührung, da beim 

Einatmen mit der sauerstoffreichen Luft auch Schmutzpartikel, Mikroorganismen und 

andere Schadstoffe eingeatmet werden können. Von daher gibt es effektive 

Mechanismen, um Infektionen abzuwehren und damit die Lunge sauber und steril zu 

halten (Aldridge et al., 2005). Eine Fehlfunktion hätte eine mikrobielle Kolonisierung 

und damit eine Infektion der Atemwege und der Lunge zur Folge (Bals und Hiemstra, 

2004). Spezifische Oberflächenrezeptoren an der apikalen Membranseite der 
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Epithelzellen dienen der Erkennung sog. pathogen-associated molecular patterns 

(PAMPs). Zu diesen Rezeptoren gehören unter anderem Toll-like Rezeptoren (TLRs), 

der TNF-α Rezeptor (TNFR1) oder auch NOD-like Rezeptoren (NLRs) (Schleimer et 

al., 2007, Gómez und Prince, 2008). Der TLR2 dient der Detektion mikrobieller 

Komponenten wie Lipoproteinen, Peptidoglycan oder Lipoteichonsäuren (Kato und 

Schleimer, 2007). Protein A von S. aureus wird über den TNF-α Rezeptor erkannt und 

führt zur Sekretion von Interleukin-8 (Gómez et al., 2004). Der NLR2 spürt mikrobielle 

Komponenten in infizierten Zellen auf, worauf NF-κB aktiviert (Gómez und Prince, 

2008) und die Freigabe des Tumornekrose-Faktors und von Interleukin-6 und -8 

stimuliert wird (Kato und Schleimer, 2007).  

Um eine Kolonisierung und eine Infektion mit den eingedrungenen Mikroben zu 

vermeiden, kann das Epithel der Atemwege auch antimikrobielle Peptide und Proteine 

(z. B. Lysozym, Defensin) produzieren, um sowohl Gram-positive als auch Gram-

negative Bakterien abzutöten (Martin et al., 1995, Bals und Hiemstra, 2004). 

Adhärieren pathogene Bakterien an die Epitheloberfläche kommt es auch zur 

Expression und Sekretion von Zytokinen (Interleukin-2, Interleukin-10, Tumor-

Nekrosis-Faktor α, Interferon γ), Adhäsionsmolekülen und MHC II-Molekülen (major 

histocompatibility complex class II molecules) (Kunzelmann und McMorran, 2004). 

Können „Fremdkörper“ nicht eliminiert werden oder gibt es einen angeborenen Defekt 

in den Abwehrmechanismen, kann dies zu Lungenerkrankungen führen (Aldridge et al., 

2005). Ein gutes Beispiel ist die Cystische Fibrose. Hierbei handelt es sich um eine weit 

verbreitete, letale, autosomal rezessive Lungenerkrankung. Zurückzuführen ist sie auf 

eine Mutation im CFTR-Gen (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), 

welches auf dem Chromosom 7 lokalisiert und etwa 250 kb groß ist. Bisher sind über 

1600 mögliche Mutationen des CFTR-Gens identifiziert worden, die dazu führen, dass 

das kodierende Protein falsch gefaltet ist, die Funktion als Chlorid-Kanal beeinträchtigt 

ist oder das Protein nicht produziert wird (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage. 

html). Die am weitesten verbreitete Mutation bei CF-Patienten ist die sog. ∆F508-

Mutation (Deletion des Phenylalanin an Position 508). Das Resultat ist immer ein 

funktionsloses CFTR-Protein (Welsh und Smith, 1993), das dann auch instabil ist. 

CF-Patienten werden mit scheinbar gesunden Lungen geboren und leiden bereits im 

Kleinkindalter an chronischen, unverminderten bakteriellen Infektionen der Luftwege 

(Bronchien), da der CFTR-Defekt zu einer viskosen Schleimschicht auf der apikalen 
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Seite der Lungenepithelien führt, mit dem die eingedrungenen Bakterien nur schwer 

abtransportiert werden können (Aldridge et al., 2005) (Abb. 5). 

 

 
Abb. 5: Modelsystem der cystischen Fibrose (modifiziert nach Frizzel und Pilewski, 2004). 

A) Im Atmungstrakt eines gesunden Probanden herrscht ein Gleichgewicht zwischen Natriumabsorption 

(vermittelt durch epitheliale Natriumkanäle, ENaC) und der Sekretion von Anionen (vermittelt über 

CFTR und Chloridkanäle) wodurch das Flüssigkeitsvolumen über den Zilien-tragenden Epithelzellen 

definiert wird, und folglich die Höhe der periciliary liquid layer (PCL) bestimmt. Dabei handelt es sich 

um den Raum, der die freie Bewegung der Zilien zulässt und damit den Abtransport von Partikeln 

ermöglicht (clearance). B) In Probanden mit defekten CFTR erhöht sich die Natriumabsorption und führt 

zur Minimierung des PCLs. Die Bewegung der Zilien und damit auch Abtransport von Partikeln wird 

gehemmt. Es erfolgt eine Anreicherung von sekretorischen Produkten (z. B. Chemokine).   

 

Die Cystische Fibrose (CF) ist mit der Besiedlung bestimmter Bakterien verbunden: 

Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, 

Stenotrophomonas maltophilia und S. aureus (Cystic Fibrosis Foundation Patient 

Registry 2001). S. aureus ist häufig in den frühen Phasen der chronischen 

Lungeninfektionen als Besiedler beteiligt (Bauerfeind et al., 1987, Burns et al., 1998). 

Das Bakterium adhäriert zunächst an die Wirtszellen (Mongodin et al., 2000), dringt in 

dedifferenzierte Zellen der Atemwege ein und führt letztendlich zur Apoptose der 

infizierten Zellen (Kahl et al., 2000). 
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Da häufig Atemwegsepithelien von der Besiedlung mit S. aureus betroffen sind, eignen 

sich insbesondere humane Epithelzelllinien für die Untersuchung der Interaktion 

zwischen Wirt und Pathogen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden S9-Zellen verwendet. 

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um ein immortalisiertes Atemwegsepithel (Adeno-

12-SV-40) (Zeitlin et al., 1991). Die Zelllinie exprimiert ein intaktes CFTR-Protein und 

wurde von der Mutterzelllinie IB3-1 abgeleitet, welche 1992 aus einem Patienten mit 

cystischer Fibrose isoliert wurde und die ∆F508-Mutation aufweist (Flotte et al., 1993). 
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5. Zielstellung 

 

S. aureus gehört auch im 21. Jahrhundert zu den wichtigsten Infektionserregern. Die 

Pathogenität der Staphylokokken ist bedingt durch eine Vielzahl von Virulenzfaktoren. 

Basierend auf ihren biologischen Funktionen können Virulenzfaktoren in vier 

Kategorien eingeteilt werden: (1) Faktoren, die eine Adhäsion an Wirtszellen/-gewebe 

vermitteln, (2) Faktoren, die durch Zerstörung der Zelle die Ausbreitung der Bakterien 

begünstigen, (3) Faktoren, die das Bakterium vor einer Immunreaktion des Wirtes 

schützen und (4) Proteine zum Aufschluss der im Wirt vorhandenen Nährstoffquellen 

(Hecker et al., 2010). Die Expression der Virulenzfaktoren erfolgt zumeist in 

Abhängigkeit von der Wachstumsphase und wird durch diverse Regulatoren gesteuert. 

Die Transkription kann aber auch durch äußere Bedingungen beeinflusst werden. Dazu 

gehören auch experimentelle Bedingungen, wie die Wahl des Kulturmediums, die bei 

in vitro-Studien von S. aureus zu unterschiedlichen Ergebnissen führen können.   

Zudem werden bei einer Vielzahl von Studien, die sich mit der Interaktion von 

S. aureus mit Zellkulturen beschäftigen, die Staphylokokken einem Medium-Shift 

ausgesetzt. Dies führt in der Folge erneut zu einer physiologischen Veränderung im 

Proteom der Staphylokokken. Um bei der Interaktion zwischen Erreger und Wirtszellen 

Effekte aufgrund eines Mediumwechsels ausschließen zu können, wurde im Teilprojekt 

C2 des Transregio 34 „Pathophysiologie von Staphylokokken in der Post-Genom-Ära“ 

ein eukaryotisches Zellkulturmedium (MEM) für die Kultivierung von S. aureus 

angepasst (pMEM) (S. Scharf, Universität Greifswald). Mit der Etablierung des 

Mediums wurden im Rahmen dieser Dissertation folgende Fragestellungen adressiert:  

 Untersuchung des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG in pMEM 

und TSB und die damit verbundene Validierung des pMEM für die bakterielle 

Kultivierung zur Vermeidung von Sekundäreffekten in Zellkultursystemen 

 Einfluss des Sigmafaktors SigB auf die Zusammensetzung des extrazellulären 

Proteoms von S. aureus RN1HG 

 Optimierung eines Modelsystems zur Studie von Erreger-Wirt-Interaktionen 

 Untersuchung des Proteoms von S9-Zellen nach Infektion mit S. aureus RN1HG 
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TEIL C: MATERIALIEN UND METHODEN 
 

1. Allgemeine Verbrauchsmaterialien 

 

Material      Hersteller 

Elektrodenstreifen      GE Healthcare, München 

Pipettenspitzen  Eppendorf AG, Hamburg, Sarstedt AG & Co., 

Nürnbrecht, VWR International GmbH, Darmstadt 

Pipettenspitzen ep T.I.P.S.    Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettenspitzen TipStack Pack   Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 

Pipettenspitzen RNAse-frei     NerbePlus GmbH, Winsen/Luhe 

PCR-Reaktionsgefäße Nuclease-frei   Applied Biosystems / Ambion, Austin, USA 

Reaktionsgefäße     Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 

Reaktionsgefäße low binding polymer technology Sorensen BioScience Inc., Salt Lake City, USA 

Reaktionsgefäße Nuclease-frei   Applied Biosystems / Ambion, Austin, USA 

RNA Nano 6000 Chip  Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA 

Serologische Pipetten   Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 

Steritop Filter (0,2 µm)  Millipore GmbH, Schwalbach 

 

2. Verwendete Chemikalien 

 

Material      Hersteller 

Acetonitril hypergrade    Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol  Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol (99,8 %)     Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Essigsäure, reinst Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Essigsäure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Harnstoff      Merck KGaA, Darmstadt 

Methanol       Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Natriumacetat      Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Thioharnstoff      Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Trichloressigsäure (99 %, reinst)   Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Tween 20       Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Wasser, HPLC-grade     Mallinckrodt Baker Inc., Griesheim 
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Wasser, nukleasefrei     Applied Biosystems / Ambion, Austin, USA 

 

3. Bakterienstämme 

 
Die innerhalb dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in der Tab. 3 

aufgelistet. In einer neueren Studie wurde für S. aureus RN1HG auch die Bezeichnung 

HG0001 verwendet (Herbert et al., 2010). 

 
Tab. 3: Übersicht über die verwendeten Bakterienstämme. 

S. aureus-Stamm Spezifität Referenz 

RN1HG rsbU-reparierter S. aureus RN1 (NCTC8325) Pohl et al., 2009 

RN1HG pMV158 Träger des pMV158GFP-Plasmids Nieto et al., 2003 

RN1HG ∆sigB Deletion des SigB-Operons Kullik et al., 1998 

 

4. Primer 

 

Gen   Datenbanksequenz   Sequenz 5´-3` 

asp23   SACOL2173   GCATACGACAATCAAACTGG 
clfA   SACOL0856   TCGATTGGCGTGGCTTCAGTG 
codY   SACOL1272   ACGATTAGTAGCGTAACTG  
hla   SACOL1173   CCGGTACTACAGATATTGG 
lip   SACOL2694   GTAAAGTGGCGTCACAGCAACAGT 
nuc   SACOL0860   GGCGTAAATAGAAGTGGTTC 
RNAIII   SACOL2022   AGGAAGGAGTGATTTCAATG 
sarA   SAR    TAGGGAGGTTTTAAACATGG 
spa   SACOL0095   ACCTGCTGCAAATGCTGCGC 
 

Die Primer für die Herstellung von Sonden für codY, lip und RNAIII wurden uns von 

der Arbeitsgruppe „Mikrobielle Physiologie und molekulare Biologie“ (Prof. Hecker) 

zur Verfügung gestellt. Alle anderen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Sonden 

wurden direkt gebrauchsfertig von dieser Arbeitsgruppe bezogen. 

 

5. Mikrobiologische Methoden 

 

Herstellung von Stammkulturen 

Für die Herstellung von Glycerolstocks wurden die Staphylokokken in Vollmedium 

(TSB, Tab. 4) kultiviert. Beim Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase wurde der 

Bakterienkultur steriles Glycerol zugesetzt (Endkonzentration: 20 % v/w) und 100 µl-

Aliquots bei -70 °C weggefroren. Für die Glycerolstocks von S. aureus RN1HG ∆sigB 
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und S. aureus pMV158 (GFP) wurden dem Medium Antibiotika zur Selektion 

beigesetzt (Tab. 5). 

 

Tab. 4: Zusammensetzung des TSB-Mediums. 

TSB Endkonz. Hersteller 

BactoTMTryptic SoyBroth 30 g/l Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Das Pulver wurde in A. dest gelöst und anschließend für 15 min im Dampftopf autoklaviert. 

 

Tab. 5: Einsatz und Herstellung von Stammlösungen der Antibiotika zur Selektion der stammspezifischen 

Marker. 

Stamm Substanz Endkonz. Hersteller 

S. aureus RN1HG ∆sigB Erythromycin 10 mg/ml Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

S. aureus RN1HG pMV158 Tetracyclin 10 mg/ml Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Die Antibiotika wurden in 70 % Ethanol angesetzt, steril filtriert und bis zum Einsatz (1:500, 20 µg/ml) 

bei -20 °C gelagert.  

 

Kultivierung und Wachstumsbedingungen 

Die Kultivierung der Staphylokokken erfolgte je nach Fragestellung in Minimalmedium 

(pMEM) (Tab. 6) oder in Vollmedium (TSB) (Tab. 4). Zunächst wurde am Vortag eine 

Übernachtkultur in dem entsprechenden Medium mit dem jeweiligen Glycerolstock 

angeimpft und über Nacht bei 37 °C unter linearem Schütteln im Wasserbad inkubiert. 

Von dieser Vorkultur (OD600 von 0,5-0,8 (pMEM) bzw. 1,2-1,5 (TSB)) wurde dann am 

nächsten Tag die Hauptkultur mit einer OD von 0,05 angeimpft. 

Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C unter linearem Schütteln in 2 l-Kolben und 5 l-

Erlenmeyerkolben mit Schikanen (Schott AG, Mainz) im Wasserbad. Die optische 

Dichte bei 600 nm (OD600) wurde mit dem Photometer Genesys 10vis (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, USA) gemessen. Für die Zellernte wurden 3 Zeitpunkte - die 

exponentielle Wachstumsphase, die frühe stationäre und die späte stationäre Phase - 

ausgewählt (Tab. 7). Pro Erntezeitpunkt wurden neben den extrazellulären Überstände 

auch 15 OD-Einheiten S. aureus Zellen für RNA-Analysen abzentrifugiert (Northern 

Blot) (siehe Punkt 6). 
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Tab. 6: Zusammensetzung des pMEM-Mediums. 

pMEM Endkonz. Hersteller 

10 x MEM 

1 M HEPES 

1 x 

10 mM 

Gibco Invitrogen, Paisley 

PAA Laboratories GmbH, Pasching 

PAA Laboratories GmbH, Pasching 

PAA Laboratories GmbH, Pasching 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

PromoCell, Heidelberg 

100 x NEAA 1 % 

200 mM L-Glutamin 4 mM 

Alanin (50 mM) 2 mM 

Aspartat (50 mM) 2 mM 

Cysteine (50 mM) 2 mM 

Glutamat (50 mM) 2 mM 

Histidin (50 mM) 2 mM 

Isoleucin (50 mM) 2 mM 

Leucin (50 mM) 2 mM 

Phenylalanin (50 mM) 2 mM 

Prolin (50 mM) 2 mM 

Serin (50 mM) 2 mM 

Threonin(50 mM) 2 mM 

Tryptophan (25 mM) 2 mM 

Valin (50 mM) 2 mM 

Alle Substanzen wurden entsprechend des benötigten Volumens für die Kultivierung vereint und mit 

HPLC-Wasser auf das Endvolumen aufgefüllt. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt und das 

Medium anschließend steril filtriert. Das Medium wurde immer frisch angesetzt. 

 

Tab. 7: Überblick über die Probenzeitpunkte und benötigte Erntevolumina für die Analyse der 

extrazellulären Proteine in den verwendeten Medien.  

Medium Wachstumsphase h nach Eintritt in 
die stationäre 

Phase 

OD600 Erntevolumen (ml) 

pMEM exponentiell - 0,5 900 
 früh stationär 5h - 300 
 spät stationär 19h - 300 

TSB exponentiell - 1 300 
 früh stationär 4h - 100 
 spät stationär 9h - 50 

Die Erntezeitpunkte der stationären Phasen sind den Wachstumsbedingungen in beiden Medien 

angepasst. 

 

Bestimmung der Lebendkeimzahl 

Die Bestimmung der Lebendzellzahl (cfu, colony forming units) war für die Berechnung 

der MOI (multiplicity of infection) für die Invasionsassays (siehe Punkt 7) erforderlich. 
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Dazu wurden 2 x 100 µl der wachsenden Kultur entnommen, eine Verdünnungsreihe 

(Doppelbestimmung) angesetzt und geeignete Verdünnungsstufen auf TSB-Platten 

(Tab. 8) mit je einem technischen Replikat ausplattiert.  

 

Tab. 8: TBS-Agar-Platten. 

TSB-Platten Endkonz. Hersteller 

BactoTMTryptic SoyBroth 

Selectagar 

30 g/l 

15 g/l 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Beide Substanzen wurden in A. dest gelöst, danach für 20 min im Dampftopf autoklaviert und zu 15 ml in 

Petrischalen gegeben. 

 

6. Molekularbiologische Methoden 

 

Isolierung, Quantifizierung und Qualitätskontrolle der RNA 

Für die Isolierung der RNA wurden zu den Probenzeitpunkten (siehe Punkt 5) 15 OD-

Einheiten S. aureus Zellen in 50 ml-Röhrchen überführt. Die anschließende 

Aufarbeitung der Proben umfasste die Aufnahme der S. aureus-Zellen in Killing-Puffer 

mit anschließender Zentrifugation, das Waschen der Zellen in Killing-Puffer, die 

Aufnahme in Lysispuffer und das Aufschließen der Zellen im Ribolyser (Thermo Fisher 

Scientific Inc.). Danach wurde die RNA extrahiert (Phenol-Chloroform-Extraktion) und 

über Nacht mit Ethanol gefällt (Fuchs et al., 2007). Die verwendeten Puffer sind in den 

Tabellen 9-12 aufgeführt. 

 

Tab. 9: Zusammensetzung des Killing-Puffers. 

Killing-Puffer Endkonz. Hersteller 

Tris (1 M) 

MgCl2 (1 M) 

NaN3 (2 M) 

20 mM 

5 mM 

20 mM 

Merck KGaA, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Merck KGaA, Darmstadt 

Die Stammlösungen wurden entsprechend der Endkonzentration gemischt und bei 4 °C gelagert. 
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Tab. 10: Zusammensetzung des Lysispuffers. 

Lysispuffer Endkonz. Hersteller 

EDTA (0,5 M; pH 8) 

NaCl (5 M) 

3 mM 

200 mM 

AppliChem, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Beide Lösungen wurden vereint und kühl gelagert. 

 

Tab. 11: Zusammensetzung des PCl-Puffers. 

PCl-Puffer Endkonz. Hersteller 

Phenol 

Chloroform 

Isoamylalkohol 

 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Die Komponenten wurden in einem Verhältnis von 25:24:1 (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol) 

gemischt und im Kühlschrank gelagert. 

 

Tab. 12: Zusammensetzung des Cl-Puffers. 

Cl-Puffer Endkonz. Hersteller 

Chloroform 

Isoamylalkohol 

 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Chloroform und Isoamylalkohol wurden im Verhältnis von 24:1 gemischt und bei 4 °C gelagert. 

 

Die RNA-Konzentration wurde mit Hilfe des NanoDrop ND 1000 (Peqlab 

Biotechnology GmbH, Erlangen) bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt. Die 

Qualität der RNA spiegelt sich im Absorptionsquotienten A260/A280 wider, welcher bei 

reiner RNA zwischen 1,8-2 liegen sollte. Die Werte der bearbeiteten Proben lagen im 

Durchschnitt bei 2,1. Die Integrität der RNA wurde anhand des Bioanalyzers 2100 

(Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA) überprüft. Dafür wurden alle Proben 

nach Protokoll mit dem RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies) aufbereitet.  

 

Northern-Blotting und Hybridisierung der RNA 

Zunächst wurde die gereinigte RNA in einem 1,2 %-igen Agarosegel in der Mini-Sub 

Cell GT elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden 10 µg RNA auf 10 µl mit RNAse-

freiem Wasser aufgefüllt und 10 µl RNA-Loading-Puffer (Tab. 13) hinzugesetzt. 

Anschließend wurden die Proben kurz anzentrifugiert und für 10 min bei 70 °C 

denaturiert, um die Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen. Nach dem Auftragen der 
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Proben auf ein 1,2 %-iges Agarosegel (Tab. 14/15) wurde die Gesamt-RNA 

entsprechend ihrer Größe bei einer konstanten Stromstärke (52 V für 2 Gele) für 

insgesamt 200 min aufgetrennt. Um die Größe der Transkripte definieren zu können, 

wurde ein RNA-Marker (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) als Standard aufgetragen. Nach 

Auftrennung wurden die Gele für 5 min in Ethidiumbromid-Lösung (Tab. 16) 

geschwenkt, anschließend 3-mal für 20 min mit A. dest. gewaschen und über Nacht in 

A. dest. im Kühlschrank gelagert.  

Am nächsten Tag konnten die aufgetrennten RNA-Proben mit Hilfe des GeneFlash 

(Syngene, Cambridge, GB) visualisiert werden. Hierbei wurde die Eigenschaft des 

Ethidiumbromids genutzt, sich an RNA-Moleküle anzulagern und unter UV-Licht 

detektierbar zu sein. Mittels Vakuum-Blotting wurde die aufgetrennte RNA auf die 

Trägermembran (Biodyne Plus, Pall GmbH, Dreieich) transferiert. Hierbei wurden die 

Gele zunächst mit einer Denaturierungslösung (Tab. 17) benetzt, welche eine partielle 

Hydrolyse der RNA induzieren sollte. Nach 5 min wurde diese Hydrolyse gestoppt, 

indem die Denaturierungslösung gegen Neutralisierungslösung (Tab. 18) ausgetauscht 

wurde. Nach weiteren 5 min wurde auch die Neutralisierungslösung von den Gelen 

entfernt und durch 20 x SSC-Puffer (Tab. 19) ersetzt. Nach Transfer der RNA für 6 h 

wurden die Membranen mit der geblotteten RNA 2 min in 20 x SSC-Puffer gewaschen 

und anschließend im Stratalinker 1800 (Agilent Technologies) mit UV bestrahlt 

(120000 µJ). Dieser Vorgang wird als cross-linking bezeichnet, wobei die RNA 

kovalent an die Membran gebunden wird. Nach Kontrolle der RNA auf dem UV-Tisch 

wurde die Membran bis zur weiteren Verwendung in Folie eingeschweißt und im 

Kühlschrank gelagert.   

 

Tab. 13: Zusammensetzung des RNA-Probenpuffers. 

RNA-Probenpuffer Endkonz. Hersteller 

Formamid (99,5 %) 

Formaldehyd (37 %) 

MOPS (10 x) 

Sucrose (90 %) 

Bromphenolblau 

Xylene cyanole 

65 % 

4,4 % 

2 x 

2 % 

0,02 % 

0,02 % 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Nachdem die Substanzen miteinander vereint wurden, konnte die Lösung bei -20 °C gelagert werden. 
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Tab. 14: Zusammensetzung des MOPS-Puffers. 

MOPS-PUFFER (10 x) Endkonz. Hersteller 

MOPS 200 mM Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

AppliChem, Darmstadt 

Natriumacetat 50 mM 

EDTA 10 mM 

Alle Reagenzien wurden in A. bidest gelöst, auf den pH 7,4 eingestellt und autoklaviert. 

 

Tab. 15: Zusammensetzung der Agarose. 

Agarose (1,2 %-ig) Endkonz. Hersteller 

Agarose Electrophoresis grade 1,2 % Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe Formaldehyd (37 %) 9,2 % 

Die Agarose wurde in A. bidest und 1 x MOPS gelöst, 3 min in der Mikrowelle erwärmt und für 30 min 

bei 55 °C erwärmt. Anschließend wurde Formaldehyd hinzugesetzt und die Lösung nochmals für 30 min 

inkubiert. Pro Gelkammer wurde 35 ml der Lösung verwendet. Die Gele wurden über 1 h 

auspolymerisiert. 

 

Tab. 16: Zusammensetzung der Ethidiumbromid-Färbelösung. 

EB-Färbelösung Endkonz. Hersteller 

Ethidiumbromid 

MOPS (10 x) 

5 µg/ml 

1 x 

Fluka Chemie AG, Buchs 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Die Lösung wurde als eine 1 x konzentrierte Lösung angesetzt. 

 

Tab. 17: Zusammensetzung des Denaturierungspuffers. 

Denaturierungspuffer Endkonz. Hersteller 

NaOH 50 mM Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe NaCl 10 mM 

Die Chemikalien wurden in A. bidest vereint und autoklaviert. 

 

Tab. 18: Zusammensetzung des Neutralisierungspuffers. 

Neutralisierungspuffer Endkonz. Hersteller 

Tris-HCl 100 mM Merck KGaA, Darmstadt 

Die Lösung wurde auf einen pH von 7,4 eingestellt und dann autoklaviert. 
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Tab. 19: Zusammensetzung des SSC-Puffers. 

SSC-Puffer (20 x) Endkonz. Hersteller 

Natriumcitrat-Dihydrat 0,3 M Merck KGaA, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe NaCl 3 M 

Die Substanzen wurden in A. bidest gelöst, auf pH 7 eingestellt und autoklaviert. 

 

Durch die Hybridisierung der Membran mit markierten antisense RNA-Sonden (RNA-

Molekül komplementär zu einem bestimmten RNA-Transkript) ist es möglich, 

spezifische RNA-Moleküle, welche komplementär zur verwendeten Sonde sind, zu 

erfassen. Dazu wurden die Membranen zunächst in Hybridisierungsröhrchen überführt, 

mit 20 ml der auf 37 °C temperierten Prähybridisierungslösung (Tab. 20) befüllt und im 

Hybridisierungsofen Hubaid Shake`n Stack (Thermo Fisher Scientific Inc.) bei 68 °C 

gelagert. Währenddessen wurde die Hybridisierungslösung (Prähybridisierungslösung 

und eine spezifische DIG-markierte RNA-Sonde) für 15 min im Wasserbad bei 65 °C 

inkubiert und anschließend für 15 min auf Eis aufbewahrt. Nach 1 h wurde die 

Prähybridisierungslösung gegen die Hybridisierungslösung ausgetauscht und über 

Nacht bei 68 °C im Hybridisierungsofen inkubiert.   

Am nächsten Morgen wurden die Membranen 2-mal für 5 min mit Waschpuffer I 

(0,1 % SDS in 2 x SSC) bei 21 °C im Hybridisierungsofen compact line OV4 

(Biometra, Göttingen) und anschließend 3-mal für 15 min bei 68 °C im 

Hybridisierungsofen Hubaid Shake`n Stack mit Waschpuffer II (0,1 % SDS in 0,1 x 

SSC) gewaschen. Beide Waschlösungen wurden entsprechend der 

Inkubationstemperatur im Wärmeschrank vorgewärmt und dienten der Entfernung von 

nicht gebundenen RNA-Sonden. Danach wurden die Membranen für 5 min mit 

Waschpuffer III (0,3 % Tween 20 in 1 x Puffer 1, siehe Tab. 21) gewaschen und 

anschließend für 30 min in Puffer 2 (= 1% Blocking-Reagenz in 1 x Puffer 1) inkubiert. 

Die spezifische Markierung der DIG-gelabelten RNA erfolgte mit Anti-Digoxigenin-AP 

(1:10000) (Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen), welcher in Puffer 2 

gelöst war und spezifisch an die DIG-gelabelte RNA angelagert wird, inkubiert. Die 

Reaktion wurde durch 2-maliges Waschen mit Waschpuffer III (1 x 1 h und 1 x 30 min) 

gestoppt. Anschließend wurde die Membran zur Aktivierung für 20 min mit Puffer 3 

inkubiert, die Membran kurz auf Whatman-Filterpapier getrocknet und in Vorbereitung 

der Detektion mit CDP-Star (Sigma Aldrich Chemie GmbH) in 1 ml Puffer 3 (Tab. 22) 

benetzt.  
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Tab. 20: Zusammensetzung der Prähybridisierungslösung. 

Prähybridisierungslösung Endkonz. Hersteller 

Formamid 50 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Blocking-Reagenz 

N-Lauroylsarcosine 

2 % 

0,1 % 

SDS (20 %) 0,02 % 

Die Lösungen wurden in 5 x SSC unter sterilen Bedingungen vereint. Formamid wurde als letzter 

Bestandteil unter dem Abzug hinzugegeben. Die Lösung wurde für 30 min bei 37 °C im Inkubator 

gelagert. 

 

Tab. 21: Zusammensetzung des Puffer 1. 

Puffer 1 (10 x) Endkonz. Hersteller 

Maleinsäure 1 M Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe NaCl 1,5 M 

Die Substanzen wurden in A. dest. gelöst, auf einen pH von 7,5 eingestellt und autoklaviert. 

 

Tab. 22: Zusammensetzung des Puffers 3. 

Puffer 3 Endkonz. Hersteller 

Tris-HCl 100 mM  Merck KGaA, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

NaCl 100 mM 

Diethanolamin (>99 %) 0,96 % 

Tris und NaCl wurden in A. dest. gelöst und auf einen pH 9,5 eingestellt. Erst nach dem Autoklavieren 

erfolgte die Zugabe von Diethanolamin. 

 

Nach 5-minütiger Inkubation im Dunkeln erfolgte die Detektion am Vilber Lourmat 

Fluoreszenzscanner (Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell). Die Expositionszeit richtete 

sich nach der Signalstärke der Sonden und betrug zwischen 1 min und 1 h. 

 

Synthese der Sonden (Polymerase-Kettenreaktion, PCR) 

Die Hybridisierung erfolgte mit Digoxigenin-gelabelter RNA. Diese wurde in vitro mit 

der T7-RNA-Polymerase, den Primern (siehe Punkt 3) und der chromosomalen DNA 

von S. aureus RN1HG als Matrize im Thermocycler (Biometra GmbH, Göttingen) 

synthetisiert, mit dem QIAquick PCR Purification Kit 250 (Qiagen GmbH, Hilden) 

aufgereinigt und mit dem DIG Labeling Kit SP6/T7 (Roche) entsprechend den 

Anweisungen des Herstellers markiert.  
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7. Zellbiologische Methoden 

 

Allgemeine Aspekte zur Kultivierung, Trypsinierung, Kryokonservierung und 

Revitalisierung eukaryotischer Zellen 

Die S9-Zelllinie (ATCC, Nr. CRL-2778) wurde, wenn nicht anders angegeben, im CO2-

Inkubator (Thermo Fisher Scientific Inc.) bei 37 °C und 5 % CO2 in 10 cm-

Zellkulturschalen in eMEM-Zellkulturmedium (Tab. 23) kultiviert. Nach 3-4 Tagen 

waren die Platten etwa zu 90 % konfluent bewachsen (8 x 106 Zellen). Dann wurden die 

Zellen entweder für Versuche verwendet oder mit Trypsin-EDTA behandelt und 

passagiert. Mit dem Erreichen einer Passagenzahl von 28-30 wurden die Zellen 

verworfen und die Kultivierung ausgehend von Stammkulturen aus flüssigem Stickstoff 

neu gestartet.  

 

Tab. 23: Zusammensetzung des eMEM-Mediums. 

eMEM Endkonz. Hersteller 

MEM Earl (w/o L-Glu) 

FCS (fötales Kälberserum) 

200 mM L-Glutamin 

100 x NEAA 

1 x 

4 % 

2 % 

1 % 

PromoCell, Heidelberg 

Biochrom AG, Berlin 

PAA Laboratories GmbH, Pasching 

PAA Laboratories GmbH, Pasching 

Die einzelnen Bestandteile wurden unter sterilen Bedingungen miteinander vereint. 

 

Beim Trypsinieren wurden die konfluenten S9-Zellen nach Abnahme des Mediums 

zunächst 1-mal mit 10 ml 1 x Dulbecco`s PBS (w/o Ca+Mg) (PAA Laboratories GmbH, 

Pasching, Österreich) gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Zellen für 

1-2 min mit 1 ml Trypsin-EDTA (PAA Laboratories GmbH) inkubiert, bis sich die 

Zellen von der Platte ablösten. Um die Trypsin-Reaktion zu stoppen, wurden 3 ml 

eMEM-Medium hinzugesetzt und die Zellen durch mehrfaches Auf- und Absaugen 

mittels einer Pipette vereinzelt. 

Zum Umsetzen der Zellen in neue 10 cm-Zellkulturplatten wurde 1 ml dieser 

Zellsuspension mit 9 ml frischem eMEM vereint und durch leichtes Schwenken der 

Platte vermischt. Für 24-Well-Zellkulturplatten wurde der Zelltiter der S9-Zellen mit 

Hilfe der Zählkammer Neubauer improved 0,1 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, 

Lauda-Königshofen) unter dem Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon GmbH, Düsseldorf) 
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bestimmt und die Zellen anschließend in der gewünschten Dichte ausgesät (8 x 104, dies 

entsprach am Tag der Konfluenz ca. 6 x 105).  

Zur Kryokonservierung wurden die konfluent gewachsenen Zellen trypsiniert, mit 3 ml 

eMEM ausverdünnt und resuspendiert (siehe Punkt 3.2.). Das Kulturvolumen wurde 

anschließend für 3 min bei 500 g und RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in 4 ml 

10 % DMSO (Sigma Aldrich Chemie GmbH) in eMEM aufgenommen und zu jeweils 

1 ml auf Kryoröhrchen verteilt, welche zunächst in einer Isopropanolbox für 24 h bei -

80 °C bis zum Gefrieren gelagert und anschließend in flüssigen Stickstoff umgesetzt 

wurden.  

Um die Zellen wieder zu revitalisieren, wurde das Kryoröhrchen wieder aus dem 

Stickstofftank entnommen und kurz unter warmem Wasser aufgetaut, bis nur noch ein 

kleiner Eiskern zu sehen war. Die Suspension wurde dann sofort in 1 ml eMEM-

Medium resuspendiert und in eine Zellkulturplatte, in der bereits 20 ml eMEM 

vorgelegt waren, überführt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt (10 ml), um 

vorhandene DMSO-Reste auszuwaschen. Nach dem Revitalisieren wurden die Zellen 

mindestens 2-mal passagiert, bevor sie für Versuche eingesetzt wurden. 

 

Invasionsassays - Grundlagen und Optimierung der Methode 

Die Invasionsassays wurden sowohl in 24-Well-Platten als auch in 10 cm- 

Zellkulturschalen durchgeführt. Dafür wurden konfluente Zellplatten trypsiniert (siehe 

2.2.), wenn nötig für die Verwendung von 24-Well-Platten mit der Zählkammer 

ausgezählt, und entsprechend der gewünschten Konfluenz ausgesät. Diese entsprach 

6 x 105 Zellen bei 24-Well-Platten und 8 x 106 Zellen bei 10 cm Zellkulturschalen und 

wurde nach etwa 3-4 Tagen erreicht. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Bakterien wie 

unter Punkt 5 beschrieben in pMEM unter linearem Schütteln bei 37 °C in 0,1- bzw. 0,5 

oder 2 l-Kolben im Wasserbad angezogen. Mit dem Erreichen der OD600 von 0,4 konnte 

mit dem Invasionsassay begonnen werden.  

Entscheidend für den Versuch war die Festlegung der sog. MOI („multiplicity of 

infection“), die der Anzahl der Bakterien je S9-Zelle während der Infektion entspricht. 

Zunächst wurden 3 MOI`s (25, 50 und 100) getestet. Das entsprechend der MOI 

notwendige Volumen der Bakterienkultur wurde auf 1 ml (24-Well-Platten) mit frischen 

pMEM aufgefüllt (=Mastermix-Infektion) und nach dem Absaugen des eMEM von den 

S9-Zellen vorsichtig in die Zellkulturplatten pipettiert. Für die Kontrollen wurde 

anstelle der Bakterienkultur lediglich pMEM in der entsprechenden Konzentration 
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verwendet (=Mastermix-Kontrolle). Um den pH-Wert des Mediums stabil zu halten, 

wurde NaHCO3 (Pan-Biotech GmbH, Aidenbach) hinzugesetzt (29 µl/ml 

Bakterienkultur). Die Inkubation erfolgte für 1 h im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2. 

Nach Ablauf der Infektionszeit wurde das Medium von den S9-Zellen abgesaugt und 

damit auch die nicht-internalisierten Bakterien. Der Zellrasen wurde 2-mal mit frischen 

eMEM gewaschen. Danach wurde den Zellen Lysostaphin (AMBI Products LLC, New 

York, USA) in frischem eMEM hinzugesetzt, um die adhärenten und die noch im 

Überstand vorhandenen Bakterien abzutöten. Die Inkubationszeit mit dem Lysostaphin 

betrug 30 min. Für die Bestimmung der Zahl der internalisierten Bakterien wurden die 

infizierten S9-Zellen 2-mal mit frischen eMEM gewaschen, für 1 min mit 0,1 % Triton 

lysiert und nach Resuspension ausplattiert. Desweiteren wurden auch die Hauptkultur 

und der Mastermix zur Bestimmung der cfu ausplattiert. Das Ausplattieren erfolgte wie 

unter Punkt 5 beschrieben. 

 

Invasionsassay zur Charakterisierung der S9-Zellantwort auf Infektion mit 

S. aureus RN1HG pMV158 (GFP) 

Der Versuch wurde mit 4 biologischen Replikaten in 10 ml Kulturvolumen in 10 cm-

Zellkulturschalen analog zu den Versuchen in 24-Well-Platten durchgeführt. Für die 

Infektionsversuche wurde S. aureus RN1HG pMV158 (GFP) eingesetzt, was eine 

Abtrennung von S9-Zellen mit internalisierten Bakterien mittels Durchflusszytometrie 

ermöglichte. Für das Erreichen einer MOI von 25 war der Zusatz von 30 % (v/v) 

Zellsuspension der exponentiellen Phase notwendig. Dementsprechend wurde auch der 

Kontrolle 30 % pMEM zugesetzt.  

Die Infektionszeit betrug 1 h. Nach anschließender Lysostaphin-Behandlung (30 min) 

erfolgt die Probenahme nach 1 h (t2 h30 nach Zugabe der S. aureus Zellen) und 5 h (t6 h 30 

nach Zugabe der S. aureus Zellen) und umfasste Proben für die Bestimmung der Zahl 

der internalisierten Bakterien sowie Proben für die Charakterisierung des 

eukaryotischen Proteoms mit bzw. ohne FACS-Sortierung (siehe Punkt 8/9).  

Für die Isolierung der eukaryotischen Proteine ohne vorherige Trennung infizierter und 

nicht infizierter Epithelzellen wurde der Zellrasen zum Zeitpunkt der Probenahme 2-mal 

mit 1 x Dulbecco`s PBS (w/o Ca+Mg) (PAA Laboratories GmbH) gewaschen und 

anschließend in 800 µl UT-Puffer (8 M Harnstoff/ 2 M Thioharnstoff) aufgenommen. Je 

Probenzeitpunkt wurden jeweils Zellen einer 10 cm-Platte mittels der „Freeze and 

Thaw“-Methode (siehe Punkt 9) aufgeschlossen. Ausnahme waren die Proben für die 
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Trennung infizierter und nicht infizierter S9-Zellen. Hier wurden für die 

Probenvorbereitung vier S9-Platten eingesetzt. 

 

Fluoreszenzmikroskopie (Phalloidin) 

Für diesen Versuch wurden sterile 24-Well Platten zunächst mit Coverslips (Ø 12 mm, 

Carl Roth GmbH & Co. KG) ausgelegt und anschließend mit S9-Zellen beschickt. Am 

Tag der Konfluenz wurden die Zellen für 1 h mit S. aureus RN1HG pMV158 infiziert. 

Die Probennahmen erfolgten bei 1 h (t2 h30 nach Zugabe der S. aureus Zellen) und 5 h 

(t6 h30 nach Zugabe der S. aureus Zellen) nach 30-minütiger Inkubation mit Lysostaphin. 

Zunächst wurden die Zellen mit 1 x Dulbecco`s PBS (+ Ca/Mg) (PAA Laboratories 

GmbH) gewaschen, und über Nacht mit 4 % Formaldehyd bei 4 °C fixiert. Am nächsten 

Tag wurden die Zellen erneut mit 1 x Dulbecco`s PBS (+ Ca/Mg) gewaschen, 20 min in 

10 % FCS in PBS bei RT aufbewahrt, für 3 min zur Permeabilisierung mit 0,1 % Triton 

inkubiert und 2-mal mit 1 x Dulbecco`s PBS (+ Ca/Mg) gewaschen. In einer feuchten 

Kammer wurde je nach Probenanzahl 50 µl Phalloidin-Alexa Fluor 568-Farbstoff 

(Invitrogen GmbH) auf Parafilm vorgelegt, die Coverslips mit den Zellen nach unten in 

den Farbtropfen platziert und für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss 

wurden die Coverslips noch mit A. dest gewaschen und mit Mowiol (Carl Roth GmbH 

& Co. KG) in 0,2 M Tris und 0,1 % p-Phenylendiamin (Sigma Aldrich Chemie GmbH) 

auf dem Objektträger fixiert. Die Dokumentation von insgesamt drei Bioreplikaten 

erfolgte am Mikroskop Eclipse TS100 (Nikon GmbH) mit Fluoreszenzobjektiv. Die 

Visualisierung wurde mittels der NIS Elements D3.0-Software (Nikon GmbH) 

ermöglicht. 

 
8. Durchflusszytometrie 

 

Bei der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence activated cell 

sorting) handelt es sich um ein Verfahren, welches auf der Emission von Lichtstrahlen 

der zu sortierenden Zellen basiert. In Abhängigkeit von diversen Parametern, wie z. B. 

Zellgröße, Oberflächenbeschaffenheit oder Granularität streuen die Zellen Licht 

(Abb. 6 A-C). Zudem kann auch auf Basis von Fluoreszenz z. B. von Farbstoffen 

(DAPI, GFP, Propidiumjodid) oder des GFP-Proteins in Bakterien eine Sortierung 

erfolgen (Abb. 6 D/E).   

 



TEIL C: MATERIALIEN UND METHODEN 

33 
 

 
Abb. 6: Schematische Darstellung der Messergebnisse. 

In Abhängigkeit der Zellgröße und Granularität wird das Licht in unterschiedlichem Maße gebeugt 

(FSC = forward scatter channel) und gebrochen (SSC = sidewards scatter channel), so dass zwischen 

Zellpopulationen unterschieden werden kann (A-C). Außerdem kann anhand von Fluoreszenzmarkern 

zwischen verschiedenen Zellpopulationen differenziert werden (D-E). Hierbei handelt es sich um mit 

S. aureus RN1HG pMV158 infizierte S9-Zellen. Dabei sind zwei Populationen (P) erkennbar: S9-Zellen, 

welche die Staphylokokken inkorporiert haben (P4) und S9-Zellen, welche keine Bakterien aufgenommen 

haben (P5).  

 

Die FACS-Analysen wurden zur Trennung von Zellpopulationen infizierter S9-Zellen 

verwendet. Diese wurden zu den definierten Probenzeitpunkten (siehe Punkt 7, 4 Platten 

pro Zeitpunkt) 1-mal mit 1 x Dulbecco`s PBS (w/o Ca+Mg) gewaschen und trypsiniert. 

Die Reaktion wurde mit 3 ml eMEM gestoppt (siehe Punkt 7). Anschließend wurden 

die Zellen in ein Probenröhrchen überführt, 5 min bei 500 g und RT in der Zentrifuge 

5810R (Eppendorf AG, Hamburg) abzentrifugiert und mit PBS gewaschen. Nach 

erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 1 x complete Protease-Inhibitor Cocktail 

A B

D E

C
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(Roche) in FACS-Flow (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) aufgenommen und bis 

zur Sortierung im FACSAria Durchflusszytometer (Becton Dickinson GmbH) auf Eis 

gelagert. 

Die Zellen wurden in infizierte und nicht infizierte Zellen sortiert. Nach 1 h 30 wurden 

die sortierten Zellen in der Zentrifuge Allegra X-12 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) 

bei 500 g und 4 °C für 5 min abzentrifugiert und in 10 M UT-Puffer aufgenommen. Die 

weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte über die Freeze and Thaw-Methode (siehe 

Punkt 9). 

 

Zellpopulationen können auch in Hinblick auf ihre Vitalität untersucht werden. Der 

Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid (Sigma Aldrich Chemie GmbH) ist Membran-

impermeabel und lagert sich an die DNA toter Zellen an, so dass eine Aussage über den 

Anteil an lebenden und toten Zellen getroffen werden kann. Dazu wurden die infizierten 

S9-Proben nach der Sortierung mit Propidiumjodid versetzt und erneut im FACS in 

zwei Zellpopulationen (lebend und tot) sortiert. Mit diesem Vitalitätstest sollte 

nachgewiesen werden, dass die S9-Zellen während der Sortierung nicht geschädigt 

werden. 

 

9. Biochemische Methoden 

 

Isolierung der extrazellulären Proteine von S. aureus 

Für die Gewinnung der extrazellulären Proteine wurde zu den Erntezeitpunkten (siehe 

Punkt 5) das jeweilige Erntevolumen aus der wachsenden Kultur entnommen, in 

Zentrifugenbecher überführt und für 10 min bei 15.557 g (Eppendorf 5810R) und 4 °C 

abzentrifugiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach Ziebandt et al. (2004) und 

umfasste eine TCA-Fällung der Proteine über Nacht, die Zentrifugation des Präzipitats 

und ein mehrfaches Waschen des Pellets mit Ethanol. Das Pellet wurde nach der 

Aufnahme in UT-Puffer im Gegensatz zu Ziebandt et al. (2004) für 1 h im 

Thermomixer comfort (Eppendorf AG) (500 rpm, RT) inkubiert, um eine vollständige 

Resuspension der Proteine zu gewährleisten. Dann wurde die Probe für 10 min 

abzentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Die Gewinnung der extrazellulären Proteine erfolgte in drei biologischen Replikaten.  
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Gewinnung eukaryotischer Proteinextrakte („Freeze and Thaw“-Methode) 

Konfluente S9-Zellkulturplatten wurden mit 10 ml 1 x Dulbecco`s PBS (w/o Ca+Mg) 

gewaschen und anschließend für 2 min mit 800 µl 10 M UT-Puffer benetzt. Dann 

wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt, in ein 2 ml Reaktionsgefäß 

überführt und durch fünfmaliges Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff und 

anschließendem Erwärmen bei 37 °C in einem Thermomixer comfort unter Schütteln 

(5 min, 1400 rpm) aufgeschlossen. Um eine optimale Zelllyse zu gewährleisten und 

hochmolekulare Nukleinsäuren zu fragmentieren, wurden die Zellen anschließend 

mittels Ultraschall Sonorex (Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin) für 3 x 3 

Zyklen bei 70 %-iger Pulsintensität behandelt. Zum Schluss erfolgte eine Zentrifugation 

der Proben (Heraeus Fresco 17, Thermo Fisher Scientific Inc.) bei 20 °C für 1 h bei 

17.000 g, um die entstandenen Zelltrümmer abzutrennen. Vom Überstand wurde die 

Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay ermittelt. 

 

Proteinbestimmung nach Bradford 

Zur quantitativen Bestimmung der Proteingemische wurde der Bradford-Test verwendet 

(Bradford, 1976). Dieser wurde entsprechend des Protokolls für das Bradford-Reagenz 

(Bio-Rad Laboratories GmbH, München) durchgeführt. Die Proteinkonzentration wurde 

nach Messung der Absorption mit dem Photometer Ultraspec 2100 pro (GE Healthcare) 

bei 595 nm anhand einer Eichreihe mit Rinderserumalbumin (Sigma Aldrich Chemie 

GmbH) ermittelt.  

 

10. Elektrophoretische Methoden 

 

Die Auftrennung von Proteinen mittels 2D-Gelelektrophorese 

Durch die Kombination der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und einer 

isoelektrischen Fokussierung (IEF) zur zweidimensionalen (2D-) Elektrophorese 

konnten bereits 1975 durch O`Farrel komplexe Proteingemische in einzelne Proteine 

aufgetrennt werden. Bei der isoelektrischen Fokussierung wandern die Proteine entlang 

eines pH-Gradienten bis zu dem pH-Wert, an dem ihre Nettoladung gleich Null ist 

(isoelektrischer Punkt). So können Zelllysate nicht nur nach ihrem Molekulargewicht, 

sondern auch hinsichtlich ihres pH-Wertes aufgetrennt werden. Die Arbeitsschritte der 

2D-Gelelektrophorese umfassen: Rehydratisierung, isoelektrische Fokussierung (IEF, 1. 

Dimension) und Auftrennung nach Molekülgröße (2. Dimension). Für die 
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Rehydratisierung wurden zunächst die Rehydratisierungslösungen vorbereitet. Dazu 

wurden die Proteinproben für den pH-Bereich 4-7 in 10 x RH (Endkonzentration. 1 x) 

(Tab. 24/25) aufgenommen, auf 200 µl mit UT aufgefüllt und mit Bromphenolblau 

(Sigma Aldrich Chemie GmbH) angefärbt. Die Rehydratisierung der IPG-Streifen (GE 

Healthcare) für den pH-Bereich 6-11 erfolgte zunächst ohne Protein laut Tab. 26.  

Die Proteinproben von S. aureus (siehe Punkt 9) wurden für 30 min bei 20 °C und 

1400 rpm auf dem Thermomixer comfort inkubiert und nachfolgend für 10 min bei 

17.000 g (Heraeus Fresco 17, Thermo Fisher Scientific Inc.) abzentrifugiert. 

Anschließend erfolgte die Rehydratisierung der IPG-Streifen (pH 4-7 und pH 6-11, 

beide 11 cm) (GE Healthcare) entsprechend des Hersteller-Protokolls. Dazu wurden die 

IPG-Streifen mit Dry Strip Cover Fluid (GE Healthcare) überschichtet.  

 

Tab. 24: Zusammensetzung des Rehydratisierungspuffers für den pH-Bereich 4-7. 

RH (10 x) Endkonz. Hersteller 

CHAPS 

Pharmalyte 3-10 

DTT 

20 % 

52,5 µl 

0,3 M 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

GE Healthcare, München 

GE Healthcare, München 

Die Substanzen wurden eingewogen und auf 400 µl mit 10 x UT aufgefüllt. 
 

Tab. 26: Zusammensetzung der Rehydratisierungslösung für den pH-Bereich 6-11. 

Rehydratisierung pH 6-11 Endkonz. Hersteller 

DTT (25 %, frisch) 

Isopropanol 

Glycerol 

Pharmalyte 3-10 

Pharmalyte 8-10,5 

2,5 % 

10 % 

5 % 

1% 

1% 

GE Healthcare, München  

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

GE Healthcare, München 

GE Healthcare, München 

Die Substanzen wurden in RHB (Tab. 28) gelöst, so dass pro Streifen ein Volumen von 200 µl vorhanden 
war. Die Lösung wurde mit Bromphenolblau angefärbt. 

 

Die IEF wurde in der Multiphor II (GE Healthcare) durchgeführt. Für den pH-Bereich 

4-7 konnten die IPG-Streifen direkt in den Mulden der IEF-Apparatur positioniert 

werden. Für die IPG-Streifen des pH-Bereiches 6-11 erfolgte das sog. „cup loading“ 

(Tab. 27/28). Dafür wurden die Streifen ebenfalls in die Mulden der IEF-Apparatur 

eingesetzt und Plastik-Cups mit 100 µl Fassungsvermögen horizontal auf den Streifen 
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platziert. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte entsprechend der in Tab. 29 

aufgeführten Parameter.  

 

Tab. 27: Zusammensetzung der Pufferlösung zum cup loading. 

cup loading pH 6-11 Endkonz. Hersteller 

DTT (25 %) 

Isopropanol 

Glycerol 

Pharmalyte 3-10 

Pharmalyte 8-10,5 

2,5 % 

10 % 

5 % 

1 % 

1 % 

GE Healthcare, München  

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

GE Healthcare, München 

GE Healthcare, München 

 

Tab. 28: Zusammensetzung des RHB-Puffers. 

RHB Endkonz. Hersteller 

CHAPS 

Harnstoff 

Thioharnstoff 

2 % 

8 M 

2 M 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Merck KGaA, Darmstadt 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Gelöst in HPLC-Wasser wurde die Lösung bei -20 °C gelagert. 

 

Tab. 29: Wahl der Programme für die 1. Dimension.  

pH-Bereich Zeit Volt 

pH 4-7 0:01 

1:30 

3:30 

300 

3500 

3500 

pH 6-11 0:01 

1:30 

2:30 

300 

3500 

3500 

Nach Beendigung der IEF wurden die Streifen entweder sofort für die 2. Dimension verwendet oder bei -
20 °C kurzzeitig weggefroren. 

 

Vor der Auftrennung in der 2. Dimension wurde eine Äquilibrierung der Streifen in 

zwei Schritten vorgenommen: (1) eine Reduktion der Proteine mit DTT durch 

Inkubation für 15 min mit Puffer A (Tab. 30) und (2) eine Alkylierung der frei 

werdenden SH-Gruppen durch Inkubation für 15 min mit Iodacetamid in Puffer B 

(Tab. 31). Danach wurden die Proteine in 12,5 %-igen Trenngelen (Tab. 32-34) in der 

ProteanR plus Dodeca TM Cell (Bio-Rad Laboratories GmbH) bei 2 W pro Gel 

aufgetrennt.  
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Tab. 30: Zusammensetzung von Puffer A. 

Puffer A Endkonz. Hersteller 

Harnstoff 

Tris 

Glycerol (99,5 %) 

SDS (99 %) 

DTT 

6 M 

375 mM 

20 % 

4 % 

65 mM 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

GE Healthcare, München  

Die Lösung wurde vor Gebrauch frisch angesetzt. 

 

Tab. 31: Zusammensetzung von Puffer B. 

Puffer B Endkonz. Hersteller 

Harnstoff 

Tris 

Glycerol (99,5 %) 

SDS (99 %) 

IAA 

6 M 

375 mM 

20 % 

4 % 

150 mM 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Vor Gebrauch wurden die Chemikalien in A. dest gelöst und eine Spatelspitze Bromphenolblau 
hinzugegeben. 

 

Tab. 32: Zusammensetzung der Trenngele. 

Trenngele (12,5 %) Endkonz. Hersteller 

Acrylamid (40 %) 

Trenngelpuffer (4 x) 

APS 

TEMED 

12,5 % 

375 mM 

0,02 % 

0,06 % 

AppliChem, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

GE Healthcare, München  

GE Healthcare, München 

Acrylamid, Tris und SDS wurden in A. dest. verdünnt. Nach Zugabe von APS und TEMED wurde die 
Lösung gut gemischt, in die Glasplatten gefüllt und für 1 h auspolymerisiert. Bis zum Gebrauch wurden 
die Gele kühl gelagert (4 °C). 

 

Tab. 33: Zusammensetzung des Trenngelpuffers. 

Trenngelpuffer (4 x) Endkonz. Hersteller 

Tris 

SDS (99 %) 

1,5 M 

0,4 % 

Merck KGaA, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Gelöst in A. dest. 

 
 
 
 



TEIL C: MATERIALIEN UND METHODEN 

39 
 

Tab. 34: Zusammensetzung des Laufpuffers für SDS-PAGE. 

Laufpuffer (1 x) Endkonz. Herstellet 

Tris 

Glycin 

SDS (99 %) 

25 mM 

200 mM 

0,1 % 

Merck KGaA, Darmstadt 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Alle Substanzen wurden in A. dest gelöst. 

 

Visualisierung von Proteinspots mit Flamingo-Fluoreszenzfarbstoff 

Für quantitative 2D-Gele wurden 50 µg Protein pro pH-Bereich aufgetrennt. Die 

Fixierung der Gele erfolgte in 40 % Ethanol und 10 % Essigsäure. Nach 2 h wurde die 

Fixierlösung entfernt und durch 1 x konzentrierte Färbelösung mit Flamingo-

Fluoreszenzfarbstoff (Bio-Rad Laboratories GmbH) ersetzt und über Nacht gefärbt. Der 

Farbstoff wurde durch Waschen in 0,1 % Tween 20 über 30 min entfernt und 

anschließend noch 2-mal mit A. dest gespült. Die Detektion der gefärbten Proteinspots 

erfolgte mit dem Scanner Typhoon 9400 (GE Healthcare) bei 532 nm. Da der Farbstoff 

lichtempfindlich ist, wurde darauf geachtet, dass alle Arbeitsschritte in lichtdichten 

Färbeschalen ausgeführt wurden. 

 

Visualisierung von Proteinspots mit Silbernitrat 

Für präparative Gele zur Identifizierung der Proteinspots wurden die Proben der drei 

Zeitpunkte vereint und insgesamt 200 µg Protein je pH-Bereich separiert. Danach 

wurden die Gele für 30 min in 50 % Methanol und 12 % Essigsäure fixiert. Nach 2-

maligem Waschen in 50 %-igem Ethanol wurden die Gele für 1 min in einem 

Sensitivierer (Tab. 36) geschwenkt, 2 x für 20 sec mit A. dest gewaschen und für 

20 min in der Färbelösung mit Silbernitrat (Tab. 37) inkubiert. Dann wurden die Gele 

wieder 2 x 20 sec mit A. dest gewaschen bevor sie in die Entwickler-Lösung (Tab. 38) 

getaucht (2-3 min) und die Proteinspots damit sichtbar wurden. Die Reaktion wurde mit 

1 % Glycin gestoppt (30 min). Anschließend wurden die Gele über Nacht in A. dest 

gewaschen und am nächsten Tag mit dem Scanner Epson Expression 1680 Pro (Epson, 

Meerbusch) eingescannt. 
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Tab. 36: Zusammensetzung des Sensitivierers. 

Sensitivierer Endkonz. Hersteller 

Natriumthiosulfat-Pentahydrat 0,02 % Merck KGaA, Darmstadt 

Gelöst in A. dest. 

 

Tab. 37: Zusammensetzung der Färbelösung. 

Färbung Endkonz. Hersteller 

Silbernitrat 

Formaldehyd (36,5 %) 

0,2 % 

0,0375 % 

AppliChem, Darmstadt 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Zunächst wurde das Silbernitrat in A. dest gelöst und anschließend Formaldehyd hinzugegeben. 

 

Tab. 38: Zusammensetzung des Entwicklers. 

Entwickler Endkonz. Hersteller 

Natriumthiosulfat-Pentahydrat 

Natriumcarbonat 

Formaldehyd (36,5 %) 

6 % 

0,0004 % 

0,025 % 

Merck KGaA, Darmstadt 

Merck KGaA, Darmstadt 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Beide Substanzen wurden in A. dest. gelöst. Formaldehyd wurde kurz vor Gebrauch hinzugefügt. 

 

Tryptischer Verdau der Proteinspots 

Aus den präparativen Gelen wurden die Proteinspots mit Hilfe einer gekürzten 

Pipettenspitze per Hand ausgestanzt und in Mikrotiterplatten (Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen) überführt. Zunächst wurden die Gelstücke für 30 min entfärbt (Tab. 39), 

danach 4-mal für jeweils 10 min mit HPLC-Wasser gewaschen und anschließend die 

darin enthaltenen Proteine mit der Ettan Spot Handling Workstation (GE Healthcare) 

verdaut. Nach der Dehydratisierung der Gelstücke mit 75 % ACN, erfolgte der 

tryptische Verdau mit 10 µl (schwache Spots) bzw. 20 µl (starke Spots) Trypsin 

(4 ng/µl in 20 mM Ammoniumbicarbonat) (Promega GmbH, Mannheim) für 2 h bei 

RT. Die Peptide wurden mit 50 % ACN in 0,5 % TFA extrahiert (2-mal), die Extrakte 

anschließend komplett eingetrocknet, in 2 µl Matrix (α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure in 

50 % ACN in 0,5 % TFA) resuspendiert, auf das Maldi-Target gespottet und mittels des 

Maldi-TOF/TOF Analyzers 4800 ABI (Applied Biosystems, Darmstadt) vermessen. 
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Tab. 39: Zusammensetzung der Entfärbelösung 

Entfärbelösung Endkonz. Hersteller 

Kalium-Eisencyanide 

Natriumthiosulfat 

60 mM 

200 mM 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 

Beide Reagenzien wurden separat als Stammlösung hergestellt und im Verhältnis 1:1 gemischt. 

 

Identifizierung der Proteinspots mittels MALDI-TOF/TOF Massenspektrometrie 

Die Analyse der 2D-Proteinspots erfolgte mit Hilfe des Maldi TOF/TOF Analyzer 

4800. Dazu wurden die MS-Spektren (PMF-Daten) zunächst im Reflektormodus in 

einem Massenbereich von 900 - 4000 Da aufgenommen, wobei für jedes Spektrum 20 

Subspektren mit jeweils 100 Schüssen akkumuliert wurden. Zudem fand eine 

automatische interne Kalibrierung auf die autolytischen Trypsin-Fragmente (M+H)+ m/z 

1045.556 und 2211.104 statt, wenn diese ein Signal-zu-Rausch-Verhältnis (S/N) > 10 

aufwiesen.  

Anschließend wurden die fünf stärksten Peaks aus dem MS-Spektrum für die MS/MS-

Analyse ausgewählt. Dabei wurden für jedes Spektrum 50 Subspektren mit jeweils 125 

Schüssen akkumuliert. Die interne Kalibrierung erfolgte als eine 1-Punkt-Kalibrierung 

auf Arginin (M+H)+ m/z 175.119 oder Lysin (M+H)+ m/z 147.107 wenn diese ein S/N-

Verhältnis > 7 aufwiesen. 

Die Spektren wurden mit Hilfe der GPS-Explorer 3.6 Software (Applied Biosystem) in 

Form einer Peakliste mit folgenden Parameter generiert: (A) für das MS: 900 - 4000 Da 

(Massenbereich), 50 Peaks/ 200 Da (Peakdichte), max. 100 Peaks/Spot und S/N > 10; 

(B) für das MS/MS: 60 Da bis 20 Da unterhalb der Precursormasse (Massenbereich), 

50 Peaks/200 Da (Peakdichte), max. 65 Peaks/Spot und S/N > 5. 

Die generierten Peaklisten wurden nachfolgend mit der Mascot-Suchmaschine (Matrix 

Science Ltd., London, GB) gegen eine Datenbank für S. aureus NCTC8325 mit 

folgenden Einstellungen gesucht: 2 variable Modifikationen [Carbamidomethylierung 

(C) 57,02 amu, Oxidation (M) 15,99 amu], Precursor-Toleranz von 50 ppm, Fragment-

Toleranz von 0,45 Da, min. Ionenscore von 75 % und maximal eine verpasste 

Schnittstellen für Trypsin. Proteine mit einem Proteinscore > 47 (p-Value < 0,05) und 

mindestens 1 MS/MS (Peptidscore > 18) wurden als signifikant angesehen. 
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11. Präparation von Proteingemischen für gelfreie Proteomanalysen 

 

Probenvorbereitung für gelfreie Proteomanalysen  

Für gelfreie Proteomanalysen wurden lediglich 2 µg Protein eingesetzt. Da die 

verwendeten Proteinproben in 10 M UT gelöst wurden, welches die Aktivität des 

Trypsins hemmt, erfolgte zunächst eine Verdünnung der Proben auf 1 M UT durch die 

Zugabe von 20 mM Ammoniumbicarbonat (Sigma Aldrich Chemie GmbH). 

Anschließend wurden die Proteingemische für 1 h bei 60 °C im Thermomixer comfort 

mit 25 mM DTT in 20 mM Ammoniumbicarbonat (2,5 mM Endkonzentration) 

inkubiert, um eine Reduktion der Disulfidbrücken zu Thiolgruppen zu gewährleisten. 

Um die Reoxidation der Thiolgruppen zu vermeiden, erfolgte im Anschluss eine 

Alkylierung mit 100 mM IAA (Sigma Aldrich Chemie GmbH) in 20 mM 

Ammoniumbicarbonat (10 mM Endkonzentration), wobei die Proben für 30 min bei 

37 °C dunkel gelagert wurden. Danach wurde den Proteinen im Verhältnis 1:100 LysC 

(100 ng/µl 20 mM Ammoniumbicarbonat) (Sigma Aldrich Chemie GmbH) 

hinzugesetzt. Dieses Enzym spaltet Peptidbindungen spezifisch C-terminal am Lysin 

und erhöht somit den Anteil an Peptiden aus komplexen Proteingemischen. Nach 3-

stündiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C wurde Trypsin (100 ng/µl in 20 mM 

Ammoniumbicarbonat), welches spezifisch nach Arginin und Lysin spaltet, im 

Verhältnis 1:25 den Proben hinzugefügt. Die Proben wurden über Nacht bei 37 °C 

inkubiert. Am nächsten Morgen wurde der Verdau mit Essigsäure (Endkonzentration 

1 %) gestoppt.  

 

Reinigung der Peptidextrakte über C18-Material 

Der Peptidextrakt wurde anschließend an C18-reversed phase-Material gereinigt, um 

Kontaminanten (hydrophile Verbindungen), welche eventuell die Chromatographie 

stören oder die HPLC-Säulen blockieren, zu entfernen. Dazu wurden ZipTip-Spitzen 

(Millipore GmbH, Schwalbach) zunächst mit 100 % ACN, nachfolgend mit 80 %-, 

50 %- und 30 %-iger ACN in 1 % Essigsäure und anschließend in 1 % Essigsäure 

äquilibriert. Nun konnten die Peptide aus der Probe an das C18-Material der Spitzen 

gebunden und nachfolgend nicht bindende Moleküle mit 1 % Essigsäure entfernt 

werden. 

Die Elution der Peptide erfolgte in zwei Schritten, zum einen in 50 % ACN und 1 % 

Essigsäure und zum anderen in 80 % ACN und 1 % Essigsäure. Beide Eluate wurden 
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anschließend zusammen in ein Mikrovial überführt, im SpeedVac Concentrator 5301 

(Eppendorf AG) eingeengt, mit 0,1 % Essigsäure in 2 % ACN auf 20 µl aufgefüllt und 

danach massenspektrometrisch analysiert. 

 

Analyse komplexer Proteingemische mittels LC-ESI-MS/MS 

Die Analyse der Peptidgemische erfolgte an einem ESI-LTQ-Orbitrap-XL 

Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific Inc.). Dabei wurden die Peptide 

zunächst auf eine reversed phase-Vorsäule (Biosphere C18, NS-mp-10, 100 µm; 

NanoSeparations, Nieuwkoop, Niederlande) mit einer Flussrate von 7 µl/min geladen 

und anschließend auf einer PepMap C18 Säule (3 µm, 75 µm, 150 mm, Dionex GmbH, 

Idstein) aufgetrennt. Die Elution der Peptide erfolgte bei einer Flussrate von 400 nl/min 

über einen Gradienten von 2 % bis 30 % ACN über 85 min für Proben von S. aureus 

RN1HG und 265 min für humane Proben (S9-Zellen). 

 

Identifizierung der Proteine mittels der Sequest-Datenbanksuche 

Die Daten wurden mittels Sequest 2.7 auf der Sorcerer-Plattform (Sage-N Research 

Inc., San Jose, USA) mit der S. aureus NCTC8325 bzw. mit einer SwissProt-Datenbank 

limitiert auf humane Einträge Version 55rel1 analysiert. Dazu wurden Parameter wie 

eine Peptidtoleranz von 10 ppm, Fragmenttoleranz 1 Da, Trypsin als schneidendes 

Enzym bei maximal 2 verpassten Schnittstellen ausgewählt. Hinzu kamen als variable 

Modifikationen eine Oxidation an Methionin (15,99 amu) bzw. eine 

Carbamidomethylierung am Cystein (57,02 amu). Die vom Sorcerer generierten 

Datensätze konnten anschließend mit der Scaffold-Software (Proteomsoftware Inc, 

Portland, USA) ausgewertet werden. Dabei wurden die zusammengehörigen Proben als 

sog. „Mudpit“-Analysen (multi dimensional protein identification) analysiert. Daraus 

resultierte für jeden Probenzeitpunkt eine Analyse zusammengefasst aus 3 biologischen 

Replikaten für S. aureus-Proben bzw. aus 4 biologischen Replikaten für humane S9-

Zellen. Jedes Protein mit einer Wahrscheinlichkeit größer oder gleich 90 % und mit 

mindestens 2 signifikanten Peptiden galt als korrekt identifiziert, sobald dessen Peptide 

den X-Korrelation-Faktoren für zweifach-geladene Peptide von 2,2 und für dreifach-

geladene Peptide von 3,75 aufwiesen. 
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Zur Quantifizierung der Daten mit Hilfe der Elucidator-Software 

Die Rosetta Elucidator Software (Rosetta Biosoftware, Cambridge, United States) 

erlaubte die „labelfreie“ Quantifizierung der Daten. Die Einstellungen für die 

Identifikation von „Features“ und die Annotation der Proteine der S. aureus-Proben sind 

den Tabellen 40 und 41 zu entnehmen.  

 

Tab. 40: Parameter für die Annotation der Features für S. aureus. 

Parameter Einstellung 

Retentionszeit 

Massenbereich 

10-81 min 

300-1200 m/z 

intensity treshold 1000 counts 

instrument mass accurancy 5 ppm 

alignment search distance 4 min 

feature noise filtering strenght 2 

noise removal strenght 6 

 

Tab. 41: Parameter für die Identifikation der Peptide und Proteine für S. aureus. 

Parameter Einstellung 

Peptid/Protein-Teller 

Peptid-Teller (Annotation) 

min. Peptidwahrscheinlichkeit 0,05 

0,95 

 

Zur Quantifizierung der Daten mittels Spectral Counting 

Die vom Sorcerer generierten Datensätze für die S9-Zellen wurden mit der Scaffold-

Software quantifiziert. Dazu wurden alle eindeutig zu einem Protein zugeordneten 

Spektren exportiert, welches mit mindestens 2 Peptiden identifiziert wurde und eine 

Proteinwahrscheinlichkeit ≥ 90 % aufwies. Innerhalb der Probenzeitpunkte wurde eine 

Mittelwertnormalisierung durchgeführt um technische Varianzen auszugleichen. 

Anschließend statistisch signifikante Unterschiede unter Anwendung eines ungepaarten 

t-Tests ermittelt. Für die Berechnung der Regulationsfaktoren wurde eine weitere 

Normalisierung auf die Summe der eindeutigen Spektren (nach 

Mittelwertnormalisierung) je Gruppe durchgeführt. Um auch eine Quantifizierung von 

Proteinen zu ermöglichen die in einer Gruppe niedrig abundant waren, wurde zu den 

normalisierten Werten der Faktor 0.5 addiert. Im Anschluss wurde die Proteinliste nach 

2 Kriterien gefiltert: die Summe der Spektren innerhalb einer Gruppe musste 
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mindestens 8 ergeben und innerhalb der Gruppe sollten mindestens 2 Spektren je 

biologisches Replikat vorhanden sein.  

 
12. Klassifikation der Daten 

 

P-Sort 

Die Vorhersage von Signalpeptiden (Einleitung, Punkt 2) ist über verschiedene 

Softwaretools, wie z. B. SignalP, LipoP, PrediSi, Phobius oder PSort möglich.  

Die P-Sort-Datenbank ermöglicht eine Klassifizierung der Proteine hinsichtlich ihrer 

möglichen Lokalisation innerhalb der Zelle. Bei gram-positiven Bakterien handelt es 

sich um das Zytoplasma, die zytoplasmatische Membran, die Zellwand oder den 

extrazellularen Raum. Proteine, für die eine Vorhersage unmöglich ist, werden als 

„unbekannt“ definiert. Das P-Sort-Tool (http://www.psort.org) wurde für die 

Kategorisierung der im extrazellulären Proteom von S. aureus identifizierten Proteine 

herangezogen.  

Die Vorhersage der Lokalisation der Proteine erfolgt über 2 Algorithmen: 

1. Erkennung einer möglichen Schnittstelle für eine Signalpeptidase 

(consensus-Sequenz) (von Heijne, 1986). 

2. Kalkulation eines Scores in Abhängigkeit der Länge und der Peakhöhe der 

hydrophoben Region, und der Ladung der N-terminalen Region für die 

Wahrscheinlichkeit einer Signalsequenz (McGeoch, 1985).  

 

TigR 

Mit Hilfe der TigR-DB (http://www.cmr.jcvi.org) wurden die in der Analyse 

auftretenden Proteine von S. aureus hinsichtlich ihrer biologischen Funktion 

kategorisiert. 

 

PANTHER 

Die Klassifikation der humanen S9-Proteine erfolgte über die PANTHER-DB (protein 

analysis through evolutionary relationships, http://www.panterdb.org).  
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Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

Die quantifizierten humanen S9-Proteine wurden mit Hilfe der Ingenuity Pathway 

Analysis-Software (http://www.ingenuity.com) ausgewertet. Die veränderten Proteine 

können durch die in der Datenbank hinterlegten Informationen in biologische 

Funktionen oder auch hinsichtlich spezifischer („canonical“) Signalwege eingeteilt 

werden. 
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TEIL D: ERGEBNISSE 
 

1. Analyse des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG in Abhängigkeit vom 

Kulturmedium 

 

Die Zusammensetzung des bakteriellen Proteoms kann in Abhängigkeit vom genutzten 

Kultivierungsmedium variieren. Bei Infektionsexperimenten mit eukaryotischen 

Zellkulturen und einem damit verbundenen Wechsels des Pathogens aus bakteriellem 

Kulturmedium in ein Zellkulturmedium können daher mediumbedingte Effekte erwartet 

werden. Von daher wurde innerhalb unserer Arbeitsgruppe das Zellkulturmedium MEM 

für das bakterielle Wachstum adaptiert (pMEM), welches die Untersuchung von Wirt-

Pathogen-Interaktionen ohne mediumbedingte Effekte erlaubt. Zunächst sollte anhand 

der Untersuchung des extrazellulären Proteoms in diesem Medium im Vergleich zum 

bisher im Allgemeinen verwendeten Vollmedium TSB geklärt werden, ob sich die 

Zusammensetzung des Proteoms verändert. Wichtige Proteingruppen, wie z. B. Toxine 

oder andere Virulenzfaktoren sollten in beiden Medien gleichermaßen synthetisiert 

werden.  

 
Vergleich des Wachstumsverhaltens in komplexem TSB-Medium und in adaptiertem 

Zellkulturmedium 

S. aureus RN1HG wurde sowohl im optimierten Zellkulturmedium pMEM als auch in 

TSB-Medium kultiviert und der Wachstumsverlauf analysiert. Sowohl die 

Wachstumsrate von S. aureus als auch die erreichte optische Dichte in der stationären 

Phase waren bei Kultivierung im synthetischen Medium pMEM geringer als in TSB. So 

lag die maximal erreichte optische Dichte in der stationären Phase für pMEM bei einer 

OD600 = 1,5 und bei TSB betrug die maximale OD600 = 7 (Abb. 7).  
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Abb. 7: Wachstumsverlauf von 

S. aureus RN1HG in pMEM und 

TSB am Beispiel eines von drei 

biologischen Replikaten. 
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Gelfreie Analysen des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG in den 

Kulturmedien TSB und pMEM 

Während des Wachstums von S. aureus RN1HG in TSB und pMEM wurden zu drei 

definierten Probenzeitpunkten die extrazellulären Proteine durch eine TCA-Fällung des 

bakteriellen Kulturüberstandes geerntet (drei biologische Replikate, siehe Material und 

Methoden, Tab. 7). Für gelfreie Proteomanalysen wurden 2 µg Protein verdaut. Im 

Anschluss erfolgte die Messung der Proben am ESI-LTQ-Orbitrap-XL 

Massenspektrometer und die Auswertung der Daten mit Hilfe der Scaffold- und der 

Rosetta Elucidator-Software. Proteine wurden als identifiziert angesehen, wenn sie mit 

mindestens 2 Peptiden in den drei biologischen Replikaten („Mudpit“-Analyse) erfasst 

wurden. Für die mengenmäßige Verteilung der Proteine wurde der Mittelwert über die 

drei biologischen Replikate gebildet.  

Aufgrund der unterschiedlichen optischen Dichten im jeweiligen Kulturmedium wurden 

die Erntevolumina für die TCA-Fällung angepasst. Die gewonnenen Proteinmengen 

bezogen auf die OD-Einheit waren innerhalb desselben Probenzeitpunktes nahezu 

identisch (Tab. 42), die Konzentration je ml Kulturvolumen im Vollmedium aufgrund 

der höheren Zelldichte jedoch erheblich höher.  

 

Tab. 42: Aus den Überständen nach Kultur in TSB und pMEM mit Hilfe der TCA-Fällung gewonnene 

Proteinmengen. 

 pMEM TSB 
 expP f-statP s-statP expP f-statP s-statP 

OD 0,5 1,2 1,4 1 5 7 

Fällungsvolumen (ml) 900 300 300 300 110 72 

Protein, gesamt (µg) 523 1788 2883 350 2900 3732 

Konz. (µg/ml) 0,58 5,96 9,61 1,17 26,37 51,83 

Konz. (µg/OD) 1,16 4,97 6,86 1,17 5,27 7,40 

Berechnung der durchschnittlichen Proteinmengen pro ml Bakterienkultur und pro OD-Einheit aus den 

drei Bioreplikaten. 

expP: exponentielle Wachstumsphase, f-statP: frühe stationäre Phase, s-statP: späte stationäre Phase. 

 

Insgesamt wurden über den gesamten Wachstumsverlauf im TSB-Medium 468 Proteine 

mit mindestens 2 Peptiden identifiziert. Im Vergleich dazu waren in pMEM lediglich 

314 Proteine mit mindestens 2 Peptiden nachweisbar. Die Detektion von insgesamt 248 

Proteinen in beiden Analysen zeigte die große Übereinstimmung des extrazellulären 
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Proteoms unabhängig davon, in welchem Medium die Bakterien kultiviert wurden 

(Abb. 8 A). Es wurden aber auch einige Proteine mediumabhängig nachgewiesen. So 

konnten 66 Proteine nur nach Kultur in pMEM identifiziert werden, während 220 

Proteine lediglich nach Kultur in TSB nachgewiesen werden konnten. Nach Einteilung 

der Proteine hinsichtlich ihrer Lokalisation (Abb. 8 B/C) mit Hilfe von P-Sort wurde 

deutlich, dass es sich bei ca. 79 % der Proteine, welche nur in TSB identifiziert wurden, 

um zytoplasmatische Proteine handelte (Abb. 8 C).  

 

 

                     
 

Abb. 8: Vergleich des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG in Abhängigkeit vom 

Kulturmedium für die Analyse der drei biologischen Replikate. 

Insgesamt wurden 46 % (248 Proteine) unabhängig vom eingesetzten Kulturmedium identifiziert. 

Mediumspezifisch wurden in pMEM 66 Proteine und in TSB 220 Proteine detektiert (A). Bei diesen 

Proteinen handelte es sich in pMEM vorrangig um Proteine, deren Lokalisation unbekannt ist sowie 

Zellwandproteine und extrazelluläre Proteine (B). Besonders auffällig ist die hohe Anzahl an 

zytoplasmatischen Proteine nach Kultur in TSB (C). 

Ez: Extrazellulär, Zw: Zellwand, Zm: Zellmembran, Z: Zytoplasma, Unb: Unbekannt. 

 

Auch die Analyse des extrazellulären Proteoms über die einzelnen Phasen der 

Kultivierung zeigte, dass bei Kultur in TSB die Anzahl der zytoplasmatischen Proteine 

nach Eintritt in die stationäre Phase zunimmt und im Vergleich zu Kulturen in pMEM 

zwei- bis dreifach so hoch war (Abb. 9).  
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Abb. 9: Verteilung extrazellulär nachgewiesener Proteine bezüglich ihrer theoretischen Lokalisation in 

Abhängigkeit des Kulturmediums und der Wachstumsphase für die Analyse der drei biologischen 

Replikate. 

(A) exponentielle Wachstumsphase, (B) frühe stationäre Phase, (C) späte stationäre Phase. 

Ez: Extrazellulär, Zw: Zellwand, Zm: Zellmembran, Z: Zytoplasma, Unb: Unbekannt. 

 

Betrachtet man lediglich die über P-Sort den „extrazellulären“ Proteinen zugeordneten 

Moleküle, so konnte der überwiegende Anteil der in TSB vorkommenden Proteine auch 

in pMEM nachgewiesen werden (Abb. 10). Darüber hinaus wurden nach Kultur in 

pMEM weitere Proteine im Kulturüberstand den „extrazellulären“ Proteinen 

zugeordnet. 

 

 

Abb. 10: Anzahl der nach Klassifikation in P-Sort als „extrazelluläre“ Proteine eingestuften Moleküle von 

S. aureus RN1HG in Abhängigkeit vom eingesetzten Kulturmedium und der Wachstumsphase für die 

Analyse der drei Bioreplikate. 

Ein hoher Anteil der Proteine war unabhängig vom eingesetzten Medium nachweisbar. Dennoch wurde in 

pMEM im Vergleich zu TSB eine Zahl weiterer „extrazellulärer“ Proteine detektiert.  

(A) exponentielle Wachstumsphase, (B) frühe stationäre Phase, (C) späte stationäre Phase. 

 

Um nicht nur einen Überblick über die Gesamtanzahl der Proteine zu erhalten, sondern 

auch eine Aussage über die mengenmäßige Verteilung der Proteine in Abhängigkeit des 

verwendeten Mediums treffen zu können, wurden mit Hilfe der Elucidator-Software die 

Intensitäten für die identifizierten Proteine kalkuliert. Danach zeigte sich, dass die 
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Intensitäten der zytoplasmatischen Proteine in TSB im Vergleich zu pMEM für jede 

Wachstumsphase deutlich höher sind (TSB: 56-62 %, pMEM: 4-14 %) (Abb. 11). In 

pMEM nahmen die extrazellulären Proteine den größten prozentualen Anteil ein 

(pMEM: 60-74 %, TSB: 9-15 %).  

 

                  
 

Abb. 11: Prozentualer Anteil der jeweiligen Proteingruppen nach Klassifikation entsprechend ihrer 

Lokalisation (P-Sort) am Gesamtprotein in Abhängigkeit vom eingesetzten Kulturmedium und der 

Wachstumsphase für Analyse der drei biologischen Replikate. 

(A) exponentielle Wachstumsphase, (B) frühe stationäre Phase, (C) späte stationäre Phase. 

Ez: Extrazellulär, Zw: Zellwand, Zm: Zellmembran, Z: Zytoplasma, Unb: Unbekannt. 

 

Die identifizierten Proteine wurden anschließend mit Hilfe der TigR-Datenbank 

funktionellen Gruppen zugeordnet und ihr jeweiliger Anteil in Bezug auf die Anzahl der 

gesamten im extrazellulären Proteom erfassten Proteine für die einzelnen Zeitpunkte 

berechnet (Abb. 12). Sowohl in TSB als auch in pMEM machten die Proteine des 

Energiemetabolismus und Proteine mit bisher unbekannter Funktion den Hauptanteil 

des extrazellulären Proteoms während der Probenzeitpunkte aus. Mit der Virulenz 

assoziierte Proteingruppen, darunter Toxine oder Virulenzfaktoren nahmen einen 

prozentual höheren Anteil nach Kultur in pMEM ein. Daneben betrug der Anteil an 

Stressproteinen in beiden Kulturmedien ca. 5 %. Eine detaillierte Übersicht über die 

identifizierten Proteine ist der Tab. 59 im Anhang zu entnehmen. 
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Abb. 12: Prozentualer Anteil funktioneller Proteingruppen nach Klassifikation mittels TIGR in Abhängigkeit vom eingesetzten Kulturmedium und der Wachstumsphase für 

die Analyse der drei Bioreplikate. 
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Über die Intensitäten konnte insgesamt eine „labelfreie“ Quantifizierung der Proteine 

(Elucidator) und damit ein relativer Vergleich zwischen den Medien bzw. über den 

Wachstumsverlauf vorgenommen werden (Tab. 60, im Anhang). Im Folgenden sollen 

die Ergebnisse für Proteingruppen, die die Virulenz beeinflussen z. B. Toxine (z. B. 

Hämolysine), Virulenzfaktoren (z. B. Clumping-Faktoren, Proteasen) oder Proteine zum 

Abbau von Zellwänden (z. B. Autolysin, Peptidoglykanhydrolase) in beiden Medien 

(TSB, pMEM) näher erläutert werden.  

Zunächst wurden Adhäsine ausgewählt, die eine entscheidende Funktion bei der 

Adhäsion an Oberflächen ausüben, und damit für die Interaktion mit Wirtszellen 

bedeutsam sind. Der Clumping Faktor B (ClfB) und Protein A (Spa) zeigten jeweils 

eine Verringerung der Proteinmengen von der exponentiellen Wachstumsphase in die 

stationäre Phase (Abb. 13 A/B). Das SdrD-Protein (SdrC) und das extrazelluläre 

Matrix- und Plasma-Bindeprotein (Ssp) zeigten im TSB in der frühen stationären Phase 

eine Zunahme, und nahmen später wieder geringfügig ab (Abb. 13 C/D). Im Gegensatz 

dazu war für diese beiden Adhäsine in pMEM die höchste Proteinmenge bei 

exponentiellem Wachstum zu beobachten und eine signifikante Abnahme nach Eintritt 

in die stationäre Phase. 
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Medium expP f-statP s-statP  expP f-statP s-statP 

pMEM 5.83 x 107 1.15 x 107 �.54 x 106  1.30 x 108 1.20 x 108 1.20 x 108 

TSB 6.63 x 107 4.76 x 107 2.54 x 107  5.10 x 108 7.02 x 108 4.31 x 108 

 

                 
 

Medium expP f-statP s-statP  expP f-statP s-statP 

pMEM 6.60 x 107 2.17 x 107 1.34 x 107  2.47 x 106 8.81 x 105 1.58 x 106 

TSB 6.60 x 107 1.53 x 108 1.12 x 108  6.81 x 105 1.64 x 106 1.48 x 106 

 

Abb. 13: Ratio-Plots ausgewählter Adhäsine während des bakteriellen Wachstums in TSB im Vergleich 

zum Wachstum in pMEM für die Analyse der drei biologischen Replikate. 

Grafisch dargestellt sind wichtige Adhäsine, darunter Clumping Faktor B (ClfB) (A), Protein A (Spa) (B), 

SdrC-Protein (SdrC) (C) und das extrazelluläre Matrix- und Plasma-Bindeprotein (Ssp) (D). Die Menge 

an Clumping-Faktor B nahm sowohl in TSB als auch in pMEM mit Übergang in die stationäre Phase ab. 

Die anderen Adhäsine zeigten eine Zunahme in TSB, jedoch eine Abnahme in pMEM. Die Ratios 

beziehen sich jeweils auf die exponentielle Wachstumsphase des Kulturmediums. 

expP: exponentielle Phase, f-statP: frühe stationäre Phase, s-statP: späte stationäre Phase. 

 

Weiterhin wurden Virulenzfaktoren, wie Staphopain (StpH), Cystein-Protease (SspB) 

und Lipase-Precursor (Geh) näher betrachtet. StpH (Abb. 14 A) nahm in pMEM 

während des Wachstums mengenmäßig zu. Dahingegen war die Proteinmenge von 

StpH in TSB während des exponentiellen Wachstums und der frühen stationären Phase 

nahezu identisch und nahm dann in der späten stationären Phase ab. SspB konnte in 

TSB nur während des exponentiellen Wachstums und der frühen stationären Phase 

nachgewiesen werden, während es in pMEM während des gesamten Wachstums 
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detektiert und mit dem Übergang zur stationären Phase in geringerer Menge vorkam 

(Abb. 14 B). Geh wurde in beiden Medien in der stationären Phase verstärkt 

nachgewiesen. Eine deutlich stärkere Akkumulation zeigte sich jedoch in pMEM 

(Abb. 14 C). Diesen Virulenzfaktoren gemeinsam war, dass sie in pMEM im Vergleich 

zum TSB in erhöhter Menge auftraten.   

 

              
 

Medium expP f-statP s-statP  expP f-statP s-statP 

pMEM 7.31 x 106 1.28 x107 1.65 x 107  3.69 x 107 2.39 x 107 1.48 x 107 

TSB 7.67 x106 7.60 x 106 5.44 x 106  5.38 x106 5.19 x 106 - 

 

              
 

Medium expP f-statP s-statP     

pMEM 2.69 x 107 4.38 x 109 3.57 x 109     

TSB 1.15 x107 9.81 x 107 2.39 x 108     

 

Abb. 14: Ratio-Plots ausgewählter Virulenzfaktoren (Teil 1) während des bakteriellen Wachstums in TSB 

im Vergleich zum Wachstum in pMEM für die Analyse der drei Bioreplikate.  

Die Virulenzfaktoren Staphopain (StpH) (A), Cystein Protease (SspB) (B) und Lipase-Precursor (Geh) 

(C) treten in erhöhter Menge in pMEM auf. Die Ratios beziehen sich auf jeweils auf die exponentielle 

Wachstumsphase des Kulturmediums. 

expP: exponentielle Phase, f-statP: frühe stationäre Phase, s-statP: späte stationäre Phase. 

 

Ein vergleichbar ähnlicher Verlauf während des Wachstums zeigte sich für Autolysin in 

beiden Medien (Abb. 15 A). Dieses Protein wurde im Vergleich zur exponentiellen 

Wachstumsphase in der stationären Phase vermehrt nachgewiesen. Die 

Peptidoglykanhydrolase (LytM) (Abb. 15 B) zeigte in TSB über die Wachstumskurve 
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ebenfalls eine Zunahme der Gesamtmenge. Dagegen wurde die Menge an LytM in 

pMEM mit dem Übergang zur stationären Phase verringert. Die Proteinmengen für 

Immunodominant Antigen A (IsaA) und Secretory Antigen Precursor (SsaA) 

(Abb. 15 C/D) nahmen in beiden Medien in der stationären Phase ab. Den in Abb. 15 

dargestellten Proteinen gemeinsam war ein um mindestens das 10-fache verstärkte 

Auftreten in pMEM. 

 

                
 

Medium expP f-statP s-statP  expP f-statP s-statP 

pMEM 2.21 x 107 7.75 x 107 4.96 x 107  4.11 x 109 5.58 x 108 3.86 x 108 

TSB 2.33 x 106 7.57 x 106 5.83 x 106  8.57 x 106 4.23 x 107 3.09 x 107 

 

                    
 

Medium expP f-statP s-statP  expP f-statP s-statP 

pMEM 2.79 x 109 1.74 x 109 1.11 x 109  3.06 x 108 1.35 x 108 6.04 x 107 

TSB 4.47 x 108 1.21 x 108 4.94 x 107  7.74 x 107 5.12 x 107 5.22 x 107 

 

Abb. 15: Ratio-Plots ausgewählter Virulenzfaktoren (Teil 2) während des bakteriellen Wachstums in TSB 

im Vergleich zum Wachstum in pMEM für die Analyse der drei biologischen Replikate. 

Während für Autolysin (A) ein ähnliches Verhalten bezüglich des Proteinlevels während der 

Wachstumsphasen beobachtet werden konnte, zeigte sich für die Peptidoglykanhydrolase (LytM) (B) in 

TSB eine verstärkte Akkumulation in der stationären Phase im Gegensatz zu pMEM. Immunodominant 

Antigen A (IsaA) (C) und Secretory Antigen Precursor (SsaA) (D) traten in beiden Kultivierungsmedien 

in erhöhter Menge während des exponentiellen Wachstums auftraten. Die Ratios beziehen sich auf 

jeweils auf die exponentielle Wachstumsphase des Kulturmediums. 

expP: exponentielle Wachstumsphase, f-statP: frühe stationäre Phase, s-statP: späte stationäre Phase. 
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass der Hauptanteil der im extrazellulären 

Proteom auftretenden Proteine von S. aureus RN1HG in beiden Medien gebildet wurde. 

Dennoch gab es Proteine, welche Medium-spezifisch identifiziert wurden. Bei diesen 

Proteinen handelte es sich im TSB-Medium jedoch hauptsächlich um zytoplasmatische 

Proteine. Die für die Wechselwirkung zwischen Wirt und Pathogen relevanten 

extrazelluläre Proteine wurden in beiden Medien detektiert. Die Auswertung der 

Intensitäten für die Proteingruppen in Bezug auf ihre Lokalisation im 

Wachstumsverlauf ergab, dass der überwiegende Teil der Proteine im TSB-Medium 

vorrangig zytoplasmatische Proteine enthielt und diese auch den Hauptanteil der 

Intensitäten darstellten. 

Einige wichtige Virulenzfaktoren, welche in beiden Medien identifiziert werden 

konnten, wurden hinsichtlich ihres Expressionsmusters untersucht. Dabei stellte sich 

heraus, dass (1) eine größere Anzahl an Proteinen entlang des Wachstums eine 

vergleichbare Kinetik zeigten (z. B. Autolysin, Clf, Geh IsaA, Spa, SsaA), aber auch (2) 

Proteine auftreten, die über die Wachstumsphasen in pMEM und TSB eine 

unterschiedliche Kinetik aufwiesen (LytM, Sak, SdrD, Ssp, StpH). 

 

2. Einfluss des Kulturmediums auf die Expression von regulatorischen Genen und 

Virulenzgenen in S. aureus RN1HG 

 

Die Menge eines Proteins innerhalb oder außerhalb der Zelle wird durch die 

Halbwertszeit des betroffenen Proteins (Abbaurate) oder seine Synthese bestimmt. Um 

festzustellen, ob die Veränderungen bereits auf Ebene der Genexpression erfolgten 

wurden Transkriptionsanalysen durchgeführt. 

Zunächst wurden als regulatorische Zielgene das hypothetische Protein 

SAOUHSC_01228 (codY), RNA III und der staphylokokkale akzessorische Regulator T 

(sarA) ausgewählt und die Transkriptionslevel nach Kultur in TSB sowie pMEM 

verglichen. Sowohl codY als auch RNA III zeigten innerhalb der beiden Medien ein sehr 

ähnliches Expressionsverhalten (Abb. 16). Die Expression von codY war während des 

exponentiellen Wachstums am höchsten und nahm zur stationären Phase kontinuierlich 

ab. Eine stetige Zunahme des Transkriptionslevels für RNA III zeigte sich mit dem 

Wachstum, wobei eine vielfache Steigerung in TSB im Vergleich zu pMEM erkennbar 

war. Lediglich das Transkriptionsniveau war nach Kultur in TSB für beide Transkripte 

deutlich erhöht. Für sarA zeigte sich, dass die Transkription in TSB vom exponentiellen 
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Wachstum zur stationären Phase kontinuierlich zunimmt (Abb. 16). Das maximale 

Transkriptionsniveau von sarA im pMEM wurde jedoch schon während des 

exponentiellen Wachstums erreicht und zeigte beim Übergang in die späte stationäre 

Phase eine deutlich geringere Expression.   

 

 

  
Abb. 16: Analyse des Einflusses des Kulturmediums auf die Transkription der regulatorischen Gene 

codY, RNA III und sarA mittels Northern Blot Analyse.  

Für die Northern Blot-Analysen wurde die RNA je Probenzeitpunkt und Medium im Agarose-Gel 

aufgetrennt, geblottet und mit den RNA-Sonden hybridisiert. Das Expressionsniveau von codY war in 

beiden Kulturmedien nahezu identisch. Die Expression war im exponentiellen Wachstum am höchsten 

und nahm zur stationären Phase kontinuierlich ab. Eine stetige Zunahme des Transkriptionslevels für 

RNA III zeigte sich mit dem Wachstum, wobei eine vielfache Steigerung in TSB im Vergleich zu pMEM 

erkennbar war. Ein deutlich unterschiedliches Transkriptionsmuster hingegen zeigte sich für SarA. 

1,4 = exponentielle Wachstumsphase, 2,5 = frühe stationäre Phase, 5,6 = späte stationäre Phase. 

 

Neben regulatorischen Genen wurden auch Virulenzgene analysiert. Das 

Transkriptionsprofil von α-Hämolysin (hla) war durch eine gesteigerte Expression mit 

dem Übergang zur stationären Phase gekennzeichnet (Abb. 17). Jedoch war die 

Transkription von hla in pMEM drastisch erhöht und erreichte ihr maximales Niveau 

während der frühen stationären Phase. In TSB wurde hla nur minimal transkribiert, es 

zeigte sich jedoch eine Zunahme der Transkriptmenge vom exponentiellen Wachstum 

zur stationären Phase. Für das lip Gen (Abb. 17) war in beiden Medien keine 

Transkription während des exponentiellen Wachstums nachweisbar. Erst mit dem 

Übergang zur stationären Phase erfolgte die Transkription von lip, wobei das Gen in 

pMEM in der späten stationären Phase stärker exprimiert wurde, während in TSB die 

lip-Transkription in der späten stationären Phase abnahm. Hingegen zeigte sich bei 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

codY RNA III 

sarA 

pMEM TSB pMEM TSB 
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Protein A (spa), dass das Kulturmedium keinen Effekt ausübte, da die Transkription in 

beiden Medien lediglich während des exponentiellen Wachstums erfolgte. 

 

 

  
Abb. 17: Analyse des Einflusses des Kulturmediums auf die Expression von hla, lip und spa mittels 

Northern Blot Analyse.  

Je Probenzeitpunkt und Medium wurde für die Northern Blot-Analysen die RNA im Agarose-Gel 

aufgetrennt, geblottet und mit den RNA-Sonden hybridisiert. Für hla und lip variiert das 

Transkriptionsmuster in Abhängigkeit des Mediums. Hingegen ist das Transkriptionsprofil von spa 

identisch. 

1,4 = exponentielle Wachstumsphase, 2,5 = frühe stationäre Phase, 5,6 = späte stationäre Phase. 

 

3. Vergleichende Analyse des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG und der 

isogenen ∆sigB Mutante im optimierten Zellkulturmedium pMEM 

 
Die Proteinbiosynthese umfasst die Synthese von RNA anhand der DNA als Matrize 

(Transkription) und die Übersetzung der genetischen Information der RNA in Proteine 

(Translation). Bei Bakterien erfolgt die Adaptation an Veränderungen durch 

Transkriptionsregulatoren (z. B. SarA, SigB), die ihrerseits Einfluss auf die 

Transkription ihrer Zielgene nehmen können. Damit kann die Zusammensetzung des 

Proteoms weitgehend als Spiegel der Aktivität der Summe der 

Transkriptionsregulatoren angesehen werden. Inwieweit sich Veränderungen im 

Proteommuster in Abhängigkeit von SigB zeigen, sollte am Beispiel von S. aureus 

RN1HG und dessen isogener ∆sigB Mutante untersucht werden. Desweiteren diente die 

Analyse des extrazellulären Proteoms in pMEM auch dazu, einen Überblick über die 

vorhandenen Proteine zu bekommen, da diese auch in Infektionsstudien auf ihren 

Einfluss auf Epithelzellen untersucht werden sollten. 
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Gelfreie Proteomanalysen des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG und 

RN1HG ∆sigB in pMEM 

Über die Wachstumskurve von S. aureus RN1HG und dessen isogener ∆sigB Mutante 

in pMEM wurden für drei definierte Probenzeitpunkte die extrazellulären Proteine 

durch eine TCA-Fällung des bakteriellen Kulturüberstandes gewonnen. Für gelfreie 

Proteomanalysen wurden 2 µg Protein verdaut und anschließend die resultierenden 

Peptidgemische am ESI-LTQ-Orbitrap-XL Massenspektrometer vermessen. Die 

Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Scaffold- und der Rosetta Elucidator-

Software. Proteine mit mindestens 2 Peptiden in den drei biologischen Replikaten 

(„Mudpit“-Analyse) wurden als identifiziert angesehen. Die mengenmäßige Verteilung 

der Proteine wurde als Mittelwert über die drei biologischen Replikate angegeben. 

 

S. aureus RN1HG 

Im Wildtyp, mit einem intakten sigB Operon bestehend aus rsbU, rsbV, rsbW und sigB, 

wurden insgesamt 314 Proteine im extrazellulären Proteom mit mindestens 2 Peptiden 

identifiziert. Davon konnten 127 Proteine sowohl in der exponentiellen als auch in den 

stationären Phasen nachgewiesen werden. Wie erwartet wurde ein Teil der Proteine 

spezifisch für die jeweilige Wachstumsphase gebildet (exponentiell: 58 Proteine, früh 

stationär: 11 Proteine, spät stationär: 47 Proteine) (Abb. 18).  

 

 

Abb. 18: Venn-Diagramm zum Vergleich der in Abhängigkeit von der Wachstumsphase identifizierten 

Proteine mit mindestens 2 Peptiden für S. aureus RN1HG für die Analyse der drei Bioreplikate. 

Insgesamt 127 Proteine wurden unabhängig von der Wachstumsphase gebildet. Eine hohe Anzahl von 

Proteinen wurde im extrazellulären Proteom auch wachstumsabhängig identifiziert. Besonders während 

der exponentiellen Wachstumsphase und der späten stationären Phase konnten eine erhöhte Anzahl an 

Proteinen detektiert werden. 
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Die Analyse der Proteine über P-Sort zeigte, dass der prozentuale Anteil der als 

„extrazellulär“ eingestuften Proteine über die drei betrachteten Phasen zwischen 11 und 

15 % beträgt (Tab. 43) und somit nicht auf eine Zunahme sekretierter extrazellulärer 

Proteine hindeutete. Mit Hilfe von P-Sort ist nicht nur die Aussage über die 

Lokalisation der Proteine möglich, sondern auch eine Vorhersage, ob Proteine ein 

Signalpeptid zur Translokation in das extrazelluläre Milieu aufweisen. Für 

S. aureus RN1HG zeigte sich, dass während der einzelnen Wachstumsphasen ein gleich 

hoher prozentualer Anteil am Gesamtprotein möglicherweise über ein Signalpeptid 

verfügt (Tab. 44). Diese Signalpeptide gehen sowohl auf Proteine mit einer laut P-Sort 

determinierten „extrazellulären“ Lokalisation zurück als auch auf Proteine der Zellwand 

und Zellmembran und auf Proteine mit bisher unbekannter Funktion. 

 

Tab. 43: Lokalisation der im extrazellulären Proteom nachgewiesenen Proteine in S. aureus RN1HG 

entsprechend der Klassifikation durch P-Sort für die Analyse der drei biologischen Replikate. Neben der 

Anzahl der Proteine für die einzelnen Gruppen wurde der prozentuale Anteil an der Gesamtzahl der 

Proteine angegeben. 

 exponentiell früh stationär spät stationär 

Gesamtanzahl 205 201 203 

Extrazellulär 25 (12,20 %) 29 (14,43 %) 27 (11,59 %) 

Zellmembran 9 (4,39 %) 8 (3,98 %) 9 (3,86 %) 

Zellwand 13 (6,34 %) 16 (7,96 %) 13 (5,58 %) 

Zytoplasma 91 (44,39 %) 82 (39,80 %) 103 (44,21 %) 

Unbekannt 67 (32,68 %) 72 (33,83 %) 81 (34,76 %) 

 

Tab. 44: Anzahl und prozentualer Anteil der Proteine mit potentiellem Signalpeptid für S. aureus RN1HG 

für die Analyse der drei biologischen Replikate.  

 exponentiell früh stationär spät stationär 

Gesamtanzahl 205 201 203 

Signalpeptid 59 (28,78 %) 69 (34,33 %) 67 (28,76 %) 

 

Die Feststellung, dass die zytosolische Fraktion einen hohen Anteil des extrazellulären 

Proteoms umfasste (Abb. 9), jedoch nur einen geringen Anteil der Gesamtintensität 

ausmachte (Abb. 11), zeigte, dass die Auswertung auf Grundlage der Intensitäten aus 

biologischer Sicht relevanter war. So zeigt Abb. 19 nun den prozentualen Anteil der 
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jeweiligen funktionellen Proteingruppe am Gesamtproteom auf Basis der 

Proteinintensitäten. Den Hauptanteil am extrazellulären Proteom nehmen 

Virulenzfaktoren, Proteine für die Zellwandbiosynthese und -abbau und 

Transportproteine ein. Die Virulenzfaktoren [z. B. Aureolysin (Aur), Clf, Lip, Nuc, Spa, 

Staphylokinase (Sak)], Stress-induzierte Proteine [z. B. Asp23, Katalase A (KatA), 

Superoxiddismutase (SodM)] und Proteine der Zellumhüllung [z. B. SAOUHSC_01081 

(IsdA), SAOUHSC_01082 (IsdC)] wurden sowohl in der frühen als auch in der späten 

stationären Phase verstärkt nachgewiesen. Proteine für die Zellwandbiosynthese und -

abbau (z. B. Bifunktionelles Autolysin (Atl), IsdA, LytM) nahmen prozentual vom 

exponentiellen Wachstum zur späten stationären Phase hin kontinuierlich ab. Die 

Transportproteine, wie z. B. der periplasmatische ABC Transporter (HtsA) oder 

Phosphocarrierprotein (PtsH) konnten während des gesamten Wachstums mit nahezu 

gleichbleibendem prozentualen Anteil an der Gesamtintensitäten nachgewiesen werden. 

 

          
 

 

 

 

 

Abb. 19: Anteil der jeweiligen funktionellen Gruppen extrazellulärer Proteine am Gesamtproteom in 

Abhängigkeit von der Wachstumsphase in S. aureus RN1HG für die Analyse der drei Bioreplikate. 

Dargestellt ist der prozentuale Anteil der funktionellen Gruppen bezogen auf die Gesamtintensität. Der 

höchste Anteil der Intensitäten geht dabei auf Virulenzfaktoren und Proteine für Zellwandbiosynthese und 

-abbau zurück. 
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S. aureus RN1HG ∆sigB 

Bei der isogenen ∆sigB Mutante wurde das komplette sigB Operon deletiert, was zu 

einer Änderung des Expressionsmusters (Induktion bzw. Repression) Sigma Faktor B-

abhängiger Proteine führen sollte. 

Insgesamt wurden 302 Proteine mit mindestens 2 Peptiden für die ∆sigB Mutante 

identifiziert, wobei 117 Proteine in jeder der drei Wachstumsphasen nachgewiesen 

werden konnten. Während des exponentiellen Wachstums wurden deutlich mehr für 

diese Phase spezifische Proteine detektiert (95 Proteine) als während der frühen oder 

späten stationären Phase (früh stationär: 3 Proteine, spät stationär: 27 Proteine) 

(Abb. 20). 

 

 

Abb. 20: Venn-Diagramm zum Vergleich der in Abhängigkeit von der Wachstumsphase identifizierten 

Proteine mit mindestens 2 Peptiden für S. aureus RN1HG ∆sigB für die Analyse der drei Bioreplikate. 

Insgesamt wurden 117 Proteine unabhängig von der Wachstumsphase gebildet. Besonders während der 

exponentiellen Wachstumsphase wurde eine jedoch auch eine große Zahl an für diese Phase spezifischen 

Proteinen detektiert. 

 

Obwohl die Zahl der als „extrazellulär“ klassifizierten Proteine mit 32 über den 

Wachstumsverlauf gleich blieb, ergibt die Kalkulation des prozentualen Anteils eine 

Zunahme in der stationären Phase auf das 2-fache (21,48 %), da die Zahl der insgesamt 

identifizierten Proteine wieder abnimmt (Tab. 45). 
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Tab. 45: Lokalisation der im extrazellulären Proteom identifizierten Proteine in S. aureus RN1HG ∆sigB 

entsprechend der Klassifikation durch P-Sort für die Analyse der drei biologischen Replikate. Neben der 

Anzahl der Proteine für die einzelnen Gruppen wurde der prozentuale Anteil an der Gesamtzahl der 

Proteine angegeben. 

 exponentiell früh stationär spät stationär 

Gesamtanzahl 254 149 193 

Extrazellulär 32 (12,60 %) 32 (21,48 %) 32 (16,58 %) 

Zellmembran 11 (4,33 %) 7 (4,70 %) 5 (2,59 %) 

Zellwand 16 (6,30 %) 11 (7,38 %) 11 (5,70 %) 

Zytoplasma 128 (50,39 %) 50 (33,56 %) 85 (44,04 %) 

Unbekannt 67 (26,38 %) 49 (32,89 %) 60 (31,09 %) 

 

Die Zahl der Proteine, für die mit Hilfe von P-Sort ein Signalpeptid vorhergesagt wurde, 

war in der exponentiellen Wachstumsphase am höchsten, aber prozentual gesehen 

wiederum niedrig, da die Zahl der „extrazellulär“ nachgewiesenen Proteine hier am 

höchsten war (Tab. 46). Auch für die ∆sigB Mutante gehen die Signalpeptide sowohl 

auf Proteine mit einer laut P-Sort determinierten „extrazellulären“ Lokalisation zurück 

als auch auf Proteine der Zellwand und Zellmembran und auf Proteine mit bisher 

unbekannter Funktion. 

 

Tab. 46: Anzahl und prozentualer Anteil der Proteine mit potentiellen Signalpeptid und möglicher 

Sekretion (P-Sort-Score) für S. aureus RN1HG ∆sigB für die Analyse der drei biologischen Replikate. 

 exponentiell früh stationär spät stationär 

Gesamtanzahl 254 149 193 

Signalpeptid 69 (27,17 %) 61 (40,94 %) 59 (30,57 %) 

 

Genau wie für die Charakterisierung des Wildtyps wurden auch für die ∆sigB Mutante 

die Proteine funktionellen Gruppen zugeordnet (Abb. 21). Nach Kalkulation des 

prozentualen Anteils der jeweiligen Proteingruppe am Gesamtproteom auf Basis der 

Proteinintensitäten konnte festgestellt werden, dass der Hauptanteil des extrazellulären 

Proteoms Toxine, Virulenzfaktoren und Proteine für Zellwandbiosynthese und -abbau 

umfasst. Der Anteil der Toxine (z. B. Hla, HlgA-C) und Virulenzfaktoren [z. B. Aur, 

Lip, Nuc, Spa, Serin-Proteasen (Spl´s), Sak] nahm von der exponentiellen 
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Wachstumsphase zur stationären Phase hin prozentual zu. Proteine für die Degradation 

(z. B. Atl, IsaA, LytM) und Transportproteine (z. B. PtsH) nahmen im Gegensatz dazu 

ab. Dahingegen wurden Stressproteine, (z. B. KatA, SodM) und Proteine der 

Zellumhüllung (z. B. IsdA, IsdC) in jeder Wachstumsphase auf einem annähernd 

gleichen quantitativen Level gehalten. 

 

              
 

 
 
 

 

Abb. 21: Anteil der jeweiligen funktionellen Gruppen extrazellulärer Proteine am Gesamtproteom von 

S. aureus RN1HG ∆sigB in Abhängigkeit von der Wachstumsphase für die Analyse der drei Bioreplikate. 

Dargestellt ist der prozentuale Anteil der funktionellen Gruppen bezogen auf die Gesamtintensität. Der 

höchste Anteil der Intensitäten entfällt dabei auf Toxine, Virulenzfaktoren und Proteine für 

Zellwandbiosynthese und -abbau. 

 

Vergleich von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB hinsichtlich der Zusammensetzung 

des extrazellulären Proteoms  

Innerhalb der biologischen Replikate zeigte sich eine geringe Varianz des 

extrazellulären Proteoms. Eine deutlich höhere Varianz konnte bei Vergleich des 

Musters in den Wachstumsphasen und der beiden Stämme festgestellt werden 

(Abb. 22). Sowohl der Wildtyp als auch die ∆sigB Mutante zeigten deutliche 

Unterschiede zwischen dem Proteinmuster der exponentiellen Wachstumsphase und 

dem der frühen als auch der späten stationären Phase. Zudem wurde eine Trennung 

zwischen Wildtyp und ∆sigB Mutante sichtbar. 
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Abb. 22: Hauptkomponentenanalyse (PCA-Plot) von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB der einzelnen 

Wachstumsphasen.  

Basierend auf Proteomlevel wurden die einzelnen biologischen Replikate je Wachstumsphase und 

S. aureus-Stamm in einem 3-dimensionalen Raum nach Z-Normalisierung dargestellt. Die Varianz der 

Proteine bestimmt die Lage der einzelnen Punkte im Raum. 

expP: exponentielle Wachstumsphase, f-statP: frühe stationäre Phase, s-statP: späte stationäre Phase 

 

Insgesamt wurden für beide Stämme und für alle drei Wachstumsphasen 359 Proteine 

identifiziert. Um einen Einfluss des Sigma-Faktors SigB auf die Zusammensetzung des 

extrazellulären Proteoms nachzuweisen, wurden die identifizierten Proteine zwischen 

den Stämmen für die jeweilige Wachstumsphasen verglichen. Für die exponentielle 

Wachstumsphase konnten insgesamt 279, für die frühe stationäre Phase 213 und für die 

späte stationäre Phase 257 Proteine identifiziert werden. Auffallend war, dass für jeden 

Zeitpunkt ein hoher Anteil an Proteinen in beiden Stämmen nachgewiesen werden 

konnte. Jedoch wurde auch ein signifikanter Anteil stammspezifisch detektiert 

(Abb. 23). 

RN1HG_expP 

RN1HG ∆sigB_expP 

RN1HG_f-statP 
RN1HG_s-statP 

RN1HG ∆sigB_f-statP 
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Abb. 23: Venn-Diagramm zum Vergleich der identifizierten Proteine mit mindestens 2 Peptiden in 

S. aureus RN1HG und der isogenen ∆sigB Mutante in Abhängigkeit von der Wachstumsphase für die 

Analyse der drei Bioreplikate. 

Für die Proteine des extrazellulären Proteoms zeigte sich, dass zu jedem Zeitpunkt eine hohe Anzahl von 

Proteinen sowohl für S. aureus RN1GH als auch für RN1HG ∆sigB identifiziert wurde. Dennoch konnten 

für jede Wachstumsphase auch stammspezifisch sekretierte Proteine detektiert werden.  

 (A) exponentielle Wachstumsphase, (B) frühe stationäre Phase , (C) späte stationäre Phase.  

 

Nach Kalkulation der Intensitäten für die identifizierten Proteine mit Hilfe der 

Elucidator Software und anschließender Klassifikation der Proteine nach P-Sort wurde 

deutlich, dass in Abhängigkeit vom Stamm und der Wachstumsphase zwischen 60-85 % 

der Intensitäten extrazelluläre Proteine betreffen (Abb. 24). Bei der Betrachtung der 

vorkommenden Proteine anhand der Intensität wurde deutlich, dass zytoplasmatische 

Proteine unter 5 % der Gesamtintensität ausmachten. 

               
 

Abb. 24: Vergleich der prozentualen Verteilung der identifizierten Proteine bezüglich ihrer Lokalisation 

(P-Sort) und auf Grundlage der Intensitäten während der exponentiellen Wachstumsphase (A), der frühen 

stationären (B) und der späten stationären Phase (C) für die Analyse der drei biologischen Replikate.  

Ez: Extrazellulär, Zw: Zellwand, Zm: Zellmembran, Z: Zytoplasma, Unb: Unbekannt. 

 

Anschließend wurde eine Einteilung der Proteine in funktionelle Gruppen 

vorgenommen, und ihr prozentualer Anteil am Gesamtproteom auf Basis der 

Proteinintensitäten mit der Elucidator-Software erfasst. Auffallend war, dass der 
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prozentuale Anteil von Toxinen und Virulenzfaktoren vom exponentiellen Wachstum 

zur stationären Phase zunahm, und so z. B. für die ∆sigB Mutante zur späten stationären 

Phase 12,76 % bzw. 58,55 % umfasste. Zudem war der prozentuale Anteil der Toxine 

und Virulenzfaktoren für die ∆sigB Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhöht. 

Dahingegen verringerte sich der prozentuale Anteil der Proteine zur 

Zellwandbiosynthese und -abbau nach Eintritt in die stationäre Phase für beide Stämme. 

Spezifisch für den Wildtyp war eine Zunahme des Anteils an Stressproteinen (von 

1,44 % auf 6,31 %) zu beobachten (Tab. 47). 

 

Tab. 47: Prozentuale Anteile der funktionellen Gruppen an der Gesamtintensität des extrazellulären 

Proteoms für die Analyse der drei Bioreplikate.  

 S. aureus RN1HG S. aureus RN1HG ∆sigB 
 expP f-stP s-stP expP f-stP s-stP 

Gesamtintensität 1.5610 1.4910 1.5810 1.4610 1.6810 1.6410 

Toxine 0.06 % 2.01 % 0.86 % 2.26 % 14.93 % 12.76 % 

Virulenz-/ 

Abwehrmechanismen 

3.40 % 42.76 % 39.96 % 7.49 % 49.38 % 58.55 % 

Zellwandbiosynthese 

und -abbau 

60.91 % 28.91 % 20.10 % 52.33 % 17.16 % 12.12 % 

Zellumhüllung 1.21 % 2.29 % 2.57 % 3.52 % 3.81 % 2.59 % 

Stressantwort 1.44 % 1.46 % 6.31 % 2.41 % 1.14 % 1.62 % 

Regulation 0.06 % 0.18 % 0.61 % 0.11 % 0.11 % 0.23 % 

Transport 5.51 % 5.60 % 5.40 % 7.42 % 4.07 % 2.44 % 

zell. Prozesse 0.72 % 0.23 % 0.23 % 2.98 % 1.01 % 0.60 % 

Energiemetabolismus 2.96 % 4.07 % 5.05 % 6.04 % 2.80 % 2.48 % 

Proteinbiosynthese 2.46 % 0.93 % 2.91 % 2.90 % 1.03 % 1.62 % 

Proteinmetabolismus 0.65 % 0.64 % 1.99 % 1.21 % 0.54 % 1.05 % 

AS-Biosynthese 0.21 % 0.13 % 0.17 % 0.27 % 0.05 % 0.07 % 

Nukleotidbiosynthese 0.24 % 0.13 % 0.37 % 0.44% 0.11 % 0.16 % 

Transkription und 

Replikation 

1.35 % 0.27 % 1.06 % 0.81 % 0.28 % 0.50 % 

unbekannte Funktion 18.81 % 10.33 % 12.43 % 9.83 % 3.57 % 3.21 % 
 

Die Intensitäten der klassifizierten Proteine wurden mit der Rosetta Elucidator Software kalkuliert. 

expP = exponentielle Wachstumsphase, f-stP = frühe stationäre Phase, s-stP = späte stationäre Phase. 

 

Der Vergleich zwischen S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB ließ erkennen, dass zum 

einen eine relative hohe Anzahl an Proteinen im extrazellulären Proteom erfasst wurde 



TEIL D: ERGEBNISSE 

69 
 

und, dass zum anderen der Hauptanteil der im extrazellulären Proteom erfassten 

Proteine in beiden Stämmen identifiziert werden konnte (Tab. 61-63, im Anhang). 

Tabelle 48 fasst die hochabundanten Proteine (Intensität mindestens 1 x108) im 

extrazellulären Proteom zusammen, die u. a. zahlreiche Virulenzfaktoren (inkl. Toxine), 

Proteine zur Zellwandbiosynthese und -abbau aber auch Proteine der Stressantwort 

umfassen. Zudem wurden auch 2 Proteine des Energiemetabolismus [Glyceraldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase (Gap) und ein hypothetisches Protein] mit hoher Abundanz 

gefunden. 

 

Tab. 48: Auflistung der abundanten Proteine, welche mindestens in einem S. aureus-Stamm und in einer 

Wachstumsphase eine Intensität von 1 x 108 aufwiesen für die Analyse der drei Bioreplikate. 

Accession- 
Nummer Locus-TagA         

Protein-
nameA      Beschreibung 

Molekular- 
gewicht RN1HG 

RN1HG 
∆sigB 

Toxine und Hämolysine   

88194865 SAOUHSC_01121 Hla alpha-hemolysin precursor 36 kDa x x 

88196348 SAOUHSC_02708 HlgA gamma-hemolysin component A 35 kDa  x 

88196350 SAOUHSC_02710 HlgB gamma-hemolysin component B 37 kDa  x 

88196349 SAOUHSC_02709 HlgC gamma-hemolysin component C 36 kDa  x 

  

Virulenz-/Abwehrmechanismen   

88196592 SAOUHSC_02971 Aur aureolysin, putative 55 kDa  x 

88196346 SAOUHSC_02706 Sbi 
immunoglobulin G-binding protein 
Sbi, putative 50 kDa  x 

88196625 SAOUHSC_03006 Lip lipase 77 kDa x x 

88194101 SAOUHSC_00300 Geh lipase precursor 76 kDa x x 

88193885 SAOUHSC_00069 protein A 56 kDa x  

88195808 SAOUHSC_02127 staphopain thiol proteinase 44 kDa  x 

88194577 SAOUHSC_00818 Nuc thermonuclease precursor 25 kDa  x 

  

Zellwandbiosynthese und -abbau   

88194750 SAOUHSC_00994 Atl 
bifunctional autolysin precursor, 
putative 137 kDa x x 

88193909 SAOUHSC_00094 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00094 22 kDa x x 

88196515 SAOUHSC_02887 IsaA 
immunodominant antigen A, 
putative 24 kDa x x 

88194055 SAOUHSC_00248 LytM peptidoglycan hydrolase, putative 34 kDa x x 

88196215 SAOUHSC_02571 SsaA secretory antigen precursor, putative 29 kDa x x 

88194436 SAOUHSC_00671 secretory antigen SsaA-like protein 28 kDa x x 

88196118 SAOUHSC_02466 
truncated MHC class II analog 
protein 15 kDa x  

88194675 SAOUHSC_00918 
truncated MHC class II analog 
protein 16 kDa x x 

  

Zellumhüllung   

88194482 SAOUHSC_00717 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00717 16 kDa  x 

88194829 SAOUHSC_01081 IsdA 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01081 39 kDa  x 

88196599 SAOUHSC_02979 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02979 69 kDa x x 

  

Stressfunktion   

88194163 SAOUHSC_00365 AhpC alkyl hydroperoxide reductase 21 kDa x x 
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Accession- 
Nummer Locus-TagA         

Protein-
nameA      Beschreibung 

Molekular- 
gewicht RN1HG 

RN1HG 
∆sigB 

88196094 SAOUHSC_02441 Asp23 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02441 19 kDa x  

88194846 SAOUHSC_01100 TrxA,Trx thioredoxin 11 kDa x  

  

Transport   

88194402 SAOUHSC_00634 MntC 
ABC transporter, substrate-binding 
protein, putative 35 kDa x x 

zell.  Prozesse   

88195846 SAOUHSC_02169 Chs,Chp 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02169 17 kDa  x 

  

Energiemetabolismus   

88194555 SAOUHSC_00795 Gap1,Gap 
glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, type I 36 kDa x x 

88194493 SAOUHSC_00728 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00728 74 kDa x x 

Proteinbiosynthese   

88194967 SAOUHSC_01234 Tsf translation elongation factor Ts 32 kDa x 

  

Transkription und Replikation   

88195207 SAOUHSC_01490 Hup,Hu DNA-binding protein HU, putative 10 kDa x 

  

unbekannte Funktion   

88194155 SAOUHSC_00356 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00356 21 kDa x 

88194387 SAOUHSC_00617 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00617 19 kDa x x 

88194469 SAOUHSC_00704 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00704 17 kDa  x 

88194877 SAOUHSC_01135 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01135 4 kDa x 

88195728 SAOUHSC_02043 phage head protein, putative 37 kDa x x 

88195999 SAOUHSC_02333 sceD protein, putative 24 kDa x x 
 

A Locus und Proteinname beziehen sich auf S. aureus 8325. 

 

Dennoch gab es einige Proteine, die jeweils nur stammspezifisch nachgewiesen werden 

konnten: (1) für RN1HG z. B. Fibrinogen-Bindeprotein (Efb) oder Chaperonin 10kDa 

(GroES) und für (2) RN1HG ∆sigB z. B. Hyaluronatlyase (HysA), Serin-Proteasen 

SplA/C/E oder Alkylhydoperoxidreduktase (AhpF). Jedoch wurde zwischen 

S. aureus RN1HG und dessen isogener ∆sigB Mutante für zahlreiche Proteine eine 

bemerkenswerte Änderung der Menge beobachtet (Tab. 49). In der exponentiellen 

Wachstumsphase waren u. a. die Mengen von α-Hämolysin (Hla) (∆sigB vs. wt 38,46 

fach) oder der Superoxiddismutase (SodM) (∆sigB vs. wt 5,03 fach) in der 

∆sigB Mutante deutlich erhöht. Während der frühen stationären Phase konnte der 

staphylokokkale akzessorische Regulator T (SarA) detektiert werden (∆sigB vs. wt -

4,77 fach). In der späten stationären Phase nahmen die Mengen an γ-Hämolysin (HlgA: 

∆sigB vs. wt 22,73; HlgB: ∆sigB vs. wt 15,87; HlgC: ∆sigB vs. wt 20,83), 

Thermonuklease (Nuc) (∆sigB vs. wt 11,24) oder MHC II analoges Protein (sigB vs. wt 
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12,82) in der ∆sigB Mutante zu. Die Abundanz von Clumping Faktor A [(ClfA), sigB 

vs. wt -23,88], von Thioredoxin (∆sigB vs. wt -2,86) oder vom SceD-Protein (∆sigB vs. 

wt -12,04) verringerte sich. 

 

Tab. 49: Proteine, die in S. aureus RN1HG ∆sigB mit mindestens 2-fach höherem oder niedrigerem Level 

im Vergleich zum isogenen Wildtyp nachgewiesen wurden für die Analyse der drei biologischen 

Replikate. 

Fold Change 

Accession- 
Nummer Locus-TagA        

Protein- 
nameA      Beschreibung 

Molekular- 
gewicht expP f-statP s-statP 

Toxine und Hämolysine 

88194865 SAOUHSC_01121 Hla alpha-hemolysin precursor 36 kDa 38.46 7.35 16.39 

88196348 SAOUHSC_02708 HlgA gamma-hemolysin component A 35 kDa 6.90 22.73 

88196350 SAOUHSC_02710 HlgB gamma-hemolysin component B 37 kDa 5.68 15.87 

88196349 SAOUHSC_02709 HlgC gamma-hemolysin component C 36 kDa 8.70 20.83 

88193943 SAOUHSC_00130 IsdI 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00130 13 kDa 3.38 1.47 -2.11 

88195915 SAOUHSC_02243 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02243 40 kDa 11.76 6.13 4.17 

88195647 SAOUHSC_01954 LukD leukotoxin, LukD 37 kDa 1.46 3.07 2.44 

Virulenz-/Abwehrmechanismen 

88193871 SAOUHSC_00051 Plc 

1-phosphatidylinositol 
phosphodiesterase precursor, 
putative 37 kDa 4.88 2.94 2.01 

88196592 SAOUHSC_02971 Aur aureolysin, putative 55 kDa 17.86 9.80 3.58 

88194572 SAOUHSC_00812 ClfA clumping factor 96 kDa -5.91 -21.00 -23.88 

88196585 SAOUHSC_02963 ClfB clumping factor B, putative 94 kDa -1.60 -3.50 -2.66 

88195217 SAOUHSC_01501 EbpS elastin binding protein 53 kDa -2.37 -1.64 -1.53 

88194860 SAOUHSC_01114 Efb fibrinogen-binding protein 19 kDa -2.34 

88194745 SAOUHSC_00988 SspA 
glutamyl endopeptidase precursor, 
putative 36 kDa 2.70 2.48 1.68 

88196115 SAOUHSC_02463 HysA hyaluronate lyase 92 kDa 6.85 1.10 

88194063 SAOUHSC_00257 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00257 11 kDa 5.26 

88196346 SAOUHSC_02706 Sbi 
immunoglobulin G-binding protein 
Sbi, putative 50 kDa 10.20 1.76 1.49 

88196625 SAOUHSC_03006 Lip lipase 77 kDa 2.24 -1.09 -1.07 

88194101 SAOUHSC_00300 Geh lipase precursor 76 kDa 3.77 1.42 2.10 

88193885 SAOUHSC_00069 protein A 56 kDa -1.51 -2.98 -3.70 

88194325 SAOUHSC_00545 sdrD protein, putative 146 kDa -1.22 -3.48 -3.05 

88195636 SAOUHSC_01942 SplA serine protease SplA 26 kDa 10.87 4.48 

88195635 SAOUHSC_01941 SplB serine protease SplB 26 kDa 5.75 7.69 3.55 

88195634 SAOUHSC_01939 SplC serine protease SplC 26 kDa 2.00 9.17 6.67 

88195631 SAOUHSC_01936 SplE serine protease SplE 26 kDa 5.85 

88195630 SAOUHSC_01935 SplF serine protease SplF, putative 26 kDa 1.95 4.88 2.93 

88195808 SAOUHSC_02127 staphopain thiol proteinase 44 kDa 5.18 5.75 3.16 

88195848 SAOUHSC_02171 Sak staphylokinase precursor, putative 19 kDa 7.41 3.12 2.48 

88194577 SAOUHSC_00818 Nuc thermonuclease precursor 25 kDa 3.04 18.52 11.24 
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Fold Change 

Accession- 
Nummer Locus-TagA        

Protein- 
nameA      Beschreibung 

Molekular- 
gewicht expP f-statP s-statP 

88195480 SAOUHSC_01779 Tig trigger factor 49 kDa 2.49 1.27 2.35 

Zellwandbiosynthese und -abbau 

88195790 SAOUHSC_02108 Ftn ferritin, putative 20 kDa 1.10 -4.54 

88193909 SAOUHSC_00094 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00094 22 kDa 3.03 1.31 -1.19 

88196515 SAOUHSC_02887 IsaA 
immunodominant antigen A, 
putative 24 kDa -1.09 -2.06 -1.93 

88195840 SAOUHSC_02161 MHC class II analog protein 66 kDa 5.26 12.82 

88194887 SAOUHSC_01145 PbpA penicillin-binding protein 1 83 kDa 3.13 

88195184 SAOUHSC_01467 Pbp2 penicillin-binding protein 2 80 kDa 2.18 -1.03 1.22 

88194055 SAOUHSC_00248 LytM peptidoglycan hydrolase, putative 34 kDa -2.75 -3.70 -4.06 

88196215 SAOUHSC_02571 SsaA 
secretory antigen precursor, 
putative 29 kDa 3.19 1.15 1.27 

88196118 SAOUHSC_02466 
truncated MHC class II analog 
protein 15 kDa -56.27 -227.87 -57.54 

Zellumhüllung 

88194626 SAOUHSC_00869 DltA D-alanine-activating enzyme 55 kDa 3.55 

88194628 SAOUHSC_00871 DltC D-alanyl carrier protein 9 kDa 3.94 

88194482 SAOUHSC_00717 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00717 16 kDa 2.48 2.64 3.08 

88194829 SAOUHSC_01081 IsdA 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01081 39 kDa 3.44 2.57 1.18 

88194830 SAOUHSC_01082 IsdC 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01082 25 kDa 5.15 4.39 1.72 

88195295 SAOUHSC_01584 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01584 34 kDa 2.83 

88195443 SAOUHSC_01739 LytH 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01739 33 kDa -1.02 -1.36 -2.12 

88195590 SAOUHSC_01895 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01895 33 kDa 1.00 -2.03 -1.20 

88195802 SAOUHSC_02121 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02121 45 kDa 1.26 -2.27 -2.31 

88196433 SAOUHSC_02798 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02798 179 kDa -1.27 -2.91 -3.14 

88196599 SAOUHSC_02979 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02979 69 kDa 6.29 1.23 -1.15 

88196601 SAOUHSC_02982 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02982 71 kDa 1.95 -1.44 -2.05 

88193889 SAOUHSC_00074 SirA 
periplasmic binding protein, 
putative 37 kDa 4.07 1.86 -1.89 

88195460 SAOUHSC_01759 MreC 
rod shape-determining protein 
MreC 31 kDa 2.56 -1.64 -1.70 

88196468 SAOUHSC_02834 SrtA sortase, putative 24 kDa -1.33 -2.15 

Stressantwort 

88194163 SAOUHSC_00365 AhpC alkyl hydroperoxide reductase 21 kDa 2.58 1.01 -3.21 

88194162 SAOUHSC_00364 AhpF 
alkyl hydroperoxide reductase, 
subunit F, putative 55 kDa 3.77 

88195925 SAOUHSC_02254 GroL,GroEL 
chaperonin, 60 kDa, GrpEL, 
putative 58 kDa 2.62 

88194589 SAOUHSC_00831 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00831 15 kDa -19.64 

88194593 SAOUHSC_00835 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00835 14 kDa 1.80 -4.07 

88195522 SAOUHSC_01822 Tpx 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01822 18 kDa 2.52 -1.91 -1.49 

88196044 SAOUHSC_02381 Dps 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02381 17 kDa 2.43 -1.38 -3.31 
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Fold Change 

Accession- 
Nummer Locus-TagA        
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88196094 SAOUHSC_02441 Asp23 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02441 19 kDa -24.24 -32.71 -61.95 

88195155 SAOUHSC_01431 MsrB 
methionine sulfoxide reductase, 
putative 16 kDa 

88195361 SAOUHSC_01653 SodA superoxide dismutase, Mn, putative 23 kDa -1.27 -4.87 -4.74 

88193908 SAOUHSC_00093 SodM superoxide dismutase, putative 23 kDa 5.03 4.44 1.31 

88194846 SAOUHSC_01100 TrxA,Trx thioredoxin 11 kDa 1.61 -1.31 -2.86 
 
 
Regulation 

88194239 SAOUHSC_00452 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00452 12 kDa -2.99 

88194753 SAOUHSC_00997 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00997 46 kDa 1.02 -2.13 -1.62 

88195657 SAOUHSC_01964 TRAP 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01964 20 kDa 1.42 -1.13 -2.81 

88195154 SAOUHSC_01430 Crr 
phosphotransferase system enzyme 
IIA, putative 18 kDa 3.13 -1.96 -1.12 

88196063 SAOUHSC_02402 
PTS system, mannitol-specific IIa 
component, putative 16 kDa -4.67 

88194390 SAOUHSC_00620 SarA 
staphylococcal accessory regulator 
T, putative 15 kDa -4.77 

88196226 SAOUHSC_02583 transcriptional regulator, putative 34 kDa -1.80 -3.34 

Transport 

88194087 SAOUHSC_00284 
5'-nucleotidase, lipoprotein e(P4) 
family 33 kDa 11.24 2.43 1.80 

88196085 SAOUHSC_02430 HtsA 
ABC transporter periplasmic 
binding protein, putative 37 kDa 2.11 -1.89 

88194402 SAOUHSC_00634 MntC 
ABC transporter, substrate-binding 
protein, putative 35 kDa 1.25 -1.40 -2.14 

88194742 SAOUHSC_00985 MenB 
enoyl-CoA hydratase/isomerase 
family protein, putative 30 kDa 2.93 1.03 

88194011 SAOUHSC_00201 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00201 53 kDa -3.26 

88194112 SAOUHSC_00311 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00311 10 kDa -4.30 

88194831 SAOUHSC_01084 IsdD 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01084 41 kDa 8.26 2.53 1.66 

88194832 SAOUHSC_01085 IsdE 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01085 32 kDa 3.16 3.16 1.93 

88195556 SAOUHSC_01858 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01858 22 kDa 2.07 

88195914 SAOUHSC_02241 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02241 39 kDa 11.90 4.65 3.66 

88195918 SAOUHSC_02246 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02246 35 kDa 3.12 3.12 

88196199 SAOUHSC_02554 FhuD2 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02554 34 kDa 2.06 -1.29 -2.51 

88196600 SAOUHSC_02980 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02980 21 kDa -2.85 

88196194 SAOUHSC_02549 ModA 

molybdenum ABC transporter, 
periplasmic molybdate-binding 
protein 29 kDa 2.24 -1.62 -1.47 

88194828 SAOUHSC_01079 IsdB neurofilament protein 72 kDa 3.17 2.82 1.85 

88194684 SAOUHSC_00927 OppA 
oligopeptide ABC transporter, 
substrate-binding protein, putative 62 kDa 2.36 

88196403 SAOUHSC_02767 
Opp-

1A,Opp1A 
peptide ABC transporter, peptide-
binding protein, putative 60 kDa 6.90 1.77 -1.38 

88194781 SAOUHSC_01028 PtsH phosphocarrier protein hpr, putative 9 kDa 1.46 -3.99 -9.68 

88195976 SAOUHSC_02310 KdpC 
potassium-transporting ATPase, C 
subunit 21 kDa -2.80 1.10 

 
 

zell. Prozesse 
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88194892 SAOUHSC_01150 FtsZ cell division protein FtsZ 41 kDa 2.11 

88194898 SAOUHSC_01158 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01158 24 kDa -3.87 

88195179 SAOUHSC_01462 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01462 13 kDa -2.41 -1.79 -2.19 

88195846 SAOUHSC_02169 Chs,Chp 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02169 17 kDa 12.66 6.25 4.44 

88194942 SAOUHSC_01205 FtsY 
signal recognition particle-docking 
protein FtsY 47 kDa -2.60 

 
 
Energiemetabolismus 

88195316 SAOUHSC_01605 Gnd 
6-phosphogluconate 
dehydrogenase, decarboxylating 52 kDa 2.61 -1.66 -1.66 

88195075 SAOUHSC_01347 CitB,AcnA aconitate hydratase 1 99 kDa 1.85 -4.10 

88196500 SAOUHSC_02869 RocA 
delta-1-pyrroline-5-carboxylate 
dehydrogenase, putative 57 kDa -2.12 

88194794 SAOUHSC_01042 PdhC 

dihydrolipoamide S-
acetyltransferase component of 
pyruvate dehydrogenase complex 
E2, putative 46 kDa 2.88 

88196464 SAOUHSC_02830 Ddh D-lactate dehydrogenase, putative 35 kDa 1.06 -2.10 -1.01 

88194559 SAOUHSC_00799 Eno enolase 47 kDa 1.87 1.12 2.29 

88196553 SAOUHSC_02926 
fructose-bisphosphate aldolase 
class-I, putative 33 kDa 2.97 1.49 1.40 

88194555 SAOUHSC_00795 Gap1,Gap 
glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, type I 36 kDa 1.63 1.61 -2.09 

88194594 SAOUHSC_00836 GcvH glycine cleavage system H protein 14 kDa 1.85 -1.69 -2.59 

88194312 SAOUHSC_00532 Kbl 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00532 43 kDa 2.19 

88194332 SAOUHSC_00553 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00553 22 kDa 1.53 -1.76 -6.61 

88194493 SAOUHSC_00728 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00728 74 kDa 2.67 -1.77 -1.62 

88194654 SAOUHSC_00897 GlpQ 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00897 35 kDa 3.42 2.49 1.19 

88195141 SAOUHSC_01415 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01415 30 kDa 3.98 

88195558 SAOUHSC_01860 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01860 12 kDa 1.52 -2.32 -4.50 

88195596 SAOUHSC_01901 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01901 26 kDa 3.56 1.25 -1.50 

88195678 SAOUHSC_01987 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01987 22 kDa 1.46 -2.60 -2.41 

88195820 SAOUHSC_02140 PpaC 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02140 34 kDa 2.66 

88195830 SAOUHSC_02150 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02150 22 kDa 2.97 -1.03 1.20 

88196029 SAOUHSC_02366 FbaA, Fba 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02366 31 kDa 3.21 -2.08 -1.85 

88196099 SAOUHSC_02447 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02447 36 kDa -2.49 

88196100 SAOUHSC_02448 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02448 33 kDa -2.17 -2.33 

88196112 SAOUHSC_02460 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02460 32 kDa 2.21 -2.49 1.09 

88196528 SAOUHSC_02900 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02900 31 kDa -10.85 -10.17 

88196549 SAOUHSC_02922 Ldh2,Ldh L-lactate dehydrogenase 34 kDa 4.33 1.81 

88195510 SAOUHSC_01810 
NADP-dependent malic enzyme, 
putative 44 kDa 2.58 

88194349 SAOUHSC_00574 Pta phosphate acetyltransferase 35 kDa 3.28 -1.64 -2.75 

88194782 SAOUHSC_01029 PtsI 
phosphoenolpyruvate-protein 
phosphotransferase 63 kDa 2.73 

88194556 SAOUHSC_00796 Pgk phosphoglycerate kinase, putative 43 kDa 2.99 1.81 



TEIL D: ERGEBNISSE 

75 
 

Fold Change 

Accession- 
Nummer Locus-TagA        

Protein- 
nameA      Beschreibung 

Molekular- 
gewicht expP f-statP s-statP 

88194792 SAOUHSC_01040 PdhA 

pyruvate dehydrogenase complex, 
E1 component, alpha subunit, 
putative 41 kDa 1.77 -2.72 

88194793 SAOUHSC_01041 PhdB,PdhB 

pyruvate dehydrogenase complex, 
E1 component, pyruvate 
dehydrogenase beta subunit, 
putative 35 kDa 2.09 -2.07 1.36 

88195506 SAOUHSC_01806 PykA,Pyk pyruvate kinase 63 kDa 2.22 

88194953 SAOUHSC_01216 SucC 
succinyl-CoA synthetase, beta 
subunit, putative 42 kDa 1.72 2.34 

88195066 SAOUHSC_01337 Tkt transketolase 68 kDa 2.59 1.21 -1.67 

88194557 SAOUHSC_00797 TpiA,Tpi triosephosphate isomerase 27 kDa 1.79 -1.45 -2.04 
 
 
Proteinbiosynthese 

88195210 SAOUHSC_01493 RpsA 30S ribosomal protein S1, putative 43 kDa 2.92 1.69 4.10 

88196150 SAOUHSC_02500 RplE 50S ribosomal protein L5, putative 20 kDa 1.13 -2.14 1.04 

88194381 SAOUHSC_00611 ArgS arginyl-tRNA synthetase 62 kDa 2.26 1.01 -1.26 

88195444 SAOUHSC_01741 Dtd D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase 17 kDa 1.47 -1.34 -2.45 

88195799 SAOUHSC_02117 GatA 
glutamyl-tRNA(Gln) 
amidotransferase, A subunit 53 kDa 3.12 

88195798 SAOUHSC_02116 GatB 
glutamyl-tRNA(Gln) 
amidotransferase, B subunit 54 kDa 4.61 

88194261 SAOUHSC_00474 RplY 
ribosomal 5S rRNA E-loop binding 
protein Ctc/L25/TL5 24 kDa 2.16 1.38 1.61 

88194301 SAOUHSC_00520 RplJ ribosomal protein L10 18 kDa 2.80 

88196143 SAOUHSC_02492 RplO ribosomal protein L15 16 kDa -2.18 

88196144 SAOUHSC_02493 RpmD ribosomal protein L30 7 kDa -2.18 1.15 -1.94 

88194965 SAOUHSC_01232 RpsB ribosomal protein S2 28 kDa 2.15 

88196129 SAOUHSC_02477 RpsI ribosomal protein S9, putative 15 kDa -2.28 

88194309 SAOUHSC_00529 FusA,Fus translation elongation factor G 77 kDa 2.92 2.18 

88194967 SAOUHSC_01234 Tsf translation elongation factor Ts 32 kDa 2.35 1.10 -1.89 

88194310 SAOUHSC_00530 Tuf translation elongation factor Tu 43 kDa 3.41 2.32 1.57 

88195487 SAOUHSC_01786 InfC translation initiation factor IF-3 20 kDa -1.53 

88194690 SAOUHSC_00933 TrpS tryptophanyl-tRNA synthetase 37 kDa 1.31 -2.04 

Proteinmetabolismus 

88194678 SAOUHSC_00921 FabF,Fab 3-oxoacyl- synthase, putative 44 kDa 2.96 -1.15 

88195389 SAOUHSC_01683 DnaK DNAk protein, putative 66 kDa 3.57 2.78 2.83 

88196491 SAOUHSC_02860 MvaS HMG-CoA synthase, putative 43 kDa 2.43 -1.53 -1.38 

88194313 SAOUHSC_00533 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00533 32 kDa -1.81 -5.02 -8.82 

88194677 SAOUHSC_00920 FabH 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00920 34 kDa 2.59 

88194972 SAOUHSC_01239 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01239 44 kDa 1.05 -2.17 -1.88 

88194988 SAOUHSC_01255 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01255 49 kDa -2.67 

88194989 SAOUHSC_01256 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01256 50 kDa -2.69 

88195110 SAOUHSC_01383 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01383 69 kDa 2.19 -1.07 -3.14 

88195516 SAOUHSC_01816 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01816 40 kDa -2.97 
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88195565 SAOUHSC_01868 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01868 53 kDa 2.50 

88194936 SAOUHSC_01198 FabD 
malonyl CoA-acyl carrier protein 
transacylase 34 kDa 4.44 

88195784 SAOUHSC_02102 Map methionine aminopeptidase, type I 28 kDa 1.25 -1.16 -3.28 

88194694 SAOUHSC_00937 PepF,PepB oligoendopeptidase F 70 kDa 1.03 1.11 -2.90 

88194790 SAOUHSC_01038 Def polypeptide deformylase 21 kDa -1.14 1.25 -2.53 

88195663 SAOUHSC_01972 PrsA 
protein export protein PrsA, 
putative 36 kDa 3.05 -1.16 -1.32 

88194660 SAOUHSC_00903 SpsB Signal peptidase IB, putative 18 kDa -2.59 
 
 
AS-Biosynthese 

88194316 SAOUHSC_00536 IlvE 
branched-chain amino acid 
aminotransferase 40 kDa 2.94 -2.74 -1.29 

88195550 SAOUHSC_01852 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01852 41 kDa 3.17 

88195928 SAOUHSC_02257 SdrH 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02257 47 kDa 1.37 -4.08 -3.35 

Nukleotidbiosynthese 

88196141 SAOUHSC_02490 Adk adenylate kinase, putative 24 kDa 2.43 -1.21 1.57 

88195807 SAOUHSC_02126 PurB adenylosuccinate lyase 50 kDa 2.80 

88193840 SAOUHSC_00019 PurA adenylosuccinate synthetase 48 kDa 2.07 

88195544 SAOUHSC_01845 Geh 
formate-tetrahydrofolate ligase, 
putative 60 kDa 3.98 2.46 

88194270 SAOUHSC_00485 Hpt 
hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 20 kDa 1.77 -2.66 -3.46 

88193914 SAOUHSC_00101 Drm,DeoB phosphopentomutase 44 kDa 1.63 -4.03 1.41 

88194765 SAOUHSC_01011 PurS 
phosphoribosylformylglycinamidin
e synthase, PurS protein 10 kDa 2.86 -1.63 -1.30 

88196043 SAOUHSC_02380 DeoD2 purine nucleoside phosphorylase 26 kDa 1.42 -1.04 -2.50 

Transkription und Replikation 

88195207 SAOUHSC_01490 Hup,Hu DNA-binding protein HU, putative 10 kDa -2.38 -1.11 -1.65 

88194976 SAOUHSC_01243 NusA 
transcription termination-
antitermination factor, putative 44 kDa 2.71 

unbekannte Funktion 

88194218 SAOUHSC_00426 
ABC transporter, substrate-binding 
protein, putative 30 kDa -2.37 

88195764 SAOUHSC_02080 
bacteriophage L54a, antirepressor, 
putative 30 kDa 2.04 

88195741 SAOUHSC_02057 dUTP pyrophosphatase 19 kDa 2.65 1.25 -3.38 

88193846 SAOUHSC_00025 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00025 83 kDa 4.50 1.76 1.15 

88194032 SAOUHSC_00225 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00225 27 kDa 3.09 1.05 -1.76 

88194059 SAOUHSC_00253 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00253 58 kDa 6.17 

88194062 SAOUHSC_00256 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00256 33 kDa 5.56 1.59 1.52 

88194064 SAOUHSC_00258 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00258 115 kDa 5.81 

88194155 SAOUHSC_00356 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00356 21 kDa -38.81 -20.63 -15.51 

88194160 SAOUHSC_00362 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00362 24 kDa 2.32 1.21 -1.06 

88194167 SAOUHSC_00369 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00369 36 kDa 1.26 -1.31 -2.23 
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88194169 SAOUHSC_00371 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00371 15 kDa -1.11 -2.06 

88194180 SAOUHSC_00383 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00383 26 kDa -2.29 -2.02 -2.30 

88194194 SAOUHSC_00399 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00399 25 kDa 2.36 1.95 2.51 

88194195 SAOUHSC_00400 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00400 57 kDa 2.21 

88194202 SAOUHSC_00408 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00408 12 kDa 2.75 

88194256 SAOUHSC_00469 SpoVG 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00469 11 kDa -2.42 -2.85 -4.48 

88194387 SAOUHSC_00617 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00617 19 kDa 3.17 -1.50 -2.06 

88194451 SAOUHSC_00686 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00686 11 kDa -2.60 

88194469 SAOUHSC_00704 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00704 17 kDa -2.65 -4.09 -4.99 

88194603 SAOUHSC_00845 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00845 7 kDa -66.18 -94.10 -114.72

88194622 SAOUHSC_00865 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00865 28 kDa 3.14 -1.73 -1.71 

88194663 SAOUHSC_00906 
hypothetical protein 
SAOUHSC_00906 33 kDa 3.42 1.02 

88194802 SAOUHSC_01050 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01050 40 kDa -2.51 

88194877 SAOUHSC_01135 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01135 4 kDa -8.09 -6.88 

88194880 SAOUHSC_01138 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01138 17 kDa 2.10 -1.17 1.21 

88194895 SAOUHSC_01154 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01154 21 kDa 1.13 

88195001 SAOUHSC_01268 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01268 11 kDa -2.12 -2.05 

88195053 SAOUHSC_01323 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01323 30 kDa 2.72 -4.20 

88195424 SAOUHSC_01719 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01719 12 kDa 2.44 -3.28 

88195426 SAOUHSC_01721 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01721 10 kDa -2.34 

88195435 SAOUHSC_01730 CsbD 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01730 7 kDa -42.31 

88195515 SAOUHSC_01815 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01815 25 kDa 1.72 -3.61 -3.00 

88195566 SAOUHSC_01869 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01869 16 kDa -5.73 

88195602 SAOUHSC_01907 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01907 31 kDa -1.78 -2.94 

88195660 SAOUHSC_01968 Hit 
hypothetical protein 
SAOUHSC_01968 16 kDa 3.02 

88195701 SAOUHSC_02013 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02013 19 kDa -18.95 

88195757 SAOUHSC_02073 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02073 21 kDa 2.10 -1.03 

88195845 SAOUHSC_02167 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02167 13 kDa 3.45 1.39 1.67 

88195892 SAOUHSC_02218 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02218 11 kDa 1.27 -1.41 -2.63 

88196212 SAOUHSC_02568 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02568 13 kDa -5.68 

88196410 SAOUHSC_02774 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02774 16 kDa -7.58 

88196513 SAOUHSC_02885 
hypothetical protein 
SAOUHSC_02885 69 kDa -1.80 -2.28 

88196640 SAOUHSC_03022 
hypothetical protein 
SAOUHSC_03022 19 kDa -3.47 -5.78 

88196290 SAOUHSC_02650 lipoprotein, putative 23 kDa 1.45 -1.21 -2.29 

88195758 SAOUHSC_02074 phi PVL orf 39-like protein 13 kDa -5.43 

88194561 SAOUHSC_00801 SecG 
preprotein translocase, SecG 
subunit 10 kDa 1.26 -2.17 -3.79 
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88195999 SAOUHSC_02333 sceD protein, putative 24 kDa -3.28 -7.87 -12.04 

88195755 SAOUHSC_02071 
single-strand DNA-binding protein, 
putative 19 kDa 4.13 -1.56 -3.82 

88195966 SAOUHSC_02300 RsbV STAS domain, putative 12 kDa -35.46 
 

Der Fold Change bezieht sich auf die zu vergleichende Wachstumsphase des Wildtyps. 
A Locus und Proteinname beziehen sich auf S. aureus 8325. 

 

Die Profile der Proteinabundanz von S. aureus RN1HG in Abhängigkeit von der Zeit 

und im Vergleich zu S. aureus RN1HG ∆sigB erlaubten eine stammspezifische 

Trendanalyse, die es ermöglichen sollte, SigB-abhängige Expressionsmuster zu 

erkennen (Abb. 25). Die Profile für α-Hämolysin, β-Hämolysin und Aureolysin zeigten 

eine verstärkte Expression in der ∆sigB Mutante. Eine dem α-Hämolysin ähnliche 

Kinetik über die Wachstumskurve zeigten einige wichtige Virulenzfaktoren wie z. B. 

Leukotoxin D, Nuklease, Staphopain und zahlreiche Serin-Proteasen (Abb. 25 A). Zum 

Profil der α-Untereinheit von β-Hämolysin gehören wie erwartet unter anderem auch 

die β- und γ-Untereinheit von β-Hämolysin (Abb. 25 B). Das Immunoglobulin G-

Bindeprotein oder auch die Staphylokinase zeigten einen ähnlichen Verlauf wie 

Aureolysin (Abb. 25 C). 

Während für die bisher beschriebenen Proteine eine SigB-abhängige Repression 

angenommen werden kann, wurde für Asp23, ein spezifisches SigB-Target, eine 

Zunahme der Proteinmengen für den Wildtyp mit Erreichen der stationären Phase 

beobachtet. In der ∆sigB Mutante wurde wie erwartet lediglich ein sehr geringer Level 

gemessen. Dem Profil von Asp23 konnten zahlreiche Proteine mit bisher unbekannter 

Funktion zugeordnet werden (Abb. 25 D). 

Die Trendanalyse für Adhäsine, unter anderem Clf, zeigte eine Verringerung in der 

Proteinmenge vom exponentiellen Wachstum hin zur stationären Phase. In Abwesenheit 

von SigB waren nur sehr geringe Mengen nachweisbar. Zu diesem Profil gehörten z. B. 

auch die Peptidoglykanhydrolase und zwei weitere Adhäsine (Elastin-Bindeprotein, 

Fibrinogen-Bindeprotein) (Abb. 25 E). 

Als Vertreter der Proteine, die für Zellwandbiosynthese und -abbau essentiell sind, 

wurde das Immunodominant Antigen A (IsaA) ausgewählt (Abb. 25 F). Dessen Profil 

wies für beide Stämme eine erhöhte Proteinmenge während des exponentiellen 

Wachstums auf, welche zur stationären Phase abnahm.  
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Abb. 25: Expressionsprofile wichtiger Virulenzfaktoren von S. aureus RN1HG und der isogenen 

∆sigB Mutante für die Analyse der drei Bioreplikate.  

Zunächst wurde ein spezifischer Virulenzfaktor ausgewählt (rot markiert) und anschließend nach 

Proteinen mit vergleichbaren Expressionsprofil gesucht. Die Intensitäten wurden auf den Z-Score 

normalisiert. Dargestellt wurden die Proteinprofile von α-Hämolysin (A), γ-Hämolysin (B), Aureolysin 

(C), Alkaline shock protein (D), Clumping Faktor (E) und Immunodominant Antigen A (F) nach Z-

Normalisierung. Die dazugehörigen Proteine sind der Tab. 64 im Anhang zu entnehmen.                                                              
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1-3 = S. aureus RN1HG, 4-6 = S. aureus RN1HG ∆sigB, 1,4 = exponentielle Wachstumsphase, 

2,5 = frühe stationäre Phase, 3,6 = späte stationäre Phase. 

 
Die gelfreien Proteomanalysen ließen eindeutig erkennen, dass der Hauptanteil der 

Intensitäten der im extrazellulären Proteom vorkommenden Proteine auf Toxine, 

Virulenzfaktoren und Proteine zur Zellwandbiosynthese und -abbau zurückgeht. 

Zytoplasmatische Proteine wurden ebenfalls detektiert, jedoch nahmen sie bezüglich 

ihrer Intensitäten nur einem geringen Anteil am extrazellulären Proteom ein. Die 

Anwesenheit der zytoplasmatischen Proteine war eventuell auf eine partielle Lyse 

zurückzuführen. 

Die Daten zeigten eine Änderung der Zusammensetzung des extrazellulären Proteoms 

sowohl in Abhängigkeit von der Verfügbarkeit von Nährstoffen (Wachstumsphase, 

Medium) als auch der Kommunikation der Zellen untereinander (Zelldichte, Medium), 

die auch für die Überlebensstrategien der Bakterien im jeweiligen Habitat (z. B. 

antimikrobielle Aktivität oder Sekretion von Virulenzfaktoren zum Überleben im 

Wirtsorganismus bei pathogenen Mikroorgansimen) von Bedeutung ist. Durch 

spezifische Regulatoren wird in Bakterien die Expression von Proteinen sichergestellt, 

welche zu dem gegebenen Zeitpunkt für das Überleben notwendig sind.  

 

Charakterisierung des extrazellulären Proteoms nach Kultivierung in pMEM mittels 2D-

PAGE 

Nach der Synthese wird eine Vielzahl der Proteine posttranslational modifiziert (z. B. 

durch Phosphorylierung, Glykosylierung). Je nach Art der Modifikation kommt es dabei 

zu Veränderungen im Molekulargewicht bzw. im pI. Derartige Veränderungen sind 

nicht einfach in gelfreien Analysen zu erfassen. Bei der 2D-Gelelektrophorese werden 

Proteine jedoch in Abhängigkeit von Ladung und Molekulargewicht separiert, wodurch 

das Auffinden kleinster Veränderungen im Proteommuster ermöglicht wird.  

Für die globale Charakterisierung des extrazellulären Proteoms wurden zunächst 

präparative 2D-Gele angefertigt, die Proteine mit Silber angefärbt, anschließend im Gel 

tryptisch verdaut und die Peptidextrakte mittels Maldi-TOF/TOF analysiert. Von den 

insgesamt 216 Spots im pH-Bereich 4-7 (Abb. 26) konnte 195 ein Protein zugeordnet 

werden (Tab. 65, im Anhang). Da in einigen Proteinspots mehrere Proteine oder einige 

Proteine in mehreren Spots auf dem Gel detektiert wurden, konnten insgesamt 118 

verschiedene Proteine identifiziert werden. In insgesamt 66 Proteinspots traten 
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entsprechend als P-Sort als „extrazellulär“ eingeordnete Proteine auf, die ca. 45 % des 

gesamten Spotvolumens ausmachten (Abb. 28 A/B).  

Von den 195 Proteinspots im pH-Bereich 6-11 (Abb. 27) wurden 179 identifiziert und 

insgesamt 65 verschiedenen Proteinen zugeordnet (Tab. 66, im Anhang). Extrazelluläre 

Proteine wurden in 136 Spots nachgewiesen, die mit ca. 66 % den Hauptanteil des 

gesamten Spotvolumens einnahmen (Abb. 28 C/D). 

Über den pH-Bereich 4-7 und 6-8 konnten insgesamt mittels der 2D-Gelelektrophorese 

158 verschiedene Proteine erfasst werden (Tab. 67, im Anhang). Darunter befanden sich 

5 Toxine (z. B. Hla, γ-Hämolysin HlgA-C), 17 Virulenzfaktoren (z. B. Aur, 

Immunoglobulin G-Bindeprotein (Sbi), Sak, Nuc) und 7 Proteine für 

Zellwandbiosynthese und -abbau (z. B. LytM, SsaA). Weiterhin trat eine höhere Anzahl 

von Proteinen der Zellmembran, des Energiehaushaltes und des Proteinstoffwechsels 

auf.  

 



TEIL D: ERGEBNISSE 

82 
 

 
 

Abb. 26: Referenzkarte des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG für den pH-Bereich 4-7.  

Die extrazellulären Proteine von S. aureus RN1HG und dessen isogener ∆sigB Mutante der einzelnen 

Wachstumsphasen wurden in gleichen Anteilen gemischt und 200 µg Protein auf einem 11 cm IPG-

Streifen fokussiert. Nach der Auftrennung der Proteine im Gel in Abhängigkeit von ihrer Masse erfolgte 

die Visualisierung der Proteinspots mit Silbernitrat. Insgesamt 216 Spots wurden ausgeschnitten und für 

die Analyse mittels des MALDI-TOF/TOF aufbereitet, von denen für 195 eine Proteinidentifikation 

erfolgte. Bei den dominanten Spots handelte es sich um IsaA (Label: 15-23, 28) und SsaA (Label: 26,27, 

29-31). Die Protein-Identifikationstabelle ist dem Anhang zu entnehmen (Tab. 65, im Anhang).  
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Abb. 27: Referenzkarte des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG für den pH-Bereich 6-11.  

Nach Gewinnung der extrazellulären Proteine der einzelnen Wachstumsphasen von S. aureus RN1HG 

und dessen isogener ∆sigB Mutante wurden die Proteine in gleichen Anteilen gemischt und 200 µg 

Protein auf einem 11 cm IPG-Streifen fokussiert. Anschließend wurden die Proteine im Gel in 

Abhängigkeit von ihrer Masse aufgetrennt bevor sie Silbernitrat angefärbt wurden. Insgesamt 192 Spots 

wurden für die Analyse mittels des MALDI-TOF/TOF aufbereitet, von denen für 179 eine 

Proteinidentifikation erfolgte. Bei dem dominanten Spot handelte es sich um Geh (Label: 15, 17-20, 25, 

29-30). Die Protein-Identifikationstabelle ist dem Anhang zu entnehmen (Tab. 66, im Anhang).  
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Abb. 28: Lokalisation der in den Spots nachgewiesenen Proteinen (A, C) und jeweiliger prozentualer 

Anteil an der Gesamtintensität (C, D) für den pH-Bereich 4-7 (A,B) und den pH-Bereich 6-11 (C, D).  

Eine hohe Anzahl von Spots geht vor allem im basischen pH-Bereich auf extrazelluläre Proteine zurück. 

Zudem nimmt das Volumen der extrazellulären Spots mit 44.39 % (pH 4-7) bzw. 66.01 % (pH 6-11) 

einen hohen Anteil am Gesamtvolumen aller auf dem Gel vorhandenen Spots ein. 

Ez: Extrazellulär, Zw: Zellwand, Zm: Zellmembran, Z: Zytoplasma, Unb: Unbekannt, N.I.: nicht 

identifiziert. 

 

Um Unterschiede im Proteommuster für S. aureus RN1HG und dessen ∆sigB Mutante 

zu quantifizieren, wurden weitere 2D-Gele mit jeweils drei Bioreplikaten je Stamm und 

Wachstumsphase angefertigt, die Proteinspots mit Flamingo-Fluoreszenzfarbstoff 

angefärbt und mit Hilfe der DECODON Delta2D-Software (DECODON GmbH, 

Greifswald, Deutschland) ausgewertet. So zeigt Abb. 29 deutlich die Veränderungen im 

Proteinmuster des jeweiligen S. aureus-Stammes über die Wachstumskurve. In beiden 

Stämmen war eine drastische Zunahme an Proteinen mit basischem pH-Wert in der 

späten stationären Phase zu verzeichnen (Abb. 29 C). Der Vergleich zwischen 

S. aureus RN1HG und der isogenen ∆sigB Mutante bestätigte, dass Toxine, darunter α- 

und γ-Hämolysin, mit Eintritt in die stationären Phase zunahmen (Abb. 30). Da eine 

höhere Intensität jeweils für die ∆sigB Mutante bestimmt wurde, ist SigB offenbar an 

einer negativen Regulation dieser Proteine beteiligt. 
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Abb. 29: Präparative 2D-Gele von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB für die einzelnen 

Wachstumsphasen am Beispiel eines von drei biologischen Replikaten.  

Die extrazellulären Proteine (50 µg) von S. aureus RN1HG und dessen isogener ∆sigB Mutante wurden 

für jede Wachstumsphase auf einem 11 cm IPG-Streifen fokussiert. Nach der Auftrennung der Proteine 

im Gel in Abhängigkeit von ihrer Masse erfolgte die Visualisierung der Proteinspots mit Flamingo-

Fluoreszenzfarbstoff. Die rot-markierten Bereiche stehen exemplarisch für die in Abb. 30 und 31 

ausgewählten Proteine bezüglich einer Veränderung im extrazellulären Proteoms imWildtyp bzw. in der 

∆sigB Mutante. 

Dargestellt sind die exponentielle Wachstumsphase (A), die frühe stationäre (B) und die späte stationäre 

Phase. 

 

S. aureus RN1HG S. aureus RN1HG ∆sigB 

A 

B 

C 

4  7 6 11 4 7 6 11 

Abb. 30A 

Abb. 30B 

Abb. 30C 
Abb. 30D 

Abb. 31B 

Abb. 31D 

Abb. 31C 

Abb. 31A 
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Abb. 30: Relative Mengen ausgewählter Toxine, darunter α-Hämolysin (A), γ-Hämolysin (Untereinheit 

A) (B), γ-Hämolysin (Untereinheit B) (C) und γ-Hämolysin (Untereinheit C) (D). Die Sektoren 

entsprechen den entsprechenden Proteinen auf dem 2D-Gel. Zum Vergleich wurde in den Grafiken die 

Proteinintensität der dazugehörigen Proteine aus den gelfreien Analysen dargestellt. 

f-statP: frühe stationäre Phase, s-statP: späte stationäre Phase. 

 

Auch für andere Virulenzfaktoren wurden unterschiedliche Proteinmengen in S. aureus 

RN1HG und RN1HG ∆sigB nachgewiesen. So zeigten SceD, LytM und IsaA ein 

deutlich höheres Spotvolumen für den Wildtyp als für die ∆sigB Mutante. SceD nahm 

nach Eintritt in die stationäre Phase ab (Abb. 31 A), während LytM und IsaA zunächst 

ab- und später wieder zunahmen (Abb. 31 B/C). Diese Daten korrelieren weitgehend 

mit den Ergebnissen der quantitativen Analysen der LS-MS-Messungen. Jedoch gibt es 

auch Ausnahmen: so wurde für den SsaA ein vergleichbares Niveau in der späten 

stationären Phase mittels gelfreier Analyse bestimmt, während das Spotmuster auf eine 

geringere Menge in der Mutante hindeutete (Abb. 31 D). 
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Abb. 31: Relative Mengen ausgewählter Proteine, darunter SceD-Protein (SceD) (A), Peptidoglykanhydrolase (LytM) (B), Immunodominant Antigen A (IsaA) (C) und 

Secretory Antigen Precursor (SsaA) (D). Die Sektoren entsprechen den entsprechenden Proteinen auf dem 2D-Gel. Zum Vergleich wurde in den Grafiken die Proteinintensität 

der dazugehörigen Proteine aus den gelfreien Analysen dargestellt. 

expP: exponentielle Wachstumsphase, f-statP: frühe stationäre Phase, s-statP: späte stationäre Phase. 
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Aufgrund von posttranslationen Modifikation, Denaturierung oder Fragmentierung 

können Proteine in multiplen Spots auf dem 2D-Gel auftreten. Für das extrazelluläre 

Proteom von S. aureus wurden multiple Spots insbesondere für Proteine mit einem 

hohen Molekulargewicht, wie z. B. Autolysin, Hämolysine (Hla, HlgB, HlgC), Lipase 

(Lip), Lipase-Precursor (Geh) oder Staphopain (StpH) gefunden (Tab. 50). 

 

Tab. 50: In multiplen Spots vorkommende Proteine.   

 

Accession-
Nummer 

 

 

Locus-TagA Beschreibung 

Anzahl der 
Spots 

pH 4-7 

Anzahl der 
Spots 

pH 6-11 

88194402 SAOUHSC_00634 ABC transporter, substrate-binding protein, putative   3 

88195075 SAOUHSC_01347 aconitate hydratase 1 2  

88194163 SAOUHSC_00365 alkyl hydroperoxide reductase 5  

88194865 SAOUHSC_01121 alpha-hemolysin precursor 2 8 

88194381 SAOUHSC_00611 arginyl-tRNA synthetase 3  

88194219 SAOUHSC_00427 autolysin precursor, putative  3 

88194750 SAOUHSC_00994 bifunctional autolysin precursor, putative  22 

88195057 SAOUHSC_01327 catalase 3  

88194744 SAOUHSC_00987 cysteine protease precursor, putative 2  

88194795 SAOUHSC_01043 dihydrolipoamide dehydrogenase 4  

88194559 SAOUHSC_00799 enolase 2  

88193954 SAOUHSC_00142 formate dehydrogenase, NAD-dependent, putative 3  

88195544 SAOUHSC_01845 formate-tetrahydrofolate ligase, putative 3  

88196553 SAOUHSC_02926 fructose-bisphosphate aldolase class-I, putative 2  

88196350 SAOUHSC_02710 gamma-hemolysin component B 2 3 

88196349 SAOUHSC_02709 gamma-hemolysin component C  3 

88195018 SAOUHSC_01287 glutamine synthetase, type I 2  

88194745 SAOUHSC_00988 glutamyl endopeptidase precursor, putative 2  

88194555 SAOUHSC_00795 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I 2  

88193909 SAOUHSC_00094 hypothetical protein SAOUHSC_00094  2 

88194493 SAOUHSC_00728 hypothetical protein SAOUHSC_00728  4 

88194654 SAOUHSC_00897 hypothetical protein SAOUHSC_00897  2 

88194829 SAOUHSC_01081 hypothetical protein SAOUHSC_01081  7 

88194830 SAOUHSC_01082 hypothetical protein SAOUHSC_01082  2 

88195657 SAOUHSC_01964 hypothetical protein SAOUHSC_01964 2 2 

88196029 SAOUHSC_02366 hypothetical protein SAOUHSC_02366 2  

88196330 SAOUHSC_02690 hypothetical protein SAOUHSC_02690  2 

88196599 SAOUHSC_02979 hypothetical protein SAOUHSC_02979 4  

88196515 SAOUHSC_02887 immunodominant antigen A, putative 20 6 

88196625 SAOUHSC_03006 lipase 4 16 

88194101 SAOUHSC_00300 lipase precursor 5 46 

88194694 SAOUHSC_00937 oligoendopeptidase F 4  

88194055 SAOUHSC_00248 peptidoglycan hydrolase, putative 7 5 

88195728 SAOUHSC_02043 phage head protein, putative 3  
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Accession-
Nummer 

 

 

Locus-TagA Beschreibung 

Anzahl der 
Spots 

pH 4-7 

Anzahl der 
Spots 

pH 6-11 

88196343 SAOUHSC_02703 phosphoglycerate mutase, putative 2  

88195663 SAOUHSC_01972 protein export protein PrsA, putative  2 

88195999 SAOUHSC_02333 sceD protein, putative 4  

88196220 SAOUHSC_02576 secretory antigen precursor SsaA, putative 20  

88196215 SAOUHSC_02571 secretory antigen precursor, putative  3 

88194436 SAOUHSC_00671 secretory antigen SsaA-like protein 6 2 

88196017 SAOUHSC_02354 serine hydroxymethyltransferase, putative 3  

88195630 SAOUHSC_01935 serine protease SplF, putative  2 

88195808 SAOUHSC_02127 staphopain thiol proteinase  4 

88195848 SAOUHSC_02171 staphylokinase precursor, putative  2 

88193908 SAOUHSC_00093 superoxide dismutase, putative 2  

88195066 SAOUHSC_01337 transketolase 3  

88194967 SAOUHSC_01234 translation elongation factor Ts 3  

88194310 SAOUHSC_00530 translation elongation factor Tu 2  

88194557 SAOUHSC_00797 triosephosphate isomerase 2  
 

A Der Locus bezieht sich auf S. aureus 8325. 

 

Einige dieser multiplen Spots wurden zudem nur spezifisch für S. aureus RN1HG bzw. 

RN1HG ∆sigB nachgewiesen (Tab. 51). Dies kann ein Hinweis auf eine SigB-

abhängige Regulation der posttranslationalen Modifikation oder des Proteinabbaus sein. 

 

Tab. 51: Ausgewählte Proteinspots, bei denen eine posttranslationale Prozessierung in Abhängigkeit von 

SigB postuliert werden kann. 

Spotlabel Beschreibung Stamm Wachstumsphase     
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68 bifunctional autolysin precursor, putative x  x x   x 22 

97 bifunctional autolysin precursor, putative x   x   x 22 

134 bifunctional autolysin precursor, putative x  x x   x 22 

136 bifunctional autolysin precursor, putative x  x x   x 22 

165 bifunctional autolysin precursor, putative x  x x   x 22 

129 peptidoglycan hydrolase, putative x  x x x 7   

18 immunodominant antigen A, putative x   x x 20   

166 immunodominant antigen A, putative x   x x 20   

12 secretory antigen SsaA-like protein  x x    x 2 

89 staphopain thiol proteinase  x x    x 4 
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Die mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese erhobenen Daten können Erkenntnisse über 

Proteinmodifikationen, wie sie z. B. bei der Prozessierung von Proteinen entstehen, 

liefern. Posttranslationale Modifikationen, welche jedoch im Rahmen dieser Arbeit 

nicht weiter untersucht wurden, konnten z. B. für Immunodominant Antigen A und 

Staphopain nachgewiesen werden.  

 

4. Expression ausgewählter regulatorischer Gene und Virulenzgene in Abhängigkeit 

von SigB 

 

Der direkte Einfluss von SigB auf die Expression von Virulenzgenen ist noch immer 

umstritten. Dennoch wird davon ausgegangen, dass der Regulationsfaktor an der 

Transkription einiger Virulenzgene durch das Zusammenwirken mit anderen 

Regulatoren beteiligt ist (siehe Teil B, Punkt 2).  

Der Einfluss von SigB auf die Expression von Genen wurde innerhalb dieser Arbeit an 

S. aureus RN1HG und dessen isogener ∆sigB Mutante untersucht. Dazu wurden 

vornehmlich die Transkriptionsprofile von Genen, für die eine SigB-Regulation 

beschrieben ist, überprüft. Herangezogen wurden unter anderem ein Gen, welches 

lediglich durch einen intakten SigB-Promotor transkribiert wird (asp23), ein 

regulatorisches Gen (RNA III) und einige Virulenzgene für die eine SigB-abhängige 

Transkription in der Literatur beschrieben wurde (clf, hla, lip, nuc, spa).  

Das asp23 Gen (kodiert für das Alkaline shock protein 23) zeigte wie erwartet keine 

Expression in der ∆sigB Mutante (Abb. 28) (Kullik et al., 1998, Giachino et al., 2001) 

und wurde im Wildtyp am stärksten in der exponentiellen Wachstumsphase 

transkribiert. Mit dem Übergang in die stationäre Phase nahm die Transkription von 

asp23 kontinuierlich ab. Die Transkriptmenge von RNA III (Abb. 28) nahm sowohl im 

Wildtyp als auch in der ∆sigB Mutante nach Eintritt in die stationäre Phase zu. Das 

Expressionsniveau war jedoch in der ∆sigB Mutante deutlich höher. 
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Abb. 28: Analyse des Einflusses von SigB auf die Expression von asp23 und RNA III mittels Northern 

Blot Analysen.  

Für die Northern Blot-Analysen wurde die RNA je Probenzeitpunkt und Medium im Agarose-Gel 

aufgetrennt, geblottet und mit den RNA-Sonden hybridisiert. Die Transkription von asp23 erfolgte 

ausschließlich nur im Wildtyp. RNA III wurde verstärkt nach Übergang in die stationäre Phase 

transkribiert. 

1,4 = exponentiell, 2,5 = früh stationär, 3,6 = spät stationär. 

 

Als Vertreter der Adhäsine wurde clf ausgewählt (Abb. 29). Im Wildtyp nahm die 

Transkription von clf vom exponentiellen Wachstum zur späten stationären Phase hin 

stetig ab. Dahingegen wurde das clf Transkript in der ∆sigB Mutante lediglich in der 

exponentiellen Wachstumsphase nachgewiesen und mit dem Übergang zur stationären 

Phase nicht mehr detektiert.  

Bei hla (Abb. 29) erfolgte die Expression im Wildtyp und in der ∆sigB Mutante bei 

exponentiellem Wachstum auf einem niedrigen Level und stieg mit Übergang in die 

stationäre Phase stark an. In beiden Stämmen wurden in der späten stationären Phase 

geringere Transkriptmengen von hla detektiert. Insgesamt lag der hla mRNA-Spiegel in 

der ∆sigB Mutante jedoch weitaus höher. Im Gegensatz dazu wurde lip (Abb. 29) in 

etwas höherer Menge im Wildtyp nachgewiesen. Zudem erfolgte die Transkription von 

lip für beide Stämme während der stationären Phase. 

Eine weitaus stärkere SigB-Abhängigkeit wurde für nuc (kodiert für die Nuklease) 

(Abb. 29) beobachtet. Dieses Transkript konnte nur in der ∆sigB Mutante, vor allem in 

der exponentiellen Wachstumsphase, nachgewiesen werden. Dahingegen waren kaum 

Unterschiede in der Transkription von spa (Abb. 29) zu beobachten. Eine Expression 

erfolgte sowohl im Wildtyp als auch in der ∆sigB Mutante nur in der exponentiellen 

1 2 3 4 5 6

asp23 

RNA III 

RN1HG RN1HG ∆sigB 
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Wachstumsphase. Damit kann ein Einfluss von SigB auf die Expression von spa 

ausgeschlossen werden, während die Transkription von clf, hla, lip, und nuc in 

unterschiedlichen Maße SigB-abhängig reguliert zu sein scheint. 

 

 

  
Abb. 29: Analyse des Einflusses von SigB auf die Expression von clf, hla, lip, nuc und spa mittels 

Northern Blot Analysen.  

Je Probenzeitpunkt und Medium wurde die RNA im Agarose-Gel aufgetrennt, geblottet und mit den 

RNA-Sonden hybridisiert. Unterschiedliche Transkriptionsmuster für S. aureus RN1HG und 

RN1HG ∆sigB wurden für clf, hla, lip und nuc beobachtet. Dahingegen erfolgte die Transkription von spa 

für beide Stämme nur in der exponentiellen Wachstumsphase. 

1,4 = exponentiell, 2,5 = früh stationär, 3,6 = spät stationär. 
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5. Analyse der S9-Epithelzellen nach Infektion mit S. aureus RN1HG 

 

Die Auswirkungen einer bakteriellen Infektion auf einen Wirtsorganismus werden in 

der Regel in Tier- oder Zellkulturmodellen studiert. Im Zusammenhang mit S. aureus 

haben sich vor allem Invertebraten wie Ratten, Kaninchen oder Mäuse als Tiermodelle 

etabliert. Letztere werden für die Diagnostik diverser pathophysiologischer 

Krankheitsverläufe, darunter Arthritis, Sepsis, Mastitis, Niereninfektionen oder 

Wundinfektionen, eingesetzt (Garcia-Lara et al., 2005). Der Einfluss von 

S. aureus RN1HG und dessen ∆sigB Mutante wurde im Mausmodell auf 

Genexpressionsebene von Maren Depke (Universität Greifswald, in Kooperation mit 

Würzburg) untersucht.  

In der vorliegenden Studie wurde ein Zellkulturmodell eingesetzt. Wesentliche Vorteile 

der Zellkultur umfassen: 

- einfaches Handling 

- weniger Kosten 

- hohe Reproduzierbarkeit 

- Reaktion kann direkt dem kultivierten Zelltyp zugeordnet werden 

Als eukaryotische Zelllinie wurden S9-Zellen verwendet. Dabei handelt es sich humane 

bronchiale Epithelzellen eines Patienten mit Cystischer Fibrose, welche mit dem 

Adeno-12-SV-40-Virus immortalisiert wurden (Zeitlin et al., 1991) und im Gegensatz 

zur Mutterzelllinie IB3-1 einen funktionsfähigen CFTR-Kanal exprimieren. 

 

Bestimmung der MOI für die Invasionsassays 

Für die Optimierung der für die Infektion einzusetzenden Bakterienzahl wurden die 

Versuche zunächst in 24-well Platten (6 x 105 S9-Zellen pro Well) durchgeführt. 

Einerseits sollte die Zahl der durch die Epithelzellen internalisierten Bakterien 

möglichst hoch sein, um physiologische Effekte untersuchen zu können, andererseits 

sollten letale Effekte vermieden werden. Drei verschiedene MOI´s (25, 50 und 100) 

wurden für S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB getestet. Die S9-Zellen wurden für 

1 h mit den Staphylokokken inkubiert, anschließend mit Antibiotikum (30 min) 

behandelt, mit eMEM gewaschen (2 x), lysiert und das Lysat ausplattiert. Ein Aliquot 

vom jeweiligen Mastermix wurde ebenfalls ausplattiert (Abb. 30 A/B). Dabei stellte 

sich heraus, dass mit zunehmender MOI die Anzahl der internalisierten Bakterien 

abnahm (Abb. 30 C/D). Daher wurde die MOI 25 für weitere Experimente ausgewählt. 
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Abb. 30: Internalisierung von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB in S9-Zellen in Abhängigkeit der je 

Epithelzelle zugesetzten Bakterienzahl (MOI).  

Eingesetzte Bakterienzahl entsprechend der Bestimmung nach Ausplattieren des Mastermixes (A, B) und 

Zahl der internalisierten Bakterien je Epithelzelle nach einer Infektionszeit von 1 h (C, D) für vier 

Bioreplikate. 

 
Dokumentation der Invasion von S. aureus RN1HG pMV158 mit Hilfe von Phalloidin  

Nach einer einstündigen Infektion der S9-Zellen mit S. aureus RN1HG pMV158 

(MOI 25), gefolgt von einer Lysostaphin-Behandlung für 30 min und anschließender 

Inkubation bei 37 °C für 1 h (= t2 h 30 nach S. aureus Infektion) bzw. 5 h (= t6 h 30 nach S. 

aureus Infektion) wurden sowohl unbehandelte Epithelzellen als auch mit S. aureus 

behandelte Zellen mit Phalloidin markiert (Abb. 31). Aus den mikroskopischen Bildern 

geht hervor, dass nicht alle S9-Zellen mit Staphylokokken infiziert waren. Um also eine 

klare Vorstellung darüber zu bekommen, was sich im Proteommuster infizierter 

Wirtszellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen verändert, wurde nach Infektion eine 

Sortierung der S9-Zellen in infizierte und nicht infizierte Zellen anhand der GFP-

Markierung des S. aureus-Stammes vorgenommen. 
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Abb. 31: S9-Epithelzellen ohne (A) und nach einer Infektion mit S. aureus für t2 h 30 (B) und t6 h 30 (C) 

Beispiel eines von drei biologischen Replikaten. 

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen nur minimale phänotypische Veränderungen im Zellrasen. 

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen jedoch eine deutliche Zunahme der Bakterien in den 

S9-Zellen über die Zeit. Zudem wird nach t6 h 30 eine Anordnung der Staphylokokken zu Clustern sichtbar. 

LM: Lichtmikroskopie, FM: Fluoreszenzmikroskopie 

 

Aufarbeitung der Proben mit Hilfe der Durchflusszytometrie  

Für die Durchflusszytometrie wurden die Infektionsexperimente in 10 cm 

Zellkulturplatten durchgeführt. Die S9-Zellen (8 x 106 S9-Zellen pro Platte) wurden für 

1 h mit S. aureus RN1HG pMV158 (MOI 25) inkubiert, der Überstand von allen Platten 

abgenommen und durch eMEM mit Lysostaphin ersetzt. Zu den entsprechenden 

Probenzeitpunkten (1 h nach Lysostaphin-Behandlung = t2 h 30, 5 h nach Lysostaphin-

Behandlung = t6 h 30,) wurden für jeden Zeitpunkt 4 infizierte S9-Platten für die 

Durchflusszytometrie (FACS) präpariert und bei 4 °C in infizierte und nicht infizierte 

Zellen sortiert. Um eine Aussage über die Vitalität der S9-Zellen treffen zu können, 

wurde ein Aliquot der infizierten Zellen mit Propidiumjodid angefärbt und mit Hilfe des 

A 

B 

C 

LM: FM: Übersicht FM: Detailansicht 
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FACSAria in lebende und tote Zellen sortiert. Der Vergleich der Werte mit denen einer 

pMEM-behandelten S9-Population zeigte keine (t2 h 30) bzw. eine unwesentliche 

Abnahme der Vitalität infolge der Infektion (t6 h 30) (Tab. 52).   

 

Tab. 52: Prozentualer Anteil der lebenden S9-Zellen nach Infektion mit S. aureus RN1HG pMV158. 

Probe % 

S9-Zellen mit internalisierten S. aureus t2 h 30  98,65 

S9-Zellen mit nicht-internalisierten S. aureus t2 h 30  98,95 

S9-Zellen mit internalisierten S. aureus t6 h 30  97,25 

S9-Zellen mit nicht-internalisierten S. aureus t6 h 30  98,78 

 

Desweiteren wurde zu den Probenzeitpunkten die Internalisierungsrate bestimmt 

(Abb. 32). Die erhöhte Infektionsrate der S9-Zellen mit S. aureus RN1HG pMV158 

nach t6 h 30 im Vergleich t2 h 30 basierte nicht auf einer gesteigerten Infektionsrate, 

sondern ist auf eine mögliche Replikation der Bakterien in den eukaryotischen Zellen 

zurückzuführen. 

 

   
 

Abb. 32: Anzahl der internalisierten Staphylokokken je eingesetzte Epithelzelle für die vier Bioreplikate.  

Durchschnittlich konnten zum Zeitpunkt t2 h 30 ca. 1,3 und zum Zeitpunkt t6 h 30 2,3 Bakterien/S9-Zelle 

anhand der cfu-Bestimmung determiniert werden. 

 

Charakterisierung der Zellantwort von S9-Epithelzellen auf eine Infektion mit 

S. aureus RN1HG pMV158 mittels gelfreier Proteomanalyse 

S9-Zellen wurden mit S. aureus RN1HG pMV158 für eine Stunde infiziert. Zudem 

wurden als Kontrollen 2 Platten mit pMEM behandelt. Der Überstand wurde nach 1 h 

von allen Platten abgenommen und durch eMEM mit Lysostaphin ersetzt. Sowohl die 

S9-Kontrollen als auch infizierte S9-Zellen wurden zu den Probenzeitpunkten (1 h nach 
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Lysostaphin-Behandlung = t2 h 30, 5 h nach Lysostaphin-Behandlung = t6 h 30) komplett in 

UT aufgenommen. Die Phalloidin-Färbung und anschließende Fluoreszenzmikroskopie 

zeigte, dass bei einer Infektion nicht alle S9-Zellen mit Staphylokokken infiziert waren. 

Es traten zwei Zellpopulationen auf, einerseits Epithelzellen, die Bakterien internalisiert 

hatten und dadurch GFP-positiv waren, und andererseits Zellen, die zwar in Kontakt mit 

dem Pathogen gekommen waren, aber diese nicht aufgenommen haben (GFP-negativ). 

Um spezifische Effekte der Internalisierung von Pathogenen auf die Epithelzellen zu 

charakterisieren wurden in einem weiteren Ansatz infizierte S9-Zellen für die 

Durchflusszytometrie aufgearbeitet und nach Sortierung der GFP-positiven S9-Zellen 

für internalisierte Staphylokokken ebenfalls in UT aufgenommen. 

Somit ergaben sich für jeden Probenzeitpunkt folgende 3 Ansätze: 

- S9-Kontrolle 

- mit S. aureus-infizierte nicht sortierte S9-Zellen (= Gemisch aus S9-Zellen mit 

und ohne internalisierte Staphylokokken)  

- S9-Zellen mit internalisierten S. aureus (= S9 nach FACS-Sortierung auf GFP-

positive Zellen). 

Insgesamt konnten 1048 Proteine identifiziert werden (Abb. 33, Tab. 68, im Anhang). 

Davon wurden 587 Proteine sowohl für unbehandelte als auch für alle infizierten 

Proben nachgewiesen. Unter diesen 587 Proteinen konnten verschiedene Proteinklassen 

aufgefunden werden, darunter: 

‐ Strukturproteine wie z. B. α-Actinin, Filamin A-C, Moesin oder auch Myosin 

‐ Cytokeratin 8 (Chen et al., 2002) und Cytokeratin 18 (Srivastava et al., 2002), 

welche bereits als typische Strukturproteine in Lungenepithelzellen 

dokumentiert worden sind  

‐ Zelladhäsionsproteine, darunter Fibronectin, Testin oder auch Vinculin  

‐ Proteine zum Schutz vor oxidativen Stress wie α-Enolase, Superoxiddismutase 

oder auch Thioredoxin. Die Aktivität von Thioredoxin ist an NADPH gebunden, 

welches über den Pentosephosphatzyklus bereitgestellt wird. Das 

Schlüsselenzym des Pentosephosphatweges ist die Glucose-6-

Phosphatdehydrogenase, welches auch in allen Proben nachgewiesen werden 

konnte.      

‐ Chaperone, darunter 8 Hitzeschock-Proteine sowie weitere 8 T-Komplex-

Proteine, Calreticulin, Prohibitin und Stress-induced Phosphoprotein 1 
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‐ Komponenten des Proteasoms 

‐ Signalmoleküle wie z. B. 1433-Proteine, die an zahlreichen zellulären Prozessen 

wie Proteintransport, Signaltransduktion, Apoptose, Regulation des Zellzyklus 

und Metabolismus beteiligt sind. 

Neben den 587 Proteinen, welche in allen Proben identifiziert wurden, konnten 

natürlich auch Proteine nachgewiesen werden, welche nicht innerhalb aller Gruppen 

identisch sind.  

 

 
 

Abb. 33: Biologische Funktionen der 1048 identifizierten S9-Proteine für die Analyse der 4 Bioreplikate. 

Die Proteine wurden anhand der in der Panther-Datenbank verfügbaren Information zu humanen 

Proteinen entsprechend ihrer biologischen Funktion klassifiziert. Die Eingruppierung von Proteinen zu 

verschiedenen biologischen Funktionen ist möglich. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Gruppen 

bezogen auf die Gesamtanzahl identifizierter Proteine.  

 

 

Die Quantifizierung der Proteomdaten erfolgte über das sog. Spectral Counting. Für die 

Auswertung wurden folgende Kriterien verwendet: die Proteine sollten mit mindestens 

2 Peptiden bei einer Proteinwahrscheinlichkeit ≥ 90 % identifiziert worden sein, für 

jedes Protein sollte in mindestens einer Gruppe 8 Spektren (mindestens 2 für jedes 

biologische Replikat) vorhanden sein. Insgesamt konnten 726 Proteine zum Zeitpunkt 

metabolische Prozesse zelluläre Prozesse Transport Kommunikation

Zellzyklus Zellentwicklung zelluläre Organisation Immunsystem

systembiologische Prozesse Antwort auf Stimulus Apoptose Energiemetabolismus
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t2 h 30 (Tab. 69, im Anhang) und 765 Proteine zum Zeitpunkt t6 h 30 (Tab. 70, im Anhang) 

quantifiziert werden. Anschließend wurden die Veränderungen der Proteine betrachtet, 

welche signifikant (p-Wert ≤0.05) in erhöhter (≥1.5-fach) oder verminderter (≤-1.5-

fach) Abundanz auftraten. Dabei konnte festgestellt werden, dass zum Zeitpunkt t2 h 30 

die S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle 

39 Proteine in erhöhter Menge und 73 Proteine in verminderter Menge nachgewiesen 

werden konnten. Für die S. aureus-infizierten, aber nicht sortierten S9-Zellen konnten 

lediglich 6 bzw. 3 Proteine im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle mit erhöhter bzw. 

verringerter Häufigkeit detektiert werden. Übereinstimmend in beiden Proben konnte 1 

Protein gefunden werden (Abb. 34 A). Für den Zeitpunkt t6 h 30 wurden 128 Proteine für 

die S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung mit erhöhter Abundanz und 96 Proteine 

mit verringerte Menge ermittelt. Dahingegen traten für die S. aureus-infizierten, nicht 

sortierten S9-Zellen 14 bzw. 7 Proteine mit erhöhter bzw. verringerter Menge auf. 

Übereinstimmend in beiden Proben konnten 10 Proteine mit verstärkter Abundanz und 

1 Protein in verringerte Menge nachgewiesen werden (Abb. 34 B).  

 

         

 

 

 

Abb. 34: Quantifizierbare Proteine der S. aureus-infizierten und S. aureus-internalisierten S9-Zellen im 

Vergleich zu den infizierten nicht sortierten S9-Zellen.  

Dargestellt wurde die Anzahl der quantifizierbaren Proteine in erhöhter bzw. verminderter Abundanz für 

die S9-Zellen. Gezeigt wurde die Anzahl der quantifizierbaren Proteine nach statistischer Auswertung. 

A = S9-Zellen t2 h 30, B = S9-Zellen t6 h 30 

 

Über die Zeit nimmt der Effekt einer S. aureus-Infektion zu, was sich in einer Erhöhung 

der in der Abundanz veränderter Proteine für die S9-Zellen nach S. aureus-
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Internalisierung äußert. Die Beobachtung, dass im Gemisch der Zellpopulationen die 

Effekte einer S. aureus-Internalisierung nur schwer erfasst werden konnten, zeigte, dass 

eine Abtrennung der S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung (GFP-positiv) 

notwendig war. Zum Zeitpunkt t2 h 30 konnte aber eine deutliche Verringerung der 

Proteinmenge für Guanine nucleotide-binding protein G (i) alpha-2 subunit (GNAI2) 

und Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) detektiert werden für die 

S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung im Vergleich zu den S. aureus-infizierten, 

nicht sortierten S9-Zellen. Dahingegen traten Intercellular adhesion molecule 1 

precursor (ICAM) und Interferon-induced double-stranded RNA-activated protein 

kinase (E2AK2) in den S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung zum Zeitpunkt t2 h 30 

mit einer erhöhten Abundanz auf (Tab. 53).  

 

Tab. 53: Ausgewählte Proteine, die den besseren Nachweis von Effekten in S9-Zellen nach S. aureus-

Internalisierung im Vergleich zum Zellgemisch dokumentieren. 

  Zeitpunkt t2 h 30 Zeitpunkt t6 h 30 

Accessionnummer Beschreibung S9-inf S9-int S9-inf S9-int 

GNAI2_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein G (i), 

alpha-2 subunit  

1,2 -1,82 -1,09 -1,59 

ICAM_HUMAN Intercellular adhesion molecule 1 precursor  2,08 4,83 1,05 1,21 

E2AK2_HUMAN Interferon-induced, double-stranded RNA-

activated protein kinase  

5,81 7,23 -1,17 -1,06 

STAT3_HUMAN Signal transducer and activator of 

transcription 3  

-1,61 -5,55 -1,30 -4,77 

Nicht signifikante Veränderungen wurden grau unterlegt. Die Veränderungen beziehen sich auf die 

zeitgleiche Kontrolle.  

S9-inf = S. aureus infizierte S9-Zellen, S9-int = S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung. 

 

Charakterisierung der Zellantwort von S9-Epithelzellen nach einer Internalisierung von 

S. aureus RN1HG pMV158  

Da für S. aureus-internalisierte S9-Zellen stärkere Effekte auf Proteomebene erfasst 

werden konnten, wurde im Folgenden die Zellantwort von S9-Zellen mit internalisierten 

S. aureus RN1HG pMV158 untersucht. Mengenmäßige Veränderungen der Intensität 

nach Internalisierung von S. aureus im Vergleich zur pMEM-Kontrolle konnten für 112 

Epithelzellproteine für den Zeitpunkt t2 h 30 und für 224 S9-Proteine für den Zeitpunkt 

t6 h 30 beobachtet werden (Abb. 34). Die Proteine mit veränderter Abundanz wurden mit 

der Ingenuity Pathway Analysis-Software (IPA) klassifiziert. Dabei können sowohl 
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biologische Funktionen als auch Signalwege betrachtet werden, wobei die Proteine 

jedoch auch mehr als einer funktionellen Klasse zugeordnet sein können. 

Hinsichtlich metabolischer Funktionen konnte festgestellt werden, dass Proteine, 

welche an der Stoffwechselaktivität der Zelle beteiligt waren, in den S. aureus-

internalisierten S9-Zellen zu beiden Zeitpunkten ein verändertes Niveau im Vergleich 

zur zeitgleichen Kontrolle aufwiesen (Abb. 35).  

 

 
 

 

Abb. 35: Signifikant veränderte Proteine mit wichtigen metabolischen Funktionen. 

Signifikant veränderte Proteine der S9-Epithelzellen mit internalisierten S. aureus aus der Analyse von 

vier Bioreplikaten wurden mittels IPA bekannten metabolischen Funktionen zugeordnet und deren 

Überrepräsentation im Vergleich zum Referenzset in Form eines p-Wertes (x-Achse) angegeben.  

S9-int = S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung 

 

Da die signifikant veränderten Proteine (p-Wert ≤ 0.05, 1.5-fach verändert) für die in 

Abb. 35 aufgeführten metabolischen Funktionen gleichzeitig mehreren beteiligten 

Signalwegen zugeordnet wurden, sollten sie im Folgenden zusammenfassend dargestellt 

werden. Insgesamt wurden den Signalwegen 59 signifikante Proteine, von denen 22 

Proteine mit veränderten Niveau dem Zeitpunkt t2 h 30 und 49 Proteine dem Zeitpunkt 

t6 h 30 zugeordnet (Tab. 54). Proteine, welche zu beiden Zeitpunkten als signifikant 

verändert nachgewiesen wurden, zeigten über die Zeit der Infektion stets den 

gleichgerichteten Trend - die Zu- oder Abnahme in der Proteinmenge. Die größte Zahl 

veränderter Proteine gehörte der Proteinsynthese und dem Fettstoffwechsel an. Der 
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Proteinbiosynthese konnten 14 Proteine dem Zeitpunkt t2 h 30 und 21 Proteine dem 

Zeitpunkt t6 h 30 mit veränderter Abundanz im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle 

zugeordnet werden. Ein höherer Anteil der Proteine, die der Proteinsynthese zugeordnet 

wurden, darunter zahlreiche ribosomale Proteine (z. B. RL18, RL5), traten zu beiden 

Zeitpunkten im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle in verminderter Abundanz auf. 

Betreffend des Lipidmetabolismus konnte gezeigt werden, dass lediglich 3 Proteine zum 

Zeitpunkt t2 h 30 (EF1A1, FAS, RHOA) und 20 Proteine zum Zeitpunkt t6 h 30 im 

Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle mit veränderte Menge auftraten. Die größte Zahl 

der Proteine des Lipidmetabolismus trat nach t6 h 30 in erhöhter Menge auf (z. B. DHSA, 

DHSB, ECHM, ODPB). Ein geringerer Anteil der im Vergleich zur zeitgleichen 

Kontrolle im Niveau veränderten Proteine konnte dem Energiemetabolismus zugeordnet 

werden. Dazu gehörten 5 Proteine zum Zeitpunkt t2 h 30 und 12 Proteine zum Zeitpunkt 

t6 h 30. Ähnlich dem Lipidmetabolismus trat auch im Energiemetabolismus die größte 

Zahl der Proteine nach t6 h 30 in erhöhter Menge auf (z. B. ATPA, ATP5J, ATPO, 

NDUS1). Auffallend war jedoch auch die deutliche Verringerung der Menge an PARP1 

nach t6 h 30. Im geringeren Maße waren Änderungen im Kohlenstoffmetabolismus zu 

beobachten. So wurden in beiden Zeitpunkten 3 (t2 h 30) bzw. 2 (t6 h 30) Proteine mit 

geringerem Niveau als in der zeitgleichen Kontrolle bestimmt. Ausnahme war FUMH, 

welche nach t6 h 30 in erhöhter Menge nachgewiesen wurde.  
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Tab. 54: Signifikant veränderte Proteine der S. aureus-internalisierten S9-Zellen, die metabolischen Funktionen zugeordnet werden konnten.  

Accessionnummer Proteinname  t2 h 30 t6 h 30 1 2 3 4 

F. CH. p-Wert F. CH. p-Wert 

Energy Production 

ADK_HUMAN  Adenosine kinase   ‐2.28  7.88E‐03  x 

ATPA_HUMAN  ATP synthase subunit alpha, mitochondrial precursor   1.75  3.52E‐03  1.80  7.55E‐05  x 

ATPB_HUMAN  ATP synthase subunit beta, mitochondrial precursor   1.55  4.69E‐03  x 

ATPO_HUMAN  ATP synthase subunit O, mitochondrial precursor   3.66  3.75E‐02  2.70  2.21E‐02  x 

ATP5J_HUMAN  ATP synthase‐coupling factor 6, mitochondrial precursor   22.80  5.12E‐03  x  x 

HMGB1_HUMAN  High mobility group protein B1   ‐18.86  4.35E‐02  x 

LONM_HUMAN  Lon protease homolog, mitochondrial precursor   2.97  1.85E‐05  x  x 

NQO1_HUMAN  NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1   ‐2.86  3.23E‐03  x 

NDUS1_HUMAN  NADH‐ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial precursor   4.08  9.09E‐04  x 

PARP1_HUMAN  Poly [ADP‐ribose] polymerase 1   ‐9.89  5.99E‐03  ‐36.90  1.35E‐02  x  x 

PTMA_HUMAN  Prothymosin alpha [Contains: Thymosin alpha‐1]   ‐1.81  6.11E‐03  x 

RUVB2_HUMAN  RuvB‐like 2   1.77  3.97E‐02  x 

AT1A1_HUMAN  Sodium/potassium‐transporting ATPase subunit alpha‐1 precursor   ‐1.89  1.00E‐02  ‐2.00  3.03E‐02  x 

VDAC1_HUMAN  Voltage‐dependent anion‐selective channel protein 1   1.94  3.11E‐05  x 

Protein Synthesis 

RM12_HUMAN  39S ribosomal protein L12, mitochondrial precursor   3.10  6.45E‐03  2.15  2.10E‐04  x 

RS3_HUMAN  40S ribosomal protein S3   ‐1.58  2.81E‐02  x 

RS5_HUMAN  40S ribosomal protein S5   ‐2.05  6.81E‐03  x 

RL18_HUMAN  60S ribosomal protein L18   ‐2.36  5.56E‐03  ‐2.23  2.79E‐02  x 

RL22_HUMAN  60S ribosomal protein L22   ‐3.45  3.12E‐05  x 

RL3_HUMAN  60S ribosomal protein L3   ‐1.72  3.02E‐02  x 

RL32_HUMAN  60S ribosomal protein L32   ‐4.97  7.09E‐03  x 

RL5_HUMAN  60S ribosomal protein L5   ‐2.61  1.63E‐02  ‐3.14  4.13E‐02  x 

RL6_HUMAN  60S ribosomal protein L6   ‐20.65  1.75E‐05  x 
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Accessionnummer Proteinname  t2 h 30 t6 h 30 1 2 3 4 

F. CH. p-Wert F. CH. p-Wert 

RL9_HUMAN  60S ribosomal protein L9   ‐1.62  1.21E‐02  x 

SYRC_HUMAN  Arginyl‐tRNA synthetase, cytoplasmic   ‐1.59  5.76E‐03  x 

SYDC_HUMAN  Aspartyl‐tRNA synthetase, cytoplasmic   1.64  3.07E‐02  x 

P53_HUMAN  Cellular tumor antigen p53   1.82  7.19E‐04  x 

DLDH_HUMAN  Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial precursor   1.98  1.30E‐02  x  x 

EF1A1_HUMAN  Elongation factor 1‐alpha 1   ‐1.59  1.04E‐05  ‐1.51  5.40E‐04  x  x  x 

ERAP1_HUMAN  Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1   5.60  6.07E‐03  x 

EIF3A_HUMAN  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A   ‐1.59  9.24E‐03  x 

IF4H_HUMAN  Eukaryotic translation initiation factor 4H   ‐2.14  1.70E‐02  x 

IF5A1_HUMAN  Eukaryotic translation initiation factor 5A‐1   ‐2.00  3.27E‐03  x 

FINC_HUMAN  Fibronectin precursor   ‐12.58  2.07E‐03  ‐10.26  9.05E‐05  x 

ITB1_HUMAN  Integrin beta‐1 precursor   1.98  2.39E‐02  x 

IFIT1_HUMAN  Interferon‐induced protein with tetratricopeptide repeats 1   ‐2.13  2.56E‐02  x 

K1C17_HUMAN  Keratin, type I cytoskeletal 17   2.08  1.12E‐03  x 

KHDR1_HUMAN  KH domain‐containing, RNA‐binding, signal transduction‐associated protein 1   ‐4.35  4.27E‐03  x 

UBC9_HUMAN  SUMO‐conjugating enzyme UBC9   ‐2.22  4.76E‐02  x 

TSP1_HUMAN  Thrombospondin‐1 precursor   ‐2.27  1.26E‐03  ‐2.70  2.61E‐04  x 

SYWC_HUMAN  Tryptophanyl‐tRNA synthetase, cytoplasmic   1.56  1.37E‐03  x 

Lipid Metabolism 

D3D2_HUMAN  3,2‐trans‐enoyl‐CoA isomerase, mitochondrial precursor   1.74  3.82E‐02  x 

AATM_HUMAN  Aspartate aminotransferase, mitochondrial precursor   1.63  2.21E‐04  x 

ECH1_HUMAN  Delta(3,5)‐Delta(2,4)‐dienoyl‐CoA isomerase, mitochondrial precursor   1.80  2.59E‐02  x 

DNJB1_HUMAN  DnaJ homolog subfamily B member 1   ‐1.57  6.33E‐03  x 

ECHM_HUMAN  Enoyl‐CoA hydratase, mitochondrial precursor   1.88  1.91E‐03  x 

FAS_HUMAN  Fatty acid synthase   ‐1.61  1.86E‐02  ‐1.61  2.59E‐03  x 

FUMH_HUMAN  Fumarate hydratase, mitochondrial precursor   1.54  2.24E‐02  x 
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Accessionnummer Proteinname  t2 h 30 t6 h 30 1 2 3 4 

F. CH. p-Wert F. CH. p-Wert 

IMMT_HUMAN  Mitochondrial inner membrane protein   1.81  3.74E‐04  x 

DHB4_HUMAN  Peroxisomal multifunctional enzyme type 2   2.80  1.01E‐03  x 

TEBP_HUMAN  Prostaglandin E synthase 3   ‐2.99  1.38E‐03  x 

ODPB_HUMAN  Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial precursor   2.68  1.93E‐04  x 

RAC1_HUMAN  Ras‐related C3 botulinum toxin substrate 1 precursor   ‐1.72  2.84E‐02  x  x 

DHSA_HUMAN  Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial precursor  1.52  1.67E‐02  x 

DHSB_HUMAN  Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron‐sulfur subunit, mitochondrial precursor   2.17  3.79E‐02  x 

SODC_HUMAN  Superoxide dismutase [Cu‐Zn]   ‐1.62  1.33E‐03  x 

RHOA_HUMAN  Transforming protein RhoA precursor   ‐1.85  3.49E‐02  ‐1.78  1.73E‐02  x  x 

ACADV_HUMAN  Very long‐chain specific acyl‐CoA dehydrogenase, mitochondrial precursor   2.44  3.06E‐02  x 

VIME_HUMAN  Vimentin   1.75  1.34E‐04  x 

1 = Energy Production, 2 = Protein Synthesis, 3 = Lipid Metabolism, 4 = Carbohydrate Metabolism , F.CH. = Fold Change 
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Signalwege, die auf eine bakterielle Invasion der S9-Epithelzellen hinwiesen, sind in 

Abb. 36 zusammengetragen. Es handelte sich dabei um physiologische Prozesse, die auf 

eine mögliche Entzündung und damit auf eine eventuelle Auseinandersetzung mit dem 

Pathogen zurückzuführen war.  

 

 
 

 

Abb. 36: Für die Zeitpunkte t2 h 30 und t6 h 30 signifikant veränderte Proteine der Signalwege, die auf eine 

bakterielle Invasion hindeuten.  

Die aus der Analyse von vier Bioreplikaten signifikant veränderten Proteine der S9-Epithelzellen mit 

internalisierten S. aureus wurden mittels IPA bekannten ausgewählten Signalwegen zugeordnet. Der p-

Wert (x-Achse) stellt ein Maß für die Überrepräsentation von Proteinen dar, die einer funktionellen 

Gruppe zugeordnet werden (Referenzset).  

S9-int = S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung 

 

Auch hier wurden wieder die für die in Abb. 36 aufgeführten Signalwege signifikant 

veränderten Proteine (p-Wert ≤ 0.05, 1.5-fach verändert) gleichzeitig mehreren 

beteiligten Signalwegen zugeordnet. Insgesamt wurden den Signalwegen 51 

signifikante Proteine, von denen 42 Proteine mit veränderten Niveau dem Zeitpunkt 

15 1.60E-05 - 8.41E-03 
 6 4.75E-03 - 1.42E-02 
 
29 2.51E-05 - 8.26E-03 
 8 5.96E-04 - 1.42E-02 
 
29 2.51E-05 - 7.29E-03 
 8 5.96E-04 - 1.42E-02 
 
 2 5.14E-05 - 5.14E-05 
 -                 - 
 
10 2.23E-03 – 7.46E-03 
 -                 - 
 
 2 6.51E-03 - 7.20E-03 
 9   1.21E-05 -1.42E-02 
 
 -                 - 
 2 1.18E-03 – 1.42E-02 

assoziierte 
Moleküle 

p-Wert 

S9-int t2 h 30 vs. zeitgleiche Kontrolle S9-int t6 h 30 vs. zeitgleiche Kontrolle 
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t2 h 30 und 19 Proteine dem Zeitpunkt t6 h 30 auftraten, zugeordnet (Tab. 55). Proteine, 

welche zu beiden Zeitpunkten als signifikant verändert nachgewiesen wurden, zeigten 

wiederum den gleichen Trend - eine Zu- oder Abnahme in der Proteinmenge. Die größte 

Zahl veränderter Proteine für den Zeitpunkt t2 h 30 konnten den Signalwegen 

Inflammatory Response (15 Proteine), Connective Tissue Disorder (29 Proteine) und 

Inflammatory Disease (29 Proteine) zugeordnet werden. Weiterhin konnten der 

Hypersensitivity Response und der Infectious Disease signifikant veränderte Proteine 

nur nach t2 h 30 zugewiesen werden. Betreffend des Infection Mechanisms wurde eine 

vermehrte Zahl an signifikant veränderten Proteinen nach t6 h 30 aufgefunden. 

Desweitern wurden auf dem Niveau veränderte Proteine nach t6 h 30 auch der 

Immunological Disease zugeordnet. Da die veränderten Proteine z. T. in 4 oder 5 der in 

Abb. 36 dargestellten Signalwege vorkommen konnten (z. B. ITB1, P53, RHOA, 

STAT3), wurden im Folgenenden ausgewählte Proteine betrachtet. 

Der Inflammatory Response zugeordnet Proteine umfassten u. a. Integrine (ITA3, 

ITB1), welche in erhöhter Abundanz nach t2 h 30 im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle 

auftraten. Der Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) konnte nur 

zum Zeitpunkt t2 h 30 als signifikant verändert quantifiziert werden und trat zudem in 

reduzierter Menge auf. Für Fibronectin (FINC) oder auch Thrombospnondin-1 (TSP1) 

konnte zu beiden Zeitpunkten eine Reduktion der Proteinmenge nachgewiesen werden. 

Besonders hervorzuheben ist auch die stark vermehrte Zunahme von Granulin (GRN) 

nach t6 h 30. 
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Tab. 55: Signifikant veränderte Proteine der S. aureus-internalisierten S9-Zellen, die auf eine bakterielle Infektion hinweisen. 

Accessionnummer Proteinname t2 h 30 t6 h 30 1  2  3  4  5  6  7 

F.CH. p-Wert F.CH. p-Wert 

Inflammatory Response 

CH60_HUMAN  60 kDa heat shock protein, mitochondrial precursor   1.56  2.35E‐02  1.52  3.35E‐04  x  x  x 

FETUA_HUMAN  Alpha‐2‐HS‐glycoprotein precursor   ‐22.43  1.18E‐02  x 

CD166_HUMAN  CD166 antigen precursor   4.46  2.59E‐03  x  x  x 

CD9_HUMAN  CD9 antigen   ‐2.44  4.93E‐02  x 

COR1C_HUMAN  Coronin‐1C   ‐1.51  3.20E‐02  x 

FINC_HUMAN  Fibronectin precursor   ‐12.58  2.07E‐03  ‐10.26  9.05E‐05  x  x  x 

GNAI2_HUMAN  Guanine nucleotide‐binding protein G(i), alpha‐2 subunit   ‐1.81  3.67E‐02  x  x  x 

HMGB1_HUMAN  High mobility group protein B1   ‐18.86  4.35E‐02  x  x  x  x 

ITA3_HUMAN  Integrin alpha‐3 precursor   12.29  1.35E‐02  x 

ITB1_HUMAN  Integrin beta‐1 precursor   1.98  2.39E‐02  x  x  x  x 

PLEC1_HUMAN  Plectin‐1   1.70  5.00E‐02  1.67  1.77E‐04  x 

PARP1_HUMAN  Poly [ADP‐ribose] polymerase 1   ‐9.89  5.99E‐03  ‐36.90  1.35E‐02  x  x  x  x 

RAC1_HUMAN  Ras‐related C3 botulinum toxin substrate 1 precursor   ‐1.72  2.84E‐02  x  x 

STAT3_HUMAN  Signal transducer and activator of transcription 3   ‐5.55  8.31E‐03  x  x  x  x 

TSP1_HUMAN  Thrombospondin‐1 precursor   ‐2.27  1.26E‐03  ‐2.70  2.61E‐04  x  x  x 

RHOA_HUMAN  Transforming protein RhoA precursor   ‐1.85  3.49E‐02  ‐1.78  1.73E‐02  x  x  x  x  x 

Connective Tissue Disorder 

RL32_HUMAN  60S ribosomal protein L32   ‐4.97  7.09E‐03  x  x 

ADK_HUMAN  Adenosine kinase   ‐2.06  3.66E‐03  x  x 

CAD13_HUMAN  Cadherin‐13 precursor   ‐2.75  6.64E‐04  x  x 

P53_HUMAN  Cellular tumor antigen p53   1.82  7.19E‐04  x  x  x  x 

DYR_HUMAN  Dihydrofolate reductase   ‐1.58  1.18E‐02  ‐1.56  5.94E‐03  x  x  x 

MCM5_HUMAN  DNA replication licensing factor MCM5   ‐5.39  1.96E‐03  x  x 

ERH_HUMAN  Enhancer of rudimentary homolog   1.61  2.78E‐02  x  x 
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Accessionnummer Proteinname t2 h 30 t6 h 30 1  2  3  4  5  6  7 

F.CH. p-Wert F.CH. p-Wert 

FAS_HUMAN  Fatty acid synthase   ‐1.61  1.86E‐02  ‐1.61  2.59E‐03  x  x 

ROA3_HUMAN  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3   1.73  4.48E‐03  x  x 

LMNA_HUMAN  Lamin‐A/C   1.57  7.17E‐03  x  x 

MYO1C_HUMAN  Myosin‐Ic   ‐1.69  2.79E‐02  x  x 

NONO_HUMAN  Non‐POU domain‐containing octamer‐binding protein   1.68  2.78E‐02  x  x 

ESTD_HUMAN  S‐formylglutathione hydrolase   ‐1.50  1.06E‐02  x  x 

SRP14_HUMAN  Signal recognition particle 14 kDa protein   ‐1.50  3.54E‐02  x  x 

MTAP_HUMAN  S‐methyl‐5'‐thioadenosine phosphorylase   ‐1.79  3.10E‐04  x  x 

SND1_HUMAN  Staphylococcal nuclease domain‐containing protein 1   ‐2.08  8.32E‐03  x  x 

TIF1B_HUMAN  Transcription intermediary factor 1‐beta   1.55  1.00E‐02  x  x 

TBB3_HUMAN  Tubulin beta‐3 chain   ‐1.58  2.75E‐02  x  x 

VIME_HUMAN  Vimentin   1.57  7.23E‐03  x  x 

PLOD1_HUMAN  Procollagen‐lysine,2‐oxoglutarate 5‐dioxygenase 1 precursor   3.61  3.70E‐02  3.14  7.31E‐04  x 

PTMA_HUMAN  Prothymosin alpha [Contains: Thymosin alpha‐1]   ‐1.81  6.11E‐03  x 

Inflammatory Disease 

RIR1_HUMAN  Ribonucleoside‐diphosphate reductase large subunit   ‐1.80  9.78E‐03  x  x 

Infectious Disease 

PRS8_HUMAN  26S protease regulatory subunit 8   2.82  7.62E‐03  x 

RL18_HUMAN  60S ribosomal protein L18   ‐2.36  5.56E‐03  x 

TCP4_HUMAN  Activated RNA polymerase II transcriptional coactivator p15   ‐2.13  2.85E‐02  ‐2.28  2.75E‐02  x  x 

HNRDL_HUMAN  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D‐like   1.90  4.75E‐02  x 

KHDR1_HUMAN  KH domain‐containing, RNA‐binding, signal transduction‐associated protein 1   ‐4.35  4.27E‐03  x 

YBOX1_HUMAN  Nuclease‐sensitive element‐binding protein 1   ‐1.51  1.58E‐03  x 

Infectious Mechanism 

COF1_HUMAN  Cofilin‐1   ‐1.56  8.08E‐05  x 

DNJB1_HUMAN  DnaJ homolog subfamily B member 1   ‐1.57  6.33E‐03  x 
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Accessionnummer Proteinname t2 h 30 t6 h 30 1  2  3  4  5  6  7 

F.CH. p-Wert F.CH. p-Wert 

GRN_HUMAN  Granulins precursor   40.63  3.13E‐03  x 

GBB2_HUMAN  Guanine nucleotide‐binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta‐2  1.66  3.45E‐02  x 

LAP2A_HUMAN  Lamina‐associated polypeptide 2 isoform alpha   ‐2.17  4.31E‐02  x 

Immunological Disease 

PRKDC_HUMAN  DNA‐dependent protein kinase catalytic subunit   ‐53.90  4.49E‐04  x 

1 = Inflammatory Response, 2 = Connective Tissue Disorder, 3 = Inflammatory Disease, 4 = Hypersensitivity Response, 5 = Infectious Disease, 6 = Infection Mechanism, 

7 = Immunological Disease, F. CH. = Fold Change 
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Weitere Signalwege, die auf eine Beeinträchtigung der Vitalität der S9-Epithelzellen 

nach einer S. aureus-Internalisierung hindeuteten, waren die mitochondriale 

Dysfunktion und der Zelltod. Eine erhöhte Anzahl von signifikant veränderten 

Proteinen wurde für die mitochondriale Dysfunktion für t6 h 30 gefunden (Abb. 37).  

 

 
 

 
Abb. 37: Im Niveau veränderte Proteine der S9-Zellen für die mitochondriale Dysfunktion nach t2 h30 und 

t6 h 30.  

Signifikant veränderte Proteine der S9-Epithelzellen mit internalisierten S. aureus aus der Analyse von 

vier Bioreplikaten, welche mittels IPA einer mitochondrialen Dysfunktion zugeordnet wurden. In Form 

eines p-Werts (x-Achse) wird die Überrepräsentation im Vergleich zum Referenzset angegeben.  

S9-int = S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung 

 

Insgesamt konnten der mitochondrialen Dysfunktion 13 signifikante Proteine (p-Wert 

≤ 0.05) zugeordnet werden (Tab. 56) Es zeigte sich, dass diese Proteine zu beiden 

Zeitpunkten im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle in erhöhter Menge vertreten (≤ 1.5-

fach) waren. Zudem wurden lediglich 2 Proteine (ATPA, QCR2) nach t2 h 30 

aufgefunden, während nach t6 h 30 alle 13 (ATPA, ATPB, ATP5J, COX5B, QCR1, 

NDUA5, NDUS1, NDUS3, NDUS8, ODO1, ODPA, DHSA, DHSB) Proteine die 

Filterkriterien passierten.  

 

Tab. 56: Proteine, die als Indikator für eine mitochondriale Dysfunktion herangezogen werden können. 

Accessionnummer Proteinname t2 h 30 t6 h 30 

F.CH. p-Wert F.CH. p-Wert 

ODO1_HUMAN 
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component, mitochondrial 
precursor  18.83 3.77E-02 

ATPA_HUMAN ATP synthase subunit alpha, mitochondrial precursor  1.75 3.52E-03 1.80 7.55E-05 

ATPB_HUMAN ATP synthase subunit beta, mitochondrial precursor  1.55 4.69E-03 

ATP5J_HUMAN ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial precursor  22.80 5.12E-03 

 2 2.35E-01 
13 3.31E-08 
 

assoziierte 
Moleküle 

p-Wert 

S9-int t2 h 30 vs. zeitgleiche Kontrolle S9-int t6 h 30 vs. zeitgleiche Kontrolle 
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Accessionnummer Proteinname t2 h 30 t6 h 30 

F.CH. p-Wert F.CH. p-Wert 

COX5B_HUMAN Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial precursor  2.28 2.90E-03 

QCR1_HUMAN Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial precursor  2.61 2.70E-02 3.13 2.48E-03 

NDUA5_HUMAN 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex 
subunit 5  3.13 4.23E-03 

NDUS1_HUMAN 
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, 
mitochondrial precursor  4.08 9.09E-04 

NDUS3_HUMAN 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, 
mitochondrial precursor  5.20 3.38E-03 

NDUS8_HUMAN 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, 
mitochondrial precursor  2.82 3.26E-02 

ODPA_HUMAN 
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic 
form, mitochondrial precursor  4.01 1.10E-02 

DHSA_HUMAN 
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, 
mitochondrial precursor  1.52 1.67E-02 

DHSB_HUMAN 
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, 
mitochondrial precursor  2.17 3.79E-02 

F. CH. = Fold Change 

 

Eine erhöhte Anzahl signifikant im Niveau veränderter Proteine konnte dem Zelltod 

zugeordnet werden. Die Zahl der veränderten Moleküle betrug zum Zeitpunkt t2 h 30 37, 

zum Zeitpunkt t6 h 30 44 (Abb. 38) und insgesamt 64 für signifikant im Niveau 

veränderte Proteine (p-Wert ≤ 0.05, 1.5-fach verändert) (Tab. 57). 

 

 
 

 

Abb. 38: Dem Zelltod zugeordneten Proteine mit verändertem Niveau nach t2 h30 und t6 h 30.  

Die aus der Analyse von vier Bioreplikaten signifikant veränderten Proteine der S9-Epithelzellen mit 

internalisierten S. aureus, die mittels IPA dem Zelltod zugeordnet wurden. Der p-Wert (x-Achse) stellt 

ein Maß für die Überrepräsentation von Proteinen dar, die einer funktionellen Gruppe zugeordnet werden 

(Referenzset).  

S9-int = S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung 

 
Proteine, welche zu beiden Zeitpunkten als signifikant verändert nachgewiesen wurden, 

zeigten wiederum einen gleichgerichteten Trend. Einige dem Zelltod zugewiesene 

signifikant veränderte Proteine wurden bereits bei der Inflammation (z. B. FINC, GRN, 

 37 3.08E-05 – 8.86E-03 
 44 3.30E-04 – 1.42E-02 

assoziierte 
Moleküle 

p-Wert 

S9-int t2 h 30 vs. zeitgleiche Kontrolle S9-int t6 h 30 vs. zeitgleiche Kontrolle 
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STAT3, TSP1) oder auch der mitochondrialen Dysfunktion (DHSA, DHSB) 

besprochen. 

Besonders auffallend war, dass Poly-(ADP-ribose)-polymerase 1 (PARP1) und DNA-

dependent protein kinase catalytic subunit (PRKDC) im Vergleich zur zeitgleichen 

Kontrolle zu beiden Zeitpunkten am stärksten in der Menge reduziert waren. Zum 

Zeitpunkt t6 h 30 wurde zudem der Apoptosis inhibitor 5 (API5) vermindert, während das 

Cellular tumor antigen p53 verstärkt auftrat.     

 

Tab. 57: Signifikant veränderte Proteine des Zelltods. 

Accessionnummer Proteinname t2 h 30 t6 h 30 

F.CH. p-Wert F.CH. p-Wert 

1433S_HUMAN 14-3-3 protein sigma  -1.85 3.30E-03 -1.94 1.17E-03 

CN37_HUMAN 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase  -2.36 2.45E-02 

CH60_HUMAN 60 kDa heat shock protein, mitochondrial precursor  1.56 2.35E-02 1.52 3.35E-04 

TCP4_HUMAN Activated RNA polymerase II transcriptional coactivator p15  -2.13 2.85E-02 

ADK_HUMAN Adenosine kinase  -2.06 3.66E-03 

API5_HUMAN Apoptosis inhibitor 5  -2.72 7.67E-03 

CAD13_HUMAN Cadherin-13 precursor  -2.75 6.64E-04 

CD166_HUMAN CD166 antigen precursor  4.46 2.59E-03 

CD9_HUMAN CD9 antigen  -2.44 4.93E-02 

MUC18_HUMAN Cell surface glycoprotein MUC18 precursor  -2.41 4.87E-02 

P53_HUMAN Cellular tumor antigen p53  1.82 7.19E-04 

COF1_HUMAN Cofilin-1  -1.56 8.08E-05 

PRKDC_HUMAN DNA-dependent protein kinase catalytic subunit  -49.22 1.51E-02 -53.90 4.49E-04 

DNJB1_HUMAN DnaJ homolog subfamily B member 1  -1.57 6.33E-03 

ELAV1_HUMAN ELAV-like protein 1  2.30 2.52E-03 

EF1A1_HUMAN Elongation factor 1-alpha 1  -1.59 1.04E-05 

ETHE1_HUMAN ETHE1 protein, mitochondrial precursor  2.82 6.24E-03 

XPO2_HUMAN Exportin-2  -1.55 2.44E-03 

FAS_HUMAN Fatty acid synthase  -1.61 1.86E-02 -1.61 2.59E-03 

FINC_HUMAN Fibronectin precursor  -12.58 2.07E-03 -10.26 9.05E-05 

FEN1_HUMAN Flap endonuclease 1  -2.13 4.40E-02 

LG3BP_HUMAN Galectin-3-binding protein precursor  12.69 2.85E-03 

DHE3_HUMAN Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial precursor  2.61 2.54E-02 2.64 2.74E-02 

G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  -1.58 6.85E-05 

GRN_HUMAN Granulins precursor  40.63 3.13E-03 

GBB2_HUMAN 
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 
beta-2  1.66 3.45E-02 

HMGB1_HUMAN High mobility group protein B1  -18.86 4.35E-02 

HINT1_HUMAN Histidine triad nucleotide-binding protein 1  -1.61 8.62E-03 

HYOU1_HUMAN Hypoxia up-regulated protein 1 precursor  1.96 1.48E-02 

ITB1_HUMAN Integrin beta-1 precursor  1.98 2.39E-02 

KHDR1_HUMAN 
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-
associated protein 1  -4.35 4.27E-03 
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Accessionnummer Proteinname t2 h 30 t6 h 30 

F.CH. p-Wert F.CH. p-Wert 

LGUL_HUMAN Lactoylglutathione lyase  -1.61 5.36E-03 

LMNA_HUMAN Lamin-A/C  1.57 7.17E-03 1.55 1.02E-03 

LMNB1_HUMAN Lamin-B1  1.54 1.62E-02 1.65 4.70E-05 

ACSL4_HUMAN Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4  -1.67 2.52E-02 

IMMT_HUMAN Mitochondrial inner membrane protein  1.78 5.02E-02 1.81 3.74E-04 

NQO1_HUMAN NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1  -2.86 3.23E-03 

YBOX1_HUMAN Nuclease-sensitive element-binding protein 1  -1.51 1.58E-03 -1.53 4.48E-05 

NDKA_HUMAN Nucleoside diphosphate kinase A  -1.38 3.94E-02 -2.23 3.55E-03 

LIS1_HUMAN Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit alpha  -2.32 2.48E-03 

PARP1_HUMAN Poly [ADP-ribose] polymerase 1  -9.89 5.99E-03 -36.90 1.35E-02 

PHB_HUMAN Prohibitin  1.55 3.95E-01 1.87 3.62E-03 

SET_HUMAN Protein SET  -1.88 9.49E-06 -1.74 3.50E-04 

PTMA_HUMAN Prothymosin alpha [Contains: Thymosin alpha-1]  -1.81 6.11E-03 

PDXK_HUMAN Pyridoxal kinase  -1.84 1.73E-02 

RAC1_HUMAN Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 precursor  -1.72 2.84E-02 

PAK2_HUMAN Serine/threonine-protein kinase PAK 2  -1.50 1.69E-02 

STAT3_HUMAN Signal transducer and activator of transcription 3  -5.55 8.31E-03 

AT1A1_HUMAN 
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 
precursor  -1.89 1.00E-02 

SND1_HUMAN Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1  -2.08 8.32E-03 -2.79 2.47E-03 

DHSA_HUMAN 
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, 
mitochondrial precursor  1.52 1.67E-02 

DHSB_HUMAN 
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, 
mitochondrial precursor  2.17 3.79E-02 

SODC_HUMAN Superoxide dismutase [Cu-Zn]  -1.62 1.33E-03 

TADBP_HUMAN TAR DNA-binding protein 43  1.50 1.21E-02 

TXND5_HUMAN Thioredoxin domain-containing protein 5 precursor  2.22 3.34E-03 

TRXR1_HUMAN Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic  -2.23 2.57E-02 

TSP1_HUMAN Thrombospondin-1 precursor  -2.27 1.26E-03 -2.70 2.61E-04 

KITH_HUMAN Thymidine kinase, cytosolic  -1.67 4.44E-02 -1.86 1.14E-02 

TIF1B_HUMAN Transcription intermediary factor 1-beta  1.55 1.00E-02 1.61 3.98E-03 

RHOA_HUMAN Transforming protein RhoA precursor  -1.85 3.49E-02 -1.78 1.73E-02 

TBB3_HUMAN Tubulin beta-3 chain  -1.58 2.75E-02 

UBQL1_HUMAN Ubiquilin-1  -1.58 2.81E-02 

RD23B_HUMAN UV excision repair protein RAD23 homolog B  -2.72 2.50E-03 

VDAC1_HUMAN Voltage-dependent anion-selective channel protein 1  1.94 3.11E-05 

F. CH. = Fold Change 
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TEIL E: DISKUSSION 
 
Einer Staphylokokken-Infektion geht zunächst die Besiedlung der Wirtszellen durch die 

Bakterien voraus. Während des ersten Kontaktes sind die Wirtszellen den Proteinen 

ausgesetzt, welche seitens der Bakterien produziert und anschließend in das externe 

Milieu exportiert bzw. sekretiert werden.  

Innerhalb dieser Arbeit wurde das extrazelluläre Proteom von S. aureus RN1HG 

entlang des Wachstums in 2 Kulturmedien (pMEM, TSB) untersucht. Desweiteren 

wurde der Einfluss von SigB auf die Zusammensetzung des extrazellulären Proteoms in 

pMEM studiert. Durch die Analyse des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG 

und dessen isogener ∆sigB Mutante in pMEM konnte auch der Einfluss sekretierter 

Staphylokokken-Proteine auf die S9-Epithelzellen beurteilt werden. Diese Thematik 

wurde im Rahmen einer Diplomarbeit bearbeitet (Stefan Muschter, Universität 

Greifswald), wobei S9-Zellen mit den bakteriellen Überständen der späten stationären 

Phase behandelt wurden.  

Die Adaptation des bakteriellen Wachstums an ein Zellkulturmedium ermöglichte 

zudem Invasionsstudien an humanen Epithelzellen (S9-Zellen) ohne mediumbedingte 

Effekte. Somit konnte das Zusammenspiel von pathogenen Bakterien und ihren 

Wirtszellen ohne Sekundäreffekte untersucht werden. 

 
1. Charakterisierung des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG in 

Abhängigkeit vom Kulturmedium 

 

Bakterien sekretieren in Kultur in Minimalmedium eine beträchtlich geringere Menge 

an Proteinen (Hirose et al., 2000), als in Kultur in Vollmedium, wie z. B. TSB, in dem 

eine maximale Menge sekretierter Proteine erzielt wird (Antelmann et al., 2001). Soll 

allerdings der Effekt extrazellulärer Proteine auf eukaryotische Zellen untersucht 

werden, kann der Zusatz von TSB-Mediumbestandteilen die Zellantwort beeinflussen. 

Es wurde von daher ein eukaryotisches Zellkulturmedium an das Wachstum von 

S. aureus RN1HG adaptiert (pMEM). Daraufhin wurde in Vorbereitung auf 

Zellinvasionsexperimente das extrazelluläre Proteom von S. aureus RN1HG in pMEM 

untersucht. Zum Vergleich wurde das extrazelluläre Proteom in TSB analysiert.   

Es konnte gezeigt werden, dass insgesamt 248 Proteine in beiden Kulturmedien 

identifiziert wurden. Allerdings wurden in TSB zusätzlich 220 weitere Proteine 
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detektiert im Vergleich zu 66 Proteinen in pMEM. Jedoch handelte es sich im TSB 

vorrangig um zytoplasmatische Proteine (180-260 Proteine), deren Nachweis im 

extrazellulären Proteom wahrscheinlich auf eine partielle Lyse zurückzuführen ist. 

Dahingegen wurden in pMEM lediglich 90-100 zytoplasmatische Proteine 

nachgewiesen. Offenbar kommt es in Kultur in definierten Medien im Vergleich zum 

Vollmedium zu einer geringeren Zelllyse. Damit wird eine Kontamination mit 

zytoplasmatischen Proteinen im Minimalmedium minimiert.  

Nach der Einteilung der identifizierten Proteine hinsichtlich ihrer biologischen Funktion 

wurde deutlich, dass für die Pathogenität wichtige Proteingruppen sowohl in TSB als 

auch in pMEM synthetisiert wurden. So konnten Toxine wie α-Hämolysin (Hla) oder γ-

Hämolysin (HlgA, HlgC) und Virulenzfaktoren, wie Cystein-Protease (SspB), 

Glytamylendopeptidase (SspA), Lipase (Lip), Staphopain (StpH) und Adhäsine 

(Clumping-Faktoren, Protein A) nach Kultivierung in beiden Medien nachgewiesen 

werden. Auch Proteine der Zellwandsynthese und des Zellwandabbaus wie Autolysin 

(Atl), Immunodominant Antigen A (IsaA), Peptidoglykanhydrolase (LytM) oder 

Secretory Antigen Precursor (SsaA) wurden in beiden Medien identifiziert. Proteine für 

Zellwandsynthese und -abbau nahmen in pMEM ca. 15 % und in TSB 20 % des 

extrazellulären Proteoms ein und dienen unter anderem auch der Erschließung 

alternativer Nährstoffquellen (Antelmann et al., 2002, Voigt et al., 2006). Weiterhin 

konnten Proteine wie z. B. Leukotoxin D (LukD), Aureolysin (Aur) oder Serin-

Proteasen (SplB, SplF) lediglich in pMEM nachgewiesen werden. Damit führt das 

Wachstum im Minimalmedium auch zur Sekretion spezifischer Proteine (Voigt et al., 

2006) und kann den Staphylokokken einen Wachstumsvorteil in extremen Habitaten 

wie z. B. dem Wirtsorganismus verschaffen.  

Auf Proteomebene konnte somit nachgewiesen werden, dass die Pathogenität 

beeinflussende Proteingruppen in beiden Medien sekretiert wurden. Zudem war der 

Anteil zytoplasmatischer Proteine nach Kultur in pMEM deutlich geringer als nach 

Kultur in TSB. Weiterhin wurde festgestellt, dass in Abhängigkeit vom Medium in 

geringen Umfang eine Sekretion spezifischer Proteine erfolgte. Bezogen auf die 

Kultivierung von S. aureus RN1HG gelang in pMEM der Nachweis einiger zusätzlicher 

Proteine (z. B. LukD, SplB, SplF), die die Pathogenität des Erregers beeinflussen 

können. 

Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass sich in beiden Medien die 

Zusammensetzung des extrazellulären Proteoms nur minimal unterscheidet. Daher 
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konnte das optimierte Zellkulturmedium pMEM für die nachfolgenden 

Invasionsexperimente eingesetzt werden. 

 

2. Variation der Genexpression von S. aureus RN1HG in Abhängigkeit vom 

Kulturmedium 

 

Die Zusammensetzung des bakteriellen Proteoms variiert in Abhängigkeit von äußeren 

Faktoren (Umwelt, Stress). Diese Adaptation an veränderte Bedingungen erfolgt sehr 

schnell und wird durch das Zusammenwirken diverser Regulatoren ermöglicht. Die 

Expression der Regulatorproteine wird in vitro jedoch auch durch die Verwendung des 

Kultivierungsmediums maßgebend beeinflusst. Eine Studie von Ray et al., 2009, zeigte, 

dass die Expression von Regulons (agr, mgrA, RNA II, RNA III, sarR) und einiger 

Virulenzfaktoren (aur, hla, hlb, spa, sspA) in gebräuchlichen Kulturmedien (z. B. BHI, 

LB, MH, TH, TSB) sehr variabel ist. Eine verringerte Expression erfolgt z. B. für α-

Hämolysin in Gegenwart von Glukose und Natriumchlorid (Duncan und Cho, 1972, 

Regassa et al., 1992, Schlievert et al., 1992, Ohlsen et al., 1997). 

Da das Kultivierungsmedium über die Nährstoffzusammensetzung auch die daraus 

resultierende Wachstumsrate oder Zelldichte bestimmt, sollte auch die Expression 

ausgewählter Regulons und Virulenzfaktoren untersucht werden.  

Bereits der Vergleich der maximal erreichten optischen Dichten zeigte, dass in 

Übereinstimmung mit den Erwartungen in TSB weitaus höhere optische Zelldichten 

(OD600 = 7) erzielt wurden als in pMEM (OD600 = 1,5). Eine Vielzahl von Genen wird 

in S. aureus in Abhängigkeit an die bakterielle Zelldichte („quorum sensing“) über 2-

Komponenten-Systeme exprimiert. Zu diesen 2-Komponenten-Systemen gehört z. B. 

das agr-System, welches aus 2 divergenten Transkriptionseinheiten (RNAII und 

RNAIII) besteht, die ausgehend von 2 Promotoren (P2 und P3) transkribiert werden. 

RNAII kodiert die vier Strukturproteine AgrBDCA. AgrD kodiert für die Synthese 

eines Oktapeptids (autoinducing peptid, AIP), welches durch AgrB nach außen 

sekretiert wird. Die Menge der extrazellulären AIP-Konzentration korreliert mit der 

Bakteriendichte. AgrD bindet an die Sensorkinase AgrC, wodurch es zur 

Konformationsänderung und damit zur Phosphorylierung von AgrC kommt. Dies führt 

schließlich zur intrazellulären Signaltransduktion, wobei der Response-Regulator AgrA 

durch Phosphorylierung aktiviert wird. Dadurch kommt es zur Autoaktivierung der 

RNAII- als auch der RNAIII-Expression. RNA III stellt das eigentliche Effektormolekül 
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des agr-Systems dar (Janzon und Arvidson, 1990, Novick et al., 1993, Novick, 2000) 

und wird nach dem Erreichen der post-exponentiellen Wachstumsphase in großen 

Mengen exprimiert. Somit kann die Expression von RNA III für die Aktivität des agr-

System herangezogen werden. Sowohl im TSB- als auch im pMEM-Medium konnte für 

S. aureus RN1HG eine erhöhte Expression mit dem Eintritt in die stationäre Phase 

beobachtet, wobei das Transkriptionsniveau für TSB, aufgrund der höheren Zelldichte, 

weitaus höher war.  

 

 
Abb. 39: Schematische Darstellung des agr-Systems. 

Der „accessory gene regulator“ (agr) ist ein 2-Komponenten-System. Die Aktivierung erfolgt über die 

Bakteriendichte. Durch Synthese eines von agrD kodierten Oktapeptids (AIP) und dessen Sekretion 

seitens AgrB kommt es zur Akkumulation des AIP im extrazellulären Milieu. Nach Bindung des 

modifizierten AIP an das membranintegrierte Sensorprotein AgrC wird die Phosphorylierung des 

Response-Regulators AgrA vermittelt. Durch eine Rückkopplungsschleife (abhängig von der 

extrazellulären Oktapeptid-Konzentration) kommt es schließlich zur Autoaktivierung der RNAII- als auch 

der RNAIII-Expression. Das agr-System reprimiert Zellwand-gebundene Adhäsine und aktiviert 

extrazelluläre Toxine nach Eintritt in die postexponentielle Phase (modifiziert nach Lowy, 1998, Goerke 

und Wolz, 2004, Novick und Geisinger, 2008). 

 

Bei Kultivierung in TSB konnte für S. aureus RN1HG eine hla Induktion und eine spa 

Repression nach Eintritt in die stationäre Phase beobachtet werden. Beide 
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Expressionsprofile sind auf den Einfluss des agr-Systems zurückzuführen. Dieses 

aktiviert die Transkription von Exoproteinen (Recsei et al., 1986, Morfeldt et al., 1988, 

Peng et al., 1988) und reprimiert die Expression von Oberflächenproteinen, welche als 

Virulenzfaktoren fungieren (Novick et al., 1993, Novick, 2000, Novick, 2003, Cheung 

et al., 2004a). Obwohl in pMEM keine hohen Zelldichten erreicht wurden, konnte eine 

spa Repression nach Eintritt in die stationäre Phase und eine im Vergleich zur TSB 

höhere hla Expression für die frühe stationäre Phase beobachtet werden. Demnach kann 

angenommen werden, dass die Expression beider Virulenzfaktoren in pMEM entweder 

auch schon bei niedrigeren Zelldichten agr-abhängig erfolgt, oder wohlmöglich durch 

sarA, dessen Expression während der exponentiellen Wachstumsphase verstärkt ist, 

vermittelt wird. Außerdem könnte codY einbezogen sein. So wiesen Majerczyk et al. 

(2008) nach, dass codY die Expression von RNAIII und hla reprimiert. Eine mögliche 

Regulation über codY wäre denkbar, da dessen Expression in pMEM mit Eintritt in die 

stationäre Phase im Vergleich zur Expression in TSB deutlich reduziert ist. 

Zusammenfassend soll darauf hingewiesen werden, dass die Expression von 

Virulenzgenen aufgrund der gewählten Wachstumsbedingungen wie beschrieben auch 

variiert. Insgesamt wurde festgestellt, dass die Expression der regulatorischen Gene 

(agr, RNA III, SarA) innerhalb der beiden Medien vergleichbar ist. Es zeigte sich jedoch 

ein verstärktes Expressionsniveau der untersuchten regulatorischen Gene in Kultur in 

TSB. Demzufolge variierte auch das Expressionsniveau der durch sie regulierten 

Virulenzgene (hla, lip). Trotz der Unterschiede hinsichtlich des Transkriptionslevels ist 

der Einsatz des pMEM-Mediums für die bakterielle Kultivierung vorzuziehen, da durch 

die Verwendung des pMEM-Mediums innerhalb von Infektionsstudien die 

Infektionsabläufe besser simuliert werden können und somit besser für in vitro Studien 

geeignet sind. Die Simulation höherer Zelldichten in pMEM könnte durch eine 

Aufkonzentration der Staphylokokken erfolgen. 

 

3. Charakterisierung der Zusammensetzung des extrazellulären Proteoms von 

S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB in pMEM 

 

Die Sekretion von Proteinen ist eine charakteristische Eigenschaft von prokaryotischen 

und eukaryotischen Zellen. Besonders bei pathogenen Bakterien ist der Transport von 

Proteinen in das externe Milieu von entscheidender Bedeutung, da durch sie das 

Überleben im Wirtsorganismus gesichert wird. Bei den sekretierten Proteinen kann es 
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sich um Proteine der Zellwandbiosynthese und des Zellwandabbaus, Proteine für die 

Erschließung von Nährstoffquellen oder auch Virulenzfaktoren handeln (Antelmann et 

al., 2001, Ziebandt et al., 2004). Eine Vielzahl von Virulenzfaktoren wird in 

Abhängigkeit von der Wachstumsphase synthetisiert. Für S. aureus RN1HG konnten für 

die exponentielle Wachstumsphase Adhäsine (z. B. Clumping-Faktoren, Elastin-

Bindeprotein, Fibrinogen-Bindeprotein) aber auch Toxine (z. B. α-Hämolysin, 

Aureolysin, Staphylokinase, Staphopain) und Proteine der Zellwandbiosynthese und -

abbau (z. B. Immunodominant Antigen A, Peptidoglykanhydrolase) identifiziert 

werden. Die frühe stationäre Phase war vor allem durch das Auftreten von Toxinen und 

anderen Virulenzfaktoren (z. T. α-Hämolysin, Serin-Protease SplB, Staphopain, 

Thermonuklease) gekennzeichnet, welche z. T. schon in der exponentiellen 

Wachstumsphase sekretiert wurden, aber nun in erhöhter Abundanz auftraten. In der 

späten stationären Phase verringerte sich die Abundanz der an der Pathogenität 

beteiligten funktionellen Gruppen.  

Die Synthese von Virulenzfaktoren in Abhängigkeit von der Wachstumsphase ist an die 

wachstumsphasenspezifische Aktivierung agr, sarA oder auch sigB kontrollierten 

Regulons geknüpft (Kullik et al., 1998, Novick, 2003, Cheung et al., 2004a, Ziebandt et 

al., 2004, Senn et al., 2005, Feng et al., 2007, Mitchell et al., 2008). Innerhalb dieser 

Studie wurde das extrazelluläre Proteom von S. aureus RN1HG im Vergleich zur 

isogenen ∆sigB Mutante analysiert. Mit Hilfe der gelfreien Methoden konnten für 

S. aureus RN1HG 314 verschiedene Proteine und für S. aureus RN1HG ∆sigB 302 

Proteine mit mindestens 2 Peptiden identifiziert werden. Ein anschließender Vergleich 

der Proteine innerhalb der gleichen Wachstumsphasen zeigte, dass ein relativ hoher 

Anteil der Proteine in beiden Stämmen identisch ist (exponentiell: 180 Proteine, früh 

stationär: 137 Proteine, spät stationär: 169 Proteine). Nach der Klassifizierung der 

funktionellen Gruppen wurde deutlich, dass neben Toxinen auch Virulenzfaktoren oder 

Proteine zur Zellwandbiosynthese und -abbau im extrazellulären Proteom nachgewiesen 

werden konnten und in Bezug des prozentualen Anteils an Intensitäten den Haupanteil 

des extrazellulären Proteoms umfassen. Im extrazellulären Proteom von 

S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB konnten diverse Virulenzfaktoren identifiziert 

werden. Viele dieser Faktoren konnten während der Kultivierung in beiden Stämmen 

nachgewiesen werden. Virulenzfaktoren sind für die Etablierung einer S. aureus-

Infektion wichtig. Protein A kann zum einen die Fc-Region von Immunglobulin G 

binden und blockiert damit die C1-Kaskade des Komplementsystems und somit auch 
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die Phagozytose über Neutrophile (Verhoef et al., 2004). Durch Gómez et al. (2004) 

konnte nachgewiesen werden, dass Protein A auch mit dem Rezeptor des Tumor-

Nekrose-Faktors α interagiert. Dieser Protein A-TNFR1-Komplex spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Pathogenese von Pneumonien, die durch Staphylokokken 

ausgelöst werden. Die Staphylokinase (Sak) reagiert mit zellwandgebundenem 

Plasminogen. Das aktivierte Plasmin kann Immunglobulin G und auch C3b spalten und 

blockiert die Opsonierung und damit die anschließende Phagozytose durch Neutrophile 

(Rooiijakkers et al., 2005a). Die Staphylokinase fördert die Internalisierung und die 

Persistenz im Wirtsorganismus durch die Interaktion mit Plasminogen (Christner und 

Boyle, 1996, Mölkanen et al., 2002) und α-Defensin (Jin et al., 2004, Bokarewa et al., 

2006). 

Auch Autolysine, darunter das bifunktionelle Autolysin (Atl), das Immunodominant 

Antigen A (IsaA) oder das SceD-Protein, konnten sowohl in S. aureus RN1HG als auch 

in dessen isogener ∆sigB Mutante identifiziert werden. Autolysine dienen primär der 

Hydrolyse des Peptidoglykans und erfüllen somit wichtige Funktionen bei der 

Zellteilung und Zellexpansion (Stapleton et al., 2007). Für die Autolysine IsaA und 

SceD konnte auch eine Rolle bei der Interaktion von S. aureus mit dem Wirt ermittelt 

werden. Die Menge von SceD wird in Gegenwart von NaCl erhöht und könnte demnach 

für die Etablierung einer S. aureus-Infektion des Nasenraums mit verantwortlich sein 

(Lorin et al., 1972).  

Desweiteren konnten Proteasen nachgewiesen werden. Während aber Aureolysin (Aur), 

Glutamylendopeptidase (SspA), Cystein-Protease (SspB) und Staphopain (StpH) in 

beiden Stämmen identifiziert werden konnten, traten in der 

S. aureus RN1HG ∆sigB Mutante zusätzlich einige Serin-Proteasen, wie Spl A, C oder 

E auf, für die eine Expression in ∆sigB Mutanten bereits dokumentiert wurde (Bischoff 

et al., 2004, Ziebandt et al., 2004). Proteolytische Enzyme können die Pathogenität von 

S. aureus beeinflussen. So unterstützen Proteasen die Aktivierung anderer bakterieller 

Enzyme, wie z. B. Lipase (Rollof und Normark, 1992), den Abbau von Toxinen (z. B. 

α-Hämolysin) (Lindsay und Foster, 1999) und Oberflächenproteinen wie Fibronektin-

Bindeprotein (McGavin et al., 1997), Protein A (Karlsson, et al., 2001) oder Clumping 

Faktor B (McAleese et al., 2001) sowie die Spaltung von Zytokinen (Bank und 

Ansorge, 2000). Zudem wird die Aktivierung von B- und T-Lymphozyten durch 

Aureolysin stimuliert oder die Spaltung der schweren Ketten von Immunglobulinen 

durch die Glytamylendopeptidase bewirkt (Prokesova et al., 1991). Die Synthese der 
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Proteasen korreliert mit der Expression von sarA (Karlsson und Arvidson, 2002). Die 

Inaktivierung von sarA führt zu einer verstärkten Induktion von Proteasen. Dahingegen 

kommt es bei einer sarA-Überexpression zu einer Repression der Proteasen, wobei die 

erhöhte Expression von sarA durch eine vermehrte Transkription des SigB-abhängigen 

P3-Promoters auftritt (Karlsson und Arvidson, 2002).  

Auch 1-Phosphatidylinositol-Phosphodiesterase (Plc) und die Hyaluronatlyase (HysA) 

werden als mögliche Virulenzfaktoren diskutiert. In beiden untersuchten S. aureus-

Stämmen wurde Plc detektiert. Dieses Protein begünstigt die Adhäsion von 

L. monocytogenes an Epithelzellen und vermittelt den Ausbruch der Bakterien aus den 

Phagosomen (Krawczyk-Balska und Bielecki, 2005, Wie et al., 2005). HysA konnte in 

der S. aureus RN1HG ∆sigB Mutante identifiziert werden. Der HysA-positive 

S. aureus-Stamm 8325-4 verursachte im Mausmodel offene, verkrustete Läsionen auf 

der Hautoberfläche (Makris et al., 2004). Im S. aureus-Stamm 8325-4 ist das rsbU Gen 

durch eine 11 bp Deletion inaktiviert. Da SigB nur mit dem intakten RsbU aktiv ist, 

kann angenommen werden, dass HysA nur in Abwesenheit von aktivem SigB 

synthetisiert wird.  

Zudem konnte das hypothetische Protein SAOUHCS_02169 (Chp), welches für 

S. aureus COL als chemotaktisches Protein CHIPS annotiert ist, für S. aureus RN1HG 

nachgewiesen werden. Über 62 % der S. aureus-Stämme sekretieren das chemotaktische 

Protein CHIPS (chemotaxis inhibitory protein of staphylococci) (Rooiijakkers et al., 

2005b). Dieses Protein verhindert die Phagozytose durch die Blockierung des Formyl-

Peptid-Rezeptors (FPR) und des C5a-Rezeptors (C5aR) (de Haas et al., 2004). FBR 

erkennt die bei der bakteriellen Translation auftretenen formyl-Methionin-Peptide, die 

als Chemoattractanten für phagozytierende Leukozyten gelten.  

Bei der Untersuchung des extrazellulären Proteoms von S. aureus RN1HG und der 

isogenen ∆sigB Mutante stellte sich heraus, dass neben den sekretierten Proteinen auch 

ein hoher Anteil Zellwand- und Membran-assoziierter Proteine nachgewiesen werden 

konnte. Insgesamt handelte es sich um 31 Proteine, die zusammen für beide Stämme 

während des Wachstums im extrazellulären Proteom identifiziert wurden (z. B. 

Clumping-Faktoren, Protein A). Bekannt ist, dass während des exponentiellen 

Wachstums mehr Zellwandproteine im externen Milieu nachgewiesen werden können 

als in den nachfolgenden Wachstumsphasen (Antelmann et al., 2002, Voigt et al., 

2006). Diese werden durch die Aktivität extrazellulärer Proteasen in das umgebende 

Medium abgegeben (Antelmann et al., 2002).  



TEIL E: DISKUSSION 

123 
 

Eine Vielzahl von Proteinen wird mit einer N-terminalen Signalpeptidsequenz 

synthetisiert und entsprechend der Struktur des Signalpeptids über klassische 

Sekretionswege nach außen sekretiert (z. B. Sec-Sekretionsweg) und prozessiert. 

Insgesamt wurde für 59-69 % der Proteine von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB 

mit Hilfe von P-Sort ein Signalpeptid vorhergesagt. Die im extrazellulären Proteom von 

S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB identifizierten Proteine wurden mit bereits 

bekannten sekretierten Proteinen aus der Studie von Sibbald et al. (2006) verglichen, in 

der das Sekretom von 9 Staphylokokken-Stämme charakterisiert wurde. Insgesamt 58 

Proteine mit einem Signalpeptid für den Sec-Sekretionsweg konnten dabei in allen 

untersuchten 9 Stämmen nachgewiesen werden und wurden als sog. „core“-Sekretom 

definiert. Dazu gehören Proteasen (z. B. Aur, SspA, SspB), Lipase, 

Peptidoglykanhydrolase sowie Oberflächenproteine wie Protein A und Fibrinogen-

Bindeprotein. 94 Proteine, ebenfalls mit möglichem Signalpeptid, waren nicht in allen 

Stämmen vorhanden und wurden als sog. „variables“-Sekretom bezeichnet. Hierzu 

zählen Toxine (z. B. Hla, Hlb, TSST-1) oder Staphylokinase. Neben den mit 

Signalpeptid identifizierten Proteinen wurden im Sekretom der 9 Stämme auch Proteine 

ohne bekanntes Signalpeptid identifiziert. Beim Abgleich der für S. aureus RN1HG und 

RN1HG ∆sigB identifizierten Proteine ohne Signalpeptid mit denen in der Studie von 

Sibbald et al. (2006) nachgewiesenen Proteinen ohne Signalpeptid konnte festgestellt 

werden, dass insgesamt 53 Proteine ohne Signalepeptid (Tab. 58) übereinstimmen.  

 

Tab. 58: Im extrazellulären Proteom von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB identifizierte Proteine 

ohne Signalpeptid, welche bereits nach Sibbald et al. (2006) im Sekretom anderer S. aureus-Stämme 

nachgewiesen wurden. 

Locus Tag A Proteinname A Beschreibung

SAOUHSC_01493 RpsA 30S ribosomal protein S1, putative 

SAOUHSC_01605 Gnd 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 

SAOUHSC_00365 AhpC alkyl hydroperoxide reductase 

SAOUHSC_00364 AhpF alkyl hydroperoxide reductase, subunit F, putative 

SAOUHSC_01327 KatA catalase 

SAOUHSC_02255 GroES chaperonin, 10 kDa, GroES, putative 

SAOUHSC_02254 GroL,GroEL chaperonin, 60 kDa, GrpEL, putative 

SAOUHSC_01684 GrpE co-chaperone GrpE 

SAOUHSC_01403 CspA cold shock protein, putative 

SAOUHSC_02869 RocA delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, putative 

SAOUHSC_01042 PdhC 
dihydrolipoamide S-acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase 
complex E2, putative 

SAOUHSC_01683 DnaK DNAk protein, putative 
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Locus Tag A Proteinname A Beschreibung

SAOUHSC_01501 EbpS elastin binding protein 

SAOUHSC_00799 Eno enolase 

SAOUHSC_02926 fructose-bisphosphate aldolase class-I, putative 

SAOUHSC_00900 Pgi glucose-6-phosphate isomerase 

SAOUHSC_01287 GlnA glutamine synthetase, type I 

SAOUHSC_00509 GltX glutamyl-tRNA synthetase 

SAOUHSC_00795 Gap1,Gap glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I 

SAOUHSC_00375 GuaA GMP synthase, putative 

SAOUHSC_00717 hypothetical protein SAOUHSC_00717 

SAOUHSC_00767 YfiA hypothetical protein SAOUHSC_00767 

SAOUHSC_00997 hypothetical protein SAOUHSC_00997 

SAOUHSC_01819 hypothetical protein SAOUHSC_01819 

SAOUHSC_01868 hypothetical protein SAOUHSC_01868 

SAOUHSC_01964 TRAP hypothetical protein SAOUHSC_01964 

SAOUHSC_02143 hypothetical protein SAOUHSC_02143 

SAOUHSC_02366 FbaA, Fba hypothetical protein SAOUHSC_02366 

SAOUHSC_02441 Asp23 hypothetical protein SAOUHSC_02441 

SAOUHSC_00937 PepF,PepB oligoendopeptidase F 

SAOUHSC_01652 PbpF,Pbp3 penicillin-binding protein 3 

SAOUHSC_00574 Pta phosphate acetyltransferase 

SAOUHSC_01028 PtsH phosphocarrier protein hpr, putative 

SAOUHSC_01029 PtsI phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase 

SAOUHSC_00796 Pgk phosphoglycerate kinase, putative 

SAOUHSC_00798 * Pgm,GpmI phosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphoglycerate-independent 

SAOUHSC_02703 GpmA phosphoglycerate mutase, putative 

SAOUHSC_01430 Crr phosphotransferase system enzyme IIA, putative 

SAOUHSC_01040 PdhA pyruvate dehydrogenase complex, E1 component, alpha subunit, putative 

SAOUHSC_02478 RplM ribosomal protein L13 

SAOUHSC_01759 MreC rod shape-determining protein MreC 

SAOUHSC_02354 GlyA serine hydroxymethyltransferase, putative 

SAOUHSC_01218 SucD succinyl-CoA synthetase, alpha subunit, putative 

SAOUHSC_01653 SodA superoxide dismutase, Mn, putative 

SAOUHSC_00818 Nuc thermonuclease precursor 

SAOUHSC_00785 TrxB thioredoxin reductase 

SAOUHSC_01714 GreA transcription elongation factor GreA 

SAOUHSC_01337 Tkt transketolase 

SAOUHSC_00529 FusA,Fus translation elongation factor G 

SAOUHSC_01234 Tsf translation elongation factor Ts 

SAOUHSC_00530 Tuf translation elongation factor Tu 

SAOUHSC_01779 Tig trigger factor 

SAOUHSC_00797 TpiA,Tpi triosephosphate isomerase 

Die in dieser Tabelle aufgelisteten Proteine konnten bereits in der Studie von Sibbald et al. (2006) über 

Sekretomanalysen in verschiedenen S. aureus-Stämme identifiziert werden. 
A Locus und Proteinname beziehen sich auf S. aureus 8325. 

* nur in der gelbasierten Methode (2D-Gelelektophorese) nachweisbar. 
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Immer wieder belegen Studien, dass im extrazellulären Proteom neben Proteinen mit 

Signalpeptiden auch Proteine ohne ein spezifisches Sekretionssignal nachgewiesen 

werden (Hirose et al., 2000, Antelmann et al., 2001). Diesen Proteinen wird zumeist 

eine Lokalisation im Zytoplasma vorhergesagt wird. So wurden in einer Studie von 

Voigt et al., 2006 im Sekretom von B. licheniformis 55 zytoplasmatische Proteine 

identifiziert. Nicht eindeutig geklärt ist, ob diese Proteine über bisher unbekannte 

Signalwege (Voigt et al., 2006) oder durch partielle Lyse ins Medium gelangen (Lei et 

al., 2000, Chaussee et al., 2001, Trost et al., 2005, Voigt et al., 2006, Burlak et al., 

2007). Auch bei der Untersuchung von 2 MRSA-Stämmen setzte sich das extrazelluläre 

Proteom zu ca. 30 % aus zytoplasmatischen Proteinen zusammen (Burlak et al., 2007). 

Zu den zytoplasmatischen Proteingruppen gehören Transportproteine, Proteine des 

Energiestoffwechsels, der Proteinbiosynthese oder der Transkription. Stressproteine 

wurden zu 8 % detektiert, darunter Alkylhydroperoxidereduktasen (AhpC, AhpF), 

Superoxiddismutase (Sod), Katalase (Kat), Thioredoxin (TrxA), Thioredoxinreduktase 

(TrxB) oder Hitzeschockproteine wie z. B. GroES (Burlak et al., 2007). Auch im 

extrazellulären Proteom von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB wurden neben 

proteolytischen und degradativen Proteinen auch Stressproteine (z. B. GroEL, SodM, 

Trx) identifiziert. Für einige Proteine ohne Signalpeptid kann eine Translokation über 

den SecA2-Sekretionsweg nachgewiesen werden. Dazu gehören u. a. 

Superoxiddismutase (Sod) in M. tubercolosis (Braunstein et al., 2001) oder auch 

Enolase (Eno), Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) oder Chaperon GroEL in 

Listeria monocytogenes (Lenz und Portnoy, 2002). Zudem wurde z. B. für die 

„extrazelluläre“ Enolase eine Bindung an Plasminogen nachgewiesen, die somit 

eventuell relevant für die Adhäsion an Wirtszellen ist (Pancholi und Fischetti, 1998, 

Bergmann et al., 2001, Jong et al., 2003, Sha et al., 2003). Desweiteren wurden im 

extrazellulären Proteom von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB Proteine für die 

Transkription und Replikation (z. B. GreA, Hu, RpoE) identifiziert. Der Nachweis von 

Transkriptionsfaktoren im extrazellulären Proteom ist nicht abwegig, da diese für die 

Signaltransduktion und damit für die Interaktion mit dem Wirt essentiell sein können 

(Kreikemeyer et al., 2003). 
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4. Einfluss von SigB auf die Zusammensetzung des extrazellulären Proteoms von 

S. aureus RN1HG 

 

Da wie bereits erwähnt wurde, ein hoher Anteil der im extrazellulären Proteom 

identifizierten Proteine sowohl in S. aureus RN1HG als auch in dessen isogener 

∆sigB Mutante aufgefunden wurden, scheint die Vielzahl der detektierten Proteine in 

S. aureus RN1HG nicht allein durch SigB reguliert zu werden. Nur für wenige Proteine 

wurde festgestellt, dass sie entweder nur im Wildtyp oder nur in der ∆sigB Mutante 

auftraten. Charakteristisch für den Wildtyp wurden das Fibrinogen-Bindeprotein, 

Stressproteine wie z. B. Alkaline Shock-Protein 23 (asp23, spezifisches SigB-Target) 

oder Chaperonin GroES, und einige hypothetische Proteine, die u. a. regulatorischen 

Funktionen (SAOUHSC_00452/00694), dem Transport 

(SAOUHSC_00201/00311/02980) oder unbekannten Funktionen 

(SAOUHSC_00356/00845/01610) zugeordnet wurden, identifiziert. Dahingegen 

konnten die Hyaluronatlyase, die Serin-Proteasen SplA/B/E oder hypothetische Proteine 

mit unbekannten Funktionen (SAOUHSC_00252/00258/00408) nur in der 

∆sigB Mutante identifiziert werden. Da diese Befunde innerhalb dieser Studie auf 

Transkriptionsebene nicht weiter untersucht wurden, kann nicht eindeutig geklärt 

werden, ob es sich bei diesen Proteinen um spezifische SigB-Targets handelt 

(Ausnahme: asp23). Dennoch gibt es einige Studien, die den Einfluss von SigB auf das 

Auftreten von Proteinen, z. B. Glytamylendopeptidase, Serin-Protease SplA, Staphopain 

oder Thermonuklease, zeigen (z. B. Ziebandt et al., 2001, Bischoff et al., 2004, Ziebandt 

et al., 2004). 

Die im extrazellulären Proteom identifizierten Proteine von S. aureus RN1HG und 

RN1HG ∆sigB wurden mit Hilfe der Elucidator-Software quantifiziert. Diesbezüglich 

wurden mittels „labelfreier“ Quantifizierung ein Vergleich der in vermehrter bzw. 

verminderter Abundanz auftretenden Proteine zwischen S. aureus RN1HG und 

RN1HG ∆sigB angestrebt. Toxine (z. B. α-Hämolysin, γ-Hämolysin) wurden entlang 

des gesamten Wachstums verstärkt in der ∆sigB Mutante gebildet (Ausnahme: IsdI). 

Ein ähnlicher Effekt konnte für die Virulenzfaktoren (z. B. 1-Phosphatidylinositol-

Phosphodiesterase, Aureolysin, Gutamylendopeptidase, Staphylokinase, 

Thermonuklease) beobachtet werden. Dies konnte bereits in vergangenen 

Untersuchungen dokumentiert werden (Ziebandt et al., 2001, Bischoff et al., 2004, 

Ziebandt et al., 2004). Jedoch sind die den Virulenzfaktoren zugeordneten Adhäsine in 
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der ∆sigB Mutante in verminderter Abundanz vorhanden (z. B. Clumping-Faktoren, 

Elastin-Bindeprotein, Protein A). Der Einfluss von SigB auf Adhäsine, darunter 

Clumping-Faktoren (ClfA, ClfB) (Nicholas et al., 1999, Bischoff et al., 2004, 

Homerova et al. 2004, Pané-Farrè et al., 2005) oder Elastin-Bindeprotein (EbpS) ist 

ebenfalls belegt. Auch Proteine der Zellwandbiosynthese und -abbau, wie z. B. 

Immunodominant Antigen A (IsaA) (Ziebandt et al., 2004), Peptidoglykanhydrolase 

(LytM) oder Secretory Antigen Precursor (SsaA) (Bischoff et al., 2004), wurden im 

Wildtyp mit erhöhter Abundanz nachgewiesen.  

SigB übt scheinbar einen Einfluss auf die Menge der Toxine und der Virulenzfaktoren 

in den S. aureus RN1HG-Derivaten aus. So konnten die für die Pathogenität wichtigen 

Faktoren sowohl in S. aureus RN1HG als auch in dessen isogener ∆sigB Mutante 

nachgewiesen werden, wobei das Niveau dieser Faktoren für die ∆sigB Mutante 

deutlich erhöht war. Die Regulation der Faktoren, die die Pathogenität von S. aureus 

bestimmen, ist - durch die Beteiligung einer Reihe von Regulatoren (z. B. agr, sarA, 

sigB) mit oft überlappenden Kontrollen - komplex. Obwohl SigB an der Regulation von 

Virulenzfaktoren beteiligt ist, konnte bisher bei Infektionsversuchen im Tiermodell kein 

entscheidender Einfluss hinsichtlich der Pathogenität beobachtet werden (Chan et al., 

1998, Nicholas et al., 1999, Horsburgh et al., 2002, Entenza et al., 2005). Die 

Ausnahme sind Befunde in einem Tiermodell für septische Arthritis (Jonsson et al., 

2004). Klinische Isolate können sowohl SigB-positiv (Lorenz et al, 2008) als auch 

SigB-negativ (Karlsson-Kanth et al., 2006) sein. Daher wird angenommen, dass der 

Einfluss von SigB in Abhängigkeit des Infektionsverlaufs bei verschiedenen 

Krankheiten erfolgt, an denen S. aureus beteiligt ist (Karlsson-Kant et al., 2006) 

 

5. Expression von regulatorischen Genen und Virulenzgenen in Abhängigkeit von SigB 

 
Alternative Sigma-Faktoren dienen der Anpassung an veränderte Bedingungen 

(Bronner et al., 2004). Sie binden an spezifische Promotoren ihrer Targets, die 

ausschließlich durch sie transkribiert werden können.  

Zur Überprüfung der SigB-Aktivität wurde für S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB 

zunächst die Expression des Gens für das Alkaline shock protein 23 (asp23) untersucht. 

Die Transkription von asp23 erfolgte ausschließlich im Wildtyp, da das Gen erst nach 

der Bindung von SigB an dessen SigB-abhängigen Promotor transkribiert wird (Kullik 

et al., 1998, Giachino et al., 2001). Zudem konnte aufgezeigt werden, dass asp23 bereits 
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während des exponentiellen Wachstums im Wildtyp auf hohem Niveau in pMEM 

exprimiert wurde. Dieser Befund kann als Hinweis dafür gewertet werden, das SigB 

auch schon während des exponentiellen Wachstums in pMEM aktiv ist. 

Neben der Induktion von Genen, die Stressproteine kodieren, können auch Gene, die die 

Pathogenität beeinflussen durch SigB reguliert werden (Kullik et al., 1998, Gertz et al., 

1999, Gertz et al., 2000, Hecker und Engelmann, 2000). Zu diesen gehören 

beispielsweise Gene die für Adhäsine kodieren. Auf Proteomebene wurde für 

S. aureus RN1HG bereits eine verminderte Akkumulation von Clumping-Faktoren in 

∆sigB Mutanten nachgewiesen. Dies konnte für clfA auch auf Transkriptionsebene 

bestätigt werden. Die Genexpression von clfA (Nicholas et al., 1999) oder auch fnbA 

wird durch SigB erhöht und führt zu einer Steigerung der Invasionsrate in 

Endothelzellen um das Zweifache im Vergleich zu ∆sigB Mutanten (Nair et al., 2003).  

Während einerseits Proteine, die die Adhäsion an Wirtszellen erleichtern, durch SigB 

induziert werden, können andererseits Gene, die für Exoproteine kodieren, durch SigB 

reprimiert werden (Novick, 2003, Entenza et al., 2005). Diesbezüglich bestätigen 

Northern Blot-Analysen von S. aureus RN1HG und RN1HG ∆sigB für α-Hämolysin 

(hla) und Nuklease (nuc) den Einfluss von SigB auf Genexpressionsebene. Beide Gene 

wurden in der ∆sigB Mutante verstärkt exprimiert. Auch Virulenzfaktoren wie α-

Hämolysin (Cheung et al., 1999, Giachino et al., 2001, Ziebandt et al., 2001), Lipase, 

Thermonuklease (Kullik et al., 1998, Ziebandt et al., 2001), β-Hämolysin, Enterotoxin 

B, Leukotoxin D, Glycerolesterhydrolase (Ziebandt et al., 2001) und Proteasen 

(Ziebandt et al., 2001, Karlsson und Arvidson, 2002, Ziebandt et al., 2004) werden in 

∆sigB Mutanten stärker exprimiert. Die erhöhte Expression extrazellulärer Proteine in 

∆sigB Mutanten (z. B. hla, nuc) weist darauf hin, dass SigB bedeutsam für die 

Repression dieser Proteinen ist (Ziebandt et al., 2001).  

Weiterhin spielt SigB auch eine entscheidende Rolle bei der Expression anderer 

Regulatoren. Von daher wurde auch die Genexpression von RNA III untersucht. Dieses 

Transkript wurde sowohl für S. aureus RN1HG als auch für RN1HG ∆sigB verstärkt 

während der stationären Phasen transkribiert. Zudem konnte festgestellt werden, dass 

die Transkriptmenge in der ∆sigB Mutante deutlich höher war. Der Sigma-Faktor SigB 

wird als Antagonist des agr-Systems angesehen, welches entscheidend für die 

gesteigerte Expression von Exoproteinen als auch für die verringerte Expression von 

Adhäsinen während des Übergangs von der exponentiellen in die postexponentielle 

Wachstumsphase ist. Demzufolge wird vermutet, dass die Inaktivierung von SigB die 
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Virulenz von S. aureus beeinflussen kann (Bischoff et al., 2001a, Horsburgh et al., 

2002, Novick, 2003). Dies konnte innerhalb dieser Studie für hla und nuc bestätigt 

werden. Beide Exoproteine werden durch agr beim Übergang zur stationären Phase 

verstärkt exprimiert, jedoch werden sie in Anwesenheit von SigB reprimiert (Recsei et 

al., 1986, Janzon und Arvidson, 1990, Novick et al., 1993, Chan und Foster, 1998a, 

Chan und Foster, 1998b, Lindsay und Foster, 1999, Horsburgh et al., 2002, Shaw et al., 

2004).  

SigB kann auch die Expression von SarA (Bischoff et al., 2001a, Ziebandt et al. 2001, 

Novick, 2003) beeinflussen. Das sarA Operon besitzt drei Promotoren, von denen sarP1 

und sarP2 (beide Sigma-Faktor A-abhängig) während des exponentiellen Wachstums 

und sarP3 (Sigma-Faktor B-abhängig) während des Übergangs der späten 

exponentiellen Wachstumsphase zur stationären Phase aktiv ist (Bayer et al., 1996, 

Deora et al., 1997, Manna et al., 1998, Bischoff et al., 2001a, Bronner et al., 2004, Senn 

et al., 2005). SarA greift in die Kontrolle der Menge zahlreicher extrazelluläre Proteine 

(z. B. Hla, Hlb, LukD, LukE, PVL, TSST-1, V8-Protease) (Chan und Foster, 1998b, 

Chien et al., 1999, Cheung et al., 1999, Wolz et al., 2000) und Zellwandproteine (z. B. 

SpA, FbpA, FnbB, Cna) (Chan und Foster, 1998b, Gillaspy, et al., 1998, Blevins et al., 

1999, Lindsay und Foster, 1999, Tegmark, 2000) welche in die Virulenz involviert sind, 

ein.  

 
6. Proteomanalyse der S9-Epithelzellen nach Infektion mit S. aureus RN1HG 

 

Epitheliale Zellen, welche den Atmungstrakt, den Gastrointestinaltrakt oder auch den 

Urogenitaltrakt auskleiden, sind permanent endogenen und exogenen Reizen ausgesetzt. 

Besonders hervorzuheben ist der Atmungstrakt, da mit der Atmung ständig 

Fremdkörper, inklusive pathogener Bakterien, inhaliert werden. Die Epithelien spielen 

von daher eine wichtige Rolle für die Initiation einer möglichen bakteriellen Infektion 

(Lahouassa et al., 2007).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Proteom von S9-Zellen nach einer Infektion mit 

S. aureus RN1HG pMV158 untersucht. Dabei wurden 2 Probenzeitpunkte (t2 h 30 und 

t6 h 30) untersucht, die in Anlehnung an Schmidt et al. (2010) ausgewählt wurden. Die 

Studie von Schmidt et al. (2010) umfasste Proteomanalysen von internalisierten 

Staphylokokken über einen Zeitraum von 6 Stunden nach Infektion der S9-Zellen 

(S. aureus RN1HG pMV158), die im Rahmen des SFB Transregio 34 „Pathophysiology 
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of Staphylococci in the Post-Genomic Era“ bearbeitet wurden (Sandra Scharf, 

Universität Greifswald). Dabei stellte sich heraus, dass sich die internalisierten 

Staphylokokken innerhalb der Wirtszellen replizieren und bereits nach 6 h eine 

Verdopplung bzw. Verdreifachung der Bakterienzahl nachgewiesen werden konnte 

ohne letal auf die Epithelzellen zu wirken. Daher wurden für die Proteomanalysen zwei 

Zeitpunkte ausgewählt, die zum einen eine frühe (t2 h 30) und zum anderen eine spätere 

Phase (t6 h 30) nach Infektion mit S. aureus repräsentieren, wobei davon auszugehen ist, 

dass in diesem Zeitfenster noch eine intrazelluläre Replikation der Staphylokokken 

stattfand.  

Insgesamt wurden 1048 Proteine mit mindestens 2 Peptiden identifiziert, von denen 587 

Proteine in allen Proben nachgewiesen werden konnten. Zu diesen 587 Proteinen 

gehörten Strukturproteine (z. B. α-Actinin, Filamin A-C, Moesin, Myosin), 

Zelladhäsionsproteine (z. B. Fibronectin, Testin, Vinculin), Proteine zur Reaktion auf 

oxidativen Stress (z. B. α-Enolase, Superoxiddismutase, Thioredoxin), Chaperone (z. B. 

Hitzeschock-Proteine, Calreticulin, Prohibitin, Stress-induced Phosphoprotein 1) und 

Signalmoleküle (z. B. 1433-Proteine). Bei diesen Proteinen handelte es sich um 

spezifische Proteinklassen humaner Epithelzellen, die auch bei Proteomanalysen von 

Lungenepithelzellen dokumentiert wurden (Pollard et al., 2005). In der Studie von 

Pollard et al. (2005) wurden mittels 2D-Gelelektrophorese 291 Proteine identifiziert. 

Durch gelfreie Analysen konnte jedoch im Rahmen dieser Studie ein breiteres Spektrum 

an Proteinen erfasst werden. Darunter befanden sich metabolische Proteine, 

Strukturproteine, ribosomale Proteine oder auch die Gruppe der Annexine. 

Der Vergleich der S. aureus-infizierten aber nicht sortierten S9-Zellen und S9-Zellen 

nach S. aureus-Internalisierung für beide Probenzeitpunkte zeigte, dass die Reaktion auf 

eine S. aureus-Infektion nicht in allen Zellen gleich ist und stärkere Effekte für die S9-

Zellen nach S. aureus-Internalisierung beobachtet werden konnten. Für die S9-Zellen 

mit internalisierten S. aureus wurden 112 Proteine für den Zeitpunkt t2 h 30 und 224 

Proteine für den Zeitpunkt t6 h 30 mit signifikant veränderter Abundanz im Vergleich zu 

pMEM-behandelten Kontrollen ermittelt. Da im totalen S9-Zellpool nur einige Zellen in 

der Tat internalisierte S. aureus Zellen enthielten und deshalb spezifische Abwehr-

Reaktionen zeigten, lieferte die Analyse einer unsortierten S9-Epithelzellpopulation nur 

einen Bruchteil der Unterschiede, da die nicht betroffenen Zellen die spezifischen 

Reaktionen betroffener Zellen mit internalisierten Bakterien überlagerten. Nur 9 bzw. 

21 Proteine zeigten zu den Zeitpunkten t2 h 30 bzw. t6 h 30 signifikante Veränderungen in 
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der Proteinmenge in einem solchen Ansatz von S. aureus-infizierten nicht sortierten S9-

Zellen. Auch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten, dass nicht alle S9-

Zellen Staphylokokken internalisieren. Anhand der GFP-Markierung des S. aureus-

Stammes konnten etwa 50 % aller Epithelzellen als S9-Zellen mit internalisierten 

S. aureus determiniert werden. Diese Feststellung rechtfertigte den Einsatz der 

Durchflusszytometrie für die Untersuchung der S9-Zellen nach bakterieller Infektion, so 

dass lediglich S9-Zellen mit internalisierten S. aureus-Bakterien untersucht wurden, um 

die Sensitivität und Spezifität der Analysen zu erhöhen . 

Erreger-Wirt Interaktionen führen zur Induktion einer inflammatorischen Reaktion oder 

sind durch eine Veränderung zellulärer Funktionen gekennzeichnet (Kunzelmann und 

Mac Meran, 2004). Die Reaktion der eukaryotischen Zellen auf eine S. aureus-Infektion 

ist dabei vom Zelltyp, vom S. aureus-Stamm und der MOI abhängig (Sinha und 

Frühholz, 2010). Nach Internalisierung von S. aureus in S9-Zellen wurden im Vergleich 

zur zeitgleichen Kontrolle vor allem Proteine, die auf eine bakterielle Invasion 

hindeuten, mit einem veränderten Niveau festgestellt. So wurde nach t2 h 30 eine erhöhte 

Proteinmenge für Integrin alpha-3 (ITA3) und Integrin beta-1 (ITB1) festgestellt. 

Integrine spielen eine wichtige Rolle bei Wirt-Pathogen Interaktionen, da die 

Internalisierung der Bakterien seitens der Epithelzellen durch eine Interaktion humaner 

Integrine mit staphylokokkale Oberflächenproteinen erfolgt. Dabei ist das klassische 

Interaktionsmodel durch die Binding von bakteriellen Fibronektin-Bindeproteinen 

(FbpA und FnbB) durch humanes Integrin α5β1 über humanes Fibronektin 

charakterisiert („fibronectin bridging“) (Sinha et al., 1999).  

In den S9-Zellen wurde nach S. aureus-Internalisierung eine Verringerung der Menge 

von Fibronektin (FINC) festgestellt wie auch für ein weiteres Zellmatrix-Protein 

Thrombospondin-1 (TSP1). Beide Proteine fungieren als Rezeptormoleküle von 

Integrin-α3/β1. Infolge des niedrigen Levels an Fibronektin sind wiederum auch dessen 

Bindungspartner in der Menge reduziert (z. B. Tenascin). Zudem lässt die verminderte 

Abundanz von Fibronektin auf eine Verringerung der Proliferation der Zellen schließen 

(Jacobs et al., 1990). Das Galectin-3-Bindeprotein (LG3BP) wurde nach t6 h 30 in 

erhöhter Abundanz festgestellt, und kann als Mediator der durch Integrine-vermittelte 

Zelladhäsion gedeutet werden. Im Normalfall tritt LG3BP infolge einer Virusinfektion 

oder in Tumorzellen auf. Es kann aber scheinbar auch durch bakterielle Infektion 

induziert werden. 
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Die inflammatorische Reaktion der Epithelzellen nach Internalisierung von S. aureus 

wird durch die Veränderung des Signal transducer and activator of transcription 3 

(STAT3)-Spiegels nach t2 h 30 deutlich. Die Aktivierung von STAT1-3 erfolgt durch sog. 

Typ I-Interferone (IFNα/β). Die Typ I-Interferon-Kaskade wird infolge viraler Infektion 

aktiviert (Garcia-Sastre und Biron, 2006) und ist bei der Koordinierung des adaptiven 

und des angeborenen Immunsystems von Bedeutung (de Weerd et al., 2007). Sie kann 

aber auch in Lungenepithelzellen durch staphylokokkales Protein A aktiviert werden 

(Martin et al., 2009). Dabei erfüllt STAT3 eine regulatorische Funktion, da die 

Aktivierung von STAT3 durch IFNα zur Repression STAT1-abhängiger Gene führt. Im 

Falle der beobachteten Reduktion von STAT3 kommt es demnach zur Aktivierung der 

durch STAT1-regulierten Gene (z. B. Non-Receptor tyrosine protein kinase = TYK2, 

Tyrosine protein kinase JAK1) (Ho und Ivashkiv, 2006), und damit zur Aktivierung des 

sog. JAK/STAT-Signalweges. In der Folge werden innerhalb weniger Minuten 

Interferon-regulierte Gene aktiviert und ermöglichen eine schnelle Reaktion bei der 

Immunantwort.  

Charakteristisch für den Zeitpunkt t6 h 30 war die drastisch vermehrte Abundanz von 

Granulin (GRN). Bei Granulin handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, welcher bei 

der Zellteilung (Zhou et al., 1993, Xu et al., 1998, Daniel et al., 2000) oder der 

Tumorgenese (Zhou et al., 1993, He und Bateman, 1999, Zanocco-Marani et al., 1999, 

Liau et al., 2000, Cheung et al., 2004b) eine entscheidende Rolle spielt. Da Granulin 

häufig aus inflammatorischen Zellen isoliert wird (Bateman et al., 1990), wird ihm eine 

Rolle bei der Wundheilung zugesprochen (Bateman et al., 1990, Zanocco-Marani et al., 

1999, He et al., 2003). Die gesteigerte Synthese von Granulin als Antwort auf eine 

Inflammation kann zur Ausschüttung von weiteren Wachstumsfaktoren führen (Martin, 

1997, Singer und Clark, 1999). Granulin wird als Vorstufe der Granulin-Produkte 1-7 

synthetisiert. In den S9-Epithelzellen mit internalisierten Staphylokokken wurde eine 

Erhöhung der Anzahl der Spektren für Peptide von Granulin-3 festgestellt. Der erhöhte 

Level von Granulin-3 resultiert in einer Verringerung der Zellproliferation. 

Auf Proteomebene konnten 3 Proteine nachgewiesen werden, die infolge ihrer 

verringerten Abundanz auf eine Reduktion der Zellproliferation schließen lassen. Es 

handelte sich um die Poly-(ADP-ribose)-Polymerase 1 (PARP), die DNA-dependent 

protein kinase catalytic subunit (PRKDC) und das High mobility group Protein B1 

(HMGB1). Die verringerte Menge an PARP kann zur Erhöhung der Nikotinamide-

Adenine-Dinukleotid (NAD+)-Konzentration führen. In der Folge wird die ATP-
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Syntheserate gesteigert, wodurch wiederum eine zelluläre Dysfunktionen ausgelöst 

werden kann (Gero und Szabo, 2008). In Zellen mit schneller Zellteilung (z. B. 

Krebszelllinien) ist die PARP-Konzentration und die DNA-Syntheserate deutlich erhöht 

(Kun et al., 2006). Bei der PRKDC handelt es sich um eine katalytische Untereinheit 

der DNA-dependent serine/threonine protein kinase (DNA-PK), welche ihrerseits die 

Proliferation und die Entwicklung von B- und T-Zellen fördert (Jhappan et al., 1997). 

Die verminderte Sekretion von High mobility group protein B1 (HMGB1) führt 

ebenfalls zur Verringerung der Proliferationsrate der S9-Zellen mit internalisierten 

Staphylokokken. Die exogene Zugabe von HMGB1 kann zur Zellerneuerung beitragen 

(Palumbo et al., 2004, Limana et al., 2005).  

Die PRKDC ist zudem an der Modulation der Transkription beteiligt. Da dieses Protein 

zu beiden Zeitpunkten in verminderter Abundanz auftrat, lag es nahe, dass Proteine der 

Proteinbiosynthese zu beiden Zeitpunkten zumeist in verringerte Menge vorhanden 

waren. Desweiteren wurde das Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-Bindeprotein 

(PAIRB) identifiziert, welches die Stabilität der mRNA reguliert. Die PAIRB wurde 

nach t6 h 30 in verminderter Abundanz nachgewiesen. Dies korreliert mit der erhöhten 

Anzahl an der Proteinbiosynthese beteiligter Proteine, die ein geringeres Niveau im 

Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle aufwiesen.  

Eine genauere Betrachtung zeigte, dass auch Proteine der mitochondrialen Atmung nach 

t6 h 30 in erhöhter Menge auftraten. Untereinheiten des Cytochrom b-c1-Komplexes 

(QCR1), der Cytochrom C Oxidase (COX5A), der NADH-Dehydrogenase (NDUS3/8) 

oder der Succinat-Dehydrogenase (DHSA, DHSB) wurden mit verstärkter Abundanz 

nach t6 h 30 detektiert. In der Folge wird die oxidative Phosphorylierung erhöht und 

resultiert in einer gesteigerten ATP-Produktion. Der Verbleib der ATP-Äquivalente ist 

jedoch unklar. 

Mitochondrien dienen nicht nur der Sauerstoffversorgung der Zellen, sie können auch 

als Indikatoren spezifischer Signalwege (z. B. Apoptose, Nekrose) herangezogen 

werden. Sobald Mitochondrien in ihrer Funktion gestört sind, spricht man von einer 

mitochondrialen Dysfunktion. Eine Folge kann oxidativer Stress sein. Eine Hypoxie 

bzw. Sauerstoffstress nach einer S. aureus-Infektion konnte auf Transkriptomebene 

nachgewiesen werden (Moreillon et al., 2004) und wird meist durch eine HIF (hypoxia-

inducible factors)-1α-abhängige Kaskade induziert (Ivan et al., 2001, Jaakkola et al. 

2001). Auch das Fehlverhalten von Organen oder einige Erkrankungen können mit 

einer mitochondrialen Dysfunktion einhergehen. So sind Sepsis-Patienten durch eine 
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verminderte ATP-Konzentration (Brealey et al., 2002), eine Reduktion des 

Phosphatlevels und eine Erhöhung der anaeroben Energiegewinnung gekennzeichnet 

(Fredriksson et al., 2006). Die exogene Infusion von Cytochrom C führt zu einer 

verbesserten Herzfunktion (Piel et al., 2007).  

Ergebnisse umfassender Proteomanalysen epithelialer Zellen nach einer Infektion mit 

S. aureus wurden bis dato nicht veröffentlicht. Zumeist handelte es sich bisher um 

Transkriptomanalysen (Moreillhon et al., 2004, Matussek et al., 2005, Li et al., 2009) 

oder es wurden spezielle zelluläre Vorgänge, wie z. B. die Apoptose untersucht (Bayles 

et al., 1998, Menzies und Kourteva, 1998, Kahl et al., 2000, Nuzzo et al., 2000, Tucker 

et al., 2000, Wesson et al., 2000, Bantel et al., 2001, Haslinger-Löffler et al., 2005). 

Dabei konnten sowohl pro-apoptotische als auch anti-apoptotische Gene identifiziert 

werden (Moreillhon et al., 2004, Li et al., 2009). Zudem können auch niedrig abundante 

Faktoren, die als Indikator für eine Inflammation gesehen werden, durch 

Transkriptionsstudien detektiert werden. Dazu gehören neben Interleukinen und 

Zytokinen auch Zyklooxygenasen. Vertreter dieser Proteinklassen wurden nach einer 

Infektion mit S. aureus (Moreillhon et al., 2004, Matussek et al., 2005, Li et al., 2009) 

als auch mit anderen pathogenen Bakterien (Belcher et al., 2000, Baldwin et al., 2002) 

in den Zelllinien höher exprimiert. Allerdings wurde festgestellt, dass die Expression 

der inflammatorischen Moleküle auch deutlich verstärkt wird in eukaryotischen Zellen, 

welche lediglich mit bakteriellen Überständen von S. aureus behandelt wurden, 

während die Reaktion der Zellen nach einer S. aureus-Infektion mit Bakterien eher 

marginal ausfällt (Moreillhon et al., 2004). Im Gegensatz dazu zeigten Li et al. (2009), 

dass auch die Infektion mit S. aureus zu einer erhöhten Expression von 

inflammatorischen Faktoren führen kann. Innerhalb unserer Arbeitsgruppe wurde im 

Rahmen des SFB Transregio 34 „Pathophysiology of Staphylococci in the Post-

Genomic Era“ auch der Effekt bakterieller Staphylokokken-Überstände der späten 

stationären Phase auf die S9-Zellen untersucht (Stefan Muschter, Universität 

Greifswald). Bei dieser Studie wurde unter anderem festgestellt, dass Guanine 

nucleotide-binding protein G (i) alpha-2 subunit (GNAI2) oder Intercellular adhesion 

molecule 1 (ICAM) in S9-Zellen nach Behandlung mit bakteriellen Überständen in 

erhöhter Menge vorhanden waren.  

Der Verlauf einer S. aureus-Infektion führt zur Induktion spezifischer Signalwege (z. B. 

Inflammation). Die Detektion der an den Vorgängen beteiligten Moleküle ist jedoch 

vom molekularbiologischen Methodenspektrum abhängig. Auf Transkriptomebene 
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können Veränderungen erfasst werden, die unmittelbar zu den untersuchten 

Probenzeitpunkten auf Genexpressionsebene erfolgen. Selbst mRNA´s niedrig 

abundanter Moleküle, wie z. B. Interleukine, können nachgewiesen werden. Die 

Transkripte reflektieren den Differenzierungszustand der untersuchten Zellen und 

werden in Proteine übersetzt. Diese Aufeinanderfolge von Transkription und 

Translation führt dazu, dass das Transkriptom und das Proteom einer Zelle nicht 

identisch sind. Das Proteom reflektiert die Synthese von Proteinen, welche zu den 

definierten Bedingungen und zu bestimmten Zeitpunkten auf Proteinebene stattfinden.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der Sigma Faktor B die 

Menge der im extrazellulären Proteom auftretenden Proteine von S. aureus beeinflusst. 

So wurde für die S. aureus RN1HG ∆sigB Mutante ein deutlich höherer Level an 

Toxinen (z. B. α-Hämolysin) und Virulenzfaktoren (z. B. Aureolysin, Staphylokinase) 

festgestellt. Die Infektion humaner Epithelzellen (S9) mit S. aureus RN1HG pMV158 

zeigte, dass die Reaktion auf eine S. aureus-Infektion nicht in allen Zellen gleich ist. 

Stärkere Effekte wurden für S9-Zellen nach S. aureus-Internalisierung im Vergleich zu 

den S. aureus-infizierten aber nicht sortierten S9-Zellen beobachtet. So wurden in den 

S9-Zellen mit internalisierten Staphylokokken im Vergleich zur zeitgleichen Kontrolle 

Proteine, wie z. B. Integrin alpha-3 (ITA3), Integrin beta-1 (ITB1), Signal transducer 

and activator of transcription 3 oder auch Granulin mit erhöhter Abundanz festgestellt, 

die auf eine Interaktion bzw. Auseinandersetzung des Wirtes mit dem Pathogenen 

schließen lassen. Die Charakterisierung derartiger Syntheseprodukte ist für die 

pharmakologische Industrie von Bedeutung, da die Kenntnis dieser Produkte eine 

Grundlage für die Entwicklung neuer Wirkstoffe im Zusammenhang mit bakteriellen 

Infektionen liefern kann.  
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