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1 Einleitung 

1.1 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus gehört zu der Familie der Staphylococcaceae innerhalb der Ordnung Bacillales 

und dem Phylum Firmicutes. Es handelt sich um ein Gram-positives, fakultativ anaerobes, unbeweg-

liches Bakterium, welches keine Sporen bildet und einen niedrigen GC-Gehalt aufweist (Gatermann 

und Miksits, 2009). Erstmalig wurde S. aureus 1880 aus dem Eiter eines Abszesses am Bein eines 

Patienten identifiziert (Ogston, 1880) und später von Friedrich Rosenbach (1884) als Staphylococcus 

beschrieben. Der Name basiert auf dem traubenförmigen („staphyle“, griechisch: Weintrauben) mikro-

skopischen Bild, sowie der gelben Pigmentierung („aurum“, lateinisch: Gold) des makroskopischen 

Wachstums auf Agar. Abbildung 1 zeigt das klassische mikroskopische Wachstum der Staphylokokken, 

welches aufgrund der Zellteilung in drei orthogonalen, asymmetrischen Ebenen zustande kommt 

(Monteiro et al., 2015). Die Pigmentierung geht auf die Synthese von Staphyloxanthin zurück, einem  

 

 

Abbildung 1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines MRSA-Stammes, entnommen aus Nishio et al., (2016). 

 

membrangebundenen Tetraterpen (Carotinoid), welches die Zelle vor reaktiven Sauerstoff-

verbindungen schützt (Clauditz et al., 2006). S. aureus ist ein sehr widerstandsfähiges Bakterium, dass 

einer großen Breite an Umweltfaktoren standhält und ubiquitär verbreitet ist. So übersteht der 

Organismus Hitzeeinwirkung von 60 °C für 30 Minuten, überlebt die menschliche Magensäure, ist 

halotolerant bis 15 % NaCl und überdauert monatelang auf trockenen Oberflächen. Das 
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Wachstumsoptimum liegt zwischen 30 – 37 °C und ist an den Menschen angepasst (Gatermann und 

Miksits, 2009). Es wird angenommen, dass circa 20 % der menschlichen Population persistente Träger 

von S. aureus sind (van Belkum et al., 2009). Zumeist befindet sich der Erreger im Nasenvorhof und 

gehört in der Regel zur normalen Haut- und Schleimhautflora von Säugetieren (Krismer et al., 2017). 

Menschen mit engem Patientenkontakt, etwa klinisches Personal, haben eine höhere Rate an 

persistenten Trägern (Gatermann und Miksits, 2009). Neben der kommensalen Besiedelung des 

Menschen kann es auch zu teils schwerwiegenden Infektionen kommen. S. aureus ist ein 

opportunistisch pathogenes Bakterium, welches vor allem für nosokomiale Infektionen bekannt ist. 

Die Übertragung erfolgt meist als Schmierinfektion. Eine Infektion mit S. aureus lässt sich klinisch in 

drei Gruppen einteilen: (I) eine Lokalinfektion (Furunkel, Karbunkel, Impetigo) oder invasive Infektion 

(Pneumonie, Osteomyelitis, Sinusitis, Endokarditis), (II) eine Sepsis und (III) toxinbedingte Syndrome 

(Toxic-Shock-Syndrom, Staphylococcal Scalded-Skin-Syndrom, Nahrungsmittelvergiftung). Für die 

Pathogenität und Ausbildung der genannten Syndrome sind Virulenzfaktoren verantwortlich, die nicht 

in allen Stämmen gleichzeitig vorkommen müssen (Gatermann und Miksits, 2009). Zunächst wird die 

Adhärenz der Bakterien an die Wirtszellen durch Adhäsine wie Thrombin-, Kollagen- und Fibronektin-

binde-Proteine, beispielsweise dem Clumping-Faktor A und B, begünstigt. Es folgt die Invasion in 

tiefere Gewebsschichten durch zersetzende Enzyme, wie Lipasen, Kollagenasen, Hyaluronidasen und 

DNasen. Zur Abwehr des Immunsystems, insbesondere der Phagozytose, bildet S. aureus unter 

anderem Protein A, welches die Fc-Region von Antikörpern bindet, und Koagulase, die zu einer 

Fibrinhülle führt (Tam und Torres, 2019). Viele Stämme besitzen die Fähigkeit eine Kapsel aus 

Polymeren der Glukosaminuronsäure oder der Mannosaminuronsäure zu bilden (Gatermann und 

Miksits, 2009). Zusätzlich kann S. aureus Toxine produzieren, wie Hämolysine gegen Erythrozyten, 

Leukozidine gegen Makrophagen und Granulozyten, und Enterotoxine. Die letztgenannten Toxine 

wirken auch als Superantigene. Seltenere Toxine dieser Bakterien sind das Toxic-Shock-Syndrom-

Toxin-1, die Exfoliativ-Toxine und das Panton-Valentine-Leukozidin (Tam und Torres, 2019). Eine In-

fektion mit S. aureus kann einen chronischen Verlauf nehmen, falls beispielsweise Kleinkolonie-

Varianten entstehen. Diese meist auxotrophen Stamm-Varianten haben eine hohe Persistenz durch 

ein geringes Wachstum und einen reversiblen intrazellulären Lebensstil, der vor Antibiotika und dem 

Immunsystem schützt und die Diagnose erschwert (Kahl et al., 2016). Aus klinischer Sicht ist ebenfalls 

die Ausbildung von Biofilmen in Kathetern oder an Endoprothesen, gesteuert über das „Quorum 

Sensing“, welches durch agr kontrolliert wird, zu beachten (Moormeier und Bayles, 2017).  

In den 1940er Jahren erfolgte die Therapie von S. aureus durch die Gabe von Penicillin. Diese Substanz 

gehört zu den β-Laktam-Antibiotika und bindet an die Penicillin-bindenden-Proteine, welche als 

Transpeptidasen und Transglykosylasen des Peptidoglykan für den Zellwandaufbau wichtig sind 

(Sauvage et al., 2008). Relativ schnell entwickelten sich aufgrund des Selektionsdrucks des Anti-
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biotikums Penicillinase-bildende Stämme, wie in der Zeitleiste (Abb. 2) zu erkennen ist. In den 1950er 

Jahren wurden zwei weitere Antibiotika gegen S. aureus entwickelt, Methicillin und Vancomycin. 

Methicillin ist ein Isoxazolylpenicillin und stabil gegen Penicillinasen. Aufgrund der besseren 

 

 

Abbildung 2 Zeitleiste der Einführung von Antibiotika zur Behandlung von S. aureus und Entstehung von resistenten 
Stämmen, entnommen aus McGuinness et al., (2017). 

 

Verträglichkeit gegenüber Vancomycin, wurde Methicillin zur ersten Wahl in der Therapie von 

Staphylococcus aureus. Allerdings entwickelten sich auch gegen dieses Antibiotikum innerhalb weniger 

Jahre Resistenzen. Die Resistenz in Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) Stämmen basiert auf der 

Aufnahme einer Genkassette (SCCmec), welche das mecA-Gen trägt und für ein zusätzliches Penicillin-

bindendes-Protein PBP2a kodiert. PBP2a hat eine geringe Affinität gegenüber β-Laktam-Antibiotika 

(Liu et al., 2016a). MRSA erzeugen eine der führenden nosokomialen Infektionen weltweit und es 

kommt zunehmend auch zu Übertragungen außerhalb von klinischen Einrichtungen, sogenannte 

„community-associated“ MRSA (Chambers und Deleo, 2009). Die vermehrte Gabe von Vancomycin als 

Reserveantibiotikum seit Ende der 1980er Jahren führte dann zur erstmaligen Isolation von 

Vancomycin-intermediären S. aureus (VISA) und Vancomycin-resistenten S. aureus (VRSA) Stämmen. 

Neben Vancomycin sind auch Clindamycin, Rifampicin, Teicoplanin, Linezolid und Daptomycin gegen 

resistente S. aureus Stämme in der Klinik im Einsatz (Gatermann und Miksits, 2009). Dabei ist 

Daptomycin eines der wenigen Antibiotika zur Behandlung von MRSA, das von ähnlicher Wirksamkeit 

wie Vancomycin ist. Jedoch entstehen häufig Kreuzresistenzen zwischen den beiden Antibiotika 

(Holmes et al., 2015). 



Einleitung 

4 |  
 

1.2 Vancomycin-intermediär resistenter Staphylococcus 

aureus 

Vancomycin gehört zu der Gruppe der Glykopeptid-Antibiotika und wurde erstmalig 1955 aus dem 

Bodenbakterium Amycolatopsis orientalis isoliert (Levine 2006). Glykopeptide sind eine Klasse von 

glykosylierten, zyklischen nicht-ribosomalen Peptiden, denen neben Vancomycin auch die zugelasse-

nen Antibiotika Teicoplanin, Telavancin und Dalbavancin angehören (Lebreton und Cattoir, 2020). Der 

Wirkmechanismus wurde 1984 erstmalig beschrieben (Barna und Williams, 1984) und basiert auf der 

Bildung von nicht-kovalenten Wasserstoffbindungen zwischen Vancomycin und den endständigen D-

Ala-D-Ala-Resten von Lipid II. Dadurch wird die Zelle an der Quervernetzung der Mureinschichten 

durch Ausbildung einer Pentaglycinbrücke gehindert (Howden et al., 2010). Vancomycin ist ein 

Reserve-Antibiotikum und findet Einsatz gegen Gram-positive Bakterien, vor allem MRSA, Methicillin-

resistente Staphylococcus epidermidis und Clostridium difficile. Anwendung findet es ebenfalls bei 

Patienten mit einer Penicillin-Allergie (Fille et al., 2009). Das nephrotoxische Antibiotikum wird meist 

parenteral, in seltenen Fällen einer C. difficile Infektion oral, verabreicht (Rubinstein und Keynan 2014). 

Für S. aureus ist die Einteilung der Vancomycin-Empfindlichkeit durch das Clinical and Laboratory 

Standards Institut (CLSI) seit 2006 wie folgt festgelegt: Vancomycin-empfindliche S. aureus (VSSA) mit 

einer MHK ≤ 2 µg/mL, Vancomycin-intermediär resistente S. aureus (VISA) mit einer MHK von 4 – 8 

µg/mL und Vancomycin-resistente S. aureus (VRSA) mit einer MHK ≥ 16µg/mL (Howden et al., 2010).  

Viele nicht pathogene Gram-positive Bakterien, wie Leuconostoc, Pediococcus und Lactobacillus, ha-

ben eine intrinsische Resistenz gegen Vancomycin, basierend auf dem Einbau von D-Lactat anstelle 

von D-Alanin in Position 5 des Pentapeptides von Lipid II (Handwerger et al., 1994). Der Austausch des 

endständigen D-Alanin spielt auch in der erworbenen Resistenz eine große Rolle. Ende der 80er Jahre 

wurden erstmals Enterococcus-Spezies mit einer hohen Resistenz gegen Vancomycin beschrieben. Die 

Resistenz basierte auf einem extrachromosomalen van-Gencluster. Mittlerweile wurden 11 van-

Gencluster (vanA, vanB, vanD, vanF, vanI, vanM, vanC, vanE, vanG, vanL, vanN) entdeckt (Cong et al., 

2020). Der erste klinische VRSA-Stamm wurde 2002 in Michigan beschrieben (Chang et al., 2003). 

Innerhalb der Art S. aureus ist jedoch nur das vanA-Gencluster nachgewiesen worden (Werner et al., 

2008). Dieses besteht aus vanS, vanR, vanH, vanA und vanX. Die Gene vanS und vanR kodieren für ein 

Zweikomponentensystem, welches das Gencluster in Anwesenheit von Vancomycin hochreguliert. Die 

Dehydrogenase VanH reduziert Pyruvat zu D-Lactat. VanX agiert als Dipeptidase und hydrolysiert das 

native D-Ala-D-Ala. Schließlich katalysiert VanA die Bildung des D-Ala-D-Lac Depsipeptides. Durch die 

Veränderung des terminalen D-Ala-D-Ala-Restes sinkt die Affinität von Vancomycin an Lipid II um das 

1000-fache (McGuinness et al., 2017). Bis 2020 wurden nur insgesamt 52 VRSA-Stämme isoliert. Zudem 
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gibt es keinen Hinweis auf eine Ausbreitung dieser Stämme, da der Phänotyp in S. aureus häufig instabil 

ist und der horizontale Gentransfer zwischen Spezies eine hohe Hürde darstellt. Die größten 

Risikofaktoren für eine Infektion mit VRSA sind eine Vancomycin-Therapie und die Ko-Infektion mit 

Vancomycin-resistenten Enterokokken (Cong et al., 2020). Insgesamt stellen VISA-Stämme die größere 

Gefährdung des Therapie-Erfolges bei der Gabe von Vancomycin dar. Vancomycin-intermediäre S. 

aureus Stämme besitzen kein van-Operon, sondern entwickelten eine reduzierte Vancomycin-

Empfindlichkeit durch die Akkumulation von Einzelmutationen während der Behandlung mit dem 

Antibiotikum (Howden et al., 2010). Der erste klinische VISA-Stamm S. aureus Mu50 wurde 1996 in 

Japan entdeckt und beschrieben (Hiramatsu et al., 1997). Oftmals zeigen klinische VSSA-Stämme 

einzelne Subpopulationen mit reduzierter Vancomycin-Empfindlichkeit, sogenannte heterogene 

Vancomycin-intermediär resistente S. aureus Stämme (hVISA) (Hiramatsu et al., 2014). VISA-Stämme 

zeigen einige gemeinsame Charakteristika im Vergleich zu VSSA. Dazu zählt eine reduzierte Autolyse, 

die mit einer verdickten Zellwand einhergeht (Sieradzki und Tomasz 2003; Howden et al., 2006; Nelson 

et al., 2007; Gardete et al., 2012; Peng et al., 2018). Die Zellwand besitzt zudem oft eine geringe 

Quervernetzung, wodurch viele freiliegende D-Ala-D-Ala-Gruppen vorliegen (Sieradzki und Tomasz, 

1997; Finan et al., 2001; Komatsuzawa et al., 2002; Reipert et al., 2003). Die Bindung von Vancomycin 

an das Substrat in der Zellwand kann so zu einem „Clogging-Effekt“ durch eine gehinderte Diffusion 

führen (Cui et al., 2000; Cui et al., 2006a), wodurch sich keine letale Dosis an Vancomycin in der 

Teilungssepte aufbaut (siehe Abb. 3). VISA haben zudem oft eine abgemilderte Virulenz und eine 

geringere Wachstumsrate (Sieradzki und Tomasz 1999; Mongodin et al., 2003; Peleg et al., 2009; Hu 

et al., 2016). Die Ausbildung des VISA Phänotyp ist mit Mutationen in vielen Genen assoziiert. Am 

häufigsten sind Mutationen in Zweikomponentensystemen, wie graRS, walRK und vraSR beschrieben 

(Hu et al., 2016). Dabei scheint auch der Sequenz-Typ (ST) von Bedeutung zu sein, da beispielsweise S. 

aureus Stämme des ST8, Mutationen in vraS und vraR gegenüber solchen in walK und walR präferieren 

(Hafner et al., 2012). Das VraSR-TCS spielt eine zentrale Rolle in der Hochregulation der Zellwand-

Biosynthese durch das Zellwandstress-Regulon unter dem Einfluss von Vancomycin und anderen 

Zellwand-Biosynthesehemmern (Kuroda et al., 2003). Außerdem führen kationische antimikrobielle 

Peptide (CAMPs) zu einer Aktivierung von GraRS in Zusammenspiel mit GraX und dem ABC-

Transportersystem VraFG, welche auch oft Mutationen in VISA aufweisen (Meehl et al., 2007; Falord 

et al., 2011). In GraRS-Knockout-Mutanten ist die Expression einer Vielzahl von Genen verändert, unter 

anderem Gene der Biofilm-Biosynthese (icaABCD), Gene für die D-Alanylierung der WTA (dltABD), 

Gene des Urease-Metabolismus (ureABCDEFG), Gene der Kapsel-Biosynthese (capAHIJK) und Gene 

einiger Regulatoren (mgrA, rot, walRK) (Herbert et al., 2007). Das WalRK-TCS ist ebenfalls mit der 

Größe der Zellwand assoziiert und reguliert hauptsächlich die Autolysine und Virulenz (Delaune et al.,  
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Abbildung 3 Model der Wirkung von Vancomycin in einem VSSA und einem VISA mit dicker Zellwand und vielen freien D-
Ala-D-Ala-Resten. Die Diffusionsrate zur Teilungssepte mit Lipid II in dem VISA-Stamm ist reduziert, wodurch die Zellwand-
Synthese und Zellteilung wenig beeinträchtig ist (modifiziert aus Howden et al., (2010)). 

 

2012). Zwei weitere Gene yycHI, akzessorische Gene für die walRK-Expression (Gajdiss et al., 2020), 

und stp1 (prpC), ein Gen für eine Serin-Threonin-Phosphatase, die Stk1 (PknB) dephosphorylieren 

kann, sind in VISA ebenso von Mutationen betroffen (Mwangi et al., 2007; Renzoni et al., 2011). In 

Bacillus subtilis führt ein analoges System (prpC/prkC) zur Phosphorylierung von WalR in vitro und in 

vivo (Libby et al., 2015). Mutationen in zwei globale Regulatoren, mgrA und sarA, sind genauso 

involviert in die Ausbildung des VISA-Phänotyps (Trotonda et al., 2009). Auch einzelne nicht-

regulatorische Gene stehen in Verbindung mit der Entstehung von VISA-Stämmen zum Beispiel pbp4, 

zuständig für die Quervernetzung der Zellwand, clpP, involviert in dem Abbau von Proteinen durch das 

Proteasom, mprF, entscheidend für die Ladung der Zellmembran durch Lysylphosphatidylglycerol, 

prsA, beteiligt in der extrazellulären Faltung von Proteinen, und rpoB, eine DNA-abhängige RNA-

Polymerase (Finan et al., 2001; Nishi et al., 2004; Mwangi et al., 2007; Cui et al., 2010; Shoji et al., 

2011). Im Allgemeinen reicht eine einzelne Mutation nicht aus, um einen VSSA-Stamm in einen VISA-

Stamm zu konvertieren, jedoch konnte gezeigt werden, dass die WalR(K208R) Mutation eines klini-

schen Isolates eine Vancomycin-MHK von 4 µg/mL erreichte (Howden et al., 2011; Hu et al., 2016). 

Aufgrund der vielfältigen Mutationen und den beteiligten regulatorischen Genen ist der zugrunde-
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liegende molekulare Mechanismus der intermediären Vancomycin-Resistenz nicht abschließend ge-

klärt.  

1.2.1 S. aureus VC40 

Der Hauptfokus dieser Arbeit lag auf dem Stamm S. aureus VC40. Entstanden ist dieser durch die 

mehrfache Passage des Elternstammes S. aureus RN4220∆mutS (ST8) in Medium mit steigenden 

Vancomycin-Konzentrationen. Der Mutatorstamm S. aureus RN4220∆mutS (Zellwanddurchmesser 16 

nm) weist dabei eine Inaktivierung von mutS durch eine Insertion auf. Dadurch ist die DNA-Reparatur 

beeinträchtigt, wodurch die Mutationsfrequenz ansteigt. Eine erhöhte Vancomycin-MHK entsteht  

 

 

Abbildung 4 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von S. aureus RN4220∆mutS (A), S. aureus VC40 (B), S. 

aureus VC40R (C), S. aureus NCTC8325 (D), S. aureus VraS(VC40) (E) und S. aureus 137/93A (F), entnommen und modifiziert 
aus Berscheid (2013) und Reipert et al., (2003). Die Linien repräsentieren eine Länge von 0,5 µm (A-E) beziehungsweise 0,1 
µm (F). 

 

dementsprechend schneller in dem Mutatorstamm mit höherer Mutationsfrequenz gegenüber dem 

Wildtyp S. aureus RN4220 mit 5 zu 19 Passagen. Letztendlich wurde der Stamm S. aureus VC40 mit 

einer Vancomycin-MHK von 64 µg/mL isoliert (Schaaff et al., 2002). Eine elektronenmikroskopische 

Aufnahme von S. aureus VC40 mit der stark verdickten Zellwand (Zellwanddurchmesser 62 nm), sowie 

den weiteren VISA Isolaten, ist in Abbildung 4 dargestellt. Entsprechend der MHK ist der Stamm den 
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VRSA zuzurechnen. Da jedoch diese Gruppe nur aus Stämmen mit vanA-Gencluster besteht, und S. 

aureus VC40 durch seinen Geno- und Phänotyp eher den klassischen VISA-Stämmen entspricht, wurde 

zur Vereinfachung die Klassifizierung als VISA beibehalten. Ähnlich zu anderen VISA-Stämmen konnte 

eine Kreuzresistenz gegenüber Daptomycin (8 µg/mL) nachgewiesen werden (Berscheid et al., 2014). 

Die Wachstumsrate von S. aureus VC40 ist mit einer Verdopplungszeit von 120 Minuten gegenüber 

dem Elternstamm S. aureus RN4220∆mutS (42 min) drastisch reduziert (Schaaff et al., 2002). Der VISA-

Stamm S. aureus VC40 zeigt des Weiteren eine geringe Autolyse und eine geringe Sensitivität 

gegenüber Lysostaphin, sowie eine hohe Resistenz gegenüber Bakteriophagen des Internationalen 

Phagensatzes (Berscheid, 2013). S. aureus VC40 hat insgesamt 79 Mutationen in 75 Genen akkumuliert 

(vergleiche Tab. 44), darunter solche in Loki für Proteine, die mit einer verringerten Vancomycin-

Empfindlichkeit assoziiert sind, wie VraS(D242G; L114S), WalK(I544M), MprF(H224Y) und 

VraG(G570R). Der Aminosäureaustausch in WalK führt zu einer stark verringerten Autophos-

phorylierung der Histidin-Kinase in vitro (Kienemund, 2016). Insgesamt befinden sich neun Mutationen 

in regulatorischen Genen und elf in Genen mit Verbindung zur Zellhülle, darunter zwei in Autolysinen. 

Interessanterweise ist dieser Stamm im Gegensatz zum Elternstamm agr+, durch eine 1 bp-Deletion in 

agrA, die den Frameshift im Elternstamm korrigiert (Berscheid, 2013). In einem Microarray zeigte sich, 

dass viele Gene unter der Kontrolle von vraSR (cwrA, lytU, relP, sgtB, tcaA, spsA, recU, proP, vraU, 

fmtA, htrA1, murZ, lcpC, pbp2, vraR, ctpA, vraT, vraS, opuD1) in S. aureus VC40 hochreguliert waren. 

Erstaunlicherweise waren auch viele Autolysine (AtlA, LytM, Sle1, SceD, SsaA, IsaA, LytD, LytU) 

hochreguliert, obwohl der Stamm insgesamt eine geringe Autolyse aufwies (Berscheid et al., 2014). 

1.2.2 S. aureus VC40R 

Der Stamm S. aureus VC40R wurde aus einer Kultur von S. aureus VC40 isoliert und eine Genom-

sequenzierung ergab eine relevante zusätzliche Mutation in vraR, die zu dem Aminosäureaustausch 

M54T führt. Daneben zeigt die Illumina-Sequenzierung des Stammes weitere Aminosäureaustausche 

in der Pyruvat-Format Lyase PflB(R430C), dem hypothetischen Protein MrnC(H26Y), der Serin-Protease 

HtrA1(G377S), dem Fibrinogen-binde-Protein SdrH(N153K), der Format-Dehydrogenase FdhA(D788G), 

dem Aminosäure-Transporter TcyC(M224T) und der Nickel-Permease NixA(A162T). Dieser Stamm 

besitzt eine reduzierte Vancomycin-MHK von 4 µg/mL, sodass S. aureus VC40R als Revertante 

angesehen wurde (Berscheid, 2013). Revertanten sind Rückmutanten, bei denen der vorherige 

Phänotyp durch eine Reparatur der originalen Gensequenz (wahre Revertante) oder durch eine 

kompensierende, zusätzliche Mutation (Pseudorevertante) wiederhergestellt wurde (Rosenberg 

2013). Anhand der MHK ist der Stamm weiterhin den VISA zuzuordnen. Der Stamm weist eine verdickte 
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Zellwand mit einem Durchmesser von 55 nm, ein reduziertes Wachstum und eine ähnliche Resistenz 

gegenüber Lysostaphin und dem Internationalen Phagensatz auf wie S. aureus VC40. Eine qRT-PCR 

zeigte, dass auch S. aureus VC40R viele Autolysine überexprimiert. Im Gegensatz zu S. aureus VC40 

lysiert der Stamm jedoch unter Einwirkung von Triton X-100 (Berscheid, 2013). 

1.2.3 S. aureus VraS(VC40) 

In diesem Stamm wurden die beiden vraS-Mutationen aus S. aureus VC40 in den Hintergrund des VSSA-

Stammes S. aureus NCTC8325 (ST8) durch einen Allelaustausch eingebracht. Der Stamm S. aureus 

NCTC8325 wurde aufgrund dem zu S. aureus VC40 identischen agr-Hintergrund ausgewählt. Eine qRT-

PCR zeigte, dass der Stamm S. aureus VraS(VC40), im Vergleich zu S. aureus NCTC8325, Gene innerhalb 

des vraSR-Regulons (vraS, sgtB) hochreguliert hat (Berscheid et al., 2014). Neben dem Austausch in 

VraS(D242G; L114S) besitzt der Stamm noch weitere Hintergrundmutationen in den hypothetischen 

Proteinen GdpP(P13L), SAOUHSC_00274 (Q28K), SAOUHSC_01465 (F8L), SAOUHSC_02067 (T207A), 

SAOUHSC_02150 (V93M), SAOUHSC_02191 (I11S), SAOUHSC_02911 (H108R), der Pyruvat-Format 

Lyase PflA(G72D), der Phosphofruktokinase FruB(G39V), der tRNA Ribosyltransferase-Isomerase 

QueA(P152R) und dem Siderophor-Biosynthese-Protein SfnaB (Q199stop). Durch die Mutationen in 

vraS hat sich die Vancomycin-MHK in dem VISA-Stamm S. aureus VraS(VC40) auf 4 µg/mL erhöht, im 

Vergleich zu 1 µg/mL in S. aureus NCTC8325. Der Stamm weist ebenfalls eine verdickte Zellwand mit 

einem Durchmesser von 38 nm (Wildtyp S. aureus NCTC8325 16 nm Durchmesser) und eine geringfügig 

niedrigere Wachstumsrate als der Wildtyp auf. Die Lyse durch Lysostaphin ist in S. aureus VraS(VC40) 

verzögert und die Empfindlichkeit gegenüber Phagen vergleichbar mit der Kontrolle. Auffällig ist die 

reduzierte Lyse, induziert durch Triton X-100, wobei lytM in S. aureus VraS(VC40) hochreguliert wurde, 

nicht jedoch atlA (Berscheid, 2013). 

1.2.4 S. aureus 137/93A 

Der Stamm S. aureus 137/93A ist ein klinisches Isolat aus dem Jahre 1993 und wurde 1999 bei einem 

Screening der Stammkollektion des Staphylokokken-Referenzzentrums der Universität Bonn als VISA 

charakterisiert (Bierbaum et al., 1999). S. aureus 137/93A hat eine Vancomycin-MHK von 8 µg/mL. Der 

Stamm zeigt eine verdickte Zellwand mit einem Durchmesser von 35 nm und eine geringe Quer-

vernetzung von 66 %, wobei der Gehalt an Monomeren und Dimeren in der Peptidoglykan-Analyse 

erhöht ist. Interessanterweise konnte für den Stamm kein PBP4, welches für die Quervernetzung der 



Einleitung 

10 |  
 

Zellwand verantwortlich ist, in der Membran nachgewiesen werden, wobei keine Mutation in dem 

entsprechenden Gen vorliegt (Reipert et al., 2003). Jansen et al., (2007) fand heraus, dass in dem 

Stamm S. aureus 137/93A das Zweikomponentensystem walRK hochreguliert ist. Die Genomsequen-

zierung ergab eine Insertion eines IS256-Elementes in die Promotorregion des TCS, wodurch eine 

potenzielle Verstärkung des Promotors entstanden sein könnte (Maki und Murakami, 1997; Jansen et 

al., 2007). Insertionssequenzen (IS-Element) sind kurze, springende DNA-Sequenzen, welche sich 

selbstständig innerhalb des Genoms bewegen können, ohne eine DNA-Homologie zu benötigen und 

meistens alle Gene für die Transposition beinhalten (Curcio und Derbyshire, 2003). Diese IS256-

Insertion in walRK fehlte in revertierten Vergleichsstämmen. Die Xylose-induzierbare Überexpression 

von walRK durch den pTX15 Vektor in S. aureus NCTC8325-4 SH1000 zeigt eine verstärkte Vancomycin-

Resistenz (Jansen et al., 2007). Daneben besitzt S. aureus 137/93A weitere Mutationen, unter anderem 

in Genen für die Proteine LytN (Autolysin), PBP2 (Penicillinbinde-Protein), FmtB (Zellwand-

Biosynthese), FtsZ (Zellteilung) und CodY (Regulation). Als Vergleichsstamm wurde in dieser Arbeit S. 

aureus 1450/94 (Reipert et al., 2003), ein klinisches MRSA-Isolat des Norddeutschen Epidemie-Typs, 

zugehörig zum gleichen Sequenz-Typ wie S. aureus 137/93A (ST247), eingesetzt. 

1.3 Zellwand 

Seit dem Einsatz von Penicillin gegen S. aureus Infektionen in der ersten Hälfte des letzten Jahrhunderts 

ist die Untersuchung der bakteriellen Zellwand entscheidend für die Erforschung der Aktivitäts-

mechanismen von Zellwand-Biosynthesehemmern und der entstehenden Resistenzmechanismen. In 

der Tat stellen die Zellwandbiosynthese-Inhibitoren, wie beispielsweise β-Laktame, Glykopeptide, 

Tunikamycin, Lantibiotika, Cycloserin, Fosfomycin und Bacitracin, den größten Teil der entdeckten 

Antibiotika dar (Kresse et al., 2007; Schneider und Sahl, 2010; Grein et al., 2019). Die Zellwand von 

Staphylococcus aureus besteht aus Peptidoglykan (PGN), einer alternierenden Kette von N-Acetyl-

Glucosamin (GlcNAc) und N-Acetyl-Muraminsäure (MurNAc) Einheiten, verbunden über β-1,4-

glykosidische Bindungen, die über eine Peptidseitenkette und Pentaglycin-Querbrücke miteinander 

quervernetzt sind (Caveney et al., 2018). Daneben befinden sich auch Proteine, Wandteichonsäuren 

(kovalent an die Zellwand gebunden) und Lipoteichonsäuren (über einen Lipidanker integriert in die 

Zellmembran) in der Zellwand (Radkov et al., 2018). Im Vergleich zu Gram-negativen Bakterien hat das 

Peptidoglykan von S. aureus viel mehr Mureinschichten und weist keine äußere Membran auf. 

Typischerweise besteht das PGN in S. aureus aus kurzen Glykan-Ketten (5 bis 25 Disaccharid-Einheiten), 

ist stark quervernetzt und hat insgesamt eine Dicke von 20 bis 30 nm (Boneca et al., 2000; Sobral und  
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Abbildung 5 Model der Zellwand-Biosynthese in S. aureus, modifiziert aus Münch et al., (2012). 

 

Tomasz, 2019). Die Funktion der Zellwand ist das Standhalten gegen osmotischen Druck und die 

Erhaltung der Zellintegrität (Vollmer et al., 2008a). Der Aufbau und die Biosynthese des Peptidoglykans 

sind in Abbildung 5 dargestellt. Zuerst wird im Zytoplasma der UDP-MurNAc-Präkursor aus UDP-

GlcNAc hergestellt, katalysiert durch MurA und MurB. Anschließend werden die Aminosäuren für das 

Pentapeptid (L-Alanin, D-Glutaminsäure, L-Lysin, D-Alanin, D-Alanin) durch die Enzyme MurC, MurD, 

MurE und MurF angehangen (El Zoeiby et al., 2003).  Vor dem letzten Schritt konvertiert die D-Alanin-

Racemase Alr zwei L-Alanin zu D-Alanin und die D-Ala-Ligase DdlA verbindet beide durch eine 

Peptidbindung (Walsh, 1989). Danach transferiert das Enzym MraY das UDP-MurNAc-Pentapeptid 

unter Abspaltung von UMP an den membrangebundenen Undecaprenylphosphat-Lipid-Carrier (C55P), 

wodurch Lipid I entsteht. Durch MurG wird unter Abspaltung von UDP ein GlcNAc an Lipid I 

angehangen, wodurch Lipid II entsteht (Pinho et al., 2013). Anschließend werden durch die Enzyme 

FemX, FemA und FemB fünf Glycin-Reste an das L-Lysin des Pentapeptides angehangen (Schneider et 

al., 2004). Außerdem wird die D-Glutaminsäure des Pentapeptides durch den MurT/GatD-Komplex zu 

D-Glutamin amidiert, wobei die Glutamin-Synthetase GlnA involviert ist (Münch et al., 2012). Danach 

wird das Lipid II durch die potenzielle Flippase MurJ über die Membran ins Periplasma überführt 

(Monteiro et al., 2018). Dort wird es durch PBPs (PBP1, PBP2, PBP3, PBP4) in Zusammenarbeit mit FtsW 

und RodA in das vorhandene Peptidoglykan durch Transpeptidierung und Transglykosylierung 

eingebaut (Reichmann et al., 2019; Monteiro et al., 2018). Auch SgtB und FmtA werden PGN-
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Transglykosylierungs-Eigenschaften zugeschrieben (Fan et al., 2007; Sauvage et al., 2008; Reed et al., 

2011). Das C55P wird durch UppP wieder recycelt (Caveney et al., 2018).  

1.4 Autolyse 

Neben dem Zellwandaufbau ist auch der Abbau der Zellwand ein wichtiger Mechanismus für das 

Wachstum der Zelle, vor allem während der Zellteilung. Beide Prozesse sind miteinander verbunden 

und werden in S. aureus reguliert, um die Zellintegrität zu erhalten. Der Ab- und Umbau des poly-

merischen Peptidoglykans wird in S. aureus durch Zellwand-Hydrolasen, auch Autolysine genannt, 

durchgeführt (Vermassen et al., 2019). Sie dienen der Regulierung des Wachstums, der Zellteilung und 

der Freisetzung von Signalmolekülen für das Bakterium und andere Organismen (Vollmer et al., 

2008b). Dadurch sind Autolysine auch in die Biofilmbildung involviert (Bose et al., 2012). Die erste 

Peptidoglykan-Hydrolase wurde 1922 von Alexander Flemming aus dem Nasenschleim eines Patienten 

mit Rhinitis isoliert und als Lysozym bezeichnet (Fleming, 1922; Do et al., 2020). Seitdem sind insgesamt 

13 annotierte Autolysine und zwei weitere hypothetische Autolysine (vergleiche Tab. 26) in S. aureus 

identifiziert worden. Die Autolysine können basierend auf der Schnittstelle im Peptidoglykan (Abb. 6) 

und der Hydrolase-Reaktion in mehrere Kategorien eingeordnet werden (Vollmer et al., 2008b). 

Staphylococcus aureus besitzt N-Acetylmuramyl-L-Alanin-Amidasen (AtlA), die die Bindung zwischen 

der N-Acetyl-Muraminsäure und dem Pentapeptid spalten, und N-Acetyl-D-Glucosaminidasen (AtlA, 

LytN, LytH, ScaH, Sle1, SagA, LytD), die die Bindung zwischen N-Acetyl-Muraminsäure und N-Acetyl-

Glucosamin spalten (Oshida et al., 1995; Fujimura und Murakami, 1997; Kajimura et al., 2005; Pasztor 

et al., 2010; Wheeler et al., 2015). Die lytischen Transglykosylasen (IsaA, SceD), auch N-Acetyl-

Muramidasen genannt, spalten ebenfalls zwischen den beiden Zuckern GlcNAc und MurNAc, jedoch 

unter Bildung eines 1,6-Anhydro-MurNAc Ringes (Stapleton et al., 2007). Zudem exprimiert das 

Bakterium sowohl Glycyl-Glycin-Endopeptidasen (LytM, LytU) als auch D-Alanyl-Glycin-

Endopeptidasen (LytN, SsaA, SsaA2), welche die Amid-Bindungen zwischen den Aminosäuren der 

Interpeptidbrücke spalten (Ramadurai und Jayaswal, 1997; Frankel et al., 2011; Raulinaitis et al., 2017). 

Einzelne Autolysine sind dementsprechend redundant in S. aureus (Hirschhausen et al., 2012). 

Autolysine in S. aureus werden hauptsächlich durch das essenzielle Zweikomponentensystem WalRK 

reguliert (Dubrac et al., 2007). Daneben konnte gezeigt werden, dass auch das cidAB/lrgAB-Operon, 

innerhalb des Regulons des LytSR-TCS, und die ArlRS- und GraRS-TCS die Aktivität von Zellwand-

Hydrolasen regulieren (Brunskill und Bayles, 1996; Fournier und Hooper, 2000; Rice et al., 2003; 

Herbert et al., 2007). 
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Abbildung 6 Aufbau von quervernetztem Peptidoglykan und Angriffspunkte verschiedener Zellwandhydrolasen (Amidase, 
Glucosaminidase, Endopeptidase (Glycyl-Glycin), Endopeptidase (D-Alanyl-Glycin), Muramidase) aus Staphylococcus 

aureus, modifiziert nach Romaniuk und Cegelski (2015). 

 

Das Hauptautolysin in S. aureus ist das bifunktionelle Protein AtlA (vergleiche Abb. 41). Es wurde 1994 

von Oshida et al., (1995) entdeckt. AtlA ist circa 137 kDa groß und hoch konserviert in Staphylokokken. 

Durch eine proteolytische Spaltung entstehen zwei Peptidoglykan-Hydrolasen, eine 62 kDa große N-

terminale N-Acetyl-Muramoyl-L-Alanin-Amidase (AM), mit einer katalytischen und zwei Repeat-

Domänen, und eine 51 kDa große C-terminale Endo-β-N-Acetyl-Glucosaminidase (GL), mit einer 

Repeat- und einer katalytischen Domäne (Büttner et al., 2014; Götz et al., 2014). Dabei sind die Repeat-

Regionen für die Bindung zum Substrat verantwortlich (Biswas et al., 2006). Die Glucosaminidase hat 

zudem auch die Fähigkeit unspezifisch an DNA zu binden (Grilo et al., 2014). Sowohl Signal-Sequenz als 

auch Propeptid liegen N-Terminal und werden ebenfalls abgespalten. Es wird vermutet, dass das 

Propeptid der AtlA Translokalisation dient (Demleitner und Götz 1994). Der Mechanismus dieser 

Prozessierungen, sowie die beteiligten Enzyme, sind unbekannt (Schlag et al., 2010; Götz et al., 2014; 

Grilo et al., 2014; McCarthy et al., 2016). Es konnte jedoch eine Verbindung zwischen dem msaABCR-

Operon, welches viele Proteasen reguliert, und der Rate der Prozessierung von AtlA gezeigt werden 

(Sahukhal et al., 2015). Eine S. aureus AtlA-Deletionsmutante zeigte die Bildung von großen Zell-

Clustern unter dem Lichtmikroskop. Die hydrolytischen Fragmente von AtlA sind damit in der Trennung 
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der Tochterzellen nach der Zellteilung involviert (Biswas et al., 2006). Es konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass die Anwesenheit von Lipoteichonsäuren (LTA) und die Abwesenheit von Wand-

teichonsäuren (WTA) für die Lokalisation von AtlA an die Teilungssepte entscheidend sind (Yamada et 

al., 1996; Schlag et al., 2010; Biswas et al., 2012; Zoll et al., 2012). Interessanterweise sind weder WTA 

noch LTA bei Temperaturen unter 30 °C essenziell für S. aureus, jedoch können nicht beide Polymere 

gleichzeitig deletiert werden (Oku et al., 2009).  

1.5 Wandteichonsäuren 

Ein wichtiger Bestandteil der Zellwand von Gram-positiven Bakterien sind die Wandteichonsäuren 

(WTA). Dabei ist die WTA-Struktur sehr divers innerhalb der Gram-positiven Bakterien und oft Spezies-

spezifisch (Weidenmaier und Peschel, 2008). Erstmals isoliert wurden WTA von Armstrong et al., 

(1958). Oftmals ist die Konzentration an WTA ungefähr gleich mit der Konzentration an Peptidoglykan 

in der Zellwand (Sewell und Brown, 2014). In S. aureus bestehen die Wandteichonsäuren aus 11-40 

Ribitol-Phosphat-Einheiten, die mit D-Alanin und N-Acetyl-Glucosamin substituiert sind und kovalent 

an eine N-Acetyl-Muraminsäure des Peptidoglykan gebunden sind. Diese Bindung an das 

Peptidoglykan besteht aus einem Disaccharid aus N-Acetyl-Glucosamin-1-Phosphat und N-Acetyl-

Mannosamin gefolgt von zwei Glycerol-3-Phosphat-Einheiten (Winstel et al., 2014). Die Synthese der 

WTA erfolgt im Zytoplasma an der Zellmembran (Abb. 7). Initiiert wird die Biosynthese von TagO durch 

die Übertragung von GlcNAc auf den C55P Lipidcarrier. TagA transferiert ManNAc auf den Präkursor 

(Ginsberg et al., 2006). UDP-ManNAc wird von der Epimerase MnaA hergestellt und findet in dem 

primären Metabolismus von S. aureus sonst keine Verwendung (Soldo et al., 2002; Xia et al., 2010a). 

Anschließend wird durch TagD, TagB und TarF CDP-Glycerol synthetisiert und zweimal an den Anker 

der WTA angehangen (Badurina et al., 2003; Brown et al., 2008). Die Synthese der Ribitol-Kette erfolgt 

durch TarJ, TarI und TarL ausgehend von Ribulose-5-Phosphat-Einheiten (Pereira et al., 2008). Dabei 

wird die Länge der Ribitol-Kette von agr beeinflusst (Meredith et al., 2008). Der letzte Schritt im 

Zytoplasma ist die Substituierung der WTA mit N-Acetyl- Glucosamin durch die Glykosyltransferasen 

TarM und TarS. Dabei bindet TarM ausschließlich Zucker in Alpha-Konfiguration (α-Glykosylierung) und 

TarS nur Zucker in Beta-Konfiguration (β-Glykosylierung) an die Ribitol-Einheiten (C4) der WTA 

(Vinogradov et al., 2006; Winstel et al., 2014). Abschließend werden die Wandteichonsäuren durch 
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Abbildung 7 Model der Wandteichonsäure-Biosynthese und Substitution mit D-GlcNAc und D-Alanin in S. aureus, modi-
fiziert nach Swoboda et al., (2010) 

 

den ABC-Transporter TagGH nach außen verlagert (Schirner et al., 2011) und durch LcpABC mit dem 

Peptidoglykan verknüpft (Kawai et al., 2011; Dengler et al., 2012). Ebenfalls erfolgt dort die D-

Alanylierung der Wandteichonsäuren an den Ribitol-Einheiten (C2) durch DltABCD (Neuhaus und 

Baddiley, 2003; Vinogradov et al., 2006), welches durch das TCS GraRS reguliert wird (Falord et al., 

2011). Insgesamt sind Gene mit der Bezeichnung tag involviert in stark konservierten Schritten, die 

zwischen WTA aus Glycerol (B. subtilis) und Ribitol (S. aureus) gleich sind. Alle zusätzlichen Gene für 

WTA mit Ribitol sind mit tar bezeichnet (Xia et al., 2010a). Nicht-essenzielle Gene sind in der Abbildung 

grün gefärbt und führen bei Deletion zu einem avirulenten Phänotyp. Essenzielle Gene der WTA-

Biosynthese sind rot gefärbt und wirken bei Deletion letal, außer in einem ∆tagO oder ∆tagA 

Hintergrund (Swoboda et al., 2009). Die Wandteichonsäuren in S. aureus haben vielfältige Funktionen 

für das Bakterium. So schützen WTA die Zelle vor antimikrobiellen Peptiden und Fettsäuren, 

Antibiotika wie Vancomycin und Enzymen wie Lysozym. Der Schutz entsteht durch die 

Ladungsverteilung von D-Alanin, sowie chemisch-hydrophobe Eigenschaften (Peschel et al., 1999; Bera 

et al., 2007; Vergara-Irigaray et al., 2008; Kohler et al., 2009; Sewell und Brown, 2014). Des Weiteren 

sind WTA an der Kontrolle des Peptidoglykan-Aufbaus und -Abbaus beteiligt. Die Abwesenheit von 

Wandteichonsäuren hindert sowohl PBP4 als auch AtlA an der korrekten Lokalisation. Somit dienen 

WTA der zeitlichen und räumlichen Regulation dieser beiden Enzyme. In einer S. aureus ∆tagO 

Mutante waren beide Proteine gleichmäßig innerhalb der gesamten Zelloberfläche verteilt und nicht 

wie im Wildtyp an der Teilungssepte konzentriert (Atilano et al., 2010; Schlag et al., 2010). Außerdem 

sind WTA nötig für die Kolonisation des Nasenvorhofs (Weidenmaier et al., 2004; Winstel et al., 2015). 

Neben diesen Funktionen für das Bakterium interagieren die WTA auch mit der Umwelt, zum einen 
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mit dem tierischen Immunsystem und zum anderen mit Bakteriophagen (van Dalen et al., 2020). 

Phagen erkennen entweder das Rückgrat der bakteriellen WTA oder die angehangenen Zucker-

Konfigurationen und infizieren das Bakterium (Xia und Wolz, 2014). Bis auf die genannten Systeme agr 

und graRS ist die Regulation der WTA Biosynthese wenig erforscht (Keinhörster et al., 2019a). 

1.6 Zweikomponentensysteme 

Bakterien reagieren auf Umwelteinflüsse und Veränderungen, durch die Signaltransduktion von 

Zweikomponentensystemen (TCS). Dadurch können die Zellen ihre Protein-Expression basierend auf 

Temperatur, Druck, Salzgehalt, Toxinen, Antibiotika oder der Anwesenheit anderer Bakterien an-

passen. Die tatsächlichen Signale, welche von dem Bakterium durch die TCS wahrgenommen werden, 

sind jedoch oft unbekannt (Jacob-Dubuisson et al., 2018). TCS bestehen generell mindestens aus zwei 

Bestandteilen (Abb. 8), einer membranständigen Sensor-Histidin-Kinase, die basierend auf einem 

 

 
Abbildung 8 Model eines Zweikomponentensystems (TCS) aus Sensor-Histidin-Kinase und korrespondierendem Response-
Regulator. Ausgehend von einem Signal erfolgt die Autophosphorylierung der Kinase und die Übertragung des Phosphats 
auf den Regulator, der sodann die Transkription der im Regulon enthaltenen Gene hemmt bzw. induziert (entnommen aus 
Türck, 2009). 

äußeren Signal ein Histidin an der Zell-Innenseite autophosphoryliert, und einem kognaten Response-

Regulator, welcher durch die Kinase phosphoryliert wird, meistens an einem Aspartat-Rest, und eine 

Konformationsänderung erfährt. Der Regulator hemmt oder induziert die Transkription von Genen mit 

entsprechender Bindungs-Sequenz an der DNA (Kalantari et al., 2015). S. aureus besitzt insgesamt 16 

Zweikomponentensysteme (WalRK, HptSR, LytSR, GraRS, SaeRS, TCS7SR, ArlRS, SrrAB, PhoPR, AirSR, 
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VraSR, AgrCA, KdpDE, HssRS, NreBC, BraSR), wobei nur WalRK essenziell ist (Rapun-Araiz et al., 2020). 

Zweikomponentensysteme sind auch im Fokus der Forschung nach neuen Antibiotika, aufgrund der 

essenziellen Natur und Spezifität mancher TCS, beispielsweise hemmen Signermycin B und 

Waldiomycin die Phosphorylierung von WalK in S. aureus (Bem et al., 2014; Cardona et al., 2018).  

1.6.1 VraSR 

Das VraSR-TCS wurde erstmals von Kuroda et al., (2000) in dem VISA-Stamm S. aureus Mu50 identifi-

ziert. Vancomycin, sowie andere Zellwand-schädigende Antibiotika, führen zu einer Induktion des 

Systems und einer erhöhten Expression von Genen des VraSR-Zellwandstress-Regulon (vergleiche Tab. 

22). Darunter fallen zum Beispiel Gene der Zellwand-Biosynthese (sgtB, pbp2, fmtA, murZ) (Kuroda et 

al., 2003). Das „vancomycin-resistance associated“ (Vra) TCS spielt durch die Kontrolle von pbp2 auch 

eine Rolle in der Resistenz gegen Methicillin. Es konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von VraS 

zu einer erneuten Sensibilisierung gegenüber Oxacillin in MRSA führt (Boyle-Vavra et al., 2006). Das 

VraSR-TCS funktioniert wie oben beschrieben. Zuerst erkennt die membranständige Sensor-Histidin-

Kinase VraS ein unbekanntes Signal und führt eine Autophosphorylierung durch. Diese passiert in vitro 

innerhalb von 10 Minuten nach Signaleingang, wodurch die Antwort auf Zellwandstress schneller 

erfolgt als die Zellteilung. Innerhalb von 30 Sekunden erfolgt der Phosphotransfer von VraS auf den 

Response-Regulator VraR an der Aminosäure D55 in vitro (Belcheva und Golemi-Kotra, 2008; 

Galbusera et al., 2011). Die Phosphorylierung führt zu einer Konformationsänderung in VraR und 

erleichtert die Bildung von Dimeren. Im dimerisierten Zustand ist die Bindung von VraR an die DNA 

erhöht (Belcheva und Golemi-Kotra, 2008; Leonard et al., 2013). Eine Grundexpression des vra-

Operons durch VraR erfolgt auch unabhängig von einer Phosphorylierung (Belcheva et al., 2009), wobei 

in beiden Fällen der Transkriptionsfaktor Sigma A involviert ist (Belcheva et al., 2011). Neben VraS 

erfolgt ein Phosphotransfer auch von der Serin/Threonin Kinase Stk1 auf VraR, jedoch an den Stellen 

T106, T119, T175 oder T178, wodurch die Aktivität der DNA-Bindung abnimmt (Canova et al., 2014; 

Kalantari et al., 2015). Innerhalb des Vra-Operons (Abb. 9A) liegen noch zwei weitere Gene, vraU und 

vraT. Das Gen vraU hat keine bekannte Funktion und eine Deletion hat keinen Einfluss auf die 

Expression des Zellwandstress-Regulons. Im Gegensatz dazu scheint das Gen vraT, wie auch die beiden 

Teile des TCS, essenziell für die Regulation zu sein. Es scheint dabei entweder als Aktivator (McCallum 

et al., 2011; Boyle-Vavra et al., 2013) oder Repressor (Gardete et al., 2012; Karinou et al., 2019) der 

Aktivität von VraSR zu dienen. 
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Abbildung 9 A) vra-Operon aus S. aureus, modifiziert aus Boyle-Vavra et al., (2013). B) wal-Operon aus S. aureus mit 
Transkriptionsstart (RI, RII, J) und Transkriptionsstop (O), modifiziert aus Poupel et al., (2016). 

1.6.2 WalRK 

Das Zweikomponentensystem WalRK, auch VicRK oder YycFG genannt, ist das einzig essenzielle TCS in 

S. aureus und wurde erstmalig in Bacillus subtilis entdeckt. Es ist spezifisch für das Phylum der Firmi-

cutes und dort ubiquitär verbreitet (Dubrac et al., 2008). Die Expression erfolgt vor allem in der 

exponentiellen Wachstumsphase und ist stark reduziert in der stationären Wachstumsphase (Fabret 

und Hoch, 1998). In S. aureus besteht das Wal-Operon aus fünf Genen (Abb. 9B). WalR und WalK 

stehen für den Response-Regulator beziehungsweise die Histidin-Kinase. WalK hat eine Metall-

Bindestelle für ein Zink-Ion in der zytoplasmatischen PAS-Domäne. Die Bindung setzt die Aktivität der 

Kinase herab (Monk et al., 2018). In B. subtilis und S. aureus lokalisiert die Histidin-Kinase an der 

Teilungssepte und interagiert mit Proteinen der Zellteilung, wie DivIB, FtsL, Pbp2B und FtsW (Poupel 

et al., 2016; Fukushima et al., 2011). Der Regulator WalR wird an Aminosäure D53 von der Kinase durch 

Phosphotransfer phosphoryliert und erfährt eine Konformationsänderung (Doi et al., 2010). Daraufhin 

dimerisiert WalR und kontrolliert die Expression (vergleiche Tab. 24) von Zellwand-Hydrolasen (sceD, 

ssaA, ssaA2, lytM, isaA, atlA, sle1, lytD) (Dubrac et al., 2004; Dubrac et al., 2007). Es ist diesbezüglich 

essenziell für den Zellwand-Metabolismus und die Zellteilung (Bisicchia et al., 2007). Des Weiteren wird 

auch die Transkription einiger Virulenz-Gene (emp, icaR, spdC, spa, sbi, coa, vwb, chp, scn, hla, hlgA, 

hlgB, hlgC, fnbA, fnbB, ecb, efb, scc, ebpS, set, lukH, lukG, sleX) in einer Mutante mit konstitutiv aktivem 

WalR aktiviert (Delaune et al., 2012). Der Regulator WalR kann zusätzlich durch die Serin/Threonin 

Kinase PknB (Stk1) an der Stelle T101 phosphoryliert werden (Libby et al., 2015; Hardt et al., 2017). 

Neben dem TCS sind im wal-Operon auch noch drei weitere Gene enthalten, walH, walI und walJ. 

Dabei wird das Gen walJ monocistronisch exprimiert (Wang et al., 2004). Die Funktion von WalJ ist 

unbekannt, jedoch wird eine Beteilung am Zellwand-Metabolismus oder der Zellteilung vermutet 

(Biller et al., 2011; Poupel et al., 2016; Takada und Yoshikawa, 2018). WalH und WalI sind positive 

Regulatoren der Aktivität der WalK Kinase (Gajdiss et al., 2020). 
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1.7 Ziel der Arbeit 

Die vermehrte Isolation von multiresistenten Bakterien und das nachlassende Interesse der Pharma-

industrie in Bezug zur Erforschung und Zulassung von neuen Antibiotika-Klassen seit den 1990er Jahren 

stellen ein immer größer werdendes Problem im klinischen Alltag dar. Vor allem nosokomiale MRSA, 

als einer der ESKAPE Organismen (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa und Enterobacter spec.), führen zu 

klinischen Komplikationen, chronischen Infektionen und Todesfällen (Mulani et al., 2019). Die häufigs-

te Standardbehandlung von MRSA erfolgt durch die Therapie mit Vancomycin, neben Linezolid, Dapto-

mycin und Cephalosporinen der 5. Gruppe (Gatermann und Miksits, 2009). Jedoch treten seit der Ent-

deckung des ersten klinischen VISA-Isolates S. aureus Mu50 (Hiramatsu et al., 1997) vermehrt Stämme 

mit geringer Vancomycin-Empfindlichkeit auf. Der zugrundeliegende Mechanismus dieser vermin-

derten Empfindlichkeit ist nicht abschließend geklärt. 

 

Das Ziel dieser Arbeit war die weiterführende Charakterisierung der im Labor hergestellten VISA-Iso-

late S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40), aufbauend auf der Arbeit von Berscheid 

(2014). Die Laborstämme sollten des Weiteren mit dem klinischen VISA-Isolat S. aureus 137/93A, ge-

kennzeichnet durch eine Überexpression des walRK-Zweikomponentensystems, verglichen werden. Es 

sollte zum einen die Zellwand der Stämme weiter untersucht werden. Hierbei lag der Fokus auf der 

Analyse der Quervernetzung des Peptidoglykan, der Ladung der Zellhülle und insbesondere auf den 

Wandteichonsäuren. Vor allem die WTA sollten detailliert betrachtet werden, bezüglich der Konzent-

ration einzelner Bestandteile, der Substitution mit D-Alanin und D-Glucosamin, sowie der Konfigura-

tion der Zucker-Substituenten. Zum anderen sollte die Autolyse der Stämme untersucht werden. Dafür 

sollten die Autolysine der Stämme isoliert und in einem Zymogramm, sowie einem Lyse-Assay gegen 

PGN getestet werden. Ebenfalls sollte die Adsorption von aufgereinigtem AtlA, dem Hauptautolysin in 

S. aureus, an die Zellwand der Stämme untersucht werden. Zusätzlich sollte von allen Stämmen eine 

Transkriptom-Analyse mittels RNA-seq durchgeführt werden, um Unterschiede in der Expression von 

Genen, vor allem bezüglich der Autolysine und den Regulons der TCS VraSR und WalRK, zu erkennen. 

Beide TCS sollten in einem S. aureus NCTC8325 Hintergrund mittels pTX15 Vektors überexprimiert wer-

den, um den Effekt auf die Vancomycin-MHK zu testen. Der Aminosäureaustausch VraR(M54T) in S. 

aureus VC40R sollte durch Phosphorylierungs-Assays und eine Phos-Tag SDS-PAGE ebenfalls nähe cha-

rakterisiert werden. Schließlich sollte der Einfluss einzelner Mutation aus S. aureus VC40, die zu einem 

Aminosäureaustausch oder einer Insertion, beziehungsweise Deletion, im Protein führten, auf die Ver-

ringerung der Vancomycin-Empfindlichkeit getestet werden. Dazu sollten diese Mutationen durch ei-
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nen Allelaustausch mittels pMAD Vektor in den VSSA S. aureus NCTC8325 eingebracht und die Vanco-

mycin-MHK bestimmt werden. 

 

Die Hypothese dieser Arbeit besagt, dass die Mutationen in S. aureus VC40, vor allem in den TCS vraSR 

und walRK, zu einer biochemischen Veränderung in den WTA führen, die im Gegenzug sowohl die 

Autolyse als auch die Quervernetzung der Zellwand beeinflusst, wodurch eine verdickte Zellwand ent-

steht, die mehr Vancomycin binden kann und zu einer geringeren Vancomycin-Empfindlichkeit bei-

trägt.   
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2 Material und Methoden 

2.1 Material-Verzeichnisse 

2.1.1 Chemikalienverzeichnis  

Tabelle 1 In dieser Arbeit verwendete Chemikalien, Lösungen und Puffer. 

Bezeichnung Hersteller 

10x DNase I Puffer Thermo Scientific, Schwerte 

10x FastDigest Green Buffer Thermo Scientific, Schwerte 

10x T4 DNA-Ligase Buffer Thermo Scientific, Schwerte 

1-Butanol AppliChem, Darmstadt  

2-Propanol AppliChem, Darmstadt 

4x Laemmli Buffer Bio-Rad Laboratories, München 
5x Phusion HF Buffer Thermo Scientific, Schwerte 

6x Loading Dye & SDS Solution Fermentas, St. Leon-Rot 

Acrylamid 4K Lösung AppliChem, Darmstadt 

ADP Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Agar Oxoid, Wesel 

Agarose Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld 

Aktivkohle Apotheke Universitätsklinikum Bonn, Bonn 

Alcian-Blue 8GX Alfa Aesar, Kandel 

Ammoniumheptamolybdat Merck, Darmstadt 

Ammoniumsulfat AppliChem, Darmstadt 
Ampicillin-Natrium Salz Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Ampuwa® PCR-Wasser Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg 

APS Merck, Darmstadt 

ATP Sigma Aldrich, Taufkirchen 

BactoTM Tryptone BD, Heidelberg 

Benzonase® Nuclease Merck, Darmstadt 

Benzyl-Alkohol Merck, Darmstadt 

BHI-Medium Oxoid, Wesel 

BocillinTM FL Penicillin-Natrium Salz Invitrogen, Schwerte 

Bromophenolblau Merck, Darmstadt 
BSA Thermo Scientific, Schwerte 

CaCl2 Merck, Darmstadt 

Chloramphenicol Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Chloroform AppliChem, Darmstadt 

Citronensäure-Monohydrat Merck, Darmstadt 

Columbia-Agarplatte (5 % Schafsblut) BD, Heidelberg 

Concanavalin A-FITC Konjugat aus Canavalia 

ensiformis 
Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Coomassie Brilliant Blue R250 Serva, Heidelberg 
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Bezeichnung Hersteller 

Cytochrom C Sigma Aldrich, Taufkirchen 

D(+)-Glucose-Monohydrat Merck, Darmstadt 

D2O Sigma Aldrich, Taufkirchen 

D-Alanin Sigma Aldrich, Taufkirchen 

D-Aminosäureoxidase Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Daptomycin (Cubicin®) Novartis Pharma, Nürnberg 

DDM Carl Roth, Karlsruhe 

DMF Sigma Aldrich, Taufkirchen 

DMSO Serva, Heidelberg 

DNA Exitus PlusTM IF AppliChem, Darmstadt 

DNase I Thermo Scientific, Schwerte 

dNTPs Thermo Scientific, Schwerte 

DTT Sigma Aldrich, Taufkirchen 

D-Xylose Merck, Darmstadt 

EDTA Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Eisessig AppliChem, Darmstadt 

Erythromycin Merck, Darmstadt 

Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid Sigma Aldrich, Taufkirchen 

FastDigest BamHI Thermo Scientific, Schwerte 

FastDigest EcoRI Thermo Scientific, Schwerte 

FastDigest NcoI  Thermo Scientific, Schwerte 

FastDigest XhoI  Thermo Scientific, Schwerte 

Flüssigstickstoff Linde, Troisdorf 
Formamid Sigma Aldrich, Taufkirchen 

GeneRulerTM 100 bp DNA-Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

Glycerin Merck, Darmstadt 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe 

HCl KMF Laborchemie, Köln 

Hefeextrakt Oxoid, Wesel 

HEPES AppliChem, Darmstadt  

Imidazol Merck, Darmstadt 

InstantBlueTM Coomassie Protein Stain Expedeon, Heidelberg 
IPTG Thermo Scientific, Schwerte 

K2HPO4 Merck, Darmstadt 

Kalium-Acetat Merck, Darmstadt 

Kanamycin-Sulfat (BioChemica) AppliChem, Darmstadt 

Katalase Sigma Aldrich, Taufkirchen 

KCl Merck, Darmstadt 

KH2PO4 Merck, Darmstadt 

KOH Merck, Darmstadt 

Kongorot Alfa Aesar, Kandel 

Kreatinphosphat  Sigma Aldrich, Taufkirchen 
Kreatin-Phosphokinase Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Kristallviolett Carl Roth, Karlsruhe 

Lactat-Dehydrogenase Sigma Aldrich, Taufkirchen 

L-Ascorbinsäure Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Laurdan Ana Spec, Seraing (Belgien) 

LiCl Merck, Darmstadt 

Lithium-Kalium-Acetylphosphat Sigma Aldrich, Taufkirchen 
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Bezeichnung Hersteller 

Lysostaphin Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Lysozym Fluka,  

Magnesiumacetat Merck, Darmstadt 

MES-Hydrat Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Methanol AppliChem, Darmstadt 
Methylenblau  Merck, Darmstadt 

MgCl2-Hexahydrat Merck, Darmstadt 

MgSO4-Heptahydrat Merck, Darmstadt 

MH-Medium Oxoid, Wesel 

Midori Green Direct Nippon Genetics, Düren 

MnCl2 Merck, Darmstadt 

MOPS Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Na2HPO4 Merck, Darmstadt 

NaCl Carl Roth, Karlsruhe 

NADH2-Na Carl Roth, Karlsruhe 
NaH2PO4 Dihydrat Merck, Darmstadt 

Nährstoff-Bouillon Oxoid, Wesel 

NaOH Merck, Darmstadt 

NarI New England Biolabs, Frankfurt am Main 

Native MarkTM Unstained Protein Marker Invitrogen, Schwerte 

Natrium-Acetat-Trihydrat Merck, Darmstadt 

Nickel-NTA Agarose Serva, Heidelberg 

NZ Amine (Casein Hydrolysat) Merck, Darmstadt 

PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 

#26619 
Thermo Scientific, Schwerte 

PageRulerTM Unstained Protein Ladder #26614 Thermo Scientific, Schwerte 

Peptidoglycan (S. aureus) Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Perchlorsäure Merck, Darmstadt 

Phos-tagTM Acrylamide AAL-107 Wako Chemicals, Neuss 

PhusionTM High-Fidelity DNA Polymerase Thermo Scientific, Schwerte 

PierceTM Protease Inhibitor Mini Tablets  Thermo Scientific, Schwerte 

Proteinase K Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Quick-Load® Purple 1 kb DNA Ladder New England Biolabs, Frankfurt am Main 

Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder New England Biolabs, Frankfurt am Main 
RNAprotect® Bacteria Reagent Qiagen, Hilden 

RNase A Thermo Scientific, Schwerte 

Saccharose Merck, Darmstadt 

Sodium-Dodecylsulfat Serva, Heidelberg 

Soja-Pepton Merck, Darmstadt 

Stopp Puffer NuPAGE Life Technologies, Carlsbad (USA) 

Sure/CutTM Puffer M Sigma Aldrich, Taufkirchen 

T4 DNA-Ligase Thermo Scientific, Schwerte 

TEMED Carl Roth, Karlsruhe 

TE-Puffer (RNase-frei) Alfa Aesar, Kandel 
Tetrazyklin Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Tricine Bio-Rad Laboratories, München 

Tris Base Merck, Darmstadt 

Tris-HCl Merck, Darmstadt 

Triton X-100 AppliChem, Darmstadt 

Trypsin Carl Roth, Karlsruhe 

TSA-Medium Oxoid, Wesel 
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TSB-Medium Oxoid, Wesel 

Tunikamycin  AppliChem, Darmstadt 

Vancomycin Lilly Pharma, Gießen 

X-Gal Thermo Scientific, Schwerte 

Xylencyanol Sigma Aldrich, Taufkirchen 
α-Methylglucosid Sigma Aldrich, Taufkirchen 

β-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Taufkirchen 

β-N-Acetylglucosaminidase New England Biolabs, Frankfurt am Main 

2.1.2 Kits 

Tabelle 2 In dieser Arbeit verwendete Kits. 

Bezeichnung Hersteller 

Acetat Assay Kit Megazyme, Wicklow (Irland) 

Bradford Protein Assay Kit Bio-Rad Laboratories, München 

D-Glucosamine Assay Kit Megazyme, Wicklow (Irland) 

GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific, Schwerte 

GeneJET PCR Purification Kit  Thermo Scientific, Schwerte 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific, Schwerte 

MonarchTM PCR & DNA Cleanup Kit New England Biolabs, Frankfurt am Main 

PierceTM Silver Stain Kit Thermo Scientific, Schwerte 

PrestoSpin D Bug DNA Purification Kit Molzym, Bremen 
PrimeScriptTM RT Reagent Kit Takara, Saint-Germain-en-Laye (Frankreich) 

Quik Change Lightning Mutagenesis Kit Agilent Technologies, Santa Clara (USA) 

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden 

Triglycerid Colorimetric Assay Kit Cayman Chemical, Ann Arbor (USA) 

2.1.3 Instrumentenverzeichnis 

Tabelle 3 In dieser Arbeit verwendete Geräte. 

Bezeichnung Modell Hersteller 

96-Well Platte (flach) 167008 Thermo Scientific, Schwerte 

96-Well Platte (qRT-PCR) HSP9601 Bio-Rad Laboratories, München 

96-Well Platte (rund) 650101 Greiner Bio-one, Frickenhausen 

96-Well Platte (schwarz) 655076 Greiner Bio-one, Frickenhausen 

Agarose-Gelkammer PerfectBlue™ Gel System Midi  PeqLab, Erlangen 

Analysenwaage P1200N Mettler-Toledo, Gießen 

Autoklav Laboklav Eco  SHP Steriltechnik, Haldensleben 
Brutschrank Function Line Heraeus, Hanau  

Dewargefäß Typ B KGW Isotherm, Karlsruhe 

Dialyse Kassetten  
Slide-A-Lyzer Cassette G2 10.000 

MWCO 
Thermo Scientific, Schwerte 

Eismaschine ZBE 30-10 CoolNat Ziegra Eismaschinen, Isernhagen 
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Bezeichnung Modell Hersteller 

Elektroporationsküvette 2081600B (2 mm) Labomedic, Bonn 

Elektroporator Micro-PulserTM Bio-Rad Laboratories, München 

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer 7 Carl Zeiss, Oberkochen 

Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 LSC Christ, Osterode am Harz 

Gel Imager 
Molecular Imager® Gel DocTM 
XR+ 

Bio-Rad Laboratories, München 

Glasperlen 0.1 mm dia. Glass Beads Carl Roth, Karlsruhe 

Gram-Färbung PolyStainer 
IUL Instruments, Barcelona 

(Spanien) 

Heißluftsterilisator ST6120 Heraeus, Hanau 

Heizbad Pura 4 Julabo, Seelbach 

Heizblock QBH2 Grant Instruments, Shepreth (UK) 

Homogenisator (2 mL) Precellys® 24 Peqlab, Erlangen 

Homogenisator (7 mL) Bead Ruptor 12 
Omni International, Kennesaw 

(USA) 
Impfschlinge 86.1567.050 Sarstedt, Nümbrecht 

Kryoröhrchen Nalgene® cryoware Thermo Scientific, Schwerte 

Küvetten 67.742 (10x4x45 mm) Sarstedt, Nümbrecht 

Küvetten  634-0675 macro VWR, Darmstadt 

Lichtmikroskop Axioskop  Carl Zeiss, Oberkochen 

Magnetrührer Pyro-Mag Stir 
Cenco Instrumenten, Breda 

(Niederlande) 

Mikroplattenschüttler Titertek Flow Laboratories 

Mikrowaage CP2P Sartorius, Göttingen 

Mini-Zentrifuge Sprout® 
Heathrow Scientific, Vernon Hills 
(USA) 

NanoDrop NanoDropTM One Thermo Scientific, Schwerte  

NMR-Röhrchen Norell® Standard SeriesTM 5 mm Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Objektträger 76x26 mm Engelbrecht, Edermünde 

PCR-Cycler Labcycler Gradient SensoQuest, Göttingen 

Petrischalen 632102 (94x16 mm) Greiner Bio-one, Frickenhausen 

pH-Meter pH522 WTW, Weilheim 

Photometer UVi Line 9400 Schott Instruments, Mainz 

Pipetten Pipetman Gilson, Villiers le Bel (Frankreich) 
Plattenleser Infinite M Plex Tecan, Männedorf (Schweiz) 

Proteinaufreinigung Polypropylene Columns 1 mL  Qiagen, Hilden 

qRT-PCR-Cycler 
C1000TM Thermal Cycler, 

CFX96TM Real Time System 
Bio-Rad Laboratories, München 

Reinstwasser-Anlage MilliQ® Biocel System A10 Millipore, Schwalbach 

Schüttler Infors HT TR-250 Infors, Einsbach 

SDS-PAGE-Gelkammer 

(groß) 

Vertical Gel Electrophoresis Sys-

tems Model V161 

Bethesda Research Laboratories, 

Rockville (USA) 

SDS-PAGE-Gelkammer 

(klein) 
Mini Protean IITM Bio-Rad Laboratories, München 

Single-Well Platte NuncTM OmniTrayTM Thermo Scientific, Schwerte 

Spritze DiscarditTM II 10 mL BD, Heidelberg 

Sterilbank Antair BSK Bio Flow Technik, Meckenheim 

Sterilfilter 
Acrodisc® Syringe Filters 25 mm 

(0,2 µm Porengröße) 
Pall Corporation, Dreieich 

Stromquelle Desatronic 2000/300 Desaga, Heidelberg 

Taumelwipptisch Rocker 3D Digital IKA®, Staufen 

https://shop.gbo.com/de/germany/articles/catalogue/article/0110_0100_0010_0010/12914/
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Bezeichnung Modell Hersteller 

Thermoschüttler Infors HT Ecotron Infors, Einsbach 

Tischzentrifuge Sigma 2K15; Rotor 12148-H B. Braun, Melsungen 

Ultrafiltration Vivaspin 6 Sartorius 

Ultraschallbad 1210 Ultrasonic Cleaner 
Branson Ultrasonic Corporation, 

Danbury (USA) 
Ultraschallgerät Sonopuls HD 3100 Bandelin electronic, Berlin 

Ultrazentrifuge 
Sorvall® Discovery M120 SE; Ro-

tor S80AT3-0255 
Thermo Scientific, Schwerte 

Ultrazentrifugenbecher 6 pc thick-walled tube Hitachi Koki, Hitachinaka (Japan) 

UV-Tisch Chroma 43 Vetter, Wiesloch 

Vortex MS1 Minishaker IKA®, Staufen 

Wasserbad TW8 Julabo, Seelbach 

Zentrifuge Multifuge 1 S-R; Rotor FA12.94 Heraeus, Hanau 

Zentrifuge 
Sorvall® Evolution RC; Rotor SLC-

4000 
Thermo Scientific, Schwerte 

Zentrifugenbecher 
Nalgene™ 1 Liter-Superspeed-

Zentrifugenflaschen 
Thermo Scientific, Schwerte 

Zentrifugenröhrchen  REF 352098 Falcon®, Corning 

Zinnkartuschen HE25208000 10x10 mm HEKAtech, Wegberg 

2.1.4 Softwareverzeichnis 

Tabelle 4 In dieser Arbeit verwendete Software. 

Bezeichnung Version Entwickler 

Bestellanforderung CS-Anforderung 7 Con-Sense GmbH 

Fluoreszenz Mikroskop Zen 2.6 pro Carl Zeiss 

Gel-Analyse GelAnalyzer 2010 19.1 Istvan Lazar 

Gel-Analyse ImageLab 5.2.1 Bio-Rad Laboratories 

Gentechnik-

Aufzeichnung 
GenTech Explorer Strack IT Solutions 

Ligationsrechner http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation New England Biolabs 
NanoDrop NanoDropTM One Local Control Software 1.4.2 Thermo Scientific 

NMR-Visualisierung MestReNova 14.1 
Mestrelab Research 

S.L. 

Nukleotide-BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi NCBI 

Oligonukleotidanalyse http://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
Integrated DNA 

Technologies 

Plattenleser i-control 2.0 Tecan 

Primer-Design 
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_w

ww.cgi 

Whitehead Institute 

for Biomedical Re-

search 
Protein-BLAST https://www.uniprot.org/blast/ Uniprot Consortium 

qRT-PCR CFX Manager IVD 1.6 Bio-Rad Laboratories 

QuikChange Primer-

Design 
http://www.agilent.com/genomics/qcpd Agilent Technologies 

Restriktionsenzym-

Karte 
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ New England Biolabs 
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Bezeichnung Version Entwickler 

S. aureus Annotation-

Datenbank 
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/Main_Page Fuchs et al., 2018 

S. aureus Transkrip-

tom-Meta-Datenbank 
https://satmd.org/ Informatics LLC 

Sequenzdatenanalyse Geneious 7.1.2 Biomatters  
Statistiksoftware Prism 5 Graphpad Software 

Tabellenkalkulation Excel 2016 Microsoft 

Tm-Rechner http://tmcalculator.neb.com/#!/ New England Biolabs 

Vektorkarten 
https://www.genscript.com/gene-and-plasmid-

construct-design.html 
GenScript Biotech 

Venn-Diagramm-

Visualisierung 
RStudio 1.2.5042 mit eulerr 6.1.0 Paket RStudio PBC 

2.1.5 Medien, Puffer und Lösungen 

Tabelle 5 Liste und Herstellung aller in dieser Arbeit verwendeten Medien, Lösungen und Puffer. 

Bezeichnung Herstellung Lagerung 

Medium   

BHI-Medium 37 g/L BHI in H2Odest. 4 °C 

BM-Medium 
10 g/L Soja-Pepton, 5 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl, 1 g/L 

Glukose, 1 g/L K2HPO4 in H2Odest.; pH 7,2 
4 °C 

LB-Medium 
10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl in H2Odest.; 

pH 7,5 
4 °C 

MH-Medium  21 g/L MH in H2Odest. 4 °C 

Nährstoff-Medium 13 g/L Nährstoff-Medium in H2Odest. 4 °C 

NZY+ Medium 

10 g/L NZ Amine, 5 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCl in H2Odest.; 
pH 7,5; 20 mL 20 % (w/v) Glukose (separat 

autoklavieren), 25 mL 0,5 M MgCl2, 25 mL 0,5 M MgSO4 

sterilfiltrieren   

4 °C 

TB-Medium 

20 g/L Trypton, 24 g/L Hefeextrakt, 4 mL/L 100 % (v/v) 

Glycerin in 0,9 L H2Odest.; 2,31 g/L KH2PO4, 12,54 g/L 

K2HPO4 in 0,1 L H2Odest (separat autoklavieren) 

4 °C 

TSB-Medium 30 g/L TSB in H2Odest. 4 °C 

TYM-Medium 
20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 5,84 g/L NaCl, 2,46 g/L 

MgSO4 in H2Odest. 
4 °C 

Antibiotika   

Ampicillin 100 mg/mL Ampicillin in H2OMilliQ -20 °C 

Chloramphenicol 50 mg/mL Chloramphenicol in H2OMilliQ -20 °C 

Daptomycin 1 mg/mL Daptomycin in DMSO -20 °C 

Erythromycin 20 mg/mL Erythromycin in Ethanol -20 °C 

Kanamycin 50 mg/mL Kanamycin in H2OMilliQ -20 °C 
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Bezeichnung Herstellung Lagerung 

Tetrazyklin 25 mg/mL Tetrazyklin in Ethanol -20 °C 

Tunikamycin 1 mg/mL Tunikamycin in DMSO -20 °C 

Vancomycin 10 mg/mL Vancomycin in H2OMilliQ -20 °C 

Stammlösungen   

Aktivkohle 10 g/L Aktivkohle in H2O RT 

Alcian-Blue Entfärbe-

Lösung 

100 mL Essigsäure (10 % (v/v)), 200 mL Ethanol (20 

%(v/v)) in 1 L H2OMilliQ 
RT 

Alcian-Blue Färbelösung 
1 g Alcian Blau, 50 mL Essigsäure (5 % (v/v)), 400 mL 

Ethanol (40 %(v/v)) in 1 L H2OMilliQ 
RT 

Ammonium-

Heptamolybdat (1,25 % 

(w/v)) 

0,25 g Ammonium-Heptamolybdat in 20 mL H2OMilliQ RT 

APS 21 mg APS in 1 mL H2OMilliQ - 

Ascorbinsäure (5 % (w/v)) 1 g Ascorbinsäure in 20 mL H2OMilliQ - 

ATP (10 mM) 0,5 g ATP in 0,1 mL H2OPCR -20 °C 

Benzyl-Alkohol (500 mM) 52 µL Benzyl-Alkohol in 1 mL H2OMilliQ RT 

Bocillin-FL (1,5 mM) 1 mg/mL Bocillin-FL in DMSO -20 °C 

CaCl2 (0,5 M) 2,77 g CaCl2 in 50 mL H2OMilliQ 4 °C 

Coomassie Brilliant Blue 

R250 Lösung 

0,125 g Coomassie Brilliant Blue R250 (0,25 % (w/v)), 25 

mL Methanol (50 % (v/v)), 5 mL Essigsäure (10 % (v/v)) in 

50 mL H2OMilliQ 

RT 

Cytochrom C  5 mg/mL Cytochrom C in 20 mM MOPS Puffer -20 °C 

D-Alanin Lösung I (12 mM) 10 mg NADH-Na2 in 1 mL H2OMilliQ - 

D-Alanin Lösung II 1 mg Katalase in 5 mL H2OMilliQ - 

D-Alanin Lösung III 2 mg D-Aminosäureoxidase in 1 mL H2OMilliQ - 

D-Alanin Standard (10 

mM) 
0,891 mg D-Alanin in 1 mL H2OMilliQ - 

DDM (250 mM) 0,89 g DDM in 7 mL H2OMilliQ 4 °C 

DTT (1 M) 154,25 mg DTT in 1 mL H2OPCR -20 °C 

EDTA (0,5 M) 9,3 g EDTA-Na2 in 50 mL H2OMilliQ 4 °C 

Entfärbe-Lösung 
450 mL Methanol (45 % (v/v)), 100 mL Essigsäure (10 % 

(v/v)) in 50 mL H2OMilliQ 
RT 

Ethidiumbromid 50 µL Ethidiumbromid (10 mg/mL) in 1 L H2OMilliQ RT 

Imidazol (2 M) 6,8 g Imidazol in 50 mL H2OMilliQ 4 °C 

IPTG (1 M) 0,24 g IPTG in 1 mL H2OMilliQ -20 °C 

K2HPO4 (0,1 M) 0,871 g K2HPO4 in 50 mL H2OMilliQ RT 

KH2PO4 (0,1 M) 0,68 g KH2PO4 in 50 mL H2OMilliQ RT 

KH2PO4 (1 mM) 6,8 mg KH2PO4 in 50 mL H2OMilliQ RT 

Kongorot 10 mg/mL Kongorot in Medium 4 °C 
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Bezeichnung Herstellung Lagerung 

Kreatinphosphat (200 

mM) 
6,5 mg Kreatinphosphat in 0,1 mL H2OMilliQ -20 °C 

Kreatin-Phosphokinase 2 U/mL Kreatin-Phosphokinase in Proteolyse-Puffer -20 °C 

Kristallviolett (0,5 %) 50 mg Kristallviolett in 10 mL H2Odest. RT 

Laurdan (10 mM) 3,5 mg Laurdan in 1 mL DMF -20 °C 

Lösung C 50 µg/mL Trypsin in H2OMilliQ -20 °C 

Lysostaphin 10 mg/mL Lysostaphin in H2OMilliQ -20 °C 

Lysozym  100 mg/mL Lysozym in H2OMilliQ -20 °C 

MgCl2 (0,5 M) 2,38 g MgCl2 in 50 mL H2OMilliQ 4 °C 

MgSO4 (0,5 M) 3 g MgSO4 in 50 mL H2OMilliQ 4 °C 

MnCl2 (0,5 M) 3,14 g MnCl2 in 50 mL H2OMilliQ 4 °C 

MnCl2 (10 mM) 0,2 mL 0,5 M MnCl2 in 10 mL H2OMilliQ 4 °C 

NaCl (1 M) 5,84 g NaCl in 100 mL H2OMilliQ RT 

NaOAc (3 M) 
40,82 g NaOAc-Trihydrat in 100 H2OMilliQ; pH 5,1 mit 

Eisessig 
RT 

Phos-Tag (5 mM) 10 mg Phos-Tag in 3,3 mL 3 % (v/v) Methanol 4 °C 

Proteinase K 20 mg/mL Proteinase K in H2OMilliQ -20 °C 

SDS (20 % (w/v)) 20 g SDS in 100 mL H2OMilliQ RT 

Silberfärbung Stopp-

Lösung 
5 mL Essigsäure (5 % (v/v) in 100 mL H2OMilliQ - 

Triton X-100 (85 mM) 0,5 mL 100 % (v/v) Triton X-100 in 10 mL H2OMilliQ RT 

Trypsin-Lösung 0,2 mg/mL Trypsin in 15 mM Tris-HCl; pH 7 -20 °C 

X-Gal 300 mg/L X-Gal gelöst in 1 mL DMSO - 

Xylose (25 %) 25 g Xylose in 100 mL H2OMilliQ  4 °C 

Zymogramm-Färbelösung 
0,1 g Methylenblau (0,1 % (w/v)), 0,01 g KOH (0,01 % 

(w/v)) in 100 mL H2OMilliQ 
RT 

Puffer   

Alcian-Blue-Ladepuffer 5 x 

6 g Tris (0,5 M), 9 g Tricine (0,5 M), 30 mL Glycerol (30 

%(v/v)), 0,15 g Bromophenolblau (0,15 % (w/v)) in 100 

mL H2OMilliQ; pH 8,2 

4 °C 

Alcian-Blue-Laufpuffer 
12,11 g Tris (0,1 M), 17,91 g Tricine (0,3 M), 30 mL 

Glycerol (30 % (v/v)) in 1 L H2OMilliQ; pH 8,2 
RT 

Autolysin-Puffer I 
0,77 g Tris-HCl (50 mM), 12,7 g LiCl (3 M) in 100 mL 

H2Odest.; pH 7  
RT 

Autolysin-Puffer II 
0,77 g Tris-HCl (50 mM), 0,87 g NaCl (150 mM) in 100 mL 

H2Odest.; pH 7 
4 °C 

D-Alanin-Puffer 1,576 g Tris-HCl (0,1 M) in 100 mL H2Odest.; pH 8,5 4 °C 

DDM-Puffer 

0,2 g NaH2PO4 (50 mM), 0,07 g NaCl (300 mM), 4 mL 
DDM (250 mM SL), 7,5 mL Glycerol (30 % (v/v)) in 25 mL 

H2OMilliQ; pH 8 
4 °C 



Material und Methoden 

30 |  
 

Bezeichnung Herstellung Lagerung 

Dialyse-Puffer 
15,49 g HEPES (50 mM), 19,38 g KCl (200 mM), 650 mL 

Glycerin (50 % (v/v)) in 1,3 L H2OMilliQ; pH 8 
4 °C 

Elutions-Puffer 

0,195 g NaH2PO4 Dihydrat (50 mM), 0,44 g NaCl (300 

mM), 3,75 mL Imidazol (300 mM), [0,4 mL DDM (4 mM),] 

7,5 mL Glycerin (30 % (v/v)), 3,5 µL β-Mercaptoethanol (2 

mM) in 25 mL H2OMilliQ; pH 8 

4 °C 

Extraktions-Puffer 

0,39 g Tris-HCl (50 mM), 0,43 g NaCl (150 mM), 10 µL 0,5 

M EDTA (0,1 mM), 0,25 mL 20 % (w/v) SDS (0,1 % (w/v)) 

in 50 mL H2OMilliQ; pH 7,5 

RT 

Laurdan-Puffer 

0,8 g NaCl (137 mM), 0,02 g KCl (2,7 mM), 0,14 g Na2HPO4 

(10 mM), 0,02 g KH2PO4 (1,8 mM), 0,2 g D-Glukose (0,2 % 

(w/v)), 1 mL DMF (1 % (v/v)) in 100 mL H2OMilliQ  

RT 

Lyse-Puffer M1 

0,468 g NaH2PO4 Dihydrat (50 mM), 1,05 g NaCl (300 

mM), 0,3 mL Imidazol (10 mM), 18 mL Glycerin (30 % 

(v/v)), 8,4 µL β-Mercaptoethanol (2 mM) in 60 mL 

H2OMilliQ; pH 8 

4 °C 

Lyse-Puffer M2 

0,195 g NaH2PO4 Dihydrat (50 mM), 0,44 g NaCl (300 

mM), 0,25 mL Imidazol (20 mM), 4 mL DDM (40 mM), 7,5 
mL Glycerin (30 % (v/v)), 3,5 µL β-Mercaptoethanol (2 

mM) in 25 mL H2OMilliQ; pH 8 

4 °C 

Membran-Protein Wasch-

puffer 

0,6 g Tris (50 mM), 0,87 g NaCl (150 mM), 1 mL MgCl2 

(0,5 M SL) in 100 mL H2OMilliQ; pH 7 
4 °C 

MOPS-Puffer  1,25 g MOPS (20 mM) in 300 mL H2Odest.; pH 7 RT 

Natriumacetat-Puffer 
2 mL Essigsäure (100 % (v/v)) in 98 mL H2OMilliQ; pH 4,75 

mit NaOH 
RT 

PBS 10x 
4 g NaCl (1,37 M), 0,1 g KCl (27 mM), 0,7 g Na2HPO4 (100 

mM), 0,12 g KH2PO4 (18 mM) in 50 mL H2OMilliQ; pH 7,4 
RT 

PGN-Puffer 1,21 g Tris (0,1 M) in 100 mL H2OMilliQ; 7,4 RT 

Phosphat-Puffer 
3,075 mL K2HPO4 (0,1 M), 1,925 mL KH2PO4 (0,1 M) in 50 

mL H2Odest.; pH 7 
RT 

Phosphorylierungs-Puffer 

A 5x 

2,98 g HEPES (250 mM), 9,32 KCl (2,5 M), 0,25 g MgCl2 

(25 mM), 9 mL Glycerin (18 % (v/v)) in 50 mL H2OMilliQ; pH 

8; 1 mL Puffer mit 2,5 µL 1 M DTT mischen 

-20 °C 

Phosphorylierungs-Puffer 

B 10x 

0,6 g Tris (500 mM), 0,37 KCl (500 mM), 4 mL 0,5 M 

MgCl2 (200 mM) in 10 mL H2OMilliQ; pH 7,4 
-20 °C 

Phosphorylierungs-Puffer 

B mit Lithium-Kalium-

Acetylphosphat 10x 

9,2 mg Lithium-Kalium-Acetylphosphat (500 mM) in 0,1 

mL 10x Phosphorylierungs-Puffer B  
-20 °C 

Proteolyse-Puffer 5x 

0,59 g HEPES-KOH (0,25 M), 2,98 g KCl (0,25 M), 5,69 g 

Magnesiumacetat (50 mM), 1,54 g DTT (25 mM) in 10 mL 

H2OMilliQ; pH 7,6 

-20 °C 

RNA-Ladepuffer 

8 mL Formamid (80 % (v/v)), 25 mg Bromophenolblau 

(0,25 % (w/v)), 25 mg Xylencyanol (0,25 % (w/v)), 0,1 mL 

0,5 M EDTA (5 mM) in 10 mL H2OMilliQ 

-20 °C 
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Bezeichnung Herstellung Lagerung 

R-Puffer 18,17 g Tris (3 M) in 50 mL H2OMilliQ; pH 8,5 4 °C 

SDS-Laufpuffer 10x 
30 g Tris (250 mM), 144 g Glycin (1,92 M), 10 g SDS (1 % 

(w/v)) in 1 L H2OMilliQ; pH 8,3 
RT 

S-Puffer 6 g Tris (1 M), 2 mL 20 % (w/v) SDS 4 °C 

TAE-Puffer 50x 
121 g Tris (2 M), 50 mL 0,5 M EDTA (50 mM), 28,5 mL 100 

% Essigsäure (5,7 % (v/v)) in 500 mL H2Odest.; pH 8,5 
RT 

TFB-I-Puffer 

0,14 g Kalium Acetat (30 mM), 0,37 g KCl (100 mM), 1 mL 

0,5 M CaCl2 (10 mM), 7,8 mL 0,5 M MnCl2 (78 mM), 7,5 

mL 100 % Glycerol (15 % (v/v)) in 50 mL H2OMilliQ 

4 °C 

TFB-II-Puffer 

1 g MOPS (100 mM), 0,03 g KCl (10 mM), 7,4 mL 0,5 M 

CaCl2 (74 mM), 7,5 mL 100 % Glycerol (15 % (v/v)) in 50 

mL H2OMilliQ; pH 7 

4 °C 

Waschpuffer M1 

0,195 g NaH2PO4 Dihydrat (50 mM), 0,44 g NaCl (300 

mM), 0,25 mL Imidazol (20 mM), [0,4 mL DDM (4 mM),] 

7,5 mL Glycerin (30 % (v/v)), 3,5 µL β-Mercaptoethanol (2 

mM) in 25 mL H2OMilliQ; pH 8 

4 °C 

Waschpuffer M2 

0,195 g NaH2PO4 Dihydrat (50 mM), 0,44 g NaCl (300 

mM), 0,5 mL Imidazol (40 mM), [0,4 mL DDM (4 mM),] 

7,5 mL Glycerin (30 % (v/v)), 3,5 µL β-Mercaptoethanol (2 

mM) in 25 mL H2OMilliQ; pH 8 

4 °C 

WTA-Puffer I 1,08 g MES (50 mM) in 100 mL H2OMilliQ; 6,5 RT 

WTA-Puffer II 
1,08 g MES (50 mM), 4 g SDS (4 % (w/v)) in 100 mL 

H2OMilliQ; 6,5 
RT 

WTA-Puffer III 
1,08 g MES (50 mM), 2 g NaCl (0,34 M) in 100 mL 

H2OMilliQ; 6,5 
RT 

WTA-Puffer IV 
0,24 g Tris (20 mM), 0,5 g SDS (0,5 % (w/v) in 100 mL 

H2OMilliQ; 8 
RT 

WTA-Puffer V 157, g Tris-HCl (1 M) in 100 mL H2OMilliQ; pH 7,8 RT 

WTA-Puffer VI 
15,7 g Tris-HCl (1 M), 5,84 NaCl (1 M) in 100 mL H2OMilliQ; 

pH 7,8 
RT 

Zitronensäure-Puffer 4,8 g Zitronensäure (0,5 M) in 50 mL H2OMilliQ; pH 3  RT 

Zymogramm-Puffer 

0,788 g Tris-HCl (50 mM), 2 mL 0,5 M CaCl2 (10 mM), 2 

mL 0,5 M MgCl2 (10 mM), 0,1 mL Triton X-100 (0,1 % 

(v/v)) in 100 mL H2OMilliQ; pH 7,5 

RT 

 

Alle Medien, Puffer und Lösungen wurden mit H2Odest. bzw. H2OMilliQ hergestellt. Die Sterilisation er-

folgte durch Autoklavieren bei 121 °C für 20 min. Bestandteile, die nicht autoklaviert werden konnten, 

wurde sterilfiltriert. Glaswaren und Metallspatel wurden im Heißluftsterilisator bei 200 °C für 4 bis 6 h 

sterilisiert. Für die Herstellung von Agarplatten wurde dem jeweiligem Medium 18 g/L Agar 

hinzugefügt. Der abgekühlte Agar wurde in sterile Petrischalen gegossen.   
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2.2 Mikrobiologische Methoden 

Alle Experimente wurden maximal mit zwei technischen Replikaten pro Probe und mindestens in einer 

Dreifachbestimmung von biologischen Replikaten durchgeführt.  

2.2.1 Bakterienstämme, Plasmide und Wachstumsbedingungen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 6 aufgeführt. Alle weiteren in dieser 

Arbeit generierten Stämme sind im Anhang in Tabelle 42 zu finden. Escherichia coli wurde in LB-

Medium (Bertani, 1951) kultiviert.  S. aureus wurde in BHI-Medium, TSB-Medium oder MH-Medium 

vermehrt. Kulturen wurden, sofern nicht anders beschrieben, unter aeroben Bedingungen, bei 37 °C 

und 180 rpm angezogen. Bakterienstämme wurden als Glycerinkultur in 50 % (v/v) Glycerol bei -80 °C 

gelagert und auf dem jeweiligen Agar oder Columbia-Blutagar ausgestrichen. 

Tabelle 6 In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme. 

Bakterienstamm Beschreibung Referenz 

Staphylococcus aureus   

NCTC8325 

Laborstamm, MSSA, agr+, 11 bp Deletion in 
rsbU, Punktmutation in tcaR, drei Prophagen 

Φ11, Φ12, Φ13 

Novick und Richmond, 

1965; Iandolo et al., 2002 

RN4220 
Restriktionsnegatives Derivat von S. aureus 

NCTC8325, rsbU-, agr-, keine Prophagen 

Kreiswirth et al., 1983; 

Nair et al., 2011 

RN4220∆mutS 
Mutator-Phänotyp von S. aureus RN4220 mit 

einem defekten mutS 
Schaaff et al., 2002 

VC40 

VISA-Mutante von S. aureus RN4220∆mutS, 

hergestellt durch Passagierversuch mit stufen-

weisen erhöhten Vancomycin-

Konzentrationen 

Schaaff et al., 2002 

VC40R 

VISA-Mutante entstanden aus S. aureus 

RN4220∆mutS VC40 durch eine weitere Muta-

tion in vraR(M54T) 

Hort et al., 2021 

VraS(VC40) 

VISA-Mutante entstanden aus S. aureus 

NCTC8325 mit zwei Aminosäureaustauschen 

in VraS(D242G; L114S) aus S. aureus 

RN4220∆mutS VC40 

Berscheid et al., 2014 

137/93A 

Klinisches VISA-Isolat, Norddeutscher 

Epidemietyp, MetR, spa-Typ: t051, MLST: 

ST247 

Bierbaum et al., 1999; 

Reipert et al., 2003 

1450/94 
Klinisches MRSA-Isolat, Norddeutscher Epi-

demietyp, MetR, spa-Typ: t051, MLST: ST247 
Reipert et al., 2003 
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Bakterienstamm Beschreibung Referenz 

AraC(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit der Deletion in AraC aus S. aureus 

RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

ClpX(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit dem Aminosäureaustausch in ClpX(S30R) 

aus S. aureus RN4220∆mutS VC40 

Axtmann, 2019 

LacE(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit dem Aminosäureaustausch in LacE(M2T) 

aus S. aureus RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

LexA(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit dem Aminosäureaustausch in LexA(E173K) 

aus S. aureus RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

ModA(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit der Deletion in ModA aus S. aureus 

RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

MprF(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit dem Aminosäureaustausch in 

MprF(H224Y) aus S. aureus RN4220∆mutS 

VC40 

Diese Arbeit 

MraZ(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit der Insertion in MraZ aus S. aureus 

RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

NsaR(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit der Insertion in NsaR aus S. aureus 

RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

RecD(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit dem Aminosäureaustausch in RecD(V60A) 

aus S. aureus RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

RelP(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit dem Aminosäureaustausch in RelP(H155R) 

aus S. aureus RN4220∆mutS VC40 

Diese Arbeit 

VraG(VC40) 

Mutante entstanden aus S. aureus NCTC8325 

mit dem Aminosäureaustausch in 

VraG(G570R) aus S. aureus RN4220∆mutS 

VC40 

Diese Arbeit 

∆tarM∆tarS 
Mutante aus S. aureus RN4220, keine Glyko-

sylierung der WTA 
Winstel et al., 2013 

Escherichia coli   

BL21(DE3) 

B F–, ompT, gal, dcm, lon, hsdSB(rB
–mB

–), λ(DE3 

[lacI, lacUV5-T7p07, ind1, sam7, nin5]), 

[malB+]K-12(λS) 

Studier und Moffatt, 1986 

C43(DE3) 

Derivat von E. coli BL21(DE3) zur Expression 

von toxischen Proteinen und Membran-

proteinen 

Miroux und Walker, 1996 
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Bakterienstamm Beschreibung Referenz 

JM109 

endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk–, mk+), 

relA1, supE44, Δ(lac-proAB), [F´ traD36, proAB, 

laqIqZΔM15] 

Yanisch-Perron et al., 

1985 

DC10B 

mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80lacZΔM15, 
ΔlacX74, recA1, araD139, Δ(ara-leu)7697, 

galU, galK, rpsL, endA1, nupG, Δdcm 

Monk et al., 2012 

M15 F-, Φ80ΔlacM15, thi, lac-, mtl-, recA, KmR Villarejo und Zabin, 1974 

Micrococcus luteus   

ATCC4698 Sensitiver Indikatorstamm 
Fleming, 1922; Young et 

al., 2010  

Staphylococcus 

carnosus 
  

TM300 Biofilm negative Kontrolle 
Schleifer und Fischer, 

1982 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 7 aufgeführt. Die Plasmid-Karten sind im 

Anhang zu finden (Abb. 62-63). Der Vektor pTX15 wurde in S. aureus zur induzierbaren Überexpression 

der TCS walRK, vraSR, des vraSR Systems mit dem akzessorischem vraT, sowie den WTA-

Glykosyltransferasen tarS und tarM verwendet. Für die Induktion der Expression wurde 0,5 % (w/v) 

Xylose verwendet. Die Selektion der Bakterien mit Vektor wurde durch 25 µg/mL Tetrazyklin erreicht. 

Der Allelaustausch mittels homologer Rekombination wurde mit Hilfe des pMAD Vektors durchgeführt. 

Hierfür wurden dem Medium 40 µg/mL Ampicillin bei E. coli beziehungsweise 10 µg/mL Erythromycin 

bei S. aureus Zellen hinzugefügt (30 °C). Zur Überprüfung der Integration und des Verlustes des 

Plasmids durch Blau-Weiß-Selektion wurden 300 mg/L X-Gal im Medium verwendet (42 °C). Die 

Expression der TCS-Gene vraS, vraR und des mutierten vraR(M54T) wurde in dem Plasmid 

pET22b∆pelB unter Einsatz von 40 µg/mL Ampicillin erreicht. Induziert wurde die Expression durch 1 

mM IPTG. Für die Steigerung der Löslichkeit der exprimierten Proteine wurde das Plasmid 

pREP4groESL, welches konstitutiv die Chaperone GroESL exprimiert, verwendet. Die Aufrechterhaltung 

dieses Vektors wurde durch 25 µg/mL Kanamycin gewährleistet. Der pQE-32 Vektor wurde für die 

Expression des Hauptautolysins von S. aureus, AtlA, unter Verwendung von 40 µg/mL Ampicillin und 1 

mM IPTG, zur Induktion, genutzt.  

Tabelle 7 In dieser Arbeit verwendete Plasmide. 

Plasmid Beschreibung Referenz 

pTX15 
Xylose induzierbarer Staphylokokken Vek-

tor, TetR  
Peschel et al., 1996 

pTvicA pTX15 Vektor mit walRK aus SA 137/93A Jansen et al., 2007 

pTvraSR pTX15 Vektor mit vraSR aus SA NCTC8325 Diese Arbeit 
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Plasmid Beschreibung Referenz 

pTvraTSR pTX15 Vektor mit vraTSR aus SA NCTC8325 Diese Arbeit 

pTtarM pTX15 Vektor mit tarM aus SA NCTC8325 Diese Arbeit 

pTtarS pTX15 Vektor mit tarS aus SA NCTC8325 Hort et al., 2021 

pMAD 

E. coli / S. aureus Shuttle Vektor, abgeleitet 

aus pE194, thermosensitiver Replikations-
ursprung in Gram-positiven Bakterien, 

AmpR, EmR  

Arnaud et al., 2004 

pMAD_araC(VC40) 
pMAD Vektor mit araC Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_clpX(VC40) 
pMAD Vektor mit clpX Fragment aus SA 

VC40 
Axtmann, 2019 

pMAD_lacE(VC40) 
pMAD Vektor mit lacE Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_lexA(VC40) 
pMAD Vektor mit lexA Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_modA(VC40) 
pMAD Vektor mit modA Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_mprF(VC40) 
pMAD Vektor mit mprF Fragment aus SA 

VC40 
Axtmann, 2019 

pMAD_mraZ(VC40) 
pMAD Vektor mit mraZ Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_nsaR(VC40) 
pMAD Vektor mit nsaR Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_recD(VC40) 
pMAD Vektor mit recD Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_relP(VC40) 
pMAD Vektor mit relP Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pMAD_vraG(VC40) 
pMAD Vektor mit vraG Fragment aus SA 

VC40 
Diese Arbeit 

pREP4 Synthetisches Plasmid, lacI, KanR Qiagen 

pREP4groESL 

Abgeleitet aus pREP4, KanR, konstitutiv ex-
primierte Gene groES und groEL (Chapero-

ne), ∆lacI  

Türck und Bierbaum, 

2012 

pET22b∆pelB 

Abgeleitet aus dem Expressionsvektor 

pET22b, C-terminaler 6xHis-Tag, Deletion 

pelB-Leadersequenz, T7 lac-Promotor, AmpR 

Sass und Bierbaum, 2007 

pET22b∆pelB_vraR 
pET22b∆pelB Vektor mit vraR aus SA 

NCTC8325 

Mildenberger, 2011; Hort 

et al., 2021  

pET22b∆pelB_vraR(M54T) pET22b∆pelB Vektor mit vraR aus SA VC40R Hort et al., 2021 

pET22b∆pelB_vraS 
pET22b∆pelB Vektor mit vraS aus SA 

NCTC8325 

Mildenberger, 2011; Hort 

et al., 2021  

pET22b∆pelB_vraS(VC40) pET22b∆pelB Vektor mit vraS aus SA VC40 Berscheid, 2013 
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Plasmid Beschreibung Referenz 

pQE-32_atlA 

Expressionsvektor, N-terminaler 6xHis-Tag, 

T5 lac-Promotor, AmpR, Vektor mit atlA 

ohne Signalsequenz aus SA NCTC8325 

Schrötter, 2018; Hort et 

al., 2021 

2.2.2 Photometrische Wachstumsbestimmung 

Das Wachstum von Kulturen wurde mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes (Beer, 1852) durch 

Photometrie bestimmt. Dazu wurde die optische Dichte von 1 mL Flüssigkultur bei einer Wellenlänge 

von 600 nm (OD600) gemessen. Ab einer OD600 von 0,5 wurde die Probe verdünnt. Es wurde ange-

nommen, dass eine OD600 1 einer Zelldichte von 2 x 109 Zellen pro mL für S. aureus entspricht.  

2.2.3 Bestimmung der minimalen Hemm-konzentration 

Die minimale Hemm-Konzentration (MHK) ist definiert als die geringste Konzentration einer anti-

mikrobiellen Substanz, die das sichtbare Wachstum eines Mikroorganismus verhindert. Für die Be-

stimmung der MHK wurde ein Mikrobouillonverdünnungstest nach EUCAST-Richtlinien in einer 96-

Well-Polystyren-Mikrotiterplatte mit rundem Boden in BHI- oder MH-Medium durchgeführt (Wiegand 

et al., 2008). Dem MH-Medium wurden in Verbindung mit Vancomycin zusätzlich Kationen 

hinzugefügt, sodass es 25 mg/L Ca2+ und 12,5 mg/L Mg2+ enthielt. Für Daptomycin wurde dem Medium 

zusätzlich eine Endkonzentration von 50 mg/L Ca2+ hinzugefügt. Je nach Stamm und Plasmid wurden 

außerdem 0,5 % Xylose und 25 µg/mL Tetrazyklin oder 4 % (w/v) NaCl hinzugefügt. Von dem relevanten 

Antibiotikum wurde eine serielle Verdünnungsreihe erstellt. Jedes Well wurden mit 5 x 105 CFU/mL, 

ausgehend von einer in Medium resuspendierten Kolonie, welche nicht älter als 48 h war, inokuliert. 

Die Koloniesuspensionsmethode wurde gewählt, da einige der Stämme ein stark verlangsamtes 

Wachstum aufwiesen. Die Platten wurden anschließend bei 37 °C für 24 bzw. 48 h inkubiert. Alle 

Experimente wurden in dreifacher Ausführung durchgeführt. 

2.2.3.1 Gradienten-MHK 

Für die Bestimmung geringer MHK-Differenzen zwischen einzelnen Stämmen wurde eine Gradienten-

MHK durchgeführt. Hierfür wurde eine rechteckige Petrischale mit 30 mL Agar und dem ent-

sprechenden Antibiotikum befüllt und leicht schräg gelagert, bis der Agar fest wurde. Danach wurde 

in waagerechter Lage eine weitere Schicht 30 mL Agar ohne Antibiotikum aufgefüllt (Abb. 10). Eine 
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Bakteriensuspension mit OD600 0,125 wurde in Richtung des Antibiotikagradienten mit einem Watte-

tupfer aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C für 24 bzw. 48 h.  

 

Abbildung 10 Schematische Darstellung einer Antibiotika-Gradientenplatte. Der Vergleich von Stämmen mit Varianten des 
pTX15 Vektors erforderten die Zugabe von Xylose und Tetrazyklin in beide Agar-Teile.  

2.2.3.2 Schachbrett-MHK 

Die Schachbrett-MHK wurde für die gleichzeitige Betrachtung von zwei Antibiotika durchgeführt (Hsieh 

et al., 1993). Dadurch konnten Synergismen oder Antagonismen der Antibiotika untersucht werden.  

Die Platten wurden so vorbereitet, dass Antibiotikum A entlang der X-Achse abnahm und Antibiotikum 

B entlang der Y-Achse. Somit hatte jede Spalte die gleiche Konzentration von Antibiotikum A und jede 

Reihe die gleiche Konzentration von Antibiotikum B. Dabei enthielt die letzte Reihe nur Antibiotikum 

A und die letzte Spalte nur Antibiotikum B (Abb. 11). Dementsprechend wurde pro Stamm 

 

 

Abbildung 11 Darstellung einer 96-Well-Platte mit zwei Antibiotika zur Berechnung des FIC-Index. Das Well H12 dient der 
Wachstumskontrolle und enthält kein Antibiotikum. 

eine komplette Platte mit 5 x 105 CFU/mL inokuliert und für 24 bzw. 48 h bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurde der FIC-Index als Maß der Interaktion beider Antibiotika mit folgender Formel 

berechnet: 
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𝐹𝐼𝐶 𝐼𝑛𝑑𝑒𝑥 = 𝐴𝑀𝐻𝐾(𝐴) + 𝐵𝑀𝐻𝐾(𝐵) 
Dabei ist MHK(A) bzw. MHK(B) die MHK der einzelnen Antibiotika und A bzw. B die MHK einer der 

Kombinationen. Ein FIC-Index von < 0,5 zeigt eine Synergie und ein FIC-Index von > 4 zeigt einen Anta-

gonismus der beiden Antibiotika.  

2.2.4 Cytochrom C-Assay 

Die relative Bestimmung der Oberflächenladung der Zellen erfolgte basierend auf dem Vergleich mit 

der Abstoßung von positiv geladenem Cytochrom C nach Peschel et al., (1999). Dazu wurden 20 mL 

Kultur bei einer OD600 zwischen 1 – 1,5 geerntet (10.000 g, 2 min, 4 °C) und zweimal mit 10 mL MOPS-

Puffer gewaschen. Das Pellet wurde dann in 1 mL MOPS-Puffer gelöst. Anschließend wurden 0,9 mL 

Zellen mit einer OD600 von 7 in MOPS-Puffer hergestellt und 0,1 mL Cytochrom C Lösung hinzugefügt. 

Die Zellen wurden für 10 min bei RT unter Rotation (30 rpm) inkubiert. Danach wurden die Proben 

zentrifugiert (10.000 g, 5 min, 4 °C) und die OD530 des Überstandes wurde gemessen. Anhand einer 

Kontrolle mit Cytochrom C in MOPS-Puffer ohne Zellen wurde der Anteil an gebundenem und nicht 

gebundenem Cytochrom C berechnet. 

2.2.5 Analyse der Vancomycin-Bindekapazität  

Die Quantifizierung des im Peptidoglykan gebundenen Vancomycin in den VISA-Stämmen basiert auf 

einem Bioassay von Cui et al., (2000). Zuerst wurden 0,6 % LB-Agarplatten mit 1 mL/L Micrococcus 

luteus OD600 0,3 gegossen. Aus dem festen Agar wurden Löcher ausgestanzt. Nebenbei wurden 50 mL 

TSB 1%ig mit S. aureus Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600 0,5 bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. 

Nachdem die Kultur auf die genannten OD600 eingestellt wurde, konnte der Kultur 30 µg/mL 

Vancomycin hinzugefügt werden. In definierten Abständen von 0, 2, 4 und 24 h wurden 0,5 mL Probe 

entnommen und zentrifugiert (10.000 g, 5 min, RT). Jeweils 0,2 mL Überstand wurden abgenommen 

und für 10 min bei 80 °C pasteurisiert. Schließlich wurden 50 µL des Überstandes in dreifacher Aus-

führung in die Löcher der Agarplatte pipettiert. Zusätzlich wurde eine Standardreihe von Vancomycin 

(1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 µg/mL) verwendet. Die Platten wurden bei 30 °C für 24 bzw. 48 h 

inkubiert. Anschließend wurde der Durchmesser der Hemmhöfe gemessen und mit der Standardkurve 

verglichen, um die enthaltene Vancomycin-Konzentration zu ermitteln. 
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2.2.6 Lyse-Assays 

2.2.6.1 Autolyse induziert durch Triton X-100 (Berscheid et al., 2014) 

Die Stämme wurden in 50 mL TSB bis zur exponentiellen Wachstumsphase bei OD600 1 angezogen und 

geerntet (9.000 g, 10 min, 4 °C). Anschließend wurde die Probe einmalig mit 20 mL eiskaltem H2OMilliQ 

gewaschen und auf eine OD600 0,7 in 1 mL Autolysin-Puffer II mit 0,05 % Triton X-100 eingestellt. 

Danach wurde die Probe bei 37 °C inkubiert und es wurde alle 15 min für 2 h die OD600 gemessen. Vor 

der Messung wurde die Probe geschüttelt.  

2.2.6.2 Lyse induziert durch aufgereinigte Autolysine 

Autolysine der verschiedenen Stämme wurden aus 100 mL Kultur in TSB mit einer OD600 1 isoliert. Dazu 

wurde die Kultur geerntet (5.800 g, 15 min, 4 °C) und einmal mit eiskaltem H2OMilliQ gewaschen. Das 

Pellet wurde in 0,2 mL Autolysin-Puffer I resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Danach wurde die 

OD600 gemessen, um Proben untereinander vergleichen zu können. Die Probe wurde zentrifugiert 

(10.000 g, 5 min, 4 °C) und der Überstand mit den Autolysinen bei -20 °C gelagert. Anschließend wurde 

Peptidoglykan mit intakten WTA ohne D-Alanin-Reste auf eine OD600 0,5 in Autolysin-Puffer II ein-

gestellt, 50 µL Autolysine hinzugefügt und bei 37 °C inkubiert. Alle 15 min für 2 h wurde die OD600 

gemessen. Als Negativkontrolle wurde Zellwand in Puffer ohne Autolysin verwendet. Die Autolysine 

wurden eingesetzt gegen die jeweils eigene Zellwand, gegen die Zellwand von S. aureus NCTC8325 und 

gegen tote M. luteus Zellen. Ebenfalls wurden die Autolysine von S. aureus NCTC8325 gegen die 

Zellwände aller anderen Stämme getestet. 

Ferner wurden intrazelluläre, zytoplasmatische Autolysine aufgereinigt. Dazu wurde die geerntete 

Kultur in 0,01 M Phosphat-Puffer gelöst und mit Bead-Beating (6000 rpm, 5x30 s Schütteln mit 90 s 

Pause auf Eis) aufgeschlossen. Die Zellen wurden zentrifugiert (30.000 g, 20 min, 4 °C) und der Über-

stand bei -20 °C gelagert.  

Die aufgereinigten Autolysine wurden ebenfalls in einem Zymogramm eingesetzt. 
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2.2.6.3 Überprüfung der AtlA-Bindung an das Peptidoglykan 

Für die Analyse der Bindung von AtlA an die Zellwand wurde aufgereinigtes Peptidoglykan verwendet, 

welches WTA, jedoch keine D-Alanin-Substitution, enthielt. Das PGN wurde in Autolysin-Puffer II genau 

auf OD600 0,3 eingestellt. Dann wurde die Probe mit 1,6 µg aufgereinigtem AtlA für 15 min bei 37 °C 

inkubiert. Die Probe wurden zentrifugiert (16.000 g, 5 min, RT) und 1 mL Überstand wurde in eine 

Küvette überführt. Dieser Überstand wurde mit toten M. luteus Zellen auf eine OD600 von 0,5 

eingestellt. Danach wurden die Zellen bei 37 °C inkubiert und alle 15 min für 1,5 h die OD600 gemessen. 

Als Positivkontrolle diente aufgereinigtes AtlA in Puffer ohne S. aureus Zellen. 

2.2.7 Untersuchung der Biofilmbildung (Christensen et al., 1985; 

Ziebuhr et al., 1997) 

Zur Untersuchung der Biofilmbildung wurden 5 mL TSB inklusive 0,5 % D-Glukose mit einer Kolonie 

angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Kultur auf eine 

OD600 von 0,5 mit frischem Medium eingestellt. Jeweils 0,2 mL der Kultur wurde in eine 96 Well-

Mikrotiterplatte mit flachem Boden gefüllt und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Dabei wurde S. carnosus 

TM300 (Biofilm negativ) und S. aureus RN4220 (Biofilm positiv) als Kontrollen verwendet. Danach 

wurde die Kultur aus den Vertiefungen pipettiert und die Platte dreimal mit 0,2 mL PBS-Puffer 

gewaschen. Der Biofilm wurde mit 0,2 mL Ethanol für 5 min fixiert. Dann wurde die Platte getrocknet 

und der Biofilm mit 0,1 mL 0,5 % Kristallviolett für 2 min gefärbt. Die Platte wurde erneut mit PBS 

gewaschen, bis sich keine Farbe mehr löste und über Nacht getrocknet. Anschließend wurde die OD570 

der leeren Platte gemessen. 

2.2.8 Bestimmung der Carotinoid-Konzentration (Liu et al., 2018) 

Die meisten der im Krankenhaus isolierten S. aureus Stämme sind pigmentiert mit einem membran-

gebundenen Carotinoid, dem Staphyloxanthin. Es schützt das Bakterium unter anderem vor der Zer-

störung durch reaktive Sauerstoffspezies im Phagosom (Clauditz et al., 2006; Mishra et al., 2011). Es 

wurden 5 mL TSB mit einer Kolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde die OD600 gemessen und die Kultur geerntet (8.000 g, 10 min, RT). Die Zellen 

wurden zweimal mit H2OMilliQ gewaschen und in 0,8 mL Methanol resuspendiert. Anschließend wurden 
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die Proben für 10 min bei 55 °C inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert (10.000 g, 5 min, RT) und 

die OD462 des Überstandes wurde gemessen. 

2.2.9 Bestimmung der Membran-Fluidität mittels Laurdan 

(Wenzel et al., 2018) 

Die Fluidität der Phospholipid-Membran wurde mit Laurdan ermittelt. Laurdan ist ein Fluorophor und 

verändert die Wellenlänge seiner Fluoreszenzemission je nachdem, wie groß die Menge der Wasser-

moleküle zwischen den Lipidgruppen in der Membran ist. Somit kann die Dichte der Lipidgruppen und 

damit die Polarität der Membran bestimmt werden (Parasassi und Gratton, 1995; Müller et al., 2016). 

Für dieses Experiment wurden alle Utensilien und Geräte auf 30 °C vorgewärmt. Es wurden 10 mL 

Bakterienkultur in TSB-Medium bis zu einer OD600 0,5 bei 30 °C angezogen. Dann wurde der Kultur 10 

µM Laurdan hinzugefügt und für weitere 10 min bei 30 °C im Dunkeln inkubiert. Die Kultur wurde 

anschließend geerntet (8.000 g, 3 min, RT) und viermal mit 1 mL Laurdan-Puffer gewaschen (16.000 g, 

30 sek, RT). Als nächstes wurden die Zellen mit Puffer auf eine OD600 4 eingestellt und 0,2 mL wurden 

in eine 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert. Optional wurde Vancomycin (64 bzw. 3 µg/mL) oder Benzyl-

Alkohol (50 bzw. 100 mM) hinzugefügt. Danach wurde die Platte im Tecan Reader Infinite M Plex für 

10 min bei 30 °C mit Rotation inkubiert. Abschließend wurde die Fluoreszenz bei der Exzitation von 

350 nm und der Emission von 460 nm gemessen. Die generalisierte Polarisation (GP) wurde anhand 

folgender Formel bestimmt: 

𝐺𝑃 = (𝐼460 − 𝐼500)(𝐼460 + 𝐼500) 
2.2.10 Delta-Hämolysin-Expression (Sakoulas et al., 2002) 

Auf einer Columbia-Blutagarplatte wurde der Stamm S. aureus RN4220 senkrecht in einer Linie aus-

gestrichen. S. aureus RN4220 produziert nur β-Hämolysin. Die zu testenden Stämme wurden danach 

waagerecht von außen hin zum Indikatorstamm ausgestrichen. Dann wurde die Platte über Nacht bei 

37 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Hämolyse dokumentiert. β- und δ-Hämolysin wirken 

synergistisch und produzieren so eine Zone mit verstärkter Hämolyse (Abb. 12).  
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Abbildung 12 Schematische Darstellung der hämolytischen Aktivität von S. aureus Stämmen (horizontal) auf Blutagar mit 
dem Indikatororganismus S. aureus RN4220 (vertikal), entnommen aus Adhikari et al., (2007). 

2.2.11 Phagentypisierung 

Die Phagentypisierung ist innerhalb der Epidemiologie eine Methode zur Identifizierung und Nach-

verfolgung von S. aureus Stämmen lokaler oder globaler Ausbrüche. Die Methode wurde nach den 

Richtlinien des Unterkomitees für die Phagentypisierung von Staphylokokken des Nomenklatur-

Komitee der Internationalen Assoziation der Mikrobiologischen Gesellschaften durchgeführt (Blair und 

Williams, 1961). Es wurden 3 mL Nährstoff-Medium mit mehreren Kolonien angeimpft und für 2 h bei 

37 °C inkubiert. Anschließend wurde das Medium über eine Nährstoff-Agarplatte gespült und 

getrocknet. Dann wurde mit einer Impföse ein Tropfen Phagenlösung auf die Platte geimpft und diese 

über Nacht bei 30 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Plaques dokumentiert. Es wurden der 

Internationale Phagensatz, sowie drei Podoviridae (ΦP68, Φ44, Φ66) und drei Myoviridae (ΦK, 

ΦSK311, Φ812) verwendet.  

2.2.12 Phagen-Adsorptions-Assay 

Die Phagen-Adsorption diente der relativen Bestimmung der Adsorption von Phagen an die Zellwand. 

Es wurden 3 mL Nährstoff-Medium mit mehreren Kolonien von S. aureus RN4220 bzw. S. aureus 
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NCTC8325 inokuliert und für 2 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurde 1 mL der Zellen zusammen mit 9 mL 

Nährstoff-Weichagar (0,5 %) und 5 mM CaCl2 auf eine Nährstoff-Agarplatte überschichtet und ge-

trocknet. Währenddessen wurden 0,1 mL Nährstoff-Medium mit 2 x 109 CFU/mL der zu unter-

suchenden Stämme inokuliert und mit 50 µg/mL Chloramphenicol und 5 mM CaCl2 gemischt.  

Chloramphenicol unterbindet weiteres Wachstum der Zellen und CaCl2 ist notwendig für die Bindung 

der Phagen an den Wirt. Danach wurde den Zellen 0,1 mL Phagenlösung hinzugefügt und 20 min bei 

37 °C inkubiert. Die Proben wurden anschließend zentrifugiert (13.000 g, 5 min, RT) und eine Ver-

dünnungsreihe vom Überstand wurde hergestellt (100 – 10-5). Die Verdünnungsstufen (3 µL) wurden 

auf die Indikatorplatte getropft und diese über Nacht bei 30 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 

Plaques im Zellrasen dokumentiert. Als Positivkontrolle diente Phagenlösung in Medium ohne Zellen. 

Es wurden die Phagen ΦK, Φ66, Φ54 und Φ53 eingesetzt. Die Bildung von Plaques in einer hohen 

Verdünnungsstufe zeigt an, dass wenig Phagen an die Zellwand gebunden haben.  

2.2.13 Aufreinigung von Zellbestandteilen 

2.2.13.1 Präparation der Zellmembran für das Proteinprofil 

Es wurden 100 mL Bakterienkultur in TSB bei einer OD600 1 geerntet (8.000 g, 10 min, RT). Die Zellen 

wurden mit Membran-Protein Waschpuffer gewaschen und in 1 mL Puffer und 0,1 mL Protease Inhi-

bitor 10 min auf Eis inkubiert. Es wurde jeweils 1 u DNase I und 10 mg/mL RNase hinzugefügt und 

weitere 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Bead-Beating aufgeschlossen (6.000 

g, 6x30 sek mit 30 sek Pause auf Eis). Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (4.000 g, 5 min, 4 

°C, Br. 5) sedimentiert und der Überstand wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert. 

2.2.13.2 Präparation der Zellmembran für die Analyse der PBPs 

Die Isolation der Zellmembran für die Analyse der PBPs erfolgte anhand eines modifizierten Protokolls 

von Jousselin et al., (2015). Es wurden 2 L Bakterienkultur in BHI bei einer OD600 1 geerntet (8.000 g, 

10 min, 4 °C). Das Pellet wurde mit 20 mL PBS gewaschen (16.000 g, 5 min, 4 °C) und in 6 mL PBS durch 

Bead-Beating aufgeschlossen (Power Setting „High“, 6x30 sek, jeweils 30 sek Pause auf Eis). 

Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (4.000 g, 5 min, 4 °C, Br. 5) sedimentiert und der 

Überstand wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert. 



Material und Methoden 

44 |  
 

2.2.13.3 Präparation von Peptidoglykan (saurer pH) 

Für die Aufreinigung von Peptidoglykan unter sauren Bedingungen wurden 40 mL Zellkultur in BHI bei 

einer OD600 1 geerntet (8.000 g, 10 min, 4 °C). Das Pellet wurde dann in 1,5 mL Zitronensäurepuffer 

gewaschen und im selben Puffer durch Bead-Beating aufgeschlossen (6.000 g, 5x30 sek mit jeweils 90 

sek Pause auf Eis). Der Zellaufschluss wurde durch Gram-Färbung kontrolliert. Anschließend wurden 

nicht aufgeschlossene Zellen sedimentiert (2.000 g, 5 min, RT) und das Peptidoglykan im Überstand 

erneut zentrifugiert (16.000 g, 20 min, RT, Br. 4). Das Pellet wurde in 1,5 mL Zitronensäure-Puffer mit 

2 % (v/v) SDS gelöst und für 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Probe dreimal mit Zitronensäure-

Puffer gewaschen und in 0,1 mL Natriumacetat-Puffer gelöst. Abschließend wurde die Probe bei -20 °C 

eingefroren und danach lyophilisiert. 

2.2.13.4 Präparation von Peptidoglykan (basischer pH) 

Die Aufreinigung von Peptidoglykan unter basischen Bedingungen, basierend auf Kühner et al., (2014), 

führt zu einem Verlust der D-Alanin-Reste an den Wandteichonsäuren. Es wurden 6 mL BM-Medium 

mit einer Kultur in der stationären Wachstumsphase geerntet (9.000 g, 10 min, RT). Das Pellet wurde 

in 1 mL NaCl (1 M) für 20 min im Wasserbad bei 100 °C gekocht. Danach wurde die Probe zweimal mit 

1 mL H2OMilliQ gewaschen und im Ultraschallbad für 30 min gelöst. Dann wurde 0,45 mL PGN-Puffer mit 

3 µL Benzonase hinzugefügt und die Probe 60 min bei 37 °C und Rotation (30 rpm) inkubiert. Als 

nächstes wurden 0,5 mL Lösung C hinzugefügt und weitere 60 min unter den gleichen Bedingungen 

inkubiert. Die Enzyme wurden für 3 min bei 100 °C inaktiviert und die Probe wurde zentrifugiert 

(10.000 g, 5 min, RT). Danach wurde die Probe einmalig mit H2OMilliQ gewaschen und in 0,1 mL H2OMilliQ 

bei -20 °C gelagert. Je nach weiterer Verwendung wurde die Probe entweder lyophilisiert oder es 

wurden die WTA von der Zellwand gelöst. Dazu wurde die Zellwand in 0,5 mL HCl (1 M) gelöst und 4 h 

bei 37 °C und Rotation (30 rpm) inkubiert. Danach wurde die Probe viermalig mit H2OMilliQ gewaschen 

(10.000 g, 5 min, RT). Als letztes wurde die Probe auf OD600 3 eingestellt und 0,4 mL wurden auf Eis zur 

UPLC-Analyse an Dr. Ute Bertsche nach Tübingen geschickt. 

2.2.13.5 Präparation von Wandteichonsäuren 

Für die Extraktion von Wandteichonsäuren aus den Zellwänden der S. aureus Stämme wurde die 

Methode von Covas et al., (2016) angewandt. Es wurden 20 mL einer Übernachtkultur zentrifugiert 

(7.000 g, 15 min, RT) und das Pellet nacheinander in 20 mL WTA-Puffer I und WTA-Puffer II gelöst und 
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anschließend für 1 h bei 100 °C gekocht. Danach wurde die Probe mit 1,5 mL WTA-Puffer II, WTA-Puffer 

III und WTA-Puffer I gewaschen (16.000 g, 5 min, RT) und in 1,5 mL WTA-Puffer IV mit 2 µL Proteinase 

K (20 mg/mL) für 4 h bei 50 °C inkubiert. Dann wurde die Probe mit 1,5 mL WTA-Puffer III und dreimalig 

mit H2OMilliQ gewaschen, schließlich in 0,5 mL NaOH (0,1 M) gelöst und über Nacht bei RT und Rotation 

(30 rpm) inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Probe mit 125 µL WTA-Puffer V neutralisiert und 

zentrifugiert (16.000 g, 15 min, RT). Der Überstand mit den WTA wurde lyophilisiert. 

2.2.13.6 Präparation von Wandteichonsäuren für die NMR-Spektroskopie 

Für die Analyse der Wandteichonsäuren durch die NMR-Spektroskopie mussten diese frei von jegli-

chen Verunreinigungen sein. Aus diesem Grund wurde eine Methode basierend auf Kho und Meredith 

(2018a) und Xia et al., (2010b) zur Aufreinigung eingesetzt. Dazu wurden 500 mL einer stationären 

Kultur in TSB geerntet (6.000 g, 10 min, RT) und mit 10 mL WTA-Puffer I gewaschen. Danach wurde das 

Pellet in 20 mL WTA-Puffer II gelöst und für 1 h bei 100 °C gekocht. Die Kultur wurde zentrifugiert 

(14.000 g, 15 min, RT) und nacheinander mit 10 mL PBS, WTA-Puffer IV und dreimal mit H2OMilliQ 

gewaschen. Dann wurde das Pellet in 10 mL H2OMilliQ für 30 min bei 60 °C inkubiert und nochmals mit 

H2OMilliQ gewaschen. Schließlich wurde die Probe in 10 mL Trypsin-Lösung resuspendiert und über 

Nacht bei 37 °C und Rotation (30 rpm) inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Probe nacheinander mit 

WTA-Puffer V, WTA-Puffer IV, WTA-Puffer V und dreimalig mit H2OMilliQ gewaschen, bevor diese in 10 

mL 0,1 M NaOH über Nacht bei RT und Rotation (30 rpm) inkubiert wurde. Danach wurde die Probe 

nacheinander zweimal zentrifugiert (5.500 g, 45 min, RT) und jeweils der Überstand mit den WTA 

wurde überführt. Es wurde den WTA 0,1 Volumen 3 M NaOAc zur Neutralisation hinzugefügt, sowie 3 

Volumen eiskaltes Ethanol (95 % (v/v)). Die WTA wurden über Nacht bei -20 °C präzipitiert. Am 

nächsten Tag wurde die Probe zentrifugiert (5.500 g, 30 min, RT) und in 1,5 mL Ethanol (95 % (v/v)) 

gelöst. Anschließend wurde die Probe fünfmal mit 1 mL Ethanol (95 % (v/v)) gewaschen und an der 

Luft getrocknet. Danach wurde das Pellet in 0,5 mL H2OMilliQ gelöst und bei -20 °C gelagert. 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Isolierung von genomischer DNA  

Die Isolation der genomischen DNA aus S. aureus erfolgte aus 4 mL Übernachtkultur. Nach der Ernte 

(8.000 g, 5 min, RT) wurde das Pellet in 50 µL RS-Puffer gelöst und die Zellen mit 50 µg/mL Lysostaphin 

bei 37 °C zwischen 30 min – 2 h lysiert. Es folgte die Aufreinigung mit dem PrestoSpin D Bug DNA 

Purification Kit nach Angaben des Herstellers. Die Qualität und Quantität der genomischen DNA wurde 

mithilfe eines NanoDrop Photometers gemessen. 

2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA 

Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte aus 4 mL Übernachtkultur mithilfe des GeneJET Plasmid Mini-

prep Kit nach Herstellerangaben. S. aureus Stämme wurden vorher in 250 µL Resuspensions-Puffer mit 

50 µg/mL Lysostaphin bei 37 °C zwischen 30 min – 2 h lysiert. Die Qualität und Quantität der DNA 

wurde mithilfe eines NanoDrop Photometers gemessen. 

2.3.3 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von 

Nukleinsäuren 

Für die Messung der Konzentration und Reinheit von DNA und RNA wurde der NanoDropTM One von 

Thermo Scientific verwendet. Die Bestimmung erfolgte bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum von 

Nukleinsäuren, sowie bei 280 nm und 230 nm. Zur Analyse der Qualität der Nukleinsäuren wurden die 

Quotienten A260/A280 und A260/A230 herangezogen. Diese liegen bei reiner DNA >1,8 und bei reiner RNA 

>2,0. 

2.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis et al., 1986) ist eine Methode zur in vitro Amplifikation von 

spezifischen DNA-Sequenzen. Für die Durchführung der PCR-Reaktion wurde der Labcycler Gradient 

von SensoQuest, sowie die PhusionTM High-Fidelity DNA Polymerase von Thermo Scientific nach An-
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gaben der Hersteller eingesetzt. In der folgenden Tabelle (Tab. 8) ist das Standardprotokoll dargestellt. 

Die verwendeten Primer und Annealing-Temperaturen sind in Tabelle 43 im Anhang aufgelistet.  

Tabelle 8 In dieser Arbeit verwendeter Standard-PCR Ansatz und PCR-Programm (x und y sind Primer- bzw. Template-
spezifisch). 

Bestandteil Volumen (µL)  Schritt Zeit (s) Temperatur (°C) 

5x Phusion HF Puffer 10  Initiale Denaturierung 30 98 

dNTPs 1  Denaturierung 10 98 

DMSO 1,5  Annealing 30 x 

Primer forward (10 

µM) 
2,5  Elongation (30 Zyklen) y 72 

Primer reverse (10 µM) 2,5  Finale Elongation 300 72 

Template (100 ng/µL) 1  Pause ∞ 4 
H2OPCR ad 50     

Phusion 0,5     

2.3.4.1 Aufreinigung von PCR-Produkten 

Die Aufreinigung von PCR-Produkten sowie anderer DNA-Fragmente erfolgte mit dem GeneJET PCR 

Purification Kit von Thermo Scientific oder mit dem MonarchTM PCR & DNA Cleanup Kit von NEB nach 

Herstellerangaben. Durch die Aufreinigung wurden die Proben von Salzen, Primern, Enzymen und 

anderen Bestandteilen befreit und gleichzeitig aufkonzentriert. Die Qualität und Quantität der DNA 

wurde mithilfe eines NanoDrop Photometers gemessen. 

2.3.4.2 Kolonie-PCR 

Eine weitere Variante der PCR ist die Kolonie-PCR. In dieser Methode wurde eine Bakterienkolonie als 

Template verwendet. Die Kolonie wurde in H2OPCR gelöst, bevor die anderen Bestandteile hinzugefügt 

wurden. Für den Fall eines positiven Ergebnisses wurde eine 5 mL TSB-Kultur angeimpft. Das Standard-

PCR-Programm wurde verändert, sodass eine initiale Denaturierung von 98 °C für 10 min die S. aureus 

Zellen lysierte und die genomische DNA freisetzte. 

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese 

Die DNA ist ein negativ geladenes Molekül, dessen Ladung direkt proportional zu seiner Läge ist und 

das in einem elektrischen Feld der Größe nach aufgetrennt werden kann. Für die Trennung der DNA- 

und RNA-Fragmente wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit einer horizontalen Gelkammer von 
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Peqlab durchgeführt. Agarosegele wurden 1 %ig in TAE-Puffer (Sambrook et al., 1989) hergestellt, 

welcher ebenfalls als Laufpuffer verwendet wurde. Proben wurden mit 6x Ladepuffer vermischt und 

bei einer Spannung von 150 V aufgetrennt. Die Fragmente wurden entweder vor der Elektrophorese 

mit Midori Green Direct nach Herstellerangaben oder nach der Elektrophorese mit Ethidiumbromid 

gefärbt und in einem Molecular Imager® Gel DocTM XR+ von Bio-Rad Laboratories dokumentiert. 

2.3.5.1 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 

Für die Extraktion von DNA aus Gelfragmenten wurde das GeneJET Gel Extraction Kit von Thermo 

Scientific nach Herstellerangaben verwendet. Die Gelfragmente wurden unter UV-Licht ausgeschnitten 

und mit 1:1 (v/w) Bindepuffer bei 60 °C aufgelöst. Die Qualität und Quantität der DNA wurde mithilfe 

eines NanoDrop Photometers gemessen. 

2.3.5.2 RNA-Gelelektrophorese 

Da RNA schnell durch RNasen abgebaut wird, wurde das Protokoll für die Agarose-Gelelektrophorese 

abgewandelt. Alle Glas- und Metall-Utensilien wurden bei 200 °C für 6 h sterilisiert und es wurden nur 

RNase-freie Einwegartikel verwendet. Die Gelkammer wurde mit 0,5 M NaOH gereinigt und mit 

autoklaviertem H2OMilliQ gespült. Der TAE-Puffer wurde frisch angesetzt und 1 µL Ethidiumbromid dem 

Gel direkt zugefügt. Es wurden 100 ng der RNA mit 3x RNA-Ladepuffer versetzt und 5 min bei 65 °C 

denaturiert. Das Gel wurde bei 100 V für 1 h laufen gelassen und direkt im Molecular Imager® Gel 

DocTM XR+ angeschaut. Die Kammer wurde anschließend mit Aktivkohle dekontaminiert. 

2.3.6 Restriktionsverdau 

Restriktionsendonukleasen schneiden Phosphodiesterbindungen von Nukleinsäuren an definierten, 

palindromischen Regionen innerhalb einer Erkennungssequenz. Es wurden für die Klonierung Fast-

Digest® Enzyme von Thermo Scientific oder solche von NEB nach Herstellerangaben verwendet. Die 

einzelnen Enzyme sind in der Primer-Tabelle (Tab. 43) aufgezeigt. Die Zusammensetzung des 

Restriktionsverdaus ist in Tabelle 9 dargestellt. Nach dem Verdau wurden die Enzyme inaktiviert und 

in der Ligation eingesetzt. Zur Überprüfung einiger Plasmiden wurde teilweise ein Kontrollverdau mit 

nur einem Restriktionsenzym durchgeführt. 
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Tabelle 9 In dieser Arbeit verwendeter Standard-Restriktionsverdau. 

Bestandteil Volumen (µL) 

10x Puffer 2,5 
Enzym I 1 

Enzym II 1 

DNA (1 µg) x 

H2OPCR ad 25 

2.3.7 Ligation 

Die DNA-Ligase verbindet innerhalb der Klonierung das 3‘-Hydroxyl-Ende mit dem 5‘-Phosphat-Ende 

des Plasmids und des DNA-Inserts durch eine kovalente Phosphodiesterbindung. In Tabelle 10 ist die 

Zusammensetzung der Reaktion gezeigt. Das Verhältnis von Insert-DNA zu Vektor-DNA betrug 5:1 und 

wurde mithilfe des Ligationsrechners von NEB berechnet. 

Tabelle 10 In dieser Arbeit verwendeter Standard-Ligationsansatz. 

Bestandteil Volumen (µL) 

10x T4 DNA-Ligase Puffer 1 

T4 DNA-Ligase 1 

Vektor x 

Insert y 

H2OPCR ad 10 

 

Die Vektor- und Insert-DNA wurde zuerst für 5 min bei 45 °C inkubiert, bevor alle anderen Bestandteile 

hinzugefügt wurden. Die Reaktion wurde für 1 h bei RT und über Nacht in einem Dewar-Gefäß bei 4 °C 

inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde die Probe bei 65 °C für 15 min inkubiert. Das 

Ligationsprodukt wurde anschließend in der Transformation eingesetzt. 

2.3.8 Transformation 

2.3.8.1 Herstellung von elektrokompetenten S. aureus Zellen (Schreiber, 

2015) 

Für die Herstellung elektrokompetenter S. aureus Zellen wurden 500 mL Kultur in BHI-Medium bei 

einer OD600 1 geerntet (4.000 g, 10 min, RT, Br. 2). Das Pellet wurde zweimal mit 500 mL sterilem 
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H2Odest. und einmal mit sterilem 20 mL 10 % (v/v) Glycerin gewaschen (8.000 g, 10 min, RT). Schließlich 

wurden die Zellen in 1 mL 10 % (v/v) Glycerin gelöst, jeweils 50 µL Aliquots in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80 °C gelagert. 

2.3.8.2 Herstellung von elektrokompetenten E. coli Zellen (Türck, 2009) 

Für die Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen wurden 500 mL Kultur in LB-Medium bei einer 

OD600 0,7 geerntet (4.000 g, 10 min, 4 °C, Br. 2). Das Pellet wurde zweimal mit 250 mL sterilem, eis-

kaltem H2Odest. und einmal mit sterilem, eiskaltem 10 mL 10 % (v/v) Glycerin gewaschen (8.000 g, 10 

min, 4 °C). Schließlich wurden die Zellen in 0,5 mL eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin gelöst, jeweils 50 µL 

Aliquots in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 

2.3.8.3 Herstellung von chemokompetenten E. coli Zellen (Berscheid, 2013) 

Es wurden 50 mL E. coli Zellen in TYM-Medium bei einer OD600 0,7 geerntet (8.000 g, 10 min, 4 °C). Das 

Pellet wurde in 5 mL eiskaltem TFB-I-Puffer gewaschen und in 2 mL eiskaltem TFB-II-Puffer re-

suspendiert. Jeweils 50 µL Aliquots wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. 

2.3.8.4 Transformation von S. aureus Zellen 

Für die Elektroporation von S. aureus Zellen wurden 50 µL elektrokompetente Zellen auf Eis aufgetaut 

und 5 µL Ligationsansatz oder aufgereinigtes Plasmid hinzugefügt. Die Zellen wurden bei RT für 30 min 

inkubiert und anschließend in eine Elektroporationsküvette (2 mm) überführt. Es folgte die 

Elektroporation mit dem STA-Programm (1,8 kV, 100 Ω, 25 µF, 2,5 ms) im MicroPulserTM von Bio-Rad 

Laboratories. Die Zellen wurden in 1 mL vorgewärmtem BHI resuspendiert und für 2 h bei 37 °C und 

170 rpm inkubiert. Anschließend wurde die Probe auf TSA-Agarplatten mit entsprechendem Anti-

biotikum ausplattiert und für mehrere Tage bei 37 °C inkubiert. Kolonien wurden mithilfe von Kolonie-

PCR oder Plasmid Isolation auf das Insert überprüft. 

2.3.8.5 Transformation von E. coli Zellen 

Die Elektroporation von E. coli Zellen erfolgte mit 50 µL elektrokompetente Zellen. Diese wurden auf 

Eis aufgetaut und 5 µL Ligationsansatz oder aufgereinigtes Plasmid hinzugefügt. Anschließend wurden 
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die Zellen in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette (2 mm) überführt. Es folgte die Elektroporation 

mit dem EC2-Programm (2,5 kV, 200 Ω, 25 µF, 4,5 ms) im MicroPulserTM von Bio-Rad Laboratories. Die 

Zellen wurden in 1 mL vorgewärmtem LB-Medium resuspendiert und für 2 h bei 37 °C und 170 rpm 

inkubiert. Anschließend wurde die Probe auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum 

ausplattiert und für mehrere Tage bei 37 °C inkubiert. 

Für die Transformation von chemokompetenten E. coli Zellen wurden 50 µL Zellen auf Eis aufgetaut 

und 5 µL Ligationsansatz oder aufgereinigtes Plasmid hinzugefügt. Die Zellen wurden 30 min bei 4 °C 

inkubiert und dann einem Hitzeschock bei 42 °C für 90 s ausgesetzt. Danach wurde die Probe weitere 

3 min auf Eis inkubiert und dann in 0,5 mL vorgewärmtem LB-Medium aufgenommen. Es folgte die 

Inkubation für 2 h bei 37 °C und 170 rpm. Schließlich wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit ent-

sprechendem Antibiotikum ausplattiert und für mehrere Tage bei 37 °C inkubiert. Kolonien wurden 

mithilfe von Kolonie-PCR oder Plasmid Isolation auf das Insert überprüft. 

2.3.9 DNA-Sequenzierung 

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger et al., (1977) wurde von den Firmen Microsynth 

(https://www.microsynth.ch) und Eurofins (https://www.eurofinsgenomics.eu/de/custom-dna-

sequencing/) durchgeführt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 43 aufgelistet. 

2.3.10 Induzierbare Überexpression von Proteinen 

Für die induzierbare Überexpression von promotorlosen Genen, in diesem Fall die Zweikomponenten-

systeme walRK, vraSR, vraSR mit dem akzessorischen Gen vraT, und die Glycosyltransferasen der 

Wandteichonsäuren tarM und tarS, wurde der pTX15 Vektor (Peschel et al., 1996) verwendet. Der 

Vektor beinhaltet das xylR-Gen und den xylA-Promotor aus Staphylococcus xylosus. In der Abwesenheit 

von Xylose wird der xylA-Promotor durch den Repressor an einer palindromischen Sequenz nahe der -

10 Region blockiert (Wieland et al., 1995). Ebenfalls wird der xylA Promotor durch eine Glukose-

bedingte Katabolitrepression reguliert. Die Transkription der klonierten Gene erfolgte mit der 
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Abbildung 13 Vektor-Karte von pTX15, basierend auf Peschel et al., (1996). 

 

Zugabe von 0,5 % Xylose. Da S. aureus Xylose nicht verstoffwechseln kann, reichte eine geringe Menge 

für die stabile Überexpression der genannten Gene. Eine Selektion des Vektors wurde durch das 

Antibiotikum Tetrazyklin (25 µg/mL) erzielt. In der vorangegangenen Abbildung ist die Vektor-Karte 

dargestellt (Abb. 13). Das lip-Gen befand sich im ursprünglichen pTX15 Vektor und wurde mithilfe der 

Restriktionsenzyme BamHI und NarI ausgetauscht. Im Anhang befinden sich die Vektor-Karten aller 

pTX15-basierten Vektoren (Abb. 63). 

2.3.11 Allel-Austausch durch homologe Rekombination 

Der pMAD Vektor (Arnaud et al., 2004) ist ein 9666 bp großer, temperatursensitiver Shuttle-Vektor mit 

zwei Replikationsursprüngen (Abb. 14). Jeweils einer dieser ORI erlaubt die Replikation in Gram-

negativen und der andere in Gram-positiven Bakterien. Der temperatursensitive Replikationsursprung 

für Gram-positive Bakterien verhindert die Vermehrung bei Inkubationstemperaturen über 30 °C. 

Somit selektieren höhere Temperaturen für Zellen, die das Plasmid über homologe Rekombination in 
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ihr Genom integriert haben. Eine Selektion findet zudem über die Resistenzgene gegen Ampicillin (bla) 

in Gram-negativen Bakterien und gegen Erythromycin (ermC) in Gram-positiven Bakterien statt. Das 

konstitutiv exprimierte Gen bgaB, welches für eine β-Galaktosidase kodiert, kann zu einem Blau-Weiß 

Screening der Kolonien verwendet werden.  

 

Abbildung 14 Vektor-Karte des temperatursensitiven Shuttle-Vektor pMAD, basierend auf Arnaud et al., (2004). 

 

Eine dunkelblaue Kolonie mit freiliegendem pMAD Plasmid wurde in 5 mL BHI mit 10 µg/mL Erythro-

mycin resuspendiert und über Nacht bei 30 °C und 170 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurden 100 

µL einer 1:10 Verdünnung auf eine BHI-Agarplatte mit 10 µg/mL Erythromycin und 300 mg/L X-Gal 

ausplattiert und über Nacht bei 42 °C inkubiert. Danach wurde eine hellblaue Kolonie mit integriertem 

pMAD Plasmid in 5 mL BHI resuspendiert und über Nacht bei 30 °C und 170 rpm inkubiert. Am 

folgenden Tag wurden 100 µL einer 1:10.000 Verdünnung auf eine BHI-Agarplatte mit 300 mg/L X-Gal 

ausplattiert und über Nacht bei 42 °C inkubiert. Schließlich wurden weiße Kolonien ohne pMAD 

Plasmid auf BHI-Agarplatten mit 300 mg/L X-Gal vereinzelt und auf die Veränderung im Genom unter-

sucht. In der folgenden Abbildung 15 ist eine schematische Darstellung aufgezeigt.  
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Abbildung 15 Schematische Darstellung des Allel-Austausch durch homologe Rekombination mit dem pMAD Vektor. In 
diesem Fall wurden Gen X und Gen Y durch ein Resistenzgen ausgetauscht und so deletiert. Die Darstellung wurde modi-
fiziert nach Arnaud et al., (2004).  

2.3.12 QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenese  

Durch die QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenese können Mutationen in vorhandene Plas-

mide mit Insert eingefügt werden. Es wurde das Kit von Agilent Technologies nach Herstellerangaben 

verwendet. In Kürze, das Plasmid pET22b∆pelB_vraR wurde in nachfolgender Reaktion (Tab. 11) ein-

gesetzt. 

Tabelle 11 In dieser Arbeit verwendeter QuikChange Lightning PCR-Ansatz und PCR-Programm. 

Bestandteil Volumen (µL)  Schritt Zeit (s) Temperatur (°C) 

10x QuikChange 

Lightning Puffer 
5  Initiale Denaturierung 120 95 

dNTPs 1  Denaturierung 20 95 

QuikSolutionTM 1,5  Annealing 10 60 

Primer forward (10 

µM) 
2,5  Elongation (30 Zyklen) 180 68 

Primer reverse (10 µM) 2,5  Finale Elongation 300 68 

Template (100 ng/µL) 1  Pause ∞ 4 

H2OPCR ad 50     

QuikChange Lightning 

Enzyme 
0,5     
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Nach der PCR wurde der Reaktion 2 µL DpnI hinzugefügt und es wurde 5 min bei 37 °C inkubiert. Die 

Endonuklease DpnI ist spezifisch für methylierte und hemimethylierte DNA und wurde verwendet, um 

die parentalen DNA-Stränge zu zerstören (siehe Abb. 16). Anschließend erfolgte eine Transformation 

 

 

Abbildung 16 Schematische Darstellung der QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenese, entnommen aus der An-
leitung des Kits (Agilent Technologies). 

 

mit chemokompetenten E. coli JM109 Zellen wie oben beschrieben. Den Zellen wurde zusätzlich 2 µL 

β-Mercaptoethanol hinzugefügt. Nachfolgend wurden die Zellen für 2 min auf Eis inkubiert. Es wurden 

2 µL der Reaktion zu den Zellen pipettiert und diese wurden für 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen 

wurden am Ende in NZY+ Medium statt LB-Medium aufgenommen.  

2.3.13 Isolierung der Gesamt-RNA 

Für die RNA-Isolation wurden alle Glas- und Metall-Utensilien bei 200 °C für 6 h sterilisiert und es 

wurden nur RNase-freie Einwegartikel verwendet. Alle Puffer und Lösungen wurden mit RNAse-freiem 

H2O angesetzt. Es wurden 20 mL Kultur in TSB bei einer OD600 1 geerntet (8.000 g, 5 min, RT) und in 1 

mL RNAprotect-Puffer von Qiagen für 5 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden einmal in RNase-freiem 

H2O gewaschen und dann in 0,1 mL TE-Puffer (Alfa Aesar) mit 10 µL Lysostaphin bei 37 °C für 30 min 
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lysiert. Anschließend wurde die RNA mit dem RNeasy® Mini Kit von Qiagen nach Herstellerangaben 

aufgereinigt. Die Qualität und Quantität der Aufreinigung wurde mit dem NanoDrop Photometer 

bestimmt.  

2.3.13.1 cDNA-Synthese  

Die aufgereinigte RNA wurde in folgender Reaktion eingesetzt (Tab. 12). Es wurde das PrimeScriptTM 

RT Reagent Kit von Takara nach Herstellerangaben verwendet.  

Tabelle 12 In dieser Arbeit verwendeter cDNA-Syntheseansatz und PCR-Programm. 

Bestandteil Volumen (µL)  Schritt Zeit (min) Temperatur (°C) 

5x PrimeScriptTM RT 

Master Mix 
2  Reverse Transkription 15 37 

RNA (100 ng) 1  Inaktivierung 0,1 85 

RNase-freies H2O ad 10  Pause ∞ 4 

 

Die Reaktion wurde entweder in der qRT-PCR eingesetzt oder bei -20 °C gelagert. 

2.3.13.2 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) 

Für die qRT-PCR wurde die Proben-Amplifikation während der linearen log-Phase der PCR gemessen. 

Die präparierte cDNA wurde in einer quantitativen Real-Time-PCR eingesetzt. Dazu wurde das TB 

Green Premix Ex Taq II von Takara in folgender Reaktion (Tab. 13) nach Herstellerangaben verwendet. 

Die verwendeten Primer sind in Tabelle 43 gelistet.  

Tabelle 13 In dieser Arbeit verwendeter qRT-PCR-Ansatz und qRT-PCR-Programm. 

Bestandteil Volumen (µL)  Schritt Zeit (s) Temperatur (°C) 

2x TB Green Premix 

Ex Taq II 
10  Initiale Denaturierung 30 95 

Primer forward (10 

µM) 
1  Denaturierung 5 95 

Primer reverse (10 

µM) 
1  

Annealing und 

Elongation (40 Zyklen) 
30 60 

50x ROX Reference 

Dye II 
0,4  Schmelzkurve - 60 - 95 

cDNA  2     

H2OPCR ad 20     
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Es wurden die Menge an Transkripten der Gene vraS und sgtB analysiert und mit der Expression des 

Haushaltsgens gyrB verglichen. Aufgereinigte PCR-Produkte dienten der Quantifizierung und als 

Positivkontrolle. Die qRT-PCR erfolgte auf einem C1000TM Thermal Cycler mit dem CFX96TM Real Time 

System von Bio-Rad Laboratories. Die qRT-PCR-Produkte wurden mithilfe der Analyse der Schmelz-

kurve bestätigt.  

2.3.13.3 RNA-seq 

Es wurde für die fünf Stämme S. aureus RN4220∆mutS, S. aureus VC40, S. aureus VC40R, S. aureus 

NCTC8325 und S. aureus VraS(VC40) in Triplikaten eine Transkriptom-Analyse mittels RNA-seq durch-

geführt. Die eingesetzte RNA hatte einen RIN über 6, eine Konzentration von mindestens 50 ng/µL, 

einen A260/A280 Quotient über 1,8 und eine Menge von mindestens 1 µg. Anschließend an die 

Qualitätskontrolle erfolgte die RNA-seq durch die Firma Genewiz in Leipzig mit einer Illumina HiSeq 

2x150 bp Sequenzierung. Die Standard-Analyse und Annotierung wurden ebenfalls von Genewiz 

durchgeführt. 

2.4 Biochemische Methoden 

2.4.1 Bestimmung des Phosphat-Gehaltes der WTA 

Der Gehalt an Phosphat in den aufgereinigten Zellwänden ist direkt proportional zu den darin ent-

haltenen WTA. Die Bestimmung wurde basierend auf einem Protokoll von Rouser et al., (1970) durch-

geführt. Zuerst wurden 5 – 10 µL Zellwand in einem Reagenzglas bei 140 °C in einem Heizblock ge-

trocknet. Dann wurde das Phosphat von den WTA mit 0,3 mL Perchlorsäure bei 180 °C für 1 h gelöst. 

Nach dem Abkühlen des Glases wurden nacheinander 1 mL H2OMilliQ, 0,4 mL Ammonium-

Heptamolybdat und 0,4 mL Ascorbinsäure hinzugefügt. Die Probe wurde im Wasserbad für 5 min bei 

95 °C inkubiert und anschließend wurde die OD797 bestimmt. Der Phosphat-Gehalt wurde über eine 

Eichgerade von 1 mM KH2PO4 Stammlösung (0 - 160 nmol Phosphat) berechnet und auf das Trocken-

gewicht (TG) bezogen. 
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2.4.2 Bestimmung des D-Alanin-Gehaltes der WTA 

Der Gehalt an D-Alanin wurde indirekt über die Umsetzung von Pyruvat zu Lactat durch Lactat-

Dehydrogenase bestimmt. Die Messung erfolgte anhand der verschiedenen Absorptionsmaxima des 

Kofaktors NADH/NAD+ bei OD366. Es fanden folgende Reaktionen statt: 𝐷-𝐴𝑙𝑎𝑛𝑖𝑛 + 𝑂2 + 𝐻2𝑂 𝐷-𝐴𝑚𝑖𝑛𝑜𝑠ä𝑢𝑟𝑒𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒→                 𝑃𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡 + 𝑁𝐻3 +𝐻2𝑂2 

2𝐻2𝑂2 𝐾𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑒→      2𝐻2𝑂 + 𝑂2 

𝑃𝑦𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+ 𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡-𝐷𝑒ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒→                  𝐿-𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡 + 𝑁𝐴𝐷+ 

Für die Bestimmung der D-Alanin Substitution der WTA wurden Zellwände unter sauren Bedingungen 

isoliert und in 0,1 mL D-Alanin-Puffer pH 8,5 resuspendiert. Die Probe wurde über Nacht bei RT und 

Rotation (30 rpm) inkubiert. Als nächstes wurde die Probe zentrifugiert (13.500 g, 10 min, RT, Br. 6) 

und 25 µL Überstand wurden abgenommen. Der Überstand wurde für die D-Alanin Bestimmung nach 

Graßl (1970) verwendet. Hierfür wurden 1,4 mL D-Alanin-Puffer, 25 µL Überstand, 25 µL D-Alanin 

Lösung I, 9 µL Lactat-Dehydrogenase (5 mg/mL) und 5 µL D-Alanin Lösung II gemischt und die OD366 

(E1) wurde bestimmt. Die Messung erfolgte gegen Luft als Leerwert. Dann wurde der Reaktion 50 µL 

D-Alanin Lösung III hinzugefügt und diese wurde für 60 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde 

nochmals die OD366 (E2) bestimmt. Anhand eines D-Alanin-Standards (10 mM) sowie folgender Formel 

(∆E = Extinktionsdifferenz Probe; ∆E(leer) = Extinktionsdifferenz Puffer ohne D-Alanin; V = Ge-

samtvolumen (1514 µL); ε = Extinktionskoeffizient NADH (3,3 mol-1 cm-1); d = Schichtdicke (1 cm); v = 

Probenvolumen (25 µL)) wurde die D-Alanin Konzentration berechnet: (∆𝐸 − ∆𝐸(𝑙𝑒𝑒𝑟)) × 𝑉𝜀 × 𝑑 × 𝑣 = µ𝑚𝑜𝑙 𝐷-Alanin𝑚𝐿 𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒  

Die Konzentration wurde auf das Trockengewicht bezogen und in Verbindung zum Phosphat-Gehalt 

gesetzt. 

Ebenfalls wurde der D-Alanin-Gehalt von ganzen Zellen bestimmt. Hierfür wurden 5 mL einer Kultur 

mit OD600 1,5 geerntet (8.000 g, 10 min, RT, Br. 6) und in 0,3 mL Natriumacetat-Puffer gelöst. Die Kultur 

wurde dann für 30 min bei 80 °C pasteurisiert und anschließend gefriergetrocknet. Abschließend 

wurden die Zellen in D-Alanin-Puffer pH 8,5 gelöst und der Gehalt an D-Alanin wurde wie oben 

beschrieben gemessen. Der D-Alanin-Gehalt von ganzen Zellen umfasst das D-Alanin sowohl von WTA 

als auch von LTA in der Zellwand. 
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2.4.3 Bestimmung des Glycerin-Gehaltes der WTA 

Der Glycerin-Gehalt wurde indirekt über eine Farbreaktion gemessen, die auf der Konzentration an 

Wasserstoffperoxid durch eine vorgeschaltete Oxidase von Glycerin-3-Phosphat basierte. Die Reakti-

onen sind im Folgenden dargestellt: 𝐺𝑙𝑦𝑐𝑒𝑟𝑖𝑛 + 𝐴𝑇𝑃 𝐺𝑙𝑦𝑐𝑒𝑟𝑖𝑛 𝐾𝑖𝑛𝑎𝑠𝑒→            𝐺𝑙𝑦𝑐𝑒𝑟𝑜𝑙-3-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝐴𝐷𝑃 

𝐺𝑙𝑦𝑐𝑒𝑟𝑖𝑛-3-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝑂2 𝐺𝑙𝑦𝑐𝑒𝑟𝑖𝑛-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒→                     𝐷𝑖ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑥𝑦𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝐻2𝑂2 

𝐻2𝑂2 + 4𝐴𝐴𝑃 + 𝐸𝑆𝑃𝐴 𝑃𝑒𝑟𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑒→        𝐶ℎ𝑖𝑛𝑜𝑛𝑖𝑚𝑖𝑛 𝐹𝑎𝑟𝑏𝑠𝑡𝑜𝑓𝑓 + 4𝐻2𝑂 

Für die Analyse der Glycerin-Konzentration wurden isolierte WTA mit 1 Volumen 4 N HCl gemischt und 

für 2 h bei 100 °C hydrolysiert. Die Probe wurde danach mit 2 Volumen 2 N NaOH neutralisiert und es 

wurden 10 µL in das Triglycerid Colorimetric Assay Kit von Cayman Chemical eingesetzt. Es wurden 

zusätzlich eine Triglyceride-Standardreihe und eine Negativkontrolle ohne Glycerin gemessen. Die 

Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben mit 2/3 Volumen. Der Glycerin-Gehalt wurde 

anschließend auf das Trockengewicht bezogen und mit dem Phosphat-Gehalt verglichen. 

2.4.4 Bestimmung des Zucker-Gehaltes der WTA 

Der Gehalt an Zucker wurde in diesem Versuch indirekt über den Kofaktor NADPH/NADP+ bestimmt. 

Die chemischen Reaktionen sind im Folgenden dargestellt: 

𝐷-𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎𝑚𝑖𝑛 + 𝐴𝑇𝑃 𝐻𝑒𝑥𝑜𝑘𝑖𝑛𝑎𝑠𝑒→        𝐷-𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎𝑚𝑖𝑛-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝐴𝐷𝑃 + 𝑃𝑖  
𝐷-𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎𝑚𝑖𝑛-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝐻2𝑂 𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎𝑚𝑖𝑛-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 𝐷𝑒𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝑒↔                           𝐹𝑟𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝑁𝐻4+ 

𝐹𝑟𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑜𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒 𝐼𝑠𝑜𝑚𝑒𝑟𝑎𝑠𝑒↔                    𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 
𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝑁𝐴𝐷𝑃+ 𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒-6-𝑃ℎ𝑠𝑜𝑝ℎ𝑎𝑡 𝐷𝑒ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑎𝑠𝑒→                             𝐺𝑙𝑢𝑐𝑜𝑛𝑎𝑡-6-𝑃ℎ𝑜𝑠𝑝ℎ𝑎𝑡 + 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 𝐻+ 

Für den Versuch wurden isolierte WTA mit 1 Volumen 4 N HCl für 2 h bei 100 °C hydrolysiert. Die Probe 

wurde danach mit 2 Volumen 2 N NaOH neutralisiert und 50 µL wurden in dem D-Glucosamine Assay 

Kit von Megazyme nach Herstellerangaben eingesetzt. Es wurde nur das halbe angegebene Volumen 

aller Substanzen verwendet. Anschließend wurde die D-Glucosamin-Konzentration anhand folgender 

Formel (V = Volumen (1170 µL); MW = Molekulargewicht D-Glucosamin (179,17 g/mol); ε = 
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Extinktionskoeffizient NADPH (6300 mol-1 cm-1) d = Schichtdicke (1 cm); v = Probenvolumen (50 µL); ∆E 

= Extinktionsdifferenz Probe; c = Konzentration D-Glucosamin (mg/mL)) bestimmt: 𝑉 ×𝑀𝑊𝜀 × 𝑑 × 𝑣 × ∆𝐸 = 𝑐 

Der Zucker-Gehalt wurde anschließend auf das Trockengewicht bezogen und in Verbindung mit dem 

Phosphat-Gehalt gesetzt. 

2.5 Proteinbiochemische Methoden 

2.5.1 Proteinaufreinigung 

Der C-terminale His6-Tag Protein-Expressionsvektor pET22b∆pelB wurde für die Aufreinigung der 

Proteine des TCS VraSR verwendet. Durch die Deletion der pelB-Signalsequenz werden Proteine nicht 

im Periplasma, sondern im Cytoplasma des Expressionsstammes angereichert (Sass und Bierbaum, 

2007). Ebenfalls besitzt der Vektor eine Ampicillin-Resistenz durch das bla-Gen und den T7-

Transkriptionsstart vor der MCS. Die Transkription wurde durch die Bindung des Lac-Repressors (LacI) 

an den Lac-Operator gehindert und durch IPTG freigegeben. Die Vektor-Karte ist in Abbildung 17 

dargestellt. Alle auf pET22b∆pelB-basierten Vektoren sind im Anhang abgebildet (Abb. 62). 

Zusätzlich zu dem pET22b∆pelB enthielten die Expressionsstämme für VraS und VraR auch das 

pREP4groESL Plasmid (Abb. 18). Durch das Plasmid wurden das Chaperon GroEL und dessen Kofaktor 

GroES konstitutiv exprimiert. Chaperone unterstützen die korrekte Faltung von Proteinen und ver-

hindern so die Bildung von Proteinaggregaten und erhöhen die Löslichkeit. Das Plasmid besitzt eine 

Kanamycin-Resistenz durch das neo-Gen. Für die Expression des Autolysins AtlA wurde das Plasmid 

pREP4 ohne zusätzliche Chaperone verwendet. Stattdessen enthielt diese Version einen Lac-Repressor 

(lacI), der die Transkription des pQE-32 Vektors, durch Bindung an den T5-Promotor, regulierte. 

Das Plasmid pQE-32 (Abb. 19) wurde für die N-terminale His6-Tag Aufreinigung von AtlA verwendet. Es 

besitzt außerdem eine Ampicillin-Resistenz und einen T5-Promotor mit lac-Operator. Die Transkription 

des Polylinkers wurde durch die Zugabe von IPTG erreicht, welches an den Lac-Repressor des pREP4 

Plasmids bindet.  
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Abbildung 17 Vektor-Karte und Übersicht über die MCS des Vektors pET22b∆pelB, modifiziert nach Sass (2005).  

 

Die Expression der rekombinanten Proteine VraS und VraR erfolgte in dem Expressionsstamm E. coli 

BL21(DE3) bzw. E. coli C43(DE3) bei membrangebundenen Proteinen. Diese Stämme besitzen durch 

die Insertion des Bakteriophagen DE3 die Gene für die T7-RNA-Polymerase, sowie deren Repressor 

lacI. Der Repressor verhinderte die Expression der Polymerase in Abwesenheit von Lactose. Die In-

duktion der Transkription erfolgte durch die Aufnahme von IPTG. Ebenfalls fehlten den Stämmen die 

Gene für die Lon und die OmpT Proteasen, wodurch der Abbau heterolog exprimierter Proteine mini-

miert wurde. Das Autolysin AtlA wurde aus dem Expressionsstamm E. coli M15 aufgereinigt. 
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Abbildung 18 Vektor-Karte von pREP4groESL, modifiziert nach Türck und Bierbaum (2012). 

 

Die Proteinaufreinigung wurde für die Proteine VraS, VraS(VC40), VraR, VraR(M54T) und AtlA durch-

geführt. Es wurden 0,5 L LB- bzw. TB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika in einem 5 L Kolben 

mit 5 mL einer Übernachtkultur angeimpft und diese wurde bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Ab einer 

OD600 0,5 wurden der Kultur 0,5 mL IPTG (1 M) hinzugefügt und die Temperatur wurde für die restliche 

Inkubation über Nacht auf 30 °C reduziert. Am nächsten Tag wurde die Kultur geerntet (6.000 g, 6 min, 

4 °C, Br.3). Alle weiteren Schritte erfolgten bei 4 °C und auf Eis. Das Pellet wurde in 20 mL Lysis-Puffer 

M1 resuspendiert und mit 0,2 mL Lysozym (100 mg/mL) und 20 µL Benzonase für 30 min inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen durch Ultraschall mit dem Sonopuls HD 3100 von Bandelin mit 12 

Impulsen (60 % Intensität) zu je 10 s und 30 s Pause aufgeschlossen. Die Zellen wurden dreimal 

sedimentiert (11.000 g, 10 min, 4 °C, Br. 5). Der Überstand wurde anschließend bei -20 °C gelagert. 

Membranständige Proteine (VraR, VraR(M54T)) wurden zusätzlich zweimal ultrazentrifugiert (225.000 

g, 60 min, 4 °C). Dabei wurde das Pellet zwischen den Zentrifugationsschritten in Lysis-Puffer M2 

resuspendiert und 30 min bei 4 °C und Rotation (Magnetrührer) inkubiert. Der Überstand wurde 

anschließend ebenfalls bei -20 °C gelagert. Als nächstes erfolgte die Aufreinigung His6-getaggter 

Proteine mittels Nickel-NTA-Agarose. Dazu wurden die Proben mit 1 mL Nickel-NTA-  
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Abbildung 19 Vektorkarte von pQE-32_AltA, modifiziert nach Schrötter (2018). 

 

Agarose für 2 h mit Rotation (Magnetrührer) bei 4 °C inkubiert. Währenddessen wurde eine 

Polypropylen-Säule von Qiagen mit 2 mL Lysis-Puffer M1 bzw. M2 äquilibriert, bevor die Proteine 

hinzugefügt wurden. Nacheinander wurde die Säule mit 5 mL Waschpuffer M1, 5 mL Waschpuffer M2 

und 8 x 0,2 mL Elutionspuffer befüllt. Die Chemikalie DDM wurde den Puffern nur bei 

membrangebundenen Proteinen zugefügt. Alle Fraktionen, sowie der Durchfluss, wurden aufgefangen 

und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Elutions-Fraktionen wurden mit 80 µL 100 % (v/v) Glycerin 

vermischt und bei -20 °C gelagert. 

2.5.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford Protein Assay 

Die Proteinkonzentration der Proteinaufreinigung wurde nach Bradford (1979) bestimmt.  Sie beruht 

auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250 in 

sauren Lösungen durch die Komplexbildung mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Pro-

teinen. Es wurde das Bradford Protein Assay Kit von Bio-Rad Laboratories nach Herstellerangaben 

verwendet. Dazu wurden 10 µL Probe oder BSA Standard (0,125 – 2 mg/mL) mit 90 µL H2OMilliQ ver-
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dünnt und mit 3 mL Bradford-Reagenz gemischt. Anschließend erfolgte eine Inkubation bei RT für 10 

min und die Messung der OD595. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichgerade ermittelt. 

2.5.1.2 Dialyse der Proteine 

Anschließend an die Proteinaufreinigung wurden die Elutions-Fraktionen mit dem exprimierten Pro-

tein von den Pufferbestandteilen durch Dialyse befreit. Dazu wurden die entsprechenden Fraktionen 

in eine Dialyse-Kassette (Slide-A-Lyzer® Cassette G2, 10.000 MWCO) von Thermo Fischer pipettiert und 

über Nacht bei 4 °C in 400 mL Dialyse-Puffer, mit zwei Pufferwechseln nach jeweils 2 h, inkubiert. Die 

dialysierten Proteine wurden wiederum aus der Kassette entnommen und bei -20 °C gelagert. 

2.5.2 SDS-PAGE 

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine diskonti-

nuierlich nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld aufgetrennt (Laemmli, 1970). Das 

eingesetzte SDS maskiert dabei die Eigenladung der Proteine und führt zusammen mit der Denatu-

rierung zu deren Linearisierung. Das SDS-Gel wurde nach Tabelle 14 hergestellt. 

Tabelle 14 In dieser Arbeit verwendete Zusammensetzung der Gele für die SDS-PAGE. 

Bestandteil Trenngel (10 %) (mL) Sammelgel (4 %) (mL) 

Acrylamid (40 %; 37,5:1) 2,5 0,4 

R-Puffer 1,67 - 

S-Puffer - 0,48 

SDS (20 % (w/v)) 0,07 - 
H2OMilliQ ad 10 ad 4 

APS 0,13 0,13 

TEMED 0,007 0,003 

 

Währenddessen wurden 10 µL Probe 1:4 mit 4x Laemmli-Puffer, mit 1:20 Volumen β-

Mercaptoethanol, gemischt und für 10 min bei 95 °C denaturiert.  Anschließend wurde das Gel in einer 

Mini Protean IITM von Bio-Rad Laboratories eingesetzt und mit 1x SDS-Laufpuffer befüllt. Die Probe 

wurde auf das Gel geladen und die Elektrophorese erfolgte bei 100 V - 120 V. Nach der Elektrophorese 

wurde das Gel entweder über Nacht mit InstantBlueTM oder für 30 min bei RT mit Coomassie Brilliant 

Blue R250 Lösung gefärbt. Bei letzterer Färbemethode wurde das Gel anschließend zweimal 30 min 

mit Entfärbe-Lösung behandelt und über Nacht in H2OMilliQ inkubiert. 
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2.5.2.1 Membranprotein-Profil 

Der aufgereinigte Membranüberstand wurde unter Vakuum ultrazentrifugiert (225.000 g, 1 h, 4 °C). 

Anschließend wurde das Pellet in 0,5 mL DDM-Puffer gelöst und für 30 min bei 4 °C und Rotation 

(Magnetrührer) auf Eis im Puffer inkubiert. Die Probe wurde dann erneut ultrazentrifugiert (225.000 

g, 30 min, 4 °C). Der Überstand wurde bei -20 °C gelagert und 30 µg Protein wurden in einer 15 %igen 

SDS-PAGE eingesetzt. 

2.5.2.2 Profil der Penicillin-bindenden Proteine (Atilano et al., 2010) 

Der aufgereinigte Membranüberstand wurde unter Vakuum ultrazentrifugiert (225.000 g, 1 h, 4 °C). 

Dann wurde das Pellet in 0,1 mL PBS mit 5 µg/mL Bocillin-FL gelöst und 30 min bei RT und Rotation (30 

rpm) inkubiert. Anschließend wurden 50 µL Membranprotein mit 20 µL 2x Laemmli-Puffer gemischt 

und die Mischung wurde 5 min bei 90 °C denaturiert. Die Probe wurde in einer 7,5 %igen SDS-PAGE 

eingesetzt. 

2.5.2.3 Alcian-Blue SDS-PAGE 

Die Alcian-Blue SDS-PAGE wurde angewandt, um die WTA der verschiedenen Stämme zu visualisieren 

und zu vergleichen. Dazu wurden 1 µL der aufgereinigten WTA mit 9 µL H2OMilliQ sowie mit 2 µL 5x 

Alcian-Blue Probenpuffer gemischt. Es wurde ein großen 20 %iges Acrylamidgel (Tab. 15) ohne SDS 

gegossen und in einer Vertical Gel Electrophoresis Systems Model V161 von Bethesda Research 

Laboratories mit Alcian-Blue Laufpuffer eingesetzt. Anschließend wurde die Probe auf das Gel geladen 

und bei 4 °C für 18 h und 40 mA aufgetrennt. 

Tabelle 15 In dieser Arbeit verwendete Zusammensetzung der Gele für die Alcian-Blue SDS-PAGE. 

Bestandteil Trenngel (20 %) (mL) Sammelgel (6 %) (mL) 

Acrylamid (40 %; 37,5:1) 15 0,9 

R-Puffer 5 0,24 

H2OMilliQ ad 30 ad 6 

APS 0,4 0,4 

TEMED 0,02 0,005 

 

Am nächsten Tag wurde das Gel für 2 h mit Alcian Blue Färbelösung und zweimal 30 min mit Alcian-

Blue Entfärbe-Lösung behandelt. Über Nacht wurde das Gel mit H2OMilliQ entfärbt. Anschließend wurde 

zur besseren Sichtbarkeit eine Silberfärbung durchgeführt. 
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2.5.2.4 Phos-Tag SDS-PAGE 

Zur Untersuchung der Autophosphorylierungsaktivität der Kinase VraS, sowie der Übertragung von 

Phosphatgruppen auf den Responseregulator VraR wurde eine Phos-Tag SDS-PAGE verwendet. Zudem 

wurde die allgemeine Eigenschaft der Phosphorylierung des Response-Regulators VraR analysiert. Der 

Unterschied zu einer normalen SDS-PAGE liegt in den Phos-Tag Molekülen, welche phosphorylierte 

Proteine stärker binden und so deren Migration durch das Gel verlangsamen. Dadurch können 

phosphorylierte und nicht-phosphorylierte Proteine aufgetrennt werden (Kinoshita et al., 2006). 

Der Versuch erfolgte nach Gajdiss et al., (2017). Zuerst wurden 1 µg Kinase mit 1 µg Regulator, 2 µL 5x 

Phosphorylierungs-Puffer A und 1 µL Triton X-100 (85 mM) in 10 µL H2OPCR gemischt und für 10 min bei 

RT inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion mit 1 µL ATP (10 mM) gestartet und bei RT für 30 min 

inkubiert. Es wurde ebenfalls eine Negativkontrolle ohne ATP, sowie die Reaktion der Kinase und des 

Regulators einzeln angesetzt. Als nächstes wurde die Reaktion mit 5 µL 4x Laemmli Probenpuffer 

gestoppt und ohne Denaturierung auf ein 12,5 %iges Gel (Tab. 16) geladen. 

Tabelle 16 In dieser Arbeit verwendete Zusammensetzung der Gele für die Phos-Tag SDS-PAGE. 

Bestandteil Trenngel (12,5 %) (mL) Sammelgel (4 %) (mL) 

Acrylamid (40 %; 37,5:1) 2,5 0,4 

R-Puffer 1,33 - 

S-Puffer - 0,48 

MnCl2 (10 mM) 0,08 - 

Phos-Tag (5 mM) 0,08 - 
H2OMilliQ ad 8 ad 4 

APS 0,13 0,13 

TEMED 0,007 0,003 

 

Bei einem konstanten Stromfluss von 30 mA wurden die Proteine aufgetrennt. Abschließend erfolgte 

eine Silberfärbung der Proteine. 

Zur Untersuchung der Phosphorylierung des Regulators VraR wurde ein Protokoll von Tajbakhsh und 

Golemi-Kotra (2019) verwendet. Hier wurden 10 µM Regulator mit 2 µL 10x Phosphorylierungs-Puffer 

B mit Lithium-Kalium-Acetylphosphat in 20 µL H2OPCR gemischt und für 1 h bei 37 °C inkubiert. Eine 

Negativkontrolle mit Phosphorylierungs-Puffer B ohne Lithium-Kalium-Acetylphosphat wurde 

ebenfalls angesetzt. Die Reaktion wurde mit 5 µL 4x Laemmli Probenpuffer gestoppt und wie oben 

ohne Denaturierung auf ein 12,5 %iges Gel (Tab. 16) geladen. 
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2.5.2.5 Silberfärbung der SDS-Gele 

Proteine in Phos-Tag- und WTA in Alcian-Blue-Gelen wurden mit Silberfärbung mittels PierceTM Silver 

Stain Kit von Thermo Scientific nach Herstellerangaben angefärbt. Die Färbung mit Silberionen ist im 

Gegensatz zu anderen Methoden sensitiver und schneller. Dabei lagern sich die Silberionen an die 

negativ geladenen Seitenketten der Proteine an und werden mithilfe von alkalischem Formaldehyd zu 

elementarem Silber reduziert. Die Proteinbanden färben sich daraufhin schwarz. 

2.5.2.6 Proteinextraktion  

Für die Proteinextraktion wurden 100 µL AtlA ohne Denaturierung in einer 10 %igen SDS-PAGE aufge-

trennt und mit InstantBlueTM für 1 h gefärbt. Banden korrespondierend zu den Pro-AtlA (138 kDa), PP-

AM (87 kDa) und GL (53 kDa) Proteineinheiten wurden ausgeschnitten und über Nacht separat in 0,5 

mL Extraktionspuffer bei RT und Rotation (30 rpm) inkubiert. Die Banden wurden dabei vorher 

zerkleinert, um eine bessere Immersion im Puffer und eine höhere Diffusion durch die größere Ober-

fläche zu gewährleisten. Am nächsten Tag wurde der Überstand abgenommen und 30 µL Probe wur-

den in ein Zymogramm mit M. luteus Zellen eingesetzt. 

2.5.2.7 Zymographische Analyse der Autolysin-Extrakte 

Für die zymographische Analyse der aufgereinigten Autolysine nach Berscheid (2013) wurden diese in 

eine SDS-PAGE mit hitze-inaktivierten S. aureus NCTC8325 oder M. luteus ATCC4698 Zellen eingesetzt. 

Dafür wurde eine 50 mL MH- oder TSB-Übernachtkultur geerntet (6.000 g, 10 min, RT) und mit 5 mL 

H2OMilliQ gewaschen. Die Zellen wurden dann in 1 mL H2OMilliQ resuspendiert und für 15 min bei 80 °C 

pasteurisiert. Schließlich wurden 1 mL Aliquots mit jeweils OD600 70 hergestellt und bei -20 °C gelagert. 

Das SDS-Gel wurde nach obigem Rezept (Tab. 14) hergestellt, wobei 1 mL tote Zellen dem Trenngel 

hinzugefügt wurden. Die Autolysine wurden nicht denaturiert, sondern nur mit 4x Laemmli-Puffer 

ohne β-Mercaptoethanol gemischt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mehrfach mit H2OMilliQ 

gewaschen und über Nacht bei 37 °C in Zymogramm-Puffer inkubiert. Für einen größeren Kontrast der 

Banden wurde das Gel anschließend mit Zymogramm-Färbelösung für 5 min bei RT inkubiert und 

mehrfach mit H2OMilliQ gewaschen. 
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2.5.2.8 In vitro Proteolyse-Assay (Berscheid 2013) 

Es wurde ein Ansatz von 90 µL aus 5x Proteolyse-Puffer, 5 mM Kreatinphosphat, 0,05 U/mL Kreatin-

Phosphokinase, 6 µM ClpP, 3 µM ClpX, 3 µM AtlA und 5 mM ATP zusammen pipettiert. Der Ansatz 

wurde einmal mit ClpX aus S. aureus NCTC8325 und einmal mit ClpX aus S. aureus VC40 durchgeführt. 

Beide Proteine wurden von Dr. Anne Berscheid bereitgestellt. Des Weiteren wurde eine Probe ohne 

ATP als Negativkontrolle angesetzt. Alle Proben wurden bei 37 °C inkubiert und zu den Zeitpunkten 0 

min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h und 4 h wurde die Reaktion von 15 µL des Ansatzes mit 5 µL 4x NuPAGE 

Stopp-Puffer inklusive 0,1 M DTT beendet. Anschließend wurden die Proben in einer 12 %-igen SDS-

PAGE aufgetrennt und analysiert. Ebenfalls wurde ein Zymogramm zur Kontrolle der lytischen Banden 

durchgeführt. Die Bandenintensitäten der AtlA-Fragmente, sowie von ClpP und ClpX wurden durch das 

Programm GelAnalyzer bestimmt. Für die Berechnung wurden alle Banden einer Probe auf die 

Intensität der jeweiligen ClpP Bande standardisiert und in Prozent ausgedrückt. Anschließend wurden 

die Banden der AtlA-Fragmente auf die Intensität der jeweiligen Bande aus der gleichen Probe zum 

Zeitpunkt 0 h bezogen. 

2.6 Analytische Methoden 

2.6.1 Massenspektrometrie von VraR(M54T) 

Für die Analyse der Phosphorylierung von VraR(M54T) wurde die entsprechende Bande aus einem 12,5 

%igen Phos-Tag SDS-Gel ohne Denaturierung ausgeschnitten. Die Probenvorbereitung und Messung 

der posttranslationalen Modifikation wurde von Dr. Mark Sylvester an der Universität Bonn durch LC-

MS auf einem Ion Trap Bruker HCT Ultra durchgeführt. 

2.6.2 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) der WTA 

Die aufgereinigten Wandteichonsäuren wurden nacheinander einmal in 0,5 mL H2OMilliQ und zweimal 

in 0,2 mL D2O (99,9 %) lyophilisiert. Danach wurde die Probe in 0,55 mL D2O (100 %) gelöst und zweimal 

zentrifugiert (6.500 g, 1 min, RT). Es wurden jeweils 0,5 mL Überstand abgenommen und schließlich in 

ein NMR-Röhrchen pipettiert. Die NMR-Messung wurde von Dr. Senada Nozinovic im Institut für 

Anorganische Chemie der Universität Bonn durchgeführt. Es wurde ein 1D 1H-NMR bei einer 
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Temperatur von 298 K mit 256 Scans auf einer Bruker Avance III HD 700 MHz durchgeführt. Dafür 

wurde ein He-Cryo QCl Probenkopf mit z-Gradienten verwendet. 

2.6.3 Analyse des Peptidoglykans mittels UPLC 

Die UPLC-Analyse der Zellwand wurde von Dr. Ute Bertsche an der Universität Tübingen durchgeführt. 

Hierzu wurden die aufgereinigten Zellwände in 0,1 mL Verdauungspuffer (12,5 mM NaH2PO4; pH 5,5) 

gelöst und mit Mutanolysin (500 U) für 16 h bei 37 °C und Rotation (30 rpm) verdaut. Das Enzym wurde 

für 3 min bei 100 °C inaktiviert und die Probe wurde zentrifugiert (10.000 g, 5 min, RT). Der Überstand 

wurde abgenommen und mit 50 µL Reduktionslösung (10 mg/mL Na-Borohydrat in 0,5 M Borax; pH 9) 

für 20 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion mit 10 µL Phosphorsäure (98 % (v/v)) 

gestoppt und die Proben auf die UPLC aufgetragen. Für die Trennung der Muropeptide wurden das 

Laufmittel A (0,1 % (v/v) TFA in 5 % (v/v) Methanol) und Laufmittel B (0,1 % (v/v) TFA in 30 % (v/v) 

Methanol) in einem linearen Gradienten und einer Flussrate von 0,176 mL/min für 60 min eingesetzt. 

Die Säulentemperatur lag bei 52 °C, das Probevolumen war 10 µL und die Muropeptide wurden bei 

210 nm (DAD) detektiert. Die Quervernetzung des Peptidoglykans wurde anhand der Fläche der Peaks 

im Chromatogramm basierend auf folgender Formel berechnet (Glauner und Höltje, 1990): 12 × 𝐷𝑖𝑚𝑒𝑟𝑒 + 23 × 𝑇𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟𝑒 + 34 × 𝑇𝑒𝑡𝑟𝑎𝑚𝑒𝑟𝑒 + 910 ×𝑀𝑢𝑙𝑡𝑖𝑚𝑒𝑟𝑒𝑆𝑢𝑚𝑚𝑒 𝑎𝑙𝑙𝑒𝑟 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒𝑛  

2.7 Statistische Methoden 

2.7.1 Student’s t-Test 

In Versuchen, die quantifizierbare Ergebnisse lieferten, wurde die statistische Signifikanz zwischen den 

Mittelwerten von Proben anhand eines ungepaarten Student’s t-Test ermittelt. Für die Berechnung 

wurde das Programm Prism 5 verwendet. Eine Normalverteilung der Werte innerhalb eines Stammes 

wurde angenommen. Die zweiseitige p-Wert mit einem Konfidenzintervall von 95% wurde in den 

Abbildungen mit den Abstufungen * p > 0,05, ** p > 0,005 und *** p > 0,0005 dargestellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Zellwand 

Die Zellhülle ist der Wirkort aller Glykopeptid-Antibiotika, darunter auch Vancomycin. Das Antibioti-

kum bildet nicht-kovalente Wasserstoff-Bindungen mit der D-Alanyl-D-Alanin Gruppe des Lipid II-

Pentapeptides (McGuinness et al., 2017). Dadurch wird die Quervernetzung zwischen den Murein-

strängen unterbunden. Eine Verringerung der Vancomycin-Empfindlichkeit ist oftmals mit einer Ver-

änderung der Zellwand verbunden. Dies ist dementsprechend auch ein konstantes Merkmal der 

meisten VISA-Stämme. 

3.1.1 UPLC-Analyse der Quervernetzung des Peptidoglykans 

Für die Analyse der Quervernetzung wurde das Peptidoglykan einer Übernachtkultur der Stämme 

aufgereinigt. Peptidbindungen wurde mit Trypsin verdaut und die Wandteichonsäuren wurden durch 

HCl vom Peptidoglykan abgespalten. Anschließend wurde es mit Mutanolysin verdaut und durch UPLC 

aufgetrennt. Die UPLC wurde von Dr. Ute Bertsche an der Universität Tübingen durchgeführt. 

Relevante Chromatogramme sind in Abbildung 20 zusammengestellt. Das Peptidoglykan der Stämme 

S. aureus ∆mutS und S. aureus NCTC8325 wurden in einer separaten Aufreinigung isoliert und analy-

siert, wobei geringere Konzentrationen an PGN gemessen wurden. Allerdings hatte die geringere PGN-

Konzentration keine Auswirkung auf die Berechnung der Quervernetzung. Interessanterweise ist bei 

der Probe S. aureus VC40 der sogenannte Höcker („hump“), kennzeichnend für die oligomere 

Disaccharidpeptid-Fraktion, zwischen Minute 45 bis 50 wenig ausgeprägt. Dies ist vor allem offen-

sichtlich, wenn die Chromatogramme der Stämme auf den Peak „11b“ von S. aureus VC40 bei ca. 26 

Minuten standardisiert werden. Der Höcker entsteht durch stark quervernetztes, oligomerisches 

Muropeptid, welches auf PBP4-Aktivität zurückzuführen ist (Leski und Tomasz, 2005; Hamilton et al., 

2017). In Tabelle 17 sind die Quervernetzung und der Anteil an Monomeren und Dimeren aufgelistet. 

Der VISA-Stamm S. aureus VC40 hat mit 62,89 % die geringste Quervernetzung aller Stämme und 

unterscheidet sich signifikant von seinen verwandten Stämmen, S. aureus RN4220∆mutS (p < 0,005) 

und S. aureus VC40R (p < 0,0005). Zudem besitzt der Stamm auch den größten Anteil an Monomeren 

(p < 0,05) und Dimeren (p < 0,005) aller Stämme, was ebenfalls statistisch signifikant ist (bezogen auf  
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Abbildung 20 Peptidoglykan-Profil von S. aureus RN4220∆mutS (A), S. aureus VC40 (B), S. aureus VC40R (C), S. aureus 
NCTC8325 (D) und S. aureus VraS(VC40) (E) aufgetrennt in der UPLC. 

den Elternstamm). Einen leicht erhöhten Anteil an Monomeren zeigt auch der Kontrollstamm S. aureus 

NCTC8325. Ansonsten gibt es keine signifikanten Unterschiede in der Quervernetzung zwischen 

verwandten Stämmen, weder S. aureus RN4220∆mutS und S. aureus VC40R, noch S. aureus NCTC8325 

und S. aureus VraS(VC40). In einem früheren Versuch von Reipert et al., (2003) wurde die 

Quervernetzung des VISA-Stammes SA137/93A bestimmt. Hier zeigte sich eine Quervernetzung von 

65,9 % mit 17,1 % Monomeren und 17,2 % Dimeren, jedoch wurde eine ältere Methode verwendet. 

Zusammen mit den Daten zur Zellwanddicke von Berscheid et al., (2013) ergeben sich für die VISA, 

besonders S. aureus VC40, die typischen Merkmale einer verdickten Zellwand mit niedriger 

Quervernetzung.  

Tabelle 17 Analyse des Peptidoglykans durch UPLC und Auswertung der Quervernetzung verschiedener S. aureus Stämme. 
Es ist jeweils der Mittelwert von drei Aufreinigungen dargestellt. Die statistische Signifikanz (p-Wert) basiert auf dem 
Vergleich mit dem jeweiligen Elternstamm (* p<0,05; ** p<0,005).  

Stamm Quervernetzung (%) Monomere (%) Dimere (%) Rest (%) 

RN4220∆mutS 71,39 10,25 14,73 75,02 

VC40 62,89 (**) 14,26 (*) 21,69 (**) 64,05 

VC40R 69,50 9,39 17,95 72,66 

NCTC8325 69,83 11,17 16,44 72,39 

VraS(VC40) 72,1 8,91 15,15 75,94 
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3.1.2 Nachweis der PBP4-Aktivität 

PBP4 ist eines von vier Penicillin-bindenden-Proteinen in S. aureus. Es besitzt keine Transglykosylase-

Domäne und ist circa halb so groß wie die bi-funktionellen PBPs. Im Vergleich ist es ebenfalls weniger 

exprimiert und hat eine Transpeptidase-Aktivität, welche essenziell für die Quervernetzung der Zell-

wand ist (Sauvage et al., 2008; da Costa et al., 2018). Eine Abwesenheit von PBP4 in S. aureus VC40 

würde dementsprechend die niedrige Quervernetzung erklären. Zur Analyse wurde die Zellmembran 

der Stämme aufgereinigt und mit Bocillin-FL inkubiert. Bocillin-FL ist ein fluoreszierendes Penicillin-

Derivat, welches von PBPs gebunden wird (Zhao et al., 1999). Die markierten Proteine wurden dann in 

einer SDS-PAGE getrennt und unter UV-Licht analysiert (Abb. 21). Hierbei war der Laborstamm S. 

aureus NCTC8325 die Positivkontrolle mit allen vier funktionsfähigen PBPs und S. aureus 137/93A die 

Negativkontrolle für PBP4. Reipert et al., (2003) konnte für diesen Stamm in einem Western-Blot mit 

biotinyliertem Ampicillin kein PBP4 nachweisen, obwohl das pbp4-Gen keine Mutation aufweist. Zur 

Identifizierung der PBP4-Bande diente aufgereinigtes PBP4, bereitgestellt von Mike Gajdiss. In der 

Abbildung ist zu sehen, dass der Stamm S. aureus VC40 PBP4 in der Zellmembran besitzt. Setzt man 

die Intensität der PBP2-Bande mit der PBP4-Bande in Bezug, haben S. aureus NCTC8325 und S. aureus 

VC40 eine vergleichbare Konzentration von 8 zu 6,5 %. 

 

Abbildung 21 Nachweis der Penicillin-bindenden-Proteine in S. aureus mittels Bocillin-FL in einer 7,5 %-igen SDS-PAGE. 1) 
Marker (kDa) #26619; 2) Aufgereinigtes PBP4 (Positivkontrolle); 3) S. aureus NCTC8325 (Positivkontrolle); 4) S. aureus 
VC40; 5) S. aureus 137/93A (Negativkontrolle). 
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3.1.3 Quantifizierung der Bindungskapazität der Zellwand für 

Vancomycin 

Die Bindekapazität der Zellwand für Vancomycin hängt von dem Gehalt an freien D-Ala-D-Ala-Enden 

im PGN ab. Die Anzahl dieser freien Gruppen ist das Produkt aus der Dicke der Zellwand und dem Grad 

an Quervernetzung. Demnach sollte S. aureus VC40 den größten Anteil an freien D-Ala-D-Ala-Enden 

der Stämme besitzen, gefolgt von S. aureus VC40R, S. aureus 137/93A, S. aureus VraS(VC40), S. aureus 

NCTC8325 und S. aureus RN4220∆mutS in dieser Reihenfolge. Zur Überprüfung der Bindekapazität 

wurden die Stämme bei einer OD600 von 0,5 mit 30 µg/mL Vancomycin inkubiert. Der Kulturüberstand 

wurde in zeitlichen Abständen mithilfe von Micrococcus luteus auf den Vancomycin-Gehalt getestet. 

Zur Berechnung wurde eine logarithmische Standardkurve mit 10 definierten Vancomycin-

Konzentrationen (1 – 30 µg/mL) eingesetzt. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen (Abb 

22A und 22B) dargestellt. Im zeitlichen Verlauf über 4 Stunden sieht man, dass der Stamm 

 

 

Abbildung 22 Prozentualer Anteil an gebundenem Vancomycin der verschiedenen S. aureus Stämme basierend auf dem 
verbliebenen Antibiotikum im Überstand. Zur Berechnung wurde die ermittelte Vancomycinkonzentration zum Zeitpunkt 
0 h auf 100 % gesetzt. Die Konzentration wurde anhand der Hemmhöfe auf einer Agarplatte mit M. luteus mithilfe einer 
Vancomycin-Standardreihe berechnet. A) Zeitlicher Verlauf der Aufnahme von Vancomycin in die Zellwand. B) Gebunde-
nes Vancomycin in den jeweiligen Stämmen zum Zeitpunkt 4 Stunden basierend auf drei biologischen Replikaten (* p<0,05; 
** p<0,005; *** p<0,0005). 
 

S. aureus VC40 87 % des hinzugefügten Vancomycins bindet. Der Stamm S. aureus VC40R bindet 46 % 

des Vancomycins. Im Gegensatz dazu binden die restlichen Stämme nur zwischen 6 – 15 % des 

Antibiotikums. In dem Balkendiagramm ist der Zeitpunkt von 4 Stunden festgehalten und die 

Standardabweichung wurde eingefügt. Diese wurde von dem zeitlichen Verlauf zur besseren Übersicht 

entfernt. Der Stamm S. aureus NCTC8325 bindet am wenigsten Vancomycin und ist der einzige 

Vertreter, der nach 2 h bis zu 100 % Antibiotikum im Überstand aufwies. Neben dem Stamm S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R bindet auch der Stamm S. aureus VraS(VC40) signifikant mehr Vancomycin 
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im Vergleich zum Elternstamm. Im Gegensatz dazu bindet der Stamm S. aureus 137/93A nicht 

signifikant mehr Vancomycin als der Vergleichsstamm S. aureus 1450/94. Alle Stämme zeigten 

innerhalb der ersten 2 Stunden ein ähnliches Wachstum. Nach 4 Stunden besaß nur der Stamm S. 

aureus VC40 weiteres Wachstum, welches jedoch nicht über die OD600 der anderen Stämme hinaus-

ging, vor allem wegen der geringeren Verdopplungszeit dieses Stammes. Da 30 µg/mL Vancomycin 

über der MHK aller Stämme außer S. aureus VC40 lag, hatte nur dieser nach 24 Stunden stationäres 

Wachstum erreicht.  

3.2 Charakterisierung der Zellmembran 

Daptomycin ist ein zyklisches Lipopeptid, das Aktivität gegen Gram-positive Bakterien zeigt, inklusive 

MRSA und Vancomycin-resistenter Enterokokken. Es verhindert die Zellwandsynthese durch Um-

ordnung der Lipiddomänen in der Zellmembran, was zu einer Veränderung der Membranfluidität 

führt, wodurch membran-assoziierte Enzyme schneller von der Membran gelöst werden. Außerdem 

kann durch austretende Protonen eine graduelle Membran-Depolarisation stattfinden (Müller et al., 

2016; Miller et al., 2016). Daneben bildet Daptomycin mit Lipid II und Phosphatidylglycerol einen drei-

teiligen Komplex, wodurch die Zellwand-Synthese gestört wird (Grein et al., 2020). Der häufigste Re-

sistenzmechanismus ist die Veränderung der Oberflächenladung, wodurch die Affinität des Antibioti-

kums zur Zellhülle gesenkt wird. Interessanterweise gibt es zwischen Daptomycin und Vancomycin 

eine Kreuzresistenz in vielen resistenten Stämmen, so auch in S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) 

(Berscheid 2013). Die Membran ist ein zentraler Bestandteil für den Export von Proteinen, 

beispielsweise Autolysinen und Penicillin-bindende-Proteinen. Ebenso spielt die Zellmembran eine 

wichtige Rolle in der Synthese von Zellbestandteilen wie Peptidoglykan, Wandteichonsäuren und der 

Polysaccharid-Kapsel. Die Zellmembran ist ebenfalls für die Interaktion mit Umweltfaktoren durch 

Zweikomponentensysteme zuständig. TCS bestehen aus einer membranständigen Histidin-Kinase mit 

einer Sensor-Domäne, die über die Phosphorylierung eines Regulators die Genexpression kontrolliert. 

3.2.1 Analyse des Membranprotein-Profils 

Das Membranprotein-Profil von S. aureus VC40 unterschied sich in der Arbeit von Berscheid (2013) 

stark von den Kontrollstämmen. Aus diesem Grund sollte hier das Profil mit den Stämmen S. aureus 

VC40R und S. aureus ClpX verglichen werden. S. aureus VC40R ist aus dem Stamm S. aureus VC40 

entstanden und hat eine weiteren Aminosäureaustausch in VraR(M54T), sowie eine geringere Vanco-
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mycin-MHK. Für den Stamm S. aureus ClpX wurde die clpX-Mutation aus S. aureus VC40 in den Hinter-

grund von S. aureus NCTC8325 eingebracht. Das ClpXP-System dient dem ATP-abhängigen Abbau von 

Proteinen in S. aureus und könnte so zu einer Veränderung im Membranprotein-Profil beitragen. Es 

wurden die Zellmembranen der Stämme durch Ultrazentrifugation aufgereinigt. Der Proteinabbau 

wurde mit einem Protease Inhibitor verhindert. Die Membran wurde in DDM-Puffer inkubiert, um 

membranständige Proteine zu lösen. Anschließend wurde die Proteinkonzentration gemessen und 30 

µg Protein wurden in einer 15 %-igen SDS-PAGE eingesetzt. In der folgenden Abbildung 23 sind die 

Profile der Stämme zu sehen. Im Membranprotein-Profil können nur Aussagen über die generelle 

Komposition und Konzentration der Membranproteine getroffen werden. Einzelnen Banden kann  

 

 

Abbildung 23 Profil der aufgereinigten Membranproteine verschiedener S. aureus Stämme in einer 15-%igen SDS-PAGE. 
Abweichungen der VISA-Stämme bzw. der S. aureus ClpX(VC40) Mutante von der Kontrolle sind markiert (*). 1) S. aureus 
RN4220∆mutS; 2) S. aureus VC40; 3) S. aureus VC40R; 4) S. aureus VraS(VC40); 5) S. aureus NCTC8325; 6) S. aureus 
ClpX(VC40); 7) Marker (kDa) #26619. 

 

ohne weitere Analysen kein spezifisches Protein zugeordnet werden. In diesem Fall konnte ein stark 

geändertes Membranprotein-Profil für S. aureus VC40 nicht bestätigt werden. Jedoch sind einzelne, 

markierte Banden für die jeweiligen Stämme distinkt oder zwischen den VISA und der ClpX-Mutante 
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vergleichbar. So ist die markierte Bande unter 25 kDa den drei Stämmen S. aureus VC40, S. aureus 

VC40R und S. aureus VraS(VC40) gemeinsam. Diese Bande ist in den restlichen Stämmen nicht 

vorhanden. 

3.2.2 Untersuchung des Zweikomponentensystems VraSR 

Die Komponenten VraS und VraR des regulatorischen VraSR-TCS wurden durch heterologe, rekombi-

nante Expression aus E. coli Stämmen über einen eingefügten C-terminalen His-Tag aufgereinigt. VraS 

als Membranprotein wurde zusätzlich durch Ultrazentrifugation und den Einsatz von DDM isoliert. Das 

ebenfalls vorhandene Plasmid pREP4groESL diente zur konstitutiven Expression der Chaperone 

GroESL, die eine korrekten Faltung der Proteine begünstigen. In der folgenden Abbildung (Abb. 24) 

sind die einzelnen Fraktionen (Durchfluss, Wasch-Fraktionen und Elutions-Fraktionen) der ver-

schiedenen Proteine dargestellt. Alle Proteine konnten erfolgreich aufgereinigt werden, wobei das 

VraR aus dem Wildtyp S. aureus NCTC8325 und das VraR(M54T) einige Verunreinigungen bei ca. 70 

kDa aufwiesen. Für das Protein VraR sind nur die relevanten Elutions-Fraktionen dargestellt. Die im 

nachfolgenden verwendeten Proteine VraS(VC40), sowie WalK und WalR wurde von Dr. Anne 

Berscheid beziehungsweise Mike Gajdiss bereitgestellt. 

 

 
Abbildung 24 SDS-PAGE der einzelnen Fraktionen der Proteinaufreinigung von A) VraS (40 kDa), B) VraR (23,5 kDa) und C) 
VraR(M54T) (23,5 kDa). 1) Marker (kDa) #26614; 2) Durchfluss; 3) Wasch-Fraktion I; 4) Wasch-Fraktion II; 5) Elutions-
Fraktion I; 6) Elutions-Fraktion II; 7) Elutions-Fraktion III; 8) Elutions-Fraktion IV; 9) Elutions-Fraktion V; 10) Elutions-
Fraktion VI; 11) Elutions-Fraktion VII; 12) Elutions-Fraktion VIII; 13) Marker (kDa) #26630; 14) Marker (kDa) #26619. 

 

Nachfolgend wurden die Proteine dialysiert und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Test be-

stimmt. Die Analyse der Autophosphorylierung, sowie die Übertragung der Phosphorylierung wurde 

mithilfe einer Phos-Tag SDS-PAGE durchgeführt (Abb. 25). Hierbei binden die in dem SDS-PAGE Gel 

eingesetzten Phos-Tag Moleküle phosphorylierte Proteine und verlangsamen damit deren Migration 
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im Gel (Kinoshita et al., 2006). In der Abbildung ist zu sehen, dass sowohl VraS als auch VraS(VC40) 

autophosphoryliert in der Gegenwart von ATP. Dabei sind circa 47 % von VraS und 40 % von VraS(VC40) 

phosphoryliert basierend auf der Bandenintensität. Insgesamt ist die Autophosphorylierung von 

VraS(VC40) geringer und unbeständiger als die von VraS aus S. aureus NCTC8325. VraS führt zu einer 

Phosphorylierung von VraR von bis zu 50 % (23 % ohne VraS), was einer Steigerung des Anteils von 

phosphoryliertem VraR von 112 % entspricht. Das mutierte VraS(VC40) führt nur zu einer Steigerung 

von phosphoryliertem VraR von 55 % (18,6 % VraR alleine, zu 28,9 % VraR mit VraS(VC40)). Der 

Response-Regulator aus S. aureus VC40R VraR(M54T) wird nicht phosphoryliert, weder von VraS noch 

von VraS(VC40). 

 

 

Abbildung 25 Phos-Tag SDS-PAGE der dialysierten Proteine zur Untersuchung der Phosphorylierung von VraS, VraR und 
VraR(M54T). Dargestellt sind drei separate Gele, wobei nicht relevante Lanes weggelassen wurden. 1) VraS; 2) VraR; 3) 
VraS + VraR; 4) VraS ohne ATP; 5) VraS; 6) VraS(VC40) ohne ATP; 7) VraS(VC40); 8) VraR; 9) VraS(VC40) + VraR; 10) 
VraR(M54T); 11) VraS + VraR(M54T). 

 

Ein anderes TCS, WalRK, ist ebenfalls in die Zellwandbiosynthese involviert und in VISA-Stämmen 

häufig von Mutationen betroffen. In diesem Fall besteht eine Mutation in WalK(I544M) in S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R, die in vitro zu einer Inaktivierung der Autophosphorylierung führt 

(Kienemund, 2016). WalR lässt sich hingegen auch durch andere Histidin-Kinasen phosphorylieren, wie 

beispielsweise PrkC in Bacillus subtilis und PknB in Staphylococcus aureus. Diese Kinase phosphoryliert 

den Regulator an der Aminosäure T101 und nicht wie WalK an der Aminosäure D53 (Hardt et al., 2017). 

Ebenfalls sind auch andere Faktoren, wie SpdC, in die Regulation von WalRK involviert (Poupel et al., 
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2018). In der folgenden Abbildung (Abb. 26) wurde überprüft, ob auch eine Phosphorylierung durch 

VraS beziehungsweise VraS(VC40) möglich ist. Eine Autophosphorylierung von WalR ist nicht zu 

beobachten. Die Positivkontrolle mit WalK und WalR zeigt eine eindeutige phosphorylierte WalR-

Bande. Diese Bande fehlt in den anderen Ansätzen. WalR wird dementsprechend nicht durch VraS oder 

VraS(VC40) phosphoryliert.  

 

Abbildung 26 Phos-Tag SDS-PAGE der dialysierten Proteine zur Untersuchung der Phosphorylierung von WalR durch WalK, 
VraS und VraS(VC40). 1) WalR; 2) WalR + ATP; 3) WalR + WalK; 4) WalR + WalK + ATP; 5) WalR + VraS; 6) WalR + VraS + 
ATP; 7) WalR + VraS(VC40); 8) WalR + VraS(VC40) + ATP. 

3.2.2.1 Analyse der Phosphorylierung von VraR 

Nachdem weder eine Autophosphorylierung, noch eine Phosphorylierung basierend auf einer der 

Histidin-Kinasen VraS, beziehungsweise VraS(VC40), für den mutierten Regulator gezeigt werden 

konnte, wurde dieser auf seine generelle Möglichkeit zur Phosphorylierung getestet. Hierzu wurde 

VraR(M54T) mit dem Phosphat-Donor Lithium-Kalium-Acetylphosphat für 1 h bei 37 °C im Wasserbad 

inkubiert. Acetylphosphat ist ein hoch-energetischer Phosphat-Donor, welcher bekannt dafür ist, 

Response-Regulatoren zu phosphorylieren, unter anderem auch VraR (Tajbakhsh und Golemi-Kotra, 

2019). Im Gel zeigt sich diese Eigenschaft an VraR aus S. aureus NCTC8325 in Reihe 4 (Abb. 27). Hier 

führt der Phosphat-Donor zu einer Steigerung von phosphoryliertem Regulator von 90 % basierend auf 

der Bandenintensität. Für das mutierte VraR(M54T) aus S. aureus VC40 zeigt sich keine Phospho-

rylierung. 
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Abbildung 27 Untersuchung der Autophosphorylierung von VraR und VraR(M54T) durch Lithium-Kalium-Acetylphosphat 
in einer Phos-Tag SDS-PAGE. 1) VraR(M54T); 2) VraR(M54T) + Acetylphosphat; 3) VraR; 4) VraR + Acetylphosphat.  

3.2.2.2 Untersuchung von aufgereinigtem VraR mittels Massenspektrometrie 

Für eine zusätzliche Untersuchung der Modifikationen von VraR(M54T) wurde das Protein mittels 

Massenspektrometrie analysiert. Hierbei konnte der Aminosäureaustausch in dem aufgereinigten 

Protein verifiziert werden (Abb. 28). Arginin (R) und Lysin (K) in kurzen Abständen führen zu einer  

 

 
Abbildung 28 Aminosäuresequenz von VraR mit dargestellter Abdeckung in der Massenspektrometrie (grau). Markiert ist 
der Aminosäureaustausch an Stelle 54 (fett) und die gefundenen Modifikationen, in diesem Fall oxidiertes Methionin 
(unterstrichen). 

 

schlechten Abdeckung im Massenspektrum, weil dies die Schnittpunkte von Trypsin sind, mit dem das 

Protein verdaut wurde. Die entstandenen Bruchstücke waren zu klein für eine Analyse. Der N-

terminale Teil des Proteins ist potenziell zu hydrophob und konnte während der Analyse nicht von der 

Säule gelöst werden. In der Massenspektrometrie konnte keine Phosphorylierung in VraR(M54T) 

gefunden werden. Es wurden jedoch einige oxidierte Aminosäuren (Methionin) als Modifikation ge-

funden.  
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3.2.3 Überprüfung der Membranfluidität durch Laurdan 

Die Membranfluidität ist ein Maß für die Viskosität der Doppellipidschicht und wird durch externe 

Umwelteinflüsse wie Temperatur oder Osmolarität beeinflusst. Bakterien besitzen jedoch ebenfalls die 

Fähigkeit, die Lipidkomposition der Membran zu ändern und dadurch die Membranfluidität zu 

beeinflussen (Bessa et al., 2018). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass WalK die Fluidität der 

Membran beeinflusst und in vitro die Aktivität von WalK abhängig von der Membranfluidität ist (Türck 

und Bierbaum, 2012). Zur Untersuchung der Membranfluidität wurde eine Bakterienkultur mit 10 µM 

Laurdan bei 30 °C inkubiert und anschließend geerntet. Die gewaschenen Zellen wurden auf eine OD600 

von 0,4 eingestellt und die Fluoreszenz-Emission bei 460 nm und 500 nm bestimmt, zur Berechnung 

der Generellen Polarisation (GP). Die berechnete Laurdan GP aller Stämme lag zwischen 0,33 bis 0,37 

(Abb. 29). Sowohl zwischen S. aureus VC40 und S. aureus VC40R als auch zwischen S. aureus 137/93A 

und S. aureus 1450/94 gab es einen signifikanten Unterschied. Diese Abweichungen sind jedoch 

marginal. Generell zeigt das Ergebnis keinen biologisch relevanten Unterschied in der Membran-

fluidität für die Stämme.  

 

 
Abbildung 29 Bestimmung der Membranfluidität der S. aureus Stämme mithilfe der Generellen Polarisation von Laurdan. 
Dargestellt ist der Mittelwert von drei separaten Messungen (* p<0,05; *** p<0,0005). 

3.2.4 Untersuchung der Zellhülle mittels Cytochrom C-Assay 

Die relative Ladung der Zellhülle wurde durch die Bindung von Cytochrom C bestimmt. Dafür wurde 

eine Bakterienkultur auf OD600 7 eingestellt und für 10 Minuten mit 0,5 mg/mL Cytochrom C inkubiert. 
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Nachfolgend wurde die Kultur zentrifugiert und der Überstand bei OD530 auf nicht-gebundenes 

Cytochrom C getestet. Die Ergebnisse für die VISA-Stämme und die relevanten Kontrollen sind in 

Abbildung 30 dargestellt. Für die VISA-Stämme S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) ist eine nicht-

signifikante Verringerung des gebundenen Cytochrom C erkennbar. Der Stamm S. aureus 137/93A 

weicht nicht von der Kontrolle S. aureus 1450/94 ab. Die einzige signifikante und gleichzeitig drastische 

Abweichung findet sich bei S. aureus VC40. Dieser Stamm bindet nur 5 % des vorhandenen Cytochrom 

C im Vergleich zu 36 % in der Kontrolle S. aureus ∆mutS und 31 % in S. aureus VC40R. Aufgrund der 

niedrigen Bindung von Cytochrom C an die Zellhülle lässt sich eine positiver-geladene Zelloberfläche 

für S. aureus VC40 folgern. In einigen Stämmen ist eine solche Änderung der Ladung auf MprF 

zurückzuführen, ein Membranprotein, welches anionische Phosphatidylglycerin in der Zellmembran 

mit L-Lysyl modifiziert. Der Stamm S. aureus VC40 hat eine Mutation in MprF, wodurch es zu dem 

Basenaustausch H224Y kommt. Zur Untersuchung, ob diese Mutation eine Auswirkung auf die 

Zelloberflächenladung hat, wurde ein Allelaustausch in S. aureus NCTC8325 durchgeführt. Der Stamm 

S. aureus MprF(VC40) bindet mit 39 % etwas mehr Cytochrom C als die Vergleichsstämme. Diese 

Mutation ist demnach nicht verantwortlich für den Phänotyp in S. aureus VC40.  

 

 

Abbildung 30 Untersuchung der Zelloberflächenladung durch die Bindung von Cytochrom C in den VISA-Stämmen und 
Kontrollen. Dargestellt ist der Mittelwert von drei biologischen Replikaten (*** p<0,0005). 

Neben der Mutation in MprF wurde auch die Auswirkung von einer Überexpression der TCS walRK und 

vraTSR auf die Bindung von Cytochrom C untersucht (Abb. 31). Die Expression der Systeme induziert 

durch Xylose hatte keine signifikante Auswirkung auf die Ladung der Zellhülle. Einzig das VraTSR-TCS 

führt zu einer nicht-signifikanten Reduktion des gebundenen Cytochrom C um 4 %.  
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Abbildung 31 Untersuchung der Zelloberflächenladung durch die Bindung von Cytochrom C in den Überexpressions-
stämmen für walRK (vicA) und vraTSR, sowie die relevanten Kontrollen (+ = 0,5 % Xylose). Dargestellt ist der Mittelwert 
von drei biologischen Replikaten. 

3.3 Charakterisierung des Autolyseverhaltens 

Die Autolyse durch bakterielle Hydrolasen besitzt wichtige Funktionen im Zellzyklus von S. aureus und 

ist involviert in die Teilung der Tochterzellen, im Zellwachstum und in der Modifikation von Peptido-

glykan. Im Vergleich zu VSSA- ist die Autolyse in VISA-Isolaten oft verringert. Es wird angenommen, 

dass die reduzierte Autolyse zu einer erhöhten Zellwanddicke beiträgt (Pfeltz und Wilkinson, 2004; Hu 

et al., 2016). Eine Verringerung der Autolyse kann durch ein verändertes Autolysin-Profil, eine 

geringere Affinität der Autolysine zum PGN, Mutationen in den Autolysin-Genen, die zu einer 

Inaktivierung führen, vermehrten Abbau der Autolysine oder einer verringerten Expression der 

Autolysine erfolgen. Interessanterweise zeigte der Stamm S. aureus VC40 eine erhöhte Expression 

einiger Autolysine im DNA-Microarray, darunter auch von AtlA (Berscheid et al., 2014). 

3.3.1 Analyse der Autolyse 

Die Autolysine wurden aus einer 100 mL Kultur in der exponentiellen Phase mithilfe von 3 M LiCl 

aufgereinigt. Danach wurden diese in Lyse-Experimenten mit aufgereinigter Zellwand mit intakten 

Wandteichonsäuren ohne D-Alanin-Substituierung bei einer OD600 von 0,5 über 2 h bei 37 °C einge-

setzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 32 gezeigt, wobei die Werte von S. aureus NCTC8325 aus 32A 

für 32B übernommen wurden. Der Zeitpunkt von 2 h aus Abbildung 32A ist in Abbildung 32D als Re-
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duktion der OD600 graphisch als Balkendiagramm mit Standardabweichung dargestellt. Von den ein-

zelnen Werten wurde der jeweilige Stamm ohne Autolysin als Negativkontrolle (Reduktion der  

 

 

Abbildung 32 Untersuchung des Lyseverhaltens der Stämme S. aureus RN4220∆mutS, S. aureus VC40, S. aureus VC40R, S. 

aureus NCTC8325, S. aureus VraS(VC40), S. aureus 1450/94 und S. aureus 137/93A in Prozent basierend auf der anfäng-
lichen Optischen Dichte (OD600). Alle Zellwände sind aufgrund der Aufreinigungsmethode frei von D-Alanin-Resten an den 
WTA. A) Aufgereinigte Autolysine gegen die jeweils eigene Zellwand. B) Aufgereinigte Autolysine gegen die Zellwand von 
S. aureus NCTC8325. C) Aufgereinigte Autolysine von S. aureus NCTC8325 gegen die Zellwände der anderen Stämme. 
Standardabweichungen werden in den Liniendiagrammen erst ab einem Wert von 1,3 % angezeigt. D) Reduktion der OD600 
nach 2 h Inkubation der aufgereinigten Autolysine mit der jeweils eigenen Zellwand. Dargestellt ist der Mittelwert von drei 
biologischen Replikaten (* p<0,05; *** p<0,0005). 

 

OD600 ohne Autolysine) abgezogen. Hier fiel vor allem der Stamm S. aureus RN4220∆mutS auf, der auch 

ohne zugefügte Autolysine eine Reduktion von 20 % erreichte (sonst 5 – 10 %). In dem Diagramm ist 

zu erkennen, dass die Autolysine der Stämme S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) weder die 

eigene Zellwand (Abb. 32A) noch die Zellwand von S. aureus NCTC8325 (Abb. 32B) effektiv lysieren 

(unter 5 % nach 2 h). Dieser Unterschied zu den Kontrollstämmen ist hoch signifikant. Auch die Lyse 

von S. aureus 137/93A unterschied sich signifikant von S. aureus 1450/94 (Abb. 32A). Die Zellwand von 

S. aureus NCTC8325 wird ebenfalls schlecht von den aufgereinigten Hydrolasen aus S. aureus 

RN4220∆mutS abgebaut (10 % Reduktion nach 2 h), wie in Abbildung 32B zu sehen.  Alle anderen 

Stämme erreichen eine Reduktion der optischen Dichte von mindestens 20 % nach 2 h in beiden Fällen. 
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Der größte Abbau wird dabei von den Autolysinen von S. aureus NCTC8325 erreicht mit ca. 40 % nach 

2 h. Insgesamt besitzen die VISA-Stämme eine geringere Lyse als die VSSA-Stämme, ausgenommen der 

Stamm S. aureus VC40R, welcher nach S. aureus NCTC8325 die zweithöchste Lyse bei 34 % Reduktion 

der OD600 nach 2 h zeigt (Abb. 32D). Um zu klären, ob die reduzierte Lyse an den Autolysinen oder an 

der Zellwand liegt, wurde das PGN aller Stämme mit den aufgereinigten Autolysinen von S. aureus 

NCTC8325 inkubiert (Abb. 32C). Hier zeigt sich für die meisten Stämme ein ähnliches Bild wie bei den 

eigenen Autolysinen. Jedoch steigt die Reduktion der Optischen Dichte von S. aureus VC40 von 1,2 % 

(eigene Autolysine Abb. 32D) auf 24 % (S. aureus NCTC8325 Autolysine Abb. 32C) nach 2 h. Auch der 

Stamm S. aureus VraS(VC40) lysiert stärker mit einer Reduktion von 12 % nach 2 h (Abb. 32C). 

Interessanterweise wird der klinische VISA-Stamm S. aureus 137/93A weniger stark lysiert (Abb. 32C), 

mit 7 % Reduktion der OD nach 2 h im Vergleich zu 22 % bei den eigenen Autolysinen (Abb. 32D). 

3.3.1.1 Untersuchung des aufgereinigten AtlA mittels Zymographie 

Die Lyse-Experimente legen nahe, dass neben der dickeren Zellwand auch die exprimierten PGN-

Hydrolasen einen Einfluss auf die Reduktion der OD haben. Deswegen wurden die aufgereinigten 

Autolysine in einer SDS-PAGE mit M. luteus im Trenngel eingesetzt. Durch den Indikatorstamm können 

die aufgetrennten, aktiven Fraktionen von AtlA detektiert werden. Ein SDS-Gel ist exemplarisch in 

Abbildung 33 dargestellt. Die verschiedenen lytischen Bestandteile des Hauptautolysins AtlA sind zu 

erkennen, inklusive AtlA mit Propeptid, AtlA ohne Propeptid, Amidase (AM) mit Propeptid, Amidase 

ohne Propeptid und die Glucosaminidase (GL). Die Banden von S. aureus VraS(VC40) und S. aureus 

VC40 sind generell schwächer als die der anderen Stämme, jedoch ist der Vergleich basierend auf der 

eingesetzten Zellmasse (OD600) während der LiCl-Aufreinigung ungenau. Das Verhältnis der 

Bandenintensität innerhalb der einzelnen Stämme gibt jedoch Aufschluss über die Konzentration der 

einzelnen Fraktionen. So hat beispielsweise der Stamm S. aureus VC40R im Vergleich zu einer starken 

GL-Bande nur eine schwache AtlA-Bande. Am auffälligsten ist jedoch der Stamm S. aureus VC40. Dieser 

Stamm scheint weder eine AtlA- noch eine AM-Bande zu besitzen. Der Stamm S. aureus VraS(VC40) 

hat nur eine sehr schwache AtlA-Bande. Alle aufgereinigten Autolysine wurden auch in einer SDS-PAGE 

mit S. aureus NCTC8325 Zellen im Trenngel eingesetzt. Hier zeigte sich ein ähnliches Bild, jedoch ohne 

die GL-Bande, da in S. aureus die Aktivität der Glucosaminidase von der vorherigen Hydrolyse des PGN 

durch die Amidase abhängt. Ebenfalls wurden intrazelluläre, zytoplasmatische Autolysin-Fraktionen 

aufgereinigt und in einer SDS-PAGE mit M. luteus im Trenngel eingesetzt. Diese Aufreinigung hat 

schlechter funktioniert, ergab aber ein vergleichbares Bild. 
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Abbildung 33 Zymogramm der aufgereinigten Autolysine (AtlA) der unterschiedlichen S. aureus Stämme mit M. luteus als 
Indikator im Trenngel (PP = Propeptid; AM = Amidase; GL = Glucosaminidase). 1) S. aureus 137/93A; 2) S. aureus 1450/94; 
3) S. aureus NCTC8325; 4) S. aureus VraS(VC40); 5) S. aureus RN4220∆mutS; 6) S. aureus VC40; 7) S. aureus VC40R; 8) 
Marker (kDa) #26619. 

 

Zur Untersuchung der Verteilung der einzelnen Bestandteile von AtlA wurde die Bandenintensität 

mehrerer SDS-Gele mithilfe des Programms GelAnalyzer quantifiziert. Dazu wurde die Fläche jedes 

Peaks einer Probe addiert und die einzelnen Banden im prozentualen Verhältnis dazu ausgedrückt. Das 

Verhältnis der Bestandteile mit Propeptid zu Bestandteilen ohne Propeptid ist in folgendem Diagramm 

gezeigt (Abb. 34). Es ist deutlich zu sehen, dass S. aureus VC40 nur einen geringen Anteil an AtlA, AM 

und GL (18 %) besitzt im Vergleich zu allen anderen Stämmen. Dieser Unterschied ist statistisch 

signifikant zu dem Elternstamm S. aureus RN4220∆mutS (73 %) und dem verwandten Stamm S. aureus 

VC40R (58 %). Insgesamt haben die meisten anderen Stämme im Durchschnitt einen Anteil AtlA, AM 

und GL von ca. 65 %. Der Stamm S. aureus VraS(VC40) hat den zweitniedrigsten Anteil von 

Bestandteilen ohne Propeptid mit 44 %, jedoch ist dieser Anteil nicht statistisch signifikant gegenüber 

der Kontrolle. Der Stamm S. aureus VC40 scheint dementsprechend inhibiert zu sein, in der Abspaltung 

des Propeptides, jedoch nicht in der Abspaltung der Glucosaminidase (vergleiche Abb. 33). 
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Abbildung 34 Graphische Darstellung der prozentualen Anteile von AtlA-Untereinheiten mit Propeptid und ohne Propeptid 
der verschiedenen S. aureus Stämme im Zymogramm basierend auf der Bandenintensität. Dargestellt ist der Mittelwert 
aus drei Zymogrammen mit zwei Autolysin-Aufreinigungen (** p<0,005). 

 

Zur Analyse, ob die ClpX(S30R)-Mutation in S. aureus VC40 eine Auswirkung auf das Autolysin-Profil 

hat, wurden die Autolysine der Austauschmutanten S. aureus ClpX mit LiCl isoliert und in einem Zymo-

gramm mit M. luteus Zellen im Trenngel eingesetzt. Wie beschrieben dient das ClpXP-System dem ATP-

abhängigen Abbau von Proteinen in S. aureus und könnte so auch das Autolysin-Profil beeinflussen. In 

der Abbildung 35 ist kein Unterschied zwischen der ClpX-Mutante und der Kontrolle S. aureus 

NCTC8325 zu erkennen. Sowohl die AtlA- als auch die AM-Bande sind vorhanden. 

 

Abbildung 35 Zymogramm der aufgereinigten Autolysine (AtlA) von S. aureus NCTC8325 und der Mutanten S. aureus 
ClpX(VC40) mit M. luteus als Indikator im Trenngel (PP = Propeptid; AM = Amidase; GL = Glucosaminidase). 1) Marker (kDa) 
#26619; 2) S. aureus NCTC8325; 3) S. aureus ClpX(VC40). 
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3.3.2 Weiterführende Untersuchung der extrazellulären 

Autolysine 

Um ein genaueres Bild der extrazellulären Autolysine zu erlangen, wurden 2 mL der Kulturen aus der 

exponentiellen oder stationären Phase geerntet (beides eingestellt auf eine OD600 von 1). Zum Testen 

der Autolysinaktivität wurde M. luteus zugegeben und auf eine OD600 0,5 eingestellt. Die Reduktion der 

OD600 bei 37 °C wurde über 1 Stunde gemessen und der Endpunkt ist in Abbildung 36 dargestellt.  

 

 

Abbildung 36 Untersuchung des Lyseverhalten von extrazellulären Autolysinen aus dem Überstand von S. aureus Stämmen 
auf tote M. luteus Zellen in Prozent nach 1 h Inkubation, basierend auf der anfänglichen Optischen Dichte (OD600). A) 
Autolysine aus der exponentiellen Phase (Zellen der exponentiellen Phase OD600 1) B) Autolysine aus der stationären Phase 
(Zellen der stationären Phase OD600 1). Dargestellt ist der Mittelwert aus drei biologischen Replikaten (* p<0,05; ** 
p<0,005; *** p<0,0005). 

 

Im Gegensatz zum obigen Experiment (Abb. 32) wurde der Überstand verwendet und keine Aufreini-

gung mit LiCl. Statt S. aureus wurde mit M. luteus ein sensibler Indikatororganismus eingesetzt. Die 

Reduktion der OD600 ohne Autolysin betrug im Mittel 2 %. Anders als in Abbildung 32 (OD600 0,5 +/- 0,2) 

entsprach jede S. aureus Probe einer OD600 von exakt 1 und musste nicht nachträglich eingestellt 

werden. Durch diese Änderungen konnten Messungenauigkeiten vermieden werden. In der Abbildung 

ist zu sehen, dass die Autolysine der beiden VISA-Stämme S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) 

auch mit dieser Methode eine signifikant geringere Zellwandhydrolyse von M. luteus zeigen. Das ist 

besonders für die Autolysine aus der stationären Phase der Fall. Generell ist die Reduktion der OD600 

größer für die Proben aus der stationären Phase, obwohl AtlA, als Hauptautolysin für die Trennung der 

Tochterzellen zuständig, eher in der exponentiellen Phase aktiv sein müsste. Des Weiteren gibt es 
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keinen großen Unterschied zwischen S. aureus RN4220∆mutS und S. aureus VC40R oder S. aureus 

137/93A und S. aureus 1450/94, weder in der exponentiellen noch in der stationären Phase. 

3.3.3 Überprüfung der Bindekapazität der Zellwand für AtlA 

In vorherigen Experimenten wurde gezeigt, dass die Autolyse der Stämme S. aureus VC40 und S. aureus 

VraS(VC40) gestört ist, ebenso wie die Lyse eines sensitiven Indikatorstammes durch extrazelluläre 

Autolysine der beiden Stämme. Zudem weisen die Autolysin-Profile Unterschiede zu  

 

 

Abbildung 37 Untersuchung der Bindung von AtlA an die Zellwand der verschiedenen S. aureus Stämme, basierend auf der 
Lyse von M. luteus nach 1 h Inkubation mit dem jeweiligen AtlA-Überstand. Zur Berechnung wurde eine Positivkontrolle 
von aufgereinigtem AtlA ohne vorherige Inkubation mit S. aureus Zellen verwendet. Der Stamm S. aureus RN4220∆mutS 
(62 %) wurde auf 100 % festgesetzt. Alle Zellwände der S. aureus Stämme sind aufgrund der Aufreinigungsmethode frei 
von D-Alanin-Resten an den WTA. Dargestellt ist der prozentuale Mittelwert aus drei biologischen und zwei technischen 
Replikaten (* p<0,05; *** p<0,0005). 

den anderen Stämmen auf. Deswegen wurde zusätzlich die Bindekapazität des PGN für AtlA getestet. 

Hierfür wurde PGN inklusive WTA ohne D-Alanin-Substitution auf eine OD600 von 0,3 eingestellt. Zu 

diesen Ansätzen wurde 1,6 µg aufgereinigtes AtlA pipettiert und für 15 min bei 37 °C inkubiert. An-

schließend wurden tote M. luteus Zellen mit dem Überstand auf eine OD600 von 0,5 eingestellt und die 

Lyse wurde über eine Zeit von 1 h gemessen. Basierend auf einer AtlA Probe in Puffer ohne S. aureus 

Zellen konnte der Anteil an gebundenem und nicht gebundenem AtlA berechnet werden. Die 

Ergebnisse sind in Abbildung 37 dargestellt. Dabei wurde der Stamm S. aureus RN4220∆mutS auf 100 
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% gesetzt und die restlichen Stämme in Relation wiedergegeben. In Wirklichkeit hat der Stamm S. 

aureus RN4220∆mutS 62 % des eingesetzten AtlA gebunden. Alle VISA-Stämme haben im Vergleich zu 

den VSSA-Stämmen signifikant weniger AtlA aus dem Überstand adsorbiert. Die geringste Bindungs-

affinität für AtlA hat dabei der Stamm S. aureus VC40 mit 23 %, gefolgt von S. aureus VraS(VC40) (39 

%) und S. aureus VC40R (66 %). Damit lag S. aureus VC40R mittig zwischen dem Elternstamm S. aureus 

RN4220∆mutS und dem VISA-Stamm S. aureus VC40. Mit 25 % Unterschied im gebundenen AtlA 

zwischen S. aureus 137/93A (93 %) und S. aureus 1450/94 (118 %) fiel die Abweichung dieser beiden 

Stämme am geringsten aus. Anschließend wurde untersucht, ob das Glykosylierungsmuster  

 

 
Abbildung 38 Untersuchung der Bindung von AtlA an die Zellwand der verschiedenen S. aureus Expressionsstämme für die 
Glykosylierung der WTA mit 0,5 % Xylose, basierend auf der Lyse von M. luteus nach 1 h Inkubation mit dem jeweiligen 
AtlA-Überstand. Zur Berechnung wurde eine Positivkontrolle von aufgereinigtem AtlA ohne S. aureus Zellen verwendet. 
Der Stamm S. aureus RN4220∆mutS (62 %) wurde auf 100 % festgesetzt. Alle Zellwände der S. aureus Stämme sind aufgrund 
der Aufreinigungsmethode frei von D-Alanin-Resten an den WTA. Dargestellt ist der prozentuale Mittelwert aus drei 
biologischen und zwei technischen Replikaten (** p<0,005; *** p<0,0005). 

der WTA einen Einfluss auf die Bindung von AtlA an die Zellwand hat. Die Gene tarM und tarS kodieren 

für Glykosyltransferasen, die WTA mit α-GlcNAc bzw. β-GlcNAc bestücken (Winstel et al., 2014). 

Mithilfe des pTX15 Vektors wurden Expressionsstämme für diese beiden Zuckervarianten an den WTA 

erzeugt, ausgehend von einem Stamm, in dem beide Gene deletiert waren. Abbildung 38 zeigt, dass 

die Expression der β-Variante in S. aureus pTtarS zu einer Reduktion an gebundenem AtlA führt. Diese 

Reduktion ist signifikant geringer als für den Leervektor und die α-Variante. Allerdings zeigten sowohl 

der Leervektor S. aureus pTX15 im Vergleich zum Elternstamm, als auch der Elternstamm S. aureus 

∆tarM∆tarS im Vergleich zu der S. aureus RN4220∆mutS Kontrolle eine signifikant geringere 
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Bindungsaffinität für AtlA an die Zellwand. Die Expression von α-GlcNAc an den WTA in S. aureus 

pTtarM führt zu keiner signifikanten Veränderung in der Bindung von AtlA im Vergleich zum Leervektor 

S. aureus pTX15. 

3.3.4 Triton X-100 induzierte Autolyse 

Nachfolgend wurde auch die Autolyse der Stämme mit induzierbarer Glykosylierung der WTA durch 

Triton X-100 getestet. Triton X-100 ist ein nichtionisches Detergens, welches zu einer unkontrollierten 

Autolyse führt (Raychaudhuri und Chatterjee, 1985; Komatsuzawa et al., 1994). Für das Experiment 

wurden die S. aureus Stämme mit und ohne Xylose bei einer OD600 von 1 geerntet und anschließend 

mit Autolysin-Puffer II mit 0,05 % Triton X-100 auf eine OD600 von 0,7 eingestellt. Die Autolyse wurde 

anhand der optischen Dichte alle 15 min für 2 h gemessen. In folgender Abbildung (Abb. 39) ist der 

zeitliche Verlauf und die Reduktion der OD600 nach 2 h aufgezeigt. Es ist zu sehen, 

 

 

Abbildung 39 Triton X-100 induzierte Autolyse der S. aureus Expressionsstämme für die Glykosylierung der WTA (+ = 0,5 % 
Xylose). A) Zeitlicher Verlauf innerhalb von 2 h, basierend auf der anfänglichen Optischen Dichte (OD600). B) Reduktion der 
OD600 nach 2 h Inkubation der Zellen mit Triton X-100. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei biologischen Replikaten (** 
p<0,005). 

dass die Anwesenheit von Xylose keinen Einfluss auf die Autolyse hat. Im zeitlichen Verlauf sind die 

Standardabweichungen für eine bessere Übersicht nicht dargestellt, jedoch gibt es hier ebenfalls zu 

keinem Zeitpunkt eine statistisch bemerkenswerte Abweichung aufgrund der Zugabe von Xylose. Der 

Leervektor in S. aureus pTX15 zeigt mit circa 85 % die höchste Reduktion der OD600 nach 2 h. Die 

anderen beiden Expressionsstämme sind im gleichen Bereich wie die Kontrollen. Einzig der 

Unterschied zwischen den Stämmen S. aureus pTX15 und S. aureus pTtarM ist statistisch signifikant, 

kann jedoch nicht auf die Expression von tarM zurückgeführt werden. 
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Ebenfalls wurde die Triton X-100 induzierte Autolyse der Austauschmutanten S. aureus ClpX(VC40) 

analysiert (Abb. 40). Hier ist kein Unterschied zu dem Elternstamm S. aureus NCTC8325 zu erkennen. 

Dies deckt sich mit den vorherigen Ergebnissen, in denen S. aureus ClpX(VC40) ein vergleichbares 

Autolysin-Profil im Zymogramm aufwies, wie S. aureus NCTC8325. 

 

Abbildung 40 Triton X-100 induzierte Autolyse der S. aureus ClpX(VC40) Mutanten über die Zeit von 2 h, basierend auf der 
anfänglichen Optischen Dichte (OD600). 

3.3.5 Untersuchung der Prozessierung von AtlA 

AtlA ist das Hauptautolysin in S. aureus und unterteilt in eine Amidase- und eine Glucosaminidase-

Untereinheit mit jeweils einigen Repeat-Domänen und einer katalytischen Domäne (Abb. 41). Die 

dargestellte Einteilung des Proteins wurde in allen Staphylokokken-Spezies gefunden. Beide Un-

tereinheiten nehmen eine wichtige Rolle in der Trennung der Tochterzellen nach der Zellteilung ein. 

Die posttranslationale, proteolytische Spaltung des Enzyms ist wenig erforscht und die verantwortliche 

Protease unbekannt (Götz et al., 2014). 

 

In vorangegangenen Versuchen konnte das Gen für AtlA ohne Signalpeptid über den Vektor pQE-32 in 

den Überexpressionstamm E. coli M15 eingebracht werden. Das Protein wurde über einen N-

terminalen His-Tag aufgereinigt. Dabei zeigten sich mehrere Banden für die Aufreinigung in der SDS-

PAGE, welche ebenfalls lytisches Potential in einem Zymogramm aufwiesen (Schrötter, 2018). Bei der 

Aufreinigung von Proteinen mit Nickel-NTA-Agarose bilden diese durch den Polyhistidin-Tag einen 

Chelatkomplex mit den Nickel-Ionen. Es sollte in diesem Fall nur das AtlA mit Propeptid aufgereinigt  
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Abbildung 41 Struktur der Domänen von AtlA mit posttranslationalen Spaltungsstellen (Pfeile), entnommen aus Büttner 
et al., (2014) (SP = Signalpeptid; PP = Propeptid; cat = katalytische Domäne; R = Repeat Domäne; aa = Aminosäure). 

 

werden, da es keine weiteren Histidin-reichen Regionen innerhalb des Proteins gibt. Würde das PP- 

AtlA innerhalb von E. coli proteolytisch gespalten, dann würde auch das PP-AM aufgereinigt werden. 

Die Amidase-Untereinheit ohne Propeptid oder die Glucosaminidase-Untereinheit können jedoch 

nicht über ein N-terminales His-Tag aufgereinigt werden (vergleiche Abb. 42B). In dieser Arbeit wurde 

aufgereinigtes dialysiertes AtlA in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend einzelne 

Banden, korrespondierend zu dem PP-AtlA- (138 kDa), PP-AM- (87 kDa) und GL-Fragment (53 kDa),   

 

 
Abbildung 42 A) SDS-PAGE des aufgereinigten und dialysierten AtlA-Proteins ohne Signalpeptide. Es wurden die Banden 
von PP-AtlA, PP-AM und GL ausgeschnitten (PP = Propeptid; AM = Amidase; GL = Glucosaminidase). B) Schematische 
Darstellung der verschiedenen möglichen Abbauprodukte von AtlA modifiziert nach Büttner et al., (2014) (Reihenfolge von 
oben nach unten: PP-AtlA mit His-Tag; AtlA; PP-AM mit His-Tag; AM; GL). C) Zymogramm der ausgeschnittenen Banden 
aus der SDS-PAGE (Abb. 42A) mit M. luteus als Indikator im Trenngel. 1) Marker (kDa) #P7719; 2) AtlA-Dialysat; 3) 
ausgeschnittene PP-AtlA-Bande; 4) ausgeschnittene PP-AM-Bande; 5) ausgeschnittene GL-Bande. 

 

ausgeschnitten (Abb. 42A). Diese Banden wurden über Nacht in Extraktionspuffer mit 0,1 mM EDTA 

und 0,1 % SDS inkubiert. Der Überstand mit den extrahierten Proteinen wurde in einem Zymogramm 

mit M. luteus Zellen eingesetzt (Abb. 42C). Es ist zu sehen, dass die isolierte GL-Bande auch im 

Zymogramm nur diese Bande zeigt. Die isolierte PP-AtlA Bande zeigt im Zymogramm Banden auf der 

Höhe von PP-AtlA, PP-AM, AM und GL, wobei die Banden für PP-AtlA und AM am stärksten sind. Die 

isolierte PP-AM-Bande wiederum zeigte nur sehr schwache Banden im Zymogramm auf der Höhe von 

PP-AM und AM. Dies bestätigt, dass es zu einer Spaltung des Proteins nach der Proteinextraktion aus 
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dem Gel gekommen sein muss. Bei dieser Spaltung war kein weiteres proteolytisch aktives Enzym 

anwesend. 

 

Da das ClpXP-System dem ATP-abhängigen Abbau von Proteinen in S. aureus dient und S. aureus VC40 

in clpX eine Mutation aufweist, wurde der Abbau von AtlA (WT) durch ClpXP in einem Proteolyse-Assay 

in vitro untersucht. Dazu wurde das ClpXP-System zusammen mit AtlA, Kreatinphosphat und 

Kreatinphosphokinase, sowie ATP bei 37 °C inkubiert. Proben wurden zu bestimmten Zeiten 

entnommen und die Reaktion mit NuPAGE Stopp-Puffer angehalten. Anschließend wurden die  

 

 

Abbildung 43 In vitro Proteolyse-Assay zum Abbau von PP-AtlA und weiteren AtlA-Fragmenten durch ClpXP mit ClpX(SA 
NCTC8325) und ClpX(SA VC40) über 4 Stunden (PP = Propeptid; AM = Amidase; GL = Glucosaminidase). Als Negativkontrolle 
diente ein Ansatz ohne ATP. 1) ClpX(VC40) Negativkontrolle; 2) Marker (kDa) #26619; 3)  ClpX(NCTC8325) 0 h; 4) 
ClpX(NCTC8325) 0,25 h; 5) ClpX(NCTC8325) 0,5 h; 6) ClpX(NCTC8325) 1 h; 7) ClpX(NCTC8325) 2 h; 8) ClpX(NCTC8325) 4 h; 9)  
ClpX(VC40) 0 h; 10) ClpX(VC40) 0,25 h; 11) ClpX(VC40) 0,5 h; 12) ClpX(VC40) 1 h; 13) ClpX(VC40) 2 h; 14) ClpX(VC40) 4 h; 15) 
ClpX(VC40) Negativkontrolle. 

 

Proteine auf einer 12 %-igen SDS-PAGE getrennt und die Banden wurden mit dem GelAnalyzer 

analysiert. Für die Berechnung der Proteolyse wurden die Banden einer Spalte zuerst auf die jeweilige 

Intensität von ClpP bezogen. Danach wurde die Intensität in Prozent in Bezug zu der jeweiligen 

Kontrolle bei 0 h gesetzt. Ein Proteolyse-Assay ist exemplarisch in Abbildung 43 dargestellt. Die 

lytischen Banden wurden durch ein Zymogramm mit M. luteus kontrolliert. In der nächsten Abbildung 

(Abb. 44) sind die Ergebnisse aller Assay dargestellt, wobei für die einzelnen AtlA-Fragmente immer 

die Kontrolle ohne ATP mit der Probe nach 4 h verglichen wurde. Insgesamt zeigte sich, dass AtlA durch 

ClpXP abgebaut wird, signifikant ist dies jedoch für keine der beiden Varianten von ClpX. Ein geringer 
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Abbau von PP-AM ist ebenfalls zu erkennen. Zum Abbau von GL kann keine gesicherte Aussage 

getroffen werden. Interessanterweise steigt in beiden ClpX-Ansätzen die Bandenintensität der 

Amidase-Untereinheit stark an. Abschließend ist jedoch festzustellen, dass es keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den Bandenintensitäten der AtlA-Fragmente nach 4 h Inkubation mit 

ClpX(NCTC8325) und ClpX(VC40) gibt. Der Versuch bestätigt die vorherigen Ergebnisse, wonach die S. 

aureus ClpX-Mutante ein ähnliches Autolysin-Profil aufwies wie der Elternstamm S. aureus NCTC8325. 

 
Abbildung 44 Vergleich der Proteolyse verschiedener AtlA-Fragmente durch aufgereinigtes ClpP und zugehöriges ClpX aus 
S. aureus NCTC8325 und S. aureus VC40 (PP = Propeptid; AM = Amidase; GL = Glucosaminidase). Als Negativkontrolle diente 
ein Ansatz ohne ATP. Die Intensität der Banden einer Probe wurde mit dem Programm GelAnalyzer bestimmt und jeweils 
zuerst auf die jeweilige ClpP Bande bezogen und anschließend auf die entsprechende Bande der Kontrolle zum Zeitpunkt 
0 h. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei separaten Assays (** p<0,005; *** p<0,0005). 

3.4 Charakterisierung der Wandteichonsäuren 

Wandteichonsäuren lenken die Quervernetzung der Zellwand durch PBPs und den Zellwandabbau 

durch Autolysine. In Abwesenheit der WTA-Biosynthese wird die Lokalisierung von PBP4 und AtlA an 

der Teilungssepte gehemmt und es kommt zu einer Verteilung der Enzyme innerhalb der gesamten 

Zelloberfläche (Atilano et al., 2010; Schlag et al., 2010). Dieses Zellwandpolymer ist dementsprechend 

wichtig für den korrekten Aufbau der Zellwand und die Zellteilung zwischen Tochterzellen. Sowohl die 
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Quervernetzung der Zellwand als auch die Autolyse sind zwei Charakteristika, die in VISA-Stämmen 

häufig verändert sind. Allgemein haben VISA-Stämme eine geringere Quervernetzung mit mehr freien 

D-Ala-D-Ala-Enden und eine geringere Autolyse, die zu einer dickeren Zellwand führt (Hu et al., 2016). 

Beides zusammen resultiert in einer vermehrten Bindung von Vancomycin an die äußere Zellwand, 

sodass die letale Wirkung des Antibiotikums an der Teilungssepte gehemmt wird. Die Rolle der 

Wandteichonsäuren in der Vancomycin-Empfindlichkeit ist wenig erforscht und wurde deshalb für die 

Labor- und klinischen VISA-Stämme in dieser Arbeit näher betrachtet. 

3.4.1 Quantifizierung der WTA mittels Phosphat-Test 

Für die Bestimmung des Phosphat-Gehaltes wurden die aufgereinigten und lyophilisierten Zellwände 

der Stämme mit Perchlorsäure bei 180 °C behandelt. Dadurch wurde das Phosphat freigesetzt. An-

schließend wurde die Farbintensität eines Phosphomolybdat-Komplexes durch die Reduktion mit 

Ascorbinsäure bei OD797 gemessen (Chen et al., 1956). Das freigesetzte Phosphat aus den Zellwänden 

ist Teil der Ribitol-Kette der Wandteichonsäuren. Anhand einer Eichkurve, basierend auf KH2PO4, 

wurde der Phosphat-Gehalt der Probe bestimmt und auf das Trockengewicht (TG) bezogen. Die Er-

gebnisse für den Phosphat-Gehalt sind in Abbildung 45 dargestellt. Die Werte sind prozentual auf den 

 

 
Abbildung 45 Phosphat-Gehalt der aufgereinigten Zellwände von verschiedenen S. aureus Stämme in nmol Phosphat pro 
mg Trockengewicht. Der Stamm S. aureus RN4220∆mutS (453 nmol/mg TG) wurde auf 100 % festgesetzt. Dargestellt ist 
der prozentuale Mittelwert aus fünf biologischen Replikaten (* p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005). 
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Stamm S. aureus RN4220∆mutS bezogen, der auf 100 % festgesetzt wurde. S. aureus RN4220∆mutS 

hat 453 nmol Phosphat pro mg TG. Alle VISA-Stämme weisen einen höheren Phosphat-Gehalt und 

damit einen höheren WTA-Gehalt als die Kontrollstämme auf. Der höhere Gehalt an Phosphat ist für 

die Laborstämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40), statistisch signifikant. 

Den größten Phosphat-Gehalt mit 162 % erreichte der Stamm S. aureus VC40R. 

Eine Bestimmung der Verteilung der WTA innerhalb der Zellwand in den verschiedenen Stämmen 

durch Fluoreszenzmikroskopie und dem fluoreszierenden Molekül Concanavalin A-FITC, basierend auf 

Schlag et al., (2010), war nicht erfolgreich. 

3.4.2 Analyse der WTA-Substitution mit D-Alanin 

Der D-Alanin-Gehalt wurde einerseits von isolierten und lyophilisierten Zellwänden und andererseits 

von ganzen Zellen bestimmt. Ersterer zeigt den D-Alanin-Gehalt der Wandteichonsäuren an und letzte-

rer den D-Alanin-Gehalt von Wand- und Lipoteichonsäuren zusammen. Dazu wurde die Basen-labilen 

D-Alanin-Ester mit Tris-HCL Puffer (pH 8,5) gespalten und das freigesetzte D-Ala in einen gekoppelten 

enzymatischen Test eingesetzt. Die Reaktion baute auf der Umsetzung von Pyruvat zu L-Lactat durch 

eine Lactat-Dehydrogenase unter Verbrauch von NADH auf. Gemessen wurde im Anschluss die  

 

 

Abbildung 46 (A) D-Alanin-Gehalt der aufgereinigten Zellwände von verschiedenen S. aureus Stämmen in nmol D-Alanin 
pro mg Trockengewicht. Der Stamm S. aureus RN4220∆mutS (157 nmol/mg TG) wurde auf 100 % festgesetzt. (B) D-Alanin-
Gehalt ganzer Zellen der verschiedenen S. aureus Stämme in nmol D-Alanin pro mg Trockengewicht. Der Stamm S. aureus 
RN4220∆mutS (112 nmol/mg TG) wurde auf 100 % festgesetzt. Dargestellt ist der prozentuale Mittelwert aus vier 
biologischen Replikaten (** p<0,005; *** p<0,0005). 
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Verschiebung der Absorption bei OD366 durch die Oxidation von NADH zu NAD+. Hierbei war der Gehalt 

von NAD+ äquivalent zum Gehalt an D-Alanin. Der D-Alanin-Gehalt der zwei Bestimmungen ist in 

Abbildung 46 gezeigt. In Teil A ist der D-Alanin-Gehalt der Zellwände dargestellt. Die Werte sind 

prozentual auf den Stamm S. aureus RN4220∆mutS mit 157 nmol D-Alanin pro mg Trockengewicht 

bezogen, der auf 100 % festgesetzt wurde. Der Stamm S. aureus VC40 besitzt mit 186 % am meisten 

D-Alanin von allen Stämmen. Im Gegensatz dazu liegt der Stamm S. aureus VC40R mit 98 % auf dem 

gleichen Niveau wie die Kontrolle. Neben S. aureus VC40 enthalten die Zellwände von S. aureus 

VraS(VC40) ebenfalls signifikant mehr D-Alanin als die Kontrolle. In Teil B ist der D-Alanin-Gehalt der 

ganzen Zellen dargestellt. Hier ist ebenfalls der Gehalt von S. aureus RN4220∆mutS (112 nmol D-Alanin 

pro mg Trockengewicht) auf 100 % festgesetzt worden. Die VISA-Stämme haben auch innerhalb der 

ganzen Zellen einen höheren Gehalt an D-Alanin. Für die Stämme S. aureus VC40 mit 135 %, S. aureus 

VC40R mit 139 % und S. aureus VraS(VC40) mit 137 % ist dieser Unterschied statistisch signifikant. Der 

Vergleich der beiden Diagramme zeigt, dass S. aureus VC40R eine höhere D-Alanylierung der LTA, 

jedoch nicht der WTA, besitzt im Vergleich zur Kontrolle S. aureus RN4220∆mutS. Insgesamt ist der D-

Alanin-Gehalt in nmol pro mg Trockengewicht für die ganzen Zellen niedriger als für die isolierten 

Zellwände, was an dem niedrigeren Verhältnis zum Gewicht liegt. 

 

Anschließend wurde die Substitution der Wandteichonsäuren aus den isolierten Zellwänden mit D-

Alanin, basierend auf dem Phosphat- und D-Alanin-Gehalt pro mg Trockengewicht, berechnet. Die 

 

 
Abbildung 47 Berechnete Modifikation der Wandteichonsäuren mit D-Alanin der verschiedenen S. aureus Stämme anhand 
des Phosphat- und D-Alanin-Gehaltes. Dargestellt ist der Mittelwert aus vier biologischen Replikaten (** p<0,005; *** 
p<0,0005). 
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Werte sind in Abbildung 47 dargestellt. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Substituierung der 

WTA mit D-Alanin ist bei S. aureus VC40 und S. aureus VC40R im Vergleich zur Kontrolle S. aureus 

RN4220∆mutS zu beobachten. Dabei weist S. aureus VC40 mit 0,52 D-Ala pro Phosphat den höchsten 

Wert auf und S. aureus VC40R mit 0,21 D-Ala pro Phosphat einen der niedrigsten Werte. Dies ist damit 

zu erklären, dass der Stamm S. aureus VC40R den gleichen Gehalt an D-Alanin besitzt wie die Kontrolle 

S. aureus RN4220∆mutS, im Vergleich jedoch den höchsten Phosphat-Gehalt. Ansonsten liegen die 

weiteren VISA- und VSSA-Paare gleichauf. 

3.4.3 Analyse der WTA-Substitution mit D-Glucosamin 

Für die Bestimmung des D-Glucosamin-Gehalts wurden die aufgereinigten WTA in 4 M HCl für 2 h bei 

100 °C hydrolysiert. Danach wurden die Proben neutralisiert und in das D-Glucosamin Assay Kit von 

Megazyme eingesetzt. In mehreren enzymatischen Reaktionen wurde schließlich Glukose-6-Phosphat 

oxidiert zu Gluconat-6-Phosphat unter der Reduktion von NADP+. Ähnlich wie im D-Alanin Assay wurde 

die Absorption von NADPH bei 340 nm gemessen als Stellvertreter für die Menge an D-Glucosamin.  

Der D-Glucosamin-Gehalt der Stämme ist in Abbildung 48A prozentual dargestellt und auf S. aureus 

RN4220∆mutS (0,05 mg D-Glucosamin pro mg Trockengewicht) bezogen. Hierbei haben alle Stämme 

einen höheren Gehalt an D-Glucosamin im Vergleich zu S. aureus RN4220∆mutS. Den höchsten Gehalt 

weist S. aureus VC40 mit 234 % auf. Die Stämme S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) haben mit 

203 % bzw. 215 % ebenfalls signifikant mehr D-Glucosamin an den WTA als die Kontrollstämme. 

Zwischen den klinischen Stämmen S. aureus 137/93A und S. aureus 1450/94 gibt es nur einen geringen 

Unterschied. In Abbildung 48B ist die Substitution der WTA mit D-Glucosamin, basierend auf dem 

Phosphat- und D-Glucosamin-Gehalt, dargestellt. Hier wurde der Gehalt der beiden Substanzen jedoch 

von neuen WTA-Aufreinigungen ohne Lyophilisation gemessen, basierend auf dem eingesetzten 

Volumen (anstelle von TG). Auch hier zeigt der Stamm S. aureus VC40 die höchste Substitutionsrate 

mit 0,18 D-Glucosamin pro Phosphat. Der Stamm S. aureus VC40R fällt wiederum wegen dem hohen 

Phosphat-Gehalt auf eine geringere Substitution von 0,1 D-Glucosamin pro Phosphat zurück. Diese 

liegt zwar über der Rate der Kontrolle S. aureus RN4220∆mutS (0,07), jedoch gleichauf mit dem 

Laborstamm S. aureus NCTC8325. Ein signifikanter Unterschied liegt auch bei S. aureus VraS(VC40) mit 

0,14 Zucker pro Phosphat im Vergleich zur Kontrolle S. aureus NCTC8325 (0,1) vor. 
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Abbildung 48 (A) D-Glucosamin-Gehalt der aufgereinigten Wandteichonsäuren von verschiedenen S. aureus Stämmen in 
mg D-Glucosamin pro mg Trockengewicht. Der Stamm S. aureus RN4220∆mutS (0,05 mg/mg TG) wurde auf 100 % festge-
setzt. (B) Berechnete Modifikation der Wandteichonsäuren mit D-Glucosamin der verschiedenen S. aureus Stämme an-
hand des Phosphat- und D-Glucosamin-Gehaltes. Dargestellt ist der (prozentuale) Mittelwert aus drei biologischen Repli-
katen (* p<0,05; *** p<0,0005). 

3.4.3.1 Analyse der Glykosylierung der WTA in den tarM/S-

Überexpressionsstämmen 

Die Glykosylierung der Wandteichonsäuren erfolgt durch TarS und TarM. Dabei kann D-Glucosamin in 

zwei Konformationen an das Ribitol gebunden sein, einmal als α-GlcNAc und einmal als β-GlcNAc. TarM 

ist für die α-Glykosylierung und TarS für die β-Glykosylierung zuständig (Xia et al., 2010b). Um den 

Einfluss dieser beiden Glykosylierungsmuster einzeln zu testen, wurde ein Deletionsstamm für tarM 

und tarS, S. aureus RN4220∆tarM∆tarS, mit den Überexpressionsplasmiden pTtarS und pTtarM 

transformiert. Die so entstandenen Stämme S. aureus pTtarM und S. aureus pTtarS wurden auf die 

induzierbare Expression der beiden Glykosyltransferasen getestet. In Abbildung 49 sind der Phosphat-

Gehalt und der D-Glucosamin-Gehalt dargestellt. Da im Kontrollstamm S. aureus RN4220∆tarM∆tarS 

nur die Glykosylierung der WTA deletiert wurde, jedoch nicht die WTA-Biosynthese, besitzt der Stamm 

1088 nmol Phosphat pro mg Trockengewicht. Dieser Wert ist auf 100 % gesetzt und die weiteren 

Stämme sind prozentual dazu dargestellt. Der Stamm S. aureus pTtarM besitzt eine ähnlich große 

Menge an WTA wie die Kontrolle. Interessanterweise hat der Stamm S. aureus pTtarS einen höheren 

Phosphat-Gehalt und bildet dementsprechend eine größere Menge an WTA. Es gibt keinen 

signifikanten Unterschied in den Stämmen basierend auf der Zugabe von 0,5 % Xylose und der 

darauffolgenden Expression der Glykosyltransferasen. In Abbildung 49B ist die Analyse des D-

Glucosamin-Gehaltes dargestellt. Hier zeigt sich für beide Stämme eine deutliche Zunahme von D-
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Glucosamin durch die Zugabe von 0,5 % Xylose. Jedoch ist auch bei der Probe S. aureus pTtarM ohne 

Xylose eine geringe Menge an D-Glucosamin detektiert worden. 

 

Abbildung 49 (A) Phosphat-Gehalt von aufgereinigten Wandteichonsäuren der S. aureus Expressionsstämmen für die 
Glykosylierung der WTA in nmol Phosphat pro mg Trockengewicht (+ = 0,5 % Xylose). Der Stamm S. aureus 
RN4220∆tarM∆tarS (1088 nmol/mg TG) wurde auf 100 % festgesetzt. (B) D-Glucosamin-Gehalt von aufgereinigten Wand-
teichonsäuren der S. aureus Expressionsstämmen für die Glykosylierung der WTA in mg D-Glucosamin pro mg Trocken-
gewicht (+ = mit 0,5 % Xylose). Dargestellt ist der (prozentuale) Mittelwert aus drei biologischen Replikaten (* p<0,05; ** 
p<0,005). 

3.4.3.2 Untersuchung der Phagentypisierung 

Wandteichonsäuren stellen ebenfalls eine bedeutende Struktur für die Adsorption von Bakterio-

phagen dar. Aus diesem Grund wurde eine Phagentypisierung mit dem Internationalen Phagensatz 

(Marples und van Leeuwen, 1987) durchgeführt. Hierbei handelt es sich um 23 Siphoviridae, die zur 

Typisierung von klinischen Staphylococcus aureus Varianten verwendet werden. Siphoviridae bevor-

zugen zur Adsorption vor allem die α-GlcNAc-Struktur an den WTA (Xia et al., 2011). Daneben wurden 

auch 3 Myoviridae und 3 Podoviridae eingesetzt. Myoviridae erkennen das Ribitol-Rückgrat der 

Wandteichonsäuren und Podoviridae adsorbieren nur an WTA mit β-Glykosylierung (Xia et al., 2011; 

Li et al., 2015). Das Lyseverhalten der verschiedenen S. aureus Stämme ist in Tabelle 18 festgehalten. 

Generell werden alle Stämme durch die drei Myoviridae erkannt, wodurch belegt ist, dass die WTA der 

Stämme für Viren zugänglich sind. Die Lyse durch Podoviridae zeigt an, dass die WTA mit β-GlcNAc 

bestückt ist. Dies ist für alle Stämme, außer S. aureus RN4220∆mutS und S. aureus VC40R, der Fall. 

Interessanterweise wird der mit beiden Stämmen verwandte VISA S. aureus VC40 auch 
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Tabelle 18 Phagentypisierung verschiedener S. aureus Stämme mit dem Internationalen Phagensatz (100x RTD), sowie 
jeweils drei ausgewählten Myoviridae und Podoviridae. Phagenreaktionen wurden vereinfacht dargestellt (+ = Plaques; L 
= mindestens semikonfluente Lyse). 

Stamm/ 

Phage 

Siphoviridae Myoviridae Podoviridae 
2

9
 

5
2
 

5
2

A
 

7
9
 

8
0
 

3
A

 

3
C
 

5
5
 

7
1
 

6
 

4
2
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4
7
 

5
3
 

5
4
 

7
5
 

7
7
 

8
3

A
 

8
4
 

8
5
 

9
4
 

9
6
 

8
1
 

9
5
 

K
 

SK
3

1
1
 

8
1

2
 

P
6

8
 

4
4
 

6
6
 

RN4220∆mutS + L L + L + + + + L + L L L L  L   L L L L L L L    

VC40                        L L L L L L 

VC40R  L          L  L L     +    L L L    

NCTC8325 +         +  L  + L + + + +    + L + + L L L 

VraS(VC40) + +        +  L  + L +  + +    + L + + L L L 

137/93A              L +         + L L L L L 

1450/94 +             L + L  L L     + + L L L L 

 

von Podoviridae infiziert. Hier scheint eine verändertes Glykosylierungsmuster der WTA vorhanden zu 

sein. Dies ist ebenfalls im Hinblick auf die Siphoviridae erkennbar. Der Stamm S. aureus VC40 zeigt bei 

keinem der 13 Phagen eine Lyse, ganz im Gegensatz zum Kontrollstamm S. aureus RN4220∆mutS, der 

durch fast alle Siphoviridae lysiert wird. Bemerkenswerterweise ist der revertierte VISA-Stamm S. 

aureus VC40R wieder durch fünf Siphoviridae lysierbar. Auch die klinischen Stämme S. aureus 137/93A 

und S. aureus 1450/94 weisen einige Unterschiede im Lyseverhalten bei Siphoviridae auf. Der VISA-

Stamm ist hier ebenfalls weniger anfällig. Die Stämme S. aureus NCTC8325 und S. aureus VraS(VC40) 

zeigen kaum Abweichungen in der Phagentypisierung.  

Die Phagentypisierung wurde auch für die Überexpressionsstämme durchgeführt. In Tabelle 19 ist das 

Lyseverhalten der Stämme mit induzierbarer Expression der jeweiligen TCS dargestellt. Zwischen den 

einzelnen Stämmen zeigt sich jedoch keine größere Abweichung. Es gibt nur eine Änderung, die mit 

der Zugabe von Xylose verbunden ist und nicht in der Kontrolle mit dem Leervektor, S. aureus pTX15, 

auftritt, nämlich Phage 54 in den Stämmen S. aureus pTvraSR und S. aureus pTvraTSR. Von den 

Myoviridae und Podoviridae wurde nur eine Auswahl getestet, die stets eine Veränderung in den 

obigen Stämmen im Vergleich zur Kontrolle S. aureus NCTC8325 zeigten (Tab. 18).  

 

 

 



Ergebnisse 

102 |  
 

Tabelle 19 Phagentypisierung verschiedener S. aureus Überexpressionsstämme mit dem Internationalen Phagensatz (100x 
RTD), sowie jeweils einem ausgewählten Myoviridae und Podoviridae (+ = 0,5 % Xylose). Phagenreaktionen wurden 
vereinfacht dargestellt (+ = Plaques; L = mindestens semikonfluente Lyse; n.d. = nicht bestimmt). 

Stamm/ 

Phage 

Siphoviridae Myoviridae Podoviridae 
2

9
 

5
2
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2

A
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A
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5
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1
1
 

8
1
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6

8
 

4
4
 

6
6
 

NCTC8325 +         +  L  + L + + + +    + L + + L L L 

pTX15 +           L  + L L  L L    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

pTX15 +     +       L  + L L  L L    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

pTvicA +           L  + L L  L L    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

pTvicA + +    +       L  + L +  + +    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

pTvraSR          +  L  + L L  L L    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

pTvraSR +            L   L +  + +    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

pTvraTSR          +  L  + L L  L L    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

pTvraTSR +            L   L +  + +    L L n.d. n.d. n.d. n.d. L 

 

Ebenso wie die Expressionsstämme für TCS wurden auch die Stämme mit induzierbarer Expression der 

Glykosylierung der Wandteichonsäuren durch Phagentypisierung getestet. Wie in Tabelle 20 zu sehen, 

ist auch hier der Unterschied zwischen der Kontrolle S. aureus RN4420∆tarS∆tarM und den Stämmen 

S. aureus pTtarM und S. aureus pTtarS gering. Ein Effekt der Expression durch Xylose lässt sich nur für 

die Podoviridae feststellen, da hier S. aureus pTtarS β-glykosylierte WTA ausbildet und dadurch von 

ΦP68, Φ44 und Φ66 lysiert wird. 

Tabelle 20 Phagentypisierung verschiedener S. aureus Überexpressionsstämme für die Glykosylierung der Wandteichon-
säuren mit dem Internationalen Phagensatz (100x RTD), sowie jeweils drei ausgewählten Myoviridae und Podoviridae (+ 
= 0,5 % Xylose). Phagenreaktionen wurden vereinfacht dargestellt (+ = Plaques; L = mindestens semikonfluente Lyse). 

Stamm/ 

Phage 

Siphoviridae Myoviridae Podoviridae 
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9
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SK
3

1
1
 

8
1

2
 

P
6

8
 

4
4
 

6
6
 

RN4420∆tarS∆tarM      + L   + + L  + +     +  +  L L L    

pTtarM      + L   L + L  L +     L  +  L L L    

pTtarM +      + L   L + L  L +         L L L    

pTtarS      + L   + + L  L +     +  +  L L L    

pTtarS +      + L   + + L  L +     +  +  L L L L L L 

 

3.4.3.3 Untersuchung der Adsorption von Phagen an ganze Zellen 

Die Phagentypisierung hat gezeigt, dass der Stamm S. aureus VC40 resistent gegen Siphoviridae ist. 

Um zu testen, ob die Bakteriophagen tatsächlich nicht mehr an den Stamm adsorbieren, wurde ein 
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Assay zur Phagen-Adsorptionseffizienz durchgeführt. Dazu wurden die Stämme mit einer definierten 

Menge an Phagen für 15 min bei 37 °C inkubiert, abzentrifugiert, und anschließend wurde der Über-

stand auf eine Nährstoff-Agarplatte, die mit S. aureus RN4220 bzw. S. aureus NCTC8325 inokuliert war, 

in verschiedenen Verdünnungen aufgetropft. Als Positivkontrolle diente ein Phagenansatz ohne S. 

aureus Zellen. Das Ergebnis ist in Tabelle 21 festgehalten. Lysiert ein Stamm bei der gleichen Ver-

dünnungsstufe wie die Positivkontrolle, dann wurden keine Phagen adsorbiert. Erfolgt stattdessen 

 

Tabelle 21 Phagenadsorption an die Zellwand verschiedener S. aureus Stämme mit drei Siphoviridae (Φ71, Φ53, Φ54), 
einem Myoviridae (ΦK) und einem Podoviridae (Φ66). Dargestellt ist die letzte Verdünnungsstufe des Überstandes, mit 
der eine Lyse von S. aureus RN4220 bzw. S. aureus NCTC8325 zu beobachten war. Als Positivkontrolle diente Puffer mit 
dem gleichen Volumen an Phagen. 

Stamm/Phage 71 53 54 K 66 

Pos. Kontrolle 102 104 105 103 103 

RN4220∆mutS 102 103 104 100 103 

VC40 102 104 105 100 100 

VC40R 102 103 104 100 103 

 

eine Lyse nur in einer niedrigeren Verdünnungsstufe, dann hat der Stamm Phagen adsorbiert. Für den 

Phagen 71 zeigten alle Stämme eine Lyse auf der gleichen Verdünnungsstufe wie die Positivkontrolle. 

Der Phage lysiert in der Phagentypisierung keinen der beiden VISA-Stämme und zeigt nur wenig 

Plaque-Bildung in S. aureus RN4220∆mutS. Phage 53 und 54 gehören ebenfalls zu den Siphoviridae 

und zeigen in der Phagenadsorption ein ähnliches Bild. Jedoch liegt S. aureus VC40 bei der Adsorption 

auf dem gleichen Level wie die Positivkontrolle und die beiden anderen Stämme jeweils eine 

Verdünnungsstufe darunter. Im Unterschied dazu lysiert Phage 53 den Stamm S. aureus VC40R in der 

Phagentypisierung nicht (Tab. 18). Da die Phagen 53 und 54 nur einen Unterschied um eine 

Verdünnungsstufe zwischen Positivkontrolle und S. aureus RN4220∆mutS beziehungsweise S. aureus 

VC40R aufweisen, obwohl es in der Phagentypisierung eine konfluente Lyse gab, ist die Aussagekraft 

reduziert. Für Phage K zeigt sich eine starke Adsorption an alle drei Stämme, eine Bestätigung der 

Typisierung (Tab. 18). Der Podovirus Φ66 adsorbiert nur an dem Stamm S. aureus VC40, ebenfalls im 

Einklang mit den vorherigen Experimenten. 

3.4.3.4 Nachweis des WTA-Glykosylierungsmuster durch NMR-Spektroskopie 

Für den Stamm S. aureus VC40 wurde eine stark erhöhte Substitution der WTA mit D-GlcNAc festge-

stellt, sowie eine Aufhebung der Phagentypisierung durch Siphoviridae und stattdessen eine Sensitivi-

tät gegenüber Podoviridae. Die Vermutung liegt nahe, dass das Glykosylierungsmuster dieses Stammes 

von seinem Elternstamm abweicht. Zuerst wurde versucht, die Art der Glykosylierung biochemisch zu 
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bestimmen. Dazu wurde einerseits Concanavalin A-FITC, welches nur an die α-GlcNAc der WTA bindet, 

und andererseits β-N-Acetyl-Glucosaminidase, welches die β-GlcNAc der WTA abspaltet, ausprobiert, 

basierend auf Protokollen von Anderson et al., (1978) mit einer Fluoreszenzmessung im Tecan Reader 

Infinite M Plex und von Natheson et al., (1966) mittels einer Analyse durch das D-Glucosamine Assay 

Kit. Jedoch war keiner der beiden Versuche erfolgreich. Aus diesem Grund wurden die 

Wandteichonsäuren der Stämme unter spezielleren Bedingungen aufgereinigt. Dazu wurde eine 

Übernachtkultur geerntet und die Zellen in 2 M NaCl bei 100 °C aufgeschlossen. Das Lysat wurde 

 

 

Abbildung 50 Wandteichonsäure-Profil der Stämme S. aureus RN4220∆tarM∆tarS pTtarS (A), S. aureus RN4220∆mutS (B), 
S. aureus VC40 (C) und S. aureus VC40R (D) aufgetrennt im NMR. Die Peaks für das Glykosylierungsmuster und der Wasser-
Peak sind markiert. 

 

mehrfach gewaschen und mit SDS und Trypsin von Proteinen befreit. Anschließend wurden die WTA 

mit Ethanol präzipitiert und mehrfach gefriergetrocknet. Die WTA wurden in D2O gelöst und durch eine 

H-NMR-Spektroskopie analysiert. Ein repräsentatives NMR-Spektrum der Stämme ist in Abbildung 50 

dargestellt, wobei für alle Stämme zwei separate Aufreinigungen analysiert wurden. Markiert ist der 

Wasser-Peak bei 4,7 ppm, sowie der Peak für die α- und β-Glykosylierung bei 5 ppm beziehungsweise 

4,68 ppm. Der Stamm S. aureus pTtarS (A) dient als Positivkontrolle für die β-Glykosylierung, da dieser 

Stamm nur tarS auf einem induzierbaren Plasmid besitzt. Anhand des Spektrums ist erkennbar, dass 

die drei Stämme S. aureus RN4220∆mutS (B), S. aureus VC40 (C) und S. aureus VC40R (D) alle eine α-

Glykosylierung der WTA zeigen. Zusätzlich hat der Stamm S. aureus VC40 ebenfalls β-glykosylierte 
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Wandteichonsäuren. Vergleicht man die Fläche unter den Peaks, dann besitzt S. aureus VC40 dreimal 

so viel β- wie α-GlcNAc an den WTA. 

Die Ausbildung von β-glykosylierten WTA ist eine Reaktion der Zellen auf Umweltstress. Es konnte 

gezeigt werden, dass beispielsweise Salzstress zu einem bevorzugten Einbau von β-GlcNAc führte 

(Mistretta et al., 2019). Zur Überprüfung wurden die WTA aus S. aureus VC40R unter Salzstress mit 4 

% NaCl aufgereinigt und im H-NMR analysiert. Die Abbildung 51 zeigt klar zwei Peaks, jeweils einen für 

α- und einen für β-GlcNAc. Damit ist belegt, dass Salzstress in S. aureus VC40R tatsächlich zur 

Ausbildung von β-glykosylierten WTA führt. 

 

 
Abbildung 51 Wandteichonsäure-Profil des Stammes S. aureus VC40R inkubiert unter Salzstress (4 % NaCl), aufgetrennt im 
NMR. Die Peaks für das Glykosylierungsmuster und der Wasser-Peak sind markiert. 

3.4.4 Untersuchung des Glycerol-Gehaltes 

Mithilfe des Glycerol- und Phosphat-Gehaltes wurde die Kettenlänge der Wandteichonsäuren aller 

Stämme berechnet, da jede einzelne Wandteichonsäure aus S. aureus über zwei Glycerol-Phosphat-

Reste an der Ankerstruktur mit dem Peptidoglykan verbunden ist (Winstel et al., 2014). Dazu wurden 

die WTA isoliert und die Konzentration an Phosphat und Glycerol basierend auf dem Volumen der 

Probe gemessen. Der Glycerol-Gehalt wurde mithilfe des Triglyceride Colorimetric Assay Kits von 

Cayman Chemical bestimmt. Dieser basiert auf der enzymatischen Umsetzung von Glycerol zu 

Dihydroxyaceton-Phosphat unter Abgabe von Wasserstoffperoxid. Durch H2O2 erfolgt dann die Redox-

reaktion eines Farbstoffs, der bei einer Wellenlänge von 530-550 gemessen wurde. In Abbildung 52A 

ist die Kettenlänge der WTA aller Stämme dargestellt. S. aureus VC40 besitzt mit 74 Phosphaten  
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Abbildung 52 A) Berechnete Kettenlänge der Wandteichonsäuren für die verschiedenen S. aureus Stämme basierend auf 
dem Phosphat- und Glycerol-Gehalt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei biologischen Replikaten. B) Native SDS-PAGE 
der isolierten Wandteichonsäuren, detektiert mit Alcian-Blau und Silberfärbung. 1) S. aureus RN4220∆mutS; 2) S. aureus 
VC40; 3) S. aureus VC40R; 4) S. aureus VraS(VC40); 5) S. aureus NCTC8325; 6) S. aureus 137/93A; 7) S. aureus 1450/94. 

 

die längsten Ketten, die jedoch innerhalb der hohen Standardabweichung von S. aureus 1450/94 mit 

70 Phosphaten liegt. Die Kontrolle S. aureus NCTC8325 hat mit 35 Phosphaten die kürzesten Ketten. 

Aufgrund der großen Standardabweichungen ist kein Unterschied zwischen VSSA- und VISA-Paaren 

statistisch signifikant. Aus diesem Grund wurden die isolierten WTA auch über die Alcian-Blau SDS-

PAGE mit anschließender Silberfärbung angeschaut (Abb. 52B). Alcian-Blau ist ein kationischer 

Farbstoff, ein Kupfer-Phthalocyanin, welches durch elektrostatische Interaktionen an die negativ 

geladenen Phosphatgruppen des Polymerrückgrats der WTA bindet (Carvalho et al., 2012). Der unklar 

definierte „Schmier“ im Gel signalisiert glykosylierte WTA. Einzelne Banden wie in Spalte 2 und 3 zeigen 

absteigend eine Kettenlänge von n + 1. Die stark verkürzten WTA von S. aureus RN4220∆mutS in Spalte 

1 sind möglicherweise auf die agr-Mutation zurückzuführen (Meredith et al., 2008), welche in S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R kuriert ist. Auch in diesem Bild zeigt sich, dass S. aureus VC40 die längsten 

WTA-Ketten besitzt. Insgesamt gibt es weder zwischen S. aureus VC40 und S. aureus VC40R, noch 

zwischen S. aureus NCTC8325 und S. aureus VraS(VC40) oder zwischen S. aureus 137/93A und S. aureus 

1450/94 große Unterschiede. 

3.5 Charakterisierung der Transkription 

Die Expression und Gen-Regulation der Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus 

VraS(VC40), sowie der Kontrollstämme S. aureus RN4220∆mutS und S. aureus NCTC8325, wurden 

mittels Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierungen (RNA-seq) in Triplikaten analysiert. Die 
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Analyse der isolierten Gesamt-RNA wurde von der Firma Genewiz in Leipzig durchgeführt. In Abbildung 

53 sind die hoch- beziehungsweise runterregulierten Gene der drei VISA-Stämme dargestellt. Als 

Toleranzgrenze wurde eine Expression ≥ 2 für hochregulierte Gene und ≤ 0,5 für runterregulierte Gene 

gewählt. Beide Abbildungen ähneln sich. Einerseits ist zu erkennen, dass es zwischen S. aureus VC40 

und S. aureus VC40R in beiden Fällen eine große Überschneidung gibt. Beide Stämme haben 49 % der 

hochregulierten und 46 % der runterregulierten Gene gemeinsam. Des Weiteren ist zu erkennen, dass 

S. aureus VraS(VC40) im Vergleich weniger hoch- beziehungsweise runterregulierte Gene aufweist, als 

die anderen beiden Stämme. Die größte Veränderung der Genexpression ist bei S. aureus VC40R zu 

finden. 

 

 
Abbildung 53 Proportionales Venn-Diagramm der hochregulierten (A) und runterregulierten (B) Gene der Stämme S. 

aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) basierend auf den RNA-seq Daten (hochreguliert ≥ 2; runter-
reguliert ≤ 0,5). Die Expression der Gene bezieht sich auf den Stamm S. aureus RN4220∆mutS. Für den Stamm S. aureus 
VraS(VC40) wurden alle Gene abgezogen, die im Vergleich zu S. aureus NCTC8325, dem Elternstamm, keine veränderte 
Expression aufwiesen.  

 

S. aureus VC40 hat insgesamt 79 Mutationen in 75 verschiedenen Genen akkumuliert. Von diesen 

Mutationen führten 31 zu einem Aminosäureaustausch, 2 zu einem Abbruch der Translation durch ein 

Stopcodon, 12 zu einer Insertion einer Base innerhalb eines Gens und 8 zu einer Deletion einer Base 

innerhalb eines Gens. Dabei sind die essenziellen Gene walK, lexA, lysP, ssaA, glmM, dnak, prsA und 

SAOUHSC_01866 von nichtsynonymen Mutationen betroffen, basierend auf einer entsprechenden 

Liste von Chaudhuri et al., (2009). Die Expressionsrate dieser Gene und die jeweiligen Mutationen sind 

in Tabelle 44 im Anhang dargestellt. Da Mutationen einen positiven oder negativen Einfluss auf die 

Aktivität des Proteins haben können und Gene einem komplexen Netzwerk an Regulatoren unter-

liegen, ist es nicht verwunderlich, dass es auch für diese Gene zu einer Über- und Unterexpression in 

S. aureus VC40 und S. aureus VC40R kommen kann. Interessanterweise gibt es zwei Gene, 

SAOUHSC_01298 und lytD, mit zwei beziehungsweise einer Insertion, welche eine hohe Überex-

pression in den Stämmen aufweisen. Da eine Leserasterverschiebung mit hoher Wahrscheinlichkeit zu 
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unbrauchbaren Proteinen führt, ist eine Überexpression für den Organismus Ressourcen-

verschwendung. Das hypothetische Protein SAOUHSC_01298 ist klein und enthält nur 40 Amino-

säuren. Es ist keine Funktion des Proteins bekannt und es wurde nur für S. aureus NCTC8325 be-

schrieben. SAOUHSC_01298 hat zwei Insertionen und wird in S. aureus VC40R 268-fach überexprimiert 

gegenüber 1,71-fach in S. aureus VC40. Damit gehört es für den Stamm zu den Proteinen mit der 

größten Veränderung in der Expression. Ebenfalls auffällig ist die Expression von lytD in S. aureus VC40 

(6,38) und S. aureus VC40R (5,12). Die Insertion führt zu einer Veränderung von circa 90 % des Proteins, 

zudem kommt es zu einem Stopcodon nach 39 Aminosäuren. LytD ist eine potenzielle N-

Acetylglucosaminidase und schneidet Glykanstränge. Zudem ist das Protein involviert in die Protein-

sekretion (Chan et al., 2016). 

3.5.1 Expression des VraSR-Regulon 

Anhand von DNA-Microarray-Daten der Vancomycin-induzierten Gene einer Kontrolle und einer S. 

aureus vraSR-Deletionsmutante konnte Kuroda et al., (2003) das Regulon des VraSR-TCS identifizieren. 

Die Expressionsraten der Stämme für die Gene des Regulons sind in der folgenden Tabelle 22 

aufgelistet, wobei diese absteigend, nach der Expression in S. aureus VC40, angeordnet sind. Eine 

Tabelle, die zusätzlich auch die hypothetischen Gene enthält, ist im Anhang zu finden (Tab. 45). Ein 

Großteil der Gene ist in allen drei Stämmen hochreguliert. Vor allem S. aureus VraS(VC40) zeigt, dass 

die beiden Mutationen in vraS aus S. aureus VC40 zu einer erhöhten Aktivität des Proteins und dem-

entsprechend einer höheren Expression des Regulons führen. Viele der Gene des Regulons sind direkt 

oder indirekt involviert in die Zellwandbiosynthese, wie sgtB, fmtA, pbp2, lytU, die Synthese von 

Zellwandpolymeren, wie ltaS, tagA, lcpC oder die Gen- und posttranslationale Regulation, wie relP, 

ctpA, spsA, htrA1, vraTSR und prsA. Oftmals ist keine genaue Funktion der Gene bekannt. Einige sind 

jedoch mit Glykopeptid-Resistenz assoziiert, wie cwrA, drp35, tcaA und tcaB (Murakami et al., 1999; 

Maki et al., 2004; Balibar et al., 2010). Mit relP und prsA sind in diesem Regulon ebenfalls zwei Gene 

mit Mutationen in S. aureus VC40. So ist das PrsA Protein, wichtig für die extrazelluläre Faltung vieler 

sekretierter Proteine, aufgrund eines Stopcodons nur 51 statt 321 Aminosäuren groß. 

Tabelle 22 RNA-seq Expressionsraten für annotierte Gene (ohne hypothetische Gene) unter der Kontrolle von VraSR 
(Kuroda et al., 2003) der Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich 
auf die Elternstämme S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus NCTC8325 und ist absteigend geordnet, basierend auf der 
Expression in S. aureus VC40 (#NV = nicht vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau = runterreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

cwrA SAOUHSC_02872 13,79 7,52 18,88 

sgtB SAOUHSC_02012 6,05 5,69 2,57 

lytU SAOUHSC_00174 4,72 2,83 2,00 

https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00620
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00174


Ergebnisse 

| 109  

 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

recU SAOUHSC_01466 3,89 1,15 2,66 

opuD1 SAOUHSC_01346 3,80 1,68 0,89 

fmtA SAOUHSC_00998 3,79 5,85 1,85 

relP SAOUHSC_02811 3,39 3,87 1,34 

ctpA SAOUHSC_01427 3,17 4,00 1,03 
tcaA SAOUHSC_02635 2,92 2,17 2,79 

pbp2 SAOUHSC_01467 2,75 0,70 3,12 

spsA SAOUHSC_00902 2,50 3,80 2,11 

ltaS SAOUHSC_00728 2,23 2,37 1,02 

tagA SAOUHSC_00640 1,83 2,53 0,48 

vraR SAOUHSC_02098 1,63 1,53 2,30 

vraU SAOUHSC_02101 1,43 1,12 3,09 

murZ SAOUHSC_02365 1,43 1,31 1,34 

proP SAOUHSC_00556 1,27 1,76 0,60 

prsA SAOUHSC_01972 1,26 1,37 3,80 
vraS SAOUHSC_02099 1,25 1,07 2,60 

vraT SAOUHSC_02100 1,12 0,91 2,80 

htrA1 SAOUHSC_01838 0,91 0,73 2,21 

crr SAOUHSC_01430 0,85 0,89 2,98 

rumA SAOUHSC_02113 0,78 0,53 5,13 

drp35 SAOUHSC_03023 0,71 1,07 1,46 

cysJ SAOUHSC_02947 0,64 0,68 0,89 

dinP SAOUHSC_02111 0,50 0,42 0,88 

lcpC SAOUHSC_02583 0,40 0,26 3,75 

copA SAOUHSC_02873 0,34 0,29 1,55 
tcaB SAOUHSC_02632 #NV #NV #NV 

 

In Tabelle 23 ist der Anteil der hoch- beziehungsweise runterregulierten Gene im Regulon gezeigt. Der 

Stamm S. aureus VraS(VC40) hat 55 % der Gene im Regulon hochreguliert und nur 3 % runterreguliert.  

In den beiden anderen Stämmen sind jeweils 10 % der Gene runterreguliert und 41 % in S. aureus VC40 

und 34 % in S. aureus VC40R hochreguliert. Da das Regulon normalerweise nur durch Zellwand-

Antibiotika hochreguliert wird und für die Proben der RNA-Isolation kein Vancomycin hinzugefügt 

wurde, sind die hier dargestellten Werte ein Hinweis auf die allgemeine höhere Aktivität des VraSR-

TCS. Ein Vergleich der Expressionsraten des Regulons zwischen S. aureus VC40 und S. aureus VC40R 

zeigt, dass S. aureus VC40R eine geringere Expression von drei runterregulierten Genen aufweist.  

Tabelle 23 Berechneter prozentualer Anteil an annotierten Genen (ohne hypothetische Gene) die innerhalb des VraSR-TCS 
(Kuroda et al., 2003) hoch- bzw. runterreguliert sind für die Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus 
VraS(VC40). 

Stamm VC40 (%) VC40R (%) VraS(VC40) (%) 

TCS Gene hochreguliert 41 34 55 

TCS Gene runterreguliert 10 10 3 

TCS Gene nicht beeinflusst 49 56 42 

https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00114
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02583
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01430
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02947
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02873
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01188


Ergebnisse 

110 |  
 

3.5.1.1 Validierung der vraS-Expression durch qRT-PCR 

Zur Bestätigung der Expressionsraten aus der RNA-seq wurde für die Stämme S. aureus RN4220∆mutS, 

S. aureus VC40 und S. aureus VC40R eine qRT-PCR der Gene vraS und sgtB basierend auf dem 

 

 

Abbildung 54 qRT-PCR Ergebnisse der x-fachen Expression (2-∆∆ct) für vraS und sgtB aus S. aureus RN4220∆mutS, S. aureus 
VC40 und S. aureus VC40R. Die Expression der Gene wurde jeweils auf die Expression von gyrB der gleichen Probe standar-
disiert (∆ct) und dann auf die Expression des Gens aus S. aureus RN4220∆mutS bezogen (∆∆ct). Dargestellt ist der 
Mittelwert aus vier biologischen und zwei technischen Replikaten (*** p<0,0005). 

 

Housekeeping-Gen gyrB durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 54 dargestellt. Für den Stamm 

S. aureus VC40 hat vraS eine 3,8-fach und sgtB eine 5,2-fach höhere Expression im Vergleich zur 

Kontrolle, beides statistisch signifikant. Der Stamm S. aureus VC40R hingegen hat nur eine erhöhte 

Expression von sgtB (4,2). Dies verifiziert die RNA-seq Ergebnisse. Für S. aureus VC40 ist die Diskrepanz 

für vraS zwischen RNA-seq und qRT-PCR ebenfalls in den Ergebnissen von Berscheid (2013) im 

Microarray und der qRT-PCR vorhanden. 

3.5.2 Expression des WalRK-Regulon 

Delaune et al., (2012) stellten eine konstitutiv aktive Form von WalR in S. aureus her, durch einen 

phosphomimetischen Aminosäureaustausch (D55E). Dieser Stamm diente der Aufklärung des Re-

gulons von WalRK durch DNA-Microarray-Analyse. In Tabelle 24 sind die Expressionsraten der Stämme 
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für dieses Regulon aufgelistet. Zudem ist im Anhang eine Tabelle, inklusive der hypothetischen Gene, 

zu finden (Tab. 46). Innerhalb des Regulons befinden sich viele Gene, die mit Virulenz assoziiert sind, 

wie fnbAB, spa, icaR, emp, lyrA, coa, hla, splB, splE, splF, lukH, lukG und selX, ebenso wie Gene 

involviert in die Autolyse (sceD, ssaA, isaA, lytM, atlA und sle1) und Regulation (walRK, saeSR, hrcA, 

sarS, sarT, sarX). Dabei werden Gene der Virulenz und der Autolyse von dem TCS größtenteils positiv 

reguliert. In S. aureus VC40 wird ein überwiegender Teil der Virulenz-Gene runterreguliert und viele 

der Autolysine hochreguliert. So sind die am höchsten exprimierten Gene, sceD und ssaA, zwei Auto-

lysine. Für die Revertante S. aureus VC40R ergibt sich ein ähnliches Bild. Der Stamm S. aureus 

VraS(VC40) hingegen zeigt hochregulierte Virulenz-Gene. Interessanterweise hat dieser Stamm eine 

starke Expression von vraX (216,65). Das vraX Gen kodiert für ein Protein, welches das Komplement-

system der klassischen Immunantwort hemmt und mit Zellwand-Antibiotika, wie Vancomycin, assozi-

iert ist (Yan et al., 2017). 

Tabelle 24 RNA-seq Expressionsraten für annotierte Gene (ohne hypothetische Gene) unter der Kontrolle von WalRK 
(Delaune et al., 2012) der Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich 
auf die Elternstämme S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus NCTC8325 und ist absteigend geordnet, basierend auf der 
Expression in S. aureus VC40 (#NV = nicht vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau = runterreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

sceD SAOUHSC_02333 366,63 293,24 1,57 

ssaA SAOUHSC_02571 42,84 13,20 1,14 

sarT SAOUHSC_02799 23,91 59,85 0,90 
isaA SAOUHSC_02887 16,98 11,69 0,91 

cwrA SAOUHSC_02872 13,79 7,52 18,88 

vraX SAOUHSC_00561 12,60 3,49 216,65 

sarS SAOUHSC_00070 5,82 16,94 0,55 

fnbA SAOUHSC_02803 5,04 0,88 1,52 

lytM SAOUHSC_00248 4,41 1,11 3,09 

lyrA SAOUHSC_02611 4,25 3,67 0,88 

fmtA SAOUHSC_00998 3,79 5,85 1,85 

ddh SAOUHSC_02830 2,73 3,95 1,32 

ohr SAOUHSC_00831 2,44 2,01 0,69 
atlA SAOUHSC_00994 2,31 0,66 1,23 

scc SAOUHSC_01115 2,14 0,50 2,96 

opuD2 SAOUHSC_02444 2,03 1,20 1,51 

efb SAOUHSC_01114 1,99 0,40 3,27 

mepR SAOUHSC_00314 1,88 3,32 0,73 

selX SAOUHSC_00354 1,84 3,22 1,11 

splC SAOUHSC_01939 1,69 0,63 1,87 

fmtB SAOUHSC_02404 1,63 1,61 1,59 

prmA SAOUHSC_01681 1,63 1,31 1,26 

flr SAOUHSC_01112 1,63 2,58 1,27 
potA SAOUHSC_01046 1,63 1,60 0,93 

hlgA SAOUHSC_02708 1,59 3,23 1,16 

bmrU SAOUHSC_00736 1,58 1,63 1,22 

hrcA SAOUHSC_01685 1,52 2,45 0,57 

secDF SAOUHSC_01746 1,46 1,11 1,21 
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Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

splE SAOUHSC_01936 1,40 0,89 1,49 

grpE SAOUHSC_01684 1,39 1,97 0,62 

nptA SAOUHSC_00060 1,38 0,34 1,11 

ebpS SAOUHSC_01501 1,31 1,12 1,35 

sdrH SAOUHSC_02257 1,29 1,01 0,77 
proP SAOUHSC_00556 1,27 1,76 0,60 

prsA SAOUHSC_01972 1,26 1,37 3,80 

fnbB SAOUHSC_02802 1,26 0,43 1,35 

saeS SAOUHSC_00714 1,25 2,49 1,42 

sle1 SAOUHSC_00427 1,25 0,75 0,53 

splB SAOUHSC_01941 1,23 0,48 #NV 

splF SAOUHSC_01935 1,22 1,47 0,91 

dprA SAOUHSC_01221 1,20 0,94 1,49 

mtlD SAOUHSC_02403 1,18 1,51 1,12 

icaR SAOUHSC_03001 1,12 3,21 1,37 
crtO SAOUHSC_02882 1,10 1,07 0,56 

saeR SAOUHSC_00715 1,04 2,23 1,43 

coa SAOUHSC_00192 1,01 0,57 1,43 

crtP SAOUHSC_02881 0,97 0,48 0,97 

sasG SAOUHSC_02798 0,97 0,47 2,10 

dnaJ SAOUHSC_01682 0,97 0,32 1,66 

emp SAOUHSC_00816 0,96 1,34 1,71 

vicR (walR; 

yycF) 
SAOUHSC_00020 0,93 0,84 0,88 

hlgC SAOUHSC_02709 0,84 0,94 2,00 
splD SAOUHSC_01938 0,74 0,24 1,27 

saeQ SAOUHSC_00716 0,74 1,67 1,53 

vicK (walK; 

yycG) 
SAOUHSC_00021 0,70 0,32 1,25 

splA SAOUHSC_01942 0,63 0,55 1,39 

ausA SAOUHSC_00144 0,60 0,31 1,93 

radA SAOUHSC_00507 0,60 0,52 1,82 

glpQ SAOUHSC_00897 0,57 0,52 0,74 

ecb SAOUHSC_01110 0,57 0,09 1,90 
hlgB SAOUHSC_02710 0,56 0,57 1,64 

hxlA SAOUHSC_00553 0,56 0,64 1,00 

dinP SAOUHSC_02111 0,50 0,42 0,88 

sbi SAOUHSC_02706 0,50 0,15 1,40 

pyrE SAOUHSC_01172 0,43 1,12 2,56 

clpB SAOUHSC_00912 0,39 0,97 0,47 

carB (pyrAB) SAOUHSC_01170 0,38 0,49 4,71 

pyrF SAOUHSC_01171 0,37 0,57 4,13 

saeP SAOUHSC_00717 0,36 0,14 3,91 

gehB SAOUHSC_00300 0,33 0,12 1,20 
carA (pyrAA) SAOUHSC_01169 0,30 0,39 5,34 

clpC SAOUHSC_00505 0,29 0,27 1,12 

hla SAOUHSC_01121 0,29 0,17 2,25 

pyrC SAOUHSC_01168 0,24 0,56 6,52 

mcsA SAOUHSC_00503 0,19 0,24 0,72 

set (ssl11) SAOUHSC_00399 0,18 0,29 2,45 

pyrB SAOUHSC_01166 0,16 0,85 5,72 
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Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

alsS (budB) SAOUHSC_02468 0,14 0,24 0,12 

sdrD SAOUHSC_00545 0,13 0,22 0,20 

lukG SAOUHSC_02241 0,10 0,15 2,78 

lukH SAOUHSC_02243 0,08 0,11 2,42 

sarX SAOUHSC_00674 0,07 0,09 0,25 
spa SAOUHSC_00069 0,03 0,09 0,40 

pflA SAOUHSC_00188 0,02 0,03 0,80 

ilvA1 SAOUHSC_01451 0,01 0,02 0,46 

sasD SAOUHSC_00094 0,01 0,04 0,52 

scn SAOUHSC_02167 #NV #NV 0,72 

vwb SAOUHSC_00814 #NV #NV #NV 

chp SAOUHSC_02169 #NV #NV #NV 

 

Die Stämme S. aureus VC40 und S. aureus VC40R haben eine Mutation in walK, die zu einer starken 

Reduktion der Autophosphorylierung der Histidin-Kinase führt (Kienemund, 2016). In beiden Stämmen 

ist das TCS eher runterreguliert, wobei es keine starke Tendenz gibt (Tab. 25). Zudem gibt es auch 

andere regulatorische Systeme, die Gene aus diesem Regulon beeinflussen. So sind beispielsweise 28 

der 91 Gene auch durch VraSR oder GraSR reguliert, beides TCS, die bei Zellwandschäden aktiviert 

werden. In S. aureus VraS(VC40) ist das TCS eher hochreguliert, wobei der Großteil der Gene nicht 

beeinflusst ist. Im Gegensatz zu Tabelle 23 für VraSR, werden Gene durch WalKR sowohl positiv als 

auch negativ reguliert. Dementsprechend bedeutet ein hochreguliertes TCS, dass positiv regulierte 

Gene hochreguliert und negativ regulierte Gene runterreguliert sind. Werden nur solche Gene als 

Grundlage verwendet, welche eine Consensus-Sequenz für WalR (5′-TGTWAH-N5-TGTWAH-3′) 

besitzen (sceD, ssaA, lytM, isaA, atlA, ebpS, sdrD, SAOUHSC_00671, SAOUHSC_00773, 

SAOUHSC_02576, SAOUHSC_02883), basierend auf Dubrac et al., (2008), dann ist das TCS in S. aureus 

VC40 (82 % hochreguliert) und S. aureus VC40R (64 % hochreguliert) hochreguliert und in S. aureus 

VraS(VC40) (18 % hochreguliert) unverändert (vgl. Tab. 49). 

Tabelle 25 Berechneter prozentualer Anteil an annotierten Genen (ohne hypothetische Gene) die innerhalb des WalRK-
Regulon (Delaune et al., 2012) für eine Hoch- bzw. Runterregulierung des TCS sprechen, für die Stämme S. aureus VC40, S. 

aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). 

Stamm VC40 (%) VC40R (%) VraS(VC40) (%) 

TCS hochreguliert 18 23 23 

TCS runterreguliert 26 33 4 

TCS nicht beeinflusst 56 44 73 

3.5.3 Expression der Gene involviert in die Autolyse 

Die Autolyse in Bakterien ist ein komplexes System, welches genau abgestimmt ist auf die äußeren 

Bedingungen und die Wachstumsphase des Bakteriums. In S. aureus wird die Autolyse neben dem 
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WalRK-TCS auch durch das Zweikomponenten-System ArlSR reguliert (Fournier und Hooper, 2000). In 

den Stämmen ist die Expression von arlSR nicht verändert. Die RNA-seq-Daten zeigen, dass sowohl in 

S. aureus VC40 als auch S. aureus VC40R fast alle Autolysine hochreguliert sind (Tab. 26). Einige davon 

demonstrieren eine starke Expression im Vergleich zur Kontrolle S. aureus RN4220∆mutS. So ist lytU 

und lytM 4-fach, lytD 6-fach, isaA 16-fach, ssaA 42-fach und sceD sogar 366-fach überexprimiert in S. 

aureus VC40. Interessanterweise ist das Hauptautolysin von Staphylococcus aureus, atlA, in S. aureus 

VC40 nur 2,3-fach hochreguliert, nicht jedoch in S. aureus VC40R. Der Stamm S. aureus VraS(VC40) 

zeigt nur für zwei Autolysine eine erhöhte Expression, lytU (2-fach) und lytM (3-fach). 

Tabelle 26 RNA-seq Expressionsraten für Gene involviert in die Autolyse für die Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R 
und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus 
NCTC8325 und ist nach gene locus tag geordnet (schwarz = hochreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

lytU SAOUHSC_00174 4,72 2,83 2,00 

lytM SAOUHSC_00248 4,41 1,11 3,09 

sle1 SAOUHSC_00427 1,25 0,75 0,53 

Hypo. Protein SAOUHSC_00671 8,32 4,35 1,57 
Hypo. Protein SAOUHSC_00773 3,45 3,35 1,08 

atlA SAOUHSC_00994 2,31 0,66 1,23 

lytN SAOUHSC_01219 2,97 8,51 0,87 

lytH SAOUHSC_01739 1,72 1,59 0,96 

lytD (sagB) SAOUHSC_01895 6,38 5,12 0,69 

sceD SAOUHSC_02333 366,63 293,24 1,57 

ssaA SAOUHSC_02571 42,84 13,20 1,14 

sagA SAOUHSC_02580 0,67 1,56 1,32 

ssaA2 SAOUHSC_02883 9,61 4,19 0,72 
isaA SAOUHSC_02887 16,98 11,69 0,91 

scaH SAOUHSC_02979 0,76 0,83 1,50 

3.5.4 Expression der Gene involviert in die WTA-Biosynthese 

Die WTA-Biosynthese ist in der Einleitung erklärt. Zuerst synthetisieren TagO, TagA und MnaA den 

Anker aus C55P mit N-Acetylglucosamin und N-Acetylmannosamin. Durch TagD, TagB und TarF werden 

die Glycerol-Phosphat-Einheiten angehangen. Darauf folgt die Synthese der Ribitol-Phosphat-

Einheiten durch TarI, TarJ und TarL. Schließlich werden die Ribitol-Phosphat-Einheiten durch TarM und 

TarS mit N-Acetylglucosamin dekoriert. Die fertige WTA wird dann durch TagG und TagH über die 

Membran transportiert und von LcpA, LcpB und LcpC am Peptidoglykan befestigt. Anschließend erfolgt 

die D-Alanylierung der WTA durch DltA, DltB, DltC und DltD. TagX ist eine putative Glykosyltransferase 

im selben Gencluster wie die anderen tag-Gene. Die Gene tarI’, tarJ‘ und tarL‘ besitzen eine hohe 

Similarität zu den entsprechenden Genen ohne Apostroph im Namen (Xia et al., 2010a; Winstel et al., 
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2013). Auffällig ist zum einen der große Unterschied in der Expression des dltABCD-Operons zwischen 

S. aureus VC40 und S. aureus VC40R. Damit bestätigt die Expressionsrate dieser Gene die berechnete 

D-Alanylierung der WTA. Interessanterweise ist in beiden Stämmen jeweils ein Gen (mnaA), welches 

am Anfang der WTA Anker-Synthese tätig ist, und ein Gen (lcpC), welches die WTA am Ende an das 

PGN befestigt, runterreguliert. Beide Gene sind in S. aureus VraS(VC40) wiederum hochreguliert. 

Wichtig für das Glykosylierungsmuster der WTA sind die Gene tarM (α-Glykosylierung) und tarS (β-

Glykosylierung). In allen drei Stämmen hat tarS eine unveränderte Expression, obwohl das NMR-

Spektrum von S. aureus VC40 vermehrt β-glykosylierte WTA zeigte und auch S. aureus VraS(VC40) in 

der Phagentypisierung von Podoviridae lysiert wurde, welche nur β-glykosylierte WTA erkennen. Im 

Gegensatz dazu ist tarM in S. aureus VC40R hochreguliert, in S. aureus VC40 unverändert und in S. 

aureus VraS(VC40) runterreguliert. Es ist also möglich, dass für S. aureus VC40R, die Expression von 

tarM maßgeblich für das Glykosylierungsmuster verantwortlich ist. Zuvor konnte in einem Microarray 

eine erhöhte Expression von tarS und eine geringere Expression von tarM in S. aureus VC40 

nachgewiesen werden (Berscheid, 2013). 

Tabelle 27 RNA-seq Expressionsraten für Gene involviert in die Wandteichonsäure-Biosynthese für die Stämme S. aureus 
VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme S. aureus RN4220∆mutS 
bzw. S. aureus NCTC8325 und ist nach gene locus tag geordnet (#NV = nicht vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau 
= runterreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

tarI' SAOUHSC_00220 0,25 0,23 0,80 

tarJ' SAOUHSC_00221 0,24 0,19 0,91 

tarL' SAOUHSC_00222 0,31 0,39 0,87 

tarF SAOUHSC_00223 2,43 1,22 1,15 

tarI SAOUHSC_00225 #NV #NV #NV 

tarJ SAOUHSC_00226 1,36 0,91 1,43 

tarL SAOUHSC_00227 1,14 0,57 1,43 

tarS SAOUHSC_00228 1,29 1,10 1,05 

tagA SAOUHSC_00640 1,83 2,53 0,48 

tagH SAOUHSC_00641 0,97 1,62 0,66 
tagG SAOUHSC_00642 0,97 1,62 0,74 

tagB SAOUHSC_00643 0,69 1,01 1,07 

tagX SAOUHSC_00644 1,01 1,73 1,02 

tagD SAOUHSC_00645 1,52 2,51 0,76 

tagO SAOUHSC_00762 1,12 1,21 0,93 

dltA SAOUHSC_00869 3,10 0,34 1,05 

dltB SAOUHSC_00870 2,54 0,31 1,08 

dltC SAOUHSC_00871 2,44 0,28 1,11 

dltD SAOUHSC_00872 2,69 0,32 0,98 

tarM SAOUHSC_00973 1,18 4,97 0,13 
cpsA (lcpB) SAOUHSC_00997 1,38 1,20 1,49 

msrR (lcpA) SAOUHSC_01361 1,52 2,40 1,05 

mnaA SAOUHSC_02352 0,48 0,23 2,18 

lcpC SAOUHSC_02583 0,40 0,26 3,75 
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3.5.5 Expression der Gene involviert in die Zellwand-Biosynthese 

Innerhalb der Zellwand-Biosynthese wird der UDP-MurNAc-Pentapeptid-Präkursor durch GlmS, GlmM, 

GlmU, MurA (MurZ), MurB, MurC, MurD, MurE und MurF hergestellt. Danach katalysiert MraY die 

Bildung von Lipid I durch den Präkursor und C55-P. Es folgt die Synthese von Lipid II durch MurG und 

die Modifizierung mit Glycin durch FemX, FemA und FemB. MurT und GatD amidieren das Lipid II, 

welches durch FtsW und RodA über die Membran transportiert wird. Mithilfe der Penicillin-bindenden-

Proteine PBP1, PBP2, PBP3 und PBP4, sowie anderer Enzyme, wie SgtB, wird Lipid II durch 

Transglykosylase- und Transpeptidase-Reaktionen in das PGN eingebaut. Der Lipidcarrier wird durch 

UppP recycelt (Vollmer et al., 2008a; Pinho et al., 2013; Caveney et al., 2018). Viele der Gene der Zell-

wand-Biosynthese sind hoch- oder runterreguliert in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R, im Vergleich 

zum Elternstamm S. aureus RN4220∆mutS (Tab. 28). Beispielsweise sind die Gene glmS und glmU 

runterreguliert. Zusammen mit glmM, welches in beiden Stämmen mutiert und weder hoch- noch 

runterreguliert ist, kodieren diese Gene für Proteine, die Fruktose-6-Phosphat zu UDP-GlcNAc 

umbauen. Daneben sind auch Gene für die Ausbildung der Interpeptidbrücke in beiden Stämmen 

runterreguliert. Stärker exprimiert sind hingegen Gene für das Recyclen des Lipidcarriers (uppP), Gene 

beteiligt an dem Transfer über die Membran (ftsW) und viele Transglykosylasen (pbp2, pbp3 pbp4, 

sgtB), vor allem in S. aureus VC40. Obwohl pbp4 in S. aureus VC40 hochreguliert ist, zeigt der Stamm 

eine geringe Quervernetzung des Peptidoglykan. Generell sind in S. aureus VC40R mehr Gene runter-

reguliert. S. aureus VraS(VC40) zeigt wenig Differenz in der Expression von Zellwand-Biosynthese-

Genen im Vergleich zum Elternstamm S. aureus NCTC8325. 

Tabelle 28 RNA-seq Expressionsraten für Gene involviert in die Zellwand-Biosynthese für die Stämme S. aureus VC40, S. 

aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. 

aureus NCTC8325 und ist nach gene locus tag geordnet (schwarz = hochreguliert; hellgrau = runterreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

glmU SAOUHSC_00471 0,2 0,1 1,77 

pbp4 SAOUHSC_00646 2,39 1,46 0,97 

uppP SAOUHSC_00691 3,14 3,55 1,23 

murB SAOUHSC_00752 0,76 0,49 1,26 

murE SAOUHSC_00954 1,12 0,88 0,81 

ftsW SAOUHSC_01063 2,19 3,19 0,78 

pbp1 SAOUHSC_01145 0,93 0,95 0,87 

mraY SAOUHSC_01146  0,63 0,46 0,79 
murD SAOUHSC_01147 0,57 0,31 1,08 

femA SAOUHSC_01373 0,38 0,34 0,71 

femB SAOUHSC_01374 0,45 0,41 0,95 

murG SAOUHSC_01424  1,05 0,57 1,29 

pbp2 SAOUHSC_01467 2,75 0,70 3,12 

pbp3 SAOUHSC_01652 0,63 0,42 1,39 

murC SAOUHSC_01856 2,32 3,56 0,82 
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Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

sgtB SAOUHSC_02012 6,05 5,69 2,57 

gatD SAOUHSC_02106 2,15 2,80 0,93 

murT SAOUHSC_02107 1,93 2,32 0,89 

murF SAOUHSC_02317 0,50 0,47 1,31 

rodA SAOUHSC_02319 1,12 1,26 0,77 
murA SAOUHSC_02337 0,98 0,54 1,35 

murZ SAOUHSC_02365 1,43 1,31 1,34 

glmS SAOUHSC_02399 0,27 0,22 4,62 

glmM SAOUHSC_02405 1,48 1,95 0,78 

femX SAOUHSC_02527 0,71 0,69 0,95 

3.5.6 Expression der Gene involviert in die Virulenz 

Virulenzfaktoren sind strukturelle Eigenschaften und produzierte Moleküle, die die Pathogenität und 

Infektiosität eines Bakteriums bestimmen. Dazu gehört unter anderem die Adhäsion an Zellen, die 

Immunevasion, die Toxin-Bildung, die Invasion von Zellen, die Persistenz und die Resistenz gegen 

Antibiotika (Bhakdi et al 2009). In der folgenden Tabelle 29 ist eine Auswahl an Virulenz-Genen und 

deren Regulatoren aufgelistet. Dabei zeigt sich, dass in S. aureus VC40R, viele Bindeproteine für Zell-

stoffe, wie Fibrinogen und Fibronektin, runterreguliert sind. Im Unterschied dazu sind in S. aureus VC40 

einige Bindeproteine hochreguliert, wie clfA, scc und fnbA. Das Protein A (spa), welches an die Fc-

Region von Immunoglobulinen bindet und so die Immunantwort hemmt, ist in allen drei Stämmen 

runterreguliert, am stärksten in S. aureus VC40. Ebenfalls runterreguliert in allen Stämmen sind Gene 

der Biofilm-Produktion (icaADBC). In S. aureus VC40 und S. aureus VC40R ist auch die Expression von 

fast allen Genen der Kapsel-Produktion (capABCDEFGHIJKLMNO) gehemmt. Die Kapsel-Biosynthese ist 

in S. aureus stark abhängig von der Wachstumsphase und wird posttranskriptionell reguliert, selbst bei 

einer konstitutiven Expression des cap-Operons (Keinhörster et al., 2019b). Das Gen lyrA, 

verantwortlich für eine erhöhte Lysostaphin-Resistenz und ein negativer Regulator für Gene des 

WalRK-Regulons (Gründling et al., 2006a; Poupel et al., 2018), ist in beiden Stämmen hochreguliert. 

Beide Stämme zeigten in vorherigen Experimenten auch eine geringere Lyse durch Lysostaphin 

(Berscheid, 2013). Neben dem Abbau von Proteinen sind einige Proteasen auch an der posttran-

slationalen Modifikation von Proteinen beteiligt. In S. aureus VC40 und S. aureus VC40R sind einige 

Proteasen hochreguliert (spsA, spsB, ctpA), andere wiederum runterreguliert (sspC, sspB, sspA, aur). 

Die Expression von Genen der Staphyloxanthin-Biosynthese ist hauptsächlich nur in S. aureus VC40R 

runterreguliert. In der Analyse des Carotinoid-Gehaltes zeigen beide Stämme, S. aureus VC40 und S. 

aureus VC40R, einen geringeren Gehalt als der Elternstamm S. aureus RN4220∆mutS (Abb. 56). Viele 

Toxine, vor allem Enterotoxine, sind hingegen in beiden Stämmen hochreguliert. Vor allem die Phenol-

löslichen Moduline (psmβ1, psmβ2) haben eine Expressionsrate von über 10 in S. aureus VC40 im 
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Vergleich zum WT. Des Weiteren sind Gene, welche in das Typ VII Sekretionssystem involviert sind 

(esxABCD, esaABE, essABC), in allen Stämmen stark runterreguliert. Neben den Virulenz-Genen sind 

auch die Expressionsraten der acht relevanten Regulatoren aufgezeigt. Der accessory gene regulator 

(agr) ist verantwortlich für das Quorum-sensing und hemmt den rot-Repressor. Dieser Repressor ist 

für die Hemmung von Toxinen und Proteasen zuständig. SigB ist ein Sigma Faktor und hemmt die agr-

Aktivität (Thoendel et al., 2011). Das Zweikomponentensystem ArlRS ist involviert in die Regulation der 

Autolyse, der Protease-Expression und der Adhäsion. Es hemmt agr und aktiviert mgrA (Fournier und 

Hooper, 2000; Crosby et al., 2020). Der globaler Regulator MgrA ist zuständig für Gene der Kapsel-

Biosynthese, Efflux-Pumpen und die Regulation einer Vielzahl von anderen Regulator-Genen, 

beispielsweise sarA (Ballal et al., 2009; Crosby et al., 2020). SarA ist ein Regulator für Exoproteine und 

hemmt die Expression von spa (Novick, 2013). SaeSR ist wichtig für die Regulierung von Exoproteinen, 

wie Toxinen, und ein Teil der regulatorischen Aktivität wird möglicherweise durch Agr und WalRK 

beeinflusst (Liu et al., 2016b; Rapun-Araiz et al., 2020). Das SrrAB-TCS reagiert auf den externen 

Sauerstoffgehalt und induziert die Biofilm-Formation (Jenul und Horswill, 2019). In S. aureus 

VraS(VC40) sind alle vier agr-Gene runterreguliert, alle anderen Regulatoren sind unverändert 

exprimiert im Vergleich zum Wildtyp S. aureus NCTC8325. Dagegen sind in S. aureus VC40 der staphylo-

coccal accessory regulator (sarA) und rot hochreguliert und srrB runterreguliert. Zusätzlich zu diesen 

Genen ist in S. aureus VC40R auch das saeSR-TCS hochreguliert. 

Tabelle 29 RNA-seq Expressionsraten für Gene involviert in die Virulenz für die Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R 
und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus 
NCTC8325 und ist nach Funktion geordnet (#NV = nicht vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau = runterreguliert). 

Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

chp 
Bindeprotein (chemotaxis inhibiting 

protein) 
SAOUHSC_02169 #NV #NV #NV 

clfA Bindeprotein (clumping factor) SAOUHSC_00812 5,6 0,99 1,75 

clfB Bindeprotein (clumping factor) SAOUHSC_02963 0,64 0,28 1,7 

ebpS 
Bindeprotein (elastin binding 

protein) 
SAOUHSC_01501 1,31 1,12 1,35 

ecb 
Bindeprotein (fibrinogen binding 

protein) 
SAOUHSC_01110 0,57 0,09 1,90 

efb 
Bindeprotein (fibrinogen binding 

protein) 
SAOUHSC_01114 1,99 0,40 3,27 

scc 
Bindeprotein (fibrinogen binding 

protein) 
SAOUHSC_01115 2,14 0,50 2,96 

Hypo. 

Protein 

Bindeprotein (fibrinogen binding 

protein) 
SAOUHSC_01175 1,68 1,94 0,92 

Hypo. 

Protein 

Bindeprotein (fibronectin binding 

protein) 
SAOUHSC_01175 1,68 1,94 0,92 

fnbB 
Bindeprotein (fibronectin binding 

protein) 
SAOUHSC_02802 1,26 0,43 1,35 

fnbA 
Bindeprotein (fibronectin binding 

protein) 
SAOUHSC_02803 5,04 0,88 1,52 
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Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

sbi 
Bindeprotein (immunoglobulin 

binding protein) 
SAOUHSC_02706 0,50 0,15 1,40 

emp 
Bindeprotein (matrix binding 

protein) 
SAOUHSC_00816 0,96 1,34 1,71 

scn 
Bindeprotein (staphylococcal 
complement inhibitor) 

SAOUHSC_02167 #NV #NV #NV 

spa 
Bindeprotein (staphylococcal protein 

A) 
SAOUHSC_00069 0,03 0,09 0,40 

icaR Biofilm SAOUHSC_03001 1,12 3,21 1,37 

icaA Biofilm SAOUHSC_03002 0,01 0,01 0,03 

icaD Biofilm SAOUHSC_03003 0,02 0,02 0,06 

icaB Biofilm SAOUHSC_03004 0,12 0,17 0,13 

icaC Biofilm SAOUHSC_03005 0,33 0,51 0,19 

hysA Hydrolase (Hyaluronidase) SAOUHSC_02463 0,25 0,25 1,04 

gehB Hydrolase (Lipase) SAOUHSC_00300 0,33 0,12 1,20 
gehA Hydrolase (Lipase) SAOUHSC_03006 1,90 2,93 1,60 

sak Hydrolase (Staphylokinase) SAOUHSC_02171 #NV #NV #NV 

capA Kapsel SAOUHSC_00114 0,27 0,12 0,50 

capB Kapsel SAOUHSC_00115 0,27 0,21 0,75 

capC Kapsel SAOUHSC_00116 0,21 0,17 0,94 

capD Kapsel SAOUHSC_00117 0,13 0,05 1,00 

capE Kapsel SAOUHSC_00118 0,21 0,11 1,02 

capF Kapsel SAOUHSC_00119 0,20 0,20 1,14 

capG Kapsel SAOUHSC_00120 0,17 0,06 1,09 

capH Kapsel SAOUHSC_00121 0,23 0,18 1,06 
capI Kapsel SAOUHSC_00122 0,51 0,50 0,85 

capJ Kapsel SAOUHSC_00123 0,37 0,42 0,80 

capK Kapsel SAOUHSC_00124 0,38 0,50 0,69 

capL Kapsel SAOUHSC_00125 0,43 0,45 0,89 

capM Kapsel SAOUHSC_00126 0,34 0,23 1,13 

capN Kapsel SAOUHSC_00127 0,34 0,26 0,96 

capO Kapsel SAOUHSC_00128 0,40 0,33 1,05 

capP Kapsel SAOUHSC_00129 0,94 0,98 0,91 

cap1C Kapsel SAOUHSC_02998 1,72 2,02 0,68 
cap1B Kapsel SAOUHSC_02999 0,87 0,86 0,68 

cap1A Kapsel SAOUHSC_03000 1,65 2,95 0,27 

coa Koagulase SAOUHSC_00192 1,01 0,57 1,43 

vwb Koagulase SAOUHSC_00814 #NV #NV #NV 

lyrA Lysostaphin-Resistenzprotein SAOUHSC_02611 4,25 3,67 0,88 

sdrc MSCRAMM SAOUHSC_00544 0,10 0,23 0,10 

sdrd MSCRAMM SAOUHSC_00545 0,13 0,22 0,20 

sdrH MSCRAMM SAOUHSC_02257 1,29 1,01 0,77 

spsA Protease SAOUHSC_00902 2,50 3,80 2,11 

spsB Protease SAOUHSC_00903 3,39 4,93 1,51 
sspC Protease SAOUHSC_00986 0,27 0,28 1,46 

sspB Protease SAOUHSC_00987 0,16 0,16 1,70 

sspA Protease SAOUHSC_00988 0,09 0,03 1,87 

ctpA Protease SAOUHSC_01427 3,17 4,00 1,03 

htrA1 Protease SAOUHSC_01838 0,91 0,73 2,21 

splF Protease SAOUHSC_01935 1,22 1,47 0,91 

splE Protease SAOUHSC_01936 1,40 0,89 1,49 
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Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

splD Protease SAOUHSC_01938 0,74 0,24 1,27 

splC Protease SAOUHSC_01939 1,69 0,63 1,87 

splB Protease SAOUHSC_01941 1,23 0,48 #NV 

splA Protease SAOUHSC_01942 0,63 0,55 1,39 

aur Protease SAOUHSC_02971 0,03 0,03 0,61 
aldH Staphyloxanthin-Biosynthese SAOUHSC_02142 0,79 0,49 1,67 

crtN Staphyloxanthin-Biosynthese SAOUHSC_02877 0,69 0,50 1,09 

crtM Staphyloxanthin-Biosynthese SAOUHSC_02879 0,45 0,24 1,14 

crtQ Staphyloxanthin-Biosynthese SAOUHSC_02880 0,80 0,26 1,31 

crtP Staphyloxanthin-Biosynthese SAOUHSC_02881 0,97 0,48 0,97 

crtO Staphyloxanthin-Biosynthese SAOUHSC_02882 1,10 1,07 0,56 

selX Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00354 1,84 3,22 1,11 

ssl1 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00383 1,09 1,7 0,66 

ssl2 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00384 1,26 2,03 0,75 

ssl3 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00386 1,48 2,08 1,84 
ssl4 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00389 1,70 1,97 0,84 

ssl5 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00390 2,15 4,4 0,94 

ssl6 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00391 2,11 4,83 1,12 

ssl7 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00392 4,16 5,95 0,67 

ssl8 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00393 1,41 2,31 0,8 

ssl9 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00394 2,39 3,84 0,83 

ssl9 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00394 2,39 3,84 0,83 

ssl10 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00395 1,73 3,44 0,71 

ssl11 Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_00399 0,18 0,29 2,45 

Hypo. 
Prot. 

Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_01705 1,47 2,66 0,59 

epiD Toxin (Enterotoxin) SAOUHSC_01950 0,46 0,37 1,85 

eta Toxin (Exfoliativtoxin) SAOUHSC_01133 0,77 0,71 1,26 

ssl12 Toxin (Exotoxin) SAOUHSC_01124 1,6 1,89 1,67 

ssl13 Toxin (Exotoxin) SAOUHSC_01125 1,76 2,22 0,93 

ssl14 Toxin (Exotoxin) SAOUHSC_01127 2,69 2,85 1,18 

hla Toxin (Hemolysin) SAOUHSC_01121 0,29 0,17 2,25 

hlb1 Toxin (Hemolysin) SAOUHSC_02163 #NV #NV #NV 

hlb2 Toxin (Hemolysin) SAOUHSC_02240 #NV #NV #NV 
hld Toxin (Hemolysin) SAOUHSC_02260 3,98 0,44 0,01 

hlgA Toxin (Hemolysin) SAOUHSC_02708 1,59 3,23 1,16 

hlgC Toxin (Hemolysin) SAOUHSC_02709 0,84 0,94 2,00 

hlgB Toxin (Hemolysin) SAOUHSC_02710 0,56 0,57 1,64 

lukD Toxin (Leukozidin) SAOUHSC_01954 0,96 1,01 1,30 

lukE Toxin (Leukozidin) SAOUHSC_01955 1,64 1,09 1,52 

lukG Toxin (Leukozidin) SAOUHSC_02241 0,10 0,15 2,78 

lukH Toxin (Leukozidin) SAOUHSC_02243 0,08 0,11 2,42 

psmβ1 Toxin (Phenol soluble modulin) SAOUHSC_01135 11,75 2,95 0,04 

psmβ2 Toxin (Phenol soluble modulin) SAOUHSC_01136 13,56 5,06 0,06 
esxA Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00257 0,11 0,19 0,10 

esaA Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00258 0,11 0,18 0,16 

essA Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00259 0,12 0,18 0,18 

esaB Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00260 0,10 0,12 0,48 

essB Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00261 0,05 0,06 0,30 

essC Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00262 0,05 0,03 0,47 

esxC Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00264 0,08 0,04 0,62 
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Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

esxB Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00265 0,05 0,04 0,50 

esaE Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00266 0,06 0,04 0,60 

esxD Typ VII Sekretionssystem SAOUHSC_00267 0,07 0,04 0,53 

codY 
Virulenz-Regulation (global 

transcriptional regulator) 
SAOUHSC_01228 0,77 0,60 1,60 

agrB 
Virulenz-Regulation (accessory gene 

regulator) 
SAOUHSC_02261 1,32 0,77 0,07 

agrD 
Virulenz-Regulation (accessory gene 

regulator) 
SAOUHSC_02262 1,11 0,69 0,10 

agrC 
Virulenz-Regulation (accessory gene 

regulator) 
SAOUHSC_02264 1,12 0,72 0,15 

agrA 
Virulenz-Regulation (accessory gene 

regulator) 
SAOUHSC_02265 1,14 0,94 0,27 

arlS 
Virulenz-Regulation (autolysis 

related locus sensor kinase) 
SAOUHSC_01419 0,92 1,19 0,80 

arlR 
Virulenz-Regulation (autolysis 

related locus regulator) 
SAOUHSC_01420 0,82 1,05 0,60 

mgrA 
Virulenz-Regulation (multiple gene 

regulator) 
SAOUHSC_00694 0,69 0,78 0,74 

rot 
Virulenz-Regulation (repressor of 

toxins) 
SAOUHSC_01879 3,99 4,13 1,78 

sigB Virulenz-Regulation (Sigma-Faktor B) SAOUHSC_02298 1,18 1,7 0,53 

sarA 
Virulenz-Regulation (staphylococcal 

accessory regulator) 
SAOUHSC_00620 3,34 3,69 0,68 

srrB 
Virulenz-Regulation (Staphylococcal 
respiratory response sensor kinase) 

SAOUHSC_01585 0,40 0,18 1,41 

srrA 
Virulenz-Regulation (Staphylococcal 

respiratory response regulator) 
SAOUHSC_01586 0,88 0,85 0,96 

saeS 
Virulenz-Regulation (Staphylococcus 

aureus exoprotein sensor kinase) 
SAOUHSC_00714 1,25 2,49 1,42 

saeR 
Virulenz-Regulation (Staphylococcus 

aureus exoprotein regulator) 
SAOUHSC_00715 1,04 2,23 1,43 

3.5.7 Expression weiterer Gene 

Zusätzlich zu den Genen für Virulenz, Zellwand-Biosynthese, WTA-Biosynthese, Autolyse und dem 

Regulon von VraSR und WalRK befinden sich im Anhang zwei Tabellen mit stark hoch- (>5-fach) bzw. 

runterregulierten (<0,2-fach) Genen (Tab. 47, 48). Zu erkennen ist, dass in S. aureus VC40 und S. aureus 

VC40R viele Gene im Zusammenhang mit Eisentransport (sirA, fhuC, sstA, sstB, sstC, htsA, feoA) 

hochreguliert sind. Auch der eisenhaltige Elektronenüberträger Ferredoxin (fer) ist stark über-

exprimiert. Ebenfalls hochreguliert in diesen beiden Stämmen sind einige transkriptionelle Regulato-

ren (sarS, sarY, sarT, mgqR, arcR), sowie Gene der Betain-Biosynthese (betA, betB, cudT). In S. aureus 

VC40R sind auch Gene der Purin-Biosynthese (purA, purE, purK, purC, purS, purD, purB) stark hochre-

guliert. Dagegen sind in S. aureus VraS(VC40) Gene für den ABC-Transporter opp, sowie Gene der 

http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02261
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02261
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02262
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01419
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01879
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02298
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02971
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01586
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00987
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00988
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Pyrimidine-Biosynthese (pyrP, pyrB, pyrC, carA) hochreguliert. Genau diese Gene haben in S. aureus 

VC40 eine sehr geringe Expression. Eine niedrige Expression im Vergleich zum Wildtyp haben in S. 

aureus VC40 und S. aureus VC40R ebenfalls Gene involviert in den Kohlehydrat-Metabolismus (deoB, 

deoC2, pflB, pflA, ldh1, rbsD, rbsU, prs, fruB, gapA, pgk, tpiA, pgm, goxA, goxB, pdhB, pdhC, sdhA, sucC, 

sucD, tkt, citB, ackA, lacA, lgo), in der Aminosäure-Biosynthese (argJ, argC, argD, metC, metN1, metN2, 

metP1, gltB, cysE, argG, hom, trpC, trpF, dapA, dapB, ilvB, ilvH, ilvC, ilvA1, ald1, gcvPA, leuA, leuB, leuC, 

leuS, glyA, tcyC, hisA, hisZ), in der Nitrat-Atmung (narJ, narH, narG, nasF, nasE, nasD, nirR, narK) und 

der ATP-Synthese (atpA, atpB, atpD, atpE, atpF, atpH). Der Stamm S. aureus VC40R hat ebenfalls einige 

ribosomale Proteine (rplM, rpsK, rpsE, rplP, rpsS, rplB, rplW, rplD) runterreguliert. Insgesamt hat der 

Stamm S. aureus VraS(VC40) nur wenige Gene stark runterreguliert (<0,2), die noch nicht näher 

erwähnt wurden, unter anderem ein Holin-ähnliches Protein (cidA), lacA aus dem Kohlehydrat-

Metabolismus, gltB aus der Aminosäure-Biosynthese und die Azoreduktase azoR. 

3.5.8 Unterschiede in der Gen-Expression zwischen S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R 

Der Stamm S. aureus VC40R stammt von S. aureus VC40 ab und hat 15 weitere Mutationen im Genom. 

Davon führen 7 zu keiner Veränderung in der Aminosäuresequenz von Proteinen. Unter den restlichen 

8 Mutationen mit einem Aminosäureaustausch ist die Mutation M54T in VraR für den Phänotyp am 

relevantesten. Die Tabelle 30 vergleicht die Expressionsraten der beiden Stämme miteinander. 

Insgesamt sind 86,2 % aller Gene der beiden Stämme gleich exprimiert, also entweder beide 

hochreguliert, beide runterreguliert oder beide unverändert. Von den 13,8 % der Gene, die einen 

Unterschied zwischen den Stämmen aufweisen, sind ein Großteil (95 %) nur geringfügig anders. Einer 

der Stämme hat demnach eine veränderte Expression, positiv oder negativ, und der andere Stamm 

entsprechend keine Veränderung zum Wildtyp S. aureus RN4220∆mutS. Nur insgesamt 17 von 2156 

analysierten Genen sind in dem einen Stamm hochreguliert und in dem anderen Stamm runter-

reguliert. Die Gene mit veränderter Expression der Stufe 2 aus Tabelle 30 sind in Tabelle 31 

aufgeschlüsselt. S. aureus VC40 hat das dltABCD-Operon hochreguliert. Dieses Operon ist 

verantwortlich für die D-Alanylierung von WTA und LTA (Neuhaus und Baddiley, 2003). Die Ex-

pressionsraten bestätigen damit die Experimente zur D-Alanin-Bestimmung und Substitution der WTA. 

Des Weiteren sind die Gene für zwei Virulenzfaktoren, das delta-Hämolysin hld und den Fibrinogen-

Bindefaktor scc in S. aureus VC40 hochreguliert, im Kontrast zu S. aureus VC40R. Genauso zeigen zwei 

Teile der 5S ribosomalen RNA rrfB und rrfE eine gegensätzliche Expression in den Stämmen. 
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Tabelle 30 Analyse der RNA-seq Expressionsraten von S. aureus VC40 und S. aureus VC40R. Gleiche Expression liegt vor, 
wenn ein Gen in beiden Stämmen entweder hochreguliert (x>2), runterreguliert (x<0,5) oder gleich reguliert (0,5<x<2) ist. 
Eine veränderte Expression der Stufe 1 liegt vor, wenn ein Gen in einem Stamm hochreguliert (x>2) oder runterreguliert 
(x<0,5) und in dem anderen gleich reguliert (0,5<x<2) ist. Eine veränderte Expression der Stufe 2 liegt vor, wenn ein Gen in 
einem Stamm hochreguliert (x>2) und in dem anderen Stamm runterreguliert (x<0,5) ist. Die Expression bezieht sich auf 
den Elternstamm S. aureus RN4220∆mutS. 

 Gleiche Expression Veränderte Expression 

  Insgesamt Stufe 1 Stufe 2 

Gene 2156 346 329 17 

Prozent (%) 86,2 13,8 13,1 0,7 

 

Interessanterweise ist in S. aureus VC40 auch das mprF-Gen hochreguliert. Hier liegt ein H224Y 

Aminosäureaustausch im Protein vor. Das Protein überträgt Lysyl-Gruppen auf das membrange-

bundene Phosphatidylglycerol, welches einen Hauptfaktor für die Reduktion der negativen Ladung der 

Membran darstellt (Peschel et al., 2001). Im Cytochrom C-Assay hatte die Austauschmutante für dieses 

Gen, S. aureus MprF(VC40), keine geringere negative Ladung der Zelloberfläche (Abb. 30). Im 

Gegensatz zur Revertante S. aureus VC40R, sind in S. aureus VC40 viele Gene mit Verbindung zum 

Purin-Metabolismus (purQMNHD) runterreguliert. Ebenfalls runterreguliert ist das Gen folD, welches 

für ein Protein zur Synthese von 10-Formyl-Tetrahydrofolat kodiert. Dieses Molekül ist ein Kofaktor 

und wird von purN und purH in der Purin-Biosynthese verwendet (Gélinas et al., 2020). Obwohl die 

Expression von Genen des Purin-Metabolismus auch in anderen VISA verändert war, besteht wohl 

keine Verbindung zur Vancomycin-Empfindlichkeit (Fox et al., 2007). 

Tabelle 31 RNA-seq Expressionsraten für Gene mit entgegengesetzter Expression (Stufe 2) in den Stämmen S. aureus VC40 
und S. aureus VC40R. Die Expression bezieht sich auf den Elternstamm S. aureus RN4220∆mutS und ist nach gene locus tag 
geordnet (schwarz = hochreguliert; hellgrau = runterreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R 

Hypo. Protein SAOUHSC_00555 0,43 5,22 

Hypo. Protein SAOUHSC_00867 3,46 0,32 

dltA SAOUHSC_00869 3,10 0,34 

dltB SAOUHSC_00870 2,54 0,31 
dltC SAOUHSC_00871 2,44 0,28 

dltD SAOUHSC_00872 2,69 0,32 

folD SAOUHSC_01007 0,29 5,08 

purQ SAOUHSC_01012 0,48 3,09 

purM SAOUHSC_01015 0,27 2,04 

purN SAOUHSC_01016 0,26 2,36 

purH SAOUHSC_01017 0,28 2,97 

purD SAOUHSC_01018 0,43 8,58 

scc SAOUHSC_01115 2,14 0,50 

mprF SAOUHSC_01359 3,10 0,49 
hld SAOUHSC_02260 3,98 0,44 

rrfB SAOUHSC_R00012 4,95 0,27 

rrfE SAOUHSC_R00014 3,72 0,25 
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3.6 Charakterisierung der Virulenz 

Die abgeschwächte Virulenz ist ein weiteres phänotypisches Merkmal, welches in VISA-Stämmen 

verändert ist. Einerseits haben VISA-Stämme oftmals eine geringere bakterielle Fitness und sind im 

Wachstum eingeschränkt (Howden et al., 2014), jedoch konnte in einem Galleria mellonella Insekten-

model mit VISA- und VSSA-Stämmen die abgeschwächte Virulenz nicht allein dadurch erklärt werden 

(Peleg et al., 2009). Bei einem Vergleich von VISA-Stämmen und den zugehörigen VSSA-Stämmen in 

einem Mausmodel konnte eine geringe Infektiosität und eine schnellere Beseitigung von VISA-

Stämmen aus dem Blut gezeigt werden (Majcherczyk et al., 2008). Diese abgeschwächte Virulenz der 

VISA-Stämme gegenüber den Elternstämmen erfolgt durch eine veränderte Expression von Virulenz-

Genen, wie hla, agr, spa, sbi und clfB, und begünstigt eine persistierende Infektion im Gegensatz zu 

einer akuten Infektion (Cameron et al., 2017; Jin et al., 2020). Interessanterweise ist der VSSA-Stamm 

S. aureus RN4220∆mutS agr negativ, der daraus hervorgegangene VISA-Stamm S. aureus VC40 ist 

jedoch agr positiv. Der Stamm hat eine Insertion in agrA, wodurch dieses Gen repariert wird 

(Berscheid, 2013). 

3.6.1 Analyse der Biofilmbildung 

Für die Untersuchung der Biofilmbildung wurden 0,2 mL einer Übernachtkultur in ein Well einer 96-

Well-Platte mit flachem Boden gefüllt und eine weitere Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die 

Kultur aus der Platte entfernt und mehrmals mit PBS gewaschen, bevor der Biofilm mit Ethanol fixiert 

und mit Kristallviolett angefärbt wurde. Anschließend wurde die OD570 der Platte bestimmt und der 

Grad der Biofilmbildung berechnet. S. aureus RN4220 diente dabei als Positivkontrolle und S. carnosus 

als Negativkontrolle. Ein Bild der Platte ist im Anhang zu finden (Abb. 64). Die Grenzwerte der 

verschiedenen Biofilm-Kategorien basieren auf der Standardabweichung (σ) der Negativkontrolle. In 

Abbildung 55 ist zu sehen, dass neben der Positivkontrolle auch die Stämme S. aureus RN4220∆mutS 

und S. aureus NCTC8325 starke Biofilmbildner sind. Die Stämme S. aureus VC40 und S. aureus 137/93A 

produzieren hingegen keinen Biofilm. Damit unterscheiden sich diese Stämme signifikanten von den 

Vergleichsstämmen. Ein schwacher Biofilm wird von den Stämmen S. aureus VC40R, S. aureus 

VraS(VC40) und S. aureus 1450/94 gebildet. Der größte Kontrast in der Biofilmbildung ist zwischen S. 

aureus NCTC8325 und S. aureus VraS(VC40) zu erkennen. 
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Abbildung 55 Übersicht über die Biofilmproduktion verschiedener S. aureus Stämme anhand der Absorption von Kristall-
violett bei 570 nm in einer 96-Well-Platte. Die Abstufungen in der Biofilmproduktion basieren auf der Standardabweichung 
(σ) der Negativkontrolle (kein Biofilm OD<ODσ; schwacher Biofilm ODσ<OD<2xODσ; Biofilm 2xODσ<OD<4xODσ; starker 
Biofilm 4xODσ<OD; ODσ = 3 x σ + ODneg.). S. aureus RN4220 diente als Positivkontrolle und S. carnosus diente als 
Negativkontrolle. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei biologischen Replikaten (* p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005). 

3.6.2 Nachweis der Hämolyse-Aktivität 

Der accessory gene regulator (agr) ist ein transkriptioneller Regulator in S. aureus, der die Expression 

von Virulenz-Genen kontrolliert und als Quorum-sensing System fungiert. Es regelt zudem das Hämo-

lyse-Verhalten von S. aureus durch die positive Regulierung der hla-, hlb- und hld-Gene. Zuerst wird 

von AgrD ein autoinducing peptide (AIP) synthetisiert und durch AgrB und SpsB aus der Zelle trans-

portiert. Ab einem gewissen Schwellenwert an AIP wird die membrangebundene Histidin-Kinase AgrC 

aktiviert, wodurch diese den Regulator AgrA phosphoryliert. AgrA bindet an einen Promotor und führt 

zu der Transkription von RNAIII. Dieses Transkript ist ein posttranskriptioneller Effektor und beeinflusst 

mRNA-Stabilität und Translation einiger Virulenz-Gene und hemmt den transkriptionellen repressor of 

toxins (rot) Regulator (Thoendel et al., 2011). 

Für die Untersuchung der Hämolyse wurde der Stamm S. aureus RN4220 horizontal auf einer Colum-

bia-Blutagarplatte ausgestrichen. Dieser Stamm produziert nur β-Hämolysin. Die anderen Stämme 

wurden vertikal zu S. aureus RN4220 ausplattiert. Die drei Hämolysine aus Staphylokokken konnten 

aufgrund von ihrer Interaktion identifiziert werden, da β-Hämolysin die Lyse von δ-Hämolysin verstärkt 

und von α-Hämolysin hemmt. Außerdem zeigt die Produktion von δ-Hämolysin auch eine Aktivität des 

agr-Operons an. Die Platte mit den Stämmen ist im Anhang zu sehen (Abb. 65). Aufgrund des 
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reduzierten Wachstums der beiden VISA-Stämme wurde die Platte zwei Tage inkubiert.  Es zeigt sich, 

dass S. aureus RN4220∆mutS nur β-Hämolysin bildet, da dieser Stamm agr negativ ist (Tab. 32). Die 

Stämme S. aureus VC40 und S. aureus VC40R sind beide agr positiv und produzieren α-, β- und δ-

Hämolysin. Hierbei ist zu beachten, dass S. aureus VC40R eine geringere β-Hämolyse als die anderen 

Stämme hat. 

Tabelle 32 Analyse der agr-Funktion durch das Hämolyse-Verhalten auf Columbia-Blutagar mit dem Indikatorstamm S. 

aureus RN4220. Die Hämolyse basiert auf der Expression von δ-Hämolysin, welches unter der Kontrolle von agr steht.  

Stamm agrA-Gen Hämolysin Agr-Funktion 

RN4220∆mutS - β - 

VC40 + α, β, δ + 

VC40R + α, (β), δ + 

3.6.3 Quantifizierung des Carotinoid-Gehalts 

Staphyloxanthin ist ein orange-gelbes Carotinoid, das innerhalb von S. aureus als biologisches Anti-

oxidans gegen oxidativen Stress wirkt und vor der menschlichen, angeborenen Immunantwort schützt 

(Clauditz et al., 2006). Für die Messung des Carotinoid-Gehalts wurde eine Übernachtkultur 

 

 

Abbildung 56 Unterschiede im Carotinoid-Gehalt der verschiedenen S. aureus Stämme. S. aureus RN4220∆mutS (OD462 

0,005) wurde auf 100 % gesetzt und alle anderen Stämme in Relation dazu abgebildet. Dargestellt ist der Mittelwert aus 
drei biologischen Replikaten (* p<0,05; *** p<0,0005). 

geerntet und die Tetraterpene wurden durch Methanol aus den Zellen isoliert. Danach wurde die 

Absorption bei 462 nm, dem Absorptionsmaximum von Staphyloxanthin, gemessen. Das Ergebnis ist 
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in vorangegangener Abbildung 56 dargestellt, wobei die Absorption von S. aureus RN4220∆mutS 

(OD462 0,005) auf 100 % gesetzt wurde und alle anderen Stämme dazu in Relation gesetzt wurden. Es 

ist zu sehen, dass alle VISA-Stämme einen geringeren Anteil an Staphyloxanthin aufweisen als die 

jeweiligen Kontrollstämme. Für die Stämme S. aureus VraS(VC40) mit 100 % und S. aureus 137/93A 

mit 323 % ist dieser Unterschied statistisch signifikant. Die beiden klinischen Stämme S. aureus 

1450/94 (664 %) und S. aureus 137/93A besitzen den größten Anteil an Carotinoiden. 

3.7 Charakterisierung der Antibiotika-Empfindlichkeit 

Im Jahr 2006 hat die CLSI die Abstufungen der MHK für Vancomycin angepasst. Dementsprechend wird 

ein S. aureus Stamm mit einer MHK für Vancomycin von 4 – 8 µg/mL als VISA klassifiziert. Unterhalb 

dieses Limits sind Staphylokokken als VSSA eingeteilt. Oberhalb einer MHK von 8 µg/mL Vancomycin 

werden S. aureus Stämme als VRSA betrachtet (McGuinness et al., 2017). Die in dieser Arbeit 

verwendeten Stämme sind folgendermaßen eingeteilt in VSSA (S. aureus RN4220∆mutS, S. aureus 

NCTC8325, S. aureus 1450/94), VISA (S. aureus VC40R, S. aureus VraS(VC40), S. aureus 137/93A) und 

VRSA (S. aureus VC40). Da nur Stämme mit vanA-Gen in die VRSA-Gruppe eingeteilt werden und keiner 

der Stämme dieses Gen besitzt, wird S. aureus VC40 als VISA betrachtet. Die Bestimmung der 

Vancomycin-MHK in einer 96-Well-Polystyren-Mikrotiterplatte wurde nach EUCAST- und CLSI-

Richtlinien durchgeführt. 

3.7.1 Untersuchung der Synergie zwischen Vancomycin und 

Tunikamycin 

Wie in der Einleitung beschrieben, hemmt Vancomycin die Zellwandbiosynthese durch Bindung der D-

Ala-D-Ala-Enden der Peptidseitenketten, sodass eine Quervernetzung der Mureinstränge verhindert 

wird (Howden et al., 2010). Aufgrund einer möglichen Verbindung zwischen den Wandteichonsäuren 

in der Zellwand und der Vancomycin-Empfindlichkeit wurde eine Schachbrett-MHK mit zwei 

Antibiotika, Vancomycin und Tunikamycin, durchgeführt. Tunikamycin in subinhibitorischen 

Konzentrationen hemmt TarO. Dieses Protein ist der essenzielle, erste Schritt in der WTA-Biosynthese. 

In höheren Konzentrationen inhibiert Tunikamycin auch das Enzym MraY, welches in der 

Peptidoglykan-Biosynthese involviert ist (Pasquina et al., 2013). Genaugenommen ist Tunikamycin eine 

Mischung aus hauptsächlich vier Homologen, die sich in der Länge der Fettsäure unterscheiden. Es 

wurde eine Charge bestehend aus 8,57 % Tunikamycin A, 29,91 % Tunikamycin B, 47,91 % Tunikamycin 
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C und 12,18 % Tunikamycin D verwendet. In Abbildung 57 ist das Ergebnis der MHK dargestellt. Hierbei 

sind pro Stamm 8 Konzentrationen an Tunikamycin (0 – 32 µg/mL) aufgelistet und jeder Balken stellt 

die jeweilige Vancomycin-MHK dar. Es ist zu sehen, dass die Tunikamycin-Konzentration für die 

Stämme S. aureus RN4220∆mutS und S. aureus 137/93A keine Auswirkung auf die Vancomycin-MHK 

hat. Die drei anderen VISA-Stämme zeigen mit steigender Tunikamycin-Konzentration eine höhere 

Vancomycin-Empfindlichkeit. So sank die Vancomycin-MHK von S. aureus VC40 von 32 µg/mL bei 0 

µg/mL Tunikamycin auf 16 µg/mL (0,5 µg/mL Tunikamycin), 2 µg/mL (1 µg/mL Tunikamycin) und 

schließlich <0,25 µg/mL (4 µg/mL Tunikamycin). Die Vancomycin-MHK von <0,25 µg/mL bedeutet, dass 

nur in der Positivkontrolle ohne Antibiotikum Wachstum zu beobachten war. Alle Labor-VISA-Stämme 

fallen mit der Zugabe von 1 µg/mL Tunikamycin in die VSSA-Kategorie (2 µg/mL Vancomycin-MHK). Die 

Tunikamycin-MHK der Stämme S. aureus RN4220∆mutS (>64 µg/mL), S. aureus VC40 (16 µg/mL), S. 

aureus VC40R (4 µg/mL), S. aureus VraS(VC40) (0,5 µg/mL), S. aureus 137/93A (>64 µg/mL) wurde 

ebenfalls bestimmt. Hierbei fällt auf, dass der Stamm S. aureus VraS(VC40) eine höhere Konzentration 

an Tunikamycin in Kombination mit Vancomycin toleriert, insgesamt aber die Vancomycin-MHK 

abnimmt. 

 

 
Abbildung 57 Darstellung der Vancomycin-MHK für die Stämme S. aureus RN4220∆mutS, S. aureus VC40, S. aureus VC40R, 
S. aureus VraS(VC40) und S. aureus 137/93A in MH-Medium unter verschiedenen Tunikamycin-Konzentrationen (µg/mL). 

 

Anhand der Schachbrett-MHK kann man die Synergie zwischen den Antibiotika mithilfe des fraktio-

nellen Hemmungskonzentrations-Index (FIC-Index) bestimmen. Der Index wird nach einer Formel 
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berechnet, in der jeweils die einzelnen MHKs der Antibiotika, sowie die Kombination der Antibiotika 

einbezogen werden. Für die getesteten Stämme ist der FIC-Index in folgender Tabelle aufgelistet 

 

Tabelle 33 Fraktionaler Hemmungskonzentrations-Index (FIC-Index) für Vancomycin und Tunikamycin zur Untersuchung 
von Synergie (FIC Index ≤0,5) gegen S. aureus RN4220∆mutS, S. aureus VC40, S. aureus VC40R, S. aureus VraS(VC40) und S. 

aureus 137/93A. 

Stamm FIC-Index 

RN4220∆mutS 2 
VC40 0,125 

VC40R 0,5 

VraS(VC40) 0,75 

137/93A 2 

 

(Tab. 33). Es zeigt sich für die VISA-Stämme S. aureus VC40 (0,125 FIC-Index) und S. aureus VC40R (0,5 

FIC-Index) ein Synergismus der beiden Antibiotika. Für S. aureus VraS(VC40) mit einem FIC-Index von 

0,75 ist ein additiver Effekt zu beobachten. Bei den beiden anderen Stämmen hat die Antibiotika-

Kombination keinen Einfluss. 

3.7.2 Untersuchung der Kongorot-MHK 

Es konnte von Suzuki et al., (2012) gezeigt werden, dass S. aureus Zellen vor Azo-Farbstoffen, wie 

Kongorot, durch Wandteichonsäuren geschützt werden. Die Deletion von tarO, dem ersten Enzym in 

der WTA-Biosynthese, führte zu einer Abnahme der MHK von >1024 µg/mL auf 2 – 4 µg/mL. Kongorot 

inhibiert dabei die LTA-Synthase LtaS. Die Inhibition der LTA-Synthese ist dabei nur in WTA-negativen 

Stämmen letal, da in S. aureus mindestens ein Zellwandpolymer, entweder WTA oder LTA, zum 

Überleben nötig ist (Vickery et al., 2018). Die Tabelle 34 zeigt, dass fast alle Stämme die maximale 

 

Tabelle 34 MHK verschiedener S. aureus Stämme gegen Kongorot (µg/mL) in BHI- und MH-Medium nach 48 h.  

Stamm BHI MH 

RN4220∆mutS >1024 >1024 

VC40 256 128 

VC40R >1024 >1024 
NCTC8325 >1024 >1024 

VraS(VC40) >1024 >1024 

1450/94 >1024 >1024 

137/93 >1024 >1024 
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MHK von >1024 µg/mL erreichen. Ausgenommen ist davon der Stamm S. aureus VC40, der nur eine 

Kongorot-MHK von 256 µg/mL in BHI-Medium erreicht. Für diesen Stamm kann es demnach zu einer 

Veränderung der WTA gekommen sein, sodass diese das Bakterium weniger vor Kongorot schützen. 

Des Weiteren wurde die Kongorot-MHK auch von den Überexpressions-Stämmen für die WTA-

Glykosylierung getestet, S. aureus RN4220∆tarM∆tarS, S. aureus pTX15, S. aureus pTtarM und S. 

aureus pTtarS. Für alle diese Stämme lag die Kongorot-MHK bei >1024 µg/mL in BHI- und MH-Medium, 

mit und ohne 0,5 % Xylose. 

3.7.3 Untersuchung der Vancomycin-MHK der 

Überexpressionsstämme 

Die Labor-VISA-Stämme S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) weisen eine Überexpression des 

vraSR-TCS auf und der klinische VISA S. aureus 137/93A besitzt eine erhöhte Expression des walRK-TCS 

aufgrund eines IS256-Elementes in der Promotorregion. Der Einfluss einer Überexpression dieser zwei 

TCS auf die Vancomycin-MHK wurde mithilfe des pTX15 Vektors in dem S. aureus NCTC8325 Stamm 

weiter untersucht. Dazu wurden beide Systeme in den Vektor eingebracht und die MHK unter Zugabe 

von 0,5 % Xylose in MH- und BHI-Medium bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 35 dargestellt. Der 

Kontrollstamm S. aureus NCTC8325, sowie der Stamm mit dem Leervektor S. aureus pTX15 haben eine 

Vancomycin-MHK von 2 µg/mL in BHI. Der Stamm für die Überexpression des vraSR-

Zweikomponentensystems S. aureus pTvraSR, sowie der Stamm der zusätzlich noch das akzessorische 

vraT in pTX15 besitzt, S. aureus pTvraTSR, besitzen die gleiche Vancomycin-MHK wie die Kontrollen, 

unabhängig von der Zugabe von Xylose. Einzig der Stamm S. aureus pTvicA, mit dem Vektor für die 

Überexpression von walRK, zeigt unter Zugabe von Xylose eine leicht höhere Vancomycin MHK von 2 

– 4 µg/mL in BHI-Medium. In MH-Medium ergibt sich ein ähnliches Bild.  

Tabelle 35 MHK verschiedener S. aureus Überexpressionsstämme für die vraSR-, vraTSR- und walRK-TCS gegen Vancomycin 
(µg/mL) in BHI- und MH-Medium nach 48 h (+ = mit 0,5 % Xylose). 

Stamm BHI MH 

NCTC8325 2 1-2 

pTX15 2 1-2 
pTX15 + 2 1-2 

pTvicA 2 1-2 

pTvicA + 2-4 2 

pTvraSR 2 1-2 

pTvraSR + 2 1-2 

pTvraTSR 2 1-2 

pTvraTSR + 2 1-2 
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Zusätzlich zu der MHK in einer 96-Well-Polystyren-Mikrotiterplatte wurde von den Stämmen S. aureus 

pTX15, S. aureus pTvicA und S. aureus pTvraTSR auch die Vancomycin-Empfindlichkeit auf einer 

Gradientenplatte getestet. In der Gradientenplatte steigt die Vancomycin-Konzentration (6 µg/mL) von 

links nach rechts an, sodass Stämme, die weiter nach rechts wachsen, eine geringere Vancomycin-

Empfindlichkeit haben. Dabei können nur Stämme auf einer Gradientenplatte miteinander verglichen 

werden. In Abbildung 58 ist die Gradientenplatte dargestellt. Der Stamm S. aureus pTvicA wächst bei 

höheren Konzentrationen als die anderen Stämme und bestätigt damit seine geringere Vancomycin-

Empfindlichkeit aufgrund der Überexpression von walRK. 

 

 
Abbildung 58 Gradienten-MHK für Vancomycin (6 µg/mL) der S. aureus Überexpressionsstämme in BHI-Medium mit 
Tetrazyklin (25 µg/mL) und Xylose (0,5 %). Das Wachstum der Kontrolle S. aureus pTX15 ist mit einem Balken markiert. 

 

Da das Glykosylierungsmuster beziehungsweise die Glykosylierung der Wandteichonsäuren sich sig-

nifikant zwischen VISA und VSSA unterscheidet, wurde die Vancomycin-MHK auch für die dafür rele-

vanten Überexpressionsstämme getestet. Der Kontrollstamm S. aureus RN4220∆tarM∆tarS besitzt nur 

Wandteichonsäuren ohne Glykosylierung. Dementsprechend verfügt der Stamm S. aureus pTtarM nur 

über α-GlcNAc und der Stamm S. aureus pTtarS nur über β-GlcNAc an den WTA. Die Ergebnisse sind in 

Tabelle 36 aufgelistet. Insgesamt gibt es einen leichten Anstieg der Vancomycin-MHK auf 2 µg/mL in 

BHI-Medium. Dieser ist jedoch unabhängig von der Expression durch Zugabe von 0,5 % Xylose und 

auch in der Negativkontrolle mit Leervektor S. aureus pTX15 vorhanden.  

Tabelle 36 MHK verschiedener S. aureus Überexpressionsstämme für die Glykosylierung der Wandteichonsäuren gegen 
Vancomycin (µg/mL) in BHI- und MH-Medium nach 48 h (+ = mit 0,5 % Xylose). 

Stamm BHI MH 

RN4220∆tarM∆tarS 1 0,5 

pTX15 2 0,5-1 

pTX15 + 2 0,5-1 

pTtarM 2 0,5-1 

pTtarM + 2 0,5-1 

pTtarS 2 0,5-1 

pTtarS + 2 0,5-1 
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3.7.4 Untersuchung der Vancomycin-MHK der Mutanten mit 

einem Allel-Austausch 

Neben den Überexpressionsstämmen wurden auch Stämme mit einem Allel-Austausch basierend auf 

den Mutationen in S. aureus VC40 durch eine Vancomycin-MHK untersucht. Die verschiedenen Allel-

Austausche in S. aureus NCTC8325 wurden mithilfe des pMAD-Vektors durchgeführt. Insgesamt wur-

den 17 Mutationen (vgl. Tab. 42 und 44), die zu einem veränderten Protein führen, aus S. aureus VC40 

ausgesucht und für 11 Mutationen konnte der Austausch erfolgreich durchgeführt werden. Die 

Vancomycin-MHK dieser Stämme ist in Tabelle 37 dargestellt. Für keinen Stamm konnte eine Erhöhung 

der Vancomycin-MHK von zwei Verdünnungsstufen gezeigt werden. Demnach ist der mögliche Einfluss 

dieser einzelnen Mutation auf die Vancomycin-Empfindlichkeit gering. Nur drei Stämme S. aureus 

VraG(VC40), S. aureus AraC(VC40) und S. aureus LexA(VC40) konnten sowohl in BHI- als auch in MH-

Medium teilweise eine Vancomycin-MHK von 4 bzw. 2 µg/mL vorweisen. 

 

Tabelle 37 MHK verschiedener S. aureus Austauschmutanten gegen Vancomycin (µg/mL) in BHI- und MH-Medium nach 48 
h. 

Stamm BHI MH 

NCTC8325 2 1-2 

ModA(VC40) 2 1 

RelP(VC40) 2 1-2 

LacE(VC40) 2 1 

MraZ(VC40) 2 1 

VraG(VC40) 2-4 1-2 
AraC(VC40) 2-4 1-2 

NsaR(VC40) 2-4 1 

LexA(VC40) 2-4 1-2 

RecD(VC40) 2-4 1 

ClpX(VC40) 2 1 

MprF(VC40) 2 1 

 

Von zwei dieser Stämme, S. aureus MprF(VC40) und S. aureus ClpX(VC40), wurde ebenfalls eine Be-

stimmung der Vancomycin-Empfindlichkeit mittels Gradientenplatte durchgeführt (Abb. 59). Beide 

bleiben im Wachstum hinter der Kontrolle S. aureus NCTC8325 und der Positivkontrolle S. aureus 

VraS(VC40) zurück. 
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Abbildung 59 Gradienten-MHK für Vancomycin (6 µg/mL) der S. aureus Austauschmutanten in BHI-Medium. Das Wachs-
tum der Kontrolle S. aureus NCTC8325 ist mit einem Balken markiert.  

Ebenfalls wurden beide Stämme auf die Empfindlichkeit gegenüber Daptomycin getestet. VISA-

Stämme haben oft eine Kreuzresistenz gegen Daptomycin (Cafiso et al., 2012). In der Tat ist der Stamm 

S. aureus VC40 Daptomycin resistent mit einer MHK von 4 µg/mL (Berscheid, 2013). Ebenfalls ist eine 

Resistenz gegen Daptomycin oftmals mit Mutationen in mprF assoziiert (Mishra et al., 2009). Wie in 

Tabelle 38 abzulesen, ist für S. aureus ClpX(VC40) und S. aureus MprF(VC40) allerdings keine niedrigere 

Daptomycin-Empfindlichkeit festzustellen.  

 

Tabelle 38 MHK verschiedener S. aureus Austauschmutanten gegen Daptomycin (µg/mL) in BHI- und MH-Medium nach 
48 h. 

Stamm BHI MH 

NCTC8325 0,5 0,25 

ClpX(VC40) 0,5 0,25 
MprF(VC40) 0,5 0,25 

3.7.5 Untersuchung des Einflusses von Salzstress auf die 

Vancomycin-MHK 

Innerhalb der Untersuchung zum Glykosylierungsmuster der Wandteichonsäuren der verschiedenen 

Stämme konnte gezeigt werden, dass S. aureus VC40 sowohl α- als auch β-GlcNAc an den WTA besitzt, 

die verwandten Stämme S. aureus RN4220∆mutS und S. aureus VC40R jedoch nur über α-GlcNAc 

verfügen. Die Analyse der Überexpressionsstämme für die jeweiligen Zucker S. aureus pTtarS und S. 

aureus pTtarM zeigten keine Auswirkung auf die Vancomycin-MHK (Tab. 36). In einem weiteren 

Experiment wurde überprüft, ob die erhöhte Expression von tarM bzw. die Kombination von α- als 
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auch β-Glykosylierung in den Stämmen einen Effekt auf die Vancomycin-MHK zeigt. Dazu wurde die 

MHK unter Salzstress-Bedingungen mit 4 % NaCl durchgeführt. Mistretta et al., (2019) konnten zeigen, 

dass Salzstress zu einem bevorzugten Einbau von β-GlcNAc in WTA führte, in Stämmen, die beide Gene 

besaßen. Dies konnte in dieser Arbeit durch eine NMR-Analyse der WTA aus S. aureus VC40R inkubiert 

in Medium mit 4 % NaCl bestätigt werden. Die Vancomycin-MHK der Stämme sind in Tabelle 39 für 

BHI- und MH-Medium mit und ohne Salz aufgezeigt. In der Tat verringerte sich die Vancomycin-

Empfindlichkeit von S. aureus VC40R mit der Zugabe von Salz dramatisch. Die MHK des Stammes steigt 

in beiden Medien um drei Stufen von 4 µg/mL auf 32 µg/mL in BHI und von 2 µg/mL auf 16 µg/mL in 

MH. Damit erreicht der S. aureus VC40R in MH-Medium die gleiche Vancomycin-MHK wie der VISA-

Stamm S. aureus VC40. Alle anderen Stämme zeigen keine Veränderung in der MHK in Bezug zum 

Salzstress.  

 

Tabelle 39 MHK verschiedener S. aureus Stämme gegen Vancomycin (µg/mL) in BHI- und MH-Medium unter Salzstress (4 
% NaCl) nach 48 h (n.d. = nicht bestimmt). 

Stamm BHI BHI + 4 % NaCl MH MH + 4 % NaCl 

RN4220∆mutS 2 2 1 1 

VC40 64 64 16 16 
VC40R 4 32 2 16 

NCTC8325 2 n.d. 1-2 n.d. 

VraS(VC40) 4 4 4 4 
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4 Diskussion 

Staphylococcus aureus ist ein ubiquitär verbreitetes Bakterium, das viele Säugetiere und andere Tier-

klassen besiedelt und als fakultativ pathogener Erreger zu opportunistischen Infektionen führt 

(Gatermann und Miksits, 2009). Laut einer Studie an nicht-hospitalisierten Erwachsenen aus Deutsch-

land, sind 40 % der Probanden mit S. aureus kolonialisiert, davon 0,7 % mit MRSA (Becker et al., 2017). 

Erfreulicherweise sinkt die Zahl der nosokomial erfassten MRSA-Infektionen seit einigen Jahren. Nach 

dem nationalen Surveillance-Netzwerk ARS (Antibiotika-Resistenz-Surveillance) des Robert Koch-

Instituts lag S. aureus 2019 mit 284,447 Nachweisen in Proben von stationären Patienten (insgesamt 

8,7 %) auf Platz 2 der Erregerliste, hinter Escherischia coli. Methicillin-resistente S. aureus machten 10 

% von dieser Menge aus (24,2 % in 2009). Als Behandlung von MRSA ist die Therapie mit Glykopeptid-

Antibiotika, vor allem Vancomycin, Standard (Fille et al., 2009). Vancomycin inhibiert die Zellwand-

Biosynthese durch eine irreversible Bindung an D-Alanyl-D-Alanin des Pentapeptides von Lipid II. Seit 

der Entdeckung der ersten S. aureus Stämme mit reduzierter Vancomycin-Empfindlichkeit in den 90er 

Jahren hat deren Anzahl aufgrund des gestiegenen Einsatzes von Vancomycin zugenommen. Aktuell 

haben sich aus ökonomischen Gründen viele große Pharmafirmen aus der Antibiotika-Entwicklung 

zurückgezogen, wodurch das Problem resistenter Stämme in Zukunft weiter zunehmen wird. Aufgrund 

der heterogenen Entwicklung der VISA-Stämme ist es wichtig die verschiedenen, vanA-unabhängigen 

Mechanismen, die zu einer reduzierten Vancomycin-Empfindlichkeit führen, zu erforschen. In dieser 

Arbeit sollten der VISA-Laborstamm S. aureus VC40 (MHK 64 µg/mL) und einige verwandte Stämme, 

S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) (beide MHK 4 µg/mL), sowie ein klinischer VISA-Stamm S. 

aureus 137/93A (MHK 8 µg/mL) charakterisiert werden. Hierbei lag der Fokus auf der Zellwand und 

speziell auf dem Zellwand-Polymer der Wandteichonsäuren. 

4.1 Die bakterielle Zellhülle von Staphylococcus aureus 

als zentraler Faktor in der verringerten Vancomycin-

Empfindlichkeit der VISA-Stämme 

Das zentrale und wichtigste Merkmal von S. aureus Stämmen im Zusammenhang mit der Reduktion 

der Vancomycin-Empfindlichkeit stellt die Zellwand dar. Eine erhöhte Zellwanddicke ist den meisten 

beschriebenen VISA gemein (Hanaki et al., 1998a; Komatsuzawa et al., 2002; Cui et al., 2003; Reipert 

et al., 2003; Sieradzki und Tomasz, 2003; Howden et al., 2006; Mishra et al., 2009; Cui et al., 2010; 
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Gardete et al., 2012; Berscheid et al., 2014; Baek et al., 2017; Kuroda et al., 2019; Zhu et al., 2021). 

Dabei korreliert die Zellwanddicke mit der Vancomycin-MHK (Cui et al., 2000; Cui et al., 2003). Auch 

bei den hier charakterisierten Stämmen S. aureus VC40 (62,36 nm, WT 16,97 nm), S. aureus VC40R 

(55,03 nm), S. aureus VraS(VC40) (38,25 nm, WT 16,71 nm) und S. aureus 137/93A (35,6 nm) konnte 

mittels Transmissionselektronenmikroskopie ein größerer Zellwanddurchmesser bestätigt werden 

(Berscheid et al., 2014; Berscheid, 2013; Reipert et al., 2003). 

Neben der Zellwanddicke ist auch der Gehalt an freien D-Ala-D-Ala-Resten von Lipid II und Peptido-

glykan-Pentapeptiden in der Zellwand ausschlaggebend für die Vancomycin-Empfindlichkeit. Dem-

entsprechend zeigen viele VISA-Stämme eine geringere Quervernetzung des Peptidoglykans und damit 

mehr freie D-Ala-D-Ala-Enden, die Zielstruktur von Vancomycin (Sieradzki und Tomasz, 1997; Hanaki 

et al., 1998b; Komatsuzawa et al., 2002; Sieradzki und Tomasz, 2003; Reipert et al., 2003). Eine 

reduzierte Quervernetzung führt dabei auch zu einer höheren Elastizität der Zellwand (Loskill et al., 

2014). Normalerweise besitzen S. aureus Stämme eine Quervernetzung von 80 – 90 % (Howden et al., 

2010; Hiramatsu et al., 2014). Mittels einer UPLC-Analyse des PGN konnte für S. aureus VC40 eine stark 

verringerte Quervernetzung festgestellt werden. Für die beiden anderen VISA-Stämme S. aureus 

VC40R und S. aureus VraS(VC40) wurde hingegen kein signifikanter Unterschied zu den jeweiligen 

Kontrollstämmen S. aureus RN4220ΔmutS und S. aureus NCTC8325 entdeckt. Reipert et al., (2003) 

konnten zeigen, dass auch der klinische VISA S. aureus 137/93A eine geringe Quervernetzung des PGN 

aufweist (65,9 %). In dieser Arbeit lag der Aufreinigung und Analyse jedoch eine andere Methode 

zugrunde, weswegen die Werte nicht direkt vergleichbar sind. Die Kombination aus erhöhter 

Zellwanddicke und geringer Quervernetzung führt zu einer erhöhten Adsorption von Vancomycin an 

die Zellwand. Dies wurde in einem Vancomycin Bindungs-Assay für die Stämme belegt. S. aureus VC40 

absorbierte die höchste Konzentration an Vancomycin aus dem Medium, gefolgt von S. aureus VC40R. 

Die Stämme S. aureus VraS(VC40) und S. aureus 137/93A banden nur geringfügig mehr Vancomycin als 

die Kontrollstämme, wobei der Unterschied zwischen S. aureus 137/93A und S. aureus 1450/94 nicht 

signifikant war. Daher scheint der Zellwanddurchmesser einen größeren Einfluss auf die 

Bindekapazität zu haben als die Quervernetzung. Insgesamt führt die Bindung von Vancomycin an 

nicht-letale Zielstrukturen, also solche außerhalb der Teilungssepte, zu einer geringeren Diffusion des 

Antibiotikums innerhalb der Zellwand, auch „Clogging-Effekt“ genannt (Cui et al., 2000; Cui et al., 

2006a; Pereira et al., 2007). 

Die ausgeprägte Quervernetzung der Mureinstränge in Staphylococcus aureus wird durch die Hydro-

lyse des endständigen D-Ala des Pentapeptides und eine nachfolgende Verknüpfung mit der Glycin-

Peptidbrücke eines weiteren Pentapeptides durch PBP4 ermöglicht (Maya-Martinez et al., 2018). Da-

bei kooperiert PBP4 stark mit PBP2 (Leski und Tomasz, 2005). Die geringe Quervernetzung des 

Stammes S. aureus 137/93A kann durch die Abwesenheit von PBP4 in der Zellwand erklärt werden, 
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welche jedoch nicht auf einer Mutation innerhalb des Gens oder des Promotors beruht (Reipert et al., 

2003). Mehrere andere klinische VISA-Stämme weisen ebenfalls eine reduzierte oder nicht detektier-

bare Aktivität von PBP4 auf, ohne dass eine Mutation im Gen oder den angrenzenden Regionen 

nachweisbar sind (Finan et al., 2001; Sieradzki und Tomasz, 2003). Eine Plasmid-induzierte Expression 

von PBP4 führt in einigen VISA-Isolaten zu einer höheren Vancomycin-Empfindlichkeit (Finan et al., 

2001). Der genaue Mechanismus hinter der verringerten Aktivität von PBP4 in diesen Stämmen ist 

nicht geklärt. In S. aureus VC40 waren pbp4 und dessen Promotor ebenfalls intakt. Dazu war PBP4 auch 

in der Zellmembran mittels Bocillin-FL nachweisbar. Interessanterweise zeigte sowohl ein Microarray 

(Berscheid, 2013) als auch die RNA-seq für diesen Stamm eine hochregulierte Expression von PBP4, die 

in den anderen VISA-Stämmen nicht vorhanden war. In der UPLC-Analyse für S. aureus VC40 war 

hingegen nach dem Verdau mit Mutanolysin keine oligomere Disaccharidpeptid-Fraktion („hump“), 

die charakteristisch für PBP4-Aktivität ist (Hamilton et al., 2017), zu erkennen. Komatsuzawa et al., 

(2002) konnten bei dem VISA-Laborstamm S. aureus COL-VR1 (MHK 16 µg/mL) ebenfalls eine geringe 

Quervernetzung des PGN mit vorhandenem PBP4 in der Membran-Fraktion nachweisen. Anscheinend 

wurde die Aktivität von PBP4 in S. aureus VC40 posttranslational reduziert und folgte nicht dem 

gleichen Muster, wie die oben besprochenen klinischen VISA-Isolate. 

Neben der Aktivität des Enzyms PBP4 ist die Quervernetzung auch abhängig von den Substraten im 

Peptidoglykan. So führen Mutationen in den Genen femA und femB, verantwortlich für die Synthese 

der letzten vier Glycine in der Pentaglycinbrücke, oft zu einer Reduktion der Quervernetzung und 

folglich zu einer Schwächung der Zellintegrität (Stranden et al., 1997; Monteiro et al., 2019). Dabei 

erfolgt die Quervernetzung durch PBP4 exklusiv mit der Pentaglycin-Querbrücke, anders als bei PBP2, 

welches auch kürzere Glycinbrücken mit der Peptidseitenkette innerhalb des PGN bildet (Srisuknimit 

et al., 2017). Ebenfalls wurden femAB-Mutanten mit einem pseudomultizellulären Phänotyp, mit di-

ckerer Zellwand und anomalen Septen, beschrieben (Henze et al., 1993; Sharif et al., 2009). Einen 

Phänotyp mit dicker Zellwand zeigt auch S. aureus VC40 im Transmissionselektronenmikroskop, jedoch 

ohne anomale Septen (Berscheid et al., 2014). Im Fall von S. aureus VC40 und S. aureus VC40R waren 

femA und femB runterreguliert im Microarray (Berscheid, 2013) und der RNA-seq. Entsprechend 

könnte zu mindestens die geringere Quervernetzung von S. aureus VC40 zum Teil auf kürzere Glycin-

Querbrücken an der Peptidseitenkette zurückgehen.   

Der VISA-Stamm S. aureus Mu50 produziert eine erhöhte Konzentration von Glutamin-nicht-

amidierten Muropeptid in seinem Peptidoglykan (Hanaki et al., 1998b), basierend auf einem möglichen 

Glutamin-Mangel (Cui et al., 2000). Anscheinend führt die erhöhte Synthese des Peptidoglykan durch 

eine größere Aktivität von GlmS, welches Fruktose-6-Phosphat in Glucosamin-6-Phosphat umwandelt, 

unter Verwendung von Glutamin als Ammonium-Quelle, zu diesem Mangel. Cui et al., (2000) konnten 

des Weiteren zeigen, dass nicht-amidiertes PGN in S. aureus Mu50 ein schlechtes Substrat für 
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Transpeptidasen darstellt. Dadurch ergibt sich auch eine geringere Quervernetzung. Eine erhöhte 

Expression von glmS konnte auf der Transkriptom-Ebene für S. aureus VraS(VC40) festgestellt werden, 

nicht jedoch für S. aureus VC40 und S. aureus VC40R. Im Gegenteil schienen die beiden VISA-Stämme 

das Gen nur reduziert zu exprimieren. Ebenfalls ist die Affinität von nicht-amidiertem Muropeptid zu 

Vancomycin geringer als von amidiertem Muropeptid (Hanaki et al., 1998b; Cui et al., 2000). Eine 

solche Verschiebung von amidierten Monomeren zu nicht-amidierten Monomeren im PGN traf auf die 

hier untersuchten VISA-Stämme wahrscheinlich nicht zu. Die UPLC-Analyse des Peptidoglykans ergab 

keinen Hinweis darauf, wobei die Qualität der Spektren unzureichend für eine genaue quantitative 

Aussage war und keine Massenspektrometrie der Fragmente durchgeführt wurde. Zudem erfolgt die 

Amidierung des Pentapeptides von Lipid II innerhalb der Zelle an der Zellwand mittels MurT und GatD 

(Münch et al., 2012; Figueiredo et al., 2012). Die Gene waren in der RNA-seq-Analyse in S. aureus VC40 

(gatD) und in S. aureus VC40R (murT und gatD) hochreguliert. Für keines der beiden Gene war dies der 

Fall in S. aureus VraS(VC40). 

Neben der Amidierung des Peptidoglykans, ist die Aktivität der PBPs auch von der Funktion von PrsA 

abhängig. PrsA ist ein posttranslationaler Chaperon-ähnlicher Faktor, welcher die korrekte Faltung von 

Proteinen unterstützt und mit der Verringerung der Glykopeptid-Empfindlichkeit assoziiert ist (Mwangi 

et al., 2007; Jousselin et al., 2012). Das prsA-Gen liegt dabei innerhalb des vraSR-Regulons in S. aureus, 

scheint aber auch durch das WalRK-TCS reguliert zu werden (McAleese et al., 2006; Delaune et al., 

2012). In S. aureus VC40 weist prsA eine Leserahmenverschiebung auf, die zu einem Verlust von 85 % 

des Proteins führt (Berscheid, 2013). Es konnte von Hyyryläinen et al., (2010) gezeigt werden, dass eine 

prsA Null-Mutation in Bacillus subtilis zu instabilen PBP1, PBP2, PBP3 und PBP4 führt, wodurch auch 

die Quervernetzung des Peptidoglykans verringert wurde. Ein solcher Effekt der prsA-Mutation in S. 

aureus VC40 ist ebenfalls möglich. Allerdings wies S. aureus VC40R die gleiche Mutation auf und besaß 

eine ähnliche Quervernetzung zu S. aureus RN4220ΔmutS. Die morphologischen Veränderungen einer 

geringen prsA-Expression können mittels hoher Magnesium-Konzentration oder der Aktivierung von 

Biosynthese-Genen für die D-Alanylierung von Teichonsäuren rückgängig gemacht werden 

(Hyyrylainen et al., 2000; Hyyryläinen et al., 2010). Wahrscheinlich haben die Wandteichonsäuren 

ebenso einen Einfluss auf die Aktivität von PBP4 (Atilano et al., 2010) und damit auf die 

Quervernetzung des PGN. Die Rolle der Wandteichonsäuren bei der Vancomycin-Empfindlichkeit wird 

in einem späteren Abschnitt genauer erläutert. 

Zu der Zellhülle, welche das Bakterium nach außen abgrenzt, gehört neben der Zellwand auch die 

Zellmembran. In Bezug zur Vancomycin-Empfindlichkeit von S. aureus ist die Zellmembran insoweit 

interessant, als dort zum einen die Biosynthese der Zellwand und der Wandteichonsäuren stattfindet 

und zum anderen membrangebundene Teile vieler Zweikomponentensysteme, wie VraS, GraS, WalK, 

lokalisiert sind. Genauso sind Lipoteichonsäuren, ein weiteres Makromolekül der Zellhülle, in der 



Diskussion 

| 139  

 

Zellmembran verankert. Des Weiteren kann die Ladung der Zellmembran einen Einfluss auf die Vanco-

mycin-Empfindlichkeit haben (Rajagopal und Walker, 2017). 

Eine Ladungsverschiebung hin zu einer weniger negativ geladenen Zelloberfläche kann zu einer 

elektrischen Abstoßung des positiv geladenen Glykopeptides führen. Dieser Effekt wurde für einige 

VISA gezeigt (Cui et al., 2010; Cafiso et al., 2012; Kuroda et al., 2019). In diesem Zusammenhang treten 

in VISA-Stämmen oftmals Mutationen in mprF auf (Nishi et al., 2004; Mishra et al., 2009; Berscheid 

2013; Chen et al., 2015). Solche Mutationen sind auch für kreuzresistente Stämme mit verringerter 

Daptomycin-Empfindlichkeit beschrieben (Mishra et al., 2009; Yang et al., 2009; Rubio et al., 2011; 

Peleg et al., 2012; Bertsche et al., 2013; Bayer et al., 2016; Chen et al., 2018; Ernst et al., 2018; Sabat 

et al., 2018). Das mprF-Gen kodiert für ein Enzym, welches den Transfer von Lysyl-Gruppen von L-lysyl-

tRNA auf membrangebundenes Phosphatidylglycerol katalysiert, wodurch positiv geladenes Lysyl-

Phosphatidylglycerol entsteht (Ernst et al., 2009). Es steht zudem unter der Kontrolle des VISA-

assoziierten GraSR-TCS in S. aureus (Li et al., 2007; Ernst und Peschel, 2011). Oftmals ist die Expression 

von mprF in VISA-Stämmen im Vergleich zu den VSSA-Vergleichsstämmen erhöht (Cafiso et al., 2012). 

Rubio et al., (2011) konnten zudem zeigen, dass der Abbau von MprF durch eine Antisense-RNA zu 

einer Resensibilisierung eines Daptomycin-resistenten S. aureus führt. In dieser Arbeit wurde die 

Ladung der Zelloberfläche durch die Bindung von Cytochrom C gemessen (Peschel et al., 1999). Hierbei 

konnte belegt werden, dass der H224Y-Aminosäureaustausch in MprF nicht verantwortlich für die 

Reduzierung der negativen Ladung der Zelloberfläche von S. aureus VC40 war. Zum einen zeigte die 

Bindung von Cytochrom C an die Oberfläche von S. aureus VC40R, einem Stamm, der ebenfalls die 

Mutation in mprF aufwies, keinen signifikanten Unterschied zum Kontrollstamm S. aureus 

RN4220ΔmutS. Zum anderen konnte auch für die Austauschmutante S. aureus MprF(VC40) keine 

geringere negative Ladung festgestellt werden. Zudem wies diese Mutante keine Veränderung der 

MHK für die relevanten Antibiotika Vancomycin und Daptomycin auf. Dementsprechend kann davon 

ausgegangen werden, dass die Ladungsänderung der Zelloberfläche in S. aureus VC40 auf anderen 

Zellwandpolymeren, wie beispielsweise den Wandteichonsäuren, beruhte. Auch für andere S. aureus 

Stämme mit Mutationen in mprF konnte gezeigt werden, dass diese nicht zwangsläufig ausschlag-

gebend für die Reduktion der Vancomycin-Empfindlichkeit sind oder zu einer Veränderung der Ober-

flächenladung führen (Mishra et al., 2013; Ernst et al., 2018). Allerdings könnte die Mutation in mprF 

einen Einfluss auf die Expression von vraSR haben, wie es für den Stamm S. aureus CGK5mut mit einem 

L431F Aminosäureaustausch im MprF der Fall ist (Chen et al., 2018). 

Im Allgemeinen zeigen VISA-Stämme oftmals eine Kreuzresistenz gegenüber Daptomycin und vice 

versa (Holmes et al., 2015). Dies liegt vor allem an der meist weniger negativ geladenen Zelloberfläche, 

wodurch die Affinität sowohl von Daptomycin als auch von Vancomycin zur Zellwand sinkt (Cafiso et 

al., 2012). Andererseits hindert eine dicke Zellwand ebenfalls die Diffusion von Daptomycin zur 
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Membran (Cui et al., 2006b). Daptomycin kann im Gegensatz zu Vancomycin nicht mit den freien D-

Ala-D-Ala-Gruppen der Zellwand interagieren. Nach einer Theorie führt es an der Membran zu einer 

Umordnung der Lipiddomänen und einer graduellen Membran-Depolarisation durch austretende 

Protonen (Miller et al., 2016; Müller et al., 2016). Ebenfalls wurde gezeigt, dass Daptomycin mit Lipid 

II und Phosphatidylglycerol interagiert (Grein et al., 2020). Auch die hier beschriebenen VISA-Stämme 

S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) zeigen eine geringere Daptomycin-

Empfindlichkeit (Berscheid, 2013). Hierbei spielte jedoch nur für S. aureus VC40 die Ladung der 

Zellhülle eine Rolle, da bei den anderen beiden Stämmen kein signifikanter Unterschied in der Bindung 

von Cytochrom C im Vergleich zu den Kontrollstämmen S. aureus RN4200ΔmutS und S. aureus 

NCTC8325 bestand. Neben der Ladung der Zelloberfläche ist die Membranfluidität bedeutsam für die 

Daptomycin-Empfindlichkeit (Miller et al., 2016). Staphylococcus aureus kann die Fettsäure-

Komposition der Membran als Antwort auf äußere Umwelteinflüsse und Antibiotika ändern. Durch 

den Wechsel der Fettsäuren verändert sich auch die Membranfluidität. So führen mehr gesättigte 

Fettsäuren und weniger verzweigte Fettsäuren zu einer geringeren Membranfluidität (Gonçalves und 

de Carvalho, 2016). Eine solche Veränderung wurde für einige Daptomycin-resistente S. aureus 

Stämme nachgewiesen (Mishra et al., 2006; Gonçalves und de Carvalho, 2016; Boudjemaa et al., 2018). 

Interessanterweise sind neben Daptomycin-resistenten Stämmen mit einer geringeren Membran-

fluidität auch solche mit einer höheren Membranfluidität beschrieben (Jones et al., 2008). Dies deutet 

darauf hin, dass eine optimale Membranfluidität für die volle Aktivität von Daptomycin wichtig ist 

(Miller et al., 2016). Entsprechend fanden Gonçalves und de Carvalho (2016), dass lebende, aber nicht 

kultivierbare, S. aureus Zellen, nach einer Behandlung mit Vancomycin für 6 Stunden eine geringere 

Membranfluidität aufweisen, nach 24 Stunden jedoch eine höhere. Es wird ebenfalls spekuliert, dass 

Fluktuationen in der Membranfluidität die Aktivität von WalRK und damit die Autolyse beeinflussen 

(Türck und Bierbaum, 2012). Die Membranfluidität wurde in dieser Arbeit mithilfe des Fluorophors 

Laurdan bestimmt. Dieses Molekül verändert die Wellenlänge seiner Fluoreszenzemission nach dem 

Gehalt an Wassermolekülen zwischen den Lipidgruppen in der Membran (Parasassi und Gratton, 1995; 

Müller et al., 2016). Für keinen der VISA-Stämme konnte eine veränderte Membranfluidität festgestellt 

werden. Dass eine verringerte Daptomycin- bzw. Vancomycin-Empfindlichkeit nicht zwangsläufig mit 

einer Veränderung der Membranfluidität einhergeht, konnten Camargo et al., (2008) ebenfalls zeigen. 

Die Membran ist zudem bedeutsam für die Verankerung von Membran-assoziierten Proteinen und den 

Export von Proteinen in die Zellwand und die Umwelt (Schneewind und Missiakas, 2012). Wie in 

Abbildung 60 dargestellt konnte Berscheid (2013) eine Veränderung des Membranprotein-Profils für 

S. aureus VC40 und eine damit einhergehende Änderung der Sekretion, der Prozessierung oder dem 

Umsatz von Proteinen feststellen. Des Weiteren konnte sie zeigen, dass dieser Unterschied nicht auf 

der Mutation in prsA beruht. In S. aureus VC40 führt eine Leserahmenverschiebung zu einem früh-
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zeitigen Stopp-Codon und einem Verlust von 85 % des Proteins. Neben PrsA sind außerdem zwei 

weitere Enzyme, welche in der Prozessierung oder Sekretion anderer Proteine involviert sind, von 

 

 

Abbildung 60 Profil der aufgereinigten Membranproteine verschiedener S. aureus Stämme in einer SDS-PAGE. 1) S. aureus 

NCTC8325; 2) S. aureus RN4220∆mutS; 3) S. aureus VC40; 4) Marker (kDa) #26619. Die Abbildung wurde entnommen und 
modifiziert aus Berscheid (2013). 

 

Mutationen in S. aureus VC40 betroffen, ClpX und SagB (Berscheid, 2013). ClpX ist eine ATPase, die 

bestimmte Proteinstrukturen erkennt, als Chaperon fungiert, tertiäre Proteinstrukturen entfaltet und 

zusammen mit ClpP für den Abbau von Proteinen zuständig ist (Baker und Sauer, 2012). SagB ist eine 

N-Acetyl-Glucosaminidase, von der angenommen wird, dass sie die Länge der Glykanstränge 

kontrolliert (Do et al., 2020). Die Deletion von sagB führt zu einer übermäßigen Verlängerung der 

Glykanstränge, einer Versteifung der Zelloberfläche und einer gestörten Sekretion von Proteinen, 

sowie einer anormalen Ausscheidung von zytoplasmatischen Proteinen (Chan et al., 2016; Wheeler et 

al., 2015). Im Fall von S. aureus VC40 veränderte eine Leserahmenverschiebung in sagB 90 % des Pro-

teins. Keine der drei Mutationen trug einzeln, weder in Berscheid (2013) noch in dieser Arbeit, zu einer 

Veränderung der Vancomycin-Empfindlichkeit bei. Jedoch konnte das Membranprotein-Profil der 

Stämme in dieser Arbeit nicht reproduziert werden (siehe Abb. 23). Die Unterschiede waren dabei 

weniger offensichtlich. Die Mutation in clpX führte allerdings auch hier zu einigen veränderten Banden 

im SDS-Gel im Vergleich zum Wildtyp S. aureus NCTC8325. Diese veränderten Proteine teilten sich die 

Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus ClpX(VC40) jedoch nur bedingt. Aus diesem 

Grund könnte die Veränderung des membran-assoziierten Proteoms in S. aureus VC40 maßgeblicher 

mit der Insertion in sagB zusammenhängen (Chan et al., 2016). Diese Hypothese hätte theoretisch 

auch durch den Vergleich des Protein-Profils von S. aureus VC40 und S. aureus VC40R bestärkt werden 
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können, wäre ein genauso prägnanter Unterschied wie bei Berscheid (2013) zu erkennen gewesen, da 

beide Stämme die gleiche sagB-Mutation besitzen. Der Unterschied zwischen dem hier gezeigten 

Protein-Profil und dem aus Berscheid (2013) könnte durch die leicht veränderte 

Aufreinigungsmethode entstanden sein, da auch die Kontrollstämme S. aureus RN4220ΔmutS und S. 

aureus NCTC8325 wenig Ähnlichkeit aufwiesen. Besonders deutlich wurde dies durch die 3 promi-

nenten Banden um 15 kDa (Abb. 60), die in Abbildung 23 fehlten. 

 

Zusammengefasst stellt die verdickte Zellwand mit der geringen Quervernetzung einen Hauptgrund 

für die verringerte Vancomycin-Empfindlichkeit in S. aureus VC40 dar. In S. aureus VC40 kommt es bei 

Antibiotika-Zugabe einerseits zu einem „Clogging-Effekt“ an der Zellwand, wodurch das Vancomycin 

die letale Zielstruktur an der Teilungssepte nicht erreicht, und andererseits möglicherweise ebenfalls 

zu einer Abstoßung des positiven Glykopeptides durch eine weniger negativ geladene Zelloberfläche. 

Die genaue Grundlage für die geringe Quervernetzung ist hingegen nicht bekannt, da weder die 

Expression noch die Anwesenheit von PBP4 an der Zellmembran gestört sind. Im Gegensatz dazu 

scheint der direkte Einfluss der Mutationen in prsA, sagB, clpX und mprF auf die Vancomycin-

Empfindlichkeit gering. Womöglich besitzen Wandteichonsäuren eine größere Wirkung auf die 

relevanten VISA-Charakteristika, wie Zellwand-Quervernetzung, Ladung der Zelloberfläche und auch 

Autolyse. 

 

4.2 Untersuchung der reduzierten Autolyse in VISA-

Stämmen 

Neben dem Zellwandaufbau ist auch der Abbau der Zellwand entscheidend für den Lebenszyklus der 

Zelle, die Vermehrung durch Zellteilung und die Dicke der Zellwand. In VISA ist dieser Abbau der 

Zellwand, auch Autolyse genannt, in den meisten Fällen reduziert (Sieradzki und Tomasz, 1997; 

Sieradzki und Tomasz, 2003; Koehl et al., 2004; Howden et al., 2006; Utaida et al., 2006; Cafiso et al., 

2012; Gardete et al., 2012; Berscheid et al., 2014; Peng et al., 2018; Zhu et al., 2021). Es wird auch 

angenommen, dass die Bindung von Vancomycin an die Zellwand die Aktivität von Autolysinen in VISA-

Stämmen blockiert (Sieradzki und Tomasz, 2006). Dadurch kann eine reduzierte Autolyse in der An-

wesenheit von Vancomycin erklärt werden, nicht jedoch eine verringerte Autolyse von VISA-Stämmen 

in Abwesenheit von Vancomycin (Howden et al., 2006; Howden et al., 2010; Berscheid, 2013). Wie 

oben angemerkt führt eine verdickte Zellwand mit niedriger Quervernetzung in S. aureus zu einer 

niedrigeren Vancomycin-Empfindlichkeit. Gleichzeitig reduziert sich durch die geringe Quervernetzung 
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auch die Stabilität der Zellwand, wie von Loskill et al., (2014) beschrieben. Um der geringeren 

Konzentration an Interpeptidbrücken entgegenzuwirken, muss das Bakterium die Autolyse reduzieren. 

Dabei kann die Reduktion der Autolyse durch Mutationen in Autolysin-Genen, eine geringere 

Expression von Autolysinen, einen posttranslationalen proteolytischen Abbau der Autolysine, einen 

reduzierten Export der Autolysine oder eine geringere Affinität der Autolysine zum Peptidoglykan 

erfolgen. 

Von den hier beschriebenen VISA-Stämmen zeigten S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) eine stark 

reduzierte Autolyse. Eine solche war für S. aureus VC40R nicht und für den klinischen VISA-Stamm S. 

aureus 137/93A nur eingeschränkt zu erkennen. Interessant war dabei, dass die aus dem Zellpellet 

aufgereinigten Autolysine von S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) die Zellwand von S. aureus 

NCTC8325 ebenfalls nur geringfügig hydrolysierten. Hingegen wurde von allen Stämmen die Zellwand 

von S. aureus 137/93A durch die aufgereinigten Autolysine des Wildtyps S. aureus NCTC325 am 

schlechtesten hydrolysiert. Die Zellwände aller Lyse-Experimente waren dabei aufgrund der vor-

herigen Aufreinigung frei von LTA. Insgesamt deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass die reduzierte 

Autolyse von S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) auf den Autolysinen basierte und die Autolyse 

von S. aureus 137/93A stärker mit der Zellwand zusammenhing. Diese Annahme konnte sowohl durch 

das Zymogramm, als auch durch die Aufreinigung der extrazellulären Autolysine bestätigt werden. Die 

aufgereinigten extrazellulären Autolysine zeigten auf die OD bezogen für S. aureus VC40 und S. aureus 

VraS(VC40) sowohl in der exponentiellen als auch in der stationären Wachstumsphase nur eine geringe 

Aktivität gegen Micrococcus luteus. Im Zymogramm war die AtlA-Bande der beiden VISA-Stämme und 

die Bande der Amidase-Untereinheit aus S. aureus VC40 deutlich reduziert, beziehungsweise nicht 

vorhanden. Dies ließ eine veränderte posttranslationale Prozessierung von AtlA vermuten, die 

möglicherweise mit dem VraSR-Zweikomponentensystem zusammenhing. Erstaunlicherweise konnte 

die Abwesenheit der Amidase-Bande für S. aureus VC40 in der Arbeit von Berscheid (2013) nicht 

gezeigt werden. Die Revertante S. aureus VC40R und der klinische VISA-Stamm S. aureus 137/93A 

hingegen besaßen ein ausgeprägtes Autolysin-Profil mit allen AtlA-Fragmenten im Zymogramm, 

vergleichbar mit dem Wildtyp S. aureus RN4220ΔmutS, beziehungsweise S. aureus 1450/94. 

Paradoxerweise zeigten sowohl Microarray und qRT-PCR Daten (Berscheid, 2013; Berscheid et al., 

2014), als auch die RNA-seq eine verstärkte Expression vieler Autolysine, wie AtlA, SceD, LytM, IsaA, 

SsaA, LytU und SagB, in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R im Vergleich zu dem Elternstamm S. aureus 

RN4220ΔmutS. Im direkten Vergleich zwischen den beiden verwandten VISA waren die Autolysine in 

S. aureus VC40R überwiegend runterreguliert. Eine solche Überexpression der Autolysine war in S. 

aureus VraS(VC40), bis auf LytM, nicht zu erkennen. Interessanterweise ist das Autolysin LytM auch 

Teil des VraSR-Regulons (Gardete et al., 2012). Für den VISA-Phänotyp mit reduzierter Autolyse wäre 

eine reduzierte Expression der Autolysine verständlicher. So konnten Koehl et al., (2004) einige VISA-
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Stämme mit reduzierter Transkription von AtlA, dem Hauptautolysin in S. aureus, identifizieren, die im 

Zymogramm ein verändertes Autolysin-Profil aufweisen und eine reduzierte Autolyse zeigen. Die 

reduzierte Autolyse lag in diesem Fall vollkommen an dem Autolysin-Profil, da isolierte Autolysine aus 

dem Wildtyp die VISA-Zellwände komplett verdauten. Allerdings hängt die Autolyse im Allgemeinen 

nicht allein von der Expression der Autolysine ab. Für den VISA-Laborstamm S. aureus VP32 konnte 

eine erhöhte Expression von Hydrolase-Genen, wie atlA, lytM und sceD festgestellt werden, allerdings 

zeigt der Stamm im Zymogramm ein unverändertes Bandenmuster (Mongodin et al., 2003; Pieper et 

al., 2006). Der Einfluss auf die tatsächliche Autolyse in diesem Stamm wurde nie untersucht. Ähnlich 

konnten Renzoni et al., (2006) den VISA-Stamm S. aureus 14-4 isolieren, der zwar eine Expression von 

atlA wie der Wildtyp und prägnantere Banden im Zymogramm aufweist, aber gleichzeitig eine stark 

reduzierte Autolyse besitzt. Dieser Effekt wurde mit posttranskriptioneller Regulation durch 

extrazelluläre Proteasen oder dem Autolysin-Export in Verbindung gebracht. Daneben konnte auch für 

zwei klinische Staphylococcus haemolyticus Stämme mit reduzierter Vancomycin-Empfindlichkeit eine 

stark erhöhte Expression von atl bei gleichzeitig reduzierter Autolyse festgestellt werden (Kim et al., 

2012). Wootton et al., (2005) konnten für 19 von 20 GISA- und hGISA-Stämmen eine reduzierte 

Expression von AtlA und eine dementsprechend reduzierte Autolyse feststellen. Jedoch zeigte ein 

klinischer GISA-Stamm im Vergleich zum korrespondierenden empfindlichen Stamm eine erhöhte 

Expression von atlA bei gleichzeitiger reduzierter Autolyse. Der Grund für die erhöhte Expression 

konnte nicht gefunden werden, aber auch hier muss eine Regulation auf posttranslationaler Ebene für 

AtlA erfolgen. 

Interessanterweise ist die lytische Transglycosylase SceD ein potenzieller Biomarker zur Identifizierung 

von VISA-Stämmen (Drummelsmith et al., 2007). Das Gen sceD besaß die höchste Überexpression in 

den Stämmen S. aureus VC40 und S. aureus VC40R im Vergleich zum Elternstamm S. aureus 

RN4220ΔmutS. Nur die Austauschmutante S. aureus VraS(VC40) zeigte eine unveränderte Expression 

von sceD. Als Biomarker würde SceD also eher für klinische S. aureus Stämme Anwendung finden, und 

nicht für Austauschmutanten, die im Labor hergestellt wurden. Daneben besaßen beide Stämme, S. 

aureus VC40 und S. aureus VC40R, Mutationen in den Genen für sagB und ssaA. Wie oben beschrieben 

ist SagB eine N-Acetyl-Glucosaminidase, welche die Länge der Glykanstränge kontrolliert (Do et al., 

2020) und durch eine Leserahmenverschiebung funktionsunfähig ist. Das sekretorische Antigen A von 

Staphylococcus aureus (SsaA) besitzt eine potenzielle D-Alanyl-Glycyl-Endopeptidase-Aktivität und ist 

essenziell in S. aureus (Chaudhuri et al., 2009; Delaune et al., 2011). In diesem Fall befindet sich ein 

G128S Aminosäureaustausch in der CHAP-Domäne von SsaA in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R 

mit unbekannter Auswirkung auf das Protein (Berscheid, 2013). Generell ist ssaA in VISA-Stämmen 

selten von Mutationen betroffen und nur im Hinblick auf die Eigenschaft als WalRK-reguliertes 

Autolysin relevant. Zufälligerweise existiert jedoch ein VISA-Stamm, S. aureus V036-V64 (Vancomycin 
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MHK 64 µg/mL), der neben Mutationen in rpoB, walK und vraT auch eine Mutation in dem mit ssaA 

stark verwandten Autolysin ssaA2 aufweist, welche zu einem Aminosäureaustausch (G128A) an der 

gleichen Stelle führt (Kim und Lee, 2020). Die Expression von ssaA(VC40) durch ein pEPSA5 Plasmid in 

S. aureus NCTC8325 führte allerdings nicht zu einer Veränderung der Vancomycin-MHK (Berscheid, 

2013). Sowohl SsaA als auch die Glycyl-Glycyl Endopeptidase LytM können das Wachstum von S. aureus 

mit verminderter WalRK-Aktivität wiederherstellen und führen zur Lockerung der Quervernetzung des 

Peptidoglykan (Delaune et al., 2011). Die komplette LytM-Peptidase ist dabei in vitro inaktiv und muss 

erst in hydrolytisch aktive Untereinheiten gespalten werden (Singh et al., 2010). Theoretisch kann die 

Überexpression von lytM und ssaA dementsprechend auch zu einer höheren Plastizität beitragen, 

wobei die Anzahl an Vancomycin-bindenden freien D-Ala-D-Ala-Resten im PGN nicht verändert wird. 

WalRK ist das einzige essenzielle Zweikomponentensystem in S. aureus und zuständig für die positive 

Regulation von Autolysinen, unter anderem AtlA, LytM, SsaA, SceD, IsaA, Sle1, und einigen Virulenz-

Genen (Dubrac und Msadek, 2004; Dubrac et al., 2007; Delaune et al., 2012). So führt eine konstitutiv-

aktive Form von WalR im S. aureus HG001 Hintergrund zu einer signifikant schnelleren Autolyse im 

Vergleich zum Wildtyp (Delaune et al., 2012). WalRK ist ebenfalls stark mit der Ausbildung des VISA-

Phänotyps verbunden. Viele VISA-Stämme weisen Mutationen in der Histidin-Kinase oder dem 

Response-Regulator des TCS, ebenso wie in den akzessorischen Genen des Operons yycHI, auf (Jansen 

et al., 2007; Mwangi et al., 2007; Shoji et al., 2011; Gardete et al., 2012; Hafer et al., 2012; Matsuo et 

al., 2013; Vidaillac et al., 2013; Berscheid et al., 2014; Cameron et al., 2016; Wang et al., 2017; Peng et 

al., 2018; Kuroda et al., 2019; Kim und Lee, 2020; Zhu et al., 2021). YycHI bilden mit WalK einen 

Membrankomplex und wirken aktivierend auf WalK in Staphylococcus aureus (Cameron et al., 2016; 

Gajdiss et al., 2020). Es wird angenommen, dass in den überwiegenden Fällen die Mutationen in walK 

zu einer verringerten Aktivität des TCS führen. Dementsprechend verringert sich die Expression von 

Autolysinen und dadurch wie oben beschrieben die Vancomycin-Empfindlichkeit. Es wäre interessant 

zu erforschen, ob auch für walRK VISA-Mutanten die Expression von sceD ebenfalls als Biomarker 

dienen könnte. Zumindest in Zhu et al., (2021) besitzt der VISA-Stamm S. aureus NMK1 (Vancomycin 

MHK 4 µg/mL) mit einem WalK(I237T) Aminosäureaustausch und einer reduzierten Autolyse und 

Expression von Autolysinen gleichzeitig auch ein hochreguliertes sceD. Die VISA-Stämme S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R haben einen I544M-Aminosäureaustausch in der konservierten HATPase_c 

Domäne von WalK (Berscheid, 2013; Berscheid et al., 2014). Die Daten der RNA-seq im Hinblick auf die 

Autolysine würden vermuten lassen, dass die Mutation zu einem aktiveren TCS führte. Es konnte 

allerdings gezeigt werden, dass die Histidin-Kinase WalK(I544M) in vitro eine drastische Reduktion der 

Autophosphorylierungsaktivität aufweist. Womöglich kommt es zu einer Behinderung der ATP-

Bindestelle, wodurch nicht einmal 10 % Phosphorylierung der Kinase erreicht werden konnten 

(Kienemund, 2016). Die isolierte Einführung der WalK-Mutation in den Wildtyp S. aureus NCTC8325 
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durch einen Allel-Austausch gestaltet sich aufgrund der Essentialität von WalRK schwierig, auch 

während einer Überexpression von ssaA. Einerseits deuteten die RNA-seq Daten des WalRK-Regulons 

(vgl. Tab. 24 und 25) insgesamt zwar darauf hin, dass das System eher runterreguliert war. Andererseits 

waren die relevanten Gene mit identifiziertem Bindemotiv für WalR (Dubrac et al., 2008) in S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R hochreguliert. Vor allem der Vergleich von S. aureus VC40 und S. aureus 

VC40R, beide Stämme mit Mutation, mit S. aureus VraS(VC40) zeigte dies. Neben WalK besitzt S. aureus 

mit PknB eine weitere Kinase, die zu einer Phosphorylierung des Regulators WalR fähig ist und die 

Expression von lytM, altA, ssaA und isaA positiv reguliert (Donat et al., 2009; Hardt et al., 2017). PknB 

war hochreguliert in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R. Dementsprechend könnte hier ein Grund für 

die hohe Expression von Autolysinen liegen. Im Fall von S. aureus VC40 könnte die Mutation in walK 

entsprechend nur eine geringe Auswirkung auf die Vancomycin-Empfindlichkeit besitzt, da die 

Reduktion der Expression von Autolysinen umgangen wurde und die Aktivität der Autolysine potenziell 

in einem späteren Schritt posttranslational reduziert wurde. Im Gegensatz dazu führt die Insertion von 

IS256 in die Promotorregion von walRK zu der verstärkten Expression des TCS in S. aureus 137/93A. 

Der Stamm S. aureus pTvicA mit einer induzierbaren Überexpression von walRK zeigt ebenfalls eine 

geringere Vancomycin-Empfindlichkeit, die jedoch nur auf einer Vancomycin-Gradientenplatte und 

nicht über eine MHK in einer 96-Well Platte nachgewiesen werden konnte (Jansen et al., 2007). In der 

Literatur sind VISA mit erhöhter Aktivität von WalRK selten. Kuroda et al., (2019) identifizierten den 

klinischen VISA-Stamm S. aureus KG-18 (Vancomycin MHK 8 µg/mL) mit einem IS256-Element an der 

gleichen Stelle wie S. aureus 137/93A und einem dementsprechend hochreguliertem walRK-TCS. In 

diesem Fall besitzt der Stamm eine dicke Zellwand und eine Überexpression von mprF und dltABCD, 

was zu einer geringeren negativen Ladung der Zelloberfläche führt. Die Autolyse ist reduziert durch die 

verminderte Sekretion von AtlA. Sowohl die verminderte Autolysin-Sekretion als auch die nicht 

veränderte Expression von AtlA, obwohl das regulierende WalRK-TCS eine erhöhte Aktivität aufweist, 

wurden nicht erklärt. Neben Fällen einer erhöhten Expression von walRK durch das Insertionselement 

IS256 sind auch Stämme mit einer geringeren Expression von walRK aufgrund einer Insertion von IS256 

in die vorgeschaltete nicht-translatierte Region bekannt (McEvoy et al., 2013). Für S. aureus 137/93A 

führte ein hochreguliertes walRK jedoch nicht zu einer erhöhten Autolyse. Hier schien möglicherweise 

die veränderte Zellwand-Biosynthese wichtiger für die Vancomycin-Empfindlichkeit zu sein als die 

Expression von walRK. 

Für die Zellteilung sind vor allem AtlA, das Hauptautolysin in S. aureus, und Sle1 verantwortlich 

(Kajimura et al., 2005; Zoll et al., 2012). Interessanterweise war Sle1 eines der wenigen Autolysine mit 

einer vergleichbaren Expression in den VISA-Laborstämmen und den zugehörigen Kontrollstämmen. 

Im Gegensatz zu anderen Autolysinen, wie LytM, sind AtlA und Sle1 an der Teilungssepte lokalisiert, 

abhängig von den Wandteichonsäuren und Lipoteichonsäuren in der Zellwand. LTA und WTA können 
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in essenziellen Funktionen füreinander kompensieren, sodass beide Zellwand-Polymere nicht gleich-

zeitig deletiert werden können (Oku et al., 2009). Ein WTA-negativer S. aureus Stamm mit einer tagO-

Deletion zeigt eine AtlA- beziehungsweise Sle1-Verteilung über die gesamte Zellwand (Schlag et al., 

2010; Frankel und Schneewind, 2012). Auf Wandteichonsäuren wird in einem späteren Abschnitt 

genauer eingegangen. Im Gegensatz dazu führt die Reduktion der LTA in der Zellwand von S. aureus zu 

einer stark reduzierten Aktivität der Autolysine, da die LTA als Rezeptor der Repeat-Domänen der 

Amidase-Untereinheit von Atl fungieren (Fedtke et al., 2007; Zoll et al., 2012). Die Aktivität der Auto-

lyse ist auch von der D-Alanylierung der LTA abhängig, da S. aureus Stämme mit D-Alanin-freier LTA 

eine inhibierte Lyse aufweisen (Fischer et al., 1981). In S. aureus läuft die Synthese des LTA-Rückgrats 

an der Teilungssepte in Koordination mit der Zellteilung vonstatten (Reichmann et al., 2014). Demnach 

könnte eine Reduktion der LTA-Konzentration, sowie eine Reduktion der D-Alanylierung, be-

ziehungsweise eine vermehrte Glykosylierung der LTA, da beide Moleküle um die gleiche Bindestelle 

an den LTA konkurrieren, an der veränderten Autolyse in den VISA beteiligt sein.  Im Microarray und 

der RNA-seq waren die LTA-Polymerase ltaS, sowie Gene für die Glykosylierung der LTA (yfhO, gtcA), 

in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R hochreguliert (Berscheid, 2013; Kho und Meredith, 2018b). 

Allerdings war pgcA, verantwortlich für die Synthese des UDP-Glukose Präkursors, welcher von WTA 

und LTA verwendet wird (Schneewind und Missiakas, 2019), runterreguliert. Vorläufige Versuche von 

aufgereinigten LTA aus den VISA-Stämmen, mittels hydrophober Interaktionschromatographie (Octyl-

Sepharose Säule; 1-Propanol-Gradienten (15 – 80 %)), zeigen für S. aureus VC40, S. aureus VC40R und 

S. aureus VraS(VC40) eine geringere Konzentration an Phosphat, gemessen als Marker für die LTA-

Konzentration, verglichen mit den Kontrollen (Knopp, 2019). Jedoch erwies sich die Aufreinigung der 

LTA als komplex und in den Ergebnissen unbeständig, wodurch die Aussagekraft reduziert wurde. In 

einem eigenen Vorversuch mit nicht-aufbereiteten LTA, konnte ebenfalls eine geringere Phosphat-

Konzentration mit vermehrter Glykosylierung für die Stämme S. aureus VC40, S. aureus VraS(VC40) 

und S. aureus 137/93A beobachtet werden. Da der Fokus der Arbeit aber nicht auf den LTA lag, wurde 

dies nicht weiterverfolgt (siehe Ausblick). 

Das Hauptautolysin AtlA in S. aureus ist ein bifunktionelles Protein und spaltet sich in zwei Hydrolasen, 

eine N-terminale N-Acetyl-Muramoyl-L-Alanin-Amidase und eine C-terminale Endo-β-N-Acetyl-

Glucosaminidase (Büttner et al., 2014). Es ist hauptsächlich an der Zellteilung beteiligt (Biswas et al., 

2006). Dabei muss das Peptidoglykan von der Amidase vorverdaut werden, damit die Glucosaminidase 

an die Zielstruktur gelangen kann (Götz et al., 2014). Jedoch haben die beiden Hydrolasen im nicht-

prozessierten Zustand ebenfalls eine hydrolytische Aktivität, da beide in exakt der richtigen 

katalytischen Reihenfolge zueinanderstehen (Nega et al., 2020). Im Allgemeinen erfolgt die proteo-

lytische Spaltung des sekretierten Pro-Enzyms erst an der Teilungssepte (Baba und Schneewind, 1998). 

Die nicht vorhandene Amidase-Bande von S. aureus VC40 aus dem Zymogramm konnte dem-
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entsprechend auch zu einer verringerten Glucosaminidase-Aktivität führen, zumal die AtlA-Bande 

ebenfalls stark reduziert war. Es wurde wie oben beschrieben festgestellt, dass die reduzierte Autolyse 

von S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) wahrscheinlich auf einer veränderten posttranslationalen 

Prozessierung der Autolysine, vor allem AtlA, basierte. Zu der extrazellulären Prozessierung von AtlA 

ist nichts genaues bekannt (Schlag et al., 2010; Götz et al., 2014; Grilo et al., 2014; MyCarthy et al., 

2016). Es wurden bisher einige TCS und globale Regulatoren in Zusammenhang mit der Autolyse in S. 

aureus gebracht. So haben MsaABCR, SarA, LytSR, MgrA und ArlRS einen negativen Einfluss und Agr 

und CidABC einen positiven Einfluss auf die Autolyse (Bayles, 2000; Fournier und Hooper, 2000; 

Ingavale et al., 2003; Rice et al., 2003; Sahukhal et al., 2015). 

CidABC sind Holin-Moleküle, die die Autolysine aus der Zelle transportieren (Rice et al., 2003). Dieser 

Prozess wird durch die Anti-Holin-Moleküle LrgAB, welche durch LytSR kontrolliert werden und in der 

späten exponentiellen Wachstumsphase die höchste Expression haben, inhibiert. Daneben hemmt Agr 

den Repressor Rot, welcher wiederum positiv auf die lrgAB-Expression wirkt (Bayles, 2000). In S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R waren die Autolyse-fördernden Gene cidAB runterreguliert. Interessanter-

weise war im Gegensatz dazu das Autolyse-hemmende Anti-Holin lrgAB in S. aureus VraS(VC40) stark 

hochreguliert. Demnach könnte die geringe Autolyse in S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) mit 

diesen beiden Systemen zusammenhängen. Jedoch würde dies nicht das veränderte AtlA-Profil im 

Zymogramm der beiden Stämme erklären. Die zum Wildtyp S. aureus RN4220ΔmutS vergleichbare 

Autolyse von dem Stamm S. aureus VC40R könnte auf der geringeren Expression beider Systeme cidAB 

und lrgB basieren. 

Neben der Translokation von Autolysinen haben auch extrazelluläre Proteasen einen Einfluss auf die 

Autolyse, meist durch eine Inaktivierung der Autolysine. Die Proteasen werden vor allem durch das 

ArlRS-TCS kontrolliert (Fournier und Hooper, 2000). Für AtlA und LytM konnte in einer Studie kein 

negativer Effekt der Proteasen auf den Abbau der Enzyme festgestellt werden (Memmi et al., 2012). 

In der gleichen Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die negative Regulation der Autolyse 

durch ArlRS nur in MSSA- aber nicht in MRSA-Stämmen stattfindet, unabhängig von mecA. MgrA und 

SarA sind globale Regulatoren, die durch die Kontrolle von ArlRS und LytSR die Autolyse negativ be-

einflussen (Ingavale et al., 2003). Es wird spekuliert, dass AtlA von Ssp- oder Spl-Proteasen prozessiert 

wird, kontrolliert durch das msaABCR-Operon, welches ebenfalls mit einer Verringerung der Vanco-

mycin-Empfindlichkeit assoziiert ist (Samanta und Elasri, 2014; Sahukhal et al., 2015; Bibek et al., 

2019). In S. aureus VC40 und S. aureus VC40R war msaB stark runterreguliert und msaC hochreguliert. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit des msaABCR-Operons zu einer vermehrten 

Prozessierung von AtlA führt und damit die Autolyse ansteigt (Sahukhal et al., 2015). Das atlA-Gen liegt 

im Genom von S. aureus nur 5 kb vom ssp-Operon entfernt und SspA spaltet das verwandte AtlE 

Autolysin aus S. epidermidis (Chen et al., 2013). Rice et al., (2001) bemerkten, dass SspA nicht für die 
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Reifung von AtlA notwendig ist, es aber wohl die Glucosaminidase-Aktivität kontrolliert. Die Serin-

Protease sspA, sowie die Cystein-Proteasen sspB und sspC und die Metalloprotease aur waren runter-

reguliert in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R. Seltsamerweise zeigen die Microarray-Ergebnisse von 

Berscheid (2013) ein konträres Bild, sodass damals die meisten Proteasen hochreguliert waren. 

Insgesamt lag die Übereinstimmung der Microarray- und RNA-seq-Daten mit den Grenzen 2 und 0,5 

bei 80 % mit 1,7 % konträr exprimierten Genen. Die Protease SspB ist als Adapter-Protein ebenfalls 

involviert in den Proteinabbau durch ClpXP (Baker und Sauer, 2012). 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des intrazellulären proteolytischen Komplexes von ClpP und ClpX 

auf AtlA untersucht, vor allem mit Hinblick auf den Aminosäureaustausch S30R in ClpX von S. aureus 

VC40. ClpP ist eine ATP-abhängige Protease und bildet durch zwei Heptamer-Ringe eine proteolytische 

Kammer, mit der aktiven Seite nach innen gerichtet. Mithilfe von ClpC oder ClpX zersetzt die 

proteolytische Kammer kleine, ungefaltete Proteine. ClpX ist eine ATPase, die bestimmte Protein-

strukturen erkennt, tertiäre Proteinstrukturen entfaltet und als Hexamer-Ring mit ClpP assoziiert 

(Baker und Sauer, 2012). Es lokalisiert außerdem an der Teilungssepte und kontrolliert eine Reihe von 

Proteinen der Zellwand-Biosynthese (Jensen et al., 2019). Die Mutation aus S. aureus VC40 befand sich 

in der N-terminalen-Domäne von ClpX mit dem Zink-Motiv, welches markierte Substrate erkennt. 

Jedoch behält ClpX seine ATPase-Aktivität und die Fähigkeit des Proteinabbaus einiger nativer Proteine 

mit ClpP auch ohne diese N-terminale Domäne (Singh et al., 2001). Im Fall von S. aureus VC40 und S. 

aureus VC40R war clpX hochreguliert und clpC runterreguliert. Sowohl für ClpP als auch ClpX sind einige 

Mutationen in VISA-Stämmen beschrieben (Shoji et al., 2011; Baek et al., 2015; Hu et al., 2016). Eine 

Deletion in clpP beeinflusst die Expression vieler regulatorischer Gene wie agr, sigB, sarT, mgrA, sarZ, 

sarR, arlRS und walRK (Shoji et al., 2011; Frees et al., 2012). Daneben sind Proteine wie Sle1, FtsZ, 

FemAB, TarS, Pbp2 und SsaA Substrate von ClpXP (Feng et al., 2013; Frees et al., 2014). AtlA soll 

dagegen ein Substrat von ClpCP sein (Graham et al., 2013). Allerdings konnten Baek et al., (2016) in 

einem Zymogramm zeigen, dass ClpX einen negativen Einfluss auf das AtlA-Level hat. Interessan-

terweise führt eine Deletion von clpP zu einer Reduktion der AtlA- und Amidase-Bande im 

Zymogramm. Es wird jedoch angenommen, dass ClpXP die Prozessierung von AtlA nur indirekt durch 

die Expression der extrazellulären Proteasen beeinflusst (Frees et al., 2003; Baek et al., 2014). Das in 

vitro Proteolyse-Assay in dieser Arbeit deutete ebenfalls in die gleiche Richtung. Nur der Anteil der 

Amidase nahm im Assay mit beiden ClpX-Varianten, ClpX(NCTC8325) und ClpX(VC40), signifikant zu. 

Berscheid (2013) konnte für das Protein Spx, ebenfalls keinen Unterschied in der Proteolyse durch den 

Wildtyp und das mutierte ClpX feststellen. 

Das komplette AtlA-Enzym ohne Signalsequenz aus S. aureus NCTC8325 konnte über das Plasmid pQE-

32 in E. coli M15 exprimiert und über einen N-terminalen His-Tag aufgereinigt werden (Schrötter, 

2018). Dabei fiel auf, dass das aufgereinigte Protein in einem Zymogramm auch weitere Banden neben 
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der PP-AtlA-Bande aufweist. Es handelt sich dabei um Banden korrespondierend zu AtlA, PP-AM, AM 

und GL (Schrötter, 2018; Axtmann, 2019). Hätte es eine Prozessierung von PP-AtlA durch Proteasen 

aus E. coli gegeben, hätte allerdings nur PP-AM ebenfalls aufgereinigt werden können, da der His-Tag 

dem Propeptid vorgeschaltet ist. Dementsprechend könnte AtlA auch eine Protease-unabhängige 

Auto-Prozessierung aufweisen. Diese könnte möglicherweise erst nach Abspaltung des Signalpeptides 

erfolgen, um eine intrazelluläre Spaltung in die aktiven Hydrolasen AM und GL zu verhindern. Zur 

Verifizierung der selbstständigen Spaltung wurden mehrere hydrolytisch aktive Banden aus dem SDS-

Gel ausgeschnitten, in Puffer resorbiert und erneut in ein Zymogramm eingesetzt. Es zeigte sich, dass 

die PP-AtlA-Bande tatsächlich kleinere Fragmente korrespondierend zu PP-AM, AM und GL aufwies. 

Dies ist das erste Mal, dass ein solcher Vorgang für AtlA beschrieben wurde. Eine solche Auto-

Prozessierung ist auch von anderen Enzymen bekannt, vor allem Proteasen. FtsH, eine Membran-

gebundene ATP-abhängige Protease aus E. coli und Aur, eine Metalloprotease aus S. aureus, 

verantwortlich für die Aktivierung von SspA und SspB, sowie die Cystein-Protease ScpA aus S. aureus 

führen eine Auto-Prozessierung durch (Akiyama, 1999; Shaw et al., 2004; Nickerson et al., 2008). Für 

FtsH ist dieser Prozess ATP-abhängig. Der in der DNA-Reparatur involvierte LexA-Repressor aus E. coli 

kann ebenfalls eine Auto-Prozessierung durchführen. Diese wird allerdings durch eine Co-Protease 

aktiviert und dient der Regulation von LexA, da es einen Abbau der Fragmente durch ClpXP begünstigt 

(Neher et al., 2003). Die genauen Mechanismen der Auto-Prozessierung sind wenig erforscht. 

Neben einer reduzierten Autolyse zeigten S. aureus VC40 und S. aureus VC40R auch eine geringere 

Empfindlichkeit gegenüber Lysostaphin. Eine solche Resistenz gegen Lysostaphin ist in verschiedenen 

VISA ebenfalls beschrieben (Daum et al., 1992; Moreira et al., 1997; Koehl et al., 2004; Wootton et al., 

2005; Kim et al., 2012; Berscheid et al., 2014; Kuroda et al., 2019). Lysostaphin ist eine Glycyl-Glycin-

Endopeptidase aus Staphylococcus simulans und wirkt spezifisch gegen Gram-positive Organismen mit 

einer Pentaglycin-Brücke zur Quervernetzung des Peptidoglykan (Gonzalez-Delgado et al., 2020). 

Somit bindet Lysostaphin schwächer an Peptidoglykan, welches eine geringere Quervernetzung auf-

weist (Gründling et al., 2006b). Stämme mit einer geringeren Lysostaphin-Empfindlichkeit weisen 

oftmals Mutationen in femA oder femB auf, da diese Gene in die Quervernetzung involviert sind 

(Stranden et al., 1997; Nega et al., 2015). Beide dieser Gene waren zwar frei von Mutationen in S. 

aureus VC40 und S. aureus VC40R, jedoch waren diese ebenfalls in beiden Stämmen runterreguliert. 

Ebenfalls assoziiert mit einer geringeren Lysostaphin-Empfindlichkeit sind sagB und lyrA (auch spdC 

genannt). Eine Deletion von sagB in S. aureus führt neben einer veränderten Glykan-Kettenlänge und 

Protein-Sekretion auch zu einer Resistenz gegenüber Lysostaphin (Chan et al., 2016). S. aureus VC40 

und S. aureus VC40R besitzen ein mutiertes sagB, wodurch es nach 39 Aminosäuren zu einem Abbruch 

der Translation durch ein Stopcodon kommt. Das Lysostaphin-Resistenz-Protein LyrA (SpdC) ist ein 

negativer Regulator für Gene des WalRK-Regulons und erhöht die Resistenz gegen Lysostaphin 
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(Gründling et al., 2006a; Poupel et al., 2018). In S. aureus VC40 und S. aureus VC40R war das dazu-

gehörige Gen hochreguliert. Schließlich führt auch eine höhere Konzentration von WTA zu einer hö-

heren Lysostaphin-Resistenz (Wu et al., 2019), beziehungsweise bindet eine WTA-freie S. aureus 

ΔtagO-Mutante mehr Lysostaphin als der Wildtyp (Gründling und Schneewind 2006). Es scheinen 

verschiedene Faktoren, unter anderem die geringe Quervernetzung des Peptidoglykan, aber auch die 

Mutation in sagB, sowie ein höherer Gehalt an WTA, zu der geringen Lysostaphin-Empfindlichkeit in S. 

aureus VC40 und S. aureus VC40R beizutragen. 

 

Im Ganzen stellt sich die Autolyse in S. aureus VC40 als komplex heraus. Zum einen zeigt der Stamm in 

verschiedenen Lyse-Assays einen reduzierten Zellwandabbau, zum anderen sind aber alle relevanten 

Autolysine hochreguliert, obwohl das zuständige WalRK-TCS durch eine Mutation an Aktivität 

zumindest in vitro verloren hat. Allerdings wurden diese Befunde in Abwesenheit von YycHI und den, 

noch unbekannten, Signalmolekülen gemessen. Anscheinend erfolgt eine veränderte Prozessierung 

des Hauptautolysins AtlA, wodurch die hydrolytische Aktivität stark eingeschränkt wird. Ebenfalls 

könnten Wandteichonsäuren und auch Lipoteichonsäuren durch Oberflächenmodifikationen die 

Autolyse regulatorisch beeinflussen. 

4.3 Einfluss von Wandteichonsäuren auf die Reduktion 

der Vancomycin-Empfindlichkeit 

Wandteichonsäuren stellen wichtige und reichlich vorhandene Polymere innerhalb der Zellwand dar. 

Bei den WTA handelt es sich um lange Ribitol-Phosphat-Ketten, die über ein Disaccharid aus N-Acetyl-

Glucosamin-1-Phosphat und N-Acetyl-Mannosamin gefolgt von zwei Glycerol-3-Phosphat-Einheiten an 

der Zellwand verankert sind. Zusätzlich werden die Ribitol-Einheiten mit D-Alanin und N-Acetyl-

Glucosamin dekoriert (Sewell und Brown, 2014; Winstel et al., 2014). Interessanterweise besteht eine 

Verbindung zwischen den WTA und der Methicillin-Resistenz von MRSA. Die Deletion von tagO, dem 

ersten Enzym der WTA-Biosynthese, führt zu einer Resensibilisierung von MRSA zu β-Laktamen 

(Campbell et al., 2011; Farha et al., 2013). Neben der kompletten Abwesenheit von WTA hat auch das 

Glykosylierungsmuster von bestehenden WTA einen Einfluss auf die Resensibilisierung. So führt auch 

eine Deletion von tarS (β-GlcNAc) zu einer höheren Empfindlichkeit von MRSA zu β-Laktamen (Brown 

et al., 2012). Des Weiteren sind WTA zeitliche und räumliche Regulatoren für AtlA und PBP4 und eine 

Deletion von tagO und damit eine WTA-freie Zellwand in S. aureus führt zu der freien Verteilung von 

sowohl PBP4 als auch AtlA über die gesamte Zelloberfläche (Atilano et al., 2010; Schlag et al., 2010). 
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Beide Proteine, die normalerweise an der Teilungssepte lokalisieren, sind in tagO-Mutanten in ihrer 

regulären Funktion gestört. Schlag et al., (2010) präsentierten eine Exklusions-Strategie, wonach reife 

WTA die Bindung von AtlA-Fragmenten an die Zellwand behindern, woraufhin die Autolyse-Aktivität 

auf die Teilungssepte beschränkt blieb. Obwohl die WTA-Biosynthese in der Teilungssepte stattfindet, 

soll die dortige Polymerisation (innerhalb der Zelle) der noch unreifen WTA-Form die Bindung von AtlA 

nicht hemmen. Darauf aufbauend spekulieren Biswas et al., (2012), dass WTA Protonen in der Zellwand 

halten, wodurch ein saures Milieu erzeugt und die pH-abhängige Aktivität von AtlA reduziert wird. In 

der Teilungssepte hingegen werden Protonen, aufgrund einer geringeren Konzentration von WTA oder 

der Präsenz von unreifen WTA, nicht zurückgehalten. Andererseits führen kationische Stoffe, wie Pep5, 

Lysozym oder RNase A, in Staphylococcus simulans und Staphylococcus aureus zu einer Modulation 

der Autolysin-Aktivität, potenziell durch eine Veränderung der Bindungs-Affinität zu LTA und 

möglicherweise WTA in Abhängigkeit von der Ionenstärke (Wecke et al., 1982; Bierbaum und Sahl, 

1985; Bierbaum und Sahl, 1987). So könnten die WTA womöglich auch AtlA sequestrieren, wie es 

Tiwari et al., (2018) beschreiben. Dabei wurde die WTA-Translokation durch TarGH in S. aureus mittels 

Targocil blockiert, wodurch die Autolyse signifikant abnahm, basierend auf einer Retention der 

Autolysine in der Zelle, wobei weder eine transkriptionelle Repression der Autolysine noch eine 

Veränderung der Peptidoglykan-Struktur vorlag. Im Fall der PBP4-Lokalisation wird ähnlich 

argumentiert, sodass reife WTA die Lokalisation verhindern und gleichzeitig unreife WTA an der 

Teilungssepte eine Bindung nicht beeinträchtigen (Atilano et al., 2010). Dieser Mechanismus ist jedoch 

weniger gut erforscht. WTA stellen somit eine relevante Verbindung zwischen der Quervernetzung der 

Zellwand und dem Abbau der Zellwand dar, beides Systeme, die mit dem VISA-Phänotyp 

zusammenhängen. 

Allerdings ist die Rolle der WTA in VISA nur wenig erforscht. Sieradzki und Tomasz (2003) merkten 

beispielsweise an, dass die reduzierte Autolyse der klinischen VISA-Stämme S. aureus JH9 und JH14 auf 

quantitative oder qualitative Veränderungen der WTA basieren könnte. Auch die in dieser Arbeit 

durchgeführte Schachbrett-MHK mit einer Kombination aus Vancomycin und Tunikamycin, einem 

Antibiotikum, welches den ersten Schritt der WTA-Biosynthese hemmt (Pasquina et al., 2013), konnte 

zwar einen Effekt der WTA auf die Vancomycin-Empfindlichkeit in den Laborstämmen S. aureus VC40, 

S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) zeigen, jedoch nicht in der Kontrolle S. aureus RN4220ΔmutS 

und dem klinischen VISA S. aureus 137/93A. Eine solche Synergie zwischen Vancomycin und 

Tunikamycin lag in einer Schachbrett-MHK für MRSA-Stämme ebenfalls nicht vor (Campbell et al., 

2012). Anscheinend sind die WTA nur in VISA-Stämmen relevant für die Vancomycin-Empfindlichkeit. 

In vorläufigen Experimenten zu der Lyse verschiedener Zellwand-Fragmente der VISA-Stämme durch 

aufgereinigtes AtlA (Abb. 61) konnte auch gezeigt werden, dass für VSSA eine Abspaltung der D-Alanin- 
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Abbildung 61 Lyse-Test von verschiedenen Zellwand-Fragmenten (pasteurisierte Zellen; Zellwand mit Wandteichonsäuren 
modifiziert mit D-Alanin; Zellwand mit Wandteichonsäuren ohne D-Alanin; Zellwand ohne Wandteichonsäuren) der 
Stämme S. aureus RN4220ΔmutS, S. aureus VC40, S. aureus VC40R, S. aureus NCTC8325, S. aureus VraS(VC40), S. aureus 
1450/94 und S. aureus 137/93A mit 2 µg/mL aufgereinigtem AtlA (ohne Signalpeptid) nach 1 Stunde Inkubation. Dargestellt 
ist der Mittelwert von drei biologischen Replikaten. Die Daten wurden aus Schrötter 2018 entnommen (* p<0,05; ** 
p<0,005; *** p<0,0005). 

 

Ester der WTA zu einer verstärkten Lyse führt. Für VISA jedoch kommt es erst nach der kompletten 

Freisetzung der WTA aus der Zellwand zu einer verstärkten Lyse, die über die der VSSA hinausgeht 

(Schrötter, 2018). Dieser Effekt ist am größten für S. aureus VC40, was womöglich an der geringen 

Quervernetzung des Peptidoglykans dieses Stammes liegt. 

Aus diesen Gründen wurden die Wandteichonsäuren der verwendeten VISA-Stämme in dieser Arbeit 

genauer untersucht. Insgesamt gab es in keinem der getesteten Parameter signifikante Unterschiede 

zwischen dem klinischen VISA S. aureus 137/93A und der klinischen VSSA-Kontrolle S. aureus 1450/94. 

Auch im Vergleich zu den beiden Kontrollen S. aureus RN4220ΔmutS und S. aureus NCTC8325 war 

einzig der Anteil an substituierten D-Glucosamin der WTA in den beiden klinischen Stämmen signifikant 

erhöht. Demnach schien der Einfluss der WTA auf die Vancomycin-Empfindlichkeit von S. aureus 

137/93A gering zu sein, zumal auch der Einsatz von Tunikamycin zu keiner Veränderung der 

Vancomycin-MHK führte. Es konnte außerdem festgestellt werden, dass alle drei VISA-Laborstämme 

S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) einen signifikant höheren Gehalt an 

Phosphat aufwiesen. Gajdiss et al., (2020) konnten zeigen, dass die Hemmung der Expression der zwei 

positiven Aktivatoren des WalRK-TCS, YycH und YycI, durch Antisense-RNA zu einem erhöhten WTA-
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Gehalt in der Zellwand führt. Demnach könnte die Mutation in walK in S. aureus VC40 an dem Anstieg 

der WTA-Konzentration involviert sein. Allerdings erklärt dies nicht den höheren Phosphat-Gehalt in 

dem Stamm S. aureus VraS(VC40), welcher keine Mutation in walRK aufwies. Für S. aureus VC40 könnte 

ebenso die geringere Quervernetzung eine Rolle spielen. WTA werden durch Teichonsäure-Ligasen nur 

an nicht-quervernetztes Peptidoglykan angehangen, wegen einer sterischen Hinderung bei 

quervernetztem Peptidoglykan (Schaefer et al., 2018). Ein höherer Gehalt an Phosphat kann dabei zwei 

Ursachen haben, einerseits eine größere Anzahl an WTA und andererseits WTA mit einer höheren 

Kettenlänge. Insgesamt war die Kettenlänge der WTA in den VISA-Laborstämmen etwas erhöht, wenn 

auch nicht signifikant. Interessanterweise wird die Kettenlänge durch agr beeinflusst. In S. aureus wird 

die Synthese von kurzen WTA-Ketten von agr durch die Hemmung der Expression von tarK unterdrückt 

und es entstehen durch TarL synthetisierte längere WTA-Ketten (Meredith et al., 2008; Pereira et al., 

2008). In der RNA-seq war TarK in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R runterreguliert. Alle Stämme 

außer S. aureus RN4220ΔmutS sind agr+. Das gilt auch für die Tochterstämme S. aureus VC40 und S. 

aureus VC40R. Auch in der Alcian-Blue SDS-PAGE war deutlich zu sehen, dass alle Stämme längere WTA 

als der Kontrollstamm S. aureus RN4220ΔmutS besaßen. In der Literatur sind sowohl VISA mit einem 

höheren Phosphat-Gehalt als auch solche mit einem geringeren Phosphat-Gehalt als die jeweiligen 

Kontrollen beschrieben (Sieradzki und Tomasz, 2003; Koehl et al., 2004). Wahrscheinlich kommt es vor 

allem auf das Zusammenspiel von Zellwanddicke, Quervernetzung, Autolysin-Regulation und WTA-

Gehalt/Modifikation an. Die WTA von allen drei VISA-Laborstämmen war ebenfalls signifikant mehr 

mit D-Glucosamin modifiziert. Für den hochresistenten Stamm S. aureus VC40 war die Modifizierung 

der WTA mit Zucker am prägnantesten ausgebildet. Dieser Stamm besaß zusätzlich auch eine erhöhte 

Konzentration von D-Alanin an den WTA. 

Auch für die Ladung der Zelloberfläche spielen WTA, beziehungsweise die positiv geladenen D-Alanin-

Ester der WTA, eine Rolle. Da die mprF-Mutation in S. aureus VC40 als Grund für die weniger negativ 

geladene Zelloberfläche ausgeschlossen werden konnte, zeigte sich nach der Analyse der WTA, dass 

höchstwahrscheinlich die D-Alanylierung der Wandteichonsäuren dieses Stammes ausschlaggebend 

war und damit zu einer elektrischen Abstoßung des positiv geladenen Vancomycin führte. Die RNA-

seq-Analyse belegte, dass S. aureus VC40 alle Gene des für die D-Alanylierung der WTA zuständigen 

dltABCD-Operons, welches von dem GraSR-TCS abhängig ist, hochreguliert hatte. Womöglich sind auch 

die LTA an der D-Alanylierung der WTA beteiligt. Haas et al., (1984) konnten zeigen, dass ein Transfer 

von D-Alanin der LTA zu den WTA in S. aureus existiert. Ebenso sind die WTA des LTA-freien S. aureus 

RN4220ΔspaΔltaS nur geringfügig D-alanyliert (Reichmann et al., 2013). Womöglich besitzt der 

Methicillin-Resistenz-Faktor FmtA auch eine D-Amino-Esterase-Aktivität und hydrolysiert die D-Alanin-

Ester der LTA (Rahman et al., 2016). Der Mechanismus, mit dem die LTA als Donor von D-Alanin für die 

WTA in S. aureus dienen, ist jedoch nicht abschließend geklärt (van Dalen et al., 2020). In S. aureus ist 
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FmtA Teil des Zellwandstress-Regulon unter der Kontrolle des VraSR-TCS und war hochreguliert in S. 

aureus VC40 und S. aureus VC40R. Hohe FmtA-Konzentrationen von > 0,2 µM reduzieren außerdem 

die Autolyse und fördern die Zellwand-Biosynthese (Qamar und Golemi-Kotra, 2012). Im Gegensatz zu 

S. aureus VC40 waren die dlt-Gene in S. aureus VC40R runterreguliert, was zu einer geringeren 

Substituierung der WTA mit D-Alanin führte. Eine direkte Wasserstoff-Bindung von Vancomycin an die 

WTA ist allerdings unwahrscheinlich, da der D-Alanin-Ester der WTA positiv geladene Amino-Gruppen 

besitzt, im Gegensatz zu den negativ geladenen Carboxyl-Gruppen der endständigen D-Alanin-Reste 

des Peptidoglykans (Peschel et al., 2000). Peschel et al., (1999) konnten zeigen, dass ein Stamm mit 

zusätzlichen dlt-Operon-Kopien mehr D-Alanin an den WTA aufweist und positiv geladene 

antimikrobielle Peptide abstößt. In dem hVISA-Laborstamm S. aureus 10*3d1 mit einer rpoB-Mutation 

kann ebenfalls eine erhöhte Expression des dlt-Operons mit gleichzeitig verringerter negativer Ladung 

der Zelloberfläche festgestellt werden (Cui et al., 2010). Gleichermaßen besitzen auch S. aureus 

Stämme mit reduzierter Daptomycin-Empfindlichkeit, neben einer verdickten Zellwand, oft eine 

erhöhte Konzentration an WTA mit vermehrter D-Alanylierung, basierend auf einem hochregulierten 

dlt-Operon (Bertsche et al., 2011; Bertsche et al., 2013). Wie beschrieben führt die Abspaltung von D-

Alanin der WTA zu einer erhöhten Lyse durch AtlA in VSSA-Stämmen, jedoch nicht in VISA-Stämmen, 

wo die Zellwand komplett frei von WTA sein muss (Abb. 61). Da eine Protonen-reiche Umgebung die 

Aktivität der Autolysine einschränkt, sollte eine höhere Konzentration an positiv-geladenen D-Alanin 

an den WTA im Allgemeinen zu einer insgesamt geringeren Autolyse führen (Biswas et al., 2012). Weil 

die D-Alanylierung der WTA außerhalb der Zelle erfolgt, liegt hier der nach Schlag et al., (2010) 

postulierte Unterschied zwischen den reifen WTA der Zellwand und unreifen WTA der Teilungssepte. 

Der Einfluss der D-Alanylierung ist in der Literatur jedoch umstritten. So führt die Abwesenheit von D-

Alanin von den LTA und WTA in Bacillus subtilis zu einer erhöhten Autolyse (Wecke et al., 1997). Daraus 

wurde der Schluss gezogen, dass die D-Alanin-Ester die Anzahl an potenziellen anionischen 

Bindungsstellen für Autolysine an den LTA und WTA bestimmen und deswegen eine ΔdltA-Mutante 

mehr Autolysine bindet (Wecke et al., 1997; Neuhaus und Baddiley, 2003). Auch Brown et al., (2012) 

fanden eine erhöhte Autolyse in einer S. aureus ΔdltA-Mutante. Im Gegensatz dazu führt die 

Behandlung von S. aureus mit Epicatechin-Gallat und die dadurch folgende Störung der D-Alanylierung 

der WTA zu einer dickeren Zellwand und reduzierten Trennung der Tochterzellen (Bernal et al., 2009). 

Peschel et al., (2000) beschrieben ebenfalls, dass das Fehlen von D-Alanin-Estern an den WTA von S. 

aureus die Empfindlichkeit gegenüber Vancomycin erhöht und die Autolyse reduziert. Die ΔdltA-

Mutante kann auch mehr Vancomycin an die Zellwand binden. Daneben ist die D-Alanylierung auch 

von äußeren Faktoren, wie dem pH, der Temperatur und dem Salzgehalt abhängig (Neuhaus und 

Baddiley, 2003). Eine hohe Salzkonzentration führt so zu einer reduzierten Expression des dlt-Operons 

und somit zu einem geringeren D-Alanin:Phosphat-Verhältnis der WTA (Heptinstall et al., 1970; 
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Koprivnjak et al., 2006). Unter Stress wird das D-Alanin eher für die Peptidoglykan-Biosynthese als für 

die Modifizierung der WTA verwendet. Das konnte ebenfalls bei der Zugabe von sub-inhibitorischen 

Konzentrationen von Vancomycin zu dem VSSA-Stamm S. aureus ATCC6538P gezeigt werden (Singh et 

al., 2017). 

Neben der erhöhten D-Alanylierung der WTA zeigte S. aureus VC40 auch eine erhöhte Glykosylierung 

der WTA. Damit wies S. aureus VC40 die größte Modifizierung der WTA aller untersuchten Stämme 

auf. Die Modifikation von WTA mit D-Glucosamin ist wichtig in Bezug auf die Virulenz von S. aureus. So 

ist die Kolonisation des Nasenvorhofs nur mit glykosylierten WTA möglich, wobei die Konfiguration 

keine Rolle spielt (Winstel et al., 2015). Die WTA im Allgemeinen und das Glykosylierungsmuster im 

Speziellen haben auch eine Bedeutung auf die Lyse von S. aureus durch Bakteriophagen (Xia et al., 

2011). S. aureus Mutanten ohne WTA können nicht länger von Bakteriophagen infiziert werden 

(Weidenmaier et al., 2004; Atilano et al., 2010). Während der WTA-Biosynthese wird die Konfiguration 

der Glykosylierung durch die Enyzme TarS und TarM kontrolliert. Dabei führt TarM zu einer α-

Glykosylierung (α-GlcNAc) und TarS zu einer β-Glykosylierung (β-GlcNAc) (Winstel et al., 2014). Beide 

relevanten Konfigurationen sind in der Position eins und vier (1,4), da keiner der in dieser Arbeit ver-

wendeten Stämme das Gen tarP, welches β-1,3-GlcNAc produziert (Gerlach et al., 2018), besaß. 

Bakteriophagen erkennen bestimmte Glykosylierungsmuster der WTA und brauchen diese zur Bindung 

an die Zelle. Entsprechend benötigen Phagen der Familie Podoviridae β-GlcNAc, und solche der Familie 

der Siphoviridae adsorbieren vor allem an α-GlcNAc, jedoch teilweise wahrscheinlich auch an β-GlcNAc 

(Xia et al., 2011; Li et al., 2015; Li et al., 2016; Ingmer et al., 2019). Im Gegensatz dazu erkennen Phagen 

der Familie Myoviridae meist nur das anionische Rückgrat der WTA (Xia et al., 2011; Azam et al., 2018). 

In der Phagentypisierung waren alle S. aureus Stämme empfindlich gegen Myoviridae, wodurch 

bestätigt wurde, dass die WTA der Stämme für Phagen zugänglich waren. Durch den Verlust aller 

integrierten Phagen und Aktivität der Restriktionsenzyme, zeigte S. aureus RN4220ΔmutS ebenfalls 

eine hohe Empfindlichkeit gegenüber den Phagen des Internationalen Phagensets. Im Kontrast dazu 

wurde S. aureus VC40 nur durch Podoviridae lysiert und zeigte auch im Phagen Adsorptions-Assay 

keine Anlagerung von Siphoviridae. Somit wies auch die Phagentypisierung auf eine größere Rolle der 

WTA zur Entstehung des VISA-Phänotyps von S. aureus VC40 hin. Insgesamt bestätigte und erweiterte 

die durchgeführte Phagentypisierung die Ergebnisse von Berscheid (2013). Ein solch starker Kontrast 

in der Phagentypisierung konnte auch für sieben VISA- und VSSA-Paare von Gustafson et al., (2003) 

gezeigt werden. Diese ist wohl auf eine Veränderung der Phagen Zellwand-Rezeptoren zurückzuführen 

und führt zu teilweise nicht-typisierbaren VISA-Varianten. 

 

Zusammengenommen sind Wandteichonsäuren und deren Modifikationen für die Quervernetzung 

des Peptidoglykans, die Autolyse, die Ladung der Zelloberfläche, die Zugänglichkeit für Bakteriophagen 
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und die Virulenz von Bedeutung. In S. aureus VC40 führt eine höhere Konzentration an D-Alanin der 

WTA zu einer geringeren negativen Ladung der Zelloberfläche und damit zu einer geringeren Affinität 

zu positiv geladenen Glykopeptiden. Durch eine erhöhte und modifizierte Glykosylierung der WTA hat 

der Stamm die Anfälligkeit gegenüber Siphoviridae verloren. Der Unterschied in der WTA-Komposition 

und -Konzentration von S. aureus VC40 gegenüber dem Elternstamm könnte demnach einen Einfluss 

auf die geringere Quervernetzung und Autolyse haben. 

4.3.1 Auswirkung von β-glykosylierten Wandteichonsäuren auf 

die Ausprägung des VISA-Phänotyps 

Aufgrund der veränderten Phagentypisierung, besonders hinsichtlich der Podoviridae, wurde die 

Konfiguration der Wandteichonsäuren der verschiedenen Stämme durch eine NMR-Analyse genauer 

untersucht. Es zeigte sich, dass S. aureus VC40 im Gegensatz zum Elternstamm S. aureus RN4220ΔmutS 

und der Revertanten S. aureus VC40R neben den α-glykosylierten WTA ebenfalls β-glykosylierte WTA 

besaß. Zudem war der Anteil an β-GlcNAc dreimal so groß wie der Anteil an α-GlcNAc. Im Microarray 

von S. aureus VC40 war das für die α-Glykosylierung verantwortliche Gen tarM runterreguliert, wobei 

die RNA-seq dies nicht bestätigte. Allerdings zeigte die RNA-seq, dass tarM in der Revertanten S. aureus 

VC40R hochreguliert war. Interessanterweise wies auch S. aureus VraS(VC40) eine geringere 

Expression von tarM auf. Howden et al., (2008) konnte ebenfalls zeigen, dass in drei von fünf klinischen 

hVISA/VISA-Stämmen die Glykosyltransferase tarM, für die α-Glykosylierung der WTA, in einem 

Microarray runterreguliert ist, im Vergleich zum VSSA-Wildtyp.  Die übergeordnete Regulation von 

tarM und tarS ist noch nicht abschließend geklärt (Mistretta et al., 2019). In Bacillus subtilis konnte 

gezeigt werden, dass die Glykosylierung der Poly-Glycerol-Phosphat WTA mit α-Glukose mittels TagE 

durch YycGF, das homologe System zu WalRK in S. aureus, kontrolliert wird (Howell et al., 2003). 

Der β-GlcNAc-Anomer wird bevorzugt auf Kosten des α-GlcNAc-Anomers exprimiert, wenn S. aureus 

auf Stress-induzierendem Medium mit hohen NaCl-Konzentrationen angezogen wird (Mistretta et al., 

2019). So konnte auch gezeigt werden, dass die Gegenwart von 2 M NaCl die Expression von tarM, und 

damit den Einbau von α-GlcNAc an die WTA, in S. aureus reduziert (Price-Whelan et al., 2020). In dieser 

Arbeit wurde ein Einbau von β-GlcNAc in die WTA durch 4 % NaCl im Medium ebenfalls bestätigt. 

Aufgrund dessen wurde auch der Einfluss des Glykosylierungsmuster auf die Vancomycin-

Empfindlichkeit durch die Anwesenheit von NaCl im Medium getestet. Es stellte sich heraus, dass 

dadurch die Vancomycin-MHK von S. aureus VC40R um 3 Stufen von 4 µg/mL auf 32 µg/mL in BHI-

Medium gesteigert werden konnte. Demnach trugen β-glykosylierte WTA zu einem großen Teil zu der 

geringen Vancomycin-Empfindlichkeit des VISA-Laborstamm S. aureus VC40 bei. Im Gegensatz dazu 
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zeigten weder der Wildtyp S. aureus RN4220ΔmutS noch der Stamm S. aureus ΔtarMΔtarS pTtarS mit 

einer induzierbaren Expression des β-GlcNAc-Anomers eine Veränderung der Vancomycin-MHK. Da 

nur bei S. aureus VC40R eine Veränderung der Vancomycin-MHK eintrat, muss davon ausgegangen 

werden, dass bestimmte VISA-Charakteristika, wie eine dickere Zellwand, zusätzlich für einen Effekt 

der β-Glykosylierung bestehen müssten. Es könnte ebenfalls sein, dass es auf die Kombination aus α-

GlcNAc- und β-GlcNAc-Anomeren an den WTA ankommt. Bei S. aureus VraS(VC40) konnte, basierend 

auf der Lyse durch Podoviridae und der reduzierten Expression von tarM, erwartet werden, dass dieser 

Stamm ebenfalls, auch ohne den Zusatz von Salz, β-glykosylierte WTA besaß. Allerdings wurde keine 

NMR-Analyse der WTA zur Bestätigung durchgeführt. Im Fall von S. aureus VraS(VC40) könnte es 

möglicherweise zu negativen Effekten durch den Salz-Stress gekommen sein, da der Hintergrund des 

Stammes sich von S. aureus VC40R unterscheidet, vor allem hinsichtlich der walK-Mutation. So ist zu 

bedenken, dass osmotischer Stress zu einer komplexen Veränderung der Gen-Expression und -

Regulation führt (Bremer und Krämer, 2019). Ein hoher Salzstress ist ebenso verantwortlich für die 

vermehrte Glykosylierung von LTA, welche unter normalen Bedingungen nur Spuren von D-Glucosamin 

enthalten (Kho und Meredith, 2018b). LTA besitzen jedoch einen gesonderten Mechanismus, da die 

Glykosylierung außerhalb der Zelle stattfindet (Rismondo et al., 2018). Ebenso führt eine hohe 

Salzkonzentration zu einer verminderten Expression des dlt-Operons und damit zu weniger D-Alanin 

an den LTA und WTA (Heptinstall et al., 1970; Fischer und Rösel, 1980; Koprivnjak et al., 2006). Es 

konnte auch gezeigt werden, dass sich hohe Salzkonzentrationen positiv auf die 

Autophosphorylierungsaktivität von WalK auswirken (Türck und Bierbaum, 2012). 

Der Einfluss der Osmolarität auf die Vancomycin-MHK ist in der Literatur beschrieben. So zeigen 136 

klinische MRSA-Stämme in MH-Medium mit 2 % NaCl insgesamt eine schrittweise Verschiebung der 

Vancomycin-MHK (Jung et al., 2002). Ebenfalls fanden Goldstein et al., (2004) heraus, dass die Vanco-

mycin-MHK von 14 klinischen VISA-Stämmen in BHI-Medium mit 4 % NaCl, um das bis zu Dreifache 

ansteigt, im Vergleich zu Medium ohne Salz. Alle getesteten MSSA- und MRSA-, aber auch einige VISA-

Isolate, wie S. aureus Mu50 und S. aureus Mu3, zeigen keinen Effekt. Interessanterweise besitzen die 

bekanntesten VISA-Stämme, S. aureus Mu50, S. aureus Mu3, S. aureus JH9 wie auch weitere VISA-

Isolate, die zum klonalen Komplex 5 (CC5) gehören, nur das tarS-Gen, wodurch nur β-glykosylierte WTA 

präsent sind (Winstel et al., 2014). Womöglich zeigt der Zusatz von Salz im Medium deshalb keinen 

Effekt auf die Vancomycin-MHK. In einer Multicenter-Studie aus China konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass eine Mehrheit der klinischen S. aureus Isolate (126 spa-Typen, 17 klonale Komplexe) tarS, 

und nur eine Minderheit beide Glykosyltransferasen besitzt. Keines der Isolate weist jedoch eine 

geringere Vancomycin-Empfindlichkeit auf (Xiong et al., 2020). Dies könnte genauso ein Hinweis darauf 

sein, dass neben dem Glykosylierungsmuster der WTA auch weitere VISA-Charakteristika vorhanden 
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sein müssen. Allerdings weisen klinische MRSA-Stämme öfter tarS auf, da nur β-GlcNAc, aber nicht α-

GlcNAc, auch zu einer verringerten Methicillin-Empfindlichkeit führt (Brown et al., 2012). 

Wie vorher angedeutet sind WTA räumliche Regulatoren der Autolyse durch AtlA (Schlag et al., 2010). 

Um den Einfluss der Glykosylierung auf die Autolyse näher zu untersuchen, wurde die Bindekapazität 

der Zellwand einzelner Stämme für aufgereinigtes AtlA getestet. Hierbei zeigte sich, dass die beiden 

Stämme mit einer geringen Autolyse, S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40), am wenigsten AtlA an 

die Zellwand binden konnten. Eine geringere Bindekapazität der Zellwand für AtlA konnte ebenfalls für 

den Expressionsstamm S. aureus ΔtarMΔtarS pTtarS beobachtet werden, auch wenn dieser Stamm 

keine geringere Autolyse mit Triton X-100 aufwies. Brown et al., (2012) fanden ebenfalls keinen 

Unterschied in der Triton X-100 induzierten Autolyse von S. aureus Stämmen, basierend auf dem 

Glykosylierungsmuster der WTA. Demnach könnten β-glykosylierte WTA zu einer geringeren Bindungs-

affinität der Zellwand für AtlA führen und so zusammen mit weiteren VISA-Merkmalen, wie einer 

dicken Zellwand oder einem veränderten Autolysin-Profil, die Autolyse reduzieren. Da die Glyko-

sylierung der WTA innerhalb der Zelle stattfindet, besitzen aber auch die unreifen WTA der 

Teilungssepte das entsprechende Glykosylierungsmuster. 

 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Modifikation von WTA mit β-GlcNAc zu einem großen Teil 

zur Verringerung der Vancomycin-Empfindlichkeit in S. aureus VC40 beiträgt. Zudem führt der Einbau 

von β-glykosylierten WTA zu einer geringeren Affinität des Hauptautolysins AtlA zur bakteriellen 

Zellwand. Zusammen mit den weiteren VISA-Charakteristika und der veränderten Prozessierung von 

AtlA trägt die Modifikation der WTA zu der geringen Autolyse von S. aureus VC40 bei. Damit ist in 

dieser Arbeit erstmalig die Relevanz der WTA-Glykosylierung in der Ausprägung des VISA-Phänotyps 

beschrieben worden. 

4.4 Bedeutung des Zweikomponentensystems VraSR in 

VISA-Stämmen  

Mit der Ausbildung des VISA-Phänotyps sind vor allem drei Zweikomponentensysteme assoziiert, 

GraSR, WalRK und VraSR (Hu et al., 2016). Das GraSR-TCS, zusammen mit den ABC-Transportern VraFG 

und dem Protein GraX, ist zuständig für die Kontrolle der Expression des dlt-Operons und mprF, und 

damit maßgeblich involviert in die Ladung der Zelloberfläche (Herbert et al., 2007; Falord et al., 2012). 

Wie bereits erwähnt reguliert das WalRK-TCS die Expression vieler Autolysine und damit die Zellteilung, 

das Zellwachstum und den Zellwandumbau (Delaune et al., 2012). Im Gegensatz dazu steuert das 
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VraSR-TCS die Expression von pbp2, fmtA, murZ, sgtB und tagA und dadurch die Zellwand-Biosynthese 

(Kuroda et al., 2003). Vor allem vraSR und das akzessorische vraT sind in einer Vielzahl von VISA-

Stämmen von Mutationen betroffen, welche zu einer verringerten Vancomycin-Empfindlichkeit führen 

(Mwangi et al., 2007; Cui et al., 2009; Katayama et al., 2009; Kato et al., 2010; Renzoni et al., 2011; 

Doddangoudar et al., 2012; Gardete et al., 2012; Hafer et al., 2012; Berscheid, 2013; Alexander et al., 

2014; Berscheid et al., 2014; Baek et al., 2017; Tan et al., 2017). Allerdings werden einzelne Mutationen 

in VISA oftmals nicht gesondert auf den Effekt auf die Vancomycin-MHK getestet, wie es für 

VraS(D242G; L114S) in S. aureus VraS(VC40) gemacht wurde.  

Die genaue regulatorische Funktion von vraT ist nicht eindeutig. So gibt es einerseits eine S. aureus 

ΔvraT-Deletionsmutante, die eine geringfügige Reduktion der Vancomycin-MHK von 2 auf 1,5 und eine 

Reduktion der vraS- und vraR-Expression im Microarray zeigt. VraT scheint also ein Aktivator zu sein 

und könnte als Membranprotein dabei direkt mit VraS interagieren (McCallum et al., 2011; Boyle-Vavra 

et al., 2013). Allerdings hatte ein potenziell funktionsloses VraT mit einem Y220C Amino-

säureaustausch in S. aureus SG-R eine höhere Expression von vraS zur Folge und führt zur Bildung eines 

VISA. Die Komplementierung dieses Stammes mit einem vraT-Gen aus dem Wildtyp S. aureus USA300 

Stamm erzielt eine starke Reduktion der vraS-Expression (Gardete et al., 2012). Genauso führt ein 

mutiertes VraT(L71Stop) Protein in einem LTA-negativen S. aureus zu einer geringeren Vancomycin-

Empfindlichkeit (Vancomycin-MHK von 4 µg/mL auf 4-8 µg/mL) (Karinou et al., 2019). Dies deutet auf 

eine repressive Funktion von VraT hin (Hu et al., 2016). Auch das homologe Protein in Bacillus subtilis 

und Streptococcus mutans liaF hemmt das homologe LiaSR-System, wodurch die Deletion zu einer 

konstitutiven Expression des Regulons führt (Jordan et al., 2006; Suntharalingam et al., 2009). In dieser 

Arbeit zeigte keiner der beiden Überexpressionsstämme S. aureus NCTC8325 pTvraTSR und S. aureus 

NCTC8325 pTvraSR eine Veränderung der Vancomycin-Empfindlichkeit in BHI- oder MH-Medium. Aus 

diesem Grund konnte keine Aussage über die Rolle von VraT als Aktivator oder Repressor gegeben 

werden. 

Die meisten VISA-Stämme zeigen eine erhöhte Aktivität des VraSR-TCS, welches zu einer dickeren 

Zellwand führt (Kuroda et al., 2003; McAleese et al., 2006; Camargo et al., 2008; Chen et al., 2018; 

Sabat et al., 2018; Cui et al., 2021). Insgesamt antwortet das vraSR-System auf die Störung der Zell-

wand-Biosynthese, beispielsweise durch entsprechende Antibiotika wie Vancomycin, Teicoplanin, 

Ceftizoxim, Imipenem, Bacitracin oder D-Cycloserin. Jedoch führt eine Veränderung der Temperatur, 

des pHs oder der Osmolarität nicht zu einer Induktion des TCS (Kuroda et al., 2003). Auch die VISA-

Laborstämme S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) zeigten ein hochreguliertes VraSR-TCS und -

Regulon im Microarray, RNA-seq und qRT-PCR, basierend auf den Aminosäureaustauschen D242G und 

L114S (Berscheid, 2013). Die Mutationen befanden sich dabei außerhalb der konservierten Bereiche 

von vraS, was eine mögliche Vorhersage der genaueren Funktionsweise beeinträchtigte. Interessanter-
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weise deutete der geringe Unterschied im Wachstum zwischen S. aureus VraS(VC40) und dem Wildtyp 

S. aureus NCTC8325 darauf hin, dass die Mutationen nur eine geringe Auswirkung auf die Fitness 

hatten. S. aureus VraS(VC40) bestätigt darüber hinaus, dass die Mutationen in vraS zu einer 

verringerten Vancomycin-Empfindlichkeit beitragen (Berscheid et al., 2014). Kato et al., (2010) 

konnten zeigen, dass eine höhere Glycopeptid-MHK, in diesem Fall Teicoplanin, stark mit Mutationen 

in vraTSR korrelieren. Generell ist eine erhöhte Expression von vraSR und dem entsprechenden Regu-

lon nicht essenziell für die Aneignung einer verminderten Vancomycin-Empfindlichkeit, basierend auf 

Transkriptom-Daten von fünf klinischen VSSA/VISA-Paaren (Howden et al., 2008). Die Genom-Daten 

von 29 unterschiedlichen VISA-Isolaten aus Passagier-Versuchen mit Vancomycin zeigen genauso, dass 

Mutationen in rpoB, graS, walK und walR wichtiger für die Verringerung der Vancomycin-

Empfindlichkeit sind als Mutationen in graS und vraS (Wang et al., 2017). Ebenso konnte keine weitere 

vraSR-Mutation in 45 VISA-Stämmen, die aus dem hVISA-Stamm S. aureus Mu3 (Vancomycin MHK 2 

µg/mL) mit VraS(I5N) Aminosäureaustausch nach einer Passage in Vancomycin erzeugt wurden, 

festgestellt werden (Matsuo et al., 2013). Eine induzierte Überexpression des TCS in S. aureus 

NCTC8325 pTvraSR und S. aureus NCTC8325 pTvraTSR führte ebenfalls zu keiner nennenswerten 

Reduktion der Vancomycin-Empfindlichkeit. 

Die Revertante S. aureus VC40R besaß im Vergleich zu S. aureus VC40 eher eine niedrigere Expression 

des VraSR-Regulons, wobei vor allem PBP2 stark gehemmt war. Auch die Expression von lytM war im 

Vergleich zu S. aureus VC40 stark reduziert. In der qRT-PCR zeigte S. aureus VC40R eine mit dem VSSA-

Wildtyp S. aureus RN4220ΔmutS vergleichbare Expression von vraS, jedoch eine erhöhte Expression 

des im VraSR-Regulon enthaltenen Gen sgtB. Anscheinend wurden einige Gene im VraSR-Regulon in S. 

aureus VC40 auch unabhängig von VraSR reguliert. Neben den beiden für die Reduktion der 

Vancomycin-Empfindlichkeit vorteilhaften Mutationen in vraS besaß S. aureus VC40R eine weitere 

Mutation in vraR die zu einem Aminosäureaustausch VraR(M54T) führte. Damit befand sich die 

Mutation in direkter Nachbarschaft zur Asparaginsäure an Stelle 55, auf die der Phosphotransfer von 

VraS aus erfolgt (Belcheva und Golemi-Kotra, 2008; Galbusera et al., 2011). Bereits Gardete et al., 

(2012) entdeckten zwei verwandte Stämme, einen VISA und eine Revertante, deren Vancomycin-

Empfindlichkeit durch mehrere, gegensätzliche Mutationen im vraTSR-Operon beeinflusst werden. 

Der Stamm S. aureus SG-R besitzt eine vraT-Mutation und eine hochregulierte Expression von vraSR 

und der Stamm S. aureus SG-rev eine zusätzliche Leserahmenverschiebung in vraS, wodurch die Ex-

pression stark reduziert wird. In dieser Arbeit konnte mittels eines Phosphorylierungs-Assays mit 

Lithium-Kalium-Acetylphosphat und einer Phos-Tag SDS-PAGE festgestellt werden, dass VraR(M54T) 

in vitro nicht phosphoryliert werden konnte. Auch mittels der korrespondierenden Histidin-Kinase VraS 

konnte kein phosphorylierter Regulator VraR(M54T) nachgewiesen werden. Dementsprechend ist 

davon auszugehen, dass die Mutation in vraR zu einer Hemmung der Phosphorylierung durch VraS 
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führte und somit auch die Funktion von VraR als Regulator der Genexpression des VraSR-Regulons 

gestört war. Die Phosphorylierung von VraR führt in der Regel zu einer Konformationsänderung, die 

die Dimerisierung von zwei VraR-Regulatoren fördert (Leonard et al., 2013). Tajbakhsh und Golemi-

Kotra (2019) konnten zeigen, dass ein mutiertes VraR(M13A) Protein eine stark reduzierte Phospho-

rylierung durch Lithium-Kalium-Acetylphosphat aufweist und die für die DNA-Bindung notwendige 

Dimerisierung gestört ist. Jedoch bindet unphosphoryliertes VraR an die -50 bis -75 Region vor dem 

vra-Operon und führt zu einer basalen Expression (Belcheva et al., 2009; Tajbakhsh und Golemi-Kotra, 

2019). VraR kann neben VraS möglicherweise auch von der Serin/Threonin Kinase Stk1 (PknB) an den 

Stellen T106, T119, T175 oder T178 phosphoryliert werden, wodurch jedoch die Bindung zur DNA 

abnimmt (Kalantari et al., 2015; Canova et al., 2014). Stk1 war sowohl in S. aureus VC40 als auch in S. 

aureus VC40R hochreguliert. 

Ebenso ist der Sigma-Faktor A (RpoD) involviert in die Regulation des vraSR-Operons und interagiert 

möglicherweise direkt mit VraR (Belcheva et al., 2011). Der Microarray von S. aureus VC40 belegt eine 

reduzierte Expression von Sigma A (Berscheid, 2013), die durch das RNA-seq nicht bestätigt werden 

konnte. Im Gegensatz dazu zeigte die RNA-seq für S. aureus VC40R eine höhere Expression von rpoD. 

Zudem zählte rpoD zu den Genen mit einer Mutation in S. aureus VC40 und S. aureus VC40R. Der 

Aminosäureaustausch befand sich dabei in der hochkonservierten Domäne 2 von RpoD(D201N), die 

sowohl für die Erkennung der -10 Promotorregion der DNA als auch für die Interaktion mit RNA-

Polymerase-Untereinheiten wie RpoB und RpoC verantwortlich ist (Gross et al., 1998; Bates und 

Quake, 2014). Wegen der Funktion von RpoD auf die Expression von Haushalts-Genen könnte die 

Mutation relevant für die verringerte Vancomycin- und Daptomycin-Empfindlichkeit sein, da Mutati-

onen in den Untereinheiten rpoB und rpoC ebenfalls oft in VISA auftreten (Hu et al., 2016). Die Mutati-

on in rpoD könnte ebenso die geringe Wachstumsrate von S. aureus VC40 und S. aureus VC40R im 

Vergleich zu den anderen Stämmen erklären (Rong und Helmann, 1994). Für eine weitere Aufklärung 

der Rolle von RpoD(D201N) in S. aureus VC40 wäre eine Austauschmutante erforderlich. 

 

Der Stamm S. aureus VC40 hat zwei Mutationen in der Histidin-Kinase eines TCS, welches auf Zell-

wandschäden reagiert. Diese Mutationen führten zusammen zu einer erhöhten Expression von VraSR-

regulierten Genen. Dementsprechend zeigte sich der gleiche Effekt in der Austauschmutante S. aureus 

VraS(VC40) mit dem Hintergrund von S. aureus NCTC8325. In vitro deutete die weitere Mutation in 

vraR aus S. aureus VC40R auf eine Aufhebung der Phosphorylierung des Proteins hin, wodurch die 

Expression des Regulons reduziert sein sollte. Dahingehend sind die Ergebnisse der qRT-PCR und des 

RNA-seq jedoch nicht eindeutig. Insgesamt könnten demzufolge alle Unterschiede zu den Wildtypen 

S. aureus RN4220ΔmutS und S. aureus NCTC8325, die S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) 

gemeinsam haben und gegenteilig zu S. aureus VC40R sind, mit dem VraSR-TCS zusammenhängen. 
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Hier ist neben dem bekannten Einfluss auf die Zellwand, vor allem die Autolyse zu erwähnen. Beide 

Stämme S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) zeigten im Gegensatz zu S. aureus RN4220ΔmutS 

und S. aureus VC40R eine stark reduzierte Autolyse, ein verändertes Autolysin-Profil, eine geringere 

Bindung von aufgereinigtem AtlA an die Zellwand und eine geringere Konzentration von 

extrazellulären Autolysinen, insbesondere AtlA. Es besteht jedoch kein direkter Einfluss von VraSR auf 

die Expression der Autolysine. Ebenfalls scheint eine Verbindung zum Glykosylierungsmuster der WTA 

zu bestehen. Sowohl S. aureus VC40 als auch S. aureus VraS(VC40) zeigen eine erhöhte Substitution 

der WTA mit D-Glucosamin. Diese ist in S. aureus VC40R ebenfalls erhöht im Vergleich zu S. aureus 

RN4220ΔmutS, jedoch stark reduziert im Vergleich zu S. aureus VC40. Ebenfalls könnte die 

Konfiguration der D-GlcNAc-Anomere auf das VraSR-TCS zurückgehen, da S. aureus VC40R ohne 

äußeren Stress nur die α-Variante besitzt, entsprechend dem Wildtyp S. aureus RN4220ΔmutS. S. 

aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40) hingegen zeigen im NMR beziehungsweise durch die Lyse mit 

Podoviridae, dass auch β-glykosylierte WTA vorhanden sind. Eine solche Beziehung zwischen VraSR 

und der Autolyse oder WTA-Glykosylierung war in S. aureus bisher nicht bekannt. Bis jetzt hat keine 

Transkriptom-Analyse jemals gezeigt, dass sich tarM, tarS oder ein Autolysin, außer lytU, innerhalb des 

vraSR-Regulons befinden (Kuroda et al., 2003). 

4.5 Rolle der Virulenz in den untersuchten VISA-

Stämmen 

Neben einer dickeren Zellwand mit oftmals geringerer Quervernetzung und einer reduzierten Autolyse 

gilt eine schwächere Virulenz als drittes charakteristisches Merkmal von VISA (McCallum et al., 2006; 

Howden et al., 2008; Majcherczyk et al., 2008; Horne et al., 2009; Peleg et al., 2009; Gardete et al., 

2012; Cameron et al., 2017; Xu et al., 2018; Tan et al., 2019; Jin et al., 2020; Zhu et al., 2021). Für 

Stämme mit geringerer Daptomycin-Empfindlichkeit wird ebenfalls eine geringere Virulenz beschrie-

ben (Cameron et al., 2015). Entsprechend zeigt ein Endokarditis-Model in Ratten eine geringere Infekti-

osität und Säuberung von VISA-Isolaten (Majcherczyk et al., 2008). In einem Maus-Sepsis-Model hat 

ein VISA-Stamm mit einer Leserahmenverschiebung in stp1 die Fähigkeit zur Bildung von 

Leberabszessen und Gewebenekrosen verloren (Cameron et al., 2012). Eine schwächere Virulenz von 

VISA gegenüber den Elternstämmen konnte ebenfalls in einem Invertebraten-Model mit Galleria 

mellonella bestätigt werden (Peleg et al., 2009). Insgesamt schlussfolgerte eine Meta-Analyse, dass 

VISA-Stämme nicht mit einer höheren Mortalität assoziiert sind. Allerdings kommt es durch das 

Scheitern der Vancomycin-Therapie zu einer längeren Infektionsdauer, sowie längeren Krankenhaus-
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aufenthalten und Therapien (van Hal und Paterson, 2011). In einem Maus-Model zeigen klinische S. 

aureus Isolate mit hochreguliertem vraR eine höhere Überlebensrate in Makrophagen und somit eine 

höhere Persistenz der Infektion (Dai et al., 2019). Eine Deletion von vraSR führt entsprechend zu einer 

größeren Empfindlichkeit gegen Phagozytose durch Granulozyten (Gao et al., 2019). Dabei ist eine 

niedrigere Virulenz von VISA mit einer verringerten Fitness und oftmals mit einem reduzierten 

Wachstum verbunden (Howden et al., 2014). In Abwesenheit von Vancomycin ist die reduzierte 

Wachstumsgeschwindigkeit ein selektiver Nachteil von VISAs, wodurch Revertanten mit höherer 

Wachstumsgeschwindigkeit sich schnell verbreiten. Die Entstehung der Revertanten S. aureus VC40R 

wäre damit zu erklären, wobei die Wachstumsrate des Stammes nur geringfügig höher war im Ver-

gleich zu S. aureus VC40. Meist erfolgt die abgeschwächte Virulenz durch eine veränderte Expression 

von Virulenz-Genen (Cameron et al., 2017; Jin et al., 2020). 

In S. aureus wird eine Reihe von Virulenz-Genen durch agr kontrolliert. Der Regulator verstärkt einer-

seits die Hämolyse und hemmt andererseits den Toxin-Repressor Rot, durch die Transkription von 

RNAIII aus dem agr-Operon (Thoendel et al., 2011). So produzieren VISA-Isolate in einer Studie 20-fach 

weniger α-Toxin im Vergleich zu den VSSA-Elternstämmen, wobei dies entweder von einem Verlust 

der agr-Aktivität aufgrund von Mutationen oder einer veränderten Aktivität von agr in Stämmen ohne 

Mutation begleitet wird (Cameron et al., 2017). S. aureus 137/93A besaß eine Mutation in codY, der 

neben einer Rolle im Metabolismus auch als Repressor von agr fungiert, sowie die Virulenz auch agr-

unabhängig beeinflusst (Pohl et al., 2009). So konnte für den Stamm auch eine höhere Kapsel-

Biosynthese festgestellt werden, die jedoch keinen Einfluss auf die Vancomycin-Empfindlichkeit hat 

(Jansen et al., 2013). Interessanterweise waren die Stämme S. aureus VC40 und S. aureus VC40R agr-

positiv im Gegensatz zum Elternstamm S. aureus RN4220ΔmutS. Dementsprechend waren Toxine in 

den beiden Stämmen eher hochreguliert und Bindeproteine, vor allem spa, welches für das wichtige 

Protein A zur Abwehr von Immunglobulinen kodiert, runterreguliert. Ebenfalls zeigten beide Stämme 

eine Beta-Hämolyse auf Columbia-Blutagar. Die Expression der Gene des agr-Operons war in S. aureus 

VC40 und S. aureus VC40R nicht verändert, jedoch zeigte der Stamm S. aureus VraS(VC40) in dem Fall 

eine starke Reduktion. Paradoxerweise waren in beiden Stämmen der transkriptionelle Regulator sarA, 

sowie das zu sarA homologe rot, hochreguliert. Möglicherweise führte dies zu einem gewissen 

Ausgleich des funktionsfähigen agrA. Das Agr-System kann potenziell auch durch VraR aus S. aureus 

reguliert werden, durch die Bindung des Regulators an den Promotor des Operons. So konnte ein 

DNase I Footprinting Assay nachweisen, dass VraR an eine 15-Nukleotid-Sequenz in der Intergen-

Region zwischen agr-Promotor 2 und -Promotor 3 bindet und die Transkription hemmt (Dai et al., 

2017). Auch Taglialegna et al., (2019) fanden, dass VraSR als transkriptioneller Regulator von agrA 

fungiert. Da Vancomycin meist mit einer Induktion des vraSR-Operons einhergeht und dieses System 

in VISA oft von Mutationen betroffen ist, könnte darin ein Grund für die Reduktion der Virulenz in VISA 
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liegen. Ähnliches gilt für das WalRK-TCS, welches zwar agr-unabhängig ist, aber indirekt über SpdC 

viele Virulenz-Gene reguliert und ebenfalls in vielen VISA von Mutationen betroffen ist. 

Des Weiteren waren zwei Gene mit weitgehend unbekannter Funktion, vraX und cwrA, in allen drei 

VISA-Laborstämmen dieser Arbeit stark überexprimiert. Entsprechend konnte von McAleese et al., 

(2006) gezeigt werden, dass cwrA und vraX mit die höchst exprimierten Gene in verschiedenen klini-

schen VISA darstellen. Beide Gene sind unter anderem mit Virulenz assoziiert. CwrA wird in S. aureus 

als Antwort auf Zellwandschäden exprimiert, beispielsweise durch Vancomycin. Die Deletion des Gens 

hat in S. aureus SH1000ΔcwrA::erm jedoch keine Auswirkung auf die Vancomycin-MHK. Allerdings 

führt die Deletion zu einer erhöhten Expression des dltABCD-Operons, sowie der Autolysine lytM, sceD 

und ssaA (Balibar et al., 2010). Des Weiteren ist CwrA wichtig für die Virulenz in vivo in einem Maus-

Sepsis-Model (Balibar et al., 2010). Ebenso ist VraX ein sekretiertes Protein, welches durch 

verschiedene Zellwand-Antibiotika, wie Bacitarcin, D-Cycloserin und Oxacillin hochreguliert wird 

(Utaida et al., 2003). Es scheint dabei für die Abwehr des Immunsystems durch Bindung an das C1q-

Protein und Blockierung des Komplementsystems in Säugetieren wichtig zu sein (Yan et al., 2017). 

Interessanterweise steht cwrA dabei unter der Kontrolle des VraSR-TCS und sowohl cwrA als auch vraX 

werden durch das WalRK-TCS positiv reguliert (Kuroda et al., 2003; Delaune et al., 2012). 

In dieser Arbeit wurden neben der Expressionsanalyse und der Untersuchung der Hämolyse auch die 

Biofilmbildung und der Staphyloxanthin-Gehalt als Parameter der Virulenz betrachtet. Staphyloxanthin 

wirkt gegen oxidativen Stress, beispielsweise durch reaktive Sauerstoffspezies, wie es durch die 

angeborene Immunantwort von Säugetieren ausgelöst wird. So konnte gezeigt werden, dass eine 

Deletionsmutante für Staphyloxanthin, S. aureus NewmanΔcrtM, eine geringere Überlebensrate in 

humanen Neutrophilen besitzt (Clauditz et al., 2006). Alle VISA in dieser Arbeit wiesen eine geringere 

Staphyloxanthin-Konzentration als die Vergleichsstämme auf, für S. aureus VraS(VC40) und S. aureus 

137/93A war dies sogar signifikant. S. aureus VC40R zeigte in der RNA-seq ebenfalls eine verringerte 

Expression der relevanten Gene. Nach den obigen Ausführungen zur höheren Immunevasion von VISA-

Stämmen wäre eigentlich eine höhere Staphyloxanthin-Konzentration in den Stämmen zu erwarten 

gewesen. Allerdings konnte für fünf von neun Stämmen mit einer geringeren Daptomycin-

Empfindlichkeit ein reduzierter Carotenoid-Gehalt, Staphyloxanthin, festgestellt werden, der zu einer 

geringeren Fluidität der Membran führt (Mishra et al., 2010; Mishra und Bayer, 2013). In den Stämmen 

dieser Arbeit gab es keinen relevanten Unterschied in der Membran-Fluidität, jedoch spiegelte sich der 

Unterschied in der Staphyloxanthin-Konzentration zwischen S. aureus 137/93A und S. aureus 1450/94 

auch in diesen Ergebnissen wider. Der klinische VISA S. aureus 137/93A zeigte zwar eine geringere 

Konzentration an Staphyloxanthin als der VSSA-Vergleichsstamm S. aureus 1450/94, aber der Gehalt 

lag trotzdem weit über dem aller anderen Stämmen in dieser Arbeit. 
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Die Bildung von Biofilmen durch S. aureus ist komplex und kann einerseits PIA-abhängig durch das 

icaADBCR-Operon und andererseits PIA-unabhängig erfolgen (Archer et al., 2011). Eine Regulation 

erfolgt vor allem durch Agr, SarA und SigB (Paharik und Horswill, 2016). Alle VISA-Laborstämme S. 

aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) zeigten eine starke Reduktion der Biofilm-

Bildung, beziehungsweise einen kompletten Abbruch. Dies ging mit einer reduzierten Expression von 

icaADBC, sowie einer normalen bis erhöhten Expression des Repressors icaR, einher. S. aureus 137/93A 

zeigte ebenfalls keine Biofilm-Bildung. Jedoch war diese im Vergleichsstamm S. aureus 1450/94 

genauso gering. Die Bildung von Biofilm ist allerdings stark Stamm-spezifisch (Archer et al., 2011). 

Insgesamt gibt es eine Verbindung zwischen dem VISA-Phänotyp und einer geringen Biofilm-

Biosynthese auch in anderen Stämmen mit reduzierter Vancomycin-Empfindlichkeit (Howden et al., 

2006; Xu et al., 2018). Bose et al., (2012) fanden heraus, dass das Hauptautolysin von S. aureus, AtlA, 

mit den funktionsfähigen Untereinheiten AM und GL für die Entwicklung von Biofilm nötig ist. In die-

sem Fall führt die Autolyse zum Austritt von DNA als Biofilm-Matrix-Molekül in der Anfangsphase der 

Biofilm-Synthese. Da viele VISA in der Autolyse gestört sind, wie es auch für S. aureus VC40 und S. 

aureus VraS(VC40) der Fall war, könnte dies eine mögliche Verbindung darstellen. 

Daneben spielen auch Wandteichonsäuren eine Rolle in der Virulenz und Bildung von Biofilmen. So 

verliert die S. aureus ATCC35556 dltA::spc Mutante mit einer weniger positiven Oberflächenladung, 

aufgrund einer Abwesenheit von D-Alanin an den WTA, die Fähigkeit Polystyrol und Glass zu koloni-

sieren (Gross et al., 2001). Modifikationen der WTA mit D-Alanin oder der Zellmembran durch MprF 

halten wie bereits erwähnt kationische antimikrobielle Peptide ab, aber führen des Weiteren auch zu 

einer höheren Virulenz (Weidenmaier et al., 2005a). Genauso schützen WTA, genauer gesagt die D-

Alanin-Ester der WTA, S. aureus vor antimikrobiellen Fettsäuren der menschlichen Haut (Kohler et al., 

2009; Simanski et al., 2013). Das Fehlen der kompletten WTA in S. aureus führt zu einer reduzierten 

Interaktion mit Endothelzellen und einer eingeschränkten Virulenz in einem Endokarditis Hasen-Model 

(Weidenmaier et al., 2005b). WTA helfen dem Organismus auch dabei Zellwand-Epitope vor der 

Opsonisierung durch Antikörper zu verbergen, wobei die β-Glykosylierung der WTA das Komple-

mentsystem durch Bindung von Anti-WTA IgG aktiviert (Lee et al., 2015; Gautam et al., 2016). Insge-

samt sind Wandteichonsäuren, insbesondere glykosylierte WTA, essenziell für die nasale Kolonisation 

(Weidenmaier et al., 2004; Baur et al., 2014; Winstel et al., 2015). Oftmals weisen S. aureus Stämme 

mit einer höheren Pathogenität auch eine höhere Konzentration an WTA auf (Wanner et al., 2017). 

Eine Veränderung der WTA, wie in S. aureus VC40, könnte somit einen großen Einfluss auf die Virulenz 

haben. 

 

Insgesamt zeigen die VISA-Stämme in dieser Arbeit Anzeichen für eine verringerte Virulenz, wie es auch 

in der Literatur beschrieben ist. Eine geringere Wachstumsrate, wie sie S. aureus VC40 und S. aureus 
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VC40R aufweisen, ergibt ebenso eine geringere Virulenz in einem klinischen Rahmen, da bei-

spielsweise weniger Toxine gebildet werden oder das Quorum-Sensing für die Biofilm-Bildung gestört 

ist. In dieser Arbeit wurden nur die Transkription von Virulenz-Genen, der Carotinoid-Gehalt und die 

Biofilmbildung untersucht, aber es wurden keine Experimente zur Evaluation der Virulenz in Tier-

modellen durchgeführt. Zudem spielt die Virulenz in klinischen VISA-Stämmen eine größere Rolle für 

das Überleben der jeweiligen Stämme, als dies für Laborstämme der Fall ist. Da klinische Stämme 

neben der Vancomycin-Therapie auch dem Immunsystem ausgesetzt sind, entwickeln sich Phänotypen 

mit einer angepassten Virulenz eher, als in einem Passagierversuch. VISA-Stämme setzen bei der 

Virulenz zumeist auf Persistenz und weniger auf Angriff gegen den Wirtsorganismus. 

4.6 Ausblick 

In dieser Arbeit konnten durch die Charakterisierung der Zellwand, und insbesondere der Wand-

teichonsäuren, neue Erkenntnisse über die Hintergründe der verringerten Vancomycin-

Empfindlichkeit des im Labor generierten VISA-Stammes S. aureus VC40 erlangt werden. Der Stamm 

steht exemplarisch dafür, wie die reduzierte Vancomycin-Empfindlichkeit in VISA durch multiple Ver-

änderungen auf Gen-, Transkriptions-, und Proteinebene erfolgt. Da Vancomycin auch heute noch als 

Standard-Therapie von MRSA-Infektionen gilt (Fille et al., 2009), ist die Grundlagenforschung zu den 

Auslösern des VISA-Phänotyps weiterhin wichtig. Dementsprechend kann S. aureus VC40 auch künftig 

einen lohnenden Model-Organismus für weitere Forschung darstellen. 

S. aureus VC40 weist 79 Mutation in 75 Genen auf. Davon führen 30 Mutationen zu veränderten 

Proteinen, deren Gene bereits charakterisiert sind. In 19 Fällen sind nicht-charakterisierte Gene von 

Mutationen betroffen, die zu einem veränderten Protein führen (Berscheid, 2013). Hier konnten neben 

den Mutationen in vraS, prsA, lytD und clpX (Berscheid, 2013; Axtmann, 2019) auch 10 weitere 

Mutationen (modA, relP, lacE, mraZ, vraG, araC, nsaR, lexA, recD und mprF) durch einen Allel-

Austausch in den Hintergrund von S. aureus NCTC8325 eingebracht werden, deren Vancomycin-MHK 

getestet wurde. Diese Stämme könnten weiter charakterisiert werden. Da kleine Unterschiede in der 

MHK in einer 96-Well-Platte nicht erkannt werden, könnte eine Gradienten-Platte eingesetzt werden. 

Dies war beispielsweise für den Stamm S. aureus pTvicA mit einer Überexpression von walRK nötig. 

Zur Verifizierung der Stämme sollte außerdem eine Genomsequenzierung erfolgen. Genauso könnten 

weitere Experimente mit S. aureus NCTC8325 lytD::kan durchgeführt werden (Berscheid, 2013). Hier 

wäre vor allem der Einfluss der Deletion auf das Membranprotein-Profil und die Resistenz gegenüber 

Lysostaphin interessant. Des Weiteren könnten die übrigen 16 Mutationen über einen Allel-Austausch 

in S. aureus NCTC8325 eingebracht werden. Hierbei wären vor allem die Aminosäureaustausche in 
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WalK(I544M), RpoD(D201N), GlmM(A93V) und die Insertion in DnaK interessant. Da das WalRK-System 

essenziell in S. aureus ist, müsste in diesem Fall ein Stamm mit einem induzierbaren Plasmid mit walRK 

oder einer entkoppelten, permanenten Expression von lytM und ssaA verwendet werden. Genauso 

spannend wäre die Erstellung einer Austauschmutante mit vraR aus S. aureus VC40R. Mithilfe dieses 

Stammes S. aureus VraR(VC40R) könnte durch RNA-seq oder qRT-PCR die verringerte Aktivität des 

VraSR-Systems in vivo bestätigt werden. 

Es könnte des Weiteren gezeigt werden, dass für S. aureus VC40 das Glykosylierungsmuster der WTA 

entscheidend für einen Teil der verringerten Vancomycin-Empfindlichkeit ist. Dahingehend könnte der 

Effekt der Glykosylierung weiterführend analysiert werden. Zum einen könnte die Revertante S. aureus 

VC40R mit dem Plasmid pTtarS transformiert werden, um einem induzierbaren Einbau von β-GlcNAc 

zu erreichen und den Einfluss auf die Vancomycin-MHK zu testen. Damit könnte eine mögliche 

sekundäre Auswirkung des Salzstresses auf die Vancomycin-MHK vermeiden werden. Ebenso sollten 

die WTA von S. aureus VraS(VC40) im H-NMR untersucht werden, um die Ergebnisse der Phagen-

typisierung durch Podoviridae zu bestätigen, dass sowohl α-GlcNAc als auch β-GlcNAc vorhanden sind. 

In dieser Arbeit konnte ebenfalls bestätigt werden, dass die Glykosylierung einen Effekt auf die Bindung 

von AtlA an die Zellwand besitzt. Da die WTA neben AtlA auch die PBPs zur Teilungssepte führen, 

könnte es zu einer ähnlichen Wirkung auf PBP4 kommen. Zur Prüfung könnte fluoreszenz-markiertes 

PBP4, oder als Näherung auch PBP2, in S. aureus VC40, S. aureus pTtarM und S. aureus pTtarS 

eingebracht werden. Anschließend könnte dann entweder die Verteilung des Enzyms an der 

Zelloberfläche unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht werden oder der Anteil an Fluoreszenz 

der verschiedenen Zellwand-Fragmente der Stämme nach einem Waschschritt im Infinite M Plex 

Fluorometer analysiert werden. Ebenfalls könnte die Zellwand von S. aureus VC40R aus Medium mit 4 

% NaCl isoliert und in der UPLC analysiert werden. Sowohl die Quervernetzung als auch der für PBP4 

charakteristische „hump“ im Chromatogramm im Vergleich zwischen Zellwänden mit und ohne Salz 

können Aufschluss auf die veränderte Aktivität von PBP4 in Bezug zu β-glykosylierten WTA geben.  

Neben den WTA besitzen auch die LTA von S. aureus eine Verbindung zur Autolyse, Zellteilung und 

Virulenz. Vorläufige Versuche mit aufgereinigten LTA konnten eine geringere Konzentration von LTA in 

den VISA-Laborstämmen zeigen. Jedoch stellt sich die Aufreinigung mittels hydrophober Inter-

aktionschromatographie auf einer Octyl-Sepharose-Säule mit einem 1-Propanol-Gradienten als 

Laufmittel als unzuverlässig heraus (Knopp, 2019). Als Lösung könnten die aufgereinigten Proben in 

einem H-NMR oder einer Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie analysiert werden, wie in Kho 

und Meredith (2018a) beschrieben. Ebenso könnten nicht-aufbereitete LTA-Rohextrakte der Stämme 

auf den Phosphat-, Glycerin-, Glukose-, D-Alanin- und D-Glucosamin-Gehalt überprüft werden. 

Dadurch könnten allerdings nur direkte Vergleiche zwischen den Stämmen angestellt werden. Für die 

Aufreinigung von LTA-Rohextrakt sollte eine Übernachtkultur geerntet und in 1/20 Volumen 50 mM 
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Zitronensäure-Puffer pH 4,7 gelöst werden. Der Zellaufschluss würde über Bead-Beating in einem 

Precellys 24 Homogenisator erfolgen. Anschließend sollten die Zellmembranen bei 20.000 g und 4 °C 

für 1 h pelletiert werden. Die Membranen sollten in 0,25 mL Zitronensäurepuffer resuspendiert, 1:1 

mit 1-Butanol gemischt und bei 37 °C und 180 rpm für 45 min inkubiert werden. Danach würde die 

Probe erneut zentrifugiert und die untere wässrige Phase in ein neues Gefäß überführt werden. 

Schließlich könnte die Probe gefriergetrocknet werden, um danach in den bereits beschriebenen 

Experimenten eingesetzt zu werden. Die Glukose zur Verbindung der Glycerol-Phosphat-Kette mit dem 

Glycerol-Anker an den Fettsäuren der Membran könnte mittels Anthron-Test nach Herbert et al., 

(1971) ermittelt werden. 

Des Weiteren sind mehrere weiterführende oder neue Experimente vorstellbar. So könnte der Einfluss 

der walK-Mutation in S. aureus VC40 näher analysiert werden, um den Abbruch der Auto-

phosphorylierungsaktivität in vitro zu bestätigen (Kienemund, 2016). Hierfür könnte S. aureus VC40 

zunächst mit einem walR-FLAG enthaltenen Plasmid transformiert werden. Danach könnte das Zell-

lysat in einer Phos-Tag SDS-PAGE eingesetzt werden und anschließend WalR durch einen Maus anti-

FLAG M2-Peroxidase Monoklonalen Antikörper in einem Western Blot nachgewiesen werden (Gajdiss 

et al., 2020). Entsprechend würden so in vivo phosphorylierte und nicht-phosphorylierte WalR-Banden 

sichtbar werden. Des Weiteren könnten die Zellwände der Stämme nach der UPLC-Analyse zusätzlich 

durch eine Massenspektrometrie analysiert werden, um amidierte und nicht-amidierte Monomere zu 

unterscheiden. Der Umsatz der Zellwand aller Stämmen könnte auch ermittelt werden. Dazu könnten 

die Stämme mit radioaktivem oder fluoreszierendem Glucosamin inkubiert werden, um anschließend 

den Umsatz, nach einer Inkubation mit nicht-markiertem Glucosamin, zu berechnen. Die Membran der 

Stämme, vor allem von S. aureus VC40, könnte näher bestimmt werden. Dazu könnten die 

Phospholipide durch eine Bligh-Dyer Methode extrahiert und auf einer zweidimensionalen 

Dünnschichtchromatographie aufgetragen werden (Bligh und Dyer, 1959; Nahaie et al., 1984). 

Interessant wäre auch eine komplette Proteom-Analyse aller Stämme, da einige Mutationen in S. 

aureus VC40, wie in clpX, prsA, dnaK und lytD, starken Einfluss auf die Prozessierung, Stabilisierung und 

Sekretion haben. Hier wäre der Gehalt an Proteasen, Autolysinen und Penicillin-bindenden-Proteinen 

in der Zellhülle besonders von Bedeutung. Ebenso könnte die Virulenz der einzelnen Stämme mittels 

eines Invertebraten-Models mit Galleria mellonella nach Peleg et al., (2009) untersucht werden. 
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5 Zusammenfassung 

Staphylococcus aureus ist ein opportunistischer Erreger, der vor allem bei stationärer Patienten-

behandlung zu teilweise schwerwiegenden und schlecht therapierbaren Infektionen führt. Im Fall von 

multiresistenten Vertretern von S. aureus wird oftmals Vancomycin als Reserveantibiotikum zur 

Behandlung eingesetzt. Vancomycin ist ein Glykopeptid-Antibiotikum und bildet nicht-kovalente 

Wasserstoffbindungen zu den endständigen D-Ala-D-Ala-Resten von Lipid II oder nicht vernetzten D-

Ala-D-Ala-Gruppen im Peptidoglykan, wodurch die Quervernetzung der Mureinschichten verhindert 

wird. Durch den Einsatz des Antibiotikums wurden mit der Zeit S. aureus Stämme mit geringerer Vanco-

mycin-Empfindlichkeit, sogenannte Vancomycin-intermediär resistente S. aureus (VISA) selektiert. Im 

Gegensatz zu vielen anderen Antibiotika-Resistenzen in S. aureus basieren diese in VISA nicht auf dem 

Erwerb von Resistenz-Genen, sondern auf der Akkumulation von Mutationen, die zu einem ähnlichen 

Phänotypen mit dicker, geringer quervernetzer Zellwand, geringer Autolyse und abgeschwächter 

Virulenz führen. In dieser Arbeit wurde hauptsächlich der VISA-Stamm S. aureus VC40 untersucht. 

Dieser Stamm entstand aus einem Passagierversuch mit Vancomycin und akkumulierte 79 Mutationen 

in 75 Genen, wodurch eine Vancomycin-MHK von 64 µg/mL erreicht wurde. Darunter waren auch 

Mutationen in den mit der Entstehung von VISA assoziierten Zweikomponentensystemen (TCS) vraS 

und walK. Zudem wurden ein revertierter Stamm, S. aureus VC40R (MHK 4 µg/mL), mit einer weiteren 

Mutation in vraR, eine Austauschmutante für vraS in einem VSSA-Hintergrund, S. aureus VraS(VC40) 

(MHK 4 µg/mL), und ein klinischer VISA mit IS256-induzierter Überexpression des WalRK-TCS, S. aureus 

137/93A (MHK 8 µg/mL), analysiert. Ziel dieser Studie war es, die Relevanz der Zellwand, und 

insbesondere der darin enthaltenen Wandteichonsäuren (WTA), auf die Vancomycin-Empfindlichkeit 

zu untersuchen. 

Dafür wurde die Zellwand aller Stämme isoliert und die Quervernetzung wurde durch UPLC-Analyse 

bestimmt. Ebenfalls wurden die WTA aufgereinigt und bezüglich des Phosphat-, Glycerol-, D-Alanin- 

und D-Glucosamin-Gehaltes analysiert. Durch eine H-NMR der WTA wurde die genaue Konfiguration 

der Glykosylierung bestimmt und es wurde der Einfluss auf die Vancomycin-MHK überprüft. Des Wei-

teren wurden die Autolysine aufgereinigt und im Zymogramm, sowie gegen Zellwand-Fragmente 

getestet. Von den Stämmen S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) wurde ebenfalls 

eine Transkriptom-Analyse mittels RNA-seq durchgeführt. Schließlich wurde die Auswirkung der vraR-

Mutation in S. aureus VC40R mit Hilfe einer Phos-Tag SDS-PAGE analysiert. 

Insgesamt zeigten die VISA-Stämme eine dickere Zellwand und sowohl S. aureus VC40 als auch S. 

aureus 137/93A wiesen auch eine geringere Quervernetzung auf, die bei beiden auf einer reduzierten 

Aktivität von PBP4 basierte, deren Grund nicht näher bestimmt werden konnte. Die beiden Stämme, 
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S. aureus VC40 und S. aureus VraS(VC40), fielen durch eine stark reduzierte Autolyse und ein 

verändertes Autolysin-Profil im Zymogramm auf. Interessanterweise waren in S. aureus VC40 viele 

Autolysine in der RNA-seq Analyse hochreguliert. Von allen Stämmen zeigte nur S. aureus VC40 eine 

stark reduzierte Bindung von Cytochrom C und somit eine weniger negativ geladene Zelloberfläche, 

beruhend auf einer höheren Substitution der WTA mit D-Alanin. S. aureus VC40 besaß genau wie die 

anderen beiden VISA-Laborstämme eine höhere Konzentration an WTA, die ebenfalls stärker 

glykosyliert waren. Erstmals konnte hier gezeigt werden, dass die Art der Glykosylierung einen Einfluss 

auf die Vancomycin-Empfindlichkeit hatte, da eine induzierte β-Glykosylierung der WTA in S. aureus 

VC40R zu einem signifikanten Anstieg der MHK führte. Allerdings traf die Verringerung der 

Vancomycin-Empfindlichkeit nur auf diesen Stamm zu, vermutlich müssen weitere VISA-Merkmale für 

diesen Effekt vorhanden sein. Zudem zeigten Zellwände mit β-glykosylierten WTA eine geringere 

Affinität für das Hauptautolysin AtlA. In vitro konnte veranschaulicht werden, dass die Mutation in vraR 

aus S. aureus VC40R zu einem Abbruch der Phosphorylierung des Regulators führte, wodurch dieser 

möglicherweise seine Aktivität reduzierte. 

Im Stamm S. aureus VC40 führte die verdickte Zellwand mit einer niedrigen Quervernetzung zu einer 

erhöhten Aufnahme von Vancomycin in die äußeren PGN-Schichten. Diese vermehrte Aufnahme 

verhinderte eine weitere Diffusion des Antibiotikums zur Teilungssepte, ein sogenannter „Clogging 

Effekt“. Die Kosten einer verringerten Quervernetzung und dementsprechender reduzierter Stabilität 

der Zellwand wurden durch eine verringerte Autolyse ausgeglichen. Einerseits geschah dies durch eine 

veränderte Prozessierung von AtlA. Andererseits führten die Verschiebung des Glykosylie-

rungsmusters hin zu einer vermehrten β-Glykosylierung der WTA und die höhere WTA-Konzentration 

ebenfalls zu einer geringeren Affinität der Autolysine, trotz deren erhöhter Expression. Die Modifika-

tion der WTA mit D-Alanin führte zu einer geringeren negativen Ladung der Zelloberfläche und so zu 

einer abnehmenden Interaktion des kationischen Glykopeptides mit den negativ-geladenen WTA. 

Aufgrund des Vergleichs der Ergebnisse von S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40) 

konnten die Substitution der WTA mit D-Glucosamin und die reduzierte Autolyse, mit der veränderten 

Aktivität von VraSR in Verbindung gebracht werden. 

Zusammengefasst besteht eine Verbindung der WTA von S. aureus zu allen charakteristischen Merk-

malen von VISA-Stämmen, wie der veränderten Zellwand, geringeren Autolyse und abgeschwächten 

Virulenz. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das Glykosylierungsmuster der 

WTA einen weiteren Aspekt in der verringerten Vancomycin-Empfindlichkeit von VISA darstellt. Der 

Wechsel zu einer Mischung aus α- und β-GlcNAc-Modifikationen der WTA führte zu einer mehrfachen 

Erhöhung der MHK in S. aureus VC40R und war womöglich verantwortlich für eine geringere Bindung 

von AtlA an die Zellwand und damit eine geringere Autolyse.  
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Anhang 

Bakterienstämme 

Tabelle 42 Alle in dieser Arbeit hergestellte Bakterienstämme. 

Bakterienstamm Beschreibung 

Staphylococcus aureus  

RN4220 pTvraSR Induzierbare Expression des VraSR-TCS ohne VraT 

RN4220 pTvraTSR Induzierbare Expression des VraTSR-TCS  

RN4220 pTtarM 
Induzierbare Expression der WTA-Glycosyltransferase 

TarM 

RN4220 pTtarS Induzierbare Expression der WTA-Glycosyltransferase TarS 

RN4220 pMAD_araC(VC40) Allelic Exchange mit dem araC-Gen aus S. aureus VC40 
RN4220 pMAD_dnaK(VC40) Allelic Exchange mit dem dnaK-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_glmM(VC40) Allelic Exchange mit dem glmM-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_lacE(VC40) Allelic Exchange mit dem lacE-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_lexA(VC40) Allelic Exchange mit dem lexA-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_lysP(VC40) Allelic Exchange mit dem lysP-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_modA(VC40) Allelic Exchange mit dem modA-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_mraZ(VC40) Allelic Exchange mit dem mraZ-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_nsaR(VC40) Allelic Exchange mit dem nsaR-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_opp1D(VC40) Allelic Exchange mit dem opp1D-Gen aus S. aureus VC40 
RN4220 pMAD_recD(VC40) Allelic Exchange mit dem recD-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_relP(VC40) Allelic Exchange mit dem relP-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_rpoD(VC40) Allelic Exchange mit dem rpoD-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_ssaA(VC40) Allelic Exchange mit dem ssaA-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 pMAD_vraG(VC40) Allelic Exchange mit dem vraG-Gen aus S. aureus VC40 

RN4220 ∆tarM∆tarS pTX15 Leervektor pTX15 

RN4220 ∆tarM∆tarS pTtarM 
Induzierbare Expression der WTA-Glycosyltransferase 

TarM 

RN4220 ∆tarM∆tarS pTtarS Induzierbare Expression der WTA-Glycosyltransferase TarS 

NCTC8325 pTX15 Leervektor pTX15 
NCTC8325 pTvicA Induzierbare Expression des WalRK-TCS 

NCTC8325 pTvraSR Induzierbare Expression des VraSR-TCS ohne VraT 

NCTC8325 pTvraTSR Induzierbare Expression des VraTSR-TCS  

NCTC8325 pTtarM 
Induzierbare Expression der WTA-Glycosyltransferase 

TarM 

NCTC8325 pTtarS Induzierbare Expression der WTA-Glycosyltransferase TarS 

NCTC8325 pMAD_araC(VC40) Allelic Exchange mit dem araC-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_dnaK(VC40) Allelic Exchange mit dem dnaK-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_glmM(VC40) Allelic Exchange mit dem glmM-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_lacE(VC40) Allelic Exchange mit dem lacE-Gen aus S. aureus VC40 
NCTC8325 pMAD_lexA(VC40) Allelic Exchange mit dem lexA-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_lysP(VC40) Allelic Exchange mit dem lysP-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_modA(VC40) Allelic Exchange mit dem modA-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_mraZ(VC40) Allelic Exchange mit dem mraZ-Gen aus S. aureus VC40 
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Bakterienstamm Beschreibung 

NCTC8325 pMAD_nsaR(VC40) Allelic Exchange mit dem nsaR-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_opp1D(VC40) Allelic Exchange mit dem opp1D-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_recD(VC40) Allelic Exchange mit dem recD-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_relP(VC40) Allelic Exchange mit dem relP-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_rpoD(VC40) Allelic Exchange mit dem rpoD-Gen aus S. aureus VC40 
NCTC8325 pMAD_ssaA(VC40) Allelic Exchange mit dem ssaA-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 pMAD_vraG(VC40) Allelic Exchange mit dem vraG-Gen aus S. aureus VC40 

NCTC8325 AraC(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem araC-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 LacE(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem lacE-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 LexA(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem lexA-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 ModA(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem modA-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 MprF(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem mprF-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 MraZ(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem mraZ-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 NsaR(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem nsaR-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 RecD(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem recD-Gen aus SA VC40 
NCTC8325 RelP(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem relP-Gen aus SA VC40 

NCTC8325 VraG(VC40) SA NCTC8325 Stamm mit dem vraG-Gen aus SA VC40 

Escherichia coli  

DC10B pMAD_araC(VC40) Allelic Exchange mit dem araC-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_dnaK(VC40) Allelic Exchange mit dem dnaK-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_glmM(VC40) Allelic Exchange mit dem glmM-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_lacE(VC40) Allelic Exchange mit dem lacE-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_lexA(VC40) Allelic Exchange mit dem lexA-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_lysP(VC40) Allelic Exchange mit dem lysP-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_modA(VC40) Allelic Exchange mit dem modA-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_mraZ(VC40) Allelic Exchange mit dem mraZ-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_nsaR(VC40) Allelic Exchange mit dem nsaR-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_opp1D(VC40) Allelic Exchange mit dem opp1D-Gen aus S. aureus VC40 
DC10B pMAD_recD(VC40) Allelic Exchange mit dem recD-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_relP(VC40) Allelic Exchange mit dem relP-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_rpoD(VC40) Allelic Exchange mit dem rpoD-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_ssaA(VC40) Allelic Exchange mit dem ssaA-Gen aus S. aureus VC40 

DC10B pMAD_vraG(VC40) Allelic Exchange mit dem vraG-Gen aus S. aureus VC40 

JM109 pET22b∆pelB_vraR(M54T) Überexpression von VraR(M54T) zur Proteinaufreinigung 

BL21(DE3) pET22b∆pelB_vraR(M54T) Überexpression von VraR(M54T) zur Proteinaufreinigung 

Oligonukleotide 

Tabelle 43 Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer, mit Funktion und markierten Restriktionsenzymen (NarI (GGCGCC), 
BamHI (GGATCC), EcoRI (GAATTC), NcoI (CCATGG)). 

Name Sequenz Annealing Tm (°C) Funktion 

araC_for ATTTGGATCCCTATCATCAAACTGACACTC 53 Allelic Exchange 

araC_rev ATTTGAATTCAAGTTGATCGCTTATTGGAA 55 Allelic Exchange 

dnak_for ATTTGGATCCGTTGCTGTTGAGCCGCTTG 62 Allelic Exchange 

dnak_rev ATTTGAATTCAAGGTGAACGTCCAATGGC 60 Allelic Exchange 

glmM_for ATTTGGATCCCTAGTGATGATGTTGAACCA 54 Allelic Exchange 

glmM_rev ATTTGAATTCTGGTACAGACGGAGTAAGA 56 Allelic Exchange 

lacE_for ATTTGGATCCTCTGTTAAAGATTTCGCTGT 55 Allelic Exchange 
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Name Sequenz Annealing Tm (°C) Funktion 

lacE_rev ATTTGAATTCGAGAAGAAGTCCAATTATTAGG 53 Allelic Exchange 

lexA_for ATTTGGATCCGCTCGCTCCTGTAAATTATT 55 Allelic Exchange 

lexA_rev ATTTGAATTCATTCATGTGCCAGTTATTGG 56 Allelic Exchange 

lysP_for ATTTGGATCCAGGAATTAACATACCGATAAC 52 Allelic Exchange 

lysP_rev ATTTCCATGGTATTTGCCAGTATCAGGTT 53 Allelic Exchange 

modA_for ATTTGGATCCACGACGATACAACCATTTA 53 Allelic Exchange 

modA_rev ATTTCCATGGTGTTGACGTATTTATGTCTG 52 Allelic Exchange 

mraZ_for ATTTGGATCCCTTAATATACCAAGGGTTTAGC 54 Allelic Exchange 

mraZ_rev ATTTGAATTCTGATATGATGAAACACTTCAA 52 Allelic Exchange 

nsaR_for ATTTGGATCCAGAGAGTTTAGCATCTGAAC 54 Allelic Exchange 

nsaR_rev ATTTGAATTCCAATTAAAGCAGTTCTACTT 51 Allelic Exchange 

opp1D_for ATTTGGATCCTCATCGCACAGTCAAAGTGT 60 Allelic Exchange 

opp1D_rev ATTTGAATTCACCTGGACAGATCAACCACT 61 Allelic Exchange 

recD_for ATTTGGATCCCAGATTCTTGATTTGCTGAA 53 Allelic Exchange 

recD_rev ATTTGAATTCAAGATACAATTTGGGCTTAG 53 Allelic Exchange 

relP_for ATTTGGATCCCTCACTCAAACTAAGTAACAC 53 Allelic Exchange 

relP_rev ATTTCCATGGACACAATCCTATACATCATAT 51 Allelic Exchange 

rpoD_for ATTTGGATCCGCAGCATGATCTGAAGGACT 60 Allelic Exchange 

rpoD_rev ATTTGAATTCGACCCAGTTCGTATGTACCT 58 Allelic Exchange 

ssaA_for ATTTGGATCCTCCAAACGACCCAACATCAT 59 Allelic Exchange 

ssaA_rev ATTTGAATTCACGTGAAGTTACAACACCTG 58 Allelic Exchange 

vraG_for ATTTGGATCCAGGCAAAGCATATCGTCTCT 59 Allelic Exchange 

vraG_rev ATTTGAATTCTCCAGTATAGTTCGTGAATCC 56 Allelic Exchange 

t161c_for 
CATGAGTTGAAGCCAGATTTAATTTTAACGGATTT

ACTTATGGATGACA 
64 Mutagenese 

t161c_rev 
TGTCATCCATAAGTAAATCCGTTAAAATTAAATCT

GGCTTCAACTCATG 
64 Mutagenese 

gyrB_for TTAGTGTGGGAAATTGTCGATAAT 58 qRT-PCR 

gyrB_rev AGTCTTGTGACAATGCGTTTACA 61 qRT-PCR 

gyrB_ST_for AACACGGATAATTATGGTGCTGGGCAAATACA 64 qRT-PCR 

gyrB_ST_rev CTGTAATGTTTCATAGTTGTATACAGTTGTCTC 59 qRT-PCR 

sgtB_for CGCCCTCAAGCGTATATTGA 60 qRT-PCR 

sgtB_rev CGACAGAGATGTGCAAGGTG 61 qRT-PCR 

sgtB_ST_for ATTGTGACATAGCCTGTTGATATTG 55 qRT-PCR 

sgtB_ST_rev ATGAAACACGAACCTCACTATAATACG 57 qRT-PCR 

vraS_for CTCGTGCTAGTCTTTGACGTTC 61 qRT-PCR 

vraS_rev GTTGGTTCGGTACTCGCTTA 59 qRT-PCR 

vraS_ST_for TCTGGCAATGATACAATATGGAAC 55 qRT-PCR 

vraS_ST_rev CAATTGGTTCAATGCTCATCTTAGTA 55 qRT-PCR 

dnaKseq_for ATTCAGCATCTTCTACAGTAC 54 Sequenzierung 

dnaKseq_rev TTGGTATAGACTTAGGTACAACA 56 Sequenzierung 

glmMseq_for ATACGCATCGGCTCATTTG 58 Sequenzierung 

glmMseq_rev TGGTACAGACGGAGTAAG 55 Sequenzierung 

lacEseq_for CCATCTCGTGTCAATTTGAT 55 Sequenzierung 

lacEseq_rev AGCACAAACAAGCCTGTT 57 Sequenzierung 

lysPseq_for GTGCTTCTACTTGGTTCG 55 Sequenzierung 

lysPseq_rev TGGAAAGGGAGCTTATATGT 56 Sequenzierung 

modAseq_for GTGTTAAGTCAGGCATGGA 57 Sequenzierung 

modAseq_rev ATATAAACAGGCAACGGTTC 55 Sequenzierung 

mprFseq_for TCAAAGGTAAATGATATGC 50 Sequenzierung 

mprFseq_int1 TGGTACATCAGCTAAGAAG 53 Sequenzierung 

mprFseq_rev ATCAGGCATAACTGTATAC 51 Sequenzierung 

mraZseq_for CAAGAAACACTCCATCCAATG 57 Sequenzierung 

mraZseq_rev AGTTGTGGGCTTGAAACAC 58 Sequenzierung 

opp1Dseq_for CCATCACATTGACACATCAC 56 Sequenzierung 

opp1Dseq_rev GGAGTGGTGCAATCATG 55 Sequenzierung 
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Name Sequenz Annealing Tm (°C) Funktion 

pMAD_mcs1 CTAGCTAATGTTACGTTACAC 53 Sequenzierung 

pMAD_mcs2 GAAGCGAGAAGAATCATAATG 54 Sequenzierung 

pTX15seq_for GTCACTATGATCCCAACCTTTCATG 61 Sequenzierung 

pTX15seq_rev CCGTCTATTCTTCCTTATTTGAGTG 59 Sequenzierung 

relPseq_for CGAGCAAGTACAATTTCCAC 56 Sequenzierung 

relPseq_rev AGCCCAAAGTTCGATAGTG 57 Sequenzierung 

rpoDseq_for TGTACCAACCTCACTCAAG 56 Sequenzierung 

rpoDseq_rev GTTTCATGTCTGATAACACAG 54 Sequenzierung 

ssaAseq_for AACTTGATCGTTCGTGTCGA 59 Sequenzierung 

ssaAseq_rev GAAACCTTGTTGGCGTAAAC 57 Sequenzierung 

T7_for TAATACGACTCACTATAGG 49 Sequenzierung 

T7_rev GCTAGTTATTGCTCAGCGG 58 Sequenzierung 

tarSseq_int1 TAATGTCCTTCGCCAATCA 56 Sequenzierung 

vicAseq_int1 ACAACATGAGTAGAGGTCG 56 Sequenzierung 

vicAseq_int2 GTGAGAAACGTAGACTGGAC 57 Sequenzierung 

vraTSRseq_int1 CGTTTATCGGAGACGTAGAG 57 Sequenzierung 

vraTSRseq_int2 CAATCATCATCTTGTTCGTC 54 Sequenzierung 

vraTSRseq_int3 TCAGAATTACACAGGAAGC 54 Sequenzierung 

tarM_for TAAAATGTAGGATCCACTGAGGTAAAGGAATAA 49 Überexpression 

tarM_rev CATCATTCGGGCGCCCTAGGTACTCATGAAT 44 Überexpression 

tarS_for ATTAGGATCCGTGGGAGAGGTATAATGATG 54 Überexpression 

tarS_rev AGACGTGGCGCCCCTCAAATCATGTTGGCTCA 58 Überexpression 

vraSR_for TAAAATGTAGGATCCACGTAGAGGTGATTTATCGA 55 Überexpression 

vraSR_rev CATCATTCGGGCGCCTGATTGGCGTAAGTAACT 53 Überexpression 

vraTSR_for ATAGGATCCATAGAAAGGCGGCGAAACATGA 62 Überexpression 

vraTSR_rev 
AAACATGGCGCCGGCGTAAGTAACTTTTCTTAATT

CGATATGA 
62 Überexpression 
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Vektor-Karten 

 

Abbildung 62 Vektor-Karten basierend auf pET22b∆pelB zur Aufreinigung von Proteinen in E. coli BL21(DE3). 
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Abbildung 63 Vektor-Karten basierend auf pTX15 zur induzierbaren Expression von Proteinen in S. aureus.  
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Ergebnisse 

Tabelle 44 RNA-seq Expressionsraten für Gene mit Mutationen in S. aureus VC40 für die Stämme S. aureus VC40, S. aureus 
VC40R und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus 
NCTC8325 und ist nach gene locus tag geordnet (#NV = nicht vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau = runter-
reguliert). 

Gen Aminosäureaustausch in VC40 Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

walK I544M SAOUHSC_00021 0,70 0,32 1,25 

drm A237V SAOUHSC_00101 0,34 0,19 1,48 

Hypo. Protein P266L SAOUHSC_00106 0,64 0,36 1,48 

Hypo. Protein - SAOUHSC_00262 0,05 0,03 0,47 

geh - SAOUHSC_00300 0,33 0,12 1,20 

hprT S75L SAOUHSC_00485 1,69 2,70 0,82 

sdrC - SAOUHSC_00544 0,10 0,23 0,10 

Hypo. Protein G118E SAOUHSC_00582 0,73 0,82 0,90 

Hypo. Protein P41L SAOUHSC_00592 0,38 0,50 0,74 
Hypo. Protein Insertion SAOUHSC_00599 0,55 0,73 0,72 

vraG G570R SAOUHSC_00668 3,67 1,19 0,95 

Hypo. Protein Deletion SAOUHSC_00683 1,94 3,11 0,69 

Hypo. Protein Insertion SAOUHSC_00690 1,86 2,58 0,72 

Hypo. Protein W253R SAOUHSC_00696 2,40 4,49 0,81 

Hypo. Protein Y216C SAOUHSC_00706 0,26 0,24 7,90 

Hypo. Protein - SAOUHSC_00713 1,04 1,48 0,98 

Hypo. Protein Insertion SAOUHSC_00784 0,83 0,68 1,81 

pgm - SAOUHSC_00798 0,13 0,06 3,04 

Hypo. Protein M1V SAOUHSC_00846 1,23 0,42 0,90 
pepF - SAOUHSC_00937 1,37 1,44 0,73 

pdhD A208T SAOUHSC_01043 0,56 0,47 1,96 

potD - SAOUHSC_01049 1,42 1,54 0,63 

pycA D642N SAOUHSC_01064 0,47 0,27 1,30 

mraZ 2x Insertion SAOUHSC_01142 1,27 1,33 0,79 

rsgA Deletion SAOUHSC_01188 1,20 1,48 0,81 

smc - SAOUHSC_01204 0,62 0,39 1,37 

Hypo. Protein 2x Insertion SAOUHSC_01298 1,71 268,96 #NV 

lexA E173K SAOUHSC_01333 1,74 0,97 0,73 

sbcD I67T SAOUHSC_01341 1,68 1,52 0,67 
mprF H224Y SAOUHSC_01359 3,10 0,49 1,40 

Hypo. Protein Q38stop SAOUHSC_01404 #NV #NV #NV 

gcvPA R316C SAOUHSC_01633 0,35 0,17 2,21 

Hypo. Protein W424stop SAOUHSC_01648 #NV #NV #NV 

rpoD D201N SAOUHSC_01662 1,81 2,41 0,88 

dnaK Insertion SAOUHSC_01683 1,22 1,50 0,80 

Hypo. Protein - SAOUHSC_01706 2,21 3,38 0,50 

recD V60A SAOUHSC_01723 2,71 2,58 0,73 

clpX S30R SAOUHSC_01778 3,12 5,30 0,77 

lysP I172V SAOUHSC_01787 0,39 0,28 0,68 
phoR - SAOUHSC_01799 1,26 1,71 0,95 

Hypo. Protein E105G SAOUHSC_01866 0,72 0,64 0,80 

lytD Insertion SAOUHSC_01895 6,38 5,12 0,69 

prsA Insertion/Deletion SAOUHSC_01972 1,26 1,37 3,80 

rluA Insertion SAOUHSC_01982 1,49 2,59 0,66 
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Gen Aminosäureaustausch in VC40 Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

Hypo. Protein Y127H SAOUHSC_02004 5,32 9,63 0,92 

vraS D242G/L114S SAOUHSC_02099 1,25 1,07 2,60 

agrA Deletion SAOUHSC_02265 1,14 0,94 0,27 

glmM A93V SAOUHSC_02405 1,48 1,95 0,78 

Hypo. Protein Deletion SAOUHSC_02440 #NV #NV #NV 
lacE M2T SAOUHSC_02450 3,78 2,44 1,24 

topB - SAOUHSC_02517 1,03 0,71 1,00 

modA Deletion SAOUHSC_02549 1,09 1,39 0,60 

ureF - SAOUHSC_02563 1,37 0,63 1,64 

ssaA G128S SAOUHSC_02571 42,84 13,20 1,14 

Hypo. Protein Y362F SAOUHSC_02605 0,74 0,44 1,28 

tcaR - SAOUHSC_02637 #NV #NV #NV 

araC Deletion SAOUHSC_02664 0,52 0,72 1,02 

Hypo. Protein Deletion SAOUHSC_02733 0,39 0,29 0,78 

opp-1D V115A SAOUHSC_02764 1,04 1,01 0,65 
Hypo. Protein N42S SAOUHSC_02797 0,49 0,53 1,05 

relP H155R SAOUHSC_02811 3,39 3,87 1,34 

nsaR Insertion SAOUHSC_02956 1,09 1,72 1,51 

 

Tabelle 45 RNA-seq Expressionsraten für alle potentiellen Gene unter der Kontrolle von VraSR (Kuroda et al., 2003) der 
Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme S. 

aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus NCTC8325. Die Tabelle ist absteigend geordnet nach der Expression in S. aureus VC40 
und unterteilt in nicht hypothetische und hypothetische Gene (#NV = nicht vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau 
= runterreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

cwrA SAOUHSC_02872 13,79 7,52 18,88 

sgtB SAOUHSC_02012 6,05 5,69 2,57 

lytU SAOUHSC_00174 4,72 2,83 2,00 

recU SAOUHSC_01466 3,89 1,15 2,66 

opuD1 SAOUHSC_01346 3,80 1,68 0,89 

fmtA SAOUHSC_00998 3,79 5,85 1,85 

relP SAOUHSC_02811 3,39 3,87 1,34 
ctpA SAOUHSC_01427 3,17 4,00 1,03 

tcaA SAOUHSC_02635 2,92 2,17 2,79 

pbp2 SAOUHSC_01467 2,75 0,70 3,12 

spsA SAOUHSC_00902 2,50 3,80 2,11 

ltaS SAOUHSC_00728 2,23 2,37 1,02 

tagA SAOUHSC_00640 1,83 2,53 0,48 

vraR SAOUHSC_02098 1,63 1,53 2,30 

vraU SAOUHSC_02101 1,43 1,12 3,09 

murZ SAOUHSC_02365 1,43 1,31 1,34 

proP SAOUHSC_00556 1,27 1,76 0,60 
prsA SAOUHSC_01972 1,26 1,37 3,80 

vraS SAOUHSC_02099 1,25 1,07 2,60 

vraT SAOUHSC_02100 1,12 0,91 2,80 

htrA1 SAOUHSC_01838 0,91 0,73 2,21 

crr SAOUHSC_01430 0,85 0,89 2,98 

rumA SAOUHSC_02113 0,78 0,53 5,13 

drp35 SAOUHSC_03023 0,71 1,07 1,46 

cysJ SAOUHSC_02947 0,64 0,68 0,89 

https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00620
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00174
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00114
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02583
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01430
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02947
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Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

dinP SAOUHSC_02111 0,50 0,42 0,88 

lcpC SAOUHSC_02583 0,40 0,26 3,75 

copA SAOUHSC_02873 0,34 0,29 1,55 

tcaB SAOUHSC_02632 #NV #NV #NV 

Hypo. Protein SAOUHSC_01761 7,49 5,69 8,93 
Hypo. Protein SAOUHSC_01005 4,89 4,99 2,47 

Hypo. Protein SAOUHSC_02596 4,39 5,73 3,58 

Hypo. Protein SAOUHSC_02812 4,32 1,75 0,69 

Hypo. Protein SAOUHSC_01062 3,73 5,09 1,14 

Hypo. Protein SAOUHSC_02810 3,06 3,74 1,90 

Hypo. Protein SAOUHSC_00659 2,48 3,43 2,85 

Hypo. Protein SAOUHSC_01025 2,46 3,07 1,32 

Hypo. Protein SAOUHSC_01971 2,33 3,87 0,52 

Hypo. Protein SAOUHSC_02112 1,96 0,87 1,93 

Hypo. Protein SAOUHSC_01969 1,75 2,81 0,89 
Hypo. Protein SAOUHSC_01837 1,47 1,69 0,81 

Hypo. Protein SAOUHSC_00560 1,27 0,99 7,25 

Hypo. Protein SAOUHSC_02724 1,23 0,65 4,38 

Hypo. Protein SAOUHSC_01429 1,11 1,24 2,87 

Hypo. Protein SAOUHSC_02723 1,01 0,40 4,85 

Hypo. Protein SAOUHSC_02725 0,43 0,33 1,01 

 

Tabelle 46 RNA-seq Expressionsraten für alle potentiellen Gene unter der Kontrolle von WalRK (Delaune et al., 2012) der 
Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme S. 

aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus NCTC8325. Die Tabelle ist absteigend geordnet nach der Expression in S. aureus VC40 
und unterteilt in nicht hypothetische und hypothetische Gene (#NV = nicht vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau 
= runterreguliert). 

Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

sceD SAOUHSC_02333 366,63 293,24 1,57 

ssaA SAOUHSC_02571 42,84 13,20 1,14 

sarT SAOUHSC_02799 23,91 59,85 0,90 

isaA SAOUHSC_02887 16,98 11,69 0,91 
cwrA SAOUHSC_02872 13,79 7,52 18,88 

vraX SAOUHSC_00561 12,60 3,49 216,65 

sarS SAOUHSC_00070 5,82 16,94 0,55 

fnbA SAOUHSC_02803 5,04 0,88 1,52 

lytM SAOUHSC_00248 4,41 1,11 3,09 

spdC (lyrA) SAOUHSC_02611 4,25 3,67 0,88 

fmtA SAOUHSC_00998 3,79 5,85 1,85 

ddh SAOUHSC_02830 2,73 3,95 1,32 

ohr SAOUHSC_00831 2,44 2,01 0,69 

atlA SAOUHSC_00994 2,31 0,66 1,23 
scc SAOUHSC_01115 2,14 0,50 2,96 

opuD2 SAOUHSC_02444 2,03 1,20 1,51 

efb SAOUHSC_01114 1,99 0,40 3,27 

mepR SAOUHSC_00314 1,88 3,32 0,73 

selX SAOUHSC_00354 1,84 3,22 1,11 

splC SAOUHSC_01939 1,69 0,63 1,87 

fmtB SAOUHSC_02404 1,63 1,61 1,59 

prmA SAOUHSC_01681 1,63 1,31 1,26 

https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02873
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01188
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02810
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01430
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00544
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02723
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02333
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02571
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00125
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02887
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00620
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00953
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00953
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02872
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02872
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00120
http://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_00118
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_01341
https://aureowiki.med.uni-greifswald.de/SAOUHSC_02318
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Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

flr SAOUHSC_01112 1,63 2,58 1,27 

potA SAOUHSC_01046 1,63 1,60 0,93 

hlgA SAOUHSC_02708 1,59 3,23 1,16 

bmrU SAOUHSC_00736 1,58 1,63 1,22 

hrcA SAOUHSC_01685 1,52 2,45 0,57 
secDF SAOUHSC_01746 1,46 1,11 1,21 

splE SAOUHSC_01936 1,40 0,89 1,49 

grpE SAOUHSC_01684 1,39 1,97 0,62 

nptA SAOUHSC_00060 1,38 0,34 1,11 

ebpS SAOUHSC_01501 1,31 1,12 1,35 

sdrH SAOUHSC_02257 1,29 1,01 0,77 

proP SAOUHSC_00556 1,27 1,76 0,60 

prsA SAOUHSC_01972 1,26 1,37 3,80 

fnbB SAOUHSC_02802 1,26 0,43 1,35 

saeS SAOUHSC_00714 1,25 2,49 1,42 
sle1 SAOUHSC_00427 1,25 0,75 0,53 

splB SAOUHSC_01941 1,23 0,48 #NV 

splF SAOUHSC_01935 1,22 1,47 0,91 

dprA SAOUHSC_01221 1,20 0,94 1,49 

mtlD SAOUHSC_02403 1,18 1,51 1,12 

icaR SAOUHSC_03001 1,12 3,21 1,37 

crtO SAOUHSC_02882 1,10 1,07 0,56 

saeR SAOUHSC_00715 1,04 2,23 1,43 

coa SAOUHSC_00192 1,01 0,57 1,43 

crtP SAOUHSC_02881 0,97 0,48 0,97 
sasG SAOUHSC_02798 0,97 0,47 2,10 

dnaJ SAOUHSC_01682 0,97 0,32 1,66 

emp SAOUHSC_00816 0,96 1,34 1,71 

vicR (walR; 

yycF) 
SAOUHSC_00020 0,93 0,84 0,88 

hlgC SAOUHSC_02709 0,84 0,94 2,00 

splD SAOUHSC_01938 0,74 0,24 1,27 

saeQ SAOUHSC_00716 0,74 1,67 1,53 

vicK (walK; 

yycG) 
SAOUHSC_00021 0,70 0,32 1,25 

splA SAOUHSC_01942 0,63 0,55 1,39 

ausA SAOUHSC_00144 0,60 0,31 1,93 

radA SAOUHSC_00507 0,60 0,52 1,82 

glpQ SAOUHSC_00897 0,57 0,52 0,74 

ecb SAOUHSC_01110 0,57 0,09 1,90 

hlgB SAOUHSC_02710 0,56 0,57 1,64 

hxlA SAOUHSC_00553 0,56 0,64 1,00 

dinP SAOUHSC_02111 0,50 0,42 0,88 

sbi SAOUHSC_02706 0,50 0,15 1,40 
pyrE SAOUHSC_01172 0,43 1,12 2,56 

clpB SAOUHSC_00912 0,39 0,97 0,47 

carB (pyrAB) SAOUHSC_01170 0,38 0,49 4,71 

pyrF SAOUHSC_01171 0,37 0,57 4,13 

saeP SAOUHSC_00717 0,36 0,14 3,91 

gehB SAOUHSC_00300 0,33 0,12 1,20 

carA (pyrAA) SAOUHSC_01169 0,30 0,39 5,34 
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Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

clpC SAOUHSC_00505 0,29 0,27 1,12 

hla SAOUHSC_01121 0,29 0,17 2,25 

pyrC SAOUHSC_01168 0,24 0,56 6,52 

mcsA SAOUHSC_00503 0,19 0,24 0,72 

set (ssl11) SAOUHSC_00399 0,18 0,29 2,45 
pyrB SAOUHSC_01166 0,16 0,85 5,72 

alsS (budB) SAOUHSC_02468 0,14 0,24 0,12 

sdrD SAOUHSC_00545 0,13 0,22 0,20 

lukG SAOUHSC_02241 0,10 0,15 2,78 

lukH SAOUHSC_02243 0,08 0,11 2,42 

sarX SAOUHSC_00674 0,07 0,09 0,25 

spa SAOUHSC_00069 0,03 0,09 0,40 

pflA SAOUHSC_00188 0,02 0,03 0,80 

ilvA1 SAOUHSC_01451 0,01 0,02 0,46 

sasD SAOUHSC_00094 0,01 0,04 0,52 
scn SAOUHSC_02167 #NV #NV 0,72 

vwb SAOUHSC_00814 #NV #NV #NV 

chp SAOUHSC_02169 #NV #NV #NV 

Hypo. Protein SAOUHSC_02576 34,07 5,04 2,40 

Hypo. Protein SAOUHSC_01760 23,57 29,60 4,81 

Hypo. Protein SAOUHSC_02883 9,61 4,19 0,72 

Hypo. Protein SAOUHSC_00671 8,32 4,35 1,57 

Hypo. Protein SAOUHSC_02855 8,12 4,53 0,59 

Hypo. Protein SAOUHSC_01917 7,69 10,95 0,42 

Hypo. Protein SAOUHSC_01761 7,49 5,69 8,93 
Hypo. Protein SAOUHSC_02936 7,37 7,72 0,69 

Hypo. Protein SAOUHSC_00191 7,37 15,08 0,78 

Hypo. Protein SAOUHSC_01895 6,38 5,12 0,69 

Hypo. Protein SAOUHSC_01024 5,92 2,99 0,45 

Hypo. Protein SAOUHSC_00704 5,56 4,13 0,67 

Hypo. Protein SAOUHSC_02572 5,18 2,21 0,72 

Hypo. Protein SAOUHSC_00624 4,02 3,67 1,09 

Hypo. Protein SAOUHSC_02702 3,67 3,50 0,83 

Hypo. Protein SAOUHSC_00420 3,58 1,90 0,21 
Hypo. Protein SAOUHSC_02842 3,54 1,92 0,54 

Hypo. Protein SAOUHSC_02320 3,46 6,47 0,70 

Hypo. Protein SAOUHSC_00773 3,45 3,35 1,08 

Hypo. Protein SAOUHSC_00428 3,26 5,86 0,88 

Hypo. Protein SAOUHSC_01815 3,23 5,14 0,89 

Hypo. Protein SAOUHSC_00356 3,04 3,13 0,69 

Hypo. Protein SAOUHSC_01944 3,01 4,09 0,31 

Hypo. Protein SAOUHSC_01264 3,01 3,72 1,22 

Hypo. Protein SAOUHSC_00619 2,83 4,14 0,61 

Hypo. Protein SAOUHSC_00134 2,80 7,89 1,12 
Hypo. Protein SAOUHSC_02013 2,61 4,58 0,75 

Hypo. Protein SAOUHSC_03032 2,08 1,18 0,52 

Hypo. Protein SAOUHSC_02112 1,96 0,87 1,93 

Hypo. Protein SAOUHSC_00690 1,86 2,58 0,72 

Hypo. Protein SAOUHSC_02266 1,79 2,66 0,44 

Hypo. Protein SAOUHSC_01045 1,77 2,36 0,85 

Hypo. Protein SAOUHSC_02338 1,75 2,14 0,95 
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Gen Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

Hypo. Protein SAOUHSC_00401 1,73 0,74 3,04 

Hypo. Protein SAOUHSC_00182 1,72 1,39 1,02 

Hypo. Protein SAOUHSC_00430 1,65 2,05 0,78 

Hypo. Protein SAOUHSC_00820 1,50 1,70 1,18 

Hypo. Protein SAOUHSC_02931 1,48 2,89 0,54 
Hypo. Protein SAOUHSC_00977 1,46 2,09 0,56 

Hypo. Protein SAOUHSC_00821 1,41 1,41 0,97 

Hypo. Protein SAOUHSC_02753 1,30 1,68 0,82 

Hypo. Protein SAOUHSC_02774 1,29 1,05 1,05 

Hypo. Protein SAOUHSC_00429 1,28 1,37 0,74 

Hypo. Protein SAOUHSC_00712 1,25 1,84 0,86 

Hypo. Protein SAOUHSC_02925 1,24 1,73 0,53 

Hypo. Protein SAOUHSC_01113 1,18 1,78 0,43 

Hypo. Protein SAOUHSC_02930 1,10 3,09 0,55 

Hypo. Protein SAOUHSC_00285 1,09 2,09 0,56 
Hypo. Protein SAOUHSC_00065 1,01 1,77 0,46 

Hypo. Protein SAOUHSC_01027 1,00 0,63 0,88 

Hypo. Protein SAOUHSC_02161 0,96 0,84 1,88 

Hypo. Protein SAOUHSC_01721 0,96 1,01 1,17 

Hypo. Protein SAOUHSC_02387 0,92 0,90 0,60 

Hypo. Protein SAOUHSC_02754 0,88 0,53 0,56 

Hypo. Protein SAOUHSC_01992 0,87 0,92 1,00 

Hypo. Protein SAOUHSC_00431 0,85 0,62 1,12 

Hypo. Protein SAOUHSC_02244 0,84 0,97 1,09 

Hypo. Protein SAOUHSC_00508 0,79 0,86 1,68 
Hypo. Protein SAOUHSC_00143 0,76 0,77 0,90 

Hypo. Protein SAOUHSC_00689 0,69 0,53 1,43 

Hypo. Protein SAOUHSC_02908 0,61 0,51 0,82 

Hypo. Protein SAOUHSC_01918 0,59 0,51 0,45 

Hypo. Protein SAOUHSC_01919 0,53 0,28 0,60 

Hypo. Protein SAOUHSC_02900 0,50 0,32 1,14 

Hypo. Protein SAOUHSC_02899 0,44 0,16 1,24 

Hypo. Protein SAOUHSC_01101 0,43 0,44 2,46 

Hypo. Protein SAOUHSC_02109 0,41 0,47 0,62 
Hypo. Protein SAOUHSC_03027 0,41 0,37 0,81 

Hypo. Protein SAOUHSC_02994 0,39 0,30 0,70 

Hypo. Protein SAOUHSC_02445 0,32 0,23 0,88 

Hypo. Protein SAOUHSC_00617 0,31 1,16 0,83 

Hypo. Protein SAOUHSC_01991 0,20 0,54 0,42 

Hypo. Protein SAOUHSC_01450 0,09 0,10 0,40 

Hypo. Protein SAOUHSC_00303 #NV #NV #NV 

Hypo. Protein SAOUHSC_02657 #NV #NV #NV 

Hypo. Protein SAOUHSC_02165 #NV #NV #NV 

Hypo. Protein SAOUHSC_01733 #NV #NV #NV 
Hypo. Protein SAOUHSC_02164 #NV #NV 1,12 

Hypo. Protein SAOUHSC_02083 #NV #NV 1,18 

Hypo. Protein SAOUHSC_00813 #NV #NV #NV 
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Tabelle 47 RNA-seq Expressionsraten für ausgewählte, charakterisierte Gene mit einer hohen Expression (> 5) in mindes-
tens einem der Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R oder S. aureus VraS(VC40). Hypothetische Gene sind nur darge-
stellt, wenn sie zu einem Operon mit charakterisierten Genen gehören. Die Expression bezieht sich auf die Elternstämme 
S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus NCTC8325. Alle Gene sind nach gene locus tag geordnet (#NV = nicht vorhanden; 
schwarz = hochreguliert; hellgrau = runterreguliert). 

Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

purA Purin Biosynthese SAOUHSC_00019 1,23 16,39 1,17 

sarS Transkriptioneller Regulator SAOUHSC_00070 5,82 16,94 0,55 

sirA Eisen Transport SAOUHSC_00074 1,82 6,73 0,74 

ssuB Hypothetisches Protein SAOUHSC_00136 0,19 0,14 6,31 
ssuA ABC Transporter SAOUHSC_00137 0,18 0,13 5,58 

lrgA Holin-Antiholin Protein SAOUHSC_00232 1,62 0,75 14,44 

lrgB Holin-Antiholin Protein SAOUHSC_00233 0,75 0,23 29,39 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_00560 1,27 0,99 7,25 

vraX Komplement System Inhibitor SAOUHSC_00561 12,60 3,49 216,65 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_00651 2,92 5,47 0,85 

fhuC Eisen Transport SAOUHSC_00652 4,41 5,06 1,03 
fruR Transkriptioneller Regulator SAOUHSC_00706 0,26 0,24 7,90 

sstA Eisen Transport SAOUHSC_00746 3,45 16,20 2,17 

sstB Eisen Transport SAOUHSC_00747 3,13 9,90 2,55 

sstC Eisen Transport SAOUHSC_00748 2,59 8,84 2,70 

opp-3B ABC Transporter SAOUHSC_00923 0,34 0,50 24,94 

opp-3C ABC Transporter SAOUHSC_00924 0,20 0,19 37,95 

opp-3D ABC Transporter SAOUHSC_00925 0,21 0,12 42,29 

opp-3F ABC Transporter SAOUHSC_00926 0,20 0,15 40,47 

opp-3A ABC Transporter SAOUHSC_00927 0,34 0,43 28,58 

purE Purin Biosynthese SAOUHSC_01008 2,22 50,25 0,76 
purK Purin Biosynthese SAOUHSC_01009 1,21 17,26 1,13 

purC Purin Biosynthese SAOUHSC_01010 1,06 16,26 1,15 

purS Purin Biosynthese SAOUHSC_01011 0,88 12,65 1,29 

purD Purin Biosynthese SAOUHSC_01018 0,43 8,58 1,05 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_01023 5,14 2,83 0,85 

graF Hypothetisches Protein SAOUHSC_01024 5,92 2,99 0,45 

pyrP Pyrimidine Biosynthese SAOUHSC_01165 0,18 0,89 7,53 

pyrB Pyrimidine Biosynthese SAOUHSC_01166 0,16 0,85 5,72 

pyrC Pyrimidine Biosynthese SAOUHSC_01168 0,24 0,56 6,52 
carA Pyrimidine Biosynthese SAOUHSC_01169 0,30 0,39 5,34 

fakA Fettsäure Biosynthese SAOUHSC_01193 3,46 5,48 0,76 

acpP Fettsäure Biosynthese SAOUHSC_01201 7,76 10,31 0,83 

guaC GMP Reduktase SAOUHSC_01330 1,50 10,06 1,33 

fer Ferredoxin SAOUHSC_01504 10,68 15,52 1,04 

holA DNA-Polymerase Untereinheit SAOUHSC_01690 4,13 7,08 0,74 

purB Purin Biosynthese SAOUHSC_02126 1,44 12,32 0,62 

ilvD Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02281 0,24 0,06 5,38 

yidC Membran Protein Insertase SAOUHSC_02327 3,58 5,09 0,74 

htsA Eisen Transport SAOUHSC_02430 3,21 7,70 0,98 
lacF Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_02451 5,44 2,69 #NV 

lacB Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_02454 8,02 10,49 #NV 

lacA Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_02455 12,48 23,64 0,19 
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Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

sarY Transkriptioneller Regulator SAOUHSC_02569 2,86 5,13 0,76 

sarT Transkriptioneller Regulator SAOUHSC_02799 23,91 59,85 0,90 

mhqR Transkriptioneller Regulator SAOUHSC_02826 3,84 5,74 0,42 

feoA Eisen Transport SAOUHSC_02865 3,26 6,20 #NV 

betA Betain Biosynthese SAOUHSC_02932 46,73 37,88 0,92 
betB Betain Biosynthese SAOUHSC_02933 107,46 94,22 0,78 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_02934 353,48 1193,11 #NV 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_02935 7,41 22,46 0,57 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_02936 7,37 7,72 0,69 

cudT Betain Transporter SAOUHSC_02937 14,85 14,80 0,74 

arcR Transkriptioneller Regulator SAOUHSC_02964 2,34 6,18 0,99 

arcC Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02965 3,24 8,88 1,20 
arcA Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02969 0,27 0,45 6,32 

cspB Cold-shock Protein SAOUHSC_03045 5,56 6,46 0,47 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_03046 15,56 16,85 0,36 

 

Tabelle 48 RNA-seq Expressionsraten für ausgewählte, charakterisierte Gene mit einer niedrigen Expression (< 0,2) in 
mindestens einem der Stämme S. aureus VC40, S. aureus VC40R oder S. aureus VraS(VC40). Hypothetische Gene sind nur 
dargestellt, wenn sie zu einem Operon mit charakterisierten Genen gehören. Die Expression bezieht sich auf die Eltern-
stämme S. aureus RN4220∆mutS bzw. S. aureus NCTC8325. Alle Gene sind nach gene locus tag geordnet (#NV = nicht 
vorhanden; schwarz = hochreguliert; hellgrau = runterreguliert). 

Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

adsA Nukleotidase SAOUHSC_00025 0,16 0,20 0,72 

sbnC Siderophor Biosynthese SAOUHSC_00077 0,30 0,17 4,73 

sbnD Siderophor Transporter SAOUHSC_00078 0,32 0,15 3,21 

sbnH Siderophor Biosynthese SAOUHSC_00082 0,28 0,20 2,21 

sasD Hypothetisches Protein SAOUHSC_00094 0,01 0,04 0,52 

deoB Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00101 0,34 0,19 1,48 
phnE1 ABC Transporter SAOUHSC_00102 0,51 0,16 2,19 

adhE Alkohol Dehydrogenase SAOUHSC_00113 0,13 0,17 0,68 

ssuB Hypothetisches Protein SAOUHSC_00136 0,19 0,14 6,31 

ssuA ABC Transporter SAOUHSC_00137 0,18 0,13 5,58 

ssuC ABC Transporter SAOUHSC_00138 0,15 0,15 4,72 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_00146 0,08 0,08 1,45 

argJ Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_00148 0,48 0,17 3,57 

argC Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_00149 0,38 0,13 3,71 

argD Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_00150 0,45 0,14 4,75 
azoR Azoreduktase SAOUHSC_00173 0,41 0,34 0,18 

pflB Pyruvat Fermentation SAOUHSC_00187 0,04 0,11 0,73 

pflA Pyruvat Fermentation SAOUHSC_00188 0,02 0,03 0,80 

ldh1 Pyruvat Fermentation SAOUHSC_00206 0,16 0,22 0,73 

rbsD Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00240 0,38 0,13 2,03 

rbsU Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00241 0,48 0,18 1,24 

brnQ2 Transporter SAOUHSC_00282 0,33 0,17 0,82 

tatC Protein Transport SAOUHSC_00328 0,23 0,07 1,92 
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Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

tatA Protein Transport SAOUHSC_00329 0,24 0,08 1,75 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_00330 0,31 0,16 1,18 

metC Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_00340 0,46 0,16 2,54 

ahpF Schutz gegen DNA Schäden SAOUHSC_00364 0,41 0,09 2,92 
xpt Purin Metabolismus SAOUHSC_00372 0,08 0,03 0,26 

pbuX Purin Metabolismus SAOUHSC_00373 0,08 0,03 0,37 

guaB Purin Metabolismus SAOUHSC_00374 0,22 0,09 0,84 

mpsA Putative Transporter SAOUHSC_00412 0,12 0,12 3,97 

mpsB Hypothetisches Protein SAOUHSC_00413 0,13 0,11 3,70 

metN2 Aminosäure Transporter SAOUHSC_00423 0,23 0,17 3,69 

gltB Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_00435 1,27 0,23 0,11 

treP Transporter SAOUHSC_00437 0,15 0,34 1,93 

prs Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00472 0,29 0,13 1,24 

pdxS Cofaktor Biosynthese SAOUHSC_00499 0,17 0,16 1,74 
nupC Pyrimidin Metabolismus SAOUHSC_00501 0,13 0,23 0,53 

mcsA Stress Antwort SAOUHSC_00503 0,19 0,24 0,72 

cysE Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_00510 0,31 0,18 2,62 

mrnC Ribonuklease SAOUHSC_00512 0,31 0,19 3,86 

sigH Sigma Faktor SAOUHSC_00515 0,38 0,18 3,36 

fusA Elongationsfaktor SAOUHSC_00529 0,64 0,12 1,78 

tuf Elongationsfaktor SAOUHSC_00530 0,55 0,18 2,03 

hchA Chaperon SAOUHSC_00533 0,20 0,10 1,26 

adh1 Alkohol Dehydrogenase SAOUHSC_00608 0,03 0,03 0,82 

sarX Transkriptioneller Regulator SAOUHSC_00674 0,07 0,09 0,25 
fruB Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00707 0,16 0,07 4,18 

nrdI Ribonukleotid Reduktase SAOUHSC_00741 0,47 0,17 1,06 

gapA Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00795 0,20 0,21 1,24 

pgk Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00796 0,12 0,05 2,94 

tpiA Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00797 0,13 0,05 2,90 

pgm Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_00798 0,13 0,06 3,04 

metN1 Aminosäure Transporter SAOUHSC_00842 0,34 0,15 0,96 

metP1 Aminosäure Transporter SAOUHSC_00843 0,31 0,17 0,91 

argG Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_00899 0,18 0,39 0,40 
fabH Fettsäure Biosynthese SAOUHSC_00920 0,18 0,16 1,67 

fabF Fettsäure Biosynthese SAOUHSC_00921 0,25 0,15 2,03 

opp-3C ABC Transporter SAOUHSC_00924 0,20 0,19 37,95 

opp-3D ABC Transporter SAOUHSC_00925 0,21 0,12 42,29 

opp-3F ABC Transporter SAOUHSC_00926 0,20 0,15 40,47 

qoxB Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01001 0,18 0,07 1,38 

qoxA Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01002 0,21 0,11 1,09 

thiX ABC Transporter SAOUHSC_01019 0,41 0,13 1,18 

thiW ABC Transporter SAOUHSC_01021 0,33 0,08 1,32 

thiV ABC Transporter SAOUHSC_01022 0,34 0,10 1,05 
pdhB Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01041 0,43 0,09 3,06 

pdhC Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01042 0,42 0,12 2,67 

sdhA Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01104 0,20 0,07 1,81 

pyrP Pyrimidine Biosynthese SAOUHSC_01165 0,18 0,89 7,53 

pyrB Pyrimidine Biosynthese SAOUHSC_01166 0,16 0,85 5,72 

sucC Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01216 0,24 0,15 1,38 

sucD Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01218 0,31 0,17 1,21 
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Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

glpF Polyol Metabolismus SAOUHSC_01275 0,20 0,19 0,89 

glpD Polyol Metabolismus SAOUHSC_01278 0,04 0,07 1,51 

hom Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_01320 0,25 0,20 1,51 

tkt Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01337 0,38 0,14 1,67 

citB Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01347 0,21 0,12 1,38 
trpC Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_01369 0,16 0,20 1,78 

trpF Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_01370 0,19 0,25 1,53 

dapA Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_01396 0,31 0,17 2,26 

dapB Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_01397 0,28 0,12 2,32 

cspA Cold Shock Protein SAOUHSC_01403 0,03 0,04 0,50 

norB Quinolone Resistenz Protein SAOUHSC_01448 0,16 0,15 0,40 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_01450 0,09 0,10 0,40 

ilvA1 Aminosäure Abbau SAOUHSC_01451 0,01 0,02 0,46 

ald1 Aminosäure Abbau SAOUHSC_01452 0,02 0,03 0,33 
Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_01583 0,21 0,09 0,76 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_01584 0,23 0,08 0,50 

srrB TCS Sensorkinase SAOUHSC_01585 0,40 0,18 1,41 

gcvPA Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_01633 0,35 0,17 2,21 

cshB RNA Helicase SAOUHSC_01659 0,61 0,16 1,21 

ackA Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_01820 0,68 0,07 0,62 

leuS tRNA Synthetase SAOUHSC_01875 0,27 0,20 1,17 

putP Prolin Transporter SAOUHSC_02119 0,19 0,12 0,72 
groES Chaperon SAOUHSC_02255 0,27 0,14 1,23 

ilvB Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02282 0,36 0,16 4,29 

ilvH Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02283 0,28 0,17 3,96 

ilvC Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02284 0,31 0,12 4,53 

leuA Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02285 0,34 0,17 4,15 

leuB Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02286 0,35 0,10 4,91 

leuC Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02287 0,31 0,11 4,10 

atpD ATP Synthase SAOUHSC_02341 0,34 0,10 1,79 

atpA ATP Synthase SAOUHSC_02345 0,35 0,10 2,07 
atpH ATP Synthase SAOUHSC_02346 0,34 0,12 2,02 

atpF ATP Synthase SAOUHSC_02347 0,34 0,11 1,97 

atpE ATP Synthase SAOUHSC_02349 0,31 0,13 1,70 

atpB ATP Synthase SAOUHSC_02350 0,35 0,19 1,76 

upp Pyrimidin Metabolismus SAOUHSC_02353 0,45 0,19 2,23 

glyA Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_02354 0,42 0,13 2,18 

Hypo. 

Protein 
Hypothetisches Protein SAOUHSC_02355 0,50 0,19 1,79 

deoC2 Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_02379 0,13 0,19 0,94 

deoC2 Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_02379 0,13 0,19 0,94 
lacA Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_02455 12,48 23,64 0,19 

rplM Ribosomales Protein SAOUHSC_02478 0,57 0,19 1,31 

rpsK Ribosomales Protein SAOUHSC_02486 0,80 0,20 1,96 

adk Purin Metabolismus SAOUHSC_02490 0,83 0,17 2,29 

rpsE Ribosomales Protein SAOUHSC_02494 1,02 0,16 1,69 

rplP Ribosomales Protein SAOUHSC_02505 1,10 0,20 1,81 

rpsS Ribosomales Protein SAOUHSC_02508 1,11 0,20 1,97 
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Gen Funktion Gene locus tag VC40 VC40R VraS(VC40) 

rplB Ribosomales Protein SAOUHSC_02509 0,99 0,20 1,61 

rplW Ribosomales Protein SAOUHSC_02510 0,81 0,20 1,81 

rplD Ribosomales Protein SAOUHSC_02511 0,83 0,14 2,09 

glcU Transporter SAOUHSC_02520 0,27 0,14 0,77 

moeA Cofaktor Biosynthese SAOUHSC_02542 0,28 0,13 1,68 
moaB Cofaktor Biosynthese SAOUHSC_02544 0,31 0,17 1,66 

ureB Stickstoff Metabolismus SAOUHSC_02559 1,25 0,19 3,23 

lctP2 Transporter SAOUHSC_02648 0,14 0,32 0,70 

narK Nitrat Transporter SAOUHSC_02671 0,04 0,05 0,98 

narJ Nitrat Atmung SAOUHSC_02679 0,02 0,01 2,32 

narH Nitrat Atmung SAOUHSC_02680 0,01 0,01 3,19 

narG Nitrat Atmung SAOUHSC_02681 0,01 0,01 2,23 

nasF Nitrat Atmung SAOUHSC_02682 0,06 0,11 1,40 

nasE Nitrat Atmung SAOUHSC_02683 0,02 0,01 2,02 

nasD Nitrat Atmung SAOUHSC_02684 0,02 0,02 1,96 
nirR Nitrat Atmung SAOUHSC_02685 0,06 0,07 1,40 

tcyC Aminosäure Transporter SAOUHSC_02697 0,34 0,19 1,70 

cidA Holin-Antiholin Protein SAOUHSC_02851 0,16 0,33 0,12 

clpL Protease SAOUHSC_02862 0,05 0,04 2,33 

panC Cofaktor Biosynthese SAOUHSC_02918 0,23 0,20 1,13 

ldh2 Pyruvat Fermentation SAOUHSC_02922 0,04 0,06 0,72 

lqo Kohlenhydrat Metabolismus SAOUHSC_02927 0,14 0,10 1,24 

hisA Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_03009 0,65 0,18 1,26 

hisZ Aminosäure Biosynthese SAOUHSC_03015 0,87 0,20 0,44 

 

Tabelle 49 Berechneter prozentualer Anteil an Genen mit Consensus-Sequenz für WalR (sceD, ssaA, lytM, isaA, atlA, ebpS, 
sdrD, SAOUHSC_00671, SAOUHSC_00773, SAOUHSC_02576, SAOUHSC_02883), die innerhalb des WalRK-Regulon (Dubrac 
et al., 2008; Delaune et al., 2012) für eine Hoch- bzw. Runterregulierung des TCS sprechen, für die Stämme S. aureus VC40, 
S. aureus VC40R und S. aureus VraS(VC40). 

Stamm VC40 (%) VC40R (%) VraS(VC40) (%) 

TCS hochreguliert 91 64 18 

TCS runterreguliert 9 9 9 

TCS nicht beeinflusst 0 27 73 

 



 

| XLIX  

 

 

Abbildung 64 Biofilm-Assay von S. aureus RN4220∆mutS (A 1-9)), S. aureus VC40 (B 1-9) und S. aureus VC40R (C 1-9), S. 

aureus NCTC8325 (D 1-9), S. aureus VraS(VC40) (E 1-9), S. aureus 137/93A (F 1-9), S. aureus 1450/94 (G 1-9), Positivkontrolle 
S. aureus RN4220 (H 1-9) und Negativkontrolle S. carnosus (A/B/C 10-12). 

 
Abbildung 65 δ-Hämolysin-Assay auf Columbia-Blutagar zum Nachweis der Agr-Funktion für S. aureus RN4220∆mutS (A), 
S. aureus VC40 (B) und S. aureus VC40R (C). Der β-Hämolysin-produzierende Stamm S. aureus RN4220 ist vertikal ausge-
strichen. 
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