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2. Einleitung 

2.1 Bedeutung und Therapie des Krankheitserregers Streptococcus pyogenes 

Streptococcus pyogenes (Group A Streptokokkus, GAS) ist ein Gram-positives 

humanpathogenes Bakterium, das sich durch eine große Diversität der klinischen 

Manifestation auszeichnet. Zum einen ruft S pyogenes milde, oberflächliche Erkrankungen 

hervor, die ohne Behandlung wieder abklingen. Dazu gehören Pharyngitis, Tonsillitis und 

Impetigo. S. pyogenes ist beispielsweise die häufigste bakterielle Ursache für Pharyngitis im 

Kindesalter. Infektionen mit S. pyogenes werden bei 20-40 % der Fälle diagnostiziert (Shaikh 

et al., 2010). Da es bei unbehandelten GAS Infektionen zu schweren invasiven Verläufen 

oder zum Auftreten von Autoimmunfolgeerkrankungen kommen kann, ist eine Behandlung 

mit Antibiotika streng indiziert (Cunningham, 2008).  

 Bekannte Beispiele für invasive Infektionen sind das streptokokkale toxische 

Schocksyndrom (STSS) und die nekrotisierende Fasziitis (Bisno et al., 2000, Francis and 

Warren, 1988, Meleney and Zau, 1924, Stevens et al., 1989). Die Zahl der Todesfälle, die 

jährlich weltweit durch invasive Streptokokken Infektionen verursacht wird, beträgt ungefähr 

163.000 (Carapetis et al., 2005). Damit zählt GAS global zu den bedeutendsten 

Krankheitserregern. Insbesondere in Ländern mit limitierten Ressourcen kommt es im 

zunehmenden Maße zu invasiven Verläufen (Sims et al., 2016).  

 Häufige Poststreptokokken-Autoimmunfolgeerkrankungen sind das Akute Rheuma-

tische Fieber (ARF) und die Rheumatische Endokarditis (RHD). Diese Folgeerkrankungen 

treten weltweit auf, typischer Weise in Kindheit und Jugend im Alter zwischen 5 und 15 

Jahren (Bisno et al., 2003, McDonald et al., 2004). Zudem wurden gegen das 

Zentralnervensystem gerichtete Autoimmunreaktionen mit Streptokokkeninfektionen in 

Zusammenhang gebracht. Dazu zählen unter anderem die Sydenham Chorea und die 

„Pediatric Autoimmune Neuropsychiatric Disorder Associated with Streptococci“ (PANDAS) 

(Murphy et al., 2015). Akute Poststreptokokkale Glomerulonephritis (APSGN) ist eine 

weitere Autoimmunreaktion, die nach Streptokokkeninfektionen auftritt. Die Inzidenz von 

APSGN ist weltweit zurückgegangen und in den Industrienationen handelt es sich aufgrund 

der guten medizinischen Versorgung um eine seltene Erkrankung, die hauptsächlich bei 

älteren Patienten mit Vorerkrankungen auftritt (Rodriguez-Iturbe and Haas, 2016).  
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Penicillin ist heute die Standardtherapie bei Infektionen mit GAS, da Penicillin in der Regel 

effizient wirkt, ein enges Wirkspektrum hat und gewöhnlich gut vertragen wird (Shulman et 

al., 2012). Zudem wird β-Lactam-Antibiotika ein neuroprotektiver Effekt zugeschrieben, der 

über ihre antibakterielle Wirkung hinausgeht (Murphy et al., 2015). Obgleich bei S. pyogenes 

bislang universell eine Empfindlichkeit gegen β-Lactam-Antibiotika besteht, kommt es im 

zunehmenden Maße zu einem Behandlungsversagen bei der Gabe von Penicillin in Fällen von 

Pharyngitis (Brook, 2013, Markowitz et al., 1993). Als mögliche Ursachen werden die 

gleichzeitige Kolonisierung von beta-Laktamase-produzierenden Bakterien (Brook, 2009), die 

Bildung von Biofilmen (Baldassarri et al., 2006) oder die Internalisierung von GAS in 

Epithelzellen (Kaplan et al., 2006) diskutiert.  

 Macrolide, Lincosamide und Streptogramine (MLS) werden als alternative Antibiotika 

bei Penicillin-Allergien oder Behandlungsversagen empfohlen (Shulman et al., 2012). In den 

USA sind die Resistenzraten gegenüber Makrolidantibiotika gleichbleibend gering (Richter et 

al., 2005). In Europa wurde zunächst eine Zunahme Makrolid-resistenter GAS-Stämme 

beobachtet, die von einer Abnahme von Erythromycin-Resistenzen in einigen europäischen 

Ländern abgelöst wurde (Cattoir, 2016). Es konnte für mehrere geographische Regionen 

gezeigt werden, dass das Auftreten von Erythromycin-Resistenzen bei S. pyogenes mit dem 

Makrolidantibiotika-Verbrauch korrelierte (Albrich et al., 2004, Granizo et al., 2000, Seppala 

et al., 1997).  

 Unter diesen Voraussetzungen sollte die Anwendung und Verbreitung von Antibiotika 

bei der Behandlung von Streptokokken-Infektionen limitiert werden. In der Folge ist die 

Suche nach neuen effizienten Therapien eine zentrale Aufgabe der wissenschaftlichen und 

klinischen Forschung. Dazu muss zunächst die molekulare Pathogenese von S. pyogenes 

untersucht werden, um spezifische Therapieziele identifizieren zu können.  

2.2 Regulatorische RNAs beeinflussen die Virulenz von Streptococcus pyogenes 

Der Erfolg einer Streptokokkeninfektion hängt von einer großen Anzahl verschiedener 

Virulenzfaktoren ab, die im Infektionsverlauf strikt reguliert werden. Die Kontrolle der 

Expression von Virulenzfaktorgenen durch einzelständige Transkriptionsfaktoren oder 

Zweikomponentensysteme in GAS beeinflusst die Virulenz und ist bereits gut untersucht 

(Kreikemeyer et al., 2003, Patenge et al., 2013a). Eine weitere Ebene der Regulation 

bakterieller Genexpression wird durch kleine regulatorische RNAs („small non-coding 

RNAs“, sRNAs) vermittelt (Storz et al., 2011). Bakterielle sRNAs können die Genexpression 
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reprimieren, indem sie die Translation inhibieren oder die mRNA Stabilität herabsetzen 

(Podkaminski and Vogel, 2010). Sie können jedoch auch als Aktivator dienen, indem sie 

Transkripte stabilisieren oder die Initiation der Translation unterstützen (Waters and Storz, 

2009). Einige Beispiele für typische Regulationsmechanismen bakterieller sRNAs sind in 

Abbildung 1 dargestellt. Diverse Prozesse, von Stressantwort über Kohlehydratmetabolismus 

bis hin zur Zusammensetzung der bakteriellen Zelloberfläche, werden von sRNAs kontrolliert 

(Gorke and Vogel, 2008, Gottesman et al., 2006). Es ist daher nicht überraschend, dass 

sRNAs auch in der Regulation von Virulenzfaktorgenen pathogener Bakterien eine Rolle 

spielen (Papenfort and Vogel, 2010). Allerdings sind Informationen zu RNA-abhängigen 

regulatorischen Netzwerken in Streptokokken noch limitiert (Patenge et al., 2015).  

 

Abbildung 1.  Schematische Darstellung von vier typischen 

Regulationsmechanismen bakterieller sRNAs. A, B, C: sRNA:mRNA 

Interaktion. D: Interaktion einer sRNA mit einem Target Protein.  

Abbildung modifiziert nach R. L. Zapf  (CC BY-SA 4.0).  

Die bisher am gründlichsten untersuchte sRNA in S. pyogenes ist FasX. Die Transkription 

von fasX wird vom fasBCA Operon kontrolliert (Kreikemeyer et al., 2001). Unter den 

Targetgenen von FasX befinden sich einige bedeutende S. pyogenes Virulenzfaktorgene. 

FasX bindet an das 5‘-Ende des Streptokinasegen-Transkripts, stabilisiert auf diesem Weg die 

mRNA und stimuliert die Streptokinase Synthese (Ramirez-Pena et al., 2010). Die 

Translation der Pilusgen-Transkripte wird hingegen gehemmt, indem die 

Ribosomenbindestelle (RBS) blockiert wird (Danger et al., 2015a, Liu et al., 2012). Mithilfe 
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desgleichen Mechanismus wird die Synthese der Fibronektin bindenden Proteine PrtF1/2 

durch FasX inhibiert (Danger et al., 2015b). Es wird angenommen, dass FasX als Schalter 

zwischen Kolonisation und Dissemination der Bakterien dient, indem es die Synthese der Pili- 

und Fibronektin bindenden Proteine negativ reguliert, während die Produktion der 

Streptokinase erhöht wird. 

 FasX gehört zu den sRNAs, die in trans auf die Expression unterschiedlicher Gene im 

Genom wirken. Im Gegensatz dazu gehören Riboswitches zu den cis-regulatorischen 

Elementen, die auf derselben RNA lokalisiert sind wie ihre Zielgene. Riboswitches bestehen 

aus zwei Modulen: i) einem Aptamer, das in der Lage ist einen Liganden zu binden und ii) 

einer Expressionsplattform, die die Expression der stromabwärts gelegenen Gene kontrolliert. 

Nachdem ein spezifisches Effektormolekül gebunden hat, nimmt die Expressionsplattform 

eine definierte stabile Konformation an. Diese Sekundärstruktur kann dabei zu einer 

Induktion oder einer Repression der Expression der stromabwärts gelegenen kodierenden 

Sequenz führen.  

 Riboswitches stellen ein interessantes therapeutisches antimikrobielles Target dar, da 

die Modifikation ihrer Funktion durch kleine Ligandenanaloga erfolgt, die in der Regel 

einfach synthetisiert und verabreicht werden können (Machtel et al., 2016). In Streptokokken 

wurden bislang Riboswitches beschrieben, die spezifisch sind für S-Adenosylmethionin 

(SAM), die Queuosin Vorstufe preQ1 und Fluorid (Fuchs et al., 2006, Fuchs et al., 2007, 

Kang et al., 2014, Meyer et al., 2008, Nelson et al., 2015).  

 Da anzunehmen ist, dass weitere sRNAs und Riboswitches im Infektionsverlauf an der 

Kontrolle relevanter Gene in S. pyogenes beteiligt sind, sollten in der vorliegenden Arbeit 

putative sRNA-Gene und cis-regulatorische Elemente identifiziert und deren Funktion im 

Anschluss charakterisiert werden. 

2.3 Antisense-Peptidnukleinsäuren („peptide nucleic acids“, PNA) als Therapeutika  

Um die Anwendung und Verbreitung von Antibiotika bei der Behandlung von Streptokokken-

infektionen begrenzen zu können, müssen innovative Therapiestrategien entwickelt werden. 

Eine Möglichkeit stellen Antisense-basierte Wirkstoffe dar, die in der Regel sensitiv und 

spezifisch sind. Die Wirkung beruht darauf, dass essentielle bakterielle Gene mithilfe der 

Antisense-Technik ausgeschaltet werden. Peptid-Nukleinsäuren (PNAs) sind Moleküle, die 

aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften für die Verwendung als Antisense-Wirkstoff 
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interessant sind. Es handelt sich um synthetische organische Polymere, die Ähnlichkeiten mit 

DNA und RNA aufweisen. Dabei ist das Zucker-Phosphat Rückgrat der Nukleinsäuren durch 

ein Peptidgerüst ersetzt, an das die vier Basen Adenin, Cytosin, Thymin und Guanin kovalent 

gebunden sind (Abbildung 2).  

 

Abbildung 2.  Schematische Darstellung der PNA Struktur. 

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1737834  

PNAs können Basenpaarungen eingehen und zeigen eine hohe Affinität zu komplementären 

DNA- und RNA-Molekülen (Nielsen and Egholm, 1999). Aufgrund ihrer Struktur sind PNAs 

außerordentlich stabil. Sie sind über einen weiten Bereich Temperatur- und pH-resistent und 

sind zudem unempfindlich gegenüber vielen Chemikalien. Bislang sind weder zelluläre 

Proteasen noch Nukleasen bekannt, die in der Lage sind, PNAs abzubauen. Daher weisen 

PNAs eine hohe Stabilität in Humanserum und Zellextrakten auf (Demidov et al., 1994). In 

der Diagnostik nutzt man PNAs bereits bei der in-situ-Hybridisierung zur Identifikation 

bakterieller Spezies und für die Bestimmung der Telomerlänge in eukaryotischen Zellen 

(Blanco and Artero, 2010, Carbonari et al., 2011). Weitere potentielle Anwendungen von 

PNAs sind Funktionsanalysen mittels sequenzspezifischer Hemmung der Genexpression 

sowie die Antisense-basierte antimikrobielle Wachstumshemmung durch Ausschaltung 

essentieller Gene (Hatamoto et al., 2010, Nielsen and Egholm, 1999). 

 Die mögliche praktische Anwendung als antibakterieller Wirkstoff wurde bislang am 

intensivsten in Escherichia coli untersucht. PNAs, die gegen ein essentielles Gen gerichtet 

waren, konnten das Bakterienwachstum in mikromolarer Konzentration hemmen (Good and 

Nielsen, 1998). Die Aufnahmerate der PNAs in Gram-negative Bakterien wird allerdings 

durch die LPS-Schicht der äußeren Membran limitiert und war in mutierten Stämmen deutlich 

erhöht (Good et al., 2000). Kationische, antimikrobielle Peptide permeabilisieren die Zellen 
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und wirken synergistisch mit Substanzen, die eine niedrige Aufnahmerate aufweisen 

(Hancock, 1997). Das synthetische Peptid KFFKFFKFFK ([KFF]3K) wurde zuerst von Vaara 

und Porro beschrieben (Vaara and Porro, 1996). Durch die Kopplung von (KFF)3K an PNAs 

konnte deren Aufnahme durch E. coli verbessert werden (Eriksson et al., 2002). In neueren 

Studien zeigte sich, dass der Einsatz von (KFF)3K als Carrier Peptid die Effizienz der PNA-

Wirkung auch in anderen Gram-negativen und in Gram-positiven Bakterienspezies steigern 

konnte (Hatamoto et al., 2010). So gelang beispielsweise die Hemmung der Expression von 

Reportergenen sowie eine Wachstumshemmung durch das Ausschalten essentieller Gene im 

Gram-positiven Bakterium Staphylococcus aureus (Dryselius et al., 2005, Nekhotiaeva et al., 

2004). Für S. pyogenes hingegen wurde dieser Ansatz bislang nicht verfolgt. 

 In dieser Arbeit sollte die Anwendung von Antisense-PNAs zur Wachstumshemmung 

und Inhibierung der Genexpression in S. pyogenes etabliert werden. Dazu wurden als Proof of 

Principle PNAs eingesetzt, die spezifisch für das essentielle Gen gyrA waren. Darüber hinaus 

sollte untersucht werden, welche Carrier-Peptide für den Einsatz von Antisense-PNAs in S. 

pyogenes geeignet sind. 

3. Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Identifikation von sRNAs in S. pyogenes 

Bakterielle sRNAs sind an der Regulation diverser metabolischer Prozesse beteiligt. Darüber 

hinaus kontrollieren sie die Expression verschiedener Pathogenese-relevanter Gene. Um den 

Mechanismus der sRNA-Funktion in S. pyogenes zu untersuchen und ihre Eignung als 

therapeutische Ziele zu evaluieren, müssen zunächst die sRNA kodierenden Gene im 

Bakteriengenom identifiziert werden. Ein Übersichtsartikel über Publikationen zur genom-

weiten Detektion von sRNAs in Streptokokken wurde kürzlich von unserer Arbeitsgruppe 

veröffentlicht (Patenge et al., 2015). Grundsätzlich gibt es zwei unterschiedliche Heran-

gehensweisen für ein genomweites sRNA-Screening: i) Transkriptionsanalysen und 

ii) Bioinformatische Vorhersagen. 

3.1.1 Identifikation von sRNA-Genen in S. pyogenes mit Hilfe von DNA Arrays 

Für genomweite sRNA-Screens können Expressionsuntersuchungen durchgeführt werden. 

Hierbei werden mit Hilfe von Transkript-Analyseverfahren, z.B. DNA-Arrays oder NGS-
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Sequenzierung, kleine Transkripte identifiziert. In dieser Arbeit wurden DNA Mikroarrays 

zur Detektion von intergenischen sRNAs in S. pyogenes eingesetzt. Dazu wurden 17.823 

Sonden synthetisiert, die die intergenischen Regionen des Referenzgenoms von S. pyogenes 

NZ131 (NCBI Accession Number: NC_011375) repräsentierten. Als Positivkontrolle dienten 

174 Sonden, die spezifisch waren für tRNA-Gene oder für bereits in anderen Arbeiten 

identifizierte sRNA-Gene. Drei Beispiele sind die sRNAs FasX (Kreikemeyer et al., 2001), 

SR914400 und SR1754950 (Perez et al., 2009).  

 S. pyogenes M49 Stamm 591 wurde in chemisch definiertem Medium (CDM) 

kultiviert. Den Bakterienkulturen wurden während verschiedener Wachstumsphasen Proben 

entnommen. Es wurde Gesamt RNA isoliert und cDNA synthetisiert, die für die Arrayanalyse 

eingesetzt werden konnte. In der Analyse wurden 55 putative sRNA-Gene identifiziert. Bei 42 

Signalen handelte es sich um neue sRNA-Kandidaten. Es wurden außerdem 12 sRNAs 

detektiert, die zuvor in einer Studie mit S. pyogenes M1T1 Stamm 5005 identifiziert worden 

waren (Perez et al., 2009). Die Rfam Datenbank („RNA families database“) wurde für eine 

Computer gestützte Vorhersage der Funktion der putativen sRNAs eingesetzt (Gardner et al., 

2009). 14 sRNA Kandidaten konnten funktionelle Kategorien zugeordnet werden. Unter 

anderem wurden drei T-box Elemente, drei Mitglieder der CRISPR-Familie, eine tmRNA, 

und eine Endoribonuklease vorhergesagt. Ein putatives cis-regulatorisches Element zeigte 

Ähnlichkeiten zur Familie der Glyzin-Riboswitches (Patenge et al., 2012).  

 Mit der DNA-Mikroarray Technik konnte die Position des jeweiligen Transkriptions-

starts (englisch: „transcriptional start site“, TSS) nicht ermittelt werden. Daher wurde für 

sechs putative sRNAs der TSS experimentell mit Hilfe der RACE-PCR (englisch: “rapid 

amplification of cDNA-ends with polymerase chain reaction”) bestimmt. Die TSS, die in 

dieser Analyse identifiziert wurden, lagen stromabwärts von bioinformatisch vorhergesagten 

bakteriellen Promotorsequenzen (Patenge et al., 2012). Darüber hinaus wurde die Expression, 

Orientierung und Größe von sieben sRNA-Kandidaten mittels Northern Blot und 

genspezifischer RT-PCR validiert (Patenge et al., 2012).  

 Zu Beginn dieser Arbeit war bereits in genomweiten Screens in verschiedenen Gram-

positiven pathogenen Bakterienspezies eine hohe Anzahl an putativen sRNA-Genen 

identifiziert worden (Beaume et al., 2011, Chen et al., 2011, Kumar et al., 2010, Mraheil et 

al., 2011, Tsui et al., 2010). Daher war es wahrscheinlich, dass sRNAs auch in S. pyogenes 

eine Rolle in der Regulation der Genexpression spielen. In S. pyogenes M1T1 Stamm 

MGAS2221 waren 40 sRNAs in der exponentiellen Wachstums Phase in Komplexmedium 
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exprimiert (Perez et al., 2009). Das sRNAome von S. pyogenes M49 Stamm 591, das in dieser 

Arbeit analysiert wurde, war nach Wachstum in chemisch definiertem Medium aufgenommen 

worden. Von 55 sRNAs, die in dieser Arbeit detektiert wurden, waren nur 12 in der 

vorhergegangenen Studie nachgewiesen worden. Diese Ergebnisse unterstützen die Annahme, 

dass die sRNA Expression Serotyp spezifisch ist und darüber hinaus von Umweltfaktoren 

abhängt. 

3.1.2 Computerbasiertes sRNA-Screening im Genom von S. pyogenes 

Die Vorhersage bakterieller sRNA-Gene mit Hilfe von bioinformatischen Methoden beruht 

auf der Analyse typischer Parameter. Dazu gehören unter anderem die DNA 

Zusammensetzung, die Sekundärstruktur der putativen RNA, das Vorkommen von Promotor- 

und Terminator-Sequenzen und eine Struktur- oder Sequenz-basierte Konservierung. Da es 

bislang keinen zuverlässigen Algorithmus für die Detektion von sRNA-Genen gibt, behilft 

man sich mit der Kombination verschiedener Techniken (Machado-Lima et al., 2008, Meyer, 

2007). Mangelnde Standardisierung der Input und Output Formate erschwert jedoch die 

Vergleichbarkeit verschiedener Vorhersagemethoden.  

 Um diesen Prozess zu erleichtern, wurde am Lehrstuhl Systembiologie und 

Bioinformatik an der Universität Rostock ein Java-basiertes Programmiergerüst (engl. 

„framework“) entwickelt, das den Vergleich der Daten aus verschiedenen Anwendungen und 

Vorhersagemethoden ermöglicht, indem transparente Arbeitsabläufe (engl. „workflows“), 

konstruiert werden. Die Software moses (modular sequence suite) prozessiert und kombiniert 

die Ergebnisse verschiedener Methoden, mit deren Hilfe Regionen im Genom identifiziert 

werden können, die Kandidaten für sRNA-Gene enthalten. Dazu erstellt der Nutzer 

Workflows aus Modulen (Raasch et al., 2010). Schlüsselmodule, die von moses bereitgestellt 

werden, sind unter anderem BLAST (Altschul et al., 1990), RNAfold (Lorenz et al., 2016), 

RNAz (Washietl et al., 2005), ClustalW (Larkin et al., 2007), and Dynalign (Mathews and 

Turner, 2006).  

 Die Effizienz der modularen Methodenkombination durch moses wurde überprüft, 

indem eine Kombination der vier Methoden RNAz-, RNAfold- und Dynalign und 

TranstermHP (Kingsford et al., 2007) an einem Set von bekannten sRNAs aus Escherichia 

coli, Listeria monocytogenes and S. pyogenes angewendet wurde. Die Sensitivität („signal 

precision“) der kombinierten Methode war im Vergleich zu den einzelnen Methoden um 15 % 

erhöht bei einer gleichzeitig verringerten falsch positiv Rate (Raasch et al., 2010).  
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Die Software wurde schließlich verwendet, um neue sRNA-Gene in S. pyogenes zu 

identifizieren. Aus einer Kandidatenliste von 20 Genen wurden vier Gene im Rahmen dieser 

Arbeit weiter untersucht. Die Expression der vier Kandidatengene konnte durch Reverse 

Transkription mit anschließender PCR (RT-PCR) verifiziert werden (Raasch et al., 2010). 

Zudem wurde der Transkriptionsstart von moses4 mittels 5‘ RACE-PCR bestimmt (Patenge et 

al., 2012). 

 Ein weiteres Computer basiertes Screening wurde mit der Software sRNAScanner 

(Sridhar et al., 2010) durchgeführt. Diese Analyse führte zur Identifikation von 137 sRNA 

Kandidatengenen im Genom von S. pyogenes NZ131 (NCBI Accession Number: 

NC_011375) (Patenge et al., 2012). Die Expression des Kandidatengens sRNAScan7 wurde 

mittels Northern Blot Analyse und RT-PCR bestätigt (Patenge et al., 2012).  

 Die Ergebnisse der bioinformatischen sRNA-Screening Methoden wurden mit den 

Daten aus dem oben beschriebenen DNA Mikroarray Experiment verglichen. Dabei zeigte 

sich, dass der Überlapp der verschiedenen Datensätze gering war (Patenge et al., 2012). Von 

den 20 putativen sRNAs, die mithilfe von moses identifiziert wurden, konnten nur fünf in den 

Arrays nachgewiesen werden. Von den 137 sRNAScanner Vorhersagen zeigten 11 sRNAs ein 

Signal in der Array Analyse. Acht Kandidaten wurden durch beide Softwares identifiziert. 

Die bereits zuvor identifizierte sRNA FasX wurde in allen drei Screens nachgewiesen 

(Patenge et al., 2012). Die Unterschiede in den Ergebnislisten ergeben sich zum einen daraus, 

dass in den bioinformatischen Screens auch Kandidaten vorhergesagt wurden, die unter den 

Bedingungen der DNA Mikroarray Experimente nicht nachweisbar waren, da ihre Expression 

beispielsweise nur unter Stress induziert wird. Zum anderen sind die Sensitivität und die 

Spezifizität der bioinformatischen sRNA-Detektion im Rahmen der eingesetzten Algorithmen 

begrenzt. 

3.2 Funktionelle Analyse von sRNA-Kandidaten aus S. pyogenes  

In den folgenden Kapiteln werden zwei Beispiele für sRNAs in S. pyogenes ausführlich 

beschrieben. Zum einen die trans-aktivierende sRNA MarS, die einen zentralen 

Transkriptionsregulator in S. pyogenes M49 Stamm 591 beeinflusst. Zum anderen ein cis-

regulatorisches Element, das Eigenschaften eines Glyzin-Riboswitches aufweist. 
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3.2.1 Die sRNA MarS beeinflusst die Virulenz von S. pyogenes 

In der DNA Array Expressionsanalyse wurde das sRNA-Kandidatengen sRNASpy490957c 

identifiziert, das in Milchsäurebakterien konserviert ist (Patenge et al., 2012). 

sRNASpy490957c gehörte zu den putativen sRNA-Genen, die im Wachstumsverlauf von 

S. pyogenes M49 Stamm 591 differenziert exprimiert wurden. Der Genlokus ist in Abbildung 

3 schematisch dargestellt.    

 

Abbildung 3.  Genregion des sRNA Kandidatengens sRNASpy490957c  

(marS). Die Gene sind durch Pfeile dargestellt, die in Transkriptions -

richtung orientiert sind. P: das erste  (5‘)  marS Nukleotid, tt: das letzte  

(3‘) marS Nukleotid (Pappesch et al. , 2017). Spy_490957c codiert eine 

putative Ribonukleotidreduktase. Spy_490958c codiert die Cardiolipin 

Synthase.  

   

In dieser Arbeit wurde eine Deletionsmutante untersucht, in der das sRNA-Kandidatengen 

durch eine Spectinomycin-Resistenzkassette ersetzt worden war. Da in Abwesenheit der 

putativen sRNA die Expression des Transkriptionsaktivators Mga im Vergleich zum Wildtyp 

reduziert war und darüber hinaus gezeigt werden konnte, dass die sRNA mit dem 5’Ende der 

mga mRNA interagieren konnte, wurde die kleine RNA MarS („mga-activating regulatory 

sRNA“) genannt. Im Folgenden wird das sRNA-Gen mit marS und die kleine RNA mit MarS 

bezeichnet.  

 Die Größe (161 bp) und der Transkriptionsstart der kleinen RNA wurden in 5‘RACE 

(„rapid amplification of cDNA ends“) und Northern Blot Analysen bestimmt (Pappesch et 

al., 2017, Patenge et al., 2012). Die Stabilität der kleinen RNA wurde nach Rifampicin-

behandlung mittels RT-qPCR gemessen. Das Transkript wies in S. pyogenes M49 Stamm 591 

eine hohe Stabilität auf. Nach 15 min lagen noch ≥ 80% des Transkripts vor (Pappesch et al., 

2017). Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen aus Experimenten mit S. pyogenes 

M1T1 Stamm MGAS2221 (Perez et al., 2009).  

 Um Hinweise auf die Funktion von MarS zu erhalten, wurde zunächst in S. pyogenes 

M49 Stamm 591 eine isogene marS Deletionsmutante konstruiert (ΔmarS). Die Gendeletion 

wurde durch ektopische marS Expression von einem Shuttle Vektor unter der Kontrolle des 
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endogenen Promotors komplementiert (ΔmarS::marS) (Pappesch et al., 2017). Das Verhalten 

der Deletionsmutante wurde in vitro unter infektionsrelevanten Bedingungen untersucht. In 

Abwesenheit von marS war das Wachstum in humanem Vollblut reduziert. In humanem 

Plasma wuchs ΔmarS hingegen unvermindert. Um zu überprüfen, ob zelluläre 

Blutbestandteile das Wachstum von ΔmarS in humanem Vollblut beeinträchtigten, wurde das 

Überleben von ΔmarS in Gegenwart von humanen neutrophilen Granulozyten untersucht. 

Unter diesen Bedingungen war die Überlebensrate von ΔmarS im Vergleich zum WT 

signifikant reduziert. Dieser Effekt war in ΔmarS::marS aufgehoben.  

 Die Adhärenz von ΔmarS an humane Keratinozyten war signifikant verringert 

gegenüber dem WT, während die Adhärenz von ΔmarS::marS sich nicht vom WT unterschied 

(Pappesch et al., 2017). Diese Beobachtungen führten zu der Hypothese, dass MarS an der 

Regulation der Phagozytose Abwehr und der Adhärenz an Wirtszellen beteiligt ist. 

 Kleine regulatorische RNAs wirken häufig durch direkte molekulare Interaktion mit 

Ziel mRNAs. Der IntaRNA Algorithmus (Wright et al., 2014) wurde verwendet, um putative 

MarS-Target Interaktionen vorherzusagen. Unter den 28 Genen, die durch das Programm als 

potentielle Bindungspartner identifiziert wurden, befanden sich mga und hasB.  

 Dabei kodiert mga den zentralen Transkriptionsaktivator Mga („multiple virulence 

gene regulator“). Die putative MarS Bindestelle ist in der 5´untranslatierten Region (5´UTR) 

von mga lokalisiert. Eine BLAS0T Analyse (Altschul et al., 1990) ergab, dass diese Sequenz 

in den Serotypen M2, M4, M18, M28, M44, M49, M53, M59, M66, M71, M82, M83, M87, 

M89, und M101 konserviert ist.  

 Bei hasB handelt es sich um ein Kapselsynthesegen, das die UDP-glucose 6-

dehydrogenase kodiert. Die vorhergesagte MarS Bindestelle ist im hasABC polycistronischen 

Transkript am 3′ Ende des ORF von hasA lokalisiert. In MarS gibt es eine gemeinsame 

Bindestelle für beide putative Targetgene. Die Sekundärstruktur von MarS wurde mit 

RNAfold (The ViennaRNA Web Services, http://rna.tbi.univie.ac.at/) vorhergesagt und mit 

Hilfe von VARNA GUI (Darty et al., 2009) dargestellt (Abbildung 4). Die Basen der 

Bindestelle sind in der schematischen Darstellung farblich hervorgehoben.  
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Abbildung 4.  Sekundärstruktur von MarS. Dargestellt sind die 

Nuleotide 1-126. Der Terminator wurde der Übersichtlichkeit halber 

nicht berücksichtigt.  Die Basen der putativen Bindestelle sind farblich 

hervorgehoben. In grün sind die Basen markiert, die für die 

Interaktionsstudien mutiert wurden (mmMarS, „mismatch“ MarS, (88-

CC-89/88-GG-89) (Pappesch et al. , 2017).  

Die Interaktion von MarS mit der 5’UTR von mga wurde in vitro mit Hilfe von RNA-RNA 

Gel Shift Experimenten („electrophoretic mobility shift assays“, EMSAs) untersucht. Biotin-

markierte 5’UTR mga RNA wurde mit ansteigenden Mengen MarS inkubiert. Es wurde ein 

Komplex mit höherem Molekulargewicht detektiert, dessen Konzentration nach Zugabe von 

unmarkierter mga RNA-Sonde abnahm. Bei Inkubation der Biotin-markierten mga RNA-

Sonde mit mmMarS („mismatch“ MarS, 88-CC-89/88-GG-89, Abbildung 4), bei der zwei 

Basen in der Bindestelle ausgetauscht waren, wurde kein Komplex gebildet (Pappesch et al., 

2017).  

 Der Einfluss von MarS auf die Expression des putativen Zielgens mga wurde mit Hilfe 

der Deletionsmutante ΔmarS und dem Komplementationsstamm ΔmarS::marS in S. pyogenes 

M49 Stamm 591 untersucht. Es wurde Gesamt-RNA aus den verschiedenen Stämmen isoliert, 

cDNA synthetisiert und im Anschluss eine quantitative PCR (qPCR) durchgeführt. Dazu 

wurden genspezifische Primer für mga und für die Virulenzfaktorgene emm (M Protein), sclA 

(„streptococcal collagen-like protein“) und sof („serum opacity factor“) verwendet. Von emm, 

sclA und sof ist bekannt, dass sie direkt von Mga positiv reguliert werden (Hondorp and 

McIver, 2007). Die Transkriptmenge aller getesteten Gene war in der Mutante signifikant 

reduziert im Vergleich zum WT. Der WT Phänotyp war in ΔmarS::marS wieder hergestellt.  
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Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass MarS einen positiven regulatorischen 

Einfluss auf die Expression von mga hat und damit indirekt auch die Expression von 

Virulenzfaktorgenen beeinflusst, die von Mga reguliert werden. Da das M Protein eine anti-

phagozytische Wirkung hat, lässt sich die reduzierte Überlebensrate von ΔmarS im Vergleich 

zum WT nach Inkubation mit neutrophilen Granulozyten durch eine verringerte emm 

Expression erklären.  

 Die Kapselsynthese wurde in S. pyogenes M18 Stamm MGAS8232 untersucht, der 

eine stärkere Hyaluronsäureproduktion als S. pyogenes M49 Stamm 591 aufweist 

(Barkowsky, 2019). In S. pyogenes M18 Stamm MGAS8232 ΔmarS war der Hyaluronsäure-

gehalt der Bakterien signifikant reduziert im Vergleich zum WT. Die Kapselmenge war im 

Komplementationsstamm ΔmarS::marS auf WT-Niveau (Pappesch et al., 2017).  

 Um den Einfluss von MarS auf die Virulenz von S. pyogenes in vivo zu untersuchen, 

wurde ein murines Infektionsmodell verwendet. BALB/c Mäuse wurden intraperitoneal mit 

8 × 10
7
 Kolonie bildenden Einheiten (KbE) S. pyogenes M49 Stamm 591 WT, ΔmarS oder 

ΔmarS::marS  infiziert. Alle Tiere zeigten schwere Zeichen der Infektion und wurden nach 

24 h erlöst. In Niere, Leber und Milz der infizierten Tiere konnte nach Infektion mit ΔmarS 

eine signifikant erhöhte Bakterienlast nachgewiesen werden im Vergleich zum WT. Die 

Abwesenheit von MarS hat in diesem Experiment zu einer erhöhten bakteriellen 

Dissemination geführt. 

 Es wird angenommen, dass FasX als Schalter zwischen Kolonisation und 

Dissemination von S. pyogenes dient, indem es die Synthese der Pili- und Fibronektin 

bindenden Proteine negativ reguliert, während die Produktion der Streptokinase erhöht wird 

(Danger et al., 2015a, Danger et al., 2015b). MarS hingegen unterstützt die Adhärenz der 

Bakterien an Wirtszellen durch positive Regulation der Produktion von extrazellulären 

Matrixbindeproteinen und durch Stimulation der Kapselsynthese. Gleichzeitig wird die 

bakterielle Dissemination durch MarS vermindert. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, 

dass MarS im frühen Stadium der Infektion an der Kontrolle der Kolonisation des Wirts durch 

S. pyogenes beteiligt ist.  

 In zukünftigen Projekten soll die Funktion von MarS detailliert charakterisiert werden, 

indem mehr Zielgene identifiziert werden und der jeweilige Regulationsmechanismus 

aufgeklärt wird. Darüber hinaus sollen die Expressionsprofile von marS in drei 

epidemiologisch relevanten S. pyogenes Isolaten aufgenommen werden und der Einfluss von 
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marS auf die Pathogenität dieser Stämme untersucht werden. Dabei können Erkenntnisse über 

allgemeine und emm-Typ-spezifische Targetspektren gewonnen werden, die Hinweise über 

Stoffwechselwege und Virulenzfaktoren liefern, die durch MarS beeinflusst werden.  

3.2.2 Ein Glyzin-Riboswitch in S. pyogenes reguliert die Expression eines putativen Aminosäure-

Symportergens 

Unter den putativen sRNAs, die in der Array Analyse im Genom von S. pyogenes identifiziert 

wurden, befanden sich 18 Motive für cis-regulatorische Elemente, die mit Hilfe der rfam 

Datenbank („RNA family data base“) (Gardner et al., 2009) zugeordnet wurden (Patenge et 

al., 2012). In der 5’UTR eines putativen Aminosäure-Symportergens („sodium:alanine 

symporter family protein“ (SAF)) wurde ein Glyzin-bindendes Aptamer vorhergesagt. Glyzin 

wird für optimales Wachstum in S. pyogenes benötigt (Levering et al., 2016). Ein Glyzin-

Riboswitch wäre daher ein interessantes therapeutisches Target für die gezielte Inhibition des 

Glyzinmetabolismus oder -transports.  

 Nachdem die Expression der Riboswitch Region in S. pyogenes M49 Stamm 591 

bereits in der Array Analyse gezeigt worden war (Patenge et al., 2012) und zudem im 

klinischen Isolat S. pyogenes SF370 durch Northern Blot Analyse detektiert werden konnte 

(Le Rhun et al., 2015), sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob das putative cis-

regulatorische Element tatsächlich eine Glyzin abhängige Genregulation vermitteln kann. 

Dazu wurde ein 889 bp Fragment (gly), das den vorhergesagten Glyzin-Riboswitch enthielt, 

mit dem Luciferase Reportergen (luc2) fusioniert (Podbielski et al., 1999). S. pyogenes M49 

Stamm 591 wurde mit dem Plasmid pW11_glyluc2 transformiert. Luciferase (LUC) Aktivität 

wurde nach Wachstum in der Gegenwart unterschiedlicher Glyzinkonzentrationen gemessen.  

 Die Experimente wurden in chemisch definiertem Medium (CDM) durchgeführt und 

die LUC-Aktivität auf die Zelldichte normalisiert, so dass Wachstumsunterschiede in 

Abhängigkeit von der Glyzinkonzentration berücksichtigt wurden. In Abwesenheit von 

Glyzin und in der Gegenwart niedriger Glyzinkonzentrationen (0.01–0.1 mM) war die LUC 

Aktivität am höchsten. Die LUC-Aktivität war bei Konzentrationen von 1-10 mM Glyzin 

signifikant verringert. Die Konzentration von Serin oder Alanin im Medium hatte keinen 

Einfluss auf die LUC-Aktivität (Khani et al., 2018).  

 Da niedrige Konzentrationen von Glyzin im glyluc2 Konstrukt die Reportergen 

Expression induzieren konnten, sollte durch RT-qPCR überprüft werden, ob die Glyzin-
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konzentration im Medium die Expression der stromabwärts des putativen Glyzin-

Riboswitches (ribogly) gelegenen Gene beeinflusst. Das SAF-Gen (Na+/Ala symp) und das 

putative „cation efflux system“ Gen (cation efflux) waren in Gegenwart hoher 

Glyzinkonzentrationen (2,6 mM und 10 mM) reprimiert im Vergleich zu 1 mM Glyzin.  

 In der Northern Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass ein 3 kb Volllängen 

Transkript der ribogly_Na+/Ala symp_cation efflux Genregion nur in Gegenwart niedriger 

Glyzinkonzentration vorlag, während bei höheren Glyzinkonzentrationen ein kurzes 600 bp 

ribogly Fragment nachgewiesen wurde (Khani et al., 2018). Die Genregion und die 

Transkripte, die im Northern Blot detektiert wurden, sind in Abbildung 5 schematisch 

dargestellt. 

 Die Transkripte von Genen, die durch Riboswitches reguliert werden, zeigen häufig 

auch eine differentielle Stabilität, die durch Ribonuklease Aktivität kontrolliert wird (Mellin 

and Cossart, 2015). Um die Stabilität der ribogly-regulierten Transkripte zu untersuchen, 

wurde S. pyogenes M49 Stamm 591 unter reprimierenden (10 mM Glyzin) und nicht-

reprimierenden (0,1 mM Glyzin)  Bedingungen kultiviert. 

 

 

Abbildung 5.  Schematische Darstellung der ribogly  Genregion. Glyzin-Riboswitch Aptamere 1 

und 2: Kästchen I und II; Gene sind als graue Pfeile dargestellt, die in Transkriptionsrichtung 

orientiert sind; die Terminatoren 1225 und 1227 (TransTermHP Vorhersage (Kingsford  et al. ,  

2007)) sind als Haarnadel Strukturen eingezeichne t; Transkripte, die in der Northern Blot 

Analyse identifiziert wurden, sind als schwarze Linien dargestellt  (Khani  et al. , 2018). 

Die Transkription wurde durch Zugabe von Rifampicin gestoppt und Proben zur RNA 

Isolierung wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Zugabe (1, 2, 5, und 10 min) 

genommen. Die Stabilität wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Während die Stabilität des 

ribogly Transkripts unter beiden Bedingungen gering war (Halbwertszeit: 0,5 min), hing die 
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Stabilität des Na+/Ala symp Transkripts von der Glyzinkonzentration im Medium ab. Bei 

einer niedrigen Glyzinkonzentration (0,1 mM) betrug die Halbwertszeit 5 min, während sie 

bei einer hohen Glyzinkonzentration (10 mM)  bei 0,5 min lag. Diese Ergebnisse deuten auf 

eine weitere, Ribonuklease-abhängige Regulationsebene hin.  

 Die Rfam Analyse des Referenzgenoms NZ131 identifizierte einen 90 bp 

Sequenzbereich mit Homologie zu einem singulären Glyzin-Riboswitch Aptamer. Da die 

Northern Blot Analyse eine 200 bp Bande detektierte, wurde mit Hilfe von RNAfold (The 

Vienna RNA Web Services, http://rna.tbi.univie.ac.at/) die Sekundärstruktur der Riboswitch 

Sequenz vorhergesagt und mit VARNA GUI (Darty et al., 2009) dargestellt (Abbildung 6). 

Die Analyse ergab eine typische Konsensus-Struktur für einen Tandem Aptamer Riboswitch, 

der zwei Glyzin Bindestellen enthält (Esquiaqui et al., 2014, Ruff et al., 2016). Die 

konservierten Basen sind in Abbildung 6 grün markiert. 

 

 

Abbildung 6.  Sekundärstruktur des putativen Glyzin-Riboswitches in 

S. pyogenes .  Die konservierten Basen sind grün markiert (Ruff et al. ,  

2016). Die putativen Glyzin  Bindestellen werden durch graue Kreise 

symbolisiert. P1, das „Kink-turn“ Motif und P0 sind in Anlehnung an 

die Charakterisierung des Glyzin-Riboswitch aus Vibrio cholerae  

hervorgehoben (Esquiaqui  et al. , 2014).  

 

Typischer Weise stimulieren Glyzin-Riboswitches die Expression von Genen, deren 

Genprodukte an der Spaltung oder dem Export von Glyzin beteiligt sind (Serganov and 

Nudler, 2013, Serganov and Patel, 2009). In Streptomyces griseum wird ein Detoxifikations 
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System durch einen Glyzin-Riboswitch aktiviert (Tezuka and Ohnishi, 2014). Das SAF-Gen 

in S. pyogenes kodiert ein Mitglied der „Alanine or Glycine:Cation Symporter“ (AGCS) 

Familie [„Transporter Classification Database“ (TCDB)] (Saier et al., 2016). Proteine, die zur 

AGCS Familie gehören, transportieren (symportieren) Alanin und/oder Glyzin mit Na
+
 

und/oder H
+
. Ein Beispiel ist dagA aus dem marinen Bakterium Alteromonas haloplanktis, 

das einen Natrium abhängigen Transporter kodiert, der die Aufnahme von Glyzin und 

Glutamin vermittelt (MacLeod and MacLeod, 1992). In diesem Kontext lässt sich 

spekulieren, dass die Bindung von Glyzin an den Riboswitch in S. pyogenes mit der 

Repression der SAF-Genexpression zur Abschaltung eines bisher unbekannten Glyzin 

Aufnahmesystems führt. 

3.3 Peptid Nukleinsäuren (PNAs) als Antisense-Therapeutika in S. pyogenes  

Um der Entwicklung und Ausbreitung von resistenten Erregern entgegenzuwirken, muss der 

Einsatz von Antibiotika optimiert werden. Darüber hinaus sollten neue Medikamente 

entwickelt werden, die als alternative Therapie eingesetzt werden können. Eine Möglichkeit 

wären Antisense-Therapeutika, die spezifisch auf essentielle Gene oder Antibiotikaresistenz 

Gene wirken. Folgende Eigenschaften wären wünschenswert für antimikrobielle Antisense-

Wirkstoffe, die bei der Therapie von S. pyogenes Infektionen eingesetzt werden: (1) hohe 

Spezifität für das Targetgen, (2) effiziente Aufnahme in die Bakterienzelle, (3) geringe 

unspezifische Toxizität, (4) hohe Stabilität und, um die Eradikation intrazellulärer Erreger zu 

ermöglichen, (5) Import in die eukaryotischen Wirtszellen. PNAs können diese Eigenschaften 

potentiell vereinen und wurden bereits bei verschiedenen humanpathogenen Erregern getestet.  

 Dabei stellt die Translokation der PNAs in die Bakterien bisher die größte Hürde dar. 

PNAs werden nicht spontan von den Bakterienzellen aufgenommen. Die Konjugation von 

PNAs mit CPPs begünstigt den Transport in die Zellen. Da bakterielle Oberflächen 

unterschiedliche Barrieren aufweisen, u. a. Zellwand, Kapsel und Membrankomponenten, ist 

die Effizienz der CPPs Spezies-abhängig. In dieser Arbeit wurde daher in einem Proof of 

Principle zunächst nachgewiesen, dass CPP-konjugierte Antisense-PNAs grundsätzlich 

antimikrobiell auf S. pyogenes wirken können. Darauf aufbauend sollten im Anschluss 

effiziente CPPs für die Translokation identifiziert werden.  
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3.3.1 CPP-konjugierte anti-gyrA PNAs wirken antimikrobiell in S. pyogenes  

Zu Beginn dieser Arbeit gab es nur eine geringe Anzahl von Publikationen, in denen die 

antimikrobielle Wirkung von Antisense-PNAs auf Gram-positive Bakterien beschrieben 

wurde. In diesen Studien wurde beobachtet, dass der Effekt auf Gram-positive Spezies 

geringer war im Vergleich zu E. coli und dass höhere Konzentrationen für eine 

Wachstumsinhibition benötigt wurden (Hatamoto et al., 2009, Nekhotiaeva et al., 2004). Das 

Ziel dieser Arbeit war zunächst, den Einfluss von Peptid-gekoppelten Antisense-PNAs auf 

das Wachstum von S. pyogenes zu überprüfen. Als Zielgen wurde gyrA ausgewählt. Das 

Genprodukt von gyrA ist die Untereinheit A der bakteriellen Gyrase. Dabei handelt es sich um 

eine DNA Topoisomerase, die für die Replikation des Bakteriengenoms benötigt wird und 

damit essentiell für das Wachstum ist. Die Antisense-PNAs wurden komplementär zur 

Startkodon Region der gyrA mRNA konstruiert (Nukleotide -5 bis 5) (Abbildung 7a). Als 

Kontrolle dienten PNAs gleicher Basenzusammensetzung mit randomisierter Sequenz 

(„scrambled PNAs“, scPNAs) (Abbildung 7b). 

 

 

Abbildung 7.  Design der anti-gyrA  PNAs in S. pyogenes .  Dargestellt sind 

(KFF)3K-konjugierte PNAs. Die obere Zeile repräsentiert jeweils die 

Sequenz der Startkodon Region von gyrA;  das Startkodon ist fett gedruckt. 

In der unteren Zeile ist  die PNA-Sequenz angegeben. eg: 8-amino-3,6-

dioxaoctansäure. a: (KFF)3K-konjugierte anti-gyrA PNA. b: (KFF)3K-

konjugierte scPNA (Patenge  et al. ,  2013b).  

 

Zwei verschiedene CPPs wurden mit den anti-gyrA PNAs gekoppelt. Zum einen wurde das 

synthetische (KFF)3K Peptid konjugiert (Vaara and Porro, 1996), das häufig für 

Untersuchungen in Gram-negativen Bakterien eingesetzt wird. Zum anderen wurde das vom 

HIV-1 Transkriptionsaktivator abgeleitete Peptid HIV-1 TAT konjugiert (AS 48-57: 

GRKKRRQRRRYK), das bisher sowohl in eukaryotischen Zellen als auch in verschiedenen 

Bakterienspezies als Transportpeptid verwendet wurde (Vives et al., 1997a).  
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 S. pyogenes M49 Stamm 591 wurde mit verschiedenen PNA-Konstrukten inkubiert. 

Die konzentrationsabhängige Wachstumsinhibition wurde durch Trübungsmessung ermittelt. 

Anti-gyrA PNA, die nicht an CPPs gekoppelt waren, hemmten das Wachstum von S. 

pyogenes nicht. CPP-konjugierte anti-gyrA PNAs bewirkten eine konzentrationsabhängige 

Wachstumsinhibition im Bereich von 1,6-4,0 µM ((KFF)3K) bzw. 0,4-1,4 µM (HIV-1 TAT). 

Sowohl die scPNA-Kontrollen als auch die (KFF)3K und HIV-1 TAT Peptide allein wiesen 

nur eine geringe unspezifische Toxizität auf (≥ 5.6 µM bzw. ≥20 µM). HIV-1 TAT-

gekoppelte anti-gyrA PNAs zeigten demnach eine höhere und spezifischere antimikrobielle 

Wirkung auf S. pyogenes als (KFF)3K-gekoppelte anti-gyrA PNAs. Der sequenzspezifische 

Einfluss der Antisense-PNAs auf die Transkriptmenge des Targetgens wurde exemplarisch an 

(KFF)3K-gekoppelten anti-gyrA PNAs untersucht. Um Stress-bedingte Schwankungen der 

gyrA Expression zu vermeiden, wurden die Bakterien mit einer geringen Antisense-PNA 

Konzentration (1,6 µM) inkubiert. Die relative gyrA Transkriptmenge wurde mit Hilfe der 

RT-qPCR Analyse ermittelt (Patenge et al., 2013b). Dabei zeigte sich eine Reduktion der 

gyrA mRNA Abundanz nach Antisense-Behandlung auf 60 % im Vergleich zur unbe-

handelten Kontrolle.   

 3.3.2 Einfluss verschiedener CPPs auf die antimikrobielle Wirkung von Antisense-PNAs  

Nachdem gezeigt werden konnte, dass HIV-1 TAT-gekoppelte anti-gyrA PNAs das 

Wachstum von S. pyogenes inhibieren, sollten weitere effiziente CPPs identifiziert werden. Es 

wurden anti-gyrA PNAs (Abbildung 7) mit 18 verschiedenen CPPs konjugiert. Es wurden 

CPPs ausgewählt, die sich zuvor als Carrier Moleküle in eukaryotischen Zellen bewährt 

hatten und eine geringe Toxizität aufwiesen (Tabelle 1).  

 S. pyogenes M49 Stamm 591 wurde mit 10 µM CPP-anti-gyrA PNA Konjugaten 

inkubiert. Die Reduktion der Kolonie bildenden Einheiten (KbE) wurde im Vergleich zu einer 

unbehandelten Kontrolle ermittelt. Von 18 CPP Antisense-Konstrukten zeigten nur drei einen 

antimikrobiellen Effekt: HIV-1 TAT-anti-gyrA PNA, K8-anti-gyrA PNA und (RXR)4XB-

anti-gyrA PNA. Für eine genauere Analyse der CPP Antisense-Konstrukte wurde die 

konzentrationsabhängige bakterizide Wirkung der CPP-anti-gyrA PNA Konjugate bestimmt. 

Eine signifikante Reduktion der KbE/ml um mindestens eine Log10-Stufe im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle wurde nach Inkubation mit 4-10 µM HIV-1 TAT-anti-gyrA PNA, 

K8-anti-gyrA PNA und (RXR)4XB-anti-gyrA PNA nachgewiesen (Barkowsky, 2019). 
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  Table 1: CPPs für die Translokation von anti-gyrA PNAs in S. pyogenes 

CPP CPP Sequence Reference 

Antennapedia 

homeodomain (Penetratin) 

RQIKIWFQNRRMKWKK (Derossi et al., 1994) 

ELA Dansyl-G-C-ELALELALEALEAALELA (Turner et al., 2010) 

HIV-1 TAT (48–57) GRKKRRQRRRYK (Vives et al., 1997b) 

Human Calcitonin LGTYQDFNKFHTFPQTAIGVGAP (Trehin et al., 2004) 

(KFF)3K  KFFKFFKFFK (Vaara and Porro, 1996) 

MAP KLALKLALKALKAALKLA (Mueller et al., 2008, Palm et 

al., 2006) 

mVE-cadherin (pVEC) LLIILRRRIRKQAHAHSK 

M918 MVTVLFRRLRIRRACGPPRVRV (El-Andaloussi et al., 2007b) 

Oligoarginin (R6) RRRRRR (Maiolo et al., 2005, Mueller 

et al., 2008, Tunnemann et al., 

2008) Oligoarginin (R10) RRRRRRRRRR 

Oligoleucine (L6) LLLLLL Diese Arbeit 

Oligolysin (K8) KKKKKKKK (Mitchell et al., 2000) 

PDESTK PDESTK (Roth et al., 1998) 

TLM PLSSIFSRIGDP (Manceur et al., 2007) 

TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL (El-Andaloussi et al., 2007a) 

Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (Lindgren et al., 2000) 

VT5 DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD (Oehlke et al., 1997) 

(RXR)4XB RXRRXRRXRRXRXB (Abes et al., 2008) 

 

Die Toxizität der CPPs wurde mit Hilfe einer CPP-scPNA-Kontrolle bestimmt (Abbildung 7). 

HIV-1 TAT-anti-gyrA scPNA führte zu einer signifikanten Keimzahlreduktion nach 

Inkubation mit 5 und 10 µM scPNA. K8-anti-gyrA scPNA and (RXR)4XB-anti-gyrA scPNA 

zeigten erst bei einer Konzentration von 10 µM einen bakteriziden Effekt.  

 Die minimale Hemmkonzentration (MHK) der CPP- anti-gyrA PNA Konstrukte wurde 

im Bouillon Mikrodilutionsverfahren bestimmt. Die MHK der HIV-1 TAT- und K8-anti-gyrA 

PNAs betrug 15,6 µM. (RXR)4XB-anti-gyrA PNA war weniger effizient bei einer MHK von 

62,5 µM. Alle korrespondierenden scPNA Kontrollen zeigten eine niedrigere antimikrobielle 

Aktivität (MHK 62,5 bzw. 125 µM) (Barkowsky, 2019).  
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Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die CPP-PNA Konjugate einen bakteriziden Effekt 

auf S. pyogenes Stämme zeigen, die unterschiedliche M-Serotypen mit epidemiologischer 

Relevanz repräsentieren. Dazu wurden sechs klinische Isolate jeweils mit 5 µM der CPP-PNA 

Konstrukte inkubiert. Nach sechs Stunden wurden Proben genommen und die 

Keimzahlreduktion analysiert. HIV-1 TAT-anti-gyrA PNA zeigte eine KbE/ml Reduktion von 

mindestens zwei Log10-Stufen bei allen Stämmen mit Ausnahme von MGAS8232 (M18). K8-

anti-gyrA PNA bewirkte eine signifikante Keimzahlreduktion bei allen Stämmen mit 

Ausnahme von AP1 (M1). Im Gegensatz dazu bewirkte (RXR)4XB-anti-gyrA PNA eine 

Reduktion der KbE/ml von mindestens zwei Log10-Stufen bei allen Stämmen, die in diesem 

Experiment untersucht wurden (Barkowsky, 2019). 

 Um zu überprüfen, ob die Antisense-Konstrukte einen Einfluss auf die 

Transkriptmenge des Zielgens gyrA hatten, wurde S. pyogenes M49 Stamm 591 mit einer 

subletalen Dosis (2 µM) CPP-anti-gyrA PNA behandelt. Im Anschluss wurde Gesamt-RNA 

aus den Bakterien isoliert. Die gyrA mRNA wurde mit Hilfe von RT-qPCR relativ 

quantifiziert. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war das gyrA Transkript nach 

Behandlung mit CPP-anti-gyrA PNAs signifikant reduziert. Die Behandlung mit HIV-1 TAT-

anti-gyrA PNA, (RXR)4XB-anti-gyrA PNA und K8-anti-gyrA PNA führte zu einer gyrA 

mRNA Reduktion auf 70 %, 60 % bzw. 56 % (Barkowsky, 2019).  

 Die antimikrobielle Wirkung der CPP-anti-gyrA PNAs sollte in vivo evaluiert werden. 

In dieser Arbeit wurde ein Galleria mellonella Infektionsmodell eingesetzt. Die Larven der 

großen Wachsmotte eignen sich als Modell zur Untersuchung von bakteriellen Infektionen 

und werden seit einigen Jahren für Arbeiten mit S. pyogenes eingesetzt (Tsai et al., 2016). 

Invertebratenmodelle haben einige Vorteile gegenüber Säugetiermodellen, z. B. geringe 

ethische Bedenken und kostengünstige Anschaffung und Haltung der Tiere, die einen hohen 

Durchsatz begünstigen. G. mellonella kann bei 37 °C kultiviert werden, so dass die 

Experimente mit humanpathogenen Erregern bei Wirtstemperatur durchgeführt werden 

können. Den Insekten fehlt ein adaptives Immunsystem, die Komponenten des angeborenen 

Immunsystems sind jedoch vorhanden (Pereira et al., 2018). Daher wird man langfristig nicht 

auf Säugetier Infektionsmodelle verzichten können, initiale Screening Experimente können 

jedoch in der Larve durchgeführt werden.   

 Die Larven wurden mit S. pyogenes M49 Stamm 591 infiziert und anschließend mit 

4 nmol CPP-PNAs behandelt. Die Tiere wurden über einen Zeitraum von sieben Tagen 
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beobachtet. Das Überleben der CPP-PNA behandelten Larven wurde mit dem von 

Kontrolltieren verglichen, die eine 0.9 % Kochsalzlösung erhalten hatten. Die Larven, denen 

HIV-1 TAT-anti-gyrA PNA, K8-anti-gyrA PNA oder (RXR)4XB-anti-gyrA PNA injiziert 

worden war, zeigten signifikant erhöhte Überlebensraten im Vergleich zur Kontrolle. 

Ant-anti-gyrA PNA, mVE-cadherin-anti-gyrA PNA und ELA-anti-gyrA PNA, die in vitro 

keinen antimikrobiellen Effekt zeigten, beeinflussten die Überlebensrate der infizierten 

Larven hingegen nicht.    

 Die Kombination von Antisense-Präparaten mit konventionellen Antibiotika ist ein 

denkbarer Therapieansatz.  Diese Strategie könnte die Antibiotikakonzentration senken, die 

für eine effiziente Behandlung benötigt wird. Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, 

ob die Behandlung mit HIV-1 TAT-anti-gyrA PNA, die antibakterielle Effizienz von 

Antibiotika in vivo erhöhen kann. Zunächst wurden die Larven mit 1 µg Levofloxacin 

behandelt, das die bakterielle Gyrase hemmt. Die Überlebensrate der behandelten Larven 

erhöhte sich von 20 % auf 46 %. Nach einer Behandlung mit 1 µg Levofloxacin in 

Kombination mit 4 nmol HIV-1 TAT-anti-gyrA PNA überlebten 63 % der Larven. Für eine 

vergleichbare Überlebensrate mit Levofloxacin allein wurde eine Dosis von 15 µg benötigt. 

 In dieser Arbeit sollten CPPs identifiziert werden, die den Import von Antisense-PNAs 

in S. pyogenes unterstützen. Dazu wurden 18 CPPs untersucht, die unterschiedlichen Klassen 

angehören. Drei CPPs konnten identifiziert werden, die die Aufnahme in S. pyogenes 

vermittelten: die kationischen CPPs K8 and HIV1 TAT und das Arginin-reiche, 

amphipathische Peptid (RXR)4XB. Grundsätzlich unterstützen basische Reste die Aufnahme 

der CPPs in die Zelle, da die positive Ladung eine Interaktion mit der negativ geladenen 

Oberfläche ermöglicht. Es wurde in vorangegangenen Studien gezeigt, dass Arginin effektiver 

wirkt als Lysin, so dass CPPs besser importiert werden, wenn Lysin Reste durch Arginin 

ersetzt werden (Mitchell et al., 2000, Wender et al., 2000). Im Gegensatz zu K8 konjugierten 

anti-gyrA PNA zeigten Oligoarginin-gekoppelte Antisense-PNAs jedoch keine 

antimikrobielle Wirkung auf S. pyogenes. In eukaryotischen Zellen wurde gezeigt, dass die 

Insertion von 6-Aminohexansäure (X) oder β-Alanin (B) in Oligoarginin die Aufnahme in die 

Zelle verminderte, wobei es die Aufnahme in den Kern verbesserte (Wu et al., 2007). In S. 

pyogenes konnte hingegen (RXR)4XB, im Gegensatz zu R8, die PNA Aufnahme vermitteln. 

Diese Beispiele unterstützen die Annahme, dass CPPs Organismen-spezifisch in die Zelle 

transportiert werden, da sich die Oberflächenbeschaffenheit der Zielzellen unterscheidet.
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4. Zusammenfassung und Ausblick 

Streptococcus pyogenes ist ein strikt humanpathogenes Bakterium, das weltweit eine hohe 

Belastung der menschlichen Gesundheit und der Gesundheitssysteme darstellt. Bisher steht 

kein Impfstoff zur Verfügung. Hohe Erkrankungsraten bei teilweise schweren Verläufen oder 

das Auftreten von Folgeerkrankungen sind eine große Herausforderung. Das Verständnis der 

Pathogenese und die Entwicklung innovativer Therapiestrategien sind daher erstrebenswert. 

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Antisense-Regulation der Genexpression.  

 Diese spielt bei der Kontrolle lebenswichtiger bakterieller Prozesse eine Rolle, bei 

pathogenen Organismen jedoch auch bei der Regulation von Virulenz-relevanten Genen. 

Kleine regulatorische RNAs (sRNAs) wirken häufig über eine Antisense-Interaktion. In dieser 

Arbeit konnten zunächst durch Expressionsanalysen und bioinformatische Vorhersagen 

potentielle sRNAs identifiziert werden. Dabei wurden in den Expressionsanalysen 37 trans-

regulatorische und 18 cis-regulatorische sRNAs detektiert.  

 Bei sRNAs, die in trans wirken, bindet die sRNA in der Regel an die mRNA ihrer 

Targetgene. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die sRNA MarS in der Lage ist, an das 5‘-

Ende des mga Transkripts zu binden. Bei Mga handelt es sich um einen zentralen 

Transkriptionsaktivator in S. pyogenes. In Abwesenheit von MarS war die Expression von 

mga und mga-kontrollierten Virulenzfaktorgenen reduziert. Es konnte unter anderem ein 

Einfluss von MarS auf die Kapselsynthese, das Überleben im Blut und auf die Dissemination 

der Bakterien im murinen Infektionsmodell gezeigt werden. 

 In nachfolgenden Studien soll das MarS Regulon umfassend aufgeklärt werden. Dazu 

werden unter Zuhilfenahme von bioinformatischen Algorithmen weitere putative Zielgene 

von MarS vorhergesagt. Unter Bedingungen, die die marS Expression im Wildtyp 

unterstützen, wird eine Transkriptom-Analyse in marS Deletionsmutanten verschiedener 

Serotypen durchgeführt, um differentiell exprimierte Gene zu identifizieren. Die Ergebnisse 

der bioinformatischen Vorhersagen und der Transkriptom-Daten sollen verglichen und 

experimentell validiert werden. Diese Arbeiten dienen sowohl der Serotyp-übergreifenden 

Analyse der S. pyogenes Pathogenese als auch der Identifikation neuer potentieller 

Therapieziele.  

 Der Mechanismus von cis-regulatorischen Riboswitches beruht auf einer 

Konformationsänderung der regulatorischen RNA nach Bindung eines Liganden, die die 
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Expression der nachfolgenden Gene beeinflusst. Dabei erfolgt eine stabile Basenpaarung 

zwischen intramolekularen RNA Strängen. Diese Studie konnte zeigen, dass eine Sequenz in 

S. pyogenes, die Ähnlichkeiten zu bekannten Glyzin-Riboswitches aufweist, tatsächlich die 

differentielle Expression der stromabwärtsgelegenen Gene in Abhängigkeit der Glyzin-

konzentration kontrolliert. 

 Mit dem in dieser Arbeit etablierten Reportergen-basierten Workflow zur 

Untersuchung von Riboswitches in S. pyogenes können in Zukunft weitere cis-regulatorische 

Elemente, deren Liganden bisher unbekannt sind, analysiert werden. Die Ergebnisse dieser 

Studien können zum einen molekularbiologische Tools für die induzierbare Genexpression 

liefern als auch die therapeutische, gezielte Abschaltung essentieller Prozesse durch 

Ligandenanaloga ermöglichen. Des Weiteren ist eine Charakterisierung der Ligandenbindung 

und des molekularen Mechanismus des Glyzin-Riboswitches im Vergleich zu anderen 

Bakterien interessant, um die Rolle der Aptamere genauer zu definieren. 

 Genexpressions-Kontrolle durch Antisense-Bindung kann auch therapeutisch genutzt 

werden. In dieser Arbeit wurden Peptid Nukleinsäuren (PNAs) als Antisense-Agens 

eingesetzt. Um die Aufnahme in S. pyogenes zu ermöglichen, wurden die PNAs kovalent an 

Carrierpeptide gekoppelt. Die PNA vermittelte Repression des essentiellen Gens gyrA führte 

zu einer Wachstumshemmung von S. pyogenes. Im Galleria mellonella Infektionsmodell 

erhöhte die Antisense-PNA Behandlung die Überlebensrate der Larven. Dabei konnte der 

Effekt durch Kombinationsgabe mit Antibiotika verstärkt werden.   

 In zukünftigen Arbeiten sollen weitere Carrier Moleküle geprüft werden, um die PNA 

Aufnahme in S. pyogenes zu optimieren. Alternativ zu Peptiden können Moleküle eingesetzt 

werden, die über einen Transporter aufgenommen werden, wie beispielsweise Vitamin B12. 

Effektive Carrier-PNA Konjugate, die im Insekten Infektionsmodell validiert worden sind, 

sollen im nächsten Schritt im murinen Infektionsmodell evaluiert werden. Eine wichtige 

klinische Herausforderung stellen Antibiotikaresistenzen in pathogenen Bakterien dar. Um 

dieser Problematik zu begegnen, sollen PNA Antisense-Konstrukte eingesetzt werden, die 

spezifisch sind für Resistenzgene. Dieser Ansatz ist für mehrere Spezies neben S. pyogenes 

geplant. Unter anderem sollen S. pneumoniae und verschiedene Arten der Gattung Klebsiella 

mit entsprechenden Konstrukten behandelt werden. 
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