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EINLEITUNG

STAPHYLOCOCCUS AUREUS (S.AUREUS)

Staphylococcus aureus (S.aureus) ist ein gram-positives Bakterium. Sein Name leitet
sich aus dem altgriechischen und lateinischen ab und bezieht sich auf sein Aussehen. Es
ist rund (kokkos), typischerweise mit einem Durchmesser von etwa 1um, angeordnet
wie Weintrauben an der Rebe (staphyle), mit einer charakteristischen goldgelben
Farbung (aureus), die auf von S.aureus produzierte Carotinoide zuriickzufiihren ist.
Diese wirken als Antioxidantien und schiitzen die Bakterien vermutlich vor schadlichen,
beispielsweise durch das Immunsystem produzierte Oxidantien wie Wasserstoffperoxid
[1]. Durch das charakteristische Erscheinungsbild unter dem Mikroskop aber, vor allem
auch durch diese markante Farbung, lasst sich S.aureus recht gut von anderen Bakterien
unterscheiden. Weitere Moglichkeiten, um S.aureus nachzuweisen und von anderen
Bakterien zu unterscheiden, sind positive Ergebnisse beim Coagulase-,
Mannitolfermentations- und Desoxyribonuclease-Test [2]. S.aureus ist eigenstindig
nicht mobil, kann sich aber mit Hilfe der Umwelt, wie zum Beispiel dem Blutstrom,
fortbewegen, bildet dafiir aber keine Sporen. S.aureus lebt aerob oder fakultativ aerob

und besitzt ein Genom von etwa 2800 Basenpaaren auf einem zirkuldren Chromosom

[2].

S.aureus besiedelt nicht nur Menschen, sondern auch Tiere. Er ist hdufig Teil der
natiirlichen Wirtsflora ohne Infektionen zu verursachen (kommensaler Lebensstil). Es
ist aber auch eines der bedeutendsten Pathogene, verantwortlich flir unzihlige
Krankheiten, insbesondere nosokomiale Infektionen. Durch S.aureus verursachte
Krankheiten betreffen nahezu jede Region und jedes Organ des Korpers, von Haut und
Wundinfektionen iiber Endokarditis und Gastritis bis zur Osteomyelitis [3]. Aber auch
systemische, potentiell todliche Erkrankungen wie das Toxische-Shock-Syndrom kénnen
durch S.aureus hervorgerufen werden [4]. Im veterindarmedizinischen Bereich ist vor

allem die durch S.aureus ausgeloste Mastitis von besonderer Bedeutung [5].

Die Moglichkeit, sich verschiedensten Umweltbedingungen anzupassen, ist

ausschlaggebend fiir die hohe Virulenz von S.aureus. Diese hohe Anpassungsfahigkeit



wurde bereits in einer Simulation tiber das Quorum Sensing (QS) in S.aureus gezeigt [6].
QS erlaubt es S.aureus, die Genexpression in einer Population zu steuern und damit
perfekt an die Umgebung, die Situation und die Umweltbedingungen anzupassen [6].
Auch seine Moglichkeit, die vorhandenen Ressourcen perfekt zu nutzen und so unter
unterschiedlichsten Umweltbedingungen mit einer grofien Spannbreite verfiigbarer
Ressourcen zu liberleben, ist ein wichtiger Beitrag zu dieser Effektivitat [3]. In dieser
Arbeit wurde die Stringent Response (SR); der wahrscheinlich bedeutendsten
Mechanismus zur Regulation des Aminosdure(AS)-Metabolismus in S.aureus. SR
ermoglicht es S.aureus aufderdem, in Situationen mit limitierten Ressourcen, in denen
S.aureus in Nahrungsstress gerat, klar zu kommen. CodY genauso wie CcpA und RSH
scheinen eine entscheidende Rolle in diesem SR-Mechanismus zu spielen [7, 8, 9]. Siehe

hierzu auch das Kapitel Stringent response (SR).

Wie viele andere Bakterienstimme kann auch S.aureus, wenn es mit Antibiotika
behandelt wird, Resistenzen entwickeln. Auf diese Weise kommt es zur Entstehung
multiresistenter oder auch Methicillin resistenter S.aureus Staimme (MRSA). Solche
multiresistenten Stdmme sind von hoher Bedeutung vor allem bei nosokomialen
Infektionen. Hier war Vancomycin haufig die letzte medikamentdse Behandlungsoption.
Allerdings entwickeln immer mehr S.aureus-Stimme nun auch eine Resistenz gegen
Vancomycin. Dies macht es immer wichtiger, neue Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer,
vor allem auch gegen Staphylococcen gerichteter Substanzen zu finden [10]. Eine solche
Substanz konnte zum Beispiel in den AS-Metabolismus direkt eingreifen und so die
Synthese von zum Uberleben von S.aureus notwendigen AS verhindern. Ein heute schon
existentes Beispiel hierfiir ist das Antibiotikum Cotrimoxazol, eine Kombination aus
Trimethoprim und Sulfamethoxazole, welche unabhdngig voneinander die
aufeinanderfolgenden Schritte des Folatsynthese-Stoffwechselweges hemmen und somit
auch die Serin- und Glycinsynthese [11]. Auch die Beeintrachtigung oder Manipulation
des SR-Mechanismus ist ein vielversprechender Ansatz zur Entwicklung neuer
antibiotischer Substanzen. Beispiele hierfiir sind Mupirocin und Indolmycin, welche
beide die Bildung von beladenen tRNAs durch die Hemmung der entsprechenden
Aminoacyl-tRNA-Synthetase verhindern und so das Signal erzeugen, das zur Aktivierung
der SR Mechanismen und damit zu einer Fehlregulation des AS-Metabolismus von
S.aureus fiihrt [12]. Durch den Einfluss auf die Virulenz von S.aureus bietet die SR auch

einen guten experimentellen Ansatz zu deren Manipulation. Entsprechende



Medikamente konnten dabei helfen zu vermeiden, dass von S.aureus ein gefahrlicher,
invasiver, toxischer Phanotyp angenommen und so neues, gesundes Gewebe infiltriert

und schlussendlich auch zerstort wird.

STRINGENT RESPONSE (SR)

Stringent Response (SR) ist ein bei Prokaryoten relativ weit verbreiteter
Mechanismus zur Anpassung verschiedener Stoffwechselvorgange mit dem Ziel, im Falle
von Nahrungsstress, also einer Unterversorgung mit zum Beispiel AS oder
Kohlehydraten, die Stressresistenz zu erhdhen. So kann ein moglichst effizientes
Wachstum erhalten oder in Extremsituationen sogar das Uberleben gesichert werden
[7]. Hierzu wird, vergleichbar mit einem Winterschlaf, der Stoffwechsel
heruntergefahren und das Wachstum verlangsamt. Stoffwechselwege, die durch SR
beeinflusst werden, sind zum Beispiel die AS-Synthese und -Gewinnung; sie werden je
nach Bedarf und verbleibender Nahrungsressource gehemmt oder gestarkt [9]. Meistens
werden die Transkription und Translation gehemmt, also die Proteinbiosynthese, aber
auch Mechanismen fiir Wachstum und Zellteilung, wie die Synthese von Phospholipiden

und Nucleotiden. Der Proteinabbau wird hingegen im Allgemeinen eher geférdert [9].

(p)ppGpp spielt bei der SR als wichtiger Initiator und Alarmon eine zentrale Rolle. In
E.coli, einem der wichtigsten Modellorganismen zur Erforschung der SR, ist durch
zahlreiche Studien in der Vergangenheit eine Verbindung zu vielen
Stoffwechselprozessen nachgewiesen worden. (p)ppGpp knock-out Mutanten zeigen
einen als ,relaxed” bezeichneten Phdnotyp. Die sehr ressourcenintensiven, fiir
Wachstum und Teilung unverzichtbaren Mechanismen wie RNA- und
Proteinbiosynthese bleiben auch im Falle von Nahrungsstress unverdandert aktiv [13].
Die (p)ppGpp knock-out Mutanten sind zudem auxotroph fiir elf AS, am ehesten, weil
eine effektive Aktivierung der fiir die Synthese dieser AS wichtigen, normalerweise
durch (p)ppGpp aktivierten Gene hier nicht stattfindet [14]. Diese ,relaxed“-Phdnotypen
zeigen aufderdem Verdnderungen im Fettsduremetabolismus [15, 16], der DNA Synthese
[17, 18], der Synthese von Organellen der Zelloberflichen wie zum Beispiel Fimbrien
und Flagellen [19, 20], und der Virulenz [21]. Wobei allerdings langst nicht bei allen

Veranderungen der genaue, zugrunde liegende Prozess bekannt ist.
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Abbildung 1: SR Mechanismus in S.aureus und E. coli: Hier sind die Mechanismen gezeigt, die zur
Synthese des sowohl in S.aureus als auch in E. coli essentiellen [p]ppGpp fithren. Wichtig fiir die Initiation ist

jeweils ein Mangel an AS. Fiir eine Erlduterung der Mechanismen siehe auch Flietext. (Eigene Darstellung).

(p)ppGpp wird in E.coli durch RelA aus GTP oder GDP und ATP synthetisiert. RelA
kann funktionell in eine C-terminale und eine N-terminale Untereinheit eingeteilt
werden, wobei die N-terminale Untereinheit die katalytische Einheit ist, also
schlussendlich der Synthese von (p)ppGpp dient. Die C-terminale Untereinheit hingegen
ist die regulatorische Einheit, welche also die Syntheseleistung von RelA steuert [22].
Nahrungsstress, genauer gesagt AS Mangel, fiihrt zur Aktivierung von RelA. Durch
fehlende AS konnen nicht mehr alle tRNAs besetzt werden. Bindet nun bei einer im
Fortschreiten begriffenen Translation eine unbeladene tRNA an die A-Stelle des
Ribosoms, kommt es zum Stillstand. Ein so angehaltenes Ribosom wird nun durch RelA
erkannt, RelA bindet an dieses Ribosom und die C-Terminale Untereinheit wird aktiv.
Nun wird durch RelA eine Triphosphatgruppe von ATP, fiir die Synthese von pppGpp auf
das 3‘ Kohlenstoffatom von GTP und fiir die Synthese von ppGpp auf das 3
Kohlenstoffatom von GDP, libertragen [23]. (p)ppGpp bindet nun mit Hilfe des Proteins
DksA an die RNA Polymerase und kann so direkt die Genexpression regulieren [23].

Auch SpoT spielt in der Steuerung des (p)ppGpp Levels und damit der SR eine
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entscheidende Rolle. SpoT selber ist zum einen, wenn auch nur in geringem Maf3e, zur
Synthese von (p)ppGpp in der Lage, zum anderen liegt aber die eigentliche und
wichtigere Aufgabe von SpoT im Abbau von (p)ppGpp zu GTP beziehungsweise GDP und
damit in der Beendigung des SR-Zustandes [23] (siehe auch Abbildung 1).

(p)ppGpp spielt auch fiir die SR in S.aureus als Alarmon eine zentrale Rolle. RSH
(RelA/SpoT homolog) ist nach der, zuerst in Protobakterien beschriebenen,
konservierten, synthetischen Domidne (RelA/SpoT) benannt. RSH ist ein
cytoplasmatisches Enzym mit einer regulatorischen C-terminalen und einer
enzymatische N-terminalen Domadne [9]. Die Synthese von (p)ppGpp tliber RSH wird
durch Nahrstoffmangel induziert. Hier spielen vor allem akkumulierende unbeladene t-
RNAs und insbesondere auch unbeladene Ile-t-RNA eine wichtige Rolle. Auf diese Weise
wirkt das, vor allem auch gegen S.aureus potente Antibiotikum Mupirocin SR, anregend;
es hemmt die Isoleucin Aminoacyl tRNA-Synthetase [9, 24]. Mupirocin fiihrt also,
genauso wie Nahrstoffmangel und damit AS Mangel, zu mehr unbeladenen tRNAs,
welche RSH aktivieren und so zu einem Anstieg von (p)ppGpp und einem Abfall von
GTP, dem Edukt von (p)ppGpp, fithren [9] (siehe auch Abbildung 1). GTP wiederum ist
entscheidend fiir die repressive Funktion von CodY [25]. SR sowie AS-Mangel bewirken
damit eine Hemmung von CodY, was wiederum zu einer Enthemmung in den durch
CodY kontrollierten Teilen des AS-Metabolismus fiihrt. (p)ppGpp hingegen hemmt und
reguliert z.B. die Bildung von Ribosomen und damit die Translation und Replication.
(p)ppGpp ermoglicht es so S.aureus, vor allem unter Nahrungsstress, Nahrstoffe und AS
zu sparen [9, 24, 26]. Die Fahigkeit in S.aureus, in einem gewissen Maf3 (p)ppGpp aus

GTP zu synthetisieren, haben auch zwei weitere verkiirzte Enzyme RelP und RelQ [27].

Eine besondere Rolle spielt CodY auch in der Regulation des Metabolismus der
verzweigtkettigen Aminosduren (branched chain amino acids -BCAA). Neben der
Regulation durch GTP wird CodY auch durch Isoleucin aktiviert, woraus sich durch die
Hemmung der Isoleucinsynthese tiber IlvCD ein negativer Feedbackmechanismus ergibt
[7]. CodY selbst ist mit fiinfzehn inhibierenden Efferenzen in dieser Simulation einer der
bedeutendsten Regulatoren zur Kontrolle des AS-Metabolismus in S.aureus. Darlber
hinaus konnte auch gezeigt werden, dass CodY einer der Hauptregulatoren in der
Expression der fiir die Virulenz relevanten Gene ist [7, 28]. Die Hemmung von Agr via

CodY in Situationen ohne Ressourcenmangel scheint hier einer der wichtigsten Faktoren
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zu sein [29]. Zur Entfaltung seiner regulatorischen Wirkung bindet CodY zum Beispiel
direkt an Promotorstellen und hemmt dort die Transkription [30] (siehe auch Abbildung

2 fiir eine Ubersicht der durch CodY regulierten Knoten).
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Abbildung 2: Efferenzen und Afferenzen von CodY: Hier sind die efferenten und afferenten,
aktivierenden und hemmenden Verbindungen von CodY, sowie deren Einfluss auf die AS-Synthese dargestellt.

(Eigene Darstellung).

AMINOSAURE (AS) METABOLISMUS UND ESSENTIELLE AS

Der AS-Metabolismus in Bakterien und auch in S.aureus hat grofRe Ahnlichkeit mit den
biochemischen Prozessen, die auch in Sdugetieren, zum Beispiel im Menschen, im AS-
Metabolismus zu finden sind [31, 32]. Mit AS-Metabolismus bezeichnen wir hier in
erster Linie den Metabolismus, der die Synthese der 20 kanonischen und damit auch
proteinogenen AS ermoglicht. Der AS-Metabolismus ist ein zentraler, bedeutender
Bestandteil der haufig sehr komplexen und eng miteinander verbundenen
metabolischen Prozesse eines Individuums [31, 32]. Wichtige Bausteine fiir die AS-

Synthese werden aus dem Energiestoffwechsel abgezweigt. Von entscheidender
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Bedeutung sind hier die Glykolyse, aber vor allem der Zitratsdurezyklus, wohl die
zentralsten aller Stoffwechselwege der Zellen. Aber auch andersherum koénnen AS
abgebaut und zur Energiegewinnung zum Beispiel wieder in die Gluconeogenese oder
den Zitratsaurezyklus eingeschleust werden. Der von Glykolyse und Gluconeogenese
abzweigende Pentose-Phosphat-Weg stellt eine weitere Verbindungsstelle der AS-
Synthese mit dem Energiestoffwechsel der Zellen dar [31, 32]. Ein wichtiger
Knotenpunkt und eine zentrale Substanz vieler metabolischer Prozesse, auch im weit
verzweigten AS-Metabolismus, ist das Pyruvat, das gleichzeitig auch das
Verbindungsstiick zwischen Zitratsaurezyklus und Glykolyse beziehungsweise

Gluconeogenese darstellt [31, 32] (siehe auch Abbildung 3 fiir eine Ubersicht).
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Abbildung 3: Ubersicht AS-Metabolismus: Hier wird eine verkiirzte und vereinfachte und damit
tibersichtlichere schematische Darstellung des AS-Metabolismus, vor allem der anabolen Wege gezeigt (igene

Darstellung).

Kaum ein Organismus ist allerdings in der Lage, den gesamten AS-Metabolismus
aufrecht zu erhalten, sodass die meisten Organismen fiir einige der AS auxotroph sind.
Wenn auch in verschiedenen Studien festgestellt wurde, dass S.aureus, vor allem von
seinem Genom aus betrachtet, prinzipiell in der Lage sein sollte, alle AS selbstdndig zu
produzieren, ergeben sich in den meisten Fallen doch Auxotrophien fiir einige der AS
[13, 33, 34, 35, 36, 37]. Dartiber hinaus ist auch nach wie vor der Begriff der Essentialitat

nicht eindeutig definiert. Beim Menschen kénnen zum Beispiel die schwefelhaltigen AS
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Methionin und Cystein nicht selbstandig hergestellt werden, allerdings kann eine der
beiden vorhanden ist die andere tiber Homocystein synthetisiert werden. Hier mangelt
es also vor allem auch an einer Moglichkeit der Schwefelfixierung und der
Einschleusung dieses Schwefels in den AS-Metabolismus, so wie das in vielen Pflanzen
moglich ist [31]. Ahnliches gilt prinzipiell auch fiir die Versorgung mit Stickstoff. Eine
Fixierung und Einschleusung in den AS-Metabolismus ist bei Menschen und in S.aureus
im Gegensatz zu verschiedenen Pflanzen und anderen Bakterien nicht méglich. Die nicht
essentiellen AS konnen also im engeren Sinne auch nicht ganz eigenstindig synthetisiert
werden [31, 13]. Eine Wichtige Rolle in der Verteilung und Speicherung spielen daher
Aspartat und Glutamat, aus ihnen kann die Halfte der anderen AS synthetisiert werden;
auferdem konnen iiber die Aminotransferase ASAT die Aminogruppen zwischen
Glutamat und Aspartat ausgetauscht werden. Die Aminotransferase ALAT hingegen
erlaubt das Ubertragen von Stickstoffgruppen von Glutamat auf Pyruvat und stellt damit
die Stickstoffgruppen auch fiir die Synthese der anderen AS zur Verfligung [31, 32]. In
diesem Zusammenhang ist auch die Moglichkeit der Stickstoffspeicherung wichtig. Unter
energiereichen Bedingungen findet die Stickstoffspeicherung in Pflanzen vor allem im
kohlenstoffreicheren Glutamin mit finf C-Atomen und zwei N-Atomen statt, unter
energiearmeren Bedingungen im kohlenstoffirmeren Asparagin jedoch mit nur vier C-
Atomen und zwei N-Atomen [31]. Im Menschen sind die Aminosauren Isoleucin, Leucin;
Lysin, Methionin, Phenylalanin, Threonin, Tryptophan und Valin essentiell. Histidin und
Arginin werden als semiessentiell bezeichnet und miissen nur in Phasen extremer
Ressourcenausschopfung, zum Beispiel im Wachstum oder nach schwerer Krankheit,
zugefiihrt werden. Als bedingt essentiell werden AS bezeichnet, welche nur beim
Ausfallen bestimmter Stoffwechselwege, zum Beispiel im Zuge einer Krankheit wie der
Phenylketonurie, essentiell werden. Hierzu zahlen Tyrosin, Arginin, Cystein und Glycin.
Die restlichen sieben kanonischen AS Alanin, Asparagin, Aspartat, Glutamat, Glutamin,
Prolin und Serin konnen eigenstandig synthetisiert werden und gelten darum als

nichtessentielle AS [31, 38].

Wichtige Regulatoren des AS-Metabolismus in S.aureus sind sicherlich einerseits
CodY (siehe oben), auch mit seiner Verbindung zur SR, aber auch das durch CodY

beeinflusste Met-Operon oder auch das Ilv-Operon.

CcpA, das ,catabolite control protein A”, ist ein weiterer bedeutender Modulator des

AS-Metabolismus und hat grofden Einfluss auf die Ressourcenverteilung in S.aureus.
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CcpA wird durch Glucose aktiviert und aktiviert seinerseits im Falle von Glucose-
Verfiigbarkeit Schliissel-Enzyme des Glucose Metabolismus, welcher wiederum wichtige
Produkte fiir den AS-Metabolismus zur Verfligung stellt [8]. Dartiber hinaus hemmt
CcpA direkt die Produktion einiger AS und nimmt so, in Abhdngigkeit von der Glucose-
Verfiigbarkeit, Einfluss auf die Ressourcenverteilung [39] (siehe auch Abbildung 4 fiir

eine Ubersicht der durch CcpA regulierten Knoten).
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Abbildung 4: Efferenzen und Afferenzen von CcpA: Hier sind die efferenten und afferenten aktivierenden
und hemmenden Verbindungen von CcpA sowie deren Einfluss auf die AS-Synthese dargestellt. (Eigene

Darstellung).

SYSTEMBIOLOGIE UND SYNTHETISCHE BIOLOGIE

Die Untersuchung komplexer Abldaufe wie Signalkaskaden und Stoffwechselwege mit
dem Ziel, Organismen als ganzes System zu verstehen, ist die Domane der
Systembiologie [40]. Hierin mit einbezogen werden theoretisch alle Ebenen, vom Genom
tiber das Proteom bis zum "Verhalten" einer ganzen Zelle. Desweiteren dann aber auch
die Interaktionen vieler Zellen und die daraus entstehenden Wechselwirkungen mit

intrazelluliren Mechanismen sowie mit Mechanismen des ganzen Organismus von
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Hormonkaskaden bis hin zum Verhalten [41]. Wichtig fiir die Systembiologie sind also
einerseits das Verhalten der einzelnen Komponenten eines funktionierenden
biologischen Systems sowie deren Interaktion, aber andererseits auch die sich hieraus
ergebenden Effekte, also Outputs, sowie die Abhdngigkeit des Systems und seiner
Komponenten von verschiedenen Inputs. Die systembiologischen Untersuchungen
dienen jeweils dem Ziel, das Verhalten des Systems als Ganzes sowie seiner
Komponenten zu verstehen und Vorhersagen zu ermdéglichen [40, 41]. Aufgrund der
hohen Komplexitiat der Systeme sowie der teilweise nur bruchstiickhaft zur Verfiigung
stehenden Eingangsdaten spielen verschiedene Heuristiken sowie haufig darauf
aufgebaute Computersimulationen eine wichtige Rolle. Jedoch macht auch die teilweise
uniibersichtliche Datenflut, wie sie zum Beispiel aus dem Humangenomprojekt oder
anderen ahnlichen Arbeiten mit einer Vielzahl qualitativ hochwertiger Daten
hervorgeht, die Auswertung und Betrachtung in Computersimulationen notwendig, da
eine experimentelle Auswertung aller Moglichkeiten aufgrund der enormen Menge
sonst unmdoglich wére. So ist es dann moglich, mit Hilfe von systembiologischen
Ansatzen und Simulationen die wichtigsten und vielversprechendsten Ergebnisse
vorzuselektieren, diese dann gezielt experimentell zu liberpriifen, um so dann auch
wieder den systembiologischen Ansatz zu stiitzen und zu verifizieren [42, 43]. Das
Vorgehen in systembiologischen Ansidtzen kann mit dem in Abbildung 5 dargestellten
Schema gut beschrieben werden. Experimentelle Daten fiihren zu einer Hypothese oder
werden einer Hypothese folgend ermittelt. Diese Daten werden dann meist auf
Umwegen Uber weltweite Datenbanken oder zumindest unter Beriicksichtigung von
weiteren Daten aus Datenbanken in eine Simulation oder ein Modell integriert. Dieses
Modell wird dann einerseits wieder anhand von weiteren Daten {berprift und
verifiziert und gegebenenfalls verbessert; andererseits ergeben sich aus dem Modell
dann aber auch neue Hypothesen oder alte konnen korrigiert, prazisiert oder bestatigt
werden. Aus der Systembiologie ergeben sich also gut erforschte sowie getestete und
verifizierte Systeme, welche in vivo existieren und funktionieren und bei denen der
Einfluss verschiedener Inputs, die Mechanismen im System sowie die jeweils erreichten

Outputs bekannt sind [40, 41].
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Abbildung 5: Schema einer systembiologischen Herangehensweise: In diesem Schema ist die
Entwicklung einer systembiologischen Hypothese dargestellt. Die Hypothese wird aufgrund eigener oder aus
Datenbanken bezogener experimenteller Daten generiert. Hieraus wird eine Simulation unter Verwendung der
Daten erstellt, die dann wiederum mit der Hypothese und den bestehenden, aber auch neuen Daten verglichen

und so validiert wird.

Synthetische Biologie ist der Wissenschaftszweig, der sich damit beschaftigt, wie
biologische Komponenten, also biologische Systeme und Strukturen genutzt werden
konnen, um nicht natiirlich existierende biologische Systeme zu schaffen. Solche
biologischen Komponenten sollten dhnlich wie Legosteine leicht verbunden und
kombiniert werden kénnen, um so theoretisch kiinstliche biologische Systeme bis hin zu
Organismen konstruieren zu konnen [44]. Beispiele fiir solche biologischen
Komponenten sind Enzyme, genetische Regelkreise, Signalkaskaden, Stoffwechselwege
oder sogar ganze Zellen und Organe. Biologische Komponenten sind also unabhangige
biologische Einheiten, welche miteinander kombiniert und zusammengesetzt werden
konnen, um so ihre vordefinierte Funktion in einem neuen Kontext zu erfillen. Als
Komponenten koénnen hierfiir schon bestehende biologische Einheiten so genutzt
werden, wie sie auch in der Natur zu finden sind, oder sie konnen modelliert und
verandert werden, um bestimmte Voraussetzungen zu erfiillen. Konkrete Beispiele fiir
solche biologischen Komponenten sind das Quorumsensing System, der AS-

Metabolismus oder die SR. wie sie unter anderem in S.aureus gefunden werden kénnen.
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Biologische Komponenten kdénnen mit elektronischen Komponenten, zum Beispiel
Widerstianden oder Kondensatoren, verglichen werden, wie sie in elektrischen
Schaltkreisen verwendet werden. Wie also Ingenieure heutzutage zusammengesetzte
Schaltkreise, Prozessoren und andere technische Systeme aus einzelnen technischen
Komponenten konstruieren und produzieren, ist es das Ziel der synthetischen Biologie,
konstruierte biologische Systeme zu entwerfen und herzustellen [45]. Ein mdéglicher
Weg ist, dafiir bestehende Organismen zu verwenden und sie mit neuen Komponenten
und so auch neuen Funktionen auszustatten. Ein anderer, komplizierterer Weg und ein
grofdes Ziel der synthetischen Biologie ist es, lebende Organismen aus den einzelnen
Komponenten zu schaffen und sie mit den gewiinschten und ggf. neuartigen
Eigenschaften und Funktionen auszustatten. Es ist also das Ziel, emergente
Eigenschaften von lebenden Organismen durch das Zusammenfiigen unbelebter Teile
und damit auch sich reproduzierende, der darwinschen Evolution folgende Systeme zu
erschaffen [45]. Hierfiir konnen beispielsweise Minimalorganismen, also Organismen
welche mit nur den wichtigsten grundlegenden Komponenten und Genen auskommen,
entwickelt und dann genutzt werden. Diese Minimalorganismen dienen dann als
Grundeinheiten, die ausgebaut und so fiir Verschiedene Anwendungen und Aufgaben
ausgestattet werden konnen. Das besondere solcher Systeme ist, dass sie Konzepte wie
Genetik, Vererbung, Evolution und Selbstreproduktion auf kiinstliche Systeme
Ubertragen [46]. Im Falle von S.aureus konnen die SR, ihr Einfluss auf den AS
Metabolismus und natiirlich auch der AS-Metabolismus selber, aber auch Systeme wie
das auf Agr basierende QS-System [6] solche Komponenten sein, die zur Verdanderung
von existierenden oder zur Erschaffung neuer Organismen genutzt werden konnen.
Gerade der AS-Metabolismus oder Teile von ihm koénnen fiir die Entwicklung von
synthetischen Organismen eine wichtige Rolle spielen. Die regulatorischen Systeme wie
die SR oder das QS konnen zur Regulierung und Steuerung anderer biologischer
Einheiten verwendet werden. Eine andere Moéglichkeit ist, durch die weitere Analyse der
Mechanismen in S.aureus diese auf ein mogliches Minimum zu reduzieren und so nicht
von Grund auf, sondern durch Reduktion ein Minimalorganismus zu erhalten. Die
regulatorischen Systeme oder Teile der Stoffwechselwege konnten auch isoliert und ihre

Mechanismen so zur Konstruktion von zum Beispiel Logikgattern genutzt werden.
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LOGIKGATTER UND BOOLEANSCHE ALGEBRA

Genauso wie in vielen anderen Stoffwechselwegen sind auch in den AS-
Synthesewegen von S.aureus nicht nur die Edukte, sondern auch die entsprechenden
Enzyme fiir die Stoffwechselreaktion unabdingbar. In dieser Studie werden darum von
mir entwickelte Logikgatter, und zwar in diesem Falle AND-Logikgatter genutzt. Bei der
hier verwendeten Simulationsmethode SQUAD sind keine Logikgatter vorgesehen,
weswegen die vorgegebenen Randbedingungen genutzt wurden, um AND Logikgatter

auf dieser Basis zu konstruieren und schliefilich auch fiir die Simulation zu nutzen.

Logikgatter stellen die Grundlage der bindren Datenverarbeitung dar. Sie dienen der
Verarbeitung bindrer Eingangssignale zu binaren Ausgangssignalen der booleanschen
Logik folgend [47]. Meist sind diese Gatter als elektronische Schaltungen realisiert und
erlauben die technische Darstellung simpler ,wenn-dann-Beziehungen“. Die basalsten
Logikgatter sind OR oder AND und NOT. Hieraus lassen sich prinzipiell die anderen
Logikgatter XOR, NAND, NOR, XNOR sowie alle moglichen anderen Verschaltungen
komplizierterer Logikabfolgen erstellen [47]. Logikgatter haben ihren Ursprung in der
Elektrotechnik und spielen eine grofde Rolle bei Schaltungen in Computern, kénnen aber
prinzipiell auch chemisch, biologisch oder mechanisch konstruiert werden [48, 49]. So
wie zum Beispiel auch im ersten von Conrad Zuse entwickelten Computer Z1, in dem
elektromechanisch konstruierte Logikgatter zum Einsatz kamen [50]. Zur Darstellung
der Eingangs- und moglichen Ausgangssignale werden Wahrheitstabellen verwendet, in
denen alle méglichen Kombinationen der Eingangssignale zusammen mit den méglichen

Ausgangssignalen aufgelistet sind

SEMIQUANTITATIVE, BOOLEANSCHE NETZWERKE

Mit zunehmender Leistungsfdhigkeit und Verbreitung von PCs, aber auch mit
zunehmender Menge und Komplexitdt der zur Verfligung stehenden Daten hat sich in
den letzten Jahrzehnten das Interesse immer mehr auf das Studium der oft sehr
komplexen Interaktionen einzelner Molekiile in biologischen Systemen ausgedehnt.
Beispiele hierfiir sind Signalkaskaden, Stoffwechselwege oder anderen regulatorischen

Netzwerke [40].

Um ein besseres Verstindnis und einen besseren Einblick zu bekommen und die

komplexen Interaktionen studieren zu konnen, die im SR-Mechanismus, in dessen
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Einfluss auf den AS-Metabolismus genauso wie im AS-Metabolismus selbst ablaufen,
wurde der gesamte SR-Mechanismus von S.aureus genauso wie die AS-Synthesewege

und deren Interaktionen modelliert.

Neben der Moglichkeit einer booleanschen Simulation gibt es verschiedene andere
Methoden, ein solch komplexes Netzwerk zu modellieren. Der mathematische Ansatz ist
sehr exakt, allerdings ist es sehr komplex, die Simulation zu erstellen und zu nutzen.
Dariiber hinaus sind Bearbeitung und Verdnderungen an solchen mathematischen
Modellen tiblicherweise ein groféer Aufwand. Auf der anderen Seite ist ein booleansches
Netzwerk aus Knoten, die einander aktivieren oder inhibieren, leicht zu erstellen und zu

bearbeiten, und Anderungen kénnen leicht eingefiigt werden.

Kinetische Daten und Stochiometrie wie zum Beispiel Aktivierungsstarke oder die
Anzahl der beteiligten Molekiile sind von besonderer Bedeutung fiir solche Netzwerke.
Mindestens genauso wichtig ist aber auch die Art der Verbindung (aktivierend oder
hemmend). Diese Art der Interaktion zwischen den verschiedenen Molekiilen steht
haufig zur Verfliigung, da sie in den meisten Fallen experimentell recht einfach
herauszufinden ist. Stochiometrische und kinetische Daten hingegen sind haufig sehr
schwer zu ermitteln und stehen darum fiir die meisten der beschriebenen Interaktionen
nicht zur Verfligung. Gerade diese Daten sind aber fiir die Modellierung einer

Signalkaskade haufig essentiell.

Um diesen Mangel auszugleichen wurde von Mendoza et al. [51] ein hybrides
Modellierungssystem entwickelt, welches sie als ,Standardized Qualitative Dynamical
System“ bezeichneten und mit welchem diskrete booleansche und kontinuierliche
Modellierungsansatze verbunden werden. Somit wurden dynamische Simulationen,
ohne dass die exakten kinetischen Daten vorliegen miissen, moglich. Klassische
booleansche Netzwerke sind digital, in ihnen kénnen Knoten also nur die zwei Zustande
1 (An) und 0 (Aus) annehmen. Thre Aktivitit wird durch Interaktion mit benachbarten
Knoten iiber entweder aktivierende oder hemmende Verbindungen reguliert [51].
SQUAD erstellt nun, unter Zuhilfenahme von gew6hnlichen Differentialgleichungen, fiir
jeden der Knoten im Netzwerk eine kontinuierliche Reihe von Werten, die jeweils mit
den beiden booleanschen Ausgangswerten 0 und 1 beginnt und endet [51, 52]. Mit
booleanschen Netzwerken erhalt man umgehend semiquantitative Daten von allen in

das simulierte System mit einbezogenen Knoten. Deswegen haben sie sich als besonders
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niitzlich fiir das Verstandnis von komplexen Signalkaskaden gezeigt, zumal man dartiber
hinaus noch Informationen iliber qualitative Verdnderungen des gesamten Systems
erhdlt [51, 52]. Ein grof3er Vorteil dieser booleanschen Netzwerke ist, dass sie direkt aus
der Netzwerktopologie erstellt werden kénnen und somit ohne detaillierte kinetische
Daten auskommen. Dies erlaubt Simulationen von Systemen, bei denen die kinetischen
Eigenschaften der Interaktionen nicht bis ins Detail untersucht sind. In biologischen
oder medizinischen Studien - zum Beispiel, wenn es darum geht, die Pathogenese einer
Infektion zu verstehen oder nach neuen Ansatzpunkten fiir eine medikamentdse
Intervention zu suchen - kénnen solche Modelle somit hilfreiche Informationen liefern.
Booleansche Simulationen kdnnen also einen ersten Schritt zur Aufklarung prinzipieller
Mechanismen des untersuchten Systems darstellen, welche dann natiirlich wieder
hilfreich sind fiir die schlussendliche Aufklarung der tatsiachlichen, den Interaktionen
zugrunde liegenden Vorgange und Kinetiken [53, 54]. Unterschiedliche Reaktionen des
Systems auf verschiedene externe Stimuli, aber auch auf interne Verdanderungen, also
Verdnderungen im Model selbst, wie z.B. knock-out Mutationen, kénnen einfach
simuliert und nachvollzogen werden. Driiber hinaus ist es sogar moglich, booleansche
Netzwerke miteinander zu verbinden. Uber das Zusammenfiigen von Simulationen
einzelner Systeme konnen Simulationen ganzer Zellen oder Mikroorganismen entstehen.
Durch das Zusammenfiigen verschiedener Zellmodelle wiederum ist es perspektivisch
das Ziel, dynamische Simulationen ganzer mehrzelliger Organismen darzustellen [54].
Das Zusammenfiihren der einzelnen Simulationen stellt kein grofies Problem dar,
vorausgesetzt alle Simulationen wurden nach den gleichen Regeln erstellt. Schlatter et
al. [55] schlagt Regeln vor, die fiir die Verbindung verschiedener booleanscher
Netzwerke Beachtung finden sollten. Diese Regeln haben das Ziel, den Umgang mit zum
Beispiel absoluten und relativen Zeiten und Ereignisabfolgen, mit quantitativen
experimentellen Daten, mit Eingangs und Ausgangsknoten, aber auch mit unbekannten
oder postulierten Knoten zu vereinheitlichen. Angelehnt daran hier die von mir
erstellten und fiir das konstruieren der booleanschen Simulation beriicksichtigten
Regeln (siehe auch [56]). Die Aktivierung eines Knotens oberhalb eines relevanten
Schwellenwertes, der fiir einen relevanten Wechsel der Auswirkung des Knotens auf das
Netzwerk ausschlaggebend ist, wird in der klassischen digitalen booleanschen Algebra,
in der es nur "An" (1) und "Aus" (0) gibt, in aller Regel mit einer 1, eine Aktivierung
unterhalb des Schwellenwertes hingegen mit einer 0 dargestellt. Die dynamische

Simulation ermdoglicht es, Knoten stufenlos zu simulieren; dafiir miissen vor allem die
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Extreme neu und exakter definiert werden. Der Wert ,0“ stellt nun nicht mehr einfach
nur eine Aktivierung unterhalb des Schwellenwertes dar, sondern reprasentiert
tatsachlich die qualitative Abwesenheit des mit dem entsprechenden Knoten
korrespondierenden biologischen Aquivalentes, wie das zum Beispiel in einer knock-out
Mutante der Fall sein kann. Der Zustand ,1“ sollte hingegen wie in den nicht
dynamischen Simulationen nicht als absoluter quantitativer Wert angesehen werden, da
durch die Simulation nur qualitative Aussagen getroffen werden koénnen. Dartiber
hinaus stellt der Zustand ,1“ zwar das hochste Aktivitatslevel dar, beschreibt aber nicht
zwingend eine Aktivierung oberhalb eines Schwellenwertes mit einem im Vergleich zu
anderen Aktivitatsleveln unterschiedlichen Einfluss auf das System. Darum sollten auch
hier quantitativ unterschiedliche Werte nur dann in Betracht gezogen werden, wenn
sich hieraus ein relevanter unterschiedlicher Einfluss auf das System ergibt, zum
Beispiel wenn ein Knoten bis iiber einen bestimmten Schwellenwert aktiviert wird. Das
Netzwerk ist semiquantitativ, weswegen quantitative experimentelle Daten allgemein
nicht einfach iibernommen werden koénnen. Vielmehr sollten sowohl die relative
Verdanderung auch im Vergleich zu anderen Werten als auch der verdanderte Einfluss auf
das System -zum Beispiel, wenn sich eine Veranderung des Aktivitatslevels liber einen
Schwellenwert hinweg ergibt - bewertet und iibernommen werden. Auch die zeitlichen
Ablaufe sind in der Simulation nicht eins zu eins reprasentiert und kénnen nicht einfach
mit den Zeiten der in-vitro Experimente verglichen werden. In der Simulation ergibt sich
aus den Zeiten eher eine Angabe iliber die Abfolge der Ereignisse als die tatsdchlichen
exakten Zeiten. Es konnen also jeweils nur die zeitlichen Abfolgen von Ereignissen und

nicht die konkreten Zeitabstinde verglichen werden.

Eingangs- und Ausgangsknoten sind neben den normalen Knoten mit biologisch-
chemischem Korrelat weitere Knoten, die in eine Simulation integriert werden kdénnen,
um bestimmte Situationen zu simulieren und besser darzustellen. Konstante externe
Einfliisse, wie zum Beispiel die Nahrstoffverfiigbarkeit im verwendeten Medium oder
andere Umweltgegebenheiten, konnen mittels Eingangsknoten zusammengefasst und
simuliert werden. In einem Ausgangsknoten hingegen werden Reaktionen des
Netzwerks durch Integration hemmender und aktivierender Einfliisse aus dem
gesamten Netzwerk zusammengefasst, wodurch der schlussendliche Effekt der
Vorgange innerhalb des Netzwerks in einem Knoten dargestellt wird. Der Knoten

Translation in der hier vorgestellten Simulation sowie der Knoten Biofilm in meinem
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letzten Netzwerk iliber die Simulation des Agr Systems und die Biofilmbildung in
S.aureus [6] sind gute Beispiele fiir solche Ausgangsknoten. Eine weitere Klasse an
Knoten, jedenfalls theoretisch mit biologisch-chemischem Korrelat, sind die postulierten
Knoten. Wie ihr Name schon sagt, handelt es sich bei ihnen um postulierte, also nicht
nachgewiesene Knoten. Mit ihrer Hilfe konnen in-vitro gefundene Interaktionen im
Netzwerk und in den Reaktionen des Netzwerks in-silico nachvollziehbar gemacht und
so untersucht werden. Sobald die zugrundeliegenden zelluliren Mechanismen
aufgeklart sind und die entsprechenden Informationen zur Verfligung stehen, miissen
diese Knoten im Netzwerk natiirlich umgehend durch eine Simulation der tatsachlichen
Gegebenheiten ersetzt werden. AufSerdem miissen diese postulierten Knoten bis dahin

eindeutig als postulierte Knoten markiert und als solche erkennbar sein.

Das von DiCara et al. entwickelte und vorgestellte Programm SQUAD [43] ist nicht die
einzige Moglichkeit, aus diskreten Simulationen kontinuierliche zu machen. Es gibt
zahlreiche weitere Programme hierfiir, wie das hier verwendete Programm Jimena [57],
den CellNetAnalyzer (CNA) [58] oder Odefy [59]. Diese Programme sollen hier kurz
vorgestellt und beziiglich ihrer Vor- und Nachteile verglichen werden. SQUAD [43]
basiert, ebenso wie das zur Simulation des hier vorgestellten Netzwerks verwendete
Programm Jimena, auf Java und beide haben eine einfach zu handhabende graphische
Oberflache. Sie erlauben aufderdem eine dynamische Simulation, inklusive der
Erstellung von Pertubationen, um das Verhalten des gesamten Systems sowie die
Bedeutung und den Einfluss jedes einzelnen Knotens zu untersuchen. Sowohl SQUAD als
auch Jimena verwenden hierfiir den von Mendoza et al. entwickelten und vorgestellten
Standardized Qualitative Approach [51]. Mit diesem wird aus den Netzwerken ein
System gewohnlicher Differentialgleichungen erstellt und so ein booleansches Netzwerk
in ein Standardized Qualitative Dynamical System umgewandelt. Hierzu wird ein
heuristischer Algorithmus aus miteinander verkniipften Exponentialfunktionen
verwendet, um so eine qualitative ndherungsweise Abbildung der Realitit im
Netzwerkverhalten zu erreichen. Alle fiir diesen Prozess benétigten Gleichungen werden
durch das jeweilige Programm automatisch beim Einlesen des in einem Extraprogramm
erstellten booleanschen Netzwerks generiert und geldst. Ein weiteres Programm fiir die
Umwandlung von diskreten in kontinuierliche Simulationen ist der CellNetAnalyzer
(CNA) [58]. Hierbei handelt es sich um eine Matlab-Werkzeugkiste. Der Vorteil, der sich

hieraus ergibt, sind die zahlreichen verschiedenen Werkzeuge und Moglichkeiten, wie
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zum Beispiel ein Werkzeug zur Analyse von Feedbackmechanismen und
Stoffwechselwegen. Der Nachteil ist hier, dass oszillierende Knoten, welche vor allem in
Netzwerken mit Riickkopplungsschleifen auftreten konnen, ausgeschlossen werden und
nur Knoten berechnet werden, die sich einem Steady-State anndhern. Odefy [59] ist ein
weiteres wichtiges und viel genutztes Programm. Es verwendet eine als HillCube
Interpolation bezeichnete Simulationstechnik, mit der die booleanschen Netzwerke in

Systeme aus Differentialgleichungen umgewandelt und so simuliert werden.

THEMENVERWANDTE ARBEITEN

RSH und seine Rolle in der Steuerung der SR wurde bereits in zahlreichen anderen
Firmicuten untersucht [60, 61, 62, 63, 64, 65, 66]. In [9] zeigen Geiger et al. die
Essentialitit von RSH fir das Wachstum von S.aureus. In S.aureus spielt die
Bifunktionalitdt von RSH eine entscheidende Rolle fiir Wachstum und Uberleben. RSH
besitzt eine Synthase- und eine Hydrolase-Untereinheit. Um die Bedeutung von RSH und
der einzelnen Untereinheiten besser darstellen zu konnen, wurden Experimente mit
einer rsh-Mutante und mit einer rsh-Mutante, in der die Hydrolase-Untereinheit

wiederhergestellt wurde (rshgy,), durchgefiihrt.

In einem ersten Schritt konnten Geiger et al. [9] zeigen, dass eine fehlende Hydrolase-
Untereinheit die Uberlebensfihigkeit von S.qureus in einem néihrstoffreichen Milieu
drastisch senkt; ein Fehlen nur der Synthase-Einheit fiihrt hingegen bei gutem
Nahrstoffangebot, also ohne Aktivierung der SR zu keiner relevanten
Wachstumsminderung (siehe auch Abbildung 6). Hier spielt laut Geiger et al.
wahrscheinlich auch eine zumindest teilweise Ubernahme der Syntheseleistung durch
RelP/Q eine entscheidende Rolle. In Stammen ohne die Hydrolase-Aktivitit kommt es

hingegen wahrscheinlich zu einer toxischen (p)ppGpp Akkumulation.
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Abbildung 6: Wachstum ohne Nahrungsstress: Wachstum von WT (Kreis), der rsh-Mutante ohne die
Hydrolase- und die Synthase-Untereinheit (Dreieck) und die rshy, Mutante mit wiederhergestellter
Hydrolase-Einheit bei verbleibender Deaktivierung der Synthase-Einheit (Viereck) im Vollmedium, also

ohne Nahrungsstress und ohne Induktion der SR (Abbildung aus Geiger et al. 2010 [9]).

In ndhrstoffarmen Milieus allerdings, in denen es auch zu einer Induktion der SR
kommt, wird die Bedeutung der Synthase-Einheit und des Vorhandenseins von pppGpp
ersichtlich. In der Arbeit von Geiger et al. wird die SR durch den Entzug von Leucin und
Valin oder durch Behandlung mit Mupirocin induziert. Dabei konnte gezeigt werden, wie
es durch eine aktivierte RSH Synthase-Einheit zu einer gesteigerten Umwandlung von
GTP in (p)ppGpp kommt. Ohne Aktivierung der SR und bei defekter RSH Synthase-
Einheit kann diese Umwandlung hingegen nicht beobachtet werden (siehe auch

Abbildung 7).
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Abbildung 7: SR induzierte und RSH vermittelte Umwandlung von GTP in (p)ppGpp:
Syntheseleistung von (p)ppGpp aus GTP in WT und rshg, nach 30 Minuten unter SR induzierenden
Bedingungen (Mupirocin-Behandlung oder Leucin-und Valin-Entzug). Es ist zu erkennen, dass die SR,
vermittelt iber die Synthase-Untereinheit von RSH, zu einer Umwandlung von GTP in ppGpp und pppGpp
und damit auch zu einer Verminderung von GTP fiihrt. Sowohl ohne die Induktion der SR als auch bei

ausgeschalteter RSH-Synthase ist diese Umwandlung nicht darstellbar (Abbildung aus Geiger et al. 2010

[9D).
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Die Auswirkung auf die Uberlebens- und Wachstumsfihigkeit von S.aureus zeigt
Abbildung 8. Stamme, die ohne Nahrungsstress bebriitet werden, zeigen keinen
Unterschied im Wachstum. Nahrungsstress allerdings senkt die Wachstums- und
Uberlebensfihigkeit des WT-Stammes in geringem Ausmaf, die der rshg, Mutante aber
sehr deutlich. Dies zeigt die Bedeutung der RSH-Synthase fiir das Uberleben und
Wachstum von S.aureus unter Nahrungsstress, also unter Bedingungen, in denen die SR

getriggert wird.
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Abbildung 8: Wachstum unter Normalbedingungen und unter SR induzierenden Bedingungen:
Die Kurven mit den ausgefiillten Symbolen reprasentieren die normale- und die leeren Symbole die SR
induzierende Situation unter Leucin- und Valin-Entzug. Dreiecke stellen jeweils die rshy,, Mutante und das
Viereck den WT dar. Die Wachstums- und Uberlebensfihigkeit ist unter SR-Bedingungen deutlich

gemindert, vor allem in der rshsyn Mutante (Abbildung aus Geiger et al. 2010 [9]).

In ihrer Arbeit konnten Geiger et al [24] auch den weiteren Signalweg nach
Aktivierung der SR durch Entzug der verzweigtkettigen AS Leucin und Valin darstellen.

Es gibt zahlreiche durch RSH gehemmte und aktivierte Gene. Gehemmt werden vor

25



allem Gene, die zur Steigerung der Translation dienen, also vermehrt AS verbrauchen
wirden. Aktiviert werden hingegen Gene, die der Synthese von AS dienen. Ein Grof3teil
der Regulation findet aber, wie auch schon in anderen Firmicuten gezeigt [63, 67, 68],
tiber die Aktivierung von CodY statt [24]. CodY entfaltet, nachdem es das durch rshgyn
abgebaute GTP gebunden hat, seine hemmende Wirkung auf seine Zielgene durch
Bindung an spezielle CodY Bindestellen. RSH enthemmt also die Synthese dieser durch

CodY regulierten Gene.

In ihrer Arbeit konnten Geiger et al. also die Bedeutung von RSH und seiner
Untereinheiten in der Signalkaskade der SR in S.aureus darstellen. Die Synthase-
Untereinheit dient der Anpassung von S.aureus an Situationen mit Nahrungsstress, also
der Induktion der SR, welche die AS verbrauchenden Mechanismen herunter und die AS
produzierenden Mechanismen herauf reguliert. Die Hydrolase-Untereinheit hingegen
hilft bei der Beendigung dieses Prozesses und erlaubt so die Riickkehr zu und das
Aufrechterhalten von Stoffwechselmechanismen mit der grof3ten Effizienz in Situationen
ohne Nahrstoffstress. Abbildung 9 zeigt nochmal sehr schon die Bedeutung von RSH und
CodyY fiir das Uberleben und die Virulenz von S.aureus in einem Maus-Infektions-Modell.
Dieses Bild der gestaffelten Abhangigkeit von CodY und RSH ldsst sich auch, einmal
deutlicher und einmal weniger deutlich, in den AS-Wachstumskurven in dieser Arbeit

beobachten (vergleiche z.B. Abbildung 21).
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Abbildung 9: Wachstum verschiedener Stimme in einem Maus-Infektions-Modell: Hier ist die
Bedeutung der Enthemmung der AS-Synthese durch die Repression von CodY unter SR-Bedingungen gut
zu erkennen. Im WT ist eine Hemmung von CodY mdglich, da GTP unter SR-Bedingungen zu (p)ppGpp
umgewandelt wird und so CodY nicht mehr aktivieren kann. Dieser Mechanismus fallt in den rshgn
Mutanten weg, kommt allerdings in der codY- Mutante logischerweise nicht zum Tragen (Abbildung aus

Geiger et al. 2010 [9]).

Booleansche  Modellierung und Simulationen koénnen fiir verschiedene
Fragestellungen verwendet werden. Ein gutes Beispiel, an dem auch sehr gut die
Verwendung und der Nutzen von Input und Output-Knoten gesehen werden kann, ist
die Arbeit von Naseem et al. [69]. Hier wird, im Rahmen einer Infektion mit
Pseudomonas (Pst DC3000), der Einfluss der Input-Knoten Zytokin und Auxin auf das
Immunsystem von Arabidopsis, welches durch den Output-Knoten PR1 reprasentiert
wird, simuliert. Abbildung 10a zeigt sowohl das komplette fiir die Simulation
verwendete Netzwerklayout mit der komplexen Reaktion des Immunsystems in
Arabidopsis sowie der Aktivierung von Virulenzfaktoren in Pst DC3000, aber auch die
Interaktion zwischen Wirt und Pathogen. Ebenfalls zu erkennen sind die Input-Knoten
Auxin und Zytokin, aber auch der Output-Knoten PR1. Abbildung 10b zeigt nochmal eine
schematische, tbersichtlichere Darstellung der wichtigsten Verschaltungen und

Interaktionen.
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Abbildung 10: Booleansches Modell und schematisches Layout des hormonellen Crosstalk

zwischen Pseudomonas und Arabidopsis. a: Im oberen Teil sind die Mechanismen von Pst DC3000
abgebildet, die auf die im unteren Teil dargestellten Reaktionsmechanismen der Immunreaktion von
Arabidopsis einwirken. Auxin als hemmender und Zytokin als aktivierender Haupt-Eingangsknoten sind
genauso reprasentiert wie der Haupt-Ausgangsknoten des Arabidopsis Immunsystems PR1. b: Auch im
schematischen Layout sind die Eingangsknoten Auxin und Zytokin sowie ihre Interaktionen zum Beispiel
mit JA und S.aureus, aber auch der Ausgangsknoten PR1 zu erkennen (Abbildung aus Naseem et al. 2013

[69]).
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Eine Infektion von Arabidopsis mit Pst DC300 fiihrt zu einer Steigerung der
Auxinproduktion, wohingegen Zytokine gehemmt werden. Salizylsdure wird wiederum
durch Auxin gehemmt und durch Zytokine aktiviert, sodass sich insgesamt eine
Hemmung der Salizylsdure durch eine Pst DC 3000 Infektion ergibt. Salizylsdure ist
wieder Uber eine gegenseitige Hemmung mit sowohl Jasmonsdure als auch mit
Abscisinsaure verbunden, die so also durch eine Pst DC3000 Infektion aktiviert werden.
Jasmonsaure aktiviert nun wiederum die Auxinproduktion und kann seinerseits direkt
durch Auxin aktiviert werden. Die sich selbst verstirkende gegenseitige Aktivierung von
Auxin und Jasmonsdaure fiihrt nun einerseits indirekt iiber Ethylen zu einer Aktivierung,
andererseits direkt zu einer Hemmung von PR1. Aber auch Salizylsdure und auch

Zytokine fordern die Aktivierung von PR1.

Bei einer Infektion mit Pst DC3000 kommt es also zu einer Aktivierung von Auxin.
Dies fiihrt einerseits liber Ethylen zu einer Aktivierung von PR1, andererseits aber tiber
eine Hemmung der PR1 aktivierenden Salizylsdure auch zu einer Hemmung von PR1.
Das durch die Pst DC3000 gehemmte CK kann nun nicht mehr direkt und auch nicht
mehr indirekt iliber die Salizylsdure PR1 aktivieren. Auxin hemmt also die in dieser
Simulation durch PR1 reprasentierte Immunreaktion von Arabidopsis, wohingegen
diese durch Zytokine eher geférdert wird. Durch gezielte Hemmung der Zytokine und
Aktivierung der Auxine hemmt Pst DC3000 also die Immunreaktion von Arabidopsis
gezielt. Dies kann auch in Abbildung 11 gut nachvollzogen werden, hier fiihrt eine
Augmentation der Zytokine zu einer gesteigerten Immunreaktion, reprasentiert durch
das Aktivierungslevel von PR1. Eine Augmentation von Auxin hingegen fiihrt zu einer
Hemmung der Immunreaktion. Diese Arbeit ist also ein sehr gutes Beispiel fiir eine
booleansche Simulation und insbesondere dafiir, wie verschiedene Systeme {iber eine
Simulation miteinander verbunden werden kénnen. Sie ist aber auch ein Beispiel dafiir,
wie Eingangs- und Ausgangsknoten in einer solchen Simulation funktionieren und so die
komplexen Interaktionen, ihre Beeinflussungen und ihre Effekte in einem Netzwerk

zusammenfassen konnen.
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Abbildung 11: Simulierte Immunreaktion und der Einfluss von Zytokin und Auxin: Hier ist die
simulierte Aktivierung und Hemmung der Immunreaktion von Arabidopsis durch Aktivierung der
Eingangsknoten Zytokin oder Auxin gezeigt. Reprasentiert wird die Starke der Imunreaktion hier durch

die Aktivierungsstiarke des Ausgangsknoten PR1 (Abbildung aus Naseem et al. 2013 [69]).

30



Der Abbau iiberzahliger AS ist neben der Synthese der einzelnen AS im AS
Stoffwechsel von zentraler Bedeutung und eng mit ihr verbunden. Damit einher gehen
auch die Moglichkeit zum Umbau der AS in andere AS, an denen Mangel herrscht, oder

auch das Nutzen dieser abgebauten AS als Karbonquelle im Falle von Glucosemangel.

Laut der Arbeit von Halsey et al. [70] gibt es also zwei wichtige Wege des AS Abbaus:
Alanin, Threonin, Glycin und Serin werden zu Pyruvat abgebaut, Arginin, Prolin,
Glutamat, Glycin und Histidin werden uber 2-Oxoglutarat, Aspartat und Asparagin
hingegen iiber Oxaloacetate in den Zitratsdaurezyklus eingeschleust. Wichtige Effekte
dieser Synthesewege sind einerseits die ATP Generierung iiber den Abbau von Pyruvat
zu Acetat, andererseits die Gluconeogenese aus dem Zitratsaurezyklus heraus sowie die

Bereitstellung von Ammonium fiir die Synthese bendétigter AS. (Siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Katabole AS Stoffwechselwege: Rechts ist der Abbauweg von Arginin, Prolin und
Histidin zu Glutamat und schliefflich tber den mittig dargestellten Zitratsdurezyklus in die
Gluconeogenese links oben dargestellt. In den Zitratsdurezyklus und damit auch in die Gluconeogenese
werden auflerdem Aspartat und Asparagin eingeschleust, links im Bild. Links mittig im Bild und nach
rechts oben im Bild reichend ist der Abbauweg von Alanin, Serin, Glycin und Threonin tiber Pyruvat zu

Acetat und damit auch der Weg der ATP Synthese dargestellt (Abbildung aus Halsey et al. 2017[70]).
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In dieser Arbeit stellen Halsey et al. [70] die zentrale Rolle von Glutamat im
Aminosaure Katabolismus sowie fiir die Gluconeogenese dar. Glutamat ist das Ziel vieler
kataboler AS-Abbauwege, es ist der Hauptlieferant fiir Amino-Gruppen, liefert seine
Karbon-Gruppen aber auch in den Zitratsdurezyklus und damit auch in die

Gluconeogenese.

Der katabole Weg zur Glutamatsynthese findet seinen Ursprung in den AS Arginin,
Prolin und Histidin, wobei Arginin und Prolin prinzipiell ineinander umgewandelt
werden konnen. Wichtiges Intermediat ist hierbei das Ornithin. Diese Umwandlung
steht unter enger Kontrolle von CcpA, welches die Bildung der fiir diese Umwandlung
notwendigen Enzyme reguliert. Das entscheidende Enzym fiir die Umwandlung von
Glutamat in 2-oxoglutarat und damit die Einschleusung von Glutamat in den
Zitratsaurezyklus ist gudB. Halsey et al. [70] zeigen in ihrerArbeit die Bedeutung dieses
katabolen Stoffwechselweges im Glucosemangelmedium, wobei der Abbau von Prolin zu
Glutamat eine besonders bedeutende Rolle spielt und die Abbauwege von Arginin und

Histidin eher zu vernachlassigen sind.

NMR Analysen bei Wachstum mit C13 markierter Glucose zeigten, dass diese C13
Atome in Glutamat eingebaut wurden sich aber nicht in Prolin und Arginin fanden. Der
Abbauweg stellt also zumindest bei Glucose-Verfiigbarkeit und damit auch Hemmung
verschiedener Enzyme durch CcpA eine Einbahnstrafde Richtung Glutamat dar und
scheint auch die Umwandlung von Arginin und Prolin ineinander zu verhindern. In
Fillen von Glukosemangel wird schon aus stochiometrischen Griinden auch eher der
katabole Weg bevorzugt werden. Die Synthese von Arginin aus Prolin scheint also nur
unter Glukosemangel bei gehemmter CcpA Hemmung mdglich zu sein. In den von mir
vorgestellten Experimenten ist Glucose verfligbar, die Arginin-Synthese aus Prolin ist
also gehemmt und zwar in einem Ausmaf}, wie es durch die Simulation nicht abgebildet
wird. Die von mir erstellte und verwendete Simulation unterschatzt hier also die
Wirkung von CcpA. Halsey et al. [70] bestitigen aber das Ergebnis der von mir
prasentierten Experimente, ndmlich dass unter Glucose-Verfiigbarkeit die AS Arginin

und Prolin essentiell sind.

CcpA als catabolit control protein spielt also in diesen Vorgidngen eine entscheidende

regulatorische Rolle. In meiner Arbeit, in der es hauptsachlich um die anabolen AS-
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Stoffwechselwege geht, ist die Bedeutung und Wirkung von CcpA nur am Rande bertihrt,

nimmt aber dennoch eine zentrale Stellung im Netzwerk ein.

Die Arbeit von Halsey et al. [70] legt also nahe, dass meine Simulation den tiber CcpA
vermittelten hemmenden Effekt von Glucose auf den Katabolismus von Prolin und

Arginin und damit auch auf die Umwandlung dieser beiden AS ineinander unterschatzt.

Die Bedeutung des katabolen Abbauweges liber den Zitratsdurezyklus kann gut in
Abbildung 12 erkannt werden. Dort sind in Rot alle Knoten dargestellt, die fiir das
Uberleben von S.aureus in einem Glukosemangelmedium essentiell sind. Es fillt auf, dass
der direkte Weg von Glutamat zu PEP rot markiert ist, also unter diesen Bedingungen
essentiell ist. Eine Ausnahme stellt mpql dar. Dieser Knoten ist nicht essentiell, da die
Bildung von Oxalacetat aus der Transaminierung von Aspartat subsituiert werden kann.
Dies ist auch sehr gut in Abbildung 13 zu erkennen. Wird S.aureus durch Wachstum im
Aspartat Mangelmedium der eine Syntheseweg genommen, kann noch ein suffizientes
Wachstum beobachtet werden. Erst durch zusatzliches Ausschalten von mqol kommt es
zu einem Wachstumsstopp. Dass ein reines Substituieren von Oxalacetat das Wachstum
in einer im Zitratsdurezyklus vorgeschalteten Mutation (SucC) nicht wiederherstellen
kann, zeigt die Bedeutung des Zitratsdurezyklus fiir Stoffwechselwege abseits der

Einschleusung von Carbongruppen in die Gluconeogenese.
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Abbildung 13: Einschleusung von Aspartat in den Zitratsiurezyklus: Bei Wachstum in Aspartat
Mangelmedium zeigt der WT ein gutes Wachstum. Die mqo1 Mutante hingegen kann Oxalacetat nicht iiber
den Zitratsaurezyklus, aber aufgrund des Aspartatmangels im Medium auch nicht {iber den Abbau von

Aspartat bereitstellen und zeigt somit ein deutlich gemindertes Wachstum (Abbildung aus Halsey et al.

2017 [70]).

Beim Vergleich der Abbildungen 14 a und b fallt auf, dass bei verfiigbarer Glucose
Arginin, Histidin und Prolin, also die AS, welche in den Zitratsaurezyklus eingeschleust
werden, nicht aufgebraucht werden. Unter Glukosemangel hingegen werden diese AS
aufgebraucht, da ihre Kohlenstoffgruppen wahrscheinlich fiir die Gluconeogenese
bendtigt werden. Halsey et al. [70] konnten aber auch zeigen, dass Prolin das wichtigste
Substrat fiir die Glutamat Synthese darstellt. Erst nachdem Prolin aufgebraucht ist,
findet der Abbau von Histidin statt, Arginin spielt hingegen nur eine untergeordnete
Rolle fiir die Glutamatsynthese im katabolen Stoffwechsel. Dass gerade Prolin von so
entscheidender Bedeutung ist, liegt nahe, wenn man bedenkt, dass Prolin die dominante
AS in Collagen ist und damit fiir S.aureus vermutlich in den meisten Infektionen in

grofder Menge zur Verfiigung steht.
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Abbildung 14 a/b: AS Verbrauch mit (b) und ohne Glucose (a): Bei Wachstum ohne Glucose, wie in
der linken Abbildung (a) werden Arginin, Histidin und Prolin verbraucht und wahrscheinlich iiber den
Zitratsdurezyklus der Gluconeogenese zugefiihrt. Steht Glucose zur Verfiigung (b), besteht kein Grund zur

Gluconeogenese und es kommt nicht zu diesem Abbau (Abbildung aus Halsey et al. 2017 [70]).

Glutamat ist also die zentrale AS im Abbau vieler anderer AS und damit auch in der
Umwandlung vieler AS ineinander. Mit seiner Verbindung zum Zitratsdaurezyklus und

der Gluconeogenese ist es auch die zentrale Karbonquelle unter Glukosemangelstress.

Neben dem Recycling von Amino-Gruppen und dem Auffiillen des Zitratsdurezyklus
sowie der Bereitstellung von Kohlenstoffgruppen fiir die Gluconeogenese spielt der AS-
Katabolismus auch eine entscheidende Rolle in der Bereitstellung von ATP. Halsey et al.
[70] spekulieren, dass die im Zitratsdaurezyklus entstehenden Reduktionsaquivalente in
Form von NADH nicht in Ublichem Ausmafi fiir die Zellatmung Verwendung finden
konnen, sondern zumindest teilweise in der Gluconeogenese verbraucht werden. Somit
lasst sich nach Ausschalten von ackA, welches fiir die ATP-Synthese im Abbauweg von
Pyruvat zu Acetat verantwortlich ist, eine deutliche Wachstumsminderung feststellen.
AS, die vor allem zu Pyruvat abgebaut werden und so als Substrat fiir diesen katabolen

Stoffwechselweg dienen, sind Serin, Glycin, Threonin und Alanin.

Scheinbar ist der kurze Weg von Pyruvat zu Acetat zur Bereitstellung von ATP
bevorzugt, ein kleiner Teil flief3t aber auch liber AcetylCoA in den Zitratsaurezyklus und
damit in die Gluconeogenese ab. Ohne weiteren Nachschub aus Pyruvat entleert sich
also der Acetatspeicher und dieser Weg der Energiebereitstellung versiegt. Dieser Weg

der ATP-Bereitstellung ist von besonderer Bedeutung, da unter Bedingungen des
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Glukosemangels und der aktivierten Gluconeogenese, die im Zitratsdurezyklus
entstehenden Reduktionsdaquivalente, welche normalerweise liber die Zellatmung unter
02 Verbrauch zur ATP Synthese dienen, in der Gluconeogenese verbraucht werden.
Hierdurch wird die Zellatmung und damit auch die ATP-Synthese gehemmt. Der Weg
liber Acetat zu ATP stellt unter Glukosestress also einen entscheidenden Schritt fiir die
Bereitstellung von Energiedquivalenten dar (siehe auch Abbildung 15). Es bleibt jedoch
unklar, ob die Wachstumshemmung einer ackA Mutante unter Glukosemangel wirklich
nur auf die gehemmte ATP-Synthese zuriickzufiihren ist. Wahrscheinlicher ist allerdings,
dass die Wachstumshemmung multifaktoriell ist und dass zum Beispiel auch CoA nicht
regeneriert wird. Damit fehlt CoA in der Umwandlung von 2-Oxoglutarat zu Succinyl-

CoA, was so den Stoffwechselweg von Glutamat Richtung Gluconeogenese hemmt.
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Abbildung 15: Zellatmung unter Wachstumsbedingungen mit und ohne Glucose: Bei Wachstum
ohne Glucose (CDM) zeigt sich ein deutlich geminderter 02-Verbrauch sowie eine deutlich geminderte

ATP-Synthese im Vergleich zu Wachstum mit Glucose (TSB/CDMG) (Abbildung aus Halsey et al. 2017
[70]).

Wichtig fiir das Wachstum von S.aureus im Glukosemangelmedium sind also die
katabolen Stoffwechselwege von Alanin, Serin, Glycin und Threonin liber Pyruvat zu
Acetat und damit zur ATP Synthese. Aber auch die katabolen Stoffwechselwege von
Histidin, Prolin und Arginin iiber Ornithin und Glutamat und ebenso von Aspartat tiber

2-Oxoglutarat in den Zitratsaurezyklus und damit in die Gluconeogenese.
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In Abbildung 16 ist die Bedeutung dieser beiden Abbauwege fiir das Wachstum von
S.aureus gut zu sehen. Fiir den ersten Weg von Pyruvat tiber Acetat zu ATP ist ackA ein
entscheidendes Schliisselenzym. Das Schliisselenzym fiir den zweiten Weg, den Abbau

von AS liber den Zitratsdaurezyklus in die Gluconeogenese, ist gudB.
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Abbildung 16: Bedeutung der beiden wichtigen katabolen AS-Stoffwechselwege fiir das AS-
Wachstum: Der WT kann unter Glukosemangel gut wachsen, ganz im Gegensatz zu den zwei getesteten
Mutanten. Der gudB-Mutante fehlt ein essentielles Gen fiir die Einschleusung von Glutamat in den
Zitratsdurezyklus und damit fiir die Einschleusung in die Gluconeogenese und die Bereitstellung von
Ammoniumgruppen. Der ackA-Mutante fehlt ein essentielles Gen fiir den Abbau von Pyruvat zu Acetat

und damit fiir die Bereitstellung der Energiedquivalente ATP (Abbildung aus Halsey et al. 2017 [70]).

Die Arbeit von Halsey et al. [70] stellt also klar dar, wie wichtig es fiir die AS Synthese
ist, auch die katabolen Stoffwechselwege zu betrachten, mehr noch, sie als gleichwertige
Mechanismen zu den anabolen Synthesewegen zu sehen. Der nachste Schritt muss also
sein, die katabolen Stoffwechselwege, insbesondere die Steuerung iiber CcpA, genauso
wie den Zitratsdurezyklus, aber auch den Harnstoffzyklus zu simulieren und mit

unserem anabolen Modell zu verbinden.
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MOTIVATION UND ZIEL

Als einer der bedeutendsten nosokomialen Krankheitserreger, haufig mit Resistenzen
gegen die gangigen Antibiotika, ist S.aureus sowohl in der Medizin als auch als
Modellorganismus in der medizinisch-biologischen Grundlagenforschung von grofder
Bedeutung [2]. Die Simulation der Interaktion von Signalmolekiilen sowie von
Zwischen- und Endprodukten ist ein effizientes und kostengiinstiges Werkzeug zur
Erforschung wichtiger Stoffwechselwege. Die mathematische Simulation ist sehr genau,
jedoch auch komplex in der alltdglichen Handhabung [71]. Sie erfordert viel Zeit und
mathematisches Wissen. Auf3erdem sind haufig z.B. kinetische Daten notwendig, die
noch nicht verfiigbhar und auch experimentell nur schwer zu ermitteln sind. Die
Anpassung sowie Simulation booleanscher Netzwerke kann recht unkompliziert tiber
die Verwendung entsprechender Programme erfolgen [72]. Vorteil ist, dass keine
quantitativen Daten benoétigt werden, der Nachteil ist die Moglichkeit, nur qualitative

Ergebnisse zu erhalten.

Ziel dieser Arbeit war es ein booleanschen Netzwerk zu erstellen mit dessen Hilfe der
AS-Metabolismus und die SR in S.aureus einfach simuliert und experimentell iberpriift
werden kann. Um die hdufig vorkommenden AND-Bedingungen darstellen zu kénnen,
sollen fiir dieses Netzwerk Logik-Gatter entwickelt, getestet und dann in der Simulation
verwendet werden. Das Netzwerk soll dann mit aus der Literatur bekannten Daten, aber
auch anhand experimenteller Ergebnisse aus Wachstumsversuchen verschiedener
knock-out S.aureus-Stimme in verschiedenen AS-Mangelmedien getestet und so
verifiziert werden. Mit diesem Netzwerk konnen dann die bisher teilweise sehr
unterschiedlichen Angaben iliber die Essentialitit der verschiedenen AS in S.aureus
liberpriift werden, um wenn mdoglich, mechanistische, aus der Simulation abgeleitete
Erklarungen fiir die gefundenen Unterschiede zwischen den verschiedenen Stimmen zu

geben.

Das Netzwerk soll das aktuelle Wissen umfassend reprasentieren und so eine
Ausgangsplattform fiir weitere Hypothesen und Untersuchungen darstellen. So kénnen
zum Beispiel speziell auf den jeweiligen S.aureus Stamm sowie die konkrete Situation
angepasste Therapien entwickelt werden, ggf. unter Ausnutzung des fiir Stamm und

Situation spezifischen Essentialititsmusters.
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MATERIAL UND METHODEN

WACHSTUMSEXPERIMENTE

Die in Tabelle 1 gezeigten Bakterien wurden von der AG Wolz zur Verfiigung gestellt,
und auf mit den entsprechenden Antibiotika versetzten tryptic soy agar Platten
ausgestrichen. Auf diesen Agarplatten wurden die Bakterien bei 37°C angeziichtet. Um
eine Ubernachtkultur zu erhalten, wurden die Bakterien von den Agarplatten
genommen und in 5ml CDM Vollmedium tiberfiihrt. Die Bakterien wurden dann eine
Nacht lang unter konstantem Schiitteln bei 37°C angeziichtet. Danach wurde die
Bakterienkultur 1:100 mit CDM Vollmedium verdiinnt und die optische Dichte bei
600nm (OD600) mit einem Photometer gemessen. Die Tagkulturen wurden mit einer
Ausgangs-0D600 von 0.05 angeimpft und erneut unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien wurden bis zu einer OD600 von 0,5 angeziichtet. Nun wurden 2ml der
Bakterienkultur entnommen, in ein 2ml Eppendorf cup tberfiihrt und fiir 90sec bei
10.000U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 2ml PBS
resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt. Danach wurde 1ml der
PBS-Bakterien-Suspension erneut mit dem Photometer gemessen. Der andere 1ml
wurde genutzt, um die 96-Well Platten mit einer OD600 von 0.05 anzuimpfen. Hierzu
wurde CDM medium verwendet, in dem jeweils eine AS fehlte. Die Bakterien werden
unter konstantem Schiitteln bei 37°C in einem Mikroplatten Reader [Tecan infinite
M200 Pro Tecan Group Ltd.; Mdnnedorf; Schweiz] fiir 18 Stunden inkubiert. Die 0D600

und damit das Wachstum der Bakterien wurde alle 30 Minuten bestimmt.

Tabelle 1: Experimentell genutzte Stimme

StammNr./Typ Stamm Name Beschreibung Referenz
1) WT HGO001 rsbU wieder Hergestellt RN1 (8325) (Herbert et al., 2010) [24]
2) codY- HG001-21 HG001 AcodY-tet(K) (Pohl et al., 2009) [25]
3) ccpA- HGO001 CcpA HGO001, AccpA::tet (L) Diese Arbeit
4) rsh- HG001-86 HGOO1 rsh,, (A942-950nt) (Geiger et al., 2012) [26]
5) relP/Q-; rsh-; codY- (p)ppGpp0-21 HGO01, rsh/relP/relQ, codY::tet(K) Diese Arbeit

In dieser Tabelle sind die S.aureus-Stimme, welche fiir die in-vitro Wachstumsexperimente verwendet

wurden, dargestellt.
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NETZWERKGRENZEN UND SIMULATIONSREGELN

Aus verschiedenen Quellen, z.B. Datenbanken wie KEEG
(http://www.genome.jp/kegg/) und STRING (http://string.embl.de) wurden
Informationen tber die unterschiedlichen Knoten und Interaktionen im Netzwerk
gesammelt und hieraus ein erstes grundlegendes Netzwerk erstellt. Um zusatzliche
Knoten und Interaktionen zu finden und die anderen Knoten und Interaktionen zu
verifizieren, wurden weitere Informationen aus der Literatur genutzt und mit dem
schon bestehenden Netzwerk verglichen. So wurde sichergestellt, dass das Netzwerk
alle wichtigen Gene, Produkte, metabolischen Zwischenprodukte und Enzyme sowie
deren Interaktionen enthalt. Nach dem Sammeln der grundlegenden Daten fiir das
Netzwerk fangt jedoch die Simulationsarbeit erst an. Die Daten wurden mit Wissen aus
anderen S.aureus Stimmen und auch mit dem Wissen aus verwandten Arten verglichen.
Haufig wurden Knoten oder Mechanismen postuliert, die empirisch nur in verwandten
Stdammen oder Arten nachgewiesen werden konnten. Dariiber hinaus stehen die Daten
in unterschiedlichen Publikationen manchmal in Konflikt zueinander und die
schliissigsten und iliberzeugendsten unter ihnen mussten ermittelt und festgestellt
werden. Dartliber hinaus musste natirlich auch bewertet werden, von welcher
biologischen Relevanz die gefundenen Knoten oder Mechanismen fiir das Netzwerk sind,
und somit, wie grofd das Netzwerk werden soll und welcher Knoten und welche
Interaktion mit einzuschlief3en sind. Dazu mussten die verschiedenen Datenbanken und
Literaturquellen zusammen mit Expertenwissen verglichen werden, sodass am Ende ein

verlassliches und niitzliches Netzwerk erstellt werden konnte.

Die Konstruktion des Netzwerks im yED-Graph Editor geschah unter
Beriicksichtigung der folgenden vier Regeln, welche auch schon fiir die Erstellung der in

meiner letzten Arbeit gezeigten Simulation Verwendung fanden [6]:

1) Jede, die SR und den AS-Metabolismus in S.aureus betreffende Verbindung, die

gefunden werden konnten, wurde implementiert.

2) Gab es widerspriichliche Informationen, wurde die am haufigsten gefundene
gewahlt; gab es keine Unterschiede in der Haufigkeit der Information, wurde dieser
Knoten bzw. diese Verbindung entweder entfernt oder der bzw. die kohdrenteste aus

der verldsslichsten Quelle gewahlte.
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3) Bei Unklarheit tiber die Wichtigkeit eines Knotens oder einer Interaktion fiir die SR
und den AS-Metabolismus von S.aureus wurde im Zweifel immer die Entscheidung
getroffen, die Information zu implementieren und so sicherzustellen, dass keine

biologisch relevanten Knoten oder Interaktionen tibersehen werden.

4) Bei biologischen Tatsachen, die nicht leicht zu vereinfachen und an das
Aktivierungs-/Inhibierungs-Netzwerk anzupassen sind, ging es mir vor allem darum, die
biologische Tatsache moglichst korrekt widerzuspiegeln und nicht alle verfiigbaren

Interaktionen zu implementieren.

Durch die Nutzung dieser Vielzahl an Daten und Quellen kénnen, soweit verfiigbar,
alle biologisch bedeutenden Facetten eines Gens in das erstellte Netzwerk
miteingeschlossen werden. Es werden also nicht nur die mRNA oder das entsprechende
Protein eines einzelnen Knoten reprasentiert sondern alle funktionellen Aspekte eines
Gens, unabhdngig davon, ob der Effekt im Netzwerk durch DNA, RNA, Proteine oder eine
andere funktionale Einheit vermittelt wird. Es wird in einem Knoten des Netzwerks also
nicht die Wirkung der physikalischen Komponenten einzeln reprasentiert, sondern in
einer funktionellen Einheit der Effekt, den z.B. ein Gen-Lokus als Ganzes, inklusive der
hieraus entstehenden Produkte, auf das Netzwerk ausiibt. Aber obwohl alle relevanten
Knoten und deren Interaktionen und Aspekte in das Netzwerk implementiert wurden,
fanden, um das Modell so einfach wie moglich zu halten, keine biophysikalischen oder
biochemischen Details (z.B. Affinititskonstanten oder on/off Kinetiken)

Berticksichtigung.

Haufig werden in den Synthesewegen der verschiedenen AS zahlreiche
Zwischenprodukte gebildet. Diese werden dann durch Enzyme zu weiteren
Zwischenprodukten und schlussendlich zu den AS weiter verstoffwechselt.
Entscheidend fiir das Fortschreiten der Verstoffwechselung zum Produkt ist also sowohl
das Enzym als auch das entsprechende Zwischenprodukt, also das Edukt dieser
Reaktion. Um dies im simulierten Netzwerk darzustellen, wurden UND-Logikgatter

konstruiert, getestet und dann in der Simulation verwendet.

SIMULATION UND KONSTRUKTION DES NETZWERKS

Fir die Erstellung des Netzwerks wurde das Programm yEd-Designer (v3.14.1)

verwendet. Hierfiir wurden, den oben dargestellten Regeln folgend, die aus der Literatur
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erhaltenen Informationen iiber Knoten und ihre Interaktionen in das Programm
libernommen. Dieses Programm zur Konstruktion und Visualisierung von Netzwerken
ermoglicht es, Knoten einfach per Drag and Drop zu platzieren und mit einem Mausklick

mit aktivierenden oder inhibierenden Interaktionen zu verbinden.

Das so erstellte Netzwerk wurde dann in Jimena [57] ibernommen. Jimena berechnet
nach den implementierten SQUAD Kinetiken die Aktivierung oder Inhibierung der
Knoten ausgehend von den aktivierenden und inhibierenden Verbindungen des
Netzwerkes [43]. So konnte ein umfassendes Netzwerk simuliert werden mit allen
bekannten, fiir die SR und den AS-Metabolismus wichtigen Knoten und den
Verbindungen zwischen diesen (siehe auch Abbildung 17a fiir einen Uberblick iiber das
Netzwerk und Tabelle 1 im Appendix fiir eine detaillierte Liste aller Knoten des
Netzwerkes, inklusive ihrer Interaktionen und der jeweiligen Quellen. Siehe aufierdem
Abbildung 18 a-f fiireine detailiertere Darstellung). Zunichst wurde in Jimena eine
Simulation des Mediums implementiert, indem die Knoten, welche die Substanzen des
Mediums reprasentieren, zu einem gewissen Mafd (0,7) aktiviert wurden. Aufierdem
wurden alle Eingangsknoten des Netzwerks, also alle Knoten ohne afferente Verbindung,
zu einem gewissen Mafde (0.35) aktiviert, um so ein konstantes gleichmafdiges
Aktivitatslevel zu erhalten. Durch das Netzwerk selbst beeinflusste Knoten wurden nicht
in ihrer Aktivitait modelliert. Die weitere Berechnung der Interaktionen im Netzwerk
und der Aktivierungsstirke der Knoten geschieht automatisch, den in Jimena
implementierten SQUAD Kinetiken folgend. Dazu wird durch Jimena aus der yED-
Darstellung ein booleansches Netzwerk mit den booleanschen Zustdanden 0 = ,aus“ bzw.
1 = ,an“ fiir jeden Knoten berechnet. Ausgehend von diesem digitalen Netzwerk erstellt
Jimena unter Berticksichtigung der Starke und der logischen Verkniipfung mit anderen
Knoten im ndchsten Schritt eine semiquantitative Simulation. Daflir wird durch
Integration der Afferenzen die Aktivierung jedes einzelnen Knotens berechnet. Dies
geschieht, indem unter jeweiliger Beachtung des Aktivititslevels des Ausgangsknotens
die Dominanz einer Verbindungsart iiber die andere und somit die in der jeweiligen
Situation resultierende Aktivierung des betrachteten Knoten berechnet wird. Die fiir
diese semiquantitative Simulation notwendige Umformung des Netzwerks geschieht
automatisch in Jimena unter Beachtung der logischen Verkniipfungen im Netzwerk.
Hierzu wird zwischen den ,an“- und ,aus“-Zustinden der Netzwerkknoten unter

Verwendung verkniipfter E-Funktionen interpoliert [43]. Obwohl sie die kinetischen
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Parameter nur anndherungsweise und vereinfacht abbilden, erlauben diese E-
Funktionen eine Simulation, die zeigt, ob ein Knoten durch die Kombination der
unterschiedlichen aktivierenden und inhibierenden Einfliisse aktiviert oder inhibiert
wird. Diese Simulationen erlaubt es uns, im Detail die logische Abfolge der Ereignisse im

Netzwerk widerzuspiegeln.

Neben den oben erwahnten in Jimena programmierten konstanten Aktivierungen des
Mediums und der Eingangsknoten wurden in Jimena verschiedene zeitlich begrenzte
Impulse programmiert. Mit diesen konnen experimentelle Settings simuliert und in-
silico nachvollzogen werden. In diesem Fall sollten die Simulationsergebnisse aus
Jimena qualitativ mit den experimentellen in-vitro-Daten verglichen werden. Mit Hilfe
dieser zeitlich begrenzten Impulse wurden also die verschiedenen experimentellen in-
vitro-Bedingungen mit den unterschiedlichen knock-out-Stimmen und den
unterschiedlichen Minimalmedien reproduziert. Diese konstanten und auch die zeitlich
begrenzten Impulse waren wie folgt: Die Substanzen im simulierten Medium wurden
mit 0,7 aktiviert. Eingangsknoten, also Knoten ohne eigene Afferenzen, wurden mit 0,35
aktiviert. Zur Simulation der unterschiedlichen knock-out-Mutanten wurde der jeweilige
Knoten auf 0,0 reguliert. Um die unterschiedlichen Medien zu simulieren, wurde die

jeweilige AS im simulierten Medium auf 0,0 reguliert.

EINBEZIEHUNG DER IN-VITRO RESULTATE IN DIE SIMULATION

Die qualitative Ubereinstimmung der in-vitro-Experimente sowohl mit dem aus der
Literatur erstellten Netzwerk als auch mit Netzwerken, in denen kleine Veranderungen
durchgefiihrt worden waren, wurde durch zusatzliche Modellierungsarbeit ermittelt.
Einige vergleichsweise kleine gezielte Verinderungen konnten die Ubereinstimmung
liberproportional beeinflussen und teilweise auch optimieren. Es ist nicht davon
auszugehen, dass bereits alle Mechanismen, Knoten und Interaktionen in der SR und
dem AS-Metabolismus in S.aureus bekannt und beschrieben sind. Es ist daher
anzunehmen, dass in dem Netzwerk eins (NW 1), welches allein aus Literaturdaten
erstellt wurde, einige Verbindungen oder Knoten fehlen. Mit einem iterativen Prozess
wurde nun versucht, diese zu ermitteln, indem zunichst weitere in der Literatur
verflighare Informationen, zum Beispiel auch iiber verwandte Arten, mit einbezogen
wurden. Daraufhin wurden noch gemaf$ unseren experimentellen Daten unverzichtbare

Knoten und Verbindungen hinzugefiigt. Nun redundante, iiberfliissige und tiberzahlige
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Knoten und Verbindungen wurden jetzt wieder entfernt. Das Ergebnis ist ein Netzwerk
(NW2), welches nicht nur die Literaturdaten, sondern auch die Informationen meiner in-
silico- und vor allem meiner in-vitro Experimente und damit das gesamte aktuelle
Wissen iiber die SR und den AS-Metabolismus in S.aureus widerspiegelt (siehe auch
Abbildung 17b fiir eine Ubersicht iiber das Netzwerk sowie Abbildung 18a-f fiir eine
detailliertere Darstellung der einzelnen Ausschnitte des Stoffwechselweges

entsprechend dem schematischen Uberblick in Abbidung 3).

Dieses Netzwerklayout sowie dieses Aktivierungsmuster fithren also zur besten
Ubereinstimmung der in-silico-Ergebnisse mit den in-vitro-Daten und dem in-vitro
beobachteten Verhalten. Das schlussendliche Konnektivititsmuster lag aber nicht von
Anfang an klar auf der Hand, sondern musste erst, wie oben beschrieben, durch
Simulationsarbeit und das Zusammenfiigen von Informationen, die wir aus den
experimentellen Daten der Wachstumsexperimente erhielten, sowie durch Wissen aus
der Literatur Uber S.aureus und andere Bakterien - wie z.B. unterschiedliche andere
Staphylokokken-Spezies, aber z.B. auch E.coli - erstellt werden. Diese Simulationsarbeit
wurde in Jimena und yEd Designer durchgefiihrt, in dem indem die logischen
Verknilipfungen der verschiedenen Netzwerkknoten, unter Beriicksichtigung ender mit
einbezogenen Schliisselknoten der Regulation, in einem systematischen Muster
verandert wurden. Das ermoglichte es uns, ein Netzwerk mit nur wenigen zusatzlichen
Interaktionen zu erstellen, welches die experimentellen Ergebnisse am besten

widerspiegelt.

Alle Simulationen wurden auf einem Computer mit Windows Home 10 (64 Bit) und

einem Intel core 17-4700MQ CPU mit 2.40 GHz und 8 GB RAM durchgefiihrt.
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Abbildungen 17a&b: Das Netzwerk: Abbildung 17a zeigt das Netzwerk 1(NW1), erstellt nach dem Wissen
aus verschiedenen Publikationen und Datenbidnken. AS sind als rote und Zwischenprodukte als griine Knoten
dargestellt. Die blauen Boxen stellen die hier vorgestellten und beschriebenen UND-Logikgatter dar. Abbildung
17b zeigt das optimierte Netzwerk 2 (NW2) mit all den postulierten Anpassungen in Pink. Abgebildet hier ist
eine Ubersichtsdarstellung, fiir Details siche auch Abbildungen 18. Als Supplement sind die Abbildungen 17a&b

auch als zoombare digitale Versionen verfiigbar.

ilvDBC-leuABC-ilvA
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Abbildungen 18a-f: Ausschnitte des NW2 mit geoffneten logic gates: In diesen Abbildungen werden dem
schematischen Uberblick in Abbidung 3 etsprechend verschiedene Ausschntte des NW2 mit gedffneten Logic
gates dargestellt. Die Synthesewege der AS sind gelb markiert, genauso wie in Abb. 18f die zentralen Knoten

der SR. Fiir einen schematischen Uberblick siehe auch Abbildung 3.
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ERGEBNISSE

DAS NETZWERK

Das Ziel dieser Simulation und des hier prasentierten Netzwerkes ist es, in-silico
Ergebnisse zu erzielen, die mit den experimentellen Ergebnissen libereinstimmen und
somit flir Vorhersagen iiber die Bedeutung unterschiedliche Knoten und deren
Interaktionen verwendet werden konnen. Auch Vorhersagen iiber die Synthese
verschiedener AS, uber den Effekt des Ausschaltens eines Knotens auf das Netzwerk
sowie iiber den Einfluss von durch AS Mangel bedingten Nahrungsstress auf die SR
konnen getroffen werden. Die Genauigkeit dieser Vorhersagen steht in direkter
Abhangigkeit zu der Vollstandigkeit des jetzigen Wissens, aber auch zur Prazision mit

der dieses Wissen in der Simulation wiedergespiegelt werden kann.

Fiir die Erstellung des Netzwerks mit 195 Knoten und 320 Kanten wurden also Daten
aus verschiedenen Quellen, z.B. aus bereits bestehenden Netzwerken, aus Datenbanken
wie STRING oder aus verschiedenen Publikationen verwendet (siehe auch Tabelle 1 im
Appendix. So konnte sichergestellt werden, dass alle fiir SR und AS-Metabolismus
wichtigen und aus der Literatur bekannten Knoten, Enzyme, AS und Zwischenprodukte
(z.B. CodY, RSH, (p)ppGpp, CcpA, das Ilv-Operon und viele andere) mit eingeschlossen
wurden. Das Ergebnis ist ein Netzwerk, welches einen kompletten Uberblick {iber unser
aktuelles Wissen rund um die zentralen Signalkaskaden und ihren Einfluss auf die
unterschiedlichen wichtigen Knoten des AS Metabolismus sowie die SR in S.aureus

bietet.

Zu Interpretation der simulierten Ergebnisse ist es wichtig zu wissen, dass dieses
Netzwerk so konstruiert ist, dass ein Knoten nicht nur das Gen oder nur die zugehorige
Proteinaktivitat, sondern vielmehr die Aktivitit des gesamten logischen Knotens
darstellt. Hierbei handelt es sich natiirlich zumeist um einen Gen-Lokus, dessen Aktivitat
haufig hauptsiachlich durch die Stirke seiner Genexpression bedingt ist. Das
experimentell beobachtete Wachstum stellt nur ein Ersatzparameter fiir die AS-
Produktion dar. Dennoch wurden die Resultate der Wachstumsexperimente qualitativ
mit den zugehorigen simulierten AS-Produktionen der jeweiligen knock-out-Mutanten
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verglichen. Diese Simulationen wurden in Jimena einfach durch Herunterregulieren des
zugehorigen AS-Inputs aus dem simulierten Medium, sowie durch in-silico

Herunterregulieren der in-vitro ausgeschalteten Knoten erstellt.

WICHTIGE ZENTRALE KNOTEN

Die Knoten und damit auch die Mutanten, die in den hier vorgestellten Experimenten
Verwendung fanden, wurden aufgrund ihrer anzunehmenden Bedeutung im
aufgestellten Netzwerk ausgewdhlt. Die Hohe der Vernetzung eines Knotens mit
anderen Knoten des Netzwerkes lasst hier einen relativ dazu grofderen Einfluss auf das
gesamte Netzwerk vermuten. Deshalb wurde wie in den vorangegangenen Studien [6]
entschieden, die Starke der Vernetzung der Knoten als einen Pradiktor zur Identifikation
zentraler regulatorischer Knoten zu verwenden. Weil das Netzwerk eine allumfassende
Darstellung des AS Metabolismus und der SR Mechanismen in S.aureus ist, wurden diese
Knoten als ebenso bedeutsam und zentral fiir den AS-Metabolismus und die SR-
Mechanismen in S.aureus in-vitro betrachtet. Fiir die Wachstumsexperimente wurden
also vier unterschiedliche knock-out-Mutanten so ermittelter zentraler Knoten (codY-,
ccpA-, rsh-, relP/Q- / rsh- / codY-) und der Wildtyp (WT)-Stamm verwendet. Diese
Stamme wurden in MinimalMedien, in denen jeweils eine AS fehlte, angeziichtet. Wir
bestimmten und untersuchten so das Wachstum der verschiedenen Stamme unter
Bedingungen, in denen jeweils eine andere AS fehlte (siehe Abbildungen 19a-d fiir eine
beispielhafte Auswahl einerseits der Wachstumsergebnisse oben und im Vergleich dazu
der entsprechenden in-silico-Ergebnisse von NW1 in der Mitte und NW2 unten. Siehe

auch Abbildungen 1a-t im Appendix fiir alle Darstellungen).

CodY ist mit 15 efferenten und afferenten Verbindungen der am weitesten vernetzte
Knoten dieses Netzwerks. Durch Inhibierung verschiedener wichtiger Knoten der AS-
Synthese, wie zum Beispiel dem thr-, dem met- oder dem ilv-Lokus, aber auch
zahlreicher anderer zentraler Regulatoren kann durch CodY die Produktion
verschiedener AS, wie z.B. Methionin, Valin, Leucin und viele andere reguliert werden [7,
9, 28, 73, 74]. Der agr-Lokus wird durch CodY tiiber eine inhibierende Verbindung
gehemmt. So wird, wie schon in fritheren Simulationen gezeigt [6], die Fahigkeit von
S.aureus einen Biofilm auszubilden verstarkt. Auch umgekehrt haben AS Einfluss auf die
Aktivitat von CodY. Dies geschieht zum Beispiel iiber eine indirekt hemmende Afferenz

von RSH, einem zentralen Knoten der SR, welcher seinerseits indirekt durch vorhandene
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AS inhibiert wird. Dariiber hinaus wird CodY selbst durch Isoleucin aktiviert. CodY
scheint also ein zentraler Regulator zu sein, welcher auf der einen Seite die AS-
Produktion herunter fahrt und so Ressourcen spart, wenn diese extern verfligbar sind,
auf der anderen Seite jedoch die AS-Produktion freigibt, wenn sie benétigt wird; also in

Situationen, in denen die externe Verfiigbarkeit von AS gering ist.

Mit 12 efferenten und 2 afferenten Verbindungen ist CcpA der Knoten mit den
zweitmeisten Verbindungen. CcpA wird zum Beispiel durch Glucose aktiviert, was zu
einer Hochregulation von CcpA in Situationen fiihrt, in denen viel Glucose zur Verfiigung
steht. Efferente, aktivierende Verbindungen wiederum fiihren zu einer Hochregulation
von fiir die Glykolyse wichtigen Enzymen [8]. Die Verwertung von Glucose fiir den
Pentosephosphatweg wird reguliert iiber eine hemmende Efferenz von CcpA, die gnd
und damit die Einschleusung von Kohlehydraten in den Pentosephosphatweg hemmt
[8]. Uber CcpA aktiviert Glucose also fiir die Glykolyse wichtige Knoten und hemmt die
Einschleusung in den Pentosephosphatweg. CcpA konzentriert so in Situationen mit
Glukoseverfiigbarkeit den Metabolismus auf die Glykolyse und spielt damit auch eine
zentrale Rolle bei der Produktion wichtiger Metaboliten fiir den AS Metabolismus. Das
ilvDBC-leuABC-ilvA-Operon wird iiber eine weitere aktivierende Efferenz von CcpA
aktiviert, was zu einer verstarkten Produktion von verzweigtkettigen AS fiihrt [28, 75].
Durch die Hemmungen von ArgF,G und H, RocD,F, ProC und PutA kontrolliert CcpA die
Umwandlung von Prolin in Arginin und umgekehrt [39]. Uber weitere hemmende
Efferenzen auf Ald1 und Ald2 hemmt CcpA z.B. auch die Produktion von Alanin [8, 76].
CcpA flihrt also, wenn es zum Beispiel durch vorhandene Glucose aktiviert wird, zu einer
Konzentration des Metabolismus auf die verbesserte Nutzung von Glucose und auf die

Synthese von verzweigtkettigen AS.
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Abbildungen 19 a-d: In-vitro - in-silico-Vergleich: Im oberen Teil jeder Abbildung sind die Daten der
Wachstumsexperimente in den Mangelmedien ohne die jeweilige AS aufgetragen. Die verschiedenen knock-out
Mutanten sind hier anhand der verschiedenfarbigen Kurven dargestellt. Im mittleren und unteren Teil jeder
Abbildung ist die in-silico-Syntheseleistung der jeweiligen AS unter den verschiedenen knock-out-Bedingungen
dargestellt. Die mittlere Grafik zeigt die Simulationsergebnisse von Netzwerk 1; die untere Abbildung zeigt die
Simulationsergebnisse von Netzwerk 2. In dieser Abbildung ist eine Auswahl der verschiedenen AS
Mangelmedien gezeigt. Fiir eine komplette Darstellung aller Experimente siehe auch Abbildung 1 a-t im
Appendix.

Bei dem Knoten mit den drittmeisten Verbindungen handelt es sich um (p)ppGpp
einen Knoten ohne genetisches Korrelat. Vielmehr ist er ein als Signalstoff wirkendes
metabolisches Intermediat, welches unter enger Kontrolle von RSH steht und durch RSH
aktiviert wird [24]. Diese Aktivierung geschieht, indem GTP durch RSH zu (p)ppGpp
umgewandelt wird. Das genetische Korrelat zur Synthese von (p)ppGpp wird somit am
ehesten durch RSH dargestellt. GTP wird also durch RSH gehemmt und aktiviert
seinerseits wiederum CodY. Mit seinem indirekt hemmenden Einfluss auf CodY und dem
aktivierenden Einfluss auf (p)ppGpp ist RSH also zumindest der dritt bedeutendste
regulatorische Knoten dieses Netzwerkes. Unbeladene tRNA, ein Signal fiir AS- und
damit auch fiir Ressourcenmangel, aktivieren RSH [24]. RSH produziert, wie oben schon
erwahnt, (p)ppGpp, welches Translation und Transkription hemmt und damit auch in
Fallen von AS-Mangel den Ressourcenverbrauch reduziert [9]. Fiir die Produktion von
(p)ppGpp wird GTP verbraucht und somit durch RSH inhibiert. Dies fiihrt indirekt zu
einer Hemmung von CodY durch RSH, was eine Enthemmung vieler fiir die AS-
Produktion essentieller Knoten zur Folge hat [9, 25]. Somit wird in Fallen von AS Mangel
iiber diesen Mechanismus die AS Produktion gesteigert, anders herum aber bei AS
Uberschuss gehemmt. RSH passt somit den AS Metabolismus in S.qureus an die

Resourcenverfligbarkeit an.

In dieser Arbeit wurde also wieder starke Vernetztheit zur Identifizierung von
zentralen regulatorischen Knoten verwendet und stellte sich erneut als guter Richtwert
hierfiir heraus. Drei regulatorische Schliisselknoten (CodY, CcpA, RSH) wurden
identifiziert und ihr Verhalten in-vitro in Wachstumsexperimenten, aber auch in-silico in
der Simulation untersucht. Die in-vitro- und auch die in-silico-Resultate heben beide die
fein abgestimmte regulatorische Rolle von CodY, CcpA und RSH hervor. Von besonderer
Bedeutung sind diese Knoten vor allem fiir die Regulation der SR, also die Reaktion des
Metabolismus von S.aureus auf AS-Mangelzustdnde und damit auch auf die Regulation

der AS-Synthese und -Nutzung.
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Abbildung 20: Booleansche AND Logikgatter: Hier sind zwei AND-Logikgatter dargestellt, inklusive der
jeweiligen Wahrheitstabellen, der in-silico-Konstruktionen, der booleanschen Schreibweisen und Darstellungen
sowie der Reaktion der Knoten in der Simulation. Unterhalb der Simulationsgrafik sind die jeweiligen

Pertubationen dargestellt. Siehe auch Abbildungen 2a-g im Appendix fiir weitere Logikgatter.

Fiir die prazise Widerspiegelung dieser Daten im Netzwerk ist es wichtig, in-silico die
Bedeutung der Verfiigbarkeit, sowohl aller notwendigen Edukte als auch aller
notwendigen Enzyme zur Herstellung des Produktes, abzubilden. Dies ist wichtig, da im
AS-Metabolismus haufig ein oder mehrere Zwischenprodukte durch ein oder mehrere

Enzyme in weitere Zwischen- oder Endprodukte umgewandelt werden. Darum wurde
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eine Methode entwickelt, um unterschiedliche Logikgatter, insbesondere ,UND
Bedingungen® in SQUAD Simulationen implementieren zu kénnen. Mit diesen kann nun
auch simuliert werden, dass hdufig nicht nur die Edukte, sondern z.B. auch Enzyme fiir
die Synthese eines Produkts unumgdnglich sind. Diese unterschiedlichen Logikgatter
wurden in-silico in SQUAD konstruiert und erfolgreich getestet (siehe auch Abbildung
20 fiir das "AND-Logikgatter" sowie Abbildungen 2a-g im Appendix fliir weitere
Logikgatter). Das wichtigste Logikgatter, das "UND-Logikgatter" wurde in dem hier

vorgestellten Netzwerk verwendet und stellt hier seine Funktionalitidt unter Beweis.

EXPERIMENTELLE- UND SIMULATIONS-ERGEBNISSE

Verschiedene spezielle S.aureus Mutanten wurden in definierten Medien jeweils unter
Entzug einer AS angeziichtet, um in-vitro den Einfluss zentraler regulatorischer Knoten
und Schaltkreise zu analysieren und darzustellen.. Hierzu wurde das Wachstum des WT
(HG 001) verglichen mit den Mutanten codY, ccpA und rshsy, (mutiert in der
Synthasedomdne von rsh) sowie der (p)ppGpp0-/codY- quadruple Mutante mit
Mutationen in allen drei (p)ppGpp Synthetasen (rsh, relP, relQ) und codY. Obwohl jeweils
eine der AS vorenthalten wurde und verschiedene zentrale Knoten ausgeschaltet
wurden liefd sich doch zumeist ein gutes Wachstum beobachten. (Siehe auch Abbildung

19 sowie Abbildung 1a-t im Appendix).

Das hier gefundene Wachstum ist ein Surrogat Parameter fiir die Synthese der
vorenthaltenen AS und wurde darum mit der in-silico gefundenen AS-Synthese

verglichen.

Das erstellte Netzwerk wurde fiir die Simulation in Jimena geladen und die jeweiligen
ausgeschalteten Knoten sowie die Eingangsknoten der entzogenen AS auf einen Wert
von 0 herunterreguliert. Fiir die Bewertung und Interpretation der so erhaltenen in-
silico Darstellung der in-vitro-Experimente ist es wichtig zu berticksichtigen, dass ein
Knoten in der Simulation nicht einfach nur die Proteinaktivitat, sondern vielmehr die
funktionelle Aktivitit des entsprechenden Knotens als Ganzes, oft natiirlich

hauptsachlich bedingt durch die Stirke der Genexpression, widerspiegelt.

WACHSTUMSPHANOTYPEN DER VERSCHIEDENEN STAMME

Flir den WT kann in den in-vitro-Wachstumskurven eine Essentialitat flir Leucin und
Valin gefunden werden, die sowohl in NW1 als auch in NW2 gut nachvollzogen werden
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kann. Das gehemmte Wachstum unter Prolin-Entzug wird in-silico nur in NW 2
widergespiegelt und dann auch nur wenn zusatzlich Hydroxyprolin vorenthalten wird.
Ohne den Entzug von Hydroxyprolin zeigen weder NW1 noch NW2 diesen Effekt. Die in-
vitro gefundene Wachstumshemmung ohne Arginin und Cystein findet sich in-silico nur
in NW2; NW1 zeigt diesen Effekt hingegen nicht. Das Gleiche gilt auch fiir Glycin,
Methionin und Phenylalanin. Die in-vitro gefundenen Hemmungen des Wachstums
unter Entzug dieser AS kann in-silico auch nur in NW2 und nicht in NW1 gefunden
werden. Die NW2-Simulation von Histidin zeigt im WT genauso wie in der codY- und der
ccpA-Mutante eine geringe Synthesehemmung welche in dem Ausmafs in-vitro aber auch

in NW1 nicht nachvollzogen werden kann.

Die codY-Mutante zeigt in der Abwesenheit von Arginin oder Cystein in-vitro eine
deutliche Wachstumsreduktion, die durch NW2 in der Simulation perfekt abgebildet
wird. Im Gegensatz dazu kann die in-vitro gefundene Wachstumsreduktion der codY-
Mutante ohne Prolin weder in NW1 noch in NW2 nachvollzogen werden. Wird jedoch
Hydroxyprolin zusdtzlich zu Prolin entzogen, kann die reduzierte Prolinsynthese nun
auch in NW2 nachvollzogen werden. Die Anzucht der codY-Mutante ohne Glycin fiihrt zu
einem gehemmten Wachstum, welches quantitativ so in-silico nicht reproduziert
werden kann. Ohne Methionin oder Phenylalanin zeigt sich in-vitro ein reduziertes
Wachstum des in codY- mutierten Stammes. Dies kann in-silico in NW2, jedoch nicht in

NW1 nachvollzogen werden.

Bei Anzucht von S.aureus mit mutiertem ccpA zeigt sich sowohl in-vitro als auch in-
silico in NW2 eine Essentialitat fiir Arginin, Cystein und Methionin. Die Essentialitat fiir
Leucin und Valin kann in-vitro sowie in beiden in-silico Simulationen (NW1 und NW2)
gefunden werden. Genauso wie in den anderen Stdmmen kann auch fiir die ccpA-
Mutante in-vitro ohne Prolin und auch bei zusatzlichem Entzug von Hydroxyprolin ein
reduziertes Wachstum gefunden werden welches in-silico nur in NW2 bei kombiniertem
Entzug von Prolin und Hydroxyprolin und nicht in NW1 oder bei Belassen von
Hydroxyprolin gefunden werden kann. Das in-vitro ohne Leucin oder Phenylalanin
andeutungsweise reduzierte Wachstum kann in-silico quantitativ weder in NW1 noch in

NW?2 reproduziert werden.

Die rsh Mutante zeigt in-vitro sowie in-silico in NW1 und NW2 genauso wie die ccpA-

Mutante und der WT eine Essentialitdt fur Valin und Leucin. Dariber hinaus ist die rsh
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Mutante in-vitro auch essentiel fiir Arginin, Glycin, Methionin, Phenylalanin und Tyrosin.
In diesen Fallen kann dies in-silico aber nur in NW2 und nicht in NW1 nachvollzogen
werden. Ohne Histidin zeigt die rsh Mutante sowohl in-vitro als auch in-silico in NW2 ein
reduziertes Wachstum. Genauso wie in den ersten drei beschriebenen Stimmen lasst
sich auch hier in-vitro die Essentialitét fiir Prolin finden welche sich in-silico nur in NW2

und dann nur bei zusatzlichem Entzug von Hydroxyprolin reproduzieren lasst.

Die Dreifachmutante mit ausgeschaltetem rsh, relP/Q und codY zeigt in-vitro
wiederum die Essentialitat fiir Prolin, welche in-silico nur in NW2 bei zusatzlichem
Entzug von Hydroxyprolin gefunden werden kann. Dies legt die Schlussfolgerung nahe,
dass in all den getesteten Stimmen in-silico in NW1 aber auch in NW2 die Fahigkeit zur
Synthese von Prolin aus Hydroxyprolin tiberbewertet wird. Dartiber hinaus zeigt diese
Mutante in-vitro eine Essentialitat fiir Arginin, Glycin und Phenylalanin, welche auch in-
silico in NW2 gefunden werden kann (Siehe auch Abbildungen 3a-e im Appendix sowie

Tabelle 3).

VERGLEICH DER IN-VITRO MIT DEN IN-SILICO ERGEBNISSEN

Ohne Arginin konnte eine eindeutige Hemmung des Wachstums in-vitro beobachtet
werden. Dies legt nahe, dass Arginin essentiell, zumindest fiir die hier getesteten
Bakterien ist. Auch Prolin scheint essentiell fiir das Wachstum von S.aureus zu sein. Wird
S.aureus ausschliefllich Prolin entzogen kann ein minimales Restwachstum in-vitro
beobachtet werden. Am ehesten ldsst sich dies damit erklaren, dass Hydroxyprolin, eine
Prolin-Vorstufe, welche unter anderem auch in Kollagen zu finden ist, weiter eine
gewisse Versorgung mit Prolin sicherstellt und somit ein minimales Restwachstum
aufrechterhdlt. Der zusatzliche Entzug von Hydroxyprolin in-vitro verringert das
Wachstum weiter. In-vitro zeigten sich Arginin sowie Prolin in den Experimenten ohne
Zweifel essentiell. In der Literatur hingegen und somit auch in NW1 sind Arginin und
Prolin nicht als essentiell beschrieben. Schon alleine das Herunterregulieren von
Ornithin, einer Vorstufe von sowohl Arginin als auch Prolin, hat in-silico in NW2 die

Essentialitat von Prolin und Arginin zur Folge.

Im Cystein-Mangelmedium konnte in den in-vitro Experimenten ebenfalls ein
gehemmtes Wachstum beobachtet werden. S.aureus zeigt eine moderate
Wachstumsgeschwindigkeit in der Wachstumsphase und erreicht dann nur ein

verhaltnismaf3ig niedriges Plateau und somit eine verminderte Populationsdichte. Das
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beste Wachstum mit einem zumindest teilweise wieder hergestellten Wachstum findet
sich in der rsh-Mutante. Das geringste Wachstum kann hingegen in der codY-Mutante
gefunden werden. CcpA hingegen scheint keinen Einfluss auf die Cystein-Synthese und
damit auf das Wachstum von S.aureus in einem Cystein-Mangelmedium zu haben. Ganz
im Gegensatz zu dem auf Literaturdaten basierenden Netzwerk NW1 zeigt das

verbesserte Netzwerk NW2 diese Effekte in-silico sehr gut.

Wenn S.aureus in einem Medium ohne Histidin angeziichtet wird zeigt die rsh-
Mutante ein langsameres Wachstum mit einer weniger steilen Wachstumskurve, jedoch
mit einer vergleichbaren schlussendlichen Populationsdichte wie der WT. Die ccpA-
Mutante und die codY-Mutante weisen, verglichen mit dem WT, keine relevanten
Unterschiede im Wachstum auf. Die Dreifachmutante hingegen zeigt ein deutlich
verbessertes Wachstum, das so weder im codY noch im rsh knock-out-Stamm gefunden
werden kann. Dieses verbesserte Wachstum muss also entweder ein Ergebnis des
Ausschaltens von relP/Q oder aber ein emergenter Effekt sein, der sich durch das
Ausschalten aller drei Knoten zusammen ergibt. Dies kann in-silico sehr gut
reproduziert werden, indem RelP/Q, wie in NW2 umgesetzt, die Histidinproduktion
beeinflusst. Ob es sich hierbei allerdings tatsdchlich um einen durch RelP/Q direkt
vermittelten Effekt oder vielmehr um einen additiven/emergenten Effekt handelt, muss

in weiteren Experimenten gezeigt werden.

Wenn S.aureus Glycin entzogen wird kann in den hier durchgefiihrten Experimenten
im WT nur ein moderates Wachstum und in der rsh-Mutante ein noch schlechteres
Wachstum gefunden werden. Durch das Ausschalten von codY und noch viel deutlicher
durch das Ausschalten von ccpA zeigt sich hingegen ein verstarktes Wachstum, was eine
vermehrte Glycinproduktion nahelegt, welche das verbesserte Wachstum dieser
S.aureus-Staimme im glycinarmen Medium bewirkt. Hieraus lasst sich schlussfolgern,
dass die Glycinproduktion in S.aureus unter den hier getesteten Knoten insbesondere
durch CcpA und zu einem geringeren Anteil auch durch CodY gehemmt wird. RSH
hingegen fordert die Glycinsynthese und damit auch das Wachstum von S.aureus unter
Glycinentzug. Da dies, der durchgefiihrten Literaturrecherche zufolge, bis dato nicht
gezeigt und beschrieben wurde, wird es in-silico durch das auf Literaturdaten
basierende Netzwerk - NW1 nicht wiedergespiegelt, wohingegen NW2 diesen Effekt in-

silico sehr gut darstellt.
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Das ohne Leucin genauso wie ohne Valin in-vitro zu beobachtende, gehemmte
Wachstum kann durch das Ausschalten von codY wiederhergestellt werden. Dies legt
nahe, dass CodY fiir die Essentialitit des WT S.aureus Stammes fiir Leucin und Valin
verantwortlich ist. Dieser Effekt kann in-silico sowohl in NW1 als auch in NW2

reproduziert werden.

S.aureus welche in Medium ohne Tyrosin oder Methionin angeziichtet werden, zeigen
in den Wachstumsexperimenten eine deutliche Abhangigkeit vom SR-System. Dies
bedeutet, dass ihr Wachstum durch RSH aktiviert und durch CodY gehemmt wird. Ob
der RSH Effekt direkt oder, zum Beispiel iiber die Hemmung von CodY, indirekt ist, muss
in zukiinftigen Experimenten herausgearbeitet werden. NW1 zeigt, da in der Literatur
bis heute nicht beschrieben, diese Abhangigkeit von RSH/CodY, also dem SR-System,
nicht. NW2 hingegen spiegelt diese Beeinflussung sehr gut wider.

Threonin Limitation hat eine Wachstumskurve zur Folge welche in der
exponentiellen Phase die gleiche Abhangigkeit von RSH/CodY, also von dem SR-System
zeigt, wie sie auch unter Tyrosin- oder Methioninentzug gefunden werden kann. Die
schlussendliche Populationsdichte hingegen ist davon nicht wirklich beeinflusst. Diese
Abhéangigkeit von RSH/CodY unter Threoninentzug kann in-silico in NW1 und in

gleicher Weise auch in NW2 beobachtet werden.

In-vitro  fithrt der Entzug von Phenylalanin zu einer gehemmten
Wachstumsgeschwindigkeit mit einer nicht mehr exponentiellen, sondern vielmehr nur
noch linearen Wachstumsphase welche sich auf3erdem durch CcpA und CodY gehemmt
und durch RSH gestarkt zeigt. Das Wachstum ist also durch das Ausschalten von rsh
deutlich gehemmt. Diese Abhangigkeit der Phenylalaninsynthese von rsh ist bisher in
der Literatur nicht beschrieben und somit in-silico in der NW1-Simulation nicht
nachvollziehbar. NW2 hingegen zeigt in-silico eine eindeutige Abhangigkeit der
Phenylalaninsynthese von RSH und ebenso wie die in-vitro Wachstumskurven, ein

verbessertes Wachstum bei ausgeschaltetem ccpA oder codY.

In den in-vitro-Experimenten zeigt S.aureus mit mutiertem rsh unter Serinentzug ein
gering abgeschwachtes Wachstum in der exponentiellen Phase, erreicht aber
schlussendlich etwa die gleiche Populationsdichte wie der WT im Vollmedium.
Mutationen von codY hingegen flihren zu einem verbesserten Wachstum unter

Serinentzug. Die auf Literaturdaten basierende in-silico-Simulation mit NW1 zeigt in
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diesen Fillen keine Synthesednderung und spiegelt somit die Plateauphase sehr gut
wider. Die Simulation mit NW2 hingegen reproduziert sehr gut die in-vitro
beobachteten Verdnderungen in der exponentiellen Wachstumsphase und zeigt den
hemmenden Effekt von CodY durch die in diesem Falle verbesserte Serinsynthese.
Aufierdem zeigt die Simulation mit NW2 sehr gut den die Serinsynthese férdernden
Effekt von RSH durch die unter Bedingungen mit ausgeschaltetem RSH reduzierte

Serinsynthese .

QUANTIFIZIERUNG DER ERGEBNISSE

Zur Beurteilung der Relevanz und Verlasslichkeit des Netzwerkes ist natiirlich die in-
vitro - in-silico- Ubereinstimmung, also die Ubereinstimmung zwischen den
Experimenten und der Simulation, von zentraler Bedeutung. Um nun einen Eindruck zu
bekommen, wie verldsslich die Simulation die in-vitro-Ergebnisse und damit die
Prozesse der realen Welt tatsachlich widerspiegelt, wurden diese in-vitro - in-silico-
Ubereinstimmungen berechnet, indem das Maximum des Wachstums am Ende der
Wachstumsexperimente (Zyklus 36) mit den Ergebnissen der Simulationen verglichen
wurde. Das Wachstumsverhalten wird allerdings durch diese Momentaufnahme bei
Zyklus 36 nur sehr ungeniigend widergespiegelt. Vielmehr ergibt sich die
Wachstumsleistung und damit auch die AS-Syntheseleistung der getesteten AS-Stamme
aus der entsprechenden Leistung im gesamten Experiment. Durch Integration tliber die
Wachstumskurve ergibt sich die Flache unter der Kurve, die ,area under the curve®
(AUC), welche die Wachstumsleistung und damit auch die AS-Syntheseleistung des

gesamten Experimentes viel praziser darstellt.

Unter den verschiedenen AS-Mangelbedingungen war das Wachstum der
unterschiedlichen S.aureus-Stamme und damit der Surrogatparameter der Synthese der
entsprechenden AS in den meist Fallen qualitativ gut lbereinstimmend mit den
Ergebnissen der Simulation. Im Vergleich des, nach eingehender Literaturrecherche,
aufgrund der  Literaturangeben  erstellten  Netzwerks NW1 mit den
Wachstumsexperimenten zeigte sich eine in-vitro - in-silico-Ubereinstimmung von 62%.
Trotz dieser schon sehr guten Ubereinstimmung wurden zwolf weitere Kanten
postuliert und so ein zweites Netzwerk, NW2 erstellt, um die realen Prozesse in S.aureus
noch wahrheitsgetreuer widerzuspiegeln und ein noch realistischeres Netzwerk zu

erhalten. In diesem NW2 hat CcpA nun eine hemmende Verbindung zu Phenylalanin und
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Glycin. CodY hemmt jetzt zusdtzlich Phenylalanin, Tyrosin, THF und Serin. Cystein
hingegen wird nun durch CodY aktiviert. RSH hat drei postulierte zusatzliche
aktivierende Efferenzen. Eine zu Phenylalanin sowie jeweils eine zu Glycin und
Histidinol. Eine zusitzliche hemmende Efferenz verkniipft RSH mit Cystein. RelP/Q
hemmt nun Histidin und Methionin. Alleine durch die postuliert Unfahigkeit Ornithin zu
produzieren, sind die in den Wachstums-Experimenten klar essentiellen AS Prolin und
Arginin nun auch in der Simulation essentiell. Darum wurde in NW 2 neben den zwolf
postulierten Kanten auch der Ornithin-Knoten inaktiviert. Diese postulierten
Veranderungen in NW2 erzielten mit 81% eine deutlich verbesserte in-vitro - in-silico-
Ubereinstimmung der Wachstumsexperimente mit der Simulation (siehe auch Tabelle

2).

Tabelle 2: In-vitro - in-silico-Ubereinstimmung.

in-vitro - in-silico relP/Q-; rsh-; Gesamt-
N WT codY- ccpA- rsh-
Ubereinstimmung codY- libereinstimmung
NW1 13/21 | 62% | 16/21 | 76% | 15/21 | 71% | 13/21 | 62% | 16/21 | 76% | 73/105 70%
Zyklus 36 vs
NW2 13/21 62% | 16/21 | 76% | 15/21 | 71% | 13/21 | 62% | 18/21 | 86% 75/105 71%
NW1 13/21 | 62% | 14/21 | 67% | 13/21 | 62% | 11/21 | 52% | 14/21 | 67% | 65/105 62%
AUC vs
NW2 16/21 76% | 18/21 | 86% | 15/21 | 71% | 18/21 | 86% | 18/21 | 86% 85/105 81%

In dieser Tabelle ist die Ubereinstimmung beider in-silico Netzwerke NW1 und NW2 mit den in-vitro-
Ergebnissen gezeigt. Die beiden Netzwerke werden oben mit der Populationsdichte am Ende des Experiments,
also nach 36 Messzyklen, und unten mit der AUC (area under the curve), welche das Wachstum iiber das
gesamte Experiment widerspiegelt, verglichen. In der jeweils ersten Spalte ist die Anzahl an iibereinstimmenden

Knoten und in der zweiten Spalte die Ubereinstimmung in Prozent dargestellt.

Mit 62% in-vitro - in-silico-Ubereinstimmung zeigt NW1 bereits eine gute
Vergleichbarkeit mit den experimentellen in-vitro-Ergebnissen. NW2 jedoch erreicht
eine in-vitro - in-silico-Ubereinstimmung von 81%. NW2 stellt also aufgrund dieser
hohen Ubereinstimmung die Grundlage fiir eine verlissliche und passende

Simulationder SR Mechanismen und des AS Metabolismus in S.aureus dar.

SIEBEN ABHANGIGKEITSMUSTTER DER AS-SYNTHESE VON ZENTRALEN KNOTEN

Werden unterschiedlichen S.aureus Stammen verschiedenen einzelne AS entzogen
und dann die Wachstumskurven verglichen, zeigen sich sieben verschiedene
Wachstumsmuster. Dies legt sieben Mechanismen nahe, nach denen die

unterschiedlichen zentralen Knoten die Synthese einer AS und damit auch das
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Wachstum von S.aureus in einem Medium ohne die entsprechende AS beeinflussen

(siehe auch Abbildung 21).

Die erste Gruppe, fiir welche das Wachstum unter Tyrosinmangel das Paradebeispiel
ist, zeigt eine Abhdngigkeit von sowohl RSH als auch von CodY, wobei RSH die CodY-
Expression hemmt. Dies fiihrt dann zu einer Enthemmung und somit Hochregulation der
AS Synthese. Das Ergebnis daraus ist ein verstarktes Wachstum bei ausgeschaltetem
codY. Das Ausschalten von rsh jedoch bedeutet eine Enthemmung von CodY und zieht

darum eine verminderte AS Synthese und damit ein geringeres Wachstum nach sich.

Das zweite Wachstumsmuster ist gekennzeichnet durch ein vermindertes Wachstum
einzig von Stdmmen mit ausgeschaltetem codY. Beispiele fiir diese Gruppe sind das
Wachstum unter Leucin- oder Valinmangel. In weiteren Experimenten muss geklart
werden, ob es sich hierbei um eine neue Gruppe mit separatem Mechanismus oder
vielmehr um ein Extrem der ersten Gruppe handelt, in welcher eine so starke Hemmung
der AS Synthese durch CodY besteht, dass eine Hemmung von CodY durch RSH nicht ins

Gewicht fallt und damit den Phanotyp nicht beeinflussen kann.

Gruppe drei beinhaltet alle essentiellen AS und somit all die Wachstumsbedingungen,
unter welchen alle getesteten Staimme ein gehemmtes Wachstum zeigen. Arginin ist ein
gutes Beispiel fiir dieses Wachstumsmuster. Zu dieser Gruppe gerechnet werden auch

die Wachstumsergebnisse in Prolin und Prolin/Hydroxyprolin-Mangelmedium.

Das vierte Wachstumsmuster zeichnet sich durch ein starkes Wachstum aller
getesteten Stdimme aus. Ein gutes Beispiel fiir diese Gruppe ist das Wachstum in
Asparagin-Mangelmedium. Ahnliche Ergebnisse kénnen aber auch unter Entzug von
Alanin, Aspartat, Glutamat, Glutamin, Isoleucin, Tryptophan oder Lysine gefunden

werden.

Wachstum unter Histidinentzug reprasentiert das flinfte Wachstumsmuster, welches
sich durch eine Aktivierung der AS-Synthese und damit des Wachstums durch RSH

auszeichnet.

Im Gegensatz zu Gruppe flinf zeigt die sechste Gruppe eine Hemmung von AS-
Synthese und Wachstum durch RSH. Jedoch ist die durch das Wachstum im Cystein-

Mangelmedium reprasentierte Gruppe sechs nicht einfach das Gegenteil von Gruppe
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fiinf, sondern, mit der Hemmung des Wachstums bei ausgeschaltetem codY, vielmehr

das Gegenstiick zum ersten Wachstumsmuster.

Wachstumsmuster sieben, welches sich bei Anzucht von S.aureus unter Entzug von

Glycin oder Phenylalanin zeigt, ahnelt ebenfalls dem erstem Wachstumsmuster, jedoch

mit einer zusatzlichen Hemmung der AS Synthese durch CcpA.

1) Rsh/CodY 2) CodY Hemmung 3) Gehemmtes 4) Keine Hemmung  5) Rsh Aktivierung
Reihenhemmung Wachstum
Thr- T val s Arg- ms Asp- " His- '-
.57 — = —//—"— ]
7 J 7 A r
—A — —~ j— I —
Met- Leu- Pro- Asn-
—————  6)Rsh Hemmun
— /, //// z:vg gI.
7 / — 4 =
= L= — /
Tyr- Hyroxy Pro-; Pro- Glu- — —
— 7
— — j
Ser- GlIn-
= S
a4 g/
Trp- Lys-
7) Rsh/CodY Reihenhemmung — —
—_ y y S
+ CcpA Hemmung E —/ P
Gly- i S = =
S C
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. 2 ] — —
— g —Wr /7 —
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1) Rsh/CodY 2) CodY Hemmung 3) Gehemmtes 4) Keine Hemmung  5) Rsh Aktivierung

Reihenhemmung Wachstum
Thr- * val . Arg- . Asp- " His-
I
I —
Met- Leu- Pro- Asn-
I
|
6) Rsh Hemmung
— C\/S*
I
Tyr- Hyroxy Pro-; Pro- Glu-
I
I ——
I
Ser- Gln-
. Trp- Lys-
7) Rsh/CodY Reihenhemmung —
+ CcpA Hemmung —
Gl\/' i =
k=)
<
2
I ﬁ
‘§ WT lle- Ala-
i) — —
3 CodY-
Phe- g Cephe
Rsh-

Pertubations
0-50 WT, 50-100 CodY-,
100-150 CcpA-, 150-200 Rsh-

Abbildung 21: Sieben Abhingigkeitsmuster der AS-Synthese von zentralen Knoten: Hier sind die
unterschiedlichen Wachstumsmuster der in-vitro Wachstumskurven (obere Abbildung) im Vergleich zu den in-
silico Simulations-Ergebnissen gezeigt(untere Abbildung). Der Phinotyp des Wachstums in-vitro als
Surrogatparameter fiir die Synthese der vorenthaltenen AS wird somit verglichen mit den in-silico simulierten

AS-Synthesemustern jeweils eingeordnet in sieben Gruppen.

ESSENTIELLE AS

Arginin ist essentiell unter allen Bedingungen. Cystein ist essentiell in allen Stimmen,

welche ein funktionsfahiges rsh-Gen expremieren. Glycin ist essentiell im WT und sogar
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noch eindricklicher in der rsh knock-out-Mutante. Leucin und Valin sind in jedem codY
expremierenden Stamm essentiell. Prolin kann trotz des minimalen Restwachstums
generell als essentiell betrachtet werden. Tyrosin genauso wie Methionin und

Phenylalanin sind nur essentiell in rsh knock-out-Mutanten.

ANPASSUNG AN NAHRUNGSSTRESS

Unter einigen der Wachstumsbedingungen lasst sich anfangs kein Wachstum
erkennen, was auf die Essentialitit der jeweiligen AS unter den entsprechenden
Bedingungen schlief3en lasst. Gegen Ende des Experiments zeigen die Bakterien jedoch
plotzlich, nachdem sie anfangs kein Wachstum zeigten, ein exponentielles Wachstum.
Eine solche Anpassung an Nahrungsstress konnte fiir die rsh-Mutante unter Glycin-,
Methionin- und Leucinmangel, fiir den WT und die ccpA knock-out-Mutanten gefunden
werden,wenn diesen Leucin entzogen wurde und ebensofiir die ohne Hydroxyprolin
angeziichteten ccpA- Stamme, aber auch fiir die WT Stimme, denen Valin entzogen
wurde. Wurden dieselben Bakterien nach erneuter Verdiinnung auf die Ausgangs 0D600
von 0.05 einem erneuten Wachstumsversuchs unterzogen, zeigten sie dieses
exponentielle Wachstum direkt von Beginn des Experimentes an. Dies legt einen
adaptiven Prozess nahe, welcher zu einer Bakterienpopulation fiihrt, die nicht mehr

essentiell fiir die jeweilige AS ist (siehe auch Abbildung 22).

Dieses Ergebnis kann durch viele verschiedene Mechanismen erklart werden,
eingeschlossen Anpassungen in Mechanismen wie Transport, Abbau oder
Wiederverwertung, welche nicht Teil des eigentlichen AS -Synthese Netzwerkes sind.
Aber die Anpassung an neue Umweltbedingungen durch Anpassung der Genexpression
und damit auch des Proteoms fiir einen zeitlich verzogerten, bisher nicht gezeigten und
beschriebenen Stoffwechselweg ist nur eine mogliche Erklarung. Auch epigenetische
Prozesse konnten zu einer Art lamarckschen Evolution gefiihrt haben und so einen
echten evolutiondaren Prozess vortauschen. Eine weitere mogliche Erklarung ist ein
schneller evolutiondrer Prozess. Stressinduzierte Instabilitit des Genoms [77], in
Kombination mit horizontalem Gentransfer und einer relativ kurzen Generationszeit,
konnte zu einem evolutiondren Prozess in sehr kurzer Zeit fithren. Ob dieser adaptive
Prozess nun also auf das Anschalten von Stoffwechselwegen durch Adaption in der

Genexpression, auf epigenetische Effekte oder auf einen evolutiondren Prozess mit
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Mutation und Selektion zuriickzufiihren ist, muss in weiteren Experimenten gezeigt

werden.
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Abbildung 22: Sekundires Wachstum: In Griin ist die Wachstumskurve der WT-Mutante im Leucin-
Mangelmedium dargestellt. Wird der WT unter Leucinentzug das erste Mal angeziichtet, zeigt sich in der
Wachstumskurve am Ende des Experiments ein starker Anstieg des Wachstums. In Blau sind die Mittelwerte der
experimentellen Durchgiinge dargestellt. In Rot ist das Wachstum derselben Bakterien wie in der griinen Kurve
in einem zweiten Wachstumsexperiment dargestellt. Hier zeigen die Bakterien ein starkes Wachstum von Beginn
an, was einen adaptiven Prozess nahelegt. Siehe auch Abbildung 4 im Appendix fiir eine Darstellung dieses

Effektes mit verschiedenen Mutanten und unter Entzug verschiedener AS.
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DISKUSSION

Flr die hohe Pathogenitat von S.aureus und damit auch fiir die vielen medizinischen
Probleme bei S.aureus-Infektionen ist die SR und die damit einhergehende
Anpassungsfahigkeit von S.aureus offensichtlich ein bedeutender Faktor. Die SR bietet
S.aureus mit ihrem Einfluss auf den AS-Metabolismus die Moglichkeit, die eigenen
Stoffwechselwege an ein breites Spektrum unterschiedlicher Habitate und damit auch
an eine grofde Bandbreite unterschiedlicher verfiigharer Ressourcen anzupassen und in
ihnen zu wachsen [9, 25]. In dieser Arbeit wird der zentrale Schaltplan der AS-Synthese
und ihrer Regulation durch die SR dargestellt. Auch durch die hieraus ableitbare
Essentialitat verschiedener AS stellt dies ein zentrales Element der Pathogenitit von
S.aureus dar. Diesen Schaltplan zu verstehen und regulieren zu kénnen ist einwichtiger

Schritt und Ansatzpunkt in der Entwicklung von gegen S.aureus gerichteten Therapien.

IN-VITRO - IN-SILICO VERGLEICHE

Das in dieser Arbeit vorgestellte Netzwerk berticksichtigt Interaktionen von Knoten
des dargestellten Stoffwechselweges, ohne jedoch die exakte Stiarke der Interaktionen,
zum Beispiel tUber Enzymkinetiken, zu beriicksichtigen. Daten iiber die
Interaktionsstirken liegen nahezu nicht vor, was eine flaichendeckende quantitative
Simulation unmoéglich macht. Dessen ungeachtet zeigt sich bei semiquantitativer
Betrachtung eine durchschnittliche Ubereinstimmung zwischen den hier vorgestellten
in-silico- und in-vitro-Daten von etwa 70%. Die daraus resultierenden ca. 30% nicht
iibereinstimmender Daten waren bei rein qualitativer Betrachtung jedoch nicht mehr als
solche nachvollziehbar. Man kann zum Beispiel bei einem Vergleich der experimentellen
Ergebnisse unter Threonin-, Cystein-. Glycin- oder Methioninmangel mit den
entsprechenden NW2-Simulationsergebnissen eine gute qualitative Ubereinstimmung
finden (siehe auch Abbildung 21), die so durch Vergleichen von semiquantitativen oder
quantitativen Werten nicht immer gefunden werden kann (siehe auch Tabelle 3).
Weiteres Anpassen des Netzwerkes wiirde nicht die schon jetzt gute qualitative
Ubereinstimmung, sondern vielmehr die semiquantitative Ubereinstimmung zwischen
in-vitro und in-silico verbessern, was aber nicht unbedingt zu einer besseren in-silico-

Darstellung der biologischen Vorgange fiihrt. Insbesondere fiir einen semiquantitativen
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Vergleich zwischen in-vitro und in-silico miissen die Ergebnisse jeweils kategorisiert
werden. Dies ist unverzichtbar, da es sich bei den Ergebnissen aus der Simulation und
den Experimenten nicht um Messwerte in der gleichen Einheit und mit der gleichen
Skala, sondern tatsachlich um nur qualitativ vergleichbare Ergebnisse handelt. Die AS-
Synthese in den in-silico-Simulationen wurde also genauso wie das Wachstum in den in-
vitro-Experimenten in drei Gruppen - schwach, mittel und stark - eingeteilt (siehe auch
Tabelle 3). Natiirlich ist die Definition der Spannbreite dieser Gruppen nicht
offensichtlich und kann somit unterschiedlich interpretiert und dementsprechend
verandert werden. Dies wiirde aber nicht unbedingt zu einer absoluten Verbesserung
der Ubereinstimmungen fiihren, sondern stattdessen eher andere Unstimmigkeiten zur

Folge haben.

Genauso scheint auch das Einfligen kleiner lokaler Verdnderungen im Netzwerk, ohne
dabei die Zusammenhange im gesamten Netzwerk zu bedenken, haufig zu einer grofden
Verbesserung in Bezug auf die lokale Ubereinstimmung zu fiihren. Solche kleinen
lokalen Veranderungen beeinflussen aber haufig andere Teile des Netzwerks, was dann
im Endeffekt eine schlechtere gesamte Ubereinstimmung zur Folge hat. Derartige
Verdanderungen sind iliberdies hdufig nur eine, wenn auch oft wohl begriindete,
Vermutung und die Existenz der jeweilige Knoten oder Kanten ist bisher in den meisten
Fillen experimentell noch nicht gezeigt. Ebenso ist hdufig nicht bekannt, ob diese

Verdanderungen notwendig und hinreichend sind.

Durch das Einfiigen postulierter Verdnderungen kann, mit einiger Miihe das auf
Literaturdaten basierende Netzwerk theoretisch in nahezu jedes andere Netzwerk
umgewandelt werden, welches dann schlussendlich auch jedes Experiment genau
widerspiegeln kann. Darum muss das Einfiigen von nicht auf Literaturdaten basierenden
Knoten und Kanten mit viel Bedacht und Uberlegung erfolgen. Es muss aber
andererseits in solch einer Simulation auch die Moglichkeit geben, neue phanotypische
Ergebnisse, bei denen der zugrundeliegende Mechanismus noch nicht bekannt, ist in das
Netzwerk und damit in die Simulation aufzunehmen. Hierzu miissen solche
Mechanismen vorgeschlagen, implementiert und dann zunachst in-silico und
schlussendlich in-vitro getestet werden. Das Netzwerk muss also vom rein auf
Literaturdaten basierenden Netzwerk zu einem Netzwerk umgewandelt werden
kénnen, welches all unser Wissen beinhaltet. NW2 zeigt mit nur wenigen eingefiigten

wichtigen Verbindungen eine deutlich verbesserte Ubereinstimmung, ohne dass
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grundlegende Strukturen und Eigenschaften von NW1 verdandert wurden und stellt so
einen guten Mittelweg innerhalb der oben erwdhnten Grenzen dar. Die zuséatzlichen hier
vorgeschlagenen Kanten bedeuten nicht, dass eine direkte Verbindung zwischen den
beiden entsprechenden Knoten vorgeschlagen wird und zum Beispiel RSH-Glycin direkt
aktiviert, sondern dass eine Verbindung vorgeschlagen wird die den entsprechenden
Effekt zufolge hat, unabhdngig davon, ob dieser nun direkt oder indirekt tiber zahlreiche
zwischengeschaltete Knoten oder eventuell sogar noch komplexere Mechanismen

zustande kommt.
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Tabelle 3: Ein Vergleich der in-vitro - in-silico-Ergebnisse

Hydroxy-
WT Ala- Arg- Asn- Asp- Cys- Gln- Glu- Gly- His- Tle- Leu- Lys- Met- Phe- Pro- Pro-Pro- Ser- Thr- Trp- Tyr- Val-

0,34
Zyklus 27
Zyklus 36
Simulation NW 1
Simulation NW2
Hydroxy-
codY- Ala- Arg- Asn- Asp- Cys- Gln- Glu- Gly- His- Ile- Leu- Lys- Met- Phe- Pro- Pro-Pro- Ser- Thr- Trp- Tyr- Val-

Zyklus 18

Simulation NW 1
Simulation NW2
Hydroxy-
cCcpA- Ala- Arg- Asn- Asp- Cys- Gln- Glu- Gly- His- Ile- Leu- Lys- Met- Phe- Pro- Pro-Pro- Ser- Thr- Trp- Tyr- Val-

0,31
0,33

Zyklus 36

Simulation NW 1
Simulation NW2

Hydroxy-
rsh- Ala- Arg Asn- Asp- Cys- Gln- Glu- Gl His- Tle- Leu- Lys- Met- Phe- Pro- Pro-Pro- Ser- Thr- Trp- T Val-

0,37
0,41
0,40
Zyklus 36 0,40
Simulation NW1
Simulation NW2
Hydroxy-
relP/Q-; rsh-;codY- | Ala- Arg Asn- Asp- Cys- Gln- Glu- Gl His- Tle- Leu- Lys- Met- Phe- Pro- Pro-Pro- Ser- Thr- Trp- Tyr- Val-

Zyklus 9 0,36
0,37
0,35
Zyklus 36 0,33

Simulation NW1
Simulation NW2

In dieser Tabelle sind die Werte aller Wachstumskurven jeweils nach Zyklus 9,18,27 und 36 und auBlerdem das Integral der Wachstumskurven (AUC=Area under the curve)
dargestellt. Die AUC spiegelt die Fihigkeit der Mutanten, in einem AS-Mangelmedium zu wachsen, am verlisslichsten wider und ist deswegen der beste Surrogat-Parameter fiir
die AS-Synthese der mutierten Stimme. Die AUC wird dafiir mit den in-silico gewonnenen AS-Synthese-Werten verglichen. Hierzu wurden sowohl die in-silico als auch die in-
vitro-Werte kategorisiert (schwache Syntheseleistung: in-silico 0,00-0,29 / AUC 8-15; mittlere Syntheseleistung: in-silico 0,30-0,69 / AUC 16-21; hohe Syntheseleistung: in-
silico 0,7-1,0 / AUC 22-29). Der Vergleich mit dem Netzwerk 1 ergab 62% Ubereinstimmung (62% WT; 67% codY-; 62% ccpA-; 52% rsh-; 67% relP/Q-; rsh-; codY-). Der
Vergleich mit dem Netzwerk 2 ergab 81% Ubereinstimmung (76% WT; 86% codY-; 71% ccpA-; 86% rsh-; 86% relP/Q-; rsh-; codY-).
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Tabelle 4: Unstimmige Ergebnisse im semiquantitativen in-vitro in-silico Vergleich

Fehlende AS Stamme Grund fiir Unstimmigkeit Art der Unstimmigkeit Maoégliche Losung Warum nicht implementiert
rsh-
Cys iberreguliert~ quantitative Unstimmigkeit® Einflussstédrke regulieren Keine kinetischen Daten
relP/Q-; rsh- codY-
WT . o o : : o
Gly " tiberreguliert~ quantitative Unstimmigkeit® Einflussstirke regulieren Keine kinetischen Daten
codY-
WT o L . . e
) ) quantitative Unstimmigkeit® Einflussstirke regulieren Keine kinetischen Daten
His codY- unterreguliert®
ccpA- Kategorisierungs-Effekt* Kategorisierung optimieren | Entstehung anderer Unstimmigkeiten
WT
Lys " unterreguliert® Kategorisierungs-Effekt* Kategorisierung optimieren | Entstehung anderer Unstimmigkeiten
ccpA-
WT .
unterreguliert® o o ) ) ) o
Met ccpA- quantitative Unstimmigkeit® Einflussstérke regulieren Keine kinetischen Daten
relP/Q-; rsh- codY- tiberreguliert~
Phe ccpA- tiberreguliert~ quantitative Unstimmigkeit® Einflussstirke regulieren Keine kinetischen Daten
Thr rsh- iberreguliert~ quantitative Unstimmigkeit® Einflussstérke regulieren Keine kinetischen Daten
Tyr ccpA- tiberreguliert~ Kategorisierungs- Effekt* Kategorisierung optimieren Entstehung anderer Unstimmigkeiten

Diese Tabelle zeigt unstimmige Ergebnisse sowie Griinde fiir diese Unstimmigkeiten und schldgt weitere mogliche Anpassungen vor, die potentiell eine perfekte

Ubereinstimmung bewirken konnten. In der letzten Spalte werden aber auch daraus entstehende Probleme beschrieben, welche die Implementierung dieser Anpassungen unsinnig

machen.
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Um die Ubereinstimmungen, damit aber auch die Unstimmigkeiten zwischen in-vitro
und in-silico zu finden, genauer zu betrachten und erkldaren zu kénnen, wurden die
Ergebnisse zundchst nach der Wachstumsstarke, beziehungsweise der Starke der AS-
Produktion der unterschiedlichen Stamme unter Entzug einer AS im Rang geordnet. Fiir
die aufgrund unterschiedlicher Skalen und Einheiten nicht direkt vergleichbaren
Ergebnisse konnte so zumindest eine semiquantitative Vergleichbarkeit der Ergebnisse
der Ergebnisse erreicht werden. So auftretende Unstimmigkeiten wurden eingeteilt in
zwei verschiedene Arten der Unstimmigkeit, die auf zwei verschiedene Griinde

zurlickzufiihren sind (Tabelle 4

ou

,Quantitative Unstimmigkeit® wird in Tabelle 4 durch eine Markierung mit ,
dargestellt, was bedeutet, dass, wenn die Rdange der simulierten AS Synthese und der
experimentellen Wachstumsleistung verglichen werden, die Simulation und die in-vitro-
Experimente qualitativ ein iibereinstimmendes Ergebnis erbringen. Bei einem
quantitativen oder semiquantitativen Vergleich der jeweils absoluten Ergebnisse
konnen hingegen Unterschiede gefunden werden, die zu einer Einordnung in
unterschiedliche Gruppen und so zu einer Uberschitzung der Unstimmigkeiten fiihren
konnen. Diese Ergebnisse mit den tiberschatzten quantitativen Unstimmigkeiten konnen
so allerdings durch die nur qualitativ vergleichbaren Daten der Experimente nicht belegt

werden.

Eine Markierung mit ,* " in Tabelle 4 reprasentiert ,Kategorisierungseffekte“ und
bedeutet, dass dieses simulierte Ergebnis mit dem Ergebnis des benachbarten Ranges
libereinstimmt, sich also mit diesem den entsprechenden Rang teilt. Somit kdnnen diese
Ergebnisse von NW2 nicht zufriedenstellend in eine Rangfolge gebracht werden. In den
experimentellen Ergebnissen hingegen konnen kleinere Unterschiede zwischen den
Stammen gefunden werden und diese dementsprechend in eine Rangfolge gebracht
werden. Daraus kann leicht eine Uberschitzung eines eigentlich nur sehr geringen
quantitativen Unterschiedes in den in-vitro-Experimenten resultieren, vor allem wenn
diese geringen Unterschiede dazu noch zu einer Einordnung in eine andere Kategorie
fiihren. Das auf der einen Seite fiir einen Vergleich zwischen AUC und NW2
unverzichtbare Kategorisieren der Ergebnisse tduscht auf der anderen Seite teilweise
Unstimmigkeiten vor, die aufgrund der Kategorisierung in ihrem Ausmaf} liberschatzt
werden und sich als irrelevant erweisen wenn die Ergebnisse qualitativ verglichen

werden.

76



Wenn in-silico und in-vitro qualitativ die gleichen Ergebnisse beobachtet werden
konnen, sich in der Simulation aber eine AS-Aktivierung zeigt, die quantitativ starker ist
als die in-vitro beobachteten Wachstumsergebnisse, ist dies in Tabelle 4 mit ,~“
markiert und als ,,Ubersteuerung” bezeichnet. Im Gegensatz dazu ist in Tabelle 4 als
,Untersteuerung” bezeichnet und mit ,*“ markiert, wenn in-vitro und in-silico qualitativ
die gleichen Effekte beobachtet werden kénnen, die Simulation aber quantitativ eine
schwachere AS-Aktivierung zeigt als die in-vitro beobachteten Wachstumsergebnisse.
Da nur fiir eine vernachldssigbar kleine Anzahl an Interaktionen der Knoten kinetische
Daten, zum Beispiel liber die Wirkstiarke der Kanten, verflighar sind, werden hier die

Kanten in ihren Eigenschaften und ihrer Gewichtung nicht manipuliert sondern der

Focus auf ein semiquantitatives Netzwerk gerichtet.

DER AS-SYNTHESE-METABOLISMUS

Die in den unterschiedlichen AS-Mangelmedien angeziichteten knock-out-Mutanten
zeigen teilweise vorhersehbare und schon beschriebene, teilweise aber auch neue und
iiberraschende Wachstumskurven und Wachstumstypen. In diesem Abschnitt werden
die unterschiedlichen schon bekannten Synthesewege, vermutlich zugrundeliegende
Mechanismen, Unstimmigkeiten mit den Wachstumsexperimenten sowie daraus
resultierende postulierte Verdnderungen dargestellt und diskutiert. Siehe auch
Abbildungen 3, 18a-f und 23 fiir einen Uberblick der Synthesewege sowie Abbildung 10,
19a-d und la-t im Appendix fiir eine Darstellung der Wachstumskurven und eine

[llustrierung der hier beschriebenen Mechanismen.

Die Synthese von Methionin aus Aspartat und Cystein geschieht liber das aktivierende
Met-Operon. Dieses wiederum wird durch das seinerseits von RSH gehemmte CodY
gehemmt. RSH hat somit einen aktivierenden Einfluss auf das Met-Operon und damit
auch auf die Methioninsynthese, wohingegen die Aktivierung von CodY im WT zu einer
Hemmung der Methioninsynthese fiihrt. Obwohl Cystein der Vorldaufer von Methionin
ist, zeigt es in den Wachstumsexperimenten ein zu Methionin genau entgegengesetztes
Synthesemuster. Es muss also postuliert werden, dass Cystein durch RSH gehemmt und
wenigstens in geringem Umfang durch CodY aktiviert wird. Mdéglicherweise ist der
Effekt von RSH auch ein indirekter tiber CodY. Die geringe Cysteinproduktion im WT ist

am ehesten mit der Kontrolle und Hemmung durch RSH/CodY erklart. Das unter
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Methioninmangel gefundene markante Muster aus Aktivierung durch RSH und
Hemmung durch CodY, kann auch beim Wachstum unter Tyrosinmangel gefunden

werden und legt auch hier die Regulation der Synthese iiber die RSH/CodY-Achse nahe.

Auch fiir die Serinsynthese kann aufgrund einer moderaten Aktivierung durch RSH
und einer leichten Hemmung durch CodY ein Mechanismus entsprechend der
RSH/CodY-Achse mit einer direkten Hemmung durch CodY sowie einer indirekten
Aktivierung durch RSH angenommen werden. Serin wird aufderdem grundsatzlich
sowohl in-vitro als auch in-silico stark exprimiert, da es eine Position relativ am Anfang
eines Syntheseweges einnimmt und daher eine gute Ressourcenverfligbarkeit
anzunehmen ist. Serin und Glycin koénnen ineinander umgewandelt werden. Im
Gegensatz zu Serin zeigt Glycin interessanter weise eines der komplexesten AS-
Synthesemuster, hochstwahrscheinlich auch bedingt durch Regulationsvorgidnge in der
Metabolisierung von Serin. Es muss also eine starke Hemmung von Glycin durch CcpA
postuliert werden. Der milde von Serin iibertragene RSH/CodY-Effekt kann auch in
Glycin gefunden werden. Aufserdem muss aufgrund der starken Aktivierung durch RSH,
die in der RSH Mutante zu einem nahezu aufgehobenen Wachstum fiihrt, von einer
zusatzlichen aktivierende Verbindung von RSH auf Glycin ausgegangen werden welche
in der 4-fach-Mutante (relP/Q-, rsh-, codY-) die enthemmende Wirkung durch das

Ausschalten von codY uibertrifft.

Auch Threonin zeigt sowohl in den Wachstumsexperimenten als auch in der
Simulation das klassische Aktivierungsmuster, welches auf eine Aktivierung durch RSH
und eine Hemmung durch CodY zu erklaren ist. Auch hier ist der aktivierende Effekt von
RSH mit aller Wahrscheinlichkeit ein indirekter tiber eine Hemmung von CodY. Histidin
zeigt hingegen keine Beeinflussbarkeit durch CodY, weswegen hier von einer CodY
unabhéangigen Aktivierung der Histidinsynthese durch RSH ausgegangen werden muss,

zum Beispiel tiber Histidinol.
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Abbildung 23: Subjektive Evaluation der Wachstumskurven im Vergleich mit WT/Vollmedium: Die
Wachstumsphinotypen der knock-out-Mutanten in den verschiedenen Medien (vergleiche Abbildung 21) sind
hinsichtlich ihrer Wachstumsgeschwindigkeit und -Stirke beschrieben. Die Kombination ,, |~ “ zum Beispiel

steht fiir volle Wachstumsleistung in Wachstumsgeschwindigkeit und Stédrke. Die Kombination ,, ~~ “steht fiir
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eine abgeschwichte Wachstumsgeschwindigkeit und -stirke. Die Kombination ,, I- *“ steht fiir eine stark

verminderte Wachstumsgeschwindigkeit und -stirke.

Der hemmende Effekt von CodY iiber das Ilv-Operon auf Leucin und Valin erlaubt
Wachstum in den Leucin- und Valin-Mangelmedien nur in der Abwesenheit von CodY.
Dieses einzigartige Synthesemuster von Leucin und Valin konnte sowohl in den
Experimenten als auch in der Simulation gut und libereinstimmend gezeigt werden. In
den Wachstumsexperimenten zeigte sich im WT unter Leucin- und noch deutlicher
unter Valinmangel aufierdem ein sehr spates Wachstum, welches als sekundares

Wachstum bezeichnet wurde (siehe auch Abbildung 22 und Abbildung 4 im Appendix).

Die experimentellen Ergebnisse, hinsichtlich der Essentialitdt von Arginin und Prolin,

welche sich bei Wachstum aller durch uns getesteten Stimme in den Arginin- und
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Prolin-Mangelmedien zeigen konnen durch einen von uns postulierten Defekt in der
Ornithin-Biosynthese in-silico erklart und nachvollzogen werden. Collagen kann durch
S.aureus in Prolin und Hydroxyprolin (ein Prolinvorlaufer) abgebaut werden und stellt
damit einen alternativen Weg der Prolinsynthese und -gewinnung dar. Die starkere
Prolinsynthese in den in-silico-Experimenten scheint durch die Ubergewichtung dieses
alternativen Weges in der Simulation gut erklarbar zu sein. Wird dem Medium neben
Prolin nun auch noch Hydroxyprolin entzogen und entsprechend dazu Collagen in der
Simulation ausgeschaltet fiihrt dies sowohl in-vitro als auch in-silico zur Essentialitat

von Prolin in allen Stammen.

RSH aktiviert die Phenylalaninsynthese in den Wachstumsexperimenten. Eine
Moglichkeit dafiir ist zum Beispiel die Aktivierung wichtiger Regulatoren wie PheA. Es
muss jedoch auch zumindest eine milde Hemmung durch CcpA und CodY angenommen
werden, da das Ausschalten dieser beiden Knoten im Vergleich zum WT zu einer
leichten Enthemmung der Phenylalaninsynthese fiihrt. Der RSH-Effekt scheint jedoch
den durch CodY ausgeiibten Effekt deutlich zu ibertreffen was an der

Wachstumshemmung der 4-Fach Mutante (relP/Q-, rsh-, codY-) zu erkennen ist.

Durch Vergleichen der jeweiligen in-vitro Wachstumsergebnisse der entsprechenden
knock-out Mutanten mit dem Wachstumsergebnis des WT, gewachsen in Vollmedium,
kann der Einfluss und der Effekt der entsprechenden ausgeschalteten zentralen Knoten
und der jeweiligen entzogenen AS beurteilt werden. Der Knoten mit dem
tiefgreifendsten Einfluss auf das AS-Synthese-System in S.aureus ist CodY. Er hemmt die
Synthese von Tyrosin, Valin, Glycin, Leucin und Methionin. Fiir die Wirkung von RSH ist
CodY einer der zentralen Knoten. Die durch RSH bewirkte Verbesserung, zum Beispiel
der Synthese von Methionin-, Glycin- und Tyrosinsynthese, ergibt sich mit grofier
Wahrscheinlichkeit aus der Hemmung von CodY durch RSH, was zu einer Enthemmung
der Synthese dieser AS fiihrt. Direkt durch RSH gehemmt wird hingegen die
Cysteinsynthese. Der phanotypische Effekt von CcpA ist auf die Hemmung der
Glycinsynthese beschrankt. CodY ist also der zentrale regulatorische Knoten der AS

Synthese in S.aureus und damit auch der bedeutendste Knoten der SR in S.aureus.
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In vielen Untersuchungen iiber den AS-Metabolismus und die SR in S.aureus konnten
bisher keine einheitlichen Ergebnisse dariiber erzielt werden, welche der AS essentiell
sind und welche durch S.aureus eigenstandig synthetisiert werden kéonnen. Es scheint
hier auch eine deutliche Abhdngigkeit vom jeweils untersuchten S.aureus-Stamm zu
geben. So gibt es unterschiedliche Stimme fiir welche in fritheren Publikationen jeweils
andere AS als essentiell beschrieben wurden [33, 34, 35, 78, 36]. S.aureus scheint aber,
eine organische Stickstoffquelle vorausgesetzt, zumindest grundsatzlich die genetische
Ausstattung fiir die eigenstandige Produktion aller 20 Proteinogenen AS zu haben [28].
Dies unterstreicht wiederum die Fahigkeit von S.aureus, sich unterschiedlichsten
Umweltbedingungen anpassen zu kénnen und erklart damit die hohe Diversitit der
verschiedenen S.aureus-Stamme. Dies wird noch verstarkt durch die in dieser Arbeit
gezeigte Fahigkeit von S.aureus sich in sehr kurzer Zeit anzupassen und als Stamm, fiir
den eigentlich eine der AS essentiell ist die Fahigkeit zu erwerben, diese AS nach kurzer
Zeit dennoch selbstindig synthetisieren zu konnen. Weiter erschwert wird diese
Situation noch dadurch, dass nicht vorausgesetzt werden kann, dass ein S.aureus-
Stamm, obwohl er theoretisch die Fahigkeit hat, eine AS von Grund auf synthetisieren zu
konnen, diese AS auch wirklich in einer fiir das eigene Wachstum und Uberleben
ausreichenden Geschwindigkeit und Menge synthetisiert. Obwohl S.aureus zum Beispiel
theoretisch in der Lage sein sollte, Serin aus Glycin und aufierdem Cystein aus Serin zu
synthetisieren, ist S.aureus vielleicht nicht in der Lage zu iiberleben und zu wachsen,
wenn Cystein aus Glycin synthetisiert werden soll. Obwohl S.aureus also vermutlich
zwar die genetische Ausstattung hat, eigenstindig alle proteinogenen AS zu
synthetisieren, werden die entsprechenden Gene wohl teilweise erst exprimiert, wenn
sie fiir ein weiteres Uberleben und Wachstum benotigt werden, und dann mitunter auch
nur sehr verzogert und in einer Starke, die teilweise nicht ausreicht, um den eigenen

Bedarf durch die eigene Produktion abzudecken.

Wenn eine AS essentiell ist bedeutet dies, dass ein Lebewesen sie nicht selbstdndig
synthetisieren kann und nicht ohne externe Zufuhr dieser AS tliberleben und wachsen
kann. Eine klare Regel ab welchem Punkt diese eigenstandige Synthese beginnen muss
um eine AS als nicht essentiell zu bezeichnen existiert hingegen nicht. Muss zum Beispiel
die AS-Synthese mit der Stickstofffixierung beginnen? Diese Uneinigkeit in der Frage der

Definition von essentiell und damit auch der Uneinheitlichkeit in der Gestaltung der
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Experimente ist ein weiterer Grund fiir die oben genannte Inkonsistenz in den Angaben
uber die essentiellen AS in der Literatur. In dieser Arbeit wird essentiell so definiert,
dass die Abwesenheit einer AS, wenn sie einem davor zum Wachstum ausreichenden
Medium entzogen wird, zur Wachstumshemmung von S.aureus fiihrt. Es werden hier
also die getesteten Stamme in einem Medium, dem jeweils eine einzige AS entzogen
wurde, angeziichtet. Bleibt das Wachstum aus, ist die entsprechende AS fiir den

getesteten Stamm essentiell.

In all den fiir diese Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde also das Verhalten
von S.aureus immer nur bei Entzug jeweils einer einzelnen AS untersucht. Somit hatte
S.aureus die Moglichkeit, die fehlende AS verhaltnisméfiig einfach aus den anderen AS zu
synthetisieren, ohne immer den kompletten Syntheseweg in Anspruch nehmen zu

miussen.

In der Literatur hingegen konnen verschiedene Interpretationen von ,essentiell’
gefunden werden und damit auch verschiedene Herangehensweisen, um essentielle AS

in S.aureus zu finden.

Kurode et al. [36] fanden heraus, dass zumindest N315 essentiell fiir Alanin, Glycin,
I[soleucin, Arginin, Valin und Prolin ist, obwohl sie durch Sequenzierung des Genoms
eines Methicillin-resistenten S.aureus (MRSA) zeigen konnten, dass S.aureus zumindest

prinzipiell die genetische Ausstattung zur Synthese aller AS besitzt.

In [35] entziehen Mah et al. S.aureus bei jedem experimentellen Durchgang jeweils
eine AS mehr und beobachtet dabei, welche AS S.aureus entzogen werden kann, ohne
eine gewisse Wachstumsrate zu unterschreiten. Sie stellen fest, dass das Vorenthalten
vieler AS (Asp, lle, Ala, Lys, Ser, Trp, Met und Tyr) nicht zu einer Verminderung der
Wachstumsleistung fiihrt. Essentielle AS werden nicht explizit beschrieben, wohl aber,
dass das Vorenthalten verschiedener AS wie z.B. Cystein, Valin, Arginin oder Prolin das

Wachstum stark hemmt.

Laut Kloos et al. [37] benotigt S.aureus je nach Stamm fiinf bis zwolf AS, vor allem als
organische Stickstoffquelle. Die am haufigsten gefundenen essentiellen AS sind Arginin,

Valin, Leucin, Cystein und Prolin.
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Coutinho et al. [33] fanden Arginin, Valin und Cystein als essentiell in allen fiinf
vorgestellten und getesteten aus Patienten isolierten klinischen S.aureus-Stimmen. Drei

dieser getesteten Stamme waren aufderdem auch essentiell fiir Histidin.

Tabelle 5: Essentielle AS

Coutinho et Lincoln et Mah Kurodaet| Kloos
al 1963 [33] al 1995 | etal 1967 | al 2001 |etal 1986 Gesamt
[34] [35] [36] [37]

Ala v )
Arg v v v v v 5 »
Cys 4 v v v 4 »
Gly Y v 2 v
His v )
Ile v )
Leu v v ) %
Pro v v v v 4 »
Val v v v v v 5 %

In dieser Tabelle sind die in unseren Experimenten essentiellen AS aufgelistet und mit den Angaben friitherer

Experimente verglichen.

Im Gegensatz zu den von Coutinho et al. [33] untersuchten aus menschlichen
Patienten isolierten S.aureus-Stimmen, untersuchten Lincoln et al. [34] bei boviner
Mastitis isolierte S.aureus-Stimme. Die Experimente wurden in einem chemisch
definierten Vollmedium durchgefiihrt und bei jedem Durchgang wurde jeweils eine der
AS entfernt. Arginin, Cystein, Glycin, Leucin, Prolin und Valin zeigten sich hier als

essentiell.

In den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten und Simulationen werden nicht
nur die metabolischen Prozesse und Stoffwechselwege der AS-Synthese untersucht oder
nur die essentiellen AS gezeigt, sondern beides in dem simulierten Netzwerk kombiniert
untersucht und bewertet. Es wird so nicht nur versucht zu zeigen, welche AS essentiell
sind, sondern zu verstehen und zu erklaren warum. AS, die aufgrund der hier
vorgestellten Experimente im WT als essentiell eingestuft werden, sind Arginin, Cystein,

Glycin, Leucin, Valin und Prolin (siehe auch Tabelle 5).
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Beim Betrachten der Tabelle 5 lisst sich in einigen Fillen eine gute Ubereinstimmung
der Literaturdaten untereinander, aber auch der Literaturdaten mit den hier
prasentierten Ergebnissen erkennen. Unter Berticksichtigung aller Daten kénnen
Arginin und Valin, aber auch Cystein und Prolin als essentielle AS in S.aureus bezeichnet
werden. Andere AS werden hingegen nur in einzelnen Arbeiten als essentiell
beschrieben. Vor allem wenn die Ergebnisse genauer betrachtet werden, kénnen
zwischen den Datensitzen Unterschiede gefunden werden. So zeigte sich in den
Experimenten von Coutinho et al [33] Histidin zum Beispiel nur in drei der flinf
getesteten Stamme als essentiell. Die mitunter hohe Diversitat der essentiellen AS
zwischen den einzelnen S.aureus-Stammen ist laut Gale et al. [78] zumindest in Teilen
durch Verdnderungen in den Transporteigenschaften iiber die Zellmembranen zu
erklaren. Veranderungen der Zellwandkonfiguration und damit auch der
Transportmolekiihle aufgrund von Anpassungsvorgdngen bei der Resistenzentwicklung
gegen verschiedene Antibiotika kdnnen fiir diese veranderten Transporteigenschaften
tiber die Zellwand hinweg verantwortlich sein. Laut Gale et al. [78] flihrt zum Beispiel
eine verbesserte Resistenz gegen Penicillin zu einer Verminderung der Fahigkeit
Glutamat einzuschleusen. Dies wiederum fiihrt zu einem erhohten evolutioniaren Druck,
Glutamat selber zu synthetisieren. Ein multiresistenter Stamm ohne die Moglichkeit AS
einzuschleusen, miisste dann schlussendlich in der Lage sein, alle AS eigenstdndig zu
synthetisieren. Dies wiirde letzlich zu einer Diversitiat in der Essentialitit von AS in

S.aureus fiihren, die der Diversitdt in der Antibiotikaresistenz entspricht.

Die sechs in dieser Arbeit gefundenen essentiellen AS (Arginin, Cystin, Glycin, Leucin,
Prolin, Valin) decken sich gut mit den in Zusammenschau der bisherigen Literaturdaten
gefundenen essentiellen AS (siehe auch Tabelle 5). Auch in der bisherigen Literatur ist
Arginin bereits als eine der essentiellen AS von S.aureus beschrieben. Trotzdem gibt es
bisher keine mechanistischen Erklarungen fiir die Ursachen dieser Essentialitat.
Ahnliches gilt auch fiir Prolin: Ebenfalls gut als essentiell beschrieben, fehlen aber auch
hier gute Erklarungen fiir diese Essentialitat. Die Simulation von NW1 zeigt darum
Arginin und Prolin nicht als essentiel. In dem durch einen iterativen Prozess gefundenen
NW2 (siehe auch Material und Methoden: “Einbeziehung der in-vitro Resultate in die
Simulation®) stellt sich ein Defekt in der Ornithinsynthese als naheliegendste Option zur

Erklarung beider Essentialititen dar. NW2 zeigt bei ausgeschaltetem Ornithin in der
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Simulation eine Essentialitit sowohl von Prolin als auch von Arginin, weswegen ein

Defekt in der Ornithinsynthese in S.aureus postuliert werden muss.

Auch die Essentialitdt von Cystein ist, obwohl haufig beschrieben, mechanistisch noch
nicht erklart und darum in NW1 nicht nachzuvollziehen. Die zu NW2 fiihrenden in -
vitro-Experimente legen eine Hemmung durch RSH nahe. Am wahrscheinlichsten ist
hier eine Beeinflussung des Stoffwechselweges von Serin nach Cystein, da in Serin, dem
Vorlaufer in der Synthese des Cystein, diese RSH Abhdngigkeit noch nicht gefunden
werden kann. Der entscheidende Unterschied zwischen Serin und Cystein ist die durch
eine Sulfhydrylgruppe ausgetauschte Hydroxylgruppe am C-Atom der Seitenkette. Zu
postulieren ist also, dass ein Defizit in der Schwefelfixierung oder der Ubertragung die

Essentialitat von Cystein bedingt.

Glycin ist eine weitere in den hier vorgestellten Experimenten als essentiell
gefundene AS. Auch fiir Glycin ist eine Essentialitat teilweise schon vorbeschrieben
jedoch ebenfalls ohne mechanistische Erklarung. Die Experimente legen eine Hemmung
durch CcpA nahe, genauso wie eine indirekte Aktivierung durch RSH tiber eine
Hemmung der durch CodY vermittelten direkten Hemmung. Serin als Vorlaufer von
Glycin im Stoffwechselweg zeigt diese Regulationen nicht. NW2 legt in den in-vitro
Experimenten also eine, in dieser Arbeit schon fiir zahlreiche andere AS beschriebene,
RSH/CodY-Reihenhemmung sowie vor allem auch eine Hemmung durch CcpA und damit
eine klare Abhdngigkeit der Glycinsynthese vom Glucosestoffwechsel nahe. Eine
wichtige Rolle scheint hier auch der Prozess der Bereitstellung und Ubertragung von

Methylgruppen iiber Tetrahydrofolsaure zu spielen.

All die in der Simulation NW2 gefundenen Erklarungen fiir die Essentialititen der AS
stellen anhand sorgfiltig durchgefiihrter in-vitro-Experimente aufgestellte und
postulierte Hypothesen dar und miissen darum in weiteren in-vitro-Experimenten

Uiberpriift und gegebenenfalls nochmals angepasst werden.

Leucin und Valin hingegen sind nicht nur gut als essentielle AS von S.aureus
beschrieben, sondern es ist auch der zugrundeliegende Stoffwechselweg bekannt,
namlich eine Hemmung durch CodY. Somit ist diese Essentialitit auch in NW1 gut

dargestellt.
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Weil ein S.aureus Stamm, welcher zwar genug AS produziert um zu tiberleben, nicht
auch einen Uberschuss produzieren muss, der grof genug ist, um ihn im Medium zu
detektieren, ist es nahezu unmoglich, direkt die AS-Syntheseleistung von S.aureus
experimentell sicher nachzuweisen; nur ein in das Medium sezernierter Uberschuss
konnte dargestellt werden. Wachstum ist hingegen nur moglich, wenn die entzogene AS
durch S.aureus selbstindig ersetzt wird. Hier kann iiber das Wachstum auch eine
minimale gerade so flir das Wachstum ausreichende, sich noch nicht im Medium
widerspiegelnde Synthese dargestellt werden. Dies dann allerdings mit dem Nachteil,
die Synthese nur liber den Surrogatparameter Wachstum bewerten und darum hier
keine absoluten Synthesemengen darstellen zu konnen. Aus diesem Grund werden in
dieser Arbeit also, anstelle der tatsdchlich produzierten AS Mengen, Uberleben und
Wachstum der S.aureus Stimme als Surrogatparameter fiir die AS Synthese genutzt. Die
hier gezeigten experimentellen Daten geben somit die AS-Produktion nicht quantitativ
wieder, zeigen aber qualitativ recht gut die Fahigkeit der verschiedenen S.aureus-
Stamme unterschiedliche AS zu synthetisieren und so zu iiberleben, wenn sie AS-

Mangelmedien ausgesetzt sind.

Das hier vorgestellt Netzwerk hingegen simuliert die AS-Syntheseleistung von
S.aureus im Falle eines AS-Mangels und damit, wenn auch nicht direkt, so doch in
zweiter Linie, die Fahigkeit von S.aureus in verschiedenen AS-Mangelmedien zu
uiberleben und zu wachsen. In dieser Arbeit konnen also keine absoluten und keine
identischen Werte, sondern jeweils nur zwar eng miteinander verkniipfte, aber dennoch

Ersatzparameter verglichen werden

PRAKTISCHE BEDEUTUNG DIESER ARBEIT

Das hier vorgestellte Netzwerk konzentriert sich auf wichtige Knoten fiir die SR in
S.aureus genauso wie auf wichtige Knoten fiir den AS-Metabolismus von S.aureus;
zusammengefasst also auf zentrale regulatorische Knoten mit grofdem Einfluss auf die
Nahrungsstress-Antwort von S.aureus. Beispiele hierfiir sind unter anderem das Met-
und das Ilv-Operon aber auch Knoten wie CodY, RSH und CcpA. Hierbei wurde aber
darauf geachtet, dass das Netzwerk eine allumfassende Darstellung unseres Wissens
tiber SR und AS-Metabolismus in S.aureus widerspiegelt. Wichtig hierfiir sind einerseits

all die mit dargestellten peripheren Knoten und Interaktionen, genauso aber auch die
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teilweise sehr detaillierte Darstellung innerhalb des Netzwerkes. Die detaillierte
Darstellung der Glykolyse, welche unverzichtbare Zwischenprodukte des AS-
Stoffwechsels liefert, ist ein gutes Beispiel hierfiir. Ein weiteres Beispiel fiir diese
detaillierte Darstellung des AS-Metabolismus in diesem Netzwerk ist die Glycin- und
Serin-Synthese und deren Interaktion mit dem externen Einfluss durch Cotrimoxazol.
Die exakten Interaktionsmechanismen hingegen wurden bei der Erstellung des
Netzwerkes nicht berticksichtigt, sondern nur die Frage, ob ein Knoten durch einen
anderen gehemmt oder gestarkt wird und nicht, ob dieser Effekt durch einen Einfluss
auf die Transkription, die Translation oder direkt auf die Effizienz des schlussendlichen
Genprodukts bedingt ist. Somit reprasentiert diese Simulation nicht die exakten
Interaktionsmechanismen der verschiedenen Knoten auf einer molekularen Ebene, und
das Netzwerk bleibt so trotz der haufig detaillierten Darstellung eine vereinfachte
Abbildung der Realitat. Diese Simulation arbeitet also ohne detaillierte kinetische Daten,
da sie meist experimentell nur sehr schwer zu ermitteln und darum haufig nicht
verfligbar sind. Trotzdem zeigt der Vergleich zwischen in-vitro und in-silico eine gute
Ubereinstimmung mit dem auf Basis von Literaturdaten konstruierten Netzwerk (NW1).
Im néachsten Schritt wurden Vorhersagen iiber weitere noch nicht etablierte
Interaktionen und Knoten getroffen und diese in das Netzwerk integriert. Das so
erstellte Netzwerk (NW2) (siehe auch NW2 in Abbildung 17b) wurde wiederum mit den
experimentellen Daten verglichen und zeigt nun eine noch bessere Ubereinstimmung
zwischen in-vitro und in-silico und unterstiitzt somit unsere Vorhersagen. Dieses Model
bietet also nicht nur eine Plattform zur Simulation der SR und des AS-Metabolismus in
S.aureus, sondern hilft uns, in Kombination mit den publizierten Daten und unseren
eigenen experimentellen Ergebnissen, die Mechanismen und Interaktionen rund um

zentrale regulatorische Knoten aufzuklaren.

Cotrimoxazol ist ein Beispiel fiir ein Antibiotikum, das direkten Einfluss auf den AS-
Metabolismus aber auch auf die SR in S.aureus nimmt [11]. Die Mechanismen hinter der
Stressreaktion und der Regulation des AS-Metabolismus zu kennen, diese simulieren
und im Endeffekt vielleicht auch kontrollieren zu koénnen, bietet unzaihlige
Moglichkeiten zur Entwicklung zukiinftiger Antibiotika gegen multiresistente Keime und
damit auch zur Bekdmpfung von S.aureus-Infektionen. Durch Verbinden der hier
vorgestellten Simulation mit der in der letzten Arbeit dargestellten Simulation tiber das

QS und die Biofilmbildung in S.aureus [6] lasst sich erkennen, dass der Nahrungsstress
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in S.aureus auch einen grofden Einfluss auf das QS und die Biofilmbildung und damit
auch auf die Virulenz von S.aureus hat. Nahrungsmangel fiihrt zur Hemmung von CodY
[7], was wiederum zur Enthemmung des eigentlich von CodY inhibierten Agr fiihrt. Agr
ist der zentrale Regulator des QS und damit auch, wie in Audretsch et al. [6] gezeigt, von
zentraler Bedeutung fiir die Hemmung und damit die Regulation der Biofilmbildung in
S.aureus. Die hier und in der letzten Arbeit vorgestellten Simulationen iiber SR und AS
Metabolismus sowie iiber QS und Biofilmbildung legen also nahe, dass Nahrungsstress
ein weiterer wichtiger Faktor flir die Biofilmbildung ist und zu einer verminderten
Fahigkeit von S.aureus fiihrt, Biofilme auszubilden. Es scheint also, dass S.aureus ohne
die notwendigen Ressourcen den planktonischen Zustand und damit die Méglichkeit zur
Erschliefung neuer Ressourcen anstrebt, es aber auf der anderen Seite fiir S.aureus von
Vorteil ist, so lange in einem geschiitzten Biofilm zu bleiben, wie die bendtigten
Ressourcen in ausreichender Menge vorhanden sind. Diese Arbeit stellt somit auch eine
logische und in-silico iiberpriifte Verbindung zwischen dem Nahrungsstress und der
Biofilmbildung vor, welche natiirlich in Zukunft noch durch in-vitro-Experimente
validiert und tuberpriift werden muss. Die Nahrungsverfiigbarkeit von S.aureus zu
kontrollieren und zu regulieren kann ein weiteres Werkzeug zur Manipulierung der
Biofilmbildung in S.aureus sein. Die richtige Handhabung vorausgesetzt, kann S.aureus
so zuganglicher fiir die Bekdmpfung durch das Immunsystem, aber auch fiir eine

medikamentose Therapie, zum Beispiel tiber Antibiotika, gemacht werden.

Heute bekannte und teilweise auch gefiirchtete unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen einer aggressiven Antibiotikatherapie konnten mit einer
selektiveren Therapie vermindert oder sogar vermieden werden. Ein Beispiel hierfiir ist
die pseudomembrandse Colitis, eine Infektion des Colons aufgrund eines durch die
Antibiotikatherapie hervorgerufenen Ungleichgewichts in der Bakterienflora des
Dickdarms [79]. Eines der moglichen zukiinftigen Ziele in der Nutzung der hier
vorgestellten Simulation kénnte also die Entwicklung einer Therapie gegen die SR oder
den AS-Metabolismus von S.aureus oder sogar eine gezielte antibiotischen Therapie sein.
Eine effektive und gleichzeitig selektive antibiotische Therapie, welche das Wissen
dieser Arbeit nutzt, sollte somit die bei Infektion der verschiedenen Kérperregionen und
Geweben sowie die fiir S.aureus in jeder speziellen Infektion verfiigharen Ressourcen
berticksichtigen. Dieses Antibiotikum sollte dann sehr selektiv S.aureus die Moglichkeit

zur Synthese exakt der AS nehmen, die auch schon im Milieu fehlen. Eine weitere
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Moglichkeit ware es, Substanzen zu entwickeln und zu nutzen, welche der infizierten
Region gezielt die AS entzieht, die fiir den infizierenden S.aureus-Stamm in dieser

speziellen Situation essentiell sind.

Ein fast um 24 Stunden verzogertes exponentielles Wachstum, wie es auch in dieser
Arbeit in einigen der Experimente ganz am Schluss der Wachstumskurve gefunden
werden kann, wurde schon durch Coutinho et al. [33] entdeckt und beschrieben. Sie
bezeichneten die entsprechenden AS als ,semi essentiell“, ohne aber eine Erklarung
liber den Mechanismus zu geben und ohne festzustellen, dass in einem zweiten
Wachstumsversuch diese Essentialitit nicht mehr besteht. Wenn jedoch, wie hier
dargestellt, genau dieselben Bakterien einem zweiten Wachstumsversuch unterzogen
wurden, zeigte sich ein exponentielles Wachstum von Beginn an. Diese experimentellen
Ergebnisse legen Bakterien nahe, die sich in weniger als 24 Stunden an die neuen
Umweltbedingungen angepasst haben. Eine mogliche Erklarung ist, dass der gezielte
Nihrstoffentzug nach einiger Zeit zu einer Anderung des Expressionsmusters und damit
auch zu einem anderen Proteom und schlussendlich zu einem verdanderten und
angepassten AS-Metabolismus fiihrt. Eine weitere mogliche Erklarung ist, dass dies auf
einen evolutionaren selektiven Prozess zuriickzufiihren ist, welcher nur Bakterien mit
der Fahigkeit in diesen neuen, Nahrstoff geminderten Umweltbedingungen zu

uberleben, zuriicklasst

Systembiologie ist das Studium und die Definition aller biologischer Komponenten,
Prozesse und deren Interaktionen in einem definierten biologischen System.
Synthetische Biologie ist ein technischer Versuch, neue biologische Komponenten oder
Prozesse zu konstruieren und zu designen oder bestehende Systeme und Komponenten
zu verwenden, um sie umzubauen oder neu zu arrangieren. Die Systembiologie liefert
haufig und so auch in diesem Falle, einen guten Einblick in grundlegende Systeme und
Prozesse, die Spater von groféem Nutzen in der Synthetische Biologie sein konnen. Die
Synthese der verschiedenen AS spielt aufgrund ihrer zentralen Bedeutung fiir jedes
Lebewesen natiirlich auch in der Synthetischen Biologie eine Schliisselrolle. Die hier
vorgestellten Ergebnisse, die Simulationsergebnisse mit eingeschlossen, sind ein erster
Schritt in Richtung eines AS-Metabolismus-Bausteins, welcher fiir die Synthetische

Biologie naheliegenderweise von groféem Wert ist.
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FAZIT

Das in dieser Arbeit vorgestellte Netzwerk bietet einen umfassenden Uberblick iiber
unser aktuelles Wissen in Bezug auf den AS-Metabolismus in S.aureus sowie seine
Steuerung durch SR. Es stellt das erste umfassende booleansche Netzwerk rund um SR
in S.aureus inklusive aller wichtigen regulatorischen Knoten wie CodY, RSH, und CcpA
dar. Dieses Netzwerk beinhaltet aufierdem den gesamten AS- Synthese-Metabolismus
und zeigt so nicht nur den SR-Mechanismus sondern kann, und das ist noch viel
wichtiger, auch die Effekte der SR auf den AS-Metabolismus von S.aureus im Falle von
Nahrungsstress simulieren. Das Netzwerk wurde mit den Wachstumskurven, also den
experimentellen Daten der Wachstumsexperimente, verglichen. Diese
Wachstumskurven zeigen, unter welchen Bedingungen es zur Synthese einer
bestimmten AS und damit auch zum Wachstum des getesteten S.aureus-Stammes
kommt. Somit zeigen diese Wachstumskurven auch, welche AS essenziell fiir die
unterschiedlichen getesteten S.aureus-Stimme sind. Diese experimentellen Ergebnisse
wurden also mit der Simulation verglichen und fiir die Validierung des Netzwerkes
verwendet. Dariiber hinaus wurden Vorhersagen getroffen und zusatzliche postulierte
regulatorische Verkniipfungen zwischen den Knoten eingefiigt und so die Simulation fiir
eine noch bessere Ubereinstimmung und zur besseren Erklirung der experimentellen
Ergebnisse weiter modifiziert. Diese Vorhersagen wurden dann wiederum mit den
experimentellen Daten verglichen. Es ergibt sich nun eine sehr gute Ubereinstimmung
mit den Vorhersagen und die neue Simulation zeigt somit eine verbesserte in-vitro - in-
silico-Ubereinstimmung. Mit diesem Netzwerk wird hier also ein umfassender Uberblick
iber das Wissen rund um Interaktions- und Regulations-Mechanismen in der AS-
Synthese und insbesondere auch rund um die Einfliisse und Mechanismen der SR in
S.aureus prasentiert. All dies ist implementiert in eine validierte Simulation, bereit zur

Anwendung und Testung von Theorien tiber SR und AS-Metabolismus in S.aureus.

Diese Arbeit beinhaltet sowohl eine experimentelle als auch eine simulierte Analyse
der Auswirkungen verschiedener bedeutender regulatorischer Knoten wie zum Beispiel
CodY, RSH, CcpA, das Ilv- und das Met-Operon auf die SR und den AS-Metabolismus von
S.aureus. Neben der Moglichkeit das Netzwerk anhand der Wachstumskurven zu

validieren und zu testen, zeigen die hier durchgefiihrten Wachstumsexperimente also
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nicht nur eine umfassende experimentelle Analyse der AS-Synthese-Fahigkeiten von
S.aureus, sondern auch die fiir S.aureus essentiellen AS. Die hier vorgestellte Simulation
erlaubt uns die SR genauso wie den AS-Metabolismus in S.aureus zu studieren, sie ist
getestet und validiert und stimmt sehr gut mit den Literaturdaten, aber auch mit den
experimentellen Daten liberein. Aufderdem kann das Netzwerk schnell und leicht ohne
viel technisches Wissen und grofe technische Ausstattung fiir Simulationen verwendet
werden und wurde darum oOffentlich zugdnglich gemacht. Die Bedeutung des
regulatorischen Einflusses auf das Netzwerk durch verschiedene regulatorisch
bedeutende Knoten sowie die Essentialitdt verschiedener AS wie zum Beispiel Arginin
und Prolin in manchen knock-out-Mutanten, aber zum Beispiel auch Cystein und Leucin,
wird durch die Simulation nahegelegt und durch die experimentellen Ergebnisse gut

unterstutzt.

Die essentiellen Ressourcen von S.aureus unter verschiedenen Umstdnden, aber auch
die essentiellen regulatorischen Knoten und damit die Stellschrauben des AS-
Metabolismus in S.aureus zu kennen und die Moglichkeit zu haben, die Auswirkungen
von Manipulationen und Verdnderungen an diesem System in einer einfachen und
kosteneffizienten Art und Weise zu simulieren, kann ein erster Schritt in der Erfindung,
Entwicklung und Untersuchung neuer Medikamente und Antibiotika sein und damit bei
der Bekdmpfung von S.aureus-Infektionen helfen. Mit der zuvor erwahnten Verbindung
zu meiner vorangegangenen Arbeit und dem Netzwerk iiber QS und Biofilmbildung
kénnten die Schlussfolgerungen aus dieser Simulation dariiber hinaus auch dabei helfen,
S.aureus von der Bildung von Biofilmen, zum Beispiel bei der Besiedlung medizinischer
Implantate, wie etwa Katheter, abzuhalten. Eine verbesserte Erreichbarkeit der
Bakterien durch Antibiotika, durch das Immunsystem, aber auch durch mechanische
Einfliisse wire die Folge, was eine leichtere Bekdmpfung der Infektion und Eradikation

der Erreger zur Folge haben wiirde.
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ZUSAMMENFASSUNG

Staphylococcus aureus ist einer der bedeutendsten Verursacher nosokomialer
Infektionen und kann ein breites Spektrum verschiedener Erkrankungen auslésen. Das
Bakerium kann unter verschiedensten Umweltbedingungen mit einer breiten
Ressourcenvariabilitit {iberleben. Daflir hat es eine Vielzahl von regulativen
Mechanismen zur Verfligung. Die sogenannte ,Stringente Antwort" ist wesentlich fiir die
metabolische Anpassung insbesondere hinsichtlich des Aminosdauremetabolismus. Sie
erlaubt die Expression von Biosynthese-Geneclustern und wird durch
Aminosauremangel mittels der (p)ppGpp Synthetase RSH aktiviert. Die fiihrt zur
Verringerung der intrazelluliren GTP-Konzentration und nachfolgend zur De-
Reprimierung des Transkriptionsfaktors CodY. CodY reprimiert unter nicht
limitierenden Bedingugnen viele Aminosaure-Biosynthese-Gene. CcpA ist ein weiterer
zentraler metabolischer Regulator, welcher ebenfalls einen Effekt auf die Expression
metabolischer Gencluster zeigt. Die Genomsequenzen von S. aureus Isolaten sind gut
annotiert und die RSH, CodY und CcpA abhangigen Regulons publiziert. Daneben gibt es
eine Vielzahl von Publikationen, die Aufschluss tiber einzelne metabolische Mechanism
der Aminosaure-Synthese erlauben.

Ziel dieser Arbeit war es auf Grund dieser Erkenntnisse einen integrierten Einblick
hinsichtlich des metabolischen Netzwerks von S. aureus zu erlangen. Hierzu wurde eine
in silico Analyse gewahlt bei der die Interaktion der zentralen Knoten CodY, RSH und
CcpA in einem semiquantitativen Booleansches Netzwerk (195 Knoten und 320
Kannten) der ,Stringenten Antwort“ und des Aminosdaure Metabolismus dargestellt
wurden. Jeder Knoten reprasentiert die Aktivitat einer logischen Einheit also z.B. eines
Gens aber auch seiner Produkte (mRNA und Proteine). Von mir entwickelte Logikgatter
erlauben es AND-Bedingungen korret darzustellen. Anhand von in-vitro
Wachstumsxperimenten von knockout Mutanten in Aminosdaure Mangelmedien wurde
das aus Literaturdaten erstellte Netzwerk getestet und validiert. Es zeigte sich
semiquantitativ eine sehr gute in-vitro - in-silico Ubereinstimmung von durchschnittlich
62%. Durch Postulieren und Uberpriifen zusitzliche Kanten wurde eine
Ubereinstimmung von 81% erreicht. Diese Kanten stellen in silico erfolgreiche
Erklarungen von in-vitro Phenomenen dar und miissen in weiteren Experimenten
validiert werden.

Einige S.aureus-Stimme zeigen Wachstum erst nach 24h, bei erneuter Anzucht
derselben Probe jedoch von Anfang an. Dies legt einen Anpassungsprozess nahe der
innerhalb der 24h des Experimentes stattgefunden haben muss. Ob diese Anpassung
genetisch oder regulatorisch vermittelt ist miissen weitere Experimenr zeigen.

Das hier vorgestellte, validierte und getestete Netzwerk zeigt zusammen mit den
Wachstumskurven neben den essentiellen Aminosauren der verschiedenen Stamme die
Bedeutung der zentralen Knoten CodY, RSH und CcpA, vor allem in der Feinregulation
von Stringent Response und Aminosaure Metabolismus in S. aureus. Das Netzwerk stellt
ein gut passendes theoretisches Modell der Signalkaskaden dar, es liefert Vorhersagen
liber Mutationen fiir jeden Knoten im Netzwerk und bietet damit die Mdéglichkeit zur
schnellen und kostengiinstigen Analyse. So erlaubt es ein besseres Verstandnis
metabolischer Anpassungsstrategien sowie essentieller Aminosauren von S.aureus.
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APPENDIX

Tabelle 1: Knoten und Kanten

Knoten Aktivierende Efferenz zu: Inhibierende Efferenz
Zu:
(P)ppGpp psmal-4 [24] Tsf [9]
psmf1,2 [24] rpsL [9]
rpsB [24]
infB [9]
guaC [9]
DnaG [26]
2-Oxoglutarate Glutamate [76, 8, 80, 81]
3-Phosphoglycerat Phosphoenolpyruvat [76, 8]
Serin [32, 82]
6-P-Gluconat Ribulose-5-Phosphat [83]
6-P-Gluconolacton 6-P-Gluconat [84, 85]
ABC Transporter - -
acetyl-CoA Citrat [76, 8, 80]
AcnA 2-Oxoglutarate [76, 80]
Agr - -
AHB Isoleucin [32, 86, 25, 7]
Alanine AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
Pyruvat [76]
Ald1 Alanine [76]
Pyruvat [76]
Ald2 Alanine [76]
Pyruvat [76]
alpha-Ketobutyrat AHB [32, 86, 25, 7]
alpha-Ketoglutarat - -
alpha-Ketoisovalerat Valin [32, 86, 25, 7]
Leucin [32, 25, 7]
ArcB1/ArgF Citrulline [39, 32]
ArgGH Arginine [39, 32]
Arginine Ornithin [39] tRNA [31]
AS-loaded tRNAs [31]
Arg]BCD Ornithin [39, 32]
AroACL Chorismate [32, 87]
AroBDEF Shikimat [32, 87]
ASAT Aspartat [88, 89]
Asd Asp. Semialdehyde [32, 90]

AS-loaded tRNAs

Translation [31]

asnA

Aspartat [88, 89]
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Asparagin-tRNA-Asn

Translation [31]
Aspartat [88, 89]

Aspartat Aspartat Semialdehyde [32, 90]
Aspartat-tRNA-Asn [91, 92]
Aspartat Semialdehyde | Lysine [32, 90]

Homoserin [32, 90]

Aspartat-tRNA-Asn

Asparagin-tRNA-Asn [91, 92]
Translation [31]

Asp-tRNA-Synthetase

Aspartat-tRNA-Asn [91, 92]

ATP

c-di-AMP [93]

brnQ1

capA-P

CcpA

Tpi [8]
Pgk [8]
ilvDBC-leuABC-ilvA [75]

ArgGH [39]
RocD [39]

RocF [39]

ProC [39]

PutA [39]
arcB1/ArgF [39]
gnd [8]

ald1 [8]

ald2 [8]

c-di-AMP

RSH [94]

Chorismat

Indolglycerol-P [32, 87, 95]
Tyrosin [32, 87, 96]
Phenylalanine [32, 87, 96]

Citrat

2-Oxoglutarate [76, 80]

Citrulline

Arginine [39, 32]

clpC

CodY [97]

CodY

[IvCD [9]
IlvB [9]
ThrBC [28]
hla [73]
icaABCD [73]
brnQ1 [9]
sodA [7]
capA-P [7]
KatA [7]
sasG [7]
LeuA-C [9]
metICFE-mdh [74]
Agr [73]
ThrA [7]
Hom [7]

Collagen

Prolin [39]

CysEKM

Cystein [32, 98]
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Cystathionin

Homocystein [32, 99, 100]
Pyruvat [32, 99, 100]

Cystein Cystathionin [32, 99, 100] tRNA [31]
AS-loaded tRNAs [31]
DacA c-di-AMP [93]
DapABCDEX Lysine [32, 90]
Dat Alanine [76, 101]
Pyruvat [76, 101]
Glutamate [76, 8, 80, 81]
DHAP GA3P [76, 8, 80]
Diaminopyrimidin folA [11]
DnaG Replikation [26]
drp35 6-P-Gluconat [84, 85]
Eno Phosphoenolpyruvat [76, 8]

Erythrose-4-Phosphat

Sedoheptulose-7-Phosphat
[84, 102]

GA3P [84,102]

Shikimat [32, 87]

FbaA DHAP [76, 8, 80]
GA3P [76, 8, 80]

FemC Glutamine [76]

folA THF [11]

folP THF [11]

Fructose-6-Phosphate

DHAP [76, 8, 80]

GA3P [76, 8, 80]
Xylose-5-Phosphat [83]
Erythrose-4-Phosphat [83]
Sedoheptulose-7-Phosphat
[84, 102]

GA3P 3-Phosphoglycerat [76, 8, 80]
Xylose-5-Phosphat [83]
Erythrose-4-Phosphat [83]
Ribose-5-Phosphat [83]
GapAl 3-Phosphoglycerat [76, 8, 80]
GatCAB Asparagin-tRNA-Asn [91, 92]
Glutamine-tRNA-GIn [91, 92]
GdpP c-di-AMP [93]
Glk Glucose-6-Phosphate [76, 8, 80]

GIn-tRNA-Synthetase

Glutamine-tRNA-GIn [91, 92]

GItA

Citrat [76, 8, 80]

Glucose

CcpA [8]
Glucos-6-Phosphate [76, 8, 80]

Glucose-6-Phosphat

6-P-Gluconolacton [83, 103]
Fructose-6-6Phosphat [76, 8, 80]
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Glutamate

Ornithin [39, 32]

Glutamine [76, 32]
Glutamate-tRNA-GIn [91, 92]
alpha-Ketoglutarat [32, 104]
Histidinol-P [32, 104]

Glutamate-tRNA-GIn

Glutamine-tRNA-GIn [91, 92]
Translation [31]

Glutamine

Glutamine-tRNA-GIn [91, 92]

Glutamine-tRNA-GIn

Translation [31]

Glu-tRNA-Synthetase

Glutamate-tRNA-GIn [91, 92]

GlyA

Serin [76, 32]
THF [76, 32]
Glycerin [76, 32]

Glycin Serin [76, 32] TRNA [31]
N5-N10-Met-THF [76, 32]
AS-loaded tRNAs [31]
THF [76, 32]
gnd Ribulose-5-Phosphat [83]
GTP CodY [25]
guaC - -
HisAEGHI IG3P [32, 89]
HisB Imidazolacetal-P [32, 104]
Histidinol [32, 104]
HisC alpha-Ketoglutarat [32, 104]
Histidinol-P [32, 104]
HisD Histidin [32, 89]
Histidin AS-loaded tRNAs [31] TRNA [31]
Histidinol Histidin [32, 89]
Histidinol-P Histidinol [32, 104]
hla - -
Hom Homoserin [90, 99, 74]
Homocystein Methionin [32, 99, 100]
Homoserin Threonin [76, 32]
Cystathionin [99, 100]
Hpr CcpA [105]
icaABCD PIA [106]
Icd 2-Oxoglutarate [76, 80]
IG3P Imidazolacetal-P [32, 104]
[le-tRNA Translation [31] ABC Transporter [25]

[le-tRNA-Synthetase

lle-tRNA [9]

TRNA [9]

[IvA

Pyruvat [76]
alpha-Ketobutyrat [32, 25, 7]

[lvB

AHB [32, 86, 25, 7]
alpha-Ketoisovalerat
[32, 86, 25, 7]
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[lvCD

Isoleucin [32, 86, 25, 7]
alpha-Ketoisovalerat
[32, 86, 25, 7]

ilvDBC-leuABC-ilvA

LeuA-C [28]
ILVCD [28]
[lvB [28]

IIVE

Isoleucin [32, 86, 25, 7]
Valin [32, 86, 25, 7]
Leucin [32, 25, 7]

Imidazolacetal-P

alpha-Ketoglutarat [32, 104]
Histidinol-P [32, 104]

Indolglycerol-P

Tryptophan [32, 87, 95]
GA3P [32,87,95]

Indolmycin trp-tRNA Synthetase [12]
infB Translation [9]
[soleucin [le-tRNA [9] tRNA [9]
CodY [7]
KatA - -
LeuA-C Leucin [32, 25, 7]
Leucin AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
LysA Lysine [32, 90]
LysC Aspartat Semialdehyde [32, 90]
Lysine AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
MetC Homocystein [32, 99, 100]
Pyruvat [32, 99, 100]
MetEH Methionin [32, 99, 100]
MetF N5-Met-THF [76, 100]
Methionin met-tRNA [74] tRNA [74]
SAM [32, 99, 100]
metICFE-mdh MetL [74]
MetX,1 [74]
MetC [74]
MetEH [74]
MetK [74]
MetF [74]
MetK SAM [32, 99, 100]
MetL Aspartat Semialdehyde [32, 90]
Homoserin [32, 90]
met-tRNA Translation [31]
Met-tRNA-Synthetase met-tRNA [74] tRNA [74]

MetX,1

Cystathionin [99, 100]

Mupirocin

[le-tRNA Synthetase [12]

N5-Met-THF

Methionin [32, 100]

N5-N10-Met-THF

THF [76, 32]
Serin [76, 32]
N5-Met-THF [76, 32]
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Ornithin

Citrulline [39, 32]
Prolin [39, 32]

Oxalacetat Citrat [76, 8, 80]
Aspartat [88, 89]
PABA THF [11]
PdhABCD acetylCoA [76, 8, 80]
PfkA DHAP [8, 80]
GA3P [8, 80]
Pgi Fructose-6-Phosphate [76, 8, 80]
Pgk 3-Phosphoglycerat [76, 8, 80]
Pgm Phosphoenolpyruvat [76, 8]
PheA Phenylalanine [32, 87]
Phenylalanine AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
Phosphoenolpyruvat Pyruvat [76, 8]
Shikimat [32, 87]
Chorismat [32, 87]
PIA - -
ProC Prolin [39]
Prolin AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
Ornithin [39]
PRPP Indolglycerol-P [32, 87, 95]
IG3P [32, 89]
prsA PRPP [83]
psmALPHA1-4 - -
psmBETA1,2 - -
PutA Ornithin [39]
Pyc Oxalacetat [76, 8, 80]
Pyk Pyruvat [76, 8]
Pyruvat Alanine [76]
AHB [32, 86, 25, 7]
acetylCoA [76, 8, 80]
Oxalacetat [76, 8, 80]
alpha-Ketoisovalerat
[32, 86, 25, 7]
RelP/Q (p)ppGpp [27] GTP [27]
Replikation - -

Ribose-5-Phosphat

PRPP [83]

Ribosom

Translation [31]

Ribulose-5-Phosphat

Ribose-5-Phosphat [103]

RocD

Prolin [39]
Ornithin [39]

RocF Ornithin [39]

rpe Ribulose-5-Phosphat [107]
rpiA Ribose-5-Phosphat [103]
rpsB Ribosom [24]

rpsL Ribosom [9]
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RSH (P)ppGpp[9] GTP [9]
SAM - -
sasG - -
ScpA Prolin [39]
Sedoheptulose-7- Ribose-5-Phosphat [83]
Phosphat Xylose-5-Phosphat [83]
SerABC Serin [32, 82]
Serin Cystein [32, 98] tRNA [31]
Glycin [76, 32]
Pyruvat[76]
Tryptophan [32, 87, 95]
GA3P [32,87,95]
AS-loaded tRNAs [31]
Shikimat Chorismat [32, 87]
sodA - -
SspB Prolin [39]
Stk1 CcpA [105]
Sulfonamide folP [11]
tal Sedoheptulose-7-Phosphat
[84, 102]
GA3P [84,102]
THF Glycin [76, 32, 100]
ThrA Aspartat Semialdehyde [32, 90]
Homoserin [32, 90]
ThrBC Threonin [76, 32, 7]
Threonin AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
alpha-Ketobutyrat [32, 25, 7]
tkt Xylose-5-Phosphat [83]
Erythrose-4-Phosphat [83]
Ribose-5-Phosphat [83]
Tpi GA3P [76, 8, 80]
Translation - -
tRNA RSH [24, 9, 12]
tRNA Synthetase AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
tRNA-Asn Aspartat-tRNA-Asn [91, 92]
tRNA-GIn Glutamate-tRNA-GIn [91, 92]
TrpAB Tryptophan [32, 87, 95]
GA3P [32,87,95]
TrpCDEF Indolglycerol-P [32, 87, 95]
trp-tRNA Translation [31]
Trp-tRNA-Synthetase trp-tRNA [12] tRNA [12]
Tryptophan trp-tRNA [12] tRNA [12]
tsf Translation [31]
TyrA Auszuschliefden [32, 87]
TyrB Auszuschliefden [32, 96]
Auszuschliefden AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
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Auszuschliefdende AS-loaded tRNAs [31] tRNA [31]
VitB12 Methionin [32, 100]

Xylose-5-Phosphat Ribulose-5-Phosphat [107]

YbbR c-di-AMP [108]

zwf 6-P-Gluconolacton [83, 103]

Diese Tabelle zeigt in der ersten Spalte alle Knoten des simulierten Netzwerks. In der zweiten Spalte sind die

aktivierenden und in der dritten Spalte die inhibierenden Efferenzen dargestellt; jeweils mit der zugehorigen

Referenz.
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Abbildung 1: In-vitro - in-silico Vergleich: Im oberen Teil jeder Abbildung sind die Daten der
Wachstumsexperimente in den Mangelmedien ohne die jeweilige AS aufgetragen. Die verschiedenen knock-out
Mutanten sind hier anhand der verschiedenfarbigen Kurven dargestellt. Im mittleren und unteren Teil jeder
Abbildung ist die in-silico Syntheseleistung der jeweiligen AS unter den verschiedenen knock-out Bedingungen
dargestellt. Die mittlere Grafik zeigt die Simulationsergebnisse von Netzwerk 1; die untere Abbildung zeigt die
Simulationsergebnisse von Netzwerk 2.
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Abbildung 2d: NAND Gatter
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XNOR Gate: wi I : I
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Abbildung 2g: XNOR Gatter

Abbildung 2a-e: Booleansche Logikgatter: Hier dargestellt sind die verschiedenen Logikgatter, inklusive
der jeweiligen Wahrheitstabellen, der in-silico Konstruktionen, der booleanschen Schreibweisen und
Darstellungen sowie der Reaktion der Knoten in der Simulation. Unterhalb der Simulationsgrafik sind die

jeweiligen Pertubationen dargestellt.
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Abbildung 3e: relP/Q-; rsh-; codY-

Abbildung 3a-e: Wachstumskurven: Wachstumskurven der verschiedenen Mutanten (a:WT; b: codY-; c:

ccpA-; d: rsh-; e: relP/Q-, codY-, rsh-) in unterschiedlichen AS Minimalmedien.
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Abbildung 4: Sekundires Wachstum: In Griin ist die Wachstumskurve der jeweiligen Mutante im
jeweiligen AS-Mangelmedium dargestellt. Am Ende des Experiments zeigen alle hier dargestellten
Wachstumskurven einen starken Anstieg des Wachstums. In Blau sind die jeweiligen Mittelwerte der
experimentellen Durchgénge dargestellt. In Rot ist das Wachstum derselben Bakterien wie in der griinen Kurve
in einem zweiten Wachstumsexperiment dargestellt. Hier zeigen die Bakterien ein starkes Wachstum von Beginn

an, was einen adaptiven Prozess nahelegt.
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Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Wachstumsmedien

Chemikalien und Medien

Name Zusammensetzung/Typ | Menge | Firma/Ort

CDM A-G werden gemischt und in den B-Gruppen jeweils eine der AS weggelassen

A auflésen in Aqua Bidest 10ml Eigene Herstellung
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) | 100mg Merck; Darmstadt; Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) | 500mg Merck; Darmstadt; Deutschland

Bl auflésen in Aqua Bidest 100ml Eigene Herstellung
L-Tryptophan 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
L-Tyrosin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
L-Phenylalanin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA

Bl auflésen in Aqua Bidest 100ml Eigene Herstellung
L-Cystein 50mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
L-Histidin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
L-Methionin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA

Bl auflésen in Aqua Bidest 10ml Eigene Herstellung
L-Glutamin 200mg Serva Feinbiochemica; Heidelberg; Deutschland
L-Glutamat 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Glycin 100mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
L-Prolin 100mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA

B IVa auflésen in Aqua Bidest 10ml Eigene Herstellung
L-Isoleucin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
L-Leucin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
L-Threonin 200mg Merck; Darmstadt; Deutschland
L-Valin 100mg Merck; Darmstadt; Deutschland

B IVb auflésen in Aqua Bidest 10ml Eigene Herstellung
D/L-Alanin 100mg Merck; Darmstadt; Deutschland
L-Arginin 100mg Merck; Darmstadt; Deutschland
L-Aspartat 100mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
L-Lysin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Hydroxy L-Prolin 100mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
L-Serin 100mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
L-Asparagin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA

C auflésen in Aqua Bidest 200ml Eigene Herstellung
p-Aminobenzolsidure 2mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
Biotin 2mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Folsdure 8mg Merck; Darmstadt; Deutschland
Niacinamid 10mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
3-Nicotinamid Adenin Dinucleotid 25mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Panthothenat Calcium Salz 20mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Pyridoxal/Pyridoxinsdure B6 10mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
Pyridoxamin Dihydrochlorid 10mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Riboflavin 20mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Thiamin Hydrochlorid 10mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Vitamin B12 1mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA

D auflésen in Aqua Bidest 100ml Eigene Herstellung
Glucose 20g AppliChem; Darmstadt; Deutschland

E auflésen in Aqua Bidest 40ml Eigene Herstellung
HCL (2N) 10ml Merck; Darmstadt; Deutschland
Adenin 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
Uracil 100mg Sigma-Aldrich(Fluka); St. Louis, Missouri; USA
Guanin Hydrochlorid 100mg Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA

F auflésen in Aqua Bidest 10ml Eigene Herstellung
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat | 4607mg | Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri; USA
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G auflésen in Aqua Bidest 20ml

Eigene Herstellung

Natriumhydrogenphosphat * 2 H20

3195mg

Merck; Darmstadt; Deutschland

Magnesiumsulfat * 7 H20

700mg

Merck; Darmstadt; Deutschland

Calciumhydrochlorid * 2 H20 10mg

Merck; Darmstadt; Deutschland

10xPBS (Phosphate buffered saline)
NaCl 170g Merck; Darmstadt; Deutschland
Na2HPO4 * 12 H20 28.46g Merck; Darmstadt; Deutschland
KH2PO4 2.7g Merck; Darmstadt; Deutschland
H20 2000ml

Tabelle 3: Verwendete Software, Gerite und Materialien

Software, Geriite und Materialien

Gerit/Material

Type

Firma/Ort

Petrischalen

Greiner Bio-One; Frickenhausen; Deutschland

Test-tubes Schott; Mainz; Deutschland
Amersham Bioscience/GE-Healthcare;
Photometer Ultrospec 2100 pro Fairfield, Connecticut; USA
37°C Shaker HT-Infors Infors; Bottmingen; Schweiz
One-way pipette Corning Incorporated; Corning, New York; USA
Hirschmann Laborgerdte; Herrenberg;
Pipettor Pipetus Deutschland
Pipette Eppendorf; Hamburg; Deutschland

Pipettenspitzen

Greiner Bio-One; Frickenhausen; Deutschland

1.5ml Cups

Eppendorf; Hamburg; Deutschland

1.5ml Crew Cups

Eppendorf; Hamburg; Deutschland

Plastic tubes 50ml; 20ml

Becton Dickinson; Franklin Lakes, New Jersey;
USA

ThermoScientific; Waltham, Massachusetts;

Zentrifuge Multifuge 3 SR USA
Vortexer Julabo Paramix 3 Julabo Labortechnik; Seelbach; Deutschland
96 well Platte Cellstar 96 well, sterile, U-bottom Greiner Bio-One; Frickenhausen; Deutschland

Tecan Reader

Tecan infinite M200 Pro

Tecan Group Ltd.; Mannedorf; Schweiz

Waage

Kern 510

Kern und Sohn; Balingen-Frommern;
Deutschland

Magnetrihrer

lkamag RCT

lka; Staufen; Deutschland

Sterile Filter 0.22um

Millex-HA, Syringe driven Filter

Merck, Millipore; Billerica; MA, USA

Tecan Software

Tecan I-Control Version 3.7.4.0

Tecan Group Ltd.; Mannedorf; Schweiz

yEd-Designer (v3.14.1)

Network construction Software

yWorks GmbH Tiibingen; Deutschland

Jimena

Network simulation Software

(57]
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