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1 Einleitung 2

1.1.Streptococcus pneumoniae

Das humanpathogene BakteriBtreptococcus pneumoniéauch als Pneumococcus bekarvatirde

im Jahre 1880 unabhangig voneinander und fast zeitgleich von Louis P&stst@tufet al,, 188) in
Frankreich und von George Mill&ternberg (Sternberg, 1881) in den USAdeckt und beschrieben.

S. pneumoniagéahlt zu den Grarpositiven MilchsaurebakterienL@ctobacillale$. Da diese einen
niedrigen GGGehalt von unter 50 mol % aufweisen, werden sie dem Clostrdineig zugordnet
(Schleifer und Ludwig, 1995). Diese Bakterien sind fakultativ anaerob, nicht sporulierend, gnbewe
lich, Katalase und Oxidasenegativ. Sie betreiben zur Energiegewinnung eine homofermentative
Milchsauregarung und sind fur ihre begrenzte Biosynthesefahiggdeannt. FUr ihr Kultiverung wird

daher ein seimynthetisches Komplexmedium (Lacks und Hotchkiss, 1960) verwendet, das sowohl
eine Kohlenstoffquelle, als auch Aminosauren, Pyrimidine, Purine, Cholinchlorid, und Vitamine en
halt und den hohen Nahrstoffarderungen der Streptokokken somit gerecht wird. Das Wachstum
dieser Bakterien auf Festmedium erfordert dagegen den Zusatz von Blut oder Serum (Hardie und Wh
ley, 1995).In Abb. 1.1 ist die kokkale Morphologie vé@& pneumoniaeu sehenDie Bakterienze#n

haben een Durchmesser von 0155 pm und sind rund bis lanzettenformige. Sie wachsen entweder
an derBasis paarweise aneinander gelagert, wasudgpriinglichen Nam®iplococcus pneumoniae
erklart, odein Ketten mit unterschiedlicher bge.

Abb. 1.1: Morphologie von S. pneumoniaeA: Zu sehen ist die typische diplokokkale Morphologie #n
pneumoniaeQuelle: Roger Harris/Scieree Photo Library http://www.sciencephotoom/media/13055/enlarge
B: Dargestellt ist eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme dessiMashvonStreptococcus spem

kurzen Ketten. Quellénttp://www.ultrastruktubio.Imu.de/de/bilder/rem_sw/web_bilder _1/02_streptococcus

l.ipg

Streptokokken kénnen anhand ihres unterschiedlichen Hamolyseverhaltens auf bluthaltigen, festen
Kulturmedien differenziert werden (Brown, 191Bgbei wird zwischen Streptokokken untersdiein,
di e ent weHimalyseeeinmBlamblyse (echten &nolyse) oder eine-Hamolyse keine
Hamolyse) aufweisenDer in dieser Arbeit verwendete Starm®n pneumoniagehért zu denl-

hamolysierenden Streptokokken, da um die Bakterienkolonie eine Vargyigles Mediums beoldac


file://fp0.uni-kl.de/DFS/tu/bio/micro/Benutzer/kapeters/Downloads/Roger%20Harris/Science%20Photo%20Library
http://www.sciencephoto/
http://www.ultrastruktur/
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tet wird, was auf eine partielle Ver&nderung und Entfarbung der Erytrozyten zurtuckzufihf&n ist.
pneumorae kann weiterhin aufgrund seiner Empfindlichkeit gegen Optochin (Bowers und Jeffries,
1955) von anderen vergrinenden Strepkéen abgegrenzt werdeldeutzutage werden zur Diffare
zierung unteschiedlicherStreptococcus sspmeben physiologischen und morphologischen Methoden,
vor dlem moderne molekularbiologische Methoden, die MLST Multi LocusSequencelyping)

bzw. MLSA (Multi LocusSequence Analysis) verendet (Enright und Spratt, 1998; Hanageal,

2005).

NebenS. pyogenesndS. agalactiaeahltS. pneumoniazu den wichtigsten humanpathogenen |stre
tokokken (Hardie und Whiley, 1995; Patterson, 1991), die in den Wjetesmen typische Infekti

nen hervorrufenS. pneumonia@erursacht eine Vielzahl an unterschiedlichen Erkrankungerm-ang
fangen bei relativ mild verlaufenden Formen wie beispielsweise die Mittelohrentziindung (®titis m
dia) und die Nasennebenhdhlenentziimgd(Sinusitis), bis hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen
wie Sepsis, Lungenentziindung (Pneumoniae), eine bestimmte Form der Hirnhautentziindumg (Meni
gitis), Bakteridmie und Herzinnenhautentziindung (Endokardifs)Jdman und Klugman, 1997,
Musher, 1992Tomasz, 2000)Jahrlich sterben weltweit Gber eine Millionen Menschen an den Folgen
einer PneumokokkeBrkrankung (1,6 Millionen Todesfélle laut WHO: Attai al, 2008). Pneuot
kokkenInfektionen finden sich dabei meist bei Menschen mit einem schwacmeuansystem, daher
gehdren Kinder im Alter unter funf Jahren und altere, geschwachte oder bereits durch eine andere
Krankheit vorbelastete Personen den RisikogrupperBei bis zu 60 % der Bevolkerung besiedeln
die S. pne@moniaeBakterien die Schleimhautesl Nasophaynx, ohne dass sich Krankheitssymptome
zeigen (Mitchell, 2003). Pathogefe pneumonia8&tdmme besitzten als Hauptvirulenzfaktor dieyPol
saccharidkapsel, die afmthagozytisch wirkt (Jonssaat al, 1985), dasie das Bakterium vor der &h
gozytosedurch Makrophagen des Immunsystems schitzt und zusatzlich die Anheftung an das Wirt
gewebe verstarkt (Nelsaet al, 2007). Inzwischen sind weltweit 93 versclaee KapselSerotypen

von S. pneumoniabekannt und beschrieben (van Datal, 1990; Bentleyet al,, 2006; Parlet al,

2007; Yuet al, 2008; Bré&cheret al, 2010).

In der Geschichte der Mikrobiologie wurde das Bakterginpneumoniaé 928 dur ¢ h g-Gr i f f i t
weisendes Experiment bekannt. Dem Bakteriologen Frederick Griffith gelang es anhdfxpeen
menten mit Pneumokokken zum ersten Mal die Transformierbarkeit des Hauptvirulenzfaktors dieser
Bakterien, der Kapsel, nachzuweisen (Griffith, 1928). Spater konnten Oswald Avery, Colin MacLeod
und Maclyn McCarty, anhand von eleganten Versuchen natifinkokken, die DNA als Trager der
genetischen Erbinformation identifizieren und damit die molekulare Grundlage defoFmaation
erklaren (Averyet al, 1944). Avery und seine Kollegen verwendeten fur die Durchfiihrung deun-Vers
che neben den pathogeneeképselten Stamm auch den kapselfreien, apathogenen Sapmai-
moniaeR36A (Averyet al, 1944). Aus dem Stam®& pneumoniaB®36A wurden der ebenfalls uab

kapselten Stamr8. pneumonia®6 isoliert, der eine sehr hohe Transformierbarkeit aufwies fHotc
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kiss, 1952; Ottolenghi und Hotchkiss, 1962). Dieser Stamm wurde innerhalb dieser Arbeisals Au

gangsstamm verwendet.
1.2 Penicillin-Bindeproteine in S. pneumoniaaind 3-Laktamantibiotika
1.2.1 Peptidoglykansynthese und PenicillsBindeproteine in S. pne&imoniae

Die Zellwand, die den Bakterienzellen ihre Form verleiht, setzt si&h jpneumoniaeu etwa gle

chen Teilen aus Teichonsauren und Peptidoglykan (Murein) zusa(viosser und Tomasz, 1970).

Das Peptidoglykan liegt dabei als mehrlagige Schicht vorsteiti eine formgebende, spezifische und
essentielle Komponente der Bakterienzellwand dar. Die Hauptfunktion dieses Makromoéskeits b

in der Aufrechterhaltung der Zellintegritat. Weiterhin ist Peptidoglykan an lebensnotwendiges Proze
sen, wie dem ZeNachstum und der Zellteilung, bdigt und fungiert fir Proteine, Kapsel
Polysaccharide, Wandind Lipoteichonsauren als Gertist zuraf&erung.

Peptidoglykan besitzt eine heteropolymere Struktur und setzt sich aus den Zuckerderivaten N
Acetylmuraminsaureund N-AcetylglukosamirEinheiten und dem Uber die kigigruppe der N
Acetylmuraminsdure gebundenen Pentapeptid zusammen, die alternierendlidbgtyRosidische
Bindungen miteinander verknupft sind. Durch die zzigdite Quervernetzung der Pentapeftigisge
erreicht das Peptidoglykan erst seine vollstandige Stabilitdt. Das Pentapeptid setztSiginbeio-

niae aus den Aminosauren-Alanin, D-Glutamin und zwei endstandigenAdanin zusammen. Die
Quervernetzung erfolgt dabei entweder Uber direkteidtaptungen oder Uber Interpeptidbriicken (L
Alanin-L-Serin oder EAlanin-L-Alanin) (Vollmer, 2007 und die Referenzen). Dasistandige D
Alanin des Pentapeptids wird abgespalten, was wiederum Energie fir Transpeptidierungsreaktion li
fert. Der Grad der Queernetzung ist in diversen Pneumokoki&idmmen unterschiedlich starksau
gepragt, dabei weisen einige resistente Stamme ein stark verzweigtes Murein aufBCGstosat al,

1988; GarcieBustos und ®masz, 1990; Severin und Tomasz, 1996).

Die Peptidoglkanbiosynthese ist ein komplexer Prozess, der sich aus mehreren Teilschritten zusa
mesetzt, in verschiedenen Kompartimenten der Zelle stattfindet und an dem uber 20 verschiedene
Enzyme beteiligt sind (Vollmer, 2007 und Referenzen). Grob lasst sich dieeSgnin drei Schritte
unterteilen, die im Zytoplasma, an der Zytaptamembran und an der Zellwand der Pneumokokken
anlaufen. Im ersten Schritt der Peptidoglykansynthese wird im Zytoplasma in einer Reihe von Reakt
onen das Molekil UDM-AcetylmuraminPentgeptid synthetisiert. Dieses Molekll wird zur @yt
plasmamembran transportiert und auf Undekaprenylphosphat (auch Bactoprenol), einem neembrang
bundenen Lipidcarrier Ubertragen. Dadurch wird das Lipid | gebildet {fechaind Pinho, 2005).
AnschlieRend wirdlieses mit NAcetylglukosamin verknulpft, wobei das Lipid Il entsteht. Zur Sgnth

se der Interpeptidbriicke werden die entsprechenden Aminosaurereste durch Antilgzaseyl ang-

fugt (Filipe und Tomasz, 2000; Weber al, 2000). Das dastandene Disaccharldeptapeptid wird

mi t Hi |l fe eines n o-déchanismgseziripéripldsmatischarFSeite plgr ysopld
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mamembran transportiert (Bouhesssal, 2008) und dort durch Transpeptidierungsd Transglykos
lierungsreaktionen, die durch die PenicilBindeproteine katalysiert werden, in die Zellwand eing
baut (Bouhset al,, 2008).

Die Abb. 1.2 A zeigt eine schematische Darstellung der Grundstruktur des PeptidoglyBapsén
moniae.Die durch PenicillinBindeproteine (PBPs) katalysierten ReaktionenZellwandbosynthese
sind dabei durch farbige Pfeile markidbie TranspeptidasAktivitat (Abb. 1.2 A) ist fur die Que
vernetzung von glykangebundenen Peptidketten zustandig. Durch die Abspaltung desigedsizand
Alanins der Pentapeptidkette wird dérad der Quervernetzung indirekt reguliert, da dieakl an
PentapepticEinheiten fur die Transpeptigung limitiert wird (Severinet al, 1992; Morlotet al,
2004). Fur diese D frarboxypeptidase Aktivitét ist iS. pneuroniaedas PBP3 zustéandig (Abb.2).
Die PenicillinBindeproteine 1a, 1b und 2a sind bifunktional und somit auch fir die Transglgkosyli

rung von NAcetylmuraminsaure und-i®cetylglukosamin zustiilig (Abb. 1.2).

A B

GlcNAc '—
— PBP1a

Transglykosylase -—
T—

PBP2x

S <— PBP2a
~ PpBP2b
(0-A12)
s
@-6in)
s PBP3
@D,
{MurNAcI I GIcNAcI IMurNAcI Imcm\c }—

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Grunstruktur des Peptidoglykans in S. pneumoniaeund die
katalysierten Reaktionen der PBPs. ADargestellt ist das Rickgrat des Peptidoglykans, das aus denealterni
renden ZuckerderivateN-Acetylglykosamin GIENAC) und N-AcetylmuraminsaureMurNAc) besteht, d& 3

1,4 glykosidisch miteinander verkniipft sind. Die Quervernetzung der Peptidoglykanstrange erfolgt i#er Pent
peptide, die entweder Uber eine Interpeptidbriicke oder direkitnanitder verknipft sind. Die drei Reaktionen,
die von den PBPs katalysiert wlen {TranspeptidierungTransglykosilierungund D,D-Carboxypeptidierung
sind durch farbige Pfeile gekennzeichrigt.Gezeigt ist ein Fluorogramm der sechs PBPsSuysneumoniae
R6. Die Proteine wurden zuerst mit BocillthFL markiert anschlieRende migeSDSPAGE aufgetrennt. A-
hand der Farben sind die Funktionen der einzelnen PBPs, die bereits in Abb. 1.2 B zu sehen sintéinzenentne

Penicillin-Bindeproteine konnten in allen Eubakterien nachgewiesen werden, die in der Lage sind
Peptidoglykan zu syhetisieren. Dabei verfugt jede Bakterienspezies Uber ein charakteristisches Set
an PBPsPenicillin-Bindeproteine kénnen mit dem fluoreszierenden Penicitéfivat Bocillin™FL
oder einem anderen radioaktives &tamDerivat markiert und somit in einefluorogramm sich

bar gemacht werden (Abb. 1.2 B)ie Nummerierung der PeniciliBindeproteine erfolgt irs. pne-

moniaenach ihrem molekularen Gewicht in abnehmender Reihenfolge (Denapaite 2007).Die
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sechs verschiedenen PBPs, 8iepneumoniabesitzt (Hakenbeclet al, 1986), werdemnhand ihres
Molekulargewichts und der Domanenstrukture in hochmolekulagé (nolecularweight: hmw) PBP
der Klasse A oder B, und niedermoledrel (ow molecularweight: Imw) PBPs unterteilt (Goffin und
Ghuysen, 198; Goffin und Ghuysen 2002; &dheboeukt al, 2006; Sauvaget al, 2008) (Abb. 1.3).

S*XXK SXN KT(S)G
[ | Klasse A hmw PBP: 1a, 1b, 2a

Transpeptidase

Transpeptidase

D,D-Carboxypeptidase

N-terminale Domane Penicillin-binde Domane C-terminale Domane

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Aufbaus der sechs PeniciHBindeproteine ausS. pneunoniae.

Die Doméanenstruktur der sechs PBPs @upneumoniawird durch Balken angedeutet. Die peniclbmdende
TranspetidaseDomane ist als schraffierter Balken dargestellt. Innerhalb dieser Doméane befinden sich die drei
konservierten Aminosauremotive S*XXK, SXK und K(T/S)G, die als rote Dreigggkennzeichnet sind. Das
aktive Serin ist dabei mit * markiert und X steht fir variable Aminosauben.hydrophobe Transmembranb
reich am NTerminus der hmw PBPs, der als Manananker fungiert, ist als schwarzes Quadrat gezeigt. Das
Imw PBP3 besitzt daagen eine amphiphile Helixstruktur amt€@minalen Ende, die dieses PBP an die Mem
ran assoziiert. Diese ist ebenfalls als schwarzes Quadrat zu Badearertreter der Klasse A und B hmw und
Imw PBPs sind rechts angdagen. Alle sechs PBPs verfligen tbareelranspeptidasBeoméane. Die PBPs der
Klasse A hmw besitzen zusétzlich eingddminale Transglykosyladeoméane(nach Hakenbeck, 1998Abk.:
hmw: high molecular weight, Imw: low molecular weight, PBP: PHirieBindeprotein.

Alle PBPs besitzen eine Heiflin -Binde Doméane, die wiederum drei konservierte Aminosauremotive
(Abb. 1.3) beinhaltet. Aufgrund dieser Homologieboxen und struktureller Gemeinsamkeitian we
die PBPs zusammen mit derL8ktamasen in die Superfamilie decyl-SerinTransferasen eirgeilt
(Ghuwysen, 1991). Die hmw PBPs sind uber eine hydrophobe Membranregiont@mmiNalen Ende

in der Zytoplasmamembran verankert (Abb. 1.3). Des Weiteren besitzen sie eine kurze zyteplasmat
sche Reipn am NTerminus und eine @rminale Domane.

Von den hmw PBPs der Klasse B PBP2x und PBPb ist bekannt, dass Siepiieumoniaessentiell
sind, da Deletionsund Inaktivierungsvesuche fehlschlugen (Keéit al, 1993). Die hmw PBPs der
Klasse A: PBP1la, PBP1b und PBP2a konnten dagegen einzeln deletiéenwBis auf das Paar
pbpld pbp2akonnten auch Doppelmutanten erstellt werfieaiket al, 1999; Hoskingt al., 1999).
Aufgrund dieser Daten wird vermutet, dass entweder PBP1la oder PBP2a fur datukWangitig ist
(Paik et al, 1999; Hoskinset al, 1999). Die pbp2aDeletionsmutante wies weiterhin eine erhéhte
Empfindlichkeit gegeniber Moemycin aus.aier wird angenommen, dass PBP2a die Haupt
Transglykosylase in Pnewhkokken ist (Paiket al, 1999; Hoskinset al, 1999). Die D,bD
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Carboxypeptidas€unktion des Imw PBP3 wurde anhand vionvitro-Experimenten bestatigt @4
kenbeck und Kohiyama, 1982).

Alle Promotoren der PBBene werden mittelstark und tber die gesamte Wachstumsphase konstitutiv
exprimiert (Peters, 2009). Um die Funktion der einzelnen RigBser verstehen zu kénnen, wurde fir
alle PBPs au$. pneuroniae, bis auf PBP2a die Kristallstruktur aufgeklart (Contrevistel et al,

2009; Contreradartel et al,, 2006; Gordoret al, 2000; Macheboeut al, 2005; Malot et al, 2005;
Pareset al, 1996). Des Weiteren wurde die Lokalisation aller hmw PBPsSaymeumoniaenittels
Immunofluoreszenz analysiert (Morlet al, 2003; Zapuret al, 2008). Die Ergebnisse der aktuelleren
Studien zditen, dass sich alle PBPs innerhalb des Zellzyklus aZe&lémitte lokalisieren (Zapuet

al., 2008). Fur das Imw PBP3 wurde mittels Immunogoldmarkierung miP&RBAntikdrpern eine
Lokalisaton Uber die komplette Oberflache der Zelle (Hakenlgeckt, 1993), jedoch kein Signal am
Zellseptum nachgewiesenaber wird fir PBP3 die Funktion der Koordination des Zellteilurmspr
zesses und die Platzierung deildiegsebene vermutet (Morlet al, 2004). Aufgrund der aktuellen
Datenlage wird fur das Wachstum vBnpneumoniaein Modell postuliert, laut dem sowoééptale,

als auch periphere Peptidoglykansynthese ausgehend von der Zellmitte stattfindet. Dabei sind die e
sentiellen Zelltdungsproteine in der Neugestaltung des Peptidoglykans involviert, wobei die Proteine,
die die Peptidoglykanbiosynthese organimersich an der Zellmitte lokalisieren und einen Trarsslok
tionsapparat formen (Zapw al, 2008; Shanret al, 2012).

1 . 2-Ldktanfantibiotika und ihre Wirkungsweise

Zur Behandlung von Infektionskrankheiten, deren Ursache Pneumokokken sind, werden hauptsachlich
-Laktamantibiotika, wie z. B Périllin verwendet. Die bakteriozide Wirkungsweise der B
Laktamantibiotika berot auf der Inhibierung der Transpeptidierungsd Carboxypeptidierungstea

tionen, dievon den PenicillirBindeproteinen katalysiert werddiLaktame fungieren aufgrundrer
Ahnlichkeit zu dem Dipeptidrest-Blanyl-D-Alanin der zu verkniipfenden Pentapdet dem natiid

chen Substrat der PBPs, als Strukturanaloge. Biebinach der Offnung desL@ktamrings kovalent

an den Hydroxylrest des Serins im aktiven Zentrum der Transpepbadgséne des PBPs. Dabei
entsteht ein langlebiger, stabiler und enzynsatisaktiver AcylEnzym Komplex (Cepalospyl-

bzw. PenicillolytEnzym Komplex), der fir die Peptidoglykansynthese, speziell der Quervernetzung,

nicht mehr zur Verfigung steht (Tipper und Stnogeir, 1965).
1.2.3 [sLaktam-Resistenz inS. pneumoniae

Das humanpathogene Bakteriu®. pneumoniagalt lange Zeit als eines der penicHBensitivsten
Mikroorganismen utberhaupt (Hakenbestkal, 2012) und mit Hilfe von {Raktamantibiotika schien
die lebensbedrohliche Gefahr, die von den Pneumokokkeninfektiongelaugebannt zu sein. So
kam es, dass erste Berichte von Peniecifisistenten Labormutanten (Erikse, 1945; McKee und

Houck, 1943) und Berichte von Labormutantersirpneumonigalie sogar eine tber 1000fach ang
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stiegene Resistenz gegeniiber Benzylpkinicufwiesen (Gunnisoet al, 1968), nicht ernst geno

men wurden. Auch erste Berichte von ersten resistenten kliniSch@reumoniaksolaten in Austra

en und Neuguinea (Kisladt al, 1965; Hansman, 1975) wurden noch nicht als bedrohlich etreyes
Kennzeichnend fur die Resistenzentwicklungirpneumoniae/ar das Jahr 1978, als in einem Kra
kenhaus im stidafrikanischen Johannisburg innerhalb kurzer Zeit mehrere Stamaenadie neben

einer hohen PenicilliResistenz auch eine Multiresistenz aiesen (Jacobst al, 1978).Seit Beginn

der 80er Jahre wurden weltweit mit steigender Haufigkeit multiresismaeumoniaS&tamme ie-

liert, wobei die Resistenzniveaus anstiegen (Klugmann, 1990). Dies stellt ein ernst zu nehmendes
Problem dar.

In Pneunokokken wird die Resistenz gegenibekdktamantibiotika durch Modifikationen in den
Zielenzymen, den PeniciliBindeproteinen, hervorgerufen (Hakenbeck, 1995). Diese Modifikexti
befinden sich innerhalb der TranspeptidBsgndne und verringern die Affitat der PBPs gegéber
3-Laktamen (Hakenbec#t al, 2012). Die veranderten PBPs werden mit dem Begriff niederadfin b
zeichnet, da entweder gar keine oder nur eine schwache Bindung stattfindet. In PipearawilliGe-
fotaximresistenten Labormutantendiim klinischen Isolaten konnten jeweils unterschiedlichenKo
binationen an niederaffinen PBPs ausfindig gemacht werden. Dabei zeigte sich, dass alle sechs PBPs
zu solchen niederaffinen Formen verandert werden kénnen (Hakeebakk2012). BeiS. pneuro-

niae Stamme, die modifizierte und niederaffinen PBPs besitzen, wird eine héhere Kanzemtrn- an b
Laktamantibiotika benétig, um das Wachstums zu inhibieren. Die Rolle der PeiBailtieproteine

bei der Resistenz gegenubekdktamantibiotika ist bereits gut untersucht (Laibteal, 1991; Spratt,

1994; Tomasz unMufioz 1995; Grebe und Hekbeck, 1996; Denapaiét al., 2007; Hakaebecket

al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass die PeniBilideproteine PBP2x und PBP2b priméaren
Targets vieler ffaktamantibiotika darstellen und deshalb im Zuge der Regmtéwicklung zuerst
modifiziert werden. (Grebe und Hakenbeck, 1996; Denagitd., 2007). Treten Verédndangen in

diesen PBPs alleine auf, vermitteln sie nur geringe Resistenzen. Auch PBP1a ist bei der Argibiotikar
sistenz involviert (Mufioz al., 1992; Smith und Klugman, 1998). WePBP2x und PBP2b in miad
fizierter niederaffiner Form vorliegen, vermittelt PBP1la als sekundare Resistenudatee hohe
Resistenzniveaus i5. pneumonia&stammen (Grebe und Hakenbeck, 1996; Kratfal, 1996;
Mufozet al, 1992; Barcugt al, 1995).PBP2a besitzt eine relativ geringe Affinitdt gegenibet-Pen
cillinen. Dennoch konnten niederaffine Formen von PBP2a im Labormutanten und auch in klinischen
Isolaten in Zusammenhang mit einem niederaffinen PBP2x nachgewiesen werdersdizehl,

2000; Hakenbecket al, 1998; Sanbonggt al, 2004), allerdings ist die Rolle des PBP2a bei der
LaktamResistenzentwicklung noch weitgshend unklar.

Die Arten der Mutationen, die-BaktamResistenz vermitteln, unterscheiden sich in Labormutanten
und in klinischen Isolaten vo®. pneumoniaéDenapaiteet al, 2007). Bei A_aktamresistenten &-
bormutanten werden in der TranspeptidBsenane der PBPs vereinzelt Punktmutationen naclegewi

sen (Laible und Hakenbeck, 1991; Kraetfial, 1996). Dagegen zeichnen sidle Gene der PBPs in
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resistenten klinischen Isolaten durch Mosaikstrukturen aus, die durch Gentransfer und horaeloge R
kombination innerhalb von verwandten Arten entstehen. Der veranderte SequenzbereichstdezResi
verleiht, unterscheidet sich bis zu 26 von der Sequenz des sensitiven Wildtyps (Dowsbal,
1989a; Dowsoret al, 1989b; Laiblest al, 1991; Martinet al, 1992). Durch die naturlichen Komp
tenz vonS. pneumoniaeird die Ausbreitung von-{Raktamresistenten Stammen verstarkt und durch
horizontalen Gentransfer und horoge Rekombination kann es zudem leicht zur Entstehung von
multiresistenten Stammen konen.

Neben der beschriebenen, PB#mittelten RLaktamResistenz wurde in resistent&n pneumoniae
Stdmmen auch niciRBPvermittelte Me&hanismen nachgewiesen, die zukdktamResistenz fii-

ren. Dabei werden Gene modifiziert, die nicht fir PBPs kodieren. Als erstePB&hResistenzdate
minate wurde die Histidinkinase CiaH des Zi@mponenten Systems CiaRH in Labormutanten
identifiziert (Guenziet al, 1994).In Laborstammen, die ausgehend @npneumonia®6 mit dem
Antibiotikum Piperacillin sukzessiv selektioniert wurden, konnte Mutationen in denc@ei(requ-

lator of competence anBaA), das fur eingslykosyltransferase kodiert, dirgling gemacht werden.

Es wurde gezeigt, dass diese zur Resistenzerh6hung gegeniber Pipercillin fihreet(&lreb@97).

In diesen Mutanten wurde neben eined&ktion der natirlichen Kompetenz auch eine verringerte
PBPla Menge beobachtet.

In klinischen Isolaten ist MurM, ein Enzym, das fur die Anheftung der ersten Aminosaure der Inte
peptidbriicke zustandig ist, als weitere niPlBP Resistenzdeterminante bekannt. Modifikationen in
MurMN fihren dabei zur Entstehung von hohen Resistenzen (Filipe undskp 2000). Des Weit

ren wurde MurE, die als Aminosadr@gase fungiert und bei der Zellwandbiosynthese eine Rolle

spielt, als eine weitere nicBP Resistenzdeterminante identifiziert (damVa, 2010).
1.3 Das essentielle PenicillsBindeprotein 2x ausS. pneumoniae

In der Mitte der 80er Jahren wurde PBP2x als letztes der sechs PERpimaimoniaentdeckt (k-
kenbecket al, 1986). Das Gen, das fir PBP2x kodiert, liegt zusammen mit zwei stromaufearts li
genden @nenyllC, ftsL und dem stromabwarts §endemmraYein Operon, das als dcwliyision and

cell wall) - Cluster bezeichnet wird (Massidéa al., 1998). PBP2x ist ein 750 Aminosauren langes,
monofunktionales Enzym mit einem Molekulargewicht von 82,3 I&éne dreidimensnale Struktur
wurde vonallen PBPs zuerst aufgeklart (Paetsal, 1996; s. Abb. 1.4). Es besitzt eine kurzeozyt
plasmatische Region (AS28) und ist Uber eine Transmembranrediol: AS 2949) mit der Zyo-
plasmamembran verankert. Daran schlief3t eieriinale Doméne umkanrter Funktion an AS

492 6 5 ; gaue Farbe), diZangiemd \Feo etlak X0G0omatdss alAZucker
1996) zeigt. Die Funkbn dieser Domane ist bisher noch unbekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass
PBP2x als Teil eines groRen Multienzynordlexes (Divisoms) vorliegt, wobei PBP2x zu den Hrote

nen zahlt, die das Divisom zu einem gpgn Stadium erreicheriMiprlot et al, 2003,Zapunet al,

2008; Faddeet al, 2007). Aufgrund der speziellen Struktur dettddminalen @méane des PBP2x
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Proteinswird vermutet, dass diese mit andern Proteinen des Divisoms intei@tidje, 1998; Ma-
siddaet al, 1998). Des Weiteren wurden in resistenten Stammen im Inneren Sfagdur nur wein

ge Mutationen ausfindigeghacht, was wiederum die Annahme bestédkss es sich hierbei um eine
wichtige Kontaktregion zwischen Proteinemdelt (Dessert al, 2001)

A
S*TMK;,, SSNso; KSGgyg
29 49 266 616 635 750
L1
1] I [ P1 | P2 |
PN ~ / — e
TI:VI N-terminale Transpeptidase-Domane k C-terminale
Domdne INKer " Domaine
B
Transpeptidase-
N-terminale Domadne
Domane

C-terminale
Domadne

* S*TMKa40
* SSNj4;
0 KSGg,9

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau und dreidimensionale Struktur des PBP2x aus dem sensitiven Stamm

S. pneumoniaeR6. A: Der Aufbau des 750 Aminoséauren (AS) langen PBP2x ist schematisch dargestellt. Das
Protein besitzt eine zytoplasmatische Region (A28 und einen Transmembrananker (TAS 2949). Des
Weiteren weist das PBP2x eine D2dmanenstruktur auf. Die términak Doméne (AS 7249) ist in grauer
Farbe gezeigt. Nach einer Linkerregion folgt (weil) die penidiiimdende Transpeptidaf®méne (AS 266

616, blau dargestellt). Innerhalb dieser Doméne sind die drei konservierenten 8THdK 340, SSNg7 and
KSGsy (als rote Dreiecke markiert) lokalert. Uber eine Linkerregion (AS 65684, schwarze Box) ist die-C
terminale Doméane, die wiederum zwei PASDaAmanen (/b/b/b Motive) beinhaltet (P1: AS 63691, P2: 692

750, orange Farbe), mit der Transpeptid@senane verboden.Die PBP2xStruktur wurde nach Gordaet al,

(2000) und Desseet al, (2001) erstelltB: In der gezeigten Kristallstruktur sind die bereite/&hnten, einze

nen Doméanen farblich dargestellt. Die Farben entsprechen dabei denen aus AbbDik4leidimensionale
Struktur des PBP2x wurde mit dem Programm SwissPdbViewer, Version 4.1 und der Strukturdatei roit der Pr
teindatebanknummer 1QMF (Goratcet al.,2000) erstellt.

Die N-terminale Doméne ist eng mit deentralen penicillibindenden TranspeptidaB®mmane (s.
Abb. 1.4) verbunderi,aut Paret al, 1996 befindet sich das aktive Zeamm von PBP2x in der Mitte

einer langen Furche, digsherin keinem anderen Penicillierkennenden Enzym nachgewiesen-we
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den konnte. Uber einen flexiblen Loop, der Linkerregion, ist die Transpepfasane mit der gi-
bularen CGterminalen Domé&ne verbunden, dievei PASTA(penicillin-binding proteinand seri-
nethreonine kinas@ssociatedPomanen beinhaltet (s. Abb. 1.4: P1 und P2), die wohiméglichh
GenDuplikation entstanden sind (Yeags al, 2002). Fur die vier extrazellularen PASDomanen
der Serin/ThreonhiKinase StkP au$. pneumoniaewurde die Erkenung und Bindung von unke
knupften Peptidoglycan erstmal experimentell nachgewiesen (Matsitp2011). Trotz ihrer gen
gen Ahnlichkeit auf Aminosauresequenzebene, wird fur die PABG#zNnen von PBP2x eine dhnl
che Funktion vermutet (Jones und Dy, 2006); auch wurde in einer Kristallstruktur ein nicht
kovalentes Cefuroxim, also ein Strukturanalog des Muropeptpides, aufgefunden, das an der ersten
PASTA-Doméane Uber VaderWaalsKrafte assoziiert war (Yeatst al, 2002). Tésachlich ist die
Anwesenhdi  d-elelix der zweiten PASTAoméne von PBP2x fiir die Bindung vorL8ktam
notwendig (Marrer et al, 2012).

1.3.1 Das grun fluoreszierende Protein GFP und GFPBP2xFusionskonstrukte

Das Phanomen der Biolumineszenz, bei dem in lebenden Organismemuozyotatische Reaktionen

Licht erzeugt wird (Veith und Veith, 2005), findet sich in zahlreichen Coelenteraten. Die gris{fluore
zierende PazifikqualleAequorea victoriaveist diese Fahigkeit ebenfalls a®himomuraet al., 1962

gelang es das Photoproteinqu®rin aus dieser Qualle zu isolieren und zu charakterisieren. Es wurde
festgestellt, das Aequorin blaues statt griines Licht ausstrahlt, sobald es aktiviert wird und dass diese
ausgestrahlte Energie wiederum zur Anregung eines weiteren Fluoreszenzmotiginist. Diese

Protein emittiert, sobald es angeregt wird griines Licht und wurde deshalbgiRPljoreszierendes
Protein) genannt§himomuraet al, 1962; Johnsoast al, 1962). In Abb. 1.5 ist die dreidimensale

Struktur des WildtygGFP nach Yanet al., 1996 zu sehen.

Abb. 1.5: Dreidimensionale Struktur des Wildtyp-

GFP.Di e z vyl i n eCarrSfruktuor inéstght aud 11
3-Faltblattern [3), die die Wand des Zylinders snilden.

Der Zylinder hat einen Durchmesser veB80A° und eine

Lénge von~40A°. Das Fluorophor[(]) ist auf einer zen

r a |l dalix (@), in der Ndhe des geometrischen Zen

rums dieser Str ukthelikalelSolic al i si er
tursegmente formen die Deckel an den Enden den-zyli
derformigen BcanStruktur (aus Yangt al, 1996.

Das GFPProtein besteht aus 11Haltblattblattern, die neun bis elf Aminosauren enthalten und eine
zylinderférige BCanStruktur ausbden (Yanget al, 1996; Ormdet al, 1996). Dabei liegen die- 3

Faltblatter eng bei einander und bilden einetegiliges Muster aus Wasseriligfickenbindungen
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aus. Im Inneren dieser Struktur und damit gut geschiitzt, befindet sich auf eindeaéhkielix das
Fluorphor, das aus den drei Aminoséuren-866-G67 besteht. Diese drei Aminosduren sind Teil
desselben Proteins. Das GFP kann sich bemerkenswerterweise vollig selbststandig in seins-funktion
fahige Form falten, wobei keine Cofaktoren bendtigtden.

Im Jahre 1992 begann die einmalige und rasante Karriere der fluoreszierenden Proteine niit der ers
maligen Klonierung der cDNA des GFP (Praséeal, 1992). Zwei Jahre spater gelang es Chalfie

al. bereits GFP in dem Nematod€aenorhabditis elganszum Leuchten zu bringen (Chalfé al,

1994). Im Jahr 2008 erhielartin Chalfie gemeinsam miDsamu Shimomurand Roger S. Tsien

dafur den Nobelpreis fir Chemie. Seitdem ist GFP in der Biologie von unschatzbarem Wert, da mit
Hilfe seiner Fluoreszenz faszinierende Esmente durchgefihrt werden kénnen. Begriindet durch die
fehlende Zytotoxizitdt des GFPs, ist es moglich die Lokalisation anderer Proteine in lebenden Zellen
mit Hilfe dieses Proteins zu untersuchen. Hierfur wird GFP zuvor mit dem zu untersuchestden Pr
fusioniert.

In mikroaeophilen Bakterien wig. pneumoniagvird die Verwendung von GFP aufgrund der tpos
translationalen Oxidation von GFP durch Sauerstoff als schwierig angesehen éicallhd@000).
Jedoch konnte die erfolgreiche Genexpression gfmund die vollstandige Aktivitat des gefalteten
GFPs bei pHVerten zwischen 6,0 und 9,5 nachgewiesen werden (Aetehlg 2000). Innerhalb d

ser Arbeit wurde mit GFP(nachfolgend als GFP bezeichnet), einer verbesserten Variante von GFP,
gearbeitet, die iner Lage ist sich schneller zu falten (Ebertetral, 2009). GFP weist aufgrund
zahlreicher Modifikationen eine 130fach gesteigerte Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu dem Wil
typ-GFP auf und die Empfindlichkeit ist fir die Detektion in der Zelle inmgléch zum Wibltyp-

GFP ist um ca. 320factoher (Schlozt al,, 2000).

Um die Lokalisation von PBP2x in lebend&n pneumonia&ellen untersuchen zu kien, wurden

ein Niterminales GFPBP2xFusi onspr ot ei n -Endesvéongfdeindg Sequendifiteimé a m
Linkerregion kodiert (Stahlmann, 2011). Die Transkription gfed-usionsgens stand dabei unter der
Kontrolle des zinkinduzierbaren Promotorg f Diesesverwendete zinkinduzierbare System wurde
bereits fir die genaue Regulierung der Expressmngip-Fusionsgenen und fur Protein Depleten
experimente irS. pnemoniaeetabliert Eberhardtet al, 2009). Das Proteinprodukt des GezsD

wurde bereits als Resistenzdeterminant8.ipneumoniaglentifiziert, da es die Bakterien gegenitox

sche ZA* Konzentrationen schiitzt (Kloostermaeinal., 2007). Weiterhin wurde SczA als transkiript
oneller Regulator identifiziert, der die Expression des Promatgs iR Abwesenheit von Z1 repii-

miert und in Anwessheit von Zi* (Co™ und NF") aktiviert (Kloosermanet al, 2007). Aufgrund

dieser gut untersuchten Tatsache konnte der Promgtgral® zinkinduzierbarer Promotor fir diese
Studie verwendet wden.

Das GFPPBP2x Fusionsprotein wies eine septale, von Zellzyklus abhangige Lokalisation alif (Stah
mann,2011) und bestétigte die von Morlet al, 2003 mittels Immunofluoreszenzmikroskopie érmi

telten Ergebnisse (Abb. 1.6). Das Fusionsprotein- 8PP 2 x war i n der Lage

™

it
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interagieren, und die essentielle Funktion von PBP2x zu Ubernehnemn{&nn, 2011). Fir die ko
rekte Lokalisation von PBP2x am Septum ist offenbar die Transpeptidasefunktion medmdig, da
das enzymatisch inaktive GHFBP2x33,4 Fusionsprotein dieselbe Lokalisation wie das Wildtgppr
tein aufwies (Breckner, 2012; Abb.6).

Stammname  Fusionsprotein Doménenstruktur des Fusionsproteins Lokalisation

S*TMKs4055N 357 KSGsao
DKLO3 GFP-PBP2X v N ] P <]>

ATMK ;50 SSN3g; KSGisyg

DKL13 GFP-PBP2Xgy370 LU P ®

DKL17 GFP-PBP2X-OT L | N ] .
DKL15 GFP-PBP2X-NP .

Abb. 1.6: Aufbau diverser GFR-PBP2xFusionsproteine und deren ermittelte Lokalisation.Dargestellt sind
die Domanenstrukturen verschiedener GFBP2xFusionsproteine der Stamme DKLQR6, P, -gfp-pbp),

DKL13 (R6, P, ;9fp-pbpXs3szs), DKL12 (R6, P, -gfp-pbpXOP, Deletion in PBP2x von AS Q633 bis

czcD zcD

D750, DKL17 (R6, P, 9fp-pbpxOT, interne Deletion in PBP2x von AS S266 bis DGIBL15 (R6, P, -
ofp-pbpXNP, interne Deletion in PBP2x von AS T56 bis DEIBie GHP-Domane ist als griiner Balken darg

stellt, die Uber eine Linkerregion (schwarze Box, L) mit defiieddminus des PBP2x verbunden ist. Die Bran
membrandoméne von PBP2x wird durch einen weil3en Kasten (M) symbolseftl-terminale Doméane (AS
71-249; N) istin grauer Farbe gezeigt. Die penicilliindende Transpeptidaf®omane (TP; AS 26616) ist in

blau dargestellt. Innbalb dieser Doméane sind die drei konservierenten B&REMK 340, SSNg7 Und KSGyg

(als rote Dreiecke rmkiert) lokalisiert. Die Cterminale Domane, besteht aus zwei PASDAmanen (AS 635

691, 692750; P1 und P2, orange Farbe). Modifiziert n&dterset al, 2013 (Verdffentlichung in Vorbekre

tung). Das jeweils ermittelte Lokalisationssignal der unterschiedlicherRBFR2xFusionsproteinest in der
schenatisch dargestellten Zelle in griner Farbe gezeigt (rechts).

Lokalisationsatdien mit GFPStkP Fusionskonstrukten offenbarten, dass StkFSapaeumoniasich
aufgrund seiner PAST®omanen in der Zellmitte lokalisiert (Beilhaet al, 2012, Fleurieet al,
2012). Dabei wird die Lokalisation von StkP$n pneumaiae durch die Erkennung des unverkiriip

ten Petidoglykans durch die PAST®oméanen zu den Zellteilungszonen gelenkt (Beilretral,
2012;Fleurieet al, 2013. Um zu Uberprifen,mdie zwei PASTADomanen aus PBP2x fiur dierko
rekte septale Lokalisation dieses Proteins bendtigt werden, wurde ein Satziemasindlen GFP
PBP2x Fusioskonstrukten erstellt, in denen jeweils unterschiedliche Deletionen in PBP2x vorlagen
(Abb. 1.6). Flwreszenzmikroskopische Analysen des Stamms DKL12, der das*8FRxOP (OP:

ohne PASTA) Fusionsprotein synthetisiert, zeigten, dass das Signal des Fusionsproteins irs-Zytopla
ma der kompligen Zelle verteilt war (Schweizer, 2011). Demnach war, sobald dif RA®»mMé&nen
fehlten eine korrekte Lokalisation des PBP2x nicht moglich (Schweizer, 2011; Abb. 1.6). Mit Hilfe

der Stamme DKL17 und DKL15 sollte geklart werden, ob die PA®DBMmanen unabhangig von der
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TranspgtidaseDomane bzw. unabhéngig von der Transpegsidund N-terminalen Doméne fir die
Lokalisation des PBP2x am Zellseptum verantwortlich sind. Der hergestellter Stamm DKL17isynthet
siert nach der Induktion mit Zink das Fusionsprotein &GBP2xOT (OT: ohne Transpeptidase
Domane). In disem Fusionsproteisind die beiden PAST-Roménen aus PBP2x an diet&fminale
Domane fusiniert und die zentrale Transpeptidd3eméane in PBP2x deletiert (Breckner, 2012). Der
Stamm DKL15 beinhaltet dagegen das FusionskonstruktPBH2xNP (NP: nur PASTA; Breckner,
2012).Dieses Fusionsprotein besteht lediglich aus der Transmembrandoméane und den beiden PASTA
Doménen; sowohl die Transpeptidase, als auch dierminale Domane fehlen. Die Lokalisationsst

dien zeigten in beiden Fallen eiRkioreszenz der gesamten Zelle. Eggn der Erwartungen konnte
eine Aklumulation des Proteins am Zellseptum nicht detektiert und die postulierte These mit Hilfe
dieser Konstrukte nicht zusatzlich bestatigtades (Breckner, 2012).

1.4 Das ZweiKomponenten System CiaRH

In dem humanpathogenes. wurden 13 ZweKomponenten Systeme und ein Response Regul
nachgewiesen (Langs al, 1999; Throupet al, 2000). ZweiKomponenten Systemen stellen Regul
tionssysteme dar, mit deren Hilfe Bakterienzellen in der Lage sind, mit ihrer Umwelt zu kazienu

ren und sich verandeten Umweltbedingung anzsgra

Das regulatorische Zwd&iomponenten System CiaRWMurde als erstes Zwd&iomponenten System in

S. pneumoniabeschrieberDi e Ab k ¢ r z u n gom@eteacénsuctrhandltéred rcefofax
mesuscet i bi | i ety 1980, danMuiationen in CiaH zu erhdhter Resistenz gegenigser C
fotaxime flihren und sich negativ auf die Entwicklug der genetischen &engauswirken. Die Gene

ciaH und ciaR die fir diese ZweKomponenten System kodieren, werdda Operon transHriert
(Giammarnaroet al,, 1999) und Uberlappen um 8 bp.

Es konnte gezeigt werden, dass der T280Btausch¢iaH306) innerhalb der Histidinkinase CiaH, zu
einer erhtiten sLaktamResistenz und zum Verlust der genetische KompetenzZSvgmeumoniae
fuhrt. Des Weiteren konnte eine von dieser Veranderung ausgehende Aktivierung des Systems nac
gewiesen werden, die die transkriptionelle Regulation durch den Response Regulator CiaR verstarkt
(Giammarinarcet al, 1999; Mascheet al, 2003;Halfmannet al, 2007b).In weiteren Studien wu

den sieben unterschiedlichi@H-Allele, die zuvor in Labormutantenstdmmen selektioniert wurden, in
den genetischen Hintergrund des sensitiven StaBinpmeumonia®6 gebracht und die Auswirkel

gen auf die fl.aktamResistenz untersucht. Dabei zeigte sich fir diese Stamme eine, im Vergleich zu
S. pneumonia®6, erhdhte Resistenz gegeniber ddral®amantibiotika Cefotaxim und Oxazillin,
wobei die Resistenzen mit der jeweiligen Aktivierungsstéarke des CEyRkems korreleren und von
dieser abhangig sind (Mdllest al, 2011). In einem klinischen Isolat, dem vancomycintoleranten
Stamm Tupelo, wurde 2010 erstmal ebenfalls einngendesciaH-Allel nachgewiesen, das an der
Ausbildung des Vancomycitoleranten Pheastyps betdigt ist (Moscosoet al, 2010). Im Rahmen

einer weiteren Arbeit wurde dieseimH-Allel in den genetischen Hintergrund v& pnemoniaeR6
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gebracht und untersucht. Dabei konnte ein Anstieg dextkBtamResistenz, der allein auf dieses ki
nische ciaH-Allel zurickzufuhren ist, babachtet werden (Marx, 2013).

Neben der Beteiligung an der Kompetenz und an deakfamResistenz wurde in unterschiedlichen
Studien belegt, dass das CiafSkistem inS. pneumoniaeauch bei der Bakteriozinproduktion wly

viert (Dawidet al, 2009, Kochan und Dawid, 2013) und an der Virulenz (Theswgh, 2000; Ibrahim

et al, 2004a, b) beteiligt ist.Die Inaktivierung des CiaBktems wirkt sich negativ auf die Virulenz
aws (Sebertet al, 2002; Ibrahinet al, 2004a; hroupet al, 2000).

Die Zielgene dieses Systems sind anhand von Transkriptomsstudien besc{Bedtmntet al, 2002;
Heintz, 2006; Maschest al, 2003; Dagkessamanskaital, 2004). Ashand vonin vivo undin vitro
Experimenten konnten schlie3lich Psomotoren ideifiziert werden, die direkt durch den Response
Regulator CiaR kontrolliert werden (Halfmaganhal.,, 2007b).Die Promotoren der Zielgene, die durch
CiaR reguliert weden, besitzen nachgewiesenermal3en einen direkten Repeat der Sequenz ITTAAG
N5-TTTAAG, der meist 10 bp stromaufwarts d&f Region lokalisiert ist (Halfamaret al, 2007b).
Diese Sequenz ist das Bindemotiv von CiaR. CiaR kontrolliert dabei 15 Promotoren direkt, die wied
rum die Transkription von 24 Genen steuern. Diese Gendrsiftichf Operons und 10 monocistien
schen Einheiten organisietglfmannet al, 2007b;Halfmannet al, 2011). Bis auf deRromotor des
manLMNOperons werden alle Promotoren der identifizierten Zielgene positiv durch CiaR reguliert.
Die Zielgene, die deh CiaR reguliert welen, lassen sich einteilen in Gene, deren Transkription strikt
von CiaR reguliert wird und solche, bei denen die Transkription neben CiaR von anderen zusatzlichen
Faktoren abhangt (Halfmaret al, 2007b). Zu den strikt von CiaR reguten Genen zahlt das Gen
spr0931,parB, htrA und die kleinen, nicht kodienden, regulatorischen RNAs (csRNAs), die eine
Grof3e von 87 bis 151 Nukleotiden aufweisen (Halfmanal, 2007b). Das GehtrA kodiert fur die
Serinprotease HtrA ungarB fir eine ChronosomenSegretationsprotein. Das OperoiaRH wird
selbst durch den Respons Regulator CiaR reguliert. Daneben werden unter anderem Géiiertkontro
deren Produkte am Zucker und Zellwandmetabolismus beteiligt sind. Auch dasx&edas fir e
neAcdylesterase Axe kodiert, wird auf diese Weise reguliert. Das Signal, das das-EyaRih in

S. pneumoniadetektiert und stimuliert, ist bisher noch ekénnt.
1.5 Die Serinprotease HtrA

Hinter dem Namen HtrA, der flnigh temperaturgequirementA steh, verbirgt sich eine Familie der
Serinproteasen. Sie bildet die Kerngruppe an Proteasen; diese sind sowohlatsRuach in Euksr
onten weit verbereitet (Page und Di Cera, 20DRuseret al, 2011). Die Klassifizierung der HtrA
Proteine erfolgt antmal ihrer Homologie auf A%bene und anhand der Faltung der Proteine
(Rawlingset al, 2010).Laut der MEROPS Nomenklatur werden HiPhoteasen der S1B Unterfam

lie des PA Klans zugedent (Rawlingst al, 2008).

In Bakterien befinden sich die HtrRrotene extrazellular bzw. im Periplasnmiaie peiplasmatische

Serinprotease DegP ahscoliwurde von Swamyt al, 1983 als erste Ht-Rrotease entdeckt. Dabei
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handelt es sich um eine durch Hitzeschock induzierte Serinprotease, die sich an der periglasmatisc
Seite der ineren Membran befindet (Pallen und Wren, 1997). Neben DegP wurdercoli die HtrA
Proteine DegS und DegQ identifiziert und ebenfalls eingehend charakterisiere{Alh&002; Cla-
senet al, 2011). Die HtrAProteine der Prokaryotesind nachweislich bei der Hitzesmikantwort
involviert; weiterhin tragen sie zur Toleranz gegen extreme Bedingung, wie beispielsweise erhdhte
Wachstumstemperaturen oder einen ansteigenden oxidativen oder osmotische8i&nes&(onek

et al, 1999; Ondret al, 2008; SkérkeGloneket al, 1995; Alba und Gross, 200d&i. HtrA Proténe
sind fur die ProteirQualitatskontrolle wichtig, da sie in der Lage sind falsch gefaltete Proteine abz
bauen und dadurch den Stress, der von falsch gefalteten Protesgetta zu reduzieren. Im Gege
satz zu anderen Serinproteasen sind die #rdteasen dazu in der Lage ihre katalytische vkt
sowohl an, als auch abzuschalten (Clawseal., 2011). Zudem fihren diese Proteasen ihre Funktion
unabhangig von ATP durdi€Clauseret al., 2002; Kim und Kim, 2005). HtrA ist in Badien auch als
bifunktionales Zellstressenzym bekannt, das bei hohen Temperaturen Pratehdeei niedrigen
Chaperonfunktion besitzt. (Lipinsket al, 1988; Strauch und Beckwith, 1988; Spietal., 1999;
Clausenet al, 2002; Baelet al, 2011). Die Substratspezifitat der HtfXoteasen variiert; visdend

die proteolytische Aktivitat von DegS aks coli eine hohe Seldivitat aufweist (Walsket al., 2003),
sind andere HtrAProteine, wie beispisweise DegP auk. coli, allgemein aktiv gegen ungéfiate
Proteine (Kolmaet al, 1996), die freiliegende und zugéngliche hydrophoben Regioneniaafwe

Die HtrA-Proteasen zeichnen sich durch eine &hnliche Dorsérahitektur aus; sie besitzen neben
einer Chymotrypsin ahnlichen 8eprotease Domane, eine oder zwetgdminale PDZ ifostsynaptic
density of 95 kDagdiscs large, an@onula occludens) @manen (Clausemt al, 2002, Hansen und
Hilgenfeld, 2013). Diese Doméne wurde nach den drei Prot&88m05, DLG1, undZO-1 benannt,

in denen sie das erste Mal identifiziert wurde (Saras und Heldin).1®B&-Doméanen sind globular,
verbreitete Strukturmotive, die bei Protétnotein Interaktionen beteiligt sind (Pallen und Wren,
1997; Claisenet al, 2011).

1.5.1 HtrA in S. pneumoiae

Im Jahre 1988 gabe es zum ersten Mal einen Hinweis auf die Anwesenheit der Serinprotease HtrA in
S. pneumonigeals es Gaset al, 1998 gelang die Genregion wmaAzu klonieren und zu sequeazi

ren. Das GefmtrA ausS. pneumaae befindet sich als erstes Gen in einem OperonpanB (Merai,

2003), dessen Genprodukt bei der Chrowmsnauftrennung wahrend der Zellteilung beteiligt ist
(Minnenet al, 2011). Die Exprssion des Operons wird strikt durch den Responsregulator CieR de
Zwei-Komponenten System CiaRH reguliert (Selegral, 2002; Mascheet al, 2003; Halfmanret

al., 2007b; Halfmanet al, 2011).

HtrA ist an der Zelloberflache lokalisiert und Uber eine hydrophobéoRegm Nterminus mit der
Membran assoziiert (Seslt et al, 2005). Laut Cassonet al, 2012 handelt es sich hierbei um ein

Signalpeptid. Vor kurzem konnte dagegen experimentell nachgewiesen werden, dass die Serinprotease
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HtrA ausS. pneumoniaeine Transmembrandoméane besitzt (Olabail et al, 2012).Des Weieren
beinhaltet die Serinprotease HtrA$n pneumoniaeine Protease Doméne und einge@ninale PDZ
Domane (Abb. 1.7) und wird den Trypsin &hnlichen Serinproteasen zugeordnet (@laalse2011).
Die Protease Domane beinhaltet die katalygs€hade: eine bestimmte Anordnung deriAosauren
im aktiven Zentrum: in der8. pneumoniaBnzym H122, D152 und S234 (Sebetral, 2005)

A B

H122| D152| S234

i | [

B Membran assoziiert
Protease Domane
O PDZ-Domane

B Linkerregion

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Doménenstruktur und dreidimensionale Struktuder PDZ-Do-

mane der Serinprotease HtrA ausS. pneumoniae A: Die Domanenstruktur des HtrAs ai& pneumoniae
wird durch Balken angedeutet. AmtBrminalen Ende befindet sich eine kurze lopthobe Region, Uber die das
Protein nach Sebeet al, 2005 mit de Membran assoziiert ist. Die Proted3emaéne ist als griiner Balkenrda
gestellt. Diese Doméne Imialtet die katalytische Triade der AS Histidin, Asparaginsaure und Serin im aktiven
Zentrum. Die genauen Positionen der Aminosauren sind dem Text zu entndérasdftrA ausS. pneuroniae
besitzt im Gegensatz zu dem hoogdn DegP auk. coli, nur eine PDZDomaéane. Diese befindet sich am C
Terminus des ProteinB: Zu sehen ist die dreidimensionale Struktur der HIl¥nane der Serinptease HtrA

aus S. pneumonigedie mittels NMRSpektroskopie ermittelt wurde (aus Fanhal, 2011). Die sekundaren
Strikt ur el ement e sind f ar-Belixi helblauh Faltblait,r ggae: lurstibderierte Regiort U]
(rondom coil).

Fanet al, 2011 waren in der Lage dieslithe Struktur der PDDomane von HtrA nitels NMR-
Spektroskopie aufzuklaren. Die PIDbmane des HtrA auS. pneuroniae besteht demnach aus drei
UHelices und fiinf & altblattern (Abb. 1.7 B). Sequenzgkeich der PDZ Doméne a$s pneumoniae

HtrA mit PDZ-Doméanen aug&. coli und dem Menschen liefern zwar nur eine geringe Uberginsti
mung von 20 %, dennoch sind sich die einzelnen -BBianen strukturell sehr dhnlich, was eine
evolutiondre Kaservierung innerhalb der HtrRrotein Familie andeutet (Fahal, 2011). AuRerdem
konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass die-Pb&hane eine Peptidindende Furche besitzt, die in

der Lage ist mehrere Peptide mit hydrophoben Amumeséasten am erminus zu erkennen (Fat

al., 2011). Die Autoren vermuten, dass di2Z”PDomane in der Lage ist die proteaolytische Alkév

von HtrA zu regulieren.

Studien mit dem ebenfalls ellipsenformigen, Giuaositiven BakteriumS. pyogenegeigten, dass

HtrA (Protease/Chaperon) zusammen mit der AirRlenden Untereinheit der SedAanslokase an

der Zelloberfache eine einzelne, abgegrenzte, sekretorische Mikrodomane ausbildet. Diese wird als
das AExPortalfi bezeichnet ( Rosch urden @iagear on,
StammsS. pneumonia® 39 konnte di e oBitlad uin gMi &B.rpredumnodagep i n
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doch nicht bestatigt werden. Vielmehr zeigte HtrA in diesem Fall wahrend der Zellteilung einie Lokal
sation am Zellseptum oder Aquator. SecA und SecY wiesen eine Verteilung auf, die vom Zedkeilung
stadium abhangt (Tset al, 2011). Es wird vermutet, dass HtrA fir die Qualitatskontrolle von Prote
nen zustandig ist, die durch die SEBanslokase expbert werden (Tsuet al, 2011).

Zahlreiche Studien belegen einen von HtrA ausgehenden, wesentlichen Einfluss aurhgegtd6z in

S. pneumoniaeayobei unterschiedliche Arbeitsgruppen teilweise widersprichliche Ergebnisde erzie
ten (Ibrahimet al, 2004a; Sebest al, 2005; Schafer, 2007; Muller 2011). Wahrend die Arbeifsgru

pe um Ibrahim in einentrA-Deletionsmutanteiee Abnahme der Transformierbarkeit und somit eine
Kompetenz stimulierende Wirkung von HtrA nachweisen konnte (Ibrahial, 2004a); postulieren
andere Arbeiten einen inhibitorischen Effekt der von HtrA auf die Kabemz ausgeht (Sebest al,

2005; Muler, 2011). Sebemnt al, (2005) konnten beweisen, dass der Kompetenzdefekt, der durch das
ciaH306-Allel und der damit einhergehenden konghiten Aktivierung von CiaH verursacht wird,
durch die Inaktivierung von HtrA teilweise aufgehoben wird. Die UWatdede in den erzieltenr&
gebnissen sind auf die Verwendung unterschiedlicher Deletionskonstruktédmriarurtickzufinren

und bei Ibrahinet al. 2004a moglicherweise durch polare Effekte zu erklaren, die von derpds@n
ausgehen.

HtrA wurde zusatzlichri mehreren Studien als wichtiger VirulenzfaktoSinpneumoniaglentifiziert
(Sebertet al, 2002; Ibrahimet al, 2004a, b). So konnte anhand von Tierversuchen verauistha
werden, dass die Deletion vairA im dem Stamng. pneumoniaB39 mit einem kmpletten Verlust

der Virulenz einherging. Auch die Vienz in dem Stamn%. pneumoniad@IGR4 wurde durch das
Fehlen von HtrA beeinflusst und war deutlich reduziert (Ibragtiml.,2004b). In zusatzlichi vitro-
Stressexperimenten wuchsen 8iepneumdae D39 Stdmme denen HtrA fehlte bei erhéhten Temp
raturen (40°C) deutlich langsamer und konnten oxidativen Stress, der durch Gabe von Wasserstoffpe
oxid simuliert wurde, nicht tolerieren (lbrahiet al., 2004a). Des Waidten gibt es Daten, die auf eine
posttranskriptionelle Beteiligung von HtrA an der Bacteriocinproduktion in Pneumokokken schlieRen
lassen (Dawickt al, 2009). Dabei wurde postuliert, dass HtrASnpneumoniades Sestyps 6A die
Produktion des ZwePeptid Bacteriocins Pneumocin MN mogketveise durch Abbau des BIpC
Peptidpheromons auf der posttranskriptionellen Ebene negativ reguliert (Baatid2009). Vor ku-

zem konnten Kochan und Dawid, (2013) nachweisen, dass HtrA die Pneumocinproduktion bei hohen
Zelldichten bremst,ndem die BlpCAkkumulation in der Umgebung verringert. Die ist jedoch laut
den Autoren nicht auf einen direkten Abbau des Peptidpheromons durch HtrA zurtickzufuhren; vie
mehr wird vermutet, dass HtrA die Prozessierung und Sekretion stort (Kochan und Dawid, 2013).

Es komte auch bewiesen werden, dass die Serinprotease HtrA, die selbst ein Genprodukt -des CiaR
Regulons ist, einen regulatorischen Einfluss auf die Aktivitat des GBygitems ausibt, da die Bel

tion von HtrA zu einer Aktivierung Cialdbhangigen Genregulationuhrt (negtive Feedback
Regulation, Muller, 2011).
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Die Proteaseaktivitdt von HtrA ai& pneumonia&onnte bereits von Sebegt al, 2005 mittels R
Casein Zymmogrammen nachgewiesen werden. Der genaue Mechanismus, durch den Htm-die Ko
petenzentwicklungnhibiert, ist noch weitestgehend unklar. In einer vor kurzem erschienenen Studie
konnte jedoch das pneumokokken C®Bnipetencestimulating peptide) als Substrat der Seriopr
tease HtrA identifiziert werden (Cassoeteal, 2012).Untersuchung zur kompetitn Hemmung von

HtrA offenbarten, dass das native Rindlbumnin (BSA) den Abbau von CSP durch HtrA nur schwach
inhibiert, wohingegen die denaturierte Form von BSA sich als ein starker kompetetiver Inhési¢or di
Proteolyse herausstellte (Cassenal, 2012). Die Daten dieser Veréffentlichung bestarkeiteviein

ein Model, in dem der Abbau des CSPs durch HtrA in der Anwesenheit von anderen ungefalteten Pr
teinen, die alternative Targets darstellen, reduziert ist. Durch das postulierte Model kénntetder Me
nismus erklart werden, durch den HtrA zur Qualitatskontrolle beitragt und falsch gefatistimdr
eleminiert (Cassonet al, 2012). Obwohl HtrA au$. pneumoniabereits in mehreren Arbeitemu
fassend untersucht wurde, ist dennoch recht wenig Ubaradiirlichen Substrate dieser Seritgase

in S. pneumoniabekannt.
1.6 Die Cefotaximresistenten LabormutantenS. pneumoniae€c405 und C606

Um die Resistenzentwicklung B. pneumoniabesser nachvollziehen zu kénnen, wurde diese in den
80er Jahren uat Laborbedingungen auf genetischer Basis untersucht (Laible und Hakenbeck, 1987).
Dafur wurden ausgehend von dem peniciflansitiven Stamr®. pneumonia®6 sechs unabhangige
resistente Mutantenfamilien C001 bis C006 durch Selektion mit sukzessiv gesteiGefotaximko-
zentrationen generiert. Die erstellten Laborstamme wurden mit dem Buchstaben C, der firkdas Sele
tionsantibiotikum Cefotaxim steht, und drei Zahlen benannt. Die erste Zahl bezeichnet dabei den S
lektionsschritt und die letzte Zahl stekit flie MutanterFamilie (Laible und Hakabeck, 1987).

Das fur die Selektion verwendete Antibiotikum Cefotaxim zahlt zu den Cephalosporinen dee3. Gen
ration und besitzt eine selektive Wirkumgise, da es aufgrund der geringen Bindungsaffinitat nicht
mit PBP2b interagieren und eineaante, d.h. nicht lytische, Antwort induzieren kann (Hakenlsck

al., 1987). Die Zugabe von Cefotaxim fihrt, im Vergleich zu anderen Penicillinen, die eine rapide
Lyse induzieren, zu einer langsameren Lyse der BakteriengZddlkenbeclet al, 1987). InS. pne-
moniaebesitzt das PBP2x von allemdern PBPs die héchste Affinitat fur Cefotaxim. Daher werden
durch die Verwendung von Cefotaxim als Selektionsantibiotikum praferenziell Mutationen in PBP2x
selektioniert (Laible undHakenbeck, 1991; Sifaoei al, 1996; Negriet al, 2002). Die Labormuta

ten der GFamilie wurden charakterisiert und auf genetische Veranderungemtkitsucht, wobei die

Art und die Reihenfolge der Mutationen identifiziert wurden.

In den Cefotaxinredstenten Labormutante8. pneuroniae C405 und C606, die im Fokus dieser
Arbeit standen, wurden wie in allenMutanten, mehrere Mutationen im PBP2x idénitirt (Laible

und Hakenbeck, 1987; Abb. 1.8). Diese Punktmutationen vermittelAus8&usche innertia der

Transpeptidas®omane von PBP2x und verringern die Affinitat gegenibkal@amen. Die Lahe
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mutanteS. pneumonia€c405 besitzt im Gerpbp2x zwei Punktmutationen, die zu den ASis-
tauschen T526S und L403F in PBP2x fuhrenité/kin verfligt dieser 8mm tber dasiaH305Allel

Abb. 1.8: Schematische Ubersicht der spontan
Cefotaxim-resistenten Labormutanten C405 und
C606 (nach Laible und Hakenbeck; 1987; Laible
Selektions- und Hekenbeck, 1991). Dargestellt sind die zwei C
schritt Mutantenfamilien, die ausgehend von deemssi-
ven StamnB. pneumoniaBR6 (grin unterlegt) durch
£ 1 sukzesive Selektion mit dem Antibiotikum Cefmt
= xim hergestellt wurden. Die Resistenzirhng ging
eg 2 dabei in nahezu allen Féallen mit einer Akkumulation
< an Punktmutationen in den Genphp2xund ciaH
o einher. Kreise symbddieren einzelne Mutanten. Die
S 3 N95D Farben der Kreise zeigen die Resistenzdetemmina
& ten an, die in dem jeweiligen Selektionsschritt-ers
o mals idettifiziert wurden. Die ASAustausche, die
@ 4 @ durch die festgestellten Punktmutationen vermittelt
2 werden, sind in den Kreisen aufgefuhrt. Die Stamme
é 5 (O unbekannt kénnen auch nicht identifizierte Resistenzdeie
O pbp2x nanten enthalten. Die Labormutant®@npneumoniae
6 O pbp2a C405 und C606, die in der vatienden Arbeit
~ cial analysiert wurden, sind durch Quadratekrext.
v el
Familie C005 Ccoo6

mit der Punkmutation A283G, die den N95Bustausch in CiaH vermittelt (Laible und Hadkeck,
1987; Abb. 1.8). Die Labormutan& pneumonia€606 hat hingegen sogar vier Punktmutationen in
pbp2x welche wiederum die ABustausche G601V, G597D, M289T und G422D bewirkBes
Weiteren besitzt dieser Stamm deigH306-Allel mit der Punktmutation A688C, die zu dem T230P
Austausch in CiaH fuihrt (Laible und Hakenbeck, 1987; Laible und Hakenbeck, 199i)p#aGen
liegt ein 119 bp groRRer Genabschnitt dupliziert vor, wasiaer Leserasteverschiebung fihrt und in
einem vorzeitigen Translatiof&opp nach S566 im PBP2a Protein resultiert (van der Lindenf-unve
offentlichte Daten, Rutschmann, 2011). Alle erwahntenAStausche der PBP2x Proteine der L
bormutanten C405 und @& sind innerhalb der Transpeptiddd@mane von PBP2x lokalisiert und
verlehen gemeinsam nachweislich Resistenz gegen Cefotaxim (Metuagr 2008). Zudem kdnnen
beide PBP2x Proteine und auch das PBP2a aus C606 aufgrund ihrer Veranderungen nietfit mehr
dem fluoreszierenden PenicilliRWerivat Bocillin™FL markiert werden.

Uberraschenderweise wurde in den beiden Labormutanten C405 und C606 einggli@cheum
WildtypstammS. pneumonia®6 deutlich reduzierte Menge des essentiellen Penidillideprotins

2x nachgewiesen (Mauret al., 2008; Peters, 2009), die mit dem Auftreten der Mutation L403F bzw.
G422D korrelieren (Abb. 1.9). Vergleichende Expressionsanalysen depkjghanittels quantitat

ver RealTime-PCR zeigten keinen Unterschied in gdp2x-Transkriptmenge auS. pneumoniae
C405 und C606 zu dem Wildtypstan®n pneumoniaR6 (Peters, 2009). Somit kann eine verringerte
MRNA-Menge als Ursache fiir die erniedrigte PBREange ausgeschlossen werden. Es wadru-

tet, dass die Veranderungen dialslitat dieser PBP2x Proteine negativ beeinflussen (Maairat,
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2008), was sich wiederum negativ auf die Faltung der Proteine auswirken und einen Abbau-begulinst

gen wiide. Daher wurde die Lokalisation der A8stauche in PBP2x aus C405 und C606 sowohl

der dredimensionalen Struktur des nativePafeset al, 1996),als auch innerhalb der AciAnzym

Form Mouzet al, 1999)von PBP2x untersucht und mégliche strukturelle Folgen dieser Verémderu

gen innerhalb des Proteins theoretisch analysiert (Matiiady 2008). In Abb. 1.9 ist die Lokalisah

des T5268Austauschs aus C405 innerhalb einer Loopstruktur zu sehen. Dieser Loop befindet sich
zwischen-hdéhnhkdl en 83 r uikn udem N®he des aktiven Seri
(Maureret al, 2008). Der L403FAust ausch ( Abb. 1 .-Ke)ix 5Silokafsierduady e g e n  «
zeigt in die hydrophobe Nicibe,a &itabdi esildr erd?2

Helixstrukturen befinden sich wiederum in der direkten Nahe zum katalgtisgpalt. Dexnach wird

F403

Abb. 1.9: Dreidimensionale Struktur des PBP2x der Labormatante S. pneumoniaeC405. A: Wireframe
Modell des PBP2x aus C405iedeinzelnen Doménen des PBP2x farblich dargestellt. WeiBrminale Doré-

ne; blau: Transpeptidadgoméne; orange: PASTRoméanen; gelb: die Lagen der drei konserviertexeb.
Uber eine Linkerregion sind die PASTomanen mit der TranspeptidaBemane verbunden. Der Bereich der
Linkerregion, der anhand der KristallisatigBordonet al., 2000) aufgel6st werden konnte, ist in roter Farbe
gezeigt. Die Positionen der zwei ausgetauschten Aminoséuren in der TranspeptidaseDoméane von PBP2x sind
durch rote Quadrate markiert. An der Position 403 wurde Leucin gegegl&hanin (F403) undrader Position
526 wurde Threonin gegen Serin ausgetaug:hiDie Aminosauren S526 (oben) und F403 (unten) sind in einer
jeweils vergroRerten Detailansicht des Bereichs der Transpepieséne zu sehen. Die Farben darzelnen
Doménen von PBP2x entspieen denen aus Abb. 1.9 Bie dreidimensionale Stkturen des PBP2x wurde mit
dem Programm SwissPdbViewer, Version 4.1 und der Strukturdatei mit dernBatésibanknummer 1QMF
(Gordonet al.,2000) erstellt.

dieser Veranderung eine Schlusselrolle beideAnor dnung der Hel iesrdnétr ukt ur
(Maureret al, 2008). Das Einfuhren des L403fistausches geht in C405 auch mit der entscheide
den Tatsache einher, dass PBP2x auf dem Fluorogramm nicht mehr detektiert werddraikéen (

und Hakenbeckl991). Dies spricht dafiir, dass aufgrund dieser Verdnderung die Bindung von 3
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Laktamen verhindert wird. Fur den L403fstausch zeigte sich bei der Labormutante C405 laut
Kraul3et al1996 zudem eine Hypersensitivitat gegeniber Cefotaxim bei 37 °@jedMHK bei 30

°C sinken lasst.

Im PBP2x aus C606 befindet sich der M288stausch (Abbl.10) aufderfFal t bl at t st r ukt u
N-Terminus der penillin-bindenden TranspeptidaB®mane. Der G422{Austausch (Abb. 1.10) ist
dagegen an der Oberflache der TranspeptiDaseane, mit einem grof3en Abstand zum aktiventZen

rum lokalisiert, wobei di&eitenkette nach aul3en orientiert ist (Mateall, 2012). Fur beiden Mat

tionen wird daher ein geringerer Effekt auf das aktivet@em von PBP2x vermutet. Anhand von
Bindungsstudien konnte fur G422@in Effekt auf die AL.aktambindung an das aktive 8enache-

wiesen werden (Maurest al, 2012).Allerdings ist imFall des G422FAustausches bekannt, dass
dieser bei 37 °C eine Hypersensitivitdt gegeniiber Cefotaxim vermittelt; d.h. bei einer Inkubation der
Bakterienzellen bei 37 °C wird eine wesentlichiggere MHK erreicht, als bei der Inkuba bei 30

°C (Kraul3et al, 1996; Zerfal3, 2010).

Abb. 1.10: Dreidimensionale Struktur des PBP2x der LabormutanteS. pneunoniae C606. A: Wireframe
Modell des PBP2x aus C60Bie einzlnen Doméanen des PBP2x farblich dargestellt. Weifiriinale Dona-

ne; blau: Transpeptidag@oméne; orange: PASTRomanen; gelb: die Lagen der drei konserviertexed.
Uber eine Linkerregion sind die PAST@omanen mit der TranspeptidaBemane verbundemer Bereich der
Linkerregion, der anhand der KristallisatigBordonet al., 2000) aufgeldst werden konnte, ist in roter Farbe
gezeigt.Die Positionen der vier ausgetauschten Aminoséauren in der Transpefimagne von PBP2x sind
durch rote Quadrate maekt. An der Position 289 wurde Methionin gegen &min und an der Position 422
wurde Glycin gegen Aspartat ausgetauscht. Weiterhin wurden an der Positionyb®i/gégen Aspartat (D597)
und an der Position 601 Glycin gegen Valin atsgscht.B: Die Aminosauren T289 (oben), D422 (Mitte),
V601 und D597 (unten) sind in einer jeweils vergroRerten Detailansicht des Bereichs der Transpeptidase
Domaéne zu sehen. Die Farben @émzelnen Doméanen von PBP2x entsprechen denen aus Abb. 10i@ A.
dreidimensionale tBukturen des PBP2x wurde mit dem Programm SwissPdbViewer, Version 4.1 und #&er Stru
turdatei mit der Proteindatenbanknummer 1QMF (Gowetaal.,2000) estellt.














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































