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1.1. Streptococcus pneumoniae 

Das humanpathogene Bakterium Streptococcus pneumoniae (auch als Pneumococcus bekannt) wurde 

im Jahre 1880 unabhängig voneinander und fast zeitgleich von Louis Pasteur (Pasteur et al., 1881) in 

Frankreich und von George Miller Sternberg (Sternberg, 1881) in den USA entdeckt und beschrieben.  

S. pneumoniae zählt zu den Gram-positiven Milchsäurebakterien (Lactobacillales). Da diese einen 

niedrigen GC-Gehalt von unter 50 mol % aufweisen, werden sie dem Clostridium-Zweig zugeordnet 

(Schleifer und Ludwig, 1995). Diese Bakterien sind fakultativ anaerob, nicht sporulierend, unbeweg-

lich, Katalase- und Oxidase-negativ. Sie betreiben zur Energiegewinnung eine homofermentative 

Milchsäuregärung und sind für ihre begrenzte Biosynthesefähigkeit bekannt. Für ihr Kultivierung wird 

daher ein semisynthetisches Komplexmedium (Lacks und Hotchkiss, 1960) verwendet, das sowohl 

eine Kohlenstoffquelle, als auch Aminosäuren, Pyrimidine, Purine, Cholinchlorid, und Vitamine ent-

hält und den hohen Nährstoffanforderungen der Streptokokken somit gerecht wird. Das Wachstum 

dieser Bakterien auf Festmedium erfordert dagegen den Zusatz von Blut oder Serum (Hardie und Whi-

ley, 1995). In Abb. 1.1 ist die kokkale Morphologie von S. pneumoniae zu sehen. Die Bakterienzellen 

haben einen Durchmesser von 0,5-1,5 µm und sind rund bis lanzettenförmige. Sie wachsen entweder 

an der Basis paarweise aneinander gelagert, was den ursprünglichen Name Diplococcus pneumoniae 

erklärt, oder in Ketten mit unterschiedlicher Länge. 

 
 

Abb. 1.1: Morphologie von S. pneumoniae. A:  Zu sehen ist die typische diplokokkale Morphologie von S. 

pneumoniae. Quelle: Roger Harris/Science Photo Library, http://www.sciencephoto.com/media/13055/enlarge. 

B: Dargestellt ist eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Wachstums von Streptococcus spec. in 

kurzen Ketten. Quelle: http://www.ultrastruktur.bio.lmu.de/de/bilder/rem_sw/web_bilder__l/02_streptococcus 

_l.jpg 

 

Streptokokken können anhand ihres unterschiedlichen Hämolyseverhaltens auf bluthaltigen, festen 

Kulturmedien differenziert werden (Brown, 1919). Dabei wird zwischen Streptokokken unterschieden, 

die entweder eine Ŭ-Hämolyse, eine ß-Hämolyse (echten Hämolyse) oder eine ɔ-Hämolyse (keine 

Hämolyse) aufweisen. Der in dieser Arbeit verwendete Stamm S. pneumoniae gehört zu den Ŭ-

hämolysierenden Streptokokken, da um die Bakterienkolonie eine Vergrünung des Mediums beobach-

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 Veränderung und Entfärbung der Erytrozyten zurückzuführen ist. S. 

pneumoniae kann weiterhin aufgrund seiner Empfindlichkeit gegen Optochin (Bowers und Jeffries, 

1955) von anderen vergrünenden Streptokokken abgegrenzt werden. Heutzutage werden zur Differen-

zierung unterschiedlicher Streptococcus ssp. neben physiologischen und morphologischen Methoden, 

vor allem moderne molekularbiologische Methoden, wie die MLST (Multi Locus Sequence Typing) 

bzw. MLSA (Multi Locus Sequence Analysis) verwendet (Enright und Spratt, 1998; Hanage et al., 

2005).  

Neben S. pyogenes und S. agalactiae zählt S. pneumoniae zu den wichtigsten humanpathogenen Strep-

tokokken (Hardie und Whiley, 1995; Patterson, 1991), die in den Wirtsorganismen typische Infektio-

nen hervorrufen. S. pneumoniae verursacht eine Vielzahl an unterschiedlichen Erkrankungen, ange-

fangen bei relativ mild verlaufenden Formen wie beispielsweise die Mittelohrentzündung (Otitis me-

dia) und die Nasennebenhöhlenentzündung (Sinusitis), bis hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen 

wie Sepsis, Lungenentzündung (Pneumoniae), eine bestimmte Form der Hirnhautentzündung (Menin-

gitis), Bakteriämie und Herzinnenhautentzündung (Endokarditis) (Feldman und Klugman, 1997; 

Musher, 1992; Tomasz, 2000). Jährlich sterben weltweit über eine Millionen Menschen an den Folgen 

einer Pneumokokken-Erkrankung (1,6 Millionen Todesfälle laut WHO: Attali et al., 2008). Pneumo-

kokken-Infektionen finden sich dabei meist bei Menschen mit einem schwachen Immunsystem, daher 

gehören Kinder im Alter unter fünf Jahren und ältere, geschwächte oder bereits durch eine andere 

Krankheit vorbelastete Personen zu den Risikogruppen. Bei bis zu 60 % der Bevölkerung besiedeln 

die S. pneumoniae Bakterien die Schleimhäute des Nasophaynx, ohne dass sich Krankheitssymptome 

zeigen (Mitchell, 2003). Pathogene S. pneumoniae Stämme besitzten als Hauptvirulenzfaktor die Poly-

saccharidkapsel, die anti-phagozytisch wirkt (Jonsson et al., 1985), da sie das Bakterium vor der Pha-

gozytose durch Makrophagen des Immunsystems schützt und zusätzlich die Anheftung an das Wirts-

gewebe verstärkt (Nelson et al., 2007). Inzwischen sind weltweit 93 verschiedene Kapsel-Serotypen 

von S. pneumoniae bekannt und beschrieben (van Dam et al., 1990; Bentley et al., 2006; Park et al., 

2007; Yu et al., 2008; Bratcher et al., 2010). 

In der Geschichte der Mikrobiologie wurde das Bakterium S. pneumoniae 1928 durch Griffithôs weg-

weisendes Experiment bekannt. Dem Bakteriologen Frederick Griffith gelang es anhand von Experi-

menten mit Pneumokokken zum ersten Mal die Transformierbarkeit des Hauptvirulenzfaktors dieser 

Bakterien, der Kapsel, nachzuweisen (Griffith, 1928). Später konnten Oswald Avery, Colin MacLeod 

und Maclyn McCarty, anhand von eleganten Versuchen mit Pneumokokken, die DNA als Träger der 

genetischen Erbinformation identifizieren und damit die molekulare Grundlage der Transformation 

erklären (Avery et al., 1944). Avery und seine Kollegen verwendeten für die Durchführung der Versu-

che neben den pathogenen, bekapselten Stamm auch den kapselfreien, apathogenen Stamm S. pneu-

moniae R36A (Avery et al., 1944). Aus dem Stamm S. pneumoniae R36A wurden der ebenfalls unbe-

kapselten Stamm S. pneumoniae R6 isoliert, der eine sehr hohe Transformierbarkeit aufwies (Hotch-
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kiss, 1952; Ottolenghi und Hotchkiss, 1962). Dieser Stamm wurde innerhalb dieser Arbeit als Aus-

gangsstamm verwendet. 

1.2 Penicillin-Bindeproteine in S. pneumoniae und ß-Laktamantibiotika  

1.2.1 Peptidoglykansynthese und Penicillin-Bindeproteine in S. pneumoniae 

Die Zellwand, die den Bakterienzellen ihre Form verleiht, setzt sich in S. pneumoniae zu etwa glei-

chen Teilen aus Teichonsäuren und Peptidoglykan (Murein) zusammen (Mosser und Tomasz, 1970). 

Das Peptidoglykan liegt dabei als mehrlagige Schicht vor und stellt eine formgebende, spezifische und 

essentielle Komponente der Bakterienzellwand dar. Die Hauptfunktion dieses Makromoleküls besteht 

in der Aufrechterhaltung der Zellintegrität. Weiterhin ist Peptidoglykan an lebensnotwendigen Prozes-

sen, wie dem Zellwachstum und der Zellteilung, beteiligt und fungiert für Proteine, Kapsel-

Polysaccharide, Wand- und Lipoteichonsäuren als Gerüst zur Verankerung. 

Peptidoglykan besitzt eine heteropolymere Struktur und setzt sich aus den Zuckerderivaten N-

Acetylmuraminsäure- und N-Acetylglukosamin-Einheiten und dem über die Laktylgruppe der N-

Acetylmuraminsäure gebundenen Pentapeptid zusammen, die alternierend über ß-1,4-glykosidische 

Bindungen miteinander verknüpft sind. Durch die zusätzliche Quervernetzung der Pentapeptidstränge 

erreicht das Peptidoglykan erst seine vollständige Stabilität. Das Pentapeptid setzt sich bei S. pneumo-

niae aus den Aminosäuren L-Alanin, D-Glutamin und zwei endständigen D-Alanin zusammen. Die 

Quervernetzung erfolgt dabei entweder über direkte Peptidbindungen oder über Interpeptidbrücken (L-

Alanin-L-Serin oder L-Alanin-L-Alanin) (Vollmer, 2007 und die Referenzen). Das endständige D-

Alanin des Pentapeptids wird abgespalten, was wiederum Energie für Transpeptidierungsreaktion lie-

fert. Der Grad der Quervernetzung ist in diversen Pneumokokken-Stämmen unterschiedlich stark aus-

geprägt, dabei weisen einige resistente Stämme ein stark verzweigtes Murein auf (Garcia-Bustos et al., 

1988; Garcia-Bustos und Tomasz, 1990; Severin und Tomasz, 1996). 

Die Peptidoglykanbiosynthese ist ein komplexer Prozess, der sich aus mehreren Teilschritten zusam-

mesetzt, in verschiedenen Kompartimenten der Zelle stattfindet und an dem über 20 verschiedene 

Enzyme beteiligt sind (Vollmer, 2007 und Referenzen). Grob lässt sich die Synthese in drei Schritte 

unterteilen, die im Zytoplasma, an der Zytoplasmamembran und an der Zellwand der Pneumokokken 

anlaufen. Im ersten Schritt der Peptidoglykansynthese wird im Zytoplasma in einer Reihe von Reakti-

onen das Molekül UDP-N-Acetylmuramin-Pentapeptid synthetisiert. Dieses Molekül wird zur Zyto-

plasmamembran transportiert und auf Undekaprenylphosphat (auch Bactoprenol), einem membrange-

bundenen Lipidcarrier übertragen. Dadurch wird das Lipid I gebildet (Scheffers und Pinho, 2005). 

Anschließend wird dieses mit N-Acetylglukosamin verknüpft, wobei das Lipid II entsteht. Zur Synthe-

se der Interpeptidbrücke werden die entsprechenden Aminosäurereste durch Aminoacyl-Ligasen ange-

fügt (Filipe und Tomasz, 2000; Weber et al., 2000). Das entstandene Disaccharid-Heptapeptid wird 

mit Hilfe eines noch ungeklªrten ĂFlippaseñ-Mechanismus zur periplasmatischen Seite der Zytoplas-
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mamembran transportiert (Bouhss et al., 2008) und dort durch Transpeptidierungs- und Transglykosi-

lierungsreaktionen, die durch die Penicillin-Bindeproteine katalysiert werden, in die Zellwand einge-

baut (Bouhss et al., 2008). 

Die Abb. 1.2 A zeigt eine schematische Darstellung der Grundstruktur des Peptidoglykans in S. pneu-

moniae. Die durch Penicillin-Bindeproteine (PBPs) katalysierten Reaktionen der Zellwandbiosynthese 

sind dabei durch farbige Pfeile markiert. Die Transpeptidase-Aktivität (Abb. 1.2 A) ist für die Quer-

vernetzung von glykangebundenen Peptidketten zuständig. Durch die Abspaltung des endständigen D-

Alanins der Pentapeptidkette wird der Grad der Quervernetzung indirekt reguliert, da die Anzahl an 

Pentapeptid-Einheiten für die Transpeptidierung limitiert wird (Severin et al., 1992; Morlot et al., 

2004). Für diese D,D-Carboxypeptidase Aktivität ist in S. pneumoniae das PBP3 zuständig (Abb. 1.2). 

Die Penicillin-Bindeproteine 1a, 1b und 2a sind bifunktional und somit auch für die Transglykosylie-

rung von N-Acetylmuraminsäure und N-Acetylglukosamin zuständig (Abb. 1.2).  

 
 

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Grundstruktur des Peptidoglykans in S. pneumoniae und die 

katalysierten Reaktionen der PBPs. A: Dargestellt ist das Rückgrat des Peptidoglykans, das aus den alternie-

renden Zuckerderivaten N-Acetylglykosamin (GlcNAc) und N-Acetylmuraminsäure (MurNAc) besteht, die ß-

1,4 glykosidisch miteinander verknüpft sind. Die Quervernetzung der Peptidoglykanstränge erfolgt über Penta- 

peptide, die entweder über eine Interpeptidbrücke oder direkt miteinander verknüpft sind. Die drei Reaktionen, 

die von den PBPs katalysiert werden (Transpeptidierung, Transglykosilierung und D,D-Carboxypeptidierung) 

sind durch farbige Pfeile gekennzeichnet. B: Gezeigt ist ein Fluorogramm der sechs PBPs aus S. pneumoniae 

R6. Die Proteine wurden zuerst mit Bocillin
TM 

FL markiert anschließende mittels SDS-PAGE aufgetrennt. An-

hand der Farben sind die Funktionen der einzelnen PBPs, die bereits in Abb. 1.2 B zu sehen sind, zu entnehmen.  
 

Penicillin-Bindeproteine konnten in allen Eubakterien nachgewiesen werden, die in der Lage sind 

Peptidoglykan zu synthetisieren. Dabei verfügt jede Bakterienspezies über ein charakteristisches Set 

an PBPs. Penicillin-Bindeproteine können mit dem fluoreszierenden PenicillinV-Derivat Bocillin
TM

FL 

oder einem anderen radioaktiven ß-Laktam-Derivat markiert und somit in einem Fluorogramm sicht-

bar gemacht werden (Abb. 1.2 B). Die Nummerierung der Penicillin-Bindeproteine erfolgt in S. pneu-

moniae nach ihrem molekularen Gewicht in abnehmender Reihenfolge (Denapaite et al., 2007). Die 
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sechs verschiedenen PBPs, die S. pneumoniae besitzt (Hakenbeck et al., 1986), werden anhand ihres 

Molekulargewichts und der Domänenstrukture in hochmolekulare (high molecular weight: hmw) PBP 

der Klasse A oder B, und niedermolekulare (low molecular weight: lmw) PBPs unterteilt (Goffin und 

Ghuysen, 1998; Goffin und Ghuysen 2002; Macheboeuf et al., 2006; Sauvage et al., 2008) (Abb. 1.3). 

 
 

 

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Aufbaus der sechs Penicillin-Bindeproteine aus S. pneumoniae. 

Die Domänenstruktur der sechs PBPs aus S. pneumoniae wird durch Balken angedeutet. Die penicillin-bindende 

Transpeptidase-Domäne ist als schraffierter Balken dargestellt. Innerhalb dieser Domäne befinden sich die drei 

konservierten Aminosäuremotive S*XXK, SXK und K(T/S)G, die als rote Dreiecke gekennzeichnet sind. Das 

aktive Serin ist dabei mit * markiert und X steht für variable Aminosäuren. Der hydrophobe Transmembranbe-

reich am N-Terminus der hmw PBPs, der als Membrananker fungiert, ist als schwarzes Quadrat gezeigt. Das 

lmw PBP3 besitzt dagegen eine amphiphile Helixstruktur am C-terminalen Ende, die dieses PBP an die Memb-

ran assoziiert. Diese ist ebenfalls als schwarzes Quadrat zu sehen. Die Vertreter der Klasse A und B hmw und 

lmw PBPs sind rechts angegeben. Alle sechs PBPs verfügen über eine Transpeptidase-Domäne. Die PBPs der 

Klasse A hmw besitzen zusätzlich eine N-terminale Transglykosylase-Domäne (nach Hakenbeck, 1998). Abk.: 

hmw: high molecular weight, lmw: low molecular weight, PBP: Penicillin-Bindeprotein. 

 

Alle PBPs besitzen eine Penicillin -Binde Domäne, die wiederum drei konservierte Aminosäuremotive 

(Abb. 1.3) beinhaltet. Aufgrund dieser Homologieboxen und struktureller Gemeinsamkeiten werden 

die PBPs zusammen mit den ß-Laktamasen in die Superfamilie der Acyl-Serin-Transferasen eingeteilt 

(Ghuysen, 1991). Die hmw PBPs sind über eine hydrophobe Membranregion am N-terminalen Ende 

in der Zytoplasmamembran verankert (Abb. 1.3). Des Weiteren besitzen sie eine kurze zytoplasmati-

sche Region am N-Terminus und eine C-terminale Domäne.  

Von den hmw PBPs der Klasse B PBP2x und PBPb ist bekannt, dass sie für S. pneumoniae essentiell 

sind, da Deletions- und Inaktivierungsversuche fehlschlugen (Kell et al., 1993). Die hmw PBPs der 

Klasse A: PBP1a, PBP1b und PBP2a konnten dagegen einzeln deletiert werden. Bis auf das Paar 

pbp1a/ pbp2a konnten auch Doppelmutanten erstellt werden (Paik et al., 1999; Hoskins et al., 1999). 

Aufgrund dieser Daten wird vermutet, dass entweder PBP1a oder PBP2a für das Wachstum nötig ist 

(Paik et al., 1999; Hoskins et al., 1999). Die pbp2a-Deletionsmutante wies weiterhin eine erhöhte 

Empfindlichkeit gegenüber Moemycin aus. Daher wird angenommen, dass PBP2a die Haupt-

Transglykosylase in Pneumokokken ist (Paik et al., 1999; Hoskins et al., 1999). Die D,D-
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Carboxypeptidase-Funktion des lmw PBP3 wurde anhand von in vitro-Experimenten bestätigt (Ha-

kenbeck und Kohiyama, 1982).  

Alle Promotoren der PBP-Gene werden mittelstark und über die gesamte Wachstumsphase konstitutiv 

exprimiert (Peters, 2009). Um die Funktion der einzelnen PBPs besser verstehen zu können, wurde für 

alle PBPs aus S. pneumoniae, bis auf PBP2a die Kristallstruktur aufgeklärt (Contreras-Martel et al., 

2009; Contreras-Martel et al., 2006; Gordon et al., 2000; Macheboeuf et al., 2005; Morlot et al., 2005; 

Pares et al., 1996). Des Weiteren wurde die Lokalisation aller hmw PBPs aus S. pneumoniae mittels 

Immunofluoreszenz analysiert (Morlot et al., 2003; Zapun et al., 2008). Die Ergebnisse der aktuelleren 

Studien zeigten, dass sich alle PBPs innerhalb des Zellzyklus an der Zellmitte lokalisieren (Zapun et 

al., 2008). Für das lmw PBP3 wurde mittels Immunogoldmarkierung mit anti-PBP3-Antikörpern eine 

Lokalisation über die komplette Oberfläche der Zelle (Hakenbeck et al., 1993), jedoch kein Signal am 

Zellseptum nachgewiesen. Daher wird für PBP3 die Funktion der Koordination des Zellteilungspro-

zesses und die Platzierung der Teilungsebene vermutet (Morlot et al., 2004). Aufgrund der aktuellen 

Datenlage wird für das Wachstum von S. pneumoniae ein Modell postuliert, laut dem sowohl septale, 

als auch periphere Peptidoglykansynthese ausgehend von der Zellmitte stattfindet. Dabei sind die es-

sentiellen Zellteilungsproteine in der Neugestaltung des Peptidoglykans involviert, wobei die Proteine, 

die die Peptidoglykanbiosynthese organisieren, sich an der Zellmitte lokalisieren und einen Transloka-

tionsapparat formen (Zapun et al., 2008; Sham et al., 2012). 

1.2.2 ɓ-Laktamantibiotika und ihre Wirkungsweise 

Zur Behandlung von Infektionskrankheiten, deren Ursache Pneumokokken sind, werden hauptsächlich 

ß-Laktamantibiotika, wie z. B Penicillin verwendet. Die bakteriozide Wirkungsweise der ß-

Laktamantibiotika beruht auf der Inhibierung der Transpeptidierungs- und Carboxypeptidierungsreak-

tionen, die von den Penicillin-Bindeproteinen katalysiert werden. ß-Laktame fungieren aufgrund ihrer 

Ähnlichkeit zu dem Dipeptidrest D-Alanyl-D-Alanin der zu verknüpfenden Pentapeptide, dem natürli-

chen Substrat der PBPs, als Strukturanaloge. Sie binden nach der Öffnung des ß-Laktamrings kovalent 

an den Hydroxylrest des Serins im aktiven Zentrum der Transpeptidase-Domäne des PBPs. Dabei 

entsteht ein langlebiger, stabiler und enzymatisch inaktiver Acyl-Enzym Komplex (Cepalosporyl- 

bzw. Penicillolyl-Enzym Komplex), der für die Peptidoglykansynthese, speziell der Quervernetzung, 

nicht mehr zur Verfügung steht (Tipper und Strominger, 1965).  

1.2.3 ß-Laktam-Resistenz in S. pneumoniae 

Das humanpathogene Bakterium S. pneumoniae galt lange Zeit als eines der penicillin-sensitivsten 

Mikroorganismen überhaupt (Hakenbeck et al., 2012) und mit Hilfe von ß-Laktamantibiotika schien 

die lebensbedrohliche Gefahr, die von den Pneumokokkeninfektionen ausgeht, gebannt zu sein. So 

kam es, dass erste Berichte von Penicillin-resistenten Labormutanten (Erikse, 1945; McKee und 

Houck, 1943) und Berichte von Labormutanten in S. pneumoniae, die sogar eine über 1000fach ange-
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stiegene Resistenz gegenüber Benzylpenicillin aufwiesen (Gunnison et al., 1968), nicht ernst genom-

men wurden. Auch erste Berichte von ersten resistenten klinischen S. pneumoniae Isolaten in Australi-

en und Neuguinea (Kislak et al., 1965; Hansman, 1975) wurden noch nicht als bedrohlich angesehen. 

Kennzeichnend für die Resistenzentwicklung in S. pneumoniae war das Jahr 1978, als in einem Kran-

kenhaus im südafrikanischen Johannisburg innerhalb kurzer Zeit mehrere Stämme auftraten, die neben 

einer hohen Penicillin-Resistenz auch eine Multiresistenz aufwiesen (Jacobs et al., 1978). Seit Beginn 

der 80er Jahre wurden weltweit mit steigender Häufigkeit multiresistente S. pneumoniae Stämme iso-

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

Problem dar. 

In Pneumokokken wird die Resistenz gegenüber ß-Laktamantibiotika durch Modifikationen in den 

Zielenzymen, den Penicillin-Bindeproteinen, hervorgerufen (Hakenbeck, 1995). Diese Modifikationen 

befinden sich innerhalb der Transpeptidase-Domäne und verringern die Affinität der PBPs gegenüber 

ß-Laktamen (Hakenbeck et al., 2012). Die veränderten PBPs werden mit dem Begriff niederaffin be-

zeichnet, da entweder gar keine oder nur eine schwache Bindung stattfindet. In Piperacillin- bzw. Ce-

fotaxim-resistenten Labormutanten und in klinischen Isolaten konnten jeweils unterschiedliche Kom-

binationen an niederaffinen PBPs ausfindig gemacht werden. Dabei zeigte sich, dass alle sechs PBPs 

zu solchen niederaffinen Formen verändert werden können (Hakenbeck et al., 2012). Bei S. pneumo-

niae Stämme, die modifizierte und niederaffinen PBPs besitzen, wird eine höhere Konzentration an ɓ-

Laktamantibiotika benötig, um das Wachstums zu inhibieren. Die Rolle der Penicillin-Bindeproteine 

bei der Resistenz gegenüber ß-Laktamantibiotika ist bereits gut untersucht (Laible et al., 1991; Spratt, 

1994; Tomasz und Muñoz, 1995; Grebe und Hakenbeck, 1996; Denapaite et al., 2007; Hakenbeck et 

al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass die Penicillin-Bindeproteine PBP2x und PBP2b primären 

Targets vieler ß-Laktamantibiotika darstellen und deshalb im Zuge der Resistenzentwicklung zuerst 

modifiziert werden. (Grebe und Hakenbeck, 1996; Denapaite et al., 2007). Treten Veränderungen in 

diesen PBPs alleine auf, vermitteln sie nur geringe Resistenzen. Auch PBP1a ist bei der Antibiotikare-

sistenz involviert (Muñoz et al., 1992; Smith und Klugman, 1998). Wenn PBP2x und PBP2b in modi-

fizierter niederaffiner Form vorliegen, vermittelt PBP1a als sekundäre Resistenzdeterminante hohe 

Resistenzniveaus in S. pneumoniae Stämmen (Grebe und Hakenbeck, 1996; Krauß et al., 1996; 

Muñoz et al., 1992; Barcus et al., 1995). PBP2a besitzt eine relativ geringe Affinität gegenüber Peni-

cill inen. Dennoch konnten niederaffine Formen von PBP2a im Labormutanten und auch in klinischen 

Isolaten in Zusammenhang mit einem niederaffinen PBP2x nachgewiesen werden (Du Plessis et al., 

2000; Hakenbeck et al., 1998; Sanbongi et al., 2004), allerdings ist die Rolle des PBP2a bei der ß-

Laktam-Resistenzentwicklung noch weitestgehend unklar. 

Die Arten der Mutationen, die ß-Laktam-Resistenz vermitteln, unterscheiden sich in Labormutanten 

und in klinischen Isolaten von S. pneumoniae (Denapaite et al., 2007). Bei ß-Laktam-resistenten La-

bormutanten werden in der Transpeptidase-Domäne der PBPs vereinzelt Punktmutationen nachgewie-

sen (Laible und Hakenbeck, 1991; Krauß et al., 1996). Dagegen zeichnen sich die Gene der PBPs in 
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resistenten klinischen Isolaten durch Mosaikstrukturen aus, die durch Gentransfer und homologe Re-

kombination innerhalb von verwandten Arten entstehen. Der veränderte Sequenzbereich, der Resistenz 

verleiht, unterscheidet sich bis zu 25 % von der Sequenz des sensitiven Wildtyps (Dowson et al., 

1989a; Dowson et al., 1989b; Laible et al., 1991; Martin et al., 1992). Durch die natürlichen Kompe-

tenz von S. pneumoniae wird die Ausbreitung von ß-Laktam-resistenten Stämmen verstärkt und durch 

horizontalen Gentransfer und homologe Rekombination kann es zudem leicht zur Entstehung von 

multiresistenten Stämmen kommen. 

Neben der beschriebenen, PBP-vermittelten ß-Laktam-Resistenz wurde in resistenten S. pneumoniae 

Stämmen auch nicht-PBP-vermittelte Mechanismen nachgewiesen, die zur ß-Laktam-Resistenz füh-

ren. Dabei werden Gene modifiziert, die nicht für PBPs kodieren. Als erste nicht-PBP Resistenzdeter-

minate wurde die Histidinkinase CiaH des Zwei-Komponenten Systems CiaRH in Labormutanten 

identifiziert (Guenzi et al., 1994). In Laborstämmen, die ausgehend von S. pneumoniae R6 mit dem 

Antibiotikum Piperacillin sukzessiv selektioniert wurden, konnte Mutationen in dem Gen cpoA (regu-

lator of competence and PonA), das für eine Glykosyltransferase kodiert, ausfinding gemacht werden. 

Es wurde gezeigt, dass diese zur Resistenzerhöhung gegenüber Pipercillin führen (Grebe et al., 1997). 

In diesen Mutanten wurde neben einer Reduktion der natürlichen Kompetenz auch eine verringerte 

PBP1a Menge beobachtet.  

In klinischen Isolaten ist MurM, ein Enzym, das für die Anheftung der ersten Aminosäure der Inter-

peptidbrücke zuständig ist, als weitere nicht-PBP Resistenzdeterminante bekannt. Modifikationen in 

MurMN führen dabei zur Entstehung von hohen Resistenzen (Filipe und Tomasz, 2000). Des Weite-

ren wurde MurE, die als Aminosäure-Ligase fungiert und bei der Zellwandbiosynthese eine Rolle 

spielt, als eine weitere nicht-PBP Resistenzdeterminante identifiziert (Todorova, 2010). 

1.3 Das essentielle Penicillin-Bindeprotein 2x aus S. pneumoniae 

In der Mitte der 80er Jahren wurde PBP2x als letztes der sechs PBPs ins S. pneumoniae entdeckt (Ha-

kenbeck et al., 1986). Das Gen, das für PBP2x kodiert, liegt zusammen mit zwei stromaufwärts lie-

genden Genen yllC, ftsL und dem stromabwärts liegenden mraY ein Operon, das als dcw (division and 

cell wall) - Cluster bezeichnet wird (Massidda et al., 1998). PBP2x ist ein 750 Aminosäuren langes, 

monofunktionales Enzym mit einem Molekulargewicht von 82,3 kDa. Seine dreidimensionale Struktur 

wurde von allen PBPs zuerst aufgeklärt (Pares et al., 1996; s. Abb. 1.4). Es besitzt eine kurze zyto-

plasmatische Region (AS 1-28) und ist über eine Transmembranregion (TM: AS 29-49) mit der Zyto-

plasmamembran verankert. Daran schließt eine N-terminale Domäne unbekannter Funktion an (AS 

49-265; gaue Farbe), die eine verlªngerte ĂZucker-Zangenñ Form (Gordon et al., 2000; Pares et al., 

1996) zeigt. Die Funktion dieser Domäne ist bisher noch unbekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass 

PBP2x als Teil eines großen Multienzym Komlexes (Divisoms) vorliegt, wobei PBP2x zu den Protei-

nen zählt, die das Divisom zu einem späteren Stadium erreichen (Morlot et al., 2003, Zapun et al., 

2008; Fadda et al., 2007). Aufgrund der speziellen Struktur der N-terminalen Domäne des PBP2x 
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Proteins wird vermutet, dass diese mit andern Proteinen des Divisoms interagiert (Höltje, 1998; Mas-

sidda et al., 1998). Des Weiteren wurden in resistenten Stämmen im Inneren dieser Struktur nur weni-

ge Mutationen ausfindig gemacht, was wiederum die Annahme bestärkt, dass es sich hierbei um eine 

wichtige Kontaktregion zwischen Proteinen handelt (Dessen et al., 2001)  
 

 
 

 
 

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

S. pneumoniae R6. A: Der Aufbau des 750 Aminosäuren (AS) langen PBP2x ist schematisch dargestellt. Das 

Protein besitzt eine zytoplasmatische Region (AS: 1-28) und einen Transmembrananker (TM: AS 29-49). Des 

Weiteren weist das PBP2x eine Drei-Domänenstruktur auf. Die N-terminale Domäne (AS 71-249) ist in grauer 

Farbe gezeigt. Nach einer Linkerregion folgt (weiß) die penicillin-bindende Transpeptidase-Domäne (AS 266-

616, blau dargestellt). Innerhalb dieser Domäne sind die drei konservierenten Boxen S*TMK 340, SSN397 and 

KSG549 (als rote Dreiecke markiert) lokalisiert. Über eine Linkerregion (AS 617-634, schwarze Box) ist die C-

terminale Domäne, die wiederum zwei PASTA-Domänen (Ŭ/ɓ/ɓ/ɓ Motive) beinhaltet (P1: AS 635-691, P2: 692-

750, orange Farbe), mit der Transpeptidase-Domäne verbunden. Die PBP2x-Struktur wurde nach Gordon et al., 

(2000) und Dessen et al., (2001) erstellt. B: In der gezeigten Kristallstruktur sind die bereits erwähnten, einzel-

nen Domänen farblich dargestellt. Die Farben entsprechen dabei denen aus Abb. 1.4 A. Die dreidimensionale 

Struktur des PBP2x wurde mit dem Programm SwissPdbViewer, Version 4.1 und der Strukturdatei mit der Pro-

teindatenbanknummer 1QMF (Gordon et al., 2000) erstellt. 

 

Die N-terminale Domäne ist eng mit der zentralen penicillin-bindenden Transpeptidase-Domäne (s. 

Abb. 1.4) verbunden. Laut Pares et al., 1996 befindet sich das aktive Zentrum von PBP2x in der Mitte 

einer langen Furche, die bisher in keinem anderen Penicillin-erkennenden Enzym nachgewiesen wer-
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den konnte. Über einen flexiblen Loop, der Linkerregion, ist die Transpeptidase-Domäne mit der glo-

bulären C-terminalen Domäne verbunden, die zwei PASTA-(penicillin-binding protein and seri-

ne/threonine kinase associated) Domänen beinhaltet (s. Abb. 1.4: P1 und P2), die wohlmöglich durch 

Gen-Duplikation entstanden sind (Yeats et al., 2002). Für die vier extrazellulären PASTA-Domänen 

der Serin/Threonin-Kinase StkP aus S. pneumoniae  wurde die Erkennung und Bindung von unver-

knüpften Peptidoglycan erstmal experimentell nachgewiesen (Maestro et al., 2011). Trotz ihrer gerin-

gen Ähnlichkeit auf Aminosäuresequenzebene, wird für die PASTA-Domänen von PBP2x eine ähnli-

che Funktion vermutet (Jones und Dyson, 2006); auch wurde in einer Kristallstruktur ein nicht-

kovalentes Cefuroxim, also ein Strukturanalog des Muropeptpides, aufgefunden, das an der ersten 

PASTA-Domäne über Van-der-Waals-Kräfte assoziiert war (Yeats et al., 2002). Tatsächlich ist die 

Anwesenheit der Ŭ-Helix der zweiten PASTA-Domäne von PBP2x für die Bindung von ß-Laktam 

notwendig (Maurer et al., 2012). 

1.3.1 Das grün fluoreszierende Protein GFP und GFP-PBP2x-Fusionskonstrukte 

Das Phänomen der Biolumineszenz, bei dem in lebenden Organismen durch enzymatische Reaktionen 

Licht erzeugt wird (Veith und Veith, 2005), findet sich in zahlreichen Coelenteraten. Die grün fluores-

zierende Pazifikqualle Aequorea victoria weist diese Fähigkeit ebenfalls auf. Shimomura et al., 1962 

gelang es das Photoprotein Aequorin aus dieser Qualle zu isolieren und zu charakterisieren. Es wurde 

festgestellt, das Aequorin blaues statt grünes Licht ausstrahlt, sobald es aktiviert wird und dass diese 

ausgestrahlte Energie wiederum zur Anregung eines weiteren Fluoreszenzproteins nötig ist. Diese 

Protein emittiert, sobald es angeregt wird grünes Licht und wurde deshalb GFP (grün fluoreszierendes 

Protein) genannt (Shimomura et al., 1962; Johnson et al., 1962). In Abb. 1.5 ist die dreidimensionale 

Struktur des Wildtyp-GFP nach Yang et al., 1996 zu sehen. 

 

Abb. 1.5: Dreidimensionale Struktur des Wildtyp-

GFP. Die zylinderfºrmige ɓ-Can-Struktur besteht aus 11 

ß-Faltblättern ( ), die die Wand des Zylinders ausbilden. 

Der Zylinder hat einen Durchmesser von ~ 30A° und eine 

Länge von ~ 40A°. Das Fluorophor ( ) ist auf einer zent-

ralen Ŭ-Helix ( ), in der Nähe des geometrischen Zent-

rums dieser Struktur lokalisiert. Kleinere Ŭ-helikale Struk-

tursegmente formen die Deckel an den Enden der zylin-

derförmigen ß-can-Struktur (aus Yang et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

Das GFP-Protein besteht aus 11 ß-Faltblattblättern, die neun bis elf Aminosäuren enthalten und eine 

zylinderförige ß-Can-Struktur ausbilden (Yang et al., 1996; Ormö et al., 1996). Dabei liegen die ß-

Faltblätter eng bei einander und bilden ein regelmäßiges Muster aus Wasserstoffbrückenbindungen 
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aus. Im Inneren dieser Struktur und damit gut geschützt, befindet sich auf einer zentralen Ŭ-Helix das 

Fluorphor, das aus den drei Aminosäuren S65-Y66-G67 besteht. Diese drei Aminosäuren sind Teil 

desselben Proteins. Das GFP kann sich bemerkenswerterweise völlig selbstständig in seine funktions-

fähige Form falten, wobei keine Cofaktoren benötigt werden. 

Im Jahre 1992 begann die einmalige und rasante Karriere der fluoreszierenden Proteine mit der erst-

maligen Klonierung der cDNA des GFP (Prasher et al., 1992). Zwei Jahre später gelang es Chalfie et 

al. bereits GFP in dem Nematoden Caenorhabditis elegans zum Leuchten zu bringen (Chalfie et al., 

1994). Im Jahr 2008 erhielt Martin Chalfie gemeinsam mit Osamu Shimomura und Roger S. Tsien 

dafür den Nobelpreis für Chemie. Seitdem ist GFP in der Biologie von unschätzbarem Wert, da mit 

Hilfe seiner Fluoreszenz faszinierende Experimente durchgeführt werden können. Begründet durch die 

fehlende Zytotoxizität des GFPs, ist es möglich die Lokalisation anderer Proteine in lebenden Zellen 

mit Hilfe dieses Proteins zu untersuchen. Hierfür wird GFP zuvor mit dem zu untersuchenden Protein 

fusioniert. 

In mikroaeophilen Bakterien wie S. pneumoniae wird die Verwendung von GFP aufgrund der post-

translationalen Oxidation von GFP durch Sauerstoff als schwierig angesehen (Acebo et al., 2000). 

Jedoch konnte die erfolgreiche Genexpression von gfp und die vollständige Aktivität des gefalteten 

GFPs bei pH-Werten zwischen 6,0 und 9,5 nachgewiesen werden (Acebo et al., 2000). Innerhalb die-

ser Arbeit wurde mit GFP
+
 (nachfolgend als GFP bezeichnet), einer verbesserten Variante von GFP, 

gearbeitet, die in der Lage ist sich schneller zu falten (Eberhart et al., 2009). GFP
+
 weist aufgrund 

zahlreicher Modifikationen eine 130fach gesteigerte Fluoreszenzintensität im Vergleich zu dem Wild-

typ-GFP auf und die Empfindlichkeit ist für die Detektion in der Zelle im Vergleich zum Wildtyp-

GFP ist um ca. 320fach höher (Schloz et al., 2000). 

Um die Lokalisation von PBP2x in lebenden S. pneumoniae Zellen untersuchen zu können, wurden 

ein N-terminales GFP-PBP2x-Fusionsprotein erstellt, wobei am 3ô-Ende von gfp eine Sequenz für eine 

Linkerregion kodiert (Stahlmann, 2011). Die Transkription des gfp-Fusionsgens stand dabei unter der 

Kontrolle des zinkinduzierbaren Promotors PczcD. Dieses verwendete zinkinduzierbare System wurde 

bereits für die genaue Regulierung der Expression von gfp-Fusionsgenen und für Protein Depletions-

experimente in S. pneumoniae etabliert (Eberhardt et al., 2009). Das Proteinprodukt des Gens czcD 

wurde bereits als Resistenzdeterminante in S. pneumoniae identifiziert, da es die Bakterien gegen toxi-

sche Zn
2+

 Konzentrationen schützt (Kloostermann et al., 2007). Weiterhin wurde SczA als transkripti-

oneller Regulator identifiziert, der die Expression des Promotor PczcD in Abwesenheit von Zn
2+

 repri-

miert und in Anwesenheit von Zn
2+

 (Co
2+

 und Ni
2+

) aktiviert (Kloosterman et al., 2007). Aufgrund 

dieser gut untersuchten Tatsache konnte der Promotor PczcD als zinkinduzierbarer Promotor für diese 

Studie verwendet werden. 

Das GFP-PBP2x Fusionsprotein wies eine septale, von Zellzyklus abhängige Lokalisation auf (Stahl-

mann, 2011) und bestätigte die von Morlot et al., 2003 mittels Immunofluoreszenzmikroskopie ermit-

telten Ergebnisse (Abb. 1.6). Das Fusionsprotein GFP-PBP2x war in der Lage mit BocillinÊFL zu 

http://de.wikipedia.org/wiki/Martin_Chalfie
http://de.wikipedia.org/wiki/Osamu_Shimomura
http://de.wikipedia.org/wiki/Roger_Tsien
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interagieren, und die essentielle Funktion von PBP2x zu übernehmen. (Stahlmann, 2011). Für die kor-

rekte Lokalisation von PBP2x am Septum ist offenbar die Transpeptidasefunktion nicht notwendig, da 

das enzymatisch inaktive GFP-PBP2xS337A Fusionsprotein dieselbe Lokalisation wie das Wildtyppro-

tein aufwies (Breckner, 2012; Abb. 1.6).  

 
 

Abb. 1.6: Aufbau diverser GFP-PBP2x-Fusionsproteine und deren ermittelte Lokalisation. Dargestellt sind 

die Domänenstrukturen verschiedener GFP-PBP2x-Fusionsproteine der Stämme DKL03 (R6, P
czcD

-gfp-pbp2x), 

DKL13 (R6, P
czcD

-gfp-pbp2xS337A), DKL12 (R6, P
czcD

-gfp-pbp2xOP, Deletion in PBP2x von AS Q633 bis 

D750), DKL17 (R6, P
czcD

-gfp-pbp2xOT, interne Deletion in PBP2x von AS S266 bis D616), DKL15 (R6, P
czcD

-

gfp-pbp2xNP, interne Deletion in PBP2x von AS T56 bis D616). Die GFP-Domäne ist als grüner Balken darge-

stellt, die über eine Linkerregion (schwarze Box, L) mit dem N-Terminus des PBP2x verbunden ist. Die Trans-

membrandomäne von PBP2x wird durch einen weißen Kasten (M) symbolisiert. Die N-terminale Domäne (AS 

71-249; N) ist in grauer Farbe gezeigt. Die penicillin-bindende Transpeptidase-Domäne (TP; AS 266-616) ist in 

blau dargestellt. Innerhalb dieser Domäne sind die drei konservierenten Boxen S*TMK 340, SSN397 und KSG549 

(als rote Dreiecke markiert) lokalisiert. Die C-terminale Domäne, besteht aus zwei PASTA-Domänen (AS 635-

691, 692-750; P1 und P2, orange Farbe). Modifiziert nach Peters et al., 2013 (Veröffentlichung in Vorberei-

tung). Das jeweils ermittelte Lokalisationssignal der unterschiedlichen GFP-PBP2x-Fusionsproteine ist in der 

schematisch dargestellten Zelle in grüner Farbe gezeigt (rechts). 
 

Lokalisationsstudien mit GFP-StkP Fusionskonstrukten offenbarten, dass StkP aus S. pneumoniae sich 

aufgrund seiner PASTA-Domänen in der Zellmitte lokalisiert (Beilharz et al., 2012, Fleurie et al., 

2012). Dabei wird die Lokalisation von StkP in S. pneumoniae durch die Erkennung des unverknüpf-

ten Peptidoglykans durch die PASTA-Domänen zu den Zellteilungszonen gelenkt (Beilharz et al., 

2012; Fleurie et al., 2012). Um zu überprüfen, ob die zwei PASTA-Domänen aus PBP2x für die kor-

rekte septale Lokalisation dieses Proteins benötigt werden, wurde ein Satz aus N-terminalen GFP-

PBP2x Fusionskonstrukten erstellt, in denen jeweils unterschiedliche Deletionen in PBP2x vorlagen 

(Abb. 1.6). Fluoreszenzmikroskopische Analysen des Stamms DKL12, der das GFP-PBP2x-OP (OP: 

ohne PASTA) Fusionsprotein synthetisiert, zeigten, dass das Signal des Fusionsproteins im Zytoplas-

ma der kompletten Zelle verteilt war (Schweizer, 2011). Demnach war, sobald die PASTA-Domänen 

fehlten eine korrekte Lokalisation des PBP2x nicht möglich (Schweizer, 2011; Abb. 1.6). Mit Hilfe 

der Stämme DKL17 und DKL15 sollte geklärt werden, ob die PASTA-Domänen unabhängig von der 
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Transpeptidase-Domäne bzw. unabhängig von der Transpeptidase- und N-terminalen Domäne für die 

Lokalisation des PBP2x am Zellseptum verantwortlich sind. Der hergestellter Stamm DKL17 syntheti-

siert nach der Induktion mit Zink das Fusionsprotein GFP-PBP2x-OT (OT: ohne Transpeptidase-

Domäne). In diesem Fusionsprotein sind die beiden PASTA-Domänen aus PBP2x an die N-terminale 

Domäne fusioniert und die zentrale Transpeptidase-Domäne in PBP2x deletiert (Breckner, 2012). Der 

Stamm DKL15 beinhaltet dagegen das Fusionskonstrukt GFP-PBP2x-NP (NP: nur PASTA; Breckner, 

2012). Dieses Fusionsprotein besteht lediglich aus der Transmembrandomäne und den beiden PASTA-

Domänen; sowohl die Transpeptidase, als auch die N-terminale Domäne fehlen. Die Lokalisationsstu-

dien zeigten in beiden Fällen eine Fluoreszenz der gesamten Zelle. Entgegen der Erwartungen konnte 

eine Akkumulation des Proteins am Zellseptum nicht detektiert und die postulierte These mit Hilfe 

dieser Konstrukte nicht zusätzlich bestätigt werden (Breckner, 2012).  

1.4 Das Zwei-Komponenten System CiaRH 

In dem humanpathogenen S. wurden 13 Zwei-Komponenten Systeme und ein Response Regulator 

nachgewiesen (Lange et al., 1999; Throup et al., 2000). Zwei-Komponenten Systemen stellen Regula-

tionssysteme dar, mit deren Hilfe Bakterienzellen in der Lage sind, mit ihrer Umwelt zu kommunizie-

ren und sich verändeten Umweltbedingung anzupassen.  

Das regulatorische Zwei-Komponenten System CiaRH wurde als erstes Zwei-Komponenten System in 

S. pneumoniae beschrieben. Die Abk¿rzung Cia steht f¿r Ăcompetence induction and altered cefotaxi-

me susceptibilityñ(Guenzi et al., 1994), da Mutationen in CiaH zu erhöhter Resistenz gegenüber Ce-

fotaxime führen und sich negativ auf die Entwicklug der genetischen Kompetenz auswirken. Die Gene 

ciaH und ciaR, die für diese Zwei-Komponenten System kodieren, werden als Operon transkribiert 

(Giammarinaro et al., 1999) und überlappen um 8 bp.  

Es konnte gezeigt werden, dass der T230P-Austausch (ciaH306) innerhalb der Histidinkinase CiaH, zu 

einer erhöhten ß-Laktam-Resistenz und zum Verlust der genetische Kompetenz von S. pneumoniae 

führt. Des Weiteren konnte eine von dieser Veränderung ausgehende Aktivierung des Systems nach-

gewiesen werden, die die transkriptionelle Regulation durch den Response Regulator CiaR verstärkt 

(Giammarinaro et al., 1999; Mascher et al., 2003; Halfmann et al., 2007b). In weiteren Studien wur-

den sieben unterschiedliche ciaH-Allele, die zuvor in Labormutantenstämmen selektioniert wurden, in 

den genetischen Hintergrund des sensitiven Stamms S. pneumoniae R6 gebracht und die Auswirkun-

gen auf die ß-Laktam-Resistenz untersucht. Dabei zeigte sich für diese Stämme eine, im Vergleich zu 

S. pneumoniae R6, erhöhte Resistenz gegenüber den ß-Laktamantibiotika Cefotaxim und Oxazillin, 

wobei die Resistenzen mit der jeweiligen Aktivierungsstärke des CiaRH-Systems korrelieren und von 

dieser abhängig sind (Müller et al., 2011). In einem klinischen Isolat, dem vancomycintoleranten 

Stamm Tupelo, wurde 2010 erstmal ebenfalls ein verändertes ciaH-Allel nachgewiesen, das an der 

Ausbildung des Vancomycin-toleranten Phenotyps beteiligt ist (Moscoso et al., 2010). Im Rahmen 

einer weiteren Arbeit wurde dieses ciaH-Allel in den genetischen Hintergrund von S. pneumoniae R6 
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gebracht und untersucht. Dabei konnte ein Anstieg der ß-Lakatam-Resistenz, der allein auf dieses kli-

nische ciaH-Allel zurückzuführen ist, beobachtet werden (Marx, 2013). 

Neben der Beteiligung an der Kompetenz und an der ß-Laktam-Resistenz wurde in unterschiedlichen 

Studien belegt, dass das CiaRH-System in S. pneumoniae  auch bei der Bakteriozinproduktion invol-

viert (Dawid et al., 2009, Kochan und Dawid, 2013) und an der Virulenz (Throup et al., 2000; Ibrahim 

et al., 2004a, b) beteiligt ist.Die Inaktivierung des CiaRH-Sytems wirkt sich negativ auf die Virulenz 

aus (Sebert et al., 2002; Ibrahim et al., 2004a; Throup et al., 2000). 

Die Zielgene dieses Systems sind anhand von Transkriptomsstudien beschrieben (Sebert et al., 2002; 

Heintz, 2006; Mascher et al., 2003; Dagkessamanskaia et al., 2004). Anhand von in vivo und in vitro 

Experimenten konnten schließlich 15 Promotoren identifiziert werden, die direkt durch den Response 

Regulator CiaR kontrolliert werden (Halfmann et al., 2007b). Die Promotoren der Zielgene, die durch 

CiaR reguliert werden, besitzen nachgewiesenermaßen einen direkten Repeat der Sequenz TTTAAG-

N5-TTTAAG, der meist 10 bp stromaufwärts der -10 Region lokalisiert ist (Halfamann et al., 2007b). 

Diese Sequenz ist das Bindemotiv von CiaR. CiaR kontrolliert dabei 15 Promotoren direkt, die wiede-

rum die Transkription von 24 Genen steuern. Diese Gene sind in fünf Operons und 10 monocistroni-

schen Einheiten organisiert (Halfmann et al., 2007b; Halfmann et al., 2011). Bis auf den Promotor des 

manLMN-Operons, werden alle Promotoren der identifizierten Zielgene positiv durch CiaR reguliert. 

Die Zielgene, die durch CiaR reguliert werden, lassen sich einteilen in Gene, deren Transkription strikt 

von CiaR reguliert wird und solche, bei denen die Transkription neben CiaR von anderen zusätzlichen 

Faktoren abhängt (Halfmann et al., 2007b). Zu den strikt von CiaR regulierten Genen zählt das Gen 

spr0931, parB, htrA und die kleinen, nicht kodierenden, regulatorischen RNAs (csRNAs), die eine 

Größe von 87 bis 151 Nukleotiden aufweisen (Halfmann et al., 2007b). Das Gen htrA kodiert für die 

Serinprotease HtrA und parB für eine Chromosomen-Segretationsprotein. Das Operon ciaRH wird 

selbst durch den Respons Regulator CiaR reguliert. Daneben werden unter anderem Gene kontrolliert, 

deren Produkte am Zucker und Zellwandmetabolismus beteiligt sind. Auch das Gen axe1, das für ei-

neAcetylesterase Axe kodiert, wird auf diese Weise reguliert. Das Signal, das das CiaRH-System in   

S. pneumoniae detektiert und stimuliert, ist bisher noch unbekannt. 

1.5 Die Serinprotease HtrA 

Hinter dem Namen HtrA, der für high temperature requirement A steht, verbirgt sich eine Familie der 

Serinproteasen. Sie bildet die Kerngruppe an Proteasen; diese sind sowohl in Pro-, als auch in Eukary-

onten weit verbereitet (Page und Di Cera, 2008; Clausen et al., 2011). Die Klassifizierung der HtrA 

Proteine erfolgt anhand ihrer Homologie auf AS-Ebene und anhand der Faltung der Proteine 

(Rawlings et al., 2010). Laut der MEROPS Nomenklatur werden HtrA-Proteasen der S1B Unterfami-

lie des PA Klans zugeordent (Rawlings et al., 2008).  

In Bakterien befinden sich die HtrA-Proteine extrazellulär bzw. im Periplasma. Die periplasmatische 

Serinprotease DegP aus E. coli wurde von Swamy et al., 1983 als erste HtrA-Protease entdeckt. Dabei 
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handelt es sich um eine durch Hitzeschock induzierte Serinprotease, die sich an der periplasmatischen 

Seite der inneren Membran befindet (Pallen und Wren, 1997). Neben DegP wurden in E. coli die HtrA 

Proteine DegS und DegQ identifiziert und ebenfalls eingehend charakterisiert (Alba et al., 2002; Clau-

sen et al., 2011). Die HtrA-Proteine der Prokaryoten sind nachweislich bei der Hitzeschockantwort 

involviert; weiterhin tragen sie zur Toleranz gegen extreme Bedingung, wie beispielsweise erhöhte 

Wachstumstemperaturen oder einen ansteigenden oxidativen oder osmotischen Stress (Skórko-Glonek 

et al., 1999; Onder et al., 2008; Skórko-Glonek et al., 1995; Alba und Gross, 2004) bei. HtrA Proteine 

sind für die Protein-Qualitätskontrolle wichtig, da sie in der Lage sind falsch gefaltete Proteine abzu-

bauen und dadurch den Stress, der von falsch gefalteten Proteinen ausgeht, zu reduzieren. Im Gegen-

satz zu anderen Serinproteasen sind die HtrA-Proteasen dazu in der Lage ihre katalytische Aktivität 

sowohl an, als auch abzuschalten (Clausen et al., 2011). Zudem führen diese Proteasen ihre Funktion 

unabhängig von ATP durch (Clausen et al., 2002; Kim und Kim, 2005). HtrA ist in Bakterien auch als 

bifunktionales Zellstressenzym bekannt, das bei hohen Temperaturen Protease- und bei niedrigen 

Chaperonfunktion besitzt. (Lipinska et al., 1988; Strauch und Beckwith, 1988; Spiess et al., 1999; 

Clausen et al., 2002; Baek et al., 2011). Die Substratspezifität der HtrA-Proteasen variiert; während 

die proteolytische Aktivität von DegS aus E. coli eine hohe Selektivität aufweist (Walsh et al., 2003), 

sind andere HtrA-Proteine, wie beispielsweise DegP aus E. coli, allgemein aktiv gegen ungefaltete 

Proteine (Kolmar et al., 1996), die freiliegende und zugängliche hydrophoben Regionen aufweisen. 

Die HtrA-Proteasen zeichnen sich durch eine ähnliche Domänen-Architektur aus; sie besitzen neben 

einer Chymotrypsin ähnlichen Serinprotease Domäne, eine oder zwei C-terminale PDZ (postsynaptic 

density of 95 kDa, discs large, and zonula occludens) Domänen (Clausen et al., 2002, Hansen und 

Hilgenfeld, 2013). Diese Domäne wurde nach den drei Proteinen PSD-95, DLG1, und ZO-1 benannt, 

in denen sie das erste Mal identifiziert wurde (Saras und Heldin, 1996). PDZ-Domänen sind globulär, 

verbreitete Strukturmotive, die bei Protein-Protein Interaktionen beteiligt sind (Pallen und Wren, 

1997; Clausen et al., 2011).  

1.5.1 HtrA in S. pneumoniae 

Im Jahre 1988 gabe es zum ersten Mal einen Hinweis auf die Anwesenheit der Serinprotease HtrA in 

S. pneumoniae, als es Gasc et al., 1998 gelang die Genregion um dnaA zu klonieren und zu sequenzie-

ren. Das Gen htrA aus S. pneumoniae befindet sich als erstes Gen in einem Operon mit parB (Merai, 

2003), dessen Genprodukt bei der Chromosomenauftrennung während der Zellteilung beteiligt ist 

(Minnen et al., 2011). Die Expression des Operons wird strikt durch den Responsregulator CiaR des 

Zwei-Komponenten System CiaRH reguliert (Sebert et al., 2002; Mascher et al., 2003; Halfmann et 

al., 2007b; Halfmann et al., 2011).  

HtrA ist an der Zelloberfläche lokalisiert und über eine hydrophobe Region am N-terminus mit der 

Membran assoziiert (Serbert et al., 2005). Laut Cassone et al., 2012 handelt es sich hierbei um ein 

Signalpeptid. Vor kurzem konnte dagegen experimentell nachgewiesen werden, dass die Serinprotease 
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HtrA aus S. pneumoniae eine Transmembrandomäne besitzt (Olaya-Abril et al., 2012). Des Weiteren 

beinhaltet die Serinprotease HtrA in S. pneumoniae eine Protease Domäne und eine C-terminale PDZ-

Domäne (Abb. 1.7) und wird den Trypsin ähnlichen Serinproteasen zugeordnet (Clausen et al., 2011). 

Die Protease Domäne beinhaltet die katalytische Triade: eine bestimmte Anordnung der Aminosäuren 

im aktiven Zentrum: in dem S. pneumoniae Enzym H122, D152 und S234 (Sebert et al., 2005)  

 
 

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Domänenstruktur und dreidimensionale Struktur der PDZ-Do-

mäne der Serinprotease HtrA aus S. pneumoniae. A: Die Domänenstruktur des HtrAs aus S. pneumoniae 

wird durch Balken angedeutet. Am N-terminalen Ende befindet sich eine kurze hydrophobe Region, über die das 

Protein nach Sebert et al., 2005 mit der Membran assoziiert ist. Die Protease-Domäne ist als grüner Balken dar-

gestellt. Diese Domäne beinhaltet die katalytische Triade der AS Histidin, Asparaginsäure und Serin im aktiven 

Zentrum. Die genauen Positionen der Aminosäuren sind dem Text zu entnehmen. Das HtrA aus S. pneumoniae 

besitzt im Gegensatz zu dem homologen DegP aus E. coli, nur eine PDZ-Domäne. Diese befindet sich am C-

Terminus des Proteins. B: Zu sehen ist die dreidimensionale Struktur der PDZ-Domäne der Serinprotease HtrA 

aus S. pneumoniae, die mittels NMR-Spektroskopie ermittelt wurde (aus Fan et al., 2011). Die sekundären 

Strukturelemente sind farblich hervorgehoben: rot: Ŭ-Helix, hellblau: ß-Faltblatt, grau: unstrukturierte Region 

(rondom coil).  
 

Fan et al., 2011 waren in der Lage die lösliche Struktur der PDZ-Domäne von HtrA mittels NMR-

Spektroskopie aufzuklären. Die PDZ-Domäne des HtrA aus S. pneumoniae besteht demnach aus drei 

Ŭ-Helices und fünf ß-Faltblättern (Abb. 1.7 B). Sequenzvergleich der PDZ Domäne aus S. pneumoniae 

HtrA mit PDZ-Domänen aus E. coli und dem Menschen liefern zwar nur eine geringe Übereinstim-

mung von 20 %, dennoch sind sich die einzelnen PDZ-Domänen strukturell sehr ähnlich, was eine 

evolutionäre Konservierung innerhalb der HtrA-Protein Familie andeutet (Fan et al., 2011). Außerdem 

konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass die PDZ-Domäne eine Peptid-bindende Furche besitzt, die in 

der Lage ist mehrere Peptide mit hydrophoben Aminosäureresten am C-Terminus zu erkennen (Fan et 

al., 2011). Die Autoren vermuten, dass die PDZ-Domäne in der Lage ist die proteaolytische Aktivität 

von HtrA zu regulieren. 

Studien mit dem ebenfalls ellipsenförmigen, Gram-positiven Bakterium S. pyogenes zeigten, dass 

HtrA (Protease/Chaperon) zusammen mit der ATP-bindenden Untereinheit der SecA-Translokase an 

der Zelloberfäche eine einzelne, abgegrenzte, sekretorische Mikrodomäne ausbildet. Diese wird als 

das ĂExPortalñ bezeichnet (Rosch und Caparon, 2005). Anhand von Lokalisationsstudien mit dem 

Stamm S. pneumoniae D39 konnte die Bildung einer ĂExportalñ Mikrodomªne in S. pneumoniae je-
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doch nicht bestätigt werden. Vielmehr zeigte HtrA in diesem Fall während der Zellteilung eine Lokali-

sation am Zellseptum oder Äquator. SecA und SecY wiesen eine Verteilung auf, die vom Zellteilungs-

stadium abhängt (Tsui et al., 2011). Es wird vermutet, dass HtrA für die Qualitätskontrolle von Protei-

nen zuständig ist, die durch die Sec-Translokase exportiert werden (Tsui et al., 2011).  

Zahlreiche Studien belegen einen von HtrA ausgehenden, wesentlichen Einfluss auf die Kompetenz in 

S. pneumoniae, wobei unterschiedliche Arbeitsgruppen teilweise widersprüchliche Ergebnisse erziel-

ten (Ibrahim et al., 2004a; Sebert et al., 2005; Schäfer, 2007; Müller 2011). Während die Arbeitsgrup-

pe um Ibrahim in einer htrA-Deletionsmutante eine Abnahme der Transformierbarkeit und somit eine 

Kompetenz stimulierende Wirkung von HtrA nachweisen konnte (Ibrahim et al., 2004a); postulieren 

andere Arbeiten einen inhibitorischen Effekt der von HtrA auf die Kompetenz ausgeht (Sebert et al., 

2005; Müller, 2011). Sebert et al., (2005) konnten beweisen, dass der Kompetenzdefekt, der durch das 

ciaH306-Allel und der damit einhergehenden konstitutiven Aktivierung von CiaH verursacht wird, 

durch die Inaktivierung von HtrA teilweise aufgehoben wird. Die Unterschiede in den erzielten Er-

gebnissen sind auf die Verwendung unterschiedlicher Deletionskonstrukten von htrA zurückzuführen 

und bei Ibrahim et al. 2004a möglicherweise durch polare Effekte zu erklären, die von dem Gen parB 

ausgehen. 

HtrA wurde zusätzlich in mehreren Studien als wichtiger Virulenzfaktor in S. pneumoniae identifiziert 

(Sebert et al., 2002; Ibrahim et al., 2004a, b). So konnte anhand von Tierversuchen veranschaulicht 

werden, dass die Deletion von htrA im dem Stamm S. pneumoniae D39 mit einem kompletten Verlust 

der Virulenz einherging. Auch die Virulenz in dem Stamm S. pneumoniae TIGR4 wurde durch das 

Fehlen von HtrA beeinflusst und war deutlich reduziert (Ibrahim et al., 2004b). In zusätzliche in vitro- 

Stressexperimenten wuchsen die S. pneumoniae D39 Stämme denen HtrA fehlte bei erhöhten Tempe-

raturen (40°C) deutlich langsamer und konnten oxidativen Stress, der durch Gabe von Wasserstoffper-

oxid simuliert wurde, nicht tolerieren (Ibrahim et al., 2004a). Des Weiteren gibt es Daten, die auf eine 

posttranskriptionelle Beteiligung von HtrA an der Bacteriocinproduktion in Pneumokokken schließen 

lassen (Dawid et al., 2009). Dabei wurde postuliert, dass HtrA in S. pneumoniae des Serotyps 6A die 

Produktion des Zwei-Peptid Bacteriocins Pneumocin MN möglicherweise durch Abbau des BlpC 

Peptidpheromons auf der posttranskriptionellen Ebene negativ reguliert (Dawid et al., 2009). Vor kur-

zem konnten Kochan und Dawid, (2013) nachweisen, dass HtrA die Pneumocinproduktion bei hohen 

Zelldichten bremst, indem die BlpC Akkumulation in der Umgebung verringert. Die ist jedoch laut 

den Autoren nicht auf einen direkten Abbau des Peptidpheromons durch HtrA zurückzuführen; viel-

mehr wird vermutet, dass HtrA die Prozessierung und Sekretion stört (Kochan und Dawid, 2013). 

Es konnte auch bewiesen werden, dass die Serinprotease HtrA, die selbst ein Genprodukt des CiaR-

Regulons ist, einen regulatorischen Einfluss auf die Aktivität des CiaRH-Systems ausübt, da die Dele-

tion von HtrA zu einer Aktivierung CiaR-abhängigen Genregulation führt (negative Feedback-

Regulation, Müller, 2011).  



1 Einleitung                                                                                                                              19 

 

Die Proteaseaktivität von HtrA aus S. pneumoniae konnte bereits von Sebert et al., 2005 mittels ß-

Casein Zymmogrammen nachgewiesen werden. Der genaue Mechanismus, durch den HtrA die Kom-

petenzentwicklung inhibiert, ist noch weitestgehend unklar. In einer vor kurzem erschienenen Studie 

konnte jedoch das pneumokokken CSP (competence stimulating peptide) als Substrat der Serinpro-

tease HtrA identifiziert werden (Cassone et al., 2012). Untersuchung zur kompetitiven Hemmung von 

HtrA offenbarten, dass das native Rinderalbumin (BSA) den Abbau von CSP durch HtrA nur schwach 

inhibiert, wohingegen die denaturierte Form von BSA sich als ein starker kompetetiver Inhibitor dieser 

Proteolyse herausstellte (Cassone et al., 2012). Die Daten dieser Veröffentlichung bestärken weiterhin 

ein Model, in dem der Abbau des CSPs durch HtrA in der Anwesenheit von anderen ungefalteten Pro-

teinen, die alternative Targets darstellen, reduziert ist. Durch das postulierte Model könnte der Mecha-

nismus erklärt werden, durch den HtrA zur Qualitätskontrolle beiträgt und falsch gefaltete Proteine 

eleminiert (Cassone et al., 2012). Obwohl HtrA aus S. pneumoniae bereits in mehreren Arbeiten un-

fassend untersucht wurde, ist dennoch recht wenig über die natürlichen Substrate dieser Serinprotease 

in S. pneumoniae bekannt.  

1.6 Die Cefotaxim-resistenten Labormutanten S. pneumoniae C405 und C606 

Um die Resistenzentwicklung in S. pneumoniae besser nachvollziehen zu können, wurde diese in den 

80er Jahren unter Laborbedingungen auf genetischer Basis untersucht (Laible und Hakenbeck, 1987). 

Dafür wurden ausgehend von dem penicillin-sensitiven Stamm S. pneumoniae R6 sechs unabhängige 

resistente Mutantenfamilien C001 bis C006 durch Selektion mit sukzessiv gesteigerten Cefotaximkon-

zentrationen generiert. Die erstellten Laborstämme wurden mit dem Buchstaben C, der für das Selek-

tionsantibiotikum Cefotaxim steht, und drei Zahlen benannt. Die erste Zahl bezeichnet dabei den Se-

lektionsschritt und die letzte Zahl steht für die Mutanten-Familie (Laible und Hakenbeck, 1987).  

Das für die Selektion verwendete Antibiotikum Cefotaxim zählt zu den Cephalosporinen der 3. Gene-

ration und besitzt eine selektive Wirkungsweise, da es aufgrund der geringen Bindungsaffinität nicht 

mit PBP2b interagieren und eine tolerante, d.h. nicht lytische, Antwort induzieren kann (Hakenbeck et 

al., 1987). Die Zugabe von Cefotaxim führt, im Vergleich zu anderen Penicillinen, die eine rapide 

Lyse induzieren, zu einer langsameren Lyse der Bakterienzelle (Hakenbeck et al., 1987). In S. pneu-

moniae besitzt das PBP2x von allen andern PBPs die höchste Affinität für Cefotaxim. Daher werden 

durch die Verwendung von Cefotaxim als Selektionsantibiotikum präferenziell Mutationen in PBP2x 

selektioniert (Laible und Hakenbeck, 1991; Sifaoui et al., 1996; Negri et al., 2002). Die Labormutan-

ten der C-Familie wurden charakterisiert und auf genetische Veränderungen hin untersucht, wobei die 

Art und die Reihenfolge der Mutationen identifiziert wurden. 

In den Cefotaxim-resistenten Labormutanten S. pneumoniae C405 und C606, die im Fokus dieser 

Arbeit standen, wurden wie in allen C-Mutanten, mehrere Mutationen im PBP2x identifiziert (Laible 

und Hakenbeck, 1987; Abb. 1.8). Diese Punktmutationen vermitteln AS-Austausche innerhalb der 

Transpeptidase-Domäne von PBP2x und verringern die Affinität gegenüber ß-Laktamen. Die Labor-
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mutante S. pneumoniae C405 besitzt im Gen pbp2x zwei Punktmutationen, die zu den AS-Aus-

tauschen T526S und L403F in PBP2x führen. Weiterhin verfügt dieser Stamm über das ciaH305-Allel  

 

Abb. 1.8: Schematische Übersicht der spontan 

Cefotaxim-resistenten Labormutanten C405 und 

C606 (nach Laible und Hakenbeck; 1987; Laible 

und Hakenbeck, 1991). Dargestellt sind die zwei C-

Mutantenfamilien, die ausgehend von dem sensiti-

ven Stamm S. pneumoniae R6 (grün unterlegt) durch 

sukzessive Selektion mit dem Antibiotikum Cefota-

xim hergestellt wurden. Die Resistenzerhöhung ging 

dabei in nahezu allen Fällen mit einer Akkumulation 

an Punktmutationen in den Genen pbp2x und ciaH 

einher. Kreise symbolisieren einzelne Mutanten. Die 

Farben der Kreise zeigen die Resistenzdeterminan-

ten an, die in dem jeweiligen Selektionsschritt erst-

mals identifiziert wurden. Die AS-Austausche, die 

durch die festgestellten Punktmutationen vermittelt 

werden, sind in den Kreisen aufgeführt. Die Stämme 

können auch nicht identifizierte Resistenzdetermi-

nanten enthalten. Die Labormutanten S. pneumoniae 

C405 und C606, die in der vorliegenden Arbeit 

analysiert wurden, sind durch Quadrate markiert. 

 

 

 

mit der Punktmutation A283G, die den N95D-Austausch in CiaH vermittelt (Laible und Hakenbeck, 

1987; Abb. 1.8). Die Labormutante S. pneumoniae C606 hat hingegen sogar vier Punktmutationen in 

pbp2x, welche wiederum die AS-Austausche G601V, G597D, M289T und G422D bewirken. Des 

Weiteren besitzt dieser Stamm das ciaH306-Allel mit der Punktmutation A688C, die zu dem T230P-

Austausch in CiaH führt (Laible und Hakenbeck, 1987; Laible und Hakenbeck, 1991). Im pbp2a Gen 

liegt ein 119 bp großer Genabschnitt dupliziert vor, was zu einer Leseraster-Verschiebung führt und in 

einem vorzeitigen Translations-Stopp nach S566 im PBP2a Protein resultiert (van der Linden, unver-

öffentlichte Daten, Rutschmann, 2011). Alle erwähnten AS-Austausche der PBP2x Proteine der La-

bormutanten C405 und C606 sind innerhalb der Transpeptidase-Domäne von PBP2x lokalisiert und 

verleihen gemeinsam nachweislich Resistenz gegen Cefotaxim (Maurer et al., 2008). Zudem können 

beide PBP2x Proteine und auch das PBP2a aus C606 aufgrund ihrer Veränderungen nicht mehr mit 

dem fluoreszierenden PenicillinV-Derivat Bocillin
TM

FL markiert werden. 

Überraschenderweise wurde in den beiden Labormutanten C405 und C606 eine im Vergleich zum 

Wildtypstamm S. pneumoniae R6 deutlich reduzierte Menge des essentiellen Penicillin-Bindeproteins 

2x nachgewiesen (Maurer et al., 2008; Peters, 2009), die mit dem Auftreten der Mutation L403F bzw. 

G422D korrelieren (Abb. 1.9). Vergleichende Expressionsanalysen des Gens pbp2x mittels quantitati-

ver Real-Time-PCR zeigten keinen Unterschied in der pbp2x-Transkriptmenge aus S. pneumoniae 

C405 und C606 zu dem Wildtypstamm S. pneumoniae R6 (Peters, 2009). Somit kann eine verringerte 

mRNA-Menge als Ursache für die erniedrigte PBP2x-Menge ausgeschlossen werden. Es wird vermu-

tet, dass die Veränderungen die Stabilität dieser PBP2x Proteine negativ beeinflussen (Maurer et al., 
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2008), was sich wiederum negativ auf die Faltung der Proteine auswirken und einen Abbau begünsti-

gen würde. Daher wurde die Lokalisation der AS-Austauche in PBP2x aus C405 und C606 sowohl in 

der dreidimensionalen Struktur des nativen (Pares et al., 1996), als auch innerhalb der Acyl-Enzym 

Form (Mouz et al., 1999) von PBP2x untersucht und mögliche strukturelle Folgen dieser Veränderun-

gen innerhalb des Proteins theoretisch analysiert (Maurer et al., 2008). In Abb. 1.9 ist die Lokalisation 

des T526S-Austauschs aus C405 innerhalb einer Loopstruktur zu sehen. Dieser Loop befindet sich 

zwischen den Ŭ-helikalen Strukturen Ŭ9-ɓ3, in der Nªhe des aktiven Serins an Position 337 von PBP2x 

(Maurer et al., 2008). Der L403F-Austausch (Abb. 1.9) ist dagegen auf der Ŭ-Helix 5 lokalisiert und 

zeigt in die hydrophobe Niche, die die Ŭ4, Ŭ2 und den Loop Ŭ2ïɓ2a stabilisieren. Diese drei Ŭ-

Helixstrukturen befinden sich wiederum in der direkten Nähe zum katalytischen Spalt. Demnach wird  

 
 

 
 

Abb. 1.9: Dreidimensionale Struktur des PBP2x der Labormutante S. pneumoniae C405. A: Wireframe-

Modell des PBP2x aus C405. Die einzelnen Domänen des PBP2x farblich dargestellt. Weiß: N-terminale Domä-

ne; blau: Transpeptidase-Domäne; orange: PASTA-Domänen; gelb: die Lagen der drei konservierten Boxen. 

Über eine Linkerregion sind die PASTA-Domänen mit der Transpeptidase-Domäne verbunden. Der Bereich der 

Linkerregion, der anhand der Kristallisation (Gordon et al., 2000) aufgelöst werden konnte, ist in roter Farbe 

gezeigt. Die Positionen der zwei ausgetauschten Aminosäuren in der TranspeptidaseDomäne von PBP2x sind 

durch rote Quadrate markiert. An der Position 403 wurde Leucin gegen Phenylalanin (F403) und an der Position 

526 wurde Threonin gegen Serin ausgetauscht. B: Die Aminosäuren S526 (oben) und F403 (unten) sind in einer 

jeweils vergrößerten Detailansicht des Bereichs der Transpeptidase-Domäne zu sehen. Die Farben der einzelnen 

Domänen von PBP2x entsprechen denen aus Abb. 1.9 A. Die dreidimensionale Strukturen des PBP2x wurde mit 

dem Programm SwissPdbViewer, Version 4.1 und der Strukturdatei mit der Proteindatenbanknummer 1QMF 

(Gordon et al., 2000) erstellt. 

 

dieser Veränderung eine Schlüsselrolle bei der Anordnung der Helixstrukturen Ŭ4 und Ŭ5 zugeordnet 

(Maurer et al., 2008). Das Einführen des L403F-Austausches geht in C405 auch mit der entscheiden-

den Tatsache einher, dass PBP2x auf dem Fluorogramm nicht mehr detektiert werden kann (Laible 

und Hakenbeck, 1991). Dies spricht dafür, dass aufgrund dieser Veränderung die Bindung von ß- 
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Laktamen verhindert wird. Für den L403F-Austausch zeigte sich bei der Labormutante C405 laut 

Krauß et al.1996 zudem eine Hypersensitivität gegenüber Cefotaxim bei 37 °C, die die MHK bei 30 

°C sinken lässt.  

Im PBP2x aus C606 befindet sich der M289T-Austausch (Abb. 1.10) auf der ß-Faltblattstruktur ɓ1 am 

N-Terminus der penicillin -bindenden Transpeptidase-Domäne. Der G422D-Austausch (Abb. 1.10) ist 

dagegen an der Oberfläche der Transpeptidase-Domäne, mit einem großen Abstand zum aktiven Zent-

rum lokalisiert, wobei die Seitenkette nach außen orientiert ist (Maurer et al., 2012). Für beiden Muta-

tionen wird daher ein geringerer Effekt auf das aktive Zentrum von PBP2x vermutet. Anhand von 

Bindungsstudien konnte für G422D kein Effekt auf die ß-Laktambindung an das aktive Serin nachge-

wiesen werden (Maurer et al., 2012). Allerdings ist im Fall des G422D-Austausches bekannt, dass 

dieser bei 37 °C eine Hypersensitivität gegenüber Cefotaxim vermittelt; d.h. bei einer Inkubation der 

Bakterienzellen bei 37 °C wird eine wesentlich geringere MHK erreicht, als bei der Inkubation bei 30 

°C (Krauß et al., 1996; Zerfaß, 2010). 

 
 

 
 

 

Abb. 1.10: Dreidimensionale Struktur des PBP2x der Labormutante S. pneumoniae C606. A: Wireframe-

Modell des PBP2x aus C606. Die einzelnen Domänen des PBP2x farblich dargestellt. Weiß: N-terminale Domä-

ne; blau: Transpeptidase-Domäne; orange: PASTA-Domänen; gelb: die Lagen der drei konservierten Boxen. 

Über eine Linkerregion sind die PASTA-Domänen mit der Transpeptidase-Domäne verbunden. Der Bereich der 

Linkerregion, der anhand der Kristallisation (Gordon et al., 2000) aufgelöst werden konnte, ist in roter Farbe 

gezeigt. Die Positionen der vier ausgetauschten Aminosäuren in der Transpeptidase-Domäne von PBP2x sind 

durch rote Quadrate markiert. An der Position 289 wurde Methionin gegen Threonin und an der Position 422 

wurde Glycin gegen Aspartat ausgetauscht. Weiterhin wurden an der Position 597 Glycin gegen Aspartat (D597) 

und an der Position 601 Glycin gegen Valin ausgetauscht. B: Die Aminosäuren T289 (oben), D422 (Mitte), 

V601 und D597 (unten) sind in einer jeweils vergrößerten Detailansicht des Bereichs der Transpeptidase-

Domäne zu sehen. Die Farben der einzelnen Domänen von PBP2x entsprechen denen aus Abb. 1.10 A. Die 

dreidimensionale Strukturen des PBP2x wurde mit dem Programm SwissPdbViewer, Version 4.1 und der Struk-

turdatei mit der Proteindatenbanknummer 1QMF (Gordon et al., 2000) erstellt. 




















































































































































































































































































































































































































































































































