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 Einige Dinge kann man messen, um sie zu werten.

 Andere muss man erfahren. 
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Einleitung 1 

 

1. Einleitung 
 

1.1 Antibiotika und Resistenzentwicklung 

 

Infektionskrankheiten gefährden seit Jahrtausenden die Gesundheit von Menschen, Tie-

ren und Pflanzen. Noch zu Beginn des letzten Jahrhunderts stellten sie die häufigste 

Todesursache der Menschen dar (54). Dabei konnten 30% der Todesfälle auf bakteriell 

verursachte Infektionen zurückgeführt werden (Diarrhoe, Pneumonie und Tuberkulose). 

In den folgenden Jahrzehnten konnte die Situation durch vorbeugende Maßnahmen wie 

die Änderung von Hygienestandards (39) und die Einführung der aktiven und passiven 

Immunisierung entscheidend verbessert werden. Der deutlichste Fortschritt zur Bekämp-

fung bakterieller Infektionserreger wurde jedoch durch die Entdeckung bzw. den Einsatz 

von Antibiotika erzielt (Abbildung 1.1). Durch den Einsatz dieser Substanzen konnten 

viele bakteriell verursachte Krankheiten behandelt und geheilt werden. 

 

Abbildung 1.1: Durch Infektionen hervorgerufene Todesfälle in den USA von 1900-
1996 (54) 
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Die Erwartung, dass Infektionen durch die Behandlung mit Antibiotika zukünftig keine 

Rolle mehr spielen würden, erfüllte sich jedoch bislang nicht. Kurz nach dem Beginn 

der Ära der Antibiotika Therapie 1935 (Einführung des ersten Sulfonamids Prontosil) 

(234, 240) – insbesondere aber nach der Einführung des ersten β-Laktams Penicillin 
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1940 – wurde auch das Auftreten erster Antibiotika resistenter Bakterien beschrieben 

(3). Um der Ausbreitung resistenter Bakterien entgegenzuwirken, wurde seitdem eine 

Reihe neuer Wirkstoffe mit bekanntem Wirkungsmechanismus entwickelt (z.B. neue β-

Laktam-Derivate). Darüber hinaus wurde die Suche nach neuen bakteriellen Zielstruktu-

ren für Antibiotika forciert, so dass in den letzten 70 Jahren eine Vielzahl neuer Antibio-

tika-Klassen entdeckt (388) bzw. entwickelt wurden (Abbildung 1.2). 

 

Abbildung 1.2: Zulassung neuer Antibiotika-Klassen für die antimikrobielle Therapie 
(modifiziert nach Walsh, 2003) 
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Trotz aller Bemühungen ließ sich das Resistenzproblem meist nur für kurze Zeit lösen. 

Nach der Einführung neuer Substanzen aus bekannten bzw. neuen Antibiotika-Klassen 

wurden immer wieder Bakterien isoliert, die gegenüber den neuen Wirkstoffen unemp-

findlich waren (bakterielle Resistenz), auch wenn die Zeitspannen zwischen der Zulas-

sung der Antibiotika und dem Auftreten von resistenten Bakterien dabei variierten (73). 

Die Gründe für die Resistenzentwicklung sind vielfältig. Zu den Hauptursachen des 

häufigen Auftretens von Antibiotikaresistenzen zählen die ausgeprägte genetische Vari-

abilität (durch Mutation, Rekombination, Transposition) und die Mechanismen des in-

terzellulären Gentransfers (Konjugation, Transformation, Transduktion) von Bakterien 

(174). Ein weiteres Problem stellt das Verschreiben dieser Medikamente ohne medizini-

sche Notwendigkeit dar, zum Beispiel beim Vorliegen von viralen und nicht von bakte-

riellen Infektionen (417). Darüber hinaus können Antibiotika in einigen europäischen 

Ländern verschreibungsfrei von jedermann erworben werden (79), was zur Selbstmedi-

kation ohne medizinische Kenntnis führt. Die unsachgemäße Anwendung von Antibio-

tika durch den Patienten bzw. in der Veterinärmedizin durch den Tierhalter ist ebenso 

problematisch. Häufig werden Antibiotika zu niedrig oder zu kurz dosiert, so dass sich 

resistente Bakterien entwickeln können. Ein weiteres Thema ist die Anwendung von 
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Antibiotika in der Tierhaltung als Wachstumsförderer (359). Im Jahr 2000 dienten nur 

20% der in der Landwirtschaft eingesetzten Antibiotika veterinärmedizinischen Zwe-

cken, 80% wurden zur Leistungsverbesserung verabreicht (79). Letzteres ist besonders 

problematisch, sofern Antibiotika eingesetzt werden, die identisch oder im chemischen 

Aufbau ähnlich zu humanmedizinisch verwendeten Antibiotika sind (262, 337). In wie 

weit der Einsatz solcher Antibiotika als Leistungsförderer einen Effekt auf die Resis-

tenzentwicklung hat, kann am Beispiel von Avoparcin, einem veterinärmedizinisch re-

levanten Glycopeptid-Antibiotikum, und Enterokokken (Teil der Darmflora in Mensch 

und Tier) erklärt werden. Wurde Avoparcin über einen längeren Zeitraum zur Leitungs-

förderung eingesetzt, so konnten aus den entsprechenden Tieren Avoparcin resistente 

Enterokokken isolierte werden, die darüber hinaus eine Kreuzresistenz zu Vancomycin, 

einem humanmedizinisch relevanten Glycopeptid-Antibiotikum, aufwiesen (1, 2). 

Durch den Verzehr von rohem Geflügel- und Schweinefleisch bzw. mangelnde Hygiene 

bei der Verarbeitung konnten somit Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) auf 

den Menschen übertragen werden. Studien belegen, dass 1994 alleine 13% der deut-

schen Bevölkerung gesunde Träger von VRE-Stämmen waren (182). Wurden Infektio-

nen durch diese Stämme hervorgerufen, war eine Behandlung mit Vancomycin nicht 

mehr möglich. Die Therapie schlug fehl. 

 

Trotz einiger guter Ansätze, wie des Verbots von Antibiotika für den Einsatz in der 

Tiermast zur Leistungsförderung (308) ist das weltweite Problem der Ausbildung resis-

tenter Bakterien nicht gelöst. Häufig können bereits resistente – insbesondere multiresis-

tente – Bakterien nicht länger mit verfügbaren Antibiotika behandelt werden. Um zum 

einen diese Erreger bekämpfen zu können und um die Entwicklung von neuen Resisten-

zen zu verlangsamen, besteht weiterhin ein Bedarf an neuen potenteren Antibiotika 

(206). Dabei werden verschiedene Strategien verfolgt. Eine Möglichkeit stellt die Ent-

wicklung von Substanzen dar, die die Ausprägung von Resistenzmechanismen verhin-

dern oder die Auslöser einer Resistenz inaktivieren sollen (wie z.B. β-Laktamase-

Inhibitoren), so dass die Wirkung bekannter Antibiotika wieder hergestellt wird (197, 

277, 358). Weiterhin wird die Suche nach Antibiotika mit neuen Zielstrukturen, wie z.B. 

Inhibitoren der bakteriellen Fettsäure-, Chorismat-, Lipid A- oder Zellwand-Synthese 

sowie der DNA-Polymerase III und Peptid-Deformylase, vorangetrieben (27, 37, 61, 

302, 322, 398, 423). Einen hohen Stellenwert nimmt nach wie vor jedoch die Entwick-
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lung neuer Substanzen (z.B. neuer β-Laktam-Derivate), die eine verbesserte Wirkung 

gegenüber bekannten Zielstrukturen aufweisen sollen, ein. Dieser Trend trifft insbeson-

dere auch für die Antibiotika-Klasse der Chinolone zu (63, 166, 186, 191). 

 

 

1.2 Chinolone – Struktur-Wirkungs-Beziehungen 

 

Chinolone gehören heute zu den mit am häufigsten in der antimikrobiellen Chemothera-

pie eingesetzten Substanzen (17). Für den erhöhten Einsatz der Chinolone – insbesonde-

re der Fluorchinolone – gibt es verschiedene Gründe: die Wirkung auf gramnegative 

und -positive Erreger (Breitspektrumaktivität), die gute Bioverfügbarkeit, die orale und 

intravenöse Applikationsmöglichkeit, die guten pharmakokinetischen und -dynamischen 

Parameter, das geringe Auftreten von Nebenwirkungen (15). 

Chinolone sind synthetische, antimikrobiell wirksame Substanzen. Den ersten Vertreter 

dieser Verbindungsklasse stellte Nalidixinsäure dar. Sie wurde 1962 bei der Suche nach 

neuen Antimalariamitteln synthetisiert (196). Nach der Zulassung 1967 wurde Nali-

dixinsäure zur Behandlung von unkomplizierten Harnwegsinfektionen – hervorgerufen 

durch gramnegative Enterobakterien – eingesetzt (131).  

 

Abbildung 1.3: Entwicklung human- und veterinärmedizinischer Chinolone seit 1962 
(modifiziert nach Emmerson et al., 2003) 
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Anfang der 70er Jahre wurden weitere Chinolone, wie Cinoxacin, Pipemid- und Oxolin-

säure zur Behandlung von Harnwegsinfektionen zugelassen (235). Auf Grund des ein-

geschränkten Wirkungsspektrums dieser Substanzen, der geringen Gewebegängigkeit 

und der raschen Entwicklung resistenter Bakterien wurde die Gruppe der Chinolone als 

antibakterielle Chemotherapeutika lange Zeit vernachlässigt. Erst nach der Entwicklung 

des ersten Fluorchinolons Norfloxacin 1986 wurde den Chinolonen mehr Aufmerksam-

keit geschenkt, da Norfloxacin ein breiteres gramnegatives Wirkungsspektrum, eine 

verlängerte Halbwertszeit und eine geringere Serumproteinbindung zeigte (408). Da-

raufhin wurde die Entwicklung neuer Chinolone mit breiterem Wirkungsspektrum und 

weiter verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften vorangetrieben und hält bis 

heute an (Abbildung 1.3).  

Für die Verbesserung der antibakteriellen bzw. pharmakokinetischen Eigenschaften der 

Chinolone wurden verschiedene Modifikationen der chemischen Struktur vorgenommen 

(115, 421). Im Laufe der Entwicklung der Chinolone hat sich zum einen die Änderung 

des Grundgerüsts, zum anderen die Variation der Substituenten für die Wirkung einer 

Substanz als wichtig erwiesen. Der Wechsel des Naphthyridingrundkörpers (Nalidixin-

säure) zum Pyrimidopyridon (Pipemidsäure) bzw. Cinnolin (Cinnoxacin) erbrachte zu-

nächst keine wesentliche Aktivitätsverbesserung (131). Den nachfolgend entwickelten 

Chinolonen liegt in der Regel ein Chinolingrundkörper (Ausnahme: Enoxacin und Ge-

mifloxacin mit einem Naphthyridingrundkörper) zu Grunde, der sich für die Variation 

von Substituenten am geeignetsten erwiesen hat. Allen Chinolonen gemein ist die Car-

bonsäuregruppe an C3 und die Oxogruppe an C4. Veränderungen an diesen beiden Posi-

tionen führen zum Verlust der antibakteriellen Aktivität. Die Substituenten scheinen 

daher wichtig für die Interaktionen mit den bakteriellen Zielstrukturen der Chinolone – 

den Typ II-Topoisomerasen – zu sein (15, 131). Die Fähigkeit der Oxo-Carbonyl-

Gruppe zur Komplexierung von Mg2+-Ionen ist für die Wechselwirkung der Chinolone 

mit Typ II-Topoisomerase-DNA-Komplexen offensichtlich von Bedeutung (266, 278). 

Darüber hinaus ist diese funktionelle Gruppierung wichtig für die Membrangängigkeit 

der Substanzen (51, 106, 110). Durch eine Substitution mit Piperazin an C7 (Pipemid-

säure) stieg die orale Verfügbarkeit sowie der antibakterielle Effekt gegenüber gramne-

gativen Bakterien an. Eine deutliche Erhöhung der Aktivität gegenüber gramnegativen 

Bakterien – 10- bis 100-fach – und eine verbesserte Aktivität gegenüber einigen gram-

positiven Erregern wie S. aureus wurde jedoch erst mit der Einführung eines Fluoratoms
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Abbildung 1.4: Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten Fluorchinolone 
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an C6 (Norfloxacin) erreicht (406). Dies begründete die neue Gruppe der Fluorchinolo-

ne (Abbildung 1.4). 

Durch weitere Substitutionen wurden potentere Fluorchinolone als Norfloxacin entwi-

ckelt. So konnte sowohl die Aktivität gegenüber Enterobakterien und P. aeruginosa als 

auch die pharmakokinetischen Eigenschaften durch einen apolaren Rest an N1, wie z.B. 

eine Cyclopropylgruppe (Ciprofloxacin), gesteigert werden (326). 

Um eine verbesserte Wirkung auf grampositive und anaerobe Bakterien zu erzielen und 

somit nicht nur Harnwegsinfekte, sondern auch Infekte des Respirationstraktes behan-

deln zu können, wurde eine Vielzahl von neuen Manipulationen an den Seitenketten 

vorgenommen. Eine der ersten Veränderungen stellte die Addition einer NH2-Gruppe 

(Sparfloxacin) oder einer CH3-Gruppe (Grepafloxacin) an Position C5 dar (93). Spar- 

und Grepafloxacin zeigten durch die C5-Substituenten zwar einen erhöhten Effekt ge-

genüber grampositiven Bakterien, gleichzeitig wurde aber auch die Zunahme von nicht 

tolerierbaren Nebeneffekten – insbesondere cardiotoxischen Effekten – beobachtet (161, 

207, 276, 317, 351). Spar- und Grepafloxacin wurden vom Markt zurückgezogen (24, 

26). Der Austausch der C7-Piperazingruppe bzw. von C7-Piperazinderivaten (z.B. Me-

thylpiperazin) durch Aminopyrrolidin-Derivate (Gemifloxacin) oder Azabizyclosubsti-

tuenten (Moxifloxacin) hatte eine deutliche Zunahme der Wirkung gegenüber gramposi-

tiven Bakterien zur Folge. Darüber hinaus zeichnete sich die Azabizyclogruppe durch 

eine erhöhte Lipophilie und verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften, wie z.B. 

eine deutlich verlängerte Halbwertszeit, aus. Die Halbwertszeit von Moxifloxacin be-

trägt beispielsweise über zehn Stunden (25). Substitutionen an C8 (-OCH3 in Moxi- und 

Gatifloxacin, -OCHF2 in Garenoxacin) spielten eine wichtige Rolle bei der Verbesse-

rung der oralen Verfügbarkeit, der Wirkung auf grampositive und anaerobe Bakterien 

(6, 33, 83, 425) und für die Erweiterung des Wirkungsspektrums auf Problemkeime wie 

Mycobakterien (85, 306, 422). Mit der Einführung von C8-Substitutionen konnte zudem 

das Potential zur Selektion resistenter Bakterien im Vergleich zu früheren Fluorchinolo-

nen, wie z.B. Ciprofloxacin, herabgesetzt (85, 213, 256) und die bakterizide Aktivität 

gegenüber resistenten Bakterien gesteigert werden (213). Neben den beschriebenen po-

sitiven Effekten wurde jedoch herausgefunden, dass Fluorchinolone mit C8-

Substituenten phototoxische Effekte in Mensch und Tier hervorrufen können. Das Risi-

ko für die Entwicklung einer Photosensibilität des Patienten ist dabei abhängig von der 

Struktur des Substituenten. So zeigen Moxi- und Gatifloxacin mit einem C8-Methoxy-
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Substituenten ein sehr geringes phototoxisches Potential (83, 220). Substanzen hingegen 

mit einem C8-Halogenatom wie Fluor (z.B. Sparfloxacin) oder Chlor (BayY3118) be-

sitzen ein sehr hohes phototoxisches Potential (207, 227, 294). BayY3118 wurde unter 

anderem auf Grund der untolerierbaren Phototoxizität nicht zugelassen, Sparfloxacin 

auf Grund dieser und anderer Nebenwirkungen sogar vom Markt zurückgezogen. 

Vor der Kenntnis der bakteriellen Zielstrukturen der Chinolone wurden nur wenige, 

geeignete Modifikationen (Grundgerüst, C7-Substituent) zur Verbesserung der Aktivität 

gefunden. Die meisten und wichtigsten Veränderungen (C6-Fluor, C8-Substituenten, 

Variation des C7-Substituenten) wurden erst nach der Entdeckung der bakteriellen Tar-

getenzyme Gyrase 1977 und Topoisomerase IV 1990 – beides Typ II-Topoisomerasen – 

vorgenommen (112, 170, 357). 

 

 

1.3 Topoisomerasen und ihre Rolle in der DNA-Organisation 

 

Topoisomerasen spielen eine wichtige Rolle bei der räumlichen Organisation der DNA 

in der Zelle sowohl in Pro- als auch in Eukaryonten. Eine Aufgabe dieser Enzyme ist die 

Aufrechterhaltung der kompakten superspiralisierten Struktur der DNA. In E. coli bei-

spielsweise gelingt die „Verpackung“ des ringförmigen Chromosoms von 1100 µm Län-

ge in eine 1-2 µm lange Zelle nur auf Grund der hohen Verdichtung (1000-fach) der 

DNA, die durch Topoisomerasen und 12 weitere DNA-bindende Proteine erreicht wird 

(10). Eine hohe Verdichtung ist zudem wichtig, damit die bakteriellen Tochterchromo-

somen am Ende der Zellteilung korrekt auf die Tochterzellen verteilt werden können 

(125, 418, 420). 

Ungeachtet der Tatsache, dass sowohl eine negative als auch eine positive Überspirali-

sierung zu einer Verdichtung (Kondensation) des DNA-Moleküls führt, ist die DNA in 

Bakterien, Tier- und Pflanzenzellen vorwiegend negativ überspiralisiert. Es wird ange-

nommen, dass die negative Überspiralisierung natürlich vorkommender DNA-Moleküle 

eine Drehspannung (Torsionsspannung) zur Folge hat, die die Trennung der DNA-

Doppelstränge während verschiedener zellulärer Prozesse wie der DNA-Replikation 

(109, 226), Transkription (19, 59, 269, 297) und Rekombination (246, 259) begünstigt 

und darüber hinaus zu einer Aufwindung der DNA-Doppelstränge beiträgt (215, 285, 

380, 391). Alle genannten, zellulären Prozesse haben topologische Veränderungen zur 
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Folge. So führt z.B. die fortschreitende Trennung der DNA-Stränge durch die DNA-

Helikase während der Replikation und der RNA-Polymerase während der Transkription 

(Abbildung 1.5) zu einer lokalen Akkumulation positiv-überspiralisierter Superhelices 

vor und negativ-überspiralisierter Superhelices hinter dem jeweiligen Enzym (111, 210, 

372, 394). 

 

Abbildung 1.5: Topologische Änderungen während der Transkription (235) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Während der Transkription wird der DNA-Doppelstrang vor der RNA-Polymerase aufgetrennt und auf-
gewunden und dahinter wieder verschlossen und verwunden (rote Pfeile). Die fortschreitende Trennung 
der DNA-Stränge durch die RNA-Polymerase führt zu einer lokalen Akkumulation positiv-überspirali-
sierter Superhelices vor und negativ-überspiralisierter Superhelices hinter dem Enzym. 

Negative Superhelices

Positive Superhelices

5‘
RNA Transkriptionsrichtung 

Negative Superhelices

Positive Superhelices

5‘
RNA

Negative Superhelices

Positive Superhelices

5‘
RNA

Negative Superhelices

Positive Superhelices

5‘
RNA

Negative Superhelices

Positive Superhelices

5‘
RNA

Negative Superhelices

Positive Superhelices

Negative Superhelices

Positive Superhelices

Negative Superhelices

Positive Superhelices

5‘
RNA Transkriptionsrichtung 

 

Um ein Fortschreiten des Replikations- oder RNA-Polymerase-Komplexes zu gewähr-

leisten und den globalen negativ-überspiralisierten Status der DNA aufrechtzuerhalten, 

müssen positiv-überspiralisierte Superhelices ausgeglichen werden. Ein weiteres topo-

logisches Problem stellt die Trennung der Tochterchromosomen nach der Replikation 

dar. Ohne die Trennung der beiden miteinander verbundenen Chromosomen ist eine 

Zellteilung nicht möglich. Neben den oben beschriebenen zellulären Prozessen können 

Torsionsspannungen der DNA beispielsweise auch durch die Änderung des pH-Wertes, 

der Salzkonzentration oder der Temperatur hervorgerufen werden (87, 370). 

 

Die aktive Beseitigung von Torsionsspannungen, wie der Entfernung positiver Superhe-

lices zur Aufrechterhaltung eines bestimmten Überspiralisierungsgrades, obliegt alleine 
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den Topoisomerasen (40). Die Familie der Topoisomerasen kann in zwei Subfamilien 

eingeteilt werden. Typ I-Topoisomerasen spalten vorübergehend einen der beiden DNA-

Stränge der Doppelhelix und bewirken die Passage des intakten Stranges durch den ge-

öffneten Strang (394). Sie sind in der Regel von monomerer Struktur und benötigen 

während des Reaktionszyklus keine Energie in Form von ATP mit Ausnahme der rever-

sen Gyrase (50, 313). Typ II-Topoisomerasen führen vorübergehend einen Doppel-

strangbruch in die DNA ein und katalysieren die Passage desselben oder eines anderen 

DNA-Moleküls durch die DNA-Lücke (394). Diese Enzyme bestehen aus mehreren 

Untereinheiten und benötigen ATP als Energiequelle für Konformationsänderungen im 

Verlaufe eines Reaktionszyklus (273, 312, 356). Typ I- und Typ II-Topoisomerasen las-

sen sich je nach der Bindung der geschnittenen DNA während der Reaktionszyklen in 

weitere Subtypen unterteilen. Bei Typ IA, Typ IIA und Typ IIB ist die geschnittene 

DNA über das DNA 5’-Ende, bei Typ IB über das DNA 3’-Ende kovalent an Tyrosin-

reste im aktiven Zentrum des jeweiligen Enzyms gebunden (52, 55). Die menschliche 

Zelle besitzt fünf verschiedene Enzyme, drei Typ I-Topoisomerasen (I, IIIα, IIIβ) und 

zwei Typ II-Topoisomerasen (IIα, IIβ). In der Bäckerhefe S. cerevisiae konnten hinge-

gen nur zwei Topoisomerasen, ein Typ I- (III) und ein Typ II-Enzym (II), nachgewiesen 

werden. Daraus ist ersichtlich, dass Anzahl und Typen der in einer Zelle vorkommenden 

Topoisomerasen spezifisch für einen Organismus sind (55).  

E. coli besitzt jeweils zwei verschiedene Typ I- (Topoisomerase I und III) und Typ II-

Topoisomerasen (Gyrase und Topoisomerase IV), die unterschiedliche Aufgaben in der 

Zelle wahrnehmen (34, 75, 394). Während die Rolle der Topoisomerase III in der Auf-

rechterhaltung der DNA-Topologie nicht geklärt ist (55), sind Topoisomerase I, Gyrase 

und Topoisomerase IV maßgeblich an der Regulation des Überspiralisierungsgrades 

beteiligt. Topoisomerase I, die erste Topoisomerase, die aus E. coli isoliert wurde (390), 

ist ein 105 kDa Monomer und wird durch das Gen topA codiert (353, 369). Die Haupt-

aufgabe dieses Enzyms besteht in der Relaxierung lokaler Anhäufungen von negativen 

Superhelices, die im Verlaufe der Transkription entstehen, und verhindert somit die Bil-

dung von RNA-DNA-Hybriden (R-Loops) mit ungepaarten, nicht für das transkribierte 

Gen codierenden DNA-Bereichen (298). Deletionsversuche mit E. coli Topoisomerase I 

zeigten, dass deren Aufgabe von Topoisomerase IV übernommen werden kann und sie 

somit nicht als essentiell gilt (170). Topoisomerase III wird durch das Gen topB codiert 

und besteht aus einem 74 kDa Monomer (80, 81). Das Enzym besitzt keine bekannte 
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Aufgabe bei der Überspiralisierung der DNA (55). Es wird jedoch angenommen, dass 

das Enzym eine Rolle bei der Entwindung einzelsträngiger DNA-Knoten spielt, die 

während der Replikation oder Rekombination auftreten können (80, 135, 136). Zellen 

ohne dieses Enzym bzw. mit einem deletiertem topB-Gen – ursprünglich als Mutator-

Allel mutR bezeichnet – sind lebensfähig, zeigen jedoch einen Anstieg spontaner Dele-

tionen in der DNA (332, 405). Gyrase weist eine tetramere Struktur auf. Das Enzym 

besteht aus zwei GyrA- (je 97 kDa) und zwei GyrB-Untereinheiten (je 90 kDa), die von 

den Genen gyrA und gyrB codiert werden (112, 357). Gyrase ist als einzige Topoisome-

rase in der Lage in Anwesenheit von ATP negative Superspiralen in die DNA einzufüh-

ren. Das Enzym spielt daher eine wichtige Rolle bei der Entfernung positiver Superspi-

ralen, die während der fortschreitenden Translokation des Replikations- bzw. Transkrip-

tionskomplexes entstehen (113, 126, 340). Topoisomerase IV ist ebenfalls ein tetrame-

rer Proteinkomplex. Das Enzym setzt sich aus zwei ParC-Untereinheiten (je 84 kDa) 

und zwei ParE-Untereinheiten (je 70 kDa), codiert von den Genen parC und parE, zu-

sammen (49). Topoisomerase IV ist an der Cytoplasmamembran lokalisiert (170, 216), 

was wie folgt erklärt werden kann. Da die Hauptaufgabe des Enzyms die Trennung der 

Tochterchromosomen am Ende der Replikation ist und das bakterielle Chromosom wäh-

rend der Replikation mit der Cytoplasmamembran verbunden ist (160), ist die Nähe von 

Topoisomerase IV zu den Tochterchromosomen für die anschließende Trennung (Deca-

tenierung) notwendig (170). Darüber hinaus besitzt Topoisomerase IV weitere Aufga-

ben, wie die Trennung verbundener Intermediate, die während der Rekombination auf-

treten (420), oder die Relaxierung positiver Precatenane (Vorstufen verknüpfter Chro-

mosomen), die hinter der Replikationsgabel entstehen (69). Ebenfalls konnte eine Betei-

ligung von Topoisomerase IV bei der Relaxierung negativer Superhelices bestätigt wer-

den (373). Das Enzym unterstützt somit Topoisomerase I bei der Auflösung von Tor-

sionsspannungen. Sowohl Topoisomerase IV als auch Gyrase sind essentiell für die bak-

terielle Zelle. Bakterien mit Defektmutationen in Gyrase und Topoisomerase IV sind 

nicht lebensfähig (101, 171, 190, 215, 271, 330, 419). 

 

Die Reaktionsmechanismen von Gyrase und Topoisomerase IV verlaufen vermutlich in 

ähnlicher Weise ab. Zu Beginn eines Reaktionszyklus von Gyrase (Abbildung 1.6A) 

wird ein 140 bp großer DNA-Abschnitt in einer positiven Superspirale um das Enzym 

gewickelt (167, 183, 304, 392). Nur ca. 40 bis 50 bp der DNA – bezeichnet als G-
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Segment – werden direkt von den Untereinheiten bedeckt und interagieren mit der 

Cleavage-Domäne von GyrA (Helix-turn-Helix Bindemotiv) (55, 291, 303). Die beiden 

GyrB-Untereinheiten bilden in diesem Komplex das offene „N-Gate“, die GyrA-

Untereinheiten das geschlossene „C-Gate“. Bis sich ein weiteres DNA-Segment – be-

zeichnet als T-Segment – desselben oder eines entfernteren DNA-Moleküls im N-Gate 

befindet, vollziehen die GyrB-Untereinheiten einen Kreislauf des Öffnens und Schlie-

ßens dieses N-Gates (55). Sobald die Bindung von ATP an die ATPase-Domänen der 

GyrB-Untereinheiten erfolgt ist und sich ein T-Segment im N-Gate befindet, schließt 

sich dieses Gate. Die Bindung von ATP bewirkt somit eine Konformationsänderung des 

Enzyms, in Folge derer die GyrA-Untereinheiten einen um 4 bp versetzten Doppel-

strangbruch in die DNA einführen (112, 357). Die 5’-Phosphatenden der DNA werden 

dabei jeweils an die phenolische OH-Gruppe von Tyrosin 122 in den beiden GyrA-

Untereinheiten gebunden (144, 180). Die Hydrolyse eines ATP-Moleküls wird für den 

beschleunigten Transport des T-Segments durch das geöffnete G-Segment in das C-Gate 

verantwortlich gemacht (23, 168, 249, 250). Nachdem der Transport abgeschlossen ist, 

erfolgt die Religation des Doppelstrangbruches. Die Religation wird als treibende Kraft 

bei der Öffnung des C-Gates und der Freisetzung des T-Segments angenommen (55). 

Die anschließende Hydrolyse des zweiten ATP-Moleküls und die Freisetzung der Hy-

drolyseprodukte versetzen das Enzym in den ursprünglichen Zustand bzw. in die Bereit-

schaft für einen weiteren Zyklus (55). 

 

Der Unterschied zwischen den Reaktionszyklen von Gyrase und Topoisomerase IV be-

ruht auf der Bindung der DNA zu Beginn eines Zyklus. Topoisomerase IV bindet vor-

zugsweise an Überkreuzungen unterschiedlicher DNA-Moleküle (DNA-Crossover) (Ab-

bildung 1.6B). Eine Umwicklung der DNA um das Enzym wie bei Gyrase findet nicht 

statt (126, 289, 418). 
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Abbildung 1.6: Modellvorstellung des Reaktionsmechanismus von Gyrase und Topo-
isomerase IV (entwickelt aus Champoux, 2001 und Hawkey, 2003) 
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Im oberen Teil des Schemas (A) ist die Überspiralisierungsreaktion von Gyrase, im unteren Teil (B) die 
Trennung der Tochterchromosomen durch Topoisomerase IV dargestellt. 
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1.4 Wirkungsweise von Chinolonen 

 

Topoisomerasen sind auf Grund ihrer Funktion essentiell für die bakterielle Zelle (s. 

1.3) und stellen daher geeignete Zielstrukturen für eine antibakterielle Chemotherapie 

dar. Eine Hemmung der Topoisomerasen kann über eine Inhibition des Wachstums bis 

hin zum bakteriellen Zelltod führen. Obgleich erste Hemmstoffe für Topoisomerase I 

gefunden wurden (97), werden bisher nur Inhibitoren der Typ II-Topoisomerasen thera-

peutisch eingesetzt. Unter den Letzteren gibt es bisher eine geringe Anzahl an Substan-

zen, die die Bindung von ATP an die ATP-Bindungsdomäne von GyrB und ParE behin-

dern. Dazu zählt Novobiocin – ein Aminocoumarinderivat –, welches jedoch auf Grund 

seines Einflusses auf eukaryontische Proteine und Zellstrukturen (Effekt auf eukaryonti-

sche Topoisomerase II, Bindung an Histone, Inhibition der DNA-Polymerase α und der 

mitochondrialen Aktivität) und der auftretenden Nebenwirkungen (z.B. Hepatotoxizität) 

geringe Anwendung findet (53, 90, 157, 209, 244). Eine neue Klasse potenter ATPase-

Inhibitoren – die Aminobenzimidazole – wurde kürzlich beschrieben (121, 223). Diese 

Substanzen befinden sich zur Zeit jedoch noch in der präklinischen Testphase. Abgese-

hen von diesen Inhibitoren stellen die Typ II-Topoisomerasen Gyrase und Topoisomera-

se IV auch die bakteriellen Zielstrukturen für die Chinolone dar, die eine große Bedeu-

tung in der Therapie von bakteriellen Infektionen haben (112, 115, 172, 237, 287, 357). 

Im Gegensatz zu Novobiocin oder den Aminobenzimidazolen interagieren Chinolone 

vorrangig mit der GyrA-Untereinheit von Gyrase bzw. der ParC-Untereinheit von Topo-

isomerase IV (303). 

Chinolone besitzen einen bakteriziden Wirkungstyp und rufen den bakteriellen Zelltod 

schneller als andere bakterizide Antibiotika, wie z.B. die β-Laktame, hervor (108). Die 

Absterberate der Bakterien ist dabei jedoch nicht (wie bei den β-Laktamen) abhängig 

von der Einwirkungszeit der Chinolone, sondern von der eingesetzten Konzentration 

(381) und findet ein Maximum bei der optimalen bakteriziden Konzentration (252). Im 

Vergleich zu den β-Laktamen, die ausschließlich auf proliferierende Zellen bakterizid 

wirken (221), sind einige Fluorchinolone befähigt, Bakterien in unterschiedlichen phy-

siologischen Stadien abzutöten. Vier bakterizide Mechanismen sind bekannt (Tabelle 

1.1). Alle Chinolone besitzen einen bakteriziden Effekt gegenüber sich teilenden Bakte-

rien mit aktiver Proteinbiosynthese und zeigen somit Mechanismus A (201, 202, 346). 

Einige Fluorchinolone besitzen zusätzlich Mechanismus B, der sie dazu befähigt,     



Einleitung 15 

ruhende Zellen und Zellen mit einer inaktiven Proteinbiosynthese abzutöten (148, 347). 

Darüber hinaus sind Teilmechanismen von Mechanismus B bekannt. Fluorchinolone, 

die gegenüber ruhenden Zellen aktiv sind, aber eine aktive Proteinbiosynthese benöti-

gen, besitzen Mechanismus C, hingegen weisen Fluorchinolone, die teilungsaktive Zel-

len, jedoch keine aktive Proteinbiosynthese benötigen, Mechanismus B1 auf (251, 253). 

 

Tabelle 1.1: Bakterizide Mechanismen von Chinolonen 

 Effekt auf 

Mechanismus teilungsinaktive Zellen Zellen mit inaktiver 
Proteinbiosynthese 

A – – 
B + + 
B1 – + 
C + – 

 + = Effekt vorhanden, – = Effekt nicht vorhanden  

 

Ungeachtet des bakteriziden Wirkungstyps ist das zentrale Ereignis der Chinolonwir-

kung, die Stabilisierung von Gyrase- bzw. Topoisomerase IV-DNA-Komplexen, für alle 

beschriebenen Chinolone gleich. Während des Katalysezyklus der Typ II-Topoisome-

rasen besteht eine Gleichgewichtsreaktion zwischen der Einführung (Cleavage) und dem 

Schließen (Religation) eines Doppelstrangbruchs (272, 311, 397). In ternären Komple-

xen aus Chinolon, Enzym und DNA, die auch als spaltbare Komplexe oder Cleavage-

Komplexe bezeichnet werden, wird das Gleichgewicht in Richtung der Cleavage-

Reaktion verschoben und darüber hinaus eine Religation der DNA verhindert, so dass 

doppelsträngige Läsionen in der DNA entstehen (14). Die genaue Interaktion der Chino-

lone mit dem Enzym-DNA-Komplex ist bisher noch nicht vollständig geklärt. Es gibt 

jedoch verschiedene Modellvorstellungen. Shen und Kollegen postulieren das Modell 

der „Kooperativen-Chinolon-Bindung“. Danach binden vier oder mehr Chinolonmole-

küle in einer DNA-Einzelstrangblase an die DNA. Hierbei spielt die Ausbildung von 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Wasserstoff-Donoren in der DNA und den 

Carbonyl- und Carboxylgruppen der Substanzmoleküle nahe der DNA-Cleavage-Site im 

Enzym-DNA-Komplex eine Rolle. Die Interaktion der Chinolone mit dem Enzym er-

folgt durch den C7-Substituenten (193, 341). Das „positional poison model” setzt vor-

aus, dass nur ein einziges Chinolonmolekül in der Lage ist, die DNA in der Nähe der 
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Schnittstelle zu deformieren und diese somit ein bevorzugtes Cleavage-Substrat für das 

Enzym darstellt (179, 225). Neuere Untersuchungen weisen auf eine Verknüpfung die-

ser beiden Modelle hin (195). Leo und Kollegen postulieren ein Modell, in dem zwei 

Chinolone in Anwesenheit von Mg2+ an einzelsträngige DNA in einer DNA-Blase bin-

den. Die Bindung erfolgt durch die Ausbildung einer Mg2+-Brücke zwischen den Car-

bonyl- und Carboxylgruppen der Chinolone und den DNA-Einzelsträngen und führt zu 

einer Deformation der DNA. Die Wechselwirkung zwischen Chinolon und Enzym be-

zieht das im neutralen Milieu protonierte Amin des C7-Substituenten mit ein (195). 

 

Die Bildung ternärer Komplexe führt zur Inhibierung wichtiger Abläufe in der bakteriel-

len Zelle. So stellt ein ternärer Komplex mit Gyrase ein Hindernis für das Fortschreiten 

der Replikationsgabel oder der RNA-Polymerase dar (407). Die Bildung ternärer Kom-

plexe mit Topoisomerase IV – beim Versuch des Enzyms die Tochterchromosomen zu 

trennen – blockiert die Replikationsgabel am Ende der Replikation (338). Die Kollision 

des Komplexes mit der Replikationsgabel oder der RNA-Polymerase ist für den bakteri-

ziden Effekt der Chinolone notwendig. Es entstehen somit irreversible ternäre Komple-

xe bzw. Doppelstrangbrüche (88). Die Generierung von DNA-Doppelstrangbrüchen 

stellt das zentrale Event der Chinolonwirkung dar, führt jedoch nicht unmittelbar zum 

Zelltod. Auf Grund der Doppelstrang-Läsion wird ein DNA-Reparatur-System – das 

SOS-Regulon – induziert (122, 236, 292, 293). Das SOS-Regulon umfasst über 30 Ge-

ne, die an verschiedenen Prozessen wie der DNA-Reparatur, der -Rekombination der     

-Mutagenese und der Hemmung der Zellteilung beteiligt sind (62, 139, 385). An der 

Induktion der SOS-Antwort sind zunächst drei Proteine beteiligt: RecA, RecBCD und 

LexA. Das Genprodukt von lexA ist ein monomeres Protein. Zwei Monomere (Dimer) 

bilden den funktionstüchtigen LexA-Repressor des SOS-Regulons (178). Dieser bindet 

an spezifische Sequenzen in der Operatorregion (SOS-Box) SOS-induzierbarer-

Promotoren (47, 48, 107, 204, 324, 385). Die Induktion der SOS-Gene setzt somit die 

Inaktivierung von LexA voraus (162), wozu verschiedene Schritte notwendig sind. Der 

RecBCD-Enzymkomplex spielt eine wichtige Rolle bei der Erkennung von Doppel-

strangbrüchen in der DNA (57, 188). Dieser Multienzymkomplex (365) baut beginnend 

am Doppelstrangbruch ein Stück eines DNA-Stranges (von 3’- in 5’-Richtung) ab, so 

dass ein einzelsträngiges, ungepaartes DNA-Segment entsteht (13, 364). Letzteres stellt 

das Induktionssignal für das zentrale SOS-Regulatorprotein RecA dar, welches auch in 
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ungeschädigten Zellen in geringer Anzahl vorliegt (328). An die Einzelstrangregion 

bindet zunächst ein RecA-Monomer. Dieser Bindung folgt die kooperative Bindung 

weiterer RecA-Monomere, was in der Bildung eines RecA-Nucleoproteinfilamentes 

resultiert (214). Die Filamentform konvertiert RecA in eine aktivierte Form – RecA* –, 

welche eine Coproteasefunktion aufweist. Diese ist notwendig für die Stimulierung der 

Selbstspaltung (Autocleavage) des LexA-Repressors (86, 208, 345). Die Bindung von 

RecA* an LexA löst die Deprotonierung eines Lysinrestes in der jeweiligen Dimerisie-

rungsdomäne einer Untereinheit des dimeren Repressorproteins aus. Dies erlaubt die 

Aktivierung von Serinresten in den Dimerisierungsdomänen und jeweils die Stimulie-

rung eines nucleophilen Angriffs (Abbildung 1.7) auf die Peptidbindung der Aminosäu-

ren Alanin 84 und Glycin 85 (208, 344, 386). 

 

Abbildung 1.7: Induktion der SOS-Gene durch RecA*-abhängige Selbstspaltung des 
LexA-Repressors (erstellt aus Little, 1993 und Walker, 1996) 
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Diese Aminosäuren befinden sich in verschiedenen Domänen je einer Untereinheit des 

Repressors. Durch die Auflösung der Peptidbindungen kommt es zur Spaltung in den 

Untereinheiten und zur Auflösung der dimeren Struktur. Die Spaltung des LexA-

Repressors führt zur Induktion der SOS-Gene (208). Die Induktion betrifft auch das 

recA-Gen selbst, wodurch die Anzahl der RecA-Proteinmoleküle in der Zelle von ca. 

7.200 auf ca. 180.000 ansteigt (328). Der Grad der Induktion, d.h. die Anzahl der indu-

zierten SOS-Gene, hängt mit dem Ausmaß der DNA-Schädigung zusammen (386). Die 

Gruppe um Lewis zeigte darüber hinaus, dass die Induktion eines SOS-Gens von der 

Stärke der Bindung des LexA-Repressors an die SOS-Box des Gens abhängig ist. Bei 

einer geringen DNA-Schädigung werden somit nur Gene exprimiert, an deren SOS-Box 

LexA schwach bindet (204, 331). 

Im Normalfall sinkt die Konzentration des aktivierten RecA* nach der Reparatur der 

DNA-Schäden, woraufhin LexA seine Funktion als Repressor der SOS-Gene wieder 

übernimmt (147, 386). Durch die Behandlung von Bakterienzellen mit Chinolonen wird 

die DNA dagegen dauerhaft geschädigt (137, 149). Dies resultiert in einer konstitutiven 

Induktion des SOS-Systems, einer fortschreitenden Mutagenisierung des Genoms (durch 

mutagene SOS-Reparaturmechanismen) und der Bildung von Autolysinen, welche letzt-

endlich zum Tod der Bakterienzelle führen (147, 385). Neben ihrer Wirkung auf die 

bakterielle Zelle besitzt die Mehrzahl der Chinolone auch einen geringen Effekt gegen-

über eukaryontischen Typ II-Topoisomerasen (28, 92, 244, 309). Als Ursache dafür wird 

die strukturelle und funktionelle Homologie der pro- und eukaryontischen Typ II-

Topoisomerasen angesehen (146). Für eine Hemmung der eukaryontischen Enzyme sind 

jedoch 100- bis 10.000-fach höhere Konzentrationen notwendig (273). Schädigungen 

der eukaryontischen Zellen durch Chinolone, die in der antibakteriellen Therapie einge-

setzt werden, können somit weitgehend ausgeschlossen werden (151). Während der 

Entwicklung neuer Chinolone wurden jedoch auch Chinolonderivate (z.B. CP-115,953, 

A-65281, A-65282) gefunden, die eukaryontische Typ II-Topoisomerasen effizient 

hemmen können (187, 309). Diese Derivate stehen bei einer antibakteriellen Therapie 

nicht zur Diskussion. Sie können jedoch hilfreich bei der Entwicklung neuer Substanzen 

für die Krebs-Therapie sein (309), da bei dieser eine Schädigung der eukaryontische Typ 

II-Topoisomerasen in stark proliferierenden Zellen (Tumoren) beabsichtigt ist. 
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1.5 Bakterielle Resistenzmechanismen gegenüber Chinolonen 

 

Obwohl höhere Pilze zum Abbau von Chinolonen befähigt sind, wurden bisher keine 

bakteriellen Enzyme, die zur Inaktivierung von Chinolonen führen, entdeckt (228, 403, 

404). Die bakterielle Resistenz gegenüber Chinolonen beruht auf zwei anderen Resis-

tenzmechanismen, zum einen auf Veränderungen in den Zielstrukturen (Gyrase und 

Topoisomerase IV), zum anderen auf einer verringerten Akkumulation der Substanzen 

in der Zelle (115, 130, 131). 

Mutationen in Gyrase und Topoisomerase IV wurden in spezifischen Regionen (QRDR) 

der Gyrasegene gyrA und gyrB bzw. der Topoisomerase IV-Gene parC und parE (ent-

sprechen grlA und grlB in S. aureus) gefunden – vermehrt in gyrA und parC (grlA), in 

geringerem Maße in gyrB und parE (grlB) – und führen wahrscheinlich zu einer verrin-

gerten Affinität der Chinolone zu den Zielenzymen (76, 94, 98, 133, 134, 142, 362, 

416). Häufig von einem Aminosäureaustausch betroffen sind die Positionen 83 und 87 

in gyrA und 80 und 84 in parC (164, 270, 363, 376, 378, 415). Für die Ausbildung einer 

klinisch bedeutsamen Resistenz gegenüber älteren Chinolonen wie Nalidixinsäure reicht 

oft eine Mutation aus. Hingegen ist für eine Resistenz gegenüber Fluorchinolonen eine 

Kombination aus mehreren Einzelmutationen notwendig (129, 132, 320, 377). Mutatio-

nen in gyrB und parE können ebenfalls – wenn auch in geringem Maße – zu einer ver-

minderten Sensibilität führen, was darauf hinweist, dass an den Wechselwirkungen zwi-

schen Chinolonen und Zielstrukturen nicht nur die Untereinheiten GyrA und ParC betei-

ligt sind (413). Ein weiterer Resistenzmechanismus, der in Zusammenhang mit Muta-

tionen in den Zielstrukturen zur Ausbildung klinischer Resistenz führt, beruht auf einem 

gesteigerten Austransport (Efflux) der Chinolone aus der Zelle und somit auf der Ver-

ringerung der Chinolonkonzentration an ihrem Wirkungsort. Verantwortlich für den 

erhöhten Efflux sind Mutationen in regulatorischen Elementen verschiedener Efflux-

systeme (30, 175, 265, 414). In E. coli beispielsweise führen Mutationen in marR,    

einem Repressorprotein des marRAB-Operons, zu einer gesteigerten Expression des 

Transkriptionsaktivators MarA, der die Überexpression verschiedener Gene bewirkt (9). 

Darunter befinden sich auch die Gene des AcrAB-Effluxpumpensystems in E. coli (241, 

268). Die erhöhte Expression dieser Gene resultiert in einem verstärkten Efflux der Chi-

nolone aus der Zelle. MarA führt zudem durch die Aktivierung eines negativen Regula-

tors der Porinsynthese – der Antisense RNA micF – zu einer verringerten Bildung ver-
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schiedener Porine (60, 131). Diese wassergefüllten Kanäle in der äußeren Membran 

gramnegativer Bakterien sind für den Eintritt verschiedener Chinolonmoleküle in die 

Zelle notwendig. Eine verringerte Anzahl, insbesondere des Hauptporins OmpF, steht 

im Zusammenhang mit einer erhöhten Resistenz gegenüber hydrophilen Chinolonen 

(16, 67, 140). 

Veränderungen der Zielstrukturen, gesteigerter Efflux und die Verringerung von Porinen 

werden chromosomal vermittelt und galten lange Zeit als einzige Resistenzmechanis-

men gegenüber Chinolonen. Inzwischen gibt es Berichte über Plasmid-vermittelte Chi-

nolonresistenz (233) und deren Übertragung durch Konjugation (395). Die Plasmide 

tragen das Gen qnr, welches für ein 218 Aminosäuren umfassendes Protein – Qnr – co-

diert (367) und Gyrase vor einer Inhibition durch Chinolone schützt (367, 368). Der 

genaue Mechanismus der Gyrase-Protektion ist nicht geklärt. Es wird jedoch angenom-

men, dass Qnr gebunden an Gyrase die Bindungsfähigkeit von Gyrase an die DNA und 

somit die Anzahl der Gyrase-DNA-Komplexe für die Inhibition durch Chinolone herab-

setzt (368). Für eine Interaktion von Qnr und Topoisomerase IV gibt es bislang keine 

Hinweise (367). Qnr-vermittelte Resistenz bedingt nur eine geringe Veränderung der 

Sensibilität. Die Ausbildung einer klinischen Resistenz im Zusammenhang mit Mutatio-

nen in den Zielstrukturen oder einer herabgesetzten Akkumulation von Chinolonmole-

külen in der Zelle ist jedoch denkbar. Die Ausbreitung dieses Plasmid-vermittelten Re-

sistenzmechanismus ist daher als problematisch anzusehen. Beschränkte sich das Auf-

treten von qnr-Resistenzplasmid-tragenden Stämmen bisher nur auf die USA und China, 

so gibt es zunehmend auch Berichte über qnr-positive Stämme in Europa (163, 219). 

 

 

1.6 Gründe und Lösungsansätze für das Chinolonresistenz-Problem 

 

Chinolone – insbesondere Fluorchinolone – wurden in den letzten Jahrzehnten vermehrt 

zur Behandlung vieler bakterieller Infektionen, wie Gonorrhoe, Osteomyelitis, Urogeni-

taltrakt-, enterische und respiratorische Infektionen, eingesetzt (5, 74, 379). Darüber 

hinaus wurden Chinolone auch in der Veterinärmedizin extensiv genutzt, entweder zu 

Behandlungszwecken oder als Futteradditive (5). Der Einsatz dieser Antibiotika als prä-

ventive Maßnahme zur Infektionsvermeidung bei Mensch (118) und Tier (337) spielt 

eine weitere entscheidende Rolle bei der Resistenzentwicklung. Auch der zum Teil un-
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sachgerechte Gebrauch dieser Antibiotika durch Ärzte, Patienten oder Tierhalter kann 

für die rasche Entwicklung einer bakteriellen Resistenz verantwortlich gemacht werden 

(100, 206, 229). Ebenfalls zur Resistenzsituation beigetragen hat der Einsatz von älteren 

Chinolonen mit geringer Aktivität in einigen Entwicklungsländern (124). Für die Lö-

sung des Resistenzproblems stehen mehrere Optionen zur Verfügung. Dazu zählen der 

sachgerechte Umgang mit Chinolonen in der antibakteriellen Therapie, das Verbot des 

Einsatzes von Chinolonen als Futteradditive und die Vermeidung von Analogpräparaten 

in der Human- und Veterinärmedizin (131, 206, 308). Eine besondere Stellung in Bezug 

auf eine Vermeidung bzw. verlangsamte Resistenzentwicklung nimmt die Suche nach 

neuen Chinolonen ein. Bei der Entwicklung neuer, potenter Chinolone stehen dabei 

mehrere Eigenschaften im Vordergrund: die gleichzeitige Hemmung von Gyrase und 

Topoisomerase IV (dual-targeting), eine verminderte Fähigkeit zur Selektion resistenter 

Bakterien, die Wirkung auf Erreger in unterschiedlichen physiologischen Stadien und 

die Wirkung auf bereits resistente Bakterien (213, 426). 

 

 

1.7 Pradofloxacin – ein neues C8-Cyanofluorchinolon 

 

Pradofloxacin ist ein von der Firma Bayer neu entwickeltes Fluorchinolon. Es wurde für 

die Behandlung bakterieller Infektionen im veterinärmedizinischen Bereich entwickelt. 

Der Struktur von Pradofloxacin liegt ein Chinolingerüst zu Grunde. Die Grundsubstitu-

tionen der Positionen C3 (Carbonsäuregruppe), C4 (Oxogruppe), N1 (Cyclopropyl) und 

C6 (Fluoratom) sind vergleichbar mit anderen Fluorchinolonen, wie z.B. Enrofloxacin, 

einem in der Veterinärmedizin bereits eingesetzten Fluorchinolon. Im Vergleich zur 

Struktur von Enrofloxacin gibt es zwei wichtige Abweichungen: der Ethylpiperazinring 

an C7 wurde durch einen Pyrrolidinopiperidinring ersetzt und an C8 eine Cyanogruppe 

eingeführt (Abbildung 1.8). Mit der Einführung einer Azabizyclogruppe wie Pyrrolidi-

nopiperidin ist eine gesteigerte Wirkung auf grampositive Bakterien sowie eine Verbes-

serung der pharmakokinetischen Eigenschaften zu erwarten (25). Durch die C8-

Cyanogruppe soll das Potential zur Selektion resistenter Bakterien gesenkt und die bak-

terizide Aktivität gegenüber bereits resistenten Bakterien gesteigert werden. Beide The-

sen konnten für frühere Fluorchinolone mit C8-Substituenten bestätigt werden (85, 213, 

256). 
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Abbildung 1.8: Strukturunterschiede zwischen Enro- und Pradofloxacin 
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1.8 Ziel der Arbeit 

 

Der Vergleich der antibakteriellen Wirkung neuer Chinolone mit Hilfe von herkömm-

lichen Methoden, wie der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration, weist in der 

Regel nur geringfügige Unterschiede zwischen den zumeist hochaktiven Substanzen 

auf. Für eine exakte Einteilung der Chinolone nach ihrer Wirksamkeit ist die Entwick-

lung neuer, empfindlicherer Detektionsmethoden notwendig. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der biologischen Aktivität von 

Pradofloxacin und die Ermittlung des Einflusses der neuen C8-Cyanogruppe auf die 

antibakterielle Wirkung dieser Substanz im Vergleich zu anderen Fluorchinolonen mit 

und ohne C8-Substitution mit Hilfe von herkömmlichen und neuentwickelten zellulären 

und molekularbiologischen Testsystemen. 

Ein erster Eindruck über die Wirksamkeit von Pradofloxacin auf verschiedene Wildtyp- 

und Mutantenstämme sollte durch die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration 

gewonnen werden. 

Neben der Wirkung auf bereits resistente Bakterien sollte das Potential eines neuen Chi-

nolons zur Selektion resistenter Bakterien möglichst gering sein. Eine Hemmung beider 

Zielstrukturen – Gyrase und Topoisomerase IV – erscheint dabei von Vorteil zu sein. In 

Selektionsversuchen mit verschiedenen Bakterienspecies sollte daher das Potential zur 

Selektion resistenter Bakterien sowie die bevorzugte Zielstruktur von Pradofloxacin 

ermittelt werden. 

Fluorchinolone unterscheiden sich darüber hinaus durch ihre Fähigkeit Bakterien in un-

terschiedlichen physiologischen Stadien abzutöten. Die Bestimmung des Wirkungstyps 
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und der Anzahl der bakteriziden Mechanismen von Pradofloxacin mit Hilfe von Abster-

bekinetiken in verschiedenen Medien stellte daher ein weiteres Ziel der vorliegenden 

Arbeit dar. 

Unabhängig von der Anzahl verschiedener bakterizider Mechanismen beruht der bakte-

rizide Effekt von Chinolonen stets auf mehreren im Zellinneren stattfindenden moleku-

laren Ereignissen. In diesem Zusammenhang wurden in dieser Arbeit erstmals zwei für 

die antibakterielle Wirkung von Fluorchinolonen grundlegende, molekulare Mechanis-

men – die Generierung von Typ II-Topoisomerase-assoziierten-DNA-Doppelstrang-

brüchen und die Induktion der SOS-Antwort – in einer Studie untersucht. Durch die 

Etablierung von In-vitro-Testsystemen (Cleavage-Assays) mit isolierten Zielenzymen 

sollte die Quantifizierung der Aktivität von Pradofloxacin auf Gyrase und Topoisomera-

se IV ermöglicht bzw. die minimale Konzentration von Pradofloxacin zur Generierung 

von DNA-Doppelstrangbrüchen bestimmt werden. Darüber hinaus sollte das Ausmaß 

der SOS-Induktion – die letztendlich den bakteriellen Zelltod einleitet – durch ein neu-

entwickeltes In-vivo-Testsystem (Reportergenassay), bestehend aus dem Promotor eines 

SOS-Gens und dem Luciferasegen aus Photinus pyralis, quantifiziert werden. 

Einen wichtigen Aspekt bei der Charakterisierung eines neuen Fluorchinolons stellt 

auch die Bestimmung der Aktivität der Substanz gegenüber eukaryontischen Typ II-

Topoisomerasen dar. Eine Hemmung von pro- und eukaryontischen Typ II-Topoisome-

rasen in gleichem Maße könnte während einer Therapie mit Chinolonen zu Nebenwir-

kungen führen. Da mit Hilfe von Cleavage-Assays das gleiche molekulare Ereignis der 

Chinolonwirkung (Generierung eines DNA-Doppelstrangbruches) gemessen werden 

kann, ist ein direkter Vergleich der Aktivität von Chinolonen gegenüber pro- und euka-

ryontischen Enzymen möglich. In diesem Zusammenhang sollte die Etablierung eines 

Cleavage-Assays mit humaner Topoisomerase II zur Quantifizierung der Aktivität von 

Pradofloxacin auf eukaryontische Typ II-Topoisomerasen dienen. Durch den Vergleich 

der Aktivität von Pradofloxacin auf humane Topoisomerase II mit der Aktivität auf bak-

terielle Gyrase sollten Rückschlüsse auf die Enzymselektivität der Substanz gezogen 

werden. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Material 

 

2.1.1 Bakterienstämme 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in den Tabellen 2.1 und 2.2 

aufgeführt. Die Tabellen enthalten weiterhin Hinweise auf die genetischen Marker und 

die Herkunft der Stämme. 

 

Tabelle 2.1: Escherichia coli Stämme 

Stamm Genotyp Herkunft / Referenz 

WT ----- Heisig & Tschorny, 1994 

WT-2 gyrA S83L Laborisolat 

WT-4 parC S80I Bagel et al., 1999 

WT-3-1 gyrA S83L + D87G Bagel et al., 1999 

WT-K gyrB S464Y diese Arbeit 

MII-M19 gyrA S83L / marR ∆175 Laborisolat 

MIII-300/16 gyrA S83L + D87G / parC S80I 
marR∆74 Schulte, 2001 

4971-M-C1 gyrA S83W + D87Y / parC G78D 
marO::IS / ∆acrR Laborisolat 

JM83 ara ∆(lac-proAB) rpsL thi-1 _80∆lacZ∆M15 Yanisch-Perron et al., 
1985 

JM109 
F’ (traD36 proA+B+ lacIq lacZ∆M15) ∆(lac-

proAB) glnV44 e14- gyrA96 recA1 relA1 endA1 
thiA hsdR17 / pBR322 

Yanisch-Perron et al., 
1985 

TOP10F’ 

F’ {lacIq TN10 (tetR)} mcrA ∆(mrr-hsd RMS-
mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR 

araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 
endA1 nupG 

Invitrogen 

ER1821 F’ glnV44e14- (mcrA-) rfbD1? relA1? endA1 
spoT1? thi-1 ∆(mcr-mrr) 114::IS10 New England BioLabs 
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Tabelle 2.2: Staphylokokken Stämme 

Species Stamm Genotyp Herkunft / Referenz 

S. aureus ATCC 6538 ----- H.-G. Wetzstein,  
Bayer HealthCare 

 Q48.1.2-1 grlA E84K H.-G. Wetzstein,  
Bayer HealthCare 

 Q24.2.5-3 grlA E84K 
+ gyrA S84L  

H.-G. Wetzstein,  
Bayer HealthCare 

S. intermedius ATCC 29663 ----- H.-G. Wetzstein,  
Bayer HealthCare 

 

 

2.1.2 Plasmide 

 

Tabelle 2.3 zeigt die den Klonierungsexperimenten zugrundeliegenden Vektoren bzw. 

die erzeugten rekombinanten Plasmide unter Angabe der wichtigsten genetischen Ele-

mente und ihrer Größe. 

 

Tabelle 2.3: Vektoren und rekombinante Plasmide 

Vektor rekombinan-
ter Vektor* 

genetische 
Elemente 

relevante(s) Gen 
bzw. Genfusion 

Größe 
[bp] Herkunft 

pGem-luc ----- bla luc 4933 Promega 

pCR.2.1-TOPO ----- lacZα, bla, 
aphA ----- 3931 Invitrogen 

 pPHB441 bla, aphA precA-luc 5944 diese Arbeit 

pBR322, 
relaxiert ----- bla,tet ----- 4361 TopoGen 

pBR322, 
supercoiled ----- bla,tet ----- 4361 TopoGen 

pBR322 ----- bla,tet ----- 4361 Bolivar et al., 
1977 

 
pPHB340 
(ehemals: 

pBR322-luc) 
tet luc 6067 Abu Mraheil, 

1999 

 pPHB341 tet precA-luc 6362 diese Arbeit 

 pPHB342 tet precA-luc 6362 diese Arbeit 
* Die Nomenklatur der rekombinanten Plasmide richtet sich nach folgenden Regeln: 
PHB = Pharmazeutische Biologie, 1. Ziffer = verwendeter Vektor (4 = pCR2.1-TOPO, 3 = pBR322), 
2. Ziffer = Projekt (4 = SOS-Induktion), 3. Ziffer (0, 1, 2 = Angaben über die Orientierung des Inserts im 
Vektor) 
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2.1.3 Oligonukleotide 

 

Die in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide (Tabelle 2.4) wurden zum einen mit 

dem DNA-Synthesizer, Modell 391 PCR-Mate, selbst hergestellt, zum anderen von der 

Firma Sigma bezogen. Die Klonierungs- bzw. SOEing-Primer wurden nach ihrer Syn-

these OPC bzw. HPLC gereinigt. Der jeweilige Verwendungszweck der Primer ist in 

der unteren Tabelle beschrieben. 
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2.1.4 Antibiotika 

 

In Tabelle 2.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika unter Angabe der Char-

gen-Nr. und Bezugsquelle aufgelistet. Die Antibiotika wurden nach Vorschrift des 

Herstellers gelöst und anschließend steril filtriert. 

 

Tabelle 2.5: Verwendete Antibiotika 

Antibiotikum Chargen-Nr. Verwendung Bezugsquelle 

HMT4273-99 Absterbekinetiken, 
MSIC-Bestimmung Bayer HealthCare 

Pradofloxacin 

0048Z Cleavage Assay Bayer HealthCare 

PSM 3106/1 Absterbekinetiken, 
MSIC-Bestimmung Bayer HealthCare 

Enrofloxacin-HCl 
R-177-4 Cleavage Assay Bayer HealthCare 

Enrofloxacin N-4’-oxid k.A. MSIC-Bestimmung Bayer HealthCare 

Marbofloxacin 280495 
Absterbekinetiken, 
MSIC-Bestimmung, 

Cleavage Assay 
Bayer HealthCare 

Danofloxacin HLR3158-16-1 Cleavage Assay Bayer HealthCare 

Orbifloxacin-HCl HLR4905-2-1 Cleavage Assay Bayer HealthCare 

Ciprofloxacin-HCl 521635D/2/2 
Absterbekinetiken, 
MSIC-Bestimmung, 

Cleavage Assay 
Bayer HealthCare 

Moxifloxacin 502714 
Absterbekinetiken, 
MSIC-Bestimmung, 

Cleavage Assay 
Bayer HealthCare 

Bay Y3118 513257 Absterbekinetiken Bayer HealthCare 

Garenoxacin DL116S Cleavage Assay Bristol-Meyers-
Squibb 

Gemifloxacin-Mesylat BN3 Cleavage Assay GlaxoSmithKline 

Kanamycin-Monosulfat 121K1109 Selektion Sigma 

Ampicillin 063K0522 Selektion Sigma 

Tetracyclin 110K1491 Selektion Sigma 

Gentamicin-Sulfat 030K0680 Selektion Sigma 

Chloramphenicol 110K1606 Absterbekinetiken Sigma 
k.A. = keine Angabe 



30 Material und Methoden 

2.1.5 Nährmedien 

 

Die eingesetzten Nährmedien zur Anzucht von Bakterien sind in Tabelle 2.6 aufgelistet. 

Die Nährmedien wurden unmittelbar nach der Einwaage gelöst und autoklaviert. 

 

Tabelle 2.6: Nährmedien 

Medium Bezugsquelle / Herstellung 

Chinablau-Lactose-Agar Oxoid, Basingstoke, England 

LB-Agar 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 15 g Agar; pH 7,4; 
mit H2O auf 1 l auffüllen 

LB-Bouillon 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl; pH 7,4; mit H2O auf 
1 l auffüllen 

Standard NI-Nährbouillon Merck (VWR), Hamburg 

Mueller-Hinton-Bouillon Becton Dickinson, Sparks, MD, USA 
 

 

2.1.6 Chemikalien 

 

Die in den vorliegenden Versuchen verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2.7 aufge-

führt. Wenn nicht anders angegeben wurden die Substanzen in der Qualität „p.A.“ oder 

„reinst“ verwendet. 

 

Tabelle 2.7: Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Agar-Agar, granuliert Merck (VWR), Hamburg 
Agarose, Seakem® LE, für die Elektrophorese Biozym, Hess. Oldendorf 
Ammoniak 30-33%, für die DNA-Synthese Roth, Karlsruhe 

Bacto Trypton Becton Dickinson, Sparks, MD, 
USA 

Borsäure Merck (VWR), Hamburg 
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-galactosid Sigma, Taufkirchen 
Bromphenolblau, für die Elektrophorese BioRad, München 
Calciumchlorid-dihydrat Merck (VWR), Hamburg 

Desoxynukleosidtriphosphat, 100 mM Lithium-Salz-
Lösungen, für die PCR Roche, Mannheim 
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Fortsetzung Tabelle 2.7: Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Dimethylsulfoxid Merck (VWR), Hamburg 
di-Natriumhydrogenphosphat Merck (VWR), Hamburg 
Dithiothreitol, für die Elektrophorese BioRad, München 
Essigsäure, 100%  Acros, Geel, Belgien 
Ethanol, absolut Merck (VWR), Hamburg 
Ethidiumbromid, 1%ige Lösung in H2O Merck (VWR), Hamburg 
Ethylendiamin-tetra-acetat (Titriplex III) Merck (VWR), Hamburg 
Ficoll-400, 20% Sigma, Taufkirchen 
Glucose-monohydrat, für biochemische Zwecke Merck (VWR) Hamburg 
Glycerin, 87% Merck (VWR) Hamburg 
Glycerin, 99% Serva, Heidelberg 
Hefeextrakt, granuliert, für die Mikrobiologie Merck (VWR) Hamburg 
Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside Sigma, Taufkirchen 
Isopropanol Merck (VWR), Hamburg 
Kaliumchlorid Merck (VWR), Hamburg 
Kalium-dihydrogenphosphat Merck (VWR), Hamburg 
Kaliumhydroxid Merck (VWR) Hamburg 
LiChrosolv-H2O, für die Chromatographie Merck (VWR) Hamburg 
Mineralöl BioRad, München 
Natriumchlorid Merck (VWR), Hamburg 
Natriumdodecylsulfat, 10% BioRad, München 
Phenylalanyl-Arginyl-β-Naphtylamid Sigma, Taufkirchen 
Reserpin Giulini-Pharma 
Rinderserumalbumin  Serva, Heidelberg 
Safranin-O, für die Mikrobiologie Roth, Karlsruhe 
Salzsäure, 37% Merck (VWR) Hamburg 
Smart Ladder (DNA-Längenstandard) Eurogentec, Köln 
trans-1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’,N’,Tetraacetat Sigma, Taufkirchen 
Triethylamin Sigma, Taufkirchen 
Trifluoressigsäure Merck (VWR), Hamburg 
Tris(hdroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) Merck (VWR), Hamburg 

Xylencyanol  Merck (VWR), Hamburg 
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2.1.7 Enzyme 

 

Tabelle 2.8 enthält die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme unter Angabe der Bezugs-

quelle. 

 

Tabelle 2.8: Enzyme 

Enzym Hersteller 

Alkalische Phosphatase (Shrimp) Roche, Mannheim 

ExpandTM High Fidelity Polymerase Roche, Mannheim 

Gyrase TopoGen, Columbus, Ohio, USA 

Humane Topoisomerase II (p170 Form) TopoGen, Columbus, Ohio, USA 

Lysostaphin Sigma, Taufkirchen 

Lysozym Sigma, Taufkirchen 

Proteinase K Roche, Mannheim 

Restriktionsendonukleasen 
 
EcoRI 
EcoRV 
PstI 

New England Biolabs, Frankfurt a. M. 

Taq DNA Polymerase Promega, Madison, Wisconsin, USA 

T4-Ligase (Rapid-Ligation-Kit) Roche, Mannheim 

Topoisomerase IV TopoGen, Columbus, Ohio, USA 
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2.1.8 Puffer und Lösungen 

 

Tabelle 2.9 gibt die Zusammensetzung bzw. Bezugsquellen der in dieser Arbeit ver-

wendeten Puffer und Lösungen an. 

 

Tabelle 2.9: Puffer und Lösungen 

Puffer / Lösung Zusammensetzung / Hersteller 

Acetonitril, 20% Für 5 ml: 1 ml Acetonitril + 4 ml H2O 

Ammoniumhydroxid, 3% Für 20 ml: 0,6 ml Ammoniumhydroxid + 19,4ml 
H2O 

Cleavage-Assay 
 
Gyrase Inkubationspuffer (5x) 
 
 
Human Topo II Cleavage-Puffer (10x) 
 
 
Topo IV Cleavage-Puffer (10x) 
 
Proteinase K Puffer (5x) 

TopoGen, Columbus, Ohio, USA 
 
175 mM Tris-HCL (pH 7,5), 120 mM KCl, 20 mM 
MgCl2, 10 mM DTT, 9 mM Spermidin, 5 mM 
ATP, 32,5% Glycerol, 0,5 mg/ml BSA 
300 mM Tris-HCL (pH 7,6), 0,6 M NaCl, 80 mM 
MgCl2, 30 mM ATP, 150 mM Mercaptoethanol 
500 mM HEPES-KOH (pH 8,0), 20 mM MgOAc, 
100 mM DDT, 200 mM KCl, 10 mM Spermidin-
HCL, 20 mM ATP, 1 mg/ml BSA 
50 mM Tris-HCL (pH 7,9), 1 mM CaCl2

Luciferase-Assay-System 
 
K2HPO4 / EDTA-Puffer  
Luciferase-Assay-Reagent 
 
Cell Culture Lysis Reagent (5x) 
 
Lysis Mix 
 

 
 
1 M K2HPO4 (pH 7,8), 20mM EDTA 
ohne Konzentrationsangaben, enthält Luciferin, 
ATP und Mg2+

125 mM Trisphosphat (pH 7,8), 10 mM DDT, 10 
mM CDTA, 50% Glycerol, 5% Triton X-100 
100 µl Lysozym [5 mg/ml], 200 µl CCLR [2x] + 
BSA [5 mg/ml],  

Isotonische Kochsalzlösung, 0,9% 9 g NaCl mit H2O auf 1 l auffüllen, autoklavieren  

MgCl2-freier Puffer für Taq-Polymerase Promega, Madison, Wisconsin, USA 

MgCl2-freier Puffer für ExpandTM High 
Fidelity Polymerase Roche, Mannheim 

PCR Purification Kit 
 
QIAquick spin columns 
Puffer PB (Bindungspuffer) 
Puffer PE (Waschpuffer) 
Puffer EB (Elutionspuffer) 

Qiagen, Hilden 
 
 
ohne Angaben 
ohne Angaben 
10 mM Tris-HCL, pH 8,5 

Phosphat gepufferte Kochsalzlösung 
8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g 
KH2PO4 in 800 ml H2O lösen, mit HCl auf pH 7,4 
einstellen, mit H2O auf 1 l auffüllen, autoklavieren  
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Fortsetzung Tabelle 2.9: Puffer und Lösungen 

Puffer / Lösung Zusammensetzung / Hersteller 

Plasmid Mini- / Midipräparations Kit 
 
Puffer P1 (Resuspensionspuffer) 
 
Puffer P2 (Lysispuffer) 
Puffer P3 (Neutralisationspuffer) 
 
zusätzlich in Midipräparations Kit 
QIAGen-tip 100 
Puffer QBT (Equilibrierungspuffer) 
 
Puffer QC (Waschpuffer) 
 
Puffer QF (Elutionspuffer) 
Puffer EB (Elutionspuffer) 

Qiagen, Hilden 
 
50 mM TrisHCl (pH 8), 10 mM EDTA, 100 µg/ml 
RNaseA 
200 mM NaOH, 1% SDS 
3 M Kaliumacetat (pH 5,5) 
 
 
750 mM NaCl, 50 mM MOPS (pH 7,0), 15% Iso-
propanol, 0,15% Triton®-X 100 
1 M NaCl, 50 mM MOPS (pH 7.0), 15% Isopro-
panol  
1,25 M NaCl, 50 mM Tris/HCl, 15% Isopropanol 
 
10 mM Tris-HCL (pH 8,5) 

Plasmid Minipräparation 
 
GTE-Lösung 
 
 
Lysepuffer 
 
5 M Kaliumacetatlösung 
 
 
Elutionspuffer 
 
 

Qiagen, Hilden 
 
50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 
mM EDTA mit H2O auf gewünschtes Endvol. 
auffüllen, autoklavieren, bei 4 °C lagern 
0,2 N NaOH, 1% SDS mit H2O auf gewünschtes 
Endvol. auffüllen, jeweils frisch ansetzen! 
29,5 ml Eisessig + KOH-Pellets bis pH 8,0, mit 
H2O auf 100 ml auffüllen, nicht autoklavieren, 
Lagerung bei RT 
10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA mit H2O 
auf gewünschtes Endvol. auffüllen, autoklavieren, 
bei RT lagern 

Probenpuffer 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 20% 
Ficoll-400 

T4 DNA Ligationpuffer (2x) 
(Rapid DNA Ligation Kit) Roche, Mannheim 

Safranin-Färbelösung 
 
Stammlösung 
Gebrauchslösung 

 
 
3,41 g Safranin-O in 100 ml 96% Ethanol 
10 ml Stammlösung + 100 ml H2O 

Sequencer Kit 
 
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Mix v.1.1 
Sequenzierungspuffer (5x) 
Template Supression Reagent (TSR) 
HiDi  
Performance Optimimized Polymer 
(POP6™) 
Elektrophoresepuffer (10x) 

Applied Biosystems, Darmstadt 
 
AmpliTaq®DNA Polymerase, ddNTPs 
 
ohne Angaben 
Formamid 
Formamid 
Polymerlösung zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten 
ohne Angaben 
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Fortsetzung Tabelle 2.9: Puffer und Lösungen 

Puffer / Lösung Zusammensetzung / Hersteller 

Synthesizer-Reagenzien 
 
Acetonitril (HPLC geeignet,  
H2O Gehalt ≤ 30 ppm) 
Aktivatorlösung 
Ammoniaklösung, 30-33% 
Argon 5.0 
Cap-Mix A 
 
Cap-Mix B 
 
Deblocking-Mix 
 
Oxidizing Solution 
 
Polystyrolsäulen (dA, dC, dT, dG) 
Phosphoamidite (dA, dC, dT, dG) 

 
 
Roth, Karlsruhe  
 
Tetrazol in Acetonitril (Eurogentec, Köln) 
Roth, Karlsruhe  
Westfalen AG, Münster 
2,6-Lutidin, Essigsäureanhydrid, Tetrahydrofuran  
(Eurogentec, Köln) 
10% 1-Methylimidazol, Tetrahydrofuran  
(Eurogentec, Köln) 
3% Trichloressigsäure, Dichlormethan 
(Eurogentec, Köln) 
3% Jodlösung, Pyridin, Tetrahydrofuran  
(Eurogentec, Köln) 
Polystyrol 1000 + 3’-Base (Eurogentec, Köln) 
Eurogentec, Köln 

TAE-Puffer (50x) 242,2 g (= 2 M) Tris-Base, 18,7 g (= 50 mM) EDTA 
pro Liter, mit Essigsäure auf pH 8,0 einstellen 

TBE-Puffer (10x) 890mM Tris-Base (pH 8,0), 890 mM Borsäure, 40 
ml 0,5 mM EDTA  

Trifluoressigsäure, 2 % in H2O Für 5 ml: 0,1 ml Trifluoressigsäure + 4,9 ml H2O 

DNA-Gel Extraktion Kit 
 
QIAquick spin columns 
Puffer QG (Bindungspuffer) 
Puffer PE (Waschpuffer) 
Puffer EB (Elutionspuffer) 

Qiagen, Hilden 
 
 
ohne Angaben 
ohne Angaben 
10 mM Tris-HCL (pH 8,5) 

 

 

2.1.9 Sonstige Materialien und Geräte 

 

Tabelle 2.10: Materialien und Geräte 

Material / Gerät Hersteller 

Brutschränke Heraeus, Osterode 
Cellulosenitratfilter, Porengröße 0,45 µm, ∅ 45 mm Sartorius, Göttingen 
DNA-Sequenzer ABI-Prism 310 Applied Biosystems, Darmstadt 
DNA-Syntheziser 391 PCR-Mate Applied Biosystems, Darmstadt 
Einmalspritzen (5 ml, 10 ml) Merck (VWR), Hamburg 
Elektrophorese Power Supply Biozym, Hess. Oldendorf 
Eppendorf-Caps (0,2 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) Eppendorf, Hamburg 
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Fortsetzung Tabelle 2.10: Materialien und Geräte 

Material / Gerät Hersteller 

Eppendorf Kolbenhubpipetten, variabel (0,1-0,5 µl; 
0,5-10 µl; 10-100 µl; 100-1000 µl) 

Eppendorf, Hamburg 
 

Gelkammern 
 
Comphor Mini, Midi, Maxi 

Biozym, Hess. Oldendorf  
 
 

Küvetten (Halbmikro) Roth, Karlsruhe 
Luminometer (Lucy 2) Anthos, Krefeld 
Mikrotiterplatten 
 
Luminometer-Platten 
MHK-Platten 

 
 
DYNATECH MicroFOUR, USA 
Merck (VWR), Hamburg 

Multistep-Pipette (8-Kanal) Hirschmann, Eberstadt 
Phasenkontrastmikroskop CX31 Olympus, Hamburg 
Photomikroskop mit Videokameraaufsatz Hyper HAD Zeiss, Jena und Sony, Japan 
pH-Meter WTW, Weilheim 
Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht 
Reinstwasseranlage (Milli-Q synthesis) Millipore, Eschborn 
Schüttelinkubatoren 
 
Schüttelinkubator (Serie 25) 
Certomat R+H 

 
 
New Brunswick, New Yersey, USA 
Braun Biotech, Melsungen 

Sicherheitswerkbank, Hera safe Heraeus, Osterode 
Speed Vac SDC 100 Savant, USA 
Spektralphotometer (Cary 50) Varian, Darmstadt 
Sterilfilter, 0,2 µm, 7 bar Sartorius, Göttingen 
Sterilwerkbank, Hera gard Heraeus, Osterode 
Thermocycler 
 
T3, TGradient 

 
 
Biometra, Göttingen 

Thermopapier, Sony UPP-110HP Biometra, Göttingen 
Thermo-Printer, Sony UP-D890  Biometra, Göttingen 
Video-Dokumentationsanlage BioDoc Biometra, Göttingen 
Video-Dokumentationsanlage ProviDoc Sarstedt-Gruppe, Wiesloch 
Video-Dokumentationsanlage UviProChemi 
(Densitometer) UVItec Limeted, Cambridge, UK 

Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA 
Wasserbad Julabo, Seelbach 
Zentrifugen 
 
Biofuge pico 
Biofuge fresco 
Biofuge stratos (Rotoren #3331, #3332, #3335, #3046)  

 
 
Heraeus, Osterode 
Heraeus, Osterode 
Heraeus, Osterode 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Methoden der Mikrobiologie 

 

2.2.1.1 Übernachtkultur 

 

Für den Ansatz einer Übernachtkultur (ÜNK) wurden – abhängig von der Koloniegröße 

– von einer Chinablau-Laktose- bzw. LB-Agar-Platte ein bis drei Kolonien des ge-

wünschten Stammes entnommen und in 3 ml steriler NI- bzw. LB-Bouillon suspendiert. 

Bei der Anzucht von Plasmid tragenden Stämmen wurde dem Medium zusätzlich das 

entsprechende Selektionsantibiotikum in ausreichender Konzentration zugesetzt. Die 

beimpfte Bouillon wurde anschließend für 14 bis 16 h bei 37 °C und 130 upm bebrütet. 

 

 

2.2.1.2 Anlegen und Ausimpfen einer Glycerinkultur 

 

Zur dauerhaften Lagerung von Bakterienstämmen wurden Glycerinkulturen angelegt. In 

ein Probenröhrchen mit Schraubverschluss wurden je 0,5 ml NI-Bouillon und Glycerin 

(Endkonzentration 43,5%) pipettiert und zusammen mit 10 Glasperlen autoklaviert. 

Unter sterilen Bedingungen wurden anschließend ein bis zwei Kolonien in das Proben-

röhrchen gegeben und mit dem Glasperlen enthaltenden Medium gut vermischt. Nach 

30 min bei RT wurde die Flüssigkeit oberhalb der Glasperlen abgenommen und die 

Glycerinkultur bei –80 °C eingefroren bzw. gelagert. 

Mit einer ausgeglühten und abgekühlten Platinöse wurde der Dauerkultur bei Bedarf 

eine Glasperle entnommen und die daran anhaftenden Bakterien durch Abrollen der 

Perle auf eine Agar-Platte – bei Plasmid tragenden Stämmen enthielt diese das entspre-

chende Selektionsantibiotikum – aufgebracht. Im Anschluss wurden die Bakterien durch 

das Drei-Ösen-Ausstrich-Verfahren auf der Platte verteilt. Die Platte wurde über Nacht 

bei 37 °C bebrütet. 
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2.2.1.3 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration 

 

Ein Maß für die Empfindlichkeit eines Bakterienstammes gegenüber einem Antibioti-

kum stellt die minimale Hemmkonzentration (MHK) dar. Es handelt sich dabei um die 

Antibiotikumkonzentration, bei der unter standardisierten Bedingungen kein sichtbares 

Wachstum mehr erfolgt. 

Die Bestimmung der MHK erfolgte mit Hilfe der Mikro-Bouillondilutionsmethode in 

Mikrotiterplatten (261). Das Testvolumen betrug 100 µl pro Kavität. 

Zu Beginn wurden die Testantibiotika in Mueller-Hinton-Bouillon gelöst und in einer 

geometrischen Reihe 1:2 in Mueller-Hinton-Bouillon verdünnt. Von jeder Konzentra-

tionsstufe wurden 50 µl in die 1. bis 11. Kavität einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die 12. 

Kavität wurde mit Mueller-Hinton-Bouillon ohne Antibiotikum befüllt. Sie diente als 

Wachstumskontrolle. Im Anschluss wurden von einer frischen Übernachtkultur 1-3 Ko-

lonien in physiologischer Kochsalzlösung resuspendiert und die Bakteriensuspension 

photometrisch (OD550nm) auf eine Trübung, die einem McFarland Standard 0,5 ent-

sprach (ca. 1 × 108 KBE/ml), eingestellt. Die Suspension wurde daraufhin 1:100 in 

Mueller-Hinton-Bouillon verdünnt. Je 50 µl des Inokulums wurden zu 50 µl der Anti-

biotikumverdünnungen bzw. 50 µl reiner Mueller-Hinton-Bouillon in die Mikrotiter-

platte pipettiert (resultierende Keimzahl/Kavität =  ca. 5 × 105 KBE/ml). Die Flüssigkeit 

in den Kavitäten wurde durch Anklopfen der Platte gemischt. Die Mikrotiterplatte wur-

de mit einer Abklebefolie verschlossen und für 18-24 h bei 37 °C bebrütet. Nach der 

Bebrütung der Platte wurde zuerst die Wachstumskontrolle abgelesen. Konnte kein 

Wachstum in dieser Kavität nachgewiesen werden, so durfte die Platte nicht ausgewertet 

werden und der Test musste wiederholt werden. 

 

 

2.2.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl 

 

Die Lebendkeimzahl der Bakterien wurde durch Auszählen der Kolonie bildenden Ein-

heiten (KBE) bestimmt. Die Probe wurde je nach der zu erwartenden Keimzahl über 

mehrere Zehnerpotenzen mit steriler, physiologischer Kochsalzlösung verdünnt. Ent-

hielt die Probe ein Testantibiotikum, wurde dieses durch den Flüssigkeitsanteil der 
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Kochsalzlösung so verdünnt, dass kein weiteres Absterben der Bakterien bei Ausplattie-

ren der Probe auf einen festen Nährboden zu erwarten war. 

Je 50 µl der Verdünnungen wurden auf Chinablau-Laktose-Agar (bei Plasmid enthal-

tenden Stämmen wurde LB-Agar mit der entsprechenden Konzentration des Selektions-

antibiotikums verwendet) ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die gebilde-

ten Kolonien wurden nach 24 h und 48 h Bebrütungszeit ausgezählt und in KBE/ml 

umgerechnet. Dabei wurde die Koloniezahl mit dem Faktor 20 multipliziert und das 

Ergebnis durch die entsprechende Verdünnung geteilt (siehe Formel unten). Die zuletzt 

ermittelte Keimzahl wurde als Ergebnis gewertet. Die untere Nachweisgrenze dieses 

Verfahrens liegt bei Ausplattierung von 50 µl bei 20 KBE/ml. 

Bei einer erwarteten Keimzahl unter 20 KBE/ml wurde 1 ml der unverdünnten Probe 

mit Hilfe eines sterilen Cellulosenitratfilters filtriert. Der Filter wurde anschließend mit 

25 ml steriler, physiologischer NaCl gewaschen, auf eine Agar-Platte gelegt und bei 

37 °C inkubiert (Inkubationszeiten siehe oben). Das Spülen des Filters war notwendig, 

um das Antibiotikum weitgehend zu entfernen und somit ein weiteres Absterben der 

Bakterien auf der Agar-Platte zu verhindern. Die Auszählung der Kolonien erfolgte wie 

oben bereits beschrieben. 

 
 

KBE/ml = 
Verdünnung

a l Koloniezah ×
 

 

 

 

 a bezeichnet den Umrechnungsfaktor für ein Testvolumen von 1 ml mit 
 a = 20 → bei Ausplattieren von 50 µl verdünnter bzw. unverdünnter Probe 
 a = 1 → bei Filtration von 1 ml Probe (unverdünnte Ansätze mit geringer Keimzahl) 
 

 

2.2.1.5 Bestimmung der optimalen bakteriziden Konzentration 

 

Die optimale bakterizide Konzentration (OBC) eines Antibiotikums gibt die Konzentra-

tion an, mit der die höchste Keimzahlreduktion eines Bakteriums erreicht wird (200, 

252). 

Zur Bestimmung der OBC eines Antibiotikums wurden logarithmisch wachsende Zellen 

in mehrere Ansätze à 10 ml Bakteriensuspension aufgeteilt, mit unterschiedlichen Kon-

zentrationen des Antibiotikums (0- bis 1.024-fache MHK) versetzt und für weitere 3 h 
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bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Lebendzellzahl im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle bestimmt. Als OBC wurde die AB-Konzentration (angegeben als x-fache 

MHK) angegeben, bei der die höchste Keimzahlreduktion erreicht wurde. 

 

 

2.2.1.6 Absterbekinetiken 

 

Fluorchinolone können neben dem bakteriziden Grundmechanismus A (Wirkung auf 

teilende Zellen mit aktiver Proteinbiosynthese) drei weitere bakterizide Mechanismen 

besitzen – B, B1 und C (251, 253). Die Anzahl der vorhandenen Mechanismen eines 

Fluorchinolons ist dabei mit seiner Wirkung auf Bakterien in verschiedenen physiologi-

schen Stadien verbunden. Mechanismus B ist vorhanden, wenn die Substanz einen Ef-

fekt auf ruhende Zellen und Zellen mit inaktiver Proteinbiosynthese besitzt (202). Von 

Mechanismus B konnten zwei weitere Teilmechanismen abgeleitet werden. Fluorchino-

lone, die gegen Zellen mit inaktiver Proteinbiosynthese, nicht aber gegen ruhende Zellen 

wirksam sind, besitzen Mechanismus B1 und im umgekehrten Falle Mechanismus C 

(251). Die Identifizierung der bakteriziden Mechanismen wird mit Hilfe von Absterbe-

kinetiken vorgenommen und beruht auf der Abnahme der Lebendkeimzahl der Bakte-

rien um 99,9% (entspricht einer Reduktion um 3 Zehnerpotenzen) nach dreistündiger 

Inkubation mit einem Fluorchinolon in verschiedenen Medien. 

Erfolgt eine Keimzahlreduktion in NI-Bouillon (aktive Zellteilung und Proteinbiosyn-

these), so kann Mechanismus A nachgewiesen werden. Ein bakterizider Effekt in phos-

phatgepufferter Kochsalzlösung – PBS unterbindet die Zellteilung durch Nährstoffman-

gel – und NI-Bouillon + Chloramphenicol [50 µg/ml] – Chloramphenicol hemmt die 

Proteinbiosynthese – spricht für Mechanismus B. Ist eine bakterizide Wirkung nur in 

PBS bzw. NI-Bouillon + Chloramphenicol erkennbar, weist dies auf die Mechanismen 

C bzw. B1 hin. 

 

In Absterbekinetiken mit den E. coli Stämmen WT, WT-4 und WT-3-1 wurden die zu 

testenden Antibiotika in zwei Konzentrationen eingesetzt, der 8-fachen MHK oder der 

OBC. Die Absterbekinetiken mit den S. aureus Stämmen ATCC 6538, Q48.1.2-1 und 

Q24.2.5-3 bzw. S. intermedius ATCC 29663 wurden nur unter Einbezug der OBC 

durchgeführt. 
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Zu Beginn eines Versuches wurde die Übernachtkultur eines Teststammes 1:10.000 in 

frischer NI-Bouillon verdünnt. Nach einer Vorinkubation bei 37 °C und 120 upm für 2 h 

(E. coli Stämme) bzw. 3 h (S. intermedius, S. aureus Stämme) wurde die Suspension in 

drei Ansätze zu je 10 ml aufgeteilt. 

 

Bestimmung der bakteriziden Mechanismen A, B1

Ein Ansatz wurde ohne weiteren Zusatz weiter inkubiert. Einem zweiten Ansatz wurden 

50 µg/ml Chloramphenicol zugegeben, um die Proteinbiosynthese der Zellen zu hem-

men. Nach einer weiteren Inkubation von 1 h wurden die beiden Ansätzen mit der OBC 

bzw. der 8-fachen MHK des jeweiligen Antibiotikums versetzt und die Ansätze für 3 h 

bei 37 °C und 130 upm weiter inkubiert. Proben von jeweils 0,5 ml − zur Bestimmung 

der Lebendkeimzahl − wurden zum Zeitpunkt der Inokulation (0 h), bei der Aufteilung 

der Bakteriensuspension, der AB-Zugabe und anschließend über einen Zeitraum von 3 h 

stündlich entnommen. 

 

Bestimmung des bakteriziden Mechanismus C 

Für den dritten Ansatz wurde im Anschluss an die oben beschriebene Vorinkubations-

zeit 10 ml der Bakteriensuspension in ein Zentrifugenröhrchen überführt und für 10 min 

bei RT und 5300 upm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml isotonischem 

Phosphatpuffer (PBS), pH 7,4, resuspendiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 

3 h bei 37 °C und 120 upm in PBS (stoppt die Zellteilung auf Grund von Nährstoffman-

gel), bevor das Antibiotikum zugegeben wurde. Nach der Zugabe des Antibiotikums 

wurde der Ansatz für weitere 3 h inkubiert. Proben von jeweils 0,5 ml − zur Bestim-

mung der Lebendkeimzahl − wurden zum Zeitpunkt der Inokulation (0 h), nach der 

Aufnahme der Zellen in PBS und anschließend stündlich über einen Zeitraum von 6 h 

entnommen. 

 

Mechanismus B war vorhanden, wenn sowohl Mechanismus B1 als auch Mechanismus 

C nachgewiesen werden konnte. 
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2.2.1.7 Mikroskopischer Nachweis zellmorphologischer Veränderungen 

 

Parallel zur Bestimmung der minimalen SOS-induzierenden Konzentration (2.2.2.11) 

wurden die durch Chinolone hervorgerufenen Veränderungen der Zellmorphologie, z.B. 

Filamentierung, von E. coli Zellen unter dem Lichtmikroskop verfolgt. Zur Verstärkung 

des Kontrastes wurden Chinolon behandelten bzw. nicht behandelten Zellen mit Safra-

nin angefärbt. 

Nach guter Durchmischung wurde den Ansätzen je 10 µl Probe zu den Zeitpunkten der 

Antibiotikum-Zugabe und nach 70 min Inkubation mit dem jeweiligen Chinolon ent-

nommen und auf einem sauberen Objektträger verteilt. Der Trocknung bei RT folgte die 

Fixierung der Zellen, in dem der Objektträger mit der Präparatseite nach oben dreimal 

durch die Flamme eines Bunsenbrenners gezogen wurde. Das Präparat wurde daraufhin 

mit Safraninlösung bedeckt und 60 sec gefärbt. Im Anschluss wurde die Färbung durch 

Spülen des Objektträgers mit Leitungswasser beendet und das getrocknete Präparat im 

Hellfeld mit dem 100x Objektiv mikroskopiert. Ausschnitte der Präparate wurden mit 

einem Photomikroskop photographisch dokumentiert. 

 

 

2.2.1.8 Identifizierung grampositiver Bakterien mit API ID32 Staph 

 

Die Identifizierung von S. intermedius erfolgte mit Hilfe eines miniaturisierten Systems, 

ID32 Staph, der Firma Biomeriéux, das auf dem Nachweis Species-spezifischer, bio-

chemischer Reaktionsmuster beruht. 

Mit H2O wurde eine Bakteriensuspension hergestellt, die einem McFarland Standard 0,5 

(ca. 1 × 108) entsprach. Anschließend wurden die Vertiefungen des ID32 Staph Test-

streifens mit 50 µl der Bakteriensuspension befüllt. Nach Überschichtung einzelner 

Reaktionen mit Paraffinöl wurde der Teststreifen in eine mit 5 ml H2O versehene 

Inkuba-tionswanne gelegt, abgedeckt und bei 37 °C für 24 h bebrütet. 

Die Auswertung erfolgte visuell. Nach dem Notieren des Ergebnisses auf einem speziel-

len Protokollstreifen ergab sich ein 9-stelliger Zahlencode anhand dessen die Bakterien-

species identifiziert werden konnte. 
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2.2.1.9 Selektion Chinolon resistenter Mutanten 

 
Die Selektion Chinolon resistenter Mutanten wurde auf festen Nährmedien durchgeführt 

(in Anlehnung an Heisig und Tschorny, 1994). 

Für die Selektion wurden Übernachtkulturen von E. coli WT, S. aureus ATCC 6538 und 

S. intermedius ATCC 29663 15 min bei 4 °C und 5300 upm abzentrifugiert. Das Zell-

pellet wurde in 1/20 (bei S intermedius 1/40) des Ausgangsvolumens in steriler, physiolo-

gischer NaCl aufgenommen (resultierende Zellzahlen: E. coli WT = ca. 1011 Zellen, 

S. aureus ATCC 6538 = ca. 1010 Zellen bzw. S. intermedius ATCC 29663 = ca. 109 Zel-

len). Die gesamte Zellsuspension eines Stammes wurde auf je 10 Chinablau-Laktose-

Agar-Platten – versehen mit einer bestimmten Antibiotikumselektionskonzentration von 

mindestens der 2-fachen und höchstens der 32-fachen MHK – ausplattiert. Die Selektion 

resistenter Mutanten von E. coli WT und S. aureus ATCC 6538 erfolgte mit den Chino-

lonen Pradofloxacin und Enrofloxacin. Im Falle von S. intermedius ATCC 29663 wur-

den Pradofloxacin und Ciprofloxacin verwendet. Zusätzlich wurde in jedem Versuch 

eine Kontrollplatte ohne Antibiotikum zur Bestimmung der Ausgangskeimzahl ange-

legt. Die Kolonie bildenden Einheiten (KBE) wurden nach 24 h und 48 h Bebrütungs-

zeit ausgezählt (nicht bewachsene Platten wurden bis zu 7 Tagen weiter inkubiert), in 

KBE/ml umgerechnet und die Mutationsfrequenz mit Hilfe der folgenden Formel be-

rechnet: 

 

Mutationsfrequenz 
atteKontrollpl KBE/ml

platteSelektions KBE/ml =  

 

Durch erneutes Ausplattieren von bis zu 10 Einzelkolonien pro Selektionskonzentration 

auf einer frischen Agar-Platte mit der gleichen Selektionskonzentration wurden die Mu-

tanten gereinigt. 

Die gereinigten Mutanten wurden in einer Mikrotiterplatte in je 100 µl NI-Bouillon an-

geimpft und über Nacht bei 37 °C bebrütet. Anschließend wurden diese Übernachtkul-

turen 1:100 in NaCl verdünnt und im Agardilutionsverfahren einer ersten Charakterisie-

rung unterzogen. Dazu wurde je 1 µl der jeweiligen verdünnten Bakteriensuspension 

mit einem Applikationsstempel auf mehrere Selektionsplatten und eine Kontrollplatte 

ohne Antibiotikum gestempelt. Nach einer Inkubationszeit von 24 bis 48 h wurden die 



44 Material und Methoden 

Platten auf Wachstum der Mutanten untersucht. Mutanten, die ein Wachstum auf Plat-

ten mit der entsprechenden Selektionskonzentration bzw. mit einer höheren AB Kon-

zentration zeigten, wurden durch Sequenzierung (s. 2.2.2.9) weiter charakterisiert. 

 

 

2.2.1.10 Stabilität der Mutationen 

 

Zur Überprüfung der Stabilität der durch Sequenzierung nachgewiesenen Mutationen 

wurden die Mutanten 10x in Antibiotikum freiem Medium passagiert. Für die erste Pas-

sage wurden 5 ml NI-Bouillon mit einer Kolonie der entsprechenden Mutante beimpft 

und über Nacht bei 37 °C und 130 upm bebrütet. Dieser ÜNK wurde 25 µl Bakterien-

suspension entnommen und mit 4,975 ml NI-Bouillon gemischt und wiederum bei 

37 °C über Nacht bebrütet. Mit den nächsten Passagen, außer der fünften Passage, die 

auf festem Nährmedium zur Kontrolle auf Verunreinigungen ausplattiert wurde, wurde 

ebenso verfahren. Für die zehnte Passage wurde 1 ml Bakteriensuspension zu 199 ml 

NI-Bouillon gegeben und über Nacht bei 37 °C und 130 upm bebrütet. Die Bakterien-

suspension wurde 20:1 eingeengt und wieder auf die entsprechende Selektionskonzen-

tration, sowie auf eine Kontrollplatte ohne Antibiotikum ausplattiert. Die Platten wur-

den 24 h bebrütet und die Keimzahlen auf beiden Platten bestimmt und miteinander 

verglichen. Bei einer stabilen Mutation müsste die entsprechende Mutante sowohl auf 

der Kontrollplatte als auch auf der Antibiotikum enthaltenden Platte wachsen.  

 

 

2.2.2 Methoden der Molekulargenetik 

 

2.2.2.1 Reinigung und Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden 

 

2.2.2.1.1 Herstellung von Oligonukleotiden 

 

Einige der in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden mit Hilfe des DNA-Synthesizers 

391 PCR-Mate (Applied Biosystems) hergestellt. Das automatisierte Verfahren beruht 

auf der Festphasensynthese nach Merrifield (243). Dabei werden aktivierte Monomere 

an eine wachsende Kette, die an einer unlöslichen Matrix gebunden ist, synthetisiert. 
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Als aktivierte Monomere dienen protonierte Desoxyribonucleosid-3’-phosphoramidite 

(32) Das erste Nukleotid ist durch einen Succinat-Linker mit dem Trägermaterial (z.B. 

Polystyrol) verbunden. Im ersten Schritt des Kettenverlängerungsverfahren wird das 3’-

Phosphoratom des neu hinzukommenden Desoxyribonucleosid-3’-phosphoramidits un-

ter Bildung eines Phosphittriesters an das 5’-Sauerstoffatom des vorherigen Nukleotids 

gebunden (355). Diese Kopplung erfolgt unter wasserfreien Bedingungen, da die 

Phosphoramidit-Gruppe mit Wasser reagieren kann. Die Verknüpfung der Nukleotide 

verläuft selektiv, da die 5’-OH-Gruppe des aktivierten Monomers durch eine Dime-

thoxytrityl-(DMT)-Schutzgruppe blockiert ist. Ebenfalls ist die Aminogruppe der Purin- 

bzw. Pyrimidinbase durch Benzoyl oder iso-Butyryl geschützt. Im nächsten Schritt er-

folgt die Oxidation des Phosphittriesters mit Jod zum Phosphotriester. Anschließend 

wird die DMT-Schutzgruppe am 5’-OH-Ende der wachsenden Nukleotidkette durch 

Trichloressigsäure abgespalten. Die Oligonukleotidkette ist somit um eine Einheit ver-

längert und für einen weitere Additionszyklus bereit. 

Nach Eingabe der zu synthetisierenden Primersequenz in 5’ → 3’ Richtung und Be-

stückung des Synthesizers mit den entsprechenden Synthese-Reagenzien wurde eine 

Säule, die bereits die 3’-Base des zu synthetisierenden Primers enthielt, in den Synthesi-

zer eingesetzt und die Synthese gestartet. Nach Beendigung der Synthese wurde die Säu-

le mit 2 ml Ammoniak (30-33%ig) gespült und bei RT für 1 h inkubiert. Durch den 

Ammoniak erfolgte zum einen die Abspaltung der Oligonukleotide von der Säule, zum 

anderen wurden die nach der Verknüpfung der Nukleotide an den Phosphatresten ver-

bliebenen Cyanoethylschutzgruppen entfernt. Die Abspaltung der Basenschutzgruppen 

erfolgt nur langsam. Deshalb wurde die Oligonukleotid-Ammoniak-Lösung in gut ver-

schließbare Gefäße gefüllt und über Nacht bei 60 °C inkubiert. Bis zur weiteren Aufar-

beitung wurde die Lösung bei –20 °C gelagert. Anschließend wurde das Oligonukleotid-

Ammoniak-Gemisch unter Vakuum in der Speed Vac für 3 h einrotiert. Nach der voll-

ständigen Trocknung wurden die Primer bei –20 °C bis zur weiteren Verwendung gela-

gert. 
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2.2.2.1.2 OPC-Reinigung von Oligonukleotiden 

 

Nach Beendigung einer „Trityl-ON“-Primersynthese liegt das 5’OH-Ende des Oligo-

nukleotids mit Dimethoxytrityl (DMT) als Schutzgruppe derivatisiert vor. Bei der Auf-

reinigung über eine Affinitätssäule werden ausschließlich DMT markierten Primer ge-

bunden. 

Die Equilibrierung der Säule erfolgte zuerst mit 5 ml Acetonitril (HPLC Reinheitsgrad) 

und anschließend mit 5 ml Triethylaminacetat. Die Primer-Ammoniaklösung (s. 

2.2.2.1.1) wurde 1:3 mit H2O verdünnt und mit Hilfe einer Einmalspritze auf die Säule 

gegeben. Der Durchfluss wurde wiederum auf die Säule geladen. Diese Prozedur wurde 

weitere zwei- bis dreimal wiederholt. Pro Säulengang wurden somit 1 bis 5 OD der 

DMT markierten Oligonukleotide aus dem Primerpool an die Säule gebunden. Die Säu-

le wurde anschließend dreimal mit je 5 ml 3%iger Ammoniumhydroxidlösung und 

zweimal mit 5 ml Reinstwasser gewaschen. Die Abspaltung der DTM-Schutzgruppe 

erfolgte mit 5 ml 2%iger Trifluoressigsäure. Dazu wurde zunächst 1 ml auf die Säule 

gegeben und nach einer Einwirkungszeit von 2-3 min die restlichen 4 ml auf die Säule 

geladen. Der Nebeneffekt dieser Behandlung ist, dass nach Abspaltung der DTM-

Schutzgruppen die Oligonukleotide im sauren pH-Bereich unspezifisch an die Säulen-

matrix gebunden bleiben. Im Anschluss wurde die Säule zweimal mit je 5 ml 

Reinstwasser gespült. Die Elution der Primer erfolgte mit 1 ml 20%igem Acetonitril. 

Die Trocknung der Primer und die Bestimmung der Konzentration wurde, wie unter 

2.2.2.1.1 bzw. 2.2.2.1.3 beschrieben, durchgeführt. 

 

 

2.2.2.1.3 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von Oligonukleo-

tiden 

 

Die getrockneten Primer (s. 2.2.2.1.1 / 2.2.2.1.2) wurden in 50 µl Reinstwasser 

aufgenommen. 5 µl dieser Lösung wurden 1:200 in Reinstwasser verdünnt und bei 260 

nm in Glasküvetten photometrisch vermessen. Die Konzentration der 

Oligonukleotidlösung wurde mit der nachfolgenden Formel errechnet: 
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CPrimer [pmol/µl] = 
0,01  bp

Verdünnung  OD260nm

×
×

 
 

 

 

Im Anschluss wurden die Primer mit Reinstwasser auf eine Konzentration von 

10 pmol/µl eingestellt. 

 

 

2.2.2.2 Isolierung von chromosomaler DNA 

 

2.2.2.2.1 DNA-Isolierung aus gramnegativen Bakterien 

 

Die chromosomale DNA aus E. coli Zellen wurde durch Aufkochen der Zellen isoliert. 

Ein bis drei Kolonien eines E. coli Stammes wurden dazu in 100 µl Reinstwasser sus-

pendiert und bei 95 °C für 15 min inkubiert. Durch einen Zentrifugationsschritt für 

3 min bei 13.000 upm wurde die chromosomale DNA von den Zellresten getrennt und 

der Überstand in ein Eppendorfgefäß pipettiert. Zur Überprüfung der Isolierung wurden 

5-10 µl des Überstandes auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Bei erfolgreicher Iso-

lierung wurde der Überstand bei –20 °C bis zur weiteren Verwendung (z.B. in der PCR) 

gelagert. 

 

 

2.2.2.2.2 DNA-Isolierung aus grampositiven Bakterien 

 

Für die Isolierung von chromosomaler DNA aus Staphylokokken war die Zugabe des 

Enzyms Lysostaphin erforderlich. Dazu wurden ein bis drei Kolonien in 100 µl 

Reinstwasser suspendiert. Es folgte die Zugabe von 2 µl Lysostaphin [10 µg/ml]. Der 

Ansatz wurde für 1 h bei 37 °C inkubiert und anschließend bei –20 °C eingefroren. Die 

Separierung der chromosomalen DNA von den Zellresten erfolgte durch Zentrifugation 

(3 min bei 13.000 upm, RT). Das weitere Vorgehen entspricht dem unter Punkt 

2.2.2.2.1 beschriebenen Vorgehen. 
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2.2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA 

 

2.2.2.3.1 Plasmid-Minipräparation nach Birnboim und Doly (modifiziert) 

 

Diese Methode ist besonders geeignet für eine schnelle Plasmid-Präparation aus vielen 

Proben, z.B. zum Screening auf Plasmid enthaltende Klone nach einer Transformation 

(38). Sie beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. Dabei denaturiert die chromoso-

male DNA vollständig bei einem stark alkalischen pH-Wert. Bei der superspiralisierten 

Plasmid-DNA hingegen werden die Wasserstoffbrückenbindungen bei stark alkalischem 

pH-Wert zwar aufgebrochen, jedoch bleiben ihre DNA-Einzelstränge mit einander ver-

knüpft. Während der anschließenden Renaturierung nach der Neutralisation mit Kalium-

acetat können die Plasmid-DNA-Einzelstränge korrekt zueinander finden. Die chromo-

somalen DNA-Einzelstränge finden hingegen nicht mehr zueinander. Die chromosoma-

le DNA kann somit in einem Zentrifugationsschritt pelletiert und entfernt werden. 

Pro Klon wurden 1,5 ml der jeweiligen Übernachtkultur bei 13.000 upm für 1 min ab-

zentrifugiert und das Pellet in 100 µl GTE-Puffer vollständig resuspendiert. Die Zellyse 

erfolgte durch die Zugabe von 200 µl frisch angesetztem, alkalischem Lysepuffer. Nach 

mehrmaligem Invertieren der Probe und einer Inkubation von 5 min bei RT wurde der 

Ansatz durch Zugabe von 150 µl Kaliumacetat-Lösung neutralisiert und für 10 min bei 

RT weiter inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA von bakteriellen Zelltrümmern 

und der chromosomalen DNA erfolgte durch Zentrifugation (15 min, 13.000 upm, RT). 

Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 0,8 ml absolutem 

Ethanol gemischt. Nach 2 min wurde die präzipitierte Plasmid-DNA bei 17.000 upm für 

15 min abzentrifugiert und das erhaltene Pellet mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen. 

Der anschließenden Zentrifugation (5 min, 15.000 upm, RT) folgte die Trocknung des 

Pellets (ca. 10 min, 37 °C). Die getrocknete Plasmid-DNA wurde in 30-40 µl EB-Puffer 

aufgenommen und bei –20 °C gelagert. 

 

 

2.2.2.3.2 Plasmid-Minipräparation nach QIAGEN 

 

Diese Methode beruht ebenfalls auf dem in Punkt 2.2.2.3.1 erläuterten Prinzip der alka-

lischen Lyse. Durch die verlängerten Reaktionszeiten und die Verwendung von RNAse 
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als Pufferzusatz erhöht sich die Reinheit der Plasmide. Somit wurde die Aufreinigung 

nach QIAGEN für den anschließenden Einsatz von Plasmid-DNA in der PCR, der Se-

quenzierung oder der Klonierung verwendet. 

3 ml einer ÜNK wurden bei 13.000 upm, für 1 min bei RT in einem Eppendorf-Cap 

abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 150 µl Puffer P1 (+ 20 µg/ml RNAse) resuspen-

diert. Nach dem Zusatz von 150 µl Lysispuffer P2 wurde das Reaktionsgefäß invertiert 

und für exakt 5 min bei RT inkubiert. Durch die Zugabe von 150 µl eisgekühltem Neu-

tralisierungspuffer P3 wurde die genomische DNA ausgefällt und nach einer 20 min 

Inkubationszeit bei RT, 20 min bei 13.000 upm sedimentiert. Der klare Überstand wur-

de mit 2x Volumen 100%igem Ethanol gemischt und bei RT für 20 min und 17.000 

upm zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70%igem Ethanol für 5 min, bei 15.000 

upm und RT gewaschen, der Überstand wiederum verworfen und das gewaschene Pellet 

nach der Trocknung (37 °C, 5-10 min) in 40 µl EB-Puffer aufgenommen. 

Plasmid-DNA von Endonuklease bildenden Stämmen wurde zusätzlich unter Zuhilfe-

nahme einer DNA-bindenden Säule gereinigt, wodurch der Abbau der DNA durch die 

Endonuklease verhindert werden konnte (Vorgehen wie 2.2.2.6.1). 

 

 

2.2.2.3.3 Plasmid-Midipräparation nach QIAGEN 

 

Für die Präparation von „low copy“ Vektoren oder dem Bedarf größerer Mengen Plas-

mid-DNA sind höhere Kulturvolumina als bei der Minipräparation (2.2.2.3.1 / 2.2.2.3.2) 

erforderlich. Hierfür wurde das Plasmid-Midikit der Firma QIAGEN verwendet. Das 

Prinzip der Plasmidgewinnung basiert wie bei den vorher beschriebenen Plasmidpräpa-

rationen auf der alkalischen Lyse. 

100 ml ÜNK wurden für 15 min bei 4 °C und 5300 upm abzentrifugiert und das Zellpel-

let in 4 ml Puffer P1 resuspendiert. Das Gemisch wurde in ein Zentrifugenröhrchen ü-

berführt, nach Zugabe von 4 ml Lysepuffer P2 3 bis 4 mal invertiert und für exakt 5 min 

bei RT inkubiert. Zur Neutralisation wurde das Lysat mit 4 ml eiskaltem Puffer P3 ge-

mischt und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Zentrifuga-

tionsschritt für 30 min bei 4 °C und 15.000 upm. Enthielt der Überstand noch Zellreste 

wurde ein zweites Mal zentrifugiert. Der klare Überstand wurde auf eine vorher mit 

4 ml Equilibrationspuffer QBT behandelte Säule (QIAGEN-tip 100) pipettiert. Während 
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des Durchflusses durch die Säule erfolgte die Bindung der Plasmid-DNA an ein Anio-

nen-Austauscher-Harz mit positiv geladenen DEAE-Gruppen. Die Säule wurde zweimal 

mit 10 ml QC Puffer gewaschen. Das Eluat wurde nach Behandlung der Säule mit 5 ml 

QF-Elutionspuffer in einem neuen Zentrifugenröhrchen aufgefangen. Durch Zugabe von 

3,5 ml Isopropanol wurde die DNA gefällt und durch eine 30 min Zentrifugation bei 

15.000 upm und RT pelletiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen und 

erneut bei 15.000 upm für 10 min zentrifugiert. Das für 10-20 min bei 37 °C getrocknete 

Pellet wurde in 50 µl EB-Puffer gelöst und bis zur Verwendung bei –20 °C gelagert. 

 

 

2.2.2.4 DNA-Amplifikationstechniken 

 

2.2.2.4.1 Polymerase-Ketten-Reaktion 

 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine In-vitro-Technik, die zur Amplifikation 

und Modifikation von DNA eingesetzt wird (323). Voraussetzung für die Durchführung 

einer PCR ist die Kenntnis der Sequenzbereiche, die das zu amplifizierende Fragment 

flankieren. Aus diesen Bereichen werden die Sequenzen der Oligonukleotidstartermole-

küle, Primer, abgeleitet. Die Primer binden gegenläufig komplementär an die DNA. 

Die Anzahl der Template-DNA steigt während der Reaktion „theoretisch“ durch zykli-

sche Verdopplung exponentiell an. Die Praxis zeigt jedoch, dass die exponentielle Phase 

auf Grund stochastischer Effekte erst nach 10 Zyklen beginnt und nach 30 Zyklen in 

Folge einer Reaktionshemmung beendet wird. Verantwortlich für die Hemmung sind 

z.B. der Aktivitätsverlust der Polymerase und die Bildung von Pyrophosphat. 

 

Jede PCR benötigt ein spezifisches Temperaturprofil. Die Annealingtemperatur sollte 

3 bis 5 °C (263) unterhalb der Schmelztemperatur (Tm) der Primer liegen. 

Die Schmelztemperatur errechnet sich nach folgender Formel: 

 
 

Tm [°C] = 2 ×  (ΣdATP + ΣdTTP) + 4 ×  (ΣdGTP + ΣdCTP)  
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Das Temperaturprofil einer PCR besteht aus folgenden Schritten: 

1) Initialdenaturierung 95 °C 2-5 min 

2) Denaturierung 95 °C x sec 

3) Annealing TA °C x sec 30-36x 

4) Elongation TP °C x sec 
TA °C = Annealingtemperatur 
TP °C = Temperatur abhängig  
 von gewählter Polymerase 

5) (Annealing TA °C x sec) 

6) verlängerte Elongation TP °C 5-10 min 

 

Die Dauer der Verlängerungsreaktion ist abhängig von der Länge des zu amplifizieren-

den DNA-Fragments und der Syntheserate der verwendeten DNA-Polymerase. 

Zur Durchführung einer PCR sind folgende Komponenten in einem Testansatz (Tabelle 

2.11) obligatorisch: 

 

Tabelle 2.11: PCR-Standardansatz 

Reagenz Volumen 

10x Taq-Polymerase-Puffer 10 µl 

MgCl2 [25 mM] 8 µl 

Primer 1 [10 pmol/µl] 2µl 

Primer 2 [10 pmol/µl] 2µl 

dNTP-Mix [2 mM] 2,5 µl 

Taq-Polymerase [5 U/µl] 0,5 µl 

DNA-Matrize x µl 

Reinstwasser ad 100 µl 
 

Als negative Amplifikationskontrolle sollte bei jeder PCR in einem Ansatz Reinstwas-

ser statt Template enthalten sein. 

 

Die Überprüfung des Amplifikationsproduktes erfolgt mit Hilfe der Agarosegel-

elektrophorese (2.2.2.5) 

Da in der vorliegenden Arbeit verschiedene PCRs durchgeführt wurden, sind die Anga-

ben zu den jeweiligen Ansätzen und Temperaturprofilen den entsprechenden Versuchen 

zugeordnet. 
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2.2.2.4.2 PCR-Fusions-Technik (SOEing) 

 

SOEing (splicing by overlap extension), eine spezielle Anwendung der PCR, ermöglicht 

eine definierte Verknüpfung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Herkunft. 

Diese Technik basiert darauf, dass die Primer für zwei zu fusionierende DNA-

Fragmente jeweils am 5’-Ende des Überlappungsbereiches komplementäre Bereiche 

zum jeweils anderen DNA-Fragment einführen. Mischt man die beiden Amplifikate 

miteinander, so hybridisieren sie an den zueinander komplementären Bereichen. Die 

durch die Hybridisierung resultierenden 3’OH-Enden dienen nun als Startermoleküle 

und werden durch eine DNA-Polymerase verlängert, wodurch das gewünschte DNA-

Fusionsprodukt entsteht (Abbildung. 2.1). 

 
Abbildung 2.1: SOEing-Technik am Beispiel der Fusion des recA-Promotors und des 

luc-Gens 
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Amplifikate der Taq-Polymerase weisen eine hohe Fehlerquote auf. Daher wurde das 

Fusionsprodukt mit Hilfe der Expand-High-Fidelity-Polymerase hergestellt. Diese be-

sitzt durch ihre Proofreading-Funktion eine höhere Genauigkeit, so dass die Zahl wäh-

rend der PCR auftretender Mutationen reduziert wird. 
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2.2.2.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten 

 

Die Elektrophorese ist ein biochemisches Trennverfahren, welches auf der Wanderung 

geladener Moleküle durch eine poröse Matrix im elektrischen Feld beruht (224). Ein 

elektophoretisches Trennverfahren ist die Agarosegelelektrophorese, mit deren Hilfe 

DNA-Fragmente unterschiedlicher Größe aufgetrennt werden. Die DNA wandert auf 

Grund ihrer – unter dem gegebenen pH-Wert – negativ geladenen Phosphatgruppen zur 

Anode. Das Agarosegel bildet dabei eine Art Molekularsieb, in dem die Wanderung 

größerer DNA-Fragmente stärker behindert wird als die kleinerer Fragmente. 

Für die Durchführung der Agarosegelelektrophorese wurden Horizontalapparaturen un-

terschiedlicher Größe verwendet. Der Agaroseanteil der Gele lag zwischen 0,7 und 1%, 

abhängig von der erwarteten Größe der aufzutrennenden DNA. Die Agarose wurde in 

0,5x TAE- bzw. 0,5x TBE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Nach dem Herunterkühlen 

auf ca. 55 °C wurde Ethidiumbromid aus einer 10 mg/ml Ausgangslösung hinzugefügt, 

so dass eine Endkonzentration von 0,1µg/ml Ethidiumbromid erreicht wurde. Auf 

Grund seiner planaren Struktur interkaliert Ethidiumbromid in DNA-Doppelstränge. 

Durch UV-Licht (254-366 nm) kann der interkalierte Farbstoff angeregt werden, so dass 

DNA-Moleküle – an die Ethidiumbromid gebunden ist – im Agarosegel sichtbar werden 

(211). Die Agarose wurde in abgedichtete Gelträger gegossen, wobei zur Aussparung 

von Probentaschen ein Gelkamm eingesetzt wurde. Nach der Polymerisation wurde der 

Gelträger in der Apparatur zu den Elektroden ausgerichtet und das Gel vor der Entfer-

nung des Gelkammes mit dem entsprechenden Laufpuffer überschichtet. Die Proben 

wurden vor dem Auftragen mit 1/10 Volumen Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen 

pipettiert. Die angelegte Spannung betrug im Allgemeinen zum Einlaufen der Proben 

3 V/cm und wurde anschließend auf 5 V/cm erhöht. Nach Beendigung des Laufes wur-

den die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit Hilfe einer Videodo-

kumentationsanlage ausgewertet. Die DNA-Größe bzw. -Konzentration konnte mit Hil-

fe eines Markers (z.B. Smart Ladder), der ebenfalls auf das Gel aufgetragen wurde, be-

stimmt werden. 
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2.2.2.6 Aufreinigung von PCR-Produkten bzw. DNA-Fragmenten 

 

2.2.2.6.1 DNA-Aufreinigung durch Verwendung von Silika-Säulen (QIAGEN) 

 

Nukleinsäuren binden an Silicagel-Membranen in Anwesenheit hoher Konzentrationen 

eines chaotropen Salzes. Das Silicagel einer QIAquick Spin-SäuleTM kann bis zu 10 µg 

DNA binden. Durch Waschschritte werden für die weitere Verwendung störende Kom-

ponenten, wie Primer, dNTPs, Polymerase, Salze oder Restriktionsenzyme, entfernt. 

Für die Reinigung und Konzentrierung von DNA aus einem Reaktionsansatz (PCR, 

Restriktionsverdau) wurde der Ansatz mit dem 5-fachen Volumen Bindepuffer (PB-

Puffer) gemischt und auf eine QIAquick-Säule gegeben. Nach einer Zentrifugationszeit 

von 1 min bei 13.000 upm und RT wurde der Durchfluss verworfen, die Säule mit 

500 µl PE-Puffer gewaschen und erneut zweimal nacheinander für 1 min bei 

13.000 upm zentrifugiert. Nach einer kurzen Inkubationszeit (2-5 min) wurde die Säule 

zweimal hintereinander für 1 min zentrifugiert, um den PE-Puffer zu entfernen. An-

schließend wurde die Säule zur Verdampfung letzter Reste des PE-Puffers (Ethanolreste 

aus dem Puffer wirken sich störend auf die Rückgewinnung der DNA aus) für 2-5 min 

bei RT getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte mit 30-40 µl EB-Puffer nach einer 

Einwirkungszeit von 1 min durch zweimalige Zentrifugation bei 13.000 upm. Durch 

erneute Auftragung des Eluats und einen weiteren Zentrifugationsschritt konnte die 

Ausbeute um ca. 20% erhöht werden. 

 

 

2.2.2.6.2 Isolierung von DNA aus Gelen nach QIAGEN 

 

Das Prinzip der Reisolierung von DNA aus Agarosegelen besteht auf der Bindung von 

Nukleinsäuren an Silicagel-Membranen (s. auch 2.2.2.6.1). Agarosereste und Salze wer-

den durch Waschschritte entfernt, so dass nach der Elution die reine DNA zurückbleibt. 

Für die Rückgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die entspre-

chende DNA-Bande unter UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und in ein 

Eppendorf-Cap überführt. Zu 100 mg Gelmatrix wurden 300 µl QG-Puffer gegeben und 

das Gel anschließend bei 50 °C für 10 min zum Schmelzen gebracht. Der Ansatz wurde 

während dieser Zeit 2-3 mal gemischt. Die Gellösung wurde mit Isopropanol (entspre-
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chend dem einfachen Gelvolumen) versetzt und gut durchmischt. Das Gemisch wurde 

auf eine QIAquick-Säule pipettiert und nach einer Einwirkzeit von 1 min bei 13.000 

upm und RT für 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule mit 

500 µl QG-Puffer überschichtet und für eine weitere Minute bei 13.000 upm zentrifu-

giert. Der Durchfluss wurde wiederum verworfen und die Säule mit 750 µl PE-Puffer 

gewaschen. Nach einer kurzen Inkubationszeit (2-5 min) wurde die Säule zweimal hin-

tereinander für 1 min zentrifugiert, um den PE-Puffer zu entfernen. Das weitere Vorge-

hen entspricht dem bereits in Punkt 2.2.2.6.1 beschriebenen Vorgehen. 

 

 

2.2.2.7 Enzymatische DNA-Modifikation 

 

2.2.2.7.1 Restriktionsverdau 
 

Durch die Produktion von DNA abbauenden Enzymen, den Restriktionsendonukleasen, 

schützen sich Bakterien vor dem Eindringen fremder DNA. Die Enzyme erkennen dabei 

spezifische Nukleotidabfolgen und zerschneiden die artfremde DNA, während die eige-

ne DNA durch Modifikationen vor dem Abbau geschützt ist. Für die Gentechnologie 

sind Restriktionsenzyme des Typs II von großem Nutzen, da sie spezifisch innerhalb der 

meist palindromischen Erkennungssequenz schneiden. Durch die Hydrolyse entstehen 

glatte (blunt) oder kohäsive (sticky) Enden, die z.B. die Konstruktion rekombinanter 

Plasmide ermöglichen. 

Die Menge und die Größe der zu schneidenen DNA-Moleküle, sowie die Anzahl der 

Schnittstellen für ein Restriktionsenzym, bedingen die Menge des einzusetzenden Re-

striktionsenzyms: 

 SV = Schnittstellen im Vektor 

 Sλ = Schnittstellen in λ-DNA 

   h = Inkubationsdauer 
h  S DNA  bp

S  )10  (5  µg
  EnzymUnit 

λ

v
4

××
×××

=  

In der Regel wurde für die Spaltung das Zwei- bis Dreifache der errechneten Enzym-

menge eingesetzt, um eine komplette Restriktion zu gewährleisten. Der Restriktionsan-

satz erfolgte gemäß Tabelle 2.12. 
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Tabelle 2.12: Ansatz für einen Restriktionsverdau 

Reagenz Volumen 

DNA  w µl 

Restriktionsenzym  x µl 

(Restriktionsenzym 2) (y µl) 

100x BSA 1/100 Vol des Gesamtvol 

10x Enzympuffer   1/10 Vol des Gesamtvol 

Reinstwasser z µl 
() = nur bei Doppelverdau 
 

Das Volumen des in Glycerin gelösten Enzyms darf dabei höchstens 1/10 des gesamten 

Ansatzvolumens ausmachen, da ansonsten der Glycerinanteil zu hoch ist und die Reak-

tion negativ beeinflussen kann. Für einen Doppelverdau mit zwei Enzymen wurde ein 

Puffer gewählt, in dem beide Enzyme eine ausreichende Aktivität aufweisen. Ein sol-

cher Puffer ist in der Regel in Katalogen des jeweiligen Herstellers (z.B. New England 

Biolabs) angegeben. 

Die Inkubationszeit der Restriktionsansätze betrug 1-3 h (bei PCR-Produkten 3-6 h), die 

Inkubationstemperatur lag bei 37 °C. 

Nach Ablauf der Reaktion wurden die Ansätze zur Isolierung der geschnittenen DNA 

über QIAquick-Spin-Säulen gemäß 2.2.2.6.1 aufgereinigt. 

 

 

2.2.2.7.2 Dephosphorylierung 

 

Um die Religation eines mit einem Restriktionsenzym (z.B. PstI) geschnittenen Vektors 

während der Ligation (s. 2.2.2.7.3) zu verhindern, wurde die 5’-Phosphatgruppe des 

Vektors durch Behandlung mit Shrimp alkalischer Phosphatase abgespalten. 

Dazu wurden 40 ng Vektor-DNA für 20 min bei 37 °C mit 1 µl (entspricht 1 U) Shrimp 

alkalischer Phosphatase in 10x Dephophorylierungspuffer inkubiert. Die Inaktivierung 

des Enzyms erfolgte bei 65 °C für 20 min. 

Zur Bestätigung der erfolgreichen Dephosphorylierung des Vektors wurden vier ver-

schiedene Kontrollen angesetzt und durch nachfolgende Transformationen (s. 2.2.2.8.2) 
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geprüft. Zwei Kontrollansätze (s. Tabelle 2.13) wurden jeweils mit Ligase (s. 2.2.2.7.3) 

behandelt. 

 

Tabelle 2.13: Kontrolltransformationen 

Ansatz Plasmid dephosphoryliert ligiert erwartete Koloniezahl 

1 linearisiert - - <20 

2 linearisiert + - <20 

3 linearisiert - + >200 

4 linearisiert + + <20 
 

Entsprach die Koloniezahl der transformierten Zellen der erwarteten Koloniezahl, so 

war das Plasmid für eine Klonierung geeignet. 

 

 

2.2.2.7.3 Ligation geschnittener Fragmente mittels T4-Ligase 

 

Die Bildung von Phosphodiesterbrücken zwischen der 5’-Phosphatgruppe eines DNA-

Fragmentes und der 3’-Hydroxylgruppe eines anderen DNA-Fragmentes wird durch 

Ligase katalysiert. Kohäsive, komplementär geschnittene DNA-Fragmentenden können 

auf diese Weise in vitro mit der T4-Ligase in einer ATP verbrauchenden Reaktion mit-

einander verknüpft werden. 

Für die Ligation mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kits wurde ein gespaltenes DNA-

Fragment mit einem entsprechend gespaltenen, dephosphorylierten Vektor mit 1 U 

(= 1 µl) T4 DNA-Ligase für 30 min bei RT inkubiert. Der Vektorgehalt betrug in den 

Klonierungsansätzen 40 ng. Für eine erfolgreiche Ligation wurde ein molares Verhältnis 

zwischen Vektor und Insert von 1:4 gewählt. Nach der Inkubation wurde der gesamte 

Ligationsansatz für die Transformation (s. 2.2.2.8.2) eingesetzt. 

 

 

2.2.2.7.4 Ligation von PCR-Fragmenten mittels Topoisomerase I 

 

Ist die herkömmliche Klonierung (Restriktion, Ligation, Transformation) eines Frag-

mentes in ein Plasmid nicht erfolgreich, so können dafür entweder eine unzureichende 
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Dephosphorylierung des Vektors oder eine mangelhafte Restriktion des Fragmentes ver-

antwortlich sein. Lineare Fragmente mit Restriktionsschnittstellen nahe des 3’- oder 5’-

Endes werden oft nur unvollständig durch die entsprechenden Enzyme geschnitten. 

Um zunächst die Restriktion eines PCR-Fragmentes zu umgehen, kann das entspre-

chende Fragment mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen, USA) kloniert 

werden. Die Methode basiert auf der Tatsache, dass die Taq-Polymerase keine Fragmen-

te mit glatten Enden produziert, sondern einen Überhang eines Desoxyadenosin-

Nukleotids am 3’-Ende der PCR-Produkte erzeugt (254). Der linearisierte Vektor 

pCR2.1-TOPO besitzt komplementär dazu jeweils einen Desoxythymidin-Überhang, 

über den Vaccinia Topoisomerase I kovalent mittels einer Phosphotyrosyl-Bindung ge-

bunden ist. Somit ist eine Selbstligation des Vektors ausgeschlossen. Bei der Ligation 

von Fragment und Vektor wird die Phosphotyrosyl-Bindung zwischen der Vektor-DNA 

und der Topoisomerase I durch das 5’-OH Ende des PCR-Fragments nucleophil ange-

griffen, was zur Freisetzung der Topoisomerase (342) und zur Ligation von Fragment 

und Vektor führt (s. Abbildung 2.2). 

 

Abbildung 2.2: Klonierung in pCR2.1-TOPO 
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2.2.2.8 Übertragung von genetischem Material 

 

2.2.2.8.1 Herstellung kompetenter Bakterien nach der CaCl2-Methode 

 

Bei Bakterienspecies die keine natürliche DNA-Aufnahme besitzen, kann diese durch 

chemische Vorbehandlung der Zellen induziert werden (153). Die Vorbehandlung mit 

bivalenten Kationen, z.B. mit CaCl2, und die Aufbewahrung in der Kälte führt zu einer 

Veränderung der Zelloberfläche bzw. einer porösen Zellwand (35). 

Zur Herstellung kompetenter Zellen nach der CaCl2-Methode (65) wurde eine ÜNK des 

jeweiligen Bakterienstammes 1:100 in NI-Bouillon verdünnt und bei 37 °C bei 200 upm 

bis zu einer OD546nm von 0,4 bis 0,5 inkubiert. Nach Erreichen der OD wurde die Sus-

pension für 5 min auf Eis abgekühlt, anschließend wurden 40 ml entnommen und bei 

4 °C und 5300 upm für 10 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 20 ml eiskalter 

100 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und für weitere 30 min auf Eis inkubiert. Nach 

erneuter Zentrifugation (4 °C, 5300 upm, 10 min) wurde das Pellet in 1 ml kalter 

100 mM CaCl2-Lösung aufgenommen und über Nacht bei 4 °C auf Eis aufbewahrt. Die 

Lagerung erhöht die Kompetenz und somit die Effizienz der anschließenden Trans-

formation um das Vier- bis Sechsfache. Bei einer Lagerungszeit über 24 h nimmt die 

Effizienz jedoch deutlich ab (71). 

 

 

2.2.2.8.2 Transformation von CaCl2 kompetenten Zellen 

 

Für die Transformation von CaCl2-behandelten, kompetenten Zellen wurde die Bakteri-

ensuspension (s. 2.2.2.8.1) in 0,2 ml Portionen aufgeteilt. Je 0,2 ml kompetenten Zellen 

wurden mit 10 ng DNA versetzt. Einem Ansatz wurde keine DNA zugefügt, vielmehr 

wurde dieser zur Bestimmung der Lebendkeimzahl (s. 2.2.1.4) herangezogen und diente 

darüber hinaus als Negativkontrolle. Alle mit DNA versetzten Ansätze wurden für 

30 min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit lagerte sich die DNA an die Cytoplasma-

membran an. In einem nachfolgenden Hitzeschritt von 42 °C für 100 sec wurde die Flu-

idität der Membran erhöht und somit die Aufnahme der DNA in die Zelle erleichtert. 

Nach 2-5 min Abkühlung auf Eis wurden die Ansätze mit 1 ml NI-Bouillon versetzt und 

bei 37 °C und 130 upm für 1,5 h inkubiert. Den Ansätzen wurden jeweils 10 µl, 50 µl, 
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100 µl, 200 µl und 400 µl der Zellsuspension entnommen und auf antibiotikahaltigen 

Selektionsplatten ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C über Nacht bebrütet. Bis zu 

100 Klone pro Ansatz wurden zur Reinigung nochmals auf die entsprechenden Selek-

tionsplatten überimpft und nach erneuter Bebrütung weiterbearbeitet. 

 

Für die Transformation eines rekombinanten pCR2.1-TOPO Vektors wurden in dieser 

Arbeit bereits kompetente E. coli TOP10F’ Zellen (Invitrogen, USA) verwendet. 

Der Vektor besitzt neben einer Kanamycinresistenzgenkassette, einen lacZ-Promotor 

und ein intaktes lacZ-Gen (codiert für β-Galactosidase). Durch Insertion eines DNA-

Fragmentes wird der Leserahmen des lacZ-Gens zerstört und die Bildung von β-

Galactosidase unterbunden. Nach der Transformation in kompetenten TOP10F’ Zellen 

(exprimieren den lac-Repressor LacI, besitzen jedoch kein aktives lacZ-Gen) erfolgt die 

Selektion positiver Klone zum einen anhand ihrer durch das Plasmid erworbenen Ka-

namycinresistenz zum anderen durch einen Farbtest mit dem chromogenen Substrat X-

Gal (blue-white-screening). 

Die nach der Transformation erhaltenen Klone wurden auf LB-Selektionsplatten (Ka-

namycin 50 µg/ml) übertragen, die zuvor mit jeweils 40 µl X-Gal [40 µg/ml] und 40 µl 

IPTG [100 µg/ml] versetzt worden waren. Dabei diente IPTG als Induktor der β-

Galactosidase-Genexpression. Klone, die β-Galactosidase bilden, spalten X-Gal zu 5-

Brom-4-Chlor-Indigo und erscheinen blau. Rekombinante Klone, in denen das lacZ-Gen 

durch Insertion eines Fragmentes (in dieser Arbeit precA-luc) zerstört ist und somit kei-

ne aktive β-Galactosidase mehr bilden, erscheinen als „weiße“, d.h. farblose Kolonien. 

 

 

2.2.2.9 Sequenzierung 

 

Die in dieser Arbeit verwendete, automatisierte DNA-Sequenzierung beruht auf dem 

von Sanger et al. entwickelten Kettenabbruchverfahren (327). Das zu sequenzierende 

DNA-Fragment wird in vitro in einer PCR-Reaktion mit nur einem Primer (Cycle Se-

quencing) amplifiziert. Im Ansatz liegen neben der DNA-Matritze, der DNA-

Polymerase, dem Primer und den vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten kleine Men-

gen von 2’-3’-Didesoxyribonukleosidtriphosphaten (ddNTPs) mit unterschiedlicher 

Fluoreszenzfarbstoffmarkierung vor. Nach dem Einbau eines ddNTPs kommt es auf 
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Grund der fehlenden OH-Gruppe am C3-Atom der Desoxyribose, die für die Bildung 

einer Phosphodiesterbindung benötigt wird, zum Kettenabbruch. Da der Kettenabbruch 

einer statistischen Verteilung folgt, entsteht ein Gemisch von Fragmenten mit unter-

schiedlichen Kettenlängen mit einem durch den Sequenzierungsprimer definierten Ende. 

Im Anschluss erfolgt die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Größe in einer 

Kapillarelektrophorese mit Hilfe des DNA-Sequenzers ABI PRISMTM 310 Genetic Ana-

lyzer. Aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffmarkierung der ddNTPs 

kann die Cycle Sequencing Reaktion in einem Ansatz durchgeführt werden und die so-

mit unterschiedlich markierten Fragmente mit Hilfe eines Lasers detektiert werden. Die 

Basensequenz der untersuchten DNA-Probe ergibt sich aus der Abfolge der auftretenden 

basenspezifischen Farbsignale. Die Farbsignale werden anschließend mit Hilfe einer 

Software (ABI-CE, Version 3.0, Perkin Elmer Corporation, Foster City, USA) in die 

entsprechende Basenreihenfolge umgesetzt. 

 

Für die Cycle Sequencing Reaktion wurden folgende Reagenzien verwendet: 

 

Tabelle 2.14: 20 µl Ansatz für eine Cycle Sequencing Reaktion 

Reagenz Volumen 

Sequenzierungspuffer [5x] 2,5 µl 

Template: Lineares DNA-Fragment  
 oder Plasmid 

x µl [= 10-100 ng] 
x µl [= 200-500 ng] 

DMSO (nur bei Plasmidsequenzierung) 1 µl 

Primer [10 pmol/µl] 1 µl 

Big Dye  3 µl 

Reinstwasser  ad 20 µl 
 

Bei der Sequenzierung von Plasmiden wurden alle Komponenten bis auf Big Dye zu-

sammengegeben und für 5 min bei 96 °C vorinkubiert. Nach Zugabe von Big Dye wur-

de das untere Temperaturprofil gestartet. Die Annealingtemperatur kann bei der Plas-

midsequenzierung bei 60 °C erfolgen. Im Falle der Sequenzierung von Fragmenten ist 

die Annealingtemperatur wie bei der PCR (s. 2.2.2.4.1) abhängig von der Schmelztem-

peratur des verwendeten Primers. 
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Das Cycle Sequencing wurde mit Hilfe des folgenden Temperaturprofils durchgeführt: 

 

1) Initialdenaturierung 96 °C 2 min 

2) Denaturierung 96 °C 30 sec 

3) Annealing 48-60 °C 5 sec 25x 

4) Elongation 60 °C 4 min 

 

Die Aufreinigung der Proben erfolgte durch eine Ethanol-Acetat-Fällung. Zu jedem 

20 µl Ansatz wurden 80 µl Reinstwasser, 10 µl 3 M Natriumacetat (pH 4,8) und 250 µl 

100%iger Ethanol zugegeben. Nach guter Durchmischung erfolgte bei RT und 15.000 

upm eine 25 min Zentrifugation. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt (Pellet ist 

nicht sichtbar) und das Pellet mit 400 µl frischem 70%igem Ethanol gewaschen. Nach 

einer erneuten Zentrifugation für 5 min bei 15.000 upm und RT wurden die Pellets für 

30 min lichtgeschützt bei 37 °C getrocknet. Vor Beladung der Kapillare wurden die Pel-

lets in 20 µl HiDi (reines Formamid) aufgenommen. 

 

 

2.2.2.10 Screening auf Luciferaseaktivität 

 

Das hier beschriebene Verfahren diente als Schnelltest zum Nachweis von Luciferase-

aktivität in rekombinanten Klonen, da hier lediglich die absoluten Biolumineszenz Wer-

te für Übernachtkulturen mit undefinierter Zelldichte bestimmt wurden. 

Pro zu testenden Klon wurden zwei Kulturen angesetzt. Dazu wurden je 3 ml NI-

Bouillon mit der entsprechenden Konzentration des jeweiligen Selektionsantibiotikums 

versehen und einem Ansatz zusätzlich Ciprofloxacin, als Induktor der recA-

Genexpression, in einer subinhibitorischen Konzentration von 0,004 µg/ml zugegeben. 

Zellen des für die Transformation verwendeten Stammes ohne Plasmid wurden als Ne-

gativkontrolle mitgeführt, da ohne Reportergenplasmid keine Luciferaseaktivität mess-

bar sein sollte. Alle Kulturen wurden über Nacht bei 37 °C und 130 upm inkubiert. Zu 

je 90 µl einer Übernachtkultur wurden 10 µl 1 M K2HPO4-Puffers (enthält 20 mM 

EDTA (pH 7,8) pipettiert und 30 min bei –80 °C tiefgefroren. Anschließend wurden die 

Proben aufgetaut und mit je 300 µl Lysis Mix (100 µl Lysozym-Lösung [5 mg/ml] und 

200 µl CCLR [2x] + BSA [5 mg/ml]) versetzt, gemischt und für 10 min bei RT inku-
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biert. Für die Messung der Luciferaseaktivität wurden 10 µl lysierte Zellen mit 50 µl 

Luciferase-Assay-Reagent® (LAR) gemischt und die Lumineszenz bei einer Wellenlän-

ge von 562 nm im Luminometer gemessen. Die Intensität des gemessenen Lichtsignals 

(RLU) korreliert mit der absoluten Luciferaseaktivität bzw. der in dieser Arbeit unter-

suchten recA-Induktion. 

 

 

2.2.2.11 Bestimmung der minimalen SOS-induzierenden Konzentration (minimal. 

SOS-inducing concentration, MSIC) 

 

Die nachfolgend beschriebene Standardmethode zur Bestimmung der MSIC in E. coli 

Stämmen wurde basierend auf den Ergebnissen verschiedener Vorversuche (s. 3.2.2.2) 

entwickelt. 

Eine frische Übernachtkultur des zu untersuchenden E. coli Stammes wurde 1:200 in 

10 ml LB-Bouillon verdünnt. Für jede Testkonzentration eines Fluorchinolons, sowie 

für die uninduzierte Kontrolle wurden jeweils drei parallele Kulturen angesetzt. Die 

Keimzahl zu diesem Zeitpunkt (t=0) – bestimmt als OD546nm-Wert und parallel als 

KBE/ml zur Überprüfung – lag zwischen 6,2 und 8,4 × 106 KBE/ml. Den Kulturen wur-

de zusätzlich Tetracyclin in einer Endkonzentration von 10 µg/ml zugesetzt, um gegen 

den Verlust des Reportergenplasmides zu selektieren. Anschließend wurden die Kultu-

ren bei 37 °C unter Schütteln (130 upm) bis zum Erreichen einer OD546nm von 0,06-0,08 

inkubiert (was einer Lebendzellzahl von 1 bis 5,8 × 107 KBE/ml entsprach). Zu diesem 

Zeitpunkt wurden je drei Kolben mit einem Fluorchinolon in gleicher subinhibitorischer 

Konzentration (0,5x MHK und weniger) versetzt, weitere drei Kolben ohne Antibioti-

kum dienten als Kontrolle. Im Anschluss an eine weitere Inkubation von 70 min bei 

37 °C unter Schütteln (130 upm) wurden die Ansätze auf Eis gestellt. Nach gleichmäßi-

ger Suspendierung der Ansätze erfolgte zunächst die Bestimmung der OD546nm. An-

schließend wurden je 90 µl Probe entnommen und zu je 10 µl K2HPO4-Puffer pipettiert. 

Nach guter Durchmischung wurden die Proben bei –80 °C eingefroren. 

Zur Bestimmung der absoluten Luciferaseaktivität wurden die Proben aufgetaut, mit je 

300 µl Lysis Mix (100 µl Lysozym-Lösung [5 mg/ml] und 200 µl CCLR [2x] + BSA 

[5 mg/ml]) versetzt, gemischt und für 10 min bei RT inkubiert. Jeder Probe wurden je-

weils drei Aliquots von 2,5 µl entnommen, in einer Mikrotiterplatte mit je 25 µl LAR 
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gemischt und direkt im Luminometer bei einer Wellenlänge von 562 nm vermessen. 

Während der Messung setzt die gebildete Luciferase das Substrat Luciferin in Anwe-

senheit von ATP und Magnesiumionen zu Oxiluciferin und Licht (Biolumineszenz) um 

(Abbildung 2.3). 

 

Abbildung 2.3: Funktionsweise des precA-luc-Reportergensystems 
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Aus den drei Biolumineszenz-Einzelmesswerten einer Probe wurde zunächst jeweils ein 

Mittelwert gebildet. Die spezifische Luciferaseaktivität wurde durch Division des Mit-

telwertes durch den OD546nm-Wert der Kultur zum Zeitpunkt der Probenentnahme er-

rechnet und dann als RLU/OD546nm angegeben (s. Formel). 

 

ahmeProbenentnder   Zeitpunktzum OD
[RLU] Probeeiner  zenzmess.Biolumines x  ][RLU/ODaktivität Luciferase spez.

546nm
546nm =  

 

Aus den so berechneten spezifischen Luciferaseaktivitäten von drei Parallelansätzen 

(mit gleicher Induktionskonzentration) eines Versuches wurde erneut ein Mittelwert 

gebildet und dieser um den Mittelwert der spezifischen Luciferaseaktivität der Fluorchi-

nolon freien Kontrolle korrigiert. 

In den hier beschriebenen Versuchen ist die spezifische Luciferaseaktivität gleichzuset-

zen mit der Höhe der recA-Induktion. Da recA in uninduzierten Zellen zu einem gewis-
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sen Maß exprimiert wird (Grundwert der recA-Induktion) (328), ist eine Korrektur der 

induzierten Proben um den Mittelwert der uninduzierten Proben notwendig, um den 

tatsächlichen, nur durch das Chinolon verursachten Wert der recA-Genexpression 

bestimmen zu können. 

Bei konstanten Inkubationsbedingungen sollte die Höhe der uninduzierten recA-

Genexpression in allen Versuchsreihen nur geringe Schwankungen zeigen. Wurde der 

Grundwert der uninduzierten Zellen in einer Messreihe unterschritten, so mussten bakte-

rizide Einflüsse angenommen werden und die Messung wurde nicht gewertet (383). 

 

Die Streuung der Einzelmesswerte um einen Mittelwert wurde als absolute und relative 

Standardabweichung berechnet. 

 

Berechnung der absoluten Standardabweichung: 

 

( )
1)n(n

xxn
  s

22

−

−
= ∑ ∑  

 

Berechnung der relativen Standardabweichung: 

 

x
100  s  s% ×

=  

 

Die prozentuale Streuung um den jeweiligen Mittelwert von drei Proben betrug in allen 

Versuchen ≤ 10% und wurde als Fehlerbereich toleriert. 

 

Die MSIC eines Fluorchinolons wurde definiert als die Konzentration, die zu eine Erhö-

hung der spezifischen Luciferaseaktivität (nach Korrektur um die spezifischen Lucifera-

seaktivität der uninduzierten Kontrolle, s.o.) um mindestens 100 RLU/OD546nm (Schwel-

lenwert) im Vergleich zur uninduzierten Kontrolle führte. Dieser Schwellenwert bezieht 

sich auf die Schwankungsbreite der spezifischen Luciferaseaktivitäten der drei (in allen 

Induktionsversuchen mitgeführten) uninduzierten Kontrollansätze. 
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2.2.2.12 Bestimmung der minimalen Cleavage-Konzentration (CC10) von Fluor-

chinolonen für pro- und eukaryontische Typ II-Topoisomerasen 

 

2.2.2.12.1 Cleavage-Assay mit Gyrase 

 

Für den Gyrase Cleavage-Assay wurden 1/5 des 5x Gyrase Inkubationspuffers, 6 U DNA 

Gyrase (in Dilutionspuffer), 0,15 µg relaxierte pBR322 DNA und verschiedene Konzen-

trationen des jeweiligen Testchinolons (Pradofloxacin 0-1 µg/ml, Enrofloxacin, Marbo-

floxacin, Danofloxacin, Orbifloxacin, Moxifloxacin, Ciprofloxacin, BayY3118, 

Gemifloxacin, Garenoxacin jeweils 0-10 µg/ml) mit H2O auf ein Gesamtvolumen von 

30 µl aufgefüllt. Nach guter Durchmischung wurden die Ansätze für 60 min bei 25 °C 

inkubiert. Ohne Chinolonzugabe wurde relaxierte pBR322-DNA unter diesen Testbe-

dingungen durch das Enzym vollständig überspiralisiert. 

Alle Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS (Endkonzentration 1%) gestoppt. 

Durch Zusatz von EDTA (Endkonzentration 15 mM) und Proteinase K (Endkonzentra-

tion 8µg/ml) wurde die an der DNA verbliebene Topoisomerase während einer Inkuba-

tion von 30 min bei 37 °C entfernt, was zur Freisetzung von linearisierter DNA (Clea-

vage Produkt) führte. Die Proteinase K wurde anschließend durch Zugabe von Ladepuf-

fer (1/10 Volumen) und einem 2 min Hitzeschritt (70 °C) inaktiviert.  

Als Testkontrollen wurden relaxierte (Ausgangssubstrat) und EcoRI geschnittene, line-

arisierte pBR322 DNA, sowie ein Ansatz ohne Inhibitor und ein Ansatz mit Inhibitor, 

aber ohne Topoisomerase mitgeführt. 

Die Proben wurden auf ein 0,7%iges Agarosegel geladen. Die Trennung der verschiede-

nen DNA-Topoisomere von der linearisierten DNA fand in 0,5x TBE-Puffer bei 

2,5 V/cm für 16 h statt. Nach Beendigung der Elektophorese wurden die Gele mit Ethi-

diumbromid (Endkonzentration 10 ng/ml) für 1 h im Dunkeln gefärbt und im Anschluss 

zur Entfernung der Hintergrundfärbung 30 min in Leitungswasser entfärbt. Danach 

wurden die Gele unter UV-Licht (302 nm) photographiert. Mit Hilfe eines Densitome-

ters (UviProChemi) wurde die Intensität der Bande analysiert, die – pro Fluorchinolon-

konzentration – dem Cleavage-Produkt (linearisierte DNA) entsprach.  
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Die Bandenintensität wurde nach folgender Formel berechnet: 

 
V = Bandenintensität [Volumeneinheiten] 

ni = Pixelanzahl / Bande 

Ii = Intensität der Pixel / Bande 

 ∑= ni iI   V  

 

Die Intensität der Bande war proportional zur entstandenen Menge linearisierter DNA. 

Die Konzentration eines Fluorchinolons, die eine Zunahme des Cleavage-Produktes um 

10 (± 3) Prozent im Vergleich zum Ausgangswert (Ansatz ohne Fluorchinolon) zur Fol-

ge hatte, wurde als minimale Cleavage-Konzentration bezeichnet (CC10). 

 

 

2.2.2.12.2 Cleavage-Assay mit Topoisomerase IV 

 

Für den Topoisomerase IV Cleavage-Assay wurden 1/10 des 10x Topo IV Cleavage Puf-

fers, 1 U Topoisomerase IV, 0,3 µg überspiralisierte pBR322 DNA und verschiedene 

Konzentrationen des jeweiligen Testchinolons (0-10 µg/ml) mit H2O auf ein Gesamtvo-

lumen von 30 µl aufgefüllt. Nach guter Durchmischung wurden die Ansätze für 45 min 

bei 37 °C inkubiert. Ohne Chinolonzugabe besitzt das Enzym unter diesen Testbedin-

gungen die Fähigkeit, das überspiralisierte pBR322-Substrat vollständig zu relaxieren. 

Das Abstoppen der Reaktionsansätze und die Inaktivierung von Proteinase K erfolgte 

wie unter 2.2.2.12.1 beschrieben. 

Als Testkontrollen wurden überspiralisierte (Ausgangssubstrat) und EcoRI geschnittene, 

linearisierte pBR322 DNA, sowie ein Ansatz ohne Inhibitor und ein Ansatz mit Inhibi-

tor, aber ohne Topoisomerase mitgeführt. 

Die Proben wurden auf ein 0,9%iges, 10 ng/ml Ethidiumbromid enthaltendes, Agarose-

gel geladen. Die Trennung der verschiedenen DNA-Topoisomere von der linearisierten 

DNA fand in 0,5x TBE Puffer bei 2,5 V/cm für 16 h statt. Die Auswertung erfolgte wie 

unter 2.2.2.12.1 beschrieben. 
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2.2.2.12.3 Cleavage-Assay mit humaner Topoisomerase II 

 

12 U humane Topoisomerase II, 1/10 des 10x Human Topo II Cleavage Puffers, 0,3 µg 

überspiralisierte pBR322 DNA und verschiedene Konzentrationen des jeweiligen Test-

chinolons (Pradofloxacin, Gemifloxacin jeweils 0-10 µg/ml, Enrofloxacin, Ciprofloxa-

cin, Moxifloxacin, BayY3118, Garenoxacin jeweils 0-100 µg/ml, Marbofloxacin, Orbi-

floxacin, Danofloxacin jeweils 0-150 µg/ml) wurden mit H2O auf ein Gesamtvolumen 

von 30 µl aufgefüllt. Nach guter Durchmischung wurden die Ansätze für 15 min bei 

37 °C inkubiert. Ohne Chinolonzugabe besitzt das Enzym unter diesen Testbedingungen 

die Fähigkeit das überspiralisierte pBR322-Substrat vollständig zu relaxieren. 

Das weitere Vorgehen sowie die Testkontrollen entsprachen dem unter Punkt 2.2.2.12.2. 

beschriebenen. 
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Bestimmung der Wirksamkeit von Fluorchinolonen auf zellulärer Ebene 

 

3.1.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Fluorchinolonen gegen-

über genetisch definierten Stämmen 

 

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) vermittelt einen ersten Überblick über die 

antibakterielle Wirksamkeit und das Wirkungsspektrum einer neuen Substanz. Daher 

wurde die MHK von Pradofloxacin gegenüber ausgewählten Wildtypstämmen, Topo-

isomerasemutanten und hochresistenten Stämmen (mit genetisch definierten Mutationen 

in den Genen von Gyrase und Topoisomerase IV und der Regulatoren von Effluxpum-

pen sowie einer verminderten Porinbildung) von E. coli, S. aureus und S. intermedius 

im Mikrobouillondilutionsverfahren (2.2.1.3) bestimmt. Als Vergleichssubstanzen dien-

ten die in der Humanmedizin eingesetzten Fluorchinolone Cipro- und Moxifloxacin, 

sowie die veterinärmedizinisch relevanten Fluorchinolone Enro- und Marbofloxacin. 

Zusätzlich wurde BayY3118 mitgeführt. Diese Substanz gilt zur Zeit als aktivstes Fluor-

chinolon, ist jedoch auf Grund der in klinischen Prüfungen beobachteten Nebenwirkun-

gen (z.B. Phototoxizität) zur Behandlung von Infektionen nicht zugelassen (42, 95). 

 

Die Ergebnisse der MHK Bestimmungen sind in den Tabellen 3.1 und 3.2 zusammen-

gefasst. Die Auswertung der Ergebnisse wurde zunächst auf den Vergleich der MHK-

Werte von Pradofloxacin mit denen der therapeutisch verwendeten Fluorchinolone be-

schränkt. Pradofloxacin zeigte gegenüber den getesteten Wildtypstämmen E. coli WT, 

S. aureus ATCC 6538 und S. intermedius ATCC 29663 eine um 2 bis 8 Dilutions-

schritte höhere Aktivität als die anderen Fluorchinolone. Die MHK-Werte für diese 

Substanz lagen im Bereich von 0,0156 bis 0,0625 µg/ml im Vergleich zu Enrofloxacin 

(0,03125 bis 0,125 µg/ml), Marbofloxacin (0,03125 bis 0,25 µg/ml), Ciprofloxacin 

(0,0156 bis 0,25 µg/ml) und Moxifloxacin (0,03125 bis 0,0625 µg/ml). Eine vergleich-

bar gute Aktivität besaßen alle getesteten Fluorchinolone gegenüber den E. coli Topo-

isomerasemutanten WT-2, WT-4 und WT-3-1 (Tabelle 3.1). Bezogen auf die Werte des 

Wildtypstammes E. coli WT bewirkte ein Austausch von Serin zu Isoleucin in der ParC-
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Untereinheit von Topoisomerase IV (WT-4) keinen bzw. nur einen geringen Anstieg der 

MHK. Der Austausch einer Aminosäure in der GyrA-Untereinheit von Gyrase (WT-2) 

hatte hingegen bereits einen Anstieg der MHK-Werte um den Faktor 2 bis 8, der Aus-

tausch von 2 Aminosäuren in dieser Untereinheit (WT-3-1) sogar einen Anstieg um den 

Faktor 8 bis 16 zur Folge. 

 

Tabelle 3.1: MHK-Werte gegenüber genetisch definierten E. coli Stämmen 

MHK [µg/ml] 
Stamm Mutationen 

Cip Bay Mox Pra Enr Mar 

WT ----- 0,0156 0,0156 0,0625 0,0156 0,03125 0,03125 

WT-2 gyrAS83L 0,0625 0,125 0,125 0,0625 0,25 0,125/0,25 

WT-4 parCS80I 0,0078 0,0156 0,03125 0,03125 0,0156 0,0156 

WT-3-1 gyrAS83L/D87G 0,25 0,125 0,5 0,25 0,25 0,5 

MII-M19 gyrAS83L

marR∆175 2 0,5 4 1 8 8 

MIII-300/16 
gyrAS83L/D87G

parCS80I

marR∆74 
8 1 8 2 8 4 

4917-M-C1 

gyrAS83W/D87Y

parCG78D

marO::IS 
∆acrR 

8 0,25/0,5 4/8 1 16 16 

Cip = Ciprofloxacin, Bay = BayY3118, Mox = Moxifloxacin, Pra = Pradofloxacin, Enr = Enrofloxacin, 
Mar = Marbofloxacin, Aminosäuresubstitutionen: S83L = Serin-83 → Leucin, S80I = Serin-80 → Isoleu-
cin, D87G = Asparaginsäure-87 → Glycin, S83W = Serin-83 → Tryptophan, D87Y = Asparaginsäure-87 
→ Tyrosin, G87D = Glycin-87 → Asparaginsäure 

 

Gegenüber hochresistenten E. coli Stämmen zeigte Pradofloxacin den besten Effekt. Die 

MHK-Werte dieser Substanz lagen bei den entsprechenden Mutanten (MII-M19, MIII-

300/16, 4917-M-C1) im Bereich von 1 bis 2 µg/ml. Ciprofloxacin wies ebenfalls eine 

gute Wirkung gegenüber E. coli MII-M19 (2 µg/ml) auf, verlor jedoch an Aktivität 

gegenüber Mutanten, die mehr als eine zusätzliche Topoisomerasemutation besaßen 

(8 µg/ml). Moxi-, Enro- und Marbofloxacin zeigten gegenüber allen hochresistenten 

Stämmen im Vergleich zu Pradofloxacin deutlich geringere Aktivitäten, d.h. höhere 

MHK-Werte (4 bis 16 µg/ml). 
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Die MHK-Ergebnisse der untersuchten Fluorchinolone für die Topoisomerasemutante 

S. aureus Q48.1.2-1 (Tabelle.3.2) deuteten darauf hin, dass bereits ein einzelner Amino-

säureaustausch in der GrlA-Untereinheit von Topoisomerase IV zu einer MHK-

Erhöhung um den Faktor 4 bis 16 im Vergleich zum Wildtypstamm führt. Einen noch 

ausgeprägteren MHK-Anstieg (Faktor 32 bis 256) hatte der Austausch je einer 

Aminosäure in Gyrase und Topoisomerase IV in S. aureus Q24.2.5-3 zur Folge. 

Pradofloxacin und Moxifloxacin besaßen die geringsten MHK-Werte gegenüber 

Q48.1.2-1 (je 0,25 µg/ml) und Q24.2.5-3 (je 2 µg/ml). 

 

Tabelle 3.2: MHK-Werte gegenüber genetisch definierten Staphylokokken Stämmen 

MHK [µg/ml] 
Stamm Mutationen 

Cip Bay Mox Pra Enr Mar 

S. aureus  

ATCC 6538 ----- 0,25 0,0156 0,0625 0,0625 0,0625 0,125 

Q48.1.2-1 grlAE84K 2 0,0625 0,25 0,25 1 2 

Q24.2.5-3 gyrAS84L

grlAE84K 64 0,5 2 2 16 16 

S. intermedius  

ATCC 29663 ----- 0,0625 0,0078 0,03125 0,03125 0,125 0,25 

Cip = Ciprofloxacin, Bay = BayY3118, Mox = Moxifloxacin, Pra = Pradofloxacin, Enr = Enrofloxacin, 
Mar = Marbofloxacin, Aminosäuresubstitutionen: E84K = Glutaminsäure84 → Lysin, S84L = Serin84 → 
Leucin 

 

Bei Vergleich der MHK-Werte aller getesteten Fluorchinolone gegenüber den Test-

stämmen stellte sich BayY3118 in fast allen Fällen (Ausnahme: E. coli WT-2 und 

WT-4) als wirksamste Substanz heraus. Die Werte von Pradofloxacin zeigten nur eine 

Abweichung um das Doppelte bis Vierfache von den Werten von BayY3118, während 

die Werte von Cipro-, Moxi-, Enro- und Marbofloxacin die MHK-Werte von BayY3118 

um das 2- bis 128-fache überstiegen. 
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3.1.2 Selektion Fluorchinolon resistenter Mutanten 

 

Mit dem vermehrten Einsatz von Fluorchinolonen in den letzten zwei Jahrzehnten in der 

Behandlung antibakterieller Infektionen wurde zunehmend auch das Auftreten 

Fluorchinolon resistenter Bakterien beobachtet (5). Die häufigsten Resistenzursachen 

stellten dabei Mutationen in den Genen von Gyrase und Topoisomerase IV dar. Es ist 

daher wichtig, neue Fluorchinolone auf ihre Fähigkeit zur Selektion resistenter 

Bakterien zu testen, um das Risiko einer unter Behandlung auftretenden bakteriellen 

Resistenz abschätzen zu können. 

In Selektionsversuchen (2.2.1.9) mit Wildtypstämmen von E. coli, S. aureus und 

S. intermedius wurde das Potential von Pradofloxacin zur Selektion resistenter 

Mutanten untersucht. Neben der Ermittlung der Mutationsfrequenz, wurde der 

Resistenzgenotyp (Sequenzierung) und der Resistenzphänotyp (MHK-Testung) 

bestimmt. Darüber hinaus sollten je nach Auftreten von Mutationen in Gyrase und/oder 

Topoisomerase IV Rückschlüsse auf die präferierte Zielstruktur von Pradofloxacin bei 

den untersuchten Species gezogen werden. Als Vergleichssubstanz wurde in Versuchen 

mit E. coli und S. aureus Enrofloxacin, in Versuchen mit S. intermedius Ciprofloxacin 

mitgeführt. 

Die unter 3.1.1 in den Tabellen 3.1 und 3.2 aufgeführten MHK-Werte für die Stämme 

E. coli WT, S. aureus ATCC 6538 und S. intermedius ATCC 29663 dienten zur 

Festlegung der Selektionskonzentrationen. In Versuchen mit E. coli und S. aureus 

wurde die 4- bis 64-fache MHK von Enro- und Pradofloxacin, in Versuchen mit 

S. intermedius die 4- bis 8-fache MHK von Cipro- und die 2- bis 8-fache MHK von 

Pradofloxacin als Selektionskonzentration eingesetzt. 

Die Mutationsfrequenzen der selektierten E. coli und Staphylococcus Mutanten sind in 

den Tabellen 3.3 und 3.4 aufgeführt. E. coli Mutanten wurden mit Enro- und Prado-

floxacin bei Konzentrationen, die der 4- und 8-fachen MHK entsprachen, selektiert (Ta-

belle 3.3). Auf Selektionskonzentrationen, die der 16- bis 64-fachen MHK entsprachen, 

konnten keine Mutanten selektiert werden. Unter Verwendung der 4-fachen MHK 

(0,0625 µg/ml für Pradofloxacin und 0,125 µg/ml für Enrofloxacin) lag die Mutations-

frequenz für Enrofloxacin um ca. 1,5 Zehnerpotenzen niedriger als für Pradofloxacin, 

während die Mutationsfrequenzen bei der 8-fachen MHK annähernd gleiche Werte an-

nahmen. Alle Selektionsversuche wurden nur einmal durchgeführt. Es besteht somit die 
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Möglichkeit, dass die Unterschiede in der Mutationsfrequenz zwischen Prado- und En-

rofloxacin unter Verwendung der 4-fachen MHK als Selektionskonzentration eventuell 

auf methodische Schwankungen zurückzuführen sind. 

 

Tabelle 3.3: Mutationsfrequenzen resistenter E. coli und S. aureus Mutanten 

Selektionskonzentration 
x-fache MHK 

Mutationsfrequenzen* 
Wildtypstamm 

[µg/ml] 
Enr Pra Enr Pra 

E. coli WT 0,0625 2 4 n.b. 3,8 × 10-9

 0,125 4 8 9,4 × 10-10 1,2 × 10-10

 0,25 8 16 1 × 10-10 k.W. 

S. aureus ATCC 6538 0,25 4 4 n.b. k.W. 
 0,5 8 8 8,3 × 10-8 k.W. 
 1 16 16 2,5 × 10-8 k.W. 
 2 32 32 1,8 × 10-9 k.W. 

* = nach 48 h Inkubation, Enr = Enrofloxacin, Pra = Pradofloxacin, n.b. = nicht bestimmt, k.W. = kein 
Wachstum nach 48 h und 7 d 

 

Die Selektion von S. aureus Mutanten gelang nur mit Enrofloxacin bei Selektionskon-

zentrationen, die der 8- bis 32-fachen MHK entsprachen (Tabelle 3.3). Dabei nahmen 

die Mutationsfrequenzen ab der 32-fachen MHK (2 µg/ml) um eine Zehnerpotenz ab. 

Jedoch traten S. aureus Mutanten bei allen Selektionskonzentrationen mit einer 

erhöhten Rate im Vergleich zu den E. coli Mutanten auf. 

 

Tabelle 3.4: Mutationsfrequenzen resistenter S. intermedius Mutanten 

Selektionskonzentration 
x-fache MHK 

Mutationsfrequenzen* 
Wildtypstamm 

[µg/ml] 
Cip Pra Cip Pra 

S. intermedius ATCC 29663 0,0625 1 2 n.b. 3,9 × 10-7

 0,125 2 4 n.b. k.W. 
 0,25 4 8 3,2 × 10-6 k.W. 
 0,5 8 16 3,2 × 10-7 n.b. 

* = nach 48 h Inkubation, Cip = Ciprofloxacin, Pra = Pradofloxacin, n.b. = nicht bestimmt, k.W. = kein 
Wachstum nach 48 h und 7 d 

 



74 Ergebnisse 

Verglichen mit den Ergebnissen von S. aureus und E. coli traten Mutationen in S. inter-

medius mit einer höheren Mutationsfrequenz (3,2 × 10-6 bis 3,9 × 10-7) auf. Es ist jedoch 

insbesondere bei Pradofloxacin darauf hinzuweisen, dass Mutanten ausschließlich mit 

der 2-fachen MHK (0,0625 µg/ml) selektiert werden konnten, während die Selektion bei 

Enrofloxacin mit der 4- bis 8-fachen MHK gelang. Dabei lag die Mutationsfrequenz für 

Pradofloxacin (3,9 × 10-7) im Bereich derjenigen für Enrofloxacin unter Verwendung 

der 8-fachen MHK (3,2 × 10-7). Wurde die 4-fache MHK von Enrofloxacin zur Selek-

tion eingesetzt, erhöhte sich die Möglichkeit für eine Mutation um eine Zehnerpotenz 

(3,2 × 10-6). 

 

Im Anschluss an die Selektion wurden für jede Selektionskonzentration bis zu 24 

Kolonien gepickt und auf neue Platten mit der entsprechenden Konzentration überimpft. 

Mutanten, die wiederum anwuchsen, wurden im Agardilutionstest (2.2.1.9) unter 

Verwendung verschiedener Antibiotika einer ersten Einteilung hinsichtlich der 

Empfindlichkeit unterzogen. Für die Agardilutionstestungen mit E. coli und S. aureus 

Mutanten wurden Prado- und Enrofloxacin, in Tests mit S. intermedius Prado- und 

Ciprofloxacin verwendet. Mutanten die unterschiedliche Empfindlichkeitsmuster für die 

jeweils eingesetzten beiden Antibiotika zeigten, wurden durch Sequenzierung weiter 

charakterisiert. Auf Grund der bevorzugten Lokalisation von Mutationen in der 

Chinolon-Resistenz-determinierenden-Region (QRDR) der Untereinheiten von Gyrase 

und Topoisomerase IV (363, 416) wurden für E. coli Mutanten diese Bereiche in gyrA, 

gyrB und parC sequenziert (Tabelle 3.5). ParE wurde nicht untersucht, da Mutationen 

in dieser Untereinheit nur in Einzelberichten beschrieben sind und erst in weiteren 

Selektionsschritten auftreten (94, 319). Für die Mutanten der Staphylokokken wurden 

die homologen QRDR-Bereiche von gyrA und grlA untersucht (Tabelle 3.5). 

 

In acht von neun sequenzierten E. coli Mutanten konnten Mutationen in der QRDR von 

gyrA (Ser83Leu, Asp87Asn) nachgewiesen werden. Die neunte Mutante – selektiert mit 

Pradofloxacin – besaß eine Mutation in gyrB (Ser464Tyr) außerhalb der QRDR 

(Abbildung 3.1).  
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Tabelle 3.5: Genotypische Charakterisierung ausgewählter Mutanten 

Selektionskonzentration 
Stamm bzw. Mutante 

Pra Enr Cip 
Mutationen 

E. coli WT    o.M. 

WT-F  0,125  gyrASer83Leu

WT-G / WT-H  0,125  gyrAAsp87Asn

WT-I / WT-J  0,25  gyrASer83Leu

WT-K 0,0625   gyrBSer464Tyr

WT-L / WT-M 0,0625   gyrASer83Leu

WT-N 0,125   gyrASer83Leu

S. aureus ATCC 6538    o.M. 

A / B  1  grlASer80Phe

C  0,5  grlASer80Tyr

D  0,5  grlASer80Phe

E  2  grlASer80Phe

S. intermedius ATCC 29663    o.M. 

IC0,25-1d-1g   0,25 grlAAsp84Asn

IC0,25-1d-4 / -5g   0,25 grlASer80Ile

IC0,5-1d-22   0,5 grlASer80Ile

IC0,5-2d-41k   0,5 grlAAsp84Asn

IP0,06-2d-51 0,0625   grlAAsp84Tyr

o.M. = ohne Mutation, Enr = Enrofloxacin, Pra = Pradofloxacin, Cip = Ciprofloxacin, Aminosäuresubsti-
tutionen: Ser83Leu = Serin-83 → Leucin, Asp87Asn = Asparaginsäure-87 → Asparagin, Ser464Tyr = 
Serin-464 → Tyrosin, Ser80Phe = Serin-80 → Phenylalanin, Ser80Tyr = Serin-80 → Tyrosin, Ser80Ile = 
Serin-80 → Isoleucin, Asp87Asn = Asparaginsäure-84 → Asparagin, Asp84Tyr = Asparaginsäure-84 → 
Tyrosin 

 

Abbildung 3.1: Sequenzauszug des gyrB-Gens von E. coli WT und WT-K 

 

 

 

 

 

GAT AAG ATG CTC TCT TCT CAG GAA GTG GCG ACG CTT
Asp Lys Met Leu Ser Ser Gln Glu Val Ala Thr Leu

464460 470

................................................A..........................................................

E. coli WT

E. coli WT-K

GAT AAG ATG CTC TCT TCT CAG GAA GTG GCG ACG CTT

464460 470
Asp Lys Met Leu Ser Ser Gln Glu Val Ala Thr Leu

Tyr
................................................A..........................................................

E. coli WT

E. coli WT-K
Tyr  
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Für die mit Enrofloxacin selektierten S. aureus Mutanten konnten ausschließlich Muta-

tionen in der QRDR von grlA (Ser80Phe/Tyr) nachgewiesen werden. In sechs unter-

suchten S. intermedius Mutanten wurden nach der Sequenzierung Mutationen in der 

QRDR von grlA gefunden, dabei zeigten fünf mit Enrofloxacin selektierte Mutanten 

einen Aminosäureaustausch von Serin zu Isoleucin an Position 80 bzw. von Asparagin-

säure zu Asparagin an Position 84. Die mit Pradofloxacin selektierte Mutante besaß 

ebenfalls einen Aminosäureaustausch an Position 84, jedoch wurde hier Asparaginsäure 

durch Tyrosin ersetzt. Da über Mutationen in S. intermedius nur wenig bekannt ist, kann 

darüber spekuliert werden, dass die aufgetretenen Mutationen in grlA vergleichbar mit 

den Hotspots 80 und 84 in grlA in S. aureus bzw. parC in E. coli sind. 

 

Im Anschluss an die Sequenzierung wurde die MHK der Fluorchinolone Prado-, Enro-, 

Marbo-, Cipro- und Moxifloxacin bzw. BayY3118 gegenüber allen 

Topoisomerasemutanten bestimmt. Durch parallele MHK-Untersuchungen mit 

Multidrug-Resistance-Effluxpumpen Inhibitoren wurde getestet, ob ein gesteigerter 

Efflux (Austransport von Fluorchinolonen aus der Zelle) ebenfalls zur Resistenz der 

Mutanten beitrug. In Untersuchungen mit E. coli wurde zusätzlich zu den 

Fluorchinolonen Phenylalanyl-Arginyl-β-Naphtylamid [32 µg/ml] – ein Inhibitor für 

Multidrug-Resistance-Effluxpumpen (MDR) vom RND-Typ (z.B. AcrAB-TolC) – bzw. 

in Untersuchungen mit Staphylokokken der Inhibitor der NorA-Effluxpumpe Reserpin 

[20 µg/ml] eingesetzt. Die Verwendung dieser Effluxpumpeninhibitoren hatte jedoch 

keinen signifikanten Effekt auf die MHK-Werte (Daten nicht gezeigt) der E. coli bzw. 

Staphylococcus Mutanten. Die MHK-Werte mit Effluxinhibitoren lagen um höchstens 

eine MHK-Dilutionsstufe (Fehlerbereich der MHK-Bestimmung) niedriger als die 

MHK-Werte ohne Inhibitoren. In Tabelle 3.6 sind daher nur die MHK-Daten ohne 

Zusatz von Effluxpumpeninhibitoren dargestellt. 
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Tabelle 3.6: Resistenzphänotyp der selektierten Mutanten 

MHK [µg/ml] Stamm bzw. 
Mutante Mutationen 

Cip Bay Mox Pra Enr Mar 

E. coli  

WT o.M. 0,0156 0,0156 0,0625 0,0156 0,03125 0,03125 

WT-F gyrASer83Leu 0,125 0,0625 0,125 0,0625 0,25 0,5 

WT-G gyrAAsp87Asn 0,125 0,03125 0,125 0,0625 0,125 0,25 

WT-H gyrAAsp87Asn 0,125 0,03125 0,125 0,0625 0,125 0,25 

WT-I gyrASer83Leu 0,25 0,0625 0,25 0,0625 0,25 0,5 

WT-J gyrASer83Leu 0,125 0,0625 0,125 0,0625 0,25 0,5 

WT-K gyrBSer464Tyr 0,0625 0,03125 0,0625 0,0625 0,125 0,125 

WT-L gyrASer83Leu 0,125 0,0625 0,125 0,0625 0,25 0,25 

WT-M gyrASer83Leu 0,125 0,0625 0,125 0,0625 0,25 0,5 

WT-N gyrASer83Leu 0,125 0,0625 0,125 0,0625 0,25 0,5 

S. aureus  

ATCC 6538 o.M. 0,25 0,0156 0,0625 0,0625 0,0625 0,125 

A grlASer80Phe 1 0,03125 0,125 0,25 1 1 

B grlASer80Phe 1 0,03125 0,25 0,25 1 1 

C grlASer80Tyr 1 0,03125 0,25 0,25 1 1 

D grlASer80Phe 1 0,03125 0,25 0,25 1 1 

E grlASer80Phe 2 0,0625 0,25 0,25 1 4 

S. intermedius  

ATCC 29663 o.M. 0,0625 0,0078 0,03125 0,03125 0,125 0,25 

IC0,25-1d-1g grlAAsp84Asn 0,25 0,0156 0,0625 0,0625 1 0,5 

IC0,25-1d-4 grlASer80Ile 0,5 0,03125 0,125 0,0625 0,5 0,5 

IC0,25-1d-5g grlASer80Ile 0,5 0,03125 0,125 0,0625 1 0,5 

IC0,5-1d-22 grlASer80Ile 0,5 0,03125 0,125 0,0625 0,5 0,5 

IC0,5-2d-41k grlAAsp84Asn 0,5 0,0156 0,0625 0,0625 0,5 0,5 

IP0,06-2d-51 grlAAsp84Tyr 1 0,03125 0,125 0,0625 0,5 1 
o.M. = ohne Mutation, Cip = Ciprofloxacin, Bay = BayY3118, Mox = Moxifloxacin, Pra = Prado-
floxacin, Enr = Enrofloxacin, Mar = Marbofloxacin, Aminosäuresubstitutionen: Ser83Leu = Serin-83 → 
Leucin, Asp87Asn = Asparaginsäure-87 → Asparagin, Ser464Tyr = Serin-464 → Tyrosin, Ser80Phe = 
Serin-80 → Phenylalanin, Ser80Tyr = Serin-80 → Tyrosin, Ser80Ile = Serin-80 → Isoleucin, Asp84Asn = 
Asparaginsäure-84 → Asparagin, Asp84Tyr = Asparaginsäure-84 → Tyrosin 
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Die MHK-Bestimmung zeigte, dass ein Aminosäureaustausch in E. coli GyrA an den 

Positionen 83 oder 87 unterschiedliche Auswirkungen auf die Aktivität der getesteten 

Fluorchinolone hatte. Während die MHK-Werte der Mutanten für Cipro-, Enro- und 

Marbofloxacin um das 4- bis 16-fache über den Werten des Ausgangsstammes lagen, 

stiegen die Werte von Prado- und Moxifloxacin, sowie BayY3118 nur um das 2- bis 4-

fache an. Eine Mutation in gyrB (Ser464Tyr) hatte hingegen einen deutlich geringeren 

Effekt auf die MHK als eine Mutation in gyrA. Die MHK-Werte stiegen hierbei nicht 

(Moxifloxacin) bzw. nur geringfügig an (BayY3118 und Pradofloxacin 2-fach, Cipro-, 

Enro- und Marbofloxacin 4-fach). 

 

Ein Aminosäureaustausch an Position 80 in den grlA-Mutanten von S. aureus wirkte 

sich ebenfalls unterschiedlich auf die MHK-Werte der getesteten Fluorchinolone aus. 

Auch hier zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Werte von Cipro-, Enro- und Mar- 

bofloxacin (4- bis 32-fach) im Vergleich zu den Werten des Ausgangsstammes ATCC 

6538. Die MHK-Werte von BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin zeigten hingegen nur 

einen Anstieg um das 2- bis 4-fache. Durch Vergleich der MHK-Werte der Mutanten 

mit einem Aminosäureaustausch von Serin zu Phenylalanin an Position 80 fiel auf, dass 

die Werte der Mutante ATCC 6538-E für Ciprofloxacin (1 µg/ml), BayY3118 

(0,0625 µg/ml) und Marbofloxacin (4 µg/ml) deutlich höher lagen als die Werte der 

Mutanten ATCC 6538-A, -B und -D. Auf Grund der Sequenzanalyse von gyrA konnten 

weitere Mutationen in der GyrA-Untereinheit ausgeschlossen werden. 

Gegenüber den S. intermedius Mutanten zeigten Cipro- und Enrofloxacin einen 

deutlichen MHK-Anstieg (4- bis 16-fach). Die Werte für BayY3118, Marbo- und 

Moxifloxacin hingegen stiegen nur um das 2- bis 4-fache und die Werte von 

Pradofloxacin generell nur um das 2-fache im Vergleich zu den Werten des 

Ausgangsstammes ATCC 29663 an. 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass eine einzelne Mutation in den meisten Fällen 

eine größere Auswirkung auf die Aktivität von Cipro-, Enro- und Marbofloxacin hatte. 

Die Fluorchinolone BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin besaßen hingegen eine sehr 

gute Aktivität auf alle selektierten Mutanten. 

 

Zum Abschluss der Selektionsversuche wurden die Topoisomerasemutanten aller Spe-

cies hinsichtlich der Stabilität ihrer Mutationen geprüft. Der Versuch mit Mutante 
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E. coli WT-K war dabei von vorrangigem Interesse auf Grund der Mutation außerhalb 

der QRDR von gyrB. Alle Mutanten wurden nach mehrfacher Passage in Antibiotikum 

freiem Medium wieder auf die ursprüngliche Selektionskonzentration ausplattiert 

(2.2.1.10). Eine Platte ohne Zusatz von Antibiotikum diente jeweils als Wachstumskon-

trolle. 

Es zeigte sich, dass alle E. coli – auch Mutante WT-K – und S. intermedius Mutanten 

stabile Mutationen aufwiesen, da sie wieder auf ihren ursprünglichen 

Selektionskonzentrationen anwuchsen und ähnliche Keimzahlen – verglichen mit der 

Antibiotikum freien Kontrollplatte – aufwiesen. Die Keimzahlen von E. coli WT-K 

betrugen beispielsweise 5,5 × 1010 KBE/ml auf der Antibiotikum enthaltenden Platte 

und 4,8 × 1010 KBE/ml auf der Kontrollplatte. 

 

 

3.1.3 Bestimmung der bakteriziden Mechanismen von Fluorchinolonen mit Hilfe 

genetisch definierter Stämme 

 

Die Bestimmung der MHK ist eine weit verbreitete Methode zur Ermittlung der 

Empfindlichkeit von Bakterien gegenüber antibakteriell wirksamen Substanzen. Sie gibt 

jedoch nur die Hemmung der bakteriellen Zellteilung wieder und besagt weder etwas 

über die bakterizide Aktivität einer Substanz, noch deren Wirkung auf Bakterien in 

unterschiedlichen physiologischen Stadien. Dies kann allerdings eine wichtige Rolle bei 

der Behandlung von Infektionen spielen, da im Patienten nicht nur teilungsaktive Zellen, 

sondern auch ruhende Zellen bzw. Zellen mit einem veränderten Metabolismus 

(Persister) vorkommen können. Die Wirkung von Pradofloxacin und weiterer 

Fluorchinolone wurde daher auf Zellen von E. coli, S. aureus und S. intermedius in 

verschiedenen physiologischen Stadien mit Hilfe von Absterbekinetiken (s. 3.1.3.2) 

untersucht. 

 

 

3.1.3.1 Ermittlung der optimalen bakteriziden Konzentration 

 

Fluorchinolon behandelte Zellen zeigen im Vergleich zu Zellen, die mit anderen anti-

mikrobiell wirksamen Substanzen behandelt wurden, ein von der Konzentration abhän-
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giges biphasisches Absterbeverhalten (201). Dies bedeutet, dass sich die bakterizide 

Aktivität eines Chinolons bis zu einer bestimmten Konzentration steigert. Darüber hin-

aus wird die Wirkung abgeschwächt. Die Konzentration, die das maximale Absterben 

der Zellen zur Folge hat, wird als optimale bakterizide Konzentration (OBC) bezeichnet 

(252). Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass diese Konzentration ex-

perimentellen Charakter besitzt und nicht zur Behandlung von Infektionen eingesetzt 

werden kann. Sie kann höchstens als Richtwert für die Beurteilung auf Eignung einer 

Substanz für eine antibakterielle Chemotherapie angesehen werden. Konzentrationen 

von Antibiotika für die Behandlung von Infektionen liegen im Patienten ein Vielfaches 

über der OBC, da in vivo weitere Effekte bei der Dosierung eine Rolle spielen, wie z.B. 

die Pharmakokinetik (Absorption, Distribution, Elimination, Halbwertszeit) einer Sub-

stanz. Verwendung findet die OBC in Versuchen zur Bestimmung bakterizider Mecha-

nismen von Chinolonen, da durch diese Konzentration ein ausgeprägterer bakterizider 

Effekt hervorgerufen wird als bei der Verwendung einer geringeren Konzentration, wie 

z.B. der MHK. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die OBC von BayY3118, Prado-, Enro-, Marbo-, 

Moxi- und Ciprofloxacin für Wildtypstämme und Topoisomerasemutanten von E. coli, 

S. aureus und S. intermedius mit Hilfe der unter 2.2.1.5 beschriebenen Methode 

bestimmt. Die ermittelten OBC-Werte sind in den Tabellen 3.7 und 3.8 zusammen-

gefasst. 

 

Tabelle 3.7: OBC-Werte verschiedener Fluorchinolone gegenüber E. coli WT und den 
isogenen Mutanten WT-4 und WT-3-1 

OBC [µg/ml] / (x-fache MHK) Stamm 
Chinolon WT WT-4 WT-3-1 

Ciprofloxacin 0,25 (16) 0,125 (16) 16 (64) 

BayY3118 0,125 (8) 0,25 (16) 8 (64) 

Moxifloxacin 4 (64) 1 (32) 64 (128) 

Pradofloxacin 1 (64) 0,5 (16) 4 (16) 

Marbofloxacin 0,5 (16) 2 (128) 64 (256) 

Enrofloxacin 0,5 (16) 1 (64) 64 (128 
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Die für die E. coli Stämme WT, WT-4 (Topoisomerase IV Mutante) und WT-3-1 (Gyra-

se Mutante) bestimmten OBC-Werte übersteigen die entsprechenden MHK-Werte der 

Stämme (Tabelle 3.7) um ein Vielfaches (8- bis 256-fache MHK). Vergleicht man die 

OBC-Werte der Fluorchinolone untereinander, so besitzt Pradofloxacin sowohl gegen-

über dem Wildtyp von E. coli als auch gegenüber der Topoisomerase IV Mutante WT-4 

bzw. der Gyrase Mutante WT-3-1 geringere Werte. Bei der Betrachtung der OBC-Werte 

aller Substanzen gegenüber E. coli WT weisen alle Substanzen bis auf Moxifloxacin 

(4 µg/ml) OBC-Werte unterhalb einer Konzentration von 2 mg/ml auf. Gegenüber der 

parC Mutante WT-4 wurde diese Konzentration von keinem Fluorchinolon überschrit-

ten. Eine Doppelmutation in der GyrA-Untereinheit (WT-3-1) bewirkte bei allen Fluor-

chinolonen, außer Pradofloxacin (4-fach), einen deutlichen Anstieg der OBC (16- bis 

128-fach) im Vergleich zum Wildtyp. 

 

Tabelle 3.8:  OBC-Werte verschiedener Fluorchinolone gegenüber den Wildtypstämmen 
S. aureus und S. intermedius bzw. den isogenen Mutanten Q48.1.2-1 und 
Q24.2.5-3 

OBC [µg/ml] / (x-fache MHK) 
S. aureus S. intermedius 

Stamm 
 

Chinolon ATCC 6538 Q48.1.2-1 Q24.2.5-3 ATCC 29663 

Ciprofloxacin 2 (8) 16 (8) n.b. 2 (32) 

BayY3118 0,25 (16) 2 (32) 64 (128) 1 (128) 

Moxifloxacin 4 (64) 16 (64) 128 (64) 2 (64) 

Pradofloxacin 1 (16) 16 (64) 128 (64) 2 (64) 

Enrofloxacin 1 (16) 8 (8) 512 (32) 32 (256) 

Marbofloxacin 2 (16) 16 (8) 256 (16) 16 (64) 
n.b. = nicht bestimmt, da Substanz bei Konzentrationen über der 32-fachen MHK ausfiel 

 

Entsprechend den Ergebnissen mit E. coli überstiegen auch die OBC-Werte der 

getesteten Staphylokokken (Tabelle 3.8) die entsprechenden MHK-Werte um das 8- bis 

256-fache. Mutationen in S. aureus Topoisomerase IV und Gyrase bewirkten bei allen 

Fluorchinolonen eine deutliche Erhöhung der OBC-Werte im Vergleich zu den Werten 

des Wildtypstammes. 
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In den nachfolgenden Versuchen zur Ermittlung der bakteriziden Aktivität der Chinolo-

ne anhand von Absterbekinetiken wurden die Antibiotika in der zuvor ermittelten OBC 

eingesetzt. Eine Absterbekinetik mit S. aureus Q24.2.5-3 und Ciprofloxacin konnte 

nicht durchgeführt werden, da die OBC nicht bestimmbar war (Tabelle 3.8).  

 

 

3.1.3.2 Absterbekinetiken 

rizide Wirkung nur in PBS bzw. NI-Bouillon mit 

 

Chinolone können vier unterschiedliche bakterizide Mechanismen aufweisen – A, B, B1 

und C (252, 253). Mechanismus A zeigen alle Chinolone, d.h. auch ältere, unfluorierte 

Vertreter, wie z.B. Nalidixinsäure (346). Voraussetzung für die Wirksamkeit dieses 

Mechanismus ist neben einer aktiven Zellteilung von Bakterien auch eine aktive 

Proteinbiosynthese. Neuere Chinolone wie die Fluorchinolone können darüber hinaus 

zusätzliche Mechanismen besitzen. Z.B. zeigt Ofloxacin neben Mechanismus A auch 

den Mechanismus B, der gekennzeichnet ist durch eine bakterizide Wirkung auf 

ruhende Zellen und Zellen mit inaktiver Proteinbiosynthese (202). Mechanismus B kann 

in die zwei Subtypen B1 und C unterteilt werden. Fluorchinolone, die zwar gegen Zellen 

mit inaktiver Proteinbiosynthese, nicht aber gegen teilungsinaktive Zellen wirksam sind, 

besitzen Mechanismus B1 und im umgekehrten Falle Mechanismus C (251). Der 

Nachweis der bakteriziden Mechanismen beruht auf der Abnahme der Lebendzellzahl 

um 99,9% nach dreistündiger Inkubation mit einem Fluorchinolon in verschiedenen 

Medien (s. 2.2.1.6). Erfolgt eine Keimzahlreduktion in NI-Bouillon (aktive Zellteilung 

und Proteinbiosynthese), so kann auf Mechanismus A geschlossen werden. Ein 

bakterizider Effekt in phosphatgepufferter Kochsalzlösung – PBS unterbindet die 

Zellteilung durch Nährstoffmangel – und in NI-Bouillon mit Zusatz von 

Chloramphenicol [50 µg/ml] (zur Hemmung der Proteinbiosynthese) kennzeichnet 

Mechanismus B. Ist eine bakte

Chloramphenicol erkennbar, weist dies auf die Mechanismen C bzw. B1 hin. 

Das Vorliegen mehrerer bakterizider Mechanismen zusätzlich zu Mechanismus A – vor 

allem von Mechanismus B – gilt als Vorteil für ein Fluorchinolon, da somit Bakterien in 

verschiedenen physiologischen Stadien abgetötet werden können. Daher wurde unter-

sucht, welche bakteriziden Mechanismen Pradofloxacin im Vergleich zu den Fluorchi-
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nolonen BayY3118, Cipro-, Moxi-, Enro- und Marbofloxacin auf Bakterien in verschie-

denen physiologischen Stadien besitzt. Des Weiteren sollte mit Hilfe von definierten 

Mutanten geprüft werden, ob Mutationen in Gyrase und/oder Topoisomerase IV einen 

Einfluss auf die Expression eines Mechanismus haben. Die Fluorchinolone wurden je-

weils in ihrer optimalen bakteriziden Konzentration eingesetzt. Eine Reduktion der Le-

bendkeimzahl um ≥ 3 (± 0,3) Zehnerpotenzen galt als Nachweis für einen Mechanis-

us. 

 

m

 

Abbildung 3.2: Bakterizide Mechanismen gegenüber E. coli WT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.3: Bakterizide Mechanismen gegenüber E. coli WT-4 
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Abbildung 3.4: Bakterizide Mechanismen gegenüber E. coli WT-3-1 
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Die Abbildungen 3.2 bis 3.4 zeigen die durch die untersuchten Fluorchinolone 

innerhalb von 3 h hervorgerufene Keimzahlreduktion von E. coli WT und dessen 

isogenen Mutanten WT-4 und WT-3-1. Alle Fluorchinolone reduzierten in NI-Bouillon 

die Keimzahl von E. coli WT um mehr als 3 Zehnerpotenzen. Die höchste 

Keimzahlreduktion wurde dabei mit Pradofloxacin erzielt. Es reduzierte die Keimzahl 

um mehr als 5,86 Zehnerpotenzen. Der genaue Wert konnte nach 3 h nicht ermittelt 

werden, da die Keimzahl bereits unter der Nachweisgrenze lag. 

0,14 bis –1,05 Zehnerpotenzen). 

Ein bakterizider Effekt auf ruhende Zellen und Zellen mit inaktiver Proteinbiosynthese 

konnte nur für Pradofloxacin und Moxifloxacin gegenüber E. coli WT nachgewiesen 

werden. Die Substanzen reduzierten die Zellzahl dabei in PBS um 4,37 bzw. 4,13 

Zehnerpotenzen, in NI-Bouillon mit Chloramphenicolzusatz um 3,15 bzw. 3,06 

Zehnerpotenzen (Abbildung 3.2). Für die übrigen Fluorchinolone konnte eine 

Zellzahlreduktion in PBS nachgewiesen werden, aber nicht in NI-Bouillon mit 

Chloramphenicolzusatz. Letzteres wird durch die geringe Keimzahlreduktion 

verdeutlicht (–

Eine einzelne Mutation in der ParC-Untereinheit von Topoisomerase IV (WT-4) hatte 

für Ciprofloxacin einen Rückgang der Keimzahlreduktion in PBS und für Moxi- und 

Pradofloxacin in NI-Bouillon mit Chloramphenicolzusatz zur Folge. Moxi- und Pra-

dofloxacin zeigten sich jedoch weiterhin aktiv gegenüber ruhenden Zellen (Abbildung 

3.3). Gegenüber WT-3-1 mit einer doppelten Mutation in der GyrA-Untereinheit von 

Gyrase konnte für alle Fluorchinolone nur noch in NI-Bouillon eine Keimzahlreduktion 

von über 3 Zehnerpotenzen beobachtet werden (Abbildung 3.4). 
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Abbildung 3.5: Bakterizide Mechanismen gegenüber S. intermedius ATCC 29663 
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Abbildung 3.5 kann entnommen werden, dass alle Fluorchinolone in NI-Bouillon die 

Keimzahl von S. intermedius um mehr als 4 Zehnerpotenzen reduzierten. Darüber 

hinaus waren nur BayY3118 bzw. Pradofloxacin zu einer Keimzahlreduktion von über 3 

Zehnerpotenzen in PBS und NI-Bouillon mit Chloramphenicolzusatz befähigt. Eine 

entsprechende Reduktion der Zellzahl konnte mit Moxifloxacin nur in NI-Bouillon mit 

Chloramphenicolzusatz (–3,25 Zehnerpotenzen) und nicht in PBS (–2,57 

Zehnerpotenzen) beobachtet werden. 

 

Abbildung 3.6: Bakterizide Mechanismen gegenüber S. aureus ATCC 6538 
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Abbildung 3.7: Bakterizide Mechanismen gegenüber S. aureus Q48.1.2-1 
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Abbildung 3.8: Bakterizide Mechanismen gegenüber S. aureus Q24.2.5-3 
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Unter Einbezug der Definition für einen Mechanismus, der Keimzahlreduktion um 

99,9% innerhalb von 3 h, konnte für alle getesteten Fluorchinolone eine Keimzahlreduk-

tion der S. aureus Stämme von über 3 Zehnerpotenzen nur in NI-Buoillon beobachtet 

werden (Abbildungen 3.6 bis 3.8). Wurde eine Keimzahlreduktion von 90% (entspricht 

einer log Stufe) angesetzt, konnten Unterschiede in den Wirkungsweisen der Fluochino-

lone nachgewiesen werden. So zeigten Cipro-, Enro- und Marbofloxacin eine Aktivität 

gegenüber Zellen von S. aureus ATCC 6538 in NI-Bouillon mit Chloramphenicolzusatz 

(–1,22, –1,08 bzw. –1,05 Zehnerpotenzen), aber nicht in PBS (–0,69, –0,46 bzw. 0,64). 

BayY3118, Prado- und Moxifloxacin zeigten hingegen einen bakteriziden Effekt (Ab-

bildung 3.6) in beiden Medien. Eine Mutation in Topoisomerase IV (Mutante 

Q48.1.2-1) führte – wie bereits bei E. coli WT-4 beobachtet – zu einer verringerten 
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Keimzahlreduktion. So konnte für Cipro- und Marbofloxacin nur noch ein bakterizider 

Effekt in NI-Bouillon nachgewiesen werden. Moxi- und Pradofloxacin verloren ihre 

Wirksamkeit auf ruhende Zellen, zeigten sich jedoch weiterhin aktiv gegenüber Zellen 

mit inaktiver Proteinbiosynthese (Abbildung 3.7). BayY3118 war als einziges Fluorchi-

nolon weiterhin aktiv in NI-Bouillon mit Chloramphenicolzusatz und PBS (Keimzahl-

reduktion um –1,35 bzw. –0,92 Zehnerpotenzen). Das Vorhandensein von Mutationen 

in Gyrase und Topoisomerase IV (Mutante Q24.2.5-3) bewirkte keine wesentliche Än-

derung der bakteriziden Aktivität der Fluorchinolone in den unterschiedlichen Medien 

(Abbildung 3.8). Die Wirkungsweise von Ciprofloxacin auf Mutante Q24.2.5-3 konnte 

nicht bestimmt werden, da zuvor kein OBC-Wert für diese Substanz ermittelt werden 

konnte (s. 3.1.3.1). 

 

Die oben beschriebenen Absterbekinetiken zeigten die bakterizide Wirkung der 

getesteten Fluorchinolone in verschiedenen Medien unter Verwendung ihrer optimalen 

bakteriziden Konzentration. In weiteren Versuchen sollte geklärt werden, ob – und wenn 

ja in welcher Weise – sich der Wirkungstyp bei Einsatz geringerer Konzentrationen als 

der OBC verändert. Zum Vergleich der Fluorchinolone untereinander wurde dafür die 

8-fache MHK jeder Substanz in Absterbekinetiken mit den oben bereits beschriebenen 

E. coli Stämmen eingesetzt, da diese Konzentration näher an klinisch relevanten 

Konzentrationen wie z.B. der maximalen Serumkonzentration liegt als die optimale 

bakterizide Konzentration. 

 

Abbildung 3.9: Bakterizide Mechanismen gegenüber E. coli WT (8x MHK) 
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Abbildung 3.10: Bakterizide Mechanismen gegenüber E. coli WT-4 (8x MHK) 
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Abbildung 3.11: Bakterizide Mechanismen gegenüber E. coli WT-3-1 (8x MHK) 
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Bei der 8-fachen MHK zeigten alle Fluorchinolone in NI-Bouillon nach wie vor eine 

Reduktion der Keimzahl der getesteten E. coli Stämmen von über 3 Zehnerpotenzen 

(Abbildungen 3.9 bis 3.11). Auffällig war jedoch, dass bei dieser Konzentration – im 

Gegensatz zur Verwendung der OBC – Moxi- und Pradofloxacin nicht länger gegenüber 

Zellen von E. coli WT mit inaktiver Proteinbiosynthese wirksam waren (Keimzahlre-

duktion –1,37 bzw. –0,92). Beide Fluorchinolone zeigten sich aber weiterhin aktiv ge-

genüber ruhenden Zellen (vergl. Abbildung 3.9 mit 3.2). Moxifloxacin reduzierte die 

Keimzahl von E. coli WT in PBS um 3,78, Pradofloxacin um 3,13 Zehnerpotenzen. Die 

Verringerung der eingesetzten Konzentration auf die 8-fache MHK hatte für Enrofloxa-

cin den Verlust der Wirkung in PBS zu Folge, jedoch nicht in NI-Bouillon mit Chlor-

amphenicolzusatz. 
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Für die Wirkungsweise der Fluorchinolone auf die beiden Topoisomerasemutanten 

konnte unter Einsatz der 8-fachen MHK – wie in den Versuchen mit der OBC – gezeigt 

werden, dass Mutationen in den verschiedenen Topoisomerase-Untereinheiten zum 

Verlust der bakteriziden Wirkung auf Bakterien in unterschiedlichen physiologischen 

Stadien führten. Eine Mutation in Topoisomerase IV hatte beispielsweise bei Moxi- und 

Pradofloxacin den Verlust der Wirkung auf Zellen mit inaktiver Proteinbiosynthese, 

eine Doppelmutation in Gyrase zusätzlich den Verlust der Wirkung auf ruhende Zellen 

zur Folge. 

 

Tabelle 3.9: Bakterizide Mechanismen verschiedener Fluorchinolone bei Verwendung 
der OBC bzw. 8-fachen MHK 

Bakterizide Mechanismen bei OBC (8-facher MHK) 
Stamm 

Cip Bay Mox Pra Enr Mar 

E. coli  

WT A, C (A, C) A, C (A, C) A, B (A, C) A, B (A, C) A, C (A) A, C (A, C) 

WT-4 A (A) A, C (A, C) A, C (A, C) A, C (A, C) A (A) A, C (A) 

WT-3-1 A (A) A (A) A (A) A (A) A (A) A (A) 

S. aureus  

ATCC 6538 A, B1 A, B A, B A, B A, B1 A, B1

Q48.1.2-1 A A, B A, B1 A, B1 A, B1 A 

Q24.2.5-3 n.b. A, B A, B1 A, B1 A, B1 A, B1

S. intermedius  

ATCC 29663 A A, B A, B1 A, B A A 
n.b. = nicht bestimmt, Cip = Ciprofloxacin, Bay = BayY3118, Mox = Moxifloxacin, Pra = Pradofloxacin, 
Enr = Enrofloxacin, Mar = Marbofloxacin, A = bakterizider Effekt gegenüber wachsenden Zellen mit 
aktiver Proteinbiosynthese (Mechanismus A), B = bakterizider Effekt gegenüber teilungsinaktiven Zellen 
und Zellen mit inaktiver Proteinbiosynthese (Mechanismus B), B1 = bakterizider Effekt gegenüber 
wachsenden Zellen und Zellen mit inaktiver Proteinbiosynthese (Mechanismus B1), C = bakterizider 
Effekt gegenüber teilungsinaktiven Zellen und Zellen mit aktiver Proteinbiosynthese (Mechanismus C) 

tigt. 

 

In Tabelle 3.9 sind die Ergebnisse aller Absterbekinetiken zusammengefasst. Daraus 

kann entnommen werden, dass nicht alle Fluorchinolone gleichermaßen auf Bakterien in 

verschiedenen physiologischen Stadien wirken. Darüber hinaus werden die getesteten 

Fluorchinolone unterschiedlich stark in ihrer Wirkungsweise durch verschiedene 

Mutationen beeinträch
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3.2 Bestimmung der Wirksamkeit von Fluorchinolonen auf molekularer Ebene 

 

3.2.1 Wirkung von Fluorchinolonen auf isolierte Zielstrukturen 

 

Die Inhibierung von Gyrase und Topoisomerase IV durch die Formierung stabiler 

ternärer Komplexe aus Chinolon, Enzym und DNA (Cleavage-Komplex) ist ein 

wesentliches Ereignis für die bakterizide Chinolon-Wirkung. Durch die Bindung des 

Chinolons wird die Fähigkeit der Typ II Topoisomerasen, doppelsträngige DNA zu 

spalten, nicht behindert, wohl aber die normalerweise im Reaktionszyklus folgende 

Religation des Doppelstrangbruches (283). Da funktionsfähige Typ II-Topoisomerasen 

essentiell für die Zelle bzw. für deren Wachstum sind, genügt theoretisch ein einzelner 

ternärer Komplex, um die Zelle zu schädigen und den Zelltod zu verursachen (176). 

Folglich hängt die Aktivität eines Chinolons von der frühzeitigen Stabilisierung von 

Typ II-Topoisomerase-DNA-Komplexen ab.  

In DNA-Cleavage-Assays mit isolierten Zielstrukturen von E. coli (Gyrase und Topo-

isomerase IV) wurde die minimale effektive Konzentration zur Generierung eines DNA-

Doppelstrangbruchs für Pradofloxacin ermittelt. Zusätzlich sollten mit Hilfe der Unter-

suchungen weitere Aussagen zur bevorzugten Zielstruktur von Pradofloxacin getroffen 

werden. Als Vergleichssubstanzen wurden die veterinärmedizinisch relevanten Fluor-

chinolone Enro-, Marbo-, Orbi- und Danofloxacin, die humanmedizinisch verwendeten 

Fluorchinolone Cipro- und Moxifloxacin, sowie Gemifloxacin, Garenoxacin und 

BayY3118 in die Untersuchungen miteinbezogen. Als Substrat für Gyrase bzw. Topo-

isomerase IV wurde relaxierte bzw. überspiralisierte Plasmid-DNA (pBR322) verwen-

det. Die Cleavage-Reaktionen wurden nach in dieser Arbeit entwickelten Standardpro-

tokollen durchgeführt (2.2.2.12.1 und 2.2.2.12.2). Die Auftrennung der Cleavage-

Proben erfolgte anhand von Agarosegelen (Abbildungen 3.12 und 3.13). Mit Hilfe eines 

Densitometers wurde die Intensität der Bande analysiert, die – pro Fluorchinolonkon-

zentration – dem Cleavage-Produkt (linearisierte DNA) entsprach (7.1, Tabellen 7.1 bis 

7.10 und 7.2, Tabellen 7.11 bis 7.20). Die Konzentration eines Fluorchinolons, die eine 

Zunahme des Cleavage-Produkts um 10 (± 3) Prozent im Vergleich zur Antibiotikum 

freien Kontrolle zur Folge hatte, wurde als minimale Cleavage-Konzentration bezeich-

net (CC10). Der CC10-Wert ist in den folgenden Abbildungen für jede Substanz beson-

ders hervorgehoben.



Ergebnisse 91 

Abbildung 3.12: Stabilisierung von Gyrase-DNA-Komplexen durch Fluorchinolone 
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Hervorgehobene Zahlen = CC10-Werte, a = Substratkontrolle (unbehandelte, relaxierte Plasmid-DNA), 
b = Cleavage-Kontrolle (lineare Plasmid-DNA), c = Spezifitätskontrolle (Cleavage-Ansatz mit Chinolon 
in der jeweils höchsten verwendeten Konzentration, jedoch ohne Gyrase), N = nicked DNA, L = lineare 
DNA, S = überspiralisierte DNA  

 

 

Abbildung 3.13: Stabilisierung von Topoisomerase IV-DNA-Komplexen durch Fluor-
chinolone 
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Hervorgehobene Zahlen = CC10-Werte, a = Substratkontrolle (unbehandelte, überspiralisierte Plasmid-
DNA), b = Cleavage-Kontrolle (lineare Plasmid-DNA), c = Spezifitätskontrolle (Cleavage-Ansatz mit 
Chinolon in der jeweils höchsten verwendeten Konzentration, jedoch ohne Topoisomerase IV), N = 
nicked DNA, L = lineare DNA, S = überspiralisierte DNA, R = relaxierte DNA
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Tabelle 3.10: Erforderliche Fluorchinolonkonzentrationen zur Stabilisierung von 
Gyrase- und Topoisomerase IV-DNA-Komplexen bei E. coli 

CC10 [µg/ml] 
Fluorchinolon 

Gyrase Topoisomerase IV 

Pradofloxacin 0,005 0,05 

Enrofloxacin 0,005 0,05 

Marbofloxacin 0,005 0,05 

Danofloxacin 0,005 0,1 

Orbifloxacin 0,005 0,05 

Ciprofloxacin 0,005 0,1 

Moxifloxacin 0,01 0,05 

Gemifloxacin 0,01 0,01 

Garenoxacin 0,01 0,01 

BayY3118 0,005 0,05 
CC10 = Konzentration, die einen ersten detektierbaren Cleavage hervorruft 

 

Sowohl in Gyrase- als auch in Topoisomerase IV-Cleavage-Assays konnte eine lineare 

Zunahme des Cleavage-Produkts (entspricht einer Zunahme von Doppelstrangbrüchen) 

mit steigender Fluorchinolonkonzentration beobachtet werden. Die Generierung von 

Doppelstrangbrüchen in Abhängigkeit von der eingesetzten Fluorchinolonkonzentration 

konnte auch in früheren Untersuchungen gezeigt werden (282, 283, 411). In den 

vorliegenden Tests konnte darüber hinaus für alle Substanzen bei hohen 

Konzentrationen (zwischen 1 und 10 µg/ml) eine Inhibierung der jeweiligen 

Enzymaktivität (Überspiralisierung oder Relaxierung) gezeigt werden. In Abwesenheit 

der Enzyme konnte kein Cleavage-Produkt detektiert werden (s. Spezifitätskontrolle c). 

Eine Stabilisierung des Gyrase-DNA-Komplexes erfolgte in einem 

Konzentrationsbereich von 0,005 bis 0,01 µg/ml (Tabelle 3.10). Dabei benötigten 

Prado-, Enro-, Marbo-, Dano-, Orbi- und Ciprofloxacin sowie BayY3118 eine 

Konzentration von 0,005 µg/ml, um einen ersten detektierbaren Cleavage 

hervorzurufen. Die CC10-Werte für Garenoxacin, Moxi- und Gemifloxacin überstiegen 

diese Konzentration um das 2-fache. Für die Generierung eines Cleavage-Produktes in 

Anwesenheit von Topoisomerase IV benötigten Gemifloxacin und Garenoxacin 0,01 

µg/ml, BayY3118, Prado, Enro- Marbo-, Orbi- und Moxifloxacin 0,05 µg/ml, Dano- 

und Ciprofloxacin 0,1 µg/ml. 
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3.2.2 Entwicklung eines Reportergensystems zur Bestimmung der minimalen    

effektiven Chinolonkonzentration für die SOS-Induktion 

 

Mit Hilfe der Cleavage-Assays wurde in vitro die Fähigkeit zur Stabilisierung von Typ 

II Topoisomerase-DNA-Komplexen untersucht. Die daraus resultierende Generierung 

von DNA-Doppelstrangbrüchen stellt das zentrale Ereignis der Chinolonwirkung dar, 

führt jedoch nicht unmittelbar zum Zelltod. Auf Grund der DNA-Läsion werden DNA-

Reparatur-Gene (SOS-Antwort) induziert. Da die Doppelstrangbrüche jedoch nicht bzw. 

nur fehlerhaft durch die Enzyme der SOS-Antwort repariert werden können, kommt es 

zur dauerhaften Induktion der SOS-Antwort. Die irreparablen Schäden der DNA führen 

wahrscheinlich zur Aktivierung von Autolysinen die den bakteriellen Zelltod hervor-

rufen (141). 

Ergänzend zu den In-vitro-Experimenten (Cleavage-Assays) sollten mit Hilfe eines In-

vivo-Testsystems Aussagen über die Fähigkeit der untersuchten Chinolone zur Induk-

tion der SOS-Antwort getroffen werden. Dazu wurde ein Reportergensystem entwickelt, 

bestehend aus dem recA-Promotor und dem Luciferasegen von Photinus pyralis 

(Glühwürmchen). precA wurde auf Grund der zentralen Rolle von RecA (reguliert die 

SOS-Antwort) als Kontrollelement gewählt. 

 

 

3.2.2.1 Konstruktion des Reportergensystems 

 

3.2.2.1.1 Amplifikation des recA-Promotors und des luc-Gens 

 

Die Amplifikate des recA-Promotors (precA) und des Luciferasegens (luc-Gen) stellten 

die Ausgangsprodukte für das precA-luc-Reportergensystem dar. 

Für die Amplifikation von precA aus chromosomaler DNA des Stammes E. coli JM83 

wurden die Primer RECA5-1 und RECA3-1 verwendet (Tabelle 3.11). Durch 

Primeranlagerung wurde im Verlaufe der PCR mit dem Primer RECA5-1 am 5’-Ende 

des Amplifikats eine PstI-Restriktionsschnittstelle mit einem 3 bp Überhang (notwendig 

für die Erkennung der Schnittstelle durch das Restriktionsenzym) sowie mit dem Primer      

RECA3-1 am 3’-Ende ein komplementärer Bereich zum luc-Gen hinzugefügt. 
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Das luc-Gen wurde mit Hilfe der Primer LUC5-B-1 und LUC3-3 (Tabelle 3.11) aus 

dem Plasmid pGEM5-luc amplifiziert. Mit dem LUC5-B-1 Primer erfolgte am 5’-Ende 

der Einbau einer komplementären Sequenz zum recA-Promotor, mit dem Primer 

LUC3-3 wurde am 3’-Ende eine PstI-Restriktionsschnittstelle (mit einem 3 bp 

Überhang) generiert.  

2.2.2.6.2). 

Die PstI-Schnittstelle in den Amplifikaten ist Voraussetzung für eine nachfolgende 

Insertion in das Plasmid pBR322. Das Ergebnis der Amplifikationen wurde jeweils mit 

Hilfe einer Agarosegelelektrophorese überprüft. Das precA-Amplifikat ergab ein 

Fragment von ca. 320 bp, das der erwarteten Größe von 317 bp entsprach. Durch die 

Amplifikation des luc-Gens wurde ein Fragment von ca. 1750 bp erhalten, das der 

erwarteten Größe von 1730 bp entsprach (Abbildung 3.14). Die Aufreinigung der PCR-

Fragmente erfolgte nach der Gelelutionsmethode von Qiagen (

 

Tabelle 3.11: PCR-Ansatz für die DNA-Fragmente precA und luc 

Volumen 
Reagenz 

PCR precA PCR luc 

10x Taq-Polymerase-Puffer 10 µl 10 µl 
MgCl2 [25 mM] 8 µl 8 µl 
RECA5-1 [10 pmol/µl] 2 µl ----- 
RECA3-1 [10 pmol/µl] 2 µl ----- 
LUC5-B-1 [10 pmol/µl] ----- 2 µl 
LUC5-3-3 [10 pmol/µl] ----- 2 µl 
dNTP-Mix [2 mM] 2,5 µl 2,5 µl 
Taq-Polymerase  0,5 µl 0,5 µl 
chromosomale DNA (JM83) 2 µl ----- 
PGEM-luc ----- 2 µl 
Reinstwasser ad 100 µl ad 100 µl 

 

Die PCRs wurden mit folgendem Temperaturprofil durchgeführt: 

1) Initialdenaturierung 95 °C 5 min 

2) Denaturierung 95 °C 45 sec 

3) Annealing 48 °C 30 sec 36x 

4) Elongation 72 °C 5 min 

5) Annealing 48 °C 30 sec 

6) Elongation 72 °C 5 min  
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Abbildung 3.14: PCR-Amplifikate des recA-Promotors und des luc-Gens 
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3.2.2.1.2 Konstruktion der precA-luc-Fusion mittels SOEing PCR 

 

Die Fusion des recA-Promotors mit dem luc-Gen erfolgte mit Hilfe der SOEing-PCR-

Technik (2.2.2.4.2). Dazu wurden die erzeugten Fragmente (3.2.2.1.1) in einer PCR mit 

Hilfe ihrer zueinander komplementären Bereiche fusioniert (Tabelle 3.12). Die 

Amplifikation des Fusionsproduktes (precA-luc) erfolgte in einer zweiten PCR mit Hilfe 

der Primer RECA5-1 und LUC3-3 (Tabelle 3.13). Durch diese Primer wurde das precA-

luc-Fragment am 3’- und 5’-Ende jeweils mit einer PstI-Schnittstelle versehen. 

Das Amplifikationsprodukt wurde anschließend mit Hilfe der Gelelektrophorese 

(2.2.2.5) in einem 0,8%igen Agarosegel überprüft. 
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Tabelle 3.12: SOEing Ansatz I 

Reagenz Volumen 

Mix I  
PCR-Fragment precA x µl 
PCR-Fragment luc y µl 
dNTP-Mix [10 mM] 1,25 µl 
Reinstwasser ad 25 µl 
Mix II  
10x Polymerase-Puffer 5 µl 
MgCl2 [25 mM] 3 µl 
Expand-High-Fidelity-Polymerase 0,7 µl 
Reinstwasser ad 25 µl 

 

Temperaturprofil der PCR-I: 

1) Initialdenaturierung 95 °C 3 min 

2) Denaturierung 95 °C 30 sec 

3) Annealing 48 °C 60 sec 10x 

4) Elongation 72 °C 4 min 

5) Annealing 48 °C 60 sec 

6) Elongation 72 °C 5 min  

 

 

Tabelle 3.13: SOEing Ansatz II 

Reagenz Volumen 

Mix I  
Ansatz I 10 µl 
dNTP-Mix [10 mM] 2,25 µl 
Primer LUC3-3 [10 pmol/µl] 2 µl 
Primer RECA5-1 [10 pmol/µl] 2 µl 
Reinstwasser ad 25 µl 
Mix II  
10x Polymerase-Puffer 9 µl 
MgCl2 [25 mM] 7 µl 
Expand-High-Fidelity-Polymerase 0,7 µl 
Reinstwasser ad 25 µl 
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Temperaturprofil der PCR-II: 

1) Initialdenaturierung 94 °C 3 min 

2) Denaturierung 94 °C 30 sec 

3) Annealing 48 °C 60 sec 36x 

4) Elongation 72 °C 5 min 

5) Annealing 48 °C 60 sec 

6) Elongation 72 °C 5 min  

 

 

Abbildung 3.15: SOEing Produkt precA-luc und SOEing Nebenprodukte 
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Bei der SOEing PCR traten mehrere Banden im Gel auf (Abbildung 3.15). Da sich die 

Anzahl der Banden, z.B. durch Veränderung der Magnesiumchloridkonzentration (1,5 

bis 3,6 mM) oder der Annealingtemperatur (48 bis 66 °C), nicht auf eine Bande 

reduzieren ließ, wurde die Bande, die der erwarteten Fragmentlänge von 2013 bp 

entsprach, aus dem Gel eluiert (s. 2.2.2.6.2). 
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3.2.2.1.3 Subklonierung in pCR2.1-TOPO 

 

Die direkte Klonierung des SOEing-Fragments in pBR322 war nicht erfolgreich 

(durchgeführt wurden 5 Versuche). Da die Vektorbande nach der Spaltung mit PstI im 

Agarosegel eine Bande von ca. 4300 bp aufwies, konnte von einer erfolgreichen 

Linearisierung des 4361 bp großen Plasmids pBR322 ausgegangen werden. Die 

Ergebnisse der Kontrolltransformationen des Vektors in E. coli JM 109 (Tabelle 3.14) 

wichen nur geringfügig von den Sollwerten für diese Versuche (s. 2.2.2.7.2) ab. 

 

Tabelle 3.14: Kontrolltransformationen mit pBR322 

Ansatz PBR322 dephosphoryliert ligiert Koloniezahl* 

1 linearisiert – – 15-22 
2 linearisiert + – 13-22 
3 linearisiert – + 186-356 
4 linearisiert + + 9-16 

* Da 5 Kontrolltransformationen (parallel zu 5 Klonierungsversuchen) durchgeführt wurden, ist in der 
Tabelle für jeden Ansatz ein Schwankungsbereich für die Koloniezahl angegeben. 

 

Auf Grund der Ergebnisse der Spaltung des Vektors mit PstI und der Ergebnisse der 

Kontrolltransformationen kann das Scheitern der Klonierungsversuche nicht mit dem 

Plasmid pBR322 in Zusammenhang gebracht werden. Beide PstI-Schnittstellen des  

precA-luc-Fragments liegen nahe des 3’- und 5’-Endes, so dass diese möglicherweise 

nur unzureichend durch das Restriktionsenzym gespalten wurden. 

Zur Sicherung des precA-luc-Fragments erfolgte die Klonierung zunächst in das 

Plasmid pCR2.1-TOPO (2.2.2.7.4). Diese Klonierung ergab 12 weiße, auf Kanamycin 

[50 µg/ml] gewachsene Klone, die durch Replikaplattierung auf Kanamycin [50 µg/ml] 

gereinigt wurden. Aus allen Klonen wurden die enthaltenen Plasmide mit Hilfe der 

Plasmidminipräparation nach Qiagen (2.2.2.3.2) isoliert. 

 

 

3.2.2.1.4 Charakterisierung rekombinanter precA-luc-pCR2.1-TOPO-Klone 

 

Die isolierten Plasmide wurden mit PstI gespalten, um das klonierte precA-luc-

Fragment herauszuschneiden. Als Ergebnis der Spaltung wurden vier Restriktionsfrag-
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mente der Größen 2733 bp, 2001 bp, 1190 bp und 20 bp erwartet. Von 30 Klonen zeig-

ten 8 Klone (R3, R5, R9, R18, R21, R24, R25, R29) nach der Spaltung und der an-

schließenden gelelektrophoretischen Auftrennung drei Banden, von denen eine dem 

2001 bp großen precA-luc-PstI-Restriktionsfragment entsprach. Die vierte Bande 

(20 bp) konnte im Gel auf Grund ihrer geringen Größe nicht nachgewiesen werden. Als 

Beispiel ist in Abbildung 3.16 das Ergebnis der Spaltung der Klone 1 bis 8 dargestellt. 
Es ist erkennbar, dass die Klone R3 und R5 je ein Fragment besitzen, dessen Größe dem 

precA-luc-Fragemt entspricht. 

 

Abbildung 3.16: Durch PstI-Spaltung erhaltene Fragmente der aus E. coli TOP10F’ 
isolierten Plasmide 
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3.2.2.1.5 Charakterisierung der rekombinanten precA-luc-pCR2.1-TOPO-Plas-

mide 

 

Zur Bestimmung der relativen Orientierung des Fragments zum Vektor wurden die re-

kombinanten Plasmide aus den Klonen R3, R5, R9, R18, R21, R24, R25 und R29 mit 

EcoRV verdaut. Die zu erwartenden Fragmente für Orientierung I sollten eine Größe 
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von 387 bp und 5557 bp, für Orientierung II von 1657 bp und 4287 bp aufweisen (Ab-

bildung 3.17). Nach der Spaltung konnte gezeigt werden, dass alle Fragmente in Orien-

tierung II vorlagen. Das vorliegende Plasmidkonstrukt wurde als pPHB441 bezeichnet 

(Plasmidkarte s. Abbildung 3.18). 

 

Abbildung 3.17: Erwartete Fragmentgrößen nach EcoRV-Spaltung 
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Abbildung 3.18: Plasmid pPHB441 
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Durch die zusätzliche Sequenzierung (2.2.2.9) der Plasmide aus den Klonen R3, R5, R9, 

R18, R21, R24, R25 und R29 mit dem Primer LUC-O wurden die Inserts als precA-luc-

Fragmente identifiziert und deren Orientierung in den Plasmiden bestätigt. 

 

 

3.2.2.1.6 Transformation des Plasmids pPHB441 in E. coli ER1821 

 

Zur Bestimmung der Luciferaseaktivität bzw. SOS-Induktion ist ein intaktes recA-Gen 

erforderlich, da der Promotor des Reportergenplasmids precA nur in Anwesenheit eines 

funktionstüchtigen RecA-Proteins angesprochen wird. Eine DNA-Schädigung führt zur 

Aktivierung des – in der uninduzierten Zelle in geringen Mengen vorhandenen (ca. 7200 

Protein-Moleküle) – RecA-Proteins durch einen Autoregulationsprozess (386). In der 

aktivierten Form kann RecA die Spaltung des SOS-Gen-Repressors LexA positiv 

beeinflussen (208). Durch die Loslösung des Repressors von den SOS-Gen-Promotoren 

– also auch des recA-Promotors – wird die Transkription der SOS-Gene bzw. eine 

Induktion des SOS-Systems erst möglich. Da TOP10F’-Zellen kein aktives recA-Gen 

besitzen, war es erforderlich, das Plasmid pPHB441 in recA+-Zellen zu transformieren. 

splattiert. 

Mit Hilfe der CaCl2-Methode (2.2.2.8.1) wurden kompetente E. coli ER1821 Zellen 

(recA+) hergestellt und mit Plasmiden der 8 rekombinanten Klone (s. oben) 

transformiert. Die Transformationsansätze wurden in Anwesenheit von Kanamycin 

[50 µg/ml] au

Die Transformation von E. coli ER1821 lieferte mit allen 8 Plasmiden vergleichbare 

Zellzahlen Kanamycin resistenter Transformanden. 

 

 

3.2.2.1.7 Luciferaseaktivitätsscreening mit E. coli ER1821-pPHB441-Transfor-

manden 

 

Die Klone R3, R5, R9, R18, R21, R24, R25 und R29 wurden in einem ersten Screening 

im Luminometer auf Luciferaseaktivität getestet. Die Bestimmung der absoluten Lucife-

raseaktivität (Messung eines Biolumineszenzsignals ohne Bezug auf die Zelldichte) in 

An- und Abwesenheit eines SOS-Induktors diente dazu, zu überprüfen, ob eine korrekte 

Fusion des precA-Promotors mit dem luc-Gen vorlag und eine funktionstüchtige Lucife-
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rase gebildet wurde. Da die absolute Luciferaseaktivität mit einer subinhibitorischen 

Konzentration von Ciprofloxacin gemessen werden sollte, wurde zunächst die MHK 

von Ciprofloxacin für ER1821 in Mehrfachbestimmungen ermittelt. Die MHK betrug 

0,008 bzw. 0,015 µg/ml. 

Der Induktionstest wurde daher wie unter 2.2.2.10 beschrieben mit 0,004 µg/ml 

Ciprofloxacin durchgeführt. Zur Selektion auf pPHB441-haltige Zellen wurde den 

Kulturen 50 µg/ml Kanamycin hinzugefügt. Die absolute Luciferaseaktivität wurde als   

„relative light units“ (RLU) bestimmt. 

 

Tabelle 3.15: Einfluss von Ciprofloxacin [0,004 µg/ml] auf die absolute 
Luciferaseaktivität rekombinanter Klone von E. coli ER1821 + pPHB441 

RLU Stamm 
bzw. Klon ohne Cip Cip [0,004 µg/ml] 

Anstieg der Luciferaseaktivität 
nach Zugabe von Ciprofloxacin 

ER 1821 41* ----- ----- 
R3 12843 20367 58,6% 
R5 39350 60476 53,7% 
R9 26 28 7,7% 
R18 100 110 10,0% 
R21 34 37 8,8% 
R24 28371 39761 40,1% 
R25 2495 12381 396,2% 
R29 26121 39289 50,4% 

* = ohne Zusatz von Kanamycin [50 µg/ml], RLU = relative light units 

 

Im uninduzierten Zustand lagen die RLU-Werte für die Klonen R9, R18 und R21 im 

Bereich von 26 bis 100. Ihre Werte waren daher ähnlich gering wie der RLU-Wert des 

Wildtypstamms ER 1821. Im Vergleich dazu lagen die RLU-Werte der Klone R3, R5, 

R24, R25 und R29 bereits im uninduzierte Zustand weit über dem Wert des Wildtyps 

(61- bis 960-fach). Darüber hinaus erwies sich die Luciferase in den zuletzt genannten 

Klone als induzierbar, da die RLU-Werte nach Chinolonzugabe die Werte im 

uninduzierten Zustand um 40 bis 396% überstiegen (Tabelle 3.15). Hingegen wichen 

die RLU-Werte der Klone R9, R18 und R21 im induzierten Zustand nur geringfügig von 

den entsprechenden uninduzierten Werten ab. Die Klone R9, R18 und R21 galten somit 

als nicht induzierbar. 
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3.2.2.1.8 Sequenzanalyse von pPHB441-Plasmiden aus E. coli ER1821-Transfor-

manden 

 

Die rekombinanten Plasmide aus Transformanden, welche nach Zugabe von Cipro-

floxacin im Vergleich zu nicht induzierten Zellen eine Zunahme der Lumineszenz um 

mehr als 25% zeigten (R3, R5, R24, R25, R29), wurden durch Sequenzanalyse mit den 

Primern RECA3-1 (Promotorregion), LUC-M (precA-luc-Fusionsregion) und LUC-O 

(Ende des luc-Gens) näher charakterisiert und mit der publizierten DNA-Sequenz für 

diese Bereiche verglichen (296, 325). Die Bindungsstellen der Primer im recA-

Promotor- bzw. luc-Genbereich sind der Tabelle 2.4 (2.1.3) zu entnehmen. 

In vier der fünf Klone traten Mutationen im Bereich der precA-luc-Fusion sowie im 

Bereich des recA-Promotors auf. Nur die Sequenzanalyse des Klons R5 ergab eine 

vollständige Übereinstimmung der sequenzierten Bereiche mit Daten aus der Literatur. 

Dieser Klon zeigte auch die höchsten Luciferaseaktivitäten im un- bzw. induzierten 

Zustand (Tabelle 3.15). 

ragments von 10 ng/µl. 

 

 

3.2.2.1.9 Vorbereitung des precA-luc-Fragments und des Vektors für die Um-

klonierung in pBR322 

 

Um in den späteren Versuchen die Induktion der SOS-Antwort unter möglichst realen 

Bedingungen (ein bakterielles Chromosom mit einem recA-Promotor) messen zu 

können, erfolgte die Umklonierung des precA-luc-Fragments aus dem high-copy Vektor 

pCR2.1-TOPO in pBR322, einen Vektor mit geringerer Kopienzahl (low-copy). 

Das Fusionsgen wurde aus Plasmid pPHB441 (aus Klon 5) durch Restriktionsverdau 

mit PstI herausgeschnitten und durch Gelelution (2.2.2.6.2) aufgereinigt. Die 

Abschätzung der Konzentration des aufgereinigten Fragments erfolgte nach der 

Auftrennung im Agarosegel durch visuellen Vergleich mit dem mitgeführten Längen- 

und Konzentra-tionsstandard, Smart-Ladder®. Die Abschätzung ergab eine 

Konzentration des precA-luc-F

Der Vektor pBR322 (4361 bp) wurde mit Hilfe der Midipräparation (2.2.2.3.3) aus 

E. coli JM109 isoliert, mit PstI linearisiert und anschließend über eine Silikasäule auf-

gereinigt (2.2.2.6.1). Die Größe des aufgereinigten Produkts wurde mittels Agarosegel-
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elektrophorese überprüft und entsprach einem Fragment von ca. 4300 bp. Die Abschät-

zung der Konzentration des linearisierten Plasmids erfolgte wie oben beschrieben und 

ergab ebenfalls eine Konzentration von 10 ng/µl. Um eine Selbstligation des Vektors in 

der folgenden Ligation zu verhindern, wurde das linearisierte Plasmid mit Shrimp alka-

lischer Phosphatase® behandelt (2.2.2.7.2). 

 

 

3.2.2.1.10 Klonierung in pBR322 

 

Die Ligation des mit PstI aus Klon 5 herausgeschnittenen precA-luc-Fragments mit dem 

PstI linearisierten Vektor pBR322 erfolgte wie unter 2.2.2.7.3 beschrieben. Im 

Anschluss wurden kompetente Zellen des E. coli Stammes ER1821 mit dem 

Ligationsansatz transformiert. Die Selektion rekombinanter pBR322-Derivate erfolgte 

auf Chinablau-Laktose-Agar-Platten mit Tetracyclinzusatz [10 µg/ml]. Nach einer 

Inkubation von 24 h wurden 100 Klone zufällig ausgewählt und auf Chinablau-Laktose-

Agarplatten mit Zusatz von Ampicillin [50 µg/ml] bzw. Tetracyclin [10 µg/ml] 

replikaplattiert. Rekombinante Klone, die das precA-luc-Gen in der PstI-Schnittstelle 

des Vektors pBR322 enthielten, wuchsen in Anwesenheit von Tetracyclin, jedoch nicht 

in Gegenwart von Ampicillin (durch die Insertion des precA-luc-Fragments wurde das 

Gen bla des Vektors, das für die TEM-1 β-Laktamase codiert, inaktiviert). 

.2). 

rt. 

Aus Klonen, die nur in Anwesenheit von Tetracyclin, nicht aber von Ampicillin 

wuchsen, wurde die Plasmid-DNA isoliert (2.2.2.3

 

 

3.2.2.1.11 Charakterisierung der rekombinanten pBR322-precA-luc-Plasmide 

 

Die aus den Klonen isolierte Plasmid-DNA (3.2.2.1.10) wurde zunächst ungespalten 

gelelektrophoretisch aufgetrennt und ihre Größe im Vergleich mit ungespaltenem 

Plasmid pBR322 (ohne precA-luc-Fragment) bestimmt. Klone, die eine Supercoilbande 

mit geringerer Mobilität als die der Kontrolle aufwiesen, wurden weiter charakterisie

Dazu wurden die isolierten rekombinanten Plasmide mit PstI gespalten und gel-

elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Abbildung 3.19: Überprüfung der Plasmide durch Spaltung mit PstI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.19 zeigt das Ergebnis der Restriktionsspaltung mit PstI. Bis auf das 

Plasmid aus Klon 81 (Lane 14) besaßen alle Plasmide im Vergleich zur geschnittenen 

Vektorkontrolle (Lane 2) ein zusätzliches PstI-Fragment, das der Größe des precA-luc-

Inserts (2001 bp) entsprach. 

 

 

3.2.2.1.12 Bestimmung der Orientierung des precA-luc-Fusionsgens in pBR322-

Konstrukten 

 

Die relative Orientierung des Fragments zu Signalsequenzen der Transkriptionsregula-

tion (Promotor, Terminator) von Vektor eigenen Genen (z.B. Resistenzgenen) kann 

möglicherweise in späteren Versuchen die zu bestimmende Luciferaseaktivität 

beeinflussen. Da für die Klonierung des precA-luc-Fusionsgens in pBR322 nur eine 

einzelne Restriktionsendonuklease – PstI – verwendet wurde, können zwei mögliche 

Fragmentorientierungen auftreten (Abbildung 3.20). 
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Abbildung 3.20: Erwartete Fragmentgrößen nach EcoRI-Spaltung 
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Zur Bestimmung der Orientierung wurden die rekombinanten Plasmide mit EcoRI 

gespalten und in einem 0,8%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 

 

Abbildung 3.21: Bestimmung der relativen Orientierung des precA-luc-Genfragments 
in pBR322-Konstrukten durch EcoRI-Restriktionsspaltung 
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Abbildung 3.21 kann entnommen werden, dass beide relativen Orientierungen für das 

precA-luc-Gen-Fragment in pBR322 auftraten. Die erhaltenen Restriktionsfragmente 

entsprachen den errechneten Fragmentgrößen. Rekombinante Plasmide aus den Klonen 

2, 13, 46, 53, 71 und 80 besaßen Fragmente der Größen, die der Orientierung I 

entsprachen (1635 bp und 4727 bp). Diese Plasmidkonstrukte wurden als pPHB341 

(Abbildung 3.22) bezeichnet. Die Plasmide der Klone 3, 28, 32 und 79 besaßen 

Fragmente der Größen, die der Orientierung II zugeordnet werden können (1865 bp und 

4497 bp). Diese Plasmidkonstrukte wurden pPHB342 (Abbildung 3.22) genannt. Das 

Plasmid aus Klon 15 wies zusätzlich zu den Banden der Orientierung II noch eine dritte 

Bande auf und wurden deshalb nicht weiter untersucht. 

Die Orientierung der Fragmente korrelierte mit der Koloniemorphologie: Klone mit 

Plasmid pPHB341 (Orientierung I) wuchsen auf den Selektionsplatten als kleine, 

dunkelblaue Kolonien heran, während Klone mit Plasmid pPHB342 (Orientierung II) als 

große, blaue Kolonien erschienen. 

 

Abbildung 3.22: Plasmidkonstrukte pPHB341 und pPHB342 
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3.2.2.1.13 Luciferaseaktivitätsscreening mit E. coli ER1821 pPHB341-/pPHB342-

Transformanden 

 

Die rekombinanten Klone wurden anschließend in einem Screening auf Luciferaseakti-

vität untersucht. Als Antibiotikum zur Selektion diente Tetracyclin [10 µg/ml]. Die 
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Transkription des luc-Gens wurde durch Ciprofloxacin in einer Konzentration von 

[0,004 µg/ml] induziert. Die Klone 28 (Orientierung II) und 46 (Orientierung I) zeigten 

ein hohes Induktionspotential. Nach Chinolonzugabe stieg die absolute Luciferaseaktivi-

tät im Vergleich zur uninduzierten Kontrolle um 1286% bzw. 801% an. Beide Klone 

wurden durch Sequenzierung weiter charakterisiert. 

 

 

3.2.2.1.14 Sequenzierung des gesamten precA-luc-Fragments 

 

Die komplette Sequenzierung der precA-luc-Fragmente der Klone 28 und 46 wurde mit 

den Primern LUC-I-1, LUC-I-2, LUC-M, LUC-M-2, LUC-O, LUC-O-2 und REC-A-3-1 

durchgeführt. Auf diese Weise konnte zum einen die Orientierung der Fragmente in 

pBR322 bestätigt werden. Zum anderen konnte durch die gesammelten Sequenzdaten 

gezeigten werden, dass beide Klone weder im recA-Promotor noch im luc-Gen 

Mutationen aufwiesen und somit über einen funktionstüchtigen recA-Promotor sowie 

ein funktionsfähiges luc-Gen verfügten. 

ät. 

 

 

3.2.2.1.15 Transformation von pPHB341 und pPHB342 in E. coli WT, WT-4,   

WT-3-1 und WT-K 

 

Die Plasmide der Klone 28 (pPHB342) und 46 (pPHB341) wurden für die Ermittlung 

der Chinolon induzierten recA-Induktion in die eigentlichen Teststämme E. coli WT 

(Wildtyp) und dessen isogenen Mutanten WT-4 (parC-Mutante), WT-3-1 (gyrA-

Doppelmutante) und WT-K (gyrB-Mutante) transformiert. Zusätzlich wurden die 

Stämme mit dem Plasmid pPHB340 (pBR322 + luc-Gen ohne recA-Promotor) 

transformiert. Dieses Plasmid diente in den Induktions-Versuchen als Negativ-Kontrolle 

für die Luciferaseaktivit

Alle Stämme wurden erfolgreich mit pPHB341 bzw. pPHB342 transformiert. Das 

Plasmid pPHB340 konnte nur in WT-K übertragen werden. 

Im Anschluss wurden die auf Tetracyclin [10 µg/ml] selektierten Klone photographiert. 

Beispielhaft sind in Abbildung 3.23 die Transformanden von E. coli WT und WT-3-1 

abgebildet. 
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Wie bereits unter 3.2.2.1.12 erläutert, zeigten die Transformanden Unterschiede in der 

Koloniemorphologie, abhängig davon, ob sie Plasmid pPHB341 oder pPHB342 enthiel-

ten. Mit pPHB341 (Orientierung I) transformierte Stämme erschienen als kleine, scharf-

begrenzte, dunkelblaue Kolonien, mit pPHB342 (Orientierung II) als große, unregelmä-

ßig begrenzte, blaue Kolonien. Somit konnte bereits visuell von einer erfolgreichen Klo-

nierung ausgegangen werden. 

 

Abbildung 3.23: Koloniemorphologie von E. coli WT bzw.WT-3-1 mit pPHB341/ 
pPHB342 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Die Photographien wurden mit Hilfe der ProViDoc-Anlage (Fa. Sarsted) angefertigt. Pfeile verweisen auf 
die unterschiedlich großen und gefärbten Einzelkolonien der mit pPHB341 bzw. pPHB342 transformier-
ten E. coli Bakterien. 

 

 

3.2.2.1.16 Luciferaseaktivitätsscreening mit E. coli WT, WT-4, WT-3-1 und WT-K 

Klonen 

 

Für jeden Stamm wurden je zwei Klone – die entweder Plasmid pPHB341 oder 

pPHB342 enthielten – ausgewählt und für den Nachweis auf Luciferaseaktivität heran-

gezogen. Als Negativ-Kontrolle dienten entsprechende plasmidfreie Zellen, da sie auf 

Grund eines fehlenden Luciferase-Reportergenplasmids keine Luciferaseaktivität zeigen 

durften. Abweichend von 2.2.2.10 wurden 5 µl lysierte Zellen mit 50 µl Luciferase-

Assay-Reagent® gemischt und luminometrisch vermessen. Die Ergebnisse sind in Ta-

belle 3.16 dargestellt. 
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Tabelle 3.16: Absolute Luciferaseaktivitäten der Stämme E. coli WT, WT-4, WT-3-1 
und WT-K vor und nach der Induktion mit Ciprofloxacin 

RLU Stamm 
(Klon) Plasmid Morphologie 

ohne Cip mit Cip 
[0,004 µg/ml] 

Anstieg der 
Luciferaseaktivität 

nach Induktion  

WT-3-1 -----  15* n.b. n.b. 
A+ pPHB342 g / u / b 10575 10604 0,27% 
B pPHB342 g / u / b 1392 12693 811,85% 
C pPHB341 k / s / db 46173 46582 0,88% 
D pPHB341 k / s / db 45944 52337 13,91% 

WT-4 -----  13* n.b. n.b. 
E pPHB342 g / u / b 21106 24139 14,37% 
F pPHB342 g / u / b 15035 27094 80,21% 
G pPHB341 k / s / db 50150 27783 -44,6% 
H pPHB341 k / s / db 40095 42091 4,98% 

WT -----  13* n.b. n.b. 
I pPHB342 g / u / b 9536 17065 78,95% 
J pPHB342 g / u / b 41901 44726 6,74% 
K pPHB341 k / s / db 36761 40347 9,75% 
L pPHB341 k / s / db 37504 41323 10,18% 

WT-K -----  11* n.b. n.b. 
M pPHB342 g / u / b 11397 14678 28,79 % 
N pPHB342 g / u / b 9273 11210 83,23% 
O pPHB340  11 8 n.b. 
P pPHB340  7 18 n.b. 
Q pPHB341 k / s / db 25832 38570 49,31% 
R pPHB341 k / s / db 35325 37898 7,28% 

* = Zellanzucht ohne Zusatz von Tetracyclin [50 µg/ml] und Ciprofloxacin, + = die Verwendung der 
Großbuchstaben zusätzlich zum Stammnamen diente in diesem Versuch der besseren Unterscheidung der 
Klone, die ein gleiches Plasmid trugen, grüne Großbuchstaben = nur diese Klone wurden für weitere Un-
tersuchungen verwendet, g / u / b = große, unscharf begrenzte, blaue Kolonien, k / s / db = kleine, scharf 
begrenzte, dunkelblaue Kolonien, RLU = relative light units, Cip = Ciprofloxacin, n.b. = nicht bestimmt 

 

 

Klon WT-K mit pPHB340 (Kontrollplasmid mit luc-Gen ohne Promotor) zeigte sowohl 

vor als auch nach der Induktion mit Ciprofloxacin vergleichbar niedrige RLU-Werte 

(7 bis 18). Anhand dieser Kontrolle konnte gezeigt werden, dass keine Aktivierung der 

Luciferase-Expression ohne recA-Promotor möglich war. Eine Veränderung der Lucife-

rase-Expression in Klonen mit pPHB341 oder pPHB342 sollte somit auf die Aktivität 
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des recA-Promotors zurückzuführen sein. Im Vergleich zu den RLU-Werten von WT-K 

mit pPHB340 ergab die Messung der Biolumineszenz der plasmidfreien Stämme eben-

falls niedrige RLU-Werten (11 bis 15) (Hintergrundaktivität des Systems). Die RLU-

Werte der untersuchten Transformanden im uninduzierten Zustand lagen für beide 

Plasmide pPHB341 und pPHB342 mindestens 93-fach höher als die Werte der plas-

midfreien Stämme. Eine Induktion der Luciferase-Expression über 20% wurde lediglich 

bei 7 Klonen nachgewiesen. Die höchsten Induktionswerte zeigten dabei die pPHB342 

tragenden Klone WT-3-1 B (811,85%), WT-4 F (80,21%), WT I (78,95%) und WT-K N 

(83,23%). (Anmerkung: Die Verwendung der Großbuchstaben zusätzlich zum Stamm-

namen diente in diesem Versuch der besseren Unterscheidung der Klone, die ein glei-

ches Plasmid trugen.) Die Fragmentorientierung in pBR342 hatte offensichtlich einen 

Einfluss auf die Höhe des Biolumineszenzsignals. In diesen Plasmiden lag die Leserich-

tung das precA-luc-Fragments entgegengesetzt zu der des nahegelegenen Ampicillin-

promotors. In pPHB341 tragenden Klonen (zeigten geringere RLU-Werte) stimmte die 

Leserichtung von Fragment und Ampicillinpromotor überein (Abbildung 3.22). Mög-

licherweise beeinflusst der Ampicillinpromotor im Falle der Fragmentorientierung I die 

Ablösung des LexA-Repressors von der Operatorregion des recA-Promotors bzw. die 

Bindung der RNA-Polymerase. Beides könnte zu einer Abschwächung der Luciferase-

Expression führen. Für die nachfolgende Optimierung des Reportergenassays (hinsicht-

lich einer empfindlichen Messung der Luciferaseaktivität bzw. der recA-Induktion und 

der Reproduzierbarkeit der Messwerte) sowie für die spätere Bestimmung der minima-

len SOS induzierenden Konzentration wurden daher die Klone WT-3-1 B, WT-4 F, 

WT I und WT-K N (s. grüne Markierung in Tabelle 3.16) verwendet. Zur besseren   

Übersicht wurde die Klonbezeichnung durch die Plasmidbezeichnung (z.B. WT + 

pPHB342 anstatt WT I) ersetzt. 
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3.2.2.2 Optimierung des Testsystems für die Bestimmung der spezifischen Lucife-

raseaktivität 

 

3.2.2.2.1 Bestimmung der MHK-Werte gegenüber den E. coli Stämmen WT, WT-4, 

WT-3-1 und WT-K in Anwesenheit des Reportergenplasmids pPHB342 

 

Mit der Bestimmung der MHK von Prado-, Enro-, Marbo-, Cipro- und Moxifloxacin 

gegenüber den Teststämmen mit Plasmid pPHB342 sollte geprüft werden, ob die Emp-

findlichkeit der Bakterien durch das Plasmid beeinflusst wird. 

In Tabelle 3.17 sind die MHK-Werte in An- und Abwesenheit von pPHB342 zusam-

mengefasst. 

 

Tabelle 3.17: MHK-Werte verschiedener Fluorchinolone gegenüber den Stämmen WT, 
WT-4, WT-3-1 und WT-K mit und ohne Reportergenplasmid 

MHK [µg/ml] 
Stamm 

Pra Enr Mar Cip Mox 

WT  
+ pPHB342 0,0156 0,03125 0,03125 0,0156 0,0625 
− pPHB342 0,0156 0,03125 0,03125 0,0156 0,0625 
WT-4  
+ pPHB342 0,0156 0,0156 0,0156 0,0078 0,0625 
− pPHB342 0,03125 0,0156 0,0156 0,0078 0,03125 
WT-3-1  
+ pPHB342 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 
− pPHB342 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 
WT-K  
+ pPHB342 0,0625 0,125 0,125 0,125 0,1255 
− pPHB342 0,0625 0,125 0,125 0,0625 0,0625 

Pra = Pradofloxacin, Enr = Enrofloxacin, Mar = Marbofloxacin, Cip = Ciprofloxacin, Mox = Moxiflox-
acin 

 

Die Anwesenheit des Plasmids pPHB342 hatte auf die MHK-Werte keine über den Feh-

lerbereich der Methode von einer Verdünnungsstufe hinausgehende Auswirkung. 

Für die Optimierung des Luciferaseassays bzw. die spätere Bestimmung der MSIC (mi-

nimale SOS induzierende Konzentration) der Chinolone gegenüber den Teststämmen 

wurden die MHK-Werte der mit Plasmid pPHB342 transformierten Stämme zu Grunde 
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gelegt. Ausgehend von der 0,5-fachen MHK wurden die Fluorchinolonkonzentrationen 

jeweils um die Hälfte reduziert. 

 

 

3.2.2.2.2 Bestimmung des optimalen Volumenverhältnisses von Luciferase-Assay-

Reagent und Bakterienlysat zur Bestimmung der Luciferaseaktivität 

 

Die Ermittlung des Bereiches, in dem eine lineare Korrelation zwischen der Höhe des 

Biolumineszenzsignals (RLU) und der eingesetzten Menge an Bakterienlysat besteht, 

wurde mit einer mit Ciprofloxacin (0,0039 µg/ml entspricht 0,5-facher MHK von 

WT-4) induzierten Probe von E. coli WT-4 + pPHB342 durchgeführt. 

Der Teststamm wurden zunächst bis zum Erreichen einer OD546nm von 0,006 bis 0,008 

(entspricht einer Zellzahl von 1 bis 5,8 × 107 KBE/ml) bei 37 °C und 130 upm in NI-

Bouillon inkubiert. Nach Zugabe des Chinolons erfolgte bei einer OD546nm von 0,4 bis 

0,6 die Probenentnahme zur Bestimmung der absoluten Luciferaseaktivität (90 µl Probe 

+ 10 µl K2HPO4 Puffer). Die Zellyse wurden wie unter 2.2.2.10 beschrieben durchge-

führt. 

Im Anschluss wurden verschiedene Volumina der lysierten Probe (0,5 µl, 1 µl, 2 µl, 

2,5 µl, 4 µl, 8 µl, 16 µl und 24 µl) mit 12,5 µl, 25 µl bzw. 50 µl Luciferase-Assay-

Reagent (LAR) gemischt und im Luminometer vermessen. Die Ergebnisse sind in Ta-

belle 3.18 und graphisch in Abbildung 3.24 dargestellt. 

 

Tabelle 3.18: Bestimmung der absoluten Luciferaseaktivität unter Verwendung ver-
schiedener Proben- und LAR-Volumina 

RLU 
Volumen Probe [µl] 

12,5 µl LAR 25 µl LAR 50 µl LAR 

0,5 671 613 961 
1 1535 1576 1609 
2 2478 2646 2643 

2,5 2864 3231 3265 
4 3768 4657 4748 
8 4640 7173 8274 
16 4744 8913 13154 
24 4012 9234 15147 

RLU = relative light units, LAR = Luciferase-Assay-Reagent 
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Abbildung 3.24: Graphische Ermittlung des Konzentrationsbereiches, in dem eine line-
are Korrelation zwischen Proben- und LAR-Volumen besteht 
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Dem Verlauf der Kurven in Abbildung 3.24 kann entnommen werden, dass eine lineare 

Korrelation von Probenvolumen und Biolumineszenz (RLU) nur bei der Verwendung 

von 25 bzw. 50 µl LAR und Probenvolumina von 1 bis 4 µl bzw. 1 bis 8 µl vorlag. Da-

her wurde angenommen, dass bei den angegebenen Verhältnissen von Probe und LAR 

auch bei dem Vorhandensein größerer Mengen von Luciferase (durch Induktion) noch 

ausreichend Substrat (Luciferin) zur Umsetzung in ein Biolumineszenzsignal zur Verfü-

gung stand. 

In den folgenden Versuchen wurde zur Bestimmung der spezifischen Luciferaseaktivität 

ein Probenvolumen von 2,5 µl und ein LAR-Volumen von 25 µl eingesetzt. 

 

 

3.2.2.2.3 Bestimmung der spezifischen Luciferaseaktivität 

 

Die spezifische Luciferaseaktivität wurde bestimmt, um Schwankungen der RLU-Werte 

– insbesondere hervorgerufen durch unterschiedliche Zellzahlen – auszuschließen. Als 

Bezugsgrößen zu den RLU-Werten können die Proteinmenge, die Lebendzellzahl oder 

die Trübungsmessung (optische Dichte) einer Probe verwendet werden. Unabhängig 
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davon welche Bezugsgröße ausgewählt wird, muss zunächst ermittelt werden, ob eine 

lineare Korrelation der Bezugsgröße zu den RLU-Werten besteht.  

In dieser Arbeit wurde die optische Dichte (OD) als Bezugsgröße ausgewählt. In Induk-

tionsversuchen mit Ciprofloxacin sollte die Zunahme der RLU-Werte in Abhängigkeit 

von der OD untersucht werden. An zwei Versuchstagen wurden je drei Ansätze von 

E. coli WT + pPHB342 (mit LB-Bouillon als Nährmedium) bei Erreichen einer OD546nm 

von 0,06 bis 0,08 mit einer der 0,25-fachen MHK entsprechenden Ciprofloxacinkon-

zentration (0,0039 µg/ml) versetzt. Die Ansätze wurden für 60, 70, 80 und 90 min wei-

ter inkubiert. Zu diesen Zeitpunkten wurde die OD546nm der Ansätze gemessen, sowie 

eine Probe für die Messung der Biolumineszenz (RLU) entnommen (90 µl Probe + 

10 µl K2HPO4 Puffer). Die Zellyse wurde wie unter 2.2.2.10 beschrieben durchgeführt. 

Jede Probe wurde dreimal im Luminometer gemessen. Für jede Messung wurden 2,5 µl 

der jeweiligen lysierten Probe mit 25 µl LAR gemischt. 

Für die Prüfung, ob ein linearer Zusammenhang von RLU- und OD-Werten besteht, 

wurden die einzelnen RLU-Werte aus den Versuchen mit den entsprechenden OD-

Werten korreliert und graphisch dargestellt (Abbildung 3.25).  

 

Abbildung 3.25: Korrelation der RLU- und OD546nm-Messwerte bei der Probenentnah-
me zu verschiedenen Zeitpunkten 
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In einem OD546nm-Bereich von 0,3 bis 0,8 (entspricht einer Probenentnahme im Zeit-

raum von 60 bis 80 min) besteht eine gute lineare Korrelation zwischen OD546nm und 

RLU-Werten. Über einer OD546nm von 0,8 konnte ein linearer Zusammenhang von 

OD546nm und RLU nicht mehr nachgewiesen werden (hier wurde vermutlich der Sätti-

gungsbereich der Luciferaseaktivität erreicht).  

Erfolgt die Probenentnahme im OD546nm-Bereich von 0,3 bis 0,8 kann die spezifische 

Luciferaseaktivität durch den Bezug der RLU- auf die OD546nm-Werte ermittelt werden. 

 

 

3.2.2.2.4 Einfluss von Glucose und Induktionszeit auf die Bestimmung der spezi-

fischen Luciferaseaktivität 

 

Für die Ermittlung eines geeigneten Zeitpunktes für die Probenentnahme zur Bestim-

mung der spezifische Luciferaseaktivität bzw. recA-Induktion wurden Induktionsversu-

che durchgeführt. Um parallel den Einfluss von Glucose auf die spezifische Lucifera-

seaktivität untersuchen zu können, wurden die Induktionsversuche abweichend von der 

unter 3.2.2.2.3 angegebenen Versuchsordnung in LB-Bouillon mit bzw. ohne Glucose-

zusatz (0,2%) durchgeführt. Im Anschluss an die luminometrische Messung (3.2.2.2.3) 

wurde die spezifische Luciferaseaktivität einer Probe wie folgt ermittelt:  

 

ahmeProbenentnder   Zeitpunktzum OD
[RLU] Probeeiner  zenzmess.Biolumines x  ][RLU/ODaktivität Luciferase spez.

546nm
546nm =  

 

Aus den so berechneten spezifischen Luciferaseaktivitäten von drei Parallelansätzen 

(z.B. Wachstum in LB-Bouillon, Probenentnahme nach 70 min) eines Versuches wurde 

erneut ein Mittelwert gebildet. Tabelle 3.20 enthält die Ergebnisse von zwei Ver-

suchstagen. 
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Tabelle 3.20: Abhängigkeit der recA-Induktion von der Induktionszeit (60, 70, 80 bzw. 
90 min) und der Verwendung verschiedener Medien in E. coli WT + 
pPHB342 

Mittelwert der spezifischen Luciferaseaktivität [RLU/OD546nm] 
Versuch I Versuch II Zeit 

[min] LB 
+ Glucose 

LB 
 

Induktions- 
erhöhung 

LB 
+ Glucose 

LB 
 

Induktions-
erhöhung 

60 2381 3467 46% 2462 3625 47% 
70 3553 4756 34% 4193 4729 13% 
80 3959 5279 33% 4683 5938 27% 
90 4917 6401 30% 5530 8302 50% 

 

Einfluss von Glucose auf die recA-Induktion 

Bezogen auf die verschiedenen Medien konnte gezeigt werden, dass die recA-Induktion 

in Glucose freiem Medium deutlich höhere Werte annimmt als in einem Medium, das 

Glucose enthält (Induktionserhöhung um mindestens 13%) (Tabelle 3.20). Dieses Er-

gebnis konnte durch Literaturdaten bestätigt werden (86, 360). Um die Sensitivität des 

Testassays zu erhöhen, wurde somit in den folgenden Versuchen Glucose freie LB-

Bouillon verwendet. 

 

Einfluss der Induktionszeit auf die recA-Induktion 

Bezogen auf die Versuche in LB-Bouillon konnte gezeigt werden, dass eine Proben-

nahme zwischen 60 und 80 min nach der Induktion mit Ciprofloxacin nur geringe 

Schwankungen der spezifischen Luciferaseaktivitäten an einem (Einzeldaten nicht ge-

zeigt) bzw. zwei Versuchstagen (Tabelle 3.20) zur Folge hatte (gute Reproduzierbar-

keit). Dies liegt vermutlich an der guten Korrelation zwischen RLU- und OD546nm-

Werten in diesem Zeitbereich (Abbildung 3.25). Eine Probennahme 90 min nach der 

Induktion mit Ciprofloxacin hatte deutliche Schwankungen der spezifischen Lucifera-

seaktivitäten zur Folge. Zu diesem Zeitpunkt besteht zwischen RLU- und OD546nm-

Werten kein linearer Zusammenhang mehr (Abbildung 3.25). 

Für die Bestimmung der minimalen SOS induzierenden Konzentration (3.2.3) wurden 

die Zellen nach 70 min Induktion mit einem Fluorchinolon geerntet. Da die RecA-

Konzentration in der bakteriellen Zelle laut Literatur erst 60 min nach der Induktion 

messbar ist (383), besteht bei einer zu frühen Zellernte das Risiko, auch viele unindu-

zierte Zellen zu ernten. Erfolgt die Zellernte erst nach 80 min Induktion, so liegen die 
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Messwerte am Ende des linearen Korrelationsbereiches (Abbildung 3.25). Möglicher-

weise ist durch das Erreichen der stationären Phase oder durch eine fortgeschrittene 

Chinolon induzierte Filamentierung der Zellen zu diesem späten Zeitpunkt keine Korre-

lation mehr zu erhalten. 

 

Aus den gewonnenen Erkenntnissen der Optimierungsversuche (3.2.2.2.1 bis 3.2.2.2.4) 

wurde ein Standardprotokoll für die anschließende Ermittlung der minimalen SOS indu-

zierenden Konzentration (MSIC) von Fluorchinolonen entwickelt (2.2.2.11). Zusätzlich 

wurden in den Versuchen zur Bestimmung der MSIC drei uninduzierte Ansätze mitge-

führt, um den Grundwert der recA-Induktion bestimmen zu können. Durch die Korrek-

tur der spezifischen Luciferaseaktivität induzierter Proben um den Mittelwert der spezi-

fischen Luciferaseaktivität der uninduzierten Proben konnte die tatsächliche, nur durch 

ein Chinolon verursachte recA-Induktion bestimmt werden. 

 

 

3.2.3 Bestimmung der minimalen SOS induzierenden Konzentration von Fluor-

chinolonen 

 
Die Bestimmung der minimalen SOS induzierenden Konzentration (MSIC) von Pra-

dofloxacin im Vergleich zu Cipro-, Enro-, Marbo- und Moxifloxacin erfolgte mit den 

pPHB342 tragenden E. coli Stämmen WT, WT-4, WT-3-1 und WT-K. Die Versuche 

wurden dabei unter optimierten Bedingungen (2.2.2.11) durchgeführt. 

Die Induktionswerte der Testchinolone unter Verwendung subinhibitorischer Konzen-

trationen sind stammweise in den Abbildungen 3.26 bis 3.29 dargestellt. Jeder Punkt 

steht für die gemittelte spezifische Luciferaseaktivität von mindestens fünf Induktions-

versuchen mit je einer subinhibitorischen Konzentration eines Fluorchinolons. Die pro-

zentuale Streuung der Einzelwerte um den entsprechenden Mittelwert lag dabei jeweils 

unter 10 %. 
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Abbildung 3.26: recA-Induktion in E. coli WT + pPHB342 
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Abbildung 3.27: recA-Induktion in E. coli WT-4 + pPHB342 
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Abbildung 3.28: recA-Induktion in E. coli WT-3-1 + pPHB342 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.29: recA-Induktion in E. coli WT-K + pPHB342 
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In allen Stämmen wurde durch Zugabe der Fluorchinolone die Induktion der SOS-

Antwort ausgelöst (Abbildungen 3.26 bis 3.29). Die Stärke der Induktion war jedoch 

Stamm-, Chinolon- und Konzentrationsspezifisch. Der schnellste und höchste Anstieg 

der recA-Induktion erfolgte in allen Stämmen durch Pradofloxacin. Unter Verwendung 

der 0,5-fachen MHK von Pradofloxacin überstiegen die Induktionswerte die der anderen 

Testchinolone beispielsweise um den Faktor 1,2 bis 1,7. 

 

Die MSIC wurde definiert als die Konzentration, die zu eine Erhöhung der spezifischen 

Luciferaseaktivität um mindestens 100 RLU/OD546nm (Schwellenwert) im Vergleich zur 

uninduzierten Kontrolle führte (s. auch Schwellenwert, Abbildungen 3.26 bis 3.29). 

Dieser Schwellenwert bezog sich auf die Schwankungsbreite der spezifischen Lucifera-

seaktivitäten der drei (in allen Induktionsversuchen mitgeführten) uninduzierten Ansätze 

(Daten nicht gezeigt). 

 

Die ermittelten MSIC-Werte von Pradofloxacin für alle vier E. coli Stämme wurden in 

den Tabellen 3.21 bis 3.24 den MSIC-Werten der weiteren Testchinolone gegenüberge-

stellt. Darüber hinaus enthalten die Tabellen Informationen über den Zusammenhang 

der MSIC- und MHK-Werte der Fluorchinolone. 
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Tabelle 3.21: MSIC- [pg/ml] und MHK-Werte [µg/ml] von Prado- und Enrofloxacin 

Pradofloxacin Enrofloxacin FC 
Stamm MSIC (x-fache MHK) MHK MSIC (x-fache MHK) MHK 

WT 480 (0,03125) 0,0156 1.900 (0,0625) 0,03125 
WT-4 480 (0,03125) 0,0156 950 (0,0625) 0,0156 
WT-K 1.900 (0,03125) 0,0625 7.800 (0,0625) 0,125 

WT-3-1 15.600 (0,0625) 0,25 31.250 (0,125) 0,25 
MSIC = Minimale SOS induzierende Konzentration, FC = Fluorchinolon 

 

Tabelle 3.22: MSIC- [pg/ml] und MHK-Werte [µg/ml] von Prado- und Marbofloxacin 

Pradofloxacin Marbofloxacin FC 
Stamm MSIC (x-fache MHK) MHK MSIC (x-fache MHK) MHK 

WT 480 (0,03125) 0,0156 1.900 (0,0625) 0,03125 
WT-4 480 (0,03125) 0,0156 950 (0,0625) 0,0156 
WT-K 1.900 (0,03125) 0,0625 7.800 (0,0625) 0,125 

WT-3-1 15.600 (0,0625) 0,25 62.500 (0,125) 0,5 
MSIC = Minimale SOS induzierende Konzentration, FC = Fluorchinolon 

 

Tabelle 3.23: MSIC- [pg/ml] und MHK-Werte [µg/ml] von Prado- und Ciprofloxacin 

Pradofloxacin Ciprofloxacin FC 
Stamm MSIC (x-fache MHK) MHK MSIC (x-fache MHK) MHK 

WT 480 (0,03125) 0,0156 950 (0,0625) 0,0156 
WT-4 480 (0,03125) 0,0156 480 (0,0625) 0,0078 
WT-K 1.900 (0,03125) 0,0625 7.800 (0,0625) 0,125 

WT-3-1 15.600 (0,0625) 0,25 15.600 (0,0625) 0,25 
MSIC = Minimale SOS induzierende Konzentration, FC = Fluorchinolon 

 

Tabelle 3.24: MSIC- [pg/ml] und MHK-Werte [µg/ml] von Prado- und Moxifloxacin 

Pradofloxacin Moxifloxacin FC 
Stamm MSIC (x-fache MHK) MHK MSIC (x-fache MHK) MHK 

WT 480 (0,03125) 0,0156 3.900 (0,0625) 0,0625 
WT-4 480 (0,03125) 0,0156 3.900 (0,0625) 0,0625 
WT-K 1.900 (0,03125) 0,0625 7.800 (0,0625) 0,125 

WT-3-1 15.600 (0,0625) 0,25 31.250 (0,0625) 0,5 
MSIC = Minimale SOS induzierende Konzentration, FC = Fluorchinolon 
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Die geringsten MSIC-Werte gegenüber allen vier E. coli Stämmen wies Pradofloxacin 

auf. 

Durch Vergleich der MSIC-Werte aller Fluorchinolone gegenüber Wildtyp- und Mutan-

tenstämmen konnte gezeigt werden, dass eine Mutation in Topoisomerase IV (WT-4) im 

Vergleich zum Wildtyp keine Auswirkungen auf die MSIC hatte. Eine einzelne Muta-

tion in Gyrase (WT-K) hingegen hatte einen Anstieg der MSIC-Werte um das 2- bis 8-

fache zur Folge. Bei einer Doppelmutation in Gyrase (WT-3-1) stiegen die MSIC-Werte 

um das 8- bis 32-fache an. Dies deutet darauf hin, dass die SOS-Antwort in E. coli in 

erster Linie durch Wechselwirkung der getesteten Fluorchinolone mit Gyrase induziert 

wird. 

 

 

3.2.4 Filamentierung von E. coli Zellen unter Fluorchinoloneinwirkung 

 

Parallel zur Bestimmung der MSIC von Prado- und Ciprofloxacin in E. coli WT wurden 

Proben zur Herstellung mikroskopischer Präparate (2.2.1.7) entnommen. Mit deren Hil-

fe sollte geklärt werden, ob sich die Zellmorphologie durch die Aktivierung des SOS-

Systems mit subinhibitorischen Fluorchinolonkonzentrationen veränderte. Die Ausbil-

dung von Zellfilamenten beispielsweise lässt sich mit der Induktion des Sfi-Proteins 

erklären. Dieses Protein gehört (wie RecA) zur SOS-Antwort und ist verantwortlich für 

die Inhibition der Zellteilung während der DNA-Reparatur (150). 

Neben Versuchen mit subinhibitorischen Konzentrationen von Prado- und Ciprofloxa-

cin (jeweils MSIC und 0,5-fache MHK) wurden Untersuchungen mit einer inhibitori-

schen Konzentration (1-fache MHK) durchgeführt. Die Induktionsdauer in Versuchen 

mit subinhibitorischen Konzentrationen betrug 70 min, in Versuchen mit der einfachen 

MHK 70 min bzw. 3 h. Zellen, die unter den jeweiligen Bedingungen ein Längenwachs-

tum über 2 µm (durchschnittliche Länge einer unbehandelten E. coli Zelle) aufwiesen, 

galten als filamentiert.  

 

 

 

 

 



126 Ergebnisse 

Abbildung 3.30: Filamentierung von E. coli WT Zellen nach Inkubation mit subinhi-
bitorischen Fluorchinolonkonzentrationen 
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Alle Ansätze enthielten filamentierte E. coli WT Zellen (Abbildung 3.30). Der Grad der 

Filamentierung bzw. die Anzahl der filamentierten Zellen hing dabei, wie die recA-

Induktion, vom jeweiligen Fluorchinolon und der eingesetzten Konzentration ab. Eine 

beginnende Filamentierung der Zellen konnte bereits mit der jeweiligen MSIC von Pra-

do- bzw. Ciprofloxacin beobachtet werden. Eine Behandlung mit der 0,5-fachen MHK 

resultierte in einer fortgeschrittenen Filamentierung. Dabei wiesen mit Pradofloxacin 

behandelte Zellen jedoch einen höheren Filamentierungsgrad auf als mit Ciprofloxacin 

behandelte Zellen. D.h. mit Pradofloxacin lag die Anzahl der filamentierten Zellen bei 

67%, mit Ciprofloxacin bei 41%. Das Längenwachstum der Zellen im Vergleich zu un-
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induzierten Zellen nahm dabei etwa in gleichem Maße für Prado- bzw. Ciprofloxacin 

(durchschnittlich 3-fach bzw. 2-fach, maximal 4-fach bzw. 3,25-fach) zu. Für diese Re-

sultate wurden in 30 verschiedenen Einstellungen des jeweiligen Präparates die filamen-

tierten Zellen gezählt und zu der Zahl der unfilamentierten Zellen in Beziehung gesetzt. 

Das Ausmaß des Längenwachstums wurde mit Hilfe eines Messokulars im Vergleich zu 

einer uninduzierten Kontrolle bestimmt. 

 

Abbildung 3.31: Filamentierung von E. coli WT Zellen nach unterschiedlicher Inkuba-
tionszeit in Anwesenheit von Cipro- bzw. Pradofloxacin in einer der 
jeweiligen MHK entsprechenden Konzentration 
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Nach 70 min Behandlung der Zellen mit Cipro- bzw. Pradofloxacin in einer der jeweili-

gen MHK entsprechenden Konzentration zeigten bereits 64% der mit Ciprofloxacin und 
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86% der mit Pradofloxacin behandelten Zellen ein charakteristisches Längenwachstum. 

Das Längenwachstum der einzelnen Zellen nahm mit Pradofloxacin durchschnittlich um 

das 4-fache (maximal um das 7-fache), mit Ciprofloxacin um das 3-fache (maximal um 

das 5-fache) im Vergleich zu unbehandelten Zellen zu. Bei Verlängerung der Induk-

tionszeit von 70 min auf 3 h wurden fast ausschließlich filamentierte Zellen gefunden 

(97% mit Pradofloxacin, 88% mit Ciprofloxacin). Auch die Zelllänge nahm weiter zu. 

Mit Pradofloxacin behandelte Zellen wiesen im Vergleich zu uninduzierten Zellen eine 

im Durchschnitt 8-fache (maximal 10-fache), mit Ciprofloxacin behandelte Zellen eine 

5-fache (maximal 7-fache) Verlängerung auf. 

 

 

3.2.5 Bestimmung der minimalen SOS induzierenden Konzentration von Fluor-

chinolonmetaboliten 

 

In einem weiteren Induktionsversuch sollte gezeigt werden, ob sich der in dieser Arbeit 

entwickelte Luciferasetestassay (s. 2.2.2.11) auch zur Bestimmung der antibakteriellen 

Restaktivität von Chinolonmetaboliten eignet. Dazu wurde exemplarisch ein Metabolit 

des Fluorchinolons Enrofloxacin – Enrofloxacin-N-4’-oxid (MHK 32 µg/ml) – getestet. 

Enrofloxacin-N-4’-oxid entsteht beim Abbau von Enrofloxacin in Basidomyceten (401). 

 

Abbildung 3.32: recA-Induktion in E. coli WT + pPHB342 durch Enrofloxacin-N-4’-
oxid 
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Abbildung 3.33: recA-Induktion in E. coli WT + pPHB342 durch Enrofloxacin 
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Enrofloxacin-N-4’-oxid induzierte ebenfalls die recA-Genexpression (Abbildung 3.32). 

Das Ausmaß der recA-Induktion hervorgerufen durch den Metaboliten war jedoch deut-

lich geringer als durch Enrofloxacin (Abbildung 3.33). Z.B. lagen die spezifische Luci-

feraseaktivitäten für Enrofloxacin-N-4’-oxid in einer der 0,5-fachen MHK entsprechen-

den Konzentration (16 µg/ml) um den Faktor 1,4 niedriger als mit Enrofloxacin in einer 

der 0,5-fachen MHK entsprechenden Konzentration (0,0156 µg/ml). 

In Tabelle 3.25 ist der ermittelte MSIC-Wert von Enrofloxacin-N-4’-oxid dem Wert 

von Enrofloxacin gegenübergestellt. Darüber hinaus enthält die Tabelle Informationen 

über den Zusammenhang der MSIC- und MHK-Werte der Fluorchinolone. 

 

Tabelle 3.25: MSIC-Werte [pg/ml] von Enrofloxacin-N-4’-oxid und Enrofloxacin 

Emrofloxacin-N-4’-oxid Enrofloxacin FC 
Stamm MSIC (x-fache MHK) MHK MSIC (x-fache MHK) MHK 

WT 4.000.000 (0,125) 32 1.900 (0,0625) 0,03125 
MSIC = Minimale SOS induzierende Konzentration, FC = Fluorchinolon 

 

Verglichen mit der MSIC von Enrofloxacin (1.900 pg/ml) lag die MSIC von Enrofloxa-

cin-N-4’-oxid (4.000.000 pg/ml) um das 2.105-fache höher (Tabelle 3.25). Wurde der 

MSIC-Wert von Enrofloxacin-N-4’-oxid zu dem von Enrofloxacin in Beziehung ge-

setzt, so konnte eine antibakterielle Restaktivität des Fluorchinolonmetaboliten von 

0,047% ermittelt werden.
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3.2.6 Wechselwirkung von Fluorchinolonen mit humaner Topoisomerase II 

 

Die humane Topoisomerase II gehört wie Gyrase und Topoisomerase IV zu den Typ II- 

Topoisomerasen. Im Gegensatz zu den prokaryontischen Enzymen, die aus einem Hete-

rotetramer bestehen (2GyrA/2GyrB bzw. 2ParC/2ParE) ist die humane Topoisomerase 

II als Homodimer aufgebaut (55). Trotz dieser strukturellen Unterschiede ändert die 

humane Topoisomerase II, wie Gyrase und Topoisomerase IV, die DNA-Topologie 

durch Einführen eines DNA-Doppelstrangbruchs, einer DNA-Strangpassage und der 

anschließenden Religation des Doppelstrangbruchs. Vergleicht man die Aminosäure-

sequenz dieser drei Enzyme, so weisen verschiedene Regionen, wie die ATPase-, die 

DNA-Bindungs- und die DNA-Cleavage-Domäne, starke Homologien zueinander auf 

(55, 217). Da Fluorchinolone mit Gyrase und Topoisomerase IV im Bereich der DNA-

Bindungs- und DNA-Cleavage-Domäne interagieren, ist auf Grund der starken Homo-

logien theoretisch auch eine Interaktion mit humaner Topoisomerase II möglich. Eine 

Stabilisierung eines Komplexes aus humaner Topoisomerase II und DNA durch Fluor-

chinolone würde den Untergang der eukaryontischen Zelle zur Folge haben, da die hu-

mane Topoisomerase II essentiell für das Überleben der Zelle ist (393). Bevor neue  

Fluorchinolone zur Behandlung von Infektionen zugelassen werden, ist es daher not-

wendig die Targetselektivität dieser Substanzen zu untersuchen. Für den Vergleich der 

Affinität von Fluorchinolonen zu humaner Topoisomerase II und E. coli Gyrase wurde 

in der vorliegenden Arbeit der Cleavage-Assay verwendet. Mit diesem Testsystem ist es 

möglich, bereits geringe Fluorchinolonkonzentrationen zu ermitteln, die Interaktionen 

von Fluorchinolonen mit humaner Topoisomerase II anzeigen. Diese Konzentrationen 

liegen dabei weit unterhalb der Konzentrationen zur Inhibierung der Enzymaktivität 

(Überspiralisierung bei Gyrase, Relaxierung bei humaner Topoisomerase II). 

Mit Hilfe des Cleavage-Assays wurde unter Verwendung gereinigter, humaner Topo-

isomerase II die Fähigkeit von Pradofloxacin zur Stabilisierung von Enzym-DNA-

Komplexen ermittelt und anschließend mit anderen Fluorchinolonen verglichen. Als 

Substrat für die humane Topoisomerase II wurde überspiralisierte pBR322-DNA ver-

wendet. Die Cleavage-Reaktionen wurden nach einem in dieser Arbeit entwickelten 

Standardprotokoll durchgeführt (2.2.2.12.3). Die Auftrennung der Cleavage-Proben 

erfolgte anhand von Agarosegelen (Abbildung 3.34). Mit Hilfe eines Densitometers 

wurde die Intensität der Bande analysiert, die – pro Fluorchinolonkonzentration – dem 
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Cleavage-Produkt (linearisierte DNA) entsprach (7.3, Tabellen 7.21 bis 7.30). Die Kon-

zentration eines Fluorchinolons, die eine Zunahme des Cleavage-Produkts um 10 (± 3) 

Prozent im Vergleich zur Antibiotikum freien Kontrolle zur Folge hatte, wurde als mi-

nimale Cleavage-Konzentration bezeichnet (CC10). Der CC10-Wert ist in den folgenden 

Abbildungen für jede Substanz besonders hervorgehoben.  

 

Abbildung 3.34: Fluorchinolon induzierter DNA-Cleavage mit humaner Topoisome-
rase II 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 b c1 2 4 6 8 10a

N
L
S

Pradofloxacin [µg/ml]

R

0 b c1 2 4 6 8 10a

NN
LL
SS

Pradofloxacin [µg/ml]

RR
0 2 b c6 10 25 50 75 10

0

a

N
L
S

Enrofloxacin [µg/ml]

R
0 2 b c6 10 25 50 75 10

0

a

NN
LL
SS

Enrofloxacin [µg/ml]

RR
 

 

 

 

 

 

 

 

0 b c2 6 10 25 50 10
0

a

N
L
S

Marbofloxacin [µg/ml]

R

75 15
0

0 b c2 6 10 25 50 10
0

a

NN
LL
SS

Marbofloxacin [µg/ml]

RR

75 15
0

0 2 b c6 10 25 50 75 10
0

a
N

L
S

Danofloxacin [µg/ml]

R

15
0

0 2 b c6 10 25 50 75 10
0

a
NN

LL
SS

Danofloxacin [µg/ml]

RR

15
0

  

 

 

 

 

 

 

 

 

0 b c2 6 10 25 50 10
0

a

N
L
S

Orbifloxacin [µg/ml]

R

75 15
0

0 b c2 6 10 25 50 10
0

a

NN
LL
SS

Orbifloxacin [µg/ml]

RR

75 15
0

 

0 1 b c2 6 10 25 50 75a
N
L
S

Ciprofloxacin [µg/ml]

R

10
0

0 1 b c2 6 10 25 50 75a
NN
LL
SS

Ciprofloxacin [µg/ml]

RR

10
0

 



132 Ergebnisse 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

q 

 

 

 

0 b c1 2 6 10 25 75a
N

L
S

Moxifloxacin [µg/ml]

R

50 10
0

0 b c1 2 6 10 25 75a
NN

LL
SS

Moxifloxacin [µg/ml]

RR

50 10
0

 

0 0,
05

b c0,
1

0,
5

1 2 6a
N
L

S

Gemifloxacin [µg/ml]

R

100 0,
05

b c0,
1

0,
5

1 2 6a
NN
LL

SS

Gemifloxacin [µg/ml]

RR

10

 

0 b c1 2 6 10 25 75a
N

L
S

Garenoxacin [µg/ml]

R

50 10
0

0 b c1 2 6 10 25 75a
NN

LL
SS

Garenoxacin [µg/ml]

RR

50 10
0

0 1 b c2 6 10 25 50a

N

L
S

BayY3118 [µg/ml]

R

75 10
0

0 1 b c2 6 10 25 50a

NN

LL
SS

BayY3118 [µg/ml]

RR

75 10
0

  

Hervorgehobene Zahlen = CC10-Werte, a = Substratkontrolle (unbehandelte, überspiralisierte Plasmid-
DNA, b = Cleavage-Kontrolle (lineare Plasmid-DNA), c = Spezifitätskontrolle (Cleavage-Ansatz mit 
Chinolon in der jeweils höchsten verwendeten Konzentration, jedoch ohne humane Topoisomerase II), 
N = nicked DNA, L = lineare DNA, S = überspiralisierte DNA, R = relaxierte DNA 
 

 

Mit allen Fluorchinolonen konnte eine lineare Zunahme des Cleavage-Produkts mit 

steigender Fluorchinolonkonzentration beobachtet werden. Ein Cleavage-Produkt in 

Abwesenheit von humaner Topoisomerase II wurde nicht detektiert (s. Abbildung 3.34, 

Spezifitätskontrolle c). 

Zum Vergleich der Selektivität wurden die bereits unter 3.2.1 aufgeführten CC10-Werte 

für Gyrase genutzt und den hier bestimmten CC10-Werten für die humane Topoisomera-

se II in Tabelle 3.26 gegenübergestellt. Die CC10-Werte der Fluorchinolone in Cleav-

age-Assays mit humaner Topoisomerase II lagen in einem Konzentrationsbereich von 

1 bis 25 µg/ml, in Cleavage-Assays mit Gyrase von 0,005 bis 0,01 µg/ml. Die Substan-

zen sind somit bezogen auf die Cleavage-Aktivität 100 bis 5.000mal selektiver für Gy-

rase als für die humane Topoisomerase II. 
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Tabelle 3.26: Benötigte Fluorchinolonkonzentrationen zur Stabilisierung von E. coli 
Gyrase- bzw. humane Topoisomerase II-DNA-Komplexen 

CC10 [µg/ml] 
Fluorchinolon 

Gyrase Topoisomerase II 
Faktor 

Pradofloxacin 0,005 4 800 

Enrofloxacin 0,005 6 1200 

Marbofloxacin 0,005 10 2000 

Danofloxacin 0,005 25 5000 

Orbifloxacin 0,005 25 5000 

Ciprofloxacin 0,005 10 2000 

Moxifloxacin 0,01 6 600 

Gemifloxacin 0,01 1 100 

Garenoxacin 0,01 2 200 

BayY3118 0,005 6 1200 
CC10 = Konzentration, die einen ersten detektierbaren Cleavage hervorruft 
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4. Diskussion 
 

Bei der Entwicklung neuer potenter Chinolone stehen neben guten pharmakokinetischen 

und -dynamischen Parametern mehrere Eigenschaften – bezogen auf die Wirksamkeit 

einer Substanz – im Vordergrund: ein breites antibakterielles Spektrum, eine gute 

Hemmwirkung auf beide Zielstrukturen, Gyrase und Topoisomerase IV (dual-targeting), 

die Wirkung auf Erreger in unterschiedlichen physiologischen Stadien, eine geringe 

Fähigkeit zur Selektion resistenter Bakterien und die Wirkung auf Bakterien mit Resis-

tenzmutationen (72, 213, 426). Um das Risiko von Nebenwirkungen während einer 

Therapie zu verringern, sollten Chinolone darüber hinaus eine möglichst hohe Selektivi-

tät für prokaryontische Topoisomerasen im Vergleich zu eukaryontischen Topoisomera-

sen aufweisen. 

Generell wird zur Ermittlung der antibakteriellen Wirksamkeit von Chinolonen die mi-

nimale Hemmkonzentration bestimmt. Dieser Parameter besagt jedoch weder etwas 

über den Wirkungstyp eines Chinolons noch über die bevorzugte Zielstruktur, die Fä-

higkeit zur Selektion resistenter Bakterien oder die Aktivität der Substanz auf eukaryon-

tische Topoisomerasen. Eine möglichst genaue Charakterisierung der Aktivität eines 

Chinolons erfordert somit die Bestimmung verschiedener Parameter. In der vorliegen-

den Arbeit wurde daher die Aktivität von Pradofloxacin, einem neuen C8-Cyanofluor-

chinolon, auf pro- und eukaryontische Topoisomerasen mit bekannten sowie neu ent-

wickelten mikro- und molekularbiologischen Methoden bestimmt. 

 

 

4.1 Vergleichende mikrobiologische Untersuchungen zur Bestimmung der Wir-

kung von Pradofloxacin auf zellulärer Ebene 

 

Der Effekt von Pradofloxacin auf lebende Zellen wurde mit Hilfe von Empfindlich-

keitsbestimmungen, Selektionsversuchen und Absterbekinetiken untersucht. Hierdurch 

sollten Erkenntnisse über die Aktivität der Substanz gegenüber sensiblen und resistenten 

Bakterien, über den Wirkungstyp und das Potential zur Selektion resistenter Bakterien 

gewonnen werden. Die Untersuchungen erfolgten mit Stämmen von E. coli, S. aureus 

und S. intermedius, da diese drei Species zu den häufigsten Infektionserregern in der 
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Human- bzw. Veterinärmedizin zählen. Alleine im veterinärmedizinischen Bereich 

werden 41,0% der bakteriellen Infektionen durch S. intermedius, 30,7% durch E. coli 

und 6,7% durch S. aureus verursacht (77). 

E. coli gehört zur Normalflora des Dickdarms von Mensch und warmblütigen Tieren, 

kann jedoch unter bestimmten Bedingungen (z.B. Dysbiose, mangelnde Hygiene, einge-

schränkte Immunabwehr) Infektionen hervorrufen (fakultativ pathogen). Bei extratesti-

nalen Infektionen steht E. coli als Erreger von Harnwegsinfektionen beim Menschen 

und bei Haustieren an erster Stelle (46, 334). Des Weiteren kann E. coli Wundinfek-

tionen bei Mensch und Tier (46, 382) sowie Appendizitis (Blinddarm-Entzündung) und 

Sepsis – vorrangig beim Menschen – hervorrufen (46). Leichte bis schwere Durchfaller-

krankungen werden durch spezielle E. coli Stämme bei Mensch (EHEC = enterohämo-

rargisch, ETEC = enterotoxisch, EPEC = enteropathogen, EIEC = enteroinvasiv) und 

Tier (hauptsächlich EHEC) verursacht (46, 375). S. aureus kommt außer beim Men-

schen bei Säugetieren und vielen Vogelarten als Kommensale vorrangig in den vorderen 

Nasenpartien und auf der Haut vor (45, 239), gehört jedoch wie E. coli zu den fakultativ 

pathogenen Infektionserregern. Die häufigsten durch S. aureus hervorgerufenen Infek-

tionen stellen eitrige Hautinfektionen (Abszesse, Furunkel) sowie die Mastitis dar (45, 

239, 257, 387). Unbehandelt können alle oberflächlichen und tieferen Prozesse zur Sep-

sis führen (45, 239). Beide Bakterienspecies – E. coli und S. aureus – spielen darüber 

hinaus in der Humanmedizin als Erreger von nosokomialen Infektionen (Infektionen, 

die bei hospitalisierten Patienten als Komplikation des Grundleidens auftreten) eine 

große Rolle. Die Verbreitung geschieht in der Regel durch das Personal, durch man-

gelnde Hygiene oder unzureichende Sterilisation von Geräten. Die Staphylococcus Spe-

cies S. intermedius kommt natürlicherweise nur bei Tieren vor (auf der Haut und an den 

vorderen Nasenpartien) und ist somit nur veterinärmedizinisch von Bedeutung (11, 12). 

Eine häufig durch S. intermedius hervorgerufene Hauterkrankung bei Hunden und 

Kleintieren, wie z.B. Kaninchen, stellt die Pyodermie dar (119, 242, 286, 352). Die Ge-

fährdung des Tieres durch diese eitrige Hautinfektion rangiert dabei von leicht bis le-

bensbedrohend (152). 
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4.1.1 Effekt von Pradofloxacin auf Wildtyp- und Mutantenstämme häufiger Infek-

tionserreger 

 

Die Aktivität von Pradofloxacin, sowie der Fluorchinolone BayY3118, Cipro-, Moxi-, 

Enro- und Marbofloxacin gegenüber ausgewählten, genetisch definierten Stämmen von 

E. coli, S. aureus und S. intermedius wurde zunächst durch die Bestimmung der mini-

malen Hemmkonzentration ermittelt. Zur Bewertung der klinischen Empfindlichkeit der 

Stämme gegenüber den getesteten Fluorchinolonen wurden alle ermittelten MHK-Werte 

mit den vorgegebenen Referenzwerten der CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute) für Ciprofloxacin (sensibel: MHK ≤ 1, intermediär: MHK = 2 , resistent: 

MHK ≥ 4) verglichen (260). Für die übrigen hier getesteten Fluorchinolone gab es keine 

Referenzwerte. 

 

 

4.1.1.1 Aktivität von Pradofloxacin gegenüber Wildtypstämmen und definierten 

Topoisomerasemutanten von E. coli 

 

Aus Tabelle 3.1 (3.1.1) geht hervor, dass sowohl der Wildtypstamm E. coli WT als auch 

die Topoisomerasemutanten WT-2 (einfache Mutation in gyrA), WT-3-1 (doppelte Mu-

tation in gyrA) und WT-4 (einfache Mutation in parC) klinisch sensibel (MHK ≤ 1) 

gegenüber allen getesteten Fluorchinolonen waren. BayY3118, Cipro- und Pradofloxa-

cin erwiesen sich dabei als geringfügig aktiver (0,0156 bis 0,25 µg/ml) als Moxi-, Enro- 

und Marbofloxacin (0,03125 bis 0,5 µg/ml). Abgesehen davon zeigten alle Fluorchino-

lone im Vergleich zum Wildtyp höhere MHK-Werte gegenüber den Gyrasemutanten 

WT-2 (0,0626 bis 0,25 µg/ml) und WT-3-1 (0,0626 bis 0,25 µg/ml) als gegenüber der 

Topoisomerase IV-Mutante WT-4 (0,0078 bis 0,03125 µg/ml). Diese Daten weisen da-

rauf hin, dass die getesteten Fluorchinolone in E. coli bevorzugt mit Gyrase interagieren 

und in geringerem Maße mit Topoisomerase IV (21, 129, 177). In Versuchen von 

Schedletzky et al. konnte dies ebenfalls für Clina-, Trova-, Grepa- und Levofloxacin 

gezeigt werden. Die MHK-Werte für eine Mutante mit einer gyrA-Mutation lagen hier 

mindestens um das 4-fache höher als die MHK-Werte für eine Mutante mit einer parC-

Mutation (329). 
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4.1.1.2 Aktivität von Pradofloxacin gegenüber definierten, hochresistenten E. coli 

Stämmen mit Topoisomerasemutationen und einer verringerten Fähigkeit 

zur Akkumulation von Fluorchinolonen 

 

Zur weiteren Untersuchung der Wirksamkeit der Fluorchinolone wurden die MHK-

Werte gegenüber E. coli MII-M19, MIII-300/16 und 4917-M-C1 bestimmt. Diese 

Stämme weisen zusätzlich zu Mutationen in den Genen gyrA und parC Insertions- oder 

Deletionsmutationen in den Genen von direkten (acrR) oder indirekten regulatorischen 

Elementen (marO, marR) der Genexpression der AcrAB-Effluxpumpe auf (Tabelle 3.1). 

Bei den Mutanten MII-M19 und MIII-300/16 liegen Deletionen im Gen marR vor, das 

für das Repressorprotein MarR codiert (131, 232, 335). 4917-M-C1 weist eine Deletion 

im Gen acrR auf (codiert für das Repressorprotein AcrR) und besitzt darüber hinaus 

eine Insertion im Operatorbereich des Mar-Locus, marO. MarR unterbindet im funk-

tionstüchtigen Zustand durch Bindung an marO die Expression der Gene marA und 

marB (9, 230, 231). Studien belegen, dass Deletionsmutationen in marR zu einem funk-

tionsuntüchtigen Repressor führen und dass Insertionen in marO die Bindung eines 

funktionsfähigen Mar-Repressors verhindern können (222, 267). Beides führt zur kon-

stitutiven Expression der marRAB-Gene (18, 66). Dabei stellt MarA einen Transkrip-

tionsaktivator dar, der unter anderem die Expression der Gene acrAB für die AcrAB-

Effluxpumpe positiv reguliert (9, 336, 366). Durch dauerhafte Expression des Aktiva-

tors wird das Effluxpumpensystem konstitutiv exprimiert. Ein direktes Kontrollelement 

des acrRAB-Operons stellt der Repressor AcrR dar. Deletionen im Gen für dieses Regu-

latorprotein führen ebenfalls zu einer konstitutiven Expression der AcrAB-Effluxpumpe 

(218). Neben der positiven Regulation der Gene für die AcrAB-Effluxpumpe besitzt der 

Transkriptionsaktivator MarA auch eine negative regulatorische Funktion auf die Syn-

these von Porinen, wie OmpF, was letztendlich in einer Verringerung der Anzahl von 

OmpF-Porinen in der äußeren Membran gramnegativer Bakterien resultiert (67, 143). 

Beide Ereignisse, die Verringerung von OmpF-Porinen und die gesteigerte Expression 

der AcrAB-Effluxpumpe, führen auf Grund einer verminderten Akkumulation von   

Fluorchinolonen in der Zelle zu einer verringerten Empfindlichkeit. 

Aus Tabelle 3.1 kann entnommen werden, dass die untersuchten Fluorchinolone in ihrer 

Aktivität deutliche Unterschiede gegenüber den hochresistenten E. coli Stämmen MII-

M19, MIII-300/16 und 4917-M-C1 (Targetmutationen, verminderte Porinbildung und 
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erhöhter Efflux) aufwiesen. Alle Stämme waren resistent gegenüber Moxi-, Enro- und 

Marbofloxacin (MHK-Werte lagen zwischen 4 und 8 µg/ml). Gegenüber Ciprofloxacin 

erwies sich MII-M19 als vermindert empfindlich (MHK-Wert lag bei 2 µg/ml). Die 

Stämme MIII-300/16 und 4917-M-C1 (besitzen im Gegensatz zu MII-M19 zusätzlich zu 

den Mutationen mit einem Einfluss auf die Fluorchinolonakkumulation mehr als eine 

Topoisomerasemutation) waren klinisch resistent gegenüber Ciprofloxacin (MHK-

Werte bei 8 µg/ml). BayY3118 erwies sich als aktivstes Fluorchinolon, da alle Stämme 

klinisch sensibel gegenüber dieser Substanz waren (MHK-Werte von 0,25 bis 1 µg/ml). 

Die MHK-Werte von Pradofloxacin gegenüber den Mutanten MII-M19 und 4917-M-C1 

lagen ebenfalls im klinisch sensiblen Bereich (jeweils 1 µg/ml). Mutante MIII-300/16 

erwies sich als vermindert empfindlich gegenüber Pradofloxacin (MHK-Wert betrug 

2 µg/ml). Die unterschiedliche Aktivität der getesteten Fluorchinolone auf die hochre-

sistenten Stämme kann auf mehreren Faktoren beruhen. BayY3118 und Pradofloxacin 

sind schlechte Substrate für die AcrAB-Effluxpumpe (wichtigstes Effluxpumpensystem 

in E. coli). So konnten Pestrova et al. zeigen, dass ein Pyrrolidinopiperidinring an C7 

auf Grund seiner Größe und hydrophoben Eigenschaften ein schlechtes Substrat für 

Effluxpumpen darstellt (290). Sowohl BayY3118 als auch Prado- und Moxifloxacin 

besitzen einen solchen Substituenten (s. 1.2, Tabelle 1.4). Da Moxifloxacin jedoch eine 

geringere Aktivität gegenüber den Stämmen MII-M19, MIII-300/16 und 4917-M-C1 

aufweist, scheint neben dem C7-Substituenten noch ein anderer Faktor für die gesteiger-

te Aktivität von BayY3118 und Pradofloxacin verantwortlich zu sein. Z.B. könnten die 

unterschiedlichen C8-Substituenten hier eine Rolle spielen. Eine weitere mögliche Er-

klärung für die hohe Aktivität von BayY3118 und Pradofloxacin berücksichtigt die 

Wechselwirkung von Fluorchinolonen mit OmpF-Porinen bzw. die erleichterte Passage 

der äußeren Membran gramnegativer Bakterien (56, 396). Eine Verminderung der An-

zahl von OmpF-Porinen führt beispielsweise zu einer reduzierten Empfindlichkeit für 

Cipro- und Norfloxacin (16, 67, 140). Nach Untersuchungen von Mitsuyama et al. sind 

jedoch Tosu- und Sparfloxacin weiterhin aktiv gegenüber OmpF-Porin-defizienten 

Stämmen (245). Mitsuyama et al. schlossen daraus, dass Tosu- und Sparfloxacin die 

äußere Membran gramnegativer Bakterien leichter passieren können als andere Chino-

lone. Da generell alle Chinolone durch die Komplexierung von Mg2+-Ionen (verbinden 

benachbarte Lipopolysaccharidmoleküle der äußeren Membran) mit Hilfe der 3-Carb-

oxy-4-Oxo-Gruppe zur Destabilisierung der Lipopolysaccharidschicht beitragen und 
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somit die äußere Membran durchdringen können (56), muss eine erleichterte Passage 

einzelner Substanzen durch anderen Faktoren, wie z.B. dem 2,4-Difluorophenyl-

Substituenten von Tosufloxacin, beeinflusst werden. Übertragen auf die unterschiedli-

che Aktivität von BayY3118, Prado- und Moxifloxacin gegenüber den hier getesteten 

hochresistenten Stämmen ist denkbar, dass der C8-Cl- bzw. C8-CN-Substituent von 

BayY3118 bzw. Pradofloxacin im Gegensatz zum C8-OCH3-Substituenten von Mo-

xifloxacin für eine erleichterte Passage der äußeren Membran eine Rolle spielt. 

 

 

4.1.1.3 Aktivität von Pradofloxacin gegenüber Wildtypstämmen und definierten 

Topoisomerasemutanten von S. aureus und S. intermedius 

 

Anhand der MHK-Ergebnisse aus Tabelle 3.2 (3.1.1) kann gezeigt werden, dass Cipro-, 

Enro- und Marbofloxacin eine gute, BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin eine exzellen-

te Wirkung auf die Wildtypstämme S. aureus ATCC 6538 und S. intermedius ATCC 

29663 besitzen. Konsekutive Mutationen in den Genen für Topoisomerase IV und Gyra-

se von S. aureus hatten eine schrittweise Erhöhung der MHK-Werte für alle getesteten 

Fluorchinolone zur Folge. Diese Beobachtung geht konform mit den Ergebnissen ver-

schiedener Arbeitsgruppen (98, 99, 264). Das Ausmaß der MHK-Erhöhung war für die 

einzelnen Fluorchinolone unterschiedlich (Tabelle 3.2). Gegenüber der Topoisomerase 

IV-Mutante Q48.1.2-1 mit einem Aminosäureaustausch an Position 84 in der GrlA-

Untereinheit zeigten BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin die höchste Aktivität (MHK-

Werte lagen bei 0,0625, 0,25 bzw. 0,25 µg/ml). Einen guten Effekt besaß Enrofloxacin 

(MHK-Wert betrug 1 µg/ml). Die MHK-Werte von Cipro- und Marbofloxacin (je 

2 µg/ml) konnten im klinisch intermediären Bereich eingeordnet werden. Eine zusätz-

liche Mutation an Position 84 in der GyrA-Untereinheit von Gyrase führte bei Cipro-, 

Enro- und Marbofloxacin zum Verlust der Aktivität gegenüber Mutante Q24.2.5-3 

(MHK-Werte bei 16-64 µg/ml). Diese Mutante war hingegen klinisch empfindlich ge-

genüber BayY3118 (MHK-Wert betrug 1 µg/ml) und vermindert empfindlich gegenüber 

Moxi- und Pradofloxacin (MHK-Werte lagen jeweils bei 2 µg/ml). Die relativ hohe 

Aktivität von BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin auf beide Topoisomerasemutanten 

lässt darauf schließen, dass diese Substanzen sowohl mit Topoisomerase IV als auch mit 

Gyrase interagieren (dual-targeting). In erster Linie scheinen hierbei die C8-
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Substituenten von Bedeutung zu sein. So konnte in früheren Studien mit Moxifloxacin 

und anderen C8-substituierten Fluorchinolonen nachgewiesen werden, dass die jeweili-

gen C8-Substituenten für die Erweiterung des Wirkungsspektrums auf den grampositi-

ven Bereich sowie für die Aktivität auf beide Zielenzyme eine Rolle spielen (31, 36, 64, 

95, 96, 158, 159, 212, 301, 425). Zhao et al. konnten darüber hinaus in Untersuchungen 

mit verschiedenen Fluorchinolon-Derivaten zeigen, dass Derivate mit einer Methoxy-

gruppe an C8 weniger durch Aminosäurevariationen in Gyrase und Topoisomerase IV 

in ihrer Wirkung beeinträchtigt wurden als Derivate ohne C8-Substitution (425). Lu et 

al. boten eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen an. Hiernach reduzieren Resis-

tenzmutationen den elektronenreichen Charakter der α4-Helix – der postulierten Erken-

nungsregion der Fluorchinolone in GyrA (212, 248, 291). Die C8-Substituenten moder-

ner Fluorchinolone sind nach Lu et al. bedeutsam für den Wiederaufbau eines elektro-

nenreichen Milieus, so dass eine Hemmung von Gyrase wieder möglich ist (213). Auf 

Grund der hohen Aktivität von BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin gegenüber den 

Topoisomerasemutanten ist eine ähnliche Interaktion mit den mutierten Zielenzymen 

möglich. Darüber hinaus könnte auch der C7-Pyrrolidinopiperidinring dieser drei Fluor-

chinolone wichtig für die gesteigerte Aktivität sein, da dieser Substituent mit einem ver-

ringerten Austransport (s. auch 4.1.1.2) aus der bakteriellen Zelle in Verbindung ge-

bracht wird. 

 

 

4.1.2 Bevorzugte Zielstruktur und Selektionspotential von Pradofloxacin 

 

Resistenz gegenüber Fluorchinolonen kann durch verschiedene Mechanismen hervorge-

rufen werden: a) Mutationen in den Genen der bakteriellen Typ II-Topoisomerasen, Gy-

rase und Topoisomerase IV, b) eine Verringerung der Substanzkonzentration in der Zel-

le und c) durch Plasmid vermittelte Resistenz (126, 318). Während bisher nur wenige 

Berichte über Plasmid vermittelte Fluorchinolonresistenz existieren (233, 367, 368) und 

dieser Mechanismus zur Zeit noch eine zahlenmäßig untergeordnete Rolle spielt, stellen 

Mutationen in den Genen der Untereinheiten von Gyrase (gyrA und gyrB) und Topo-

isomerase IV (parC und parE) sowie eine verringerte Akkumulation der Substanzen in 

der Zelle – durch erhöhten Efflux bzw. eine verringerte Porinsynthese – die Hauptursa-

chen für das Auftreten klinisch resistenter Bakterienstämme dar (126, 318). 
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Auf Grund des vermehrten Auftretens resistenter Bakterien während der Behandlung 

mit älteren Fluorchinolonen, wie Cipro- und Levofloxacin (5, 354), sollten neue Fluor-

chinolone ein möglichst geringes Potential zur Selektion resistenter Bakterien aufweisen 

(154). In der vorliegenden Arbeit wurde daher das Potential von Pradofloxacin zur Se-

lektion resistenter Bakterien untersucht. Des Weiteren sollten durch die Versuche Hin-

weise auf die bevorzugte Zielstruktur (Gyrase oder Topoisomerase IV) dieser Substanz 

in E. coli, S. aureus und S. intermedius gewonnen werden. D.h. treten spontane Muta-

tionen in der bevorzugten Zielstruktur auf, so verringert sich deren Empfindlichkeit ge-

genüber der zu testenden Substanz, während die Empfindlichkeit der anderen Zielstruk-

tur unverändert bleibt. 

 

 

4.1.2.1 Bevorzugte Zielstruktur von Pradofloxacin in E. coli, S. aureus und S. inter-

medius 

 

Die in dieser Arbeit mit Prado- und Enrofloxacin selektierten E. coli Mutanten wiesen 

Veränderungen in der GyrA- bzw. GyrB-Untereinheit von Gyrase auf (3.1.2, Tabelle 

3.5). Dies weist auf Gyrase als bevorzugte (primäre) Zielstruktur der beiden Substanzen 

in E. coli hin. Auf Grund der Ergebnisse früherer Selektionsversuche mit E. coli bzw. 

anderen gramnegativen Bakterien (z.B. Klebsiella pneumoniae, Salmonella spec.) stellt 

Gyrase auch für andere Fluorchinolone wie Cipro- oder Moxifloxacin die bevorzugte 

Zielstruktur dar (88, 115, 145, 177, 237, 318). Alle in der vorliegenden Arbeit identifi-

zierten gyrA-Mutationen waren in der Chinolonresistenz-determinierenden Region 

(QRDR) dieser Untereinheit lokalisiert. Diese Region stellt einen Bereich dar, in dem 

häufig Resistenzmutationen gegenüber Fluorchinolonen nachgewiesen wurden (70, 133, 

258, 270). In der GyrA-Untereinheit von E. coli umfasst die QRDR die Aminosäuren 67 

bis 106 (415). Sechs der neun mit Enro- und Pradofloxacin selektierten Mutanten von 

E. coli WT wiesen einen Aminosäureaustausch von Serin zu Leucin an Position 83 auf, 

zwei einen Austausch von Asparaginsäure zu Asparagin an Position 87. Beide Muta-

tionen sind aus mehreren vorhergehenden Studien bekannt (68, 70, 94, 103, 123, 132, 

133, 270, 284, 318, 321, 350, 415, 416). Darüber hinaus trug eine mit Pradofloxacin 

selektierte Mutante (WT-K) einen Aminosäureaustausch in GyrB von Serin zu Tyrosin 

an Position 464. Diese Mutation erwies sich als stabil, da WT-K nach mehreren Anti-
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biotikum freien Passagen auf der ursprünglichen Selektionskonzentration wieder an-

wuchs (Methode s. 2.2.1.10). Der entsprechende Aminosäureaustausch in GyrB wurde 

bisher nur für ein klinisches Isolat von S. typhimurium an Position 463 (114) bzw. von 

P. mirabilis an Position 464 beschrieben (399) und stellt somit eine neue Mutation in 

E. coli dar. Darüber hinaus lag die Mutation außerhalb der ursprünglich definierten 

QRDR von GyrB (Aminosäuren 426 bis 447) (413), was für eine Erweiterung dieser 

Region spricht. 

Von S. aureus ATCC 6538 konnten in der vorliegenden Arbeit nur mit Enrofloxacin 

resistente Bakterien selektiert werden (3.1.2, Tabelle 3.3). Alle Resistenzmutationen 

waren bekannt (Serin-80 zu Phenylalanin/Tyrosin) und befanden sich in der QRDR von 

GrlA (Aminosäuren 64 bis 103) (98, 99, 120). Auch die von S. intermedius ATCC 

29663 selektieren Mutanten wiesen ausschließlich Mutationen in der QRDR von GrlA 

(Sequenzbereich entsprechend zu S. aureus) auf. Die mit Ciprofloxacin selektierten 

Mutanten zeigten einen Aminosäureaustausch von Serin zu Isoleucin an Position 80 

bzw. von Asparaginsäure zu Asparagin an Position 84. Die mit Pradofloxacin selektierte 

Mutante besaß ebenfalls einen Aminosäureaustausch an Position 84, jedoch wurde hier 

Asparaginsäure durch Tyrosin ersetzt. Da über Mutationen in S. intermedius bislang 

keine Erkenntnisse vorliegen, kann nur vermutet werden, dass die aufgetretenen Muta-

tionen an Codon 80 vergleichbar mit denen an Codon 80 in grlA von S. aureus bzw. in 

parC von E. coli sind. So wurde in E. coli beispielsweise häufig ein Austausch an Posi-

tion 80 von Serin zu Isoleucin beschrieben (94, 129, 378). Ein Aminosäureaustausch an 

Position 84 von Asparaginsäure (GAT) zu Asparagin (AAT) oder Tyrosin (TAT) ist für 

S. intermedius spezifisch. Auf Grund des in E. coli parC bzw. S. aureus grlA vorliegen-

den Codons GAA für Glutaminsäure ist ein Aminosäureaustausch zu Asparagin oder 

Tyrosin durch eine einzelne Mutation nicht möglich. 

Während Gyrase in gramnegativen Bakterien für alle bislang untersuchten Fluorchino-

lone die bevorzugte Zielstruktur darstellt, interagieren viele Fluorchinolone in gramposi-

tiven Bakterien mit Topoisomerase IV, andere hingegen mit Gyrase. So deuten Untersu-

chungen mit S. pneumoniae beispielsweise darauf hin, dass Cipro- und Trovafloxacin 

bevorzugt mit Topoisomerase IV, Spar- oder Clinafloxacin bevorzugt mit Gyrase inter-

agieren (255, 279, 280, 281, 316). Die Selektionsversuche der vorliegenden Arbeit mit 

S. aureus bzw. S. intermedius deuten auf Topoisomerase IV als bevorzugte Zielstruktur 

von Enro- bzw. Ciprofloxacin in den beiden grampositiven Species hin. Die mit diesen 
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Substanzen selektierten Staphylococcus Mutanten wiesen ausschließlich Mutationen in 

grlA auf. Topoisomerase IV scheint ebenfalls die bevorzugte Zielstruktur von Prado-

floxacin in S. intermedius zu sein, da Mutationen nur in grlA auftraten. Einen Hinweis 

auf die primäre Zielstruktur von Pradofloxacin in S. aureus liefern Selektionsversuche 

von H.-G. Wetzstein (400). Hier wurden ebenfalls zuerst Mutationen in grlA nachge-

wiesen, was für Topoisomerase IV als bevorzugte Zielstruktur von Pradofloxacin in 

S. aureus spricht. Die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen mit weiteren Fluorchi-

nolonen wie Gati- oder Moxifloxacin weisen ebenfalls auf Topoisomerase IV als primä-

re Zielstruktur in S. aureus hin (98, 99, 115, 116, 264). 

 

Die Bestimmung der MHK gegenüber den in dieser Arbeit selektierten Mutanten von 

E. coli, S. aureus und S. intermedius (3.1.2, Tabelle 3.6) ergab, dass die MHK-Werte 

der C8-substituierten Fluorchinolone BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin im Vergleich 

zu den Wildtypstämmen nur um das 2- bis 4-fache, die MHK-Werte von Cipro-, Enro- 

und Marbofloxacin hingegen um das 4- bis 16-fache anstiegen. Ähnliche Ergebnisse 

ergaben Versuche von Discotto et al. mit Garenoxacin selektierten Erstschrittmutanten 

(82). Während die MHK-Werte von Ciprofloxacin (kein C8-Substituent) im Vergleich 

zu den Werten des Wildtypstammes um das 8-fache anstiegen, blieben die MHK-Werte 

von Garenoxacin (C8-OCHF2) unverändert. Dieses Ergebnis und die Resultate der vor-

liegenden Arbeit belegen, dass der C8-Substituent bedeutsam für die antibakterielle 

Wirkung von Fluorchinolonen ist: a) Hinsichtlich der Erweiterung des Wirkungsspek-

trums (Wirkung auf gramnegative und -positive Bakterien) und b) in Bezug auf die hohe 

Aktivität gegenüber Topoisomerasemutanten (s. auch 4.1.1). 

Die Bestimmung der MHK-Werte der Fluorchinolone gegenüber den selektierten Mu-

tanten in Anwesenheit von 32 µg/ml Phenylalanyl-Arginyl-β-Naphtylamid (Inhibitor 

von RND-Effluxpumpen wie AcrAB in E. coli) bzw. 20 µg/ml Reserpin (Inhibitor der 

NorA-Effluxpumpe in Staphylokokken) ergab keine bzw. nur eine geringe Abweichung 

von einer Dilutionsstufe (entspricht dem Fehlerbereich der MHK-Bestimmung) zu den 

MHK-Werten ohne Inhibitoren. Z.B. betrug der MHK-Wert von Pradofloxacin für die 

mit dieser Substanz selektierten Mutante IP0,06-2d-51 von S. intermedius ATCC 29663 

ohne Reserpin 0,0625 µg/ml (3.1.2, Tabelle 3.6). Die MHK-Werte von Pradofloxacin in 

Anwesenheit von DMSO (Lösung von Reserpin gelang nur in 25% Dimethylsulfoxid) 

ohne bzw. mit Reserpin betrugen ebenfalls je 0,0625 µg/ml. Auf Grund der schlechten 
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Löslichkeit von Reserpin ist jedoch nicht auszuschließen, dass die Substanz während 

der Inkubationszeit (18 bis 24 h) wieder auskristallisiert und in dieser Form nicht in der 

Lage ist, die NorA-Effluxpumpe vollständig zu inhibieren. Eine Beteiligung der NorA-

Effluxpumpe an der Resistenz der Staphylococcus Mutanten kann somit nicht ausge-

schlossen werden. 

Für die selektierten E. coli Mutanten ist ein erhöhter Efflux wahrscheinlich auszuschlie-

ßen. Z.B. liegt die MHK von Ciprofloxacin für die Topoisomerase-Efflux-Mutante MII-

M19 (gyrA Ser83Leu, MarR∆175) mit 2 µg/ml (3.1.1, Tabelle 3.1) deutlich über den 

MHK-Werten für die selektierten E. coli Mutanten (0,0625 bis 0,0125 µg/ml). 

 

 

4.1.2.2 Selektionspotential von Pradofloxacin 

 

Die in dieser Arbeit ermittelten Mutationsfrequenzen von E. coli WT für Pradofloxacin 

(CN-Gruppe an C8, Pyrrolidinopiperidin an C7) und Enrofloxacin (C8-H, C7-Ethyl-

piperazin) betrugen bei einer der 4-fachen MHK entsprechenden Selektionskonzentra-

tion 3,8 × 10-9 bzw. 9,4 × 10-10 (3.1.2, Tabelle 3.3). Im Gegensatz hierzu konnten 

Schedletzky et al. in Selektionsversuchen mit E. coli WT zeigen, dass unter Verwen-

dung der 4-fachen MHK als Selektionskonzentration die Mutationsfrequenz von Moxi-

floxacin (C8-OCH3, C7-Pyrrolidinopiperidin) mit 3,8 × 10-10 um 1,8 Zehnerpotenzen 

niedriger lag als die Frequenz von Ciprofloxacin (C8-H, C7-Piperazin) (329). 

In den Selektionsversuchen mit S. aureus wurde ein Inokulum von ca. 1 × 1010 einge-

setzt. Da keine resistenten S. aureus Mutanten mit Pradofloxacin selektiert werden 

konnten, muss die Mutationsfrequenz geringer als der Kehrwert des eingesetzten Inoku-

lums, d.h. kleiner als 1 × 10-10 sein. Die niedrige Mutationsfrequenz spricht für ein ge-

ringes Potential von Pradofloxacin zur Selektion resistenter Mutanten von S. aureus. 

Ähnliche Ergebnisse gehen aus Selektionsversuchen verschiedener Arbeitsgruppen mit 

anderen C8-substituierten Fluorchinolonen und S. aureus hervor. Die Substanzen wie-

sen unter Verwendung der jeweils 4-fachen MHK Mutationsfrequenzen von < 4,5 × 10-11 

bis 2,8 × 10-9 (Gatifloxacin), 9,1 × 10-10 bis < 1,0 × 10-9 (Premafloxacin), 1,1 × 10-10 

(Trovafloxacin) bzw. 6 × 10-11 (Moxifloxacin) auf (72, 116, 154, 155). Diese Mutations-

frequenzen waren deutlich geringer als die von Ciprofloxacin (3,9 × 10-9 bis 3,0 × 10-8) 

(98, 154, 155, 329). 
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In den vorliegenden Versuchen mit S. intermedius gelang eine Selektion resistenter Bak-

terien unter Verwendung der 4- bzw. 8-fachen MHK von Ciprofloxacin. Mit Prado-

floxacin gelang eine Selektion nur bei Einsatz der 2-fachen MHK. Dabei betrug die Mu-

tationsfrequenz von Pradofloxacin 3,9 × 10-7 (3.1.2, Tabelle 3.4). Bei der 4-fachen 

MHK von Pradofloxacin konnten keine Mutanten mehr selektiert werden. Da in Versu-

chen mit S. intermedius ein Inokulum von ca. 2 × 109 eingesetzt wurde, muss die Muta-

tionsfrequenz geringer als der Kehrwert des eingesetzten Inokulums, d.h. kleiner als 

2 × 10-9 sein. Im Gegensatz hierzu betrug die Mutationsfrequenz von Ciprofloxacin bei 

der 4-fachen MHK 3,2 × 10-6. Sie lag damit um ca. 3 Zehnerpotenzen höher als die Mu-

tationsfrequenz von Pradofloxacin bei der 4-fachen MHK und um 1 Zehnerpotenz höher 

als die Frequenz von Pradofloxacin bei der 2-fachen MHK. Diese Daten weisen somit 

darauf hin, dass Pradofloxacin ein geringeres Potential zur Selektion resistenter Bakteri-

en von S. intermedius besitzt als Ciprofloxacin. 

Ein möglicher Grund für das geringe Selektionspotential C8-substituierter Fluorchino-

lone, wie z.B. Pradofloxacin, könnte die hohe Aktivität gegenüber beiden Zielstrukturen 

– Gyrase und Topoisomerase IV – sein (426). Die Substanzen sind dadurch nicht nur 

aktiv gegenüber Wildtypzellen, sondern besitzen auch, wie in der vorliegenden Arbeit 

mit E. coli, S. aureus und S. intermedius (s. 4.1.1 und 4.1.2.1) bzw. in früheren Studien 

mit S. aureus und Mycobacterien (85, 156, 158, 181, 184, 329, 425) bereits gezeigt 

werden konnte, eine erhöhte Aktivität gegenüber Gyrase bzw. Topoisomerase IV Erst-

schrittmutanten. Die hohe Aktivität C8-substituierter Fluorchinolone wie Pradofloxacin 

gegenüber Erstschrittmutanten bzw. das daraus resultierende verminderte Selektionspo-

tential könnte dazu beitragen, die Selektion klinisch resistenter Bakterien zu verhindern 

oder zumindest zu verzögern. 

Neben der antibakteriellen Aktivität eines Fluorchinolons spielen auch pharmakokineti-

sche Parameter, wie z.B. die nach einer bestimmten Dosierung erreichte maximale Se-

rumkonzentration (Cmax), für die Vermeidung von resistenten Bakterien eine Rolle. Sin-

derlar et al. definierten in diesem Zusammenhang die mutant-preventing-concentration 

(MPC). Die MPC stellt die Konzentration eines Antibiotikums dar, die noch in Lage ist, 

Resistenzmutationen zu verhindern (343). Dabei wurde die Hypothese aufgestellt, dass 

die Möglichkeit der Selektion resistenter Mutanten gering ist, wenn die Konzentration 

eines Antibiotikums im Serum bzw. in infizierten Geweben die MPC dauerhaft über-

steigt (343). Zhao et al. grenzten den Konzentrationsbereich, in dem eine Selektion statt-
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finden kann, weiter ein und bezeichneten diesen Bereich als mutant-selecting-window 

(MSW) (424). Dabei stellt die untere Grenze des MSW die MHK empfindlicher Zellen 

einer Bakterienpopulation dar. Die obere Grenze des MSW ist die MPC, die in der Re-

geln geringfügig höher (ca. 2-fach) als die MHK von Einschrittmutanten liegt (343). 

Übersteigt die Serumkonzentration die MPC dauerhaft, so werden neben empfindlichen 

Zellen auch Einschrittmutanten abgetötet. Da die Resistenz gegenüber Fluorchinolonen 

schrittweise erfolgt (auf eine erste Mutation z.B. in E. coli Gyrase erfolgt bei steigenden 

Fluorchinolonkonzentrationen eine zweite Mutation in Topoisomerase IV), würde eine 

Wildtypzelle somit von vornherein zwei Resistenzmutationen benötigen, um oberhalb 

der MPC wachsen zu können (424). Eine weitere wichtige Rolle zur Vermeidung resis-

tenter Bakterien scheint der Konzentrationsbereich des MSW zu spielen. Firsov et al. 

zeigten beispielsweise, dass die MPC-Werte der C8-substituierten Fluorchinolone 

Moxi- und Gatifloxacin niedriger lagen als die Werte von Fluorchinolonen ohne C8-

Substituenten (Cipro- bzw. Levofloxacin) (102). Darüber hinaus näherten sich der 

MPC- und der MHK-Wert von Moxi- bzw. Gatifloxacin einander an. Die Substanzen 

besaßen somit ein schmales MSW. Wetzstein und Ochtrup konnten dies ebenfalls für 

Pradofloxacin zeigen (402). Hier überstieg der MPC-Wert (0,55 µg/ml) von Pradofloxa-

cin den MHK-Wert (0,0625 µg/ml) gegenüber S. aureus um das 9-fache. Der MPC-

Wert (1,93 µg/ml) von Enrofloxacin lag hingegen um das 31-fache höher als der MHK-

Wert (0,0625 µg/ml) dieser Substanz. Das MSW ist dementsprechend schmaler für Pra-

dofloxacin als für Enrofloxacin. Eine Selektion resistenter Mutanten ist mit Pradofloxa-

cin im Gegensatz zu Enrofloxacin nur in einem engen Konzentrationsbereich möglich. 

In diesem Zusammenhang konnten Fraatz et al. anhand pharmakokinetischer Studien 

mit Hunden zeigen, dass Pradofloxacin auch bei einer geringen Dosierung von 6 mg/kg 

Körpergewicht auf Grund seiner guten pharmakokinetischen Eigenschaften (Cmax = 3,33 

mg/ml, Tmax = 1,3 h, t1/2 = 6,8 h, AUC = 19,56 µg × h/ml) erst nach 12 h in den Bereich 

des MSW fällt (105). Das bedeutet, dass bei einer zweimaligen Gabe von 6 mg/kg Kör-

pergewicht pro Tag eine Selektion resistenter Bakterien mit Pradofloxacin unwahr-

scheinlich ist. 
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4.1.3 Bakterizide Wirkungstypen von Pradofloxacin 

 

Für die Antibiotikaklasse der Chinolone sind vier bakterizide Wirkungstypen bekannt – 

A, B, B1 und C (251, 253). Mechanismus A weisen alle Chinolone auf (201, 346). Er 

setzt neben der aktiven Zellteilung von Bakterien auch das Vorhandensein einer aktiven 

Proteinbiosynthese voraus (201). Mechanismus A ist der einzige bakterizide Mechanis-

mus älterer Chinolone wie Nalidixin- und Oxolinsäure. Ihre bakterizide Wirkung auf 

Bakterien wird in flüssigem Nährmedium durch Zugabe von Chloramphenicol (hemmt 

die Proteinbiosynthese) und unter Mangel an Nährstoffen in PBS (hemmt die Zelltei-

lung) aufgehoben (201, 346). Im Gegensatz zu den älteren Chinolonen können Fluor-

chinolone zusätzliche Mechanismen besitzen. Z.B. ist Ofloxacin aktiv gegenüber tei-

lungsinaktiven Zellen und Zellen mit einer gehemmten Proteinbiosynthese (202, 348). 

Smith et al. bezeichneten diesen Effekt als Mechanismus B (202). Für Norfloxacin und 

Enoxacin konnte Mechanismus C nachgewiesen werden, d.h. diese Substanzen waren 

aktiv gegenüber teilungsinaktiven Zellen, jedoch nicht gegenüber Bakterien mit ge-

hemmter Proteinbiosynthese (148, 199, 300). Ein weiterer Mechanismus – B1 – wurde 

in Versuchen mit Clinafloxacin entdeckt. Diese Substanz tötete Bakterien mit gehemm-

ter Proteinbiosynthese ab, besaß jedoch keinen bakteriziden Effekt auf teilungsinaktive 

Zellen (198). Das Vorhandensein zusätzlicher bakterizider Mechanismen zu Mechanis-

mus A gilt als vorteilhaft für die Wirkung eines Chinolons. Die Substanz besitzt somit 

einen Effekt auf Bakterien in unterschiedlichen physiologischen Stadien und daraus 

resultierend eine höhere bakterizide Aktivität (253). In der vorliegenden Arbeit wurde 

die Wirkung von Pradofloxacin auf Zellen in unterschiedlichen physiologischen Stadien 

getestet und mit der Wirkung weiterer Fluorchinolone verglichen. Abgesehen von eini-

gen Versuchen mit der 8-fachen MHK wurde vorrangig die optimale bakterizide Kon-

zentration (OBC) der getesteten Chinolone eingesetzt, um einen maximalen bakterizi-

den Effekt hervorzurufen (201, 252). Zusätzlich wurde mit verschiedenen Topoisomera-

semutanten der Einfluss von Mutationen in Gyrase oder Topoisomerase IV auf die bak-

terizide Aktivität der Fluorchinolone untersucht. 



148 Diskussion 

4.1.3.1 Bakterizide Mechanismen von Pradofloxacin 

 

Tabelle 3.9 (3.1.3.2) beinhaltet die identifizierten Mechanismen der in dieser Arbeit 

getesteten Fluorchinolone gegenüber verschiedenen Wildtypstämmen und Topoisome-

rasemutanten von E. coli, S. aureus und S. intermedius. 

Die Ergebnisse der Absterbekinetiken mit E. coli unter Verwendung der 8-fachen MHK 

bzw. OBC verdeutlichen, dass alle Fluorchinolone bei beiden Konzentrationen Mecha-

nismus A aufwiesen. Das Auftreten zusätzlicher Mechanismen war konzentrationsab-

hängig. Beispielsweise besaß Enrofloxacin gegenüber E. coli WT nur unter Verwen-

dung der OBC Mechanismus C. Moxi- und Pradofloxacin zeigten bereits bei der 

8-fachen MHK Mechanismus C, jedoch nur bei der OBC Mechanismus B. Die Konzen-

trationsabhängigkeit der bakteriziden Mechanismen wurde auch von Howard in Versu-

chen mit E. coli und Ofloxacin nachgewiesen. Dabei wurde zur Auslösung von Mecha-

nismus C die 8-fache MHK, für Mechanismus B hingegen die 40-fache MHK benötigt 

(148). 

Gegenüber den Wildtypstämmen E. coli WT, S. aureus ATCC 6538 bzw. S. intermedius 

ATCC 29663 und allen getesteten Topoisomerasemutanten besaßen alle Fluorchinolone 

– unter Verwendung der OBC – Mechanismus A. Dabei wurden die höchsten Keimzahl-

reduktionen durch die Fluorchinolone BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin erreicht. 

Besonders hervorzuheben ist die hohe Aktivität von Pradofloxacin gegenüber E. coli 

WT (3.1.3.2, Abbildung 3.2). Die Keimzahl lag nach 3 h Inkubation mit Pradofloxacin 

bereits unterhalb der Nachweisgrenze (Keimzahlreduktion betrug über 5,86 Zehnerpo-

tenzen). 

Von den zusätzlichen Mechanismen B, B1 und C wird Mechanismus B als effektivster 

angesehen. Fluorchinolone sind hierdurch in der Lage, ihre Wirkung auf teilungsinakti-

ve Zellen und Zellen mit gehemmter Proteinbiosynthese auszuüben. Mechanismus B 

konnte für Moxi- und Pradofloxacin bei E. coli WT nachgewiesen werden (3.1.3.2, Ta-

belle 3.9). Darüber hinaus zeigten BayY3118, Prado- und Moxifloxacin diesen Mecha-

nismus bei S. aureus ATCC 6538 sowie BayY3118 und Pradofloxacin bei 

S. intermedius ATCC 29663. Das Auftreten von Mechanismus B bei Ciprofloxacin ist 

in der Literatur umstritten. Smith konnte diesen Mechanismus für Ciprofloxacin gegen-

über einem Wildtypstamm von E. coli nachweisen (349). Im Gegensatz dazu steht die 

Untersuchung von Gradelski et al. (117). Hier konnte gegenüber zwei verschiedenen 
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E. coli Wildtypstämmen nur Mechanismus A für Ciprofloxacin nachgewiesen werden. 

In der vorliegenden Arbeit zeigte Ciprofloxacin Mechanismus C gegenüber E. coli WT. 

Möglicherweise beruhen die unterschiedlichen Ergebnisse auf methodischen Differen-

zen. Smith verwendete für seine Testungen Übernachtkulturen (349). In der vorliegen-

den Arbeit und bei Gradelski et al. wurden logarithmisch wachsenden Zellen für die 

Versuche eingesetzt. Weiterhin könnte der Einsatz unterschiedlicher Medien, wie NI- 

(diese Arbeit und 349) oder Mueller-Hinton-Bouillon (117) Einfluss auf das Auftreten 

der bakteriziden Mechanismen haben. 

Besitzt ein Fluorchinolon den bakteriziden Mechanismus B, wie es hier für BayY3118, 

Moxi- und Pradofloxacin gezeigt werden konnte, ergeben sich daraus Vorteile für eine 

Therapie. Beispielsweise können persistierende Bakterien (Zellen, die über einen länge-

ren Zeitraum teilungsinaktiv sind und einen reduzierten Metabolismus aufweisen) abge-

tötet werden (251). Eine Reinfektion, die von solchen Erregern ausgehen kann, wird 

somit verhindert. Des Weiteren kann Mechanismus B für eine verlangsamte Resistenz-

entwicklung von Bedeutung sein. So besteht eine Bakterienpopulation in der Regel nicht 

nur aus teilungsaktiven Zellen, sondern, wie z.B. bei Staphylokokken, auch aus sehr 

langsam wachsenden Zellen mit einem reduzierten Metabolismus (small colony vari-

ants, SCV) (128, 295, 299, 384). Da in der Regel alle teilungsaktiven Zellen durch den 

Mechanismus A der Chinolone rasch abgetötet werden, wird angenommen, dass resis-

tente Bakterien aus SCVs bzw. aus den oben beschriebenen persistierenden Zellen her-

vorgehen (104, 251). Letztere Subpopulationen können durch den bei BayY3118, Moxi- 

und Pradofloxacin vorhandenen Mechanismus B ebenfalls abgetötet und die Resistenz-

entwicklung dementsprechend verlangsamt werden. Heinzl und Schmid konnten dar-

über hinaus nachweisen, dass Mechanismus B von Moxifloxacin für die Abtötung von 

pathogenen, Biofilm bildenden Bakterien verantwortlich ist (128). Nach Ramon et al. 

scheint dieser Mechanismus auch für die Aktivität von Fluorchinolonen gegenüber Zel-

len, die von der logarithmischen Wachstumsphase in die stationäre Phase übergehen, 

wichtig zu sein (299). Diese Sachverhalte könnten ebenfalls auf BayY3118 und Pra-

dofloxacin zutreffen. 
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4.1.3.2 Einfluss von Topoisomerasemutationen auf die Anzahl zusätzlicher bakte-

rizider Mechanismen von Pradofloxacin 

 

Mutationen in den Topoisomerasegenen hatten einen Einfluss darauf, welche bakterizi-

den Mechanismen wirksam waren (3.1.3.2, Tabelle 3.9). Dies wurde auch von verschie-

denen Arbeitsgruppen in früheren Untersuchungen beobachtet (58, 200). In der vorlie-

genden Arbeit hatte eine einzelne Mutation in der ParC-Untereinheit von E. coli Topo-

isomerase IV (WT-4) den Verlust von Mechanismus C bei Ciprofloxacin, von Mecha-

nismus B bei Moxi- und Pradofloxacin zur Folge. Moxi- und Pradofloxacin zeigten sich 

jedoch weiterhin aktiv gegenüber ruhenden Zellen, d.h. sie besaßen den bakteriziden 

Mechanismus C. Eine doppelte Mutation in der GyrA-Untereinheit von Gyrase (E. coli 

WT-3-1) bewirkte bei allen Fluorchinolonen den Verlust aller Mechanismen bis auf 

Mechanismus A. Dies weist darauf hin, dass für zusätzliche bakterizide Mechanismen 

eine unveränderte Gyrase benötigt wird. Jedoch deutet der Verlust von Teilmechanis-

men gegenüber der E. coli Mutante WT-4 – in der Topoisomerase IV mutiert, Gyrase 

jedoch unverändert vorliegt – darauf hin, dass die Fluorchinolone BayY3118, Moxi-, 

Prado-, Cipro- und Enrofloxacin zur Ausprägung zusätzlicher Mechanismen auch eine 

unveränderte Topoisomerase IV benötigen. 

In S. aureus ging der Erwerb einer einzelnen grlA-Mutation (Mutante Q48.1.2-1) mit 

dem Verlust des Mechanismus B von Moxi- und Pradofloxacin einher. Die Fluorchino-

lone besaßen jedoch (wie Enrofloxacin) noch Mechanismus B1. Für Cipro- und Mar-

bofloxacin konnte nur Mechanismus A nachgewiesen werden. Die Wirkung von 

BayY3118 wurde nicht beeinträchtigt. Diese Substanz besaß wie für den Wildtypstamm 

S. aureus ATCC 6538 Mechanismus B. Durch eine zusätzliche Mutation in gyrA (Mu-

tante Q24.2.5-3) wurde die bakterizide Aktivität der getesteten Fluorchinolone nicht 

weiter beeinträchtigt (Beibehalten vorhandener Mechanismen). Z.B. besaßen Moxi- und 

Pradofloxacin, aber auch Enro- und Marbofloxacin, weiterhin Mechanismus B1 zusätz-

lich zu Mechanismus A. Das höhere bakterizide Potential von Moxi- und Pradofloxacin 

gegenüber Mutante Q24.2.5-3 wird bei Betrachtung der für die Absterbekinetiken einge-

setzten optimalen bakteriziden Konzentrationen (3.1.3.1, Tabelle 3.8) erkennbar. So 

benötigten Enro- und Marbofloxacin höhere Konzentrationen (512 µg/ml bzw. 

256 µg/ml) für die Ausprägung von Mechanismus A und B1 als Moxi- und Pradofloxa-

cin (jeweils 128 µg/ml). 
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4.1.3.3 Mögliche molekulare Effekte für das Auftreten bakterizider Mechanismen 

 

Unabhängig davon, welchen zusätzlichen Mechanismus ein in dieser Arbeit getestetes 

Fluorchinolon besaß, fiel die Keimzahlreduktion durch die Mechanismen B, B1 oder C 

stets geringer aus als die Keimzahlreduktion durch Mechanismus A (3.1.3.2, Abbildun-

gen 3.2 bis 3.11). Beispielsweise besaß Pradofloxacin gegenüber E. coli WT zusätzlich 

zu Mechanismus A Mechanismus B, der sich aus den Teilmechanismen B1 und C zu-

sammensetzt. Im Vergleich zur Keimzahlreduktion um mehr als 5,86 Zehnerpotenzen in 

NI-Bouillon (Mechanismus A) betrug die Keimzahlreduktion in PBS (Mechanismus C) 

nur 4,37 Zehnerpotenzen und in NI-Bouillon mit Zusatz von Chloramphenicol [50 

µg/ml] (Mechanismus B1) nur 3,15 Zehnerpotenzen (3.1.3.2, Abbildung 3.2). Die vari-

ierende Reduktion der Keimzahl durch die verschiedenen Mechanismen konnte bereits 

in früheren Untersuchungen mit unterschiedlichen Bakterienspecies und Chinolonen 

gezeigt werden (148, 346, 349). Für die maximale Wirkung eines Chinolons bzw.    

Fluorchinolons sind somit teilungsaktive Zellen mit einer aktiven Proteinsynthese (ent-

spricht Mechanismus A) notwendig (201, 346, 349). Dies kann damit begründet werden, 

dass in teilungsaktiven Zellen gleichzeitig mehrere Replikationsgabeln aktiv sind. Durch 

die Kollision der Replikationsgabeln mit Chinolon-Topoisomerase-DNA-Komplexen 

(ternäre Komplexe) kommt es zum Stop der Replikation, zur Stabilisierung ternärer 

Komplexe und zur Generierung von DNA-Doppelstrangbrüchen (88). Die bakterizide 

Wirkung der Chinolone beruht auf der Freisetzung der gespaltenen DNA aus den ternä-

ren Komplexen, da die DNA-Läsion ein Signal für eine Reihe zellulärer Reaktionen 

(SOS-Reparatur, Autolysine) darstellt, welche letztendlich zu einem raschen Bakterien-

tod führen (88, 203, 385). Da die Doppelstrangbrüche jedoch von den gehemmten To-

poisomerasen bedeckt werden, wird angenommen, dass ein Proteinfaktor (der bisher 

noch nicht identifiziert werden konnte) für die Freisetzung der DNA-Enden erforderlich 

ist (88, 201). Sowohl für die Produktion dieses Proteinfaktors als auch der SOS-

Reparatur-Enzyme und Autolysine wird eine aktive Proteinbiosynthese benötigt. Wird 

die Proteinbiosynthese gehemmt, z.B. durch Chloramphenicol, wird die Freisetzung der 

DNA-Enden aus den ternären Komplexen und die Induktion der SOS-Antwort verhin-

dert. Dennoch besitzen einige Fluorchinolone die Fähigkeit (wenn auch in geringerem 

Umfang), Zellen mit einer gehemmten Proteinbiosynthese abzutöten. Dies wird mit dem 

durch diese Substanzen unterschiedlich stark induzierten Zerfall der ternären Komplexe 
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und somit mit den strukturellen Eigenschaften der jeweiligen Fluorchinolone in Verbin-

dung gebracht. Zhao et al. stellten dazu die These auf, dass der C8-Substituent weniger 

zur Stabilität als vielmehr zur Labilität eines Fluorchinolon-Topoisomerase-DNA-

Komplexes beiträgt (426). Somit würde ein solcher Komplex leichter zerfallen und 

Doppelstrangbrüche würden freigelegt. Da bei einer Hemmung der Proteinbiosynthese 

die Reparatur der DNA-Läsionen durch neu gebildete Proteine nicht möglich ist, wird 

vermutet, dass durch die Anhäufung von Doppelstrangbrüchen die Anzahl von DNA-

Fragmenten steigt und das Genom dadurch irreversibel geschädigt wird (347). Die Wir-

kung einiger Fluorchinolone auf teilungsinaktive Zellen ist möglicherweise auf eine 

verbliebene, geringe Transkriptionsaktivität zurückzuführen (305), da auch die Kollision 

der RNA-Polymerase mit ternären Chinolon-Topoisomerase-DNA-Komplexen eine 

Schädigung der DNA (Doppelstrangbruch) verursacht (407). Bisher ist nicht bekannt, 

wodurch der bakterielle Zelltod teilungsinaktiver Zellen letztendlich hervorgerufen 

wird. Es ist jedoch denkbar, dass auf Grund der Notwendigkeit einer aktiven Proteinbio-

synthese für die durch Mechanismus C hervorgerufene antibakterielle Wirkung von 

Fluorchinolonen neu synthetisierte Proteine am Zelltod beteiligt sind. 

Über die Auswirkung von Topoisomerasemutationen auf die den bakteriziden Mecha-

nismen zu Grunde liegenden molekularen Effekte kann nur spekuliert werde. So scheint 

Mechanismus B im Falle von BayY3118, Prado- und Moxifloxacin von einer unverän-

derten Topoisomerase IV und weniger von einer unveränderten Gyrase abhängig zu 

sein, da dieser Mechanismus im Vergleich zum E. coli Wildtyp WT bereits bei der To-

poisomerase IV-Mutante WT-4 fehlt. Dies würde bedeuten, dass diese Fluorchinolone 

bei einer gehemmten Proteinbiosynthese im Wildtyp bevorzugt zur Labilität von Topo-

isomerase IV-DNA-Komplexen und nicht von Gyrase-DNA-Komplexen beitragen. 

Komplexe mit Topoisomerase IV würden hierdurch leichter zerfallen als solche mit 

Gyrase. Mechanismus C, der bei E. coli WT-4 beobachtet wurde, weist auf eine stärkere 

Bindung der Fluorchinolone an eine unveränderte Gyrase hin. Teilungsinaktive Zellen 

dieses Stammes werden demnach durch das Aufeinandertreffen von RNA-Polymerase 

mit stabilen Gyrase-DNA-Komplexen irreversibel geschädigt. Das Vorhandensein einer 

Doppelmutation in Gyrase (E. coli WT-3-1) führt zum Verlust von Mechanismus C. 

Eine Bindung der Fluorchinolone an Gyrase ist offensichtlich nicht mehr möglich. Der 

verbliebene Mechanismus A muss daher auf eine Hemmung der in WT-3-1 unverändert 

(keine Mutation) vorliegenden Topoisomerase IV zurückzuführen sein. 
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Ein anderer Sachverhalt liegt bei den S. aureus Mutanten Q48.1.2-1 (Topoisomerase IV-

Mutante) und Q24.2.3-5 (Topoisomerase IV-/Gyrase-Mutante) vor. Während beispiels-

weise Prado- und Moxifloxacin im Wildtypstamm S. aureus ATCC 6538 Mechanismus 

B aufweisen, ist bei den beiden Topoisomerasemutanten nur Mechanismus B1 nach-

weisbar. Dies deutet darauf hin, dass diese Fluorchinolone in Zellen mit gehemmter 

Proteinbiosynthese zur Labilität sowohl von Topoisomerase IV- als auch von Gyrase-

DNA-Komplexen beitragen. Für die Ausprägung des Mechanismus C wäre eine stabile-

re Bindung notwendig. 

 

 

4.2 Vergleichende molekularbiologische Untersuchungen zur Bestimmung der Ak-

tivität von Pradofloxacin 

 

Ergänzend zu den mikrobiologischen Untersuchungen, in denen die Aktivität von Pra-

dofloxacin gegenüber verschiedenen Bakterienspecies ermittelt wurde, sollten mit Hilfe 

der molekularbiologischen Untersuchungen die molekularen Ereignisse, welche der bak-

teriziden Aktivität von Pradofloxacin bzw. anderen Fluorchinolonen zu Grunde liegen, 

bestimmt werden. Die Arbeiten konzentrierten sich dabei auf zwei molekulare Mecha-

nismen: a) Die Fixierung von DNA-Doppelstrangbrüchen, welche als Intermediate im 

Rahmen des enzymatischen Reaktionsmechanismus der Typ II-Topoisomerasen entste-

hen, und b) die Induktion der SOS-Antwort, welche in vivo durch die DNA-Läsionen 

ausgelöst wird. Die Konzentrationen verschiedener Fluorchinolone, die zur Generierung 

von DNA-Doppelstrangbrüchen in Anwesenheit bakterieller Typ II-Topoisomerasen 

ausreichen, wurden in In-vitro-Tests (Cleavage-Assays) mit isolierter Gyrase bzw. To-

poisomerase IV ermittelt. Im Gegensatz dazu ist die Bestimmung der zur Induktion der 

SOS-Antwort erforderlichen Konzentrationen nur in vivo möglich. In der vorliegenden 

Arbeit wurde daher ein sensitives In-vivo-Testsystem (precA-luc-Reportergenassay) 

entwickelt. Anhand der Ergebnisse der In-vitro- bzw. In-vivo-Bestimmungen wurden 

die Fluorchinolone hinsichtlich ihrer Aktivitäten miteinander verglichen. Darüber hin-

aus wurde die inhibitorische Aktivität der Fluorchinolone auf humane Topoisomerase II 

– mit Hilfe des In-vitro-Tests (Cleavage-Assay) – untersucht. Durch den Vergleich der 

Ergebnisse aus den Cleavage-Assays mit Gyrase bzw. humaner Topoisomerase II sollte 
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eine mögliche unerwünschte Wirkung der Substanzen – insbesondere von Pradofloxacin 

– auf eukaryontische Enzyme abgeschätzt werden. 

 

 

4.2.1 Wechselwirkung von Pradofloxacin mit isolierten prokaryontischen Ziel-

strukturen 

 

Zur Bestimmung der Aktivität von Chinolonen auf bakterielle Zielstrukturen – Gyrase 

und Topoisomerase IV – können verschiedene In-vitro-Assays eingesetzt werden. Dabei 

wird zwischen katalytischen und nicht-katalytischen Assays unterschieden (29). Zu den 

katalytischen Assays, mit denen Chinolonkonzentrationen bestimmt werden können, die 

eine Hemmung der enzymatischen Aktivität von pro- bzw. eukaryontischen Topoisome-

rasen bewirken, werden Überspriralisierungs- (50, 112, 113, 275, 356, 357), Catenie-

rungs- (151), Decatenierungs- (288) oder Relaxierungshemmtests (75, 172, 273, 390) 

gezählt. In der Regel sind für eine Hemmung der Enzymaktivität relativ hohe Inhibitor-

konzentrationen notwendig. Gemessen wird üblicherweise die Fluorchinolonkonzentra-

tion, die eine 50 bzw. 100%ige Inhibierung der jeweiligen Reaktion bewirkt. Die inhibi-

torische Konzentration wird angegeben als IC50- bzw. IC100-Wert. Beispielsweise betru-

gen die von verschiedenen Arbeitsgruppen ermittelten IC50-Werte von Ciprofloxacin für 

die Inhibierung der Überspiralisierungreaktion von E. coli Gyrase 0,072 bis 1 µg/ml 

(146, 361), der von Moreau et al. ermittelte IC100-Wert 10 µg/ml (247). Die Schwan-

kungen bei den IC50-Werten sind auf die Verwendung verschiedener Enzym- und DNA-

Mengen sowie auf unterschiedliche Reaktionsbedingungen (Temperatur, Pufferzusam-

mensetzung) in den Studien zurückzuführen, da es bislang keine klar definierten, ein-

heitlichen Testbedingungen gibt. 

In nicht-katalytischen Assays, wie Cleavage-Assays, werden Fluorchinolonkonzentra-

tionen ermittelt, die in der Lage sind Topoisomerase-assoziierte Doppelstrangbrüche 

hervorzurufen (29, 411). Die Reaktion in diesen Tests unterliegt dabei stöchiometri-

schen Gesetzmäßigkeiten (29). Bezogen auf das neueste Modell zur Fluorchinolonwir-

kung von Leo et al. bedeutet dies, dass für jeden DNA-Doppelstrangbruch ein Typ II-

Topoisomerasemolekül als Komplex mit zwei Fluorchinolonmolekülen reagiert (195).. 

Die Angabe der DNA-Cleavage-Konzentration erfolgt in der Regel als CC25- oder CC50-

Wert (Konzentration, bei der 25% bzw. 50% eines DNA-Substrats in gespaltener Form 
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vorliegt). Für die Generierung von Doppelstrangbrüchen sind daher deutlich geringere 

Substanzkonzentrationen notwendig als zur Hemmung der Enzymaktivität. Blanche et 

al. ermittelten z.B. die IC50- und CC50-Werte von Ciprofloxacin für E. coli Gyrase (41). 

Hierbei lag der CC50-Wert mit < 0,05 µg/ml um das ca. 15-fache geringer als der IC50-

Wert (0,75 µg/ml). Cleavage-Assays sind somit deutlich sensitiver als katalytische 

Tests. Da in Cleavage-Assays das zentrale Ereignis der Fluorchinolonwirkung – die Ge-

nerierung von DNA-Doppelstrangbrüchen – ermittelt wird, stellen diese Tests ein indi-

rektes Maß für die antibakterielle Wirkung von Fluorchinolonen dar und scheinen somit 

für eine vergleichende Untersuchung der biologischen Aktivität dieser Substanzen rele-

vanter zu sein (84, 389). In der vorliegenden Arbeit wurden daher Cleavage-Assays mit 

isolierter Gyrase bzw. Topoisomerase IV von E. coli durchgeführt, um die relative Akti-

vität von Pradofloxacin und weiteren Fluorchinolonen auf beide Zielstrukturen zu ermit-

teln. 

 

 

4.2.1.1 Eignung des CC10-Wertes für die Bestimmung der Aktivität von Fluorchi-

nolonen auf bakterielle Zielstrukturen 

 

Vor der Durchführung der Cleavage-Assays wurden die geeigneten Test-Bedingungen 

ermittelt (Daten nicht gezeigt). Hierzu zählte die Bestimmung der optimalen Pufferzu-

sammensetzung, Reaktionszeit und -temperatur. Darüber hinaus wurden verschiedene 

Enzymmengen gegenüber gleichbleibenden Plasmid-DNA-Mengen austitriert, um ein 

geeignetes Verhältnis der beiden Komponenten zu erhalten. D.h. es wurde die Enzym-

menge ermittelt, die in Abwesenheit von Fluorchinolonen gerade noch in der Lage war, 

das DNA-Substrat überzuspiralisieren (im Fall von Gyrase) bzw. zu relaxieren (im Fall 

von Topoisomerase IV). Nach der Optimierung der Assay-Bedingungen wurden Stan-

dardprotokolle für beide Topoisomerase-Cleavage-Assays erstellt (2.2.2.12.1 und 

2.2.2.12.2). Die Auswertung der Cleavage-Assays erfolgte anhand von Agarosegelen 

(Abbildungen 3.12 und 3.13) mit Hilfe eines Densitometers. Um die Aktivitäten der 

einzelnen Substanzen gegenüber den Zielstrukturen vergleichen zu können, wurde in 

dieser Arbeit erstmals die minimale Konzentration zur Generierung von DNA-

Doppelstrangbrüchen – die Cleavage-Konzentration 10 (CC10) – bestimmt. Hierbei han-

delt es sich um die Fluorchinolonkonzentration, die eine Zunahme des linearen Cleav-
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age-Produkts um 10% (bei einem Fehlerbereich von ± 3%) im Vergleich zu einer unbe-

handelten Kontrolle (keine Fluorchinolonzugabe) zur Folge hat. Werden die im Gyrase- 

bzw. Topoisomerase IV-Cleavage-Assay ermittelten CC10-Werte der getesteten Fluor-

chinolone z.B. mit den CC25-Werten (Zunahme des linearen Cleavage-Produkts um 

25% ± 3%) verglichen, so ergeben sich mit den CC10-Werten ähnliche Aktivitätsunter-

schiede zwischen den Fluorchinolonen wie bei Verwendung der CC25-Werte. Bei-

spielsweise betrugen die im Gyrase-Cleavage-Assay ermittelten CC10-Werte für 

BayY3118, Prado- und Enrofloxacin je 0,005 µg/ml (7.1, Tabellen 7.1, 7.2 und 7.10). 

Diese Fluorchinolone wiesen somit eine höhere Aktivität auf Gyrase auf als Moxi- und 

Gemifloxacin (CC10-Wert je 0,01 µg/ml) (7.1, Tabellen 7.7 und 7.8). Bei Betrachtung 

der CC25-Werte zeigten sich BayY3118, Prado- und Enrofloxacin (CC25-Wert je 

0,05 µg/ml) ebenfalls aktiver als Moxi- und Gemifloxacin (CC25-Werte > 0,05 µg/ml) 

(7.1, Tabellen 7.1, 7.2, 7.7, 7.8 und 7.10). Dies bedeutet, dass der CC10-Wert für die 

Bestimmung der Aktivität von Fluorchinolonen auf bakterielle Typ II-Topoisomerasen 

geeignet ist. Da theoretisch nur ein einzelner ternärer Komplex ausreicht, um einen 

Doppelstrangbruch hervorzurufen und die Zelle irreversibel zu schädigen („single hit 

event“) (176), stellt der CC10-Wert (minimale Konzentration zur Generierung von 

DNA-Doppelstrangbrüchen) jedoch ein genaueres Maß für die Aktivität der Fluorchino-

lone als der CC25-Wert dar. 

Die hier durchgeführten Cleavage-Assays sind sehr sensitiv. Im Gyrase-Cleavage-Assay 

betrugen die geringsten CC10-Werte 0,005 µg/ml, im Topoisomerase IV-Cleavage-

Assay 0,01 µg/ml. Die Sensitivität der Tests kann am Beispiel des Gyrase-Cleavage-

Assays verdeutlicht werden, sofern der für Ciprofloxacin erhaltene CC10-Wert mit Wer-

ten aus der Literatur für einen ersten detektierbaren Cleavage verglichen wird. In Unter-

suchungen von Barrett et al. konnte ein erster Cleavage bei einer Konzentration von 

0,2 µg/ml detektiert werden (28). Mit Hilfe des in dieser Arbeit vorgestellten Gyrase-

Cleavage-Assays gelang die Detektion des CC10-Wertes von Ciprofloxacin bei 

0,005 µg/ml (3.2.1, Tabelle 3.2.1). Diese Konzentration lag somit um das 20-fache 

niedriger als die von Barrett et al. ermittelte Konzentration. Obwohl einige Testbedin-

gungen (30 µl Reaktionsansatz, 25 min Inkubation bei 25 °C) in beiden Untersuchungen 

identisch waren, unterscheidet sich die Methode von Barrett et al. von der hier beschrie-

benen in drei Parametern. Anstatt 2 U Gyrase, 0,3 µg pBR322-DNA und 0,2 mM ATP 

wurden in der vorliegenden Arbeit 6 U Gyrase, 0,15 µg pBR322-DNA und 5 mM ATP 
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eingesetzt. Auf Grund der hohen Sensitivität des hier beschriebenen Gyrase-Cleavage-

Assays liegen die drei Komponenten (Gyrase, DNA und ATP) offensichtlich in einem 

geeigneten Verhältnis zueinander vor. ATP beispielsweise ist notwendig für die Ände-

rungen der Konformation von Gyrase (und Topoisomerase IV) bzw. deren Reaktionsfä-

higkeit (1.3, Abbildung 1.6). Typ II-Topoisomerasen sind ohne Bindung von ATP nicht 

in der Lage, Doppelstrangbrüche in die DNA einzuführen. Daraus folgt, dass bei wenig 

ATP nur wenige reaktionsfähige Typ II-Topoisomerase-DNA-Komplexe entstehen, die 

durch Fluorchinolone gehemmt werden können. Eine höhere ATP-Konzentration, wie 

im vorliegenden Assay (0,8 mM ATP / 1 U Gyrase im Vergleich zu 0,1 mM ATP / 1 U 

Gyrase bei Barrett et al.), ist somit zur Erhaltung der Reaktionsfähigkeit des Enzyms 

und dementsprechend für die Bildung ternärer Komplexe wichtig. 

 

 

4.2.1.2 Aktivität von Pradofloxacin auf Gyrase und Topoisomerase IV 

 

Die Daten aus Tabelle 3.10 (3.2.1) weisen darauf hin, dass BayY3118, Prado-, Enro-, 

Marbo-, Dano-, Orbi- und Ciprofloxacin bereits bei geringen Konzentrationen (CC10-

Werte jeweils 0,005 µg/ml) mit E. coli Gyrase interagieren und demzufolge DNA-

Doppelstrangbrüche hervorrufen. Im Gegensatz dazu benötigen die Fluorchinolone Ga-

renoxacin, Moxi- und Gemifloxacin doppelt so hohe Konzentrationen zur Stabilisierung 

von Gyrase-DNA-Komplexen bzw. zur Generierung von Doppelstrangbrüchen (CC10-

Werte jeweils 0,01 µg/ml). Unterschiede in den Aktivitäten der Substanzen konnten 

auch in den Cleavage-Assays mit Topoisomerase IV beobachtet werden. Hierbei zeigten 

sich Garenoxacin und Gemifloxacin besonders aktiv. Mit 0,01 µg/ml besaßen diese 

Substanzen die geringsten CC10-Werte. Im Vergleich dazu lagen die CC10-Werte von 

BayY3118, Prado-, Enro-, Marbo-, Orbi- und Moxifloxacin mit jeweils 0,05 µg/ml um 

das 2-fache, die CC10-Werte von Dano- und Ciprofloxacin mit jeweils 0,1 µg/ml sogar 

um das 10-fache höher. Da die getesteten Fluorchinolone sich in der Regel durch mehr 

als einen Substituenten unterscheiden (1.2, Abbildung 1.4), ist eine Struktur-Wirkungs-

Beziehung zwischen den einzelnen Substanzen nur in Ausnahmefällen, wie z.B. für 

BayY3118, Prado- und Moxifloxacin, möglich. Diese Substanzen unterscheiden sich 

nur durch den jeweiligen C8-Substituenten (-Cl, -CN bzw. -OCH3) voneinander. Alle 

drei Fluorchinolone besaßen eine gleich gute Aktivität auf Topoisomerase IV von 
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E. coli (CC10-Werte jeweils 0,05 µg/ml). Für eine Interaktion mit E. coli Gyrase hin-

gegen schien die Chlor- bzw. Cyanogruppe an C8 von BayY3118 bzw. Pradofloxacin 

besser geeignet zu sein als die C8-Methoxygruppe von Moxifloxacin. 

Der Vergleich der CC10-Werte aller Fluorchinolone für Gyrase mit den entsprechenden 

Werten für Topoisomerase IV lässt den Schluss zu, dass einige Fluorchinolone in glei-

chem Maße mit Gyrase und Topoisomerase IV, andere hingegen bevorzugt mit Gyrase 

interagieren (3.2.1, Tabelle 3.10). So benötigten Cipro- und Danofloxacin eine 20-mal 

höhere Konzentration für die Stabilisierung von Topoisomerase IV-DNA-Komplexen 

(CC10 = 0,1 µg/ml) als von Gyrase-DNA-Komplexen (CC10 = 0,005 µg/ml). Die Be-

stimmung der CC50-Werte von Ciprofloxacin mit isolierter E. coli Gyrase und Topo-

isomerase IV durch Blanche et al. ergaben Konzentrationen von < 0,05 µg/ml für Gyra-

se und 0,1 µg/ml für Topoisomerase IV (41). Somit konnten Blanche et al. ebenfalls 

eine unterschiedlich starke Stabilisierung von Gyrase- bzw. Topoisomerase IV-DNA-

Komplexen nachweisen. Gyrase stellt somit für Ciprofloxacin und – wie in der vorlie-

genden Studie gezeigt werden konnte – auch für Danofloxacin die bevorzugte Zielstruk-

tur dar. Dies trifft ebenso auf die Fluorchinolone BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin 

und die veterinärmedizinisch verwendeten Fluorchinolone Enro-, Marbo- und Orbi-

floxacin zu. Jedoch zeigten diese Fluorchinolone im Vergleich zu Ciprofloxacin eine 

höhere Aktivität gegenüber Topoisomerase IV. BayY3118, Prado-, Enro-, Marbo- und 

Orbifloxacin benötigten jeweils nur eine 10-mal, Moxifloxacin sogar nur eine 5-mal 

höhere Konzentration für eine Interaktion mit Topoisomerase IV im Vergleich zu Gyra-

se. Gemifloxacin und Garenoxacin besaßen gleich hohe CC10-Werte für beide Enzyme 

(je 0,01 µg/ml), was für ein dual-targeting spricht. Bezogen auf die Aktivität der Fluor-

chinolone gegenüber beiden Zielstrukturen ergibt sich somit folgende Reihenfolge: 

 

Garenoxacin = Gemifloxacin > Moxifloxacin > BayY3118, Prado-, Enro-, Marbo-, Or-

bifloxacin > Cipro-, Danofloxacin 

 

Bei ausschließlicher Betrachtung der obigen Einteilung der Fluorchinolone nach ihrer 

Aktivität auf Gyrase und Topoisomerase IV könnte geschlossen werden, dass Gareno-

xacin, Gemi- und Moxifloxacin eine höhere, Enro- und Marbofloxacin eine gleich hohe 

antibakterielle Wirkung im Vergleich zu Pradofloxacin besitzen. Es muss jedoch zusätz-

lich bedacht werden, dass in Cleavage-Assays nur der Effekt auf isolierte Zielstrukturen 
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beurteilt wird. D.h. zusätzliche Zellkomponenten, wie die Zellmembran, Effluxpumpen 

oder Porine, die einen Einfluss auf die Chinolonwirkung haben können, fehlen in dieser 

Versuchsanordnung. Mit Hilfe des in dieser Arbeit entwickelten In-vivo-Testsystems 

(3.2.2 / 4.2.2) konnte beispielweise gezeigt werden, dass Pradofloxacin in E. coli WT 

zur Induktion der SOS-Antwort (leitet bakteriellen Zelltod ein) eine deutlich geringere 

Konzentration (480 pg/ml) als Enro- (1.900 pg/ml), Marbo- (1.900 pg/ml) und Moxi-

floxacin (3.900 pg/ml) benötigte. Dies lässt darauf schließen, dass die antibakterielle 

Wirkung eines Fluorchinolons nicht nur von der hohen Aktivität der Substanz auf beide 

Zielstrukturen, sondern auch von anderen Faktoren (z.B. eine erhöhte Akkumulation der 

Substanz in der Zelle) abhängig ist. 

Ungeachtet der Tatsache, dass In-vivo-Tests für die Beurteilung der antibakteriellen 

Wirkung von Fluorchinolonen erforderlich sind, stellen die hier durchgeführten Cleav-

age-Assays mit E. coli Gyrase und Topoisomerase IV eine einzigartige Möglichkeit für 

die Ermittlung der Aktivität der Substanzen auf die Zielstrukturen in vitro dar. Da in 

Cleavage-Assays das gleiche molekulare Ereignis – die Stabilisierung von DNA-

Doppelstrangbrüchen – bestimmt wird, ist darüber hinaus im Gegensatz zu katalytischen 

Assays (verschiedene Enzymaktivitäten werden bestimmt) ein direkter Vergleich der 

Aktivität von Fluorchinolonen auf Gyrase mit der auf Topoisomerase IV möglich. Wei-

terhin können Cleavage-Assays Aufschluss über die Aktivität von Fluorchinolonen auf 

veränderte (mutierte) Zielstrukturen geben. So zeigten Yague et al., dass die Aktivität 

von Gemifloxacin auf eine veränderte Topoisomerase IV (Ser79Phe) von S. pneumoniae 

im Vergleich zum Wildtyp-Enzym um das ca. 100-fache geringer war (411). 

 

 

4.2.2 Induktion der SOS-Antwort durch Pradofloxacin 

 

Mit Hilfe der Cleavage-Assays (4.2.1) wurde die Aktivität von Fluorchinolonen auf iso-

lierte Zielstrukturen bzw. ihre Fähigkeit zur Stabilisierung von bakteriellen Typ II-

Topoisomerase-DNA-Komplexen in vitro untersucht. Die daraus resultierende Schädi-

gung der DNA in Form von Doppelstrangbrüchen stellt das zentrale Ereignis der Chino-

lonwirkung dar. Die DNA-Läsionen führen jedoch nicht unmittelbar zum Zelltod. Letz-

terer wird durch die Induktion des bakteriellen SOS-Systems (1.4) eingeleitet (122, 236, 

292, 293). Als Auslöser für die Induktion der SOS-Antwort werden einzelsträngige 
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DNA-Bereiche vermutet. Somit müssen Doppelstrangbrüche zu Einzelstrangregionen 

degradiert werden. Diese Aufgabe wird durch den Enzymkomplex RecBCD übernom-

men (13, 57, 364). Die Einzelstrangregionen werden anschließend durch das RecA-

Protein erkannt, welches eine zentrale Rolle in der Induktion der SOS-Antwort spielt. 

Die Bindung von RecA an einzelsträngige DNA führt zur Aktivierung der Coprote-

aseaktivität von RecA (Nucleoproteinfilament), das in dieser Form die Selbstspaltung 

(Autocleavage) des Repressors der SOS-Gene LexA stimuliert (86, 208, 345). Durch die 

Freisetzung des LexA-Proteins von den Promotorbereichen der SOS-Gene (hierzu wird 

auch recA gezählt) wird die Expression von über 30 Genen induziert, die für Enzyme 

codieren, welche in die DNA-Rekombination, -Reparatur und -Mutagenese involviert 

sind (62, 139, 162, 385). Fluorchinolone führen zu einer permanenten Induktion der 

SOS-Antwort, da die verursachten DNA-Schäden nur unvollständig (durch Fehler be-

haftete Reparaturmechanismen) behoben werden können. Während der DNA-Reparatur 

verhindert das SOS-Enzym SfiA (SulA) die Zellteilung. Dazu bindet SfiA an das FtsZ-

Protein und verhindert somit die Septuminitiation (Einschnürung der Zellwand) – den 

ersten Schritt der Zellteilung (138, 150, 165). Eine anhaltende Induktion der SOS-

Antwort führt zu einer dauerhaften Hemmung der Zellteilung und zur Filamentierung 

(Längenwachstum). Das Längenwachstum der Zelle ist jedoch begrenzt (z.B. durch die 

zur Neige gehenden Zellwandbausteine). Es wird davon ausgegangen, dass an diesem 

Wachstumsendpunkt durch einen unbekannten Mechanismus Autolysine aktiviert wer-

den, die letztendlich den Zelltod hervorrufen (203). 

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe eines neuentwickelten In-vivo-Testsystems die minima-

le, zur Induktion der SOS-Antwort notwendige Konzentration (MSIC) von Pradofloxa-

cin und weiteren Fluorchinolonen bestimmt. Die Induktion der SOS-Antwort beruht 

dabei auf der Generierung von Doppelstrangbrüchen. Im In-vivo-Testsystem wurde so-

mit indirekt das gleiche molekulare Ereignis wie in den Cleavage-Assays mit isolierter 

Gyrase und Topoisomerase IV bestimmt. Im Gegensatz zu den Cleavage-Assays wurden 

im In-vivo-Testsystem jedoch zusätzliche Zellkomponenten (Zellmembran, Effluxpum-

pen oder Porine), die einen Einfluss auf die Chinolonwirkung haben können, berück-

sichtigt. 
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4.2.2.1 Entwicklung des In-vivo-Testsystems (precA-luc-Reportergenassay) 

 

Das in der vorliegenden Arbeit entwickelte In-vivo-Testsystem beruht auf der Reporter-

gentechnologie. Dabei wurde das leicht zu detektierende Reportergen luc, das für die 

Luciferase aus Photinus pyralis (nordamerikanischer Feuerschwanz) codiert, mit Hilfe 

der SOEing-Technik (2.2.2.4.2) mit dem recA-Promotor verbunden. Das entstandene 

precA-luc-Fragment wurde in den Vektor pBR322 kloniert und das Konstrukt in Zellen 

verschiedener E. coli Stämme (Wildtyp und Topoisomerasemutanten) transformiert 

(3.2.2.1). Die im Testsystem verwendete „Glühwürmchen“-Luciferase stellt eines der 

empfindlichsten Reportergene dar, da eine Quantifizierung von minimalen Enzymkon-

zentrationen (bis zu 10-20 mol) möglich ist (44, 89). Die Messung – im vorliegenden Fall 

der SOS-Induktion – ist somit sehr sensitiv. Da das luc-Gen im Gegensatz zu anderen 

Reportergenen, wie z.B. der Gene für die TEM-I β-Lactamase oder β-Galactosidase, 

natürlicherweise nicht in Bakterien vorkommt, ist eine Detektion ohne störende Hinter-

grundaktivität möglich. Im Vergleich zu anderen eukaryontischen Genen liegt das luc-

Gen als intronfreie cDNA vor, so dass eine Transkription in eine funktionstüchtige 

mRNA auch in Prokaryonten stattfinden kann. Darüber hinaus ist keine posttranslatio-

nale Modifikation des Enzyms notwendig (78). Neben der hohen Sensitivität besitzt die 

„Glühwürmchen“-Luciferase einen zusätzlichen Vorteil gegenüber anderen Reporterge-

nen. Im Gegensatz zur bakteriellen Luciferase von Vibrio fisheri, die von den Genen 

luxA und luxB des lux-Operons (luxABCDE) codiert wird, führt die Expression des luc-

Gens zu keiner autonomen Biolumineszenz (410). Für die Messung eines Biolumines-

zenssignals ist somit die Zugabe eines Substrats (Luciferin) notwendig. Im vorliegenden 

Testsystem war es dadurch möglich, den Zeitpunkt der Luciferaseakivitätsbestimmung 

selbst zu wählen. 

Der recA-Promotor wurde für das In-vivo-Testsystem ausgewählt, da dieser bei einer 

DNA-Schädigung häufiger als andere SOS-Gen-Promotoren angesprochen wird. Darauf 

weist die stark erhöhte Anzahl von RecA-Proteinen in Folge einer DNA-Schädigung 

(Induktionssignal für RecA) hin. In induzierten Zellen steigt die Anzahl der RecA-

Proteine von ca. 7.200 (Grundwert der recA-Expression in nicht induzierten Zellen) auf 

ca. 180.000 an (328, 386). Übertragen auf das precA-luc-Reportergensystem bedeutet 

dies, dass nach einer DNA-Schädigung die Luciferasekonzentration und somit auch das 

Biolumineszenzsignal deutlich ansteigt. Bei Verwendung anderer SOS-Gen-
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Promotoren, wie z.B. des uvrA- oder uvrD-Promotors, wird eine solch hohe Signalstärke 

nicht erreicht. In induzierten Zellen steigt die Anzahl der UvrA-Proteine nur von ca. 25 

auf ca. 250 bzw. der UvrD-Proteine von ca. 2.400 auf ca. 5.100 (20, 386). Entsprechend 

gering wäre die Luciferasekonzentration im Testsystem. Ein weiteres Auswahlkriterium 

für den recA-Promotor war die schnelle Induktion von RecA. Ein erstes Biolumines-

zenzsignal ist bereits nach 60 min messbar. Bei Verwendung des uvrA-Promotors ist 

dies erst nach 100 min möglich (383). Darüber hinaus kann anhand einer Veränderung 

des Grundwertes der recA-Expression erkannt werden, ob andere, nicht durch den In-

duktor hervorgerufene, toxische Effekte (z.B. durch Reste von zellschädigenden Sub-

stanzen an den für die Testung verwendeten Materialien) vorliegen. Dafür würde eine 

Abnahme des Grundwertes sprechen (383). Im Gegensatz dazu weist eine Erhöhung 

dieses Wertes auf eine recA-Induktion durch einen Anstieg des pH-Wertes des Kultur-

mediums (pH > 8) (86), DNA-schädigende Umwelteinflüsse, wie z.B. UV-Strahlung 

(185), oder eine Messung außerhalb des optimalen Temperaturbereiches von 20 bis 

25 °C für Luciferase (Daten nicht gezeigt) hin. Der Grundwert der recA-Expression 

stellt somit eine interne Kontrolle für das In-vivo-Testsystem dar. 

 

 

4.2.2.2 Optimierung des In-vivo-Testsystems 

 

Bevor das precA-luc-Reportergensystem für die Ermittlung der minimalen SOS-

induzierenden Konzentration von Fluorchinolonen eingesetzt werden konnte, wurden 

zunächst die Testbedingungen in mehreren Vorversuchen optimiert. 

Durch Variation der Konzentrationen der verschiedenen Reaktionspartner – Bakterien-

lysat und Luciferin-Assay-Reagent (LAR) – konnte gezeigt werden, dass die Kombina-

tion von 2,5 µl Bakterienlysat mit 25 µl LAR optimal für die Messung der Biolumines-

zenz [RLU] war (3.2.2.2.2). Hierdurch konnte gewährleistet werden, dass auch bei einer 

höheren Luciferaseaktivität genügend Luciferin für die Umsetzung in Oxyluciferin zur 

Verfügung stand. 

Für die Ermittlung der spezifischen Luciferaseaktivität wurden die RLU-Werte einer 

Probe zur optischen Dichte in Relation gesetzt. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme 

(70 min nach Induktion mit einem Fluorchinolon) nahm der OD546nm-Wert einer Probe 

einen Wert zwischen 0,4 und 0,6 an und lag somit in dem OD-Bereich (0,3 bis 0,8), in 
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welchem eine gute lineare Korrelation zwischen OD546nm- und RLU-Werten bestand 

(3.2.2.2.3). Durch den Bezug der RLU- auf die OD546nm-Werte wurde eine hohe Repro-

duzierbarkeit der spezifischen Luciferaseaktivität erreicht. Die prozentuale Streuung um 

den Mittelwert der spezifischen Luciferaseaktivität gleicher Proben (gleiche Induktions-

konzentration) betrug ≤ 10%. 

Der Zusatz von Glucose zum Testmedium hatte eine geringere recA-Induktion bzw. eine 

Verringerung der spezifischen Luciferaseaktivität zur Folge. Nach Studien von Taddei 

et al. wird in Zellen, denen das Protein Adenylat-Cyclase fehlt, die SOS-Antwort unter-

bunden (360). Adenylat-Cyclase katalysiert die Bildung von cAMP aus ATP. cAMP 

aktiviert das CAP-Protein (Katabolitgen-Aktivatorprotein), welches u.a. für die 

Transkription des lac-Operons notwendig ist (307). Glucose hemmt indirekt die Adeny-

lat-Cyclase. In Abwesenheit von Glucose aktiviert ein membrangebundenes 

Phosphoprotein, das Teil des Glucose-Transport-Systems ist, die Adenylat-Cyclase. In 

Anwesenheit von Glucose hingegen überträgt das Phosphoprotein seine Phosphatgruppe 

auf Glucose und kann in diesem Zustand die Adenylat-Cyclase nicht aktivieren. Somit 

wird die Bildung von cAMP bzw. die Transkription des lac-Operons unterbunden. Of-

fensichtlich spielt cAMP ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Initiation der Transkrip-

tion der SOS-Gene. Zur Aufrechterhaltung der Sensitivität des Testsystems und der Sig-

nalintensität wurde daher in allen weiteren Bestimmungen der SOS-Induktion Glucose-

freie LB-Bouillon eingesetzt. 

In allen SOS-Induktions-Versuchen wurden drei uninduzierte Kontrollansätze (ohne 

Fluorchinolonzugabe) mitgeführt. Der Mittelwert der spezifischen Luciferaseaktivitäten 

dieser Kontrollansätze ergab den Grundwert der recA-Induktion. Durch die Korrektur 

der spezifischen Luciferaseaktivitätswerte der mit Fluorchinolonen induzierten Ansätze 

um den Grundwert der recA-Induktion (Berechnung s. 2.2.2.11) war es möglich, aus-

schließlich die durch die Substanzen hervorgerufene recA-Induktion zu bestimmen. 

Die spezifische Luciferaseaktivität der uninduzierten Kontrollen wies eine Schwan-

kungsbreite von 100 RLU/OD546nm auf. Dieser Wert diente als Schwellenwert zur Be-

stimmung der minimalen SOS-induzierenden Konzentration (MSIC). D.h. die geringste 

Konzentration eines Fluorchinolons, die einen Anstieg der spezifische Luciferaseaktivi-

tät (nach Korrektur um den Grundwert) um mehr als 100 RLU/OD546nm zur Folge hatte, 

wurde als MSIC bezeichnet. 
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4.2.2.3 Bestimmung der MSIC von Pradofloxacin 

 

Die getesteten Fluorchinolone Prado-, Cipro-, Enro-, Marbo- und Moxifloxacin indu-

zierten die SOS-Antwort in E. coli WT und den Topoisomerasemutanten WT-4 (Muta-

tion in parC), WT-K (Mutation in gyrB) und WT-3-1 (Doppelmutation in gyrA) bereits 

bei Konzentrationen weit unterhalb der entsprechenden MHK (3.2.3, Abbildungen 3.26 

bis 3.29). Die MSIC von Pradofloxacin betrug für WT und WT-4 je 480 pg/ml, für 

WT-K 1.900 pg/µl und für WT3-1 15.600 pg/ml. Anhand des Verhältnisses der MSIC-

Werte zu den MHK-Werten von Pradofloxacin (Tabelle 3.21) für die einzelnen Stämme 

konnte gezeigt werden, dass die MSIC-Werte um das 16- bis 32-fache niedriger lagen 

als die MHK-Werte. Im Vergleich dazu lagen die MSIC-Werte von Cipro- und Moxi-

floxacin jeweils um das 16-fache, von Enro- und Marbofloxacin jeweils um das 8- bis 

16-fach niedriger als die entsprechenden MHK-Werte für die einzelnen Stämme (Tabel-

len 3.21 bis 3.24). Da das Verhältnis der MSIC- zu den MHK-Werten jedoch keinen 

direkten Aufschluss über die Aktivität der Substanzen gegenüber den E. coli Stämmen 

lieferte, wurden die MSIC-Werte der Fluorchinolone für die einzelnen Stämme mitein-

ander verglichen. Daraus ergab sich folgende Reihenfolge: 

 

E. coli WT: Prado- (480 pg/ml) > Cipro- (950 pg/ml) > Enro- (1.900 pg/ml) = Mar-

bo- (1.900 pg/ml) > Moxifloxacin (3.900 pg/ml) 

 

E. coli WT-4: Prado- (480 pg/ml) = Cipro- (480 pg/ml) > Enro- (950 pg/ml) = Marbo- 

(950 pg/ml) > Moxifloxacin (3.900 pg/ml) 

 

E. coli WT-K: Prado- (1.900 pg/ml) > Cipro- (7.800 pg/ml) = Enro- (7.800 pg/ml) = 

Marbo- (7.800 pg/ml) = Moxifloxacin (je 7.800 pg/ml) 

 

E. coli WT-3-1: Prado- (15.600 pg/ml) = Cipro- (15.600 pg/ml) > Enro- (31.250 pg/ml) 

= Moxi- (31.250 pg/ml) > Marbofloxacin (62.500 pg/ml) 

 

Hieraus geht hervor, dass Pradofloxacin die geringsten MSIC-Werte für alle E. coli 

Stämme besitzt. Die frühe Induktion der SOS-Antwort durch Pradofloxacin in E. coli 

WT ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass – im Gegensatz zu den anderen Fluor-
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chinolonen – bereits bei geringen Konzentrationen genügend Wirkstoff in die Zelle ein-

dringen kann (z.B. durch eine erleichterte Diffusion durch Porine bzw. erleichterte Pe-

netration der Zellmembran), um Topoisomerase-assoziierte DNA-Doppelstrangbrüche 

hervorzurufen. Im Vergleich zu Moxi- und Ciprofloxacin könnte die höhere Aktivität 

von Pradofloxacin auf Gyrase bzw. Topoisomerase IV, die mit Hilfe der Cleavage-

Assays ermittelt werden konnte (3.2.1, Tabelle 3.10), die Ursache für die frühe Induk-

tion der SOS-Antwort sein. Im Vergleich zu Enro- und Marbofloxacin trifft dies nicht 

zu. Diese Fluorchinolone besaßen in den Cleavage-Assays mit Gyrase und Topoisome-

rase IV jeweils die gleichen CC10-Werte wie Pradofloxacin und verfügten somit in vitro 

über eine gleich hohe Aktivität auf beide Topoisomerasen (3.2.1, Tabelle 3.10). Die 

frühe Induktion der SOS-Antwort durch Pradofloxacin ist hierbei wohl eher auf einen 

erleichterten Eintritt dieser Substanz in die Zelle zurückzuführen. Dafür sprechen auch 

die im Vergleich zu Enro- und Marbofloxacin 2- bis 16-fach niedrigeren MHK-Werte 

von Pradofloxacin gegenüber genetisch definierten E. coli Stämmen (3.1.1, Tabelle 3.1). 

Da in den Topoisomerasemutanten WT-4, WT-K und WT-3-1 ebenfalls geringere Kon-

zentrationen von Pradofloxacin zur Induktion der SOS-Antwort benötigt wurden, ist 

anzunehmen, dass auch hier die erhöhte Akkumulation der Substanz in der Zelle 

und/oder eine erhöhte Aktivität von Pradofloxacin auf Gyrase oder Topoisomerase IV 

von Bedeutung ist. 

 

Die bisherige Auswertung der Ergebnisse bezog sich auf den Vergleich der MSIC-

Werte der Fluorchinolone untereinander. Bei der Betrachtung der MSIC-Werte der   

Fluorchinolone für die einzelnen Topoisomerasemutanten konnten je nach Mutation 

mehr oder weniger starke Unterschiede zum jeweiligen MSIC-Wert des Wildtyps nach-

gewiesen werden. Für die gyrA-Doppelmutante, deren SOS-Antwort vorrangig über eine 

Hemmung von Topoisomerase IV erfolgen muß, zeigte Pradofloxacin einen im Ver-

gleich zum Wildtyp 32-fach erhöhten MSIC-Wert. Die Werte der übrigen Fluorchinolo-

ne erhöhten sich ebenfalls um das 8- bis 32-fache. Für die gyrB-Mutante WT-K konnte 

für alle getesteten Fluorchinolone ein geringerer Anstieg der MSIC (2- bis 8-fach) beo-

bachtet werden. Gegenüber Mutante WT-4, deren Topoisomerase IV durch eine parC-

Mutation unempfindlicher geworden ist, bestand kein Unterschied zum Wildtyp-Stamm. 

Die erhöhten MSIC-Werte für die gyrB-Mutante bestätigen die Daten anderer Studien, 

wonach neben der GyrA- auch die GyrB-Untereinheit von Gyrase an der Interaktion 
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zwischen Fluorchinolon und Enzym beteiligt ist (127). Aus den erhöhten Werten für 

beide Gyrase-Mutanten kann geschlossen werden, dass alle hier untersuchten Fluorchi-

nolone bevorzugt mit Gyrase und in einem geringen Maße mit Topoisomerase IV inter-

agieren. Dies bestätigen die Ergebnisse der Cleavage-Assays mit E. coli Gyrase (4.2.1.2) 

und der Selektionsversuche mit E. coli WT (4.1.2.1). Neben der hohen Affinität der 

Fluorchinolone zu Gyrase in E. coli wird die Selektivität für diese Zielstruktur vermut-

lich auch durch die relative Menge und Verteilung von Gyrase und Topoisomerase IV 

während der Replikation beeinflusst (176). Gyrase ist vor der Replikationsgabel und 

während der gesamten Elongationsphase der Replikation aktiv, wohingegen Topoisome-

rase IV hinter der Replikationsgabel und erst am Ende der Replikation aktiv wird (176, 

418). Khodursky et al. schlossen daraus, dass eine Replikationsgabel mit höherer Wahr-

scheinlichkeit mit einem Fluorchinolon-Gyrase-DNA-Komplex als mit einem Fluorchi-

nolon-Topoisomerase IV-DNA-Komplex kollidiert (176). Auf Grund der Lokalisation 

von Topoisomerase IV hinter der Replikationsgabel ist darüber hinaus denkbar, dass 

ternäre Komplexe mit diesem Enzym dissoziieren oder DNA-Schäden repariert werden, 

bevor die Replikationsgabel diese erreicht (176). Studien von Shea et al. ergaben bei-

spielsweise, dass DNA-Schäden, die durch ternäre Komplexe mit Topoisomerase IV 

hervorgerufen werden, durch andere effizientere Reparaturmechanismen (postreplikati-

ve Reparatur) behoben werden, als solche, die durch ternäre Komplexe mit Gyrase ent-

stehen (339). 

 

 

4.2.2.4 Beeinflussung der SOS-Induktion durch verschiedene Faktoren 

 

Neben der MSIC konnte mit dem vorliegenden In-vivo-Testsystem der Einfluss von drei 

Faktoren (verwendete Substanz, eingesetzte Konzentration, Inkubationszeit) auf das 

Ausmaß der SOS-Induktion bestimmt werden. 

 

Einfluss der verwendeten Substanz auf das Ausmaß der SOS-Induktion 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Ausmaß der recA-Induktion 

von der jeweils induzierenden Substanz abhängig ist. So wurde die stärkste Induktion in 

allen getesteten E. coli Stämmen mit Pradofloxacin unter Verwendung der 0,5-fachen 

MHK gemessen (Abbildungen 3.26 bis 3.29). In E. coli WT betrug die spezifische Lu-
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ciferaseaktivität nach Behandlung der Zellen mit Pradofloxacin (0,5-fache MHK) bei-

spielsweise 1.992 RLU/OD546nm. Im Gegensatz dazu lagen die spezifischen Lucifera-

seaktivitäten von Cipro-, Enro-, Marbo- und Moxifloxacin bei Einsatz der entsprechen-

den 0,5-fachen MHK im Bereich von 1.148 bis 1.322 RLU/OD546nm. Auch bei Verwen-

dung geringerer Konzentrationen überstiegen die Induktionswerte von Pradofloxacin die 

Werte der anderen Fluorchinolone. Wurden die Fluorchinolone z.B. in 0,125-facher 

MHK gegen E. coli WT eingesetzt, so lag die spezifische Luciferaseaktivität für Pra-

dofloxacin 1,7- bis 1,8-mal höher als für die anderen Fluorchinolone. Die deutlich höhe-

ren Induktionswerte von Pradofloxacin im Vergleich zu Cipro-, Enro-, Marbo- und Mo-

xifloxacin bei vergleichbaren Fluorchinolonkonzentrationen beruhen vermutlich – wie 

bereits im Zusammenhang mit der MSIC erklärt – zum einen auf der hohen Aktivität 

gegenüber den Zielstrukturen, zum anderen auf einer erhöhten Akkumulation in der 

Bakterienzelle (4.2.2.3). 

 

Einfluss der eingesetzten Konzentration auf das Ausmaß der SOS-Induktion 

Aus den Abbildungen 3.26 bis 3.29 kann entnommen werden, dass die recA-Induktion 

proportional zur eingesetzten Fluorchinolonkonzentration in allen E. coli Stämmen zu-

nahm. So stieg die spezifische Luciferaseaktivität, d.h. die recA-Induktion, in E. coli 

WT mit steigenden Konzentrationen von Pradofloxacin von 244 (bei 0,00048 µg/ml) 

auf 1.952 RLU/OD546nm (bei 0,0078 µg/ml). Ein Vergleich der Induktionskurven für die 

einzelnen Fluorchinolone (Abbildungen 3.26 bis 3.29) zeigte, dass Pradofloxacin für 

E. coli WT, WT-K und WT-3-1 bzw. Prado- und Ciprofloxacin für E. coli WT-4 die 

SOS-Antwort stärker induzierte als die anderen Fluorchinolone. Somit ist anzunehmen, 

dass mit Pradofloxacin mehr ternäre Komplexe in einzelnen Zellen gebildet bzw. ein 

höherer Anteil an Zellen der gesamten Population mit steigenden Fluorchinolonkon-

zentrationen geschädigt wurden. 

Parallel zur recA-Induktion nahm auch der Anteil filamentierter Zellen sowie das Län-

genwachstum einzelner Zellen mit steigenden Konzentrationen von Pradofloxacin zu 

(Abbildung 3.30). Der auslösende Mechanismus für die Filamentierung ist wahrschein-

lich die Induktion des Zellteilungsinhibitors SfiA. Die Zunahme des Längenwachstum 

einzelner Zellen lässt eine bereits länger andauernde Induktion dieses Proteins vermu-

ten. 
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Die Abhängigkeit der SOS-Induktion von der Fluorchinolonkonzentration konnten auch 

Piddock et al. für Norfloxacin in einem recA-lacZ-Assay zeigen (293). In diesen Unter-

suchungen stieg die Aktivität der β-Galactosidase nach 70 min Inkubation mit Nor-

floxacin in Konzentrationen von 0,01 bis 0,1 µg/ml von 120 U/ml auf 390 U/ml an. 

Darüber hinaus zeigten Vollmer et al. mit Hilfe eines uvrA-lux-Assays, dass auch für 

andere DNA schädigende Substanzen (z.B. Mitomycin) oder Einflüsse (z.B. UV-Licht) 

eine Konzentrations- bzw. Dosisabhängigkeit der SOS-Induktion besteht (383). Bei-

spielsweise stiegen die Biolumineszenzwerte nach 320 min Bestrahlung von E. coli mit 

einer UV-Licht-Dosis von 120-200 J/m2 von 0,015 auf 0,06 RLU. 

 

Einfluss der Inkubationszeit auf das Ausmaß der SOS-Induktion

In weiteren Versuchen zur SOS-Induktion wurden Bakterien in der logarithmischen 

Wachstumsphase mit Prado- oder Ciprofloxacin (eingesetzte Konzentration entsprach 

der jeweiligen MHK der Fluorchinolone) behandelt. Die mikroskopische Bestimmung 

des Filamentierungsgrades 70 min bzw. 3 h nach Behandlung der Zellen mit diesen  

Fluorchinolonen ergab, dass das Längenwachstum mit fortschreitender Inkubationszeit 

zunahm (3.2.4, Abbildung 3.31). Dies spricht für eine andauernde Expression des Zell-

teilungsinhibitors SfiA und somit für eine anhaltende Induktion der SOS-Antwort durch 

Prado- und Ciprofloxacin. Im Durchschnitt nahm das Längenwachstum der mit 

Ciprofloxacin behandelten Zellen um das 3-fache nach 70 min bzw. 5-fache nach 3 h zu. 

Eine ausgeprägtere Filamentierung konnte mit Pradofloxacin beobachtet werden. Das 

Längenwachstum nahm durchschnittlich um das 4-fache nach 70 min bzw. 8-fache nach 

3 h zu. Da der Filamentierungsgrad der mit Pradofloxacin behandelten Zellen den der 

mit Ciprofloxacin behandelten Zellen bereits nach 70 min überstieg, wurden vermutlich 

schon zu diesem Zeitpunkt mehr ternäre Komplexe mit Pradofloxacin als mit Ciproflo-

xacin gebildet. Als Gründe hierfür können die hohe Aktivität von Pradofloxacin zu den 

Zielstrukturen sowie eine erhöhte Akkumulation der Substanz angenommen werden. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nach 70 min Inkubation mit Pradofloxacin 86%, 

nach 3 h 97% der Zellen in filamentierter Form vorlagen. Im Vergleich dazu wiesen 

nach Behandlung mit Ciprofloxacin nur 68% der Zellen nach 70 min und 88% nach 3 h 

ein Längenwachstum auf. Demnach werden bei längerer Inkubationszeit mehr Zellen 

durch Prado- als durch Ciprofloxacin geschädigt. 
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Auf die Bedeutung der Inkubationszeit für das Ausmaß der SOS-Induktion weisen auch 

die Ergebnisse eines Vorversuchs für die Optimierung des In-vivo-Testsystems (precA-

luc-Reportergenassay) hin (3.2.2.2.4, Tabelle 3.20). Z.B. betrug die spezifische Lucife-

raseaktivität nach 60 min Inkubation von E. coli WT mit Ciprofloxacin (0,0039 µg/ml) 

3.467 RLU/OD546nm und nach 80 min 5.279 RLU/OD546nm. Darüber hinaus wurde die 

Zeitabhängigkeit der SOS-Induktion auch in der Literatur beschrieben. Piddock et al. 

zeigten mit Hilfe eines precA-lacZ-Assays, dass die spezifische  β-Galactosidaseaktivi-

tät nach 60 bzw. 80 min Behandlung von E. coli Zellen mit 0,01 µg/ml Norfloxacin von 

95 U/ml auf 120 U/ml anstieg (293). 

 

 

4.2.2.5 Anwendungsmöglichkeiten des In-vivo-Testsystems 

 

Die Gründe für die Entwicklung Fluorchinolon resistenter Bakterien sind vielfältig. 

Hierzu zählen die ausgeprägte genetische Variabilität von Bakterien (z.B. durch Muta-

tionen), der Einsatz von Fluorchinolonen als präventive Maßnahme zur Infektionsver-

meidung bei Mensch (118) und Tier (337), der zum Teil unsachgerechte Gebrauch die-

ser Antibiotika durch Ärzte, Patienten oder Tierhalter (100, 206, 229), sowie die Ver-

wendung älterer Chinolone mit geringer Aktivität (124). Da aktive Antibiotika im Erd-

boden, Abwasser und in Oberflächengewässer oder Flusssedimenten nachgewiesen 

wurden, wird vermutet, dass auch durch die „Kontamination“ der Umwelt mit Antibio-

tika die Selektion resistenter Bakterien vorangetrieben wird (337). In diesem Zusam-

menhang ist denkbar, dass resistente Bakterien nicht nur durch Antibiotika selbst, son-

dern auch durch deren Metaboliten selektiert werden können. Fluorchinolone werden in 

Mensch und Tier fast vollständig metabolisiert. Durch den Abbau entstehen verschiede 

Fluorchinolonmetaboliten, die zusammen mit geringen Mengen der ursprünglichen Sub-

stanz über den Urin oder Stuhl ausgeschieden werden (169, 374) und mit dem Abwasser 

in die Umwelt gelangen. Darüber hinaus sind verschiedene Basidomyceten-Species zum 

Abbau von Fluorchinolonen befähigt (401). Zur Selektion Fluorchinolon resistenter 

Bakterien ist eine antibakterielle Restaktivität von Fluorchinolonmetaboliten notwendig. 

Um das Risiko einer Selektion Fluorchinolon resistenter Bakterien in der Umwelt ab-

schätzen zu können, ist somit die Ermittlung der antibakterielle Restaktivität von Fluor-

chinolonmetaboliten erforderlich. 
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Anhand des Enrofloxacin-Metaboliten, Enrofloxacin-N-4’-oxid, sollte die Eignung des 

precA-luc-Reportergenassays für die Messung der antibakteriellen Restaktivität von 

Fluorchinolonmetaboliten untersucht werden. 

Mit dem in dieser Arbeit entwickelten In-vivo-Testsystem (precA-luc-Reportergenassay) 

konnte gezeigt werden, dass der Fluorchinolonmetabolit bereits bei 4 µg/ml (MSIC) – 

also deutlich unterhalb dessen MHK von 32 µg/ml – die SOS-Antwort in E. coli WT 

induziert (3.2.5). Wird der MSIC-Wert von Enrofloxacin-N-4’-oxid mit dem von En-

rofloxacin in Beziehung gesetzt, so ergibt sich eine Restaktivität von 0,047%. In einer 

Studie von Wetzstein wurde der MHK-Wert von Enrofloxacin-N-4’-oxid zu dem von 

Enrofloxacin ins Verhältnis gesetzt (401). Die dabei erhaltene Restaktivität des Metabo-

liten (0,09%) ist vergleichbar mit der hier bestimmten. Durch die hohe Sensitivität des 

In-vivo-Testsystems ist der Nachweis einer antibakteriellen Restaktivität jedoch bereits 

bei subinhibitorischen Konzentrationen möglich. 

Ein weiteres Einsatzgebiet des In-vivo-Testsystems könnte die Ermittlung der antibakte-

riellen Restaktivität von Zwischenstufen, die während der Synthese von Fluorchinolo-

nen entstehen, sein. Hierdurch könnte das Risiko für das „Herstellungspersonal“ – hin-

sichtlich einer Selektion resistenter Bakterien durch Synthesezwischenstufen – abge-

schätzt werden. 

 

 

4.2.3 Wechselwirkung von Pradofloxacin mit humaner Topoisomerase II 

 

Typ II-Topoisomerasen gehören zur „Grundausstattung“ von Bakterien- und eukaryonti-

schen Zellen (1.3). Während die bakteriellen Typ II-Topoisomerasen – Gyrase und To-

poisomerase IV – frei im Cytoplasma bzw. an die Cytoplasmamembran von Bakterien 

gebunden vorliegen, sind eukaryontische Typ II-Topoisomerasen im Zellkern lokalisiert. 

Unabhängig von deren Lokalisation spielen alle Typ II-Topoisomerasen für die Organi-

sation der DNA eine wichtige Rolle. So sind die bakteriellen Enzyme für die Aufrecht-

erhaltung der kompakten Struktur der ringförmigen Bakterien-DNA notwendig. Ent-

sprechend sind die eukaryontischen Enzyme entscheidend am Aufbau des Chromatins 

bzw. der Chromosomen beteiligt (55, 194). Wie Gyrase und Toposiomerase IV sind 

eukaryontische Typ II-Topoisomerasen darüber hinaus für die Änderung der DNA-

Topologie während der Replikation, Transkription und Rekombination erforderlich 
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(274, 314, 371, 409). Bei der Replikation sind die eukaryontischen Enzyme zudem für 

die Trennung von miteinander verwundenen Tochterchromatiden verantwortlich (55). 

Diese Aktivität zeigt auch Topoisomerase IV bei der Trennung der bakteriellen Tochter-

chromosomen am Ende der bakteriellen Replikation. Funktionell weisen eukaryontische 

Typ II-Topoisomerasen somit eine höhere Homologie zu Topoisomerase IV als zu Gy-

rase auf. Strukturell sind die eukaryontischen Enzyme – im Gegensatz zu Gyrase und 

Topoisomerase IV (beides Heterotetramere) – zwar als Homodimere aufgebaut, beim 

Vergleich der Aminosäuresequenzen der verschiedenen Enzyme weisen einige Domä-

nen (ATPase-, DNA-Bindungs-, DNA-Cleavage-Domäne) jedoch starke Homologien 

zueinander auf (55, 217). Pro- und eukaryontische Typ II-Topoisomerasen ähneln sich 

daher in Bezug auf ihren biochemischen Reaktionsmechanismus (Einführung von DNA-

Doppelstrangbrüchen, DNA-Strangpassage, Verschließen des Doppelstrangbruches). 

Durch die strukturelle Verwandtschaft pro- und eukaryontischer Enzyme besteht gene-

rell die Möglichkeit, dass Chinolone nicht nur mit Gyrase und Topoisomerase IV, son-

dern auch mit eukaryontischen Typ II-Topoisomerasen interagieren. So ergaben Unter-

suchungen verschiedener Arbeitsgruppen eine erhöhte Stabilisierung von eukaryonti-

schen Typ II-Topoisomerase-DNA-Komplexen durch Chinolon-Derivate, wie z.B. 

CP-115,953 (4.2.3.2, Abbildung 4.1) (91, 309). Die Stabilisierung der Enzym-DNA-

Komplexe ging einher mit einer erhöhten Anzahl von DNA-Doppelstrangbrüchen. Letz-

tere können mutationsauslösende Ereignisse (Insertionen, Deletionen, Translokationen) 

(22, 173, 205, 315) sowie Chromosomenbrüche hervorrufen (179), was zu einer irrever-

siblen Schädigung der eukaryontischen Zelle und zum Zelltod führen kann (173, 205). 

Chinolone werden für die antibakterielle Therapie in Eukaryonten (Wirtsorganismen) 

eingesetzt werden. Daher ist es notwendig, die Aktivität neuer Chinolone auf eukaryon-

tische Typ II-Topoisomerasen zu testen, um Hinweise auf mögliche unerwünschte Ne-

benwirkungen zu erhalten. In der vorliegenden Arbeit wurde die Selektivität von Pra-

dofloxacin für Gyrase im Vergleich zu humaner Topoisomerase II mit Hilfe von Cleav-

age-Assays bestimmt. Diese Tests lassen einen Vergleich der Aktivitäten der Fluorchi-

nolone auf beide Zielstrukturen zu, da jeweils das gleiche molekulare Ereignis – die 

Stabilisierung von DNA-Doppelstrangbrüchen – bestimmt wird. 
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4.2.3.1 Eignung des CC10-Wertes für die Bestimmung der Aktivität von Fluorchi-

nolonen auf humane Topoisomerase II 

 

Vor der Durchführung der Cleavage-Assays mit humaner Topoisomerase II wurden die 

geeigneten Test-Bedingungen (z.B. Pufferzusammensetzung, Reaktionszeit und -tem-

peratur) ermittelt (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren wurde die Enzymmenge be-

stimmt, die in Abwesenheit von Fluorchinolonen gerade noch in der Lage war, das 

DNA-Substrat zu relaxieren. Nach der Optimierung der Assay-Bedingungen wurden 

Standardprotokolle für den Cleavage-Assay mit humaner Topoisomerase II erstellt 

(2.2.2.12.3). Die Auswertung des Assays erfolgte densitometrisch. Zur Ermittlung der 

Aktivität der einzelnen Substanzen auf humane Topoisomerase II wurde – wie in den 

Cleavage-Assays mit Gyrase und Topoisomerase IV – die Cleavage-Konzentration 10 

(CC10) bestimmt (Definition s. 4.2.1.1). Die Verwendung dieses Parameters ist möglich, 

da sich mit CC10-Werten ähnliche Aktivitätsunterschiede von Fluorchinolonen, wie z.B. 

bei Einsatz von CC25-Werten, nachweisen lassen. So wiesen Moxi- und Enrofloxacin 

sowohl bei Betrachtung der CC25-Werte (je 10 µg/ml) als auch der CC10-Werte (je 

6 µg/ml) eine höhere Aktivität gegenüber humaner Topoisomerase II als Cipro- und 

Marbofloxacin (CC25-Werte je 25µg/ml, CC10-Werte je 10µg/ml) auf (7.3, Tabellen 

7.22, 7.23, 7.26 und 7.27). Da theoretisch nur ein einzelner ternärer Komplex ausreicht, 

um einen Doppelstrangbruch hervorzurufen und die Zelle irreversibel zu schädigen 

(„single hit event“), stellt der CC10-Wert (minimale Konzentration zur Generierung von 

DNA-Doppelstrangbrüchen) jedoch ein genaueres Maß für die Aktivität der 

Fluorchinolone als der CC25-Wert dar. 

Die für Pradofloxacin ermittelten CC10-Werte im Cleavage-Assay mit humaner Topo-

isomerase II wurden zunächst mit den Werten weiterer getesteter Fluorchinolone vergli-

chen. Darüber hinaus ließ sich aus der Relation der im Gyrase-Cleavage-Assay ermittel-

ten CC10-Werte zu den mit humaner Topoisomerase II erhaltenen Werten die Selektivi-

tät eines Fluorchinolons für eine Zielstruktur ableiten. 
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4.2.3.2 Aktivität von Pradofloxacin auf humane Topoisomerase II 

 

Aus Tabelle 3.26 (3.2.6) kann entnommen werden, dass die Stabilisierung von Komple-

xen aus humaner Topoisomerase II und DNA durch Fluorchinolonkonzentrationen im 

Bereich von 1 bis 25 µg/ml erfolgte. Die unterschiedlichen Aktivitäten auf das eukary-

ontische Enzym scheinen vorrangig durch den jeweiligen C7-Substituenten und in ge-

ringerem Maße vom C8-Substituenten beeinflusst zu werden. Dies konnte anhand der 

Fluorchinolone BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin verdeutlicht werden. Diese Sub-

stanzen sind für Struktur-Wirkungs-Beziehungen geeignet, da nur ein Unterschied im 

Substituenten an C8 besteht. In ihrer Aktivität gegenüber humaner Topoisomerase II 

differierten die Fluorchinolone nur geringfügig voneinander. BayY3118 und Moxifloxa-

cin wiesen einen CC10-Wert von 6 µg/ml auf, Pradofloxacin einen CC10-Wert von 

4 µg/ml. Bei Vergleich der CC10-Werte aller getesteten Fluorchinolone zeigten Substan-

zen mit einem un- bzw. substituierten Piperazinring an C7 (Dano-, Orbi-, Cipro-, Enro- 

und Marbofloxacin) geringere Aktivitäten gegenüber humaner Topoisomerase II als 

Substanzen mit einem Pyrrolidinopiperidinring (BayY3118, Moxi- und Pradofloxacin) 

und diese wiederum geringere Aktivitäten als Substanzen mit einem aromatischen Ring-

system (Garenoxacin) oder einem substituierten Pyrrolidinring (Gemifloxacin). Unter-

suchungen von Elsea et al. über den Einfluss verschiedener C7-Substituenten auf die 

Aktivität von Chinolon-Derivaten gegenüber Kalbsthymus Topoisomerase II ergaben, 

dass insbesondere Substanzen mit einem aromatischen C7-Substituenten in der Lage 

waren, in Anwesenheit des eukaryontischen Enzyms Doppelstrangbrüche hervorzurufen 

(91). Z.B. benötigte das Chinolon-Derivat CP-115,953, welches im Gegensatz zu 

Ciprofloxacin (C7-Piperazin, C8-H) einen Hydroxyphenylring an C7 und ein Fluoratom 

an C8 besitzt (Abbildung 4.1), eine Konzentration von 0,1 µg/ml, um 50% des maxima-

len Cleavage (CC50) hervorzurufen. Diese Konzentration lag um das 500-fache niedriger 

als die von Ciprofloxacin benötigte Konzentration (50 µg/ml). 
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Abbildung 4.1: Strukturunterschiede zwischen Ciprofloxacin und CP-115,953 
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Darüber hinaus konnten Elsea et al. durch gezielten Austausch des C7- bzw. C8-

Substituenten zwischen Ciprofloxacin und CP-115,953 zeigen, dass die hohe Aktivität 

einer Substanz auf Kalbsthymus Topoisomerase II vorrangig vom C7-Substituenten 

abhängig ist. Während die Aktivität von Difluorociprofloxacin (C8-F, C7-Piperazin) 

z.B. nur um das 2,4-fache im Vergleich zu Ciprofloxacin (C8-H, C7-Piperazin) zunahm, 

stieg die Aktivität von CP-115,955 (C8-H, C7-Hydroxyphenyl) bereits um das 38-fache 

an (91). 

 

Neben der Bestimmung der Aktivität auf humane Topoisomerase II sollte in der vorlie-

genden Arbeit die Selektivität der Fluorchinolone für pro- und eukaryontische Typ II-

Topoisomerasen untersucht werden. Dazu wurden die im Cleavage-Assay mit humaner 

Topoisomerase II ermittelten CC10-Werte zu den mit Gyrase bestimmten CC10-Werten 

ins Verhältnis gesetzt. Da es bislang keine Studien gibt, in denen sowohl die Cleavage-

Konzentrationen (ob als CC25- oder CC50-Wert) von Fluorchinolonen für Gyrase als 

auch für ein eukaryontisches Enzym bestimmt wurden, ist ein Vergleich mit der hier 

ermittelten Selektivität nicht möglich. Hingegen gibt es verschiedene Untersuchungen, 

in denen mit Hilfe von katalytischen Tests sowohl die Hemmung der Enzymaktivität 

von E. coli Gyrase als auch von eukaryontischen Typ II-Topoisomerasen (häufig Kalbs-

thymus Topoisomerase II, seltener D. melanogaster und humane Topoisomerase II) 

durch Fluorchinolone bestimmt wurde. Ein Vergleich der in den verschiedenen Studien 

ermittelten inhibitorischen Konzentrationen (IC50- oder IC100-Wert) für die jeweiligen 

Enzyme mit den hier bestimmten CC10-Werten für Gyrase und humaner Topoisomerase 

II ist nicht unmittelbar möglich. Dennoch lassen diese Literaturwerte einen Schluss über 

die Selektivität von Fluorchinolonen zu einer Zielstruktur zu. Beispielsweise ist aus den 
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von verschiedenen Arbeitsgruppen ermittelten IC50- oder IC100-Werten für Gyrase im 

Vergleich zu den Werten für Kalbsthymus Topoisomerase II (Tabelle 4.1) ersichtlich, 

dass zur Hemmung des eukaryontischen Enzyms 50- bis 1.192-fach höhere Konzentra-

tionen als zur Inhibierung des prokaryontischen Enzyms notwendig sind (146, 151, 

247). 

 

Tabelle 4.1: Publizierte Werte für inhibitorische Konzentrationen (IC50 oder IC100) ver-
schiedener Fluorchinolone für Kalbsthymus Topoisomerase II im Vergleich 
zu E. coli Gyrase 

inhibitorische Konzentration [µg/ml]* Fluorchinolon 
Enzym, Assay Ciprofloxacin Ofloxacin Norfloxacin 

Referenz 

Kalbsthymus Topo-
isomerase II, 

Relaxierungs-Assay (IC100) 
500 1.700 n.b. 

E. coli Gyrase, 
Überspiralisierungs-Assay 

(IC100) 
10 10 n.b. 

Faktor  50 170 n.b. 

Moreau 
et al., 
1990 

Kalbsthymus Topo-
isomerase II, 

Catenierungs-Assay (IC50) 
150 1.300 300 

E. coli Gyrase, 
Überspiralisierungs-Assay 

(IC50) 
1 3,1 2,4 

Faktor  150 419 125 

Hussy 
et al., 
1986 

Kalbsthymus Topo-
isomerase II, 

Relaxierungs-Assay (IC50) 
155 1.870 n.b. 

E. coli Gyrase, 
Überspiralisierungs-Assay 

(IC50) 
0,13 0,76 n.b. 

Faktor 1.192 2.461 n.b. 

Hoshino 
et al., 
1989 

* Auf Grund bislang fehlender standardisierter Testbedingungen (dazu zählen Puffer- und Inkubationsbe-
dingungen, eingesetzte Enzymkonzentration, untersuchte Enzymaktivität, Angabe der inhibitorischen 
Konzentration – IC50- oder IC100-Wert) ergeben sich bei verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedliche 
inhibitorische Konzentrationen für E. coli Gyrase bzw. Kalbsthymus Topoisomerase II. 
 

Der Vergleich der in der vorliegenden Arbeit ermittelten CC10-Werte von Gyrase mit 

denen für humane Topoisomerase II ergaben ähnliche Größenordnungen. Alle getesteten 

Fluorchinolone benötigten 100- bis 5.000-fach höhere Konzentrationen zur Stabilisie-

rung von Komplexen aus humaner Topoisomerase II und DNA bzw. zur Generierung 
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von DNA-Doppelstrangbrüchen (3.2.6, Tabelle 3.26). Beispielsweise besaß Orbifloxa-

cin eine 5.000-fach, Ciprofloxacin eine 2.000-fach, Pradofloxacin eine 800-fach, Gare-

noxacin eine 200-fach und Gemifloxacin eine 100-fach höhere Aktivität auf Gyrase als 

auf das eukaryontische Enzym. Im Gegensatz zu den hier getesteten Fluorchinolonen 

weisen Chinolon-Derivate mit einem erhöhten toxischen Potential, wie z.B. 

CP-115,953, nur eine geringfügig höhere Aktivität gegenüber Gyrase auf. So ergaben 

Untersuchungen von Elsea und Robinson zur Cleavage-Aktivität (CC50-Werte) des Chi-

nolon-Derivats CP-115,953 nur eine 1,3-fach höhere Aktivität dieser Substanz zu Gyra-

se im Vergleich zu Kalbsthymus Topoisomerase II (91, 310). 

Auf Grund der hohen Selektivität von Pradofloxacin und den anderen getesteten Fluor-

chinolonen für E. coli Gyrase ist eine Inhibierung von eukaryontischen Topoisomerasen 

während einer Therapie nicht zu erwarten. Für eine ganzheitliche Beurteilung des geno- 

und cytotoxischen Potentials der Fluorchinolone müssen zusätzliche Untersuchungen 

mit eukaryontischen Zellen durchgeführt werden (8). Zur Ermittlung des genotoxischen 

Potentials wird beispielsweise der Chromosomenaberrationstest eingesetzt. In diesem 

Test werden Eizellen des Goldhamsters (CHO-K5 Zelllinie) oder menschliche Lympho-

zyten für 20 h mit der zu testenden Substanz inkubiert. Durch die anschließende Zugabe 

von Colcemid (Colchicin-ähnliche Verbindung) werden Zellen, die sich in der Metapha-

se befinden, fixiert. Die Zellen werden mikroskopisch auf Anomalien der Chromoso-

menstruktur (z.B. Deletionen) untersucht. In einer Studie von Albertini et al. wurden die 

Fluorchinolone Cipro-, Enro- und Marbofloxacin und das Zytostatikum Merabon auf ihr 

Potential Chromosomenbrüche hervorzurufen untersucht (8). Hier zeigte sich, dass bei 

den eingesetzten Konzentrationsbereichen alle Substanzen außer Marbofloxacin Chro-

mosomenbrüche verursachten. Für Cipro- und Enrofloxacin lagen die Konzentrationen 

bei 200 bzw. 500 µg/ml und somit deutlich höher als für Merabon (2,5 µg/ml). Die un-

tersuchten Fluorchinolone besaßen folglich nur ein geringes genotoxisches Potential. 

Die Ermittlung des cytotoxischen Potentials von Fluorchinolonen in Bezug auf eukary-

ontische Zellen erfolgt anhand von Versuchen mit speziellen Zellkulturen, z.B. mit   

HeLa- (schnell wachsende Karzinomzellen) oder den oben bereits erwähnten CHO-

Zellen. Hierbei wird das zu testende Fluorchinolon in verschiedenen Konzentrationen zu 

je ca. 5 × 103 Zellen/ml gegeben und die Ansätze anschließend für 48 h bei 37 °C inku-

biert. Danach werden die Zellen gewaschen und die Lebendzellzahl bestimmt. Letztere 

wird mit der Lebendzellzahl einer unbehandelten Kontrolle verglichen. Die Konzentra-
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tion, die 50% der Zellen abtötet, wird als EC50-Wert angegeben. So betrugen die von 

Lawrence et al. mit Hilfe dieser Methode ermittelten EC50-Werte für Garenoxacin, 

Cipro- und Moxifloxacin 166 µg/ml, 94,2 µg/ml bzw. 189 µg/ml (192). Im Vergleich 

dazu betrug der EC50-Wert des Zytostatikums Etoposid in Untersuchungen von Robin-

son et al. 5 µg/ml. Diese Substanz besaß somit ein 19- bis 38-fach höheres cytotoxisches 

Potential als Garenoxacin, Cipro- und Moxifloxacin (310). 

Ungeachtet der Tatsache, dass Geno- und Cytotoxizitätstests für eine umfassende Beur-

teilung des toxischen Potentials von Fluorchinolonen auf eukaryontische Zellen not-

wendig sind, stellen die in dieser Arbeit durchgeführten Cleavage-Assays mit humaner 

Topoisomerase II und Gyrase eine einzigartige Möglichkeit für die Ermittlung der Se-

lektivität von Fluorchinolonen zu einer Zielstruktur in vitro dar. In Cleavage-Assays 

wird das gleiche molekulare Ereignis – die Stabilisierung von DNA-Doppelstrang-

brüchen – bestimmt. Somit kann ein erster Hinweis auf eine eventuell vorhandene Toxi-

zität einer Substanz gewonnen werden. Darüber hinaus sind die hier vorgestellten, opti-

mierten Cleavage-Assays im Gegensatz zu Untersuchungen mit eukaryontischen Zellen 

schnell durchführbar. 

 

 

Für eine erfolgreiche Therapie von Infektionen ist eine umfassende Kenntnis der Aktivi-

tät eines Fluorchinolons unerlässlich. Die in dieser Arbeit eingesetzten zellulären und 

molekularbiologischen Testsysteme können zu einer umfassenden Charakterisierung der 

antibakteriellen und genotoxischen Wirkung von Fluorchinolonen entscheidend beitra-

gen. So liefern die hier durchgeführten Selektionsversuche und Absterbekinetiken wich-

tige Hinweise über die Fähigkeit von Fluorchinolonen zur Selektion resistenter Bakteri-

en bzw. ihrer Wirkung auf Bakterien in unterschiedlichen physiologischen Stadien. 

Darüber hinaus kann mit den im Rahmen dieser Arbeit optimierten Cleavage-Assays die 

Aktivität von Fluorchinolonen auf die bakteriellen Zielstrukturen Gyrase und Topoiso-

merase IV sowie auf humane Topoisomerase II rasch quantifiziert werden. Des Weite-

ren ist mit Hilfe des entwickelten In-vivo-Testsystems (precA-luc-Reportergensystem) 

eine sehr sensitive Messung der zur Induktion der SOS-Antwort benötigten Konzentra-

tion (< 500 pg/ml) von Fluorchinolonen möglich. 

Die erwähnten Methoden wurden zur Charakterisierung der biologischen Aktivität von 

Pradofloxacin – einem neuen C8-Cyanofluorchinolon – eingesetzt. Pradofloxacin besitzt 
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eine höhere antibakterielle Wirkung als andere veterinär- oder humanmedizinisch ver-

wendete Fluorchinolone (z.B. Enro- und Marbofloxacin bzw. Cipro- und Moxifloxacin) 

gegenüber Wildtyp- und Mutantenstämmen (mit Mutationen in den Genen von Gyrase 

und Topoisomerase IV) von E. coli, S. aureus und S. intermedius sowie gegenüber 

hochresistenten Stämmen (mit Mutationen in den Genen der Zielstrukturen und ver-

schiedener Regulatoren von Effluxpumpen sowie einer verminderten Porinbildung) von 

E. coli. Die Substanz weist ein geringes Potential zur Selektion resistenter Bakterien auf 

und ist gegenüber Zellen von Wildtyp- und Mutantenstämmen von E. coli, S. aureus 

und S. intermedius in unterschiedlichen physiologischen Stadien aktiv. Anhand von iso-

lierten bakteriellen Zielstrukturen von E. coli konnte eine höhere Aktivität von Pra-

dofloxacin auf Gyrase als auf Topoisomerase IV nachgewiesen werden. In Wildtyp- und 

Mutantenstämmen von E. coli erfolgte die Induktion der SOS-Antwort durch Prado-

floxacin im Vergleich zu anderen gegenüber E. coli wirksamen Fluorchinolonen bereits 

bei geringen subinhibitorischen Konzentrationen. Pradofloxacin ist im Vergleich zu 

humaner Topoisomerase II 800-fach selektiver für E. coli Gyrase. Dieser Wert ist im 

Bereich der für andere Fluorchinolone ermittelten Selektivität (z.B. Gemifloxacin 

100-fach, Danofloxacin 5.000-fach). Auf Grund der hohen Selektivität von Pradofloxa-

cin ist somit eine Inhibierung von eukaryontischen Topoisomerasen während einer The-

rapie nicht zu erwarten. 

 

 

4.3 Ausblick 

 

Folgende Untersuchungen können zur Ergänzung der im Rahmen dieser Arbeit getrof-

fenen Aussagen zur Aktivität von Pradofloxacin bzw. anderer Fluorchinolone beitragen: 

 

− Zur Aufklärung der hohen Aktivität von Pradofloxacin gegenüber hochresistenten 

Stämmen (mit Mutationen in den Genen der Zielstrukturen und verschiedener Regu-

latoren von Effluxpumpen sowie einer verminderten Porinbildung) von E. coli bzw. 

für die Ermittlung des Einflusses eines gesteigerten Efflux auf die Aktivität der Sub-

stanz wäre die Messung der Akkumulation von Pradofloxacin in der bakteriellen 

Zelle im Vergleich mit weiteren Fluorchinolonen hilfreich. 
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− Mit Hilfe von In-vitro-Modellen können wechselnde Konzentrationen eines Antibio-

tikums, wie sie in verschiedenen Geweben oder Körperflüssigkeiten anzutreffen 

sind, innerhalb eines bestimmten Zeitraums (z.B. über 24 h) simuliert werden. Da-

rüber hinaus können mit Hilfe von In-vitro-Modellen Absterbekinetiken aufgestellt 

werden. So kann ein Bezug zwischen dem Absterbevorgang von Bakterien in vitro – 

unter Berücksichtigung eines spezifischen Serumspiegelverlaufs über 24 h (z.B. 

nach einmaliger oraler Gabe eines Antibiotikums in einer bestimmten Konzentra-

tion) – und den Bedingungen im tierischen Organismus hergestellt werden. 

Um Erkenntnisse über die antibakterielle Aktivität von Pradofloxacin in vivo ge-

winnen zu können, sollten Absterbekinetiken von E. coli, S. aureus und 

S. intermedius mit Hilfe von In-vitro-Modellen unter Berücksichtigung verschiede-

ner Serumspiegelverläufe über 24 h durchgeführt werden. Durch die Entnahme von 

Proben zu verschiedenen Zeitpunkten (z.B. stündlich zwischen 0 und 12 h, sowie 

nach 24 h) und der Ausplattierung auf Pradofloxacin haltigen Agarplatten könnte 

nachgewiesen werden, ob unter den simulierten Bedingungen eine Selektion resis-

tenter Bakterien erfolgt. Solche Versuche könnten Aufschluss über eine optimale 

Dosierung von Pradofloxacin geben und somit zu einer verminderten Resistenzent-

wicklung während einer Therapie beitragen. 

 

− Infektionen der Harnwege oder der Konjunktiva (Bindehaut) werden häufig durch 

Biofilm bildende Bakterien verursacht. Auf Grund des reduzierten Metabolismus 

und des verlangsamten Wachstums Biofilm bildender Bakterien bzw. der kompak-

ten Struktur von Biofilmen sind viele Antibiotika wirkungslos. Da Pradofloxacin 

das Potential besitzt, teilungsinaktive Bakterien und Bakterien mit einer gehemmten 

Proteinbiosynthese abzutöten, wäre die Untersuchung der Wirksamkeit der Substanz 

gegenüber Biofilm bildenden Bakterien von Interesse. 

 

− Die Bestimmung der CC10-Werte von Pradofloxacin in Cleavage-Assays mit isolier-

ten, veränderten (mutierten) Zielstrukturen von E. coli und S. aureus könnte zum 

Verständnis der hohen Wirksamkeit der Substanz gegenüber Stämmen von E. coli 

und S. aureus mit Mutationen in den Zielstrukturen beitragen. 
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5. Zusammenfassung 
 

Pradofloxacin – ein neues C8-Cyanofluorchinolon – wurde für die Behandlung bakteri-

eller Infektionen im veterinärmedizinischen Bereich entwickelt. In dieser Arbeit wurde 

die Aktivität von Pradofloxacin auf pro- und eukaryontische Typ II-Topoisomerasen im 

Vergleich zu anderen Fluorchinolonen neben der Bestimmung der MHK als „klassi-

scher“ Methode mit Hilfe von Absterbekinetiken, Selektionsversuchen, Cleavage-

Assays und einem neuentwickelten In-vivo-Testsystem bestimmt. 

 

Pradofloxacin weist im Vergleich zu Enro-, Marbo-, Cipro- und Moxifloxacin eine hö-

here antibakterielle Wirkung gegenüber Wildtypstämmen und resistenten Typ II-

Topoisomerasemutanten von Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Staphylococ-

cus intermedius auf. Die Substanz ist darüber hinaus aktiv gegenüber hochresistenten 

Stämmen von E. coli (mit genetisch definierten Mutationen in den Genen der Zielstruk-

turen und der Regulatoren von Effluxpumpen sowie einer verminderten Porinbildung). 

Als bevorzugte Zielstruktur von Pradofloxacin in E. coli wurde Gyrase bzw. in 

S. intermedius Topoisomerase IV identifiziert. 

Pradofloxacin besitzt ein geringes Potential zur Selektion resistenter Bakterien und ist 

aktiv gegenüber Zellen von E. coli, S. aureus und S. intermedius Wildtyp- und Mutan-

tenstämmen in verschiedenen physiologischen Stadien. Beides kann dazu beitragen, eine 

Resistenzentwicklung während einer Therapie zu verhindern bzw. zu verlangsamen. 

In Wildtyp- und isogenen Mutantenstämmen von E. coli erfolgte die Einleitung des bak-

teriellen Zelltods – in Folge von DNA-Doppelstrangbrüchen – durch Pradofloxacin im 

Gegensatz zu Enro-, Marbo-, Cipro- und Moxifloxacin bereits in Anwesenheit geringe-

rer, subinhibitorischer Konzentrationen. Die Fähigkeit von Pradofloxacin, bakterielle 

Zellen bereits bei sehr geringen Konzentrationen zu schädigen, stellt eine mögliche Er-

klärung für die herausragende antibakterielle Wirkung dieser Substanz dar. 

Für die antibakterielle Wirkung von Pradofloxacin spielen die C8-Cyanogruppe und der 

C7-Pyrrolidinopiperidinring vermutlich eine wesentliche Rolle. Beide Substituenten 

scheinen sowohl für die Aktivität der Substanz auf die bakteriellen Zielstrukturen als 

auch für eine verringerte Affinität zu Effluxpumpen bzw. eine erleichterte Passage der 

äußeren Membran gramnegativer Bakterien von Bedeutung zu sein. 
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Im Vergleich zu humaner Topoisomerase II besitzt Pradofloxacin eine hohe Selektivität 

für E. coli Gyrase (800-fach). Bei Einsatz physiologischer Konzentrationen von Pra-

dofloxacin während der Therapie bakterieller Infektionen ist eine Hemmung von euka-

ryontischen Topoisomerasen somit nicht zu erwarten. 

 

Das in dieser Arbeit neu entwickelte In-vivo-Testsystem (precA-luc-Reportergenassay) 

erlaubt eine empfindliche Detektion von Substanzkonzentrationen, die zur Induktion der 

SOS-Antwort führen. Es kann somit für ein sensitives Screening nach Substanzen ein-

gesetzt werden, die über eine Hemmung der Replikation oder auch eine direkte Wech-

selwirkung mit der DNA die SOS-Antwort induzieren. Darüber hinaus eignet sich das 

Testsystem zur Ermittlung der antibakteriellen Restaktivität von Fluorchinolonmetaboli-

ten. Dies konnte am Beispiel von Enrofloxacin-N-4’-oxid demonstriert werden. Die 

Ermittlung der antibakteriellen Restaktivität erscheint sinnvoll, da durch Fluorchino-

lonmetaboliten mit einer antibakteriellen Restaktivität theoretisch die Selektion Fluor-

chinolon resistenter Bakterien möglich ist. 

 

 

Summary 

 

Pradofloxacin – a new C8-cyanofluoroquinolone – has been developed for the treatment 

of bacterial infections in veterinary medicine. In this study the activity of pradofloxacin 

against both, pro- and eukaryotic typ II topoisomerases was determined by MIC deter-

mination as “conventional” method, kill-kinetics, the ability to select resistant mutants, 

cleavage-assays, and a new developed in-vivo-test system compared to other fluoroqui-

nolones.  

 

Pradofloxacin efficiently kills wildtyp strains and resistant typ II topoisomerase mutants 

of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Staphylococcus intermedius compared 

to enro-, marbo-, cipro- und moxifloxacin. In addition, pradofloxacin is active against 

high-level resistant mutants of E. coli with genetically defined mutations in the genes of 

the target enzymes and different regulators of efflux pumps and decreased expression of 

porins. 
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Gyrase and topoisomerase IV were identified as primary targets of pradofloxacin in 

E. coli, and S. intermedius, respectively. 

Pradofloxacin posses a low potential to select resistant mutants and is able to kill cells 

of E. coli, S. aureus und S. intermedius wildtyp and mutant strains in different physio-

logical stages. These properties could help to prevent or at least minimize the develop-

ment of resistant mutants during therapy. 

In wildtyp and resistant isogenic mutants of E. coli, bacterial cell death – as a result of 

DNA double strand breaks – occurs at concentrations of pradofloxacin much lower than 

those determined for enro-, marbo-, cipro- and moxifloxacin and far below the MIC. 

The ability of pradofloxacin to injure bacterial cells at lowest concentrations convinc-

ingly explains the superior antibacterial activity of the drug. 

Probably, the C8-cyano- und C7-pyrrolidinopiperidin substituents play a critical role for 

the antibacterial activity of pradofloxacin. Both substituents seem to be important for 

the high activity against the bacterial target enzymes as well as the reduced affinity for 

efflux pumps and permeability of the outer membrane of gramnegative bacteria.  

Pradofloxacin is highly selective for E. coli gyrase (800-fold) compared to human topo-

isomerase II. During treatment of bacterial infections with physiological concentrations 

of pradofloxacin inhibition of eukaryotic topoisomerases should not occur. 

 

The newly developed in-vivo-test system (precA-luc reporter gene assay) allows for a 

highly sensitive detection of those drug concentrations leading to the induction of the 

SOS regulon. It can be used to screen for compounds which induce the SOS-response 

due to either an inhibition of the DNA replication or a direct interaction with DNA. 

Moreover, the in-vivo-test system is suitable to investigate the residual antibacterial 

activity of fluoroquinolone metabolites. This could be demonstrated with enrofloxacin-

N-4’-oxide as an example for fluoroquinolone metabolites with a residual antibacterial 

activity which could select fluoroquinolone resistant bacteria in the environment. So it 

seems to be efficient to determine the residual antibacterial activity of fluoroquinolone 

metabolites. 
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7. Anhang 
 

7.1 Densitometrische Gelauswertung zur Bestimmung des CC10-Wertes von Fluor-

chinolonen in DNA-Cleavage-Assays mit Gyrase 

 

Tabelle 7.1: Ermittlung des CC10-Wertes von Pradofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Pradofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2386 18,354 0 

0,0005 2621 20,162 1,8 

0,001 2343 18,023 -0,3 

0,0025 2450 18,846 0,5 

0,005 3671 28,238 9,9 

0,01 3432 26,400 8,0 

0,05 5429 41,762 23,4 

0,1 9762 75,092 56,7 

1 13000 100,000 81,6 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.2: Ermittlung des CC10-Wertes von Enrofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Enrofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2791 12,023 0 

0,001 3082 13,277 1,3 

0,005 5055 21,777 9,8 

0,01 6896 29,707 17,7 

0,05 9198 39,624 27,6 

0,1 15416 66,411 54,4 

1 19788 85,245 73,2 

10 23213 100,000 88,0 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.3: Ermittlung des CC10-Wertes von Marbofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Marbofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2072 15,216 0 

0,001 2528 18,565 3,3 

0,005 3449 25,329 10,1 

0,01 3354 24,631 9,4 

0,05 5081 37,314 22,1 

0,1 7956 58,427 43,2 

1 13031 95,697 80,5 

10 13617 100,000 84,8 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.4: Ermittlung des CC10-Wertes von Danofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Danofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 3381 15,956 0 

0,001 2995 14,134 -1,8 

0,005 5587 26,366 10,4 

0,01 6713 31,680 15,7 

0,05 8488 40,057 24,1 

0,1 12930 61,019 45,1 

1 20194 95,300 79,3 

10 21190 100,000 84,0 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.5: Ermittlung des CC10-Wertes von Orbifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Orbifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 3663 20,824 0 

0,001 4334 24,639 3,8 

0,005 5398 30,688 9,9 

0,01 6342 36,055 15,2 

0,05 12649 71,910 51,1 

0,1 14167 80,540 59,7 

1 16042 91,200 70,4 

10 17590 100,000 79,2 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.6: Ermittlung des CC10-Wertes von Ciprofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Ciprofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 3344 15,557 0 

0,0005 3130 14,562 -1,0 

0,001 3987 18,549 3,0 

0,005 5345 24,866 9,3 

0,01 7989 37,167 21,6 

0,05 13389 62,289 46,7 

0,1 18813 87,523 72,0 

1 20756 96,562 81,0 

10 21495 100,000 84,4 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.7: Ermittlung des CC10-Wertes von Moxifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Moxifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 3588 15,340 0 

0,0005 3466 14,818 -0,5 

0,001 3249 13,891 -1,4 

0,005 2512 10,740 -4,6 

0,01 5892 25,190 9,9 

0,05 7143 30,539 15,2 

0,1 14133 60,423 45,1 

1 19144 81,847 66,5 

10 23390 100,000 84,7 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.8: Ermittlung des CC10-Wertes von Gemifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Gemifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1902 12,603 0 

0,0005 2120 14,047 1,4 

0,001 1735 11,496 1,1 

0,005 1965 13,020 0,4 

0,01 3173 21,024 8,4 

0,05 4166 27,604 15,0 

0,1 6599 43,725 31,1 

1 14496 96,051 83,4 

10 15092 100,000 87,4 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.9: Ermittlung des CC10-Wertes von Garenoxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Gyrase 

Konzentration 
Garenoxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1191 11,424 0 

0,0005 1092 10,475 -0,9 

0,001 1305 12518 1,1 

0,005 1750 16,787 5,4 

0,01 2242 21,506 10,1 

0,05 3239 31,070 19,6 

0,1 6053 58,062 46,6 

1 9943 95,376 84,0 

10 10425 100,000 88,6 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.10: Ermittlung des CC10-Wertes von BayY3118 im DNA-Cleavage-Assay mit 
Gyrase 

Konzentration 
BayY3118 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1851 12,156 0 

0,0005 1588 10,429 -1,7 

0,001 2432 15,972 3,8 

0,005 3455 22,690 10,5 

0,01 4855 31,884 19,7 

0,05 6115 40,159 28,0 

0,1 9210 60,485 48,3 

1 12561 82,492 70,3 

10 15227 100,000 87,8 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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7.2 Densitometrische Gelauswertung zur Bestimmung des CC10-Wertes von Fluor-

chinolonen in DNA-Cleavage-Assays mit Topoisomerase IV 

 

Tabelle 7.11: Ermittlung des CC10-Wertes von Pradofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Pradofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2948 20,054 0 

0,005 3026 20,585 0,5 

0,01 3932 26,748 6,7 

0,05 4524 30,776 10,7 

0,1 5843 39,748 19,7 

0,5 11526 78,408 58,4 

1 12181 82,864 62,8 

5 13324 90,639 70,6 

10 14700 100,000 79,9 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.12: Ermittlung des CC10-Wertes von Enrofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Enrofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2701 20,745 0 

0,005 2625 20,161 -0,6 

0,01 2860 21,966 1,2 

0,05 3881 29,808 9,1 

0,1 4939 37,934 17,2 

0,5 7417 56,966 36,2 

1 8929 68,579 47,8 

5 12956 99,508 78,8 

10 13020 100,000 79,3 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.13: Ermittlung des CC10-Wertes von Marbofloxacin im DNA-Cleavage-
Assay mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Marbofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1676 12,110 0 

0,005 2581 18,646 6,5 

0,01 2379 17,189 5,1 

0,05 3026 21,864 9,8 

0,1 4024 29,075 17,0 

0,5 6890 49,783 37,7 

1 7565 54,660 42,6 

5 15879 114,733 102,6 

10 13840 100,000 87,9 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.14: Ermittlung des CC10-Wertes von Danofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Danofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2080 25,964 0 

0,005 2265 28,274 2,3 

0,01 1963 24,504 -1,5 

0,05 2166 27,038 1,1 

0,1 2831 35,339 9,4 

0,5 3869 48,296 22,3 

1 4989 62,277 36,3 

5 6844 85,433 59,5 

10 8011 100,000 74,0 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.15: Ermittlung des CC10-Wertes von Orbifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Orbifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2028 20,219 0 

0,005 2099 20,927 0,7 

0,01 2551 25,434 5,2 

0,05 3285 32,752 12,5 

0,1 4004 39,920 19,7 

0,5 7184 71,625 51,4 

1 7907 78,834 58,6 

5 8977 89,501 69,3 

10 10030 100,000 79,8 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.16: Ermittlung des CC10-Wertes von Ciprofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Ciprofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2509 21,548 0 

0,005 3272 28,100 6,6 

0,01 3085 26,494 4,9 

0,05 3200 27,482 5,9 

0,1 3965 34,052 12,5 

0,5 5350 45,946 24,4 

1 10160 87,255 65,7 

5 12421 106,673 85,1 

10 11644 100,000 78,5 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.17: Ermittlung des CC10-Wertes von Moxifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Moxifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1942 17,481 0 

0,005 2106 18,958 1,5 

0,01 1995 17,958 0,5 

0,05 2974 26,771 9,3 

0,1 3894 35,053 17,6 

0,5 5943 53,497 36,0 

1 7133 64,209 46,7 

5 8664 77,991 60,5 

10 11109 100,000 82,5 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.18: Ermittlung des CC10-Wertes von Gemifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Gemifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1657 24,588 0 

0,005 2072 30,746 6,2 

0,01 2474 36,712 12,1 

0,05 3405 50,527 25,9 

0,1 3690 54,756 30,2 

0,5 5754 85,384 60,8 

1 6213 92,195 67,6 

5 7382 109,541 85,0 

10 6739 100,000 75,4 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.19: Ermittlung des CC10-Wertes von Garenoxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit Topoisomerase IV 

Konzentration 
Garenoxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2198 24,644 0 

0,005 2679 30,037 5,4 

0,01 3278 36,753 12,1 

0,05 4553 51,048 26,4 

0,1 7054 79,090 54,4 

0,5 8466 94,921 70,3 

1 8611 96,547 71,9 

5 6458 72,407 47,8 

10 8919 100,000 75,4 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.20: Ermittlung des CC10-Wertes von BayY3118 im DNA-Cleavage-Assay mit 
Topoisomerase IV 

Konzentration 
BayY3118 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1341 10,956 0 

0,005 1868 15,261 4,3 

0,01 2171 17,737 6,8 

0,05 2888 23,595 12,6 

0,1 4071 33,260 22,3 

0,5 10320 84,314 73,4 

1 10931 89,306 78,4 

5 10666 87,141 76,2 

10 12240 100,000 89,0 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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7.3 Densitometrische Gelauswertung zur Bestimmung des CC10-Wertes von Fluor-

chinolonen in DNA-Cleavage-Assays mit humaner Topoisomerase II 

 

Tabelle 7.21: Ermittlung des CC10-Wertes von Pradofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Pradofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1204 7,838 0 

1 1408 9,165 1,3 

2 2191 14,262 6,4 

4 3135 20,407 12,6 

6 6206 40,398 32,6 

8 10868 70,746 62,9 

10 15362 100,000 92,2 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.22: Ermittlung des CC10-Wertes von Enrofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Enrofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 878 4,542 0 

2 1324 6,850 2,3 

6 2897 14,988 10,4 

10 5304 27,441 22,9 

25 11630 60,169 55,6 

50 13203 68,307 63,8 

75 21564 111,563 107,0 

100 19329 100,000 95,5 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.23: Ermittlung des CC10-Wertes von Marbofloxacin im DNA-Cleavage-
Assay mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Marbofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 890 4,540 0 

2 1265 6,453 1,9 

6 1986 10,131 5,6 

10 2556 13,039 8,5 

25 5975 30,480 25,9 

50 8078 41,208 36,7 

75 7013 35,775 31,2 

100 4358 22,231 17,7 

150 19603 100,000 95,5 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.24: Ermittlung des CC10-Wertes von Danofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Danofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 871 10,147 0 

2 970 11,300 1,2 

6 913 10,636 0,5 

10 1434 16,705 6,6 

25 1973 22,985 12,8 

50 4379 51,014 40,9 

75 7921 92,276 82,1 

100 10907 127,062 116,9 

150 8584 100,000 89,9 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.25: Ermittlung des CC10-Wertes von Orbifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Orbifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 322 2,812 0 

2 310 2,708 -0,1 

6 828 7,232 4,4 

10 516 4,507 1,7 

25 1601 13,984 11,2 

50 14655 128,002 125,2 

75 7227 63,123 60,3 

100 10462 91,379 88,6 

150 11449 100,000 97,2 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.26: Ermittlung des CC10-Wertes von Ciprofloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Ciprofloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1662 6,844 0 

1 2473 10,183 3,3 

2 2220 9,141 2,3 

6 2642 10,879 4,0 

10 4822 19,856 13,0 

25 7801 32,123 25,3 

50 18373 75,656 68,8 

75 21077 86,790 79,9 

100 24285 100,000 93,2 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.27: Ermittlung des CC10-Wertes von Moxifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Moxifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 1140 6,353 0 

1 1602 8.928 2,6 

2 1742 9,709 3,4 

6 3332 18,570 12,2 

10 5467 30,469 24,1 

25 6499 36,220 29,9 

50 4523 25,208 18,9 

75 18043 100,557 94,2 

100 17943 100,000 93,2 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.28: Ermittlung des CC10-Wertes von Gemifloxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Gemifloxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 8962 21,975 0 

0,05 9091 22,292 0,3 

0,1 10585 25,955 4,0 

0,5 11008 26,992 5,0 

1 12436 30,494 8,5 

2 20417 50,064 28,1 

6 31098 76,254 54,3 

10 40782 100,000 78,0 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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Tabelle 7.29: Ermittlung des CC10-Wertes von Garenoxacin im DNA-Cleavage-Assay 
mit humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
Garenoxacin 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2089 12,673 0 

1 3058 18,551 5,9 

2 4215 25,570 12,9 

6 8949 54,289 41,6 

10 13049 79,162 66,5 

25 14493 87,922 75,2 

50 15421 93,551 80,9 

75 16219 98,392 85,7 

100 16484 100,000 87,3 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 

 

Tabelle 7.30: Ermittlung des CC10-Wertes von BayY3118 im DNA-Cleavage-Assay mit 
humaner Topoisomerase II 

Konzentration 
BayY3118 

[µg/ml] 

Bandenintensität* 
[Volumeneinheiten] 

Bandenintensität 
[%] 

Zunahme des 
Cleavage-Produktes 

[%] 

0 2285 17,565 0 

1 2697 20,732 3,2 

2 2845 21,869 4,3 

6 3940 30,287 12,7 

10 3266 25,106 7,5 

25 11725 90,130 72,6 

50 8872 68,199 50,6 

75 3725 28,634 11,1 

100 13009 100,000 82,4 
* Bezogen auf die lineare Bande (Cleavage-Bande), hervorgehobene Konzentration = CC10-Wert 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
 

AB Antibiotikum 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaare 

BSA Bovines Serumalbumin, Rinderserumalbumin 

CaCl2 Calziumchlorid 

CCLR Cell Culture Lysis Reagent 

CDTA trans-1,2-Diaminocyclohexan, N,N,N’,N’,Tetraacetat 

DMSO Dimethylsulfoxid 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

h Stunde 

HCl Salzsäure 

IPTG Isopropyl β-D-Thiogalactopyranoside 

KBE Koloniebildende Einheiten 

KCl Kaliumchlorid 

kDa Kilodalton 

K2HPO4 di-Kalium-hydrogenphosphat 

KOH Kaliumhydroxid 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

MgOAc Magnesiumoxalacetat 

min Minute 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

ml Milliliter 

MSIC minimale SOS induzierende Konzentration 

NaCl Natriumchlorid 

Na2HPO4 di-Natrium-hydrogenphosphat 

NaOH Natriumhydroxid 
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nm Nanometer 

OBC optimale bakterizide Konzentration 

OD optische Dichte 

p.A. zu Analyse 

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

PCR Polymerase-Kettenreaktion  

pmol Pikomol 

RnaseA Ribonuklease A 

RLU Relative Light Units 

RT Raumtemperatur 

SDS Sodiumdodecylsulfat, Natriumdodecylsulfat 

sec Sekunde 

U Unit 

ÜNK Übernachtkultur 

upm Umdrehungen in der Minute 

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-β-D-galactosid 

V Volt 
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