Zusammenfassung

In Bakterien katalysiert Topoisomerase |V (Topo 1V) die Trennung von Tochterchromosomen
nadh der Replikation und unterstitzt durch die Relaxierung von positiv Uberspiralisierter DNA
die Replikation und Rekombination. Topo IV und de strukturel @hnliche Topoisomerase |l
(Gyrase) sind de Zielstrukturen fur die klinisch bedeutsamen Fluorchinolon-Antibiotika. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es mittels genetisch definierter Mutanten von E. coli, in denen
entweder Gyrase oder Topo IV als primére Zielstruktur fir Chinolone fungiert, die zdlularen
Effekte (z. B. Induktion der SOS-Antwort und Verlust der Lebensféhigkeit) nach einer
Hemmung von Topo IV oder Gyrase durch verschiedene Fluorchinolone und andere Inhibitoren
aufzukléren. Zusétzlich zielte die Studie auf die Aufkld&rung von Medanismen, die an der
Transkriptionskontrolle von parC und parE, den beiden Strukturgenen der A- und B-
Untereinheit von Topo 1V, beteiligt sind und auf mdgliche Implikationen fur die Konzentration
dieser Zielstruktur und damit der zdlularen Empfindlichkeit gegenlber Inhibitoren wvon
Topo IV.

In exponentiell wadisenden Kulturen verursaciten Fuorchinolone enen Verlust der
L ebensfahigkeit und eine Induktion der SOS-Antwort, charakterisiert durch eine Filamentierung
der Zellen und eine Induktion der recA-Transkription, unabhingig davon, ob Gyrase oder
Topo IV die primére Zielstruktur darstellte. Nadh einer Hemmung von Topo IV durch
Norfloxaan fiel sowohl die Indukiion der SOS-Antwort as auch der Verlust der
L ebensfahigkeit geringer aus, as nad entsprechender Hemmung durch Ciprofloxaan oder nach
Hemmung von Gyrase durch Ciprofloxaan oder Norfloxadn. Der Verlust der Lebensfahigkeit
wurde audem durch die Zeltellungsrate, die Wadstumsphase und das Kulturmedium
beanflusd. Wadstums- und tellungsinaktive Zellen wurden durch Fuorchinolone nicht
abgetotet, jedoch verhinderten solche mit einer hohen Affinitdt zu Gyrase und Topo IV (wie
z. B. Moxifloxadn) am effektivsten die Koloniebildung nach Wiederaufnahme der Zellteilung,
insbesondere wenn Gyrase ds priméare Zielstruktur fungierte.

Die Untersuchung anderer Inhibitoren zegte, dass Etoposid, ein Inhbitor eukaryontischer
Topoisomerase |I-Enzyme, prima Gyrase, wadhrend Rutin prim& Topo IV hemnte. Beide
Inhibitoren induzierten die SOS-Antwort, gezegt durch Filamentierung von wadhsenden Zellen,
aber nur Etoposid verursachte aich deren Absterben.

Zudem wurde in Bestéigung froherer in vitro-Daten fir eine in vitro hergestellte
chinolonresistenten Mutante (gyrA¥®*Y) erstmals eine Hypersensitivitdt gegeniiber Etoposid
nachgewiesen, wahrend der chinolonempfindliche Wildtyp gegentiber Etoposid resistent war. In
E. coli unterscheidet sich daher TopolV von Gyrase beziglich der Interaktion mit
verschiedenen Inhibitoren und dem Ausmald der dadurch ausgelosten zdluldaren Effekte. Die
Untersuchungen zeigen, dass Topo IV und Gyrase aich bei der zunehmenden Resistenz
gegenuiber Fluorchinolonen vielversprechende antibakterielle Zielstrukturen fir bewdahrte und
neue chemische Substarzklasen darstellen.

Die Untersuchung der transkriptionellen Regulation der parC- und parE-Expresson erfolgte
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen durch Quantifizierung der spezfischen
MRNAs mittels red-time RT-PCR und duch eine neu entwickelte Fluoreszenz-basierte



Methode zur Bestimmunrg der Transkriptionsdartpunkte.

Die Transkriptionsgdartpunkte fir parC und parE, die in dieser Arbeit erstmals experimentell
bestimmt wurden, unterschieden sich in Abhdngigkeit vom Kulturwadstum in exponentieller
und stationdrer Phase aner Batchkultur. Sequenzvergleiche der Regionen stromaufwérts der
ermittelten Transkriptionssartpunkte zegten fiir beide Strukturgene o’°-abhéngige Promotoren
sowie potentielle Bindestellen fur H-NS. Die postulierten Promotorregionen von parC und parE
deuten auf eine negative Regulation der Transkription in Abhéngigkeit eines verringerten DNA-
Uberspiralisierungsgrads. Eine solche Abhédngigkeit konnte vor alem fiur parC und in
geringerem Male fur parE bestdtigt werden. So flhrte die vorUbergehende Relaxierung der
DNA durch einen induzierten Kéteschock oder durch Hemmung von Gyrase durch Novobiocin
zu einer dgnifikant geringeren Expresson wvon parC. Der Nadweis dieser vom DNA-
Uberspiralisierungsgrad  abhéngigen Transkription wvon parC unterstreicht die zdluléare
Bedeutung von TopolV fur die Aufreciterhaltung eines globalen negativen
Uberspiralisierungsgrads der DNA.

Fuorchinolone beanflusgen unabhéngig von der Zielstruktur weder die Expresson von gyrA
noch von parE, fihrten alerdings ausschliedlich nach Hemmung von Topo IV zu einer
Reduktion der par C-Expresson.
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