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B Listeriose wird durch das intrazelluldre
humanpathogene Bakterium Listeria mono-
cytogenes ausgelost. Trotz Behandlung von Lis-
teria-Infektionen mit hohen Dosen von B-Lak-
tam-Antibiotika liegt die Sterblichkeitsrate bei
bis zu 30 Prozent. Daher ist es wichtig, neue
Angriffspunkte fiir Antibiotika zu finden.
Zellteilungsproteine eignen sich gut als
Antibiotika-Targets, da sie in der Regel essen-
ziell flir das Wachstum von Bakterien sind.
GpsB wurde 2008 als spates Zellteilungspro-
tein Gram-positiver Bakterien beschrieben.
Untersuchungen brachten GpsB bereits in Ver-
bindung mit der Zellwandsynthese; die genaue
Funktion dieses Proteins ist jedoch nicht
bekannt. Den Einbau von Zellwandbausteinen
und die Quervernetzung der Zellwand fiihren
Penicillin-bindende Proteine (PBP) aus.
L. monocytogenes besitzt fiinf dieser PBPs,
PBP A1-2 und PBP B1-3, die bislang kaum
untersucht sind. Um den Einfluss von GpsB
auf die Zellwandsynthese zu verstehen,
bestimmten wir zunachst die Funktion der
einzelnen Penicillin-bindenden Proteine.
Mikroskopische Untersuchungen von PBP-
Mutanten zeigen, dass PBP B1 fiir das Wachs-
tum wichtig ist, wihrend PBP B2 essenziell
fiir die Zellteilung ist. Die Deletion von PBP A2
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oder PBP B3 verursacht hingegen keine pha-
notypischen Veranderungen. Diese Beobach-
tungen deuten darauf hin, dass die PBPs von
L. monocytogenes sowohl unterschiedliche als
auch iiberlappende Funktionen haben [1].

L. monocytogenes besitzt zwei bifunktiona-
le PBPs, PBP A1 und PBP A2, die sowohl eine
Transglykosylase- als auch eine Transpepti-
dasedomane besitzen. Die Transglykosylase
katalysiert den Einbau von Zellwandbaustei-
nen in den wachsenden Glykanstrang, wah-
rend die Transpeptidase fiir die Quervernet-
zung der Glykanstriange sorgt. Die Deletion
von PBP A1 oder PBP A2 hat nur geringfiigi-
ge Auswirkungen auf Wachstum und Zelltei-
lung. Die gleichzeitige Deletion beider bifunk-
tionaler PBPs in L. monocytogenes ist hinge-
gen letal [1].

In Bacterial-two-hybrid-Assays wurde eine
Interaktion zwischen PBP Al und dem
Zellteilungsprotein  GpsB nachgewiesen
(Abb. 1A), und zwar zwischen dem zytoplas-
matisch lokalisierten N-Terminus von PBP A1
und dem N-Terminus von GpsB (Abb. 1B).

In Kooperation mit Richard Lewis und
Robert Cleverley gelang es, die Kristallstruk-
tur der N- und C-Termini von GpsB getrennt
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<« Abb. 1: Interaktion
zwischen GpsB und

PBP A1. A, Nachweis der
GpsB-PBP-A1-Interaktion
im Bacterial-two-hybrid-
Assay. Bei AC/N wurde
der C- bzw. N-Terminus
von GpsB entfernt. B,
Modell der GpsB-PBP-
Al-Interaktion. TG:
Transglykosylase; TP:
Transpeptidase. C, Struk-
tur des GpsB-Hexamers.
D, Darstellung der Ober-
fliche des N-Terminus
von GpsB. Die Aminosau-
ren, die fiir die Selbstin-
teraktion von GpsB oder
die Bindung von PBP A1
notwendig sind, sind
griin bzw. blau unterlegt.

voneinander zu bestimmen (Abb. 1C). Darti-
ber hinaus wurde nachgewiesen, dass das
GpsB-Protein als Hexamer in Losung vorliegt
[2]. Mit zielgerichteter Mutagenese von Ami-
nosauren des GpsB-Proteins wurde die PBP-
A1-Bindestelle identifiziert (Abb. 1D). Weite-
re Untersuchungen zeigten, dass die Aktivitat
von PBP A1 in der AgpsB-Mutante stark beein-
trachtigt ist und es seine Funktion nicht mehr
ausiiben kann. Dies wird vor allem dadurch
deutlich, dass PBP A2 in der Abwesenheit von
GpsB lebensnotwendig wird [2].

Die AgpsB-Mutante wéachst nicht bei 42 °C,
bildet jedoch spontane Suppressoren. Die Ana-
lyse verschiedener Suppressoren ergab, dass
der AgpsB-Phanotyp durch die Deletion von
murZ aufgehoben werden kann, einer UDP-N-
Acetylglukosamin-1-carboxyvinyltransferase,
die den ersten Schritt der Zellwandsynthese
katalysiert. Diese Deletion fiihrt auch zur
Anhaufung des MurA-Proteins, einer weiteren
UDP-N-Acetylglukosamin-1-carboxyvinyl-
transferase. Die Uberproduktion von MurA
reicht sogar aus, um den AgpsB-Phanotyp auf-
zuheben [3]. Die Analyse von Suppressoren
bestatigte somit die Verbindung zwischen GpsB
und der Zellwandsynthese. GpsB trdagt dem-
nach zum effizienten Ablauf der Zellwandsyn-
these in Gram-positiven Bakterien bei. |
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