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I. Einleitung

Aufgrund ihrer Fahigkeit, eine Vielzahl unterschiedlicher biologisch aktiver Sekundar-
metabolite zu bilden, haben Bakterien aus der Gruppe der Actinomyceten grolle wissen-
schaftliche und wirtschaftliche Bedeutung erlangt. Ausgehend von der Isolierung des
Streptomycins 1944 durch Waksman aus Streptomyces griseus wurden inzwischen Uber
10.000 mikrobielle Sekundérstoffe isoliert, wobei ungeféhr die Hafte aus Actinomyceten,
speziell der Gattung Streptomyces, stammt (LAATSCH, 1997). Neben der urspriinglichen anti-
bakteriellen Anwendung werden diese Naturstoffe heute in vielen wichtigen Bereichen der
Medizin, etwa zur Bekdmpfung von Tumorerkrankungen, als Enzyminhibitoren oder
Immunmodulatoren, sowie in der Landwirtschaft als Herbizide, Fungizide und Insektizide
eingesetzt.

Ungeachtet ihrer groRen Bedeutung ist die biologische Funktion der meisten Sekundar-
metabolite fir den Produzenten nicht bekannt. Auch die Kenntnis der Biosynthesewege vieler
Antibiotika und ihrer Regulation ist nach wie vor sehr lickenhaft. Der aus der Pflanzen-
physiologie Ubernommene Begriff Sekundéarstoffwechsel weist zwar darauf hin, dald dieser
Stoffwechselbereich im Gegensatz zum Primérstoffwechsel fiir das vegetative Wachstum des
Produzenten nicht essentiell ist, dennoch ist zu vermuten, dal3 die sekundéren Metabolite im
natiirlichen Okosystem einen positiven Selektionsfaktor darstellen. So sind zum Beispiel die
Biosynthesegene haufig in hochorganisierten Genclustern angeordnet, die auler fir die
eigentlichen Syntheseenzyme auch fir Resistenzfaktoren gegen das jeweilige Antibiotikum
und fur spezifische Regulatorproteine codieren (CHATER & BiBB, 1997).

Neben ihrem enormen Stoffwechsel potential sind die grampositiven Actinomyceten durch ein
pilzéhnliches filamentdses Wachstum und einen im Vergleich zu den meisten anderen Pro-
karyonten auferordentlich komplexen Entwicklungszyklus gekennzeichnet. Die Zellen
wachsen zundchst as verzweigtes Substratmyzel, wobel sie sich saprophytisch mit Hilfe
extrazellulérer Hydrolasen von organischem Material im Boden erndhren. Bei Nahrstoff-
mangel oder anderen ungiinstigen Lebensbedingungen differenzieren die Hyphen zu einem
Luftmyzel, das sich von der wassrigen Umgebung der Kolonieoberfléche abhebt. Wahrend

dieser Phase beginnt das Substratmyzel zu lysieren, offenbar um zur Nahrstoffversorgung des
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Luftmyzels beizutragen. Die weiteren Entwicklungsschritte sind bei verschiedenen Actino-
myceten unterschiedlich ausgestaltet. Die grofe Gruppe der Streptomyceten entwickelt durch
Septierung der Hyphen Ketten von pigmentierten hydrophoben Exosporen, die eine
Vermehrung der Kolonie, die Besiediung neuer Lebensrdume und das Uberdauern
ungunstiger L ebensbedingungen erlauben. Im Gegensatz zu den Endosporen der Bacillen und
Clostridien sind sie nicht hitzeresistent, vertragen aber Trockenheit.

Bel den Nocardiaceae weist das Luftmyzel der alternden Kolonie dagegen die Tendenz auf, in
stdbchenférmige Einzelzellen zu fragmentieren, aus denen wieder neue Myzelien
heranwachsen. Da eine echte Differenzierung mit einem Sporenstadium fehlt, wird hier also

nur ein vereinfachter Entwicklungszyklus durchgefihrt.

Der Beginn der Antibiotikabildung korreliert typischerweise mit dem Beginn der morpho-
logischen Differenzierung, so daf3 der Sekundarmetabolismus als physiol ogische Ausprégung
des Differenzierungsgeschehens betrachtet werden kann.

Demgegeniiber kann in Submerskultur in der Regel keine normale Differenzierung bzw.
Sporulation durchgefihrt werden. Unter solchen Bedingungen findet man die Produktbildung
Ublicherweise nur wéhrend reduzierter Wachstumsraten oder wahrend der stationéren Phase.
Hohe Wachstumsraten unterdriicken den Sekundérstoffwechsel. Fir die Beschreibung des
Wachstums- und Produktionsverhaltens in einer Batch-Kultur wurden daher die Begriffe
Trophophase (= Wachstumsphase) und Idiophase (= Produktionsphase) eingefuhrt. Die
Synchronitdt von Morphogenese und Sekundé&rmetabolismus sowie die Isolierung von
Mutanten, die Defekte in beiden Prozessen zeigen, fiihrten zu der Vermutung, daf? zumindest
fur einen Teil der Sekundérstoffe eine Funktion bei der Differenzierung bzw. Sporulation der
Produzenten besteht (Beppu, 1992).

Das Versténdnis der an der Regulation der morphologischen und physiologischen Differen-
zierung beteiligten Mechanismen konnte erst in den letzten Jahren deutlich verbessert werden.
Dabel hat sich gezeigt, da3 eine Vielzahl verschiedener Faktoren an der Regulation der
Antibiotikasynthese beteiligt sind. Die Aufgabe, unterschiedliche Signale aus der Umwelt
wahrzunehmen, zu integrieren und eine entsprechende Reaktion darauf hervorzurufen,
erfordert ein komplexes Regulationsnetzwerk, durch welches schlieffdlich auch die Sekundér-
stoffbildung induziert wird. Zentrale Bestandteile dieses Netzwerkes bilden globa und
spezifisch wirkende regulatorische Gene, sowie intrazellulére und extrazellulére Effektor-
molekiile (CHATER & BIBB, 1997).
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1. Intrazellulare Effektoren

Da die Produkthildung typischerweise von wachstumslimitierenden Nahrstoffkonzentrationen
abhéngig ist, kommt den Anpassungsmechanismen von Zellen an unginstige Erndhrungs-
bedingungen auch hinsichtlich der Induktion des Sekundarmetabolismus entscheidende
Bedeutung zu. Bei Escherichia coli wurde beobachtet, daf3 bereits bei Fehlen einer Amino-
sdure ein schneller Stop der RNA-Synthese erfolgt, wobei vor alem die stabilen RNA-Arten
rRNA und tRNA betroffen sind. Dieses Verhalten wird as , stringente Kontrolle* bezeichnet
und bewahrt die Organismen davor, unter Bedingungen die kein Wachstum erlauben
weiterhin Ressourcen und Energie fur die Bereitstellung von Zellbaustoffen zu verbrauchen
(CaAsHEL et al., 1996). Mutanten, die diese Abhangigkeit zwischen der Verfiigbarkeit von
Aminosduren und der RNA-Synthese nicht zeigen, werden , relaxed” (rel) genannt und haben
wesentlich dazu beigetragen die Auswirkungen der stringenten Kontrolle auf die Physiologie
der Zelle bis in die molekularen Details aufzuklaren. Rel-Mutanten zeigen gegeniiber dem
Wildtyp deutliche Defekte bei der Wiederaufnahme des Wachstums nach Hungerperioden
und werden in Mischpopulationen schnell ausselektioniert (HECKER, et al., 1986). Dadurch
wird die Bedeutung der stringenten Kontrolle fur die Aufrechterhaltung der Zellékonomie
deutlich.

Auf molekularer Ebene spielen sich folgende Prozesse ab: Unter Aminosdure-
mangelbedingungen kdnnen keine Aminoacyl-tRNA-Molekiile fir die Proteinbiosynthese
mehr bereitgestellt werden. Durch die Anlagerung unbeladener tRNA an die Akzeptor-Stelle
des Ribosoms wird ein ribosomenassoziiertes Enzym, das rel A-Genprodukt, aktiviert. Dieses
Enzym katalysiert durch die Ubertragung eines Pyrophosphatrestes von ATP auf GTP oder
GDP die Synthese der Signanukleotide Guanosin-5’-triphosphat-3'-diphosphat (pppGpp)
bzw. Guanosin-5'-diphosphat-3' -diphosphat (ppGpp). PppGpp ist ein kurzlebiges Produkt
und wird durch eine Phosphohydrolase (gpp) in ppGpp umgewandelt, so daf3 dieses as das
eigentliche Effektormolekil der stringenten Kontrolle betrachtet wird. An der Signa-
Ubertragung am Ribosom ist das durch dasrelC Gen codierte, ribosomale Protein L11 der 50S
Untereinheit beteiligt. Neben RelA existiert in E. coli ein zweltes, ppGpp-synthetisierendes
Enzym, das as SpoT bezeichnet wird. SpoT ist im Cytoplasma lokalisiert und stellt eine
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(P)ppGpp 3'-Pyrophosphohydrolase dar, die zusdtzlich eine 3'-Pyrophosphotransferase-
aktivitdt mit GTP als Akzeptor besitzt. Dieses Enzym wird fir die (p)ppGpp-Synthese bel
Energiemangel zustdnden verantwortlich gemacht. Im Gegensatz dazu sprechen verschiedene
experimentelle Befunde und Sequenzdaten dafiir, dal3 bel grampositiven Bakterien nur ein
relA/spoT homologes Gen existiert, dessen Produkt sowohl fir die Synthese wie fir den
Abbau von ppGpp verantwortlich ist (WENDRICH & MAHARIEL, 1997).

Unter dem Einflu3 von ppGpp erfolgt eine weitgehende Umgestaltung des Genexpressions-
musters der Zellen, die als Anpassung des Stoffwechsels an die neuen, ungiinstigeren Wachs-
tumsbedingungen zu verstehen ist.

Die Wirkung von ppGpp beruht auf einer Anderung der Initiationsfrequenz der Transkription.
Uber welchen Mechanismus dieser Effekt hervorgerufen wird, ist noch nicht vollstandig
gekléart. Nach dem klassischen Modell @ndert sich durch Anlagerung von ppGpp an eine
spezifische Bindungsstelle auf der RNA-Polymerase (RNAP) die Promotorselektivitét des
Enzyms. Der Stop der RNA-Synthese kommt durch die verminderte Affinitat der RNAP zum
Promotor P1 der betreffenden Gene zustande.

Demgegeniiber besteht nach dem passiven Modell von JENSEN & PEDERSEN (1990) die
unmittelbare Wirkung in der Verminderung der Elongationsrate der Transkription, die dazu
flhrt, dal3 der Pool an freien RNAP-Molekilen abnimmt. Unter der Annahme, dal3 stringent
kontrollierte Promotoren im Gegensatz zu den meisten mRNA-Promotoren auch bei hohen
Enzymkonzentrationen nicht mit RNAP geséttigt sind, kommt es zu einer indirekten,
scheinbar selektiven Inhibierung der Initiation der Transkription.

Neben der drastischen Hemmung der Syntheserate von stabiler RNA wird eine Vielzahl
weiterer zelluldrer Funktionen beeinfluf3t (Abb. 1). So werden beispielsweise alle Prozesse,
die dem Aufbau von Zellmasse dienen, wie DNA-Replikation, Peptidoglycansynthese oder
Phospholipidsynthese inhibiert. Bei einer anderen Gruppe von Genen kommt es unter diesen
Bedingungen dagegen zu einer verstérkten Expression. Dazu gehoren einige Operons der
Aminosaurebiosynthese wie das His-Operon oder das rpoS-Gen, das fir einen Sigmafaktor
codiert, der die selektive Expression von Genen, die wahrend der stationéren Phase aktiv sind,
bewirkt (GENTRY et al., 1993). Neuerdings wurden Uberraschenderweise auch Gene as
Bestandteile des stringenten Kontrolle-Netzwerkes identifiziert, die unter bestimmten
Bedingungen den Zelltod herbeifihren (NYSTROM, 1998).

Ein Zusammenhang zwischen stringenter Kontrolle und der Induktion des Sekundér-
stoffwechsels bei Streptomyceten wurde bereits 1979 von SIMUTH et al., (1979) vermutet.
Insbesondere die Arbeiten von OcHI (1986a, 1986b, 19873, 1987b, 1988, 1990a) unterstiitzen
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die Hypothese von einer Schlsselrolle fur ppGpp bel der Regulation der Antibiotikasynthese.
So wurde bei S lavendulae MA406-A-1 ein 8-facher Anstieg der Formycinproduktion nach
einer Akkumulation von ppGpp as Folge eines Aminosduremangels beobachtet (OcHI,
1986b). Bei verschiedenen Streptomycetenstédmmen konnten relC-Mutanten selektioniert
werden, die reduzierte ppGpp-Spiegel und Defekte in der Produktion der jeweiligen
Antibiotika zeigen (OcHi, 1990b). Allerdings ist zu beachten, dal3 diese Korrelationen nicht
unbedingt einen urséchlichen Zusammenhang bedeuten. RelC-Mutanten wachsen nur mit
stark reduzierten Wachstumsraten und sind in der Proteinsynthese geschadigt, was
maoglicherweise zu den beobachteten Effekten fiihrt. BASCARAN et al., (1991) finden keinen
obligatorischen Zusammenhang zwischen ppGpp-Spiegeln und der Cephal osporinproduktion
in S clavuligerus.

Auch bel dem molekularbiologisch am meisten bearbeiteten Stamm S. coelicolor ergeben die
vorliegenden Erkentnisse noch kein klares Bild (BiBB, 1996). Die Transkription von
spezifischen Aktivatorproteinen fur die Antibiotika Undecylprodigiosin (Red) und
Actinorhodin (Act) beginnt nach einer ppGpp-Akkumulation am Ende der exponentiellen
Wachstumsphase (STRAUCH et al., 1991; TAKANO et a., 1992). Deletion des grofiten Teils der
codierenden Region des rel A-Gens fiihrte zwar zum Verlust der Produktion von Red und Act
und zu einer verdnderten Koloniemorphologie mit verzogerter Luftmyzelbildung, jedoch
konnten diese Effekte nur unter N-Mangelbedingungen und abhéangig von der Wachstums-
phase, in der die Limitation auftrat, beobachtet werden (CHAKRABURTTY & BiBB, 1997). Die
Fahigkeit von ppGpp, die Antibiotikabildung auszuldsen, ist demzufolge von einer Reihe
weiterer physiologischer Faktoren abhangig.
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Abb. 1. Schematische Darstellung des stringenten Kontrolle-Modulons (modifiziert nach
NYSTROM, 1998). Gestrichelte Linien: Zusammenhang ist hypothetisch

- Hemmung
+: Aktivierung

Auch fir GTP sind regulatorische Funktionen bekannt. Bei Eukaryonten spielt die nicht-
kovalente Bindung von GTP an Proteine eine wichtige Rolle bel vielen Signaltransduktions-
prozessen wie etwa der Vermittlung von Hormonwirkungen. Dabei gewdhrleisten GTP-
Bindeproteine die Informationsiibertragung von membrangebundenen Rezeptoren zu den
intrazelluléren Signalverarbeitungssystemen. Auch bei Prokaryonten finden sich zunehmend
Beispiele flr spezifische Interaktionen von Proteinen mit GTP (AHNN, et a., 1986; Kok et al.,
1994). GTP-Bindeproteine und guanylierte Proteine konnten auch in S coelicolor und S.
griseus nachgewiesen werden (OBAYA & GUIJARRO, 1993; ITOH et a., 1996). Das obg-Gen
aus S griseus codiert fir ein Protein, das einen Sensor fir den intrazelluléren GTP-Gehalt
darzustellen scheint. Uberexpression von Obg fiihrt zum Verlust der Luftmyzelbildung, ohne
die Streptomycinsynthese zu beeinflussen (OKAMOTO et a., 1997). Eine Abnahme des GTP-
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Spiegels korreliert mit dem Beginn der Sporulation bei Streptomyceten und bel Bacillus
subtilis (OcHi et al., 1981; OcHl, 1986a).

2. Interzellulare Effektoren

Bei vielen Bakteriengruppen findet bei hohen Zelldichten eine intensive interzellulare
stoffliche Kommunikation zwischen Zellen derselben Spezies statt. In einem Prozess, der
Autoinduktion genannt wird, kénnen Bakterien ihre Populationsdichte erkennen und als
Reaktion darauf spezielle Gruppen von Genen anschalten.

Autoinduktormolekiile der gramnegativen Bakterien sind N-Acyl-L-Homoserinlactone. Diese
Verbindungen kénnen aufgrund ihres amphiphilen Charakters problemlos Zellmembranen
passieren und l6sen bei Uberschreiten eines Schwellenwerts eine spezifische Reaktion aus.
Bereits eine Konzentration von 10 nM bewirkt eine halbmaximale Induktion so unter-
schiedlicher Prozesse wie Biolumineszenz bei Vibrio fisheri und Vibrio harveyi, Virulenz des
Pflanzenpathogens Erwinia carotovora und des opportunistisch humanpathogenen
Bakteriums Pseudomonas aeruginosa oder die konjugative Ubertragung des Tumor-

induzierenden Plasmids bei Agrobacterium tumefaciens (GEIGER, 1994).

y-Butyrolactone, wie der aus S. griseus isolierte A-Faktor (2R-hydroxymethyl-3-oxocaproyl-
y-Butyrolacton), stellen eine wichtige Gruppe von endogenen Regulatoren der
Differenzierung bei Streptomyceten dar. Bei S. griseus sind die Streptomycinsynthese, die
Streptomycin-resistenz und die Bildung von Luftmyzel von A-Faktor-Konzentrationen im
Bereich von 1 nM abhéngig (HORINOUCHI & BEPPU, 1994).

Die Ubertragung des A-Faktor Signals verlauft (iber das im Cytoplasma lokalisierte A-Faktor-
Rezeptorprotein ArpA. Dieses Protein fungiert as Repressor, der durch Bindung des A-
Faktors die Expression eines noch nicht identifizierten Regulatorgens freigibt und dadurch
Uber eine Kaskade weiterer regulatorischer Proteine den Beginn des Sekundérstoffwechsels
und der Luftmyzelbildung einleitet (HORINOUCHI & BEPPU, 1994).

Die Anwesenheit von y-Butyrolactonstrukturen und arpA-homologer DNA-Sequenzen in
einer Vielzahl weiterer Streptomyceten sprechen fir eine allgemeine Rolle dieser Substanzen
als Signamolekiile oder mikrobielle Hormone bei der Differenzierung dieser Organismen-

gruppe. Daneben wurden jedoch auch strukturell vollig andersartige Autoregulatoren wie
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Hormaomycin (ANDRES et a., 1989), B-Faktor (KAWAGUCHI et a., 1984) oder Germicidin
(PETERSEN et al., 1993) gefunden, um nur einige wenige zu nennen.

3. Entwicklungsdefekte Mutanten

Genetische Hinweise auf eine koordinierte Regulation von Morphogenese und Antibiotika-
produktion liefert die Isolierung von Mutanten, die in beiden Prozessen blockiert sind.
Besonders aufféllig sind zwei Typen von Mutanten mit den Phanotypbezeichnungen ,,bald*
(bld) und ,,white* (whi) (CHATER, 1993). Bld-Mutanten haben die Fahigkeit zur Bildung von
Luftmyzel und Sporen verloren, wohingegen whi-Mutanten in einem spéteren Entwicklungs-
schritt blockiert sind und lediglich in der Sporulation Defekte zeigen, wéhrend Luftmyzel
normal gebildet wird. Von den unterschiedlichen Klassen von bld-Mutanten, die bei S
coelicolor beschrieben wurden, konnte bislang nur die Funktion von bldA molekulargenetisch
genauer charakterisiert werden. Interessanterweise codiert bldA fir die einzige tRNA in S
coelicolor, die das Leu-Codon UUA erkennt (LAWLOR et al., 1987). Dieses Codon tritt in der
mRNA von Streptomyceten, die einen hohen G+C-Gehalt von ungeféhr 70 % besitzen, nur
selten auf und ist auf Gene beschrénkt, die gegen Ende der Wachstumsphase exprimiert
werden. Beispiele hierfir sind die Gene actll-ORF2 und actll-ORF4 aus dem act Cluster von
S coelicolor, die fur ein Actinorhodin-Exportprotein und fir einen Transkriptionsaktivator
codieren (FERNANDEZ-MORENO et a., 1991) sowie das fur die Undecylprodigiosinbildung
bendtigte Regulatorgen redZ (WHITE & BiBB, 1997). In S. griseus finden sich TTA-Codons in
Genen, die an der Regulation der Streptomycinsynthese, der Streptomycinresistenz und an der
Morphogenese beteiligt sind (Leskiw et al., 1991).

Die Expression von bldA scheint posttranskriptional reguliert zu sein. Obwohl der bldA-
Promotor wéhrend der gesamten Wachstumsphase aktiv ist, fanden LEskiw et al., (1993), dal?
das Prozessieren des 5'-Endes des Priméartranskripts zur reifen Leucyl-tRNA mit dem Ab-
sinken der Wachstumsrate zunimmt. Das bldA-Gen konnte also einen regulatorischen
Mechanismus zur Kontrolle von morphologischer und physiologischer Differenzierung auf
der Ebene der Trandation darstellen.

Die Funktion der whi-Gene in S. coelicolor konnte ebenfalls teilweise aufgeklart werden.
WhiIE ist fur die Produktion des Sporen-Polyketidpigments zusténdig (CHATER, 1993). Das
Produkt von whiG stellt den Sigmafaktor 6""C dar. Homologe konnten nur bei Aktino-
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mycetengattungen gefunden werden die Luftmyzel und Sporen bilden, nicht jedoch bei
solchen ohne Sporenbildung (CHATER, 1993).

Selektive Erkennung von Promotoren durch unterschiedliche Sigmafaktoren stellt einen weit
verbreiteten Mechanismus zur Regulation der Genexpression insbesondere bei Differen-
zierungsprozessen dar. Bei Bacillus subtilis wird die Endosporenbildung durch das sukzessive
Erscheinen von vier verschiedenen Sigmafaktoren kontrolliert (ERRINGTON, 1993). Neben
0""C sind aus S coelicolor weitere Sigmafaktoren bekannt. Zumindest der Faktor ™ spielt
eine Rolle bel der Sporenreifung (PoTuckovA et a., 1995). Die Heterogenitdt der
Promotorsequenzen in Streptomyceten |83t die Entdeckung zusétzlicher Sigmafaktoren
erwarten.

Selbstverstandlich kénnen die beschriebenen Regulationssysteme nicht als isoliert wirkende
Einheiten betrachtet werden. Vielmehr ist von einem komplexen hierarchisch aufgebauten
Stoffwechsel- und Regulationsnetzwerk auszugehen, in dem sich die einzelnen Bestandteile
gegenseitig in vielféltiger Weise beeinflussen.

Ein Beispiel hierfur liefert die Synthese des Sigma-Faktors ¢® in E. coli. Nach einem von
HuisMAN & KOLTER (1994) vorgeschlagenen Modell beginnt die Signalverarbeitungskaskade
mit einem durch Néahrstoffmangel ausgeldsten Anstieg von ppGpp. Durch Stimulation der
Aminosduresynthese héufen sich, durch Endprodukthemmung von Syntheseenzymen, intra-
zellulér unter anderem Zwischenstufen der Threonin-Synthese wie Homoserin und Homo-
serinphosphat an. Diese Verbindungen kénnen zu Homoserinlactonen zyklisieren. Bei hohen
Zelldichten kommt es zu einer Acylierung der intrazelluldren Signalmolekile, wodurch diese
Zellmembranen passieren kénnen und in ein extrazellulédres Signal umgewandelt werden.
Homoserinlactone induzieren die Expression von rpoS, dessen Genprodukt ¢® wiederum die

Expression von mindestens 30 weiteren Genen reguliert.
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4. Streptomyces tendae und Amycolatopsis mediterranei

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Actinomycetenstdmme mit unterschiedlichem
Differenzierungsverhalten bearbeitet. Sreptomyces tendae Tu 901/8c produziert eine Reihe
strukturell unterschiedlicher biologisch aktiver Verbindungen, darunter Nikkomycine und
Juglomycine (Abb. 3). Der Entwicklungszyklus verlauft in Oberflachenkultur Gber Substrat-
myzel, Luftmyzel und Sporulation. Demgegeniiber treten bei dem Balhimycin-Produzenten
Amycolatopsis mediterranei DSM 5908 als Vertreter der nocardioformen Actinomyceten nur

zwei Zelltypen, Myzel und fragmentierte Einzelzellen auf (Abb. 2).

Abb. 2. Links: Pellets von S. tendae in Submerskultur (Dunkelfeldaufnahme, Vergr. x 12,5)
Mitte: Pellets von A. mediterranei in Submerskultur (Vergr. x 25)
Rechts: Fragmentiertes Myzel von A. mediterranei (Vergr. x 400)

Die am intensivsten bearbeiteten Sekundérmetabolite aus S tendae stellen die zu den
Nucleosidpeptid-Antibiotika gehdrenden Nikkomycine dar. Aufgrund ihrer Strukturanalogie
zu UDP-N-Acetylglucosamin wirken sie als kompetitive Hemmstoffe der Chitinsynthasen
von Pilzen, Insekten und Milben und kommen daher fiir den Einsatz als Pflanzenschutzmittel
in Betracht (ZOEBELEIN & KNIEHASE, 1985). Seit kurzem wird Nikkomycin Z fir eine
humanmedizinische Anwendung, der oralen Behandlung systemischer Mykosen, biotechnisch
produziert.

Biosynthese und Regulation der Nikkomycine sind bislang erst in Grundziigen verstanden.
Die Uber 20 aus Kulturfiltraten von S tendae Tu 901 isolierten Nikkomycine lassen sich
anhand der Struktur der organischen Basen im Nucleosidteils des Molekils in zwel Gruppen
einteilen. Zum Nikkomycin X Typ gehtrende Komponenten besitzen eine Imidazolgrup-
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pierung, die durch eine Histidin-Aminotransferase tbertragen wird, wahrend Verbindungen
der Z-Gruppe einen Uracilrest tragen. Die ungewohnliche Aminosaure Hydroxypyridylhomo-
threonin, die den Peptidylteil bildet, wird aus Lysin und einem bislang nicht identifiziertem
C4-Korper gebildet (SOMMER, 1983). Insgesamt werden fir die Synthese des vollsténdigen
Molekiils ungefahr 25 enzymatische Schritte postuliert (FIEDLER, 1995).

CH o
HO -</j\>—CH—CH—(I)H—C—NH -C=0 J\ -S
—_ 1 |

N OH  NH,
TH o
Nikkomycin X
OH OH
Juglomycin A
o
CH,4 O OH HN
7\ D |
HO CH—CH—CH—C-NH-C=0
=N | [ | 0o~ N
OH NH,
CH o
Juglomycin B
Nikkomycin Z OH OH

Abb. 3. Nikkomycine und Juglomycine aus S. tendae Tu 901/8¢

Inzwischen liegt das Nikkomycinsynthese-Gencluster kloniert vor und konnte in S. lividans
zur Expression gebracht werden (BORMANN et al., 1996).

Untersuchungen zur Regulation der Nikkomycinbildung zeigten eine Abhangigkeit der
Produktion von der Wachstumsrate bzw. von der Verfligbarkeit der Substrate Ammonium und
Phosphat (HEGE-TRESKATIS et al., 1992). In Submerskultur wéchst S tendae in Form
sphérischer Pellets, deren GrofRe und Form von den Kultivierungsbedingungen abhangt (Abb.
2). Zusammenhange zwischen Morphologie und Produktbildung wurden von TRESKATIS et
al., (1997) mit digitalen Bildverarbeitungsmethoden eingehend untersucht und beschrieben.
Juglomycine gehtren zu den in der Natur weit verbreiteten Naphtochinonen und sind

antibiotisch aktiv gegen Bakterien und Tumorzellen. Im Gegensatz zu den Nikkomycinen
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existiert im Produzenten ein fir Juglomycine sensitiver Wirkort, so dal3 S tendae durch sein
eigenes Produkt im Wachstum gehemmt wird.

Als weitere Inhaltsstoffe aus S tendae Tl 901/8c wurden bisher beschrieben: Die Makrolide
Chlorothricin - und Bromothricin, die as Acetyl-CoA-Antagonisten antibakterielle
Hemmstoffe der Pyruvat-Carboxylase darstellen (FIEDLER, 1993), das as Isoleucin-
Antagonist wirkende Ketomycin (LANGHARIG, 1978), sowie das Siderophor Desferrioxamin E
(FIEDLER, 1993).

A. mediterranei  produziert das zur Vancomycin-Gruppe gehdrende Glykopeptid-
Antibiotikum Bahimycin (Abb. 4; NADKARNI et a., 1994). Die Biosynthese des
Peptidrickgrats ~ erfolgt  nicht-ribosomal  durch  Peptidsynthetasen an  einem
Multienzymkomplex. Die aromatischen Aminosaureseitenketten tragen verschiedene
Substituenten wie Hydroxylgruppen, den un-gewdhnlichen Zucker Dehydrovancosamin und
Chloratome.

Ahnlich wie Vancomycin zeigt Balhimycin biologische Aktivitét gegen Methicillin-resistente
Staphylokokken und gegen Anaerobier und ist somit fir eine Anwendung as Notfall-
Antibiotikum von medizinischem Interesse.
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Abb. 4. Struktur von Balhimycin
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Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit bestand darin, physiologische Faktoren zu
identifizieren und zu charakterisieren, welche fir die Produktion von Nikkomycin und Balhi-
mycin in Fermentationsprozessen wesentlich sind. Dabei sollte durch quantitative Bestim-
mung der intrazelluldren Nukleotidverlaufe die Beteiligung der stringenten Kontrolle an der
Regulation abgeschétzt werden. Uber die Selektion und Fermentation von entwicklungs-
defekten Mutanten sollte untersucht werden, inwieweit morphologische Differenzierung und
Nikkomycinsynthese durch gemeinsame Ubergeordnete Regulationen kontrolliert werden.

Da Juglomycine aufgrund ihrer Autotoxizitét, Wachstum und Nikkomycinbildung des
Produzenten beeinflussen konnen, wurden minimale Hemmkonzentrationen dieser Anti-

biotika bestimmt und Untersuchungen zur Wirkungsweise durchgefiihrt.
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Il. Material und Methoden

1. Chemikalien

Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurden analysenreine Chemikalien der Firma Merck,

Darmstadt verwendet.

Acriflavin

Bacto-Agar

Baylube 150 GL
DL-a,e-Diaminopimelinsaure
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
Hexansulfonséure
L-Lactat-Dehydrogenase
Nukleotide

Sephadex LH-20

Sojamehl, vollfett

Sojapepton

UV-Test D-Glucose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Difco Laboratories, Augsburg

Rhein Chemie, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim

Fluka AG, Buchs, Schweiz

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Amersham, Pharmacia Biotech, Freiburg
Henselwerk, Magstadt

Oxoid, Deutschland, Wesel

Roche Diagnostics, Mannheim

Fur HPLC wurde Reinstwasser aus einer Milli-Q Anlage (Millipore) verwendet.
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2. Nahrmedien

Samtliche Nahrmedien wurden 20 Minuten bei 121°C autoklaviert oder sterilfiltriert. Der pH-
Wert wurde vor dem Sterilisieren mit NaOH bzw. H,SO, eingestellt. Die Gewichtsangaben
beziehen sich auf 1 Liter Wasser, wobei fir Komplexmedien Leitungswasser und fur
definierte Medien entionisiertes Wasser verwendet wurde. Zur Herstellung fester Nahrboden
wurde den Medien 20 g/l Agar zugesetzt.

Medium 1 Medium 2

Glucose 49 Glucose 309

Hefeextrakt 49 Hefeextrakt 5¢g

Mal zextrakt 10g Sojamehl 209

pH 7,2

Medium 3 Medium 4

Stérke 209 Sojamehl 209

Pepton 59 Mannit 209

Hefeextrakt 259 pH 7,2

pH 7,2

Medium 5 Medium 6

Bacto antibiotic medium 3 1759 Caseinhydrolysat 5¢g
Hefeextrakt 5¢g
Nas-Citrat * 2H,0 39

Medium 7 KCl 29

Glucose 49 MgSO,* 7H,0 209

KH2PO, 39 FeSO,* 7H,O 50 mg

K2HPO,4 * 3H,0 929 Mn SO4 * H,0O 0,2mg

Nas-Citrat * 2H,0 0549 NaCl 200g

MgSO,* 7H,0 01lg pH 7,4

(NH4)2S0,4 1g

pH 7,2
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N&hrmedien fur Fermentation:
Tab. 1. Fermentationsmedien fur S. tendae
Medium8 Medium9 Medium10 Medium1l Medium 12
(Vorkultur 2) phosphat- ammonium- Ammonium-  unlimitiert
limitiert limitiert Puls
K2HPO4* 3H,0 [mM] 25 25 4,0 6,0 6,0
(NH4)2SO4 [mM] 25 100 20 20 50
Glucose [g/1] 30 40 40 40 40
MES [mM] 50 - - - -
NaCl [g/l] 1 1 1 1,2
MgSO,* 7H-0 [g/l] 1 1 1 1,2
FeSO,* 7H,0 [mg/l] 20 20 30 20 24
ZnS0O,* 7H,0 [mg/l] 10 10 15 10 12
MnSO; * H,0 [mg/l] 7 7 1 7 84
CaCl, * 2H,0 [mg/1] 100 100 150 100 120
Nas-Citrat * 2H,0 [mg/l] 230 230 345 115 276
pH 7,0 geregelt geregelt geregelt geregelt
Tab. 2. Fermentationsmedien fir A. mediterranei
Medium13 Medium 14 Medium 15
(Vorkultur 2) phosphatlimitiert ~ ammoniumlimitiert
KoHPO,4 * 3H,0 [mM] 15 15 12,0
(NH4)2S0, [mM] 75 75 20
Fructose [g/1] 40 40 40
MES [mM] 50 - -
NaCl [g/l] 1 1 1
MgSO,* 7H,0 [g/l] 15 15 2
FeSO,* 7H,0 [mg/l] 20 20 20
ZnS0,* 7H,0 [mg/l] 20 20 20
MnSO4 * H,0 [mg/l] 10 10 10
CaCl, * 2H,0 [mg/1] 10 10 10
Nag-Citrat * 2H,0 [mg/I] 230 230 230
pH 7,0 geregelt geregelt
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3. Mikroorganismen

3.1. Antibiotikaproduzenten

Sreptomyces tendae T 901/8c
Amycolatopsis mediterranei DSM 5908

3.2. Testorganismen

Die in Tab. 3 aufgefihrten Mikroorganismen dienten als Testkeime zur Ermittlung anti-
biotischer Wirkungsspektren von Inhaltsstoffen aus S. tendae.

4. Kulturbedingungen

4.1. Stammhaltung

S tendae wurde in Form von Sporensuspensionen (ca. 10’ Sporen/ml Wasser) bei -20°C
aufbewahrt. Von A. mediterranei und den in Tab. 3 aufgefiihrten Mikroorganismen wurden
Glycerinkulturen (50 % Glycerin) hergestellt und ebenfalls bei -20 °C gelagert.

4.2. Schittelkulturen

4.2.1. Vorkulturen fur Fermentationen

Zwei 500 ml Erlenmeyerkolben mit je 110 ml Medium 2 wurden mit je 0,5 ml einer
Sporensuspension bzw. einer Glycerinkultur beimpft und bei 27 °C und 140 Upm auf einer
Schiittelmaschine (New Brunswick Scientific, Edison, USA) inkubiert. Zur besseren
Durchliiftung waren die Kolben mit Drahtspiralen aus Edelstahl versehen. Nach 48 h wurden
45 ml aus diesen Kulturen in 900 ml Medium 8 bzw. Medium 13 in 2 | Erlenmeyerkolben
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Uberimpft und erneut 48 Stunden geschiittelt. Diese Vorkulturen dienten anschlief3end als

Inokulum der Fermenter.

Tab. 3. Verwendete Testorganismen und Inkubationstemperatur

Organismus Inkubationstemp. [°C]
Agrobacterium tumefaciens DSM 3069 27
Arthrobacter aurescens ATCC 13344 27
Arthrobacter crystallopoites ATCC 15481 27
Arthrobacter globiformis ATCC 8010 27
Arthrobacter oxydans ATCC 14358 27
Arthrobacter pascens ATCC 13346 27
Arthrobacter simplex ATCC 19566 27
Bacillus migulanus ATCC 9999 37
Bacillus subtilisDSM 10 37
Brevibacterium linens ATCC 9172 37
Brevibacterium sterolicum ATCC 21387 37
Corynebacterium glutamicum ATCC 14067 27
Curtobacterium flaccumfaciens ATCC 9682 27
Erwinia amylovora ATCC 15580 27
Escherichia coli A 19 37
Escherichia coli H 560 37
Hal obacterium halobium DSM 670 37
Klebsiella planticola DSM 3069 27
Lactobacillus casei DSM 20011 37
Micrococcus luteus DSM 348 27
Micrococcus roseus ATCC 178 27
Myxococcus sp. ATCC 13556 27
Pichia pastoris GS 115 27
Pseudomonas saccharophila ATCC 15946 27
Saccharomyces cerevisiae DSM 1334 37

Xanthomonas oryzae ATCC 35934 27
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4.2.2. Juglomycinproduktion

Um geeignete Bedingungen firr die Produktion und Isolierung von Juglomycin zu finden
wurde S. tendae zunachst in 500 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils 100 ml der Medien 1, 2, 3,
4 und 8 bei 27 °C mit 140 Upm geschiittelt. Téglich wurde aus einer steril enthnommenen
Probe der Juglomycingehalt durch HPLC Uberprift. Das Medium mit den hdchsten
Konzentrationen wurde fir die Produktion in vier 2-Liter Erlenmeyerkolben mit je 700 mi

Kulturvolumen verwendet.

4.2.3. Erfassung des Produktspektrums und Produktion von Carbazolen

Zum Vergleich des Produktspektrums zwischen S tendae und der entwicklungsdefekten
Mutante S. tendae bld-1 wurden beide Stémme in 500 ml Medium 8 in 2 | Erlenmeyerkolben
angezogen (Animpfvolumen 2%) und 7 d bel 27 °C und 140 Upm inkubiert.

Die Produktion der Carbazol-Komponenten erfolgte in Schiittelkulturen (Gesamtvolumen 10
1) in Medium 1.

4.3. Fermentationen

Alle Fermentationen wurden in Edelstahl-Ruhrkesselreaktoren durchgefiihrt. Die
Temperierung und in situ-Sterilisation erfolgte Uber einen beheizbaren Doppelmantel. Als
physikalisch-chemische Prozessparameter wurden Temperatur, Druck, Fermentergewicht, pH
und pO; on-line erfasst. Die Regelung des pH- und des pO.,-Wertes erfolgte Uber ein
Prozesseitsystem der Firma AEG durch Zudosierung von 1 N NaOH, bzw. durch Begasung
mit steriler Druckluft. Schaumbildung wurde durch Zufuhr von Baylube unterdriickt.

Die Entnahme von Proben erfolgte Uiber ein sterilisierbares Probenahmeventil oder mittels
einer Schlauchpumpe Uber einen Silikonschlauch. Die eingestellten Fermentationsparameter
sind in Tab. 4 aufgefihrt.
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Tab. 4. Fermentationsparameter

Organismus S tendae A. mediterranei

Betriebsweise | phosphat- |ammonium- | Ammonium- |unlimitiert | phosphat- | ammonium-
limitiert | limitiert Puls limitiert | limitiert

Fermentertyp MBR Bioengineering NLF22

Arbeitsvolumen 501 121

Temperatur 27°C 27°C

pH 6,0 6,0

Rihrerdrehzahl | 100 Upm | 100 Upm 350 Upm 400Upm variabel” | variabel

pO; 60 % 1251/min = |1251/min |201/min  |gooy 60 %

Inokulum 10% 5% 5% 5% 5% 5%

*: Regelung des pO,-Wertes Uber variable Rihrerdrehzahl

5. Analytik

5.1. Trockengewichtsbestimmung

Zur Bestimmung des Trockengewichts wurden 5-10 ml Probe durch vorgewogenes trockenes
Filterpapier unter Vakuum filtriert. Die Filter mit den Myzelien wurden tber Nacht bei 100
°C getrocknet, im Exsikkator abgekihlt und schliefdlich auf einer Analysenwaage gewogen.
Das Trockengewicht ergab sich dann aus der Massendifferenz vor und nach der Filtration. Es

wurden stets Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

5.2. Bestimmung von Fructose und Glucose

Die als C-Quellen eingesetzten Monosaccharide Glucose und Fructose wurden Uber einen
enzymatischen Test von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim erfasst. Das Testprinzip ist aus
den drei nachfolgend aufgefiihrten Reaktionen ersichtlich. Da reduzierte Nikotinamid-
nukleotide ein Absorptionsmaximum bei 340 nm besitzen, |&sst sich die Zuckerkonzentration

aus der optischen Messung des gebildeten NADPH+H" bei dieser Wellenlange bestimmen.
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Reaktion 1: Hexokinase:

D-Glucose (D-Fructose) + ATP —> Glucose-6-Phosphat (Fructose-6-Phosphat) + ADP
Reaktion 2: Glucosephosphatisomerase (nur bel Fructosebestimmung)
Fructose-6-Phosphat —> Glucose-6-Phosphat

Reaktion 3: Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase:

Glucose-6-Phosphat + NADP* —>  6-Phosphogluconat + NADPH +H*

5.3. Ammoniumbestimmung

Es wurde der Harnstoff-Test der Fa Merck, Darmstadt verwendet. Dabel werden
Ammonium-ionen mit Phenol-Nitroperussid und akalischer Hypochloridiésung zu einem
blauen Indol-farbstoff umgesetzt, welcher photometrisch bei 620 nm gemessen wird. Die

Intensitét des Farbstoffs ist proportional zur Ammoniumkonzentration.

5.4. Phosphatbestimmung

Es kam der Phosphattest der Fa. Merck, Darmstadt zum Einsatz. Anorganisches Phosphat
reagiert mit Natriummolybdat zu Phosphomolybdat. Dieses wird mit Methylaminophenol-
sulfat zu Molybdénblau reduziert. Die Farbintensitét ist dem Gehalt an Phosphationen

proportional und wird durch Extinktionsmessung bei 750 nm bestimmt.

5.5. Aktivitatsbestimmung von alkalischer Phosphatase

Alkalische Phosphatase wurde al's extrazelluléres Enzym nachgewiesen wie bei ORZEGOWSKI
& MULLER (1984) beschrieben. Dazu wurden 0,1 ml Kulturtiberstand mit 0,4 ml Nitrophenyl-
phosphat-L dsung versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach dem Abstoppen der Enzym-
reaktion mit 10 % Trichloressigsaure und Neutralisation mit 10 % NaOH erfolgte die
Messung der Extinktion bei 405 nm.
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5.6. RNA-Bestimmung

5-10 ml Kultur wurden 10 min bei 4800 Upm zentrifugiert und das Sediment anschlief3end
mit 5 ml eiskalter 0,25 N Perchlorsdure 30 min im Eisbad inkubiert. Danach wurde die Probe
erneut zentrifugiert und das Sediment mit 0,5 N Perchlorsdure 15 min im Wasserbad bei 70
°C dreimal hintereinander extrahiert. Nach Vereinigung der Extrakte erfolgte die Bestimmung
des RNA-Gehalts nach der Methode von MeyBaum (1939). Hierbel nutzt man die
Eigenschaft von Pentosen aus, mit Orcinol unter Mitwirkung von FeCls und HCI einen
besténdig griinen Farbkomplex zu bilden.

67 pl Probe wurden mit 200 pl Reaktionsldsung 18 min bel 90 °C inkubiert. Nach dem
Abkuhlen im Wasserbad wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml n-Butanol gestoppt und
die Extinktion bei 672 nm gemessen. Als Standard diente in Perchlorsdure geldste RNA aus
Béckerhefe.

5.7. Extraktion und HPLC-Analytik von Nukleotiden

Fur die Extraktion von Nukleotiden wurden 50-100 ml Kultur mit einem Papierfilter
(Durchmesser 50 mm) abfiltriert und das Myzel mit dem Filter sofort in ein Zentrifugenglas
mit 10 ml eiskalter 1 N Ameisenséure transferiert. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C wurden 5
ml des Ameisensdureextraktes lyophilisiert und der Rickstand in 300 pl deionisiertem Wasser
aufgenommen. Unldsliche Bestandteile wurden bei 13000 Upm, 5 min abzentrifugiert und der
Uberstand mittels HPLC in Anlehnung an die Methode von OcHi (1986b) analysiert.

Folgendes HPL C-System kam zum Einsatz:

HPL C-System: Sykam, Miinchen

Pumpe: Sykam Pumpe S 1000 + Niederdruckgradientenmodul S8110
Detektion: 200-400 nm, Photo-Dioden-Array Detektor, Waters W 991
Autosampler: Jasco 851

Datensysstem: Sykam Software Axxi-Chrom 747

Trennséule : Partisil PXS SAX, 10 um, 250 x 4 mm (Whatman)

Vorsdule: Partisil PXS SAX, 10 um, 20 x 4 mm (Whatman)

FluRrate: 1,6 ml/min

Laufzeit: 60 min
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Injektionsvolumen: 100 pl

Elutionsmittel: A: 7mM KH2POq4, pH 4,0
B: 0,5M KH,PO4 + 1 M NaCl, pH 5,4
C: 0,1 N HzSO4

Elutionsgradient:

Zeit [min %A %B %C
0 100 0 0
15 80 20 0
35 53 a7 0
40 0 100 0
60 0 100 0
61 0 0 100
69 0 0 100
70 100 0 0

Fir die Uberlassung eines ppGpp-Standards danke ich Herrn Prof. Dr. Rolf Wagner, Institut
fur Physikalische Biologie, Universitdt Disseldorf.

5.8. HPTLC-Analyse von LL-Diaminopimelinsaure

Die Analyse des LL-Diaminopimelinsduregehalts diente der Erfassung der Mureinsynthese
wéhrend der Fermentation und erfolgte in Anlehnung an die Methode von BECKER et al.,
(1964). 20 ml Kultur wurde nach der Probenahme gefriergetrocknet. Von dem lyophilisierten
Zellmaterial wurden 10 mg abgewogen und in Glasréhrchen (Durchmesser 10 mm) mit 1 ml 6
N HCI transferiert. Nach dem Zuschmelzen der Réhrchen, erfolgte eine Inkubation bei 100 °C
fur 18 h. Nach dieser Saurehydrolyse wurden die Proben neutralisiert, filtriert (Millipore GV
filters, 0,22 um) und lyophilisiert. Der trockene Riickstand wurde in 1 ml deionisiertem
Wasser gelést und 1 pl davon mit einem Desaga TLC Applicator AS 30 auf HPTLC-Platten
(Cellulose, mikrokristallin, Merck, Darmstadt) aufgetragen. Fir die Chromatographie wurde
eine horizontale Trennkammer, 50 x 50 mm (Desaga) verwendet. Als Laufmittel diente
Methanol-Wasser-10 N HCL-Pyridin (80 : 17,5 : 2,5 : 10). Die Laufstrecke betrug 50 mm.

Auf jeder Platte wurden verschiedene Konzentrationen eines Standards (DL-0,g-
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Diaminopimelic acid, Mischung aus LL-, DD- und meso-lsomeren, Sigma, Deisenhofen.)
mit-chromatographiert und daraus eine Eichkurve ermittelt. Von allen Proben wurden
Doppel-bestimmungen durchgefuhrt.

Zur Detektion von Aminosauren wurden die Platten 30 sec in einer Glas-Petrischale mit einer
Ninhydrin-Lésung geférbt, an der Luft getrocknet und anschliefend 3 min bei 100 °C
entwickelt.

Die quantitative Auswertung erfolgte durch das densitometrische Abtasten der Chromato-
gramme mit einem Desaga Densitometer CD 60 bei 425 nm. Uber die Spektrometerfunktion
des Geréts konnte von den einzelnen Substanzflecken UV/Vis-Spekiren aufgenommen

werden.

5.9. HPLC-Analyse von Nikkomycinen

Die Bestimmung der Nikkomycinkonzentration in Kulturibersténden erfolgte durch HPLC
nach der bel FIEDLER (1981) beschriebenen Methode. Der Zusatz von Hexansulfonsdure als
lonenpaarreagenz fuhrt dazu, dal sich die polaren Nikkomycine auch durch reversed-phase-
Chromatographie auftrennen lassen. Bei der Auswertung wurden die Konzentrationen der
Nikkoymcinel, J, X und Z zur Gesamt-Nikkomycinkonzentration zusammengefalit.
Folgendes HPL C-System kam zum Einsatz:

HPL C-System: Waters 600 Multisolvent Delivery System

Detektion: 280 nm, Waters Lambda-max Modell 481 UV -Detektor
Autosampler: Waters 712 Wisp

Integrator: Waters 740 Data Module

Trennséule: Shandon Hypersil ODS, 5 pm, 125 mm x 4,0 mm
Vorsdule: Shandon Hypersil ODS, 5 um, 20 mm x 4,0 mm
FluRrate: 1,5 ml/min

Laufzeit: 30 min

Injektionsvolumen: 10l

Elutionsmittel: A: 10 mM Hexansulfonséure + 2 ml konz. Essigséure

B: 20 MM Hexansulfonsdure + 3,33 ml konz. Essigsdure
C: Acetonitril
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Elutionsgradient:

Zeit [min %A %B %C
0,0 85 9 6
53 72 17 11

11,3 72 17 11
12,0 56 26 18
21,3 34 40 26
22,7 85
34,0 85

Durch Verwendung des aufgefiihrten Elutionsgradienten lief3en sich auch die Juglomycine mit

diesem System erfassen.

5.10. HPLC-Analyse von Juglomycinen und Carbazolen

Die Bestimmung von Juglomycinen und Carbazolderivaten aus einer entwicklungsdefekten
Mutante von S. tendae erfolgte durch reversed-phase-HPLC an einer Nucleosil ODS Trenn-
saule (250 mm x 4 mm) mit folgendem Elutionssystem:

Laufmittel A: 0,1 % Phosphorsdure; Laufmittel B: Acetonitril.

Linearer Gradient von 0-100 % B in 20 min; FluRrate: 1,5 ml/min; Injektionsvolumen 20 pl.

Die Gerédteausstatung war ansonsten mit der unter 5.7. beschriebenen identisch.

5.11. DC-Analyse von Juglomycinen

Alternativ. zum HPLC-Verfahren wurden Juglomycine durch Dunnschichtchromatographie
analysiert. Hierbei kamen HPTLC-Kieselgelplatten 60 F 254 (Merck) zum Einsatz. Als
Laufmittel diente Dichlormethan-Methanol-Essigsdure (950 : 50 : 1). Fir die Aufnahme von
UV/Vis-Spektren (200-600 nm) von einzelnen Substanzflecken wurde ein Desaga CD 60
Spektrometer verwendet.
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5.12. HPLC-Analyse von Balhimycin

Balhimycin aus Kulturliberstdnden von A. mediterranel wurde durch HPLC bestimmt. Die
Konfiguration der Anlage sowie die verwendeten Vor- und Trennsdulen entsprachen der
Nikkomycinanalytik (s. 5.9.)

Als Elutionssystem wurde eingesetzt:

Laufmittel A: 0,1% Trifluoressigséure, Laufmittel B: Acetonitril.

Gradient:
Zeit [min %A %B
0,0 90 10
45 85 15
8,0 70 30
8,1 0] 10
10,0 90 10

UV-Detektion erfolgte bei 280 nm.

6. Mutagenisierung von S. tendae

Zur Selektion entwicklungsdefekter Mutanten von S. tendae wurden 100 pl Sporen auf HA-
Agarplatten (Medium 1) ausplattiert, die mit 5 pg/ml Acriflavin (Mischung aus 3,6-Diamino-
10-Methylacridiniumchlorid und 3,6-Diaminoacridin, Sigma, Deisenhofen) supplementiert
waren. Nach 7 d Inkubation bei 27 °C wurden Kolonien visuell auf Defekte in der
Luftmyzelbildung Uberpriift. Eine bld-Mutante, deren Phanotyp abhangig von der Art der
verwendeten Kohlenstoffquelle (Glucose oder Mannit) war, wurde fir weitere

Untersuchungen ausgewahlt.
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7. 1solierung von Wirkstoffen aus S. tendae

7.1. Isolierung von Juglomycin

Um die autotoxische Wirkung von Juglomycin auf S tendae zu untersuchen, musste zuerst
eine ausreichende Menge Reinsubstanz dieses Antibiotikums hergestellt werden. Dazu wurde
S tendae in vier 2 | Erlenmeyerkolben mit je 700 ml Medium 2 angezogen. Nach drei Tagen
Inkubation wurden die Myzelien durch Filtration abgetrennt, das Kulturfiltrat mit 3 N H,SO4
auf pH 3 eingestellt und mit dem gleichen Volumen Ethylacetat extrahiert. Die organische
Phase mit den Juglomycinen wurde dann bis zur Trockene eingeengt und der Riickstand in 2,5
ml Methanol gelost. Die weitere Aufreinigung der organischen Phase erfolgte durch Gel-
filtration an Sephadex LH-20 (Korngrof3e 25-100 pm). Die Glassaule (Saulendurchmesser 2,5
cm, Bettvolumen 90 ml) wurde mit 1 ml Probenldsung beschickt und mit Methanol bei einer
FluRrate von 1,5 ml/min eluiert. Das Eluat wurde in Form von 5-10 ml Fraktionen gesammelt
und mittels HPL C auf den Juglomycingehalt untersucht.

Waéhrend der Lagerung bei -20 °C fielen in einigen der LH-20 Fraktionen goldfarbene
Kristalle aus, die UV/Vis-spektroskopisch a's Juglomycin identifiziert werden konnten. 10 mg
dieser Kristalle wurden in 1 ml Methanol geldst und dienten als Juglomycin-Standard.

Die verbleibenden Juglomycin-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und nach Einengung des
Volumens am Rotationsverdampfer auf 155 ml, as Juglomycin-Rohextrakt fir Unter-

suchungen zur Autotoxizitét verwendet.

7.2. Produktion und Isolierung von Carbazolen

S tendae bld-1 wurde auf HA-Agar (Medium 1) angeziichtet und in demselben Medium in
einer Schittelkultur mit 10 | Gesamtvolumen 52 h bei 27 °C kultiviert. Nach Extraktion der
Kultur mit Ethylacetat und dem Entfetten mit Cyclohexan, wurde der Extrekt am
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und der Rickstand in 50 ml Methanol
aufgenommen. Die methanolische L6sung wurde auf eine Sephadex LH-20 Chromatographie-
sdule (Lange 70 mm, Durchmesser 30 mm) aufgetragen und mit Methanol als mobiler Phase
eluiert. Die produkthaltigen Fraktionen wurden vereinigt, einrotiert und der Riickstand durch
praparative Dickschichtchromatographie an Kieselgelplatten mit Chloroform-Methanol (19 :
1) as Laufmittel aufgetrennt. Dadurch wurden zwei Produkte erhalten. Die Endreinigung
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erfolgte durch préparative HPLC an einer reversed-phase C-18 Saule (Eurosphere 5 um, 250
mm X 16 mm) durch Elution mit Acetonitril/Wasser (7 : 3) bel einer Flul¥rate von 12,5
mi/min. Beide Carbazole konnten als Reinsubstanzen gewonnen werden (Retentionszeiten:
CS-79B: 3,2 min, Carquinostatin A: 3,0 min). Als Hauptprodukt wurden 23 mg CS-79B
erhalten. Die Ausbeute an Carquinostatin A betrug 2,4 mg.

Die Identifizierung der beiden Metabolite als CS-79B und Carquinostatin A gelang durch
massenspektrometrische Bestimmung der Molekillmassen und die Ermittlung der chemischen
Strukturen durch | R-Spektroskopie, *H- und **C-NM R-Spektroskopie.

Geréteausstattungen:

Préparative HPLC: 2 Pumpen Knauer Typ 64, Knauer Software V2.11, Aufgabe-Ventil
Knauer (Rheodyne) mit 500 Mikroliter Probenschleife. Detektion mittels
Knauer Spektrophotometer A0293.

IR-Spektroskopie: Perkin-Elmer 1600 Series FTIR, Probe als KBr-Pressling.

Massenspektroskopie: EI-MS mit Varian MAT 95 A (70 eV), Hochauflésung mit
Perfluorkerosin as Vergleichssubstanz und ESI-MS mit Finnigan
LCQ mit Spritzenpumpe.

1H/BC-NMR Spektroskopie: Varian XL 200 (200/50,3 MHz), Varian VXR 200 (300/75,5
MHz), Bruker WM 300 (300/75,5 MHz), Varian INOVA 500
(500/125,7 MHz).

Fur die Reinigung der Carbazole und die Durchfihrung der Messungen zur Struktur-
aufklarung danke ich den Herren Dr. F. Huth und Prof. Dr. H. Laatsch, Institut fir Organische
Chemie, Universitat Gottingen.
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8. Biologische Charakterisierung von Wirkstoffen

8.1. Bioautographie

Unter Bioautographie verstent man die Lokalisation antibiotischer Aktivitéten auf einer
Dinnschichtchromatographieplatte durch einen biologischen Test. So wurden die
Inhaltsstoffe des Juglomycin-Rohextraktes auf antibiotische Wirkungen gegen B. subtilis
gepriift, indem Proben von Substanzflecken einer Kieselgelplatte mittels eines vorher
zugeschnittenen Klebestreifens (Tesa-Film) abgelést und auf Agarplatten (Medium 5)
aufgelegt wurden. Die Testplatten wurden zuvor mit einer Sporensuspension von B. subtilis
beimpft (2,5 ml Sporensuspenison/l) und bis zur Auswertung des Tests 24 h bei 37 °C
bebritet. Substanzen mit antibiotischen Eigenschaften machen sich durch Hemmzonen im

Bereich des jeweiligen Klebestreifen bemerkbar.

8.2. Ermittlung antibiotischer Wirkungsspektren

Antibiotische Wirkungsspektren von Juglomycin und den Carbazolen CS-79B und
Carquinostatin A wurden mit Hilfe des Agardiffusionstests aufgenommen. Dazu wurden 100
ul einer Ubernachtkultur von verschiedenen Mikroorganismen (s. Tab. 3) mit 10-15 ml
Nahragar vermischt und in Petrischalen ausgegossen. Als Komplexmedium wurde Medium 5,
a's chemisch definiertes Medium, Medium 7 verwendet. Halobacterium halobium wurde in
Medium 6 geziichtet.

10-15 pg des zu testenden Agens wurden auf Filterpapierscheibchen (Durchmesser 6 mm)
aufgetragen und nach Trocknung an Luft auf die Testplatten gelegt. Als Kontrollen dienten 10
Ug einer Streptomycinldsung bzw. 10 pl Lésungsmittel. Nach 24-48 h Inkubationsdauer bei
27 °C oder 37 °C wurden die Hemmhofe ausgemessen.
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8.3. Ermittlung minimaler Hemmkonzentrationen

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) von Juglomycin, CS-79B und
Carquinostatin A auf verschiedene Testkeime erfolgte mit einem Verdiinnungstest. Dabel
wurde das Antibiotikum in abgestuften Konzentrationen (Faktor 0,5), zu der mit dem
Testkeim beimpften Nahrl6sung gegeben. Die niedrigste Konzentration, die das Auswachsen
des Inokulums verhinderte, stellte die minimale Hemmkonzentration dar.

Um festzustellen, ob das Antibiotikum eine bakterizideWirkung besitzt oder ob die Zellen
lediglich am Wachstum gehindert werden (bakteriostatische Wirkung), wurde der Ansatz, der
die MHK des Antibiotikums enthielt, durch Zugabe von wirkstofffreiem Nahrmedium unter
die inhibitorische Antibiotikumskonzentration verdiinnt und erneut bebritet. Erfolgte dadurch

eine Vermehrung von Zellen, handelte es sich um eine bakteriostatische Wirkung.

8.3.1. Minimale Hemmkonzentrationen von Juglomycin

Vorkulturen mit den Testorganismen S tendae und B. subtilis wurden solange mit Minimal-
medium (Medium 8 bzw. Medium 7) verdinnt, bis visuell keine Trilbung mehr zu erkennen
war. Von dieser Verdinnung wurden jeweils 995 pl in sterile Reagenzgléser pipettiert und mit
5 pl einer Juglomycin-L6sung versetzt.

Die Juglomycinkonzentrationen in den Testrohrchen lagen bel B. subtilis zwischen 16,25
pg/ml und 0,003 pg/ml. S tendae reagiert im Vergleich dazu weniger empfindlich auf
Juglomycin. Hier wurden Konzentrationen zwischen 26 pug/ml und 1,25 pg/ml getestet.
Kontrollen bestanden in einem wirkstofffreien Ansatz und in der Verwendung von 5 pl
Losungsmittel. Nach Inkubation der Rohrchen (48 h, 27 °C), erfolgte die Erfassung des

Zellwachstums durch visuelle Beurteilung der Tribung.

Gegen weitere Organismen, die sich as sensitiv gegen Juglomycin erwiesen, wurden die
MHK-Werte durch einen Verdinnungstest in Mikrotiterplatten ermittelt. Dazu wurden
Ubernachtkulturen der Testorganismen 1:100 mit Minimalmedium (Medium 7) verdinnt. 1,5
ul einer Juglomycin-Verdinnungsreithe (10 pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml und 0,1
pg/ml) wurden in die Kammern der Mikrotiterplatte pipettiert und nach Abdampfen des
Ldsungsmittels mit 150 pl der verdinnten Testkulturen versetzt. Um eine bessere Durch-
lUftung des Mediums wéhrend der Inkubation in der Schittelmaschine (27°C, 24 h) zu

gewdhrleisten, wurde jeder Kammer eine sterile Glasperle (Durchmesser 2 mm) zugegeben.
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Zum Schutz gegen Austrocknung der Mikrokulturen wurden die dul3eren Kammern der Platte
mit Wasser gefllt.

Die Unterscheidung zwischen bakterizider und bakteriostatischer Wirkung erfolgte durch
Auftropfen von gerade nicht bewachsener Nahrlosung auf Agarplatten (Medium 5). Durch
Diffusion in den Agar fédlt die Konzentration des Antibiotikums unter die MHK, so dal? bei
bakteriostatischer Wirkung ein Wachstum der Mikroorganismen auf der Platte einsetzt.

8.3.2. Minimale Hemmkonzentrationen von CS-79 B und Carquinostatin A

Die Bestimmung der MHK-Werte von CS-79B und Carquinostatin A gegen ausgewdhlte
Testkeime erfolgte in Kulturréhrchen mit Medium 5. Ubernachtkulturen der Testorganismen
wurden mit Medium verdiinnt, bis keine Trilbung mehr zu erkennen war und anschlief3end mit
unterschiedlichen Verdiinnungsstufen (Faktor 0,5) der Antibiotika versetzt. Nach 48 h

Inkubation erfolgte die visuelle Bewertung des Zellwachstums.

8.4. Kreuzstreifentest zur Ermittlung antagonistischer Effekte

Zur Beurtellung der Interaktion von Juglomycin mit Aminosduren wurde der
Kreuzstreifentest verwendet. Bei diesem Test werden zwel Filterpapierstreifen mit
unterschiedlichen Test-l6sungen getrénkt und dann kreuzférmig auf eine mit einem Testkeim
beimpfte Agarplatte gelegt. Die auf die Filterstreifen aufgebrachten Substanzen diffundieren
in den Agar und bilden zwei, sich im Bereich der Uberkreuzung (berlagernde
Konzentrationsgradienten aus. Nach Bebriitung kann aus der Form der Hemmzonen auf die
Art des Zusammenwirkens beider Substanzen gegen den betreffenden Stamm geschlossen
werden. Im allgemeinen sind diese Effekte entweder synergistischer oder antagonistischer
Natur.

Die Teststreifen wurden mit der Juglomycin-Rohextraktlésung bzw. mit L-Gly oder L-Cys-
L6sungen (10 mg/ml) getrankt, getrocknet und dann auf Agarplatten (Medium 7) aufgebracht,
die mit einer Sporensuspension von Bacillus subtilis beimpft waren (2,5 ml Sporen/l
Nahragar). Inkubiert wurden die Platten 24 h bei 37 °C.



Material und Methoden 33

8.5. Hemmung von Enzymaktivitaten durch Juglomycin

Um die Wirkungsweise von Juglomycin genauer zu charakterisieren, wurde die Inhibition der
drei Enzyme Glycerinal dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, EC 1.2.1.12), Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) und Lactat-Dehydrogenase (LDH, EC
1.1.1.27) durch dieses Antibiotikum untersucht. 1,4-Naphtochinon (1,4-NQ) wurde als
Vergleichssubstanz eingesetzt.

8.5.1. Hemmung von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Die Messung der Enzymaktivitét von GAPDH erfolgte mit Hilfe eines diagnostischen Kits
zur Bestimmung von ATP in Blut (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen).

Dabei werden folgende enzymatische Reaktionen genutzt:

Phosphoglycerat-Kinase (PGK):

ATP + 3-Phosphoglycerat —> ADP + 1,3-Biphosphoglycerat
GAPDH:

1,3-Biphosphoglycerat + NADH —> Glyceraldehyd-3-P + NAD + Pi

Die NADH-Abnahme wird durch Extinktionsmessung bei 340 nm verfolgt.

Im Testkit enthaltene Reagenzien:
NADH-Einzeltestflaschen:
NADH Dinatriumsalz, 0,3 mg

3-Phosphoglycerat-gepufferte L sung:
3-Phosphoglycerat, 18 mM
Magnesiumsalze und EDTA

GAPDH/PGK Enzymmischung:
GAPDH (Kaninchenmuskel), 800 U/ml

PGK (Hefe), 450 U/ml

Trichloressigsaure, 12 %
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In eine mit 0,3 mg NADH gefiillte Ampulle wurden 1,0 ml 3-Phosphoglycerat und 1,5 ml
Wasser pipettiert. Nach Durchmischung wurden je 833 pl dieser Losung in drei Photometer-
Klvetten vorgelegt.

Getrennt davon wurden 40 ul GAPDH/PGK Enzymmischung mit TrisHCL-Puffer pH 8,3,
1:10 verdinnt. Davon wurden je 133 pl mit 10 pl einer 1,4-Naphtochinonlésung (3 mg/ml)
bzw. einer Juglomycinlésung (6 mg/ml) versetzt und 30 min bel Raumtemperatur inkubiert.
Als Kontrolle dienten 10 pl Methanol. 13 pl dieser Ansédtze wurden in die Kiivetten pipettiert
und die Reaktion durch Zugabe von je 166 pl einer ATP-Ldsung (0,5 mg/ml) gestartet.

Der Resktionsverlauf wurde 20 min durch Extinktionsmessung bei 340 nm verfolgt.

8.5.2. Hemmung von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde nach der von DeutscH (1983) beschriebenen
Methode bestimmt. Diese beruht auf der Umsetzung von Glucose-6-P durch G6PDH nach der
folgenden Reaktionsgleichung:

Glucose-6-P + NADP —> 6-Phosphogluconolacton + NADPH

6-Phosphogluconolacton ist instabil und hydrolysiert spontan zu 6-Phosphogluconat.

Reagenzien (Konzentrationen im Test):
Triethanolamin-Puffer, 0,4 M, pH 7,6
NADP-Na, 20 mM
MgClz, 0,5 M
G6PDH aus Hefe, 170 U/mg Protein. Suspension in 3,2 M (NH,),SO4-L 6sung

50 pl einer 1:10 verdiinnten GEBPDH-L 8sung wurden 30 min bei Raumtemperatur mit je 10 pl
einer Juglomycinldsung (6 mg/ml), einer Naphtochinonlésung (3 mg/ml) oder mit 10 pl
Methanol (Kontrolle) vorinkubiert. 10 pl dieser Ansédtze wurden in Kiivetten die je 1000 pl
Triethanolamin-Puffer, 0,5 M MgCl, und 20 mM NADP enthielten, pipettiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 500 pl einer Glucose-6-phosphat-L 6sung (2 mM) gestartet und tiber
einen Zeitraum von 20 min durch Bestimmung des gebildeten NADPH bel 340 nm verfolgt.
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8.5.3. Hemmung von Lactat-Dehydrogenase

Die Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase-Reaktion erfolgte in Anlehnung an die Methode
von VASSAULT (1983). Dabei wird Pyruvat durch LDH zu Lactat reduziert. Die damit
verbundene NADH-Abnahme wird bei 340 nm gemessen.

Reaktionsgleichung:

Pyruvat + NADH —> Lactat + NAD

Reagenzien (Konzentrationen im Test):
Triethanolamin-Puffer 0,5 M, pH 7,6
NADH Dinatriumsalz, 6 mM
ADP Dinatriumsalz, 130 mM
MgSO;, 0,5 M
KCL, 3,7M
LDH, 550 U/mg Protein. Suspensionin 3,2 M (NH,),SO,-L6sung

Die Reaktionsansdtze wurden in gleicher Weise hergestellt, wie fur G6PDH (7.5.2.)
beschrieben. 15 pl einer 1:10 verdiinnten LDH-L6sung und 25 pl NADH-L&sung wurden
eingesetzt. Als Substrat dienten 500 pl einer Pyruvat-L ésung (50 uM).
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lll. Ergebnisse

1. HPLC-Nukleotidanalytik

Die intrazellul&ren Nukleotide wurden durch HPLC an einer Anionenaustauscherséule
getrennt, wie unter 11.5.7. beschrieben. Die Trennung erfolgte durch Gradientenelution mit
steigender lonenkonzentration und mit steigendem pH-Wert der mobilen Phase.

In diesem System wurde die Retention der einzelnen Komponenten durch die Anzahl der
negativen Ladungen bestimmt, d.h. die Nukleotide eluierten in der Reihenfolge Mono-
phosphate, Diphosphate, Triphosphate. Die Identifikation der Chromatographie-Peaks
erfolgte anhand der Retentionszeit und der Uber Dioden-Array-Detektion aufgenommenen
UV/Vis-Spektren (Abb. 5). Wie Abb. 6 zeigt, konnte damit in einer Standardmischung fir die
Nukleotide ADP, GDP, UTP, CTP, ATP, GTP und ppGpp eine Basislinientrennung erreicht
werden. Eine entsprechende Aufldsung der Monophosphate war unter diesen Bedingungen
nicht moglich. Peakreinheitsanalysen zeigten, dald in der auRerordentlich komplexen Matrix,
wie sie Sdureextrakte ganzer Zellen darstellen, die Nukleosiddiphosphate nicht mehr as
UV/Vis-spektroskopisch einheitliche Peaks aufzulésen waren. Wie aus dem in Abb. 6
dargestellten Chromatogramm ersichtlich, wurde aber auch in derartigen Proben fir die
Nukleosidtriphosphate und insbesondere fiir ppGpp eine sehr gute Retention erreicht.
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2. Fermentationen mit S. tendae

Um einen regulatorischen Einfluss von Nukleotiden, insbesondere von ppGpp, auf das
Wachstums- und Produktbildungsverhalten von S tendae abschétzen zu kdnnen, wurden Fed-
Batch Fermentationen mit einem chemisch definierten Medium durchgefuhrt. Durch
Zudosierung einzelner Substrate konnten dabel unterschiedliche Nahrstofflimitationen
eingestellt werden. Zusétzlich wurde die Nukleotid- und Produktbildung nach dem puls-
formigen Zudosieren einzelner Substrate (Ammonium) verfolgt.

Neben den Konzentrationsverldufen der Nukleotide, wurden das Trockengewicht (TG), die
Konzentrationen der Substrate Glucose, Ammonium und Phosphat im Medium, die RNA-
Konzentration sowie as extrazellulére Enzymaktivitét eine alkalische Phosphatase bestimmit.
Als Produkte wurden die Gesamtkonzentrationen der Nikkomycine (Nikkomycine I, J, X, Z)

und der Juglomycine (Juglomycine A, B) im Kulturiiberstand erfasst.

ATP cTP
2 2
< <
£ £
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
nm nm
GTP uTP
2 2
< <
£ £
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
nm nm

Abb. 5. DAD UV/Vis-Spektren von Nukleosidtriphosphaten
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2.1. Phosphatlimitierte Fermentation

Frihere Studien zur Nikkomycin- und Juglomycinproduktion wiesen darauf hin, dal die
Produktbildung bel S. tendae in kontinuierlicher Kultur hauptsachlich durch die Wachstums-
rate und die Phosphatkonzentration im Medium kontrolliert wird (HEGE-TRESKATIS €t al.,
1992). Abb. 7 zeigt den Verlauf einer Fed-Batch Fermentation, bel der die Wachstumsphase
durch eine Phosphatlimitation beendet wurde. Da S. tendae bel Glucosemangel zu lysieren
beginnt, wurde zur Verlangerung der Idiophase ab 72,5 h eine Glucoseldsung (250 g/l)
zudosiert.

Bei dieser Fermentation konnte nach ungeféhr 25 h eine voriibergehende Akkumulation von
ppGpp auf Uber 10 pmol/mg TG beabachtet werden (Abb. 7c). Dadurch wurde eine stringente
Kontrolle ausgelost, wie durch die ausgeprégte Abnahme der intrazelluldren RNA-
Konzentration von 0,2 g/g TG auf etwa 0,05 g/g TG verdeutlicht wird. Ab dem Maximum der
ppGpp-Akkumulation waren Nikkomycine im Kulturiberstand nachweisbar. Die End-
konzentration betrug nach 170 h Uber 450 mg/l. An Juglomycinen wurde bel dieser
Fermentation lediglich 7 mg/l gebildet (Abb. 7a). Als weiteres Merkmal der in dieser Phase
stattfindenden Stoffwechselumstellung wurde eine akalische Phosphatase exprimiert und ins
Medium ausgeschieden (Abb. 7b).

Der erhdhte ppGpp-Spiegel lief? sich nicht mit dem vollsténdigen Verbrauch eines der drei
Hauptsubstrate Glucose, Ammonium und Phosphat in Verbindung bringen; die Phosphat-
konzentration war jedoch zu diesem Zeitpunkt bereits von einer Ausgangskonzentration von
2,5mM auf einen Wert unter 1 mM zurtickgegangen.

Auffallenderweise war nach der Induktion der stringenten Kontrolle tiber einen Zeitraum von
30 h eine weitere Zunahme des Trockengewichts um ca 7 g/l zu verzeichnen.
Dementsprechend wurden wéhrend der stationéren Phase, die die fir Sekundérstoffe typische
Produktionsphase darstellte, weiterhin die Substrate Ammonium und Glucose aus dem
Medium aufgenommen und verstoffwechselt.

Die gemessenen Nukleosidtriphosphate ATP, GTP, CTP, UTP zeigten einen im Prinzip
identischen Verlauf, wobei die ATP-Konzentration ungefahr vier bis finfmal so hoch war wie
die der anderen Nukleotide (Abb. 7d). Als Anfangswerte wurden gemessen (pmol/mg TG):
ATP 2878, GTP 559, CTP 498, UTP 362. Wéhrend der Wachstumsphase kam es zu einer
starken Abnahme der Konzentrationen. Nach 147 h waren etwa 1 % der Ausgangs-

konzentrationen erreicht. Nach 150 h kam es zu einem leichten Anstieg auf etwa 10 % der
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Ausgangswerte. Gleichzeitig damit war das Ammonium im Medium erschopft und die

Nikkomycinproduktionsphase war beendet.
2.2. Ammoniumlimitierte Fermentation

Diese Fermentation wurde durch Zufltterung der Hauptsubstrate (Glucose 250 ¢/l,
Ammonium 6 M, Phosphat 0,5 M) zunéchst ohne Substratlimitierung gefuhrt. Dadurch war
die Wachstumsphase im Vergleich zu der phosphatlimitierten Fermentation entsprechend
verlangert. Nach ca. 67 h wurde die Zudosierung von Ammonium gestoppt, wodurch eine N-
Limitation eintrat, die das Wachstum der Kultur beendete (Abb. 8b).

Nach ungefahr 20 h Fermentationsdauer wurde die Nikkomycinsynthese induziert. Ab diesem
Zeitpunkt konnte auch ppGpp Uber den gesamten Fermentationsverlauf nachgewiesen werden.
Von 29 h bis 70 h blieben sowohl die Nikkomycinkonzentration mit etwa 10 mg/l, wie auch
der ppGpp-Gehalt mit 2-4 pmol/mg TG in etwa konstant (Abb. 8a, Abb. 8c).

Mit dem Verbrauch des Ammoniums im Medium nach ungefdhr 70 h, war eine schnelle
transiente Erhdhung der ppGpp-Konzentration zu verzeichnen, die mit einer Abnahme des
intrazelluldren RNA-Gehaltes, der Induktion einer alkalischen Phosphatase und einer ver-
starkten  Nikkomycin- und Juglomycinproduktion einherging. Dabel blieb die
Nikkomycinaus-beute deutlich unter derjenigen, die bei der phosphatlimitierten Fermentation
gemessen wurde (Abb. 7). Jedoch ist zu beachten, dai3 die Fermentation vor dem Erreichen
der End-konzentration abgebrochen wurde. Die Juglomycinkonzentration scheint dagegen mit
7 mg/l einen Endwert erreicht zu haben.

Zeitgleich mit dem Maximum der ppGpp-Konzentration war die Wachstumsphase beendet
und der Ubergang in die stationdre Phase erfolgte. Die bei Phosphatlimitation beobachtete
weitere Zunahme des Trockengewichts unterblieb.

Die intrazellul&ren Nukleosidtriphosphat-Pools zeigten gleich zu Beginn der Wachstumsphase
eine starke Abnahme (Abb. 8d). Beim Einsetzen der Zudosierung waren die Konzentrationen
von ATP und GTP auf jeweils 20 % ihres Ausgangswertes zurtickgegangen, UTP auf etwa 40
%. Mit dem Beginn der Zufiitterung von Glucose nach 47,5 h, fielen die Konzentrationen

nochmals um etwa 50 % der Werte vor Beginn des Glucose-Feedings ab.
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2.3. Fermentation mit Ammonium-Puls

Bei dieser Fermentation war nach 60 h das Ammonium im Medium verbraucht, worauf eine
sprunghafte Erhthung der ppGpp-Konzentration, die Induktion der Nikkomycinbildung und
der Ubergang in die stationdre Wachstumsphase erfolgte. Die Juglomycinkonzentration blieb
wahrend des gesamten Fermentationsverlaufs unter 4 mg/l (Abb. 9, Abb. 10).

Nach 143 h wurde die Ammoniumkonzentration durch pulsférmiges Zudosieren einer
Ammoniumsulfatlésung auf 60 mM erhoht. Dadurch begann eine zweite Wachstumsphase,
dieinnerhalb von 30 h zu einer Verdoppel ung des Trockengewichtes fihrte (Abb. 9).

Die Wiederaufnahme des Wachstums bewirkte ein Umschalten von Sekundarmetabolismus
auf Primé@rmetabolismus, so dai die Nikkomycinsynthese zum Erliegen kam und erst mit dem
erneuten Verbrauch des Ammoniums nach 178 h wieder einsetzte. Wahrend dieser zweiten
Produktionsphase kam es zu einer Erhdhung der Nikkomycinkonzentration von ca. 300 mg/|
auf Uber 500 mg/l.

Nach 163 h setzte Phosphatlimitation ein, worauf das exponentielle Wachstum beendet war
(Abb. 9). Wie bei der phosphatlimitierten Fermentation beobachtet, folgte auch hier eine
weitere Zunahme der Biomasse, die mit der vollsténdigen Aufnahme des Ammoniums

einherging.

Die Konzentrationen der Purinnukleotide ATP und GTP fiden wéhrend der ersten
Woachstumsphase auf unter 10 % ihrer Ausgangswerte ab. Unmittelbar mit dem Ammonium-
puls stieg die GTP-Konzentration jedoch tiberraschenderweise sprunghaft von 150 pmol/mg
TG auf Uber 900 pmol/mg TG an und fiel danach innerhab von 5 h wieder auf das
Ausgangsniveau zuriick (Abb. 10). Im Gegensatz zu diesem kurzfristig auftretenden GTP-
Maximum, war bei ATP wéhrend der ersten stationdren Phase ein Anwachsen der
Konzentration von 130 pmol/mg TG auf 2630 pmol/mg TG bis zum Zeitpunkt des
Ammoniumpulses zu verzeichnen, d. h. die hochste ATP-Konzentration trat unmittelbar vor
der Ammoniumzufuhr auf und korrelierte mit einem niedrigen GTP-Spiegel. Auch bei den
Pyrimidinnukleotiden CTP und UTP wurden in der Phase nach dem Substratpuls die Hochst-
konzentrationen von 1510 pmol/mg TG bzw. 2203 pmol/mg TG gemessen.

Mit der Wiederaufnahme des Wachstums fielen die Werte aller gemessenen Nukleosidtri-

phosphate wieder auf die Niveaus vor der Ammonium-Zudosierung ab.
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Abb. 9. Ammoniumlimitierte Puls-Fermentation mit S. tendae. (a): —— Trockengewicht,
—&— Nikkomycine, —&— Juglomycine; (b): —8— Ammonium, —%— Phosphat,
—%— Glucose

Besonders aufféllig war bei den HPLC-Analysen der Nukleotide dieser Fermentation das
Auftreten eines zusétzlichen Peaks nach einer Fermentationsdauer von ungeféhr 150 h.

Dieser Peak euierte zwischen GTP und ppGpp und zeigte ein UV/Vis-Spektrum, das
identisch mit denjenigen der Guanosinnukleotide war (Abb. 11). Hinsichtlich der Retentions-
zeit entpricht dieser Peak Guanosin-5'-diphosphat-3'-monophosphat (ppGp) (JONES €t al.,
1996).

Da diese Verbindung nicht zweifelsfrei identifiziert werden konnte, wird sie im folgenden as
Gx bezeichnet. Wie aus Abb. 10 (d) hervorgeht, erreichte Gx genau zu dem Zeitpunkt ein
Maximum, an dem das zugepulste Ammonium wieder vollsténdig verbraucht war. In der

Probe mit der maximalen Gx-Konzentration konnte zudem kein ppGpp gefunden werden.
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Abb. 11. HPLC-Chromatogramm eines Myzelextraktes aus der Puls-Fermentation und DAD-
UV/Vis-Spektrum von Gx

2.4. Fermentation ohne Substratlimitation

Bei einem pelletférmig wachsenden Organismus konnen Zellen im Zentrum der Pellets,
bedingt durch Diffusionslimitierungen, nicht mehr ausreichend mit Nahrstoffen und
Sauerstoff versorgt werden, auch wenn diese Substrate noch im Medium vorhanden sind
(BuscHULTE, 1991). Um festzustellen, ob die bel phosphatlimitierter Fermentation
beobachteten ppGpp-Akkumulationen durch Absinken der Phosphatkonzentration unter einen
Schwellenwert, der dann bei etwa 1 mM liegen musste, hervorgerufen wurden, oder ob durch
die Pelletmorphologie bedingte lokale Limitationen fir die erhthten ppGpp-Spiegel
verantwortlich waren, wurden bei dieser Fermentation Ammonium und Phosphat so zudosiert,
dal? keine durch die Medienkonzentrati onen ausgel 6sten Limitationen auftraten (Abb 12b).

Dementsprechend dauerte die exponentielle Wachstumsphase Uber einen Zeitraum von tber
70 h an (Abb. 12a). Die Nikkomycinbildung blieb unter 4 mg/l und ist damit as
vernachlassigbar zu bezeichnen. Juglomycine wurden nicht produziert. Ebenso konnten nur
etwa 10 % der bei limitierter Fermentation aufgetretenen alkalischen Phosphataseaktivitét

gemessen werden.
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Dennoch war ppGpp zu verschiedenen Zeitpunkten nachweisbar, wobei mit ungeféhr 9
pmol/mg TG Hdochstkonzentrationen erreicht wurden, die denjenigen aus den limitierten
Fermentationen 111.2.1. und 111.2.2. entsprechen (Abb. 12 c). Die erhthten ppGpp-Spiegel
nach 21 h bzw. nach 45 h und 67 h, lassen sich mit keiner anderen gemessenen Grofe
korrelieren.

Die intrazelluléren Nukleosidtriphosphatkonzentrationen fielen nach 20 h innerhalb von 6 h
auf weniger as die Halfte ihrer Ausgangswerte ab (Abb 12 d). Danach blieben sie Uber einen
Zeitraum von 40 h auf einem in etwa konstanten Niveau, das fir ATP bei 1000 pmol/mg TG,
fur GTP bei 200 pmol/mg TG, fur CTP bei 300 pmol/mg TG und fir UTP bei 400 pmol/mg
TG lag. Nach 67 h erfolgte ein weiterer Abfall auf 10 % der Ausgangswerte.

3. Fermentationen mit Amycolatopsis mediterranei

Der Balhimycinproduzent Amycolatopsis mediterranei gehort zur Gruppe der nocardioformen
Actinomyceten (Nocardiaceae). Der Entwicklungszyklus verlauft hier nicht, wie bei den
Streptomyceten Uber Luftmyzel- und Exosporenbildung, sondern Uber ein in Einzelzellen
fragmentierendes Myzel aus dem schlief3lich wieder neue Hyphengeflechte heranwachsen. Da
dieses Verhalten auch in Submerskultur auftritt, eignet sich dieser Organismus in besonderer
Weise um Zusammenhénge zwischen Antibiotikaproduktion, morphologischer Differen-
zierung und der Synthese von ppGpp a's Signalnukleotid zu untersuchen.

Um die Fermentationsverlaufe mit denjenigen von S. tendae vergleichen zu kdnnen, wurden
wiederum unterschiedliche Nahrstofflimitationen eingestellt und deren Auswirkungen auf die

Produktion von Balhimycin und ppGpp analysiert.

3.1. Vergleich von Phosphatlimitation und Ammoniumlimitation

Die in den Abb. 13 und Abb. 14 dargestellten Fermentationsverldufe zeigen deutliche
Unterschiede zwischen einer phosphat- und einer ammoniumlimitierten Fermentation.

Bei der phosphatlimitierten Kultur wurde mit dem Verbrauch des Phosphats die
Antibiotikasynthese induziert. Wie schon bei S. tendae beobachtet, nahm in der Folgezeit die
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Trockenmasse noch um etwa 8 g/l zu. Die Hochstkonzentration von ppGpp blieb unter 10
pmol/mg TG und fiel mit einer Phosphatkonzentration von ca. 0,2 mM zusammen. 20 h spéter
war Balhimycin im Kulturiiberstand nachweisbar, wobei eine Endkonzentration von ca. 400

mg/| erreicht wurde.

Bel ammoniumlimitierter Fermentation erfolgte dagegen nach dem Verbrauch des
Ammoniums innerhalb von 23 h, eine Akkumulierung von ppGpp, die mit 25 pmol/mg
deutlich stérker ausfiel als bei Phosphatlimitation. Gleichzeitig kam es zur Bildung des bereits
unter 111.2.3. beschriebenen Guanosinderivats Gx. Im Vergleich zu den ammoniumlimitierten
Fermentationen mit S. tendae (111.2.2. und 111.2.3.) traten wesentlich hthere Konzentrationen
von ppGpp und Gx auf. Sollte es sich bei Gx um ppGp handeln, wiirde hier sogar ein Wert
von 280 pmol/mg TG erreicht. Wie bel S tendae konnte das Pentaphosphat pppGpp auch hier
nicht nachgewiesen werden.

Deutlich von der phosphatlimitierten Fermentation und von dem Verhalten von S tendae bei
Ammoniumlimitation unterschied sich auch die Produktbildung. Trotz der hohen Konzen-
trationen von ppGpp und ppGp unterblieb die Balhimycinsynthese vdllig. Unter Stickstoff-
mangel bedingungen ist damit die Bildung dieser Signalnukleotide nicht ausreichend, um die

Balhimycinproduktion auszul 6sen.

Das morphologische Erscheinungsbild von A. mediterranei wurde mikroskopisch kontrolliert.
Bei beiden Fermentationen lies sich keine abgrenzbare Phase des Ubergangs von
Pelletwachstum zu fragmentierten Myzelien ausmachen. Vielmehr nahm der Fragmen-
tierungsgrad wahrend des Fermentationsverlaufs besténdig zu, so dal3 am Ende der jeweiligen
Fermentation fast ausschlief3ich fragmentiertes Myzel vorlag.
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4. Bestimmung von Diaminopimelinsdure in Zell-

hydrolysaten

Die bel phosphatlimitierter Batch-Fermentation nach Verbrauch des Phosphats zu ver-
zeichnende weitere Zunahme des Trockengewichts ist moglicherweise auf Differen-
zierungsvorgange wie etwa Zellwandverdickungen zurtickzufuhren. Um ein Mal3 fur die
Mureinsynthese zu erhalten, wurde eine HPTLC-Methode zur quantitativen Bestimmung von
LL-Diaminopimelinséure (LL-Dap) etabliert.

Das Peptidoglycangeriist von Prokaryoten besteht aus langen, unverzweigten
heteropolymeren Ketten, die aus den Vorstufen UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid und
UDP-N-Acetyl-glucosamin aufgebaut werden. Wie in Abb. 15 dargestellt erfolgt die
Quervernetzung zwischen einzelnen Ketten bei Streptomyceten durch Glycin, das mit einem
D-Ala-Rest und einem LL-Diaminopimelinsdurerest einer benachbarten Kette verbunden ist
(SCHLEIFER & KANDLER, 1972).

Da Diaminopimelinsdure nicht als Bestandteil von Proteinen auftritt, kann diese Aminosaure

spezifisch zur Erfassung der Zellwandsynthese herangezogen werden.

Das in Abb. 16 dargestellte Densitogramm zeigt, dal} das verwendete dinnschicht-
chromatographische System zu einer Trennung von LL-Dap von den Ubrigen Bestandteilen
der Zellhydrolysate fiihrte. Der Rf-Wert von LL-Dap lag bei 0,27. Die Reaktion mit
Ninhydrin fihrte nach Erhitzen zu griinen, spater gelb werdenden Flecken. Entsprechend
zeigte das, Uber das Densitometer direkt von der HPTLC-Platte aufgenommene UV/Vis-
Spektrum ein Absorptionsmaximum bei 420 nm. Alle anderen Aminosduren bildeten blau-
violette Produkte, so dal3 bel dieser Wellenlénge eine spezifische Bestimmung von LL-Dap
moglich war. Die Quantifizierung erfolgte nach densitometrischer Auswertung Uber
Peakflachen oder Peakhthen. Beide Parameter zeigten lineare Eichkurven bis zu
Konzentrationen von 1 mM (Abb. 17).
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Abb. 17. HPTLC-Analytik von LL-Dap. Links: UV/Vis-Spektrum der LL-Dap-Bande

(Hintergrundspektrum subtrahiert). Rechts: Kalibrierungskurven

Durch HPTLC-Anadyse von Zelhydrolysaten wurde eine intrazelluldre LL-Dap
Konzentration gemessen, die konstant bei einem Wert von etwa 1 pmol/mg TG lag. In Abb.
18 und Abb. 19 sind die Ergebnisse fir die phosphatlimitierte Batch-Fermentation (111.2.1.),

sowie flr eine ammoniumlimitierte Puls-Fermentation (analog zu 111.2.3.) gezeigt.
Eine Zunahme des Dap-Gehalts, der auf eine verstérkte Zellwandsynthese in bestimmten

Fermentationsphasen hindeuten wiirde, konnte nicht beobachtet werden.

1
08 +
=
= 4
g 06+
3
E oa+¢
= 1
a
5 02+
-
0 f I I
0 50 100 150 200
t[h]
—4— LL-Dap —— TG

100

10

0,1

TG [g/l]

Abb. 18. Konzentrationsverlauf von LL-Dap wéhrend phosphatlimitierter Fermentation
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Abb. 19. Konzentrationsverlauf von LL-Dap wahrend ammoniumlimitierter Fermentation mit

Ammoniumpuls

5. Untersuchung einer regulationsdefekten Mutante von

S. tendae

5.1. Charakterisierung von S. tendae bld-1

Zur Aufklérung von Ubergeordneten Regulationsmechanismen kdnnen Mutanten heran-
gezogen werden, die Defekte in Luftmyzelbildung oder Sporulation aufweisen. Solche
Mutanten zeigen in der Regel einen pleiotropen Phanotyp, von dem neben der
morphologischen Entwicklung auch die Antibiotikaproduktion betroffen ist. So weisen z. B.
relA und relC Mutanten Defekte in der morphologischen Differenzierung bzw. veranderte

Koloniemorphologien auf (CHAKRABURTTY & BIBB, 1997; OcHI, 1990b ).
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Vor diesem Hintergrund wurden, wie unter 11.6. beschrieben, acriflavinresistente Mutanten
von S tendae selektioniert. Eine as S tendae bld-1 bezeichnete Mutante wurde aufgrund
ihres interessanten morphologischen Erscheinungsbildes zum Vergleich von Nukleotid- und
Produktspektrum mit dem S. tendae-Wildtypstamm herangezogen. Die Mutante zeigte keine
Auxotrophien und der morphologische Phanotyp erwies sich a's konditional im Hinblick auf
die verwendete Kohlenstoffquelle. Wéhrend bei Wachstum auf Komplexmedium (Medium 1)
oder Glucose-Minimalmedium (Medium 8) keine Luftmyzelbildung und Sporulation auftrat,
war der Stamm in der Lage bei Verwendung von Mannit a's C-Quelle zu differenzieren.
Besonders aufféllig war in allen getesteten Medien die Produktion eines dunkelbraun-rot
gefarbten Pigments, dessen UV/Vis-Spektrum aufgrund seiner Ahnlichkeit mit dem Spektrum
von Juglomycin auf eine chinoide Grundstruktur hinwies (Abb. 20). Die gemessenen Ab-
sorptionsmaxima bei 280 nm und 435 nm waren gegeniiber denjenigen von Juglomycin bel
260 nm und 425 nm etwas in den langerwelligen Bereich verschoben.

Dieses Produkt wurde wie unter 11.7.2. beschrieben isoliert. Dabei wurden zwei Verbindungen
erhalten, die durch *H-NMR und *C-NMR Analysen als die Carbazolderivate CS-79B (SETO
& HAYAKAWA, 1994) und Carquinostatin A (SHIN-YA et al., 1993) identifiziert werden

konnten.

Abb. 20. DAD-UV/Vis-Spektren von Juglomycin (---) und des Carbazolprodukts aus
S. tendae bld-1 (—)
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5.2. Produktspektrum von S. tendae Wildtyp und bld-1

In Abb. 21 sind Schiittelkolbenversuche dargestellt, bei denen Wachstumskurven und
Antibiotikaproduktion von S. tendae WT und S. tendae bld-1 verglichen wurden.

Bei den eingesetzten Medienkonzentrationen (Medium 8 mit 30 g/l Glucose bzw. 30 g/l
Mannit) traten keine C- oder N-Limitierungen wéhrend der Kultivierung auf. Die
Konzentrationen von Nikkomycinen, Juglomycinen und den Carbazolderivaten wurden durch
HPL C bestimmt.

S tendae WT produzierte in Glucose-MM Nikkomycine und Juglomycine, wobei Hochst-
konzentrationen von 190 mg/l bzw. 70 mg/l erreicht wurden (Abb. 21a). Bei S. tendae bld-1
wurden dagegen keine Nikkomycine gebildet (Abb. 21b). Im Gegensatz zur morphol ogischen
Differenzierung konnte die Nikkomycinsynthese auch durch Verwendung von Mannit als C-
Quelle nicht wiederhergestellt werden (Abb 21c). Juglomycine und Carbazole wurden in
beiden Medien zeitgleich bis zu Konzentrationen von jeweils 120 mg/l synthetisiert
(Verhdltnis von Juglomycin A zu B = 1,5 : 1; CS-79B zu Carquinostatin A = 10 : 1). Beide
Antibiotika erwiesen sich als im Kulturiberstand nicht stabil, so daf3 die Konzentrationen

wahrend der stationaren Phase wieder abnahmen.

Um zu testen, ob die Bildung von Nikkomycinen an die morphologische Differenzierung
gekoppelt ist, wurden zusétzlich Agarkulturen von S. tendae bld-1 mit Wasser extrahiert und
durch HPLC analysiert. Auch bel Verwendung von Mannit als C-Quelle auf einem festen
Nahrboden und damit verbundener Luftmyzelbildung und Sporulation konnten jedoch keine

Nikkomycine nachgewiesen werden.
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Abb. 21. Antibiotikaproduktion durch Streptomyces tendae WT und bld-1. (a): Wildtyp in
Glucose-Minimalmedium; (b): Mutante bld-1 in Glucose-Minimalmedium;
(c): Mutante bld-1 in Mannit-Minimalmedium. —0— Trockengewicht,
—&— Nikkomycine, —&— Juglomycine, —©— Carbazole
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5.3. Identifizierung von CS-79B und Carquinostatin A

In den *H-NMR-Spektren von CS-79B und Carquinostatin A war eine Signalgruppe zwischen
0 =6,9 und & = 7,7 zu sehen, die mit ihrem Kopplungsmuster auf einen 1,4,5-trisubstituierten
Benzolring hindeutete (Abb. 22, Abb. 23, Tab. 5). Das Dublett bel 6 = 7,64 koppelte mit dem
doppelten Dublett bei d = 6,99. Die Kopplungskonstante von 2 Hz lief3 auf eine meta-Position
der beiden Protonen zueinander schlief3en. Das Signal bei & = 6,99 koppelte auBerdem mit
dem Dublett bei = 7,50. Hier liefd sich mit Hilfe der Kopplungskonstante eine ortho-Position
der beiden Protonen zueinander zuordnen.

Mit Hilfe eines HMQC-Spektrums (bei 7543 MHz und 300 MHz) wurde die
Protonenkonnektivitét der *C-Signale bestimm.

Das Substitutionsmuster am Phenylring sowie die Position von zwel Substituenten lief3 sich
zusétzlich durch HMBC-Korrelierung (C-H-Fernkopplungen) ermitteln (Abb. 24). Die
Protonen an C-5 und C-7 koppelten auf die Methylengruppe bei & = 33,8/3,37. Die
Methylengruppe koppelte auf das benachbarte Doppelbindungs-C-Atom. Die beiden
endstandigen Methylgruppen zeigten sowohl die 23 als auch die *}Kopplung. Ein zweites
Molekiilfragment erhielt man mit Hilfe der 2+ und °JKopplung der aiphatischen
Methylgruppe mit zwei einander benachbarten Methingruppen, die beide an Sauerstoff
gebunden waren. Das C-Atom 10 koppelte weiterhin in den benachbarten Ring hinein. Dies

wurde durch die Kopplung der ebenfalls an den Ring gebundenen Methylgruppe bestétigt.

Eine Suche mit den so gefundenen Fragmenten in der Datenbank AntiBase (LAATSCH, 1997)
fuhrte nur zu einer einzigen Struktur CS-79B, einer bereits aus Sreptomyces exfoliatus 2419-
SVT2 isolierten Carbazolverbindung mit antioxidativen Eigenschaften (Abb. 25, Seto &
HAYAKAWA, 1994). Die zweite gefundene Verbindung weist ein &hnliches H-NMR-
Spektrum auf, lediglich eine OH-Gruppe an C-10 fehlt. Hier fihrt die Suche in AntiBase zu
Carquinostatin  A. Dieser Metabolit wurde erstmals wéhrend eines Screenings nach
Wirkstoffen die Nervenzellen vor freien Radikalen schiitzen konnen, ebenfalls aus S
exfoliatus 2419- SVT2 isoliert (SHIN-YA et d., 1993).

Beide Verbindungen waren bislang nicht als Inhaltsstoffe von S. tendae bekannt.
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Abb. 22. Oben: 1H—NMR—Spektrum von CS-79B in [Dg]DMSO; 200 MHz
Unten: *C-NMR-Spektrum von CS-79B in [Dg]DMSO; 50,3 MHz
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Abb. 23. Oben: *H-NMR-Spektrum von Carquinostatin A in [Dg]DMSO; 200 MHz
Unten: *C-NMR-Spektrum von Carquinostatin A in [Dg]DMSO; 50,3 MHz
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Tab. 5. Chemische Verschiebungen firr **C- und *H-Kerne von CS-79B und Carquinostatin A

CS-79B Carquinostatin A

Position Bc H Bc H
1 1423 139,7
2 1322 134,4
3 184,4 183,6
4 172,0 172,6
4a 111,3 110,6
4b 137,1 137,3

119,0 7,64 119,2 7,65

1257 125,9

124,6 6,99 124.8 7,04
8 114,2 7,50 113,1 7,51
8a 136,5 1354
%a 1455 146,1
10 74,1 4,69 37,6 2,74
11 69,3 3,98 65,8 3,96
12 19,5 1,16 23,6 1,14
13 12,0 1,94 12,1 1,92
14 338 3,37 33,8 3,38
15 1237 532 123,6 532
16 131,3 1314
17 25,4 1,72 25,4 1,72

18 17,6 1,72 17,6 1,72
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Abb. 24. C-H-Kopplungen aus dem HMBC-Spektrum (bei 75,47 MHz und 300 MHz) von CS-
79B in [D6]DMSO

1: CS-798B: R=oH R
2: Carquinostatin A: R = H OH

Abb. 25. Strukturen von CS-79B und Carquinostatin A

Physikalisch-chemische Eigenschaften von CS-79B: Schmelzpunkt = 143°C; MS = 352,4;
UV Amax = 223 nm, 248 nm, 428 nm; IR vmax = 3600 cm™, 3100 cm'?, 3020 cm™,

2980 cm?, 1680 cm?, 1650 cm?, 1630 cm™®, 1480 cm™; Rf = 0,15 (Kieselgel, Chloroform -
5% Methanol)
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Physikalisch-chemische Eigenschaften von Carquinostatin A: Schmelzpunkt = 197°C; UV
Amax = 231 nm, 271 nm, 423 nm; IR vmax = 3600 cm™*, 3100 cm™, 3020 cm™, 2980 cm™,
1680 cm™, 1650 cm™, 1630 cm?, 1480 cm™; Rf = 0,30 (Kieselgel, Chloroform - 5%
Methanol)

5.4. Antibiotische Aktivitdten von CS-79B und Carquinostatin A

Die beiden isolierten Carbazolverbindungen wurden im Plattendiffusionstest auf das Vor-
handensein von antibiotischen Aktivitdten geprift. Als Testkeime wurden grampositive
Bakterien, darunter Kokken (Micrococcus), nicht-sporenbildende Stabchen (Lactobacillus),
coryneforme Bakterien (Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Curtobacterium)
und Actinomyceten, Endosporen bildende Stébchen (Bacillus) sowie gramnegative Bakterien
(Agrobacterium, Erwinia, Escherichia, Xanthomonas) eingesetzt. Als eukaryotische Vertreter
wurden zwei Hefen (Pichia und Saccharomyces) ausgewahlt. Halobacterium hal obium gehort
zur Gruppe der Archaegbakterien und unterscheidet sich von den Eubakterien u.a. im Aufbau
von Zellwand, Membranlipiden sowie dem Transkriptions- und dem Translationsapparat
(WOoESE et al., 1978).

Wie aus Tab. 6 ersichtlich, zeigten beide Substanzen sehr &hnliche Wirkspektren, wobei CS-
79B etwas weniger aktiv war als Carquinostatin A. Die antibiotische Wirkung beschrénkte
sich aber auf Arthrobacter-Stémme, Agrobacterium tumefaciens und Brevibacterium

sterolicum.

Fur die sensitiven Stdmme wurden im Reihenverdinnungstest minimale Hemm-
konzentrationen ermittelt, die zwischen 1 und 10 pg/ml lagen (Tab. 7).

Ausplattieren von 1 pl Kultur fihrte durch Diffusion des Wirkstoffs in den Agar zu einer
Erniedrigung der Konzentration, worauf die Zellen wieder fahig waren zu wachsen. Damit

erwiesen sich die antibiotischen Effekte als bakteriostatisch.
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Tab. 6. Antibiotische Wirkungsspektren von CS-79B und Carquinostatin A

Testorganismen

Hemmzone [mm]:
CS-79B

Carquinostatin A

Agrobacterium tumefaciens
Amycolatopsis mediterranei
Arthrobacter crystallopoites
Arthrobacter globiformis
Arthrobacter oxydans
Arthrobacter pascens
Arthrobacter simplex
Bacillus migulanus

Bacillus subtilis
Brevibacterium sterolicum
Corynebacterium glutamicum
Curtobacterium flaccumfaciens
Escherichia coli A 19
Escherichia coli H 560
Halobacterium halobium
Klebsiella planticola
Lactobacillus casei
Micrococcus luteus
Pseudomonas saccharophila
Sreptomyces tendae (vegetative Zellen)
Sreptomyces tendae (Sporen)
Sreptomyces tendae bld-1
Xanthomonas oryzae

Saccharomyces cerevisiae

10
16
10
14
12
+/-

1) keine Hemmwirkung
2) Hemmuwirkung undeutlich
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Tab. 7. Minimale Hemmkonzentrationen von CS-79B und Carquinostatin A

Testorganismen MHK [pg/ml]:
CS-79B Carquinostatin A

Agrobacteriumtumefaciens 1,25 1,25
Arthrobacter crystallopoites  >10 10

Arthrobacter globiformis 10 5

Arthrobacter oxydans >10 10

Arthrobacter pascens 25 25
Brevibacterium sterolicum >10 10

5.5. Fermentation

Die Analyse einer phosphatlimitierten Fermentation analog zu 111.2.1. zeigte, dal es sich bei
S tendae bld-1 nicht um eine ppGpp’-Mutante handelt (Abb. 26). So war wahrend die
Phosphatkonzentration im Medium abfiel, ein ppGpp-Anstieg nachweisbar, der allerdings mit
einer Hochstkonzentration von weniger als 5 pmol/mg TG nur 8ul3erst schwach ausfiel und in
der Néhe der Nachweisgrenze der Methode lag. Nach Beendigung des Wachstums wurde kein
ppGpp mehr in den Myzelextrakten gefunden.

Bemerkenswert war aulRerdem der Produktionsverlauf der Carbazolderivate. Ahnlich wie bei
den Schiittelkolbenkulturen mit Glucose-Minimalmedium traten CS-79B und Carquinostatin
A bereits wéhrend der Wachstumsphase im Kulturiberstand auf, wobei die maximale
Konzentration im Fermenter mit 24 mg/l deutlich geringer ausfiel asin Schittelkolben (Abb.
21).

Gegen Ende der Wachstumsphase war kein Produkt mehr im Kulturliberstand vorhanden.
Wahrend der stationdren Phase nach 80 h und 100 h konnten jedoch beide Antibiotika wieder
detektiert werden, wobei noch ungefdhr die Héfte der Konzentrationen aus der ersten

Produktionsphase erreicht wurden.
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Abb. 26. Phosphatlimiterte Fermentation mit S. tendae bld-1. —>— Trockengewicht,
—O— Carbazole, —— ppGpp, ~%— PO4

6. Untersuchung der autotoxischen Wirkung von
Juglomycin

Da prokaryotische Zellwande nicht aus Chitin aufgebaut sind, wird S. tendae nicht durch die
von ihm gebildeten Nikkomycine gehemmt. Im Gegensatz zu dieser xenobiotischen Wirkung
der Nikkomycine ist fur die Juglomycine ein korrespondierender Wirkort im Produzenten
vorhanden, so dal’3 bei einer hinreichenden Konzentration Wachstumshemmung auftritt.
Dadurch kann die Juglomycinsynthese auch die Nikkomycinproduktion in Fermentations-
prozessen beeinflussen.

Um die Auswirkungen von Juglomycin auf die Nikkomycinbildung beurteilen zu kénnen, ist
es notwendig die minimale Hemmkonzentration (MHK) von Juglomycin bei S. tendae zu
kennen. Da fir die Beurteilung der Autotoxifikation Kentnisse tber die Wirkmechanismen
dieses Antibiotikums vorteilhaft sind, wurden ferner Untersuchungen zur Charakterisierung
der Wirkungsweise durchgefihrt.
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6.1. Produktion und Isolierung von Juglomycin

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration erforderte, dal3 zuerst eine grof3ere
Menge Juglomycin produziert und in ausreichender Reinheit isoliert wurde.

In Vorversuchen wurde deshalb nach einem mdglichst glnstigen Produktionsmedium
gesucht. Verglichen wurde die Juglomycinproduktion in den komplexen Medien 1-4 sowie in
Medium 8 al's chemisch definiertem Medium.

Die Ergebnisse dieses Medientests sind in Abb. 27 graphisch dargestellt. In den Schiittel-
kolben mit Medium 8 konnte kein Juglomycin nachgewiesen werden. Geringe Mengen
Juglomycin wurden in Medium 1 produziert. Die hdchste Konzentration wurde mit 12,5 mg/|
nach 48 h gemessen. Wesentlich glnstigere Verhaltnisse fir die Juglomycinbildung lagen in
Medium 3 und Medium 4 vor. Die Hoéchstkonzentrationen betrugen hier 46 mg/l bzw. 74 mg/l
nach 72 h. Als mit Abstand effektivstes Medium erwies sich jedoch Medium 2. Nach 72 h
wurde eine Konzentration von 330 mg/l ermittelt. 24 h spéter war der Juglomycingehalt
bereits deutlich auf unter 150 mg/l gesunken.

350
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= 2501
[=)
E
= 200 +
(]
£
& 150 + —‘
=)
p=}
- 100 1
50 - ‘
0
24 48 72 96
t[h]
B Medium 1 O Medium 2 B Medium 3 H Medium 4

Abb. 27. Medienabhangigkeit der Juglomycinproduktion
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Fur die Isolierung von Juglomycin wurde S tendae daher in 2,8 | Medium 2 geziichtet. Nach
72 h Inkubationsdauer wurde das Kulturfiltrat wie unter 11.7.1. beschrieben aufgearbeitet. Die
Bestimmung des Juglomycingehalts der einzelnen Reinigungsstufen erfolgte durch HPLC und
DC an Kieselgel.

Die vereinigten und auf 155 ml eingeengten Juglomycin-haltigen Fraktionen aus der
Gefiltration an Sephadex LH-20 stellten das Juglomycin-Rohprodukt (Juglomycin-RP) dar.
Die Juglomycinkonzentration in diesem Rohprodukt betrug 7,4 mg/ml. Da im Kulturfiltrat
160 mg/l vorhanden waren, ergab sich durch die Aufarbeitung ein Verlust von ungeféhr 75 %.
Fur die Aufnahme antibiotischer Wirkspektren und die Bestimmung von minimaen
Hemmkonzentrationen wurde die wahrend der Aufarbeitung gewonnene kristalline Rein-
substanz verwendet.

Abb. 28 zeigt die dinnschichtchromatographische Analyse von Rohprodukt und dem
kristallinen Standard. Im Rohprodukt waren im sichtbaren Licht mehrere gelb geférbte
Banden zu sehen, die sich in Gegenwart von Sauerstoff und Licht ins Dunkelbraune
verfarbten. Alle Banden wurden mit Hilfe des Densitometers UV/Vis-spektroskopisch
verglichen. Die lipophilsten Banden (Rf = 0,73; 0,60; 0,56) wiesen die fur Juglomycine
typischen Absorptionsmaximabei 260 nm und 425 nm auf.

Demgegeniiber zeigte der Fleck mit Rf-Wert = 0,36 bei 425 nm nur ein sehr schwach
ausgepragtes Maximum. Mit dem abweichenden Absorptionsverhalten in Einklang stand, daid
sich bei diesem Fleck in der Bioautographie keine biologische Aktivitét gegen Bacillus
subtilis nachweisen lies, wohingegen die Juglomycin-Banden in diesem Test deutliche
Wachstumshemmung hervorriefen.

Bel Betrachtung im sichtbaren Licht und unter UV-Licht bei 254 nm und 366 nm erschien die
erhaltene Standardisung as einheitliches Produkt (Spur Il, Rf = 0,73), das auch in den
Ubersténden der Fraktionen, in denen die Kristallisation auftrat noch vorhanden war (Spur 1).
Auch im HPLC-Chromatogramm erwies sich sich die Kristalllésung a's chromatographisch
rein (Abb. 29).
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6.2. Wirkungsspektrum

Mit Hilfe des Plattendiffusionstests wurde ein antibiotisches Wirkspektrum von Juglomycin
aufgenommen. Bei jedem Testkeim wurde das Wachstum auf einem Komplexmedium
(Medium 5) und auf eéinem Minimalmedium (Medium 7, Halobacterium halobium: Medium
6) verglichen.

Aus Tab. 8 geht hervor, dal3 Juglomycin Uber ein breites Wirkungsspektrum verfiigt. Alle
getesteten Organismen wurden im Wachstum gehemmt, was auf einen zentralen Wirkort
dieses Antibiotikums im Stoffwechsel schlieffen |&%t. Die groften Hemmhofdurchmesser
traten bel Arthrobacter-Stémmen, Brevibacterium linens, Curtobacterium flaccumfaciens und

Erwinia amylovora auf.

6.3. Minimale Hemmkonzentrationen

Fur ausgewdhlte Stémme wurde die MHK durch Kultivierung in Mikrotiterplatten (s.
11.8.3.1.) bestimmt. Wie aus Tab. 9 ersichtlich, lagen die ermittelten Werte zwischen 0,1
pg/ml und 5,0 pg/ml. Deutlich unterschiedliche Empfindlichkeiten zwischen grampositiven
und gram-negativen Keimen wurde nicht beobachtet. Die Wirkung erwies sich in alen Féllen
als bakteriostatisch, da durch das Verdiinnen des Mediums wieder Zellwachstum einsetzte.

Zur Ermittlung der MHK auf den Produzentenstamm S. tendae wurde der Reihenverdiin-
nungstest verwendet. Dabei wurde in Minimamedium (Medium 8) ein Wert ermittelt, der
zwischen 8 und 13 pg/ml lag. Bacillus subtilis diente a's Vergleichsstamm und reagierte mit
einer MHK von 0,65 pg/ml (Medium 7) wesentlich sensitiver. Auch hier war die Wirkung
bakteriostatisch.
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Tab. 8. Antimikrobielle Aktivitaten von Juglomycin

Hemmzone [mm]:
Testorganismen Juglomycin Streptomycin

(15 pg/Rondelle) (10 pg/Rondelle)

Km? MM? KM MM
Agrobacterium tumefaciens 14 24 22 22
Arthrobacter aurescens 14 22 26 -
Arthrobacter crystallopoites 18 34 31 48
Arthrobacter globiformis 26 28 17 29
Arthrobacter oxydans 16 26 24 16
Arthrobacter pascens 18 26 34 28
Arthrobacter simplex 14 22 19 17
Bacillus migulanus 14 3 22 -
Bacillus subtilis 14 18 17 15
Brevibacterium linens 16 30 34 32
Corynebacterium glutamicum 14 18 16 17
Curtobacterium flaccumfaciens 12 34 32 40
Erwinia amylovora 16 30 22 22
Escherichia coli A 19 10 17 9 18
Halobacterium halobium ng? 18 n.g. 0
Lactobacillus casei 14 22 26 30
Micrococcus luteus 10 17 14 20
Micrococcus roseus 20 26 30 30
Myxococcus sp. 18 - 26 -
Pichia pastoris 16 - n.g. n.g.
Xanthomonas oryzae 14 24 20 18
Saccharomyces cerevisiae 12 - n.g. n.g.

1) Komplexmedium
2) Minimalmedium
3) kein Wachstum
4) nicht getestet
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Tab. 9. Minimale Hemmkonzentrationen von Juglomycin

Testorganismen MHK [pg/ml]
Agrobacterium tumefaciens 50
Arthrobacter crystallopoites 0,1
Arthrobacter globiformis 50
Brevibacterium flavum 05
Escherichia coli A 19 50
Micrococcus luteus 5,0
Xanthomonas oryzae 0,5
Saccharomyces cerevisiae 1,0

6.4. Antagonisierung der antibiotischen Wirkung durch L-Cystein

Der Vergleich der Hemmwirkung auf komplexem Medium und auf Mininalmedium (Tab. 8)
zeigte, dal? die antibiotischen Effekte auf alle getesteten Organismen bel Verwendung eines
chemisch definierten Mediums deutlich stérker ausfielen as bei Wachstum auf einem
komplexen Medium. Offensichtlich befinden sich im Komplexmedium Bestandteile die die
Wirkung von Juglomycin teilweise neutralisieren kbnnen. Da Chinone im allgemeinen keinen
aromatischen Charakter zeigen, sondern sich chemisch eher wie a, B-ungeséttigte Ketone
verhalten, kommen zur Erklérung 1,4-Additionsreaktionen mit SH- und NHx-Gruppen in
Betracht.

Mit Hilfe des Kreuzstreifentests wurde daher untersucht ob die durch Juglomycin bewirkte
Wachstumshemmung von B. subtilis, durch die Aminosauren L-Cys bzw. L-Gly aufgehoben
werden konnte.

Wie Abb. 30 zeigt, trat beiderseits des mit einer Juglomycinldsung getrankten Filterstreifens
eine deutliche Hemmzone auf. Bel Verwendung von L-Cys auf dem 2. Teststreifen wurde
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diese Hemmzone entlang des L-Cys-Konzentrationsgradienten immer schmaler und war
schliefflich im Kreuzbereich praktisch vollstdndig aufgehoben. L-Gly zeigte keinen Effekt.
Die antibiotische Wirkung von Juglomycin konnte somit spezifisch durch L-Cys aufgehoben

werden.

IJM-RP JM-RP JM-RP JM-RP
+L-Cys +L-Gly 37°C

Abb. 30. Antagonisierung der Juglomycinwirkung durch L-Cys (IJM-RP: Juglomycin-
Rohprodukt). Links: Kreuzstreifentest; rechts: Duinnschichtchromatogramm

Die dinnschichtchromatographische Untersuchung der Reaktionen der Juglomycin-
rohextraktldsung mit L-Cys und L-Gly lieferte entsprechende Resultate (Abb. 30). Wahrend
sich der Resktionsansatz IM-RP + L-Gly (Spur I11) chromatographisch nicht von JM-RP
(Spur 1) unterschied, waren nach Inkubation mit L-Cys die charakteristischen gelben
Juglomycinbanden verschwunden (Spur 1). Stattdessen trat am Startfleck ein dunkles hydro-
philes Produkt auf, bei dem es sich um ein Addukt aus Juglomycin und L-Cys handeln dirfte.
Spur 1V diente der Stabilitétsanalyse des Juglomycin-Rohprodukts und zeigt, dal3 bei der
Inkubationstemperatur des Kreuzstreifentests (37 °C) kein Zerfall der Juglomycine auftrat.
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6.5. Hemmung von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Das Enzym Glycerina dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) besitzt einen L-Cys-Rest
im aktiven Zentrum, dessen SH-Gruppe durch eine Thioesterbildung am katalytischen
Mechanismus der Umsetzung von Glycerinaldehyd-3-phosphat zu 1,3-Biphosphoglycerat im
Rahmen der Glykolyse beteiligt ist (Abb. 31). Wenn die 1,4-Addition von SH-Gruppen an
den Naphtochinonring des Juglomycins fir die antibiotische Wirkung von Bedeutung ist,
sollte dieses Enzym durch Juglomycin gehemmt werden. Wie unter 11.8.5.1. beschrieben,
wurde daher ein in vitro-Testsystem aufgebaut, in dem die Einfllsse von Juglomycin (17 pM)
sowie von 1,4-Naphtochinon (1,4-NQ, 24 uM) a's Kontrollsubstanz untersucht wurden.

NAD* NADH +H*
H-C=0
(i« ifon == [
H- c OH
CH20®
NADH + H* NAD*
E» S—('3=0 + NAD* =—= E S—C|=o + NADH + H*
H-C-OH H-C-OH
CH,0® CH,0(®
NAD* NAD*
0=C-0- ®
H-C—OH CHzO®
CH,0(®)

Abb. 31. Umsetzung von Glycerinaldehyd-3-phosphat durch GAPDH

Der Reaktionsverlauf ist in Abb. 32 dargestellt. Sowohl 1,4-NQ wie auch Juglomycin fihrten
zu einer deutlichen Hemmung des Enzymansatzes. Bereits nach 3 min war eine Inhibition von
80 % durch Juglomycin erreicht. Im weiteren Verlauf kam es zu einer leichten Abnahme der
Hemmwirkung, moglicherweise verursacht durch Juglomycinzerfall. Chinone sind, besonders
in Gegenwart von Sauerstoff bzw. Licht instabil und kdnnen sich durch Oxidation/Reduktion

oder durch Polymerisierungsreaktionen verandern.
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Reaktionsverlauf
EO-Ex

0 5 10 15 20 25

t [min]

—A— Juglomycin —&- 1,4-NQ —%— Kontrolle

100

% Hemmung

0 5 10 15 20 25

Juglomycin 7" 1,4-NQ

Abb. 32. Hemmung von GAPDH durch 1,4-NQ und Juglomycin
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6.6. Hemmung von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und
Lactat-Dehydrogenase

Um zu kl&ren ob es sich bei der beobachteten Hemmung von GAPDH um einen spezifischen

Effekt handelte, wurde der Einflul? von Juglomycin auf zwei weitere Enzyme, Glucose-6-

phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH) und L actat-Dehydrogenase (LDH) getestet.

Wie aus Abb. 33 hervorgeht, wurde der Ansatz mit G-6-PDH durch Juglomycin vollsténdig

gehemmt. 1,4-NQ fihrte dagegen nur zu einer abgeschwéchten Inhibition. Wahrend die

Kontrollansdtze ohne Zusatz von Hemmstoff einen typischen Séttigungsverlauf zeigten,

verlief die Reaktion unter dem Einflu von 1,4-NQ deutlich verlangsamt. Die NADPH-

Konzentration stieg linear an und erreichte nach 20 min einen Wert der bei ungeféhr 60 % der

Kontrollen lag.

Wieder anders sah die Reaktionskinetik bei der Reduktion von Pyruvat zu Lactat durch LDH

aus (Abb. 34). Ohne Zusatz von Hemmstoff verlief die Umsetzung schlagartig innerhalb

weniger Sekunden. Juglomycin bzw. 1,4-NQ-Zusatz bewirkten hier einen identischen

Hemmverlauf. Die Reaktion lief zwar verlangsamt ab, fihrte jedoch innerhalb von 20 min zu

einer vollstéandigen Umsetzung von Pyruvat.

Alle drel getesteten Enzyme erwiesen sich demnach als sensitiv gegen die Naphtochinone

Juglomycin und 1,4-NQ, zeigten jedoch voneinander stark abweichende I nhibitionskinetiken.
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IV. Diskussion

Die Regulation der Antibiotikaproduktion bel Streptomyceten besteht aus einem komplexen
Netzwerk, in dem verschiedene extrazellulére und intrazelluldre Systeme integrativ zusam-
menwirken. Zwar sind die einzelnen Bestandteile und Mechanismen dieses Regulations-
netzwerks immer noch in weiten Teilen unbekannt, doch gibt es physiologische und
genetische Hinweise, die fir eine maligebliche Beteiligung der stringenten Kontrolle an der
Induktion von Morphogenese und Sekundéarstoffwechsel sprechen (SIMUTH et a., 1979; OcHI,
198643, 1986b, 1990a). Neuere Untersuchungen mit rel A-Mutanten von S. coelicolor ergaben,
dald ppGpp, das die stringente Reaktion auslost, fur die Antibiotikaproduktion bel diesem
Stamm zumindest unter Stickstoffmangelbedingungen benttigt wird (CHAKRABURTTY &
Biee, 1997). Bei S antibioticus fuhrte die Inaktivierung von relA zum Verlust der
Actinomycinbildung (HOYT & JONES, 1999).

In der vorliegenden Arbeit gelang es auch in Fermentationen mit den beiden Actinomyceten-
stdmmen Streptomyces tendae und Amycolatopsis mediterranei ppGpp hachzuweisen. Beide
Organismen zeigten einen raschen Anstieg dieses Signal nukleotids als Reaktion auf Phosphat-
und Ammoniummangel zusténde. Die Biosynthese von ppGpp konnte mit der Produktion von
Nikkomycinen und Juglomycinen bzw. von Balhimycin korreliert werden. Das Pentaphosphat
ppPPGpp, das ebenfals stringente Kontrolle auslost, wurde dagegen unter keinen der
untersuchten Kultivierungsbedingungen beobachtet.

Bel S tendae lief3en sich nur geringe Mengen von ppGpp nachweisen. Phosphatmangel fihrte
zu einer Hochstkonzentration von 11 pmol/mg TG, Ammoniummangel zu 7,5 pmol/mg TG
bzw. 8,2 pmol/mg TG. Bei der unlimitierten Fermentation wurden 9,3 pmol/mg TG erreicht.
A. mediterranei synthetisierte unter Phosphatmangel 6,5 pmol/mg TG, unter Stickstoffmangel
fiel die ppGpp-Produktion dagegen mit 25 pmol/mg TG deutlich stérker aus.

Im Vergleich dazu wurden fir S coelicolor Maximalkonzentrationen von 16 pmol/mg TG
(STRAUCH et d., 1991), 14,3 pmol/mg TG (CHAKRABURTTY et a., 1996) und 15 pmol/mg TG
(CHAKRABURTTY & BiBB, 1997) publiziert, wobei dieselben analytischen Methoden zum

Einsatz kamen. JONES et a. (1996) fanden bei Fermentationen mit S. clavuligerus nach
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Ammoniumlimitation 17 pmol/mg TG und KELLY et a. (1991) berichten von 80 pmol/mg TG
bel S antibioticus. Ebenfalls in S antibioticus wurden von HoyT & JONES (1999) uber 250
pmol/mg TG gefunden. In Oberfléchenkulturen von S griseus flhrte die ppGpp-
Akkumulation dagegen zu Hochstwerten die unter 6 pmol/mg TG blieben (KANG et al., 1999).

Diese sehr unterschiedlichen Werte spiegeln neben stammspezifischen Unterschieden auch
unterschiedliche Medienzusammensetzungen, vor alem bezlglich der Stickstoffquelle wider
und kénnen daher nicht direkt miteinander verglichen werden.

Sogenannte ,, shift-down"-Experimente, d.h. Transfer der Zellen von einem aminosdure-
haltigen in ein aminosdurefreies Medium, filhren zu einer noch deutlich ausgeprégteren
ppGpp-Synthese as standiges Wachstum in einem Minimalmedium. Hier wurden bei S
coelicolor Maximalwerte von 30 pmol/mg TG (CHAKRABURTTY & BIBB, 1997), bis tUber 600
pmol/mg TG (OcHiI, 19908) gemessen.

Nur dieser Fall entspricht der klassischen Aktivierung von RelA wie er fiir E. coli beschrieben
wurde. Werden die Zellen dagegen in Minimalmedium kultiviert, ist bereits eine Anpassung
an schlechtere Ernahrungsbedingungen erfolgt. Beispielsweise missen die Biosynthesewege
fur Aminosauren bereitsinduziert sein, ein Effekt an dem normalerweise RelA beteiligt ist.
Um die gemessenen Werte beurteilen zu kdnnen, sind zunéchst die verwendeten analytischen
Methoden zu hinterfragen. Aufgrund der chemischen Labilitét der 3'-Pyrophosphat-Gruppe
sowohl in saurem wie auch in alkalischem Milieu, kann ppGpp leicht zu ppGp und ppG
(GDP) zerfallen. Die Konzentration der zur Extraktion eingesetzten Sdure und die
Extraktionsdauer miissen aso as Kompromif3 zwischen einer mdglichst quantitativen
Extraktion von Metaboliten auf der einen und moglichst geringen Verlusten infolge
Saurehydrolyse auf der anderen Seite aufgefasst werden. Alternative Extraktionsmethoden
wie Zelllyse durch Lysozym bei neutralem pH (LAGOSKY & CHANG, 1978) oder Fixierung der
Zellen durch Formaldehyd mit anschlief3ender KOH-Extraktion (LITTLE & BREMER, 1982)
wurden bei E. coli angewandt, ohne jedoch das Problem des ppGpp-Abbaus dadurch zu
umgehen. Zusétzliche Verluste von ppGpp kénnen wéhrend der Filtration des Myzels oder
wahrend der 60-mindtigen HPL C-Analyse auftreten.

Legt man die von MARTINEZ-COSTA et a., (1998) verdffentlichten Abbauraten fir ppGpp
zugrunde, lassen sich Halbwertszeiten von etwa 3-6 min berechnen. Daraus wird Klar, dai3 bei
den eingesetzten Mefintervallen die genaue Erfassung der tatséchlich auftretenden Maximal-
konzentration nur zuféllig gelingen dirfte. Die vorliegenden ppGpp-Messungen sollten also

nicht als exakte quantitative Daten interpretiert werden. Vielmehr 1&3 sich aus ihnen die
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qualitative Reaktion der untersuchten Stdmme auf verschiedene Umwelt- bzw.
Kultivierungsbedingungen und eine mdgliche Korrelation von ppGpp-Synthese und der
Induktion des Sekundérstoffwechsel s erschliessen.

Bei Verwendung eines komplexen Mediums konnten PFEFFERLE et a. (1995) in S tendae TU
901 wahrend der gesamten Kultivierungsdauer tberhaupt kein ppGpp nachweisen. Transfer in
aminosaurefreies Medium fuhrte dagegen zu Maximalkonzentrationen von tber 100 pmol/mg
TG. Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stamm und unter den gewahiten
Fermentationsbedingungen treten also nur geringe ppGpp-Konzentrationen auf. Die gemes-
senen Konzentrationen der Nukleosidtriphosphate liegen in den fir andere Streptomyceten

publizierten Bereichen.

Der Vergleich zwischen Phosphat- und Ammoniumlimitation zeigt, daf3 die ppGpp-
Akkumulierungen bei S tendae in beiden Féllen zu drastischen Stoffwechselumstellungen
fuhrten, dieim Sinne einer stringenten Kontrolle interpretiert werden kénnen.

So weist die abnehmde RNA-Konzentration auf einen Stop der Synthese von Ribosomen, auf
die Aktivierung intrazelluldrer RNasen und damit auf die Beendigung der Wachstumsphase
hin. Ebenfallsin dieser Phase kam es zur Induktion der Nikkomycinsynthese und zur Expres-
sion einer alkalischen Phosphatase. Extrazelluldre Phosphatasen dienen unter Phosphat-
mangelbedingungen der Erschliefung alternativer Phosphatquellen in der Umgebung.
Uberraschenderweise wurde auch bei ammoniumlimitierter Fermentation eine entsprechende
Phosphataseaktivitét infolge der ppGpp-Akkumulierung gefunden, obwohl die Phosphat-
konzentration tber 2 mM betrug. Die Expression dieses Enzyms kénnte demnach von ppGpp
abhangen, ein Befund der durch die Beobachtungen von GENTRY et a., (1993) unterstiitzt
wird. Danach ist in ppGpp>Mutanten von E. coli die Induktion einer Phosphatase
beeintréchtigt. Welche physiologische Funktion dieses Enzym unter Stickstoff-
mangel bedingungen besitzt ist unklar.

Daneben wurden jedoch auch charakteristische Unterschiede zwischen phosphat- und
ammoniumlimitierter Fermentation festgestelIt.

Bel Phosphatlimitation wurden die intrazelluléren Nukleosidtriphosphatpools schnell auf-
gebraucht, so da’ Phosphatmangel mit Energiemangel gleichzusetzen ist. Unter Stickstoff-
mangelbedingungen wurden dagegen etwa 10-fach hohere Triphosphatkonzentrationen

gemessen.
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Sowohl bei S tendae wie auch bei A. mediterranei erfolgte bei phosphatlimitierter
Fermentation eine Akkumulierung von ppGpp zu einem Zeitpunkt, als noch Phosphat im
Medium vorhanden war. Die maximale ppGpp-Konzentration korrelierte mit Phosphat-
konzentrationen von etwa 1 mM bei S. tendae bzw. 0,2 mM bei A. mediterranei. Im weiteren
Verlauf nahm die Biomasse noch um etwa 7 g/l zu, wobei gleichzeitig Ammonium und
Glucose aus dem Medium aufgenommen wurden. Im Gegensatz dazu erfolgte bei
ammoniumlimitierter Fermentation der ppGpp-Anstieg zeitgleich mit dem vollsténdigen
Verbrauch des Ammoniums und der Biomassezuwachs war mit dem Erreichen der maximalen
ppGpp-Konzentrationen beendet.

Wie durch die Bestimmung der intrazelluldren LL-Dap-Konzentration bei S. tendae gezeigt
wurde, war fir die beobachtete Trockengewichtszunahme keine verstarkte Zellwandsynthese
verantwortlich. Eine Verdickung der Hyphen, die auf einen derartigen Effekt hindeuten

konnte, wurde von HEGE-TRESKATIS (1993) in kontinuierlicher Kultur beobachtet.

Die fur diese Analysen eingesetzte Methode der densitometrischen Auswertung von
Ninhydrin-geférbten HPTLC-Platten erwies sich als geeignet, um den Gehalt an LL-Dap in
Zellhydrolysaten quantitativ zu erfassen. Sowohl bei Phosphat- wie auch bei Ammonium-
mangel zeigte sich eine Uber den Fermentationsverlauf konstante LL-Dap Konzentration von
1 pmol/mg TG.

Bakterien héufen unter Bedingungen die kein Wachstum erlauben, aus den im Medium
vorhandenen Néhrstoffen verschiedene Speicher- oder Reservestoffe an. Wichtige Speicher-
stoffe von Streptomyceten sind Glykogen (BRANA et al., 1986), Triacylglyceride (OLUKOSHI
& PACKTER, 1994) und Polyphosphate (CHATER, 1993). Glykogen und Polyphosphatsynthese
sind bei E. coli abhéngig von erhthten ppGpp-K onzentrationen (HECKER et a., 1986; RAO et
al., 1998). E. coli-Zellen kénnen bei Aminosauremangel und in Gegenwart von Glucose nur
dann Glykogen speichern, wenn sie Uber ein funktionierendes relA-Gen verfligen. Die
Transkription von zwel Genen der Gykogenbiosynthese, glgC und glgA, die fir ADP-
Glucose-Pyrophosphorylase und Glykogensynthase codieren, wird durch ppGpp und auch
durch cAMP stimuliert (ROMEO & PRrEISS, 1989). Es ist daher anzunehmen, dal die
beobachtete Trockengewichtszunahme auf die Bildung von Reservestoffen wie Glykogen
zurtckzufthren ist.

Der interessanteste Aspekt bei den durchgefiihrten Fermentationen betrifft den Zusammen-
hang zwischen dem Nukleotidstoffwechsel und der Produktbildung. Dabei zeigte sich, dal? bei
S tendae unter allen getesteten Bedingungen eine Akkumulierung von ppGpp mit dem
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Beginn der Nikkomycinsynthese korrelierte bzw. diese stimulierte. Ob die Produktbildung
durch Phosphat- oder Ammoniummangel ausgeldst wird, scheint nicht ausschlaggebend zu
sein. Zwar wurde in der phosphatlimitierten Fermentation mit 470 mg/l eine wesentlich
hohere Nikkomycinkonzentration erreicht als bel der stickstofflimitierten Fermentation,
allerdings wurde diese Fermentation in einer frilheren Phase abgebrochen, so dal? hier noch
keine Endkonzentration an Produkt erreicht zu sein schien. Bei der Fermentation 111.2.3.
(Ammoniumlimitation mit Ammoniumpuls) wurden dagegen bereits in der ersten
Produktionsphase ca. 300 mg/l Nikkomycine produziert. Die zweite Produktionsphase, die
durch die gleichzeitige Limitation von Ammonium und Phosphat gekennzeichnet war, lieferte
sogar Uber 500 mg/l Nikkomycine. Diese Fermentation zeigte auf3erdem einen besonders
interessanten Verlauf der intrazelluléren Nukleotide.

Wéhrend die ATP-Konzentration im Verlauf der stationéren Phase stetig anstieg und nach
Wiederaufnahme des Wachstums wieder steil abfiel, fuhrte das zugepulste Ammonium
kurzzeitig zu einer sprunghaften Erhdhung des GTP-Spiegels auf Uber 900 pmol/mg TG.
Stickstoff- und Nukleotidmetabolismus miissen also in irgendeiner Weise gekoppelt sein.
Ammoniumionen werden durch die Wirkung von Glutamin-Synthetasen assimiliert und in
Form von Glutamin und Glutamat dem Zellstoffwechsel zugefuhrt. Daraufhin sollte eine
Aktivierung von intrazellulérer Nukleosiddiphosphat-Kinase (NdK) erfolgen. NdK Ubertrégt
5'-Phosphatgruppen von Nukleosidtriphosphaten auf Nukleosid- bzw. Desoxynukleosid-
diphosphate und stellt ein wichtiges Enzym fur Wachstum, Signaltransduktion und Patho-
genitédt von Bakterien dar (CHAKRABARTY, 1998). Bei Pseudomonas aeruginosa wurde
gefunden, da3 NdK im Komplex mit Ribosomen und dem Elongationsfaktor EF-Tu vorliegen
kann und in dieser Form hauptséachlich GTP synthestisiert (MUKHOPADHYAY et al., 1997). Die
Kettenverlangerung der Peptidsynthese kann sogar durch Antikodrper gegen NdK gehemmt
werden. Ein Effekt der durch Zusatz von GTP aufgehoben wird (MUKHOPADHYAY et dl.,
1997). In Verbindung mit dem GTP-Bindeprotein EF-Tu ist NdK somit an der Modulation
des GTP-Spiegels beteiligt. Damit wirden NdK und RelA gegenlaufige Wirkungen
zukommen. RelA fungiert am Ribosom a's Sensor fir unbeladene tRNA und reduziert durch
Bildung von ppGpp Uber die Hemmung der IMP-Dehydrogenase die intrazellulére GTP-
Konzentration. Niedrige GTP-Konzentrationen werden as Voraussetzung fur die
morphologische Entwicklung und méglicherweise auch fur die Induktion des Sekundér-
stoffwechsels bei Streptomyceten angesehen (OcHI, 1987a, 1987b). NdK dagegen koénnte im
Komplex mit EF-Tu durch die Anwesenheit von Aminoacyl-tRNA aktiviert werden und
wirde dann unter ATP-Verbrauch zur Erhthung des GTP-Spiegels und zum Stop der
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Antibiotikasynthese (s. Nikkomycinverlauf, Abb. 9a) oder algemeiner formuliert zum
Umschalten auf den Primérstoffwechsel fihren. Das schnelle Auffullen des GTP-Pools als
Reaktion auf den Ammoniumpuls macht biologisch Sinn, da GTP bei der Initiation, der
Elongation und auch bei der Termination der Translation als Energiequelle dient und somit
fur die Wiederaufnahme der Proteinbiosynthese unerléllich ist. Entsprechendes gilt fur die
Pools von UTP und CTP. UTP spielt bei der Aktivierung von Zuckern zum Beispiel bei der
Zell-wandsynthese eine entscheidende Rolle. CTP ist an der Biosynthese von Phospholipiden
beteiligt. Daneben sind Nukleosidtriphosphate und ihre Desoxyderivative natirlich as
Substrate fiir die Synthese von DNA und RNA von entscheidender Bedeutung.

Neben GTP konnte dieser Effekt auch bei UTP beobachtet weden (Abb. 10). Die UTP-
Konzentration erreicht mit 2200 pmol/mg TG zu einem Zeitpunkt den maximalen Wert, an
dem die ATP Konzentration schon wieder zuriickging. Die GrofRenordnungen von ATP-
Abnahme (ca. 2000 pmol/mg TG) und der Zunahme von GTP (ca. 750 pmol/mg TG) und
UTP (ca. 1100 pmol/mg TG) stimmten Uberein. CTP zeigte keinen vergleichbar deutlichen

Konzentrationsverlauf.

In den Myzelextrakten aus dieser Fermentation konnte ein zusatzliches, als Gx bezeichnetes
Nukleotid detektiert werden. Aufgrund des UV/Vis-Spektrums und des Laufverhatensin dem
verwendeten HPLC-System dirfte es sich dabei um Guanosin-5'-diphosphat-3'-
monophosphat (ppGp) handeln. ppGp tritt im Verlauf der stringenten Kontrolle von E. coli
und von Streptomyceten auf (Pao et al., 1980; STRAUCH et al., 1991). JONES et a. (1996)
vermuten, dal3 die Bildung dieses Nukleotids in S. clavuligerus vom Stickstoffangebot der
Zellen abhangt. In welchem Verhdltnis ppGp und ppGpp zueinander stehen und welche
Bedeutung ppGp im Rahmen der stringenten Kontrolle zukommt, sind bislang ungeklérte
Fragen.

Besonders interessant war der Konzentrationsverlauf von Gx. Das Nukleotid war erst in der
zweiten Wachstumsphase der Fermentation in den Myzelextrakten nachweisbar. Der
anschliessende Verbrauch des zugepulsten Ammoniums |6ste einen sprunghaften Anstieg auf
Uber 150 pmol/mg TG aus, wobei zu diesem Zeitpunkt kein ppGpp vorhanden war. Das
gegenldufige Konzentrationsverhalten von Gx und ppGpp ist moglicherweise von
physiologischer Bedeutung. Fir eine regulatorische Funktion von Gx spricht auch der starke
Anstieg der Nikkomycinproduktion in Folge der Gx-Akkumulierung. Dal3 es sich bei Gx nicht
lediglich um ein Abbauprodukt von ppGpp handeln kann, wird schon aus den

unterschiedlichen Konzentrationsbereichen deutlich, in denen die beiden Nukleotide gefunden
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wurden. Der maximale Gx-Gehalt lag unter der Annahme, da3 es sich dabei um ppGp
handelt, mit Uber 150 pmol/mg TG, mehr as 10-fach héher as die gemessenen ppGpp-

Konzentrationen.

Dasselbe Nukleotid Gx trat auch bel A. mediterranei auf, alerdings nur wahrend der
ammoniumlimitierten Fermentation. Der Verbrauch von Ammonium |6ste hier eine starke
Akkumulierung auf annghernd 300 pmol/mg TG aus. Auch die Produktion von ppGpp war
mit 25 pmol/mg TG deutlich hoher as bei S. tendae. Trotz der ausgeprégten Synthese dieser
beiden Nukleotide fand in dieser Fermentation keine Produktbildung statt. Unter Stickstoff-
mangelbedingungen sind erhdhte ppGpp-Spiegel folglich nicht ausreichend, um die Balhi-
mycinsynthese zu induzieren. Vielmehr scheint die Induktion des Sekundérstoffwechsels
durch Phosphationen im Medium unterdriickt zu werden. In der phosphatlimitierten
Fermentation wurden entsprechend etwa 400 mg/I Balhimycin gebildet, obwohl die ppGpp-
Konzentration mit weniger as 10 pmol/mg TG deutlich unter den Werten aus der
ammoniumlimitierten Kultur blieb. Die Synthese von Gx wurde unter Phosphatmangel-

bedingungen nicht beobachtet.

Fur Katabolitrepression von Antibiotikasynthesen durch Glucose, Stickstoff und Phosphat
lassen sich viele Beispiele finden, die zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch nur in
Einzelfdllen bekannt. Ammoniumionen reprimieren beispielsweise die Biosynthese ver-
schiedener B-Lactam-Antibiotika (SHEN et al., 1984; ZHANG et d., 1987). Phosphatregulation
konnte im Falle der Candicidinsynthese durch S. griseus auf eine DNA-Sequenz vor dem an
der Candicidinsynthese beteiligten p-Aminobenzoatsynthetase-Gen (pab) zuriickgefihrt
werden (REBOLLO et a., 1989). Diese Promotorsequenz wird von offenbar in Streptomyceten
allgemein vorkommenden phosphatabhangigen Repressorproteinen erkannt, welche bel einer
Phosphatkonzentration unter 1 mM die Expression des pab-Gens freigeben (LIRAS et dl.,
1990). Im gleichen Konzentrationsbereich wurde auch die Nikkomycinbildung bei
phosphatlimitierter Fermentation induziert.

Eine weitere Moglichkeit einer Beeinflussung der Antibiotikaproduktion durch Phosphationen
besteht beispielsweise in der Beteiligung von Proteinkinasen bzw. Phosphatasen an der
Biosynthese und Regulation.

Auf welche enzymatische Aktivitét die bei S. tendae und A. mediterranei gemessene ppGpp-

Synthese zuriickzufiihren ist, kann aus den vorliegenden Daten nicht geschlossen werden.
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Stickstoffmangel zusténde kénnen Uber den RelA-Weg eine ribosomenabhéngige stringente
Reaktion auslésen. Uber den Zusammenhang von Phosphatmangel und stringenter Kontrolle
liegen bislang nur wenig Befunde vor, die auf eine im Vergleich zu Stickstoffmangel
abgeschwéchte Produktion von ppGpp hindeuten. Entsprechende Verhaltnisse lagen bei den
in dieser Arbeit beschriebenen Fermentationen mit A. mediterranei vor. Bei S tendae konnte
ein derartiger Unterschied zwischen phosphat- und ammoniumlimitierter Fermentation
dagegen nicht festgestellt werden. Die bel Energiee oder Phosphatmangelzusténden
beobachtete ppGpp-Synthese wird bel E. coli auf eine Verminderung der 3'-Pyro-
phosphorylaseaktivitét des Enzyms SpoT zurlickgefuihrt (GENTRY et al., 1993).
Selbstverstandlich ist auch unter diesen Bedingungen eine Beteiligung von RelA denkbar, da
ATP-Mangel die tRNA-Beladung durch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen verhindert.

In S codlicolor wurde ein relA/spoT-Homologes Gen gefunden (CHAKRABURTTY et dl.,
1996). Das entsprechende Enzym besitzt neben ppGpp-synthetisierenden auch ppGpp-
abbauende Aktivitdten (MARTINEZ-COSTA et al., 1998). Damit vereint dieses Protein die
Funktionen von RelA und SpoT aus E. coli.

Eine zusitzliche pppGpp-Synthetase wurde in S. antibioticus nachgewiesen (JONES, 1994a).
Das Enzym unterscheidet sich von RelA in einigen wesentlichen Reaktionen. So erfolgt keine
Aktivierung durch Ribosomen. Die Ubertragung des Pyrophosphatrests von ATP erfolgt
ausschliellich auf GTP, wogegen GDP nicht als Substrat akzeptiert wird (JONES, 1994b).
Gleichzeitig stellt diese pppGpp-Synthetase eine Polynukleotidphosphorylase dar, die
maoglicherweise als Exoribonuklease fungiert und dadurch am RNA-Abbau in Rahmen der
stringenten Kontrolle beteiligt sein kénnte (JONES & BiBB, 1996).

Interessanterweise konnte bel S tendae die Produktion von ppGpp auch dann beobachtet
werden, wenn die Hauptsubstrate Glucose, Ammonium und Phosphat wéhrend der gesamten
Fermentationsdauer so zudosiert wurden, dal3 keine konzentrationsbedingten Wachstums-
limitationen auftraten (Abb. 12). BuscHULTE (1991) konnte zeigen, dal? die von S. tendae in
Submerskultur gebildeten kugelférmigen Pellets mit 1 bis 2 mm Durchmesser nur in einer
auferen 100-200 pm dicken Schicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden. Die
schlechte Versorgung der Hyphen im Inneren der Pellets flhrt schliefdlich zur Lyse der Zellen,
so dald sich eine hohle Kernzone ausbildet. Entsprechende Konzentrationsgradienten dirften

auch bei anderen Nahrldsungsbestandteilen auftreten.
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Diese morphologische Beobachtung legt den Schlul? nahe, dal es sich bei derartigen Pellets
auch um physiologisch uneinheitliche Zellpopulationen handelt, d. h. die gemessene ppGpp-
Synthese wiirde durch lokale Mangel zusténde von Zellen in den Pelletzentren hervorgerufen.

Trotz der Synthese von ppGpp wurde in dieser Fermentation praktisch kein Nikkomycin
gebildet, so daf? auch hier von einem hemmenden Einfluf3 der relativ hohen Ammonium- bzw.

Phosphatkonzentrationen auszugehen ist.

Dal? die Antibiotikaproduktion bei S tendae daneben auch von globalen Regulationssystemen
kontrolliert wird, ist aufgrund des phanotypischen Erscheinungsbildes der in dieser Arbeit
beschriebenen bld-Mutante zu vermuten. Neben der Fahigkeit Luftmyzel zu bilden war bel
diesem Stamm auch die Nikkomycinsynthese blockiert. Die fehlende Produktion von Nikko-
mycinen lies sich nicht auf die Abwesenheit von ppGpp zurickfuhren, da dieses Nukleotid in
phosphatlimitierter Fermentation nachgewiesen wurde, wobei alerdings nur eine sehr geringe
Konzentration von 4,7 pmol/mg TG auftrat.

Das eingesetzte Mutagenisierungsverfahren 1&’t keine Identifizierung der fir den Phanotyp
verantwortlichen mutierten Genorte zu. Das Mutagen Acriflavin entfaltet seine Wirkung
durch Interkalierung in die Basen der DNA-Doppelhelix und dadurch hervorgerufene
Leserasterverschiebungen. Dal3 die Mutante mehrere unabhéngige Mutationen trégt ist eher
unwahrscheinlich, da der Stamm in diesem Fall stérker z. B. im Wachstum geschédigt sein
mufite.

S tendae bld-1 gehdrt zu einer der bld-Klassen, deren morphologische Entwicklung
Abhangigkeit von der Natur der verwendeten C-Quelle zeigt. Wahrend auf Glucose-
Minimalmedium keine Luftmyzelbildung und Sporulation méglich war, sporulierte der
Stamm bei Wachstum auf dem schlechter verwertbaren Zucker Mannit normal. Mit
Ausnahme von bldB wurde diese Konditionalitdt bei allen Klassen von bld-Mutanten
gefunden (CHAMPNESS, 1988). BldA-Mutanten bleiben trotz der Wiederherstellung der
morphologischen Differenzierung in der Antibiotikaproduktion geschédigt, wogegen bel
bldH-Mutanten auch der Block der Antibiotikasynthese durch Mannit as C-Quelle
aufgehoben wird (CHAMPNESS, 1988). In dieser Hinsicht verhielt sich S tendae bld-1 wie eine
bldA-Mutante. Weder in Submerskultur noch bei Wachstum auf Agarplatten mit Mannit kam
es zur Bildung von Nikkomycinen.

Der Einflu schlecht verwertbarer C-Quellen auf die morphologische Entwicklung wurde
dahingehend interpretiert, dald zwei unterschiedliche Stoffwechselwege zur Initiation der

Luftmyzelbildung fuhren, von denen einer durch Glucose reprimiert wird. Die identifizierten
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bld-Gene sind demnach an dem Weg beteiligt, der aktiv ist, wenn der alternative Weg durch
die Anwesenheit von Glucose verschlossen ist. Nach der Theorie von Pore et a., (1996)
handelt es sich bel den morphologischen Auswirkungen der bld-Mutationen dagegen um
sekundére Effekte. Die eigentlichen Mutationen sind danach in Genen lokalisiert die an der
Regulation der zentralen Kohlenstoffabbauwege des Primérstoffwechsels beteiligt sind, aber
keine direkte Funktion im Entwicklungszyklus haben.

Die interessanteste Eigenschaft von S. tendae bld-1 war die Produktion von zwei Carbazol-
derivaten die als Carquinostatin A und CS-79B identifiziert wurden. Beide Metabolite waren
bislang nicht als Inhaltsstoffe von S. tendae bekannt.

Als charakteristische Strukturmerkmale sind bei diesen Verbindungen neben dem Carbazol-
grundgeriist eine ortho-Chinon-Gruppe sowie eine Isoprenylseitenkette vorhanden. Keines
dieser Strukturmerkmale tritt bei irgendeinem anderen der aus S tendae bekannten
Sekundérmetabolite auf. Durch die Acriflavin-Mutagenisierung wurde also nicht lediglich
eine vorhandene Biosynthese abgewandelt, sondern es kam zur Induktion eines vollig neuen
Synthesewegs in diesem Organismus. Eine derartige Induktion kann durch die Aktivierung
von sogenannten ,,stummen” Genen hervorgerufen werden. So beschreiben OGURA et al.,
(1986) die Induktion der Curromycinproduktion in S. hygroscopicus durch Ethidiumbromid.
Im Gegensatz zu CS-79B und Carquinostatin A wurde Curromycin unter bestimmten
Kultivierungsbedingungen auch vom Wildtypstamm produziert.

Formal 181}t sich die Biosynthese von CS-79B bzw. Carquinostatin A aus dem Zusammenspiel
unterschiedlicher Stoffwechselbldcke ableiten. Die ortho-Chinon-Struktur durfte Uber den
Polyketid-Weg gebildet werden und die Indolgruppe stammt mit groRRer Wahrscheinlichkeit
aus der Biogenese von L-Tryptophan. Die Bildung der |soprenyl-Seitenkette kann nach dem
bei Mikroorganismen verbreitete Grundprinzip aus Acetyl-CoA Uber Hydroxymethylglutaryl-
CoA und Mevalonséure erfolgen.

Sollten die beiden Komponenten im Wildtyp eine biologische Funktion besitzen, wurde S
tendae bisang nicht unter Bedingungen kultiviert, die die Synthese dieser Metabolite
induzieren oder die Produktion findet normalerweise nur in derart geringen Mengen statt, dafd
sie nicht detektiert wurde. Mit der verwendeten HPLC-Analytik konnte im Wildtyp unter
keinen Bedingungen eine Carbazolsynthese gefunden werden. Dadurch wird deutlich, dal? die
systematische Untersuchung von morphologischen Mutanten auch bel der Suche nach neuen

Wirkstoffen lohnend sein kann.
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Interessant ist in diesem Zusammenhang, dal3 zwei weitere Sekundérstoffe mit einem
Carbazolgrundgeriist, Carbazomycinal und 6-Methoxycarbazomycinal in Konzentrationen
von 05-1,0 pg/ml  as Autoregulatoren spezifisch die Luftmyzelbildung von
Streptoverticillium sp. inhibieren (KonDo et al., 1986). Ahnlich kénnten auch bei S. tendae
bld-1 die fehlende Luftmyzelbildung und die Synthese von Carbazolen in einem direkten
Zusammenhang stehen. Allerdings war beim Wildtyp keine Hemmung der Luftmyzelbildung
als Reaktion auf CS-79B oder Carquinostatin A zu beobachten.

Weder Carbazomycinal noch 6-Methoxycarbazomycinal zeigen antibakterielle oder anti-
fungische Aktivitéten (KoNDO et al., 1986). Dagegen wurden in der vorliegenden Arbeit fiir
CS-79B und Carquinostatin A neben den bereits beschriebenen anti-oxidativen Eigenschaften
(SETO & HAYAKAWA, 1994; SHIN-YA et a., 1993), zusdtzlich antibiotische Aktivitdten
nachgewiesen. Die Wirkung war auf Arthrobacter Stdmme, Agrobacterium tumefaciens und
Brevibacterium sterolicum beschrénkt. Die Ursache fir diese Selektivitét ist unklar.

Bei phosphatlimitierter Fermentation trat die Carbazolsynthese in zwei deutlich getrennten
Produktionsphasen auf (Abb. 26), was mdglicherweise mit den morphologischen Defekten
dieses Stammes zusammenhéangt. Der inkomplette Entwicklungszyklus konnte sich in Sub-
merskultur in der Unfahigkeit zur Anpassung des Stoffwechsels an die stationdre Phase
widerspiegeln. Die verminderte Uberlebensfahigkeit fiihrt demnach zu Veranderungen von
Membran- und/oder Zellwandeigenschaften und zur Freisetzung von intrazellulérem Produkt
wéhrend der stationéren Phase. Die Carbazolkonzentration in den Myzelien wurde nicht
erfasst. Die Hochstkonzentration im Kulturtiberstand blieb unter 30 mg/I.

Neben der Carbazolsynthese war bel S. tendae bld-1 auch eine verstérkte Produktion von
Juglomycinen zu verzeichnen. In Glucose-Minimalmedium und Mannit-Minimalmedium
wurden in Schittelkolben jewells etwa 120 mg/l erreicht. Beim Wildtyp betrug die
Juglomycinkonzentration dagegen lediglich ca. 50 mg/l (Abb. 21). Im Fermenter blieb die
Produktion sogar unter 10 mg/l (Abb. 7, Abb. 8), wogegen die Nikkomycinproduktion im
Schiittelkolben und im Fermenter vergleichbar war. Offensichtlich lagen in Schiittelkolben
gunstigere Verhdtnisse fir die Produktion von Carbazolen und Juglomycinen vor als im
Fermenter. Der Grund hierfir kénnte in der besseren Sauerstoffversorgung der Schiittel-
kulturen liegen.

Beide Sekundérstoffe zeigten einen &hnlichen Verlauf und erwiesen sich wohl aufgrund ihrer

reaktiven ortho-Chinon bzw. para-Chinon-Gruppen as instabil im Kulturmedium.
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Juglomycine verhalten sich generell eher wie Produkte des Primérstoffwechsels. So wird in
kontinuierlicher Kultur die Produktion durch steigende Wachstumsraten stimuliert (HEGE-
TRESKATIS et a., 1992).

Dal? hohe Juglomycinkonzentrationen wachstumshemmend auf S tendae wirken, wurde
durch die unter I11.6. beschriebenen Untersuchungen gezeigt. Die ermittelte MHK von 8
pg/ml in synthetischem Medium wurde in den untersuchten Fermentationen mit jeweils 7
pg/ml in etwa erreicht und in Schiittelkolbenkulturen etwa siebenfach Uberschritten. Damit ist
die Bildung von Juglomycinen auch fur die Nikkomycinproduktion von unmittelbarer
Bedeutung.

Da auch alle anderen getesteten Organismen, darunter gramnegative Bakterien, grampositive
Bakterien und eukaryotische Mikroorganismen empfindlich gegen Juglomycin reagierten, ist
anzunehmen, dal? der antibiotische Wirkort in sehr zentralen Stoffwechselwegen zu suchen
ist.

Chinone stellen eine sehr reaktive chemische Gruppe dar und kdnnen mit biologischen
Systemen in vielfdtiger Weise wechselwirken, so dal3 zur Erkldrung der antibiotischen
Wirkung mehrere Mechanismen in Betracht kommen. Das Redoxsystem Chinon/Hydrochinon
kann beispielsweise in Elektronentransportprozesse etwa bei der oxidativen Phosphorylierung
eingreifen, Enzymgruppen oxidieren oder zur Bildung von toxischem H,O, fuhren.

Wie durch die Antagonisierung mit L-Cys in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die spezifische
Reaktion von Juglomycin mit SH-Gruppen fir die biologische Wirkung zweifellos von
entscheidender Bedeutung. Sehr wahrscheinlich handelt es sich dabei im eine 1,4-Addition
der Thiolgruppe an den Naphtochinonring des Juglomycins nach dem in Abb. 35 gezeigten
Mechanismus.
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Abb. 35. 1,4-Addition von Thiol an Juglomycin

Die 1,4-Addition einer Thiolverbindung an Chinon liefert die tautomeren Gleich-
gewichtsformen I, Il und Ill, wobei Il durch aromatische Resonanzenergie stabilisiert ist.
Dieses Thiohydrochinon wird in der Regel entweder durch Uberschiissiges Chinon oder durch
Sauerstoff zu Il oxidiert, so dal3 das Thiochinon in den meisten biologisch interessanten
Félen das Hauptprodukt zu sein scheint. Ob dieser Mechanismus an der antibiotischen
Wirkung gegen S tendae beteiligt ist, hangt davon ab, in welcher Form die Juglomycine
innerhalb der Zelle vorliegen. Am reduzierten Hydrochinon kann die beschriebene Addition
nicht ablaufen. In einigen Fallen scheinen Chinone aus dem Sekundérstoffwechsel von den
Produzentenstdmmen selbst als endogene Elektronenakzeptoren genutzt zu werden. So ist ein
Teil des Naphtochinons Actinorhodin im Myzel als farbloses Hydrochinon vorhanden das erst
durch Luftoxidation zum rot-violetten Chinon geférbt wird (GRAFE, 1992).

Eine weitere Reaktionsmoglichkeit stellt die Oxidation von Sulfhydrylgruppen zum
entsprechenden Disulfid durch Chinone dar. Da die Redoxpotentiale von Enzym-SH-Gruppen
in der Regel nicht bekannt sind, 183t sich nur schwer abschétzen, in welchem Umfang diese
Oxidation stattfindet.
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Durch die beschriebene Additionsreaktion kommen als zellulére Wirkorte der Juglomycine
vor alem Cys-Reste von Proteinen wie GAPDH in Betracht. Thioester sind auf3erdem als
Zwischenprodukte an den Multienzymkomplex-Reaktionen der Fettséuresynthese, der
Polyketidsynthese und der nicht-ribosomalen Peptidsynthese beteiligt, so dal3 diese Prozesse
durch Juglomycin gehemmt werden sollten. Lediglich die Blockierung der Fettsduresynthese
hétte allerdings einen bakteriostatischen Effekt zur Folge.

Die drei Enzyme GAPDH, G-6-PDH und LDH, die in vitro auf Hemmbarkeit durch Juglo-
mycin getestet wurden, erwiesen sich allesamt als sensitiv wobei unterschiedliche Inhibitions-
kinetiken auftraten. Die Hemmung von GAPDH dirfte durch die Reaktion mit dem Cys-Rest
im katalytischen Zentrum des Enzyms zustande kommen (Abb. 31). Die leichte Abnahme der
Hemmwirkung im Verlauf der Inkubation ist méglicherweise Folge eines Juglomycinzerfalls.
Wie bereits unter 111.6.5. erwahnt, sind Chinone besonders in Gegenwart von Sauerstoff und
Licht instabil.

G-6-PDH wurde dagegen von Juglomycin ber 20 min komplett gehemmt, wahrend bei 1,4-
NQ eine lineare NADPH-Zunahme zu verzeichnen war. Die unterschiedlichen Kinetiken
kénnten auf verschiedene Wirkmechanismen der beiden Hemmstoffe auf dieses Enzym
hinweisen.

LDH zeigte bei fur Juglomycin und 1,4-NQ identische Hemmverldufe. Die Reaktion lief zwar
verlangsamt ab, doch wurde nach 20 min ein vollsténdiger Substratumsatz erreicht.

Zwar sind bei G-6-PDH und LDH anders als bei GAPDH keine Thioester am Reaktions-
mechanismus beteiligt, doch konnte die Addition von Chinonen an Cys-Reste auRerhalb des
aktiven Zentrums die dreidimensionale Struktur der Proteine derart verdndern, dal die
enzymatische Aktivitdt beeintréchtigt wird. So wurden beispielsweise bei LDH aus dem
Herzmuskel vierzehn Cys-Reste nachgewiesen, die ale potentiell mit Juglomycin bzw. 1,4-
NQ reagieren kdnnen (WEeBB, 1966).

Da alle durchgefiihrten Enzymtests auf der Bildung bzw. dem Verbrauch von NAD(P)H
beruhen, ist auBerdem zu beriicksichtigen, daf? die beobachteten Inhibitionskinetiken zum Tell
auch durch Reduktion oder Oxidation dieser Nicotinamidnukleotide durch Chinon bzw.
Hydrochinon und nicht durch die direkte Aktion des Hemmstoffs mit dem Enzym zustande
kommen kdnnten.

Neben Protein-SH-Gruppen kommen als weitere Resktionspartner niedermolekulare

intrazelluldre Thiole wie CoenzymA, Glutathion und Liponsdure in Betracht, die ale an
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essentiellen Stoffwechselwegen beteiligt sind und damit potentielle Wirkorte der Juglomycine
darstellen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, da3 die Produktion von Nikkomycinen in
Fermenterkulturen von verschiedenen Faktoren beeinflusst wird. Die Juglomycinsynthese
konnte aufgrund der beschriebenen Autotoxizitét als ein derartiger Faktor identifiziert werden.
Sollte die Juglomycinwirkung gegen S tendae auf einen einzelnen zentraen Wirkort
zurtckzufthren sein, so mifdte sich dieser durch die Bearbeitung von Wirkort-resistenten

Mutanten genauer charakterisieren lassen.

Desweiteren weist das Auftreten von ppGpp-Akkumulierungen vor Beginn der
Nikkomycinproduktion auf eine Funktion dieses Nukleotids als Signamolekdl hin. Aufgrund
der geringen ppGpp-Synthese in S tendae bleiben die Effekte jedoch undeutlich und lassen
sich nur schwer interpretieren. Die Analyse von isogenen rel-Mutanten mit einem ppGpp’-
Phénotyp wére geeignet, um die Bedeutung der stringenten Kontrolle fir die Ubergeordnete
Regulation von Morphogenese und Sekundarmetabolismus genauer zu erfassen.

Im Vergleich dazu wurden bei den untersuchten Fermentationen mit A. mediterranei
wesentlich klarere Ergebnisse erhalten. Unter Stickstoffmangelbedingungen reichen erhthte
pPPGpp-Spiegel nicht aus, um die Balhimycinproduktion zu induzieren. Denkbar ist aufgrund
der untersuchten Fermentationen allerdings, da® ppGpp bei beiden Organismen unter
Phosphatmangelbedingungen fur die korrekte Induktion der Antibiotikasynthese bendtigt
wird. Analoge Verhdtnisse wurden z. B. fiir das pho-Regulon bei E. coli beschrieben (SPIRA
etal., 1995).

Neben (p)ppGpp wére auch der Verlauf von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP)
wahrend der Fermentation von Interesse. CAMP stellt ein verbreitetes Signalnukleotid bel
prokaryotischen und eukaryotischen Mikroorganismen dar, konnte aber aufgrund seiner
geringen Retention mit dem verwendeten HPL C-System nicht erfasst werden (Abb. 6).

In E. coli ist cAMP an der Katabolitrepression durch Glucose beteiligt (POSTMA et a., 1993).
Zellbewegung und Zellaggregation bei dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum werden
ebenfalls durch cAMP gesteuert (DEVREOTES, 1989).

In Streptomyceten verlauft die durch Glucose vermittelte Katabolitrepression jedoch nicht
unter Beteiligung von cAMP. Stattdessen scheint derselbe regulatorische Effekt bei

grampositiven Bakterien durch eine spezielle Ser-Kinase, welche nach Aktivierung durch
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Fructose-1,6-diphosphat das Phosphotransferasesystem-Protein HPr phosphoryliert, zustande
zu kommen (HUECK & HILLEN, 1995).

Dennoch weisen verschiedene Untersuchungen auf eine regulatorische Funktion von cAMP
im Entwicklungszyklus von Streptomyceten hin (TATA & MENAWAT, 1994; SUSSTRUNK et a.,
1998; KANG et al., 1999).

Fehlende Nikkomycinsynthese und das Auftreten von Carbazolderivaten as neue
Stoffwechsel produkte in der entwicklungsdefekten Mutante S. tendae bld-1 sind interessante
Hinweise auf globale Regulationssysteme, die die morphologische Entwicklung und den
Sekundérstoffwechsel gemeinsam kontrollieren, so dal3 eine weitere Bearbeitung dieser

Mutante lohnend erscheint.
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V. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Identifizierung und Charakterisierung von
physiologischen Faktoren, die fur die Antibiotikaproduktion in Fermentationskulturen mit den
Actinomycetenstammen Streptomyces tendae und Amycolatopsis mediterranei von Bedeutung
sind. Um die Beteiligung von intrazelluléren Nukleotiden an der Induktion des Sekundér-
metabolismus zu untersuchen, wurden in Fermentationen mit chemisch definierten Medien
unterschiedliche Nahrstofflimitationen eingestellt und deren Auswirkungen auf die Nukleotid-
und die Antibiotikasynthese untersucht.

Bel S tendae war unter allen getesteten Bedingungen die Bildung des Signalmolekiils ppGpp
zu verzeichnen. Die Hochstkonzentrationen dieses Nukleotids fielen mit dem Beginn der
Synthese der Nukleosidpeptid-Antibiotika Nikkomycine zusammen. Auflerdem zeigten
weitere Guanosinnukleotide kurzfristige Anstiege wahrend des Verlaufs einer Fed-Batch-
Fermentation, bei der die Substratlimitation durch pulsférmige Zugabe von Ammonium
aufgehoben wurde. GTP akkumulierte unmittelbar mit der Zufuhr von Ammonium zu der
limitierten Kultur. Zusétzlich wurde nach dem Auftreten eines als Gx bezeichneten
Nuklectids, eine gesteigerte Nikkomycinsynthese beobachtet. Bei Gx handelt es sich mit
groRer Wahrscheinlichkeit um ppGp.

Fir die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen morphologischer Differenzierung und
Sekundarstoffwechsel konnte die entwicklungsdefekte Mutante S. tendae bld-1 gewonnen
werden. Die Luftmyzelbildung erwies sich bei diesem Stamm als konditional im Hinblick auf
die verwendete Kohlenstoffquelle im Nahrmedium. Ein Vergleich des Produktspektrums von
Wildtyp und Mutante ergab, da3 S tendae bld-1 die zu den Naphtochinon-Antibiotika
gehdrenden Juglomycine normal synthetisieren konnte, wogegen die Fahigkeit zur Bildung
von Nikkomycinen verloren gegangen war. Stattdessen produzierte die Mutante zwei
Carbazolderivate, die isoliert und as CS-79B und Carquinostatin A identifiziert werden
konnten. Beide Metabolite waren bislang nicht als Inhaltsstoffe aus S. tendae bekannt.
Erstmalig wurden bei diesen Verbindungen antibiotische Aktivitdten nachgewiesen und

Wirkungsspektren aufgenommen.



98 Zusammenfassung

Juglomycine konnen in hinreichender Konzentation in einem als Autotoxifikation
bezeichnteten Prozess, das Wachstum des Produzenten S tendae hemmen. Mit aus
Kulturfiltraten isoliertem Juglomycin wurde fiir S tendae eine minimale Hemmkonzentration
von 8-13 pg/ml ermittelt. Demnach kann die autotoxische Wirkung von Juglomycin auch die
Nikkomycinproduktion in Fermentationsprozessen beeinflussen. Bei Untersuchungen zur
Wirkungsweise wurde gezeigt, da3 die antibiotische Wirkung der Juglomycine auf die
Interaktion mit Thiolverbindungen, wie z. B. Enzym-SH-Gruppen zuriickgefiihrt werden

kann.

A. mediterranei reagierte auf Phosphatmangel mit der Akkumulation von ppGpp und der
Produktion des Glykopeptids Bahimycin. Bel ammoniumlimiterter Fermentation war
dagegen trotz starker Synthese von ppGpp und des Nukleotids Gx keine Produktbildung
nachweisbar. Unter diesen Bedingungen ist die Bildung von Signalnukleotiden damit nicht

ausreichend, um die Balhimycinsynthese zu initiieren.
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