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150 Kapitel 8 - Antibiotika

Mikrobielle Wirkstoffe

gegen
Infektionserkrankungen

8.1

Gegen viele Krankheiten haben wir trotz intensi-
ver Suche auch heute noch keine wirksamen Me-
dikamente. Hilfe bei diesen Problemen kommt
aus der Erde: Im Boden lebende Mikroorganis-
men produzieren eine Vielzahl natiirlicher Wirk-
stoffe und stellen so wichtige Quellen fiir die Ent-
wicklung neuer Anti-Infektiva dar.

8.1.1 Vorkommen und Bedeutung

Antibiotika sind hiufig von Pilzen oder Bak-
terien gebildete Wirkstoffe, welche andere Mi-
kroorganismen am Wachstum hindern oder gar
abt6ten. Diese hdufig aufgrund ihrer nicht es-
senziellen Funktion fiir den Produzenten als
Sekundirstoffe bezeichneten Substanzen weisen
einen pragenden Einfluss auf unseren Arzneimit-
telschatz auf. Speziell im Bereich der Antibiotika
stellen Wirkstoffe aus Mikroorganismen und
deren Derivate derzeit etwa 70 % der pharmazeu-
tisch relevanten Verbindungen dar. Naturstoffe
aus Mikroorganismen spielen nicht nur als Anti-
Infektiva eine wichtige Rolle in der Medizin.
Auch in der Tumortherapie, als Cholesterolsen-
ker oder als Immunsuppressiva werden sie hiufig
eingesetzt und haben deshalb auch bei diesen
Anwendungen eine auflerordentliche medizini-
sche und wirtschaftliche Bedeutung.

Die Funktion der Sekundirstoffe fiir den
Produzenten selbst ist auch heute noch weit-
gehend unbekannt. Man geht davon aus, dass
diese Substanzen fiir das Wachstum nicht essen-
ziell sind, den Produzenten aber unter gewissen
Umweltbedingungen Vorteile in ihrem Lebens-
raum verschaffen. Neben der naheliegenden
Vermutung, dass Antibiotika schlicht biologi-
sche Kampfstoffe gegen Nahrungskonkurrenten
sind, gibt es diverse Theorien zur Bedeutung
im natiirlichen Umfeld. Man weif3 seit einiger
Zeit, dass Sekundirstoffe wichtige Rollen als Si-
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O Abb. 8.1 Meilensteine der Antibiotikaforschung.
Zwischen 1962 und 2000 wurden keine neuen Antibio-
tikaklassen durch die Pharmaindustrie in die Therapie
eingefiihrt (modifiziert nach Walsh und Fischbach 2010)

gnalstoffe bei der mikrobiellen Kommunikation
und auch im Wechselspiel mit anderen Organis-
men im natiirlichen Umfeld spielen. Zudem sind
Funktionen bei Entwicklungsprozessen, fiir die
Eisenversorgung, als Radikalfinger oder auch
bei der Regulation interner Prozesse beschrie-
ben.

Mit der Entdeckung des Penicillins und des
Streptomycins begann Mitte des vorigen Jahr-
hunderts die bislang produktivste Zeit der Anti-
biotikaforschung, in der die meisten der auch
heute noch klinisch eingesetzten Substanzen
identifiziert und fir den Pharmamarkt ent-
wickelt wurden. Die Wirkstoffe wurden aus
Extrakten mikrobieller Reinkulturen gewon-
nen, welche auf die Gegenwart von antibiotisch
wirkenden Naturstoffen hin tiberpriift wurden.
Allerdings ist trotz der hervorragenden Erfol-
ge der Antibiotikaentwicklung bis in die spdten
1960er-Jahre festzustellen, dass seitdem kaum
neue Wirkstofte auf den Markt kommen, obwohl
diese dringend bendtigt werden (,,Innovations-
licke®, B Abb. 8.1). Aufgrund der erstaunlichen
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Anpassungsfihigkeit der Mikroorganismen im
Allgemeinen und somit auch der Infektions-
erreger sind Resistenzentwicklungen gegen
Wirkstoffe keine Frage des ,,Ob“, sondern im-
mer nur des ,,Wann®. Resistenzen folgen in der
Regel drei allgemeinen Mechanismen, welche
durch genetische Verianderungen hervorgerufen
werden:

Veridnderung der Zielstruktur in der Zelle,

Inaktivierung des Wirkstoffes,

Austransport des Wirkstoffes aus der Zelle.
Aus diesen Griinden sollten fortlaufend An-
strengungen unternommen werden, um neue
Antibiotika zu entwickeln. In den letzten Jahr-
zehnten wurden aber aufgrund 6konomischer
Uberlegungen in der Pharmaindustrie kaum
Anti-Infektiva entwickelt. Prinzipiell wurden
drei Ansitze zur Entwicklung neuer Wirkstoffe
verfolgt: die Herstellung synthetischer Verbin-
dungen, die medizinalchemische Modifikation
bekannter Wirkstoffe und die Suche nach neu-
en Sekundirstoffen. Bis dato wurden allerdings
durch chemische Synthese nur sehr wenige An-
tibiotika verfiigbar. Schaut man auf die wenigen
neuen Wirkstoffe, welche in den letzten Jahr-
zehnten Marktreife erlangten bzw. derzeit in
der Entwicklungspipeline sind, so stellt man
fest, dass Sekundirstoffe weiterhin grofite Be-
deutung haben: Nach wie vor sind die meisten
Entwicklungen naturstoftbasiert (medizinal-
chemisch optimierte B-Lactam-Derivate oder
Tetracycline) oder auch Sekundérstoffe selbst
(Daptomycin; Echinocandine). Allerdings ist die
Erschlieffung bislang wenig erforschter Quellen
(Abschn. 8.2.1, Produzentenstimme) notwendig,
da man in den altbekannten Produzentengrup-
pen mittlerweile nur noch wenige neuartige
Naturstoffe findet.

8.1.2 Biosynthese verschiedener
Stoffklassen

Antibiotika werden als Produkte des Sekun-
ddrmetabolismus meist aus wenigen einfachen

Intermediaten des Primirstoffwechsels gebil-
det. Die Umwandlung und Verkniipfung dieser
einfachen Vorstufen (Prikursoren) erfolgt tiber
spezielle Biosynthesesequenzen, an denen meist
eine Vielzahl verschiedener Enzyme beteiligt
ist. Entsprechend den verwendeten Prakurso-
ren lassen sich die Antibiotika in Hauptklassen
einordnen:

Peptid-Antibiotika (aus Aminoséuren),

Polyketid-Antibiotika (aus kurzkettigen, ak-

tivierten Carbonsduren),

Glykosid-Antibiotika (aus aktivierten Zu-

ckerbausteinen).

Daneben gibt es Wirkstoffe, die aus der Ter-
penbiosynthese hervorgehen, vom Shikimatweg
abgeleitet sind oder auch alkaloidartige Sub-
stanzen. Zudem ldsst sich anhand bestimmter
Strukturmerkmale eine weitere Subklassifizie-
rung durchfithren. So gibt es bei den Peptid-
Antibiotika beispielsweise die Untergruppe der
Lipopeptide (Peptidgrundgeriiste modifiziert
mit einem Fettsdurerest) oder der Glykopeptide
(Peptidgrundgertiste modifiziert mit Zuckerbau-
steinen). Ahnlich kann man auch die Polyketid-
Antibiotika anhand ihrer Struktur in Makrolide,
Polyene, Polyether und aromatische Polyketide,
zu denen auch die Tetracycline zdhlen, unterglie-
dern.

Prinzipiell folgen die meisten mikrobiellen
Biosynthesen grundsitzlich dhnlichen Mecha-
nismen, die in den nédchsten Abschnitten bei-
spielhaft anhand von ausgewihlten Wirkstoffen
vorgestellt werden. $-Lactame und Lipopeptide
werden durch nicht-ribosomale Peptidsynthe-
tasen (NRPS) gebildet, wahrend Tetracycline
und Makrolide von verschiedenen Polyketid-
synthasen (PKS) hergestellt werden.

Ublicherweise findet sich in Bakterien (hiufig
auch in Pilzen) der komplette Satz an Genen,
der fiir die Biosynthese eines Sekundérstof-
fes benotigt wird, innerhalb einer chromoso-
malen Region. Man spricht hier von einem
Biosynthese-Gencluster. Vorteilhafterweise er-
gibt sich so die Identifizierung aller notwendigen
Biosynthesegene, sobald ein einzelnes Gen aus
der Biosynthese bekannt ist.
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Wirkweisen von Antibiotika

Als Antibiotika bezeichnet man
im allgemeinen Sprachge-
brauch antibakteriell wirken-
de Substanzen biologischen
Ursprungs. Zusammen mit an-
deren Arzneistoffen gegen
Infektionserkrankungen, die
durch Protozoen, Pilze, Viren
und Wirmer hervorgerufen
werden, bilden sie die Gruppe
der Anti-Infektiva. Antibioti-

ka konnen Bakterien abtoten
(Bakterizidie) oder am Wachs-

tum hindern (Bakteriostase).
Diese Wirkungen kommen
durch Interaktionen mit ver-
schiedenen Angriffspunkten

in der bakteriellen Zelle zu-
stande. Grundsatzlich werden
Antibiotika nach generellen
Wirkmechanismen unterschie-
den, wobei die Biosynthese

von Nukleinsduren, die DNA-
Synthese, die RNA-Synthese, die
Proteinsynthese und die Zell-
wandsynthese als hauptsach-

liche Angriffspunkte bekannt
sind. In allen Fallen ist eine mog-
lichst selektive Wirkung auf den
Mikroorganismus erwiinscht
(Paul Ehrlich sprach von ,Zau-
berkugeln”), ohne den Wirt zu
schadigen. Dies ist bei den ge-
nannten Wirkmechanismen
moglich, weil das adressierte
Ziel entweder im Wirt nicht vor-
kommt (z. B. die Zellwand) oder
dort strukturell grundsatzlich
anders ist (z. B. Ribosomen).

Hemmung der Proteinsynthese | [ Hemmung der

2. B. durch Aminoglycoside, Nukleotidsynthese

Makrolide, Mutiline,
Oxazolidone, Tetracycline

z. B. durch Sulfon-
amide, Trimethoprim

Hemmung der
DNA-Entwindung

z.B.durch
Chinolone

Hemmung der Zellwandsynthese

z.B. durch f-Lactame,
Glykopeptide

Ribosom

Gangige Antibiotika beeintrachtigen wichtige Funktionen der Bakterienzelle, darunter den Aufbau der
Zellwand, die Produktion von Proteinen und das Entwinden der DNA als Voraussetzung fiir deren
Kopiervorgang. Erlautert sind hier Wirkmechanismen verschiedener Antibiotikaklassen

8.2 Biotechnische Produktion

8.2.1 Produzentenstamme

Die meisten mikrobiellen Wirkstoffe weisen
komplexe Strukturen auf, so dass eine chemische
Synthese im technischen Maf3stab oft unren-
tabel oder auch gar nicht moglich ist. Daher
werden die Substanzen meist biotechnologisch
durch Fermentation ihrer natiirlichen Produzen-
ten hergestellt.

Im letzten Jahrhundert wurden hauptséichlich
die meist im Boden lebenden Actinomyceten,
einige Pilze und endosporenbildende Bacillen
fir die Sekundirstoffproduktion genutzt. Aus
ihnen wurden die aktiven Substanzen isoliert,
chemisch analysiert und dann fiir den Einsatz als
Antibiotika entwickelt. In B Tab. 8.1 sind einige
durch industrielle Grofifermentation hergestellte
Antibiotika und die produzierenden Mikroor-
ganismen aufgelistet. Weitere Pilzfamilien und
einige andere Gruppen bakterieller Naturstoft-
produzenten spielen heute eine wichtige Rolle fiir



D Tabelle 8.1 Beispiele fir kommerziell produzierte

Antibiotika

Antibiotikum

Ampbhotericin
Bacitracin
Cephalosporin
Cycloheximid
Erythromycin
Gentamycin
Griseofulvin
Kanamycin
Neomycin
Nystatin
Penicillin
Polymyxin B
Rifamycin
Streptomycin
Tetracycline

Vancomycin

Produzierender
Mikroorganismus

Streptomyces nodosus (A)
Bacillus licheniformis (EBB)
Acremonium chrysogenum (P)
Streptomyces griseus (A)
Saccharopolyspora erythraea (A)
Micromonospora purpurea (A)
Penicillium griseofulvin (P)
Streptomyces kanamyceticus (A)
Streptomyces fradiae (A)
Streptomyces noursei (A)
Penicillium chrysogenum (P)
Bacillus polymyxa (EBB)
Streptomyces mediterranei (A)
Streptomyces griseus (A)
Streptomyces rimosus (A)

Streptomyces orientalis (A)

die Wirkstoff-Findung, wobei anzumerken ist,
dass die Produzentengruppen fast alle in Habita-
ten vorkommen, die vielfiltig besiedelt sind und
somit Nahrungskonkurrenz bedingen. So wur-
den beispielsweise marine Mikroorganismen,
Cyanobakterien, Myxobakterien, Pseudomona-
den, Bacillen oder insektenpathogene Bakterien
als zusitzliche Quellen fir Wirkstoffe etabliert
und spielen heute eine zunehmende Rolle. Bei
quantitativer Betrachtung ist festzustellen, dass
nach wie vor die meisten zugelassenen Antibio-
tika von Actinomyceten und Pilzen abstammen,
wobei zu berticksichtigen ist, dass diese Produ-
zentengruppen auch bei Weitem am langsten und
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intensivsten beforscht wurden. Durchschnittlich
dauert die Entwicklung eines Arzneistoffes von
dessen Identifizierung bis zur Markteinfithrung
mehr als zehn Jahre, sodass erst in Zukunft aus-
gehend von den erwéhnten alternativen Quellen
tatsichlich neue marktreife Arzneimittel erwar-
tet werden konnen.

Generell beruht die Suche nach neuen Anti-
biotika auf Screeningmethoden, welche das Ziel
der Identifizierung neuer Wirkstoffe haben, die
im Idealfall neue Zielstrukturen im Pathogen
adressieren und nicht toxisch fiir den Men-
schen sind. Dazu verwendet man verschiedene
Vorgehensweisen; zum einen werden lebende
Bakterienzellen darauthin tberpriift, ob neue
Stoffe diese abtoten, am Wachstum hindern
oder mit Infektionsprozessen interferieren. Al-
ternativ werden vielversprechende Zielproteine
(sogenannte ,,Targets) in reiner Form dargestellt
und Inhibitoren dazu gesucht. In beiden Fallen
bendtigt man zum Screening Substanzbibliothe-
ken, welche rein chemischer Natur sein kénnen
oder Naturstoffe darstellen (Abschn. 8.1.1). Neue
Produzentengruppen fiir Sekundirstoffe sind
deshalb wichtig, weil in den intensiv untersuch-
ten Actinomyceten und Pilzen immer hiufiger
Substanzen wiederentdeckt werden, was die
Identifizierungsrate fiir wirklich neue Wirk-
stoffe und Wirkprinzipien herabsetzt. Ist ein
Wirkstoff identifiziert, dann beginnt der lan-
ge Weg hin zur Anwendung als Antibiotikum.
Die Erfolgsrate hierbei ist gering, da vielfalti-
ge Parameter wie die Stabilitdt im Blut und die
Resistenzentwicklung zu beriicksichtigen sind.
Eine ausreichende Produktion stellt einen ersten
wichtigen Schritt dar, der eine Entwicklung erst
ermoglicht.

Da die mikrobiellen Stoffe hiufig aus chemi-
scher Sicht sehr komplex sind, ist auch heute die
mikrobielle Produktion meist der einzig dkono-
mische Weg fiir eine Produktion. Allerdings sind
die Ausbeuten mit den zunichst identifizierten
Wirkstoffproduzenten (Wildstimme) in der Re-
gel sehr gering, weil Mikroorganismen strikte
Regulationsmechanismen verwenden, um die
energetischen Kosten fiir die Herstellung der je-
weiligen Substanz moglichst gering zu halten und
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diese nur dann zu produzieren, wenn dem Orga-
nismus auch ein Nutzen durch den Sekundirstoft
im natiirlichen Habitat entsteht. Folglich ist das
Ziel des Industriellen Mikrobiologen die Herstel-
lung und Identifizierung von Mutanten, deren
Regulation und Stoffwechsel derart verdndert ist,
dass groflere Mengen an Wirkstoft produziert
und im Idealfall direkt in das Medium als ,, Aus-
scheidungsprodukt® abgegeben werden. Dazu
erfolgt in der Regel zunichst eine Uberpriifung
von Stammsammlungen, die auf die Produkti-
on der Zielstruktur hin durchmustert werden.
Dadurch werden einige der zunidchst ,besten
Produzenten® identifiziert, mit denen die nach-
folgende Produktionsoptimierung durchgefiihrt
wird. Die gut etablierten Verfahren werden tib-
licherweise nicht mehr gedndert, da damit neue
Zulassungsprozesse und oft immense Kosten ein-
hergehen wiirden. Detaillierte Information tiber
die aktuellen Produktionsstimme und -prozes-
se sind leider meist kaum zuginglich, da die
Hersteller durch deren Preisgabe Wettbewerbs-
nachteile befirchten.

8.2.2 Produktionsoptimierung

Die Optimierung der Produktion mikrobieller
Sekundairstoffe war lange Jahre ein rein empiri-
scher Prozess, in dem Kultivierungsbedingungen
und Stimme durch langwierige Versuche hin
zu verbesserten Ausbeuten verdndert wurden.
Gewohnlich produzieren die Wildstimme (na-
tirlichen Isolate) meist nur begrenzte Mengen
des gewiinschten Antibiotikums, in der Regel
zwischen 0,1 und 20 mg/l. Daher entwickelten
Industrie-Mikrobiologen neue Hochleistungs-
stimme, indem die anfingliche Kultur meist
in mehreren Zyklen mutagenisiert wurde. Hier-
bei spielten ungerichtete Verfahren, wie UV-
Strahlung oder Behandlung mit chemischen
Agenzien, eine entscheidende Rolle, was auch
als klassische Stammoptimierung bezeichnet
wird. Zudem konnten durch Untersuchung des
Einflusses von verschiedenen Fermentations-
parametern wie pO,, pH und Nahrstoffange-

bot auf die Antibiotika-Produktion mogliche
Regulationsmechanismen erkannt und im Fol-
genden ausgenutzt werden. Beispielsweise war
durch Umgehen von Feedback-Inhibitionen ei-
ne signifikante Steigerung von Ausbeuten bei
der Erythromycin-Produktion moglich. Auch
wurden limitierende Vorstufen der Antibiotika-
Biosynthese dem Wachstumsmedium zugesetzt,
was in vielen Fillen zu einer Produktionsverbes-
serung fiihrte.

Durch die Entwicklung von gentechnischen
Methoden wurden Mikroorganismen gezielt ma-
nipulierbar, sodass gerichtete Stammoptimie-
rungen durchgefiihrt werden kénnen. Allerdings
setzte dies ein grundlegendes Verstindnis der
Antibiotika-Produktion und ihrer limitieren-
den Faktoren in der Wirtzelle voraus. Angriffs-
punkte zur Produktionsoptimierung ergaben
sich auf verschiedenen Ebenen (DNA, RNA,
Protein, Metabolit). So wurden beispielswei-
se zusitzliche Kopien wichtiger Gene in die
Zelle eingeschleust, um so durch multi-copy-
Effekte die Produktion zu erhéhen. Auch bot
die genetische Manipulation regulatorischer
Prozesse eine Moglichkeit, die Produktionsti-
ter zu steigern, z.B. durch verstirkte Expres-
sion von Antibiotika-Biosynthesegenen. Zu-
dem ermoglichte die Hochregulierung bestimm-
ter Stoffwechselwege die vermehrte Bildung
von Biosynthese-Vorstufen, sodass auf eine Zu-
fitterung (wie zuvor beschrieben) verzichtet
und so der Produktionsprozess verbilligt wer-
den konnte. Es ist zu beachten, dass auch die
Selbstresistenz des Produzenten bei gesteigerter
Antibiotika-Produktion zu einem limitierenden
Faktor werden kann. Dies kann durch Uberex-
pression von Resistenzdeterminanten wie z.B.
Efflux-Pumpen umgangen werden, die das Anti-
biotikum effizient aus der Zelle schleusen.

Die Starken der gerichteten und meist mo-
lekularbiologischen Optimierung von Mikro-
organismen zeigen sich in den letzten Jahren
immer deutlicher, da neue Produkte nun ver-
mehrt auf diesem Weg zur Marktreife gebracht
werden. Das Produkt selbst kann durch solche
Prozesse ebenfalls optimiert werden, da durch
Modifikation der Biosynthesegene letztlich das



Molekiil zielgerichtet verdndert werden kann
(B Abb. 87). Parallel dazu erfolgen in der Regel
Optimierungsprozesse, die auf der chemischen
Modifikation der Sekundérstoffe beruhen und
verbesserte therapeutische Eigenschaften wie
Loslichkeit, Bindungseigenschaften und auch
Plasmastabilitit zum Ziel haben. Hier spielt
die Medizinalchemie die herausragende Rolle,
die durch Modifikationen und/oder Partialsyn-
thesen die pharmazeutischen Eigenschaften des
Molekiils optimiert.

8.3 p-Lactame

Zu den 3-Lactam-Antibiotika zdhlen Verbindun-
gen, die einen f-Lactamring als gemeinsames
Strukturmerkmal enthalten, der fiir ihre Wir-
kung verantwortlich ist. Der wohl bekannteste
Vertreter dieser Stoftklasse ist das Penicillin,
welches als erstes entdecktes Antibiotikum zum
Einsatz kam und aufgrund seiner hervorragen-
den Wirkung beriihmt geworden ist.

Historie

Im Jahr 1928 machte Alexander Fleming die
Beobachtung, dass Staphylokokken auf einer
Agarplatte, die mit Penicillium-Pilzen kontami-
niert war, in ihrem Wachstum gehemmt wurden
(B Abb. 1.6). Er reinigte den bakterientétenden
Stoff aus dem Nihrmedium der Pilzkultur auf
und nannte ihn Penicillin. Etwa zehn Jahre spa-
ter untersuchten H. W. Florey und E.B. Chain
die therapeutische Wirkung von Penicillin am
Menschen. Dadurch wurde die enorme Bedeu-
tung der Antibiotika fiir die Therapie erkannt,
was 1945 mit dem Nobelpreis fiir Medizin an
Fleming, Florey und Chain gewiirdigt wurde.
Die Substanz wurde auch lange Zeit nach dem
Zweiten Weltkrieg noch als Wundermedizin an-
gesehen, da durch ihren Einsatz zum ersten Mal
in der Geschichte Wundinfektionen behandelt
werden konnten, welche sonst hiufig - auch noch
lange nach der eigentlichen Behandlung - zum
Tod der Betroffenen fithrten. Da die Herstel-
lung von Penicillin in der Anfangszeit noch sehr
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mithsam war, wurde es sogar aus dem Urin der
behandelten Personen zuriickgewonnen. Nach
der Entdeckung des Penicillins wurden noch
eine Reihe weiterer Vertreter dieser Stoffklasse
identifiziert, wie die Cephalosporine und die
Carbapeneme.

Wirkung und Anwendung
B-Lactam-Antibiotika hemmen die bakterielle
Zellwandsynthese, wodurch die Bakterien keine
Schutzwand mehr aufbauen kénnen und abster-
ben. Bakterien kénnen Resistenzen ausbilden,
indem sie beispielsweise eine Lactamase aus-
scheiden, die den f-Lactamring spaltet. Dieser
Resistenzmechanismus kann umgangen wer-
den, indem das Antibiotikum zusammen mit
einem Inhibitor der S-Lactamase verabreicht
wird. Auch durch strukturelle Modifikation des
B-Lactamrings kann die Spaltungsreaktion ver-
hindert werden. Uber semisynthetische Ansitze
wurden so ausgehend von natiirlich produzierten
p-Lactamen durch Derivatisierung fortlaufend
neue Antibiotika-Generationen hergestellt, um
die immer wieder auftretenden Resistenzen zu
umgehen.

B-Lactam-Antibiotika haben ein breites Wirk-
spektrum, das je nach Verbindung von Gram-
positiven bis hin zu Gram-negativen Erregern
reicht. Sie werden zur Behandlung verschiedener
Infektionskrankheiten eingesetzt und zéhlen mit
groflem Abstand zu den am meisten verordneten
Antibiotika. 3-Lactam-Antibiotika sind nach wie
vor Mittel der Wahl bei Infektionen mit Strepto-
kokken einschliefllich der Pneumokokken, die so
unterschiedliche Erkrankungen wie eine Angina
bis hin zur Hirnhaut- oder Herzklappenentziin-
dung auslosen konnen.

Wirtschaftlichkeit

Die Cephalosporine waren mit 11,9 Mrd. US-
Dollar Umsatz im Jahr 2009 Spitzenreiter bei
den Antibiotika, gefolgt von Breitspektrum-
Penicillinen (7,9 Mrd. US-Dollar Umsatz). Zu-
sammen mit weiteren f-Lactam-Antibiotika
(3,6 Mrd. US-Dollar Umsatz) betrug der An-
teil dieser Stoffklasse am Antibiotikamarkt im
Jahr 2009 etwa 56 %.
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O Abb. 8.2 Biosynthese der 3-Lactame Penicillin G und Cephalosporin C. Durch Zufltterung modifizierter Vorstufen
kénnen neue Derivate hergestellt werden, wie z. B. Penicillin V (Phenoxymethylpenicillin)



8.3.1 pB-Lactam-Biosynthese

Die Biosynthesen der bicyclischen f-Lactame
Penicillin und Cephalosporin sind mittlerwei-
le recht gut charakterisiert (B3 Abb. 82). Alle
natiirlich vorkommenden Derivate werden aus-
gehend von drei Aminosduren gebildet: L-a-
Aminoadipinsdure, L-Cystein und L-Valin
(ACV). Uber einen nicht-ribosomalen Prozess
werden die Vorldufer durch die ACV-Synthetase
schrittweise zum linearen Tripeptid kondensiert.
Anschlielend erfolgt der oxidative Ringschluss
zum bicyclischen System, katalysiert durch die
Isopenicillin-N-Synthase. Dabei entsteht der
viergliedrige -Lactamring fusioniert mit einem
finfgliedrigen Thiazolidinring, welcher charak-
teristisch fiir alle Penicilline ist. Diese Zwischen-
stufe (Isopenicillin N, IPN) ist der Verzweigungs-
punkt in der Penicillin- und Cephalosporin-
Biosynthese. Im finalen Schritt der Penicillin-
Biosynthese wird die hydrophile Seitenkette des
B-Lactamrings gegen hydrophobe Acyl-CoA-
Derivate ausgetauscht, z. B. gegen Phenylacetyl-
CoA zur Produktion von Penicillin G. Die zwei-
stufige Acyltransferreaktion verlduft iber die
Zwischenstufe 6-Aminopenicillansdure und wird
von einem bifunktionalen Enzym, der Acyl-
CoA:IPN-Acyltranferase, katalysiert. Im weite-
ren Verlauf der Cephalosporin-Biosynthese wird
zundchst das Stereozentrum der Isopenicillin-
N-Seitenkette epimerisiert, wobei Penicillin N
entsteht. Eine Expandase katalysiert hochst-
wahrscheinlich iiber einen radikalischen Mecha-
nismus die Ringerweiterung zum Dihydrothia-
zinring. Durch anschlielende Oxidation einer
Methylgruppe zur Hydroxymethylgruppe und
deren Acetylierung wird Cephalosporin C gebil-
det.

Die f3-Lactam-Biosynthesegene sind in Bak-
terien und in Pilzen so organisiert, dass in der
Regel alle notwendigen Gene in einem Ab-
schnitt vorliegen (Biosynthese-Gencluster),
wobei in Pilzen (wie fir Eukaryoten tiblich)
die Gene einzeln transkribiert werden, wih-
rend in Bakterien Operons vorliegen. In den
bakteriellen Produzenten konnte ein spezifi-
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scher Biosyntheseweg fiir den ungewohnlichen
Baustein L-a-Aminoadipinsdure identifiziert
werden. Dieser wird in Pilzen tiber den Primar-
stoftwechsel ausgehend von «a-Ketoglutarat und
Acetyl-CoA Dbereitgestellt. Die Aminoadipin-
sdure kann dann entweder in die S-Lactam-
Biosynthese einflieffen oder weiter zum Ly-
sin metabolisiert werden. Es wurde festgestellt,
dass in Penicillium-Stimmen die Antibiotika-
Produktion durch Lysin gehemmt wird. Dies
beruht auf einer starken Feedback-Hemmung
der Homocitratsynthese, einem Zwischenpro-
dukt auf dem Weg zur Aminoadipinsdure. Durch
Zugabe von a-Aminoadipinsdure zum Medium
oder die Erzeugung von Lysin-auxothrophen
Mutanten kann diese Hemmung umgangen bzw.
aufgehoben werden. Eine andere Moglichkeit
zur Steigerung der Antibiotika-Produktion ist
die Vervielfiltigung von Biosynthesegenen. So
kann durch Einbringen einer zusitzlichen Kopie
des Deacetoxycephalosporin-C-Synthase-Gens
die Bildung von Cephalosporin C auf Kosten von
Deacetoxycephalosporin C erhoht werden.

Die Mikroorganismen produzieren verschie-
dene Penicilline und Cephalosporine, die sich in
der Struktur der Seitenketten (des N-Acylrestes)
unterscheiden. Durch Zusatz unnatiirlicher Vor-
stufen zu der Kulturbrithe kénnen weitere neue
Derivate hergestellt werden, die oft auch als bio-
synthetische -Lactame bezeichnet werden. So
wurde beispielsweise durch Fiitterung von Phen-
oxyessigsdure zu Fermentationskulturen von
P. chrysogenum das natiirlicherweise nicht vor-
kommende Phenoxymethylpenicillin (Penicil-
lin V) produziert (B Abb. 8.2). Dieses Verfahren
wird auch als Vorldufer-dirigierte Biosynthese
bezeichnet. Dabei stehen die zugesetzten, al-
ternativen Préikursoren in Konkurrenz mit den
natiirlicherweise vorkommenden Substraten und
es entsteht in der Regel ein Gemisch aus na-
tiirlichen und biosynthetischen Penicillinen.
Allerdings akzeptieren die Biosyntheseprotei-
ne nicht jede beliebige Vorldufer-Carbonsdure,
sodass die Strukturvariationsbreite bei diesem
Verfahren beschrankt ist. Eine breitere Palette
an neuen Derivaten ldsst sich tiber chemische
Modifikation des Penicillin-Grundgeriistes (6-
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O Tabelle 8.2 Beispiele fiir natlrliche, biosynthetische und semisynthetische Penicilline und Cephalosporine. Wah-
rend der Cephalosporin-Biosynthese erfolgt keine Transacylierung, sodass ein Zusatz von Seitenkettenvorstufen

nicht zu biosynthetischen Cephalosporin-Derivaten fiihrt

Penicilline (o]

Phenyl-CH,-CO-
natdrliche Penicilline
H3C-(CH,)6-CO-

Phenyl-O-CH,-CO-
biosynthetische Penicilline

CH,=CH-CH,-5-CH,-CO-

Phenyl-CH(NH; )-CO-

semisynthetische Penicilline

4-OH-Phenyl-CH(NH, )-CO-

Cephalosporine

HO,C-CH(NH,)-(CH;)3-CO-

nattrliche Cephalosporine

HO,C-CH(NH,)-(CH;)3-C(O)-

4-OH-Phenyl-CH(NH, )-CO-

semisynthetische Cephalosporine

Thiophen-CH,-CO-

Aminopenicillansdure) erzeugen. Hierbei wird
zundchst ein Gemisch aus natiirlichen Penicilli-
nen aus der Kulturbriihe isoliert und die unter-
schiedlichen N-Acyl-Seitenketten anschlieflend
enzymatisch abgespalten. Das hierfiir benétigte
Enzym, die Penicillin-Acylase, wird im tech-
nischen Maf3stab rekombinant aus speziell ge-
ziichteten Escherichia coli-Stimmen hergestellt.
Die Deacylierung wird dann mit tragergebunde-

COOH

H3C-CH,-CH=CH-CH,-CO-

Phenyl-CH(NH; )-CO-

Grundgeriist: 6-Aminopenicillansdure

Penicillin G
Penicillin F
Penicillin K
Penicillin vV
Penicillin O
Ampicillin

Amoxicillin

Grundgeriist: 7-Aminocephalosporansaure

R’
AcO- Cephalosporin C

HO- Deacetyl-cephalosporin C
H- Cefadroxil

H- Cephalexin

AcO- Cephalotin

nem (immobilisiertem) Enzym durchgefiihrt.
Die freie Aminogruppe der entstandenen 6-
Aminopenicillansdure kann anschlieflend che-
misch mit neuen Acylsubstituenten umgesetzt
werden. Daraus resultierende Derivate werden
als halbsynthetische (semisynthetische) Pe-
nicilline bezeichnet. Beispiele fiir natirliche,
biosynthetische und halbsynthetische $-Lactame
sind in @ Tab. 8.2 aufgefiihrt.



8.3.2 B-Lactam-Produktion

B-Lactam-Antibiotika werden von Bakterien
wie auch von Pilzen produziert. Zu den wich-
tigsten Penicillin-Produzenten zdhlen Pilze aus
der Klasse der Ascomyceten (Schlauchpilze),
insbesondere Penicillium chrysogenum (syn.:
Penicillium notatum). Cephalosporine werden
von verschiedenen Streptomyces-Arten (z.B.
S. lipmanii sowie S. clavuligerus) und dem Pilz
Acremonium chrysogenum (ehemals Cephalo-
sporium acremonium) gebildet. Die Penicillin-
Produktionstiter von Penicillium chrysogenum
liegen mittlerweile bei iiber 70 g/, die von Ce-
phalosporin C mit Acremonium chrysogenum bei
30 g/1. Zur technischen Herstellung von Penicil-
lin werden Hochleistungs-Produzentenstimme
in bis zu 200m’ fassenden Bioreaktoren kul-
tiviert. Der Fermentationsprozess beinhaltet
in der Regel drei vorab geschaltete Animpft-
phasen, bevor der mehrtigige Produktionspro-
zess im Groflimaflstab eingeleitet wird. Da es
sich bei der Penicillin-Produktion um einen
hochaeroben Prozess handelt, ist der Gehalt
an gelostem Sauerstoff in der Kulturbriihe ins-
besondere zu Wachstumsspitzen ein kritischer
Parameter. Wihrend der Wachstumsphase ist
die Penicillin-Produktion gering, was fiir viele
Sekundarstofte typisch ist. Sie steigt in der statio-
niren Phase stark an und wird durch kontinuier-
liche Zugabe von Nahrstoffen (z. B. Glucose und
Stickstoff) iber mehrere Tage ausgedehnt (Fed-
Batch-Verfahren; B Abb. 8.3). Die kontinuierliche
Zuckerfiitterung dient auch der Regulation des
pH-Wertes, der wiahrend der Fermentation zwi-
schen 6,4 und 6,8 liegt und wie die anderen
Parameter (Temperatur, Sauerstoff-, Kohlen-
dioxid- und Ammonium-Gehalt) eng tiberwacht
und kontrolliert werden muss, um eine optimale
und reproduzierbare Produktion sicherzustellen.
Um die Fermentation besser zu steuern, werden
meist auch Seitenkettenvorlaufer der Nihrlo-
sung zugesetzt, sodass statt eines Gemisches
nur ein erwiinschtes Penicillin-Derivat pro-
duziert wird. Fir die Penicillin-G-Produktion
fitttert man Phenylessigsdure zu, im Fall von

8.3 f-Lactame 159

Glucose- | : : |
zugabe
Stickstoff- j+———]
zugabe
10
9_
8 Lactose

Penicillin

Biomasse

Ammonium

\—/\_
0 T T

T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Fermentationsdauer [h]

Biomasse [g/I x 10], Kohlenhydrate, Ammonium, Penicillin [g/I]
w
|

B Abb. 8.3 Kinetik der Penicillin-Fermentation mit Pe-
nicillium chrysogenum. Wahrend der Wachstumsphase
wird sehr wenig Penicillin produziert. Die Penicillin-
Produktionsphase beginnt, wenn die Zellen in die
stationdre Phase eintreten, und kann durch Zugabe von
Nahrstoffen (Glucose, Stickstoff) Giber mehrere Tage aus-
gedehnt werden (modifiziert nach Brock (2003))

Penicillin V' Phenoxyessigsdure. Da Penicillin
von dem Pilz ausgeschieden wird, muss es spa-
ter aus dem Medium extrahiert werden. Hierzu
werden die Zellen zunachst durch Filtration ab-
getrennt. Das Kulturfiltrat wird anschlieend
angesduert und mit Amyl-, Butyl- oder Iso-
butylacetat extrahiert. Nach Anreicherung im
Losungsmittel wird das sauer extrahierte Penicil-
lin in eine alkalische Losung zuriick extrahiert,
wobei Verunreinigungen iiber Aktivkohle ab-
getrennt werden konnen. Durch Zusatz von
Kaliumacetat kann das Antibiotikum schlief3-
lich ausgefillt und als kristallines Kaliumsalz
isoliert werden.
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B Tabelle 8.3 Fortschritte bei der Penicillin-
Produktion (modifiziert nach Elander 2003)

Fermentation 1950 2000
Kohlenstoffquelle Lactose Glucose/
Saccharose
Verfahren Batch Fed-Batch
Medium- Batch Kontinuierlich
Sterilisation
Zufutterungen Keine Viele
Morphologie Filamentos Pelletiert
Fermentationszeit 120h 120-200 h
Tankvolumen 10-20 20-60
[Kilogallonen]
Kontrolle Nur Computer-
Temperatur basiert
Titer [g/I] 0,5-1,0 >40
Effizienz [%] 70-80 >90
Herstellungskosten ~275-350/kg  ~15-20/kg

[US-Dollar]

Durch den enormen Anstieg der Fermentati-
ons-Produktivititen in den letzten Jahrzehnten
sowie der Rickgewinnungs-Ausbeuten bei der
Aufarbeitung konnten die Produktionskosten
signifikant reduziert werden, wie bei dem Ver-
gleich der Penicillin-Produktion im Jahr 1950
und 2000 ersichtlich wird (B Tab. 83). Im Jahr
1950 musste noch mit etwa 300 US-Dollar pro
kg Penicillin kalkuliert werden, 50 Jahre spéter
lagen die Kosten bereits zwischen 10 und 20 US-
Dollar pro kg. Die entscheidenden Schritte zur
Produktionsoptimierung waren:

erhohte Ausbeuten durch Zusatz von Vor-

laufermolekiilen zum Medium und die Be-

stimmung von optimalen Kultivierungsbe-
dingungen (Medienzusammensetzung, pH-

Wert, Kultivierungstemperatur, Beliiftung

und Dauer des Fermentationsprozesses);

Herstellung und Selektion von Hochleis-
tungsproduzenten durch ungerichtete Mu-
tagenese liber Rontgen- oder UV-Strahlung;
Entwicklung von adidquaten industriellen
Produktionsanlagen.
Ein Ende der Produktionssteigerung ist noch
nicht in Sicht. Die kontinuierlichen Fortschrit-
te auf dem Gebiet der Molekularbiologie und
die Sequenzierung von ganzen Produzentenge-
nomen haben die Basis fiir weitere, insbeson-
dere gerichtete Optimierungen der Penicillin-
Produktion geschaffen.

8.4 Lipopeptide

Lipopeptide gehoren zur groflen Klasse der
niedermolekularen Peptide. Hierzu zdhlen bei-
spielsweise auch das Bacitracin, welches aus
elf Aminosduren besteht und als Antibiotikum
zur topischen Behandlung eingesetzt wird, oder
die Glykopeptide, wie das Reserveantibiotikum
Vancomycin. Wihrend das Aminosiuregrund-
geriist von Glykopeptiden durch Zuckerketten
modifiziert ist, tragen Lipopeptide stattdessen
Fettsdurereste oder zumindest langere lipophile
Seitenketten. Zu dieser Substanzklasse zahlt auch
das Ciclosporin, welches als Immunsuppressi-
vum sehr grofie Bedeutung besitzt (Box ,,Ciclo-
sporin®).

Historie

Zu den Lipopeptiden gehort ebenfalls das Dapto-
mycin, der erste Vertreter der Lipopeptid-Anti-
biotika. Es handelt sich hierbei um eine der sehr
wenigen neuen Substanzklassen, die nach einer
40-jahrigen Innovationsliicke der Antibiotika-
forschung entwickelt wurden (B Abb. 8.1). Der
Produzentenstamm, Streptomyces roseosporus,
wurde aus einer Bodenprobe vom Berg Ara-
rat (Ttrkei) isoliert. Er produziert eine Familie
von Lipopeptid-Verbindungen (B Abb. 8.4), von
denen Daptomycin aufgrund seiner in vivo-
Effizienz und geringen Toxizitét in Tierversuchen
fiir die weitere Entwicklung ausgewihlt wurde.
Das Antibiotikum wurde unter dem Handelsna-



Ciclosporin

Ciclosporin ist ein cyclisches Li-
popeptid aus elf Aminosauren,
welches aus dem Schlauchpilz
Tolypocladium inflatum isoliert
wurde. Der Arzneistoff inhi-
biert die Immunabwehr, indem
das Enzym Calcineurin ge-
hemmt wird, was wiederum zur
Inhibition der Ausschiittung im-
munstimulierender Stoffe fiihrt.
Der Einsatz von Ciclosporin fir
die Therapie von Fremdgewebe-
bedingten AbstoBungsre-
aktionen revolutionierte die
Transplantationsmedizin mit
Beginn der 1980er-Jahre, weil

die Uberlebenszeit der Patien-
ten signifikant erhoht werden
konnte. Ohne den Einsatz des
Medikamentes waren Trans-
plantationen vorher im Prinzip
erfolglos, sodass ohne derartige
Arzneimittel heute selbstver-
standlich erscheinende Erfolge
in diesem Bereich der Medizin
undenkbar waren. Allein in den
USA produzierten 2009 elf phar-
mazeutische Unternehmen auf
biotechnischem Wege Arznei-
mittel mit Ciclosporin als akti-
vem Inhaltsstoff. Die weltweiten
Umsdtze werden mit mehreren

8.4 - Lipopeptide

Milliarden US-Dollar angege-
ben. Ciclosporin-enthaltende
Medikamente werden zudem
bei Autoimmunerkrankun-

gen wie der Colitis ulcerosa,
Morbus Crohn und schweren,
therapieresistenten Formen
der atopischen Dermatitis und
Psoriasis eingesetzt. Interessan-
terweise gehoren heute die
Makrolide des Rapamycin-
Typs neben Ciclosporin zu den
erfolgreichsten Immunsuppres-
siva.
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Struktur des Immunsuppressivums Ciclosporin A
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men Cubicin® von dem Pharmakonzern Cubist
Pharmaceuticals im Jahr 2003 in den USA auf
den Markt gebracht.

Wirkung und Anwendung

Daptomycin unterscheidet sich in seiner Wirk-
weise von allen bisher zugelassenen Antibiotika.
Es weist Effekte auf die Membran und die Zell-
wandbiosynthese auf und wirkt bakterizid.

Daptomycin stellt so eine Therapieoption bei
Infektionen mit Gram-positiven Problemkeimen
dar und wird in erster Linie bei Haut- und Weich-
teilinfektionen eingesetzt, wenn Reserveantibio-
tika wie Vancomycin nicht mehr wirksam sind.
Andere Indikationen sind systemische Infektio-
nen mit multiresistenten Staphylokokken.
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Substanz Lipidrest

Daptomycin n-Decanoyl

A21978C1 anteiso-Undecanoyl
A21978C2  iso-Dodecanoyl
A21978C3  anteiso-Tridecanoyl

(¢}
H
N\)J\
; N

Daptomycin

0 OH

O Abb. 8.4 Daptomycin und andere A21978C-Lipopeptide. Die Naturstoffe unterscheiden sich nurin dem Lipidrest

Wirtschaftlichkeit

Der Arzneistoff war 6konomisch gesehen die
erfolgreichste Markteinfithrung eines intrave-
nos applizierten Antibiotikums in den USA und
machte 2009 weltweit Umséitze von mehr als
400 Mill. US-Dollar.

8.4.1 Lipopeptid-Biosynthese

Peptidgrundgeriiste werden in der Natur meist
durch Verwendung der ribosomalen Biosynthese
und anschlieflende posttranslationale Modifika-
tion aufgebaut. Dies gilt beispielsweise fiir die
antimikrobiellen Peptide, die fast ubiquitir in
hoheren Organismen vorkommen. Auch einige
mikrobielle Sekundirstoffe wie der Konservie-
rungsstoff Nisin werden auf diesem Wege ge-
bildet. Die meisten der bekannten peptidischen
Wirkstoffe aus Mikroorganismen, wie auch die 8-
Lactame (Abschn. 8.3) entstammen jedoch einer
anderen und {iberaus komplexen Biosynthese-
maschinerie, den nicht-ribosomalen Peptidsyn-
thetasen (NRPS). Diese multifunktionalen und
multimodularen Enzymsysteme erlauben den

sequenziellen Aufbau von Peptidgrundgeriisten
in einer Art von Flieflbandmaschinerie, wobei
alle Intermediate der Biosynthese immer enzym-
gebunden vorliegen (B Abb. 8.5 und B Abb. 8.6).
Die Vorldufer-Aminosauren werden zunichst als
Adenylate aktiviert und unter Bildung von Amid-
bindungen miteinander verkniipft. An diesem
Vorgang sind Adenylierungsdoménen (A) zur
Auswahl und Aktivierung der Einheiten, phos-
phopantetheinylierte Peptidyl-Carrier-Proteine
(PCP) zur kovalenten Bindung der Interme-
diate sowie Kondensationsdominen (C) zur
Verkniipfung der Aminosiure-Bausteine be-
teiligt (B3 Abb. 85). Dabei konnen neben den
essenziellen Formen auch diverse ungewohn-
liche Aminosduren zunichst aufgebaut und
dann in das Zielmolekiil inkorporiert werden.
So entstehen cyclische und lineare Peptidgeriis-
te, welche durch modifizierende Enzyme weiter
dekoriert werden konnen (Glykosyltransferasen,
Acyltransferasen, Hydroxylasen und andere).
Die katalytischen Dominen, die fiir den Ein-
bau einer bestimmten Aminosdure bendétigt
werden, sind zu sogenannten Modulen (M) zu-
sammengefasst. In der Regel ist also jedes Modul
tir den Einbau einer bestimmten Aminoséure in
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M1 M2 M1 M2

I ! I I ! —ZAMP
2ATP P;
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SH
Cysteln
NH, HOOC
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adipinsaure

HOOC

B Abb. 8.5 Schema zur Biochemie nicht-ribosomaler Peptidsynthetasen (NRPS) am Beispiel der f-Lactam-Biosynthese
(erster Verlangerungszyklus). Nach Auswahl und Aktivierung der beiden Ausgangsaminosauren durch die Adenylie-
rungsdomanen (A) werden diese an die Peptidyl-Carrier-Protein-Doménen (T = PCP) gebunden. Die Kondensations-
domane (C) verknlpft die beiden Bausteine unter Ausbildung einer Peptidbindung (rot markiert). M 1: Modul 1, M 2:
Modul 2 der NRPS

A21978C-Faktor-NRPS-Megasynthetase

DptA DptBC DptD
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M 10 M11 M 12 M13
(Trp) (p-Asn) (Asp)  (Thr) (Gly) (Orn)  (Asp) (p-Ala) (Asp)  (Gly) (p-Ser) (mGlu) (Kyn)

/I\sp ‘I’hr ?Iy (I)rn IAsp /I\Ia /I\sp Gly ISer rInGlu Il(yn
Llpldrest Trp /I\sn ?sp Thr (ISIy IOrn :;ksp /I\sp :;ksp IGIy ISer rInGIu
Llpldrest 1I'rp ;;ksn /I\sp 'Irhr ?Iy (IJrn /I\Ia ;:\sp llxsp IGly ISer

Konden- Lipidrest 'I'rp /I\sn llksp 1I'hr IGIy /I\sp /I-\Ia ;;ksp /Iksp IGIy
sation Lipidrest Trp /I\sn /I\sp Thr (I)rn /Iksp Ll\la /I\sp ;;\Sp
Lipidrest 'Irrp IAsn :;ksp IGIy Cl)rn ?sp /I-\Ia :;ksp

Lipidrest Trp /I\sn ':'hr (ISIy (I)m /I-\Sp /Ikla

Lipidrest 'I'rp /I\sp 'I'hr IGly Cl)rn ?sp

AMPO Lipidrest /I\sn /I-\sp 'I'hr (|3|y (I)m

Trp Asn Asp Thr Gly

I | | | |
: ; > > Lipidrest Trp ?sn /I-\Sp 'I'hr
Lipidrest Trp Asn Asp

A21978C-Faktoren | 1 1

Lipidrest Trp 4
Aktivierung und Einbau des Lipidrestes Zyklisi Lipidrest Trp
s, |
durch N-terminale C-Doméne von DptA Yilisierung durch TE Lipidrest

B Abb. 8.6 Biosynthese von Lipopeptiden der A21978C-Familie. Die Lipopeptidfamilie, der auch Daptomycin angehort,
wird von einer NRPS-Megasynthetase synthetisiert, die aus drei Untereinheiten besteht (DptA, DptBC und DptD). Diese
enthalten insgesamt 13 Module (M 1 bis M 13), die jeweils eine Aminosaure in die Peptidkette einbauen. Die schwarzen
Balken kennzeichnen, welche katalytischen Doméanen zu den jeweiligen Modulen gehéren. Das letzte Modul enthélt
eine C-terminale TE-Domaéne, welche die Peptidkette unter Cyclisierung vom Enzymkomplex abspaltet. C: Kondensati-
onsdomane, A: Adenylierungsdoméne, T = PCP: Peptidyl-Carrier-Protein, E: Epimerisierungsdomane, TE: Thioesterase,
AL: Acyl-CoA-Ligase, Orn: Ornithin, mGlu: Methylglutamat, Kyn: Kynurin

die wachsende Peptidkette verantwortlich. Die Diese beinhalten insgesamt 13 Module (M 1 bis
NRPS-Megasynthetase fiir die Biosynthese der M 13) zum Aufbau des cyclischen Tridecapep-
A21978C-Faktoren, zu denen auch das Dapto- tidgeriistes, welches auch drei D-konfigurierte
mycin zihlt, besteht aus drei multimodularen ~Aminosduren aufweist. Diese werden durch
Proteinen (DptA, DptBC und DptD; B Abb.8.6).  sogenannte Epimerisierungsdominen (E) er-
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A21978C-Faktor-NRPS-Megasynthetase

DptA DptBC DptD
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M 10 M11 M12 M13
(Trp)  (0-Asn) (Asp)  (Thr)  (Gly) (Orn)  (Asp) (p-Ala) (Asp)  (Gly) (o-Ser) (mGlu) (Kyn)

Hybrid-NRPS-Megasynthetase

DptA DptBC LptD
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M 10 M11 M12 M13
(Trp)  (p-Asn) (Asp)  (Thr) (Gly) (Orn)  (Asp) (p-Ala) (Asp)  (Gly) (D-Ser) (mGlu) (lle)

A54145-Faktor-NRPS-Megasynthetase

LptA LptB LptC LptD
M1 M2 M3 M 4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13
(Trp)  (0-Glu)  (hAsn) (Thr)  (Sar) (Ala)  (Asp) (o-Lys) (mOAsp) (Gly)  (p-Asn) (mGlu) (lle)
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O Abb. 8.7 Lipopeptid-Biokombinatorik. Kombiniert man NRPS-Untereinheiten der A21978C-Faktor-Megasynthetase
(grau) mit Untereinheiten einer eng verwandten Lipopeptid-Megasynthetase (z. B. A54145-Faktor-Megasynthethase,
rot) entsteht eine funktionale Hybrid-NRPS-Megasynthethase, die neue Peptidgrundgeriiste (Hybrid-Strukturen) produ-
ziert. Im hier dargestellten Beispiel wurde das dptD-Gen des A21978C-Faktor-Biosyntheseweges gegen das IptD-Gen

des A54145-Faktor-Biosyntheseweges ausgetauscht. C: Kondensationsdomane, A: Adenylierungsdomane, T = PCP:
Peptidyl-Carrier-Protein, E: Epimerisierungsdoméne, TE: Thioesterase, Orn: Ornithin, mGlu: Methylglutamat, Kyn: Kyn-
urin, hAsn: Hydroxyasparagin, Sar: Sarcosin, mOAsp: Methoxyasparaginsaure

zeugt, welche in den entsprechenden Modu- wonnen. 3-MeGlu wird beispielsweise von einer
len zusitzlich enthalten sind (M 2, 8 und 11). im Biosynthese-Gencluster codierten Methyl-
Die entstehenden Peptide werden hierdurch transferase gebildet, welche Glutaminsdure als
in der Regel wesentlich stabiler gegen Hydro- Substrat verwendet. Deletiert man nun diese
lyse. Zudem enthilt das Peptidgeriist die drei Methyltransferase, so entstehen beispielsweise
nicht proteinogenen L-Aminosduren Ornithin, Daptomycin-Derivate, welche keine 3-MeGlu-
3-Methylglutaminsdure (3-MeGlu) und Kyn- Einheit mehr enthalten. Der baukastenihnliche
urin. Diese ungewodhnlichen Bausteine werden Aufbau der NRPS erlaubt die gerichtete Ver-
wihrend der Biosynthese der Lipopeptide en- 4nderung von Biosynthesegenen mit dem Ziel
zymatisch erzeugt oder auch als Vorstufen aus der Produktion von abgewandelten Derivaten,
dem Zentralstoffwechsel des Produzenten ge- welche bessere pharmazeutische Eigenschaften



als die Grundstruktur aufweisen konnen (Ab-
schn. 8.4.2 und @ Abb. 87).

8.4.2 Lipopeptid-Produktion

Daptomycin wurde urspriinglich als Teil ei-
nes Antibiotika-Komplexes (A21978C-Faktor)
beschrieben, welcher von dem Actinomyce-
ten Streptomyces roseosporus gebildet wird. Der
Stamm produziert einen cyclischen Lipopeptid-
Komplex, der sich aus mehreren Lipopeptiden
mit unterschiedlichen Acyl-Seitenketten zusam-
mensetzt (B Abb. 8.4). Diese Seitenketten konnen
von einer Deacylase aus Actinoplanes utahen-
sis enzymatisch abgespalten werden, um so das
undekorierte Tridecapeptidgeriist herzustellen.
In einem chemischen Modifikationsprogramm
wurde dieses wieder mit verschiedenen Seiten-
ketten reacyliert und die biologische Aktivitat
der hergestellten Derivate analysiert. Dabei zeig-
te die Verbindung mit einem Decanoylrest (die
spiter Daptomycin genannt wurde) das bes-
te Verhiltnis von Wirksamkeit und Toxizitit.
Die enzymatische Deacylierung, gekoppelt mit
anschliefender chemischer Reacylierung mit
Decansdure war allerdings mit hohen Kosten
verbunden. Deshalb wurde ein biotechnischer
Prozess entwickelt, bei dem Decansdure wihrend
der Fermentation zugefiittert wird (Vorldufer-
dirigierte Biosynthese), um Daptomycin als
Hauptkomponente zu produzieren. Der Prozess
ist im Vergleich zu anderen langjihrig optimier-
ten Antibiotika-Produktionen noch weit entfernt
von idealen Ausbeuten, was sich in derzeit an-
gegebenen Produktionsmengen von etwa 0,5 g/1
widerspiegelt.

Die Inaktivierung von Daptomycin durch
Surfactant auf den Alveolen der Lunge ist ein
wesentlicher Nachteil der Substanz, die daher
trotz ausgezeichneter Aktivitit gegen Streptococ-
cus pneumoniae kaum bei Lungenentziindung
(Pneumonie) eingesetzt werden kann. Eine ver-
besserte Aktivitit konnte durch die Herstellung
neuer Daptomycin-Derivate erreicht werden
(strukturelle Optimierung des Daptomycinge-
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riistes). Aufgrund seiner sehr komplexen Struk-
tur sind die Moglichkeiten der Daptomycin-
Optimierung via Medizinalchemie in erster Linie
auf Modifikationen der Lipid-Seitenkette und
auf die §-Aminogruppe der Ornithin-Einheit
beschrankt. Da Daptomycin biosynthetisch iiber
einen flieflbandartigen NRPS-Mechanismus ge-
bildet wird, stellt das genetische Engineering der
beteiligten Megasynthetasen einen attraktiven
Ansatz zur Herstellung weiterer Derivate fiir bio-
logische Studien dar (B Abb. 87). Hierzu gibt
es bereits erste Erfolge zu verzeichnen. Das in
Abschn. 8.4.1 geschilderte umfassende Ver-
stindnis zur Daptomycin-Biosynthese war die
Grundlage fiir solche Experimente, mit deren
Hilfe bereits eine Vielzahl von genetisch mo-
difizierten Daptomycinen hergestellt wurde.
Dabei wurden unter anderem die Daptomycin-
Biosynthesegene mit Genen aus der Biogenese
strukturell &dhnlicher Lipopeptide vermischt,
was aufgrund der Modularitit von NRPS Er-
folg versprechend ist (B3 Abb. 87). Einige der
dabei gebildeten Hybrid-Naturstoffe weisen ho-
he Aktivititen bei geringer Toxizitit auf, sind
wirksam gegen S. pneumoniae und werden von
Surfactant kaum in ihrer Wirkung beeinflusst.
Deren Produktion gelang sowohl nach geneti-
scher Modifikation in Streptomyces fradiae als
auch nach Transfer aller Biosynthesegene in den
heterologen Wirt Streptomyces ambofaciens, wo-
bei Produktionstiter von fast 400 mg/1 erreicht
wurden, was derzeit fast denen des optimierten
Daptomycin-Produzenten entspricht. Diese Ar-
beiten zeigen das Potenzial der Methoden der
kombinatorischen Biosynthese auf, allerdings
muss die Zukunft weisen, ob die so hergestellten
»unnatiirlichen Naturstoffe“ auch Anwendung
als Arzneistoffe finden werden.

8.5 Makrolide

Makrolid-Antibiotika gehoren in der Regel zur
Stofklasse der Polyketide und bestehen aus grof3-
gliedrigen (z.B. 12-, 14- oder 16-gliedrigen)
cyclischen Lactonringen. Diese sind haufig noch
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mit Zuckern dekoriert, was fiir ihre Wirkung
meist essenziell ist.

Historie

Der élteste zugelassene Vertreter dieser Stoffklas-
se ist Erythromycin. Der Produzentenstamm
Saccharopolyspora erythraea wurde aus einer
philippinischen Bodenprobe isoliert. 1952 brach-
te das amerikanische Pharmaunternehmen Eli
Lilly das Antibiotikum unter dem Namen Ilo-
sone® auf den Markt. Der Naturstoff wurde an-
schlieend durch Medizinalchemie dahingehend
weiter optimiert, dass sdurestabile und damit
magensaftresistente Derivate verfiigbar wur-
den. Weitere wichtige Vertreter dieser Stoffklasse
sind Oleandomycin, Leucomycin, Spiramycin
und Tylosin, die ebenfalls aus Actinomyceten-
Stammen isoliert wurden.

Wirkung und Anwendung
Makrolid-Antibiotika binden reversibel an die
50S-Untereinheit der Ribosomen und hemmen
so die Translokation in der Elongationsphase.
Gezielte medizinalchemische Verdnderungen
fithrten dazu, dass die Arzneistoffe auch beim
Auftreten von Resistenzmutationen an der 50S-
Untereinheit des bakteriellen Ribosoms wirksam
bleiben (z. B. Clarithromycin, Telithromycin).

Makrolide sind sehr gut vertriglich und kom-
men insbesondere dann zum Einsatz, wenn
gegeniiber -Lactam-Antibiotika Allergien und
Resistenzen auftreten. Die antimikrobiellen Wirk-
spektren der Makrolid-Antibiotika, die gegen
viele Gram-negative und Gram-positive Kei-
me wirken, sind sich sehr dhnlich. Sie werden
breit eingesetzt fiir die Behandlung von zwei
hiufigen bakteriellen Infektionen, denen des
Atem- und des Harntraktes. Dariiber hinaus
wird das Makrolid-Antibiotikum Tylosin in eini-
gen Lindern zur Nahrungsmittelkonservierung
eingesetzt, in Deutschland sind solche Anwen-
dungen aber grundsitzlich verboten. Ebenso
verboten ist mittlerweile der Einsatz von Antibio-
tika als Tierfutterzusatz, wofiir insbesondere die
Makrolid-Antibiotika Erythromycin und Olean-
domycin angewandt wurden.

Wirtschaftlichkeit

Mit einem jéhrlichen Umsatz von 4,8 Mrd. US-
Dollar machten Makrolide etwa 11 % des Anti-
biotikamarktes im Jahr 2009 aus.

Zu den Makrolidwirkstoffen gehoren aufer-
dem die Antimykotika Nystatin und Ampho-
tericin sowie die Antiparasitika vom Typ des
Avermectins, welche zunichst aufgrund ihrer
hervorragenden Wirkung gegen Wiirmer in der
Tiermedizin Verwendung fanden (& Abb. 8.8).
Merck und Co. Inc. entwickelten Derivate des
Avermectins gegen die Flussblindheit (Oncho-
zerkose), welche in Afrika Millionen Menschen
betrifft. Bereits eine Einmaldosis des lang wirksa-
men und durch Vorstufen-dirigierte Biosynthese
mit Streptomyces avermitilis gewonnenen Iver-
mectins reicht als Behandlung aus, allerdings
konnte sie sich in den betroffenen Lindern
kaum jemand leisten. 1987 entschied sich die
Firma, das Arzneimittel {iberall wo notig kos-
tenfrei abzugeben, was mittlerweile von der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Or-
ganization, WHO) und der Weltbank unterstiitzt
wird. 2001 kalkulierte man 16 Mill. Kinder, de-
nen durch dieses Vorgehen eine Infektion erspart
blieb, und etwa 600 000 Falle von Erblindung als
Folge der Onchozerkose, die verhindert werden
konnten. Im Jahr 2020 hofft man eine Ausrottung
der Erkrankung erreichen zu kénnen. Der enor-
me Erfolg des Wirkstoffes Ivermectin und seine
Entwicklung sowie sein weit verbreiteter Einsatz
als Arzneimittel gegen Tropenkrankheiten war
nur durch Profitverzicht des Herstellers moglich.
Dieses auflergewohnliche Beispiel zeigt, dass
fir weit verbreitete Infektionserkrankungen in
weniger entwickelten Lindern durchaus Thera-
pieoptionen darstellbar sind, wenn kommerzielle
Uberlegungen in den Hintergrund treten.

8.5.1 Makrolid-Biosynthese

Makrolid-Antibiotika werden von Polyketid-
synthasen (PKS) aus aktivierten, kurzkettigen
Carbonsduren hergestellt. Die Biosynthese von
Polyketiden verlduft sehr dhnlich zur Fettsiure-



O Abb. 8.8 Strukturen von Avermectin und
des pharmazeutisch eingesetzten Wirkstoffs
Ivermectin

AvermectinB, : R = CH,CH, -

Ivermectin
(= Dihydroavermectin Bh'b)

biosynthese an einem hochmolekularen Enzym-
komplex. Durch wiederholte decarboxylierende
Claisen-Esterkondensationen wird eine aktivier-
te Acyl-Startereinheit (z.B. Acetyl-CoA) mit
Malonyl-CoA-Verlangerungseinheiten oder da-
von abgeleiteten Derivaten verkniipft. An diesem
Vorgang sind Acyltransferasen (AT) zur Aus-
wahl der Einheiten, phosphopantetheinylierte
Acyl-Carrier-Proteine (ACP) zur kovalenten
Bindung der Intermediate an die Biosynthe-
seenzyme sowie Ketosynthasen (KS) beteiligt,
welche die Bausteine miteinander kondensie-
ren. Nach jedem Kettenverldngerungszyklus
kann die gebildete S-Oxofunktion durch Ke-
toreduktasen (KR), Dehydratasen (DH) und
Enoylreduktasen (ER) weiter umgesetzt werden
(B Abb. 8.9). Wahrend bei der Fettsaurebiosyn-
these dieser Zyklus immer vollstindig durch-
laufen wird, sind die Reduktionsschritte bei der
Polyketidbiosynthese optional. Sie kénnen vor

85-
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By, R=CH,

der nichsten Verlingerungsrunde teilweise oder
vollstindig ausgelassen werden, sodass wahl-
weise Keto-, Alkohol-, Olefin- bzw. Methylen-
Gruppen erhalten bleiben. Dabei entstehen die
klassischen reduzierten, meist cyclischen Poly-
ketide, worunter auch die Makrolid-Antibiotika
fallen. Als Verlingerungseinheiten konnen hier
neben Malonyl-CoA auch noch weitere Vorlau-
fer, wie beispielsweise Methylmalonyl-CoA oder
Hydroxymalonyl-CoA dienen. Die am inten-
sivsten erforschte Makrolid-Biosynthese ist die
des Erythromycins, dessen 14-gliedriger Lac-
tonring aus sieben Polyketid-Einheiten (einmal
Propionyl-CoA und sechsmal Methylmalonyl-
CoA) in einer Art Fliefbandmechanismus auf-
gebaut wird (B Abb. 8.10). Wie fiir Makrolid-
Biosynthesekomplexe tiblich, sind alle fiir einen
bestimmten Verlangerungszyklus bendétigten
Enzymaktivititen, auch katalytische Dominen
genannt, zu einzelnen Modulen gebiindelt. In
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Verlangerungseinheit Startereinheit

(0] (0]
HOZC\)k )]\
SCoA R SCoA

Malonyl-CoA z.B. Acetyl-CoA (R=CH,)

==

HOZC\)k )J\
Swww» cp R S— KS

neuer Verldngerungszyklus

Reduktionszyklus
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aromatische Polyketide,
z. B. Tetracycline
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z. B. Makrolide

/|

Fettsduren

O Abb.8.9 Schema zur Fettsdure- und Polyketid-Biosynthese. AT: Acyltransferase, KS: Ketosynthase, ACP (= CP): Acyl-
Carrier-Protein, KR: Ketoreduktase, DH: Dehydratase, ER: Enoylreduktase

der Regel ist jedes Modul fiir den Einbau und
gegebenentfalls die weitere Modifikation einer be-
stimmten Verlingerungseinheit verantwortlich.
Im Verlauf der Biosynthese sind alle Intermedia-
te fortwihrend kovalent {iber die ACP-Doménen
an den Enzymkomplex gebunden. Nach Fertig-
stellung der linearen Heptaketidkette wird diese
iiber intramolekulare Cyclisierung unter Bildung
des Makrolactons vom PKS-Enzymkomplex
abgespalten. Diese Reaktion wird von einer soge-
nannten Thioesterase(TE)-Domine katalysiert.
Das erste stabile Zwischenprodukt der Erythro-
mycin-Biosynthese, 6-Desoxyerythronolid B,
wird spiter noch durch sogenannte Post-PKS-
Enzyme weiter modifiziert. Neben einer Hy-
droxylierung werden auch O-Glykosidierungen
durchgefiihrt, die entscheidend fiir die Wirk-
samkeit des Naturstoffs sind. Der Erythromycin-
Biosyntheseweg codiert neben den drei Polyke-
tidsynthasen und den modifizierenden Enzymen
(Hydroxylase und Glykosyltransferasen) auch

transkriptionelle Regulatoren sowie Biosynthe-
seenzyme zur Herstellung der ungewdhnlichen
Zuckerbausteine. Der Gencluster enthilt aufSer-
dem ein Erythromycin-Resistenzgen, welches
konstitutiv exprimiert wird.

8.5.2 Makrolid-Produktion

Die Herstellung von Makrolid-Antibiotika er-
folgt in der Regel auf komplexen Nahrmedien.
Im Falle des Erythromycins wird Propionséure
als wichtigster Vorlaufer der Biosynthese zuge-
setzt. Dieser Zusatz ist zur Ausbeutesteigerung
sehr effizient, weil die komplette Grundstruktur
aus Propionat direkt (Starter der Biosynthese)
und aus sechs Methylmalonyl-CoA(MMCoA)-
Einheiten entsteht (B Abb. 8.11). MMCoA gehort
nicht zu den generellen Primérstoffwechselsub-
stanzen von Mikroorganismen, es kann aber bei
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6-Desoxyerythronolid-B-Synthase (DEBS)

LM M2
— M1 = M3
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" OH durch TE
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O Abb. 8.10 Biosynthese von Erythromycin A. Das 6-Desoxyerythronolid-B-Makrolidgeriist wird aus Propionyl-CoA
und sechs Methylmalonyl-CoA-Verldangerungseinheiten generiert. Die PKS-Megasynthase ist ein Komplex aus drei
multifunktionellen Enzymen. Diese beinhalten ein Lademodul (LM) und sechs Verlangerungsmodule (M 1 bis M 6), die
zusammen sieben Polyketid-Einheiten einbauen. Der schwarze Balken kennzeichnet, welche katalytischen Doménen
zum jeweiligen Modul gehéren. AT: Acyltransferase, ACP (= CP): Acyl-Carrier-Protein, KS: Ketosynthase, KR: Ketoredukta-

se, DH: Dehydratase, ER: Enoylreduktase, TE: Thioesterase

entsprechender genetischer Ausstattung ausge-
hend von Propionat gebildet werden, was auch
im Erythromycin-Produzenten der Fall ist. Da
die dazu notwendigen Stoffwechselenzyme in
der Regel nicht iberexprimiert sind, erklart sich
der positive Effekt der Zufiitterung. Ublicher-
weise erfolgt die aerobe submerse Fermentation
bei etwa 30°C, wonach Erythromycin aus der
Kulturfliissigkeit extrahiert wird. Durch Alkali-
sierung fillt der Arzneistoff aus und kann dann
umbkristallisiert werden. Der erste Produktions-
stamm, S. erythraea NRRL2338, wurde bereits
1952 beschrieben und wies einen Produktti-

ter von 250 bis 1000 mg/1 auf. In den mehr als
50 Jahren, seit die ersten Fermentationsdaten
publiziert wurden, hat sich die Produktivitdt
durch klassische Stammentwicklung auf etwa
10 g/l erhoht. Wihrend der Fermentation miis-
sen hohe Glucosekonzentrationen vermieden
werden, weil dieser Zucker eine Repression der
Syntheserate bedingt. Im Verlauf des Prozes-
ses miissen Hochproduzenten stindig re-isoliert
werden, weil genetische Variabilitét recht schnell
zum Verlust der optimierten Produktionsraten
fithrt. Die Jahresproduktion an Erythromycin
wird mit etwa 4000t angegeben, wovon etwa
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B Abb. 8.11 Bildung der Erythromycin-
A-Vorldufer Propionyl-CoA und [2S]-
Methylmalonyl-CoA. Um die Produktions-
ausbeuten des Antibiotikums zu erhéhen,
wird wahrend der Fermentation Propionsdure
zugefittert

\/U\OH

Propionsdure

Ligase

|

0
\/U\SCOA
Propionyl-CoA

3500t als Vorstufen fiir partialsynthetisch ver-
besserte Erythromycine wie Clarithromycin oder
Azithromycin dienen.

8.6 Tetracycline

Die natiirlich vorkommenden und hauptséich-
lich von Streptomyceten produzierten Tetra-
cycline sind chemisch sehr eng miteinander
verwandt. Wie ihr Name andeutet, leiten sich
Tetracycline von einem System aus vier linear
annellierten sechsgliedrigen Ringen ab. Der D-
Ring des Octahydronaphthacen-Grundgertistes
ist aromatisch, wahrend die ABC-Ringe teilweise
gesittigt sind (B Abb. 8.12). Das Ringsystem ist in
der Regel hochsubstituiert, besonders auffillig
sind die Keto-Enol-Gruppen auf der einen Halb-
seite des Molekiils, welche die Komplexbildung
mit divalenten Kationen erméglichen. Charak-
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™ : “ Mutase
Acetyl-CoA
0

HOOC /\/U\SCOA

R

[2R]Methylmalonyl-CoA

Abbau von
Fettsauren

“ Epimerase

0

HOOC YI\SCOA
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L
#

Carboxylase

Erythromycin A

teristisch sind auch eine Dimethylamino- sowie
eine Carboxyamid-Gruppe am A-Ring.

Historie
Der erste Vertreter dieser Antibiotikaklasse,
Chlortetracyclin, wurde bereits 1948 von Ben-
jamin Dugger im Goldenen Zeitalter der An-
tibiotika-Forschung entdeckt. Er isolierte das
Antibiotikum aus dem Kulturfiltrat des Boden-
bakteriums Streptomyces aureofaciens. Wenig
spater wurden weitere Vertreter dieser Stoffklas-
se aus verschiedenen Streptomyceten-Stimmen
isoliert, wie beispielsweise Oxytetracyclin (Ter-
ramycin), welches als erster Vertreter dieser
Verbindungsklasse von einem Forscherteam der
Firma Pfizer strukturell aufgekldrt und 1950 als
Breitband-Antibiotikum auf den Markt gebracht
wurde.

Um die Resistenzmechanismen zu umgehen,
wurden die Grundgertiste fermentativ gewonne-
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Oxytetracyclin-Biosynthesegencluster aus S. rimosus
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O Abb.8.12 Oxytetracyclin-Biosynthese in Streptomyces rimosus und semisynthetische Oxytetracyclin-Derivate. Der
Biosynthese-Gencluster ist etwa 25 Kilobasen groB und enthalt 24 Gene, welche die Minimal-Polyketidsynthase (PKS),
modifizierende Enzyme (Aromatasen, Cyclasen, Oxygenasen, Methyltransferasen, Aminotransferase etc.) und Resistenz-

vermittelnde Enzyme codieren

ner Tetracycline semisynthetisch modifiziert. So
entstanden beispielsweise ausgehend vom Oxy-
tetracyclin aufeinanderfolgende Generationen
neuer Tetracyclin-Antibiotika: Doxycyclin und
spater dann Tigecyclin. Letzteres wurde En-
de 2007 in Deutschland zugelassen und ist der
erste Vertreter der innovativen Klasse der Gly-
cylcycline. Es zeigt eine deutlich hohere Afhinitat
zu den Ribosomen und wird nicht von einer
Effluxpumpe aus der Zelle transportiert, sodass
der neue Arzneistoff zwei problematische Resis-
tenzmechanismen gegen Tetracyclin-Antibiotika
umgeht.

Wirkung und Anwendung

Tetracycline hemmen die bakterielle Protein-
synthese im Anfangsstadium der Elongations-
phase. Durch Blockade der 30S-ribosomalen
Aminoacylstelle (A-Stelle) wird die Anlage-
rung der Aminoacyl-tRNA und somit die Ver-
lingerung der Peptidkette verhindert. Schon
bald entwickelten sich Resistenzen gegeniiber
Tetracyclin-Antibiotika, die unter anderem in der
Modifikation der Zielstruktur (30S-Untereinheit
des Ribosoms) oder in der Expression einer

Effluxpumpe begriindet sind, die von einem
mittlerweile weit verbreiteten Resistenzgen co-
diert wird.

Sie wirken als Breitspektrum-Antibiotika
gegen eine grofle Palette Gram-positiver und
Gram-negativer Keime und werden seit mehr als
einem halben Jahrhundert zur Therapie von In-
fektionen, z. B. der Atemwege oder des Urogeni-
taltraktes, eingesetzt. Besonders hervorzuheben
ist auch ihre Wirksamkeit gegen zellwandlose
Problemkeime (z. B. Chlamydien) und Spiroché-
ten (z.B. Borrelien). Daher kommen sie auch
bei der Behandlung von Borreliose zum Ein-
satz. Das oben erwihnte Tigecyclin wirkt gegen
multiresistente Keime wie Methicillin-resistente
Staphylokokken und Vancomycin-resistente En-
terokokken und stellt daher ein wichtiges Reser-
veantibiotikum dar. Es kommt nur bei schwe-
ren Infektionen mit bestimmten, gegen andere
Antibiotika bereits unempfindlichen Keimen
zur Anwendung (insbesondere hochresistente
Krankenhauskeime wie z.B. MRSA). Zeitweise
wurden Tetracycline auch in der Tiererndhrung
eingesetzt, jedoch hat die dadurch beschleunig-
te Resistenzentwicklung zu einem allgemeinen
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Verbot ihrer nicht-therapeutischen Verwendung
gefithrt.

Wirtschaftlichkeit
Mit etwa 1,6 Mrd. US-Dollar Umsatz im Jahr
2009, machten Tetracycline 4% des gesamten
Antibiotikamarktes aus.

8.6.1 Tetracyclin-Biosynthese

Tetracycline zdhlen zu den Polyketid-Antibiotika,
die von PKS-Systemen produziert werden
(B Abb. 8.9). Im Gegensatz zu den modular auf-
gebauten PKS-Systemen, die die Produktion der
Makrolid-Antibiotika steuern, handelt es sich
hierbei um monofunktionelle Enzyme. Dies
bedeutet, dass die fiir die Biosynthese erfor-
derlichen katalytischen Aktivititen auf einzel-
ne Enzyme verteilt sind, die iterativ zum Auf-
bau der Polyketidkette benutzt werden, wo-
bei zunichst ein Poly-B-Ketointermediat ent-
steht (B Abb. 8.12). Zusitzlich gibt es noch eine
Reihe an Enzymen, die das Polyketidgrundge-
rist cyclisieren und modifizieren. Die Biosyn-
thesemaschinerie ist um einen Minimal-PKS-
Enzymkomplex aufgebaut, der alle notwendigen
katalytischen Aktivititen zur Herstellung der
naszierenden Polyketidkette beinhaltet und kei-
ne separate Acyltransferase (AT) benotigt. Hier-
zu zéhlen die zwei Ketosynthasen KS, und KSg
sowie ein Acyl-Carrier-Protein (ACP), an das die
Malonat-Verldngerungseinheiten bzw. die Poly-
B-ketointermediate wahrend der Biosynthese ko-
valent gebunden sind. In einem iterativen Prozess
wird die wachsende Kette nach jedem Verlange-
rungszyklus zur erneuten Claisen-Kondensation
wieder auf die KS, tbertragen, wihrend eine
neue Malonyl-CoA-Einheit an das ACP gebun-
den wird. Die Anzahl der Verlingerungszyklen
und die daraus resultierende Linge der Po-
lyketidkette wird dabei durch die KSg - den
sogenannten chain length factor - bestimmt. Zum
Aufbau des Tetracyclingeriistes werden ausge-
hend von einer Malonsdureamid-Startereinheit
acht Verlingerungszyklen mit Malonyl-CoA
durchgefiihrt. Das lineare Nonaketid-Intermediat

wird durch die Bindung an das Enzym stabilisiert
und konnte aufgrund seiner hohen Reaktivitit
bislang nicht isoliert werden. Im weiteren Verlauf
der Biosynthese wird dieses durch Cyclasen und
Aromatasen unter Bildung des tetracyclischen
Pretetramid-Intermediats von der Minimal-PKS
freigesetzt. Das Ringsystem wird schlief3lich von
einer Reihe modifizierender Enzyme, wie Oxy-
genasen, Methyltransferasen und Amidotrans-
ferasen, zum Tetracyclin-Antibiotikum umge-
wandelt. Dabei sind die Oxygenasen fiir die Bil-
dung der Keto-Enol-Funktionalititen zustindig,
die eine wichtige Rolle bei der Interaktion der Te-
tracycline mit dem Ribosom unter Komplexbil-
dung mit Mg** spielen. Zur Ausbildung der cha-
rakteristischen Dimethylaminogruppe wird die
Carbonylgruppe des A-Rings zunéchst von einer
Amidotransferase transaminiert und anschlie-
Bend von Methyltransferasen methyliert. Die
Biosynthesewege der verschiedenen Tetracyclin-
Antibiotika unterscheiden sich darin, dass einige
Produzentenstimme individuelle Modifikations-
reaktionen nicht bzw. zusitzlich ausfiihren.

Die fiir die Tetracyclin-Biosynthese notwen-
dige und grofle Anzahl von Enzymen wird in der
Regel von komplexen Biosynthese-Genclustern
codiert. So umfasst der Oxytetracyclin-Biosyn-
theseweg aus Streptomyces rimosus insgesamt
mindestens 21 Gene, wovon drei die Minimal-
PKS codieren (B Abb. 8.12). Neben weiteren (mo-
difizierenden) Biosynthesegenen, die den grofi-
ten Teil des Genclusters ausmachen, findet man
auch zwei Resistenzgene. Sie codieren eine Efflux-
pumpe sowie ein ribosomal protection prote-
in (RPP), welches die Tetracyclin-Ribosom-
Interaktion verhindert. Dabei dient die Efflux-
pumpe nicht nur der Selbstresistenz des Produ-
zentenstamms, sondern auch dem Einsatz des
Antibiotikums als chemische Waffe gegen mi-
krobielle Nahrungskonkurrenten.

8.6.2 Tetracyclin-Produktion

Zur kommerziellen Herstellung der Tetracycline
werden Hochleistungsmutanten des Oxytetra-



cyclin-Produzenten Streptomyces rimosus oder
des Chlortetracyclin-Produzenten — Streptomy-
ces aureofaciens eingesetzt. Letzterer produziert,
wenn er in einem chloridarmen Medium ge-
ziichtet wird, tiberwiegend das nicht-chlorierte
Tetracyclin. Streptomyces rimosus zihlt neben
dem Streptomycin-Produzenten Streptomyces
griseus (Abschn. 8.7) zu den am besten cha-
rakterisierten Streptomyces-Stimmen, die zur
industriellen Antibiotika-Produktion eingesetzt
werden. Er ist einer der wenigen Streptomyce-
ten, der relativ schnell in einer hochdispersen
Form wichst und dabei Zelldichten von etwa
50g/1 erreicht. In industriellen Programmen
wurde die Oxytetracyclin-Produktion ausge-
hend vom urspriinglichen Wildstamm mit Aus-
beuten im Bereich von mehreren 10 mg/1 zu
einem hoch entwickelten Stamm optimiert, der
Produktionstiter von nahezu 100g/l erreicht.
Tetracycline werden im aeroben Submersver-
fahren hergestellt, wobei eine optimale Sauer-
stoffversorgung fir die Ausbeute wesentlich ist.
Eine klare Korrelation zwischen Tetracyclin-
Produktion und Kohlenhydrat-Katabolismus
ist erkennbar. Hochproduzenten weisen in der
Regel eine niedrigere Glykolyserate als Stim-
me mit geringem Tetracyclin-Produktionstiter
auf. Da die Tetracyclin-Produktion iiber Kata-
bolitrepression durch Glucose unterdriickt wird,
wird die fiir optimales Wachstum notwendige
Glucose entweder kontinuierlich wihrend der
Fermentation hinzugefiittert, oder es werden
andere Kohlenstoffquellen verwendet, die kei-
ne Katabolitrepression verursachen. Aufgrund
einer zusitzlichen Phosphatrepression wird die
Fermentation unter Phosphat-limitierenden Be-
dingungen durchgefiihrt. Die Vorkulturen zum
Animpfen von Fermentern mit Volumina von
80000 bis 150 0001 werden nach allgemein iib-
lichen Methoden propagiert (5% Inokulum,
24-30h Kultivierung). Die Fermentation erfolgt
bei 28 °C iiber etwa 96 h. Dabei wird in der ersten
Phase der Fermentation sehr viel Mycel gebil-
det, und das Antibiotikum wird vorwiegend in
der zweiten Phase produziert. Zur Aufarbeitung
sind unterschiedliche Verfahren beschrieben
worden. Oxytetracyclin kann beispielsweise mit-
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hilfe quartdrer Ammoniumsalze nach vorheriger
Abtrennung des Mycels aus dem Kulturfiltrat
ausgefillt werden. Das Prazipitat (quartédres Oxy-
tetracyclinsalz) kann anschliefflend gelost und
iiber Filteranlagen weiter gereinigt werden. Das
Losemittel wird iiber Vakuumtrocknung zuriick-
gewonnen und das Antibiotikum nach Wasche
als Hydrochlorid auskristallisiert.

8.7 Aminoglykoside

Aminoglykoside bilden eine grofie und diver-
se Gruppe von Antibiotika, die strukturell den
Kohlenhydraten sehr dhneln. Thr Grundgeriist
besteht aus einer sechsgliedrigen Aminocyclitol-
Einheit, die iiber glykosidische Bindungen mit
zwei oder mehr Aminozuckern verkniipft ist.
Daraus leitet sich ihr Name ,, Aminoglykosi-
de“ ab, und die Verbindungen werden oft auch
als Aminocyclitole oder Pseudosaccharide be-
zeichnet. Aufgrund ihrer Saccharidstruktur sind
Aminoglykoside in der Regel sehr gut wasserlds-
lich und bilden mit Mineralsduren Salze. Wiah-
rend es eine Reihe verschiedener Zuckersubsti-
tuenten gibt, ist die Aminocyclitol-Komponente
weniger variabel.

Historie

Die Klasse der Aminoglykosid-Antibiotika wur-
de schon recht frith entdeckt. Der erste Vertreter,
Streptomycin, wurde bereits im Jahr 1943 von
Waksman und seinen Kollegen aus Streptomyces
griseus isoliert. Das vielversprechende Wirk-
spektrum von Streptomycin hat zur Suche nach
weiteren Kandidaten dieser Antibiotikaklasse
gefiihrt, einige Beispiele sind in B Tab. 8.4 auf-
gelistet. Die Entwicklung von Resistenzen nahm
auch hier keinen Halt - Mikroorganismen in-
aktivieren die Antibiotika durch enzymatische
Acetylierung von Aminogruppen sowie Phos-
phorylierung und Adenylierung von Hydroxyl-
gruppen. So inaktiviert eine Phosphotransferase
viele Aminoglykosid-Antibiotika durch Phos-
phorylierung der Hydroxylgruppe in 3’-Stellung.
Um die Wirkung des Antibiotikums aufrechtzu-
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erhalten, gibt es seit Jahren Bemiithungen, solche
Resistenzmechanismen zu umgehen. So wur-
de beispielsweise eine Reihe semisynthetischer
Kanamycin-Derivate hergestellt, bei denen in 3'-
Position keine Hydroxylgruppe vorhanden ist,
sodass diese von der Phosphotransferase nicht
mehr modifiziert werden konnen.

Wirkung und Anwendung
Aminoglykoside binden an die 30S-Untereinheit
der Ribosomen, wodurch Ablesefehler der mRNA
verursacht werden. Dadurch werden fehlerhafte
Proteine gebildet, die dann oftmals nicht mehr
ihre Funktion erfiillen kénnen.

Die antimikrobielle Wirkung von Aminogly-
kosiden richtet sich sowohl gegen Gram-positive
als auch Gram-negative Bakterien, sodass man
hier auch von Breitspektrum-Antibiotika spricht.
Sie werden schon seit Jahrzehnten in der Klinik
eingesetzt, vor allem bei bakteriellen Infekti-
onskrankheiten mit aeroben, Gram-negativen
Keimen, z.B. bei Harnwegsinfekten, ,Blutver-
giftungen (Sepsis), Hirnhaut- oder Herzklap-
penentziindungen. Einige Aminoglykoside sind
aber auch fiir spezielle Zwecke reserviert. So ist
beispielsweise Neomycin nur zur lokalen Be-
handlung von Entziindungen der Haut, Augen
oder Ohren geeignet. Paromycin hingegen dient
der Dekontamination des Darms vor operativen
Eingriffen und ist das einzige Aminoglykosid,
das als Tablette verabreicht werden kann. Zudem
werden Aminoglykoside auch haufig in der Ve-
terindrmedizin oder in der Landwirtschaft ver-
wendet, z. B. Hygromycin oder Spectinomycin.

Wirtschaftlichkeit

Mit etwa einer Milliarde US-Dollar Umsatz im
Jahr 2009 machten Aminoglykoside 2 % des ge-
samten Antibiotikamarktes aus.

8.7.1 Aminoglykosid-Biosynthese

Grundsitzlich anders als Polyketide und nicht-
ribosomale Peptide entstehen Aminoglykoside,
deren Grundgeriist durch den Aufbau und die

Modifizierung zuckerdhnlicher Bausteine er-
moglicht wird. Hier bildet eine Vielzahl von
Einzelproteinen die Gesamtheit der Biosynthe-
semaschinerie aus und Intermediate liegen im
Gegensatz zur Polyketid- bzw. nicht-ribosomalen
Peptid-Biosynthese nicht Carrier-Protein-ge-
bunden vor. Die Biochemie der Aminoglykosid-
Biosynthese wird derzeit noch erforscht, da
keiner der identifizierten Biosynthesewege schon
bis ins Detail aufgeklart werden konnte.
Grundbausteine aller Aminoglykoside sind
Cyclitol-Einheiten, die iiber Verkniipfung mit
Zuckereinheiten (Glykosylierung) oder andere
Modifikationen dekoriert werden. Die Zucker-
bausteine kénnen vor oder nach ihrer Ubertra-
gung noch weiter modifiziert werden. Anhand
ihres Cyclitolgrundgeriistes konnen Aminogly-
kosid-Antibiotika (AGAs) grundsitzlich in vier
Gruppen eingeteilt werden (B Tab. 8.4):
Streptamin-enthaltende AGAs,
2-Desoxystreptamin-enthaltende AGAs,
Fortamin- und 2-Desoxyfortamin-enthalten-
de AGAs,
Valienamin-enthaltende AGA:s.
Die ersten drei Cyclitolgeriiste werden ausgehend
von D-Glucose-6-phosphat {iber verschiede-
ne Biosyntheserouten gebildet, wihrend das
Valienamingrundgeriist aus sedo-Heptulose-
7-phosphat hervorgeht. Die bisher charakteri-
sierten Biosynthese-Gencluster enthalten zwi-
schen 18 und 34 Genen. Sie codieren im Ge-
gensatz zu den modularen Polyketid- bzw. nicht-
ribosomalen Peptid-Biosynthesewegen eine Viel-
zahl monofunktioneller Enzyme, welche die
vielen einzelnen Biosyntheseschritte katalysie-
ren. So besteht Streptomycin beispielsweise aus
drei hoch modifizierten Bausteinen (Cyclitol-
grundgeriist plus zwei Zuckerbausteine), die in
einer Kaskade aufeinanderfolgender Enzymreak-
tionen generiert und miteinander verkniipft wer-
den. Der hierfiir verantwortliche Biosyntheseweg
wurde bereits in verschiedenen Streptomyceten-
Stimmen identifiziert und umfasst mindestens
29 Gene (B Abb.8.13). Neben Enzymen, die direkt
der Biosynthese von Streptomycin zugeordnet
werden konnten, sind Transporterproteine, ein
Transkriptionsfaktor (StrR), ein Resistenzgen
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D Tabelle 8.4 Beispiele fiir Aminoglykosid-Antibiotika, ihre Produzenten und Einteilung anhand ihrer

Aminocyclitol-Einheit

Produzent

Streptomyces griseus

Streptomyces
netropsis

Streptomyces
hygroscopius

Streptomyces spec.

Streptomyces fradiae
Bacillus circulans

Streptomyces
rimosus

Streptomyces
kanamyceticus

Streptomyces spec.

Micromonospora
echinospora

Micromonospora
olivasterospora

Streptomyces
tenjimariensis

Streptomyces
hygroscopicus

Actinoplanes spec.

Gruppe

Streptomycin

Spectinomycin

Hygromycin

Apramycin

Neomycin
Butirosin

Paromomycin

Kanamycin

Tobramycin

Gentamicin

Fortimicin

Istamycin

Validamycin

Acarbose

Cyclitol-Einheit

Streptamin (STR)

H,N

HO OH
H,N OH

OH
STR

2-Desoxystreptamin
(DOS)

Fortamin (FOR)

Valienamin (VAL)

OH

HO..,

HO “NH,

OH
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O Abb. 8.13 Regulation der Streptomycin-Biosynthese in Streptomyces griseus. Der A-Faktor induziert die Expression
von AdpA, welches den Promotor (P) vor dem Streptomycin-Regulationsprotein (StrR) aktiviert. Der transkriptionelle
Aktivator StrR bindet an verschiedene Promotorregionen im Streptomycin-Biosynthese-Gencluster

(StrA) und Proteine mit bislang unbekannter
Funktion codiert.

Die Sekundirstoft-Produktion in Strepto-
myceten ist meist Wachstumsphasen-abhingig
und setzt in der Regel in der stationdren Pha-
se ein, wenn die morphologische Differenzie-
rung (Ausbildung von Luftmycel) beginnt. Die
Antibiotika-Produktion wird dabei oft iiber eine
Regulationskaskade kontrolliert, die von einem
y-Butyrolacton eingeleitet wird, dem sogenann-
ten A-Faktor (B Abb. 8.13). Der A-Faktor fungiert
als eine Art mikrobielles Hormon, welches iibli-
cherweise in einer spaten Wachstumsphase pro-
duziert wird. Fiir den Streptomycin-Produzenten
Streptomyces griseus wird das regulatorische
Zusammenspiel von morphologischer Diffe-
renzierung und Antibiotika-Produktion iiber
folgendes Modell erklirt: Ab einem bestimmten
Konzentrationslevel bindet das y-Butyrolacton
an den transkriptionellen Inhibitor ArpA. Dieser
verliert dadurch seine Fahigkeit, an die DNA
zu binden, sodass das adpA-Gen exprimiert
werden kann. Das gebildete AdpA-Protein bin-
det dann wiederum an die Promotorregion des
strR-Gens und aktiviert so dessen Transkripti-
on. Hierdurch wird das fiir den Streptomycin-

Biosyntheseweg spezifische Regulationsprotein
StrR gebildet, welches an verschiedene Pro-
motorregionen im Gencluster bindet und als
Transkriptionsaktivator agiert. Hierdurch wird
die Streptomycin-Biosynthese ,angeschaltet®.
Neben strR induziert der A-Faktor auch die Ex-
pression des Resistenzgens strA. Dieses codiert
fur die Streptomycin-6-Phosphotransferase, die
dem Stamm Eigenresistenz gegeniiber dem pro-
duzierten Antibiotikum vermittelt.

8.7.2 Aminoglykosid-Produktion

Der iiberwiegende Teil der heute bekannten
Aminoglykosid-Antibiotika wird von Actino-
myceten der Gattung Streptomyces oder Micro-
monospora produziert. Per Konvention wurde
seinerzeit der Ursprung des Antibiotikums durch
die Schreibweise in der Endsilbe des Namens
kenntlich gemacht. Aminoglykoside aus Strep-
tomyceten wie die Kanamycine wurden mit
»-mycin“ bezeichnet, wahrend Vertreter aus Mi-
cromonospora-Stimmen wie die Gentamicine
auf ,,-micin“ endeten (B Tab. 8.4). Mittlerweile



wurden aber noch weitere bakterielle Amino-
glykosid-Produzenten entdeckt, z.B. Frankia,
Actinoplanes und Bacillus spec. Aminoglykosid-
Antibiotika werden iiblicherweise im Submers-
verfahren im 50000- bis 150000-Liter-Maf3-
stab hergestellt. Bei den Produzentenstimmen
handelt es sich meist um Actinomyceten, die
Verzweigungen und Mycelien ausbilden. Zur
grofitechnischen Produktion werden die Stimme
stufenweise in Schiittelkulturen und dann in Sub-
mersgefiflen vermehrt. In jeder Stufe wachsen
die Kulturen etwa zwei Tage und werden dann in
frisches Nahrmedium mit etwa zehnfachem Vo-
lumen iibertragen. Die eigentliche Fermentation
verlduft in drei Phasen: Wahrend der zweitagi-
gen Wachstumsphase ist der Sauerstoffbedarf
sehr hoch und es wird sehr viel Mycel gebildet.
In der sich anschlielenden ein- bis zweitdgi-
gen stationdren Phase beginnt die verstirkte
Aminoglykosid-Produktion, wobei das Mycel-
gewicht nahezu konstant bleibt. In der Abster-
bephase nimmt die Aminoglykosid-Produktion
ab und das Mycel beginnt zu autolysieren. In
dieser Phase muss der insgesamt etwa fiinf Ta-
ge andauernde Fermentationsprozess rechtzeitig
abgebrochen werden.

Bei der Aufarbeitung wird das Mycel bei-
spielsweise mit Rotationsfiltern vom Kulturfiltrat
abgetrennt und entsorgt (z. B. durch Trocknung
und anschlieflende Verbrennung). Zur Isolie-
rung der Aminoglykoside wird {iiblicherweise
die relativ starke Basizitit der Aminogruppe
ausgenutzt und das Kulturfiltrat zunichst tber
schwach basische Ionenaustauscher aufgearbei-
tet. Nach der Erstabtrennung folgen dann noch
weitere sdulenchromatographische Feinschritte
mit schwach basischen Puffersystemen. Meist
verzichtet man jedoch auf die aufwendige Isolie-
rung eines Einzelstoffes und reinigt stattdessen
definierte Gemische auf.

8.8 Ausblick

Sekundarstoffe aus Mikroorganismen sind auch
heute die wohl wichtigsten Kandidaten fiir die
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Entwicklung von neuen Antibiotika, welche
fir die Therapie von Infektionserkrankungen
dringend benétigt werden. Eine biotechnische
Produktion nach Stamm- und Produktionsopti-
mierung ist in der Regel méglich und sinnvoll,
wenn die Substanz nicht 6konomisch auf synthe-
tischem Wege gewonnen werden kann. Dieser
Prozess wurde in den vergangenen Jahrzehnten
ungerichtet durch klassische Stammoptimie-
rung vorangetrieben, wobei man sich wegen der
Verwendung von Zufallsmutagenesen auf deren
positiven Einfluss auf die Produktivitit verlassen
musste. Heute sind bedingt durch die Revolution
der Sequenzierungsmethoden und die Verfiig-
barkeit von molekularbiologischen Ansitzen
Mikroorganismen haufig in kurzer Zeit gezielt
genetisch manipulierbar. Da die Genomsequen-
zen komplett und zu erschwinglichen Kosten
aufgekldrt werden kénnen, lassen sich auch die
Biosynthese-Gencluster fiir Sekundirmetaboli-
ten recht leicht identifizieren. Basierend darauf
ergeben sich neue Moglichkeiten der Stamm-
und Produktionsoptimierung mit molekular-
biologischen Methoden, die seit einigen Jahren
vermehrt eingesetzt werden. So konnen basie-
rend auf Studien der Regulation der Biosynthese
negative Regulatoren ausgeschaltet und positive
Regulatoren verstirkt exprimiert werden. Vor-
stufen und Kofaktoren werden quantitativ in den
Produzenten bestimmt, wodurch Engpiasse bei
der Produktion identifiziert und nachfolgend
durch gezielte Modifikation der zugehdrigen
Stoffwechselwege umgangen werden koénnen.
Es ist offensichtlich, dass Produktionsstimme
von neuen Wirkstoffen heute und in Zukunft auf
diesem Wege optimiert werden. Zudem kann
man nun durch vergleichende Genomik die Mu-
tationen bestimmen, welche durch klassische
Mutagenese aus einem Wildstamm den Hoch-
produzenten machten. Solche Daten liegen zum
Avermectin bereits vor und die erhaltenen Er-
kenntnisse lassen sich nun fiir die Optimierung
weiterer Produkte einsetzen. Inzwischen wer-
den gar komplette Antibiotika-Biosynthesewege,
die mehr als 100 000 Basenpaare genetischer In-
formation umfassen, in heterologe Wirte mit
vorteilhaften Eigenschaften transplantiert und
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dort zur Expression gebracht. Dadurch kénnen
Nachteile der Originalproduzenten wie langsa-
mes Wachstum oder unzureichende genetische
Manipulierbarkeit umgangen werden. Dies ist
beispielsweise fiir das Daptomycin und Derivate
davon schon gelungen und weist den Weg in die
Zukunft der Wirkstoft-Forschung an mikrobiel-
len Sekundarstoffen.
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