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Die Zeit der spektakuldren Entwicklungen auf dem Antibiotica-Gebiet scheint vergangen
zu sein. Mit immer groBerer Mithe werden immer weniger neue Antibiotica entdeckt. Ausgehend
von der Uberlegung, daB gewagte Hypothesen die weitere Forschung ebenso anregen kénnen
wie gesicherte Befunde, werden in diesem Aufsatz fiinf Thesen aufgestellt. , Nichtklassische®
Screening-Methoden und die Suche nach sekundidren Metaboliten mit ungewohnlichen Eigen-

schaften konnten reiche Ernte bringen.

Einleitung

Seit iiber 30 Jahren werden Antibiotica intensiv bearbeitet.
Die in den ersten Jahren sich in rascher Folge einstellenden
Fortschritte sind spérlicher geworden. Der Aufwand, um voran
zu kommen, ist groBer, der Optimismus kleiner geworden,
und die Meinung ist zu héren, dal man sich asymptotisch
dem ndhere, was mit Antibiotica zu erreichen sei und daf
sich die weitere Suche nach neuen Antibiotica nicht mehr
lohne. Dieser Skepsis mochte ich fiinf absichtlich provokativ
formulierte Thesen gegeniiberstellen.

These I: Von den fiir einen Antibiotica-Einsatz denkba-
ren Feldern ist erst ein kleiner Teil abgedeckt

Tabelle 1 zeigt, stark vereinfacht, das Verhiltnis von abge-
deckten sowie partiell abgedeckten zu offenen Feldern.

Selbstverstiandlich werden heute auch in den als offen be-
zeichneten Feldern Antibiotica verwendet. Die Felder sind
dennoch als offen aufgefiihrt, weil die dort eingesetzten Anti-
biotica nicht in jeder Hinsicht befriedigen. Zum Beispiel wer-
den groBe Mengen von Antibiotica in der Tiererndhrung ver-
wendet. Soweit man diese auch in der Humanmedizin ge-
braucht, miissen sie ersetzt werden. Praktisch voll abgedeckt
ist nur das Indikationsgebiet ,Infekte mit Gram-positiven
Bakterien in der Humanmedizin®. In der Humanmedizin voll-
stindig offen sind die Bereiche Protozoen, Wiirmer und Viren;
mit nur partiell befriedigenden Antibiotica versehen sind die
Felder Tumoren und systemische Mykosen.

Einer der Griinde fiir die ungleiche Abdeckung der Felder
besteht darin, daf die Korrelation zwischen den ersten Scree-

[*] Prof. Dr. H. Zihner
Institut fiir Biologie 1T der Universitit
Aul der Morgenstelle 28, D-7400 Tiibingen

[**] Nach einem Vortrag beim Filth International Fermentation Symposium,
Berlin, Juli 1976.
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ningtests und den gesuchten Wirkungen am Einsatzort sehr
unterschiedlich ist. Je geringer diese Korrelation ist, um so
zeitraubender und kostspieliger wird die Arbeit und um so
kleiner die Erfolgsaussicht. Den hohen Kosten fiir die Auffin-

Tabelle 1. Mogliche Felder fiir den Antibiotica-Einsatz.

Abgedeckte Felder Partiell Offene Felder

abgedeckte

Felder
Medizinische Medizinische Medizinische
Anwendungen Anwendungen Anwendungen
Gram-positive Gram-negative Protozoen
Bakterien inkl. Systemische Mykosen

multiresistente Wiirmer

Bakterien Virosen

Tumoren

Nicht-medizinische Nicht- Nicht-medizinische
Anwendungen medizinische Anwendungen

Anwendungen

Phytopathogene Phytopathogene Bakterien
Pilze Phytopathogene Viren
Insekten und Milben
Nematoden
Schnecken
Nutritive Verwendung

dung und Bereitstellung von Antibiotica fiir die noch offenen
Felder steht jedoch das hohe gesellschaftliche Interesse gegen-
tiber.

Nach einer Aufstellung von Berdy!") waren Ende 1972 4076
Antibiotica bekannt. Jede Gruppe, die sich mit der Suche
nach neuen Antibiotica befaBit, macht unweigerlich die Erfah-
rung, daf der Anteil der neuen unter den bearbeiteten Substan-
zen abnimmt. In den Jahren 1954/55 fanden wir zum Beispiel
¢in bis drei neue Antibiotica auf 1000 gepriifte Actinomyceten-
stimme, und jedes zwanzigste in Arbeit genommene Antibioti-
cum war neul?’. Bereits 1958 war der Anteil an neuen auf
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unter eins je tausend gepriifte Stimme gesunken, und nicht
einmal mehr jedes fiinfzigste in Arbeit genommene Antibioti-
cum war neu. Diese Beobachtungen - verbunden mit der
bereits sehr groBen Zahl beschricbener Antibiotica  haben
zur Auffassung gefithrt, daB wir bereits einen groBien Teil
aller vorhandencn Antibiotica kennen. Dieser Auffassung
mochte ich These 1 gegeniiberstellen.

These I1: Trotz iiber dreiBligjdhriger Sucharbeit kennen
wir erst einen kleinen Teil der natiirlichen Antibiotica

Wenn man vor einigen Jahren Antibiotica-Laboratorien
besuchte, so stellte man fest, dafl weltweit die gleichen Testme-
thoden, teilweise sogar die gleichen Testkeime, verwendet wur-
den. Erst in den letzten Jahren ist das Spektrum der Testmetho-
den wesentlich breiter geworden. Die klassischen Methoden
gehen weitgehend auf Waksman zuriick und lassen sich durch
dic folgenden Punkte charakterisieren:

Es wird eine moglichst enge Korrelation zwischen erstem
Test und spiterer Anwendung angestrebt; alle Tests beruhen
auf Wachstumshemmung oder Abtstung: alle Tests werden
unter optimalen Bedingungen, d. h. mit komplexen Nihrbéden
durchgefiihrt; alle Tests sind Diffusionstests.

Zwei Groflen entscheiden dariiber, was in einem Antibiotica-
Screening gefunden wird: die Mikroorganismen und die Test-
mcthoden. Obwohl diese Feststellung trivial ist, hat man sie,
mindestens was dic Testmethoden anbetrifft, nicht geniigend
beriicksichtigt. Geht man von den klassischen Tests (s.0.)
ab, so findet man cine ganz andere Auswahl von Substanzen.

7J oH
Hacl H c

o)
II C 18 \l\) H\;)j\
CH, N
o o o
OH NH HO

Hs “H, 2 H

HO \ > < « ,\,
C
3L H, HO OH

(2)

Fiir vicle Antibiotica-Indikationen ist keine gute Korrelation
zwischen dem ersten Test und der gesuchten Wirkung am
Einsatzort gegeben. Wenn man aus diesem Mangel cine Tu-
gend macht und auf eine Korrelation zwischen erstem Test
und spiterer Verwendung verzichtet, d.h. den ersten Test
nur noch als Leitschiene fiir die Isolierung eines neuen Metabo-
liten verwendet, kann man auch auf die anderen Kriterien
der klassischen Tests verzichten.
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In welchem Ausmal der Test dariiber entscheidet, was ge-
funden wird, sei hier an cinigen Beispielen aus unserem Erfah-
rungskreis geschildert. Antifungische Substanzen werden meist
noch in der klassischen Anordnung durch einen Plattendillu-
sionstest mit Hefen oder Pilzsporen gesucht. Bei Actinomyce-
ten findet man in dieser Anordnung eine grolle Zahl von
Polyenen sowie Cycloheximid und Antimycine. Lrsetzt man
das Kriterium Wachstumshemmung durch das Kriterium ab-
normes Hyphenwachstum!®! oder Hemmung der Zygosporen-
bildung!®], so findet man bei Actinomyceten ein ganz anderes
Spektrum antifungischer Antibiotica, namlich dic Verbindun-
gen (1) bis (3).

Boromycin (1)1!, der erste borhaltige Naturstoff, gehort
von der Wirkung her zu den ionophoren Antibiotical”). Scine
Struktur wurde von Prelog et al.!® aufgeklirt. Venturicidin

O u CHy CHyCH,
//J\(N N CHy
O 0
o OH
NN (4)
o)
OH
o o) OR
e R e s
CH; CH, CH,
nooc”” N0
CH, , %o
(5), R=H oH
OH
(6), R = H

B (2) ist ein antifungisches Makrolid!®), dessen Struktur Kel-
ler-Schierlein et al.!®! aufgeklirt haben. Nikkomycin (3), ein
den Polyoxinen!!® nahestehendes Nucleosid-Antibioticum,
hemmt die Chitinsynthese!''l.

Der Ersatz der optimalen, komplexen Nihrboden im Test
durch einfache, chemisch definierte Medien - verbunden mit
der Suche nach Substanzen, die nur auf diesen einfachen Medi-
en eine Wirkung zeigen —, fiihrt cinerseits zu zahlreichen Anti-
metaboliten!!?! und andererseits zu cinigen ungewdhnlichen
neuen Antibiotica, z.B. (4) bis (7).

Manumycin (4 )!'* ist ein Antibioticum, das in die Protein-
synthese prokaryotischer Zellen eingreift!'* o- (5) und B-Li-
pomycin (6)!*% bilden zusammen mit Oleficin!'®! eine neue
Gruppe von Antibiotica, die mit Lipiden interferieren!!”).
Chlorothricin (7)/*8) ist ein ungewéhnliches, chlorhaltiges
Makrolid, das nicht wie die iiblichen Makrolide die Protein-
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synthese hemmt, sondern als Antagonist von Acetyl-CoA
wirkt!!?],

Geht man dazu iiber, auch schlecht diffundierende Antibioti-
ca zu bearbeiten — wozu leider noch keine generell einsetzbaren
Tests zur Verfiigung stehen —, so findet man wiederum andere
Antibiotica als in den klassischen Testanordnungen. Als Bei-
spiel soll auf Lysolipin I (8)% hingewiesen werden, das
zusammen mit Albofungin(?!) eine in bezug auf Wirkungsweise
und maogliche Anwendung noch wenig untersuchte Gruppe
von Antibiotica bildet.

Mit den hier angedeuteten Anderungen in den klassischen
Testanordnungen ist nur ein kleiner Teil der moglichen Varia-
tionen umrissen. Neue Testmethoden werden mit Vorteil so
ausgewdhlt, daB die Identifizierung oder der AusschluB
bekannter Antibiotica erleichtert wird. In Tabelle 2 sind Bei-
spiele fiir ein ,nichtklassisches” Screening zusammengestellt.

Tabelle 2. Einige Moglichkeiten fiir ein ,,nichtklassisches™ Screening auf mikro-
bielle Metabolite.

1. Suche nach Antibiotica, die nur bei nichtoptimalen Bedingungen fiir die
Testkeime wirken, z.B. nur auf einfachen chemisch definierten Medien
oder nur bei nichtoptimalen Temperaturen

2. Verwendung permeationsgeschidigter Testkeime, z. B. extremer R-Formen
von Enterobacteriaceae oder stabiler L-Formen [a]

3. Verwendung extrem empfindlicher Wildstimme unter Beriicksichtigung
der Antibiotica, die nur auf diese ,,iiberempfindlichen* Stimme wirken
(Engspektrum-Antibiotica)

4. Suche nach Antibiotica, die nur zusammen mit Detergentien oder Ethylen-
diamintetraessigsdure wirken, d. h. ,,Nachhilfe* beim Eindringen brauchen

5. Zellfreie Systeme bestimmter Enzyme, z. B. Proteasen, Dopa-Decarboxyla-
sen, Neuraminidasen oder Chitin-Synthetasen sowie Systeme, in denen
eine zellfreie Proteinsynthese ablduft, dienen als Indikatoren fir Hemm-
stoffe

6. Anwendung anderer Kriterien als Wachstumshemmung oder Abtétung,
z. B. Eingriffe in die Differenzierung und Morphogenese

7. Anwendung von Reaktionen auf bestimmte chemische Gruppen als Krite-
rium, z. B. auf reduzierende Gruppen, Amine, Alkaloide, chlorhaltige oder
schwefelhaltige Metabolite

8. Anwendung von Methoden, die dem Bereich ,Microbial Transformation™
angehoren [b]

[a] Unter R-Formen versteht man Stimme von Enterobacteriaceae mit
massiven Defekten im Lipopolysaccharid, als L-Formen werden Bakterien
mit defekter oder fehlender Zellwand beschrieben.

[b] Unter ,Microbial Transformation* verstehen wir die mikrobielle Um-
wandlung organischer Verbindungen ohne deren vollstindigen Abbau.

Durch die in Tabelle 2 skizzierten neuen Testmethoden
nimmt die Zahl der neu aufzufindenden Metabolite stark zu,
wobei sich allerdings die Grenze zwischen Antibiotica und
andern mikrobiellen Metaboliten aufzuldsen beginnt. Kombi-
niert man die groBe Zahl méglicher neuer Testmethoden mit
der kaum begrenzten Zahl der Mikroorganismen und beriick-
sichtigt, daBl Mutationen die Variation noch vergrofern, so
kommt man zur eingangs aufgestellten These, dall wir erst
einen kleinen Teil der natiirlichen Antibiotica kennen.
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These III: Die Probleme des Antibiotica-Transports
wurden viel zu lange vernachlissigt

Antibiotica lassen sich schematisch in zwei Gruppen eintei-
len: Gruppe I: membranophile Antibiotica, Gruppe II: nicht-
membranophile Antibiotica.

Die Antibiotica der Gruppe I lagern sich an oder in die
Membran der Bakterien oder Pilze ein und entfalten dort
thre Wirkung; diese Antibiotica miissen nicht in das Innere
der Zelle gelangen. In diese Gruppe gehéren u. a. alle ionopho-
ren Antibiotica, Polymyxine, Colistine, Lipomycine und Lyso-
lipin L.

Die Antibiotica der Gruppe II miissen in die Zelle eindrin-
gen, da ihr Wirkort im Zellinnern liegt. Gruppe II besteht
aus Antibiotica, deren primirer Angriffsort die Nucleinsdure-
synthese, die Proteinsynthese und die Synthese intermediérer
Stoffwechselprodukte ist. Beispiele sind die Actinomycine,
Anthracycline, Tetracycline, Makrolide, Aminoglykoside und
Rifamycine sowie Chloramphenicol, Cycloserin und Phospho-
nomycin. Bei den Gram-negativen Bakterien miissen diese
Antibiotica zwei Membranen passieren: die dullere Membran
und die Cytoplasmamembran.

Fiir die Aufnahme von Antibiotica!??! der Gruppe II in
die Zelle bestehen die gleichen Moglichkeiten wie fiir die
Aufnahme von Substraten: a) aktiver Transport, b) erleichterte
Diffusion, ¢) passive Diffusion.

Mit dem aktiven Transport wollen wir uns weiter unten
eingehend befassen. Die zweite Aufnahmemaéglichkeit, die er-
leichterte Diffusion, kann vorldufig nicht belegt werden; aus
theoretischen Uberlegungen heraus miissen aber fiir die Auf-
nahme grofBer, nicht sehr lipophiler Molekiile derartige Syste-
me angenommen werden. Die dritte Moglichkeit, die passive
Diffusion, ist nach dem Fliissigmosaikmodell fiir den Mem-
branaufbau nicht vorstellbar, jedenfalls nicht fiir groBe Anti-
biotica-Molekiile wie Vancomycine, Avilamycin/Everinomy-
cin, Actinomycine etc.

Die Bakterienzelle ist dank mehrerer Systeme des aktiven
Transports in der Lage, Substrate auch aus stark verdiinnten
Losungen aufzunehmen und anzureichern. Fillt ein derartiges
System des aktiven Transports z.B. durch Mutation aus, so
miissen der Zelle viel hohere Konzentrationen des betreffenden
Substrates angeboten werden, um die normale Wachstumsge-
schwindigkeit aufrecht zu erhalten. Da Antibiotica zum Teil
in auBlerordentlich geringen Konzentrationen wirksam sind
und in Einzelfillen auch eine Anreicherung durch die Zelle
nachgewiesen ist, besteht der Verdacht, daB ein Teil der Anti-
biotica durch aktiven Transport in die Zelle gelangt. Nun
ist allerdings der Nachweis einer Anreicherung noch kein
Beleg fiir einen aktiven Transport; zusammen mit einer spezifi-
schen Bindungsstelle in der Zelle erlaubt sogar die passive
Diffusion eine Anreicherung.

Die Transportsysteme fiir Substrate der Bakterienzelle sind
erstaunlich spezifisch. Da nicht angenommen werden kann,
daB spezielle Transportsysteme fiir Antibiotica gebildet wer-
den, stellt sich beim aktiven Antibiotica-Transport die Frage,
welches Transportsystem der Bakterienzelle dafiir herangezo-
gen wird. Trivial ausgedriickt: Welches Substrat-Transportsy-
stem wird durch das Antibioticum milbraucht? Fiir Cyclose-
rin wurde ein Transport iiber das D-Alanin-System!?3) nachge-
wiesen, und bei Phosphonomycin lie sich zeigen, daB es
sowohl iiber das Transportsystem fiir Glycerophosphat als
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auch iiber das induzierbare Transportsystem fiir Glucose-6-
phosphat!?4 aufgenommen wird. Bacilysin kann iiber ein Di-
peptid-Transportsystem in die Zelle gelangen!?*!. Die Benut-
zung von ,normalen“ Transportsystemen fiir die Aufnahme
von Antibiotica sei hier an drei Beispielen illustriert.

1. Das Sideramin-Sideromycin-Transportsystem

Die Sideramine, z.B. Ferrichrom (9) und Ferrioxamin B
(11), sind mikrobielle Eisentransportverbindungen, die sich
sehr gut in Wasser 16sen und der Zelle eine optimale Eisenver-
sorgung erlauben. Praktisch alle Mikroorganismen scheiden
entweder Sideramine oder verwandte Eisenchelatbildner in
das Medium aus. Zu den Sideromycinen zihlen Albomycin
(10) und Ferrimycin A, (12). Der Antagonismus zwischen
Sideraminen und Sideromycinen!?®! beruht auf einem Antago-
nismus beim Transport!?”-2®. Hantke und Braun!?°! haben
die Verhaltnisse beim Eisentransport von E. coli eingehend
untersucht und gezeigt, dal Ferrichrom (9) und Albomycin
(10) um die Bindung an das Produkt des Gens ton A konkur-
rieren. Die recht komplizierten Verhiltnisse beim Eisentrans-
port von E. coli gibt Abbildung 1 wieder.

(1)

Angew. Chem. 89, 696-703 (1977 )

Am Aufnahmesystem fiir Ferrichrom ist auller dem Produkt
des Gens ton A auch das Produkt des Gens ton B beteiligt.
Bei diesen Genprodukten handelt es sich um Proteine der

auflere Cytoplasma- | Cytoplasma
Membran Membran
Colicine 1,V fey A
fe’*- Enterochelin o0 D
Colicin B
- ton B
. cit
Fe3*-Citrat
Phagen T, @80
ferrichrom
Albomycin ton A
Colicin M
Phage Tg

Abb. 1. Systeme des Fe®*-Transportes in Escherichia coli [29]. Erklirung
im Text.

NH CH, (12)

CH,OH
o R,
~®

H,cO~ SNH, CF
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duBleren Membran von E. coli, die in chemischer Hinsicht
noch eingehender Untersuchung bediirfen, wihrend die Gene
ton A und ton B auf dem Coli-Chromosom bereits kartiert
sind. Das Aufnahmesystem wird auch von den Phagen T,,
@ 80 und Colicin M benutzt.

E. colikann Fe** auf drei Wegen aufnehmen: iiber Entero-
chelin, Eisen(111)-citrat und Ferrichrom. Nur das Ferrichrom-
Transportsystem vermag auch Albomycin zu transportieren.

Nach neueren Untersuchungen von Wolf und Dengler34
hemmen die Sideromycine die Proteinsynthese von E. coli
durch Hemmung der Ubertragung bestimmter Aminosiuren
auf die tRNA. Die Wirkungsweise der Sideromycine hat also
nichts mit dem Antagonismus mit den Sideraminen, d.h. der
Konkurrenz beim Transport, zu tun. Sideramine werden in
zunehmendem MaBe bearbeitet!*>], wobei sich eine ausgespro-
chene Spezifitdt bei der Bildung und, damit teilweise korre-
spondierend, eine Spezifitit beim Transport abzeichnen!3®.
Besonders interessant scheint die Beobachtung, daB spezifische
Sideramin-Transportsysteme auch bei Organismen vorkom-
men, die selbst gar keine Sideramine bilden. E. coli zum Beispiel
synthetisiert Enterochelin als Eisentransportverbindung, be-
sitzt aber ein fiir Ferrichrom spezifisches Bindeprotein und
kann das Eisen aus dem Ferrichrom verwerten. Auch hohere
Zellen, z. B. humane Knochenmarkzellen, vermogen Siderami-
ne spezifisch und mit sehr unterschiedlicher Geschwindigkeit
zu transportieren und deren Eisen fiir die Himsynthese zu
verwenden?7),

Die enge strukturelle Verwandtschaft zwischen Sideraminen
und Sideromycinen geht aus der Gegeniiberstellung von Fer-
richrom (9% und Albomycin (10)PY sowie Ferrioxamin
B (11)1** und Ferrimycin A, (12)"** hervor. Im Ferrimycin
Ay (12) ist das vollstindige Molekiil Ferrioxamin B (11)
enthalten; der zusitzliche Teil hat ein Molekulargewicht von
tiber 400. Albomycin (10) hemmt Gram-negative und Gram-
positive Bakterien; seine Wirkung bei beiden Bakteriengrup-
pen wird durch Ferrichrom (9) und damit verwandte Sider-
amine aufgehoben. Ferrimycin A, (12 ) hemmt nur Gram-posi-
tive Bakterien, und dementsprechend verhindert Ferrioxamin
B (11 ) die Wirkung von Albomycin (10) auch nur bei Gram-
positiven, nicht aber bei Gram-negativen Bakterien.

2. Das Oligopeptid-Transportsystem

Payne und Gilvarg beschrieben vor einiger Zeit ein Trans-
portsystem fiir Oligopeptide bei E. coli®®). Dieses bei Bakteri-

G
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CH; OH
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en wahrscheinlich weit verbreitete System transportiert Tri-
peptide vom Typ (15), Tetrapeptide und tetlweise noch Penta-
peptide, praktisch unabhdngig von ihrer Zusammensetzung.
Wir konnten kiirzlich zeigen!*®), daB die Tripeptid-Antibiotica
Phosphinothricyl-alanyl-alanin (13)% und Phosphonome-
thioninsulfoximinyl-alanyl-alanin (14 )1, die in der Zelle als
Hemmstoffe der Glutamin-Synthetase wirken, durch dieses
Transportsystem in die Zelle gelangen. Dort werden sie von
einer Peptidase gespalten, so daB} die wirksame Komponente
— jeweils eine ungewdhnliche, phosphorhaltige Aminosidure
—frei wird. Ein Ausfall des Oligopeptid-Transportsystems fithrt
bei E. coli zu Resistenz gegen beide Antibiotica.

3. Transport von Antibiotica durch das Phosphoenolpyruvat:
Zucker-Phosphotransferasesystem

Schindler** hat kiirzlich nachgewiesen, daf3 Streptozotocin
(16 )31 und Nojirimycin (18)1** durch das Phosphoenolpy-
ruvat: Zucker-Phosphotransferasesystem(**in die Zelle gelan-
gen. Dieses Transferasesystem enthidlt mehrere Enzyme. Das
als Enzym II bezeichnete Protein erkennt den jeweiligen Zuk-
ker, ist also fiir bestimmte Zucker spezifisch, wihrend die
tibrigen Teile — Enzym I und ein als HPr bezeichnetes Protein
— fiir alle vom System transportierten Zucker gleich sind.
Es ist noch offen, ob beim Transport von Streptozotocin
(16) und Nojirimycin (18 ) eine Phosphorylierung stattfindet
oder ob diese Antibiotica nur das Zucker-erkennende Enzym
IT benutzen und dann mehr oder weniger passiv in die Zelle
eindringen.

CH,OH CH,OH
O_OH O_OH
OH OH
HO HO
NH NH
?:O (E:
(16) N-CH, (17) cu,
NO
CH,OH CH,O0H
NH o)
OH H, OH oH JJH, oH
HO HO
OH OH
(18) (19)

Bei den hier beschriebenen Fillen eines aktiven Antibiotica-
Transports ist die Verwandtschaft zwischen den Antibiotica,
z.B. (16) und (18), und den entsprechenden Substraten, hier
N-Acetylglucosamin (17) bzw. D-Glucose (19 ), offensichtlich.
Dasselbe gilt fiir die Transportwege von Cycloserin und Phos-
phonomycin. Bei komplizierter gebauten Antibiotica ist keine
Ubereinstimmung mit bestimmten Substraten erkennbar.
Auch der Nachweis eines aktiven Transports konnte dort
bisher kaum gefiihrt werden. Trotzdem diirfte es sich lohnen,
nach weiteren aktiv transportierten Antibiotica zu suchen und
diese Transportsysteme genau kennenzulernen. Bessere Kennt-
nisse iiber den Antibiotica-Transport versprichen einige Fort-
schritte:

Wenn bekannt ist, iiber welche Transportsysteme kompli-
zierte Molekiile in die Zelle gelangen, konnten diese Systeme
vielleicht auch fiir den Transport von Hemmstoffen anderer
Art mifbraucht werden.
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Wenn die Resistenz eine Eindringungsresistenz ist wie bei
den Tetracyclinen, lieBe sie sich vielleicht durch Koppeln
der Antibiotica an ein Transportvehikel durchbrechen.

Bei Engspektrum-Antibiotica konnte das Spektrum mog-
licherweise durch gezielte Derivatisierung zur Verbesserung
der Transporteigenschaften wesentlich erweitert werden.

These 1V : Antibiotica sind sekundiire Metabolite, deren
Bedeutung fiir die Produzentenzelle eher auf der Ebene
des Primirstoffwechsels, der Regulation, des Trans-
ports, der Differenzierung oder der Morphogenese zu
suchen ist als in der Abwehr von Konkurrenten

Im Hinblick auf die weite Verbreitung der Antibiotica sowie
die Verschiedenartigkeit der chemischen Strukturen und der
Angriffsorte stellt sich immer wieder die Frage nach der Bedeu-
tung der Antibiotica fiir die Produzentenzelle. In Lehrbiichern
wird ihnen meist eine grofe Bedeutung im Konkurrenzverhal-
ten der Mikroorganismen zugeschrieben, wenn sie nicht soweit
gehen zu behaupten, daB ein Mikroorganismus Antibiotica
bilde, um sich andere Organismen vom Leibe zu halten.

Zu Zweifeln an der ,,Abwehrtheorie der Antibiotica“ fiihrten
mehrere Beobachtungen:

Zahlreiche Antibiotica-produzierende Organismen sind ge-
gen die von ihnen gebildeten Antibiotica ebenso empfindlich
wie irgendwelche Konkurrenten.

Ein Teil der Antibiotica wird erst am Ende der log-Phase,
hdufig im Zusammenhang mit der Sporenbildung, produziert;
wenn nun die Sporen gegen das eigene Antibioticum empfind-
lich sind, sind sie darauf angewiesen, dafl es von anderen
Organismen abgebaut oder inaktiviert wird, bevor sie auskei-
men koénnen.

Nur in Ausnahmefillen konnen Antibiotica in der natiir-
lichen Gkologischen Nische nachgewiesen werden.

Das Wirkungsspektrum der gebildeten Antibiotica stimmt
mit dem Spektrum der Konkurrenten meist nicht iiberein.

Wir haben Antibiotica zu sekundiren Metaboliten erklirt,
die mehr oder weniger zufdllig eine antibiotische Wirkung
besitzen, und wollen uns nun mit der Rolle des Sekundirstoff-
wechsels befassen. Handelt es sich bei den sekundéren Metabo-
liten wirklich um bloBe Abfallprodukte des Priméarstoffwech-
sels oder um nicht eliminierte Uberreste aus der phylogeneti-
schen Entwicklung!*%1?

Die Entwicklung der Organismen spielt sich auf den Ebenen
Primarstoffwechsel, Stoffwechselregulation, Stofftransport,
Differenzierung und Morphogenese ab. Der Motor fiir die
weitere Entwicklung ist das Zusammenspiel von zunehmender
Variation durch Mutation und abnehmender Variation durch
Selektion. Erst kiirzlich haben Eigen und Winkler*™ diesen
Spielcharakter der Evolution neu herausgearbeitet. Die aul3er-
ordentlich harten Randbedingungen — der Zwang zur Erhal-
tung der Fortpflanzungs- und Konkurrenzfihigkeit — fithren
dazu, daB3 nur noch ein geringer Freiraum fiir das Spiel Muta-
tion/Selektion bleibt. Man kann sich nun vorstellen, daff dane-
ben ein Spielraum besteht, dessen Randbedingungen weniger
hart sind.

Ein Beispiel soll den krassen Unterschied in bezug auf
den Spielraum im Primér- und im Sekundirstoffwechsel ver-
deutlichen. Wenn im Primérstoffwechsel ein Produkt verdndert
wird, so fiihrt dies sofort zum Absterben der Zelle, falls das
neue Produkt nicht alle Funktionen des urspriinglichen Pro-
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dukts iibernehmen kann. Im freieren Spielraum Sekundérstoff-
wechsel kann ein Produkt fast beliebig verdndert werden,
solange die Verdnderung keine negativen Auswirkungen auf
eine der genannten fiinf Ebenen hat. Dies fiihrt dazu, daf3
im Sekundarstoffwechsel hidufig Variationen iiber ein Thema
vorliegen, z. B. in einem einzigen Stamm iiber zwanzig Anthra-
cycline.

Dieser Spielraum Sekundarstoffwechsel ist nicht isoliert von
den fiinf Ebenen Primirstoffwechsel, Stoffwechselregulation,
Stofftransport, Differenzierung und Morphogenese zu sehen.
Von diesen Ebenen werden einerseits die Bausteine und einige
Enzyme fiir den Sekundérstoffwechsel geliefert, und anderer-
seits werden dessen Ergebnisse in eine Ebene hineingenommen,
wenn sie dort einen Vorteil bringen. Es gibt mehrere Substanz-
gruppen, die zwischen dem Sekundérstoffwechsel und einer
der Ebenen stehen. Zwei Beispiele sollen dies illustrieren und
zugleich die ,Zufilligkeit” der antibiotischen Wirkung belegen.

Die Sideramine, z. B. (9) und (11 ), sind dem Eisentransport
zuzuordnen; sie kommen in grofer Vielfalt in der Natur vor.
Einerseits besteht eine beachtliche Spezifitit in der Sideramin-
bildung, und andererseits bilden die meisten Sideraminprodu-
zenten viele dhnliche Sideramine. Aus dem gleichen Actinomy-
cetenstamm lassen sich z.B. die Ferrioxamine Ay, A,, B, C,
D,, D,, E, F und G3? jsolieren. Die Sideramine weisen
sowohl Merkmale des Sekundirstoffwechsels (Spezifitdt der
Bildung, Variation) als auch Merkmale des Primérstoffwech-
sels (Funktion im Eisentransport) auf. Von den neun Ferriox-
aminen wirkt nur eisenfreies Ferrioxamin E antibiotisch; es
wurde bereits unter dem Namen Nocardamin!*®! als Antibioti-
cum beschrieben. Seine Wirkung beruht auf der Tatsache,
daB es ein sehr starker Eisenkomplexbildner ist und daf3 viele
Mikroorganismen nicht imstande sind, das Eisen aus dem
Nocardamin-Eisen-Komplex aufzunehmen. Die Zahl der Acti-
nomyceten, die Ferrioxamin B als Hauptkomponente bilden,
also eine antibiotisch nicht aktive Komponente, ist wesentlich
grofer als die der Actinomyceten, die Nocardamin (eisenfreies
Ferrioxamin E) als Hauptkomponente aufweisen. Es erscheint
also mehr oder weniger als Zufall, daB Nocardamin neben
seiner Funktion im Eisentransport der Produzentenzelle noch
eine antibiotische Wirkung auf andere Mikroorganismen aus-
iibt. In der Reihe der Pilzsideramine, insgesamt iiber zwanzig,
besitzt auch nur eine Verbindung antibiotische Wirkung, und
zwar Desferri-triacetylfusigen!*®).

Die Beobachtung, daB nur einer oder wenige Vertreter einer
in der Natur vorkommenden Variation antibiotisch wirksam
ist, kénnte man viel hdufiger machen, wenn man bei der
Isolierung sekundédrer Metabolite nicht die antibiotische Wir-
kung als Leitschiene verwendete.

Das zweite Beispiel bilden die Makrotetrolide (20)13%. Ma-
krotetrolide sind ionophore Antibiotica, die bisher nur fiir

(20a), R! = R? = R® = R* = CH,, Nonactin

(20b), R! = R* = R® = CH,, R* = C,Hs Monactin
(20c), R' = R? = CH;, R* = R = C,H;, Dinactin

(20d), R! = CH;, R? = R® = R* = C,H;, Trinactin
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eine —allerdings groBe — Reihe von Actinomyceten beschrieben
wurden. Andere Mikroorganismen bilden andere ionophore
Antibiotica. Die Biophysiker haben in ihnen hervorragende
Modelle fiir das Studium des Ionentransports erkannt; ob
ithnen in der Produzentenzelle dieselbe Funktion zukommt,
ist noch offen.

Wir konnten am Beispiel des Nonactin-Produzenten Strep-
tomyces griseus zeigen, daBl der Produzent aus der Fahigkeit,
derartige Stoffe zu bilden, einen Nutzen ziehen kann. Mutanten
ohne diese Fahigkeit sind zum Beispiel bei ungiinstigen Na-
trium-Kalium-Verhiltnissen im Medium gegeniiber dem Ma-
krotetrolid-Produzenten benachteiligt!®!!. Auch bei Strepto-
coccus faecalis gibt es Mutanten mit gestortem Alkalimetallio-
nen-Transport®®2; der Wildstamm bildet ebenfalls ein iono-
phores Antibioticum®*. Ob es in den Mutanten fehlt, ist
noch nicht bekannt. Diese ionophoren Antibiotica weisen alle
Merkmale sekundirer Metabolite auf (Spezifitit der Bildung,
Variation) und haben zugleich bereits eine Funktion im Io-
nenhaushalt der Produzenten; die antibiotische Aktivitdt ist
mehr oder weniger zufillig damit verkniipft.

Fiir einige wenige Beispiele ist belegt!>3), daB mindestens
ein Teil der Information fiir die Synthese von Antibiotica
auf Plasmiden liegen kann und nicht im Chromosom liegen
muB. Seitdem wird diskutiert, wie groB3 der Anteil, der auf
Plasmiden liegt, an der Gesamtheit der Information iiber den
Sekundarstoffwechsel ist. Falls dieser Anteil bedeutend sein
sollte, wiren auch auf der genetischen Ebene die Randbedin-
gungen fiir das Spiel Mutation/Selektion im Bereich des Sekun-
dérstoffwechsels im Vergleich mit den iibrigen Bereichen er-
leichtert. Plasmide konnen leichter verdoppelt werden als
Chromosomenstiicke, und sie koénnen auch auflerhalb der
Kette Vorfahre-Nachkommen weitergegeben werden. Die
Ubertragbarkeit der Plasmide auf andere Organismen kénnte
wesentlich zur Beschleunigung der Entwicklung und zur Ver-
breitung einmal gewonnener Moglichkeiten beigetragen ha-
ben.

Die hier vorgetragene Hypothese iiber die Funktion des
Sekundarstoffwechsels als ,,Spiel“~-Raum der phylogenetischen
Entwicklung weist ihm eine viel groBere Bedeutung zu als
frithere Hypothesen. Der Sekundirstoffwechsel ist dann das
Feld, auf dem zukiinftige Entwicklungen sich abzeichnen.

Wenn der Sekundarstoffwechsel tatsichlich der Spielraum
der biochemischen Evolution ist, dann entstehen auch laufend
neue Metabolite einschlieBlich neuer Antibiotica, und zwar
mehr, als bei aller Anstrengung von uns beschrieben werden
konnen. Die eingangs aufgestellte These I, dal3 wir erst einen
kleinen Teil der natiirlichen Antibiotica kennen, wire dann
dahingehend zu erweitern, da3 wir nie mehr als einen kleinen
Teil erfassen werden.

These V: Biotechnologische Prozesse bergen auch Ge-
fahren

Bei der Fiille der neuen Moglichkeiten, die die Biotechnolo-
gie im allgemeinen und die Antibiotica-Forschung im speziel-
len bietet, wird leicht iibersehen, daB nicht alle Moglichkeiten
gutzuheiBen sind. Auf einige Gefahren mochte ich hier speziell
hinweisen:

1. Bei biotechnologischen Prozessen fallen stark ver-
unreinigte Abwisser an. Um sie soweit zu reinigen, daf} sie
den iiblichen biologischen Kldranlagen zugefiihrt werden kon-
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nen, ist mehr als eine bloBe Neutralisation oder Verdiinnung
erforderlich; sehr wahrscheinlich sind spezielle biologische
Reinigungsverfahren vorzuschalten. Die direkte Ableitung in
den Vorfluter oder ins Meer sollte unbedingt unterbleiben.

2. Mikroorganismen konnen Allergien auslosen. Dies gilt
besonders fiir Sporen von Pilzen, aber auch fiir bestimmte
Inhaltsstoffe von Mikroorganismen. Bei der Einfithrung neuer
biotechnologischer Prozesse oder der Umstellung bestehender
Prozesse diirfen diese Fragen nicht iibersehen werden.

3. Mikroorganismen bilden meist sekundire Metabolite,
nicht nur die gewiinschten, sondern hiufig auch unerwiinschte
und noch unerkannte. Die heute angewendeten biotechnologi-
schen Prozesse sind in den meisten Fillen noch nicht ausrei-
chend aufdas Auftreten unerwiinschter sekundarer Metabolite
untersucht. Jeder Stamm von Penicillium oder Aspergillus ist
bis zum Nachweis des Gegenteils als verdachtig auf Bildung
der extrem stark cancerogenen Aflatoxine oder anderer Myko-
toxine zu betrachten!®®. Die meisten in der Biotechnologie
verwendeten Substrate sind ideale Ndhrboden fiir diese Pilze
und haufig auch massiv damit verunreinigt. Die Kontrolle
auf Mykotoxine mufl} auch auf die Substrate anderer Prozesse
ausgedehnt werden, wenn die Moglichkeit besteht, dal} eines
der Mykotoxine bis zum Menschen gelangt!®%),

4. In die biotechnologischen Prozesse werden in zunehmen-
dem MaBe Stimme iibernommen, deren Pathogenitét fiir Men-
schen, Tiere oder Pflanzen und deren Schidlichkeit fiir Holz,
Textilien oder Nahrungsmittel wenig untersucht sind. Wenn
beispielsweise die Kultur bestimmter, bisher nur regional iib-
licher Speisepilze weltweit eingefiihrt werden soll, so ist darauf
zu achten, ob sie in der neuen Umwelt moglicherweise phyto-
pathogen oder holzzerstorend wirken. Wenn sich physiologi-
sche FEigenschaften von Mikroorganismen durch Mutation
andern, z. B. das Temperaturoptimum, so ist die Pathogenitit
erneut zu priifen. Anderungen im Wirkungsspektrum schwach
pathogener Stimme sind ebenso in betracht zu ziehen wie
die Pathogenitit fiir eine bestimmte Spezies.

Die hier genannten Gefahren sind in ihren Auswirkungen
zwar weniger spektakular als die Gefahren, die aus dem ,,Gene-
tical Engineering*“!3#! erwachsen konnten ; die Wahrscheinlich-
keit fiir ihren Eintritt ist aber wesentlich grofler. Es liegt
an uns, diesen Gefahren durch Umsicht und Achtsamkeit
zu begegnen und mitzuhelfen, dal unerwiinschte Entwick-
lungen unterbleiben.

Die hier vorgetragenen Arbeiten wurden vorwiegend im Rah-
men des Sonderforschungsbereichs 76 ,,Chemische Biologie der
Mikroorganismen® ausgefiihrt. Ich méchte der Deutschen For-
schungsgemeinschaft auch an dieser Stelle fir die grofziigige
Hilfe danken. Mein Dank gilt auch den vielen Mitarbeitern
und Partnern, ohne deren Hilfe alle Belege zu dieser Arbeit
fehlen wiirden.
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