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Einleitung

A.Einleitung

A.1. Eisen und bakterielles Wachstum

Eisen stellt fir nahezu alle Bakterien ein existenziell wichtiges Spurenelement dar,
denn es ist hauptverantwortlich fur die Aktivitat vieler Schlisselenzyme. Bei der
Zellatmung spielt es eine entscheidende Rolle in den membranassoziierten
Cytochrom-Oxidasen der Elektronentransportkette, wo es in Hamverbindungen und
Eisen-Schwefel-Clustern den Ablauf vitaler Redox-Reaktionen katalysiert. Ebenso ist
der bakterielle Zellstoffwechsel abhangig von eisenhaltigen Metalloenzymen, wie etwa
der Aconitase im Krebs-Zyklus oder der fur die DNA-Synthese verantwortlichen
Ribonukleotid-Reduktase (Justino et al., 2007; Velayudhan et al., 2007). Die
Stickstofffixierung der Cyanobakterien ist nur bei Vorhandensein von Eisen mdoglich,
denn es ist ein unverzichtbarer Bestandteil des Reaktionszentrums der Nitrogenase
(Howard und Rees, 2006; Hu et al., 2006). Zahlreiche Katalasen und Peroxidasen im
bakteriellen Cytosol tragen Eisen im Redoxzentrum oder benétigen es als Cofaktor
(Braun, 2001).

Nur sehr wenige Mikroorganismen, wie Borrelia burgdorferi oder einige Spezies aus
der Gruppe der Lactobacilli, sind in der Lage, ganzlich oder weitestgehend auf die
Aufnahme von Eisen zu verzichten (Archibald and Duong, 1983; Posey und
Gherardini, 2000). Lactobazillen gelingt es beispielsweise, Eisen durch alternative
Cofaktoren zu ersetzen oder Ham als Fremdkomplexverbindung in ihren Stoffwechsel
zu integrieren. B. burgdorferi dagegen weist keinerlei eisenabhangige Genregulation
auf, wie sie normalerweise bei Bakterien anzutreffen ist (Katona et al.,, 2004).
Tatsachlich ist Eisen mit 4,7% Anteil eines der haufigsten Elemente der Erdkruste und
nach Aluminium das zweithaufigste Metall (Atkins, 1996). Trotzdem ist es fur Bakterien
unter aeroben Bedingungen nahezu nicht verfiigbar, da es zumeist in Fe**-Form
vorliegt und im neutralen und alkalischen pH-Bereich nahezu unldsliche Aqua-
Komplexe ( [Fe(H20)¢]** ) bildet. In der natirlichen Umgebung betragt die
Konzentration an freiem Eisen lediglich rund 10° M, wobei Bakterienwachstum eine
Verfiigbarkeit von mindestens 107 M Eisen(lll) voraussetzt (Ratledge & Dover 2000,
Braun & Hantke, 2007).
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Noch problematischer stellt sich die Situation fir bakterielle Pathogene dar. Die
Konzentration an freiem Eisen in menschlichem Serum liegt im Bereich von lediglich
10%* M (Braun, 2005). Etwa 78 % des gesamten Eisens liegt gebunden in Form von
Ham und Hamoglobin vor. Ein kleinerer Anteil wird im Serum durch Transferrin und
Lactoferrin gebunden. Weitere 15 % werden intrazellular durch Ferritin komplexiert
gespeichert (Braun, 2001; Carlyon et al., 2005). Die Aufrechterhaltung eines
extrazellularen Eisenmangels dient hoheren Lebewesen — neben der Verhinderung

von Radikalbildung — somit auch als Schutzmechanismus vor Infektionen.

A.2. Eisenversorgung und Virulenz

Aufgrund des Eisenmangelzustands haben Mikroorganismen ein breites Spektrum an
Strategien entwickelt, um Eisenquellen aus der von ihrem Wirt gestellten Umgebung

zu erschliessen.

Zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre haben erkennen lassen, dass Eisenversorgung
und Eisenaufnahme entscheidende Faktoren hinsichtlich der Fitness und der
Pathogenitat von Mikroorganismen darstellen (Brown & Holden, 2002; Sokol et al.,
1999; Baumler et al.,, 1993; Angerer et al, 1992; Griffiths et al., 1984; Yancey &
Finkelstein, 1981; Hantke & Braun, 1975). So stehen ungezahlte Virulenzfaktoren
sowohl pro- als auch eukaryotischer Pathogene unter der Kontrolle eisenabhangiger
Promotoren. Die Anzahl bekannter Proteine, welche positiv oder negativ eisenreguliert
werden um den Bedarf an dieser Ressource zu decken, eine Infektion voranzutreiben,
oder einen Zeitraum des Eisenmangels zu Uberbriicken ist nahezu uniberschaubar.
So stellt beispielsweise die Polysaccharidkapsel von Cryptococcus neoformans, einem
typischen AlDS-assoziierten Erreger, den wichtigsten Virulenzfaktor dar (Tangen et al.,
2007). Das cir-Protein reagiert auf die Konzentration an freiem Eisen und reguliert
neben dem zellularen Eisenhaushalt auch die Kapselbildung. Auch Siderophore
zahlen zu den Virulenzfaktoren, da ihre Bildung durch Bakterien eine direkte Antwort
auf Eisenmangel ist (Hacker 2000; Braun, 2001 & 2005; Dale et al., 2006).

In Gram-negativen Bakterien findet die Kopplung der Eisenversorgung mit der
Siderophorsynthese durch das Regulatorprotein Fur statt (Baichoo & Helmann, 2002).

Bei ausreichender Eisenversorgung liegt Fur mit zwei gebundenen Eisenionen vor und

2
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wirkt in diesem Zustand als Repressor. Eisenmangelsituationen fiihren zur Auflésung
des Fur-Eisen-Komplexes und der Regulator bindet an DNA-Abschnitte mit
spezifischen 19bp langen Palindromsequenzen (Fur-Box). Die Bindung von Fur an die
Erkennungssequenz fuhrt zur Expression der fur den Eisenhaushalt der Zelle
wichtigen Proteine (Hantke 2001). Bei Gram-positiven Bakterien erflillen Proteine aus
der DtxR Familie diese Funktion (Kunkle et al., 2005; Fuangthong et al., 2003).

A.3. Die bakterielle Zellwand

Die bakterielle Zellhiille besitzt eine Vielzahl von Funktionen. Aufgrund ihrer geringen
Grosse von durchschnittich 0,5 bis 1 pm weisen Mikroorganismen ein hohes
Oberflachen : Volumen-Verhéltnis auf. Um Zellstruktur und —funktionen in einer sich
rasch wandelnden Umwelt aufrecht zu erhalten sind die Anspriche an eine
Zellbarriere enorm. Neben der Abgrenzung des Systems nach aussen bildet sie die
Grundlage fur eine kontrollierte Aufnahme und den Austausch von Substanzen. Die
Gewinnung des primaren Energietragers ATP und damit der gesamte Energiehaushalt
der Zelle sind meist abhéngig von der Aufrechterhaltung eines Membranpotentials. Die
Zellwand dient dem Strukturerhalt und besitzt eine Stitzfunktion gegen ausseren und
inneren Druck. Gleichzeitig muss sie flexibel sein, um Wachstum und Teilung zu
ermoglichen. Um all den genannten Anforderungen zu entsprechen, setzt sich die
bakterielle Zellwand aus der Kombination eines semi-permeablen, flexiblen Lipid-
Bilayers mit einer polymeren Struktur aus quervernetzten Peptidoglykan-Molekilen

Zusammen.

Im Reich der Prokaryota haben sich zwei Hauptorganisationstypen der Zellhille
durchgesetzt, die man aufgrund ihrer unterschiedlichen Anfarbbarkeit in Gram-positiv
und Gram-negativ unterteilt. Die Gram-positive Zellwand zeichnet sich durch die
zahlreichen, auf die Zellmembran aufgelagerten, Schichten an Peptidoglykan (Murein)
aus. Die Anwesenheit von Teichon- und Lipoteichonsauren aus, die in sie eingelagert
sind, ist ebenfalls ein Charakteristikum Gram-positiver Bakterien wie Staphylococcus
aureus (siehe Abb. Al). Die Struktur der Zellwand erfahrt allerdings in zahlreichen
Gram-positiven Spezies weitgehende Modifikationen, die von der oben beschriebenen

abweichen. So zeichnet sich die Zellwand der Mykobakterien durch ihren hohen Anteil
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Abb. Al: Schematische Zeichnung der Gram-positiven Zellwand am Beispiel Staphylococcus
aureus. In der Zeichnung abbgebildet ist der Hydroxamataufnahmekomplex FhuCBG. Das
Bindeprotein FhuD ist Uber einen Lipidanker in der Cytoplasmamembran verankert. FhuB und
FhuG bilden den fur den Transport tGber die Membran verantwortlichen Komplex, FhuC ist die
energetisierende ATPase (nach Sebulsky et al., 2000).

langkettiger Fettsauren (Mykolséduren) aus, die ihnen betrachtliche S&urefestigkeit
verleiht (Madigan & Martinko in: Biology of Microorganisms, 2005; Atlas R.M., 1997).
Die Zellwand Gram-negativer Bakterien ist anders gestaltet. Neben der
Cytoplasmamembran existiert eine zweite, aussere Membran. Diese ist nicht durch ein
Membranpotential energetisiert und durch den periplasmatischen Raum von der
Zellmembran getrennt. Charakteristisch fur die &ussere Membran sind die dort
verankerten Lipopolysaccharide (LPS), welche wichtige Antigeneigenschaften
besitzen. Die Mureinstruktur der Zellwand beschrankt sich bei Gram-negativen
Bakterien auf wenige Schichten im Periplasma (siehe Abb. A2).

A.4. Bakterielle Eisenaufnahmesysteme

Die Eisenaufnahme Gram-positiver Bakterien wurde insbesondere an B. subtilis und S.
aureus gut untersucht (Pramanik et al., 2006; Maresso & Schneewind, 2006; Klebba et
al., 2006; Moore & Helmann, 2005). Die Siderophoraufnahme wird oftmals durch
ubiquitar verbreitete ABC-Transporter bewerkstelligt (siehe Abb. Al). Ein in der
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Cytoplasmamembran verankertes Lipobindeprotein wird in das umgebende Medium
exponiert. Eisenbeladene Siderophore in der Umgebung werden von ihm
hochspezifisch gebunden und dem Transportkomplex in der Cytoplasmamembran
zugefuhrt. Mehrere membrandurchspannende Proteine bilden einen
energieabhangigen Tunnel, der durch das Andocken des vom Bindeprotein
angereichten Siderophors aktiviert wird. Die Energetisierung des Membrankomplexes
findet durch eine cytosolische ATPase statt (Heinrichs et al., 2000; Schneider &
Hantke, 1993). Die Eisenaufnahmesysteme durch die Cytoplasmamembran der Gram-
negativen Bakterien entsprechen ebenfalls einem ABC-Transporter (siehe Abb. A2).
Die Vitamin B12-Aufnahme und das Fhu-Aufnahmesystem von E.coli wurden bereits
sehr gut untersucht (Locher et al., 2002; Kdster et al., 1995 und 1998).

Lipid A

Aulere Membran
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Abb. A2: Schema der Gram-negativen Zellwand (E.coli). Dargestellt ist der Fhu-
Transportkomplex, dessen cytoplasmamembran-standiger Teil homolog zum Fhu-
Aufnahmesystem von S. aureus ist. Das Bindeprotein FhuD ist als freier Carrier im
periplasmatischen Raum lokalisiert. FhuA transportiert hochselektiv Siderophore vom
Ferrichrom-Typ Uber die Aussere Membran. Die Energetisierung dieses Proteins wird Giber den
TonB-ExbB/ExbD-Komplex bewerkstelligt.
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Im Beispiel von E.coli erkennt der in der ausseren Membran lokalisierte, spezifische
Transporter FhuA Ferrichrom als Substrat und schleust es aktiv in den
periplasmatischen Raum. Dort wird es von einem loslichen Bindeprotein (FhuD)
aufgenommen. Das Bindeprotein dient als Shuttle und fuhrt das Siderophor an den
Transportkomplex der Cytoplasmamembran (FhuCBG), welcher es in das Cytoplasma
einschleust. Der Transport Uber die dussere Membran, wie auch Uber die Zellmembran
muss energetisiert werden. Wahrend der ABC-Transporter der Zellmembran eine
cytoplasmatische ATPase beinhaltet (FhuC), wird die Energie fur den &usseren
Membrantransporter Gber einen noch nicht exakt erforschten Mechanismus von der
Zellmembran Ubertragen. Hierfur verantwortlich ist ein weiterer membranstandiger
Komplex (TonB, ExbB/ExbD). TonB ist in der Lage, den periplasmatischen Raum
auslegerartig zu udberwinden und an bestimmte Sequenzbereiche zuganglicher
Proteine anzudocken, womit eine Konformationsanderung bewirkt wird (Postle 2007;
Wiener et al., 2006; Braun et al, 2005). Als Energiequelle dient die
protonenmotorische Kraft der Cytoplasmamembran. E. coli besitzt mehr als sieben
verschiedene Eisenaufnahmesysteme, die spezifisch fur einen Typ von Siderophor
sind (Grass 2006).

A.5. Siderophore

Um Eisen (Fe**-Form) aus ihrer Umwelt aufnehmen und nutzen zu kénnen,
sekretieren zahlreiche Mikroorganismen niedermolekulare wasserltsliche Substanzen.
Diese sind in der Lage, Eisen-lonen mit hoher Affinitat und Spezifitdt zu komplexieren.
Die Molekiile stellen eine strukturell sehr inhomogene Gruppe dar und werden
aufgrund ihrer Funktion als Siderophore zusammengefasst (griech.: sideros = Eisen,
phorein = tragen). Anhand ihrer funktionellen Gruppen unterscheidet man Katecholate
(wie Enterobactin und Salmochelin), Hydroxamate (zu denen Ferrichrom und
Ferrioxamin zu rechnen sind) und Hydroxamat-Carboxylate wie das Aerobactin
(Neilands, 1995). Zwei Hauptsynthesewege der Siderophore sind bislang untersucht
worden. Siderophore mit Polypeptidcharakter werden von Proteinen aus der
Multienzym-Familie der nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) gebildet, die
auch hauptverantwortlich fur die Bildung von Peptidantibiotika ist (Crosa & Walsh,
2002; Challis & Naismith, 2004). Siderophore vom Hydroxamat-Typ werden Uber einen
alternativen Weg synthetisiert, der bislang noch wenig untersucht wurde.
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Abb. A3 : Strukturen einiger Siderophore — Coprogen (links), Enterobactin (mitte), Aerobactin
bzw. Shizokinen (rechts).

Hierbei werden Dicarbonséuren, Diamine und Aminoalkohole als Bausteine benutzt,
die Uber Amid- und Esterbindungen verknlipft werden. Dieser sogenannte NIS-
Pathway (NRPS-independent siderophore pathway) wird von einer Vielzahl Bakterien
genutzt (Challis, 2005). Nachdem Siderophore Eisen gebunden haben, werden sie
Uber spezifische aktive Transportsysteme in die Bakterienzelle geschleust. In der Zelle
reduzieren Enzyme das Eisen und l6sen es somit aus dem Komplex, so dass es fur

den Zellstoffwechsel zur Verfligung steht (Matzanke et al., 2004).

Oftmals sind Bakterien fahig, Siderophore artfremder Organismen (sog.
Xenosiderophore) zu nutzen, sofern sie hierfir spezifische Transportkomplexe
besitzen. So ist z. B. Klebsiella pneumoniae in der Lage, Yersiniabactin zu nutzen
(Miller et al., 2006). Aus diesem Beispiel lasst sich schliessen, wie hoch der
Konkurrenzdruck um die Ressource Eisen ist. Das Vorkommen von Siderophoren ist
auch aus dem Reich der Pflanzen und der hoheren Pilze bekannt (Budde & Leong,
1989; Castignetti & Smarelli, 1986).

A.6. Sideromycine

Die Antibiotika-Derivate der Siderophore werden in der Substanzklasse der
Sideromycine zusammengefasst. Sie sind strukturverwandt zu den Siderophoren und
unterscheiden sich von diesen oft nur durch zusatzliche Seitenketten (Miller et al.,
1991). Neben dem Siderophoranteil besitzen sie eine antibiotisch wirksame Einheit
(Diarra et al., 1996). Die Aufnahme erfolgt Gber die gleichen Transportsysteme wie bei
den ihnen homologen Siderophore. Ihre Wirkung entfalten Sideromycine erst im

Cytosol. Aufgrund dieser Taktik werden Sideromycine als , Trojanisches Pferde” unter
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den Antibiotika bezeichnet. Durch die aktive Aufnahme in die Zelle und die dadurch
zustande kommende bis zu 1000-fache Anreicherung wirken Sideromycine wie
Salmycin, Ferrimycin und Albomycin sehr selektiv und sind hochwirksam (Braun 2002
& 1999; Curtis et al., 1988; Vorisek & Grunberger, 1966; Bickel et al., 1966; Yamada &
Kawaguchi, 1964; Sackmann et al., 1962; Gause, 1955). Aufgrund des
Siderophoranteils besitzen Sideromycinlésungen stets eine charakteristische orange-
bis rotbraune Farbung. Das bekannteste Antibiotikum aus dieser Substanzgruppe ist
Albomycin, mit dessen Hilfe das Fhu-Transportsystem bei E.coli aufgeklart wurde
(Koster & Mademidis, 1998; Braun et al., 1995; Hartmann et al, 1979).

A.7. Salmycin

Salmycin wurde erstmals von Vértesy et al. (1995) beschrieben, die es aus dem
Aktinomyceten Streptomyces violaceus isolierten. Es handelt sich hierbei um ein
Sideromycin vom Hydroxamattyp. Die Siderophoreinheit entspricht dabei einem
modifizierten Ferrioxamin (Danoxamin), welches Uber eine Esterbindung mit einem
Aminodisaccharid verknupft ist. Der Aminozucker besteht aus einer Glucose, die a-
glycosidisch mit einer 6-Deoxy-6-(methylamino)-Heptapyranose verbunden ist. Er stellt
das antibiotische Prinzip dar, wobei der Wirkort unbekannt ist. Aufgrund gewisser
Strukturhomologien zu Aminoglykosidantibiotika ist ein ribosomales Target denkbar.
Die Wirksamkeit gegen Staphylococcus aureus wurde in der Erstbeschreibung bereits
erwahnt. Ein Austausch funktioneller Gruppen am ersten Zucker und die Variation der
Lange der Methylseitenketten des Danoxamins fuhren zu unterschiedlichen Derivaten
(Salmycin A-D, siehe Abb. A4). Im Bioassay mit S. aureus unterschieden sich diese
Derivate durch verschieden klare Hemmhofe. Das Molekulargewicht der Salmycine
betragt 1038 — 1052 g/mol. Exakte Daten zu Wirkspektrum, Aufnahme und
Wirkmechanismus von Salmycin wurden bislang nicht publiziert. Die fehlenden
Informationen zu Salmycin moégen im Zusammenhang mit der Forschung in der Firma

Hoechst stehen.

Nach der Fusion von Hoechst mit Rhone-Poulenc im Jahr 1999 und der
anschliessenden Ubernahme durch Sanofi-Aventis wurden keine weiteren Studien

publiziert und die Forschung an Salmycin offenbar eingestellt.
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Abb. A4 : Grundstruktur von Salmycin (links). Der Siderophoranteil entspricht einem in der
Seitenkette modifizierten Danoxamin (Mitte), welches wiederum ein Derivat des Ferrioxamins
(rechts) darstellt.

Eine synthetische Herstellung von Salmycin wurde von Miller et al. (2000)
beschrieben, doch die geringe Ausbeute lasst weiterhin nur eine Produktion Uber
Fermentation sinnvoll erscheinen. Ein Protokoll fur die Salmycinproduktion in kleinem
Mafl3stab wurde nicht publiziert. Das veroffentlichte Protokoll beschreibt die
Fermentation im 300 |-Mal3stab und ist aufgrund der geringen Ausbeute auf kleinere

Ansatze nur bedingt Ubertragbar.

A.8. Antibiotikaresistenzen und Aussichten

Die Einfuhrung von Antibiotika in die klinische Anwendung zur Bekdmpfung bakterieller
Infektionen begann mit der Grossproduktion und Vermarktung von Penicillin ab dem
Jahr 1943. Die Mortalitat zahlreicher Erkrankungen sank drastisch und die
Lebenserwartung der Menschen in entwickelten Landern stieg aufgrund der
Entdeckung von Antibiotika und Impfstoffen um etwa 20 Jahre an (Todar, K. in:
Textbook of Bacteriology, 2002). Im Jahr 1952 kam mit Streptomycin das erste
Antibiotikum zur Bekampfung von Tuberkulose auf den Markt und Optimisten

postulierten, dass alle bakterielle Infektionen in Zukunft heilbar und die grossen
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Seuchen bald Vergangenheit sein wirden. Bis in die 1980er Jahre folgten rasch
hintereinander die Entdeckungen zahlreicher neuer Antibiotika-Klassen. Doch schon
im ersten Jahr nach der Einfuhrung von Penicillin wurde Utber Resistenzen berichtet
(Rammelkamp & Keefer, 1943).

Bis Anfang der 1980er Jahre stellten Resistenzentwicklungen kein ernstzunehmendes
Problem dar, da die Entwicklung verbesserter Wirkstoffe schneller voranschritt als das
Auftreten und die Ausbreitung von Resistenzen. Aufgrund hoher Entwicklungskosten
und der breiten Palette an Konkurrenzprodukten wurde die pharmazeutische
Forschung an neuen Antibiotika nach und nach verringert.

Nur 50 Jahre nach dem Aufkommen der Antibiotika war jedoch offensichtlich, dass die
Schwerter gegen pathogene Mikroorganismen stumpf zu werden drohten, nachdem ab
Mitte der 80er und zu Beginn der 90er Jahre in Krankenh&dusern in Japan und den
USA erstmals multiresistente Erreger beschrieben worden waren (Deguchi et al.,
1985; Jacoby, 1996).

S.aureus Vancomycin-
Erste Behandlung  Methicillin und andere Methicillin- resistente
von Infe!ctions-l Penicillinase-resistente resistent (Gesamt) S.aureus in
kl‘ar‘.lk‘h\?lten mit ATmlblt;I].IIkﬂ werden 24% 29% Japan beschrieben
Penicillin eingefiihrt y 1996
1941 1960 1988 1991
1 | | Ll
I 1 I 1
1944 1975 1989 1993
Erste 5. aureus- Erste Methicillin- ~ 7 1998
mit Peniicillin resistente S. aureus- 3% /7,9% Erste Todesfalle
resistenz treten Stamme treten auf Enterokokken durch SUpErresiStEntE
auf Vancomycin- S.aureus (USA)

resistent (Gesamt)

Abb. A5 : Entwicklung der Antibiotikaresistenz seit Einfihrung des Penicillins (modifiziert nach
Simon, A.E., 2001).

Die Situation verschlechterte sich bis zum heutigen Tag weiter dramatisch: multiple
Resistenzen sind aus allen Gruppen infektioser Keime bekannt und oftmals versagen
die Mittel der Wahl. Insbesondere in Krankenh&ausern stellen nosokomiale Infektionen
fur ein breites Spektrum an Patientengruppen eine ernstzunehmende Gefahr dar
(McQuigge, 2001). Zwischenzeitlich tauchen bereits erste Resistenzen gegen
Reserveantibiotika wie Vancomycin oder Linezolid auf (Alanis 2005; Barrett & Barrett,
2003).
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Aus diesen Grinden ist die Suche nach Antibiotika wieder hochaktuell geworden.
Insbesondere neuartige Mechanismen mit geringen Tendenzen zur Resistenzbildung
hinsichtlich neuer Wirkorte, aktiver Aufnahme, sowie antimikrobielle Peptide, befinden
sich im Fokus der wissenschaftlichen Forschung (Su et al., 2007; He et al., 2007,
Peschel et al., 2006). Sideromycine wie Salmycin stellen aufgrund ihrer aktiven
Einschleusung und der darauf beruhenden Spezifitat, sowie ihrer intrazellularen

Anreicherung maoglicherweise geeignete Kandidaten dar (Budzikiewicz, 2001).

A.9. Ziele dieser Arbeit

Das Antibiotikum Salmycin wurde 1993 erstmals aufgereinigt und beschrieben, jedoch
fehlen bis heute offentlich zugangliche Daten zu Wirkspektrum, Bioaktivitat und

Aufnahme durch die Bakterienzelle.

In der vorliegenden Studie soll mit dem Stamm Streptomyces violaceus DSM 8286
Salmycin im kleinen und mittelgrossen Maf3stab produziert, das Produktionsmedium

optimiert und die Aufreinigung modifiziert werden.

In einem zweiten Teil wird das Wirkspektrum von Salmycin anhand relevanter
Pathogene aus Kilinikisolaten und Stammsammlungen der Universitat Tulbingen
bestimmt. Eine MHK-Bestimmung soll an ausgewahlten Pathogenen durchgefihrt

werden.

Des Weiteren soll das Aufnahmesystem bei sensitiven Keimen identifiziert und

Faktoren untersucht werden, die das Auftreten von Resistenzen determinieren.

Zuletzt werden Studien durchgefiihrt, welche die Zytotoxizitat an eukaryotischen Zellen
und die in-vivo-Wirksamkeit von Salmycin im Maus-Modell untersuchen, um Hinweise

auf einen maoglichen therapeutischen Einsatz zu erhalten.
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B. Material und Methoden

B.1. Material

B.1.1. Chemikalienliste

B.1.1.1. Labor-Chemikalien

Die Standardchemikalien wurden von Boehringer, Fluka, Merck, Roth, Serva und

Sigma bezogen. Andere Chemikalienlieferanten werden gesondert genannt.

Agarose Gold Casaminosauren (Difco)
(L)-Cystein Bacto-Agar (Difco)
Bacto-Trypton (Difco) Borsaure
Bromphenolblau Bromothymolblau
Chloroform Coomassie-Blau
DMEM-Medium dNTPs (Roche)
EDTA Eisessig

Ethanol Ethidiumbromid
Glucose Glucose-6-Phosphat
Glycerol Harnstoff
Hefe-Extrakt HCI

Isopropanol LiCl

KCI KoHPO4

KH2PO4 Kaliumtellurit
MacConkey Agar Base (Difco) Malzextrakt
Mannitol (D-Mannit) Methanol

MgCl, MgSO,4
Mueller-Hinton Broth NaCl

Na;HPO4 NaOH

NH,CI NTA

Nutrient Broth (Difco) (L)-Ornithin
Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF Proteose Pepton
Sodiumdodecylsulfat, SDS Sojamehl (Hensel)
Starke, I6slich Sucrose
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Todd-Hewitt Agar Base Tris-Base
Triton-X Trypsin-Inhibitor
UltimaGold® Vogel-Johnson Agar Base (Difco)

B.1.1.2. Antibiotikazusé&atze (eingesetzte Konzentrationen)

Ampicillin: 50 ug/ml - 100 mg/ml in HoOgeion, + NaOH
Chloramphenicol: 40 pg/ml - 40 mg/ml in 70% EtOH
Kanamycin: 10 pg/ml - 10 mg/ml in H2Ogeion.
Tetracyclin: 13 pg/ml - 13 mg/ml in 70% Ethanol

Im Tierversuch:
Rifampicin 10 mg/kg - 1,25 mg/ml in 10% DMSO
Vancomycin 20 mg/kg - 2,5 mg/ml HyOgeion.

B.1.1.3. Eisenchelatoren

2’-2,-Dipyridyl Sigma

EDDHA dieses Institut
Desferrichrom TUbinger MicroCollections
Desferrioxamin (Desferal®) Sigma

B.1.1.4. Siderophore und Sideromycine

Die hier aufgezahlten Siderophore wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Hantke

und Dr. Silke Patzer zur Verfigung gestellt. Albomycin stammt von Pramanik (2006).

Aerobactin Albomycin Coprogen
Ferrimycin Ferrioxamin B Ferrichrom
Rhodotorulasaure Shizokinen
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B.1.2. Puffer und Lésungen

B.1.2.1.Agarosegel-Puffer
TAE-Puffer (50x)

Tris-Base 242049 TE-Puffer (10x)

Eisessig 57,1 ml Tris 100 mM

EDTA 0.5M (pH 8.0) 100,0 ml EDTA 10 mM ( pH 7,5)
H2Ogeion. ad 1,0

DNA-Ladepuffer (10X) PBS (10x)
Bromphenolblau 25,0 mg NaCl 80,0 g/l
SDS 10% 1,25 ml KCI 2,049/
Glycerol 12,50 mi NayHPO4 14,4 g/l
Tris 10 mM 6,25 ml KH2PO4 2,4 g/l

B.1.2.2 SDS-PAGE

12% Trenngel (Ansatz fur 2 Midi-Gele)
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) 9,20 ml Trenngelpuffer

H20qeion. 7,40 ml Tris/HCI 36,3g (1,5M)
Trenngelpuffer 5,74 ml H2Ogeion. 200 mi

SDS (10 %) 115,0 pl pH 8,8

APS 46,0 pl

TEMED 57,5

Sammelgel (4, 2 %)

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) 1, 72 ml Sammelgelpuffer

H2Ogeion. 4,0ml Tris/HCI 6,19 (0, 25 M)
Sammelgelpuffer 6, 3 ml H2Ogeion. 200 ml

SDS (10 %) 120 pl pH 6, 8

APS 80 pl

TEMED 30 pl
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Ladepuffer (5x, nach Lugtenberq)

Tris/HCI (1 M, pH 6, 8) 1.9ml (3,8 %)
SDS 5049 (10 %)
Glycerol 250ml (50 %)
Mercaptoethanol 12,5ml (25 %)
Bromphenolblau 12,5ml (2,5 %)
H20qeion. ad 50,0ml (8,7 %)
Laufpuffer (10x)

Tris/HCI 30,29

Glycin 188,0 g

SDS (10 %) 100,0 ml

H2Odqeion. ad 1,01

Farbeldosung (mehrfach verwendbar)

H2Ogeion. 100ml (10 % wiv)
Methanol 450 ml (45 % wlv)
Eisessig 450 ml (45 % wiv)
Coomassie Brilliant Blue 2,59

Entfarbeldosung

H20geion. 500 ml (50 % wiv)
Methanol 400 ml (40 % wlv)
Eisessig 100ml (10 % w/v)

B.1.2.3. His-Tag-Aufreinigung

Lysepuffer

NaH,PO4 7049 50 mM
NaCl 8,849 300 mM
Imidazol 340 mg 10 mM
H2Ogeion. ad 1000 ml
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Waschpuffer

NaH,PO, 7,09
NaCl 8,8¢g
Imidazol 680 mg
H2Ogeion. ad 1000 ml
Elutionspuffer

NaH,PO4 7049
NaCl 8,89
Imidazol 17,09
H2Ogeion. ad 1000 ml

B.1.3. Nahrmedien

50 mM
300 mM
20 mM

50 mM
300 mM
250 mM

Medien werden — wenn nicht gesondert vermerkt - in einfacher (1x) Konzentration fur

ein Volumen von 1 | angegeben.

Sofern nicht anders erwahnt wurden fur feste Medien folgende Mengen Agar benutzt:

FUr Festagarplatten:

Fur Topagar:

TY

Bacto Tryton 8¢
Hefe-Extrakt 59
NaCl 59
H2Ogeion. ad 11
NB

Nutrient Broth 84
NaCl 59
H2Ogeion. ad 11

16 g/l Difco Bacto-Agar
10 g/l Difco Bacto-Agar

LB

Bacto Trypton 10g
Hefe-Extrakt 59
NaCl 10g
H2Ogeion. ad 11

THY-Medium (Streptokokken)

Todd-Hewitt Base 3049
Hefe-Extrakt 59
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TB (ergibt hohere Zelldichte)

1)

Hefeextrakt 129
Casein-Verdau 24 g
Glycerol 4 ml
H2Ogqeion. ad 900 ml

()
KoHPO,
KH2PO4

HZOdeion.

12,59
2,39
ad 100 ml

Losungen (1) und (2) werden getrennt autoklaviert und nach Abkihlen auf 60°C

zusammengegeben.

Vogel-Johnson-Aqgar

Vogel —Johnson Base 619
HZOdeion. ad 11
Nach AbkUhlen werden 20 ml

1 % Kaliumtelluritidsung hinzugefugt.

SOC

1)

Trypton 2,049
Hefeextrakt 0,5¢
NaCl 50 mg
KCI 250 ug
NaOH (1M) 20 ml
H2Ogeion. ad 100 ml
Blutagar

Mueller-Hinton Broth 239
Glucose 19
Agar 159
H2Ogeion. ad 11

MacConkey-Agar

MacConkey AgarBase 40g

Lactose
HZOdeion.

(2)

10¢g
ad 11

Getrennt autoklavieren und spater

steril filtriert zugeben.

MgCl
MgSO4

Glucose

10 mM
10 mM
20 mM

Mueller-Hinton-Agar

Mueller-Hinton Broth 239
Agar 15¢
H2Ogeion. ad 11

Zugabe von 5 ml pro 100 ml sterilem Schafserythrozytenkonzentrat nach

Autoklavieren und Abkihlen auf unter 50°C.
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B.1.4. Medien fur Radioaktivtransporte

TMS (Minimal-Medium fiir S. aureus:; Losung 1 und 2 werden getrennt hergestellt)

(1) TMS-Stammldsung (25x) (2) Supplemente (steril filtrieren)
NaCl 1459 MgClz 950 mg
KCI 92,59 CaCly 110 mg
NH,4CI 275¢g Tryptophan 200 mg
Na,SO,4 3,55¢ Cystein 220 mg
KH2PO4 6,89 Thiamin 170 mg
H20Ogeion. ad 1| Nicotinsaure 12 mg
Panthotensaure 5mg
Biotin 0,1 mg
H20geion. ad 100 ml

(3) Hauptmedium

TMS-Stammldsung (1) 40 ml

Tris Base 12149
Succinat 16,6 g
Casaminosauren 20 % 50 ml
H204qeion. ad 800 ml

Auf pH 7,4 einstellen und autoklavieren.

Danach werden 10 ml Supplemente (2) hinzugefigt und mit H,Ogeion. auf 1 | aufgefuillt.

M9-Minimal-Medium (E. coli) M9-Salze (10x)

M9-Salze (10x) 100 mi NaH,PO4x2H,0 759
Glucose (40%) 10 ml KH2PO4 3049
1 M MgSOq4 1 mi NH4CI 1049
0,1 mM CacCl, 1 ml NaCl 59
Thiamin (1 mg/ml) 10 ml H2Ogeion. ad 11
H2Ogeion. ad 11
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B.1.5. Medien fir Streptomyceten

KM4-Medium (GYM)

Glucose 49
Hefeextrakt 49
Malzextrakt 10g
H20Ogeion. ad 11 Vor dem Autoklavieren auf pH 7.3 einstellen.

Soja-Mannitol-Komplexmedium

Sojamehl 2049
Mannitol 20g
H2Ogeion. ad 11 Vor dem Autoklavieren auf pH 7.3 einstellen.

Definiertes Albomycin-Produktionsmedium (Fiedler et al., 1985)

(1) (autoklavieren) (2) (steril filftrieren)

Starke, |6slich 15¢g MgSO4 x 7H,0 29
Saccharose 59 CaCl; x 2H,0 0,8¢
Na;HPO,4 10,2g ZnSO4 x 7TH,0 0,029
KH,PO4 1,8¢g FeSO4 x 7 HO 0,289

NacCl 29 H2Ogeion. ad 100 mi
(NH4)2S04 29

H2Ogqeion. ad 900 ml Gesamtansatz auf pH 7, 0 einstellen.

ISP4 (Sporulationsmedium)

Starke, I6slich 10g

KoHPO4 19

MgSO4x7H,0 19

NaCl 19 Steril filtrieren und nach dem Autoklavieren
(NH4)2SO4 29 hinzufugen:

CaCO3 29 FeSO4x7H,0 1 mg
BactoAgar 2049 MnClxx7H,0 1 mg

H2Ogeion. Ad 11 ZnSO4x7H,0 1 mg

Auf pH 7,2 einstellen.
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B.1.6. Kits und Antikdrper

Expand High Fidelity PCR-Kit
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep-Kit |
Nucleobond AX Midi-Prep-Kit
Easy-DNA Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
BCA™Protein Assay Kit
SURVEOY® Mutation Detection Kit
His-Tag Ni-NTA-Spin Columns
Ni-NTA Purification Kit
PageRuler Prestained Marker

PageRulerPlus Prestained Marker

B.1.7. Enzyme
Alkalische Phosphatase (CIP)

DNA Polymerase |, Klenow Fragment
Lysostaphin

Lysozym

Phusion-Polymerase

Proteinase K

Restriktionsenzyme

RNaseA

T4 DNA Ligase

Taq DNA Polymerase

Trypsin

Roche

Peqglab
Macherey-Nagel
Invitrogen
Qiagen

Roche

Pierce
EpiCentre/Transgenomic
Qiagen

Qiagen
Fermentas

Fermentas

Roche

New England Biolabs
genmedics GmbH
Sigma

Finnzyme

Roche

New England Biolabs, Roche
Roche

New England Biolabs
Peqglab

Roth

Fir Reaktionen mit diesen Enzymen wurden die vom Enzymhersteller mitgelieferten

Puffer eingesetzt.
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B.1.8. Primer

Tab. B-I : Verwendete Oligonukleotide (bezogen von Thermohybaid, Ulm)

Bezeichnung Spezies | Sequenz (5’ —-3)) GC %
FhuD2 - D1 F S.aureus | GGA TTA CAC AAT CCA CCT ATG GAA GAT G 43
FhuD2 - D2 R S.aureus | GCAACTTTT TCTACATCG CCATCACC 46
FhuD2 - D3 F S.aureus | GGT GTT ACA AAA ATT GGT GAT GGC GAT G 43
FhuD2 - D4 R S.aureus | GATATGTTT CAG ACT CTC ATT TCA CTAAC 34
FhuB — 1F S.aureus | CTG GAAAAC CTTTAC TGG TAACTTATGAC |38
FhuB — 2R S.aureus | CTC CAG CAG TCC AAAATGTTACTGTTTG 43
FhuB — 3F S.aureus | GTG CTATGT TAA CAG CGC TAA GTC AAG G 46
FhuB — 4R S.aureus | CCT GAG GTAATA CTC CAAGTACAACCTA 43
FhuG — 5F S.aureus | GGA GAA GCG CCT GTT GGT GCAATCATTTC | 52
FhuG - 6R S.aureus | CCA AGC AGC GAT GAAATC AGATTGATTA 39
FhuG - 7F S.aureus | GGT TTA CAAACA GCATTATAT GGT GGC TC | 41
FhuG - 8R S.aureus | GTG CCT TTC ATA GCAATAAGT TGT GTCCA | 41
FhuC - 9F S.aureus | GAA CTATGA AGA CTT ATC TGT GGG CGT 44
FhuC — 10R S.aureus | GAA CGG TGT CGG AAT GTATCAGTTCCT G 50
FhuC — 11F S.aureus | GGATTT GGT AGA TTAACT GCT GAG GA 42
FhuC - 12R S.aureus | ATT GTA GAG GCTTGAATTTTGGCG TCACC |45
Yent FoxA bamH1 | Yers.ent. | GAACTTATGGATCCACGATATGT

Yent_FoxA _hind3 | Yers.ent. | GATT CAA GCT TGC CAT GAT ATT

FhuD2_kpn1_F S.aureus | GAT AAT CAG GTA CCA TAG GAG GAAATTA | 54
FhuD2_ecoRI_R S.aureus | CAG ACT CTG AAT TCG CTAACT TATAGC 51
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B.1.9. Plasmide und Vektoren

Tab. B-Il : Verwendete Vektoren (MCS= multiple Klonierungsstelle)

Name Eigenschaft Schnitt | Resistenz | Quelle
-stellen

pFU2 tragt FoxAvers - Amp Schneider & Hantke

pMR20 tragt FhuDg ¢ - Amp Rohrbach & Braun
Expressionsvektor fur GST-

PGEX 4T-3 Fusionsproteine  (Promotor (MCS) Amp Amersham
unter T7-Kontrolle, IPTG-
Induktion

pBR322 low-copy-Vektor - TetAmp | NEB

pDrive Klonierungsvektor (MCS) Amp/Kan | Qiagen

pBad/Myc- Expressionsvektor fir His-| (MCS) Amp Invitrogen

His C Tag-Fusionsproteine
(Arabinose-Induktion)

pTG1 Derivat von pGex4T-3, tragt | BamHI/ Amp diese Arbeit
FhuD2s aureus OhNe Lipidanker EcoRl

pTG2 wie pTG1 BamHl/ Amp diese Arbeit

EcoRI

pTG3 Derivat von pGex4T-3, tragt | BamHl/ Amp diese Arbeit
FhuD2s aureus OhNe Lipidanker EcoRI

pTG4 wie pTG1 BamHI/ Amp diese Arbeit

EcoRI

pTG5 Derivat von pDrive mit| BamHl/ Amp/Kan | diese Arbeit
FOXAY.enterocoIitica Hindlll

pTG6 Derivat von PBad/Myc-His C Kpnl/ Amp diese Arbeit
mit komplettem FhuD2s ayreus EcoRI

pTG7 Derivat  von pBR322 mit | EcoRl/ Tet/Amp diese Arbeit
komplettem FOXAY.enterocoIitica Hindlll
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B.1.10. Verwendete Laborstamme

Tab. B-lll : Verwendete Laborstamme fir Fermentation, Klonierung und Expression, sowie
Wildtypstdmme und Stdmme fir Radioassays.
Name Stamm Eigenschaften Herkunft
E.coli JE3815 Chromosomale AtatC- Keio-Collection,
Mutante, flhrt zu fehlendem | Japan
FhuD
AB2847 Kontrollstamm, keine dieses Institut
Aerobactin-Produktion
MB97 AFhuA dieses Institut
HK1857 ATonB dieses Institut
BL21 (DE3) | Expressionsstamm mit T7 dieses Institut
DNA-Pol. unter lac-Kontrolle
DH5a Kompetenter Stamm dieses Institut
5K Kompetenter Stamm dieses Institut
K. pneumoniae | SAL-7 Fhu-Mutante mit Spontan- diese Arbeit
resistenz SALV/ALBS
B.subtilis 168 (SB164) | aroB dieses Institut
SPA2 168; Tn917lac in fhuBC Schneider & Hantke
SPA4 168; Tn917lac in fhuD Schneider & Hantke
SPF6 168; Tn917lac in yxeB Schneider & Hantke
S. aureus RN6390 phagenkurierter Wildtyp, Institut fur Mikrobielle
Teststamm flr Bioaktivitat Genetik, Tubingen
COL genet. def. MRSA-Stamm Institut fur Mikrobielle
Genetik, Tubingen
Mu50 genet. def. VRSA-Stamm Institut fuir Mikrobielle
Genetik, Tubingen
H364 AFhuD2 Heinrichs et al.
H430 AFhuD1 Heinrichs et al.
H431 AFhuD1/FhuD2 Heinrichs et al.
SAL54 AFhuC, Spontanmutation diese Arbeit
SALG3 AFhuC, Spontanmutation diese Arbeit
SAL83 AFhuD2, Spontanmutation diese Arbeit
SAL224 AFhuB, Spontanmutation diese Arbeit
ALB120 AFhuB, Spontanmutation diese Arbeit
Str. violaceus | DSM 8286 Salmycin-Produzent DSMZ; Vértesy et al.
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B.1.11. Untersuchte Patientenisolate

Tab. B-IV : Patientenisolate fur Plattendiffusionsassays

Gram-negativ

Escherichia coli 294
Escherichia coli 295.1
Escherichia coli 429
Escherichia coli 430
Escherichia coli MS 172
Shigella dysenteriae 82
Shigella dysenteriae 91
Shigella flexneri 6B

Shigella flexneri 6A

Shigella sonnei 5B

Klebsiella pneumoniae VA 24255
Klebsiella pneumoniae VA 120659
Salmonella heidelberg 1H
Salmonella enteritidis ST 4519
Salmonella enteritidis ST 18
Proteus mirabilis VA 120700
Proteus mirabilis VA 120665
Proteus mirabilis VA 24495
Proteus vulgaris VA 120796
Proteus vulgaris VA 120597
Serratia liquefaciens EB 1167
Serratia liquefaciens EB 1134
Serratia marcescens VA 24710
Serratia marcescens VA 24707

Serratia marcescens VB 304

Pseudomonas aeruginosa VA 120936

Pseudomonas aeruginosa VR 11565

Yersinia enterocolitica WAC

Gram-positiv

Staphylococcus aureus VA 24817
Staphylococcus aureus VA 24065
Staphylococcus aureus VA 24500
Streptococcus agalactiae BU 416
Streptococcus agalactiae BU 308
Streptococcus pyogenes 52
Streptococcus pyogenes BU 60
Streptococcus pyogenes BU 63
Listeria monocytogenes S33
Listeria monocytogenes BU 168
Enterococcus faecium VA1207001
Enterococcus faecium VA 120514
Enterococcus faecium VA 120911
Enterococcus faecalis VA24250
Enterococcus faecalis VA24383

Enterococcus faecalis VA 24368
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B.1.12.Geréadte und Laborhilfsmittel

B.1.12.1. Laborgerate

Agarosegelelektrophoresekammer Bethesda research laboratories H5
Autoklav KSG

Brutschrank Heraeus

Feinwaage Sartorius

Fermenter Giovanola b20

Fraktionssammler LKB Ultrorac 7000 Fraction Collector
Gel-Dokumentation Pharmacia - Biotech

GenePulser BioRad

Heizblock Gebr. Liebisch Bielefeld Mod. 20991
HPLC Shimadzu LC-10, AT

HPLC-Saulen Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch
Lyophilisierung Leyboldt-Heraeus GT2
Magnetrihrer- und Heizplattenkombination IKAMAG RCT / Heidolph
Mikrotiterplatten-Scanner Microtek

Power Supplies fur Gelkammer Biometra

Rotationsverdampfer Buchi

Schattler New Brunswick Scientific Model G76
Sequenzierautomat Applied Biosystems 3130xI
Sterilbank Heraeus LaminAir HLB 2448 GS
Thermocycler Biometra PersonalCycler P
Vakuumpumpe Vacubrand MC-2Z

Vortexgerat Bender und Hobein AG, K-550-GE
Waage Sauter

Zentrifugen Heraeus, Christ, Kontron
Zentrifugenrotoren Kontron
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B.1.12.2. Sonstige Laborgerate

Glaswaren

Schikanekolben 100 — 3000 ml
Becherglaser 10 — 1000 mi
Schiliffkolben 50 — 1000 ml
Glaspipetten 0, 1 — 20 ml

Chromatographiesaulen, versch. Grossen

Glasflaschen

Reagenzglaser 3 — 15 ml

Kihl-Gefrierkombination

Mikrowellenofen

Pipetten far 20, 200, 1000 pl, sowie 10 ml Volumen

B.1.12.3. Verbrauchsmaterial

Schott

Schott

Schott

Schott

Schott

div. Hersteller
Schott

Liebherr

Liebherr

Gilson / Eppendorf

Einmal-Kuvetten Sartorius
GenePulser Kivetten 0, 2 cm Bio-Rad
Labortimer Roth
Nitrocellulosefilter (25 mm, 0,45 ym) Pall (VWR)
Pipettenspitzen fir 1 — 10 ml Salstaed
Papierfilter MN
Pasteurpipetten Schott
Q-Tips EDEKA
Reaktionsgefasse zu 0, 2 ml, 0, 5 ml, 1, 5 ml und 2 ml Eppendorf
Ruhrfische Roth
Taschenrechner Texas Instruments
Zahnstocher EDEKA
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B.1.13. Hardware

Die Auswertung von Daten erfolgte auf Windows-PCs mit Intel Pentium-Prozessoren
800 MHz bis 3.0 GHz

B.1.14. Software und Datenbanken

MS-Office XP

Adobe Creative Suite 2

http://www.microsoft.com/

http://www.adobe.com/de/products/creativesuite/

SigmaPlot 2001 http://www.systat.com/products/sigmaplot/

Finch-TV http://www.geospiza.com/finchtv/

Netprimer http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.htmi

XnView http://xnview.softonic.de/

Chromas http://www.technelysium.com.au/chromas.html

Bioedit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

ISIS-Draw 2.5 http://www.mdli.com/

ClustalX ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/

TreeView http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

EMBL http://www.ebi.ac.uk/embl/

JUMBO http://imib.uni-muenster.de/fileadmin/template/conf/
imib/lehre/skripte/biomathe/jumbo.html

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

SWISS-Prot http://expasy.org/

NNPredict http://alexander.compbio.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html

PredictProtein

http://www.predictprotein.org/
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B.2. Methoden

B.2.1.Haltung von Streptomyceten

B.2.1.1 Kultivierung

Alle Streptomyceten wurden zunachst 48 h, ggf. langer, in KM 4-Flussigkultur
herangezogen und zur Lagerung auf Platten (ISP 4 oder KM 4) ausgestrichen. Zur
kurzfristigen Lagerung von  Streptomycetenkulturen wurden aussporulierte
Plattenkulturen getrocknet und die Agarbruchstlicke in sterile Falcon-Tubes Uberfihrt.
Zur Herstellung einer Vorkultur wurden Nahrmedien mit einzelnen Fragmenten aus

den Tubes beimpft.

B.2.1.2 Sporengewinnung

Zur Gewinnung von Sporenmaterial wurden sporulierte Plattenkulturen (KM 4) mit 5
ml- Salinelosung (+ 10% Glycerol) betraufelt und einige Minuten vorsichtig
geschwenkt. Der Losung wurde danach mit einer Pasteurpipette aufgenommen,
abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die am Boden des RG abgelagerten

Sporen wurden resuspendiert und in Glycerolkultur tiefgefroren.

B.2.2. Salmycinproduktion

B.2.2.1. Fermentation im kleinen MaRstab

Zur Optimierung der Fermentationsparameter wurde in 100 und 250 ml kultiviert. Die
Vorkultur wurde 60 h inkubiert und der Hauptkultur im Verhaltnis 1:100 zugesetzt. Die
Fermentation erfolgte in 1-Liter-Schikanekolben mit Wattestopfen. Es wurde entweder
Soja-Mannitol-Medium oder definiertes Albomycin-Produktionsmedium verwendet. Zur
Feststellung der optimalen Produktionsbedingungen wurden Supplementation,

Temperatur und Sauerstoffeintrag variiert.

B.2.2.2. Fermentation im mittleren MaRstab

Die Fermentation von Streptomyces violaceus DSM 8286 erfolgte im 20 I-Mafstab bei
27°C fur 60 Stunden als Submerskultur. Die Beimpfung erfolgte mit 1 Vol.% einer 72 h-
Vorkultur. Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt. Die Beluftung erfolgte mit 0,5 I/min.

Nach der Produktionsphase wurde die Kultur durch eine Schenk-Filterpresse mit
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einem Seitz-T 1500-Filter geseiht und unter Zugabe von 1 kg Diatomeensand (Celite
Hyflo Super CeC) filtriert. Die Bakterienfeuchtmasse wurde verworfen und lediglich das
Kulturfiltrat weiterverarbeitet. Zur Entfernung des feinen Detritus wurde das Filtrat Gber
eine Saugflasche und Filterrondelle im Keramikfilter abgesaugt und so flir die

Saulenchromatographie vorbereitet.

B.2.3. Sdulenchromatographie

B.2.3.1. XADl6-Chromatographie

FUr den ersten Aufreinigungsschritt wurde als Saulenmaterial XAD16 (Amberlite, 800
m%g, 250 A) verwendet. Das Bettvolumen betrug 1,5 | in einer Saule mit 8 cm
Durchmesser. Das gereinigte Kulturfiltrat wurde drei Mal mit einer Flussrate von 150
ml/min Uber die Saule geleitet. Anschliessend wurde mit 20 Bettvolumen H2Oggion.
gewaschen, bis der Durchfluss klar wurde. Danach erfolgte die Elution mit drei

Bettvolumen 70%igem Methanol bei gleicher Flussrate.

B.2.3.2. Regenerieren von XADl6-Saulenmaterial

Das Saulenmaterial wurde nach der Verwendung fur den erneuten Gebrauch
regeneriert. Hierzu wurden nacheinander je funf Bettvolumen 1 M NaOH, H;Ogeion. und
MEtOH mit einer Flussrate von 6 I/h Uber das Material geleitet. Das XAD16-Material

wurde bis zum neuen Gebrauch in MEtOH gelagert.

B.2.3.3. Aufkonzentrierung des Rohprodukts

Die salmycinhaltige Fraktion aus der XAD16-Chromatographie wurde im

Rotationsverdampfer mit Wasserbad bei 50°C aufkonzentriert.

B.2.3.4. Chromatographie mit LH20-Sepharose

Zur weiteren Auftrennung des aufkonzentrierten Rohprodukts wurde das synthetische
Harz Sephadex LH20 (Molekularsieb, Lauflange 60 cm, Durchmesser 3,5 cm)
verwendet. Es wurden Portionen a 3 ml aufgetragen und mit 20 — 40 % MEtOH eluiert.
Mit dem Fraktionssammler wurden 3 ml-Fraktionen isoliert und im Anschluss auf

Bioaktivitat getestet.
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B.2.3.5. HPLC

Die gewonnenen Fraktionen wurden mit der analytischen HPLC (Shimadzu LC10, AT-
Pumpen, Duisburg) Uber reverse Phasenchromatographie (Nucleosil C18, 5 pm,
4x250 mm und Reprosil NH, 100, 5 ym 4x250 mm, Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch)
analysiert. Die manuelle Praparation und Prufung auf Reinheit von Salmycin erfolgte
Uber einem isokratischen Gradienten mit H;Ogeion. /Acetonitril (35/65) als
Losungsmittel und einer Flussrate von 1 mil/min. In der Analytik wurde ein
Gradient von 100% 2 mM Ammoniumacetat zu 100% Acetonitril mit einer Flussrate
von 2 ml/min verwendet. Die Detektion erfolgte mit einem UV-VIS-Detektor
(Shimadzu, SPD-10AV) bei 220 nm. Die Gesamtlauflange betrug 20 min.

B.2.3.6. Massenspektrometrie

Lyophilisiertes Salmycin wurde Uber GC-MS, Elektrospray-lonisierungs-MS (Bruker
Esquire 3000+; Bruker Daltonics, Bremen gekoppelt mit Agilent 1100 HPLC-System,
Agilent, Waldbronn) und FTICR-MS (AMX 600 NMR-Spektrometer) analysiert. Die
massenspektrometrische Bestimmung wurde am Institut fur Anorganische Chemie,
Tubingen vom Gaschromatographie Service Labor von Dr. G. Nicholson durchgefihrt.

Als Referenz wurde Salmycin B von Hoechst verwendet.

B.2.3.7. Praparation von eisenfreiem Salmycin

Um eine eisenfreie Form des Salmycins zu erhalten, wurde nach dem Protokoll der
Hydroxychinolinmethode von Zahner et al. (1963) verfahren. 4 mg gereinigtes
Salmycin wurden in 800 pl HyOgeion. geloést und mit 6 mg 8-Hydroxychinolin versetzt.
Nach Zugabe von 150 yl MEtOH wurde die Losung 24 h geschuttelt. Dabei verbleibt
das eisenfreie Siderophor im Uberstand, wahrend das mit Eisen komplexierte
Hydroxychinolin als dunkler Niederschlag ausfallt. Es wurde dreimal mit je 300 pl
H2Ogeion. gewaschen und die Uberstdnde gesammelt. Die Uberstdnde wurden durch
einen Papierfilter filtriert und dreimal mit 1 ml Chloroform gewaschen, um letzte
Hydroxychinolinreste zu entfernen. Die wassrige Phase wurde abgenommen und
lyophilisiert. Desferri-Salmycin zeigt keine Farbung mehr und wurde anschliessend in
der HPLC analysiert.
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B.2.4. Bestimmung der Salmycinaktivitéat

B.2.4.1. Anzucht der Teststadmme

Zur Anzucht der Test- und Laborstdamme von E.coli, Enterococcus sp., Enterobacter
sp., Hafnia alvei, Klebsiella sp., Listeria monocytogenes, Proteus sp., Pseudomonas
sp., Salmonella sp., Serratia sp., Staphylococcus sp. fur Wachstumsmessungen und
zur Untersuchung der Salmycinempfindlichkeit wurde NB-Medium verwendet. Hierfir
wurden zundchst UNKs von Plattenkulturen angesetzt. Die Inkubation von
Flussigkulturen erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei 200 rpm und 37°C im
Wasserbadschuttler. Ausnahmen stellen die Teststdmme von Pseudomonas sp.,
Serratia sp. und Yersinia sp. dar, die bei 28°C inkubiert wurden. Streptococcus
pneumoniae und andere Streptokokken wurden in THY-Medium ohne Schitteln in 20

ml-Falcon-Tubes mit Schraubdeckeln bei 37°C im Inkubatorschrank angezogen.

Die Haltung der Stamme erfolgte fur kurzfristige Versuche auf Agarplatten des
entsprechenden Mediums. Die Teststamme wurden nach Inkubation bei 4°C im
Kuhlschrank gelagert und im vierwochigen Rhythmus neu Uberimpft.

Die langfristige Lagerung erfolgte in Glycerolkultur bei -70°C. Hierfir wurden 500 pl
einer UNK mit 500 pl Glycerol vermischt und in 1 mil-Probengldsern mit
Schraubdeckeln tiefgefroren. Teststamme, die den S2-Sicherheitsbestimmungen
unterliegen, wurden von der Stammsammlung der Medizinischen Mikrobiologie
bezogen, da eine sachgerechte Lagerung als Glycerolkultur nicht moglich war. Mit
allen potentiell pathogenen Organismen wurde im Labor unter Sicherheitsstufe 2
gearbeitet (gem. §7 GenTG).

B.2.4.2. Plattendiffusionsassay (Gerlach, 1974)

Die Bestimmung der Sensitivitdt von Mikroorganismen gegen Salmycin wurde im
Agarplattendiffusionstest unter eisenlimitierten Bedingungen durchgefihrt. Hierzu
wurde Salmycin in wassriger Losung in den Konzentrationen von 0.05 — 2.0 mg/ml
verwendet. Je 10 ul der unterschiedlichen Salmycin-Losungen wurden auf sterilisierten
Filterrondellen pipettiert und kurz angetrocknet, bevor sie auf die Platten aufgelegt
wurden. Die Tests wurden dreifach durchgefihrt und umfassten Salmycin-
konzentrationen von 50 ng bis 20 ug. Die zu untersuchenden Stamme wurden als

UNK im Reagenzglas mit 2 ml NB-Medium im Schiittler inkubiert. Der Sensitivitatstest
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erfolgte anschliessend auf Festmedium mit je 25 ml NBD-Agar. Um eisenlimitierte
Bedingungen zu schaffen, wurde den Medien 2°2-Dipyridyl in einer Konzentration von
200 uM, sowie EDDHA (50 uM) zugesetzt. Zur Aufbringung auf das Medium wurden
50 pl der UNK mit 3 ml NBD-Topagar vermischt und auf den Platten verteilt. Die
Inkubation der Testplatten erfolgte bei 37°C flr 16 — 18 h, fiir die Isolate Pseudomonas

sp., Serratia sp. und Yersinia sp. bei 28°C.

Der Sensitivitatstest fur S. pneumoniae und andere Streptokokken wurde
folgendermassen modifiziert: Die Zellen wurden als UNK in THY-Medium angezogen.
Anschliessend wurden etwa 70 pl der Kultur mit einem sterilen Q-Tip gleichmassig auf
einer Blutagarplatte verteilt. Die Inkubation der Platten mit den Testplattchen erfolgte
flr 24 h bei 37°C.

B.2.4.3. Wachstumsassays

Die Wachstumstests wurden wie die Sensitivitatstests (B. 2. 4. 2.) unter eisenlimitierten
Bedingungen auf Festmedium entsprechend den Bedlrfnissen der Teststamme
durchgefihrt.

Die Siderophore wurden als wassrige Losungen in unterschiedlichen Konzentrationen
(10, 100 bis 1000 uM) in Volumen von 10 pl auf sterile Filterrondelle pipettiert,
getrocknet und auf die Testplatten ausgelegt. Die Auswertung erfolgte nach 16-18 h

Inkubation bei 37°C, fur Pseudomonas sp., Serratia sp. und Yersinia sp. bei 28°C.

B.2.4.4. Isolierung von Mutanten

Die lIsolierung von spontan resistenten Mutanten erfolgte aus Hemmhdofen von
Salmycin- und Albomycinplatichen auf eisenarmem Medium mittels steriler
Zahnstocher. Die so gepickten Kolonien wurden vor der Weiterverwendung auf NB-

Platten angezogen.

B.2.4.5. Bouillon-Mikrodilutionssverfahren

Das Mikrodilutionsverfahren (,Mikroverdinnungsverfahren®) ist das vom Institute of
Clinical and Laboratory Standard (CLSI) empfohlene Verfahren zur Feststellung der in-
vitro-Empfindlichkeit von bakteriellen Erregern. Es wurde als standardisierte Methode
von der DVG-Arbeitsgruppe ,Antibiotikaresistenz® als Richtlinie zur Qualitatssicherung

quantitativer labormedizinischer Untersuchungen im Ringversuch Ubernommen
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(Standard M31-A2 [2002], Rosenblatt et al. 1979). Im Kern entspricht es einem auf
Mikrotitermal3stab verkleinerten Reihenverdinnungstest. Dadurch verringert sich die
Menge an bendtigter Testsubstanz. Parallel dazu kann die Zahl der Ansatze erhoht

werden.

1. Die Testkulturen wurden auf eine ODs7g 0,5 angezogen und anschliessend mit
PBS auf ODszs 0,1 verdinnt. Die so entstandene Suspension wurde mit
Mueller-Hinton-Medium (+ 200 uM Dipyridyl) 1:200 verdinnt.

2. Es wurden 250 ug Salmycin A in 1 ml der Verdinnung gel6st und 200 pl in das
erste Well vorgelegt. In die dubrigen Wells wurden 100 pul der
Bakteriensuspension ohne Salmycin gegeben. Von Well 1 ausgehend wurde
nun die 1:10 Verdlinnungsreihe pipettiert (s. Tab. B-V).

3. Die Inkubation erfolgte im Inkubator bei 37°C und 90 % Luftfeuchtigkeit.

4. Die Zelldichte wurde Uber einen Zeitraum von 12 h alle 2 h gemessen, dann
erneut nach 16 und 20 h. Die MHK wurde nach 16 h Inkubation festgestellt.

B.2.4.6. Bestimmung der Resistenzhaufigkeit

Um die Haufigkeit der Resistenzbildung auszuwerten, wurde das
Mikrodilutionsverfahren modifiziert: nach 6, 12 und 16 h Inkubationsdauer wurden
jeweils 10 yl Ansatz enthommen und eine Verdunnungsreihe nach folgendem Schema

angesetzt.

Tab. B-V : Pipettierschema fiir Verdinnungsreihe fir Versuche B.2.4.6 und B.2.4.7

Verdiinnung 107 10° 10* 10° 10°
Ausgangvolumen 10 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
PBS 990 ul 900 pl 900 900 pl 900 pl

Je 100 pl der Zellsuspensionen wurden auf Selektivplatten ausplattiert und die
Resistenten nach 16 h Inkubation ausgezahlt. Es wurden stichprobenartig Kolonien

gepickt und im Ausstrichverfahren auf Resistenz gegen Salmycin (0,5 mg/ml) gepruft.
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B.2.4.7. Bestimmung der Kreuzresistenz

Um das Verhaltnis von Kreuzresistenz zu sonstiger auftretender Resistenz
festzustellen, wurden die aus Versuch B. 2. 4. 6. erhaltenen Suspensionen an
resistenten Zellen verwendet. Es wurden je 100 ul Suspension (einer auszahlbaren
Verdunnungsstufe) auf NBD + SAL bzw. NBD + ALB (Konzentration je 0,5 mg/ml)
ausplattiert und beide Platten ausgezahlt. Das Verhaltnis (Albomycin/Salmycin) x100

ergibt den prozentualen Anteil der Haufigkeit einer Kreuzresistenz beider Antibiotika.

B.2.4.8. Bestimmung der AKktivitat von aufgenommenen

Salmycin in S. aureus

Zur Bestimmung der Aktivitat von Salmycin, das bereits in die bakterielle Zelle
aufgenommen wurde, erfolgte die Inkubation von 2 ml einer S. aureus RN6390-Kultur
mit 0,5 mg/ml Salmycin Uber drei Stunden. Die Zellen wurden anschliessend bei 5000x
g sedimentiert und dreimal mit 1 ml EDTA-Waschpuffer gewaschen. Danach wurde
der Ansatz mit Lysostaphin (12 ul einer 1 mg/ml-Stammldsung) fur 30 min bei 37°C
inkubiert und Uber Ultraschall aufgeschlossen. Anschliessend erfolgte eine
Ultrazentrifugation (1 h bei 100 000x g). Da aufgenommenes Salymcin im Cytosol
vermutet wird, wurden je 20 pl des cytosolischen Uberstandes auf Plattchen pipettiert

und ein Plattendiffusionassay nach Standardbedingungen durchgefuhrt.

B.2.5. Molekularbiologische Methoden

B.2.5.1. PCR (Saiki et al. 1985 wund 1988, Mullis und
Falloona, 1987 )

Seit ihrer Entwicklung hat die PCR zahlreiche Modifikationen erfahren, so dass
unterschiedliche Ansatze fur verschiedene Zielsetzungen angewandt werden konnen.
In dieser Arbeit wurde zumeist die Standardvariante zur Amplifikation chromosomaler
DNA-Fragmente und Plasmid-DNA fiur die Sequenzierung und anschliessender
Untersuchung auf Mutationen sowie zur Klonierung von Genen in Vektoren verwendet.
Hierflr mussen kurze flankierende Sequenzabschnitte des gesuchten Bereichs auf der
DNA bekannt sein. Diese Oligonukleotide (Primer) werden als Startsequenz fir die
Synthese des DNA-Abschnitts benétigt.
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Standard-Ansatz (50 ul): Standard-Amplifikation*

ddH,O 34 ul Denaturierung 98°C - 2min
Puffer (5x) 10 pl 30 Zyklen:

dNTP 1,4 ul Denaturierung 98°C - 50s

Primer 1 (100 pmol) 1, 0 ul Annealing 53°C - 45s

Primer 2 (100 pmol) 1, 0 pl Extension 72°C - 60s

DMSO 1,0 ul - Zyklusende -

Template-DNA 0, 8 ul Endextension 72°C - 4 min
Phusion-Polymerase 0, 8 pl Kahlen 5°C bis Ende

* Die Parameter des Zyklus variieren je nach Template-DNA. Als Faustregel wurden pro 1 kb
Fragmentlange 30 s Extensionszeit + 20% verwendet. Die Annealingtemperatur richtete sich nach der
Qualitat der Primer (Ranking durch Netprimer nach GC-Gehalt, Hairpins, T,, ermittelt) und wurde ggf.
den PCR-Ergebnissen angepasst.

B.2.5.2. Cycle Sequencing & Sequenzierung (Sanger et al., 1977)

Das Cycle Sequencing stellt eine Sonderform der PCR dar und dient als
vorbereitender Schritt fur die Sequenzierung. Wahrend der Prozedur wird das
eingesetzte Template denaturiert und eine proofreading-Polymerase synthetisiert mit
den vorhandenen Einzelstrangen neue DNA-Strange. Zu einem beliebigen Zeitpunkt
werden wahrend der Extensionsphase fluoreszenzmarkierte Nukleotide eingebaut,
welche die Synthese stoppen. A, T, C und G sind farblich unterschiedlich markiert.
Dadurch entstehen verschieden grosse DNA-Fragmente, die an ihrem 3'-Ende eine
spezifische Markierung tragen. Das Cycle Sequencing wurde mit dem vom Hersteller
zur Verfugung gestellten BigDye durchgefiihrt. Im Anschluss an das Cycle
Sequencing werden die Produkte Uber eine Ethanolfallung aufgereinigt und getrocknet.
Die Sequenzierung erfolgte Uber den AbiPrism 373xl Kapillarsequenzierer. Die
gelosten Produkte aus dem Cycle Sequencing werden Uber polymerbeladene
Kapillaren nach ihrer Grosse aufgetrennt. Am Ende der Kapillare werden die
ankommenden Fragmente anhand der markierten Nukleotide am 3’-Ende detektiert

und die Sequenz des DNA-Abschnitts kann somit errechnet werden.
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B.2.5.3. Isolierung von DNA aus Bakterien

B.2.5.3.1. Genomische DNA aus S.aureus

Die Extraktion genomischer DNA aus S. aureus erfolgte mittels des easyDNA
Extraction Kit von INVITROGEN nach einem modifizierten Protokoll. Eine UNK des
Stammes (3-10 ml in TB-Medium, 37°C, schuttelnd) wurde bei 4000x g fur 5 min
pelletiert. Danach wurde in 500 pl EDTA-Waschpuffer resuspendiert und der
Zentrifugationsschritt wiederholt. Anschliessend wurde der Uberstand verworfen und
das Pellet in 200 ul PBS resuspendiert.

Durch Zugabe von 12 ul Lysostaphin (1 mg/ml) und 10 ul Proteinase K (20 mg/ml) und
Inkubation bei 37°C (mehrfaches Invertieren) fir 30 min wurde die Gram-positive
Zellwand aufgebrochen. Danach erfolgte die Zugabe von 350 ul Lésung A des
easyDNA-Kits und vortexen. Der Ansatz wurde 10 min lang bei 65°C inkubiert und
anschliessend 150 ml Lésung B hinzupipettiert. Durch Vortexen wurde der Inhalt des
RG bis zur Homogenitat gemischt. Abschliessend wurden 500 pl Chloroform
hinzugegeben, erneut gut durchgemischt und im Anschluss fir 20 min bei
Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert.

Hinterher wurde die obere, wassrige Phase abgenommen und in ein neues RG
Uberfuhrt, in das 1 ml eiskaltes 100%iges EtOH pipettiert wurde. Nach erneutem
Mischen wurde der Ansatz flir 1 — 2 h bei -70°C eingefroren (alternativ GN bei -20°C)
und danach erneut fur 30 min bei Hochstgeschwindigkeit abzentrifugiert. Nach dem
Abnehmen des EtOH wurde das Pellet mit 500 yl 80% EtOH gewaschen und zum
letzten Mal 10 min abzentrifugiert. Abschliessend erfolgte die Trocknung des Pellets
und das Lésen der DNA in 50 — 100 pl H2Ogeion. (+ 24l RNAseA-Lésung). Bis zum
Gebrauch wurden die Proben bei -20°C eingefroren.

B.2.5.3.2. Plasmid-DNA (aus E. coli)

Die Plasmid-Extraktion erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und
Doly, 1979) und wurde — wie im Folgenden beschrieben - mit dem E.Z.N.A-Plasmid
Miniprep Kit durchgefuhrt. Fur low-copy-Plasmide (z.B fur pBR322 und Derivate)
wurde der Kulturmaflstab auf 200 ml erhdéht und zur Aufreinigung Midi-Praps
verwendet (MN Nucleobond AX Kit).
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Eine Kolonie der plasmidtragenden Kultur wurde gepickt und in 3 — 10 ml TB-Medium
+ Selektionsantibiotikum angezogen. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 37°C im
Schattler. Anschliessend wurden die Zellen in 2 ml-Cups fur 5 min bei 4000x g
sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 200 pl
Resuspensionspuffer (+ RNAse) aufgenommen und durch Auf- und Abpipettieren gut
gelost. Danach wurden 200 pl Lysepuffer addiert und durch mehrfaches Invertieren
gemischt. Durch Zugabe von 280 ml Neutralisationspuffer fielen die Proteine der
Zellen aus und wurden durch 8-minltiges Zentrifugieren bei Hochstgeschwindigkeit
pelletiert.

Der Uberstand wurde in ein Spin-S&ulchen lbertragen und 1 min lang abzentrifugiert.
Die Zugabe von 500 ml Bindepuffer und Wiederholen des Zentrifugationsschrittes
fixieren die Plasmid-DNA an der Matrix der Saulchen. Der Durchfluss wurde jeweils
verworfen. Zuletzt wurden 600 ul Waschpuffer hinzupipettiert und zweimal bei
Hochstgeschwindigkeit abzentrifugiert. Dazwischen musste der Durchfluss entfernt
werden, um ein volliges Trocknen der Saule zu erreichen. Die Plasmid-DNA wurde

durch Zugabe von 50 ul H2Ogeion. geldst und bis zum Gebrauch eingefroren.

B.2.5.4. Aufreinigung von Nukleinsé&uren

Die Aufreinigung von Nukleinsduren stellt bei den meisten molekularbiologischen
Techniken einen unverzichtbaren Zwischenschritt dar, da Pufferreste und andere

Inhaltsstoffe spatere Reaktionen stéren oder ganzlich unterbinden kénnen.

B.2.5.4.1. Aufreinigung von DNA (PCR-Anséatze)

Die Aufreinigung von PCR-Fragmenten wurde mit dem Qiagen PCR Purification-Kit
durchgefihrt, nachdem festgestellt wurde, dass eine nachfolgende Sequenzierung
signifikant bessere Resultate zeigte als bei der Verwendung diverser Kits anderer

Hersteller.

Das PCR-Produkt wurde im Verhaltnis 1:5 mit Bindepuffer (PB) gemischt und auf ein
Zentrifugensaulchen aufgetragen. Bei geschlossenem Deckel wurde fur 1 min bei
10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 750 ul Waschpuffer (PE)
auf die Saule pipettiert. Der Zentrifugationsschritt wurde wiederholt, der Durchfluss
erneut verworfen und die Saule bei voller Geschwindigkeit (14 000 rpm) flr 1 min bei

gedffnetem Deckel zentrifugiert um alle Pufferreste zu entfernen. Die Saule wurde auf
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ein beschriftetes Cup gesetzt, je nach Menge des PCR-Produkts 30 — 50 pl H2Ogeion.
hineinpipettiert und fir 2 — 5 min bei RT inkubiert. Anschliessend erfolgte ein
Zentrifugationsschritt fur 1 min bei voller Geschwindigkeit. Bis zu ihrer Verwendung
konnte die DNA bei -20°C gelagert werden.

B.2.5.4.2. Aufreiniqung aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach einem Restriktionsverdau wurde DNA

aus Agarose-Gelen aufgereinigt. Hierfur wurde das NucleoSpin Extract Kit verwendet.

Die DNA wurde auf dem UV-Tisch mit einem Skalpell exakt ausgeschnitten, in ein 2
ml-RG dberfihrt und gewogen. Pro 100 mg wurden 300 ul des Lysepuffers
hinzugegeben und etwa 10 min lang bei 52°C inkubiert, dabei gelegentlich invertiert,
bis das Gelstlick geschmolzen war. Anschliessend wurde der Ansatz auf ein Spin-
Saulchen gegeben und bei 8000 rpm zentrifugiert. Der US wurde verworfen und 600 pl
Waschpuffer auf die Saule pipettiert. Nach erneutem Zentrifugationsschritt und
Verwerfen des Uberstandes wurden 300 pl des Waschpuffers hinzupipettiert und fiir 2
Minuten bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert, so dass das Saulchen vollstandig
trocken war. Auf ein neues RG gesetzt wurden entsprechend der DNA-Konzentration
10 — 50 pl HoOgeion. auf die Saule gegeben. Optional wurde noch etwa 2-5 min bei
50°C inkubiert, um eine bessere Elution zu erreichen und abschliessend 1 Minute bei
Hochstgeschwindigkeit zentrifugiert. Bis zum Gebrauch wurde die DNA bei -20°C
gelagert.

B.2.5.4.3. Ethanolfédllung

Fir die DNA-Sequenzierung wurden PCR-Produkte des Cycle-Sequencings durch
eine Ethanolfallung aufgereinigt. Hierzu wurden je 1 yl 3 M NaAC und 25 pl eiskaltes
EtOH (100%) in neue RG vorgelegt. Anschliessend wurden die PCR-Produkte in das
RG Uberfuhrt, gevortext und fir etwa 30 min tiefgefroren. Danach erfolgte ein 30-
minltiger Zentrifugationsschritt bei 13 000 rpm in der Kihlzentrifuge. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgezogen und 125 pl 70 % EtOH in die RG pipettiert, bevor wieder
fur 10 min bei hoéchster Geschwindigkeit zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde
erneut abgezogen und verworfen. Das Pellet wurde getrocknet und bis zur

Sequenzierung bei RT aufbewahrt.

38



Material und Methoden

B.2.5.5. Transformation

FUr diese Arbeit wurden Bakterien zu unterschiedlichen Zwecken transformiert:
Amplifizierung eines neu hergestellten Plasmids, Gewinnung grosserer Mengen an
Plasmid-DNA im Mini- bzw. Midi-Prap-Mal3stab oder flr Bioassay- und
Transportversuche.

B.2.5.5.1. Elektroporation (Zimmermann et al., 1979)

Herstellung kompetenter Zellen:

Die Herstellung elektrokompetenter Zellen (E.coli und K. pneumoniae) erfolgte aus
einer 20 ml-Kultur (LB-Medium). Diese wurde bis zu einer ODsz;s 0,5 - 0,8
herangezogen. Die Zellen wurden 15 min bei 4 °C und 3500 g sedimentiert und der
Uberstand verworfen. Es wurde auf Eis gearbeitet. Anschliessend erfolgten zwei
Waschschritte mit 1 mM MOPS-Puffer/15 % Glycerin. Dabei wurde das Volumen zur
Resuspension pro Schritt um jeweils 50 % verringert. Aliquots & 50 uyl wurden bis zur
Verwendung auf Eis gelagert bzw. bei -80°C eingefroren.

Elektroporation:

Die Elektroporation wurde mit dem GenePulser von Bio-Rad durchgefuhrt und
Kavetten mit 0, 2 cm Elektrodenspalt verwendet. Hierfur wurde auf 37°C vorgewarmtes
SOC-Medium bereitgestellt und die Kuvetten auf Eis gekihlt. Ein Aliquot der
kompetenten Zellen wurde zusammen mit 2 — 2,5 pl Plasmid hineinpipettiert. Die
Transformation erfolgte mit den Parametern 25 kV/cm?, 25 uF, 200 Q. Sofort danach
wurde 800 pyl SOC-Medium hinzugegeben und im RG fur 1 h schittelnd inkubiert.
Anschliessend wurden die Zellen zur Konzentrierung in der Tischzentrifuge
sedimentiert (4000 rpm, 3 min) und in etwa 200 ul Medium resuspendiert. 75 — 150 pl
der Zellsuspension wurden auf Selektivmedien ausplattiert und UN inkubiert.

B.2.5.5.2. Chemische Transformation (Dagert und Ehrlich, 1979)

Falls die vorangegangene Methode fehlschlug (z. B. bei zu salzhaltigem
Plasmidisolat), wurde auf die chemische Transformation zurlckgegriffen. Die
Herstellung der kompetenten Zellen erfolgte auf identische Weise wie zuvor
beschrieben, jedoch wurde in steriler 0, 1 M CaCl,-Losung gewaschen und Aliquots a

100 ul hergestellt.
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Zur chemischen Transformation wurden 8 pl Plasmid-DNA in ein Aliquot pipettiert und
30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden fur 2 min einem Hitzeschock von 42°C
ausgesetzt und anschliessend erneut fur 15 min auf Eis gelagert. Nach dem
Hinzupipettieren von 800 pl SOC-Medium erfolgten die Ablaufe identisch zur

Elektroporation.

B.2.5.6. Klonierung

Die durch PCR gewonnenen, aufgereinigten DNA-Fragmente wurden mit
Restriktionsenzymen nach Herstellerangaben verdaut und im Verhaltnis 4:1
(DNA:Vektor) in Klonierungs- oder Expressionsvektoren kloniert. Als Klonierungsvektor
wurde meist pDrive verwendet, der durch seinen TA-Uberhang eine rasche und
effiziente Klonierung ermdglicht. Ein weiterer Vorteil von pDrive ist die in
nachfolgenden Klonierungsschritten Verfugbarkeit zahlreicher Schnittstellen. Andere
Vektoren wurden wahrend der letzten 30 min des Verdaus zusatzlich mit 1 ul CIP
inkubiert, um eine vorzeitiges Religieren zu verhindern.

Die herkdmmliche Ligation wurde mit dem Rapid Ligation Kit von Roche unter
Verwendung von T7-Polymerase durchgefuhrt. Wahlweise wurde eine Stunde bei

Raumtemperatur oder bei 4 °C Uber Nacht ligiert.

Standard-Verdau: Standard-Ligation:

DNA 15, 0 pl Vektor 2,0yl
Enzym 1 1,5 ul DNA-Fragment 8,0 ul
Enzym 2 1,5 ul T7-Polymerase 1,0 ul
Puffer 2,0l Ligationspuffer 1, 1 ul
(BSA 1,0 ul)

B.2.5.7 Nachweis von Mutationen

Um Deletionen oder Insertionen in einer Gensequenz rasch zu identifizieren, wurde
das SURVEYOR Mutation Detection Kit von EpiCentre verwendet. Hierbei werden die
Sequenzen von Wildtyp-Stamm und Mutante amplifiziert, aufgereinigt und nach
Prifung der Konzentration im selben Verhaltnis zusammengegeben. Durch Erhitzen
werden die Doppelstrange getrennt und beim AbkUhlen erneut dimerisiert. Dabei
entstehen Heterodimere, welche einen Wildtyp-Strang und einen Mutantenstrang

besitzen. Heterodimere werden durch Zugabe einer spezifischen Nuklease aus
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Sellerie (Surveyor®Nuclease, Oleykowski et al., 1998; Yang et al., 2000) an der Stelle
der Mutation geschnitten, so dass die Lage der Mutation durch Gelelektrophorese in
etwa bestimmt werden kann. Insbesondere bei langen Gensequenzen kann so die

eigentliche Sequenzierung auf einen bestimmten Abschnitt eingeschrankt werden.

Tab B-VI : Schema des Hybridisierungsvorgangs und der Nukleasebehandlung

96°C 2 min hybridisierte DNA 6 ul (~ 200 ng)
96 auf 85 °C -2 °C/sec SURVEYOR® Nuclease | 1 yl
85 auf 25 °C - 0,1 °Cl/sec 20 min Inkubation bei 42°C
4°C bis Ende Stopmix 0,7 pl
- Gelelektrophorese

B.2.6. Transportassays mit radioaktivem >°Fe

Die Aufnahme von Substraten durch Transportproteine der dusseren Membran oder
der Zellmembran lasst sich durch die radioaktive Markierung dieser Substanzen
messen. Fur die Messung der Aufnahmerate von Ferrioxamin und Ferrichrom wurde
radioaktives *°Fe verwendet, das fiir die Komplexierung in saurem Milieu zusammen
mit der eisenfreien Form der Siderophore inkubiert wurde. Die Aufzeichnung von
Transportraten Uber einen definierten Zeitraum ermdglicht zudem Ruckschliusse auf
die Auswirkungen von Mutationen in den fur die Aufnahme verantwortlichen Proteinen.
Die Transportmessungen wurden nach dem von Hantke (1983) veroffentlichten
Protokoll durchgefuhrt.

B.2.6.1. Herstellung der Substrate

Die Herstellung der radioaktiv markierten Siderophore erfolgte stets kurz vor Beginn

der Transporte nach folgendem Schema:

Tab. B-Vlla. : Herstellung der mit >°Fe beladenen Siderophore fiir Transportmessungen.

Desferri-Ferrichrom 10 mM | 1,5 pl -
Desferrioxamin 10 mM | - 1,5 ul
HCI 200mM | 1,5 1,5 pl
>Fe 500 uM | 7,5 yl 7,5 ul
*Fe-Mix Gesamt 105ul | 10,5 pl
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B.2.6.2. Modifikationen fur kompetitiven Transportassay

Fur kompetitive Transportassays wurden der hergestellte **Fe-Mix durch die Zugabe
von Salmycin A bzw. Albomycin modifiziert (s. Tab.B-VIIb.). Radioaktives Siderophor

und nichtradioaktives Sideromycin wurden im Verhaltnis 1:1,3 eingesetzt.

Tab. B-VIIb. : Herstellung *°Fe-Mix fiir kompetitive Transportmessungen.

®Fe-Mix 10,5 ul 10,5 ul 10,5 pl
Salmycin A 1mM | 19,5 ul - -
Albomycin 1mM | - 19,5 ul -
Hzodeion. - - 1915 UI
Gesamt 30,0 ul 30,0 ul 30,0 ul
Gesamtaktivitat 816 kBq 816 kBg 816 kBq

B.2.6.3. Anzucht der Teststadamme

Aus 50 pl einer UNK wurde der zu testende Bakterienstamm in 3 ml NB+D-Medium
auf eine ODs7g 0,6-0,8 angezogen. Anschliessend wurden die Zellen bei 4000 rpm
abzentrifugiert und in (M9-Salze + 0,4 % Glucose) resuspendiert. Die Zellen wurden
hierin zweimal gewaschen und anschliessend auf eine ODs7g von 0,5 eingestellt. Die
Zellsuspension wurde in Aliquots von 300 pl portioniert und fur 30 min bei 37°C mit 7,8
Ml NTA (10 mM) schittelnd inkubiert.

B.2.6.4. Transportmessung

Die Transportmessung wurde mit der Zugabe von 3 pl **Fe-Mix zu 300 pl Zellen
gestartet. Die Radioaktivitat in jedem Ansatz betrug somit 81,6 kBq. In Zeitabstanden
von 5, 10, 15, 20 und 30 min wurden je 50 pl des Ansatzes enthommen und Uber
Nitrocellulosefilter (25 mm Durchmesser, 0,45 um Porengrésse) filtriert. Die auf dem
Filter verbliebenen Zellen wurden zweimal mit 5 ml 0,1 M LiCl gewaschen und der
Filter anschliessend in Szintillationsgefassen fur 10 min bei 80°C getrocknet. Nach
dem Abkihlen der Gefasse auf RT wurden 5 ml Szintillations-Cocktail (Ultima Gold®,
Perkin-Elmer) hinzugeflgt und fir weitere 45 min inkubiert.

Die Radioaktivitat jeder Probe wurde dann im Szintillationszahler gemessen und
aufgezeichnet. Alle anfallenden radioaktiven Abfalle wurden in extra bereitgestellten

Gefassen entsorgt.
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B.2.7. Proteinaufreinigung

Die Proteine FhuD (E.coli) und FhuD2 (S. aureus) wurden im Verlauf dieser Arbeit als
Fusionsproteine mit His-Tag-Markierung Uberexprimiert. Das Plasmid pMR20
(Rohrbach, 1995) enthalt das E.coli-Protein unter Kontrolle eine T7-Promoters und ist
IPTG-induzierbar. Das Plasmid pTGS5 mit dem S.aureus-Protein ist ein Derivat des

pBAD/Myc-His-C-Vektors und exprimiert FhuD2s ayreus mittels Arabinose-Induktion.

B.2.7.1. Uberexpression von Proteinen

Zur Uberexpression wurde das Plasmid in den Stamm E.coli BL21 (DE3) transformiert
und auf Selektivmedien (Ampicillin) ausplattiert. Eine Kolonie wurde als Vorkultur
angezogen (3 ml TY-Medium + Amp). Die Beimpfung der Hauptkultur erfolgte im
Verhaltnis 1:100 in 250 ml TB-Medium (Schikanekolben, 37°C im Schdttler,
Ampicillinselektion). Das Induktionsschema fur die verschiedenen Klone wurde

folgendermassen gewahlt:

Tab. B-VIII : Induktionsschema fiir FhuD-Uberexpression in verschiedenen Vektoren

FhuDg. coli FhuD2s aureus
Induktions-ODs7g 0,6 0,7
Zugabe IPTG (Endkonzentration) 1 mM -
Zugabe Arabinose - 0,2 %
Dauer der Uberexpression 3h 2,5h

Vor und nach der Induktion wurde jeweils 1 ml Zellsuspension zur Erfolgskontrolle
gesammelt. Nach der Uberexprimierung wurden die Zellen sedimentiert (4000x g bei
4°C fur 15 min) und in His-Tag-Lysepuffer resuspendiert (40x konzentriert).
Ausserdem wurde eine Kontrolle des Uberstandes aufoewahrt. Bis zur

Weiterverarbeitung ist das Zellpellet bei -20°C lagerbar.

B. 2.7.2. Zellaufschluss

Der Zellaufschluss erfolgte auf Eis mit der French Press. Das geloste Pellet wurde bei
1500 psi dreimal durch die French Press passiert. Die Sichtkontrolle zeigte eine
Anderung der Triibung von undurchsichtig zu opaleszent. Im Anschluss erfolgte eine
einstundige Ultrazentrifugation bei 100000x g bei der die Zelltrimmer pelletiert wurden.

Die cytosolischen Proteine befanden sich danach im Uberstand.
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B.2.7.3. His-Tag-Aufreinigung tUber Ni-NTA-S&ulen

Die Gewinnung der His-Tag-Fusionsproteine erfolgte mit Hilfe des Ni-NTA-Purification
Kits von Qiagen mit Zentrifugensaulchen. Daher entspricht das hier verwendete
Protokoll den Herstellerempfehlungen fur native Proteine. Hintergrund der His-Tag-
Aufreinigung ist das reversible Binden des poly-Histidinrests der Proteine an eine NTA-
Matrix. Imidazol verdrangt die Histidine, so dass die Anlegung eines

Imidazolgradienten die Gewinnung des aufgereinigten Proteins ermdglicht.

Nach der Aquilibrierung der Spin-Saulchen (600 pl Lysepuffer) wurden zunachst
zweimal jeweils 600 pl des Proteingemischs aufgetragen und abzentrifugiert
(Tischzentrifuge, max. 2000 rpm, 2 min bei geschlossenen Saulchendeckel, evtl.
langer). Im Anschluss erfolgte zweimaliges Waschen mit Waschpuffer. Das Protein
wurde in zwei letzten Schritten mit Elutionspuffer (je 200 ul) von der Saule gewaschen.

Alle Durchlaufe wurden als Kontrollen fur die SDS-PAGE gesammelt.

B.2.7.4. Proteinbestimmung (BCA-Assay)

Zur Bestimmung der Menge an Protein wurde der BCA-Assay (Smith et al., 1985)
herangezogen. Dieser colorimetrische Nachweis von Protein grindet auf die Biuret-
Methode, bei der Kupfer-lonen in alkalischer Losung durch vorhandenes Protein
reduziert werden. Die reduzierten Cu'*-lonen werden durch die im Ansatz vorhandene
Bichinoninsaure (BCA) in einem 1:2-Verhaltnis komplexiert, was zu einer Anderung
der Adsorption im Wellenlangenbereich 532 nm fuhrt, die nahezu linear verlauft.

Zur Herstellung einer Eichgerade diente ein BSA-Standard. Sowohl BCA™ Protein

Assay Kit als auch der Albumin-Eichstandard wurden von Pierce bezogen.

B.2.7.5. Protease-Schutzexperimente (Goldberg, 1972)

Um festzustellen, welche Substrate von FhuDgci und FhuD2sayeus €rkannt und
gebunden werden, wurden Verdauexperimente mit Proteinase K durchgeflihrt. Diese
sollten Aufschluss dartber geben, ob Salmycin von den Bindeproteinen erkannt wird.
Hierfir werden 20 ug Protein mit 5 ug Substrat 30 min bei RT inkubiert, Positiv- und
Negativkontrolle wurden mit PBS durchgeflhrt. Anschliessend wurde 1 ug Proteinase
K zugegeben (siehe. Tab. B-1X; Gesamtvolumen des Ansatzes ist 100 pl) und 30 min
bei 56°C inkubiert.
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Tab. B-1X: Pipettierschema flr Proteinase-Schutzexperiment.

(in ug) unverd | verdaut | Fec Fox Sal Alb Fem
Substrat | (PBS)5 | (PBS)5 |5 5 5 5 5
Protein | 20 20 20 20 20 20 20
Prot K - 1 1 1 1 1 1
PMSF 2 2 2 2 2 2 2

Danach wurde der Verdau durch Zugabe von 2 uyg PMSF und Inkubation fir 30 min
bei RT gestoppt und im Volumenverhaltnis 1:1 mit 20% TCA gefallt. Nach 15 Minuten
Inkubation auf Eis und einem Zentrifugationschritt (14 000 rpm, 15 min) wurde mit
einem identischen Volumen Aceton gewaschen. Nach Trocknen des Pellets wurde es

in Ladepuffer aufgenommen.

B.2.7.6. Polyacrylamid-Gelektrophorese (hach Laemmli, 1970)

Die Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE erfolgte mit 12%igen Mini-Acrylamidgelen
in vertikalen Elektrophoresekammern der Firma BIOMETRA. Die Proteinproben
wurden in 5x Laemmli-Puffer gelost und 5 min bei 96°C denaturiert. Anschliessend
wurden 20 pl Probenvolumen in die Geltaschen pipettiert. PageRuler Prestained
Ladder Plus

Grossenbestimmung der Proteine eingesetzt.

Protein (Fermentas) wurde als Standardmarker fur die
Die Elektrophorese wurde bei konstanten 12 V durchgefuhrt. Nach dem Lauf wurden
die Gele 30 min in Coomassie-Farbeldésung gefarbt, anschliessend mehrfach in

Entfarbelésung gewaschen und unter Unterdruck getrocknet.

B.2.8. Bestimmung der Zytotoxizitat

B.2.8.1. Zellkultur

Die Haltung der eukaryotischen Zellen erfolgte im separaten Zellkulturlabor. Zur
Kontrolle und Auszahlung der Zellen wurde mit dem Lichtmikroskop und einer

Neubauer-Zahlkammer gearbeitet.

Die Anzucht von HEp2-Zellen wurde in 50 ml-Kulturflaschen (25 ¢cm?) durchgefiihrt.
Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5 % CO im Zellinkubator. Es wurde DMEM-Medium
(+ 10 % FCS, + Antbiotikamix Pen/Strep) verwendet und das Medium alle 48 h

gewechselt.
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Beim Erreichen einer zu hohen Zelldichte erfolgte ein Splitten der Kultur. Hierfir wurde

ein Trypsin-Verdau durchgefuhrt:

1. Zugabe von 3,5 ml 5 % Trypsin-Losung und 10 min Inkubation.

2. Hinzufigen von 4,5 ml DMEM-Medium und Abzentrifugation bei 700 rpom und
RT.

3. Anschliessend Resuspension in 8 ml frischem DMEM und Verteilung auf neue

Kulturflaschen, Endvolumen jeweils 12 ml.

B.2.8.2.LDH-Assay

Die Zytotoxizitat von Salmycin fur eukaryotische Zellen wurde mit dem standardisierten
LDH-Assay ermittelt. Hierfur wurde der Cytotoxicity Detection Kit PLUS von Roche
verwendet. Der Test weist durch ein colorimetrisches Verfahren die Freisetzung des
Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) nach. Das Vorhandensein des Enzyms im
Uberstand lasst auf ein Absterben der Zellen und eine Zerstérung der Zellmembran
schliessen. Im Testansatz kann dies nur durch die Einwirkung der Testsubstanz
erfolgen. Die freiwerdende LDH katalysiert die Umsetzung von NAD zu NADH+H. NAD
wird hierfir in hohem Uberschuss zur Verfiigung gestellt. Das entstehende NADH+H
bewirkt wiederum die Reduktion von gelben Tetrazolium zu rotem Formazan (siehe
Abb. B1). Da der Farbumschlag kontinuierlich verlauft und sich proportional zur
freigesetzten LDH verhalt, gibt der Test Aufschluss Uber das Mal} der Zellschadigung

durch die Testsubstanz.

H LDH
H

NAD NADH + H

tetra zoliurm
[yellow)

farmazan
(red)

Catalyst
H Cl Cl

Abb. B1 : Schematische Darstellung des Reaktionsablaufs im LDH-Assay. (Quelle. Internet).
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Es wurden HEp2-Zellen (Humanepithelzellen, HelLa-Derivat) verwendet. Diese
eukaryotische Zelllinie bildet in Kultur einen einschichtigen Zellrasen und findet
aufgrund ihrer relativ einfachen Haltungsbedingungen und biochemischen

Eigenschaften seit vielen Jahren Anwendung in der Zellforschung.

Fir den LDH-Assay wurden je 1 x10* Zellen pro Ansatz auf 96-well-Platten ausgesit.

Die Zellzahl wurde vor dem Aussaen mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Vorbereitung:

1. Zellen werden wie in B.2.8.1. beschrieben trypsiniert, abzentrifugiert und in
neuem DMEM-Medium (+10 % FCS) resuspendiert.

2. 2x 10 pl der Zellsuspension werden auf die Zahlkammer gegeben und
ausgezahlt. Aus den beiden Zahlungen (je 4 Felder) wird ein Mittelwert
errechnet. Dieser Wert entspricht der Anzahl X x10* Zellen pro 1 ml
Suspension.

3. Die Suspension wird auf 5 x10* Zellen/ml verdiinnt.

4. Von der erhaltenen Verdinnung werden jeweils 200 ul in die wells pipettiert (=
1x 10* Zellen).

5. Die Zellen werden Uber Nacht inkubiert, so dass sich ein konfluenter Zellrasen

bilden kann.

B.2.8.2.1. Salmycin-Zytotoxizitdts-Assay

In mehreren Testreihen sollten die kurzfristigen, langfristigen und konzentrations-
abhangigen Einflisse von Salmycin auf die Vitalitat eukaryotischer Zellen untersucht
werden. Getestet wurden Chargen von Salmycin B (Hoechst) und Salmycin aus
Eigenpraparation (HPLC-rein). Die Bestimmung der Zytotoxizitat tber den LDH-Assay
wurde fur jede Substanz und Konzentration dreifach durchgefuhrt. Als Negativkontrolle
diente DMEM-Medium, als Positivkontrolle 1 % Triton X-100. Um die Sensitivitat der
Zellen auf aussere Einflisse zu prifen, wurde in einer weiteren Testreihe mittels

destillierten Wassers unterschiedlich hoher osmotischer Stress ausgeubt.
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Durchfiihrung:

1. Salmycin wurde fur jeden Versuch in verschiedenen Konzentrationen (0,1 — 2
mg/ml) in DMEM-Medium (+ 1 % FCS) gelost.

2. Die beiden Komponenten des Cytotoxicity Detection Kits PLUS werden
schonend aufgetaut und auf Eis so kurz wie mdglich vor Versuchsbeginn
gemischt (fur 100 Tests: 250 yl Komponente 1 zu 11,25 ml Komponente 2).

3. Mit der Abnahme des Mediums von den Uber Nacht gewachsenen Zellen
begann die Versuchsdurchflhrung.

4. Es wurde 190 pl frisches DMEM (+ 1 % FCS) auf die Zellen pipettiert. Da FCS
einen hohen Hintergrund bei der Messung verursacht, wurde der Anteil in
diesem Schritt von 10% auf 1% reduziert.

5. Von den Konzentrationen der Testsubstanz wurden je 10 pl in die Ansatze
pipettiert.

Danach wurden die Zellen fur definierte Zeitraume (2 - 16 h) weiter inkubiert.

7. Zum Messzeitpunkt wurden 100 pl des Uberstandes — ohne Auf- und
Abpipettieren — abgenommen und auf eine neue 96-well-Platte Gberfihrt.

8. Es wurden 100 pl der Assay-Mischung hinzugefugt und fir 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert.

9. Anschliessend erfolgte die Auswertung bei 490 nm im Platten-Spektrometer.

B.2.9. In-vivo-Infektionsmodell

Die in-vivo-Wirksamkeit von Salmycin wurde im Mausmodell untersucht. Hierfur
wurden 4 — 6 Wochen alte CD1-Mause (Harlan Europe) verwendet. Die
Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
genehmigt und am Institut fir Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikums
Tubingen durchgefuhrt.

Als Teststamm wurde der genetisch definierte MRSA-Stamm S. aureus COL

verwendet, da dieser in den in-vitro-Versuchen eine hohe Sensitivitat aufwies.

B.2.9.1. Bestimmung der Infektionsdosis

Vorbereitend wurde der Stamm S. aureus COL einmal durch eine Maus passagiert.
Hierdurch wurde der Bakterienstoffwechsel an die Wirtsumgebung angepasst und eine

Steigerung der Virulenz des Stammes erreicht. Die zur Auslésung einer Sepsis nétige
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Keimzahl wurde anschliessend im Vorversuch bestimmt. Es wurden Keimzahlen von
10" -10° Zellen anhand von drei Gruppen (je 4 Tiere) getestet. Die Mause wurden
beobachtet und nach 72 Stunden getdtet. Danach wurde die Lebendkeimzahl im
Nieren- und Milzhomogenisat bestimmt.

Die fiir die Versuchsdurchfiihrung verwendete Keimzahl wurde auf 10°® Zellen
festgelegt, da alle Tiere mit einer hoheren Dosis innerhalb von 48 h verstarben. Tiere
mit der Versuchsdosis wiesen nach drei Tagen einen schlechten Allgemeinzustand

auf.

B.2.9.2. In-vivo Wirksamkeit von Salmycin

Die in-vivo Wirksamkeit von Salmycin wurde nach folgendem Schema durchgeflhrt:

Tab. B-X : Schema fiir Infektionsmodell; PBS=phosphatgepufferte Saline, SAL=Salmycin (10
mg/kg Koérpergewicht), VAN=Vancomycin (20 mg/kg Koérpergewicht), RIF = Rifampicin (10
mg/kg Kérpergewicht)

Gruppe Oh 6h 24 h 48 bzw. 72 h
1 Infektion PBS Toten
2 Infektion SAL Toten
3 Infektion VAN Toéten
4 Infektion SAL SAL Toéten
5 Infektion VAN VAN Toten
6 Infektion VAN + RIF Toten

Die Antibiotika wurden in einem Volumen von 200 pl verabreicht. Als Negativkontrolle
diente PBS. Als Positivkontrollen dienten Vancomycin, sowie eine Kombination aus
Vancomycin und Rifampicin. Fur die Kontrollantibiotika wurden die Klinisch
angewandten Konzentrationen zur Behandlung einer MRSA-Sepsis verwendet.
Salmycin wurde in den Konzentrationen von 2 mg/kg und 10 mg/kg verabreicht. Die
Tiere wurden zunachst 72 Stunden nach Infektion getotet, spater wurde die Zeit auf 48
Stunden verklrzt, um die Effektivitat von Salmycin hinsichtlich der Keimzahlreduktion
exakter zu bestimmen. Nach dem Toten der Tiere wurden Nieren, Milz und/oder Leber
entnommen. Die Organe wurden in 5 ml PBS homogenisiert und Verdinnungsreihen
auf Vogel-Johnson-Agar ausplattiert. Die Lebendkeimzahl wurde nach 24 Stunden

Inkubation ermittelt.
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B.2.10. In-silico-Arbeiten

B.2.10.1. Phylogenetische Analyse

Die phylogenetische Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm ClustalX
nach dem Neighbour-Joining-Modell mit Dayhoff-Matrix. Die Sequenzdaten wurden
zuvor in Bioedit bearbeitet. Durch das Hilfsprogramm TreeView wurden mittels der
Analysedaten Stammbaume generiert, die im Anschluss mit Adobe lllustrator
weiterbearbeitet wurden. Die Bootstrap-Analyse der Stammbaume mit 1000
Wiederholungen erfolgte mit dem Programm ClustalX. Das Neighbour-Joining-Modell
(Saitou und Nei, 1987) ist momentan die am meisten verbreitete Methode zur
Erstellung von Baumtopologien. Durch die Bildung von Distanzmatrizen mit
kleinstmdglichen Entfernungen soll ein Stammbaum mit minimaler Gesamtastlange
gebildet werden. Dieses Verfahren soll der Tatsache gerecht werden, dass
evolutionare Schritte, die zur Artbildung fuhren, ebenfalls durch kleinstmdgliche
Veranderungen von Gensequenzen stattfinden. Die Qualitat der NJ-Analyse hangt
stark von der zugrunde liegenden Distanzmatrix ab, in der Mehrfachsubstitutionen von
Nukleinsauren berucksichtigt werden sollen.

Zur statistischen Bewertung von Topologien wird das Bootstrapping (Felsenstein,
1985) verwendet. Die dabei errechnete Signifikanz ergibt sich aus zufalligem Ziehen
und Zurlcklegen von Nukleotidpositionen des flir den Stammbaum erstellten
Alignments. Hierbei werden beliebig viele Datensatze generiert, mit denen die Analyse
wiederholt wird. Die dabei erhaltenen bootstrap-Werte zeigen an, wie oft bestimmte
Gruppen der Topologie wiederholt auftraten. Dies gilt als Mal} fur die Zuverlassigkeit

des erstellten Stammbaums und der dort dargestellten Gruppen.

B.2.10.2. Sequenzalignments

Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit dem Programm Finch-TV bearbeitet.
Alignments wurden mit Bioedit erstellt.

Der Abgleich mit Sequenzen aus den Datenbanken von NCBI, EMBL und SWISSProt
erfolgte mit den dort zur Verfugung stehenden Applikationen zur Online-Analyse.

Nahere Informationen sind von dort zu beziehen.
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B.2.10.3. Statistische Tests

Zur Uberpriifung der Wahrscheinlichkeiten fiir die Konsistenz der Daten des
Zytotoxizitatstest und der in-vivo-Tests wurde der Student’'sche T-Test fur verbundene
Datensatze mit einem Signifikanzniveau a=5% gewahlt. Dieser statistische Test prift
die Konsistenz zweier Grundgesamtheiten von Daten mittels eines Erwartungswertes.
Hierzu werden zwei Hypothesen uber den Testausgang ausgestellt: Hp=zwei
Datensatze unterscheiden sich nicht. Hi=zwei Datensatze unterscheiden sich. Dies
dient zur Kontrolle des sog. Fehlers 1. Art, bei dem durch Festlegen eines
Signifikanzniveaus mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen wird, dass eine
Fehlinterpretation der Ergebnisse (5 % Entscheidungswahrscheinlichkeit fur H1 obwohl
Ho richtig ist) getroffen wird. Im konkreten Fall sollte entschieden werden, ob Salmycin
einen zytotoxischen Effekt besitzt oder nicht bzw. ob Salmycin eine signifikante
Reduktion der Keimzahl bewirkt oder nicht.

In der Auswertung der in-vivo-Versuche wurde als graphische Darstellung der Box-
Whisker-Plot (Box-Plot) gewahlt, da dieser die fur die Fragestellung beste
Ubersichtlichkeit bietet. Der Box-Plot fasst verschiedene MalRe der zentralen Tendenz,
Streuung und Schiefe in einem Diagramm zusammen. Alle Werte der Funf-Punkte-
Zusammenfassung, also der Median, die zwei Quartile und die beiden Extremwerte,
werden dargestellt. Es wurde ein Standard-Box-Plot verwendet. Die Box umfasst 50%
der Daten. Anhand der Lange der Box und des eingezeichneten Medians lassen sich
Streuung und Schiefe der Daten ablesen. Die Lange der Whiskey ist abhangig von den
Maximalwerten, betragt jedoch hoéchsten den 1,5fachen Wert des zugehorigen
Quartils.
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C. Ergebnisse

Gesamtkonzept dieser Arbeit

Wirkspektrum
- Sensitivitat
- MHK
- Resistenzbildung
Klinische Relevanz
Produktion

- Cytotoxizitat
- in-vivo-Studien
- Fermentation
- Aufreinigung
Bestimmung des
Aufnahmesystems \

- Transportstudien )
- Klonierung Grunde fir Resistenz

- Bindungsstudien . .
- in-silico-Studien bei Grampositiven und

Gramnegativen MOs

Abb. C1 : Uberblick liber das Arbeitskonzept.

C.1. Salmycin — Produktion und Aufreinigung

In der ersten Phase dieser Arbeit wurde eine fur die folgenden Versuchsreihen
ausreichende Menge an Salmycin produziert und aufgereinigt. Zur Optimierung der
Produktionsbedingungen, wurden zuerst die verschiedenen Parameter der
Salmycinproduktion untersucht und durch Bestimmung der Bioaktivitat nach

standardisiertem Verfahren ermittelt.

C.1.1. Produktionsmedium

Es wurde untersucht, ob ein definiertes Medium zu besseren Ausbeuten fuhrt als das
bisher verwendete undefinierte Standardmedium (Sojamehl-Mannitol). Als Basis fur
ein definiertes Medium bot sich eine bereits fur die Albomycinproduktion verwendete
Nahrstoffzusammensetzung an (siehe. B.1.5.; Fiedler et al., 1985). Tatsachlich zeigte
sich im Vergleich beider Medien auf der Seite des definierten Mediums eine bessere
Ausbeute (Abb. C2). Die optische Kontrolle beider Ansatze ergab ein differenziertes

Bild: wahrend im Soja-Mannitol-Medium eine Antibiotikumproduktion durch eine
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Klarung des Mediums und eine rostbraunen Farbung angezeigt wird, blieb das
definierte Medium milchig-trib bei nur sehr geringer Eindunkelung. Die Bildung
spharoider Mycelkorper mit einem Kugeldurchmesser von bis zu einigen Millimetern
sowie die Ausbildung einer sporulierenden Kruste im oberen Bereich des
Kulturgefasses und der typische Geruch nach trockenem Waldboden waren weitere

Indikatoren einer erfolgreichen Fermentation.

C.1.1.1. pH-Wert

Wahrend der Salmycinproduktion durch Strep. violaceus DSM8286 veranderte sich
aufgrund der Sekretion von Stoffwechselprodukten der pH-Wert des Mediums (s. Abb.
C2). Dies ging in beiden Medien mit einer geringeren Ausbeute einher, da der niedrige
pH-Wert zum einen das Wachstum des Streptomyceten hemmt, zum anderen die
Stabilitat von Salmycin beeinflusst. Der Verlauf der Salmycinproduktion wahrend der

Fermentation zeigte ein Maximum im leicht saueren pH-Bereich zwischen 6,4 und 7,0.

Verlauf von pH-Wert und Salmycinproduktion
wahrend der Fermentation
20 8,00
15 + 7,50
/
€
£ -
5 10 | + 700 2
:
E G = Ny S
(]
I
5 + + 6,50
0 6,00
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Zeit (h)
[ Soja-Mannitol = def. Produktions-Medium
—#—pH-Wert SM —8—pH-Wert dPM

Abb. C2 : Ubereinandergelagertes Diagramm aus Salmycinproduktion und pH-Wert-Verlauf
wahrend einer viertdgigen Fermentation in definiertem und undefiniertem Medium (200 ml
Volumen in 1-Liter-Schikanekolben, 28°C,120 rpm, 96 h).
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In allen Versuchen wurde ein Produktionsmaximum zwischen 36 und 48 Stunden nach
Start der Fermentation gemessen. Die Ausbeute an Salmycin sank nach etwa 60
Stunden deutlich ab, wobei die Abnahme im Sojamannitol-Medium stets schneller

voranschritt als im definierten Medium.

C.1.1.2. Temperatur

Wie der pH-Wert beeinflusst auch die Temperatur das Wachstum und die Produktion.
Hohere Temperaturen fuhrten in den Versuchen meist zu Kontaminationen der
Ansatze oder ,Umkippen” des Mediums.

Wie die meisten Streptomyceten weist auch Strep. violaceus DSM8286 ein
Temperaturoptimum im Bereich von 28°C auf. Dies konnte in Testreihen mit

definiertem und undefiniertem Medium bestatigt werden (siehe Abb. C3).

Salmycinproduktion in Soja-Mannitol-Medium Salmycinproduktion in def. Produktionsme dium
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Hemmhofdurchmesser {mm)
=

i 12 24 IF 4B B0 72 B4 OR 0 12 M 36 48  BOD 72 8 9§
Inkubation {h} Inkubation (h)

A
bb. C3 : Darstellung der Salmycinproduktion in Abhangigkeit von der Temperatur wahrend einer
viertdgigen Inkubation in undefiniertem und definietem Medium. (200 ml Volumen in 1I-
Schikanekolben, 120 rpm, 96 h).

C.1.1.3. BellUftung

Die Zufuhrung von Sauerstoff stellt einen wichtigen Faktor bei der Induktion der
Salmycinproduktion dar. Die Fermentation wurde daher im temperierten Schuttler mit
Rotationszahlen von 100 bis 160 rpm durchgeflihrt. Es konnte eine geringe Steigerung
der Produktionsrate bei hdheren rpm beobachtet werden (s. Abb. C4). Die ermittelten
Werte hatten lediglich fur die Fermentation im kleinen Mal3stab eine Relevanz. Fur den
mittleren Produktionsmalfistab im Fermenter wurde auf Submerskultur mit Ruhrwerk

und 0,5 I/min Lufteintrag zurtckgegriffen.
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Salmycinproduktion in 8 oja-Mannitol-Me dium Salmycinproduktion in def. Produktionsmedium
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Abb. C4 : Darstellung der Salmycinproduktion in Abhangigkeit von der Rotationsfrequenz und
damit verbundenem Sauerstoffeintrag wahrend einer viertagigen Inkubation in undefiniertem und
definiertem Medium (200 ml Volumen in 1 I-Schikanekolben, 28°C, 96 h).

C.1.1.4. Ornithin-Supplementation

Aus Arbeiten Uber Albomycin war bereits bekannt, dass die Zugabe bestimmter
Vorstufen zu einer Steigerung der Antibiotikumproduktion fihrt. Bei der

Siderophorsynthese wird Ornithin fur die Ausbildung des Hydroxamatrings verwendet.

Salmycinproduktion in Soja-Mannitol-Medium Salmycinproduktion in def. Produktionsmedium

£ E
; £
15 = 5
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E
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T
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|Ornithinzusatz Ornithinzusatz -
o g (o) o
o 0
Fermentation (h)

Fermentation (h)

Abb. C5 : Darstellung der Salmycinproduktion in Abhangigkeit vom Ornithinzusatz wahrend
einer viertagigen Inkubation in undefiniertem und definiertem Medium (200 ml in 1I-
Schikanekolben, 28°C, 120 rpm, 96 h).

Durch Variierung der Ornithinmenge wurde eine optimale Supplementierung von 4 - 5
g/l Ornithin (30 — 38 mM/I) ermittelt. Die Zugabe dieser Aminosaure fuhrte zu einem

rascheren Einsetzen der Antibiotikumproduktion und hoherer Ausbeute (s. Abb. C5).
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C.1.1.5. Eisen-Supplementation

Ob Zusatz von Eisen eine Antibiotikumproduktion zusatzlich férdert, wurde im
definierten Produktionsmedium Uberpruft (siehe Tab C-l). Es konnte festgestellt
werden, dass die Salmycinausbeute diskret anstieg, eine eigentliche Produktions-
steigerung wurde jedoch erst in Kombination mit Ornithinzufltterung erreicht. Mit
zunehmender Eisenkonzentration setzten eine Eindunkelung des Mediums, sowie eine
Klarung ein. Die vom Streptomyceten im Submersverfahren typischerweise gebildeten,
kugelférmigen Kolonien vergrosserten sich. Die Resultate lassen darauf schliessen,
dass Salmycin nur bei ausreichender Versorgung mit Nahrstoffen und Eisen

synthetisiert wird und keine Antwort auf Mangelbedingungen ist.

Es konnte beobachtet werden, dass die Salmycinproduktion in allen Ansatzen mit
Sporenbildung einherging. Eine Eisenlimitierung durch Zusatz von 2,2-Dipyridyl (DPD)

verringerte sowohl das Wachstum, die Sporenbildung als auch die Salmycinsynthese.

Tab. C-I : Abhangigkeit der Salmycinproduktion von Eisensupplementation (definiertes
Produktionsmedium, 200 ml in 1 [-Schikanekolben, 120 rpm, 28 °C, 72 h; Zellmasse % gibt den
Volumenanteil von Zellen ausgehend von 1 ml Gesamtansatz nach Ernte in Gewicht -% an).

DPD FeCl, Ornithin Sporen- Zellmasse % Salmycin-
(UM) (UM) (mM) bildung hemmhof (mm)

1 - - - + ~40 - 45 14

2 100 - - - ~ 40 -

3 500 - - - ~ 20 -

4 - 100 - + ~40 - 45 15

5 - 200 - (+) ~ 50 15

6 - 500 - + ~45-50 15,5

7 - 1000 - + ~ 50 16,5

8 - 500 10 ++ ~ 50 17

9 - 500 20 ++ ~ 50 19

10 | 200 200 - - ~ 35 -

11 | 200 500 - - ~40 14
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C.1.2. Produktions- und Aufreinigungsverfahren

C.1.2.1. Fermentation im 20 |-MaRRstab

Nach Fermentationsansatzen im kleinen Volumen (Schikanekolben), wurden die
gewonnen Erkenntnisse zur Kultivierung auf einen mittleren Produktionsmalstab von
20 | Ubertragen. Verwendet wurde Soja-Mannitol-Medium mit einem Zusatz von 4 g/l
Ornithin (30 mM) und pH 7,2. Das Medium wurde mit einer 3 Tage inkubierten
Vorkultur beimpft (1:100) und die Fermentation 60 Stunden lang durchgefuhrt. Nach
der Ernte wurde die Kultur Uber Filterpresse und Papierfilter von Zellmasse und
Schwebeteilchen gereinigt. Der Zellkuchen wurde verworfen, da angenommen werden
konnte, dass ein Grossteil des Antibiotikums ins Medium sekretiert wurde. Es wurden
rund 15 | Kulturbrihe weiterverarbeitet, so dass fur die chromatographischen

Verfahren ein nahezu klarer, rotbrauner Uberstand verwendet werden konnte.

C.1.2.2. Salmycinaufreinigung uber Sadulenchromatographie

Der erste chromatographische Aufreinigungsschritt mit XAD16-Saulenmaterial ergab
aktive Fraktionen im Gesamtvolumen von 1,0 | (s. Abb. C6). Die salmycinhaltigen
Fraktionen traten bei der Elution mit 70% MEtOH nach einem kurzen Vorlauf (0,5 1) als
dunkelbraune bis violette Losung aus der Saule aus. Der Verlauf der Elution liess sich
gut anhand der Bildung einer Verlaufsfront verfolgen und das Sammeln der aktiven

Fraktion rechtzeitig beenden.

16 4—

|y

0 5 10 15

Abb. C6 : HPLC-Analyse des Rohprodukts nach XAD16-Chromatographie, Peak 16 (Pfeil)
entspricht Salmycin (Sepharose C18-Saule, 20 min, 220 nm).
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Die Aufkonzentration der gesammelten Fraktion im Rotationsverdampfer ergab 50 ml
Rohprodukt. Es wurde darauf geachtet, die Temperatur des Wasserbads zwischen 40
und 50°C zu halten, um einen Zerfall des Antibiotikums weitgehend zu verhindern.

Zur grossenabhangigen Auftrennung der im Rohmaterial enthaltenen Substanzen
wurden LH20-Sephadex-Saulen (3,5 cm Durchmesser, 60 cm Lauflange, 20 — 40%
MEtOH) verwendet (s. Abb. C7). Hierfir wurden zunachst Portionen von 2 ml XAD16-
Rohprodukt lyophilisiert, in 10 ml MEtOH aufgenommen und in Aliquots a 3 ml
aufgetragen, um ein Verstopfen der Saule zu verhindern. Das Eluat wurde in 5 ml-
Fraktionen gesammelt, die aktiven Fraktionen erschienen nach etwa 100 ml Vorlauf.
Sie wurden auf Bioaktivitdt getestet, Uber HPLC analysiert und anschliessend
lyophilisiert. Danach wurden die Fraktionen in Hx0qeion. gelost und die aktiven Peaks
von Dr. Marianne Valdebenito Uber die HPLC manuell isoliert (s. Abb. C8).

—

N Hﬁr'{k\w

Abb. C7 : HPLC-Analyse von Fraktion 24 nach LH20-Chromatographie. Salmycin enspricht
Peak 1 (Molekularsieb, Elution mit 20% MEtOH, auf Reprosil NH, 100 bei 220 nm detektiert).

—

Abb. C8 : HPLC-Analyse manuell praparierten Salmycins (Reprosil NH, 100, 220 nm).
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C.1.2.3. Massenspektrometrie und HPLC

Der Nachweis von Salmycin wurde mittels praparativer HPLC und Massenspektro-
metrie gefuhrt. In der HPLC-Analyse uber C18-Sepharose traten bei Salmycin B von
Hoechst zwei Peaks auf, wovon die erste als Ferrioxamin (nach 8,3 — 8,5 min)
identifiziert wurde. Der zweite Peak nach 9,3 min entspricht Salmycin (siehe Abb. C9).

Anhand der Analyse wurde der Salmycingehalt dieser Probe auf 40 — 45 % geschatzt.

1
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Abb. C9 : Ferrioxamin B (links) und Salmycin B (Hoechst-Probe; rechts) in einer Sepharose
C18-Saule bei 220 nm detektiert.

Im weiteren Verlauf wurde eine Reprosil NH, 100 — Saule verwendet, da diese
spezifisch Zuckerreste bindet. Salmycin tritt dort als einzelner Peak bei 1,6 — 1,7
Minuten auf. Die Analyse der isolierten Fraktionen in der Massenspektrometrie ergab
Peaks im Molekulargewichts-Bereich von 1028 (Salmycin C: 1024,4), 1038 (Salmycin
B: 1038,3) und 1060 (Salmycin D: 1053) MW, welche sich mit dem
Molekulargewichten der verschiedenen Salmycin-Derivate decken (Vértesy et al.,
1995). Weitere Peaks traten im Bereich 614 bis 637 auf, was dem Gewicht des

Danoxamins entspricht.

C.1.2.4.Aufreinigungserfolg

Die Salmycinausbeute wurde anhand von Hemmhofdurchmessern errechnet. Hierzu
wurde die Aktivitat der Verdinnungen der Kulturlberstande ausgewertet. Die ermittelte
Salmycinausbeute war im definierten Medium rund 66% hdher als im Soja-Mannitol-
Mediums. In den weiteren Aufarbeitungsschritten gingen jedoch grosse Teile des
Rohprodukts verloren. So wurde durch XAD-Aufreinigung gegenuber dem
Kulturiberstand eine Anreicherung der aktiven Substanz um den Faktor 2,8 — 2,9
erreicht. Nach dem Molekularsieb konnten allerdings nur noch etwa 10 % der

urspringlichen Menge zuriickgewonnen werden (siehe Abb. C10). Aus 15 |
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Kulturiberstand konnten nach XAD16-Chromatografie 1,13 g Rohprodukt isoliert
werden, das durch LH20-Reinigung auf 199,6 mg reduziert wurde. Hieraus wurden
uber HPLC (Reprosil) 40 mg reines Salmycin isoliert. Die Abbildung C13 liefert hierzu
eine Gesamtubersicht. Es wird vermutet, dass grosse Teile der aktiven Substanz
durch das Einrotieren bei 50°C zerstort oder durch Lésen in MEtOH/H,O-Laufmittel

hydrolysiert wurden.

\ @ (mm) | Konz.(mg/l)
Eichstandard: Salmycin-Bioaktivitat Soja-Mannitol
(VA24500) Uberstand 19,3 270
c 30 Nach XAD 23,3 792
£ Nach LH20 15,5 77,3
7 25 | :
é 5 20 /"‘""—- Definiertes Medium
58 15| o Uberstand | 21,1 4499
3 < 10 Nach XAD | 25,3 1266,5
é | ———— Nach LH20| 16,9 126,6
;?Ef 5 R=00084 | Abb. C10 : Bestimmung der Salmycin-
0 : konzentration; Kurvengleichung und
o 02 04 06 08 1 BestimmtheitsmaR (r%)
' ' ’ ’ Tabelle oben: gemessene
Salmycin-Konzentration (mg/ml) Hemmhofdurchmesser und errechnete
Konzentration.

C.1.2.5. Isoliertes Salmycin hydrolysiert rasch

FUr die praparative Isolierung von Salmycin wurde eine Reprosil 100 NH»>-Saule
verwendet. Diese stationare Phase bindet Zuckerreste und sollte gegenlber der C18-
Sepharose eine erhdhte Trennscharfe besitzen. Das isolierte Salmycin wurde
lyophilisiert und fur Bioaktivitatstest in H2Ogeion. gelost. Hierbei wurde festgestellt, dass
die Substanz sehr viel rascher hydrolysierte als die von Hoechst erhaltene Probe. Der
pH-Wert einer Salmycin-Lésung (1 mg/ml) lag bei Verwendung von HyOgeion. bei 7,0 £
0,1, in PBS bei 7,2 = 0,1 (Universal-Indikatorstreifen). Wahrend die Bioaktivitat bei
sofortiger Verwendung deutlich sichtbar war, wies eine vier Tage alte Salmycinldsung
keine Aktivitat mehr auf (siehe Abb. C11). Wahrscheinlichster Grund fur den raschen
Zerfall des selbst hergestellten Salmycins ist eine Fehlbehandlung wahrend der
Aufreinigung, wie das Einrotieren bei zu hoher Temperatur oder Verwendung eines
falschen pH-Wertes. Da die genaue Ursache nicht geklart werden konnte, wurde
entschieden, das eigenpraparierte Salmycin nur zur Eingrenzung des Wirkspektrums,
sowie zur Mutantenselektion und im Zytotoxizitats-Assay als Vergleichssubstanz zur

Salmycin-Charge von Hoechst zu verwenden.
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2h 24h P96 h

u] 5, 10 15 z0 @ 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Abb. C11 : Spontane Hydrolyse einer Salmycin-Lésung (0,1 mg/ml, pH 7,0). Analyse mit
Shimadzu-HPLC mit Reprosil 100 NH5, H;Ogeion /ACN (35/65) bei 220 nm, Volumen 20 pl.

C.1.2.6. Salmycin zerfallt bei der Entfernung des
Eisenatoms

Um die Aufnahme von Salmycin in die bakterielle Zelle mittels radioaktiver Substrate
zu messen, wurde in Vorversuchen das Sideromycin entsprechend der
Vorgehensweise bei Ferrioxamin B mittels Hydroxychinolin von Eisen befreit. Das
Verfahren fuhrte stets zu einem Zerfall des Sideromycins (siehe Abb. C12) und
Verlust jeglicher antibiotischer Aktivitat. Der gleiche Effekt tritt verlangsamt auf,
wenn Salmycin mit Chelex-Harz behandelt wird (Daten nicht gezeigt). Eine
erneute Beladung mit Eisen und ,Reaktivierung“® des Salmycins durch

Inkubation mit FeCls (fliinffacher Uberschuss) wurde nicht erreicht.

mAbs Data1:T-S-KN5A.DO1 Data2:T-D-SLMY.DO1 _ Atien:8

100

0 5 10 15 20
min

Abb. C12 : Abbau von Salmycin B durch Behandlung mit Hydroxychinolin zum Entfernen des
Eisens aus dem Hydroxamatring. Salmycin-Kontrolle vor (schwarz) und nach Hydroxychinolin-
behandlung (rot); Analyse mit C18-Sepharose-Saule bei 220 nm detektiert.
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Abb. C13 : Schema zur durchgefuhrten Salmycinaufreinigung, verwendete Techniken und

Parameter, sowie Ausbeute nach jedem Reinigungsschritt.
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C.2. Wirkspektrum

Das Wirkspektrum von Salmycin wurde Uber den standardisierten Plattendiffusions-
Assay unter Eisenmangelbedingungen ermittelt. Als optimal flr eine visuelle
Auswertung des Wachstums der meisten Teststamme erwies sich eine Kombination
der Eisenchelatoren 2’-2 Dipyridyl (200 uM) und EDDHA (50 pM). Die Tests wurden
dreifach durchgefuhrt und der Hemmhofdurchmesser gemittelt.

Um die Anwendungsmdoglichkeit von Salmycin gegeniber Problemkeimen zu
ermitteln, wurden anfanglich lediglich Klinikisolate getestet. Im weiteren Verlauf war es
notwendig, das Erregerspektrum um Stamme aus verschiedenen Stammsammlungen
zu erweitern, da bestimmte Keime nicht als Patientenisolat verfugbar waren. Die
Verwendung von Laborstammen lieferte ein umfassenderes Bild Uber die Verteilung

der Salmycinaufnahme und —empfindlichkeit bei relevanten Bakterienarten.

C.2.1. Salmycinempfindlichkeit Gram-positiver Bakterien

Von den untersuchten Kilinikisolaten erwies sich Staphylococcus aureus stets als sehr
empfindlich, samtliche S. epidermidis-lsolate jedoch als resistent. Alle getesteten
Stamme von Streptococcus pneumoniae und S. agalactiae wiesen eine deutliche
Sensitivitat auf, nicht dagegen Streptococcus pyogenes sowie die nah verwandten
Erreger Enterococcus faecium und E. faecalis. Resistent zeigten sich ausserdem alle

Isolate von Listeria monocytogenes (siehe Tab. C-II).

Tab. C-ll : Getestete Klinikisolate Gram-positiver Erreger (10 ug Salmycin B, dreifach bestimmt;
bezogen aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie, TUbingen).

Name (Anzahl getesteter Stdmme) Salmycinempfindlichkeit

Staphylococcus aureus (10) +

Staphylococcus epidermidis (8) -

Streptococcus pneumoniae (5 ) +

Streptococcus agalactiae (2 ) +

Streptococcus pyogenes ( 3 ) -

Enterococcus faecium ( 3 ) -

Enterococcus faecalis ( 3 ) -

Listeria monoyctogenes ( 2 ) -
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Um die Aktivitdt von Salmycin detaillierter erfassen zu koénnen, wurden nach

demselben Verfahren Laborstamme weiterer Arten aus der Gruppe Staphylococcus,

sowie Bacillus subtilis getestet (siehe Tabelle C-llI).

Tab. C-lll : Sonstige definierte Stamme aus der Gruppe Gram-positiver Bakterien (10 ug
Salmycin B, dreifach bestimmt; Herkunft: ’ AG Gétz 2 AG Fiedler ® dieses Institut).

Stammnr. Name Salmycin- Wachstums-
Sensitivitat forderung
RN6390 " Staphylococcus aureus + -
coL” Staph. aureus + -
DSM 20501T V' | Staph. carnosus carnosus + -
DSM 11676T ) | Staph. carnosus utilis + ja
DSM 20322T " | Staph. simulans + -
CCM 2737T " | Staph. haemolyticus + (ja)
DSM 7373T "V | Staph. piscifermentas + -
ATTC14990T " | Staph. epidermidis - -
168 7 Bacillus subtilis + -
SPA2 7Y Bacillus subtilis - -
SPA4 7 Bacillus subtilis + -
SPF6 7 Bacillus subtilis - -
AK384 7 Streptomyces sp. + -
M145 9 Streptomyces coelicolor - -
LU10099 7 Streptomyces annulatus - -
AK6717 Streptomyces nobilis - -
Tii23? Streptomyces. lividans - -
Acta1928 7 Streptomyces. acidophilus - -

Die bei Gram-positiven Stammen durch Salmycin verursachten Hemmzonen zeigten

unterschiedliche Qualitaten. S. aureus und S. carnosus wiesen klare Hofe mit scharfen

Randern auf. Die Zonen von S. simulans und S. piscifermentas waren unscharf

gerandert, der Hemmhof von S. hemolyticus unscharf und milchig. Sowohl bei

Staphylokokken als auch bei Streptokokken waren zahlreiche resistente Kolonien zu

beobachten, wie man sie auch in Hemmhofen von Albomycin findet. Lediglich die

Hemmhofe von S. carnosus wiesen keine Resistenten auf. Die Ursache hierfur wurde

nicht naher untersucht.

Die resistenten Kolonien von S. aureus wurden in
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nachfolgenden Versuchen ausgewertet. Das Patientenisolat VA24500 wurde aufgrund

seiner hohen Sensitivitat fur die Salmycinaufreinigung als Teststamm verwendet.

Die Ergebnisse der Tests Gram-positiver Bakterien liessen einen ersten Schluss
dahingehend zu, dass deren Salmycinempfindlichkeit in direktem Zusammenhang mit

dem Vorhandensein eines spezifischen Ferrioxamintransportsystems steht.

C.2.2. Aktivitat gegen Actinomyceten

Im Rahmen der Eingrenzung des Aktivitdtsspektrums von Salmycin war auch die
Wirksamkeit des Sideromycins gegenuber verwandten Spezies des Produzenten-
stammes mit ahnlicher okologischer Verbreitung interessant. Die verwendeten
Stamme der Stammsammlung AG Fiedler stellen typische Vertreter des Waldboden-
Okotops dar (siehe Tab. C-lll). Der Plattendiffusionstest wurde aufgrund des

langsamen Wachstums der Streptomyceten modifiziert (sieche Abb. C14).

_— —

g s

Abb. C14 : Streptomyceten im Sensitivitatstest. (100 pl Sporensuspension in 3 ml 1% Wasser-
Top-Agar + 100 uM DPD auf HA-Medium, 72 h Inkubation bei 30°C, n=3).

Von links: Streptomyces spec. AK384, Strep. nobilis AK671, Strep. annulatus LU10099.
Aufgelegte Substanzen (je 10 ug): Ferrichrom (oben links), Ferrioxamin B (oben rechts),
Albomycin (unten links), Salmycin A (unten rechts). Langsames Wachstum der Streptomyceten
und Ubergang in die Sporulationsphase erschweren die Dokumentation.

Im Bioassay wurden sowohl die Ferrichrom- als auch Ferrioxaminaufnahme uberpruft.
Eine Sensitivitdt gegen Salmycin zeigte lediglich der nicht naher charakterisierte
Stamm Streptomyces spec. AK384. Die beiden Isolate AK671 und LU10099 waren
gegen Albomycin empfindlich, wobei die Hemmzonen nach Ubergang in die
Sporulationsphase kontinuierlich Uberwachsen wurden. Die Ubrigen Teststdmme
wiesen ein gleichmassiges Wachstum und eine regulare Sporulationsphase auf.

Eindeutige Hemm- oder Wachstumszonen wurden nicht beobachtet.
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C.2.3. AKktivitdt gegen Enterobacteriaceae und andere
Gram-negative Bakterien

Alle aus Patienten isolierten Wildtypstamme Gram-negativer Spezies zeigten eine
Salmycinresistenz (s. Tab. C-IV). Gelegentlich konnten im Bioassay tribe Hemmhdofe
von unter 10 mm Durchmesser beobachtet werden. Diese geringfligige Empfindlichkeit
trat lediglich sporadisch und gestreut auf und floss aufgrund fehlender

Reproduzierbarkeit bei der Dreifachbestimmung nicht in die Wertung ein.

Die gefundene Sensitivitat Gram-negativer Bakterien gegen Salmycin konnte

ausschliesslich an Laborstammen festgestellt werden, die der institutseigenen

Stammsammlung entnommen wurden. Ihre Zuordnung wurde mittels Enterotube®

nochmals verifiziert.

Tab. C-IV : Salmycinempfindlichkeit von Patientenisolaten aus der Gruppe Gram-negativer
Pathogene (Sensitivitatstest mit 10 ug Salmycin B, dreifach bestimmt; bezogen aus dem Institut
fir Medizinische Mikrobiologie, Tibingen).

Name Salmycinsensitivitat

Escherichia coli (4 ) -

Salmonella enteritidis ( 2 ) -

Salmonella heidelberg (1) -

Shigella sonnei (1) -

Shigella dysenteriae ( 2 ) -

Shigella flexneri ( 2') -

Yersinia enterocolitica ( 3 ) -

Klebsiella pneumoniae ( 5 ) -1 (+)

Klebsiella aerogenes (1) -

Serratia marcescens ( 3 ) -

Serratia liquefaciens ( 3 ) -

Morganella morganii ( 2 ) -

Pseudomonas aeruginosa ( 3 ) -

Pseudomonas fluorescens ( 3) -

Proteus vulgaris ( 2) -

Proteus mirabilis ( 3 ) -
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Tab. C-V : Andere getestete Gram-negative Spezies aus der Stammsammlung des Instituts
(Sensitivitatstest mit 10 ug Salmycin B pro Filterplatichen, n=3).

Stammnr. Name Salmycin- Wachstum um SAL-
Sensitivitat Filterplattchen
(LS) Escherichia coli MS172 - -
(LS) Escherichia coli DH5a - -
(LS) Escherichia coli K12 - -
0294 Escherichia coli - ja
0361 Citrobacter freundii + ja
5046 Hafnia alvei + -
3058 Pseudomonas syringae (+) ja
1084 Pseudomonas fluorescens (+) ja
5036 Erwinia herbicola - ja
1215 Pantoea agglomerans - -
5047 Salmonella stanleyville - ja
5498 Salmonella typhimurium - ja
2783 Enterobacter aerogenes - -
0607 Enterobacter cloacae + ja
2164 Klebsiella pneumoniae + -
1101/1102 | Yersinia enterocolitica (+)+ ja
5078 Yersinia mollaretii - -

Im Laufe der Untersuchung zum Aktivitatsspektrums von Salmycin konnten mehrere
Spezies aus der Gruppe Gram-negativer Bakterien als potentiell Salmycin-empfindlich
identifiziert werden: Hafnia alvei und Klebsiella pneumoniae zeigten klare Hemmzonen
mit scharfem Rand. Bei einer Standardkonzentration von 10 ug Salmycin B zeichnete
sich H. alvei durch einen aussergewohnlich grossen (31 mm) Hemmhof aus. In den
Hemmzonen von K. pneumoniae fanden sich, wie auch bei Gram-positiven Isolaten,
zahlreiche resistente Kolonien. Drei Arten wiesen einen triben Hemmhof auf:
Enterobacter cloacae, Pseudomonas syringae, sowie Citrobacter freundii. Die
anfanglich deutliche Hemmzone wurde bei diesen Spezies kontinuierlich
uberwachsen, so dass nach 18 h Inkubationszeit ein unterschiedlich dichter
Bakterienrasen zu beobachten ist. Andere Teststamme zeigten eine Ringzone um die

Salmycin-Plattchen (,Kokarde-Effekt*). Hierbei findet ein vom Salmycinplattchen
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ausgehendes Wachstum statt. Dies war der Fall bei Enterobacter cloacae (0607)

sowie bei Ps. fluorescens (1084).

Drei weitere Ps. fluorescens-Isolate zeigten hingegen keine Sensitivitat gegen das
Antibiotikum. Der Stamm Yersinia enterocolitica (1102) zeigte ebenfalls den Kokarde-
Effekt, wahrend der zweite Laborstamm (1101) einen klaren Hemmhof mit truber
Aussenzone aufwies. Nahe verwandte Spezies wie E. aerogenes oder Y. mollaretii
erwiesen sich als resistent (siehe Tab. C-V). Wachstumszonen um die aufgelegten
Salmycin-Plattchen zeigten die Nutzung des Sideromycins oder dessen
Abbauprodukte als Eisenquelle. Das Patientenisolat E. coli 294 (EHEC) wies einen
auffallend deutlichen Hof auf. Auch bei anderen Enterobacteriaceae wurde ein durch

Salmycin verstarktes Wachstum beobachtet (siehe Tab. C-V ).

C.2.4. Wirksamkeit gegen eukaryotische Pathogene

Da Siderophoraufnahmesysteme auch von Candida albicans bekannt sind (Hu et al.,
2002), wurden auch drei eukaryotische Pathogene auf Sensitivitat gegenuber
Salmycin getestet: die Hefe C. albicans (Stamme SC5341 und G2) und der Fadenpilz
Aspergillus niger P+, ein fakultativer Erreger der Aspergillose. Alle drei getesteten
Stamme erwiesen sich jedoch bei Konzentrationen von 0,05 bis 2,0 mg/ml Salmycin

als resistent.

C.3. Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration (MHK)

Nach der l|dentifizierung sensitiver Mikroorganismen im Plattendiffusionstest wurden
fur diese spezifische Hemmkonzentrationen von Salmycin A ermittelt werden. Aus der
Gruppe der Enterobakterien wurden Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae und
Enterobacter cloaceae verwendet. Aufgrund seiner konstant hohen Sensitivitat und
Relevanz als nosokomialer Keim stellte Staphylococcus aureus aus der Gruppe Gram-

positiver Bakterien einen Fokus dieser Arbeit dar.
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C.3.1. Modifikation des Mikroverdiunnungsverfahrens

Fir die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von Salmycin erwies sich das
Mikroverdunnungsverfahren mit Testvolumen von 100 pl in 96-well-Platten als
geeignete Methode. Die Mikrotiterplatten wurden mit aufliegendem Deckel bei 100%
Luftfeuchtigkeit und 35°C inkubiert. Alle zwei Stunden wurden OD-Messungen
durchgefihrt. Durch die nahezu vollstandige Sattigung der umgebenden Atmosphare
konnte ein Verdunsten der Probenvolumen verhindert und eine gleich bleibende
Antibiotikakonzentration gewahrleistet werden. Da insbesondere bei S. aureus eine
Agglutinierung der Zellen (Biofilmbildung) stattfindet, wurden alle Testplatten zusatzlich
konstant mit 120 rpm geschuttelt, um valide Messwerte zu erhalten. Es erfolgte stets
eine Dreifachbestimmung Uber einen Zeitraum von 16 Stunden. Die Tests wurden

gemass GLP-Vorgaben mehrfach und an unterschiedlichen Tagen durchgefuhrt.

C.3.2. Bestimmung der MHK von Salmycin A bei Gram-
negativen Bakterien

Fir die untersuchten Gram-negativen Bakterien wurden Salmycinkonzentrationen von
von 400 ug/ml bis 0,0008 ug/ml angesetzt. Als Kontrollantibiotikum diente Gentamicin.
Es konnten folgende MHK-Werte ermittelt werden:

Tab. C-VI : Ermittelte MHK-Werte von Salmycin A bei Gram-negativen Teststammen;
Standardfehler: +1 Verdinnungsstufe, dreifachbestimmit.

MHK MHK - Gentamicin
Hafnia alvei > 0,05 pg/mi > 0,05 pg/mi
Enterobacter cloacae - 0,25 -1 pg/ml
Klebsiella pneumoniae > 0,1 pg/mi > 0,1 ug/ml

Hafnia alvei zeichnete sich durch ein langsames Wachstum aus und unterschied sich
hierdurch deutlich von den Ubrigen Teststammen. Innerhalb der Versuchsdauer von 16
h erreichte die Negativkontrolle (PBS) der angeimpften Kultur eine ODss5 0,16. Eine
Salmycingabe von 100 — 0,5 pg/ml unterband das Wachstum den gesamten
Testzeitraum. In den Konzentrationen von 0,025 — 0,0063 ug/ml setzte nach 14
Stunden ein Wachstum ein. Bei niedrigeren Konzentrationen (0,0031 — 0,0008 pg/ml)
konnte bereits nach 12 Stunden bakterielles Wachstum beobachtet werden. Die MHK

von Salmycin A fUr Hafnia alvei liegt somit bei > 0,05 pg/ml (s. Abb. C15).
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MHK Salmycin A: Hafnia alvei

OD 555 nm

Salmycinkonzentration in pg/ml

Abb. C15 : Diagramm der MHK-Bestimmung von Salmycin A bei Enterobacter cloacae (0607);
100 pl Gesamtvolumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3, Werte gemittelt.

Die Bestimmung des MHK-Wertes von Enterobacter cloacae gestaltete sich am
schwierigsten, da es mehrfach zu einer Kontamination der Proben kam (s. Abb. C16).
Um die auswertbaren Daten zu extrapolieren, musste die Reinheit der Kultur mit
MacConkey-Medium permanent kontrolliert werden. In allen Ansatzen von 0,025
mg/ml bis zur verwendeten Hochstkonzentration von 0,4 mg/ml setzte nach etwa 14
Stunden Wachstum ein. Bei niedrigeren Konzentrationen wurde bereits nach acht bis
zwolf Stunden ein Wachstum gemessen. Die MHK von Salmycin konnte daher nicht

exakt bestimmt werden.

Der ermittelte MHK-Wert fur Klebsiella pneumoniae betragt > 0,1 ug/ml und liegt damit

etwa doppelt so hoch wie die MHK von H. alvei. Auch hier konnte stets ein langsam
einsetzendes Wachstum im letzten Drittel der Inkubationszeit beobachtet werden (s.

Abb. C17).
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MHK Salmycin A: Enterobacter cloacae

0,3

o
N

OD 555nm

0,1

Salmycinkonzentration in pg/ml

Abb. C16 : Diagramm der MHK-Bestimmung von Salmycin A bei Enterobacter cloacae (0607);
100 pl Gesamtvolumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3, Werte gemittelt.

MHK Salmycin A: Klebsiella pneumoniae

OD 555nm

eingesetztes Salmycin in ug/ml

Abb. C17: Diagramm der MHK-Bestimmung von Salmycin A bei Klebsiella pneumoniae (2164);
100 pl Gesamtvolumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3, Werte gemittelt.
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C.3.3. Die MHK von Salmycin A bei S. aureus

Die MHK flir S. aureus wurde an drei definierten Laborstammen (RN6390, COL und
Mu50) und einem Patientenisolat (VA24500) bestimmt. Durch die Auswahl
verschiedener Varianten sollten vergleichbare Daten zwischen dem Verhalten von
Wildtypstamm und attenuierten Laborstammen hinsichtlich Sensitivitdt und Resistenz

gewonnen werden.

Tab. C-VII : Ermittelte MHK-Werte von Salmycin A bei S. aureus. Standardfehler: +1
Verdinnungsstufe, n=3 (Details sieche Abb. 18a —d)

Stamm Beschreibung MHK Salmycin MHK Vancomycin
COL MRSA > (4) 8 ng/ml > 3,9 ug/ml
Mu50 VRSA > 8 ng/ml -

RN 6390 Laborstamm > 31 ng/ml > 3,9 ug/mi
VA 24500 Patientenisolat > 125 ng/ml > 3,9 pg/mi

Als Kontrollsubstanz wurde Vancomycin verwendet, welches gegen Gram-positive
Bakterien hohe Aktivitat zeigt und in der Klinik als Reserveantibiotikum eingesetzt wird.
Bei S. aureus COL handelt es sich um einen MRSA-Stamm, bei S. aureus Mu50 um
einen vancomycinresistenten Keim. Letzterer zeigt im Plattendiffusionstest eine
besonders hohe Sensitivitat gegen Salmycin A (£ 41 mm bei 1 mg/ml Salmycin A im
Vergleich zu 28-31 mm bei anderen S. aureus-Stammen). Die Stamme COL und
Mu50 wiesen eine MHK von 4 — 8 ng/ml auf. Der MRSA-Stamm COL zeigte sich dabei
tendenziell um etwa eine Verdunnungsstufe sensitiver als Mu50. Wahrend der Stamm
COL ein ahnliches Wachstumsverhalten wie die Vergleichsstamme aufwies, wuchs
Mu50 stets betrachtlich langsamer. Sowohl fir den Laborstamm RN6390 als auch fir
das Patientenisolat VA24500 konnte ein deutlich hoherer MHK ermittelt werden.
RN6390 wurde von einer Salmycinkonzentration von >31 ng/ml gehemmt, VA24500
von >125 ng/ml (s. Abb. C18). Die Kontrolle konnte den von Vancomycin bekannten
MHK-Wert bei S. aureus von >4 ug/ml im Test bei den sensitiven Stammen verifizieren
(s. Abb. C19). Somit zeigte Salmycin A in den in-vitro-Bestimmungen eine um 32—
500fach hohere Wirksamkeit als ein vergleichbares, klinisch angewandtes

Aminoglykosid-Antibiotikum.
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MHK-Bestimmung S.aureus COL

Salmycin-Konzentration in pg/ml

a)

MHK-Bestimmung S.aureus Mu50

wusss do

Salmycin-Konzentration in pg/ml

b)
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OD 555nm

o
~

MHK-Bestimmung S.aureus RN6390

OD 555nm

d)

Salmycin-Konzentration in pg/ml

Abb. C18a-d: Diagramm der MHK-Bestimmung von Salmycin A bei S. aureus COL, Mu50,
RN6390 und VA24500; 100 ul Volumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3, Werte gemittelt.
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3.4. Vergleich der Hemmwirkungen von Salmycin A und
Vancomycin

Im Vergleich der Wachstumskurven von S. aureus unter dem Einfluss der beiden
Antibiotika fielen eindeutige Unterschiede auf. Die Hemmwirkung von Vancomycin ist
durch eine scharfe Abgrenzung wachsender und gehemmter Proben gekennzeichnet.
Abb. C19 zeigt deutlich, dass bei Vancomycin diese Grenze in einziger Abhangigkeit
zur verwendeten Antibiotikumkonzentraton steht. Die Wachstumsverlaufe unter
Verwendung von Salmycin zeigen dagegen stets einen kontinuierlichen Anstieg, der
abhangig ist von zwei Dimensionen: verwendete Konzentration und Zeit. Dieser
Verlauf konnte bei allen Testkeimen in vergleichbarer Tendenz beobachtet werden und
ist daher als typisch zu bezeichnen (siehe Abb. 15— 17,18a - d). Als mdgliche Ursache
dieses Effekts ist eine kontinuierliche Konzentrationsverringerung des Antibiotikums im
Medium. Dies kommt entweder durch den Verbrauch der Substanz oder deren Abbau
zustande. Ein weiterer zu beobachtender Effekt ist der Einfluss von Salmycin auf das
Wachstumsverhalten von S. aureus bei sehr geringen Konzentrationen (< 4 ng/ml). In
diesem Bereich zeigten alle getesteten Stamme ein starkeres Wachstum als die
Kontrolle ohne Salmycin. Der wachstumsfordernde Effekt konnte daraus resultieren,
das geringe Mengen des Antibiotikums rasch verbraucht oder abgebaut werden, und

den uberlebenden Keimen verwertbares Eisen zur Verfugung gestellt wird.

Vancomycin MHK - RN6390

OD555nm

Vancomycinkonzentration in pg/ml

Abb. C19 : Diagramm der Positivkontrolle (Vancomycin) bei S. aureus (RN 6390); 100 pl
Gesamtvolumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3, Werte gemittelt.
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C.4. Der antibiotische Effekt von
teilhydrolysiertem Salmycin

Das beobachtete Wachstumsverhalten der Teststamme unter Salmycineinfluss (s.
C.3.4.) und die wahrend der Aufreinigung beobachtete Tendenz der Substanz zum
Hydrolysieren fuhrten zu der Fragestellung, welchen Effekt Abbauprodukte von
Salmycin auf sensitive Keime haben. Dieser Aspekt war insbesondere hinsichtlich
einer klinischen Anwendungsmdglichkeit von Sideromycinen und der Gefahr der
Resistenzbildung von Relevanz. Es musste gepruft werden, ob die permanent in den
Salmycin-Hemmhofen auftretenden resistenten Kolonien eine Folge des Abbaus des
Antibiotikums sind. Zu diesem Zweck wurde eine zweite Versuchsreihe zur MHK-
Bestimmung durchgefuhrt. Hierzu wurde anstatt der frisch angesetzten Substanz eine
Salmycin-Lésung (Stammldésung: 1 mg/ml in PBS, pH 7,2) verwendet, die bis zum
Einsatze sieben Tage im Kuhlschrank gelagert wurde. Durch diesen Zeitraum wurde
sichergestellt, dass ein grosser Anteil der Substanz hydrolysiert war (s. C.1.2.5.). Im
Folgenden wird hierfur die Bezeichnung teilhydrolysiertes Salmycin gebraucht. In
dieser Versuchsreihe wurden die Hemmwirkung und die Anzahl der auftretenden

resistenten Keime in den unterschiedlichen Spezies erfasst.

C.4.1. Effekt von teilhydrolysiertem Salmycin auf Gram-
negative Keime

Bei Hafnia alvei konnte beobachtet werden, dass die minimale Hemmkonzentration um
den Faktor 300 anstieg (siehe Abb. C20a; MHK > 31,3 pg/ml). Der ansteigende
Verlauf bei geringer werdenden Konzentrationen blieb identisch. Bei Enterobacter und
Klebsiella hatte die Gabe von teilhydrolysiertem Salmycin zur Folge, dass lediglich
eine retardierende Hemmwirkung beobachtet werden konnte. Dieser Effekt wurde in
allen verwendeten Verdunnungsstufen beobachtet (max. Konzentration 500 ug/ml).
Somit wurden die Keime Uber einen Zeitraum von sechs bis acht Stunden
(Enterobacter, siehe Abb. C20b) bzw. zehn Stunden (Klebsiella; sieche Abb. C20c) im
Wachstum gehemmt. Das anschliessend einsetzende Wachstum entspricht dem
exponentiellen Verlauf einer regularen Wachstumskurve in Flissigmedium. Die
Unterschiede in den ermittelten Werten innerhalb der Uberpriften Gram-negativen
Keime koénnen sich auf die unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten der

Spezies zuruckfuhren lassen.
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MHK Salmycin A (hydrolysiert) : Hafnia alvei

N
=}

0,15

wusss ao

Salmycinkonzentration in pg/ml

a)

MHK Salmycin A (hydrolysiert): Enterobacter cloacae

wusss do

Salmycinkonzentration in pg/ml

b)
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MHK Salmycin A (hydrolysiert): Klebsiella pneumoniae

OD 555nm

C) Salmycinkonzentration in pg/ml 128 250

Abb. C20a-c : Diagramme der Wachstumsverlaufe von (a) Hafnia alvei (5046), (b) Enterobacter
cloacae (0607) und (c) Klebsiella pneumoniae (2164) bei Gabe von hydrolysiertem Salmycin A;
100 pl Gesamtvolumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3, Werte gemittelt.

Es ist denkbar, dass Hafnia alvei eine so geringe Teilungsrate aufweist, dass
einerseits rasch viele Zellen getotet werden und andererseits nur wenig Salmycin
aufgenommen wird, so dass die im Medium verbleibende Konzentration zur
kompletten Tilgung der Population genugt. Enterobacter und Klebsiella weisen eine
hohere Aufnahmerate und raschere Teilung auf, so dass die ins Medium eingebrachte
Antibiotikummenge rasch verbraucht wird. Die zusatzlich vorhandenen Abbauprodukte

von Salmycin fihren im weiteren Verlauf zu einer Férderung des Wachstums.

C.4.2. Effekte von Mehrfachgaben von teilhydrolysiertem
Salmycin auf Enterobakterien

Die Beobachtung der abgeschwachten Hemmwirkung der teilhydrolysierten Substanz,
und die daraus resultierende Erhdhung der MHK fuhrte zu der Fragestellung, zu
welchen weiteren Effekte dies hinsichtlich einer Resistenzbildung innerhalb einer
Bakterienpopulation flhrt. Sollte tatsachlich eine rasche Degradierung des Molekils
stattfinden, die durch bakterielle Enzyme beschleunigt wird, kénnte die Freisetzung

von Abbauprodukten die Hemmwirkung nicht nur verkirzen oder schwachen, sondern
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auch gegenteilige Effekte besitzen. Zusatzlich zur einfachen Gabe wurde untersucht,
ob eine bzw. zwei weitere Gaben von Salmycin (identische Dosis) nach acht bzw. acht

und 16 Stunden weiterhin hemmende Wirkung besitzen.

Tatsachlich fuhrten alle Tests mit der teilhydrolysierten Substanz zu deutlichen
Veranderungen im Wachstumsverhalten der Keime. In allen Versuchsansatzen wurde
das Wachstum innerhalb der ersten acht Stunden unterdrickt. Hier decken sich die
Daten mit jenen der MHK-Bestimmung. Im weiteren Verlauf zeigten alle Ansatze mit
teilhydrolysiertem Salmycin einsetzendes Wachstum, das sich bei Ent. cloacae und K.
pneumoniae rasch dem Wert der Negativkontrolle annaherte. Weitere Gaben zeigten
keinerlei hemmenden Effekt. Tendenziell fihrte eine einfache Salmycingabe zur

starksten Hemmwirkung.

Bei der am hdchsten sensitiven Spezies Harfnia alvei war die Differenz zwischen
Einfach- und Mehrfachgabe gering und lediglich als Trend erkennbar (s. Abb. C21).
Die verwendete Konzentration unterdrickte das Wachstum nahezu vollstandig. Bei
doppelter Gabe war die ODsss5 leicht erhdht, was eventuell durch eine Verschiebung

des Absorptionsspektrums durch das zusatzliche Salmycin zu erklaren ist.

Wert Endpunkt
Wachstumsverhalten Hafnia alvei 24 h

Positiv 0,007
Negativ 0,275
1x Gabe 0,002
2x Gabe 0,017

3 x Gabe 0,020

Abb. C21:
Logarithmische Wachstums-
kurve von H. alvei unter
Zugabe von Salmycin (100
pug/ml pro Gabe).
1x = einfache Gabe bei t=0
2x = zweite Gabe nach 8 h

—&— Negativ —O— 1x Gabe 3x = zusatzliche Gaben

—4—2x Gabe (8h) —x—3x Gabe (8 + 16h) | | nach8hund 16h;
—8—1x GENT Positiv = Gentamicin

(1 mg/ml), negativ = PBS (o.
SAL), n=3, gemittelt

0 g Inkubation (h) 44 24

0,1 1

109 0pss5nm

0,001
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Nach 24 Stunden Inkubation konnten die beobachtet Tendenz bestatigt werden. Die
einfache Salmycingabe bei Hafnia alvei zeigte weiterhin ein unterdricktes Wachstum,
die zwei- und dreimalige Gabe eine leicht erhdhte ODss5 (0,017 und 0,02). Insgesamt
betrachtet, zeigte das teilhydrolysierte Salmycin noch immer einen ausreichenden

Hemmeffekt.

Samtliche Ansatze von Enterobacter cloaceae hatten nach 16 Stunden bereits eine
ODsss von 0,1 Uberschritten (vgl. Abb. C.22). Die Ansatze mit doppelter Gabe

Salmycin wiesen mit einer ODss5 0,212 bzw. 0,236 hohere Werte auf als die einfache

Gabe (ODss5 0,11), was auf einen wachstumsférdernden Effekt deutet. Sie erreichten
nicht den deutlich grésseren Wert der Negativkontrolle (ODsss 0,334). Enterobacter
cloaceae zeigte nach 24 Stunden Inkubation mit Salmycin die deutlichsten
Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Wahrend sich die Gruppe mit dreimaliger
Salmycingabe (ODss5 0,363) dem Wert der Negativkontrolle (ODsss 0,334) angenahert
hat, liegen die Werte der einmaligen (ODss5 0,21) und zweimaligen Salmycingabe
(ODsss 0,206) signifikant niedriger. Eine hemmende Wirkung von teilhydrolysiertem
Salmycin ist bei Ent. cloacae nicht erkennbar und ein additiver Effekt zusatzlicher

Substanzgaben somit nicht vorhanden.

Wert Endpunkt
Wachstumsverhalten Enterobacter cloacae er 24 h
i Positiv 0,005
0 8 Inkubation (h) 16 o4
1 \ w w \ Negativ 0,334
— 1x Gabe 0,210
// /’5/ 2xGabe | 0,206
0,1
£ 3x Gabe 0,363
S Abb. C22:
8 Logarithmische Wachstums-
0,011 ’_/% kurve von E. cloacae unter
?{ » ®m | Zugabe von Salmycin (100
Mg/ml pro Gabe).
1x = einfache Gabe bei t=0
0,001 2x = zweite Gabe nach 8 h
—&—Negativ —O0— 1x Gabe 3x = zusatzliche Gaben nach
—A—2x Gabe (8h) ~ —X—3x Gabe (8 + 16h)| | 8hund16h =
B 1x GENT Positiv = Gentamicin
(1 mg/ml), negativ = PBS (o.

SAL), n=3, gemittelt
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Klebsiella _pneumoniae wies nach 16 Stunden die deutlichste Differenz zwischen
einmaliger Gabe (ODss5 0,025) und doppelter Gabe (ODsss 0,12 bzw. 0,169) auf (siehe
Abb. C23). Nach 24 Stunden wuchsen Ansatze mit dreimaliger Salmycin-Gabe

weitaus besser als die Negativkontolle (ODss5 0,320 zu 0,234), wahrend Ansatze mit
zweimaliger Gabe (ODsss 0,187) sich letzterer annaherten und somit eindeutig das
Wachstum forderten. Lediglich die Proben mit einfacher Substanzgabe blieben im
Wachstum stark zurlick (ODsss 0,025). Bei K. pneumoniae konnte somit eine
abgeschwachte Hemmwirkung von Salmycin beobachtet werden. Eine weitere Zufuhr

der teilhydrolysierten Substanz fluhrte jedoch zu einem besseren Wachstum.

Wert Endpunkt
Wechstunsverhalten Klebsiella pneumoniae 24 h

0 8 Inkbation (h) 16 o4 Positiv 0,003

1 ‘ ‘ ‘ Negativ 0,234
1x Gabe 0,032
2x Gabe 0,187

3x Gabe 0,320

Abb. C23:

Logarhitmische Wachstums-
kurve von K. pneumoniae unter
Zugabe von Salmycin (100
Mg/ml pro Gabe).

1x = einfache Gabe bei t=0

2x = zweite Gabe nach 8 h
0,001 3x = zusatzliche Gaben nach 8

—o— Negativ —o— 1x Gabe hund 16 h
—A—2x Gabe (8h) —%— 3x Gabe (8 + 16h)| | Positiv = Gentamicin

s 1x GENT (1 mg/ml), negativ = PBS (o.
SAL), n=3, gemittelt

o
-—
L

logopsss nm

o

o

-_—
Il

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe geben einen wichtigen Hinweis darauf, dass eine
Mehrfachgabe von Salmycin keinen zusatzlich hemmenden Effekt auf Keime hat. Die
Daten weisen darauf hin, dass das durch die Hydrolyse des Salmycins zugangliche
Eisen den Hemmeffekt des Antibiotikums einschrankt und bei Spezies mit spezifischen

Aufnahmesystemen tendenziell sogar wachstumsférdernde Wirkung besitzt.

C.4.3. Effekt von hydrolysiertem Salmycin auf S. aureus

Wie bei den Gram-negativen Testkeimen liess sich durch vergleichende
Mikrodilutionsansatze auch bei S. aureus beobachten, dass teilhydrolysierte Salmycin-

Losungen keinen hemmenden Effekt mehr besitzen und einsetzendes Wachstum
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lediglich um etwa 10 Stunden hinausgezogert wird (s. Abb.24a + b). Daher ist auch bei
S. aureus eine Wachstumsférderung durch die entstandenen Abbauprodukte denkbar.

MHK Salmycin A (hydrolysiert) - S. aureus RN6390

0,800

a ) Salmycinkonzentration in pg/mi

MHK Salmycin A (hydrolysiert) - S. aureus VA24500

OD 555nm .

b)

Salmycinkonzentration in pg/ml

Abb. C24 a+b : Diagramm der Wachstumsverlaufe von S. aureus RN 6390 und VA24500 bei
Gabe von teilhydrolysiertem Salmycin A; 100 pl Volumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3,

Werte gemittelt.
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C.4.4. Effekt wvon teilhydrolysiertem Albomycin auf
S. aureus

Um festzustellen, ob der Sideromycinabbau im Medium und der daraus resultierende
Verlust der Hemmwirkung ein Salmycin-spezifischer Effekt ist, wurde in identischer
Weise die MHK einer Albomycin-Lésung (1 mg/ml in PBS, 30 Tage bei 4°C gelagert)
bestimmt. Die Wachstumsverlaufe unter Albomycin glichen denen der Salmycin-
Testreine (siehe Abb. C25). Das Albomycin hatte ebenfalls lediglich einen
retardierenden Effekt auf das Wachstum von S. aureus von 10 bis 12 Stunden. Aus
den Vergleichswerten kann man schliessen, dass auch andere Sideromycine in
Losung einem Zerfallsprozess unterliegen, der unerwinschte Nebeneffekte auf die

Bakterienpopulation haben kann.

MHK Albomycin: VA24500

OD 555nm

Albomycin-Konzentration in pg/ml

Abb. C25 : Diagramm der MHK-Bestimmung von Salmycin A von teilhydrolysiertem Albomycin
bei S. aureus (RN6390 und VA24500); 100 ul Gesamtvolumen, 5x10° Zellen/ml eingesetzt, n=3,
Werte gemittelt.
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C.4.5. Effekte von Mehrfachgaben von teilhydrolysiertem
Salmycin auf S. aureus

Der bei den Gram-negativen Stammen beobachtete Trend der Wachstumsforderung
durch teilhydrolysiertes Salmycin setzte sich bei S. aureus fort. Zum Vergleich wurde

hier zusatzlich das Wachstumsverhalten bei Albomycingabe untersucht.

Nach achtstindiger Inkubation hatte die Wachstumsphase bereits eingesetzt. Das
Patientenisolat VA24500 (vgl. Abb. C26) zeigte bereits eine signifikante Zunahme der
ODss5, ebenso RN6390 mit zugesetztem Albomycin (siehe Abb. C28) und — etwas
geringer ausfallend — mit Salmycin (s. Abb. C27).

Nach 16 Stunden wiesen alle Proben relativ dicht beieinander liegende Werte oberhalb
einer ODss5 0,1, jedoch unter dem der Negativkontrolle auf. Am prominentesten war
der Unterschied beim Wildtypstamm VA24500, der gleichzeitig das rascheste
Wachstum aufwies. Die Ansatze der Negativkontrollen befanden sich zu diesem

Zeitpunkt bereits in der lag-Phase.

Nach 24 Stunden zeigte sich wiederum ein klarer Trend: Der einmalige Zusatz von
Salmycin wies stets das niedrigste Zellwachstum aus, die dreifache Substanzgabe

dagegen das hdchste.

Wachstumsverhalten S. aureus VA24500 Wert Engzl:]nkt
0 g Inkubation (h), ¢ o4 | Positiv 0,001
1 : : : : : * Negativ 0,759
1x Gabe 0,285
2x Gabe 0,537
0,1 - 3x Gabe 0,714

Abb. C26:
Logarithmische Wachstums-
kurve von S. aureus VA24500
0,01 unter Zugabe von Salmycin
/ (100 ug/ml pro Gabe).
1x = einfache Gabe,

109 opsssnm

u = 2x = zweite Gabe nach 8 h
0,001 | 3x = zuséatzliche Gaben nach
—&— Negativ —O0— 1x Gabe 8h und 16 h;
—2—2x Gabe (8h) —X— 3x Gabe (8 + 16h) Positiv = Vancomycin
& 1x VAN (1 mg/ml), negativ = PBS ohne

Salmycin, n=3, gemittelt
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Wachstumsverhalten S. aureus RN6390

Inkubation (h)
8 16

o
—_
I

109 opss5nm

o
o
2

->—

—&— Negativ
—24— 2x Gabe (8h)

—O—1x Gabe

—X— 3x Gabe (8 + 16h)

Wert Enozlgruhn kt
Positiv 0,008
Negativ 0,452
1x Gabe 0,206
2x Gabe 0,310
3x Gabe 0,332
Abb. C27:

Logarithmische Wachstums-
kurve von S. aureus RN6390
mit Salmycin (100 pyg/ml pro
Gabe).

1x = einfache Gabe bei t=0

2x = zweite Gabe nach 8 h

3x = zusatzliche Gaben nach 8
hund 16 h

Positiv = Vancomycin

(1 mg/ml), negativ = PBS ohne
Salmycin, n=3, gemittelt

409 opsss nm

Wert Endpunkt
Wachstumsverhalten S. aureus RN6390 - 24 h
Albomycin Positiv 0,006
8 Inkubation (h)16 Negativ 0,347
1x Gabe 0,133
2x Gabe 0,235
3x Gabe 0,388
Abb. C28:

—&— Negativ
—2A— 2x Gabe (8h)

——1x Gabe

—X— 3x Gabe (8 + 16h)

Logarhitmische Wachstums-
kurve von S. aureus RN6390
mit Albomycin (100 pg/ml pro
Gabe).

1x = einfache Gabe

2x = zweite Gabe nach 8 h

3x = zusatzliche Gaben nach 8
hund 16 h

Positiv = Vancomycin

(1 mg/ml), negativ = PBS ohne
Salmycin, n=3, gemittelt
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C.5. Resistenzbildung

Die Testreihen zur Untersuchung der MHK von Salmycin A lieferten Indizien dafr,
dass die Tauglichkeit der Substanz flr eine klinische Anwendung aufgrund ihrer
kurzen in-vitro-Halbwertszeit weiteren Prufungen unterzogen werden sollte. Es wurde
untersucht, ob die entstehenden Abbauprodukte in-vitro zu einer erhdhten Raten von
Resistenzbildung fuhren. Wie in den vorherigen Tests wurde zunachst der Effekt von

frischen Salmycinlésungen, dann von der teilhydrolysierten Substanz ermittelt.

C.5.1. Resistenzentwicklung bei Hafnia, Enterobacter und
Klebsiella

C.5.1.1. Uberlebensrate unter Salmycineinfluss

Die Ergebnisse der Testreihe mit frisch angesetztem Salmycin spiegelten die aus der
MHK-Bestimmung erhaltenen Daten wieder. Die Auszahlung der Uberlebensrate
ergab wichtige zusatzliche Informationen. So zeigte K. pneumoniae die geringste
Uberlebensrate bei Zusatz von Salmycin A auf (0,00021 — 0,00025 %). Die
Uberlebensrate von H. alvei wurde mit 0,1 — 0,3 % errechnet. Damit erweist sich K.
pneumoniae trotz eines héheren MHK-Wertes sensitiver gegenuber Salmycin als H.
alvei. Wie erwartet zeigte Ent. cloacae mit einer Uberlebensrate von 0,06 — 64,71 %

die geringste Sensitivitat.

Anhand der gewonnen Daten zur Uberlebensrate lassen sich bereits verschiedene
Ruckschlisse auf die Wirksamkeit von Salmycin A ziehen. Da eine Salmycin-
konzentration verwendet wurde, die weit Uber der fur die Stdmme ermittelten MHK
liegt, sollte stets eine ausreichende Hemmwirkung gegeben gewesen sein. Allerdings
weisen die Teststamme trotz Salmycingabe eine kontinuierliche Zunahme der
Keimzahl innerhalb der gemessenen Zeitspanne auf (vgl. Tab. C-VIII). Mehrere
Faktoren konnen hierflr eine Rolle spielen. H. alvei und K. pneumoniae werden von
Salmycin stark gehemmt und die Keimzahlen verdoppeln sich lediglich im Bereich
weniger Hundert cfu. Dabei mag bei H. alvei die geringere Wachstumsrate und dem
damit verbundenen Eisenstoffwechsel eine Rolle spielen. K. pneumoniae weist
dagegen ein ahnlich rasches Wachstum wie Ent. cloacae auf, wohingegen sich die

Zahlen Uberlebender Keime jedoch betrachtlich unterscheiden (vgl. 29 b + c).
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1,00E+10

1,00E+08

1,00E+06

1,00E+04

1,00E+02

1,00E+00

8 h 16 h 24 h
OH.alvei + Salmycin
& H.alvei - Kontrolle

a)

1,00E+10

1,00E+08

1,00E+06 -

1,00E+04

1,00E+02 -

1,00E+00

8h 16 h 24 h
O Ent. cloacae + Salmycin
m Ent. cloacae - Kontrolle

b)

1,00E+10

1,00E+08

1,00E+06 -

1,00E+04

1,00E+02

1,00E+00

8h 16 h 24 h

c ) O K. pneumoniae - Salmycin

B K. pneumoniae - Kontrolle

Abb. C29a-c : Grafische Darstellung der Zellzahlen von H. alvei (a), Ent. cloacae (b) und K.
pneumoniae (c) in 100 pl-Ansatzen mit 50 ug/ml Salmycin A verglichen mit Kontrollansatz (PBS)
n=3 , gemittelt; Zellzahlen in der y-Achse: 1,00E+10 entsprechen 1x10"° Zellen usw.
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Tab. C-VIII : Uberlebensrate der untersuchten Gram-negativen Pathogene (100 ul Volumen
NB+D-Medium, 5 x 10° Zellen eingesetzt; Salmycin-Konzentration 50 ug/ml, Kontrolle: PBS).

cfu/ml nach 8 h
Salmycin / Kontrolle

cfu/ml nach 16 h
Salmycin / Kontrolle

cfu/ml nach 24 h
Salmycin / Kontrolle

Hafnia alvei

1,65x10% /5,5 x 10°

35x10%/2,3x10’

3x10%/2,8x 107

(5064) Anteil: 0.3 % Anteil: 0,02 % Anteil: 0,01%
Enterobacter 1,1x10°/1,9x 108 75x107/ 3,1x10% | 22x10% / 3,4x 108
cloacae (0607) Anteil: 0,06% Anteil: 24.19 % Anteil: 64, 71 %

K. pneumoniae
(2164)

3x10%/1,4x10°8
Anteil: 0,00021 %

5x10%2/2x 108
Anteil: 0,00025

6x10%/2,5x 108
Anteil: 0,00024 %

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse muss auf weitere Faktoren geschlossen werden,
die die Resistenz von Ent. cloacae gegenlber Salmycin A erklaren. Denkbar ist eine
Inaktivierung des Antibiotikums durch Sekretion von Hydrolasen oder anderer
spaltender Enzyme ins Medium. Moglich ist auch, dass Salmycin erst im Periplasma

Gram-negativer Bakterien inaktiviert wird.

C.5.1.2. Resistenzraten bei Hafnia, Enterobacter und
Klebsiella

Wie zuvor wurde die Uberlebensrate der jeweiligen Teststdmme errechnet, diesmal
unter Einfluss von hydrolsiertem Salmycin. Parallel dazu wurden zu jedem Messpunkt
Proben enthommen und das Verhaltnis von sensitiven zu resistenten CFU ermittelt.
Unter den resistenten Kolonien wurde nochmals zwischen CFU unterschieden, welche
nur gegen Salmycin A Resistenz zeigten und CFU mit Kreuzresistenz zu Albomycin.
Der Vergleich der Uberlebensraten unter Einfluss von frischem und hydrolysiertem
Salmycin zeigt, dass bereits innerhalb der ersten acht Stunden Inkubation bedeutende
Unterschiede in den Zellzahlen auftreten (vgl. Tab. C-VIII und C-IX).

Tab. C-IX : Uberlebensrate der untersuchten Gram-negativen Pathogene (100 pl Volumen
NB+D-Medium, 5 x 10° Zellen eingesetzt; SAL-Konzentration 100 ug/ml, Kontrolle: PBS).

cfu/ml nach 8 h
SALhyqr. / Kontrolle

cfu/ml nach 16 h
SALpyqr. / Kontrolle

Hafnia alvei

4,5x10% /5,7 x 10°

2,1 x107 /1,9x 107

(5064) Anteil: 7,89 % Anteil: 91,30 %
Enterobacter 3,8x10°%/2,0x 108 n.a.
cloacae (0607)

Anteil: 1,9 %

K. pneumoniae
(2164)

53x10°/16x10°
Anteil: 3,31 %

5,66 x 10% 1,9 x 108
Anteil: 297,89 %
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In Ansatzen, die mit hydrolysiertem Salmycin inkubiert wurden, sind weitaus hohere
CFU zu finden. Nach 16 Stunden Inkubation ist der hemmende Effekt der Substanz bei
H. alvei nahezu aufgehoben (CFU 91,3% der Negativkontrolle), in den Ansatzen von
K. pneumoniae sind fast dreimal mehr CFU zu finden als in der Negativkontrolle. Aus
den Ergebnissen lasst sich schliessen, dass das hydrolysierte Salmycin nicht nur
seinen antibiotischen Effekt verliert, sondern zudem wachstumsférdende Wirkung zu

besitzt.

Nach acht Stunden Inkubation konnte fiir Hafnia alvei eine Uberlebenszahl von 4,5 x
10* cfu/ml ermittelt werden, wahrend es nach 16 Stunden bereits etwa 2,1 x10” cfu/ml
waren. Bei zweimaliger Salmycingabe konnten nach 24 Stunden Inkubation rund 2 x
10® cfu/ml ausgezahlt werden. Damit lagen sie bereits nach acht Stunden um
annahernd das 30fache uber der Zellzahl unter Einfluss von frischem Salmycin. Nach
16 Stunden lagen bereits vier, nach 24 Stunden nahezu funf Zehnerpotenzen

zwischen den Vergleichswerten (vgl. Tab C-VIII).

Resistenz und Kreuzresistenz bei Hafnia alvei

nach 24 h -SAL x3

nach 16 h -SAL x2

nach 16 h

nach 8 h

0% 20% 40% 60% 80% 100%

‘ Osensitiv. Onur SAL-resistent ~ Bkreuzresistent SAL+ ALB ‘

(Angaben in %) sensitiv nur SALR SALF/ALBR R gesamt
8h 35 63,2 1,8 65
16 h 22 78 0 78

16 h SAL x2 36 30 34 64

24 h SAL x3 85 8 7 15

Abb. C30 : Verhaltnis von sensitiven zu resistenten Zellen bei Hafnia alvei (5046); n= 3x100
ausser 8 h-Wert [57], getestet auf NB +220 uM DPD). SAL x2= Salmycin A -Gaben bei t=0 h
und t=8 h, SAL x3= Salmycin A-Gaben bei Oh, 8 h und 16 h.
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Die Analyse der CFU von H. alvei (Abb. C30) zeigt, dass eine einfache Gabe zunachst
eine Zunahme der resistenten Kolonien bewirkt. Im Zeitraum von null bis 16 Stunden
werden hauptsachlich CFU gezahlt, welche lediglich Salymcinresistenz aufweisen.
Wird mehrfach Salmycin A zugefuhrt, steigt die Zahl der kreuzresistenten Mutanten an.
Moglicherweise wurden gezielt Transportmutanten selektiert. Das Auftreten einer
hohen Anzahl sensitiver Keime nach 24 Stunden Inkubation ist méglicherweise die
Folge daraus,, dass ins Medium sekretierte Enzyme zwischenzeitlich das Salmycin
inaktiviert haben und eine vitalere (sensitive) Population die resistente Variante
abgelost hat. Mit hoher Wahrscheinlichkeit tragt die geringe Teilungsrate von H. alvei
zu dem beobachtenden Effekt bei.

Die Auswertung von Enterobacter cloaceae erwies sich als schwierig, da auf den

Platten mit den Verdiinnungen 107? bis 10* ein rasches Wachstum stattfand, welches
die Kolonien ineinander fliessen liess. In hoéheren Verdunnungen konnten nur
vereinzelte Kolonien gepickt werden, die jedoch stets auf einem schmierigen Hauch

winziger Kolonien wuchsen.

Resistenz und Kreuzresistenz bei Enterobacter cloacae

nach 24 h -SAL x3

nach 16 h -SAL x2

nach 16 h

nach 8 h

0% 20% 40% 60% 80% 100%

\ Osensitv. Onur SAL-resistent  Ekreuzresistent SAL+ ALB \

(Angaben in %) sensitiv nur SALR SALT/ALBR R gesamt
8 h 5 67 28 95
16 h 7 80 13 93
16 h SAL x2 5 42 53 95
24 h SAL x3 1 56 43 99

Abb. C31 : Verhaltnis von sensitiven und resistenten Zellen bei Enterobacter cloacae 0607;
getestet auf NB +220 uM DPD, n=4x100
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Eine Isolierung erwies sich daher als dusserst schwer und die ermittelte Zahl von 3,8 x
10° cfu/ml nach acht Stunden muss als unsicher gewertet werden. Sie ist durch (s.
Abb. C31) visuelle Auswertung des Wachstums von Enterobacter nicht zu bestatigen.
Daher fliessen die Daten von Ent. cloacae nicht in die Auswertung der
Uberlebensraten ein. Die Analyse der CFU von Ent. cloacae zeigt eindeutig eine
nahezu vollstandige Resistenzbildung. Kreuzresistente Mutanten treten erst im
spateren Verlauf auf. Die Versuchsreihe aus C.4.2. zeigte, das Hafnia alvei sogar noch
von teilhydrolysiertem Salmycin gehemmt wird (Abb. C21).

Nach acht Stunden betrug bei Klebsiella pneumoniae die Anzahl der gezahlten cfu/ml

etwa 5,3 x 10°, nach 16 h 5,66 x 10° cfu/ml. Diese Werte liegen um vier bis sechs
Zehnerpotenzen Uber der Uberlebensrate bei frischem Salmycin A. Die Daten zur
Ausbildung von Resistenzen zeigen bereits nach acht Stunden eine nahezu vollstandig
ausgepragte Unempfindlichkeit gegen Salmycin. Das Verhaltnis von Einzelresistenz zu
Kreuzresistenz mit Albomycin erhoht sich kontinuierlich Uber die Dauer der Messung
(vgl. Abb C32).

Resistenz und Kreuzresistenz bei Klebsiella pneumoniae

nach 24 h -SAL x3

nach 16 h -SAL x2

nach 16 h

nach 8 h

0% 20% 40% 60% 80% 100%
\ Osensitiv. Onur SAL-resistent BEkreuzresistent SAL+ ALB \

(Angaben in %) sensitiv nur SALR SALF/ALBR R gesamt
8 h 3 19 78 97
16 h 4 18 78 96
16 h SAL x2 0 12 88 100
24 h SAL x3 3 4,5 92,5 97

Abb. C32 : Verhaltnis von sensitiven und resistenten Zellen bei Klebsiella pneumoniae 2164 (je
120 ausgezahlte Kolonien, auf NB-Medium +200 uM DPD), n=4x120.
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Der Vergleich aller drei Spezies aus der Familie Enterobacteriaceae hinsichtlich der
Entwicklung einer Salmycinresistenz weist darauf hin, dass unterschiedliche Ursachen
zugrunde liegen kénnen, welche sich teilweise Uberlagern. So kdnnte bei Enterobacter
cloacae eine enzymatische Inaktivierung der Substanz in Frage kommen, da das
Bakterium sowohl bei Verwendung von Salmycin A, als auch bei hydrolysiertem
Salmycin Wachstumsverlaufe aufweist, die sich nahe der Werte der Negativkontrolle
bewegt. Als sekundare Folge kommt es dann zu einer transportabhangigen Resistenz.
Bei Klebsiella pneumoniae ist eine transportabhangige Resistenz das primare
Ereignis. Salmycin A hemmt das Wachstum dieser Art sehr effektiv, hydrolysiertes
Salmycin dagegen fordert durch Zufuhrung von Eisen das Wachstum und die

Entstehung von Resistenzen.

C.5.2. Resistenzentwicklung bei Staphylococcus aureus

Stellvertretend flir Gram-positive Organismen wurden verschiedene S. aureus-
Stamme hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Tendenz zur Resistenzbildung untersucht.
Hierbei wurde in identischer Weise wie bei den Gram-negativen Teststammen

verfahren.

C.5.2.1. Uberlebensrate von S. aureus unter Einfluss von
Salmycin A

Zunachst wurde die Anzahl der Uberlebenden Bakterien ausgezahlt, die nach acht, 12
und 16 Stunden in einem Ansatz mit frisch geléstem Salmycin nachweisbar waren.
Entgegen den Werten der Gram-negativen Keime, konnte bei den S. aureus-
Testreihen stets eine sinkende Tendenz in den ermittelten CFU-Werten beobachtet
werden (siehe Tab. C-X). Nach 16 Stunden Inkubation mit Salmycin war kein
Wachstum mehr auf den Testplatten von RN6390 und Mu50 erkennbar. Auch beim
Stamm COL sank die Anzahl der Uberlebenden Zellen kontinuierlich.

Tab. C-X : Ausgezahlte cfu/ml verschiedener S. aureus-Stamme inkubiert unter Salmycin-
Zugabe (NB-Medium + 200uyM DPD mit 50 pg/ml Salmycin A).

Stamm 8h 12 h 16 h
RN6390 2x10° 1x10° 0
CcOL 1x10° 1x10* 5x 10°
Mu50 1x10° 2x10° 0
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C.5.2.2 Resistenzraten von S. aureus

Das Patientenisolat VA24500 entwickelte am raschesten eine Resistenz und zeigte die
schnellste Wachstumsrate. Nach acht Stunden konnten 1,4 x 107 cfu/ml fir Salmycin A
ermittelt werden, nach 16 h bereits wies rund 2,7 x 10® cfu/ml. Damit libertraf das Isolat
den Laborstamm um ein bis zwei Zehnerpotenzen. Im Ansatz von RN6390 konnten
nach acht Stunden 6 x 10° cfu/ml ausgezéhlt werden, nach 16 h 2,1 x 107 cfu/ml.

Parallel dazu wurde die Zahl Uberlebender Keime in einem Ansatz von RN6390 mit
Albomycin untersucht. Hier wurden nach acht Stunden 1,1 x 10° cfu/ml gezahlt, nach
16 Stunden 1,64 x 10° cfu/ml. Damit liegt Albomycin zwischen den beiden von

Salmycin A ermittelten Werten.

Alle getesteten Isolate aus acht, 16 und 24 Stunden wiesen zu 100 % eine Resistenz
gegen Salmycin A und Kreuzresistenz zu Albomycin auf. Getestet wurden in jeder
Versuchsreihe 100 Kolonien. Damit zeigten S. aureus RN6390 als auch VA24500 die
schnellste Anpassung an das Antibiotikum und das hochste beobachtete Mal

auftretender Resistenz durch teilhydrolysiertes Salmycin.

C.6. Hydroxamat-Aufnahmesysteme als Salmycin-
Transporter

Aufgrund der homologen Struktur zu Hydroxamat-Siderophoren, lag eine Aufnahme
von Salmycin durch ein Hydroxamat-Transportsystem nahe. Da bei Gram-negativen
Keimen neben enzymatischen offenbar auch andere Faktoren die Resistenz gegen
Salmycin beeinflussen, wurden zur Verifizierung des Aufnahmesystems transport-

defiziente Mutanten von B. subtilis und S. aureus untersucht.

C.6.1. Salmycin-Aufnahme bei Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ist in der Lage, drei Hydroxamat-Siderophore aufzunehmen:
Ferrichrom, Ferrioxamin und Shizokinen. Das Fhu-System dieses Bakteriums wurde
von Schneider und Hantke (1993) beschrieben. Die durch ungerichtete Th91717lac-
Insertion hergestellten B. subtilis-Mutanten mit Defekten im Hydroxamataufnahme-
System wurden in dieser Arbeit auf ihren Phanotyp hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegen

Salmycin, Albomycin und Ferrimycin getestet (siehe Abb. C33).
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Tab. C-XI : Zusammenstellung der von Mutationen betroffenen Proteine des Hydroxamat-
transportsystems von B. subtilis und daraus resultierender Phanotyp. FCH = Ferrichrom, FOX =

Ferrioxamin, SAL = Salmycin A, FEM = Ferrimycin, ALB = Albomycin.
Vorhandene Komponenten des Aufnahme Sensitivitét
Hydroxamat-aufnahmesystems
YxeB
FhuBC FhuD FCH | FOX | SAL | FEM | ALB
(,FoxD%)

168 + + + + + + + +
SPA2 - + + - - - - -
SPA4 + - + - + + + -
SPF6 | + + - + - - -+

Abb. C33: B. subtilis-Mutanten im Plattendiffusionstest. Ferrioxamin [FOX], Ferrichrom [FCH],
Salmycin A [SAL], Albomycin [ALB] je 10 ug Substanz, Ferrimycin [FEM] 15 ug. (NB-Medium +

200 puM Dipyridyl), n=3.
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Dabei verhielten sich die Mutanten je nach betroffenem Gen unterschiedlich.
Erwartungsgemass zeigte der Stamm SPA2, mit einer Transposoninsertion im
Membrankomplex (FhuBC), einen vdlligen Ausfall des Siderophortransportes. Dies
hatte eine vollstandige Resistenz gegen Salmycin A und B, Ferrimycin und Albomycin
zur Folge. Sind die mit einem Lipidanteil in der Membran verankerten Bindeproteine
von einer funktionellen Mutation betroffen, andert sich das Aufnahmeverhalten von
Hydroxamatsiderophoren und die Empfindlichkeit der Mutante gegen Sideromycine.
Ein Ausschalten von fhuD verhindert die Aufnahme von Ferrichrom und des dazu
homologen Albomycins. Die Mutante SPA4 ist daher gegen Albomycin resistent, zeigt
aber weiterhin Sensitivitdt gegen Salmycin und Ferrimycin. Die Mutante SPF6 besitzt
dagegen eine Tn917-Insertion im Gen yxeB (,foxD“), welches als zweites
periplasmatisches Bindeprotein identifiziert wurde (Schneider & Hantke, 1993). Im
Phanotyp zeigt sie Resistenz gegen beide Antibiotika. Sie nimmt weiterhin in
geringerem Male Ferrioxamin auf. Es konnte bestatigt werden, dass Salmycin durch
aktiven Transports Uber das Hydroxamataufnahmesystem in die bakterielle Zelle
gelangt. Um die Unterschiede in der Siderophoraufnahme der Mutanten quantitativ zu
erfassen, wurden Transportassays mit radioaktiv markiertem Ferrichrom bzw.
Ferrioxamin durchgeflhrt (siehe Abb. C34). Die Transportversuche bestatigen die
Beobachtungen aus den Plattendiffusions-Assays. Die Mutante SPA2 zeigt fur beide

Siderophoren keinen Transport.

Ferrichromtransport Ferrioxamintransport
cpm
cpm

50000 10000

40000 /
7500
S——A
30000 /’_‘/D/D/(]
5000
20000 A /f[/-
2500

10000 —0—168 —1—SPA4 -
%{ —A—SPF6 —O—SPA2
0 0 Y Y Y Y Y

0 5 10 15 20 30 0 5 10 15 20 30
t (min) t (min)

Abb. C34 : Transport-Assay der B. subtilis-Mutanten mit *>Fe-markiertem Ferrichrom bzw.
Ferrioxamin. Dargestellt ist die Siderophoraufnahme Gber 30 min, n=3.
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Die Mutante mit einer FhuD-Deletion (SPA4) ist nicht fahig, Ferrichrom aufzunehmen.
Sie zeigt beim Ferrioxamin-Transport jedoch eine Rate, die sich der des Wildtyps stark

annahert (75 und 79 % in den letzten beiden Messpunkten).

Dagegen zeigt die Messung der YxeB-Mutante SPF6 einen deutlichen — im Vergleich
zum Wildtyp leicht verringerten — Ferrichromtransport. SPF6 ist jedoch auch in der
Lage, einen Teil des Ferrioxamins zu transportieren. Die Rate sinkt im Vergleich auf
ein Funftel des Wildtyp-Wertes (21% in den letzten Messpunkten; siehe Abb. C35).

In einer zweiten Messreihe sollte nun bestatigt werden, dass Salmycin tatsachlich Gber
dieses Hydroxamat-Aufnahmesystem in die Zelle transportiert wird. Ein direkter
Nachweis war nicht durchfihrbar, da eine radioaktive Markierung von Salmycin nach
gangigem Protokoll nicht moglich war (siehe B.2.3.7.). Somit wurde ein indirekter
Nachweis gefuhrt, indem Salmycin A als kompetitives Substrat zum Transportansatz
von Ferrioxamin bzw. Ferrichrom hinzugefigt wurde. Eine Verringerung der
gemessenen Transportrate lasst hierbei auf Verdringung des >°Fe-markierten

Substrates durch das Sideromycin schliessen.

Die Werte zeigen das der Ferrichromtransport des Wildtyps von der Salmycinzugabe
nicht beeinflusst wird, die Transportrate von Ferrioxamin jedoch sehr stark abfallt.
Auch die Zugabe von Albomycin stort den Ferrioxamintransport, wenn auch in

geringerem Mal3e.

B.subtilis 168 - B. subtilis 168 -
cpm Ferrichromtransport cpm Ferrioxamintransport
40000 8000
30000 6000
o / o //ﬂ-
10000 i 2000 —
¥ X
o /X/
0 T T T T 0 T T T T
0 15 20 30 0 5 10 15 20 30
t (min) t (min)
‘—i—Ferrichrom —X—FCH + SAL ——FCH + ALB‘ ‘—O—Ferrioxamin —X—FOX + SAL —+—FOX + ALB
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B.subtilis SPA 4 -

cpm Ferrichromtransport
40000
30000 -
20000 -
10000
0 X..é%x-7=,); zl(_ X X
0 5 15 20 30

t (min)
=& Ferrichrom —+—FCH + SAL —X—FCH + ALB‘

B.subtilis SPA 4 -

cpm - )
Ferrioxamintransport
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—
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‘—O—Ferrioxamin ——FOX + SAL —X—FOX + ALB‘

B.subtilis SPF 6 -

cpm Ferrichromtransport
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. X
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Abb. C35 :

Ferrichrom bzw. Ferrioxamin

und Salmycin.

Dargestellt ist

Kompetitiver Transport-Assay der B. subtilis-Mutanten mit *Fe®*-markiertem
die Veranderung der

Siderophoraufnahme tdber 30 min. Probenvolumen 50 ul, spez. Aktivitat je Probe: 13,6 ul,
Verhaltnis radioaktiv markiertes Siderophor zu kompetitivem Sideromycin 1:1,3. FCH
*Ferrichrom, FOX = **Ferrioxamin, SAL = Salmycin A, ALB = Albomycin, n=3.

Die Mutante SPA4 ist lediglich in der Lage Ferrioxamin zu transportieren. Daher wird

der Transport des radioaktiven Substrats von den Kompetitoren noch starker

beeinflusst als es beim Wildtyp der Fall ist (Abb. C35, mitte rechts). Das Diagramm

verdeutlicht zudem, dass das Bindeprotein YxeB (,FoxD") nicht spezifisch Ferrioxamin

bindet und auch von Albomycin besetzt werden kann. Dieser Umstand kann auch im

Vergleich von SPF6 mit dem Wildtyp beobachtet werden: die Transportrate von

Ferrichrom in die Mutante ohne Ferrioxamin-bindendes Protein erreicht nicht die Hohe

der Wildtyp-Transportrate. Die Transportrate von SPF6 ist in Kombination von
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Ferrioxamin mit Albomycin am hochsten. Die weist darauf hin, dass zu einem geringen

Prozentsatz radioaktives Eisen zwischen den Substraten ausgetauscht wird.

C.6.2. Salmycin-Aufnahme bei S. aureus: das FhuCBG-
Operon

Wie B. subtilis besitzt auch S. aureus ein Fhu-System zur Hydroxamataufnahme.
Dieses wurde in den vergangenen sechs Jahren bereits eingehend untersucht
(Heinrichs et al., 2000, 2001). Einige der im Labor Heinrich hergestellten
Deletionsmutanten der Bindeproteine FhuD1 und FhuD2 standen fiir die Untersuchung

der Salmycinaufnahme zur Verflugung (s. Abb. C36).

RN 6300 °

Abb. C36 : S. aureus FhuD-Mutanten im Plattendiffusionstest. Ferrioxamin [FOX], Ferrichrom
[FCH], Salmycin A [SAL], je 10 ug Substanz, Albomycin [ALB] 5 pg. (NB-Medium + 200 pM
Dipyridyl), n=4.

Tab. C-XII : Zusammenstellung der Deletionsmutanten der Bindeproteine FhuD1 und FhuD2
von S. aureus und daraus resultierender Phanotyp (entsprechend Abb. 36)..
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‘("f"’a"’de’?e Siderophoraufnahme Sensitivitat
Bindeproteine
FhuD1 FhuD2 FOX FCH SAL ALB
RN 6390 + + + + + +
H 430 - + + + + +
H3ed |+ S I -
H 431 - - - - - -

Parallel zur Versuchsreihe von B. subtilis wurde Sensitivitdt und Aufnahme von
Salmycin und Albomycin untersucht. Wie bei B. subtilis wurden im Anschluss
Transportassays mit radioaktiv markiertem Ferrichrom und Ferrioxamin durchgefihrt,

um die Aufnahme von Hydroxamatsiderophoren quantitativ zu erfassen (s. Abb. C37).

Ferrioxamintransport Ferrichromtransport
5000 | |
—8—RN6390
4000 4| —<©—H430
—A—H 364
3000 - —X—H 431
£
o
© 2000 -
1000 -

t (min) t (min)

Abb. C37 : Transport-Assay der S. aureus-Mutanten mit **Fe**-markiertem Ferrichrom bzw.
Ferrioxamin. Dargestellt ist die Siderophoraufnahme tber 30 min. Probenvolumen 50 pl,
eingesetzte Aktivitat: 13,6 kBq je Probe, n=3.

C.6.3. Untersuchungen zur aufnahmebedingten
Resistenzbildung bei S. aureus

Im Lauf der vorangegangenen Untersuchungen zur Bestimmung der
Resistenzhaufigkeit wurden insgesamt mehr als 500 resistente Kolonien aus Salmycin-
Hemmhéfen isoliert. Uber 99 % der Isolate zeigten im Sensitivitatstest stets

Kreuzresistenz zu Albomycin. Der Phanotyp wies dadurch bereits auf einen Defekt im
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Aufnahmesystem hin. Die Sequenzierung des Fhu-Systems einiger resistenter Isolate

sollte Aufschluss dartber geben.

C.6.3.1. Mutationsdetektion mit dem Surveyor® Kit

Um die Sequenzierung des 2,96 kb grossen Fhu-Operons von S. aureus zu
beschleunigen, wurde eine Detektion der Mutationen in den einzelnen Proteinen
angestrebt. Hierfur wurde das Mutation Detection Kit® von EpiCentre/Transgenomic
verwendet. Trotz zahlreicher Versuche und Variation des Protokolls, konnte — bis auf
eine einwandfreie Positiv- und Negativkontrolle — kein auswertbares Resultat erbracht
werden (vgl. Abb. C38).

8§ 9 10

urverdaw

Nucleass
verdau

20 min Herstallerkonbolen

Abb. C38: (a) Verdau von S. aureus-DNA, Sequenzabschnitt FhuCB und FhuBG.

Von links nach rechts: unverdaute DNA (1 + 2), Marker (M, 3 + 10), Nucleaseverdau (4 + 5),
Heteroduplex bei nichtverdauter Kontrolle (6 + 7); (b) Verdau der Negativ- (8) und
Positivkontrolle (9).

C.6.3.2.Mutationen im Membrankomplex

FUr die Analyse der in dieser Arbeit isolierten spontan resistenten S. aureus-Isolate
wurde das 2,96 kb grosse Fhu-Operon in sechs Unterabschnitte gegliedert und mit
Primern amplifiziert. Jede Sequenz wurde je zweimal in forward- und reverse-Richtung

sequenziert und mit der Datenbanksequenz (MW2, Eintrag NC003923) verglichen.
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Die Fhu-Region von S.aureus

@ o o5
29 ¢ e
mwo608 i o oo™ mw0612
—mp— .C 265 As>\ fhuB 341AS | fhuG 338 AS>-
349 1203 2213 3250
: | | | | :
1197 2237
Y Deletion an Position 1282
SAL54
v Deletionen an Position 1316
SALB3 3¢
v Insertion an Position 2268
SAL224 %
Y Insertion an Stelle 2491
ALB120

Abb. C39 : (oben) Schema des thu-Operons von S. aureus (mw0609 — mw0611 im
sequenzierten Genom von MW2). FhuD2 befindet sich weit entfernt stromabwarts (mw2202).
FhuD1 ist bei versch. Stammen an wechselnden Loci zu finden (mw7945) oder fehlt ganz.
(unten) Lage der identifizierten Mutationen bei RN6390-Derivaten.

Die Analyse ergab bei vier untersuchten kreuzresistenten Mutanten Insertionen oder
Deletionen in den Genen fhuB und fhuG, die zum vorzeitigen Abbruch der Translation
und zu inaktiven Proteinfragmenten flihren (siehe Abb. C39 - C41). Drei der vier
Isolate besitzen Mutationen innerhalb der ersten 100 Basenpaare des betroffenen
Proteins, eine innerhalb der ersten 300 Basenpaare. Bei SAL54 und SAL63 konnten
Deletionen einzelner Nukleotide identifiziert werden.

1261 1281 1301
RN6390 tgaagttttt atcctatatt ataggtttaa gtatgatact actaatcaca ctatttattt
SAL54 tgaagttttt atcctatatt a AGGTTTAA
SAL63 tgaagttttt atcctatatt ataggtttaa gtatgatact actaatcaca ctatt AT T
RN6390 L XK F L s Yy I I 6 L S M I L L I T L F I
SAL54 L K F L S Y I K v =*
sAL63 L XK *Fr L. S Y I I G L Ss M I L L I T L L F
1321 1341 1361
RN6390 ctacattaat aggtgacgcc aaaattcaag cctctacaat tatagaggct atttttaatt
SAL63 CTACATTAAT AGGTGA
RN6390 S T L I GG D A K I ¢ A s T I I E A I F N
SAL63 Y I N K =

Abb. 40: DNA- und Proteinsequenz innerhalb von fhuB/FhuB. Dargestellt sind der Stamm
S.aureus RN6390 und dessen Derivate im mutierten Bereich.
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Sie betreffen das Gen fhuB, welches fur einen membranstandiges Transportprotein
(341 AS) codiert. SAL54 besitzt eine T-Deletion an Position 1282. Bei SAL63 konnten
zwei kurz hintereinander auftretende Deletionen an Position 1316 und 1319 gefunden
werden. Durch den veranderten Leserahmen wird bei SAL54 ein Proteinfragmente von
lediglich 28 Aminosauren (Lange der nativen Sequenz: 26 AS), bei SAL63 ein
Fragment von 43 Aminosauren (Lange der nativen Sequenz: 37 AS) ohne

Funktionalitat gebildet.

2221 2241 2261
RN6390 gaggacgctc aatatgatta gttcaaataa taaacgcaga caattgatag cactggctgt
ALB120 gaggacgctc aatatgatta gttcaaataa taaacgcaga caattgatag cactggctgt
SAL224 gQaggacgctc aatatgatta gttcaaataa taaacgcaga caattgaATAGCACTGGCTGT
RN6390 R T L N M I S S NN KRR QL 1 A L AV
ALB120 R T L N M I S S NN KRR QL 1 A L AV
SAL224 R T L N M 1 S S NN KRR QL N STGTC
2281 2301 2321
RN6390 ttttagcatt ctactatttc taggttgtac ttggagtatt acctcaggtg aatacaacat
ALB120 ttttagcatt ctactatttc taggttgtac ttggagtatt acctcaggtg aatacaacat
SAL224 TTTTAGCATT
RN6390 F S 1 L L F L GCT W S I T S G E Y N 1
ALB120 F S 1 L LF L GCT W S I T S 6 E Y N 1
SAL224 F =
2341 2361 2381
RN6390 acctgttgaa agatttttca aaactttaat tggacaaggt gatgccattg atgagttaat
ALB120 acctgttgaa agatttttca aaactttaat tggacaaggt gatgccattg atgagttaat
RN6390 P VE RFF K TWLI G Q G D A1 D E L 1
ALB120 P VE RFF K TTWLI G Q G D A1 D E L 1
2401 2421 2441
RN6390 cttattagat ttcaggttac ctcggatgat gattactatt ttggctggcg cagcgcttag
ALB120 cttattagat ttcaggttac ctcggatgat gattactatt ttggctggcg cagcgcttag
RN6390 L LD FRL PR MM I 7 1 L AG A AL S
ALB120 L LD FRL PRMWM I 7 1 L AG A AL S
2461 2481 2501
RN6390 tattagtggt gcaatagtgc aaagtgtcac aaaaaatcca atagctgaac caggtatatt
ALB120 tattagtggt gcaatagtgc aaagtgtcacAAAAAAATCCA ATAGCTGAAC
RN6390 I S G A1 VvV Q SV T KNP I AE P G 1 L
ALB120 I S 6 A1 VvV Q SV TIKKS NS *

Abb. 41: DNA- und Proteinsequenz innerhalb von thuG/FhuG. Dargestellt sind der Stamm
S.aureus RN6390 und dessen Derivate im mutierten Bereich.

In den beiden

Isolaten SAL224 und ALB120 konnten Punktmutationen in fhuG

nachgewiesen werden. Hier flhrte die Insertion eines Adenosins in den Positionen
2268 (SAL224) und 2491 (ALB120) zur Verschiebung des Leserasters. Dadurch
entstehen lediglich kurze Peptide ohne Funktion: 17 Aminosauren (davon 11 nativ) bei
SAL224, 90 Aminosauren (86 davon nativ) bei ALB120.
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C.6.3.3. Mutationen im Bindeprotein

Das Isolat SAL83 zeigt im Bioassay Salmycinresistenz, besitzt jedoch noch Sensitivitat
gegen Albomycin. Bei SAL83 konnte kein Defekt in FhuCBG nachgewiesen werden.
Daher wurden die Bindeproteine FhuD1 und FhuD2 sequenziert. Es konnte gezeigt
werden, dass das Isolat SAL83 in FhuD2 eine Deletion von 10 Nukleotiden im C-
Terminus (Position 841 bis 851; vgl. Abb. C42) besitzt. Dies flhrt zu einer Verklrzung
des Proteins von 302 auf 279 nativen und funf missense-Aminosauren. Hierdurch

scheint eine Faltung in die reife Form nicht mehr gewahrleistet.

790 800 810 820 830 840
RN6390 atgtggaaga atttgaaagc tactaaagaa ggacatattg ttaaagttga tgctggtaca
SAL 83 atgtggaaga atttgaaagc tactaaagaa ggacatattg ttaaagttga tgctggtaca
RN6390 M W K N L K A T K E G H I V K V D A G T
SAL 83 M W K N L K A T K E G H I V K V D A G T

850 860 870 880 890 900
RN6390 tactggtaca acgatcctta tacattagat ttcatgcgta aagatttaaa agaaaaatta
SAL 83 ---------- acgatcctta tacattag

RN6390 Y W Y N D P Y T L D F M R K D L K E K L
SAL 83 ---------- T I L I H *

910 920
RN6390 attaaagctg caaaataa
RN6390 I K A A K *

Abb. C42 : DNA- und Proteinsequenz innerhalb von fhuD2/FhuD2. Dargestellt ist der N-
Terminus von S.aureus RN6390 und der salmycinresistenten Mutante SAL83.

Transport-Assays mit radioaktiven Siderophoren bestatigten die Phanotyp-Tests (siehe
Abb. 43). Mutationen im Membrankomplex fuhrten zu einem starken Ruckgang der
Siderophoraufnahme, sowohl bei Ferrioxamin als auch bei Ferrichrom. Die Isolate
verhalten sich im Transport beider Siderophore identisch. Interessant ist, dass
zumindest bei den zwei Isolaten SAL63 und ALB120 eine Transportrate erreicht wird,
die durch unspezifischen Transport nicht ausreichend zu erklaren ist. Die Daten
konnten darauf hinweisen, dass Ferrichrom auch von anderen Transportsystemen
erkannt wird.

Die Mutante SAL83 mit Deletion im Bindeprotein FhuD2 zeigt einen massig
verringerten Transport von Ferrichrom. Der Ferrioxamintransport entspricht nahezu
dem Wildtyp (siehe Abb. C43). Die ist insofern erstaunlich, da SAL83 resistent gegen
ein Ferrioxamin-Homolog ist. Sofern kein Messfehler vorliegt, ist dieses Verhalten
lediglich dadurch zu erklaren, dass die Mutante zwar Ferrioxamin als Substrat erkennt,
das grossere Salmycinmolekul aufgrund sterischer Veranderungen durch die Mutation

in FhuD2 nicht mehr gebunden und an den Membrankomplex transportiert wird.
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Ferrioxamintransportverhalten spontaner Ferrichromtransportverhalten spontaner
Mutanten Mutanten
4000 12000
—8—/A24500
—K-SAL54 1o
3000 || —x=-SAL63
—A—5ALE3 £00
—0—SAL224 E_
EEDDU —0-ALB120 S é
4000
1000 X
2000 e ..-r-‘"'xf:,-—fx
& __-——:éig——-—*
0H ol
] ] 10 t {min) 15 20 an 0 5 10 t min) 15 i 30

Abb. C43 : Transportverhalten der Salmycin-resistenten Mutanten von S. aureus.
Transportassay mit *°Fe**, Probenvolumen 50 pl, eingesetzte Aktivitat: 13,6 kBq je Probe, n=3.

C.6.4. Salmycin A und Salmycin B fidhren zu identischer
Resistenzbildung

Salmycin A und Salmycin B zeigen im in-vitro-Versuch ein identisches Wirkspektrum.
Im Reihenverdinnungstest wurde der Stamm S. aureus RN6390 sowohl mit Salmycin
A als auch Salmycin B inkubiert. Aus den Uberwachsenen Ansatzen wurden resistente
Keime ausplattiert und gegen das jeweils andere Salmycin-Derivat, sowie Albomycin
getestet. Samtliche isolierten Kolonien wiesen eine Kreuzresistenz gegenitber den
getesteten Sideromycinen auf. Somit konnte bewiesen werden, dass Salmycin A und
Salmycin B denselben Membrantransporter nutzen und die auftretenden Resistenzen

auf Mutation des Transportkomplexes beruht.

C.6.5. Salmycin wird intrazellular inaktiviert

Um festzustellen, ob aufgenommenes Salmycin intrazellular modifiziert wird, wurde S.
aureus RN6390 nach 6 Stunden Anwachsen in 0,5 mg/ml Salmycin A inkubiert.
Danach wurde der Cytoplasma-Anteil des Zellaufschlusses wie in B.2.4.8. beschrieben
im Plattendiffusions-Assay mit S. aureus RN6390 auf Salmycinaktivitat getestet. Es
konnte kein Hemmhof beobachtet werden, woraus auf eine Inaktivierung von Salmycin

durch Abbau geschlossen wurde.
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C.7. Aufnahme von Salmycin bei Gram-negativen
Bakterien

C.7.1. Klonierung von foxAvers.

Die naturliche Resistenz von E.coli und anderer Gram-negativer Spezies war weiterer
Bestandteil der Untersuchungen zu den Resistenzmechanismen gegen Salmycin. Es
sollte untersucht werden, ob die fehlende Sensitivitat von E.coli lediglich auf das
Fehlen eines Rezeptors in der dusseren Membran zurtickzuflhren ist. Hierflr sollte
der Ferrioxamintransporter eines Salmycin-sensitiven Gram-negativen Bakteriums in
einen Vektor kloniert werden der sowohl bei E. coli als auch bei Klebsiella pneumoniae
verwendet werden konnte. Die Entscheidung fiel auf Yersinia enterocolitica, da der
Organismus wahrend der Erfassung des Wirkspektrums eine deutliche Sensitivitat
zeigte und die Sequenz des ausseren Membrantransporters bereits veroffentlicht
worden war (Baumler & Hantke, 1992). Die Primer Yent FoxA _bamH1 und
Yent_FoxA_hind3 wurden anhand der in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenz
von Y.enterocolitica 8081 entwickelt und das erhaltene Produkt (2,5 kB) in den Vektor
pDrive zwischenkloniert. Positivklone wurden Uber XGal/Amp-Selektion isoliert. Der

erhaltene Vektor erhielt die Bezeichnung pTG5.

1 2 3

ool - 2303 - GAATT C
Hid Il - 399 - AAGCT T

BanHI-2745 - G'GATC C

Abb. C44 : (links) Klonierung des FoxAvyes—Fragments. Isolierung von FoxA aus pTG5. (1)
Smal-Verdau (Kontrolle) von pTG5 flhrt zu Linearisierung, (2) Doppelverdau BamHI/Hindlll
zeigt pDrive-Fragment (4 kB) und FoxA-Fragment (2,7 kB), (3) Marker. (rechts) Schematische
Zeichnung des Vektors pTG7. Zur Herstellung wurde das FoxAyers-Fragment mit EcoRI/Hindlll
aus pTG5 geschnitten und in den low-copy Vektor pBR322 kloniert.

105



Ergebnisse

Aus ihm wurde die FoxA-Sequenz Uber die Schnittstellen EcoRI/Hindlll isoliert und in
den low-copy-Vektor pBR322 ligiert, so dass eine fet-Resistenz vorhanden war, gegen
die in K. pneumoniae selektiert werden konnte. Der hergestellte Vektor wurde pTG7
bezeichnet (s. Abb. C44). Um genug Plasmid zu erhalten wurden zur Isolierung Midi-
Praps verwendet. Die Isolierung des Plasmids pTG7 nach der Transformation in DH5a
verlief jedoch stets problematisch. Die prazipitierten Zellfragmente wiesen eine
ungewohnt lockere Konsistenz auf und konnten nie vollstandig sedimentiert werden.
Die Ausbeute fiel daher sehr gering aus. Sowohl pTG5 als auch pTG7 wurden fur
Transportassays in E. coli verwendet. Fur die Komplementation in K. pneumoniae

wurde pTG7 verwendet.

C.7.2. Komplementation von E.coli mit dem &usseren
Membran-Transporter FOXAvers.

Um zu klaren, ob die Resistenz der meisten Gram-negativen Bakterien gegen
Salmycin auf Fehlen eines spezifischen Aufnahmesystems durch die aussere
Membran beruht, wurden an verschiedenen E. coli-Mutanten Transportversuche und
Komplementationsexperimente durchgefuhrt. Das bei E.coli fur den Hydroxamat-
transport zustandige aussere Membranprotein FhuA erkennt Ferrichrom, nicht aber
Ferrioxamin. Ferrioxamin wird in geringen Mengen Uber das Coprogen-

Transportsystem FhuE aufgenommen.

E.coli AB2847 - Ferrioxamintransport Probe (Ecr;)(ﬁ)unkt
3000 FOX 237
e FOX +SAL 263
—A— FOX+SAL
—e— FOX+pTG7 / FOX +pTG7 2613
2000 | —o— FOX+pTGT+SAL FOX+pTG7+SAL| 1542

Abb. C45:
g_ ’ Transportverhalten von E.coli
© AB2847 (Transportassay mit
1000 | 55Fe3+-Ferrioxamin).

FOX = Ferrioxamin,
SAL = Salmycin A,
Probenvolumen 50 pl,

’A——Wﬁ; eingesetzte Aktivitat pro
0 f——0— = ‘ Sample: 13,6 kBq;
Konzentrationsverhaltnis

0 S 10 o 15 20 30 radioaktives *°Ferrioxamin zu
Zeit (min) Salmycin 1:1,3.
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E. coli ist jedoch naturlicherweise gegen Salmycin resistent. Ein erster Versuch war
daher, einen Wildtyp-Stamm und eine FhuA-deletierte E.coli-Mutante mit einem
Ferrioxamin-transportprotein zu komplementieren. Durch die Transformation von pTG7
in die Stamme DH4a, AB2847 und MB97 konnte gezeigt werden, dass die aussere
Membran bei Fehlen eines spezifischen Rezeptors eine fur Salmycin unuberbriuckbare
Barriere bildet. Die Experimente zeigten, dass FoxAyers. Salmycin als Substrat erkennt.
Ferrioxamin wird sowohl in AB2847 (Abb. C45) als auch in MB97 (Abb. C46) nach
Transformation mit pTG7 besser aufgenommen. Wird Salmycin als
Konkurrenzsubstrat angeboten, sinken die Transportraten ab, was die Erkennung von
Salmycin durch FoxAyes. beweist. Im Bioassay mit Salmycin zeigten die
Transformanden Hemmhoéfe schwankender Grésse (9 — 20 mm), die oftmals milchig-
trib oder als Ringzone auftraten. Dies mag auf eine unterschiedliche
Expressionsstarke des Transporters zuruckfUhrbar sei, kann aber auch auf den

Einfluss degradierender Enzyme beruhen.

, , , Endpunkt
E.coli MB97 - Ferrioxamintransport Probe (Cr;)n?)un
1000 FOX 393
—&—FOX
w00 | FOX +SAL FOX +SAL 239
FOX +pTG7 FOX +pTG7 972
FOX +pTG7+SAL FOX+pTG7+SAL |457
600 Abb. C46 :

Transportverhalten von E.coli
MB97 (Transportassay mit

400 55Fe3+-Ferrioxamin).
FOX = Ferrioxamin,
SAL = Salmycin A,

200 Probenvolumen 50 pl,

eingesetzte Aktivitat pro
Sample: 13,6 kBq.

cpm

L.

0d ‘ ‘ ‘ ‘ Konzentrationsverhaltnis
0 5 10 15 20 30 | radioaktiv markiertes
Zeit (min) Ferrichrom zu Salmycin 1:1,3.

C.7.3. tatC ist notwendig fur Salmycinaufnahme

TatC ist ein cytosolisches Chaperon, welches die Prozessierung von FhuDg i
malfgeblich beeinflusst (Ize et al., 2004; Sargent et al., 1999). Die Mutante AtatC
(Keiko-Stammsammlung, Japan) besitzt somit kein aktives FhuD im Periplasma. Da

die Bindeproteine bei den untersuchten Gram-positiven Bakterien fur das Fhu-System
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eine SchlUsselfunktion in der Erkennung von Ferrichrom, Ferrioxamin und analogen
Substraten einnehmen, sollte eine entsprechende Rolle von FhuD bei E. coli
untersucht werden. Um zu prifen, ob die Abwesenheit von FhuD die
Salmycinaufnahme beeinflusst wurden mit JE3815 (AtatC) Plattendiffusionstests und
Radioassays durchgefuhrt.

Ohne FoxAves. (pTG7-Komplementation) zeigte die Mutante im Bioassay keine
Sensitivitat und die Transportraten flr Ferrichrom und Ferrioxamin bewegten sich in
Grossenordnungen, die auf unspezifischen Transport deuten. Bei der FoxA-
komplementierten Mutante stiegen die Transportraten auf etwa die doppelten Werte
an, blieben damit aber noch immer weit unter den Normalwerten von E. coli, die um
den Faktor 2 bis 10 hoher liegen (vgl. Abb. C47, C48 und C46, C46). Auch sie blieben
Salmycin-resistent. Aus den Versuchen wird geschlossen, dass die komplementierte
Atatc-Mutante Salmycin aufzunehmen vermag (ebenso Albomycin), aufgrund des
fehlenden FhuD eine Einschleusung in das Cytoplasma jedoch unterbleibt. Die
gemessenen Werte deuten eher auf eine Anreicherung der Sideromycine im

Periplasma hin.

Ferrioxamintransport von E. coli JE3815

—e— Fox

—i— Fox+ALB

—aA— FOx+SAL

—O— Fox+pTG7
——plG7r +AB
—N— FoxtpTG7+SAL

cpm

0 5 10 15 20 30
Zeit (min)

Abb. C47 : Transportverhalten von E.coli JE3815 (AtatC). Transportassay mit *°Fe®'-
Ferrioxamin, Probenvolumen 50 ul, eingesetzte Aktivitat pro Sample: 13,6 kBg. FOX =
Ferrioxamin, SAL = Salmycin A, ALB = Albomycin. n=3.
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Ferrichromtransport von E. coli JE3815
3000
2000 —e—FCH
—m FCH+ALB

£ 1500 - —&— FCH+SAL
& —O— FCH+pTGY7

1000 —0— FCH +pTG7+ALB

/}//./ —A— FCH +pTG7+SAL
500
0 L T T T T
0 5 10 15 20 30
Zeit (min)

Abb. C48 : Transportverhalten von E.coli JE3815 (AtatC; Transportassay mit *>Fe®*"-Ferrichrom),
Probenvolumen 50 ul, eingesetzte Aktivitdt pro Sample: 13,6 kBq. FCH = Ferrichrom, SAL =
Salmycin A, ALB = Albomycin, n=3.

C.7.4. Komplementation von K.pneumoniae

Wie bei S. aureus konnten auch aus den Hemmhodfen von K. pneumoniae 2164
Kolonien isoliert werden, die Resistenz gegen Salmycin zeigten, jedoch Albomycin-
sensitiv blieben. Die Spontanmutante K. pneumoniae SAL7 zeigte auf Agarplatten
Unempfindlichkeit gegen Salmycin und wies im Radioaktivtransport eine stark
verminderte Aufnahme von Ferrioxamin auf. Durch die Transformation von FOxAyers in
KP-SAL7 wurde ihre Sensitivitat im Plattendiffusions-Test wiederhergestellt.
Aufnahmetests mit radioaktiven Substraten ergaben beim komplementierten KP-SAL7
gesteigerte Transportraten von bis 47% der Wildtyp-Transportraten (26% in der
Relation Wildtyp — unkomplementierte Mutante; siehe Abb. C49). Die Transportraten
fur Ferrichrom blieben dagegen unbeeinflusst auf dem Niveau des Wild-Typs (Abb,
C50). Dagegen war die Sensitivitat im Bioassay weitaus deutlicher zu sehen als bei
E.coli (Abb. C51). Da nur unzureichende Daten zur Transformation und Expression
von Fremd-DNA in K. pneumoniae recherchiert werden konnten, fand die
Durchfuhrung der Versuche gemass den bei E.coli standardisierten Protokollen statt.
Die Transformationen von KP-SAL7 mit pTG7 und die anschliessenden Transporte
verliefen daher sicherlich suboptimal. Dies zeigte sich insbesondere an Agglutination
wahrend der Aufreinigung des Plasmids und langsamen Wachstumsraten der

Transformanden. Die nur massig erhohten Transportraten der komplementierten
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Mutante kdnnen daher ein Resultat der mangelnden Expression von FoxAyers. sein. Die
Synthese des Proteins hatte eventuell toxische Folgen fur den Zellstoffwechsel, was

sich in einer Verminderung der Vitalitat des Stammes zeigte.

. . Endpunkt
Klebsiella pneumoniae - Probe (Cpnﬁ)
Ferrioxamintransport
3000 | 2164 2489
—8—2164 SAL7 705
2500 4 | O—KP-SAL7
——KP-SAL7-pTG7 SAL7-pTG7 (1161
" 2000 - Abb. C49:
Transportverhalten von K.
g 1500 1 pneumoniae 2164
) (Transportassay mit *°Fe’*-
1000 - Ferrioxamin),
Probenvolumen 50 pl,
500 1 eingesetzte Aktivitat pro
0 Sample: 13,6 kBq.
0 5 10 15 20 30
t (min)
Klebsiella pneumoniae - Probe Endpunkt
Ferrichromtransport (cpm)
8000 2164 6931
—0— 2164
—O— KP-SAL7 SAL7 7162
6000 | |~ KP-SAL7-pTG7 SAL7-pTG7 (6696
Abb. C50:
Transportverhalten von K.
g_ 4000 1 pneumoniae 2164
3) (Transportassay mit *°Fe**-

Ferrichrom), Probenvolumen
50 pl, eingesetzte Aktivitat pro
Sample: 13,6 kBq.

2000 -

0 5 10 15 20 30
t (min)

Abb. 51 : Bioassay von K.
pneumoniae. von links: SAL7
unkomplementiert, Sal7 mit
pTG7 komplementiert, und
Wildtyp (2164); NBD-Medium,
10ug Salmycin A, Inkubation
flr 24 h bei 37°C.
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C.8. Salmycin-Sensitivitat und
Hydroxamataufnahme im phylogenetischen
Zusammenhang

Nachdem das Wirkspektrum von Salmycin eingegrenzt war, erhob sich die Frage, ob
sich die Sensitivitdt gegen das Antibiotikum in der Phylogenie widerspiegeln wirde.
Gruppieren sich salmycinsensitive Spezies im gleichen Cluster? Sind sie abhangig von
der Fahigkeit zur Hydroxamataufnahme?

Zur Untersuchung dieser Fragestellung bot sich aus zwei Grinden die Gruppe der
Enterobacteriaceae an. Zum einen stellen die Enterobacteriaceae eine sehr gut
eingegrenzte Gruppe dar. Analysen zur Phylogenie der Enterobakterien wurden
bereits anhand unterschiedlicher Gensequenzen durchgefuhrt (Paradis et al., 2005;
Dauga, 2002). Zum anderen wurden bei der Untersuchung des Wirkspektrums
zahlreiche Enterobakterien erfasst. Nahezu alle untersuchten Salmycin-sensitiven
Gram-negativen Spezies sind dieser Gruppe zugehorig. Die phylogenetischen
Analysen dieser Arbeit lehnen sich an das Werk von Paradis et al. (2005) an. Als
Grundlage diente die phylogenetische Untersuchung der Nukleinsauresequenzen der
F-ATPase p-Untereinheit einer Auswahl von Enterobakterien. Der erstellte
Stammbaum wurde insofern modifiziert, als die Anzahl einbezogener Sequenzen
reduziert wurde, ohne die momentan gultige Ordnung verfalscht wiederzugeben (siehe
Abb. 52). Die Daten uber das Vorhandensein eines Aufnahmesystems fur Ferrichrom
und Ferrioxamin wurden uber Bioassays ermittelt, sofern die Spezies zur Verfigung
stand. FlUr andere Stamme (*) wurde in der Literatur oder in Sequenzdatenbanken
recherchiert (Rabsch & Winkelmann, 1991; Reissbrodt et al. 1990). Die Neighbour
Joining-Analyse ergab einen konsistenten Stammbaum der Enterobacteriaceae, der
die zurzeit gangige Auffassung ihrer Einordnung wiedergibt. Der Abgleich der
phylogenetischen Topologie mit den existierenden Daten Uber die Verbreitung von
Hydroxamataufnahmesystemen zeigt die weite Verbreitung solcher
Transportkomplexe innerhalb der Enterobacteriaceae. Salmycin-sensitive Spezies
gruppieren in dieser Baumtopologie nicht zusammen, sondern treten verstreut im
Stammbaum auf. Demgegenuber stehen albomycinsensitive Arten. Bis auf die entfernt
stehende Aussengruppe um Providencia und Proteus tritt in allen Clustern eine
Sensitivitat gegen Albomycin auf. Die Sensitivitat gegenuber den Sideromycinen geht

stets mit dem Vorhandensein eines Hydroxamat-Transportkomplexes einher.
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|ax110926| Plesiomonas shigelioides ?

|ax110012|Buidvicia aguatica ?

8 |ax108803| Providencia alcalifaciens ?

i 100 [ |AX 109601 | Profeus mirabilis #
e | 1v134488| Profeus vuigaris #

53 |ax109941| Vibrio cholerae *

100 f |av134480|Haemophilus influenzae %k

| |ax10s590| Pasteurella mulfocida

- |ax109860] Yersinia enferocolitica A,(S),F *

100 = |Ax110028| Yersinia pestis *

|ax109683| Yersinia psetidotuberculosis #*

g™ |ax109545|Edwardsiella tarda ?

] 100 = |Ax10s578|Hafnia alvei ASF *

ke |x110924| Obesumbacterium proteus ?

u |ax109596| Morganelia morganii *

i [ax109622| Serratia liquefaciens Al 7

81 |ax100624| Serratia marcescens A1l *

= i |ax10s620| Serratia ficaria ?

100 |ax0e566| Ewingella americana *

|ax109s08| Rahnella aquatilis ?

N 99 |ax110919|Erwinia amylovora *
_I |ax109597|Pantoea agglomerans AF *
|ax110038|Enterobacter aerogenes Ak

=y |ax109523|Cedecea davisae ?

|Ax109665| Yokenella regensburgei ?

|ax109551|Enterobacter cloacae ASF *

|ax109531| Citrobacter freundii (S,F) *

|x109585|Kluyvera ascorbata ?

|ax100s84|Klebsiella pneumoniae AS %

in dieser Arbeit |wv124484| Salmonella bongori 4
" untersucht a9 |ax100618| Salmonella typhimurium Al =k
= ARG [ax110027| Saimoneila enteritidis Ak
S = Salmycinsensitiv |1 x109562| ESCheErChIa forgusonii ?
F = Ferriymcinsensitiv_ =21 o [axric211|Escherichia coli Al *
1 = nicht auf Ferrimycin getestet g |ax109830| Shigefla dysenteriae Al *
Hydroxamataufnahmesystem o1 IAx100820| Shigella boydii A1l *
*= vorhanden g0 | [Ax109e31|Shigella flexneri A1l *
# = fehlt |ax100832|Shigelta sonnei A1 ¥

? = unbekannt 04

Abb. C52 : Stammbaum aus den Nucleinsduresequenzen der F-ATPase p-Untereinheit
ausgewabhlter Spezies der Familie Enterobacteriaceae (modifiziert nach Paradis et al. [2005];
Neighbour Joining-Analyse Uber Dayhoff-Matrix, bootstrap-Werte aus 1000 Wdh. in %., root:
Plesiomonas shigelloides; erstellt mit ClustalX/Treeview). Darauf eingetragen die Verbreitung
des Hydroxamat-Transportsystems und Sensitivitat gegen Salmycin, Albomycin und Ferrimycin.
Getestet nach Standard-Verfahren im Bioassay wie zuvor beschrieben. Sofern nicht getestet
beruhen die Daten auf Literaturrecherche (siehe Text C.8.).
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C.9. Untersuchung der Bindeproteine von E.coli,
S.aureus und B.subtilis

C.9.1. Sequenzvergleich der Bindeproteine

Tab. C-XIll : Homologie der unterschiedlichen Bindeproteine in Prozent. Errechnet aus
Sequenzvergleichen mit 20 Alignments unter Verwendung der Blossom62-Matrix (Sequenzen
aus EMBL/SWISSProt-Datenbank, Access No.: AAK92085.1, AAK92086.1, CAA63642.1,
CAB15997.1, ohne Signalsequenzen).

FhuD1 FhuD2 FhuD YxeB
(S. aureus) | (S. aureus) (B. subtilis) | (B. subtilis)
FhuD1 --
(S. aureus)
FhuD2 41,9 % -
(S. aureus) (in 301 AS)
FhuD 38,8 % 37,6 % --
(B. subtilis) (in 268 AS) (in 303 AS)
YxeB 30,0 % 34,8 % 39,8 % -
(B. subtilis) (in 300 AS) | (in 287 AS) (in 307 AS)

Aufgrund des identischen Aufbaus der beiden Fhu-Systeme von B. subtilis und S.
aureus, sowie der homologen Eigenschaften ihrer beiden Bindeproteine hinsichtlich
der Substraterkennung, ergab sich die Fragestellung, ob davon ausgegangen werden
kann, dass sich beide Systeme einen gemeinsamen Vorfahren teilen. Hierzu wurden
die vier Lipobindeproteine Uuber BLASTp verglichen. Dieser Vergleich ergab
Uberraschenderweise Sequenzibereinstimmungen im Bereich von lediglich 30 bis 42
%. Hierbei waren sich die Bindeproteine einer Art erwartungsgemass ahnlicher als
zwischen den Arten. Prozentual unterscheiden sich FhuD1 und YxeB am meisten.
Allen vier verglichenen Proteinen sind lediglich vier identische Sequenzmotive
gemeinsam: PKR (Pos. 59), PDLII/VV (Pos. 117), KIVAPT (Pos. 135) und GRGG/L
(Pos.214). Dem YxeB-Protein fehlt das in den anderen Proteinsequenzen
vorkommende Motiv AGDY1 (Pos. 255). Vor diesem Hintergrund ist es wahrscheinlich,
dass entweder FhuD (B. subtilis) oder FhuD2 (S. aureus) der Urahn dieser
Hydroxamatbindeproteine ist. Eine Genduplikation innerhalb einer Art, wie von

Sebulsky et al. (2001) postuliert, ist wahrscheinlich.

C.9.2. Klonierung von FhuD2s aureus

Nachdem die Relevanz von FhuD2 von S. aureus bei der Aufnahme von Salmycin

deutlich geworden war, sollte das Bindeverhalten des Proteins untersucht werden.

113



Ergebnisse

Hierfur wurde FhuD2 in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert und
anschliessend Western Blots und Proteaseschutzexperimente durchgeflhrt.

Die verwendeten Primer FhuD2_kpn1 F und FhuD2_EcoRI_R wurden anhand der
Datenbanksequenz von S. aureus MW2 mit dem Programm Netprimer entwickelt und
optimiert. Zur Amplifikation wurde genomische DNA von S.aureus RN6390 verwendet.
Das resultierende PCR-Fragment (923 bp) wurde aufgereinigt in den Vektor pBAD
Myc/HisC kloniert. Der entstandene Klon wurde pTG6 bezeichnet (vgl. Abb. C53).
Durch die Verwendung der MCS des Plasmids wurde ein C-terminaler 6xHis-Tag

angeflgt, der die spatere Aufreinigung Uber Ni-NTA-Verfahren ermdglichte.

kol - 317- C'CATG G
Mol -330- CTCCA G
Sacl -331- G AGCT'C
Balll-334- A'GATC T
Bl -342- C TGCAG
Kl -350- G GTAC'C

HindIll- 823 - A'AGCT T

EeoRI- 1394 - G'AATT_C
=~ Fiudlll- B01- AAGCT T
EhaBI - 1508 - TAC'GTA

Abb. C53 : Klonierung von FhuD2 in pBAD Myc/His-C. (1) Kontrollverdau pBAD nach
Plasmidisolierung (4 kb), (2) Marker, (3) Positivklon (5 kb), (4) Negativklon, alle Fragmente Sacl-
verdaut. (5) Marker, (6) Kontrollverdau mit EcoRI/Kpnl des Positivklons (pTG6) flhrt zu zwei
Fragmenten — FhuD2s ayreus (923 bp) und pBAD Myc/His-C (4,1 kb); rechts: Schematische
Zeichnung des Vektors pTG6.

C.9.3. Uberexpression von pTG6

Die Expression erfolgte im Stamm E.coli BL21 DE3. Nach Elektroporation wurde der
Stamm in 3 ml Vorkultur angezogen. Zur Uberexpression wurde ein Volumen von 250
ml TY/Amp-Medium verwendet. Vorab unternommene Tests zeigten eine Induktion der
Proteinexpression ab einer Zugabe von 0,02 % Arabinose zum Gesamtvolumen.
Zellernte und -aufschluss erfolgten wie im Methodenteil vermerkt, ebenso die His-tag-
FhuD2-Aufreinigung. Ein SDS-PAGE diente zur Kontrolle des Expressionserfolges
(siehe Abb. C54).
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Abb. C54 : SDS-PAGE der Uberexpression von FhuD2 s aureus Uber das Plasmid pTG6. (1)
Marker, (2) Zelllysat vor Induktion, (3) Zelllysatnach Induktion, (4) Zellaufschluss, (5) bis (7)
Waschschritte, (8) und (9) Elutionschritte, (10) Marker (PageRuler, Fermentas)

Die SDS-PAGE zeigt samtliche Stufen der Proteinaufreinigung vom Zeitpunkt vor der
Induktion bis zu den Elutionsschritten in denen das His-Tag-Protein ausgewaschen
wird. Die Spuren 8 und 9 zeigen deutlich die FhuD2-Banden im Bereich zwischen 25
und 35 kDa, wobei die korrekte Fragmentgrosse 34 kDa betragen sollte. Es ist daher
anzunehmen, dass es sich bei den starkeren Banden um Abbaubanden von
FhuD2s aureus handelt. Die eigentliche FhuD2s aueus-Bande ist mit einem schwarzen

Pfeil gekennzeichnet.

C.9.4. Uberexpression von pMR20(Rohrbach, 1995)

Der Expressionsvektor pMR20 wurde aus der Stammsammlung enthommen und zum
Vergleich ebenfalls Uberexprimiert. Er enthalt die Sequenz des E.coli —FhuD (Notl/
EcoRI-ligiert, ohne Signalsequenz) auf einem PpET19b (His-tag)-Vektor mit
modifizierten Polylinker, und ist durch IPTG induzierbar. Die Uberexpression erfolgte
daher nach einem anderen Schema als bei pTG6 (siehe B.2.7.1, Tab B-VIIl). Als
Induktor fur pMR20 diente IPTG (0,1 M). Der Expressionserfolg wurde mittels SDS-
PAGE bestimmt (siehe Abb. C55).Das Gel zeigt in Spur 6 und 7 deutliche Banden im
Bereich von 31 kDa, der korrekten Grosse des uberexprimierten Fragments. Die

Aufreinigung Uber His-Tag erfolgte gemass Protokoll ohne Probleme.
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Abb. C55 : SDS-PAGE der Uberxpression von E.coli FhuD (iber das Plasmid pMR20. (1)
Marker, (2) Zellaufschluss, (3) bis (5) Waschschritte, (6) und (7) Elutionsschritte, (8)
Zelliberstand nach Zentrifugation, (9) leer, (10) Marker (PagerRuler, Fermentas)

C.9.5.Proteinbestimmung mit dem BCA-Assay

Um die Menge des Uberexprimierten Proteins zu bestimmen wurde ein BSA-Standard
hergestellt und mit dem eluierten Protein (1. und 2. Elutionsschritt) des
Zellaufschlusses verglichen. Die Uberexpression von FhuDg i ergab eine Ausbeute
von 764 mg/l, die von FhuD2s aureus 591 mg/l (vgl. Abb. C56). Die Expression war in
beiden Fallen somit erfolgreich, auch wenn zu diesem Zeitpunkt noch unklar war, ob

funktionelle Proteine gewonnen werden konnten.

BCA - Standard . OD ss5nm mg/l
E. coli - FhuD
s Elution 1 0,841 764,09
y =0,0011x Elution 2 0,342 310,45
2
R*=09281 /’ S. aureus - FhuD2
2 ry Elution 1 0,651 591,36
£ Elution 2 0,409 371,82
o .
° } o Abb. C56 : Eichstandard fur
./ Proteinbestimmung mit
Geradengleichung und
2 BestimmtheitsmalR}.
0 Tabelle oben: gemessene Werte und
’ O Umrechnung in Proteinkonzentration.
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C.9.6. Bindungsassays mit den aufgereinigten Proteinen

Um die Ergebnisse des Transportassays zu bestatigen, wurden Bindeassays mit dem
uberexprimierten Protein FhuD2s ayreus durchgefuhrt, um zu zeigen dass FhuD2s ayreus
Salmycin A als Substrat erkennt. Dies geschah uber eine Proteinase K-Verdau, der
mittels einer SDS-PAGE dargestellt wurde (Abb. 57).

1 2 3 4 5 6 7 8 kpa

- . W 55

- - 3
W AN g,

»e - o/

.- -

el

Abb. 57 : SDS-PAGE von FhuDg ., nach Proteinase K-Verdau, 30 min, 55°C.
1 + 8 Marker (PagerRulerPlus, Fermentas), 2 verdaut ohne Substrat, 3 unverdaut, 4 Ferrichrom,
5 Albomycin, 6 Ferrioxamin, 7 Salmycin A.

Das frisch isolierte FhuDE cqii l8uft bei etwa 33 kDa. Nach Inkubation mit verschiedenen
Substraten treten drei Banden in den Bereichen 30, 27 und 24 — 25 kDA (schwach)
auf, im Vergleich zu keiner Bande bei Verdau ohne Substrat. Aufgrund der Bindung

von Siderophoren wird der Core-Bereich von FhuDk . vor dem Verdau geschutzt.

Das SDS-Page mit dem Verdau von FhuD2s aureus zeigte ein ahnliches Bild (Abb. 58).
Interessant ist, dass die unverdaute Probe als massive Bande bei etwa 27 kDa (Spalte
3) lauft und damit kleiner als die von der Literatur angegebenen 36 kDa (Sebulsky et
al. 2001). Die Signalsequenz von FhuD umfasst 28 Aminosauren (3-4 kDa). Damit
sollte auch die prozessierte Form des Proteins eine Grosse von mehr als 30 kDa

besitzen.
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Abb. C58 : SDS-PAGE von FhuD2s ,.eus Nach Proteinase K-Verdau. 1 + 8 Marker
(PagerRulerPlus, Fermentas), 2 verdaut, 3 unverdaut, 4 Ferrichrom, 5 Albomycin, 6 Ferrioxamin,
7 Salmycin A.

Moglich ist, dass das Protein nicht vollstandig entfaltet wurde und als Knauel das Gel
schneller durchlief als die verdauten Proben. Die Verdaubanden mit zugegebenen
Substraten sind identisch und zeigen eine ahnliche Bandenverteilung wie der Verdau
von FhuDgg,i. Anhand der Ergebnisse ware somit eine Affinitat von FhuD2s ayreus

nachgewiesen.

C.10. Zytotoxizitat

Bevor die Wirksamkeit von Salmycin gegen Infektion im Maus-Modell getestet werden
sollte, wurden Zytotoxizitats-Assays an HEp2-Zellen durchgefihrt. Durch diese Tests
konnten Daten Uber den Einfluss von Salmycin auf die Vitalitat eukaryotischer Zellen

gesammelt und erste Risiken hinsichtlich Toxizitat der Substanz abgeschatzt werden.

C.10.1. Einfluss von BSA auf die Bioaktivitat

Im Vorversuch zur Zytotoxizitatsbestimmung von Salmycin musste ausgeschlossen
werden, dass eine Minderung der Bioaktivitat durch Bindung an Serumproteine auftritt.
Da Albumine einen Anteil von 20 % und mehr im humanen Serum einnehmen (Ddrner,
2006), wurde BSA als Testagens eingesetzt. Dieser klarende Schritt war auch fur die
spater angesetzten in-vivo-Studien notwendig. Der Plattendiffusions-Test wurde hierfur

in modifizierter Form auf NBD und Vogel-Johnson-Medium durchgefihrt und der
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entstehende Hemmhof mit dem der Kontrollgruppe ohne BSA verglichen. Die Grosse
der Hemmzonen mit BSA-Zusatz war in drei von vier Ansatzen identisch. Die vierte
Testplatte zeigte eine um £0,5 mm gréssere Hemmzone bei BSA-Zusatz, der jedoch
nicht als signifikant gewertet wurde (siehe Abb. C59). Auf denselben Platten wurde mit
Albomycin auf identische Weise verfahren. Auch hier wiesen die Hemmzonen keine

markanten Abweichungen auf.

%)
Salmycin  |Ansatz @ (mm) +BSA (mm) +BSA
RN6390 1 16,5 16,5 17,5 17,5
2 16,5 16,5 17,0 17,0
VA24500 3 19,0 19,0 19,5 20,0
4 19,0 19,0 20,0 20,0
%)
Albomycin |Ansatz @ (mm) +BSA (mm) +BSA
RN6390 1 22,0 220 225 22,5
\ 2 22,0 22,0 23,0 23,0
\ VA24500 3 27,0 27,0 28,0 28,0
———— 4 27,0 27,0 28,0 28,0

Abb. C59 : Plattendiffusionstest auf VJ-Agar. Albomycin (links) und Salmycin (rechts), je 10 ug.
Den unteren beiden Salmycin-Ldsungen wurde BSA (5% Endkonzentration) zugefligt und nach
16 h Inkubation der Hemmhof gemessen. (n=2x 2 Ansatze auf VJ und NBD-Medium).

Die auftretenden Unterschiede waren stets auf dem eisenarmen NBD-Medium zu
beobachten, das generell grossere und scharfer differenzierte Hemmzonen begunstigt.
Im in-vitro-Versuch konnte somit kein negativer Einfluss von Serumproteinen auf die

Bioaktivitat von Salmycin und Albomycin nachgewiesen werden.

C.10.2. Konzentrationsabhangige Zytotoxizitat

Die Abhangigkeit der Zytotoxizitat von der Salmycinkonzentration wurde drei, acht und
16 h nach Zugabe gemessen (s. Abb. 60). Toxische Effekte im LDH-Assay sind bereits
innerhalb der ersten Stunden nachweisbar. Um eine langfristig einsetzende
zytotoxische Wirkung zu erfassen, wurden im grosseren zeitlichen Abstand zwei
weitere Ansatze gemessen. Zudem wurden sehr hohe Salmycin-Konzentrationen (0,1

— 2,0 mg/ml) eingesetzt, die in tierischem Gewebe vermutlich nicht erreicht werden.

In den ersten drei Stunden nach Zugabe von Salmycin B zeigte sich keine eindeutige
Zytotoxizitat (s. Abb. C60). Die Werte nach zweistindiger Inkubation lagen stets leicht

uber dem Nullwert, mit diskret fallender Tendenz bei niedrigeren Konzentrationen. Im
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Zytotoxizitat von Salmycin innerhalb der ersten 3 Stunden
1,5
01 Stunde
1 02 Stunden
O3 Stunden
£
0,5 1+
[a)
@)
: N e
TritonX 2 mg 1mg 0.5mg 0.25 mg 0.1 mg ddH20
-0,5
Salmycin-Konzentration p1h=0,06 p2n= 0,05 p3n=0,04

Abb. C60 : Konzentrationsabhangige Zytotoxizitat von Salmycin B im LDH-Assay nach 1, 2 und
3 Stunden (Nullwert abgezogen); 5x 10* Zellen/ml, 200 ul Volumen; Inkubation bei 37°C, 100%
Luftfeuchtigkeit, danach 30 min Inkubationszeit bei RT nach Zugabe des Enzym-Mix zu 100 ul
Zelluberstand; dreifach bestimmt, gemittelt.

Gegensatz dazu zeigten die Ein- und Dreistundenwerte, ein fortwahrendes
Unterschreiten des Nullwertes. Eine zytotoxische Eigenschaft innerhalb der ersten drei
Stunden war somit nicht nachweisbar. Die mittlere Standardabweichung fur Werte
nach einstundiger Inkubation lag nach Abzug des Nullwertes bei 0,044, nach zwei
Stunden bei 0,019 und nach drei Stunden bei 0,015. Im verbundenen t-Test
(Signifikanzniveau o= 0,05, p<0,05; Ho= Salmycin wirkt nicht cytotoxisch) werden die
Werte der ersten zwei Stunden als nicht signifikant bewertet. Das bedeutet, dass nicht

ausgeschlossen werden kann, dass Salmycin keinen toxischen Einfluss auf die Zellen

ausubt. Der p-Wert aus der Analyse der Drei-Stunden-Werte (p3,<0,05) ist hingegen
als signifikant zu werten und weist darauf hin, dass ein Einfluss von Salmycin auf die
Zellen zu erwarten ist. Da die Werte in dieser Gruppe mehrheitlich niedriger liegen als
die Kontrollwerte ist dieses Ergebnis jedoch zu verwerfen. Der LDH-Assay lasst keine

RuckschlUsse auf positive Einflisse von Testsubstanzen zu.

Werden die Hep2-Zellen acht Stunden mit unterschiedlichen Salmycinkonzentrationen
inkubiert, so zeigt der LDH-Assay eine deutliche Reaktion auf freigesetztes Lactat in
den Salmycinproben. Die Auswertung im t-Test ergibt fur die erhaltenen
Messergebnisse signifikante p-Werte. Beide Substanzen unterscheiden sich in ihren

Grundgesamtheiten deutlich von der Kontrollgruppe, so dass von einem Einfluss von
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Zytotoxizitat von Salmycin nach 8 Stunden
2
Eaes
151 | m Salmycin B @ Salmycin aus HPLC \7
0 ‘
TntonX1OO 2mg 0.5mg 025mg 0.1mg ddH20  Medium
psaLe=0,037 psaLnpLc=0,032 Konzentration pro ml

Abb. C61 : Konzentrationsabhangige Zytotoxizitat im LDH-Assay , 5x 10* Zellen/ml, 200 pl
Volumen, 8 h bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und 30 min Inkubationszeit (RT) nach Zugabe

des Enzym-Mix zu 100 ul Zelliberstand, dreifach bestimmt, gemittelt.

Salmycin ausgegangen werden muss (Abb. C61). Salmycin B unterschritt die Werte
der Negativkontrolle im Schnitt um -0,130 (psas=0,032). Wie bei den Drei-Stunden-
Werten hat der Test dadurch keine Aussagekraft. Beim eigenpraparierten Salmycin
wurde dagegen eine Uberschreitung von durchschnittlich 0,165 ermittelt. Der
zugehorige p-Wert (psainpc=0,037) fuhrt zu der Testentscheidung, dass eine
cytotoxische Wirkung mit hoher Wahrscheinlichkeit vorliegt. Die geringe
Standardabweichung spiegelt die Konstanz der gemessenen Werte wieder. Die Werte
zeigen, dass der durch destilliertes Wassers verursachte osmotische Stress, den

Zelltod starker induziert als Salmycin.

Zytotoxizitat von Salmycin nach 16 Stunden

B Salmycin B OSAL-HPLC |

b m i i e [T

TritonX100 1mg 0.25 mg ddH20
Psas=0,5311 psacrpLc=0,04 Konzentration pro ml

Abb. C62 : Konzentrationsabhangige Zytotoxizitat im LDH-Assay , 5x 104 Zellen/ml, 200 pl
Volumen, 16h bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und 30 min Inkubationszeit (RT) nach Zugabe
des Enzym-Mix zu 100 ul Zelliberstand; dreifach bestimmt, gemittelt.
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Ebenso stellte sich die Situation nach 16 Stunden Inkubation dar (Abb. C62). Fur
HPLC-prapariertes Salmycin ist ein  cytotoxischer Effekt wahrscheinlich
(psaLnpLc=0,04), wohingegen Salmycin B von Hoechst keinen signifikanten Wert
lieferte (psas=0,53). Die Abweichung von der Negativkontrolle betragt im Mittel 0,018
(Salmycin B) bzw. 0,047 (HPLC-Salmycin) bei geringer Streuung der Einzelwerte.

C.10.3. Zeitkinetik

Fur die Zeitkinetik wurde eine Salmycin-Konzentration von 125 pg/ml gewahlt. Es
wurden 14 Stunden lang alle zwei Stunden Proben entnommen. Hierbei musste darauf
geachtet werden, dass die Inkubationszeit von 30 min nach Zugabe des Enzym-Mixes
exakt eingehalten wurde. Unterschiedliche Messzeitpunkte flhrten aufgrund des
colorimetrischen Verfahrens zu hoheren Messfehlern bei der OD4gp-Bestimmung im
Bereich von 0,02 bis 0,05 pro 5 Minuten. Das kombinierte Linien-Balken-Diagramm

(Abb. C63) zeigt die gemessenen ODgsg-Werte im Zeitverlauf nach Abzug des

Nullwertes.
Zytotoxizitat tber 14 h
I Sal HPLC absolut
1,75 + 1 1,75 |C—Sal B absolut
A  SalB
¢ SalHPLC
1,25 + + 1,25
TritonX, gemittelt
§ ----- SAL B
o T075 |—--—SALHPLC
Background,
gemittelt
0,25 + I:I I:I + 0,25
Oh 2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h psas = 0,009
-0,25 -0,25 psaLrpLc=0,019
Inkubationsdauer (h)

Abb. C63 : Konzentrationsabhangige Zytotoxizitat im LDH-Assay , 5x 104 Zellen/ml, 200 pl
Volumen, 16h bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und 30 min Inkubationszeit (RT) nach Zugabe
des Enzym-Mix zu 100 pl Zelliberstand; dreifach bestimmt, gemittelt. Absolutewerte beziehen
sich auf Messwerte mit abgebogenem Nullwert.
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Die Standardabweichung bewertet die Streuung der Werte fur Salmycin B mit 0,06
(minimal 0,025, maximal 0,085; Ausreisserwert bei 10 h: 0,129), fur HPLC-Salmycin
mit 0,03 (minimal 0,015, maximal 0,048). Im darlber gelegten Liniendiagramm sind die
Messpunkte als Symbole sowie als gestrichelte Trendlinie eingetragen. Positivkontrolle
(Triton X-100) und Nullwert sind als durchgezogene Linien verzeichnet.

Die Tendenz dieses Versuchs zeigt, dass die Zugabe von Salmycin zu einem leicht
erhohten Zelltod fuhrt. Der Effekt ist insbesondere im Zeitraum zwischen vier und zehn
Stunden nach Applikation erkennbar. Die Abweichung der Linie von Salmycin B liegt
im Mittel bei +0,119, fur HPLC-Salmycin bei +0,095. Die Abweichung des Mittelwerts
der Positivkontrolle betragt mit +1,193 rund das Zehnfache dieser ermittelten Werte.
Beim colorimetrischen LDH-Assay besteht ein direkter proportionaler Bezug von
freigesetztem Lactat zur OD-Anderung. Dadurch lasst sich aus den Ergebnissen der
Zeitkinetik schliessen, dass die Zugabe von Salmycin zu einer Erhohung der
Zellsterberate von 9 - 10% gegenuber dem Normalwert fuhrt. Diese Daten werden im
t-Test durch signifikante p-Werte (psais = 0,009465; psaLqpLc=0,01893) unterstitzt.

C.11. in-vivo-Wirksamkeit von Salmycin gegen
Methicillin-resistente S. aureus

Nachdem das Wirkspektrum eingegrenzt und eine gravierende Zytotoxizitat durch den
LDH-Assay ausgeschlossen werden konnte, wurde die in-vivo-Wirksamkeit von
Salmycin im Mausmodell bestimmt. Hierzu wurden CD1-Mause mit 1 x 108 CFU des
Methicillin-resistenten Stamm S. aureus COL infiziert und nach sechs Stunden
Inkubation mit verschiedenen Antibiotikagaben therapiert. Nach 72 Stunden wurden
die Tiere getotet, Organe entnommen und die Keimzahl bestimmt. Die
Untersuchungen lieferten Daten =zur Dosis, Gewebegangigkeit und in-vivo-

Resistenzbildung.

Zunachst wurden unterschiedliche Organe entnommen und die Keimzahlen bestimmt.
Dabei erwies sich die Niere als das Organ mit der hochsten Besiedelung. In Milz und
Leber konnten dagegen auch in der Negativkontrolle keine verwertbaren CFU ermittelt
werden. Obwohl S. aureus COL in einem vorbereitenden Schritt einmal durch die
Maus passiert worden war, erreichte der Stamm nicht die Fitness eines

Patientenisolates.
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C.11.1. Dosisfindung

Die Hohe der Anfangsdosis in der ersten Versuchsreihe orientierte sich an den
Versuchen zur in-vivo-Wirksamkeit von Albomycin (Pramanik et al., 2006) und
entspricht einer Menge von 50 pg Salmycin A pro Maus. Bezogen auf das
Kdrpergewicht entspricht dies einer Dosis von 2 mg/kg. Die Resultate im ersten
Durchgang zeigten keine signifikante Verminderung der Keimzahl (nicht dargestellt).
Daher wurde die Dosis im zweiten Durchgang auf 10 mg/kg (250 pg Salmycin A pro
Maus) erhdht. Zudem wurden zwei weitere Gruppen eingefuhrt, die nach 24 Stunden
eine zweite Salmycin- bzw. Vancomycindosis (weitere 250 ug je Maus) erhielten, um
die Antibiotikakonzentration im Koérper aufrecht zu erhalten. Eine Einzelgabe von 250
Mg Salmycin pro Maus zeigte im Mittel keinen Effekt. Die doppelte Gabe fuhrte bei
Salmycin zu einer Reduzierung der Keimzahl von etwa 1,5 Zehnerpotenzen und war
damit effektiver als die Vancomycin-Therapie. Auffallig ist, dass die Werte der
Salmycingruppen stets eine hohe Streuung aufweisen und starke Ausreisser nach

oben und unten auftreten (siehe Abb. 64).

in-vivo-Wirksamkeit von Salmycin A gegen VAN
bei Einfach- (6h) und Dopplegabe (6h und 24h)
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Abb. C64: Logarithmische Darstellung der in-vivo gefundenen Keimzahlen von MRSA-Stamm
COL im Box-Whisker-Plot. 10 Mause pro Gruppe, Antibiotika (10 mg/kg) wurden in 200 ul
Volumen Uber die Schwanzvene appliziert. PBS=Kontrolle, SAL=Salmycin A 6 h post
infectionem appliziert, SAL+SAL= Salmycin A nach 6 h und 24 h appliziert; identisch bei
Vancomycin (VAN). Tiere wurden nach 72 h getdtet und die CFU im Nierenhomogenisat
bestimmt.
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C.11.2. Modifikation der Positivkontrolle

Die Auswertung des ersten Versuchslaufs zeigte, dass Vancomycin trotz
ausreichender Dosis, nicht zur erwarteten Verminderung der Keimzahl fuhrte (vgl. Abb.
64). Die Literaturrecherchen ergaben, das Vancomycin eine schlechte Gewebe-
gangigkeit aufweist, so dass in den Organen keine ausreichende Konzentration
erreicht wird. Daher wurde in den Folgeversuchen eine Kombination von Vancomycin
und Rifampicin als Positivkontrolle verwendet. Vor der Einfuhrung von Linezolid stellte
dieses Antibiotikaregime den Goldstandard fur die Behandlung von MRSA dar. Die
Kombinationstherapie von Vancomycin und Rifampicin zeigte einen weitaus starkeren
Effekt als Vancomycin allein (vgl. Abb. 65 und 67). Die Keimzahl wurde gegenuber der
Negativkontrolle um nahezu drei Zehnerpotenzen vermindert. Trotzdem wurden im
Gewebe noch hohe Keimzahlen angetroffen. Fir die Positivkontrolle wurden weitaus
geringere CFU erwartet. Es wird vermutet, dass bei der Vorbereitung zu niedrige
Konzentrationen der RIF/VAN-Kombination hergestellt wurden, da in den Folge-

versuchen stets eine vollstandige Abtotung aller Keime erzielt wurde.

Salmycin A gegen VAN/RIF-Kombination
bei Doppelgabe (6h und 24h post infectionem)
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Abb. C65: Logarithmische Darstellung der in-vivo gefundenen Keimzahlen von MRSA-Stamm
COL im Box-Whisker-Plot. 10 Mause pro Gruppe, Antibiotika wurden in 200 pl Volumen Uber
die Schwanzvene appliziert. PBS= Kontrolle, SAL= Salmycin A 6 h post infectionem appliziert,
SAL+SAL= Salmycin A nach 6 h und 24 h appliziert; identisch bei Kombinationstherapie
(VAN/RIF). Tiere wurden nach 72 h getétet und die CFU im Nierenhomogenisat bestimmt.
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Die Erhéhung der Salmycindosis auf 10 mg/ml Kdorpergewicht zeigte ebenfalls einen
signifikanten Effekt in der Verminderung der Keimzahl im Vergleich zur PBS-Kontrolle
von etwas Uber einer Zehnerpotenz. Sie erreichte jedoch nicht die Wirkung der
Positivkontrolle. Hierauf konnen mehrere Faktoren Einfluss gehabt haben: denkbar ist,
dass die zweifache Antibiotikagabe nicht zu einer vollstandigen Abtétung ausreichte
und nach der Konzentrationsabnahme des Antibiotikums eine Wiederbesiedlung der
Organe stattfand. Ebenfalls vorstellbar ist, dass auch Salmycin eine schlechte
Gewebegangigkeit besitzt und nicht ausreichend in Organe eindringt, oder dass es im

Organismus zu schnell abgebaut wird um seine maximale Wirkung zu erzielen.

Zur Uberpriifung der ersten Moglichkeit wurde in einem weiteren Versuch die Mause
bereits 48 Stunden nach Inkubation getotet und die Lebendkeimzahlen in der Niere
bestimmt. Aus Abb. C66 wird deutlich, dass auch nach der zweiten Salmycingabe
genug Keime Uberleben, um die Infektion wiederaufflammen zu lassen. Der Vergleich
der CFU-Zahlen von Negativkontrolle (PBS 48h) und Salmycin-Therapie (SAL 48h)
zeigt, dass das Sideromycin eine Reduktion der Keimzahl um den Faktor 30 bewirkt,
wahrend die Kombinationstherapie von Vancomycin und Rifampicin (VAN/RIF 72h) zur
vollstandigen Eradikation der Infektion fuhrt.

Lebendkeimzahl nach 48 und 72 Stunden
mit und ohne Salmycinbehandlung
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Gruppe
Abb. C66: Logarithmische Darstellung der in-vivo gefundenen Keimzahlen von MRSA-Stamm
COL im Box-Whisker-Plot. 10 Mause pro Gruppe, Antibiotika wurden in 200 pl Volumen Gber
die Schwanzvene appliziert. PBS= Kontrolle, SAL= Salmycin A 6 h und 24 h post infectionem
appliziert; Tiere wurden nach 48 h bzw 72 h getétet, VAN/RIF dient als Positivkontrolle. CFU
wurden im Nierenhomogenisat bestimmt.
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C.11.3. Salmycin B besitzt in vivo keine antibiotische
Wirkung

Salmycin B zeigte in vivo bei gleicher Konzentration (10 mg/kg) keinen wachstums-
hemmenden Effekt. Tendenziell konnten in der Salmycin-Gruppe etwas mehr Keime
gezahlt werden als in der PBS-Kontrolle (siehe Abb. C67). Dagegen konnten in keiner
Niere der Positivkontrollgruppe (VAN/RIF) Keime gefunden werden. Der
Erwartungswert fur diese Gruppe wurde daher erfullt. Grund fur die hohen CFU-Zahlen
in der Salmycin-Gruppe ist mit hoher Wahrscheinlichkeit die Instabilitat von Salmycin B
bei physiologischem pH-Wert. Das als Abbauprodukt entstehende Danoxamin fordert
zudem offensichtlich das Keimwachstum. Die postantibiotische Phase bis zur Tétung
der Tiere wurde in diesem Versuch von 72 h auf 48 h verringert, um die
Wahrscheinlichkeit einer Remission der Infektion zu minimieren.

Salmycin B gegen VAN/RIF-Kombination bei
Doppelgabe (6h und 24h post infectionem)
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Abb. C67: Logarithmische Darstellung der in-vivo gefundenen Keimzahlen von MRSA-Stamm
COL im Box-Whisker-Plot. 10 Mause pro Gruppe, Antibiotika wurden in 200 pl Volumen Uber
die Schwanzvene appliziert. PBS=Kontrolle, SAL= Salmycin B 6 h post infectionem appliziert,
SAL+SAL= Salmycin B nach 6 h und 24 h appliziert; identisch bei Kombinationstherapie
(VAN/RIF). Tiere wurden nach 48 h getotet und die CFU im Nierenhomogenisat bestimmt.

C.11.4. in-vivo-Resistenzbildung

Die auf den auszuzahlenden Platten gewachsenen Kolonien wurden erneut auf
Salmycinresistenz getestet, und analysiert, ob sich die uberlebenden CFU aufgrund
einer Resistenz im Organ ansiedeln konnten oder ob es sich um sensitive Keime

handelt, die sich aufgrund zu geringer Konzentration halten konnten.
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Es wurden 110 CFU aus dem Versuchslauf 1 (2mg/kg Salmycin A) und 105 CFU aus

Versuchslauf 2 (10 mg/kg Salmycin A) im Bioassay auf Salmycinsensitivitat getestet.

in-vivo -Resistenzanalyse
S.aureus COL - Salmycin A
X
100 -
80 —
60 - O Sensitiv
B Resistent
40 -
20 A .
0 _
2 mg/kg 10mg/kg
verwendete Konzentration

Abb. 68: Resistenzanalyse der in der Niere gefundenen CFU aus zwei Versuchsreihen in
Prozentangaben; namgig= 110, N1omgg=105, getestet im Bioassay gegen Salmycin A (1 mg/ml)
auf NB + 200 uM DPD.

Wahrend in der geringeren Dosis rund 10 % der Keime eine Salmycinresistenz
aufwiesen, waren es bei der hoheren Konzentration bereits 31 %. Die Auszahlungen
wurden jeweils nur einfach durchgefuhrt, so dass die in Abb. 68 erkennbare Tendenz
nur bedingte statistische Aussagekraft besitzt. Sie geben einen Hinweis darauf, dass
der Abbau von Salmycin im Organismus zu einem erhohten Spiegel an verwertbarem
Eisen fuhrt, welches das Wachstum von S. aureus fordert und die Resistenzbildung

beschleunigt.
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D. Diskussion

Angesichts der Zunahme multiresistenter Keime und der abnehmenden Zahl
zuverlassig wirksamer Antibiotika, stellt die Suche nach effektiven Substanzen gegen
Pathogene heute eine Aufgabe von hoher Dringlichkeit dar (Spellberg et al., 2004;
Boggs & Miller, 2004). Um dieser Entwicklung in der Zukunft begegnen zu kénnen,
sind innovative Losungsansatze gefordert, die auch abseits der bisher beschrittenen
Pfade gesucht werden missen: Es bedarf der Erforschung neuartiger Substanzen,

neuer Targets, sowie neuer Wege der Wirkstoffeinschleusung in Pathogene.

Sideromycine bieten aufgrund ihrer Eigenschaften einen interessanten und viel
versprechenden Ansatz. Die Eisenaufnahme stellt in diesem Zusammenhang einen
aussichtsreichen Angriffsort der Bakterienzelle dar, da Eisen bei nahezu allen
Spezies die Regulation des Zellstoffwechsels und die Funktion zahlreicher Enzyme
mitbeeinflusst (Braun & Hantke 2007). Aufgrund der geringen Verflugbarkeit von
verwertbarem Eisen sind die Strategien, die Bakterien zur Eisenaufnahme
entwickelten sehr aufwendig und energieintensiv. So verfigt S. aureus
beispielsweise Uber sieben verschiedene Aufnahmesysteme fiir unterschiedliche
Eisenquellen (Maresso & Schneewind, 2006). Genetische Untersuchungen zeigen,
dass rund 1 % des gesamten genomischen Materials von E.coli
Eisenaufnahmesystemen zuzuordnen ist (Skaar et al., 2004). Da Sideromycine
bakterieneigene Molekile der Eisenakquisition imitieren und nach dem Prinzip des
"Trojanischen  Pferdes" durch dieselben spezifischen Transportsysteme
aufgenommen werden, entfalten sie ihre antibiotische Aktivitat dusserst zielgerichtet
und mit hoher Wirksamkeit (Braun, 2002; Budzikiewicz, 2001). Neben dem bereits
gut untersuchten Albomycin gibt es zahlreiche weitere antimikrobiell wirksame
Eisenchelat-Bildner (Braun 2002 & 1999; Diarra et al., 1996; Miller et al., 1991,
Vorisek & Grunberger, 1966; Bickel et al.,, 1966; Yamada & Kawaguchi, 1964;
Sackmann et al., 1962; Gause, 1955). Das von Streptomyces violaceus synthetisierte
Salmycin imitiert ein Ferrioxamin-ahnliches Eisenhydroxamat. Die Untersuchung
seiner Produktionsbedingungen, sein Wirkspektrum, das genutzte Aufnahmesystem,
die Natur der Resistenzbildung und seine in-vivo-Effekte sollen im kommenden

Abschnitt diskutiert werden.
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D.1. Salmycinaufreinigung

Wie bei allen mikrobiell synthetisierten Antibiotika liegt auch bei der Herstellung von
Sideromycinen das anspruchsvollste Problem in einer fur pharmazeutische Zwecke
kostengiinstigen Fermentation. Ein attraktiver Ansatz hierfur ist die ldentifikation der
fur die Biosynthese verantwortlichen Gencluster, so dass eine Modifizierung der
Syntheseregulation angestrebt und eine langwierige Klonselektion vernachlassigt
werden kann (McHenney et al.,, 1998; Peird et al, 2005). In der Tat stellte das
Produktionsverhalten von DSM8286 fiur die Aufreinigung von Salmycin fir diese
Arbeit eine stetig wiederkehrende Hurde dar. Produzierende Klone wurden in
regelmassigen Abstanden neu selektiert, da die zuvor genutzte Charge nach einigen
- in der Regel drei bis sechs - Fermentationszyklen die Salmycinproduktion stark
verringerte oder einstellte. Dieser Effekt ist bekannt und nicht ungewéhnlich fur
Streptomyceten. Gene des Sekundarstoffwechsels gehen wegen des linearen
Aufbaus des Streptomyceten-Genoms haufig spontan verloren. So weisen
durchschnittlich etwa 0,5 % aller Sporen Deletionen auf (Redenbach et al., 2000).
Insofern ware eine logische Weiterentwicklung, die entsprechenden Synthesecluster
zu identifizieren und in transferierbare Vektoren zu klonieren. Die Salmycinproduktion
wuirde hinsichtlich der Produktionsparameter und der Ausbeute dadurch weitaus

berechenbarer.

In dieser Arbeit wurde ein Vergleich des aus der Arbeit von Vertésy et al. (1995)
tubernommenen undefinierten Soja-Mannitol-Mediums mit dem von Fiedler (1985)
vorgeschlagenen synthetischen Medium fur die Albomycinproduktion angestrebt.
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des definierten Mediums
die Produktion von Salmycin erhéhte. Der Ersatz des undefinierten Mediums durch
ein Mangelmedium hat den Vorteil, eine gezielte Supplementation mit Nahrstoffen
durchfihren zu koénnen. Zu reichhaltiges Medium unterdriickt hingegen die
Expression von Sekundarstoffwechselprodukten. Die Zugabe einer Eisenquelle wie
Eisenchlorid, sowie die Supplementation mit Ornithin fihrten zu einer deutliche
Steigerung der Salmycinproduktion. Dies ist insofern nachvollziehbar, als dass eine
Produktion der Siderophore sehr haufig durch eisenregulierte DtxR-ahnliche
Repressorproteine gesteuert wird (Gunter-Seeboth & Schupp 1995). Bei
Streptomyces coelicolor wurden in diesem Zusammenhang die Repressorproteine
DmdR1 und DmdR2 identifiziert (Flores & Martin, 2004). Eine Steigerung der
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Syntheserate  durch  Ornithin  und Lysin wurde schon bei anderen
Hydroxamatsiderophorfermentationen beobachtet. So konnte in verschiedenen
Arbeiten gezeigt werden, dass Ornithin als Baustein fur die Synthese des
Hydroxamatrings verwendet wird (Barona-Gomez et al., 2005; Walz, 1985).

D.2. Intrinsische Eigenschaften von Salmycin und ihre
Effekte

Bereits im Verlauf der Produktions- und Aufreinigungsphase konnte eine Eigenschaft
des Sideromycins beobachtet werden, die Einfluss auf viele darauf folgende
Untersuchungen hatte. So konnte gezeigt werden, dass Salmycin nach 48 Stunden
Fermentation in maximaler Konzentration im Produktionsmedium zu finden ist. Das
Produktionsmaximum von Albomycin wird im Vergleich dazu erst nach etwa 96
Stunden erreicht (Pramanik, 2006). Allerdings nimmt die messbare Menge an
Salmycin im weiteren Fermentationsverlauf kontinuierlich ab. Dies scheint einerseits
im Zusammenhang mit dem pH-Wert des Mediums, andererseits aber auch mit einer
intrinsischen Instabilitdt des Molekuils zu stehen. Die Entfernung des Eisenmolekiils
aus dem Danoxamin-Anteil durch Hydroxychinolin- oder Chelex-Behandlung fihrte
stets zu einem Zerfall des Sideromycins. Ebenso zeigten HPLC-gereinigte
Salmycinproben wenige Tage nach erneutem LOsen eine Abnahme der
antimikrobiellen Wirkung, welche nur durch eine fortschreitende Hydrolyse des
Molekdls erklart werden kann. Dies wurde durch die HPLC-Analyse bestatigt. Es ist
denkbar, dass mehrfaches Aussetzen einer pH-Anderung durch Umlésen und
Aufkonzentration im Rotationsverdampfer bei Temperaturen um 50°C den
Hydrolyseprozess zusatzlich beschleunigen. Die hohen Verluste wahrend der

Aufreinigung waren dadurch zu erklaren.

Die beobachteten Effekte unterstitzen die von Miller (2000) vorgeschlagene
Hypothese, dass das Eisenatom nach der Aufnahme von Salmycin in die
Prokaryotenzelle durch einen vermutlich enzymatischen Vorgang entfernt wird,
wodurch das bakterizide Aminodissaccharid autolytisch vom Siderophoranteil
abgespalten wird. Bei E. coli ist ein homologer Vorgang der Reduktion von
Ferrichrom durch das cytoplasmatische Protein FhuF bereits bekannt (Matzanke et
al., 2004; Muller, 1997). Fur Albomycin wurde eine intrazellulare Aktivierung in E. coli

und S. typhimurium durch Peptidase N bereits nachgewiesen (Braun et al. 1983). In
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den Originalarbeiten von Vértesy et al. (1995) werden ebenfalls unterschiedliche pH-
Bereiche beschrieben, in denen die Salmycin-Derivate stabil bleiben. Eine
Schwachstelle des Salmycinmolekils stellt dabei wahrscheinlich die Verknipfung
des Siderophors mit dem Aminodisaccharid Uber eine leicht hydrolysierbare
Esterbindung dar. Wéahrend der Aufreinigung Uber HPLC wurde versucht, diesen
Eigenschaften gerecht zu werden, indem im sauren pH-Bereich gearbeitet wurde. Ein
grosser Anteil des Rohprodukts ging jedoch bereits wéahrend der
Saulenchromatographie im Molekularsieb verloren. Hier ware denkbar, bei der
Aufarbeitung zukinftig mit gepufferten Lésungsmitteln zu arbeiten und niedrigere

Temperaturen einzuhalten.

Fur den Fermentationsprozess ware in weiteren Untersuchungen zu klaren, ob eine
kontrollierte Salmycinproduktion im pH-Bereich 6,5 - 6,8 zu héheren Ausbeuten fuhrt.
Grundsatzlich jedoch wird die Problematik hierbei lediglich auf einen spéateren
Zeitpunkt hinausgezoégert: Eine pharmazeutische Anwendung von Salmycin im

physiologischen pH-Bereich kann durch die Instabilitat der Substanz erschwert sein.
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Abb. D1: Salmycin — Molekdilstruktur und Stabilitatsbereich der Derivate.
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D.3. Wirkspektrum und minimale Hemmkonzentration

Salmycin ist ein Antibiotikum mit engem Wirkspektrum, welches hauptsachlich die
Gruppe der Gram-positiven Keime umfasst. Hierin &hnelt es dem Ferrimycin (Z&hner,
1976; Bickel et al. 1960) und unterscheidet sich von Albomycin, welches auch gegen
zahlreiche Gram-negative Spezies bakterizid wirkt (Pramanik, 2006). Die Wirkung
gegen ein enges Spektrum Gram-positiver Bakterien war aus den Originalarbeiten
von Vértesy et al. (1995) bereits bekannt.

Die ermittelten Hemmkonzentrationen bei S. aureus variierten, bewegten sich jedoch
in vitro weit unter den Konzentrationen herkdmmlicher Antibiotika. Insbesondere
multiresistente S. aureus-Varianten (VRSA und MRSA) zeigten sich ausserst
sensitiv. Die ermittelte MHK von 4 — 8 ng/ml liegt um den Faktor 1000 — 500 niedriger
als die MHK von Vancomycin oder Gentamicin. Der Laborstamm RN6390 zeigte eine
um den Faktor 129 starkere Sensitivitat. Fur das Patientenisolat VA24500 wurde der
Faktor 32 errechnet. Diese Werte zeigen deutlich die Uberlegene Wirksamkeit von
Sideromycinen hinsichtlich ihrer Wirkung gegen Problemkeimen im Vergleich zu

gangigen Antibiotika (Braun, 1999).

In dieser Arbeit konnte erstmalig beschrieben werden, dass einige Gram-negative
Spezies durchaus eine Sensitivitdt gegen Salmycin zeigen. Ein standardisierter
Plattendiffusionsassay erwies sich als zuverlassiges und rasches Testverfahren.

K. pneumoniae, E. cloacae und H. alvei zeigten als Laborstamme deutliche, Y.
enterocolitica und C. freundii eine teilweise Sensitivitat gegen Salmycin. Alle sind
fakultativ anaerobe Bewohner der Darmflora und konnen als Pathogene in
Erscheinung treten. Als Verursacher von Harnwegsinfekten, Gastroenteritis,
Pneumonien, aber auch Urosepsis und Septikdmien, ist ihr Anteill am
Erregerspektrum vor allen in Krankenh&usern bedeutend hoch. Insbesondere fiur alte
oder immungeschwachte Patienten stellen sie ein hohes Risikopotenzial dar. Das
Vorhandensein eines Ferrioxamin-Transporters konnte bei K. pneumoniae, Ent.
cloacae und H. alvei Uber Bioassays bereits nachgewiesen werden (Rabsch &
Winkelmann, 1991), tber C. freundii konnten diesbeziglich keine Daten gefunden
werden, doch die Sensitivitat sowohl gegen Salmycin als auch Ferrimycin spricht

sehr dafur. Andere Spezies wie Salmonella und Erwinia zeigten trotz eines
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nachgewiesenen FoxA-Rezeptors im Bioassay keine Salmycinsensitivitat (Kingsley
et al., 1999; Deiss et al, 1998).

Nachdem das Ferrioxamin-Aufnahmesystem als fur den Salmycin-Transport
verantwortlich  identifiziert werden konnte, wurde die Verbreitung von
Ferrioxamintransportern bei den Enterobacteriaceae untersucht. Mit dem
phylogenetischen Stammbaum wurde die Verteilung von Hydroxamataufnahme-
systemen innerhalb der Enterobacteriaceae dargestellt. Die aus der pB-Untereinheit
der F-ATPase errechnete Topologie gibt die momentan gultige Einteilung der
Enterobacteriaceae sehr gut wieder (Paradis et al., 2005; Dauga, 2002). Tats&chlich
besitzen sehr viele Arten innerhalb dieser Familie die Fahigkeit zur
Hydroxamataufnahme. Wider erwarten gruppierten sich Salmycin-sensitive Spezies
nicht zusammen. Diese Indizien, sowie das starke Schwanken in der Sensitivitat von
Isolaten derselben Art (z.B. Yersinia enterocolitica) gaben Anlass zu der Vermutung,
dass eine Resistenz zahlreicher Gram-negativer Arten sich nicht allein durch das

Fehlen eines Ferrioxamin-Aufnahmesystems erklaren lasst.

Die durchgefuihrten Sensitivitatstests dienten in erster Linie zur Orientierung der
Anwendbarkeit von Salmycin gegen Kklinisch relevante Keime. Hierbei wurde
hauptséchlich auf rasch verfugbare Isolate zurtickgegriffen, wobei einige Pathogene
nicht beriicksichtigt werden konnten, obwohl deren Uberpriifung durchaus sinnvoll
ware: Insbesondere Gram-positive Keime der Gruppen Mycobacterium, Bacillus,
Clostridium oder Corynebacterium, die aufgrund ihrer Pathogenitat oder erschwerten

Anzucht bislang fehlen, sollten in kommende Untersuchungen einbezogen werden.

Die Frage warum manche Streptomyceten Sideromycine bilden bleibt spekulativ. Alle
bisher untersuchten Streptomyceten sind als Produzenten und Nutzer von
Hydroxamat-Siderophoren bekannt (Bunet et al., 2007). Es ist daher denkbar, dass
bei der Synthese von Sideromycinen eine Doppelstrategie zum Einsatz gelangt:

Der Produzentenstamm ist unempfindlich gegen die Substanz und kann sie als
Eisenquelle nutzen. Konkurrierende Mikroorganismen (andere Streptomyceten und
bakterielle Destruenten) sind zur Aufnahme von Salmycin fahig oder nicht. In beiden
Fallen werden die Konkurrenten im Wachstum gehemmt, sei es wegen der Toxizitat
des Salmycins oder wegen des Eisenmangels welchen es in der Umgebung

hervorruft.
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D.4. Aufnahmesysteme

Wegen des Danoxamin-Anteils von Salmycin wurde eine Aufnahme Uuber das
Hydroxamataufnahmesystem vermutet. Transport-Assays mit B. subtilis und S.
aureus konnten dies eindeutig bestatigen. Wie Albomycin lasst Salmycin sich als
Indikator fur das Vorhandensein eines Ferrioxamintransportsystems nutzen
(Ferguson et al., 2000; Rohrbach et al., 1995; Killmann und Braun, 1992; Kdster und
B6hm, 1992; Braun et al., 1991).

In dieser Arbeit wurden von S. aureus RN6390 und VA24500 jeweils der gesamte
fhuCBG-Aufnahme-Komplex sowie fhuD2 sequenziert. Die Sequenzen entsprechen
bei beiden Stammen exakt der Genomsequenz. Fur den Stamm MW2 wurden bereits
Fur-Box, Promotor und den fir die Lipoproteine typischen Lipo-Box identifizieren
(Sebulsky et al., 2003 & 2004), welche durch diese Arbeit bestatigt werden konnten.

Zunachst wurde versucht, Mutationen im FhuCBG-Komplex bei spontanresistenten
Kolonien Uber einen Mutations-Detektions-Kit (EpiCentre™) aufzuspuren. Dieser
erste Ansatz héatte bei einem Erfolg die Lokalisation der Mutation im 2,96 kb grossen
Komplex erleichtert und die Anzahl analysierbarer Mutanten erhéht. Im Versuch
konnte jedoch stets nur eine Schmierbande beobachtet werden, wahrend die
Kontrolle stets das erwartete Ergebnis lieferte. Da Fehler wahrend der PCR durch
Kontrollgele ausgeschlossen wurden, mag eine Ursache ein zu langes Fragment
oder ein falsches Verhaltnis Template-DNA : Mutanten-DNA gewesen sein, welches

den Hybridisierungsvorgang ungunstig beeinflussen kann.

Uber die alternativ durchgefiinrte Sequenzierung konnten einige Mutationen in
spontanresistenten Isolaten nachgewiesen werden. Eine Analyse der Sequenzen
zeigte, dass es sich stets um Punktmutationen einzelner Nukleotide — entweder eines
A oder eines T — handelte, die zu einer Verschiebung des ORFs und zu einem
daraus resultierenden Abbruchs der Translation fuhrten. Zwei Mutationen konnten in
fhuB (Deletionen), zwei weitere in fhuC (Insertionen) gefunden werden. Auffallig bei
allen Mutanten war, dass die Mutationen am Sequenzanfang auftraten. Dies fuhrt zu
einem  Totalausfall des jeweiligen Proteins und damit zu keiner
Hydroxamataufnahme, wodurch sich die beobachtete Kreuzresistenz von Salmycin
und Albomycin erklart. Durch die Resultate der Sequenzanalysen konnte somit die

Vermutung bestatigt werden, dass bei allen Mutanten der Ausfall des Transporters
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Ursache der Resistenzbildung ist. Nattrlich muss hierbei bedacht werden, dass der
Versuchsansatz eine entscheidende Fehlerquelle enthalten kann: Die Auswahl der
Mutanten erfolgte aufgrund von Plattendiffusionstests nach subjektiven Kriterien.
Somit ist es mdglich, dass Mutanten gewahlt wurden, die eine eindeutige Resistenz
zeigten und nicht solche mit einer etwas schwachere ausgepragten Resistenz. Es ist
also durchaus vorstellbar, dass noch andere Typen der Resistenzbildung vorliegen,

die jedoch bei der Auswahl der Testmutanten keine Beachtung fanden.

Mutationen die zu einer Salmycinresistenz  unter Beibehaltung einer
Albomycinsensitivitat fuhrten, wurden sehr selten (< 1 % aus 500 Testisolaten)
beobachtet. In zwei von drei Fallen handelte es sich um intermediar resistente
Isolate, die in spateren Bioassays revertierten . Bei der Uberpriifung inrer Sequenzen
wurde sowohl in FhuCBG als auch in FhuD2 keine Mutation festgestellt. Die
Reversion der Isolate wurde nicht weiter untersucht. Somit ist unklar, wodurch der
beobachtbare Effekt hervorgerufen wurde. Es koénnten Salmycin-inaktivierende
Enzyme gewesen sein, die durch Anderung der Anzuchtbedingungen — etwa durch
Lagerung auf Platte - nicht mehr exprimiert wurden oder sich tatsé&chlich um eine
genetische Reversion gehandelt haben.Die Mutante SAL83 zeigt eine eindeutige
Salmycinresistenz, blieb aber weiterhin Albomycin-sensitiv. Die Sequenzierung des
fhuCBG-Operons ergab keine Mutation. Dagegen zeigte die Analyse der fhuD2-
Sequenz bei SAL83 eine Deletion von 10 Nukleotiden nahe des C-Terminus (Pos.
841 — 851). Das Protein wird dabei um 18 Aminoséauren verkirzt. Interessanterweise
zeigte die Mutante trotzdem eine dem Wildtyp gleichende Transportrate fur
Ferrioxamin. Dies lasst den Schluss zu, dass bei SAL83 Salmycin als Substrat nicht
mehr erkannt wird, wohl aber Ferrioxamin. Hieraus lasst sich ableiten, dass die

Salmycinerkennung bei FhuD2 am C-Terminus lokalisiert ist.

Anhand der S. aureus-Mutanten mit deletiertem FhuD1 und/oder FhuD2 konnte
nachgewiesen werden, dass die beiden Bindeproteine unterschiedliche Affinitaten zu
Ferrichrom und Ferrioxamin besitzen (Heinrichs et al., 2003 & 2004). In der
vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass FhuD2 Salmycin als Substrat
erkennt, nicht jedoch FhuD1. Parallel dazu konnten im Hydroxamataufnahmesystem
von B. subtilis (Schneider & Hantke, 1993) ahnliche Verhaltnisse nachgewiesen

werden. Die Erkennung und Aufnahme von Salmycin und Ferrimycin wird durch das
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Lipobindeprotein YxeB vermittelt, wahrend FhuD hierbei keine Rolle spielt. Das
Vorkommen zweier identischer Membrankomplexe mit gleichem Transportverhalten
innerhalb verschiedener Spezies zwingt zu der Annahme, dass die unterschiedliche
Affinitat zu den Sideromycinen keine einmalige evolutionare Fehlentwicklung
darstellt, sondern einen Zweck verfolgen muss. Sebulsky & Heinrichs (2001)
postulierten eine Genduplikation als Erklarung fir das doppelte Vorkommen der
FhuD-Lipoproteine bei S. aureus, ohne jedoch eine Erklarung dafir geben zu
konnen. Es muss angenommen werden, dass neben B. subtilis auch nahe verwandte
Spezies Uber eine derartige Zusammensetzung des Transportsystems verfiigen. Die
Duplikation muss somit entweder mehrfach analog oder aber zu einem sehr frihen
Zeitpunkt stattgefunden haben. Die Sequenzanalyse uber das BLAST-Verfahren
konnte zeigen, dass alle vier Sequenzen von S. aureus und B. subtilis lediglich zu
30% (B. subtilis zu S. aureus) bis 40% (S. aureus zu S. aureus) identisch sind. Diese
geringe Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen weist auf ein sehr friihes
Duplikationsereignis hin, schliesst die zweite erwahnte Mdglichkeit jedoch nicht aus.
Eine Hypothese wére, dass tatsachlich eine evolutionar betrachtet ,alte” Duplikation
der FhuD-Bindeproteine vorliegt. Diese konnte sich bis heute durchsetzen, da sie
dem Bakterium den Vorteil brachte, eine gréssere Zahl unterschiedlicher Siderophore
zu erfassen. Dass dies tatsachlich der Fall ist, unterstitzt der Nachweis

unterschiedlicher Affinitaten zu Albomycin, Ferrimycin und Salmycin.

Der in dieser Arbeit benutzte Transportassay mit radioaktiv markierten Siderophoren
wurde fiur die Erkennung einer Salmycinaufnahme modifiziert. Da Salmycin nicht in
eine eisenfreie Form uUberfUhrbar war, wurde ein kompetitiver Versuchsansatz
gewahlt, in dem zu den radioaktiv markierten Siderophoren das Sideromycin im
Verhéltnis 1:1,3 zugegeben wurde. Somit konnte die Differenz in der Transportrate
mit und ohne Sideromycin erfasst werden. Da Siderophore und Sideromycine in
antagonistischer Weise um die Transportsysteme konkurrieren (Braun & Braun,
2002; Knusel & Nuesch, 1965), erwies sich das Verfahren insbesondere bei der
Untersuchung der Gram-negativen Teststamme als hilfreich, lieferte es doch
guantifizierbare Ergebnisse. Die Bindungsassays Uber SDS-PAGE und Western Blot
sollten die Erkennung von Salmycin als Substrat von FhuD2s ayreus UNd FhuDg coii
bestéatigen. Tatsachlich konnten im SDS-PAGE in beiden Fallen ein Schutz vor

Verdau durch Bindung von Salmycin und anderen Siderophoren gezeigt werden.
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D.5. Gram-negative Keime und Resistenz

Bislang war nicht geklart, ob die weitgehende Salmycinresistenz der Gram-negativen
Bakterien lediglich auf das Fehlen eines geeigneten Transporters der &usseren
Membran beruht. Vielmehr konnten Defekte in unterschiedlichen Elementen des
Transmembrankomplexes, sowie intrazellular modifizierenden Enzyme weitere
Ursachen fur die Unempfindlichkeit der Bakterien gegen Salmycin sein. E.coli ist
zwar in der Lage, Ferrichrom tber das Fhu-System aufzunehmen, Ferrioxamin wird
aber kaum dartiber aufgenommen. Ferrioxamin wird jedoch in geringer Konzentration
Uber den Coprogen-Transporter FhuE Uber die &ussere Membran transportiert
(Sauer et al., 1987). E.coli war in den Versuchen stets Salmycin-resistent, da FhuE
Salmycin nicht als Substrat erkennt. Yersinia enterocolitica dagegen besitzt einen
spezifischen Hydroxamattransporter in der ausseren Membran (Forman et al., 2007;
Perry, 2004; Baumler & Hantke, 1992). Dies erklart die — zumindest teilweise —
vorhandene Sensitivitat gegen Salmycin. Durch die Klonierung des Transportproteins
(FoxAvers) In E.coli konnte diesem die Fahigkeit zur Ferrioxaminaufnahme, sowie
Salmycinsensitivitéat verliehen werden. Diese Versuchsreihen zeigten, dass die
aussere Membran Gram-negativer Bakterien eine effektive Barriere gegen Salmycin
darstellt. Somit lasst sich schliessen, dass die Resistenz nicht im Wirkort grindet,
sondern in erster Linie im Aufnahmemechanismus. Durch Komplementation von K.
pneumoniae mit FOxAvyes. konnte auf identische Weise Salmycinsensitivitat auf
spontan entstandene transportdefiziente Isolate von K. pneumoniae ubertragen
werden. Da zahlreiche Teststimme ein Hydroxamat-Aufnahmesystem besitzen,
Ferrioxamin als Eisenquelle nutzen und trotzdem Resistenz zeigen, legt den Schluss
nahe, dass ein weiterer Mechanismus hierbei eine Rolle spielt. Da das Periplasma
einen Pool fir Nahrstoffe darstellt, werden zahlreiche Enzyme Uber die
Cytoplasmamembran dorthin sekretiert. Daher sind enzymatische
Spaltungsreaktionen naheliegend, welche das in den periplasmatischen Raum
geschleuste Salmycin rasch degradieren. Der oftmals beobachtete Wachstumseffekt,
insbesondere bei den Enterobacteriaceae, lasst auf eine Aufnahme des
entstandenen Danoxamins schliessen. In Untersuchungen von Enterobacter cloacae
konnten bei mehr als 90 % aller Patientenisolate die Aktivitat von cytoplasmatischen
Fe(lll)-Reduktasen nachgewiesen werden, deren Substrate neben Ferrioxamin B

auch Ammoniumcitrat und Lactoferrin sind (Lisiecki & Muckcuki, 2006).
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D.6. Resistenzbildung

Bei nahezu allen Salmycin-sensitiven Keimen zeigten sich im Plattendiffusionstest
einzelne, im Hemmhof wachsende Kolonien; sehr haufig traten sie im &ausseren
Hofbereich auf. Andere Teststiamme wiesen einen trib Uberwachsenen Hof auf,
andere zeigten ein Wachstum von innen her. Bei S. aureus ergab die Analyse in den
Hemmhofen wachsenden Kolonien stets einen Defekt des Transporters. Nahezu alle
Resistenten wiesen eine Kreuzresistenz zu Albomycin auf und waren nicht mehr in

der Lage, Ferrioxamin und Ferrichrom als Eisenquelle zu nutzen.

Wahrend den Untersuchungen zur minimalen Hemmkonzentration konnte gezeigt
werden, dass die Resistenzbildung durch die Hydrolyse von Salmycin stark
beschleunigt wird. In der Wachstumskurve mit hydrolysiertem Salmycin schlagt sich
dies durch den auftretenden Retardierungseffekt nieder. Das noch vorhandene aktive
Salmycin und das durch Zerfall entstandene Danoxamin konkurrieren um die
Aufnahme in die Zelle. Die Kultur wird durch eine niedrige Salmycinkonzentration im
Wachstum unterdriickt, gleichzeitig fordert die Supplementation von Danoxamin eine
raschere Generationszeit. Unter diesen Bedingungen Uberwachsen Ferrioxamin-
Transportmutanten den sensitiven Elternstamm. Diese Mutanten beginnen in der
Regel nach sechs bis acht Stunden die Kolonie zu Uberwachsen und normaler
Wachstumsverlauf setzt ein (s. Abb. D2).

Schematischer Wachstumsverlauf unter
Salmycin
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Abb. D2: Schematische Darstellung der Relation Salmycin/Danoxamin zu einsetzendem
Bakterienwachstum.
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Fallt das Fhu-System durch eine Mutation im Membrankomplex aus, ergibt sich fir S.
aureus wahrscheinlich kein Nachteil. Die Spezies besitzt insgesamt sieben
unterschiedliche Eisentransportsysteme (Maresso & Schneewind, 2006), so dass der
Ausfall eines Aufnahmesystems Uber die Aufnahme anderer Eisenquellen

kompensiert werden kann.

Bei Gram-negativen Keimen haben mehrere Faktoren auf die Resistenzbildung
Einfluss. Die Untersuchung des Wachstumsverlaufs unter Salymcineinfluss konnte
zeigen, dass mehrmalige Gaben von Salmycin das Wachstum von Klebsiella
pneumoniae und Enterobacter cloacae beschleunigten. Gleichzeitig stieg die Zahl
der resistenten Keime deutlich an. Wahrend bei Klebsiella nahezu ausschliesslich
Kreuzresistenz zu Albomycin auftrat, wies Enterobacter tendenziell eher eine auf
Salmycin begrenzte Resistenz auf. In weiteren Versuchen gelang es,
transportdefiziente Mutanten von Klebsiella mit FOxAyers. zu komplementieren und die
Sensitivitat gegen Salmycin wieder herzustellen. Damit war der Nachweis Uber die

Ursache der Salmycinresistenz von K. pneumoniae erbracht,

Bei Hafnia alvei konnte keine Beschleunigung des Wachstums festgestellt werden.
Dieser Keim weist eine sehr hohe Sensitivitat gegen Salmycin auf, was hauptsachlich
auf das langsamere Wachstum zurtckzufihren ist. Dies erklart auch, weshalb
mehrfache Salmycin-Gaben zu geringerer Resistenzbildung fiihren. Aus den
Untersuchungen zur Resistenzbildung konnte der Grundsatz formuliert werden, dass
die Resistenzbildung umso rascher verlauft, je kirzer der Generationszyklus des

Bakteriums ist.

Anhand der vorliegenden Daten muss davon ausgegangen werden, dass die
aussere Membran fur Salmycin eine effektive Barriere darstellt, welche nur durch
spezifische Ferrioxamintransporter tberwunden werden kann. Die dussere Membran
ist jedoch nicht der einzige Schutzmechanismus gegen Salmycin. Vermutlich
bewirken bestimmte Enzyme im Periplasma eine Inaktivierung von Salmycin.
Zahlreiche periplasmatische Enzyme insbesonders Reduktase, aber auch Esterasen
und Glucosidasen sind in der Lage, durch einen Angriff der Esterbindung eine rasche
Hydrolyse von Salmycin zu katalysieren (vgl. Abb. D1). Daher ist denkbar, dass das

Periplasma Gram-negativer Bakterien als Entgiftungsraum fir Salmycin dient.
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Es ist auffallig, dass die Patientenisolate stets Resistenz zeigten wahrende die
Laborstamme derselben Spezies Salmycin-sensitiv waren. Die Ursachen hierfir sind
unklar. Mdglich ist, dass die Laborsstamme durch lange Lagerung und Kultivierung
auf Labormedien in ihren Stoffwechseleigenschaften degeneriert sind. Die
Salmycinsensitivitat ware dadurch erklarbar, dass spaltende Enzyme im Peri- oder
Cytoplasma fehlen und das Sideromycin nach der Aufnahme in die Zelle langer aktiv
bliebe.

D.7. Effekte auf Eukaryoten und in-vivo-Verwendung:
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik

Es war ein Ziel dieser Arbeit, die Mdglichkeit einer klinischen Anwendung von
Salmycin zu analysieren und einzuschéatzen. Aus diesem Grund wurde zunachst das
Auftreten zytotoxischer Effekte durch Salmycin in Zellkulturen untersuchen. Der LDH-
Assay erwies sich hierfur als effizientes Testverfahren mit ausgesprochen guter
Reproduzierbarkeit (Legrand et al., 1992) Die beobachteten Auswirkungen von
Salmycin auf Hep2-Zellen lassen auf keine signifikante Zytotoxizitat der Substanz bei
kurzzeitiger Einwirkung schliessen. Dies ist relevant, da somit die Gefahr einer
Schadigung von Gefassepithel bei intraventser Gabe unwahrscheinlich ist. Jedoch
wurde bei langerer Inkubation eine leicht erhohte Zellsterberate beobachtet, die nach
einem Anstieg innerhalb der ersten 10 Stunden wieder abnahm. Im Rahmen der
MIC-Bestimmung konnte nachgewiesen werde, dass Salmycin in vitro kontinuierlich
abgebaut wird. Daher ist denkbar, dass der toxische Effekt durch Abbauprodukte des
Salmycins hervorgerufen wird. Es ist jedoch davon auszugehen, dass in einem
lebenden Organismus ein toxischer Effekt durch die hohe Verdinnung und
metabolische Entgiftungsvorgéange nicht zu erwarten ist. Es ist mdglich, dass
Inhaltsstoffe des verwendeten Mediums oder Substanzen aus dem Zellstoffwechsel
zum Abbau von Salmycin fiihrten. Da es sich beim LDH-Assay um einen indirekten
Nachweis handelt, ist abzuwagen, ob weiterfihrende Versuche mit direkten
Methoden wie dem Flow-Zytometer stattfinden sollen. In den in-vitro-Vorversuchen
wurde zudem ausgeschlossen, dal} dass Salmycin nicht durch Bindung an

Serumproteine in seiner Wirksamkeit beeinflusst wird.
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D.8. In-vivo-Aktivitat

Tests in Zellkulturen besitzen stets den Nachteil, reale Verhaltnisse nur teilweise
nachbilden zu koénnen. Um Aussagen uber die Wirksamkeit von Salmycin gegen
Infektionen machen zu kénnen wurden Versuche mit Mausen durchgefihrt.

Aminoglykosidantibiotika weisen einige typische Eigenschaften auf. Vertreter dieser
Klasse werden bei oraler Gabe nicht resorbiert und mussen daher parenteral
verabreicht werden. Sie besitzen eine kurze Halbwertszeit von etwa zwei bis drei
Stunden und werden hauptséachlich Gber die Niere ausgeschieden. Zudem passieren
sie kaum die Zellmembran des Wirtsorganismus und sind deshalb nur schlecht
gewebegéngig (Tam et al., 1999). Dariber hinaus besitzt die Mehrzahl nur eine
geringe therapeutische Breite und bedurfen einer sorgfaltigen Dosierung. Viele
Vertreter wie das bekannte Streptomycin weisen ausserdem nephrotoxische oder
ototoxische Eigenschaften auf. Diese beruhen auf einer Schadigung der proximalen
Tubuluszellen der Niere bzw. der Haarzellen im Innenohr (Kaloyanides, 1994). Der
Einsatz von Aminoglykosiden ist deshalb zumeist auf die stationdre Therapie
beschrankt. Eine gravierende Zytotoxizitat von Salmycin wurde im LDH-Assay nicht
festgestellt, so dass eine in-vivo-Versuchsreihe mit MRSA am Mausmodell
gerechtfertigt war. Trotzdem wurden einige der hier aufgezahlten Eigenschaften im
Verlauf der Arbeit auch bei Salmycin festgestellt: geringe Halbwertszeit und enges
Erregerspektrum. Im Mausmodell wurde fir Salmycin A lediglich eine moderate
Effektivitat in der Reduktion der Keimzahl festgestellt. Die anfénglich verwendete
Dosis von 2 mg/kg orientierte sich am homolog durchgefiihrten Infektionsmodell fur
Albomycin (1 mg/kg; Pramanik et al., 2007). Da kein relevanter Effekt nachzuweisen
war, wurde die Konzentration von Salmycin gegenuber der verwendeten
Albomycindosis um den Faktor 10 erhdht. Auch mit einer Dosis von 10 mg/kg
erreichten die Ergebnisse nicht die Werte der Positivkontrolle, zeigten jedoch eine

eindeutig nachweisbare Reduktion der Keimzahl.

Die Grinde fiur die moderate Effektivitat von Salmycin in der in-vivo-Anwendung
konnen vielféltig sein. Sie weisen nicht zwangslaufig auf eine Untauglichkeit von
Salmycin A fuar eine klinische Anwendbarkeit hin, zeigen aber deutlich deren
Schwéachen. Da die Auszahlung der Keimzahl erst 48 Stunden nach der letzten
Salmycingabe erfolgte, ist zu hinterfragen, ob in diesem Zeitraum eine dezimierte

Keimpopulation sich nicht erneut vermehrt haben kénnte. Zudem geben die Daten
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der in-vivo-Studie Hinweise auf eine nicht ausreichende Gewebegangigkeit. Daher ist
es nicht unwahrscheinlich, dass Keimherde in Organbereichen mit schlechter
Durchblutung erneut ausstreuen. Bessere Resultate in der Anwendung von Salmycin
sind denkbar, wenn das Antibiotikum mehrmalig und mit héherer Frequenz (etwa alle
sechs oder 12 Stunden) verabreicht wird, wie es in der Praxis fur Aminoglykoside
normalerweise geschieht. Dadurch wird ein permanent hoher Serumspiegel
gewabhrleistet und die Gefahr einer Resistenzbildung stark verringert (Kayser et al.
2005). Eine kombinierte Gabe mit einem gewebegéangigen Antibiotikum wirde eine
effektive Therapie ebenfalls unterstitzen.

Aminoglykoside erreichen bei parenteraler Gabe bereits nach 30 bis 90 min ihren
maximalen Serumspiegel. Sie zeichnen sich zudem durch einen ausgepragten
postantibiotischen Effekt aus, was bedeutet, dass auch lange nach der Gabe eine
bakterienhemmende Wirkung bestehen bleibt (Hatala et al., 1996; Siegenthaler et al,
1986). Die Untersuchungen im Mausmodel weisen darauf hin, dass Salmycin diesen
Effekt nicht besitzt. Dies kann mit der geringen Stabilitit und einer daraus

resultierenden kurze Serumshalbwertszeit der Substanz erklart werden.

Bei der Erwagung weiterer unerwinschter Effekte, sollten auch sekundéar eintretende
Wirkungen in Betracht gezogen werden, die durch den raschen Zerfall von Salmycin
auftreten kdnnten: So erwies sich Salmycin B im in-vivo-Versuch als untauglich, da
es im physiologischen pH-Bereich (pH 7,4) nicht stabil ist. Da die Keimzahlen der
Salmycin B-Gruppe die Negativkontrolle leicht Uberstiegen, muss angenommen
werden, dass ein wachstumsfordernder Effekt durch die Abbauprodukte
hervorgerufen wird. Diese sekundéare Wirkung ist durchaus erklarbar und bereits von
anderen Substanzen bekannt.

Desferal® ist das eisenfreie Salz von Ferrioxamin und wird als Chelatbildner bereits
erfolgreich gegen chronische Eisentberladungskrankheiten (Hamochromatose) und
akute Eisenintoxikationen eingesetzt (Porter, 2007). Es komplexiert freies Eisen im
Serum und wird Uber die Nieren ausgeschieden. Nachteilig fir die Patienten wirkt
sich das eisenbeladene Desferal® jedoch durch eine Erhéhung der Empfanglichkeit
fur Yersiniosen (Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis) und andere schwere
Infektionskrankheiten aus, da die Substanz als Wuchsstoff flr Yersinia wirkt (Lesic et
al., 2002; Pallister et al., 2001). Aufgrund der hohen Strukturahnlichkeit zwischen
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Desferal® und Danoxamin kann ein identischer Effekt von hydrolysiertem Salmycin
erwartet werden. Bereits im Verlauf der Untersuchungen des Wirkspektrums konnte
bei Patientenisolaten aus der Familie der Enterobacteriaceae eindeutig
wachstumsfordernde Effekte beobachtet werden.

Die Untersuchung der Organe Milz, Leber und Nieren im Mausmodell zeigte, dass
die hochsten Keimzahlen in der Niere gefunden wurden, wahrend Milz und Leber
nahezu keimfrei waren. Die Bevorzugung dieses Organs kann ein Resultat eines
erhohten Vorkommens an frei zugénglichem Eisen durch Abbauprodukte von
Salmycin sein. Somit muss eine klinische Anwendung von Salmycin bei Infektionen
mit Gram-negativen Keimen insgesamt als kritisch betrachtet werden. Eine
interessante Alternative wére eine epikutane Anwendung auf Wundinfektionen. Diese
These sollte einer Prifung unterzogen werden, denn der Haut-Saureschutzmantel
mit einem pH-Wert um 5,5 kénnte einen antibiotischen Effekt unterstiitzen. Hierbei
ware unter den Aspekten der Galenik zu beachten, dass eine gleichmassig hohe
Antibiotikakonzentration erhalten bleibt um Resistenzen zu unterdriicken (Stricker,
2003). Denkbar wére auch eine Anwendung in Kombination mit anderen Antibiotika.

D.9. Wirkungsweise von Salmycin

Untersuchungen zum Wirkort waren nicht primar Bestandteil dieser Arbeit. Aufgrund
der Strukturahnlichkeit zu Aminoglykosidantibiotka wurde ein Target in der
Proteinbiosynthese der Zelle postuliert. Daten hierzu liegen jedoch nicht vor. Von
Danomycin konnte jedoch nachgewiesen werden, dass es in der 30S-Untereinheit
der Ribosomen bei der Translation den Einbau von Phenylalanin hemmt (Knusel et
al., 1969). Von Albomycin ist bekannt, dass zu seiner Aktivierung in E.coli und S.
typhimurium die Spaltung durch Peptidase N nétig ist (Braun et al., 1983). Eine
Hemmung der Seryl-tRNA-Synthetase durch Albomycin wurde im Rahmen eines
Screeningprogramms von Stefanska et al. (2000) an Ratten nachgewiesen.

Auch fur Salmycin wurde eine intrazellulare Aktivierung vermutet (Braun, personliche
Kommunikation). Im Verlauf dieser Arbeit konnte keine Aktivitdit von bereits
inkorporiertem Salmycin mehr beobachtet werden, so dass von modifizierenden

Prozessen im Cytolasma ausgegangen werden kann, wie Miller (2000) vermutet.
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D.10. Sideromycine — eine effektive Waffe gegen
Superkeime?

Das Prinzip der Sideromycine besteht in der Kopplung eines Eisen-Carriers mit einer
antibiotisch aktiven Einheit. Aufgrund des fir den Zellstoffwechsel immens wichtigen
Eisens besitzen Bakterien fur Siderophore spezifische Transportkomplexe. Das
Antibiotikum wird dadurch wie ein trojanisches Pferd in die bakterielle Zelle
geschleust. Inzwischen ist eine ganze Reihe von Sideromycinen bekannt. Wahrend
die Anzahl moglicher Siderophortypen begrenzt ist, gibt es grossen
Variantenreichtum bei den antimikrobiellen Liganden (Spellberg et al., 2004; Diarra et
al, 1996; Miller et al, 1991). Salmycin besitzt an dieser Stelle ein antibiotisches
Aminodisaccharid wahrend es sich bei Albomycin um ein mit Schwefel substituiertes
Nukleosid handelt (Braun, 1999; Gause et al., 1955). Bereits daraus kann man
schliessen, dass die eigentliche Raffinesse dieser Taktik die Darreichungsform des
Antibiotikums ist. Die Kombination ,Siderophor und Antibiotikum* bringt einen starken
Synergieeffekt mit sich: eine spezifische Barriere wird Uberwunden und die Substanz
wird bis zum 1000-fachen der ausseren Konzentration in der Bakterienzelle
akkumuliert (Curtis et al, 1988). Sideromycine stellen daher eine effektive Mdglichkeit
der Einschleusung antibiotisch aktiver Molekile in prokaryotische Zellen dar.
Saugerzellen hingegen scheinen keine fur  Sideromycine spezifischen
Transportsysteme zu besitzen. Jedoch ist fur Albomycin bekannt, dass es eine
Wirkung auf eukaryotische t-RNA besitzt (Braun, perstnliche Kommunikation) Der
Einsatz von Sideromycinen in der Medizin brachte sicherlich Vorteile, wie etwa die
Verringerung der einzusetzenden Konzentrationen und der damit verbundenen

Nebenwirkungen oder der Optimierung der lokalen antibiotischen Therapie.

Sideromycine werden von einigen Streptomyceten synthetisiert. Jedoch stellen die
Okologischen Refugien ihrer Produzenten wahrscheinlich hinsichtlich der
Substanzeigenschaften andere Anforderungen als es ein medizinischer Einsatz
verlangt. Eine Anwendung von Sideromycinen in der klinischen Praxis ist zum
aktuellen Zeitpunkt noch nicht denkbar, obwohl Albomycin Uber einige Jahre in der
Sowijetunion eine Anwendung fand (Gause, 1955). Um dies zu ermoglichen ist es
notig, Produktionsverfahren, die eine chemische Modifikation der Substanzen in

grossem Mal3stab erlauben oder - idealerweise — die Identifikation und Manipulation
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der Synthesecluster zur biotechnologischen Herstellung anwendbarer Sideromycine,

zu entwickeln. Zudem sind medizinische Risiken auszuschliessen.

Anhand der in dieser Arbeit zusammengetragenen Ergebnisse muss davon
ausgegangen werden, dass Salmycin trotz seiner in-vitro immens starken Wirkung
gegen S. aureus Eigenschaften aufweist, die seine klinische Anwendung erheblich
erschweren. Der Schwachpunkt von Salmycin liegt offenbar in der leicht
hydrolysierbaren Esterbindung zwischen Siderophor und den antibiotisch wirksamen
Aminozuckern. Zudem ist Salmycin A im physiologischen pH-Bereich nur massig
stabil. Dies resultiert in-vivo in kurzen Plasmahalbwertszeiten. Eine Anwendung bei
Infektionen mit Gram-negativen Keimen ist nahezu ausgeschlossen: Auch wenn die
entsprechende Spezies ein Aufnahmesystem mit Salmycin-Spezifitat besitzt, besteht
das Risiko, dass das Sideromycin im periplasmatischen Raum abgebaut wird. Hier
birgt Salmycin die zusatzliche Gefahr von Wachstumsférderung und
Resistenzbildung durch das bei der Hydrolyse entstehende Danoxamin. Dagegen ist
eine Anwendung von Salmycin bei Gram-positiven Kokken, insbesondere S. aureus
zunéchst denkbar. Weitere Untersuchungen, die sich mit der Entwicklung eines
Therapieschemas — etwa fur eine epikutane Anwendung oder zur Sanierung von
MRSA-Tragern - befassen sind jedoch nétig, um Dosis, Verabreichungsintervall und

eventuell Kombinationsantibiotika zu determinieren.

146



Zusammenfassung

E. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Antibiotikum Salmycin untersucht, welches zur
Substanzklasse der Sideromycine zahlt. Im Verlauf der Untersuchungen wurden
die Fermentationsparameter fir Salmycin untersucht. Verglichen wurden
Syntheseverlauf und Salmycinausbeute bei Fermentation in Komplexmedium und
definiertem Produktionsmedium, Ein Protokoll zur Salmycinaufreinigung im

mittleren Produktionsmal3stab wurde erstellt.

Des Weiteren wurde das Wirkspektrum von Salmycin anhand relevanter
Pathogene erfasst und die minimale Hemmkonzentration sensitiver Keime
bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass Salmycin ein sehr eng begrenztes
Wirkspektrum besitzt und insbesondere Staphylokokken hochsensitiv gegen das
Sideromycin sind.

Es konnte nachgewiesen werden, dass Salmycin aufgrund seiner
Strukturdhnlichkeit Uber das Ferrioxamintransportsystem in die bakterielle Zelle
geschleust wird. Ein Schwerpunkt der Arbeit bildete die Untersuchung des
Aufnahmesystems von Staphylococcus aureus. Die Sequenzierung resistenter
Keime ergab Punktmutationen im Transmembrankomplex. Das Lipobindeprotein
FhuD2 wies sich als relevant fur die Erkennung von Salmycin.

Auch der Fragestellung, weshalb die meisten Gram-negativen Bakterien keine
Sensitivitat zeigen wurde nachgegangen. Hierbei ergab sich, dass die aul3ere
Membran eine wirksame Barriere darstellt und von Salmycin nur mittels eines
spezifischen Transportproteins Uberwunden werden kann. Allerdings scheint noch
ein zweiter Schutzmechanismus bei Gram-negativen Mikroorganismen eine Rolle
zu spielen. Es wird vermutet, dass Enzyme des Cytoplasmas eine Inaktivierung

des Antibiotikums bewirken.

Zuletzt wurde untersucht, inwieweit eine klinische Anwendung von Salmycin in
Frage kame. Hierzu wurde die Zytotoxizitat der Substanz Uber LDH-Assay geprift
und ein Maus-Infektionsmodell fir Staphylococcus aureus entwickelt. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Salmycin bei physiologischem pH-Wert eine kurze
Halbwertszeit besitzt und in-vivo nur geringe Wirksamkeit zeigt.
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F. Index
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