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Antibiotika aus Kase und Humus

Eine Alternative bei Resistenzen —
die Lantibiotika Nisin und Subtilin

von Torsten Stein und Karl-Dieter Entian

Krankheitserreger lernen schnell und grindlich. Manche von
ihnen besiegen bereits alle therapeutisch zur Verfiigung
stehenden Antibiotika. Doch Biochemiker und Mikrobiolo-
gen haben die Suche nach Substanzen mit neuartigen Wirk-
mechanismen gestartet und sind in Milch und Erde findig
geworden.

E¥ Der schottische
Bakteriologe Alex-
ander Fleming
(1881 -1955)
zlichtete 1928 am
Londoner St.
Mary’s Univer-
sitatskrankenhaus
in Kulturschalen
Staphylokokken,
im Klinikbetrieb
geflirchtete Eiter-
bakterien. Auf ei-
nem der GefaBe
waren durch eine
Verunreinigung
Kolonien des gri-
nen Schimmelpil-
zes Penicillum
notatum gewach-
sen. Der Pilz
schien etwas ab-
zusondern, das die
Staphylokokken
absterben lieB:
Penicillin. Erst
zehn Jahre spater
fanden Mediziner
heraus, dass sich
der Pilz fir die
Behandlung des
Menschen eignet,
da er dessen Zel-
len nicht in glei-
cher Weise
schadigt. Die Ara
der Antibiotika
begann.
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Lantibiotika

ikroorganismen befinden sich in standiger
MKonkurrenz um Nahrstoffe. Vermutlich, um
sich Wachstumsvorteile zu verschaffen, pro-
duzieren eine Vielzahl von Mikroorganismen antibio-
tisch wirksame Substanzen. Schon 1867 beobachtete der
franzosische Mikrobiologe und Chemiker Louis Pasteur
(1822-1895), dass lebende Mikroorganismen oder deren
Stottwechselprodukte das Wachstum anderer Mikroor-
ganismen hemmen konnen (» Antibiosis«). Die Antibio-
tika-Ara begann 1928 mit der Entdeckung des britischen
Bakteriologen Sir Alexander Fleming (1881-1955), der
feststellte, dass ein Stoffwechselprodukt des Schlauch-
pilzes Penicillum notatum, das »Penicillin«, wachstums-
hemmend auf Mikroorganismen wirkte H. Fiir diese
Entdeckung wurde Fleming 1945 mit dem Nobelpreis
ausgezeichnet. Der Einsatz von Penicillin bei der Pro-
phylaxe und Therapie von vorher tédlich verlaufenen
Infektionskrankheiten begriindete einen der wichtigsten
medizinischen Fortschritte des letzten Jahrhunderts.
Heutzutage versteht man unter »Antibiotika« alle
Substanzen, die schon in niedrigen Konzentrationen
(weniger als 0,1 Milligramm pro Milliliter) das Wachs-

Strukturdarstellungen der Peptidantibiotika Subtilin und Nisin El Durch Abspal-

wirkenden Eiweilmolekiilen (Peptide aus weniger als
50 Aminosduren) gehoren Nisin aus Lactococcus lactis
und Subtilin aus Bacillus subtilis BE. Nisin wird von
dem Milchsdurebakterium Lactococcus lactis gebildet und
kommt deshalb in vielen Milchprodukten vor E. In vie-
len Landern der Welt ist Nisin (E 234) als biologisches
Konservierungsmittel zugelassen. Subtilin wird von
dem Bakterium Bacillus subtilis (Heubazillus) produzier,
das in den oberen Schichten des Erdbodens sowie auf
Wurzeln und Bldttern von Pflanzen vorkommt und in
seinen antibiotischen und biochemischen Eigenschaften
dem Nisin sehr dhnlich ist. Beide Peptide werden
zundchst als lineare Aminosdurenkette an den Protein-
synthesestatten der Zelle, den Ribosomen, synthetisiert
und anschlieBend mit Hilfe von spezifischen Enzymen
chemisch modifiziert. Sie sind durch charakteristische
Ringstrukturen gekennzeichnet, bei denen Aminosdu-
ren liber Schwefelbriicken miteinander verkniipft sind.
Diese in der Natur selten vorkommende Aminosduren
bezeichnet man als Lanthionin.

Die meisten antibakteriell wirkenden Peptide ein-
schlieBlich der Lantibiotika besitzen positive Nettoladun-

tung von Wasser
(H20) aus der Ami-
nosaure Serin er-
halt man die unge-
sattigte Amino-
saure Dehydroala-
nin (Dha). Durch
Addition eines
Schwefels (S, rot)
von der Aminosau-

Bildung der seltenen Aminosaure
Lanthionin

re Cystein an die (":Hz ?H
Doppelbindung H_N-C—COOR ?Hz
entsteht das Dehydroalanin H,N-C—COOH
Lanthionin (A-S-A l Cystein
in F1). Wird anstel-
le von Serin die
Aminoséaure Threo- CH,— S CH,
nin verwendet, ent- - N_(I“'I .-
steht das Methyl- 2 2

H Jede Kugel symbolisiert eine einzelne Aminoséure. Rot: charakteristische schwe- Lanthionin (Abu-S- o o

A; Abu: Aminobut-
tersaure in H).

fel (S)-haltige Briicken, blau: ungesattigte Aminoséuren, griin: Aminoterminus und Lanthionin

Lysinreste mit positiver Ladung.

tum oder die Vermehrung von Mikroorganismen ver-
hindern und die keine oder lediglich geringfiigige toxi-
sche Wirkungen auf hohere Organismen ausiiben. Bis
heute wurden mehr als 6000 Antibiotika entdeckt, al-
lerdings konnen nur etwa 80 Verbindungen fiir thera-
peutische Zwecke eingesetzt werden. Anfangs erschie-
nen Antibiotika als Wunderwaffe gegen viele bakterielle
Infektionskrankheiten, doch durch ihren falschen und
iibermdligen Einsatz ziichtete der Mensch regelrechte
»Superstimme« heran, gegen die kein Kraut gewach-
sen ist. Aulerdem sind Bakterien Uberlebenskiinstler;
es gelingt ihnen immer wieder, sich an geanderte Le-
bensbedingungen anzupassen, so dass immer neue An-
tibiotika entwickelt werden miissen.

E1 Das Lantibiotikum Nisin kann in den meisten Milchproduk-

Antibakterielle Peptide
und Lantibiotika

Die meisten Organismen besitzen die Fahigkeit, Peptid-
antibiotika zu bilden. Zu diesen kleinen antibakteriell
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ten (links) nachgewiesen werden. Der Produzent, das Gram-po-
sitive Milchsaurebakterium Lactococcus lactis ist ein einzelli-
ger Mikroorganismus. Die Abbildung rechts zeigt einen Zell-
haufen von griin angeférbten L. /actis-Zellen, die knapp ein
Mikrometer lang sind.
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a) Aufbau einer begeiBelten Gram-positiven Bakterienzelle

ntibiotika

b) Wirkung von

auBen

Zellwand

Gram-
positives
Bakterium

H a) Die Zellwand aus einem Netzwerk von Zucker- und Peptidmolekilen bewirkt die

Zell-
membran

innen

Festigkeit und Form von Bakterienzellen (»Lederhiille eines Balls«). Die Zellmem-
bran besteht aus einer Lipid-(Fett-)Doppelschicht und umschlieBt das Innere von

Bakterienzellen (»Gummiblase eines Balls«).

b) Positiv geladene Lantibiotikamolekiile werden durch das negativ geladene Pepti-
doglycan elektrostatisch angezogen und erreichen dadurch leicht die Zellmembran
(links). Lantibiotika bilden Poren in der Zellmembran (rechts), so dass essentielle
Stoffwechselprodukte (kleine Vier- und Fiinfecke, Kreise) nach auBen strémen kon-

nen. Dieser Prozess ist todlich flr die betroffene Zelle.

r - =

Bacillus subtilis

Elektronenmikroskopisches Bild mit Bacillus subtilis

[@ Das Heubakterium Bacillus subtilis besiedelt sowohl Pflanzen (Wurzeln, Blatter)
als auch die oberen Schichten des Bodens und kann daher besonders gut aus
Komposterde isoliert werden. Neben Subtilin besitzt B. subtilis die Féhigkeit, mehr

als ein Duzend verschiedene Peptidantibiotika zu produzieren.
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Lantibiotika

wenig wahrscheinlich. Erst eine drastische Steigerung
der Produktionsraten sowie vereinfachte Herstellungs-
verfahren konnten den breiteren Einsatz von Lantibioti-
ka als biologische Konservierungsmittel férdern.

Subtilin wird vom »gemeinen Heubazillus« Bacillus
subtilis gebildet . Dieser Mikroorganismus besiedelt so-
wohl Pflanzen (Wurzeln, Blatter) als auch die oberen
Schichten des Bodens und kann daher besonders gut
aus Komposterde isoliert werden. Neben Subtilin besitzt
B. subtilis die Fahigkeit, mehr als ein Duzend verschiede-
ne Peptidantibiotika zu produzieren. In der Landwirt-
schaft wird B. subtilis deshalb vermehrt als Bio-Fungizid
und » Wuchsforderer« eingesetzt, da das Wurzelsystem
wahrend der Pflanzenauskeimung besiedelt und da-
durch vor einer Verpilzung geschiitzt wird.

Lantibiotika im Aufschwung

Der Grundstein fiir eine neue Ara zur Erforschung der
Lantibiotika-Biosynthese wurde 1987 gelegt: Unserer
Arbeitsgruppe gelang es erstmalig, ein Lantibiotika ko-
dierendes Gen nachzuweisen und zu charakterisieren
(Epidermin aus Streptococcus epidermidis). Mittlerweile
hat sich herausgestellt, dass alle Lantibiotika produ-
zierenden Mikroorganismen nach vergleichbaren Bau-
planen vorgehen (siehe »Biosynthese von Lantibiotika«,
Seite 24). Alle Produzenten von Lantibiotika gehdéren
zu den Gram-positiven Bakterien. Da die Aktivitdt von
Lantibiotika allerdings gerade gegen Gram-positive Or-
ganismen gerichtet ist, miissen sich die Produzenten ef-
fizient gegen ihre eigenen Produkte schiitzen. Dazu hat
die Natur Selbstschutz-Systeme entwickelt, die aus den
Proteinen Lanl, LanF, LanE und LanG bestehen. LanI ist
an die AuRenseite der Zellmembran mit einem Lipidan-
ker angeheftet und fungiert sozusagen als erste Verteidi-
gungslinie. Eine zweite Verteidigungslinie wird durch
die membranstdndigen Transportsysteme LanFEG gebil-
det, die schon in die Membran gelangte Lantibiotika-
molekiile in das umgebende Medium nach aufen pum-
pen. Die LanIFEG-Selbstschutzsysteme reduzieren also
gemeinsam die Anzahl von Lantibiotikamolekiilen in
der Zellmembran sowie in unmittelbarer Membranndhe
und verhindern dadurch die fiir die Zelle tddliche Po-
renbildung.

Mikroorganismen sind stindigen Anderungen in
ihrer Umwelt ausgesetzt. Um iiberleben zu konnen,
miissen sie schnell auf die gednderten Bedingungen
reagieren und sich effizient an sie anpassen. Deshalb
werden die meisten zelluldren Prozesse, insbesondere
die sehr energieaufwandigen Biosynthesen, strikt regu-
liert. Dies wird durch kontrolliertes An- und Ausschal-
ten der dazugehorigen Gene gewdahrleistet. Auch die
Bildung der Lantibiotika bilden in diesem Zusammen-
hang keine Ausnahme. Alle Gene fiir die Biosynthese
von Lantibiotika und des Selbstschutzes werden haupt-
sachlich durch zwei weitere Lan-Proteine reguliert,
LanR und Lank, klassische Vertreter einer grof3en Pro-
teinfamilie, den so genannten Zweikomponenten-Regu-
lationssystemen. Vertreter dieser Proteinfamilie fungie-
ren als »Signalwandler«: Extrazelluldre Signale, zum
Beispiel Anderungen in der Nahrstoffkonzentration
oder der Temperatur, werden in intrazelluldre Signale
umgewandelt. Diese fithren dazu, dass bestimmte Gene
an- oder ausgeschaltet werden. Bei den Lantibiotikasys-
temen bestehen die Signalwandler aus einem trans-
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Biosynthese von Lantibiotika

Die Lantibiotika werden als Vorlduferpeptide herge-
stellt, die aus einer Leitsequenz und aus einer so ge-
nannten Propeptidsequenz bestehen, aus der das anti-
biotisch aktive Lantibiotikum hervorgeht Fi A . Die
Gene der Vorlduferpeptide wurden in Gen-Clustern
gefunden, die oft nach Funktionen geordnet sind: Bei
den Lantibiotika sind dies die Gene der Biosynthese
(LanBTCP und LanA oder LanS), die Gene, die den
Produzenten vor seinem eigenen Lantibiotikum schiit-
zen (Selbstschutzgene LanFEG) und die Gene fiir die
Regulation (LanRK) des Systems. Die enge Nachbar-
schaft in einem Gen-Cluster der Erbsubstanz besitzt
den entscheidenden Vorteil, dass gleichzeitig bendtigte
Gene auch synchronisiert reguliert werden konnen.
Fiir die chemischen Modifikationen von Serin-,
Threonin-, und Cysteinresten zu Lanthionin und Me-
thyllanthionin werden zwei Proteine bendtigt, die
durch die Gene LanB und LanC verschliisselt werden.
Den Transport der chemisch modifizierten Lantibiotika
aus dem Zellinneren tiber die Zellmembran nach
aulen wird von Transporterproteinen bewerkstelligt,
die durch die LanT-Gene kodiert werden. Im letzten
Schritt der Lantibiotika-Reifung wird die Leitsequenz
abgespalten, und es entstehen die antibiotisch aktiven
Lantibiotika. Im Falle des Nisin-Systems bewerkstelligt
dies die spezifische Protease NisP. Das Subtilin-Gen-
Cluster enthalt keine fiir Subtilin spezifische Protease.
Allerdings ist B. subtilis fiir seine Fahigkeit bekannt,
sehr viele Proteasen zu bilden. Wir konnten zeigen,
dass mindestens drei verschiedene B. subtilis-Protea-
sen die Leitsequenz von Subtilin abspalten konnen.
Durch umfangreiche genetische und biochemische
Untersuchungen haben wir her-

Biosynthese von Subtilin

ADP +Pi |

E¥ Subtilin wird als Vorlauferpeptid hergestellt (SpaS, rot)
und besteht aus einer Leit (»Leader«)-sequenz und einer so
genannten Propeptidsequenz. Nach der Synthese der
Lanthioninringe durch SpaB und SpaC wird das modifizierte
Subtilin-Vorlauferpeptid durch SpaT tber die Membran
nach auBen transportiert. In dieser Form ist es noch anti-
biotisch inaktiv. Das antibiotisch aktive Subtilin wird nach
Abspaltung der Leitsequenz durch Proteasen gebildet.

ausgefunden, dass die Transporter- [N UERT TR T Nelh R TE Gl

proteine fiir Nisin und Subtilin in

der Zellmembran der Produzenten —m 12 P XZWWN@E=FElGA

lokalisiert sind und dass die modi-
fizierenden Enzyme im Zellinne-

Nisin (nis) Gene

: ~EYEY
ren mit dem Transporter LanT- (L B > T > Cc oINS RK > |

Multienzymkomplexe bilden.

Subtilin (spa) Gene

F1 Beide Gen-Cluster umfassen zehn bis elf Gene. Gleiche Buchstaben bedeuten
gleiche Funktionen, zum Beispiel entspricht die Funktion von NisB der von SpaB
(allgemeine Abktirzung fur B-Proteine: LanB).
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Lantibiotika

membranen Sensor-Protein (LanK) und einem intrazel-
luldren Regulatorprotein (LanR). LanK ist ein Rezeptor,
an den Lantibiotikamolekiile spezifisch binden kénnen,
wodurch die LanK-Proteine aktiviert werden. Die akti-
vierten LanK-Proteine aktivieren ihrerseits die LanR-
Proteine, die daraufhin die Biosynthese und den Selbst-
schutz anschalten. Als Folge erhoht sich Produktionsra-
te der Lantibiotika. Eine derartige positive Riickkopp-
lung wird als Autoregulation bezeichnet.

Perspektiven

Mit der Charakterisierung der Nisin- und Subtilin-Gen-
cluster wurden die Grundlagen fiir die Aufklarung der
Biosynthese, des Selbstschutzes und der Regulation die-
ser Lantibiotika auf molekularer Ebene gelegt. Ein For-
schungsziel ist die Identifizierung und Charakterisierung
der katalytisch aktiven Zentren der Proteine LanB und
LanC, die bei der Lanthioninbildung — den Struktur-
kennzeichen der Lantibiotika Nisin und Subtilin — betei-
ligt sind. Es ist denkbar, dass das Einfiigen von Lanthio-
ninringen in Peptide oder Proteine biotechnologisch zu
nutzen ist, zum Beispiel zur Stabilisierung von Peptiden
oder Enzymen gegen proteolytischen Abbau.

Da die weitreichende Nutzung von Lantibiotika als
Antibiotika oder Konservierungsmittel durch relativ ge-
ringe Produktionsraten eingeschrankt wird, zielt unser
weiteres Forschungsinteresse darauf ab, Stamme mit
besseren Syntheseleistungen zu konstruieren. Auf3er-
dem wollen wir die Spezifitdt der geschilderten Prozesse
untersuchen: Wie bewerkstelligt es die Bakterienzelle,
hochspezifisch nur ihr eigenes Lantibiotikum zu erken-
nen und nicht das von anderen Mikroorganismen? Der-
artig hochspezifische Prozesse (Schliissel-Schloss-Prin-

Glossar
DNA
Desoxyribonukleinsdure (deutsch oft als DNS abgekdirzt) ist die
Grundsubstanz des Erbgutes aller Lebewesen.

Enzyme

Proteine, die als Bio-Katalysatoren samtliche biochemische Reak-
tionen in Zellen ermdoglichen, indem sie Energiebarrieren herab-
setzen.

Gram-positiv/negativ

Flir jeden Bakterienstamm charakteristisches Merkmal zur Unter-
teilung von Bakterien. Mit einer bestimmten Farbetechnik lassen
sich Zellwiande von Bakterien entweder anfarben (Gram-positiv)
oder nicht anfarben (Gram-negativ).

Lantibiotika

Antibiotika mit der seltenen Aminosdure Lanthionin.

Peptid

Aminosdurekette mit weniger als 50 Aminosduren Lange (»klei-
nes« Biweil3).

Protein

Aminosaurekette mit mehr als 50 Aminosduren Lange (»gro3es«
Eiweild).

Ribosom

Zellfabriken fiir die EiweiB3-Synthese, die aus Protein und Ribonu-
kleinsdure (ribosomale RNA) bestehen.

Zellwand

Bewirkt die Festigkeit und Form der Bakterienzellen (»Lederhiille
eines Balls«) und besteht aus einem Netzwerk von Zucker- und
Peptidmolekiilen H .

Zellmembran
Besteht aus einer Lipid- (Fett-) Doppelschicht und umschlief3t das
Innere von Bakterienzellen (»Gummiblase eines Balls«) EH .,
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Chemie habilitierte. 1987 war Karl-
Dieter Entian Heisenberg-Stipendiat
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Dr. Torsten Stein, 39, promovierte
nach dem Studium der Chemie an der
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Uiber den Mechanismus der nichtribo-
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biotika bei Privatdozent Dr. Joachim
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nischen Universitat Berlin wechselte er
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2002 war er Mitbegriinder der Frank-
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zip) sind bei allen Schritten der Lantibiotikasynthese
verwirklicht und erlauben es der Zelle, »richtig« zu rea-
gieren. Hinweise auf die Struktur der Protein-Peptid
(Schloss-Schliissel)-Interaktionen kann durch chemi-
sche Quervernetzung (Crosslinking) der interagieren-
den Partner erreicht werden. Dadurch lassen sich die
Kontaktflaichen zwischen Peptid und Protein und die
Zusammensetzung von Proteinkomplexen ermitteln.
Dazu ist eine sensitive Analytik mit Hilfe von modernen
massenspektrometrischen Methoden unerlasslich, die
durch die Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Michael Karas,
Institut fiir Instrumentelle Analytik, in idealer Weise ge-
geben ist. Um Biosynthese sowie Selbstschutz- und Re-
gulationsprozesse detailliert — das hei3t in molekularer
Auflésung - zu studieren , mochten wir als Fernziel die
Raumstrukturen der daran beteiligten Proteine bestim-
men. Die neu gegriindeten biowissenschaftlichen Zen-
tren der Goethe-Universitdt, insbesondere das » Center
for Membrane Proteomics« (CMP) (siehe Seite 4) und
das Zentrum fiir Biomolekulare Magnetische Resonanz
(BMRZ), werden fiir unsere Arbeiten von grof3er Be-
deutung sein. Die Starkung der Membranforschung gibt
uns Zugang zu neuen experimentellen Ansétzen, die
magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR) ist bei
der Aufklarung von Proteinstrukturen entscheidend. 4
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