/014386 A2

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

20. Februar 2003 (20.02.2003) PCT WO 03/014386 A2
(51) Internationale Patentklassifikation’: C12Q 1/68, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG,
1/02, C12N 15/70 US, UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW.
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP02/08282  (84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH,

(22) Internationales Anmeldedatum:
25. Juli 2002 (25.07.2002)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Verdiffentlichungssprache: Deutsch

(30) Angaben zur Prioritiit:

101 38 766.0 7. August 2001 (07.08.2001) DE

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von
US): BAYER CROPSCIENCE AG [DE/DE]; Alfred-No-
bel-Strasse 50, 40789 Monheim (DE).

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir US): EBERZ, Giin-
ther [DE/DE]; Heiderhof 15, 51519 Odenthal (DE).
MOHRLE, Volker [DE/DE]; Merheimer Str. 312 c,
50733 Koln (DE).

Gemeinsamer Vertreter: BAYER CROPSCIENCE
AG; Legal and Patents, Patents and Licensing, 51368
Leverkusen (DE).

(74

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR,
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR,
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK,
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU,

GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), européisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT,
SE, SK, TR), OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Erklirung gemifB Regel 4.17:

hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, ein Patent zu
beantragen und zu erhalten (Regel 4.17 Ziffer ii) fiir die
folgenden Bestimmungsstaaten AE, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH,
GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI,
SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VN, YU, ZA,
ZM, ZW, ARIPO-Patent (GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD,
SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), europdisches Patent (AT, BE,
BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR), OAPI-Patent (BE BJ, CF,
CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG)

Veroffentlicht:
ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu
verdffentlichen nach Erhalt des Berichts

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
Abkiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguliren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen.

(54) Titlee METHOD FOR IDENTIFYING MACROCYCLIC POLYKETIDES

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM IDENTIFIZIEREN VON MAKROCYCLISCHEN POLYKETIDEN

€7, (57) Abstract: The invention relates to a method for identifying macrocyclic polyketides by using a biosensor system, and to com-

ponents of this biosensor system.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Identifizieren von makrocyclischen Polyketiden
durch ein Biosensor-System, sowie Komponenten dieses Biosensor-Systems.



WO 03/014386 PCT/EP02/08282

10

15

20

25

30

Verfahren zum Identifizieren von makrocyclischen Polyketiden

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Identifizieren von makro-
cyclischen Polyketiden durch ein Biosensor-System, sowie Komponenten dieses

Biosensor-Systems.

Makrocyclische Polyketide stellen eine der pharmakologisch wichtigsten Natur-
stoffklassen dar, da sie sich durch ein breites Wirkspektrum auszeichnen. Sie haben
ein polyketidisches Grundgeriist mit mehr als 10 Atomen in einem Ring, der als
charakteristisches Merkmal mindestens eine Lacton- oder/und Laktam-Bindung auf-
weist. Zu den Makroliden, d.h. makrocyclischen Polyketiden mit einem Lactonring,
zihlen z.B. die antimikrobiell wirksamen und klinisch eingesetzten 14- und 16-
gliedrigen Lactone Carbomycin, Erythromycin, Leucomycin oder Oleandomycin. Sie
hemmen die Proteinbiosynthese durch Bindung an die 50S-Untereinheit der
prokaryotischen 70S-Ribosomen. Daneben gibt es die sog. nicht-klassischen
Makrolide, die in der RinggrsfBe vergleichbar sind, keine Zuckerbausteine aufweisen,
aber dennoch biologisch aktiv sind, wie z.B. Soraphen, Albomycin oder das anti-
fungal und cytostatisch aktive Epothilon. Epothilone hemmen ein breites Spektrum
von Tumorzell-Linien. Polyen-Makrolide enthalten 20 bis 38-gliedrige Lacton-Ringe
und sind hiufig mit einem Aminozucker glycosyliert. Sie sind antifungal wirksam
und werden z.T. klinisch gegen Pilz- und Hefeinfektionen eingesetzt (z.B. Nystatin).
Zu den Spiro-Makroliden zdhlen die Avermectine und Milbemycine, die gegen
Endo- und Ektoparasiten bei Tieren und als Insektizide im Pflanzenschutz einen
groBen Markt besitzen. Zusitzlich zu dem Lactonring als charakteristischem
Merkmal weisen die Pleco-Makrolide eine gefaltete Seitenkette auf. Es handelt sich
bei diesen Makroliden um hochaktive ATPase-Inhibitoren, wie z.B. Concanamycin
A. Makrodiolide (z.B. Elaiophyllin) und Makrotetrolide (z.B. Nonactin) sind
charakteristischer Weise aus repetitiven Untereinheiten aufgebaut. Beispiele fiir
makrocyclische Polyketide, die sowohl eine Lacton- als auch eine Lactam-Bindung

aufweisen, sind die strukturell #hnlichen Immunmodulatoren Rapamycin und FK-
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sondern eine Lactam-Bindung vorliegt. Rifampicin ist ein halbsynthetisches Derivat
des Rifamycins mit besseren pharmakologischen Eigenschaften und einem breiteren

Wirkungsspektrum.

Nach dem derzeitigen Stand der Technik ist es nicht méglich, makrocyclische
Polyketide anhand ihrer charakteristischen strukturellen Eigenschaft in biologischen
Screening-Verfahren, z.B. von Naturstoffextrakten, zu erkennen. Man ist vielmehr
darauf angewiesen, dass diese Substanzen in einem jeweils eingesetzten Screening-
Test, durch die jeweils gesuchte biologische Aktivitit auffallen. Makrocyclische
Polyketide mit anderer oder anderen, als den im Test gesuchten Wirkungen werden
hierdurch nicht erfasst. Aufgrund des auBerordentlichen Potentials biologischer
Wirksamkeiten makrocyclischer Polyketide ist es jedoch wiinschenswert, diese

Substanzklasse unabhéngig von ihrer Wirkung selektiv zu erkennen.

Eine Moglichkeit zur Detektion von Analyten stellt die Verwendung von Bio-
sensoren dar. Es gibt verschiedene gentechnisch konstruierte, bidlogische Kompo-
nenten eines Biosensors, die ungeachtet der Struktur einer chemischen Substanz
selektiv zelluldre Effekte wie Heat-Shock-Aktivierung oder Carcinogene anzeigen.
Eine Reihe weiterer biologischer Biosensor—Komponeﬁten kann vormehmlich in
Anwesenheit bestimmter Metallsalze oder bestimmter zelluldrer Metabolite messbare
Signale auspridgen (Daunert et al., 2000). Solche Testsysteme konnen eine hohe
Nachweisempfindlichkeit aufweisen, wie z.B. fiir Biosensoren zum Nachweis von
nitrifikationshemmenden Substanzen (Ludwig et al,, 1999) oder Chromatsalzen
gezeigt werden konnte (Peitzsch et al, 1998). Ein Biosensor-System fiir das
aromatische Polyketid Tetracyclin ist ebenfalls beschrieben worden (Kurittu et al.,
2000). Ein Sensor zur Detektion der pharmakologisch attraktiven Nafurstofﬂdasse
der makrocyclischen Polyketide, ist bisher noch nicht beschrieben worden.



WO 03/014386 PCT/EP02/08282

10

15

20

25

30

-3-

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Identifizieren von
makrocyclischen Polyketiden, wobei man makrocyclische Polyketide oder eine

Mischung, die makrocyclische Polyketide enthilt, einem Biosensor-System aussetzt.

Mit dem erfindungsgemifBen Verfahren unter Anwendung eines Biosensor-Systems
wird die Moglichkeit bereitgestellt, ein Screening auf die attraktive Naturstoffklasse
der makrocyclische Polyketide zu fokussieren. Da die biologische Aktivitit eines
makrocyclischen Polyketids fiir ganz unterschiedliche Bereiche relevant sein kann,
wie z.B. fiir das Gebiet der Gesundheit, der Landwirtschaft oder des Umwelt-
schutzes, kann durch diese fokussierte Vorgehensweise der Aufwand fiir die Ent-
deckung neuer biologisch interessanter makrocyclischer Polyketide erheblich ver-

mindert werden.

Unter dem Begriff "Biosensor-System", wie er hierin verwendet wird, wird ins-
besondere ein System auf der Basis eines gentechnisch hergestellten, zelluldren
Biosensors verstanden. Der Biosensor besteht aus einer biologischen Komponente,
einem mikrobiellen Erkennungssystem, das zur spezifischen Erkennung eines makro-
cyclischen Polyketids geeignet ist. Die Erkennung des makrocyclischen Polyketids
wird durch Stimulierung einer biochemischen Information angezeigt. Diese bio-
chemische Information kann durch eine geeignete technische Komponente gemessen

und quantifiziert werden.

Vorzugsweise wird die biologische Komponente des Biosensor-Systems fiir makro-
cyclische Polyketide durch ein zelluldres Reportergen-Testsystem dargestellt. Ein
solches zelluldres Reportergen-Testsystem umfasst besonders bevorzugt ein
Reportergen, dessen Transkription unter der Kontrolle einer Promotor-Region steht,

welche in Abhiingigkeit eines makrocyclischen Polyketids reguliert wird.

Als Reportergene konnen verschiedene Gene wie z.B. Gene, die fiir die Chlor-
amphenicol-Acetyltransferase, die Beta-Galactosidase, eine bakterielle oder die

Glithwiirmchen-Luciferase oder das griin fluoreszierende Protein (GFP) codieren.



WO 03/014386 PCT/EP02/08282

10

15

20

25

30

-4-

Solche Reportergene haben sich bei der Entwicklung von Biosensoren bewdhrt
(Daunert et al., 2000). Bevorzugt wird als Reportergen ein Gen verwendet, welches

fiir Luciferase codiert.

Die von der biologischen Komponente erzeugte biochemische Information i(ann mit
Hilfe von bildgebenden Verfahren, wie photographischen Verfahren, Video Imaging
oder auch Handzeichnung festgehalten werden. Die von der biologischen Kompo-
nente erzeugte biochemische Information kann auch in ein physikalisch quantifizier-
bares Signal, unter Verwendung eines Signalwandlers (Transduktors) als technischer
Komponente, umgewandelt werden. Dies kann z.B. ein elektrisches Signal sein, das
ciner elektronischen Verstirkung zuginglich ist. Als Transduktor konnen z.B. eine
amperometrische oder potentiometrische Elektrode, eine Optrode, ein Piezokristall

oder ein Thermistor Anwendung finden (Piihler et al., 2000).

Als Promotor, der die Transkription eines Reportergens in Abhingigkeit eines
makrocyclischen Polyketids kontrolliert, wird vorzugsweise die Promotor-Region
des mph(A)-Gens aus E. coli verwendet. Zur Regulation der Promotor-Region wird
das MphR(A)-Protein bendtigt, welches vorzugsweise durch Uberexpression des

entsprechenden Gens aus E. coli bereitgestellt wird.

Der biologische Teil des Biosensor-Systems basiert demnach vorzugsweise auf
Komponenten eines Erythromycin-Resistenzgen-Operons aus E. coli (Noguchi et al.,
2000). Entsprechend dem publizierten Modell iiber dieses mph(A)-Operon werden
drei Genprodukte kodiert: Mph(A), Mrx und MphR(A). Hierbei wird die Expression
dieses Operons durch Bindung von MphR(A) an die Promotor-Region des mph(A)-
Gens, dem ersten Gen dieses Operons, negativ auf Transkriptionsebene reguliert. In
Abwesenheit von Erythromycin bindet MphR(A) an die Promotor-Region des
mph(A)-Operons und reprimiert dessen Expression. In Anwesenheit von
Erythromycin wird die Bindung von MphR(A) an diesen Promotor-Bereich
aufgehoben und die Expression des Operons freigegeben (Abb. 1).
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Als Wirtszellen, die eine weitere biologische Komponente des Biosensor-Systems fiir
das erfindungsgemife Verfahren darstellen, konnen sowohl prokaryotische als auch
eukaryotische Zellen verwendet werden. Vorzugsweise werden Bakterien und beson-

ders bevorzugt E. coli, ein Gram-negativer Mikroorganismus verwendet.

Zur Herstellung einer ganz besonders bevorzugten Ausfiithrungsform eines Bio-
sensor-Systems flir das erfindungsgeméBe Verfahren werden die folgende Kom-
ponenten hergestellt und kombiniert: (i) ein Luciferase-Reportergen-Plasmid, dessen
Expression unter Kontrolle der mph(A)-Promotor-Region steht, (ii) eine E. coli-
Zelle, die das mphR(A)-Gen iiberexprimiert und gleichzeitig das mph(A)-Operon

oder Teile davon tragt.

Die Vorgehensweise bei der Herstellung dieser ganz bevorzugten Ausfiihrungsform

wird im Folgenden genauer beschrieben.

Zur Herstellung des oben genannten Luciferase-Reportergen-Plasmids wird bei-
spielsweise die Promotor-Region-codierende und MphR(A)-bindende DNA-Sequenz
des mph(A)-Operons des Plasmids pTZ3509 (Nouguchi et al., 2000) durch PCR
amplifiziert (vgl. Beispiel 1) und in den Promotor-Suchvektor pUCD615 (Rogowsky
et al., 1987) kloniert. Dieser Transkriptionsfusions- (Operonfusions-) Vektor codiert
die promotorlosen Luciferase-Strukturgene (lux-Gene) aus Vibrio fischeri. Das
Promotor-tragende DNA-Stiick wird so in pUCD615 kloniert, dass die Transkription
der lux-Gene durch die mph(A)-Promotor-Region kontrolliert wird. Zur Ubertragung
des mph(A)-Operons, das Resistenz gegeniiber Erythromycin verleiht, wird ein
mph(A)-Operon codierendes DNA-Fragment aus dem Plasmid pTZ3509 in den
Transposon-Suizidvektor pBSL180 (Alexeyev and Shokolenko, 1995) umkloniert
(vgl. Beispiel 2). Zur Uberexpression des MphR(A)-Proteins wird das mphR(A)-Gen
aus dem Plasmid pTZ3509 durch PCR-Amplifikation gewonnen und in den Vektor
pACYC184 (Chang and Cohen, 1978) kloniert (vgl. Beispiel 3).
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Als E. coli-Zelle wird beispielsweise E. coli SM101 eingesetzt (Vuorio and Vaara,
1992). Es handelt sich bei diesem Stamm um eine lpxA2-Mutante, die einen Defekt
in der UDP-N-Acetylglucosamin-Acyltransferase-Aktivitit aufweist. Dieses Enzym
ist zum ersten Schritt der LipidA-Biosynthese der &ufleren Zellmembran nétig. Die
IpxA2-Mutation bedingt eine drastische Steigerung der Sensitivitit gegeniiber

hydrophoben Antibiotica wie Erythromycin oder Rifampin.

Das Luciferase-Reportergen-Plasmid, dessen Expression unter Kontrolle der
mph(A)-Promotor-Region steht, das mphR(A)-tragende Plasmid sowie das mph(A)-
Operon iibertragende Suizidplasmid werden durch Standardverfahren der Molekular-

genetik in den Bakterienstamm E. coli SM101 iibertragen.

Als Wirtszelle kann auch ein E. coli-Stamm verwendet werden, der eine tolC-
Mutation tragt. Ein funktionelles tolC-Genprodukt ist fiir ein wirksames AcrAB-
Effluxsystem und zur Expression des Mar-Phinotyps erforderlich (Fralick, 1996). Es
spielt méglicherweise eine Rolle beim Ausschleusen von noxischen hydrophoben
Substanzen. Selbstverstidndlich ist es auch ohne weiteres mdoglich, einen E. coli-
Stamm als Wirtsorganismus zur Ausprigung des erfindungsgeméBen Biosensor-

Systems einzusetzen, der sowohl eine lpxA2- als auch eine tolC-Mutation trégt.

Durch die beispielhaft vorgestellte Vorgehensweise kann ein Biosensor-System her-
gestellt werden, welches die Eigenschaft besitzt, dass die Luciferasegen-Expression
und damit Lumineszenz durch 12- bis 16- gliedrige makrocyclische Polyketide,
stimuliert wird. Beispielsweise zeigt das erfindungsgeméfe Biosensor-System die
14-gliedrigen natiirlichen makrolidischen Proteinsynthesehemmer Erythromycin,
Clarithromycin, Oleandomycin, Pikromycin und Narbomycin an. Das erfindungsge-
méfle Biosensor-System wird auch durch das 12-gliedrige Makrolid Methymycin,
das antibakterielle Wirksamkeit gegentiber Gram-positiven Bakterien hat, zur
Lumineszenz angeregt. Dariiber hinaus wird das erfindungsgemifle Biosensor-
System ebenso durch ein 15-gliedriges, halbsynthetisches Makrolid, das

Azithromycin, zur Lumineszenz angeregt. Das makrocyclische Laktam-Polyketid
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Rifampicin, ein halbsynthetisches Rifamycin-Derivat und Transkriptionshemmer,

wird ebenfalls durch das Biosensor-System angezeigt.

Andere Substanzen, die nicht zur Klasse der makrocyclischen Polyketide geh&ren,
wie beispielsweise die Proteinsynthesehemmer Tetracyclin oder Chloramphenicol,
die Zellwandsynthesehemmer Fosfomycin und Vancomycin oder der Gyrasehemmer

Novobiocin, filhren nicht zu einer solchen Lumineszenz-Anregung (Abb. 3).

Die Spezifitit des erfindungsgeméiBen Biosensor-Systems in der ganz bevorzugten
Ausfiihrungsform wird entsprechend den vorgestellten Modellen (Abb. 1 und 2)
durch den MphR(A)-Repressor und durch dessen Bindung an die mph(A)-Promotor-
Region bestimmt. Durch Verfahren wie DNA-Shuffling (Stemmer, 1994), einen
Staggered-Extension-Process (Zhao et al., 1998) oder ein neues DNA-Shuffling-
Verfahren (Coco et al., 2001) kann die Bindungseigenschaft von MphR(A) moduliert
werden. Beispielsweise kann die Bindungsspezifist oder die Affinitéit von MphR(A)
fiir bestimmte makrocyclische Polyketide veréindert werden. Weiterhin kénnen die
DNA-bindenden und Transkriptions-regulierenden Eigenschaften von MphR(A)
verindert werden. Ferner kann durch Verénderung der Nukleotidsequenz des DNA-
Bereiches, an welche MphR(A) bindet, die Selektivitdt und Sensitivitdt des Bio-
sensor-Systems verandert werden. Dariiber hinaus ist es moglich, durch Regulierung
der zelluldren Verfiigbarkeit des MphR(A)-Proteins oder anderer Komponenten des

Biosensor-Systems, die Sensoreigenschaften zu beeinflussen.

Hieraus ergibt sich ohne Weiteres die Méglichkeit, die biologische Komponente des
Biosensor-Systems so zu verdndern, dass spezifisch Substanzen erkannt werden
k&nnen, die von der ganz bevorzugten Ausfithrungsform nicht spezifisch angezeigt
werden. Von besonderem Interesse sind hierbei biologische Biosensor-Kompo-
nenten, die z.B. nicht-ribosomal synthetisierte, cyclische Peptide, wie Vankomycin
oder Analoga, anzeigen konnen. Prinzipiell konnen durch Verfahren wie DNA-
Shuffling (s.0.) oder andere mutative Verfahren die Selektivitat und Sensitivitét des

Biosensor-Systems auf eine bestimmte Struktur hin optimiert werden. Bei solchen
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Verinderung der Biosensor-Eigenschaften karm es z.B. von Vorteil sein, den
Promotor des mph(A)-Operons vor promotorlose Gene eines selektierbaren Gens,
wie eines Resistenzgens, z.B. eines Tetracyclin-Resistenzgens, zu setzen. Hierdurch
konnen im Zuge von Arbeiten zur Verinderung von Biosensor-Eigenschaften,
Varianten des Biosensor-Systems positiv anhand der stimulierbaren Tetracyclin-

Resistenz herausgefiltert werden.

Das erfindungsgemiBe Biosensor-System kann auch im Rahmen der kombinatori-
schen Biosynthese eingesetzt werden. So ist es z.B. moglich, das Biosensor-System
zu verwenden, um Substanzen einer Polyketid-Bibliothek, wie sie kiirzlich beschrie-
ben worden ist (Tang et al., 2001), anzuzeigen. Die Nachweismethode ist unabhéingig
von der antibakteriellen Aktivitit der untersuchten Substanzen. Es ist dariiber hinaus
auch ohne Weiteres moglich, in einem Biosensor-System der vorliegenden Erfindung
ein weiteres System auszuprigen, das eine solche oder #hnliche Polyketid-Bibliothek
ausprigt. Hierdurch kénnen Mikroorganismenzellen einfach erkannt werden, die
intrazelluldr biokombinatorisch erzeugte makrocyclische Polyketide bereitstellen.
Wird als Reportergen-Produkt das griin fluoreszierende Protein eingesetzt, kénnen
solche Zellen durch ein FACS (Fluoreszenz-aktiviertes Zell-Sortierungs)-Gerét

sortiert werden.

Das erfindungsgem#fRe Biosensor-System hat ein breites Anwendungsspektrum. Es
kann z.B. in situ zur Detektion von makrocyclischen Polyketiden in der natiirlichen
oder antropogenen, belebten oder unbelebten Umwelt eingesetzt werden. Es kann so
z.B. zum Nachweis von.makrocyclischen Polyketide, die von angereicherten oder
isolierten Mikroorganismen oder anderen Organismen hergestellt werden, eingesetzt
werden (vgl. Beispiel 5). Selbstverstindlich kann es aﬁch zum Nachweis nicht nur
von natiirlichen oder gentechnisch hergestellten, sondern auch von synthetischen
makrocyclischen Polyketiden verwendet werden. In besonderer Weise kann es im
Labor- oder Produktionsumfeld, in einem homogenen Test im Rahmen von
Screening-Verfahren in ReagenzgefiBen oder im Mikrotiterplatien-Format eingesetzt

werden. Zudem ist eine Anwendung in einem Agarplatten-Diffusionstest, im
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Rahmen einer Diinnschichtchromatographie (Shaw et al., 1997; Eberz et al., 1996),
im Continous Format High Througput Screening (WO 99/30154) oder im Sensor-
schicht-Format (DE-A 199 15 310) méglich.

Das erfindungsgemiBe Verfahren kann in besonderer Weise unter Anwendung eines
Agarplatten-Diffusionstests durchgeflibrt. Im Fall der Lumineszenz-Anregung ist
bereits nach ca. 2 Stunden Inkubationszeit eine Detektion méglich. Im Allgemeinen

wird eine tiber-Nacht-Inkubation (15 bis 24 Stunden) vorteilhaft sein.

Es ist auch ohne Weiteres méglich, die in Weichagar suspendierten Biosensor-Zellen
auf einen Bewuchs von Testorganismen, wie z.B. Kolonien zu spreiten, um anhand
einer Messung, wie z.B. der Messung der Lumineszenz-Anregung, einen Organismus

zu erkennen, der ein makrocyclisches Polyketid produziert.

Anhand der vorliegenden Erfindung ist es auch mdglich, mit subzelluléren Kompo-
nenten des erfindungsgemiBen Biosensor-Systems, z.B. bestimmten Proteinen oder
Cofaktoren, einen nicht-zelluldren Screening-Test zum Nachweis von makro-

cyclischen Polyketiden, zu entwickeln.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die Wirtszellen, die das erfin-

dungsgemifie Biosensor-System auspriigen, sowie entsprechende DNA-Konstrukte.

Weiterhin ist ein Kit, welcher das erfindungsgemifie Biosensor-System enthilt,

Gegenstand der vorliegenden Erfindung.
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Beispiele

Beispiel 1

Protokoll zur Herstellung eines Luciferase-Reporterplasmids

Herstellung des Plasmids pEBZ511

Zur Herstellung des Plasmids pEBZ511 wurden zunéchst der Promotor des mph(4)-
Operons und die DNA-Sequenz, an die das MphR-Protein bindet durch PCR-
Amplifikation gewonnen. Als Templat wurde DNA des Plasmids pTZ3509 (Noguchi
et al., 2000) herangezogen. Als Primer wurden die Oligonukleotide mphf216 und
mphr217 eingesetzt, die zur Amplifikation des gewlinschten DNA-Fragmentes mit
einer endstindigen BamHI und EcoRI-Erkennungssequenz dienten. Der PCR-Ansatz
wurde zunichst 3 Minuten bei 95°C denaturiert und dann 30 Cyclen unterworfen, mit
Denaturierung bei 95°C fiir 60 Sekunden, 58°C fiir 90 Sekunden zum Annealen,
68°C fiir 2 Minuten zur Extension. Der PCR-Ansatz enthielt 100 pmol der beiden
Primer, 10 ng pTZ3509, 0,5 mM dNTPs, 1 x Pfx Puffer (Life Technologies), 1 x
PCR-Enhancer Solution (Life Technologies) und 5 U Pfx-Polymerase (Life
Technologies). Das erzielte DNA-Amplifikat wurde isoliert, mit BamHI und EcoRI
geschnitten und in den mit BamHI und EcoRI geschittenen Vektor pUCD615
(Rogowsky et al., 1987) mit Standardverfahren der Molekularbioiogie (Sambrook et.
al., 1989) kloniert.

mphf216: CGCGGATCCTGATGCGTGCACTACGCAAAGGCCAGG
mphr217: CCGGAATTCAGTCAGCGGGCCATGGAGCTTGAGCCC

Beispiel 2
Protokoll zur Herstellung eines mph(A)-Operon tragenden Suizid-Vektors

Herstellung des mph(A)-Operon-tragenden Suizid-Transposonplasmids pEBZ512
und Transposition des mph(A)-Operons in E. coli SM101
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Das mph(A)-Operon wurde mit Pstl auf einem 4,1 kb groffen DNA-Fragment aus
dem Plasmid pTZ3509 (Noguchi et al, 2000) herausgetrennt und in die Pstl-
Schnittstelle des Suizid-Transposon-Vektors pBSL180 (Alexeyev and Shokolenko,
1995), in einen transponierbaren Anteil des Plasmids, mit Standardverfahren der
Molekularbiologie kloniert. Als Transformationswirt diente E. coli CC118
Lambdapir (Herrero et al., 1990). Dieser Stamm verfligt iiber das n-Protein, das zur
Replikation des Plasmids nétig ist. Das hergestellte Plasmid erhielt die Bezeichnung
pEBZ512. Dieses Plasmid wurde durch Standardverfahren der Transformation nach
E. coli SM101 iibertragen und die Transformanten nach Transposition des mph(A)-
Operon tragenden Transposons selektiert. Das durch diese Vorgehensweise ins
Genom integrierte mph(A)-Operon-tragende transponierte DNA-Stiick erhielt die
Bezeichnung EBZ512. Fiir die molekularbiologischen Arbeiten (DNA-Isolierungen,
Restriktionen, Ligationen und Transformationen wurden Standardverfahren

(Sambrook et al., 1989) verwendet.

Beispiel 3
Protokoll zur Herstellung eines mphR(A)-codierenden Plasmids

Herstellung des mphR(A)-codierenden Plasmids pEBZ514

Der Genbereich von mphR(A) wurde mit Hilfe der Primer MLV637 und MLV638
und pEBZ512-DNA mittels PCR amplifiziert. In Primer MLV637 wurde eine
Ribosomenbindestelle und eine Sphl-Schnittstelle, in Primer MLV638 eine Sall-
Schnittstelle integriert. Die PCR-Reaktion wurde auf einem Eppendorf Thermocycler
Modell Mastercycler Gradient durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde zuerst 10
Minuten bei 96°C denaturiert und anschlieBend 30 Elongationscyclen unterworfen,
mit Denaturierung bei 96°C, 60 Sekunden, Annealing bei 56°C, 90 Sekunden und
Elongation bei 72°C, 40 Sekunden. Der PCR-Ansatz enthielt 100 pmol der beiden
Primer, 10 ng pEBZ512-DNA, 0,5 mM dNTPs, 1 x Pfx Puffer (Life Technologies), 1
X PCR-Enhancer Solution (Life Technologies) und 5 U Pfx-Polymerase (Life
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Technologies). Das entstandene DNA-Fragment wurde isoliert, mit den Restrik-
tionsenzymen Sphl und Sall geschnitten und in den ebenfalls mit Sphl und Sall ge-
schnittenen Vektor pACYC184 (Chang und Cohen, 1978) ligiert. Die mphR(A)
codierende Region lag somit innerhalb des Tetracyclinresistenzgens, hinter dem zu-
gehdrigen Resistenzgen-Promotor. Fiir die molekularbiologischen Arbeiten (DNA-
Isolierungen, Restriktionen, Ligationen und Transformationen wurden Standardver-

fahren (Sambrook et al., 1989) verwendet.

MLV637:
TATATAGCATGCAAGAAGGAGATATACATATGCCCCGCCCCAAGCTCAA
GTCCGATGACGAGGTACTC

MLV638:
TTTATAGTCGACCAGGGACTCTGCACACCTCCGTTTACGCATGT

Beispiel 4

Lumineszenz-Messungen im Agarplatten-Diffusionstest

Der Biosensor E. coli SM101 (EBZ512, pEBZ511, pEBZ514) wurde in LB-Medium
aerob bis zur spét-logarithmischen Wachstumgsphase angezogen, in Weichagar unter
Standardverfahren der Mikrobiologie eingemischt und auf LB-Agarplatten, die
Chloramphenicol (25pg/ml) und Kanamycin (30ug/ml) enthielten, ausgespreitet.
Nach Erstarren des Weichagars wurden Testplittchen zur Empfindlichkeitspriifung,
die die zu testende Substanz bereits enthielten oder unbeschickte Testblittchen
(Oxoid GmbH, Am Lippeglacis 4-8, 46483 Wesel, Deutschland), auf die die zu
testende Substanz appliziert wurde, aufgelegt. Der Agarplatten-Diffusionstest wurde
bei 28°C fiir 2 bis 4 Stunden oder 15 bis 24 Stunden bebriitet und die Lumineszenz
mit einem Berthold Luminograph LB980 aufgezeichnet (Abb.3, 4 und 5). Bei Auf-
treten einer Lumineszenz-Anregung ist diese im Bereich einer Diffusionszone um die
aufgelegte Probe zu erkennen. Hat die getestete Probe gleichzeitig eine auf den

Sensor-Organismus antibakteriell wirksame Aktivitét, die sich bei der ganz bevor-
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zugten Ausfiihrungsform der lingeren Inkubation als Hemmhof bemerkbar macht, so
ist die Lumineszenz-Anregung auBerhalb dieses Hemmbhofrings im Bereich sub-

letaler Konzentrationen zu erkennen.

Beispiel 5
Detektion eines Makrolid- (Erythromycin-) bildenden Organismus

Mit dem Biosensor war es auch moglich, einen Mikroorganismus, der als Produzent
eines makrocyclischen Polyketids bekannt ist, in situ von einem anderen Mikro-
organismus zu unterscheiden. Hierzu wurde die mikrobielle Biosensorzelle im Agar-
platten-Diffusionstest eingesetzt. Auf der in Weichagar eingebeiteten Biosensor-
suspension wurden Agarblockchen gesetzt. Diese Agarblockchen waren entweder
mit Saccharopolyspora erythraca DSM 40517, der als Erythromycin-Produzent
beschrieben ist, oder mit Streptomyces viridochromogenes DSM 40721, der als
Avilamycin-Produzent beschricben ist, bewachsen. Ein weiteres Agarbléckchen war
unbewachsen. Eine Lumineszenz-Anregung war nur bei dem zusitzlich aufgelegten
Erythromycin-Testblattchen und dem mit Sa. erythraca bewachsenen Agarbléckchen
festzustellen (Abb. 5).

Beschreibung der Abbildungen:

Abbildung 1
Modell der Regulation des mph(A)-Operons in E. coli (nach Noguchi et al., 2000,

modifiziert)

Abbildung 2
Modell der ganz bevorzugten Ausfithrungsform der biologischen Komponente des

Biosensor-Systems. luxC, D, A, B, E und LuxC, D, A, B und E, Luciferase-Struktur-
gene bzw. Luciferase-Strukturgenprodukte aus Vibrio fischeri. mphR(A), MphR(A),
siehe Noguchi et al., 2000.
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Abbildung 3

Agarplatten-Diffusionstest und Luminezenz-Messungen mit dem E. coli Biosensor-
System. Darstellung der Selektivitit der biologischen Sensor-Komponente. Die
Zahlenwerte bei den Angaben der Testsubstanzen geben die applizierten

Substanzmengen in pg an.

Abbildung 4
Agarplatten-Diffusionstest und Luminezenz-Messungen mit dem E. coli Biosensor-

System. Beispielhafte Darstellung einer zeitlichen Abhingigkeit der Lumineszenz-
Anregung der biologischen Sensor-Komponente. Die Zahlenwerte bei den Angaben

der Testsubstanzen geben die applizierten Substanzmengen in pg an.

Abbildung 5
Agarplatten-Diffusionstest und Luminezenz-Messungen mit dem E. coli Biosensor-

System. In situ Lumineszenz-Anregung durch eine Erythromycin-bildende
Saccharopolyspora erythraea-Kultur. Der Zahlenwert bei der Angabe der

Referenzsubstanz Erythromycin gibt die applizierte Substanzmenge in g an.

Hinterlegungen

Folgende Stamme sind bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Deutschland, am 6. Juni 2001 in Ubereinstimmung mit den Bestimmungen des

Budapester Vertrages hinterlegt worden:

Stamm-Bezeichnung : Hinterlegungs-Nr.

E. coli SM101 (EBZ512, pEBZ511, pEBZ514) DSM 14334

E. coli SM101 (EBZ512) DSM 14333
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Patentanspriiche:
L. Verfahren zum Identifizieren von makrocyclischen Polyketiden, dadurch

5
2.
10 3.
4.

15
3.

20
6.

25
7.

30

gekennzeichnet, dass man makrocyclische Polyketide oder eine Mischung,

die makrocyclische Polyketide enthilt, einem Biosensor-System aussetzt.

Verfahren gemiB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den
makrocyclischen Polyketiden um Makrolide handelt.

Verfahren gemdB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das

Biosensor-System ein zelluldres Reportergen-Testsystem darstellt.

Verfahren gemi Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das zellulire
Reportergen-Testsystem ein Reportergen umfasst, dessen Transkription unter
der Kontrolle einer Promotor-Region steht, welche in Abhéngigkeit eines

makrocyclischen Polyketids reguliert wird.

Verfahren gemdB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass als Reportergen
ein Gen eingesetzt wird, welches fiir Chloramphenicol-Acetyltransferase,
Beta-Galactosidase, Luciferase oder das griin fluoreszierende Protein (GFP)

codiert.

Verfahren gemiB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Reportergen

ein Gen eingesetzt wird, welches fiir Luciferase codiert.

Verfahren gem#f einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass
es sich bei der Promotor-Region um die Promotor-Region des mph(A)-Gens
aus E. coli handelt und das Testsystem weiterhin das MphR(A)-Protein von

E. coli umfasst.
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Verfahren gemd Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das MphR(A)-
Protein durch Uberexpression des mphR(A)-Gens bereitgestellt wird.

Verfahren gemiB Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass das
Testsystem weiterhin das gesamte mph(A)-Operon aus E. coli oder Teile

davon umfasst.

Verfahren gem#f einem der Anspriiche 3 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass

es sich bei den Zellen um Bakterien handelt.

Verfahren gemd Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den

Bakterien um E. coli handelt.

Verfahren gemilB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um E.
coli SM 101 (EBZ512, pEBZ511, pEBZ514) hinterlegt unter DSM 14334
handelt.

Verfahren gemiB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei E.
coli um einen Stamm handelt, welcher eine Mutation im IpxA2- und/oder

tolC-Gen besitzt.

Wirtszelle umfassend ein Reportergen, dessen Transkription unter der
Kontrolle einer Promotor-Region steht, welche in Abhingigkeit eines

makrocyclischen Polyketids reguliert wird.

Wirtszelle gemiB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem
makrocyclischen Polyketid um ein Makrolid handelt.

Wirtszelle gemiB Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass das
Reportergen ein Gen darstellt, welches fiir Chloramphenicol-Acetyl-
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transferase, Beta-Galactosidase, Luciferase oder das griin fluoreszierende
Protein (GFP) codiert.

Wirtszelle gem# Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass das

Reportergen ein Gen darstellt, welches fiir Luciferase codiert.

Wirtszelle gemiB einem der Anspriiche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bei der Promotor-Region um die Promotor-Region des mph(A)-
Gens aus E. coli handelt und die Wirtszelle weiterhin das MphR(A)-Protein

von E. coli umfasst.

Wirtszelle gem4 Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass das MphR(A)-
Protein durch Uberexpression des mphR(A)-Gens bereitgestellt wird.

Wirtszelle gemiB Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass sie

weiterhin das gesamte mph(A)-Operon oder Teile davon aus E. coli umfasst.

Wirtszelle gem#f einem der Anspriiche 14 bis 20, dadurch gekennzeichnet,

dass es sich um eine Bakterien-Zelle handelt,

Wirtszelle gemi Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um E.

coli handelt.

Wirtszelle gemi Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um E.
coli SM 101 (EBZ512, pEBZ511, pEBZ514) hinterlegt unter DSM 14334
handelt.

Wirtszelle gemdB Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei E.
coli um einen Stamm handelt, welcher eine Mutation im IpxA2- und/oder

tolC-Gen besitzt.
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Verwendung einer Wirtszelle gemah einem der Anspriiche 14 bis 24 zum

Identifizieren von makrocyclischen Polyketiden.

DNA-Konstrukt umfassend ein Reportergen mit einer Promotor-Region,

welche in Abhingigkeit eines makrocyclischen Polyketids reguliert wird.

DNA-Konstrukt gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei dem makrocyclischen Polyketid um ein Makrolid handelt.

DNA-Konstrukt gemiB Anspruch 26 oder 27, dadurch gekennzeichnet, dass
das Reportergen ein Gen darstellt, welches fir Chloramphenicol-
Acetyltransferase, — Beta-Galactosidase, Luciferase oder das griin

fluoreszierende Protein (GFP) codiert.

DNA-Konstrukt gemi8 Anspruch 28, dadurch gekénnzeichnet, dass das

Reportergen ein Gen darstellt, welches fiir Luciferase codiert.

DNA-Konstrukt gemifl einem der Anspriiche 26 bis 29, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es sich bei der Promotor-Region um die Promotor-Region des

mph(A)-Gens aus E. coli handelt.

Verwendung einer Wirtszelle gemdB einem der Anspriiche 14 bis 24 oder
eines DNA-Konstrukts gemdB einem der Anspriiche 26 bis 30 zur
Entwicklung eines Biosensor-Systems zum Identifizieren von cyclischen

Peptiden.

Kit enthaltend ein Biosensor-System wie in einem der Anspriiche 1 bis 13

definiert oder eine Wirtszelle gemiB einem der Anspriiche 14 bis 24.
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Fig3 - 3lh-

Agarplatten-Diffusionstest und Lumineszenz-Messungen mit dem
E.coli Makrolid-Biosensars

Lumineszenz-Aufnahme Testsubstanzen
Messung nach 15-24 Stunden  auf Agarplatte

Erythromycin 30
O Tetracyclin 30
O Fosfomycin 30
® Doxycyclin 30
Chloramphnicol 10
Bacitracin 10

Q 0

Erythromycin 30
O Novobiocin 30

O O Erythromycin 30
Tobramycin 10

© O Q Gentamycin 200
Apramycin 15

Erythromycin 30

— Azithromycin 15
\ Oleandomycin 15

Clarithromycin 15

Erythromycin 30
O Vancomycin 30
Rifampicin 6
Narbomycin 30
Methymycin 30
Picromycin 30

O

Erythromycin 30

O Teicoplanin 30

O @) Vancomycin 30
Imipenem 10
O O Cefaclor 30

Lincomycin 2
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Fig i Tl

" Agarplatten-Diffusionstest und Lumineszenz-Messungen mit dem
E.coli Makrolid-Biosensors :

Lumineszenz-Aufnahme Testsubstanzen
Messung nach auf Agarplatte

Erythromycin 30

2 Stunden

Clarithromycin 15

Oleandomycin 15

Azithromycin 15

4 Stunden

20 Stunden

Fig 5

Agarplatten-Diffusionstest und Lumineszenz-Messungen mit dem
E. coli Makrolid-Biosensors

Lumineszenz- Aufnahme Testsubstanz und Agar-
Messung nach 20 Stunden blockchen auf Agarplatte

Erythromycin 30

Agarblockchen mit
Sa. eryfthraea
Agarblockchen mif
S.viridochromogenes

Agcu‘blbckche n, unbeimpft
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<140>
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<160> 4
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<210> 1

<211> 36

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer

<400> 1
cgceggatect gatgegtgeca ctacgcaaag gceccagg 36

<210> 2
<211l> 36
<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer

<400> 2
ccggaattea gtcageggge catggagett gagecec 36

<210> 3

<211> 68

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz:Primer

<400> 3
tatatagcat gcaagaagga gatatacata tgcecccgcec caagctcaag tccgatgacg 60
aggtactc 68

<210> 4

<211> 44

<212> DNA

<213> Klnstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:Primer

<400> 4
tttatagtcg accagggact ctgcacacct ccgtttacge atgt 44
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