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ZUSAMMENFASSUNG

Naturstoffe erleben derzeit aus verschiedenen Grinden eine Renaissance in der
pharmazeutischen  Wirkstoffforschung.  Aufgrund  ihrer  Anpassungsfahigkeit an
verschiedenste Umweltbedingungen sind besonders Mikroorganismen vielversprechende
Produzenten biologisch aktiver Substanzen. Schwierigkeiten, die mit der Kultvierung,
Aufarbeitung und Wirkstoffidentifizierung assoziiert sind, erschweren jedoch haufig eine

Charakterisierung neuer Molekile aus diesen Produzenten.

Den Schwerpunkt dieser Arbeit bildet die Entwicklung eines Screeningprozesses fir eine
mdglichst umfassende Evaluierung des biosynthetischen Potenzials eines ausgewahlten
Myxobakteriums. Dies wurde mittels eines Ansatzes erreicht, der Wirkstoffscreening,
-produktion, -aufreinigung und -charakterisierung nicht als separate, sondern als miteinander
verbundene und voneinander abhangige Bausteine betrachtet. Die Prozessentwicklung fand
deshalb unter Berlcksichtigung dieser Ubergeordneten Gesichtspunkte statt, da die
Optimierung  eines  Einzelschrittes nicht zwangslaufig zur Verbesserung des

Gesamtprozesses fiihrt.

Durch konsequente Aufzeichnung prozessrelevanter Daten wahrend des Screening mit dem
Myxobakterium SBCmO007, konnten wichtige Faktoren zur beschleunigten Wirkstofffindung,
-produktion und -charakterisierung identifiziert werden. Durch gezielte Anwendung dieser
Ergebnisse konnten neue Chondramid-Varianten mit verbesserter Spezifitat fir Krebszellen,

sowie neue chemische Grundstrukturen charakterisiert werden.
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ABSTRACT

Natural products currently experience a renaissance in pharmaceutical research for several
reasons. Due to their adaptability to various environmental conditions microorganisms are
promising candidates for the production of bioactive substances. Difficulties associated with
the cultivation, downstream processing, and the identification of bioactive molecules are

frequent and complicate the characterization of new substances from these organisms.

The aim of this study was the development of a screening process for the in-depth evaluation
of the biosynthetic potential of a selected microorganism. Therefore bioactivity-guided
screening, production, purification and characterization of biologically active substances were
considered as intimately connected building blocks in contrary to their perception as
independent steps in the process. Process engineering took place, considering these
superior principles because optimization of a single step doesn’t necessarily improve the

overall process.

Consistent mapping of process-relevant data during the screening of the myxobacterium
SBCmMO007 enabled the identification of important factors for an accelerated identification,
production, and characterization of bioactive compounds. Following these established
guidelines, new chondramide variants exhibiting increased cancer cell specificity as well as
two new compound classes could be characterized, which indicates the applicability of this

approach.



1 EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Produktion und Identifizierung neuer Metabolite
aus Myxobakterien. Der Fokus liegt hauptséchlich auf Metaboliten mit antimikrobiellen,
zytostatischen oder antiinflammatorischen Eigenschaften, da fir diese biologischen
Aktivitdten bereits Assays innerhalb des Arbeitskreises verfligbar waren oder im Zeitraum
der Erstellung dieser Arbeit etabliert wurden. Zum Zeitpunkt der chemischen
Charakterisierung einer Substanz kann jedoch grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden,
dass eine Aktivitat mangels spezifischer Assays unentdeckt bleibt. Deshalb wurden generell
alle neuen Substanzen mit spektroskopischen Methoden (MS, NMR) charakterisiert und

archiviert, um spater eine umfangreichere Testung zu ermdglichen.

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Entwicklung effizienter Verfahren im Kleinmal3stab zur
Produktion von Rohextrakten fir aktivitatsgeleitete Aufreinigungsverfahren. Das so
gewonnene Rohmaterial sollte nach einer Kultivierung in ausreichenden Mengen zur
Verfiigung stehen, um eine anschlie3ende Identifizierung und Charakterisierung der aktiven
Substanzen - ohne zeitaufwandige Nachproduktion des Ausgangsmaterials - zu erlauben.
Hierfir wurden Fermentationsprozesse dahingehend entwickelt, dass die Einflisse
unterschiedlicher Wachstumsbedingungen auf die Sekundarmetabolitproduktion zeitlich
aufgel6st untersucht werden kdnnen. Die Aufarbeitung von Kulturiiberstanden, Zellen und
Adsorberharz wurde mit standardisierten Methoden durchgefiihrt, die einerseits eine
begleitende Aktivitatstestung erlauben und andererseits direkte Rickschlliisse beziiglich der
noétigen Aufreinigungschritte zur Isolierung von Reinsubstanzen ermdoglichen. Dieses
Vorgehen beschleunigt die anschlieende Aufreinigung gréRerer Substanzmengen, die far

eine spatere, ausfuhrliche chemische und biologische Charakterisierung benétigt werden.

Im Folgenden soll zunachst eine kurze Ubersicht tGber die fir diese Arbeit relevanten

Themengebiete gegeben werden.

1.1 NATURSTOFFE

1.1.1 HISTORISCHER UBERBLICK

Der Einsatz von Naturprodukten zieht sich durch viele Bereiche unseres Alltags, denn die
Natur liefert dem Menschen seit jeher die fur sein Uberleben bendtigten Rohstoffe. Was
jedoch als rein passiver Konsum begann, erfuhr eine immer weitere Anpassung der

natirlichen Gegebenheiten an spezielle Anforderungen.



Mittlerweile kdnnen Mikroben, Pflanzen und selbst Zellen, die aus komplexen Organismen
entnommen wurden, genutzt und verandert werden um gewinschte Produkte zu erzeugen.
So kénnen heute nicht nur gemeinhin mit Naturprodukten assoziierte Substanzen wie
Aminosauren, sondern auch chemische Stoffe wie Aceton, Butanol und Ethanol im
industriellen MaRstab mittels fermentativer Verfahren unter Verwendung verschiedener
Mikroorganismen hergestellt werden [1, 2]. Techniken und Prozesse auf diesen Gebieten
werden standig verbessert und zunehmende wissenschaftliche Erkenntnisse flhren zur
Entwicklung neuer Verfahren. So kann beispielsweise Bioethanol, der heute weltweit als
Ersatz und Supplement von fossilen Brennstoffen eingesetzt wird, in naher Zukunft
mdglicherweise durch Biodiesel aus Mikroalgen substituiert werden. Dies kann unter
Umstanden eine Verkleinerung der bendétigten Anbauflachen fur die Erzeugung der
bendtigten Rohstoffe zur Folge haben und diese flr andere Zwecke freistellen [3]. Diese
Entwicklungen verdeutlichen, dass selbst in Bereichen, die traditionell kaum mit
Naturprodukten assoziiert werden, deren Einfluss immer bedeutender und fiir gro3e Teile

der Weltbevdlkerung sptrbar wird.

Eine spezielle Gruppe der Naturprodukte stellen solche mit spezifischen pharmazeutischen
Aktivitaten dar; diese sogenannten Naturstoffe stehen im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.
Dabei handelt sich tUberwiegend um Stoffe mit einem relativ niedrigen Molekulargewicht
(gewobhnlich  MW<3000 Dalton), die dem Sekundarstoffwechsel eines Organismus
entstammen, weshalb sie auch als ,Sekundarmetabolite* (engl. ,secondary metabolites”)
bezeichnet werden [4]. Der Begriff Sekundarstoffwechsel wird im Allgemeinen als Uberbegriff
fur Stoffwechselreaktionen verwendet, die nicht direkt an lebenswichtigen Funktionen
beteiligt sind. Haufig werden diese Stoffwechselwege hochreguliert, wenn Limitierungen oder
Stressbedingungen vorliegen und dienen beispielsweise der Bereitstellung von antibiotisch
wirkenden  Substanzen zur Abwehr von Fraf3feinden (bei Pflanzen) oder
Nahrungskonkurrenten (bei Mikroorganismen).

Traditionell kommt der groéf3te Teil der therapeutisch eingesetzten Medikamente aus
pflanzlichen und tierischen Quellen und Schéatzungen gehen davon aus, dass sich auch
heute noch 80% der Weltbevilkerung Uberwiegend aus diesen Ressourcen bedienen [5].
Dies hat zum Teil gravierende Auswirkungen auf die betroffene Flora und Fauna, da
nachhaltige Produktionsmethoden oftmals nicht gewahrleistet sind. So werden
beispielsweise in der traditionellen chinesischen Medizin tGber 1500 - teilweise gefadhrdete -
Tierarten verwendet. Die Versorgung mit Rohmaterialien erfolgt haufig aus illegalen Quellen
und trotz der Tatsache, dass Reglementierungen bestehen, existiert eine grol3e Nachfrage

auf Schwarzmaérkten in Asien nach diesen Substanzen und Produkten [6, 7, 8].



Heute werden auch exotische Quellen wie die Jagd- und Verteidigungsgifte verschiedenster
Insekten, Reptilien und Wirbelloser, mittels analytischer Methoden charakterisiert und deren
pharmazeutische Verwendbarkeit im Sinne der modernen Medizin untersucht [9, 10, 11].
Allerdings stellt die Reproduzierbarkeit und generelle Verfigbarkeit dieser Substanzen ein
gravierendes Problem fur die weitere Anwendung dar, sofern keine hinreichende
synthetische Zuganglichkeit gewahrleistet ist. Tiere und vor allem Pflanzen waren und sind
die am einfachsten zugénglichen Quellen zur Zubereitung komplexer Heiltinkturen, sowie fir
die Isolierung einzelner Wirkstoffe. Dies wird deutlich an den Zahlen bekannter Substanzen

aus diesen beiden Gruppen (siehe Tabelle 1.1).

Das zunehmende medizinische Wissen und fortschreitende Entwicklungen auf allen
Gebieten der Naturwissenschaften fihrten dazu, dass Sertiirner im Jahre 1805 erstmals eine
pharmazeutisch aktive Reinsubstanz isolieren konnte, das Morphin. Die Summenformel
sowie die rdumliche Konfiguration (siehe Abbildung 1.1) konnten allerdings erst sehr viel
spater aufgeklart werden [12]. Die Mdéglichkeit der Gewinnung von Reinsubstanzen wie dem
Morphin leitete die Ara der modernen Medizin ein. Erst dadurch konnten exakte Dosierungen
und Wirkungen auf den menschlichen Organismus erforscht werden; unabhangig von der
schwankenden Zusammensetzung an unterschiedlichsten Stoffen, die man in der
urspringlichen Quelle findet. Im Jahre 1896 wurden - von Gosio zum ersten Mal
dokumentiert - Kristalle einer antibiotisch wirksamen Reinsubstanz (Mycophenolsaure) aus
einer Pilzkultur gewonnen. Dies wurde von Florey, der diese Substanz ebenfalls aufreinigen
konnte, 1946 zwar erwéahnt [13], letztendlich flhrte jedoch die Beschreibung des Penicillins
in Jahre 1929 (siehe Abbildung 1.1) durch Alexander Fleming [14] und die darauffolgende
Industrialisierung der Penicillinproduktion, an welcher Florey mal3geblich beteiligt war, zu
einer Flut von Entdeckungen neuer Sekundarmetabolite mikrobiellen Ursprungs. Eine der
interessantesten Eigenschaften dieser Produzenten ist, dass die Produktion schon friih in
sogenannten Bioreaktoren durchgefiihrt werden konnte. Somit kann eine von natirlichen
Bedingungen unabhangige, nachhaltige und reproduzierbare Produktion gewahrleistet
werden [15].

Tabelle 1.1:Geschétzte Zahlen von bekannten Sekundarmetaboliten”

Quelle Bekannte Substanzen Bioaktive Substanzen Antibiotika
Mikroben (keine Algen/Flechten) >50000 22000-23000 ca. 17000
Hohere Pflanzen 500000-600000 ca. 100000 10000-12000
Marine Invertebraten 20000-25000 7000-8000 3000-4000
Terrestrische Invertebraten 8000-10000 800-1000 150-200
Vertebraten 200000-250000 50000-70000 ca. 1000

"Die Zahlen wurden aus [4] enthommen.



1.1.2 DIE GOLDENE ARA DER NATURSTOFFE

In den vierziger und frihen flnfziger Jahren wurden die wichtigen Klassen der heute
verwendeten Antibiotika, wie die Tetracycline, Cephalosporine, Aminoglycoside,
Chloramphenicol, Rifamycine und Macrolide entdeckt [4, 15, 16]. In den fiinfziger und
sechziger Jahren schien durch die standige Entdeckung neuer Antibiotika, die hauptséchlich
aus Streptomyceten isoliert wurden, eine unbegrenzte Versorgung mit diesen Wirkstoffen
madglich zu sein. Mit verbesserten Assay- und Screeningmethoden wurden nun auch
zunehmend Molekile mit antitumoralen, antiviralen, enzyminhibierenden und anderen

pharmakologisch interessanten Eigenschaften identifiziert [4].

Zwischen 1950 und 1955 stammten die meisten der entdeckten Antibiotika aus Pilzen oder
Streptomyceten und anderen bakteriellen Produzenten. Danach stieg der Anteil der
Neuentdeckungen aus Streptomyceten Uberdurchschnittlich an und machte bis in die Mitte
der neunziger Jahre meist mehr als 50% der gesamten Entdeckungen pro Jahr aus. In den
folgenden Jahren kam es jedoch zu einem Rickgang der Neuentdeckungen aus diesen
Produzenten. Mitte der sechziger Jahre wurden die so genannten ,Rare Actinos*
(Aktinomycetenstamme die durch Standardmethoden weniger haufig isoliert werden) immer
interessanter fir die Produktion neuer Antibiotika, aber auch bei diesen ging die Zahl der
Neuentdeckungen ab Mitte der neunziger Jahre zurtick. Ab Anfang der siebziger Jahre
wurden andere bakterielle Produzenten immer interessanter und auch die Zahl neuer
Antibiotika aus Pilzen stieg stetig an. Aus letzteren kamen Ende der neunziger Jahre
anteilmafig die meisten Neuentdeckungen [4]. Konkrete Zahlen, die den Zeitraum bis 2012
abdecken, sind kaum dokumentiert, jedoch werden Neuentdeckungen von Antibiotika aus
allen Produzenten im Allgemeinen als riicklaufig beschrieben [16].

Abbildung 1.1: Dreidimensionale Struktur des Morphin- und des Penicillin G Molekiils



1.1.3 HERAUSFORDERUNGEN AN DIE MODERNE NATURSTOFFFORSCHUNG

Obwohl die Zahl der Antibiotika zwischen den siebziger und neunziger Jahren weiter anstieg,
bestand der Grof3teil der Neuentdeckungen aus Derivaten bereits bekannter Strukturen. Das
Wirkspektrum, auf das Naturstoffe hin untersucht wurden, hatte sich jedoch betrachtlich
erweitert. So wurden zunehmend auch Molekiille mit beispielsweise herbizider oder
antiparasitarer Wirkung interessant fur die industrielle Produktion (siehe Abbildung 1.2).
Beispielsweise lag der Anteil neu zugelassener Pestizide zwischen 1997 und 2010, die

biologischen Ursprungs, Naturstoff oder davon abgeleitet waren, bei 22% [4, 17].

Abbildung 1.2: Strukturen ausgewahlter relevanter Sekundarmetabolite. (A) Doramectin wird in der
Tiermedizin als Antiparasitikum eingesetzt und gehért zur Gruppe der Avermectine. (B) Bialaphos wirkt aufgrund
seiner Phosphinotricin-Gruppe herbizid und dient als Vorlage fiir das synthetisch hergestellte Glufosinat
(Roundup/Monsanto). (C) Doxorubicin wird in der Onkologie eingesetzt und gehort zur Gruppe der Anthracycline.
Alle drei Substanzen wurden aus Streptomyceten isoliert [4].

Die Suche nach biologisch aktiven Substanzen flihrte zu einem stetigen Anstieg an
bekannter struktureller Vielfalt aus der Natur, der jedoch Anfang der neunziger Jahre
stagnierte, da die Entdeckung neuer Grundstrukturen immer seltener wurde [4, 18]. Dieser

Rickgang wird teilweise auf den Rickzug einiger gro3er Pharmafirmen wie GSK, Sanofi-



Aventis und Ely Lilly, aus dem Naturstoffscreening zurtickgefihrt. Dieser Rickzug erfolgte
trotz der Tatsache, dass 80% der zu diesem Zeitpunkt zugelassenen Medikamente
Naturstoffe oder zumindest von Naturstoffen abgeleitet waren [15, 19, 20]. Als Griunde fir

diese Abwendung werden in der Literatur folgende Faktoren genannt:

= Der Aufbau und die Unterhaltung einer qualitativ hochwertigen Naturstoff-Bibliothek
erfordert Fahigkeiten und Qualitaten, die in der Industrie nicht generell verfugbar
waren bzw. sind [15, 19, 21, 22].

= Probleme die mit den komplexen Extrakten assoziiert sind. Dazu gehdren unter
anderem Unldslichkeit und fluoreszierende Inhaltsstoffe, was zu Messwert-
verfalschungen, falsch-positiven ,Hits* oder nicht reproduzierbaren Ergebnissen
fuhren kann [15, 19, 21, 22].

= Naturstoffe werden vom urspriinglichen Produzenten oft nur in kleinen Mengen
produziert, was eine Aufreinigung und Charakterisierung zeit- und damit
kostenintensiv. macht; dies gilt insbesondere dann, wenn fur eine weitere
pharmazeutische Entwicklung erhebliche Mengen (Gramm-Malf3stab) bendtigt werden
[15, 19, 21, 22].

= Die haufige Wiederfindung von bekannten Substanzen und deren Derivaten kann
nicht von vorherein ausgeschlosen werden und verschwendet Resourcen [15, 19, 21,
22].

= Die GroRBe und Komplexitat der Naturstoffe ist im Vergleich zu synthetisch
hergestellten Molekilen sehr viel hoher, bei gleichzeitiger Anwesenheit vieler
reaktiver Gruppen. Dies erschwert eine spatere Modifizierung mittels
kombinatorischer Chemie erheblich [15, 19, 21, 22].

» Unsicherheiten, die die Reglementierung beziglich industriell genutzter
Mikroorganismen aus anderen Landern betreffen (Convention on Biological Diversity)
und steigende Hurden bei Zulassungsverfahren und Sicherheitsvorschriften [15, 19,
21, 22].

Ein genereller Ablauf der Produktisolierung und Charakterisierung mit den jeweils bendtigten
Mengen an Reinsubstanz ist in Abbildung 1.3 schematisch dargestellt. Hier wird deutlich,
dass schon relativ frih ausreichende Mengen an Reinsubstanz verfligbar sein miissen, um
vielfaltige Assays durchzufiihren und die dreidimensionale Strukur des Molekils etablieren

zu kénnen. Wenn eine potentielle neue Struktur vorliegt, missen Wirkmechanismen und



Struktur-Aktivitdtsbeziehungen (Structure Activity Relationship, SAR) etabliert werden, die

letztendlich ausschlaggebend fur weitere klinische Forschungen sind.

*Biologisch aktive Probe (mikrobiellen, pflanzlichen oder sonstigen natirlichen Ursprungs)
eProduktion, Extraktion, Verarbeitung
eBiologisch aktives Extrakt
eDereplikation mittels hochauflésender HPLC/MS und gekoppelter Datenbanken
-
Aktivitats geleitete Strukturaufklarung SAR Studien Medizinische Chemie
Fraktionierung Neue biologisch Potentielle Kandidat fiir
Reinsubstanz aktive Substanz Leitstruktur Klinische Forschung
\—
*1-10 pg *1-10 mg *1-10g *100g

Abbildung 1.3: Schematischer Verlauf eines Naturstoff-Screenings mit Angabe bendtigter
Substanzmengen. Als Dereplikation wird die Untersuchung von Proben eines Substanzgemisches bezeichnet,
die zum Ziel hat bereits bekannte und untersuchte Substanzen zu identifizieren und deren erneute,
zeitaufwandige Charakterisierung zu vermeiden. Ublicherweise wird dies durch Abgleich von Retentionszeit- und
UV- und/oder Massenspektrometriedatenbanken erreicht. Die Zahlen wurden aus [23] enthommen.

Aufgrund der oben aufgezahlten Probleme wurde versucht, Naturstoffe als natirliche Quelle
struktureller Vielfalt zunehmend durch synthetische Herangehensweisen, wie die
kombinatorischen Chemie oder die diversitatsorientierte Synthese, abzulésen [15, 19, 21,
22]. Dadurch erhoffte man sich die oben diskutierten Schwierigkeiten, wie zu hohe
Komplexitat der Rohextrakte und zeitaufwandige Aufreinigungs- und
Charakterisierungsprozeduren, zu umgehen. Gleichzeitig sollte es theoretisch méglich sein
grol3e, reproduzierbare Substanzbibliotheken aufzubauen, die flir Hochdurchsatzscreenings
geeignet sind. Der Erfolg scheint aus heutiger Sicht allerdings gering zu sein. Eine
Untersuchung der zwischen 1981 und 2010 zugelassenen Medikamente ergab, dass nur ein
einziges Molekiil, welches mittels eines rein kombinatorischen Ansatzes generiert wurde,
eine wirklich neue chemische Entitat darstellte und zugelassen wurde [24]. Es handelt sich
dabei um Sorafenib (Nexavar), das von der Firma Bayer zur Behandlung des
Nierenzellkarzinoms auf den Markt gebracht und 2005 von der FDA zugelassen wurde [24].
Eine weitere Evaluierung aller zugelassenen Medikamente in diesem Zeitraum zeigte
zudem, dass aus den insgesamt 1355 zugelassenen Substanzen nur 29% rein synthetischen
Ursprungs waren (allerdings nicht mit kombinatorischen Anséatzen generiert), wahrend 27%
Naturstoffe oder Naturstoffderivate waren (siehe Abbildung 1.4). Weitere 24% dieser
Zulassungen betrafen synthetische Substanzen, die jedoch den Pharmakophor eines
Naturstoffes direkt beinhalten, oder den Pharmakophor eines Naturstoffes beziehungsweise
diesen selbst imitieren. Der Rest der Zulassungen umfasst Vakzine und Molekile



biologischen Ursprungs, wie beispielsweise Antikérper [24]. Diese Zahlen verdeutlichen,
dass Naturstoffe immer noch die bedeutendste Rolle in der Medizin spielen und dass die
organische Synthesechemie bislang noch keine ausreichend effizienten Methoden und Ideen
fur Leitstrukturen liefert, um auf Molekile nattrlichen Ursprungs verzichten zu kénnen [19].
Nachfolgend sind einige Zahlen aufgefiihrt, um dies zu verdeutlichen: Im Jahr 2005 betrug
die Anzahl bekannter Polyketid-Strukturen (siehe Kapitel 1.2) ca. 7000. Von dieser
Naturstoffgruppe waren zu diesem Zeitpunkt bereits 20 kommerzialisiert. Dies entspricht
einem Prozentsatz von ungefahr 0.3%. Diese ,Umsetzungsrate” ist deutlich hdher als
diejenigen die von herkbmmlichen pharmazeutischen Screenings mit synthetischen

Substanzbibliotheken berichtet werden. Diese liegen im Bereich von <0.001% [25].

Synthetisch mit . Biologischer
natirlichem Vaczine (80) Ursprung (202)
Vorbild (323) \

Naturstoffe (64)

)

Naturstoffderivate
(299)

Synthetisch ohne
natiirliches
Vorbild (387)

Abbildung 1.4: Auf ihre Herkunft bezogene Zusammensetzung der 1355 Medikamente die zwischen 1981-
2010 zugelassen wurden. Vakzine: Meist biotechnologisch hergestellte Antigene. Biologischer Ursprung: Meist
Antikdrper, Proteine oder gréRere Peptide. Naturstoffe: Meist sogenannte kleine Molekiile (<3000 Da) aus dem
Sekundarmetabolismus eines Lebewesens. Naturstoffderivate: Naturstoffe, die nach der Gewinnung chemisch
derivatisiert wurden um die Wirksamkeit zu beeinflussen. Synthetisch ohne naturliches Vorbild: Fir diese
Stoffgruppe existiert in der Natur kein Aquivalent. Synthetisch mit natiirlichem Vorbild: Diese Gruppe wurde durch
einen Naturstoff inspiriert, wird jedoch vollstandig synthetisch hergestellt und ist keine Kopie des Naturstoffs [24].

1.1.4 NATURSTOFFE VERSUS KOMBINATORISCH ERZEUGTE MOLEKULE

An diesem Punkt stellt sich die Frage, weshalb Naturstoffe, im Vergleich zu Molekilen die
mittels kombinatorischer Synthese hergestellt wurden, bessere Trefferquoten in Bioaktivitats-

Assays liefern. Theoretische Untersuchungen der chemisch-physikalischen Eigenschaften



einer Gruppe kombinatorisch synthetisierter Molekile, einer Gruppe Naturstoffe und einer

Gruppe von Medikamenten, lieferte die folgenden wichtigsten Unterschiede [26]:

= Die Anzahl und Verteilung an chiralen Zentren. Kombinatorisch erzeugte Molekile
besitzen meist 0-2 chirale Zentren, wahrend Medikamente und Naturstoffe
gleichmaRig verteilt zwischen 0 und >9 chirale Zentren aufweisen. Dies ist teilweise
auf Schwierigkeiten mit stereospezifischen Synthesen und der Aufreinigung aus
Racematen zuriickzufuhren [26].

= Die Anzahl an frei rotierenden Bindungen, Ketten, ungesattigten Bindungen
und Ringsystemen. Naturstoffe weisen in der Regel weniger frei drehbare
Bindungen als kombinatorisch erzeugte Molekile auf, wahrend die Gruppe der
Medikamente zahlenmaRig dazwischen liegt. Langere Ketten, die frei drehbare
Bindungen aufweisen und dadurch zu einer gréReren Flexibilitdt des Molekdils fihren,
scheinen in Naturstoffen weniger haufig zu sein. Kombintorisch erzeugte Molekuile
enthalten weniger Doppelbindungen auf3erhalb aromatischer Ringsysteme als
Naturstoffe; Medikamente enthalten statistisch jedoch noch weniger als diese. Ringe
und im Speziellen verkntpfte Ringsysteme scheinen bei Naturstoffen haufiger zu sein
als bei kombinatorisch erzeugten Molekilen, wahrend deren Anzahl bei
Medikamenten dazwischen liegt. Generell lasst sich sagen, dass Naturstoffe
Uberwiegend unflexiblere Strukturen besitzen, was die spezifische Bindung an ein
biologisches ,Target“ verbessern kann [26, 27].

= Element-Verteilung. Kombinatorisch erzeugte Molekile enthalten mehr Halogen-,
Schwefel- und Stickstoffatome als Naturstoffe, wahrend die Medikamentgruppe
zahlenmafig dazwischen, jedoch naher bei den Naturstoffen, liegt. Naturstoffe
enthalten in der Regel mehr Sauerstoffatome als die beiden anderen Gruppen [26].

= Lipophilie. Naturstoffe und Medikamente sind im Durchschnitt lipophiler als

kombinatorisch erzeugte Molekile [26].

Eine statistische Hauptkomponentenanalyse (Principle Component Analysis, PCA) der zwei
Parameter, die fir 54% der Diversitidt der Molekile in dieser Studie verantwortlich sind,
namlich die Anzahl der Chiralitédtszentren und die der frei drehbaren Bindungen, zeigte, dass
der Diversitatsraum der durch kombinatorisch erzeugte Molekile belegt wird sehr viel kleiner
ist als der von Medikamenten und Naturstoffen [26]. Allerdings besteht trotzdem eine sehr
groRe Uberlappung der Bereiche, so dass die rein statistisch erfassbaren Faktoren nicht
alleine fur die geringe Anzahl an Leitstrukturen aus rein kombinatorischen Anséatzen

verantwortlich sein koénnen. Der Grund fir die héheren Erfolgsraten von Naturstoffen wird in
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der evolutionaren Entwicklung derselben in Wechselwirkung mit ihren Targets gesehen,

insbesondere mit verschiedenen Proteinen innerhalb und auf der Oberflache einer Zelle [23].

Aus heutiger Sicht betrachtet scheint es wahrscheinlich, dass keine - wie urspriinglich
angenommen - unendliche strukturelle Vielfalt dieser essentiellen Zellbestandteile besteht.
Recherchen in Proteindatenbanken zeigen, dass es derzeit (Stand 12.06.2012) 536029
Eintrage in der Protein Datenbank UniProt [28] gibt, welche taglich mit anderen Datenbanken
abgeglichen werden. Diese werden jedoch, sofern eine dreidimensionale Struktur vorliegt, in
der SCOP Datenbank (Structural Clasification of Proteins [29, 30]) aufgrund folgender

struktureller Merkmale klassifiziert und in nur wenige Haupttypen (Common Fold) eingeteilt:

= Domane. Die kleinste Einheit ist die Proteindomane, die aus einer einzelnen
Aminosaurekette besteht. Unter Umstanden besteht ein Protein aus einer einzelnen
Domane, diese weist jedoch in der Regel ein typisches Faltungsmuster auf (a-Helix,
B-Faltblatt etc.)

= Familie. Proteine werden zu Familien geclustert, wenn die Sequenzidentitdt der
Aminosauren >30% ist oder eine sehr ahnliche Struktur und Funktion mit einer
Sequenzidentitat >15% vorliegt.

» Superfamilie. Diese werden definiert, wenn Familien Proteine mit niedriger
Sequenzidentitat enthalten aber die Struktur und Funktion einen gemeinsamen
Ursprung nahelegt.

» Faltungstyp (Common Fold). Diese stellen eine Zusammenfassung von Familien
und Superfamilien dar, die aufgrund ihrer sehr ahnlichen Domanenanordnung
gemeinsam klassifiziert werden. Die Faltung wird hier moglicherweise durch
physikalische Einschrankungen verursacht die fir die Funktionalitdét des Proteins
bendtigt werden. Sie kann aber auch durch eine divergente Evolution verursacht
worden sein, die eine starke Veranderung der Aminosauresequenz zur Folge hatte,

bei der jedoch der Faltungstyp beibehalten wurde.

Trotz der hohen Zahl bekannter Proteinsequenzen beléuft sich die Zahl der Faltungstypen in
der aktuellen Version der SCOP Datenbank (Version 1.75, 23.02.2009) auf nur 1195, die aus
der dreidimensionalen Anordnung der bis dahin charakterisierten Proteine abgeleitet wurden
[30]. Es scheint, dass die Natur keine unendliche Vielfalt an Proteinmolekilen entwickelt hat,
sondern dass verschiedene Faltungstypen in Bakterien, Pflanzen und Saugetieren
gleichermal3en auftauchen. Mdoglicherweise kann deshalb ein Sekundarmetabolit eines

marinen Dinoflagellaten (einzelliges, eukaryotisches Lebewesen), dessen urspriingliche



Funktion nicht bekannt ist, eine direkte und starke Wirkung auf ein Protein in einer Maus
haben. Dies ist beispielsweise der Fall beim Maitotoxin (siehe Abbildung 1.5, [31]). Dem
Dinoflagellaten entsteht durch die Produktion dieser Substanz kein direkter Vorteil
gegeniuber der Maus, da diese weder einen Fral3feind darstellt, noch in irgendeiner Form in
Kontakt mit dem Produzenten kommt. Dies verdeutlicht jedoch die Hypothese der Common
Folds. Eine Substanz I6st durch Wechselwirkung mit einem ,fremden® Protein eine Wirkung
aus, fur die sie im Produzenten nicht vorgesehen war. Diese Hypothese wird zusatzlich
die bei

Antagonisten gewonnen wurden. Als Grundgertst wurde Benzodiazepin verwendet und die

unterstitzt durch Erkenntnisse, der Synthese von Cholecystokinin (CKK)-
Wirkung verschiedener Derivate auf CKK-Rezeptoren des Magens, Pankreas und des

Gehirns untersucht. Trotz des gemeinsamen Grundgerists konnten minimale
Strukturunterschiede, wie z. B. eine Methylgruppe, die Affinitat des Antagonisten flr einen
der untersuchten Rezeptoren um vier Zehnerpotenzen vermindern, wahrend andere
Veranderungen die Spezifitat flir einen der drei Rezeptoren erhohten, fir die anderen beiden
jedoch herabsetzten. Darlber hinaus binden Benzodiazepinderivate auch an andere
Rezeptortypen, wie den GABA-Rezeptoren, und sind in der Lage Peptidasen zu inhibieren.
Solche Eigenschaften, die auch von anderen Grundstrukturen, wie Dbeispielsweise
Cyproheptadin, beschrieben sind, préagten den Begriff der sogenannten ,privilegierten
Strukturen® (Privileged Structures) [32, 33]. Diese stellen nach Meinung vieler Autoren die
vielversprechendsten Ausgangspunkte fur kombinatorische Substanzbibliotheken dar, da
hier mittels gezielter Derivatisierung eine bereits biologisch relevante Struktur weiter

optimiert werden kann [4, 19, 21, 32].
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Abbildung 1.5: Maitotoxin: Das Maitotoxin [31] ist mit einer LDso von 50 ng/kg in der Maus eine der giftigsten
natirlich vorkommenden Substanzen. Seine Wirkung beruht auf der Aktivierung calciumdurchlassiger
lonenkanale. Die Komplexitdt des Molekils, hervorgerufen durch die 98 chiralen Zentren, macht eine
wirtschaftliche Synthese unmdglich.
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Trotz standiger Weiterentwicklung von Methoden in der organischen Synthese, stellen
Molekile wie Calicheamicin (Abbildung 1.6, [34]) mit einer Endiin-Gruppe oder Maitotoxin mit
98 chiralen Zentren aufgrund ihrer Komplexitat immer noch hdchste Anspriiche an den
Chemiker, der fir Molekile dieser Art Synthesestrategien entwickelt. Haufig sind diese
Synthesen nicht wirtschaftlich oder 6kologisch schwer vertretbar, so dass eine Produktion
aus natirlichen Quellen unabdingbar ist oder zumindest die Grundstoffe auf natirlicher Basis

gewonnen werden mussen, um diese spater mittels chemischer Methodik zu derivatisieren.

HO

Abbildung 1.6: Calicheamicin. Der Naturstoff enthalt neben einem Allyltrisulfit und einer Enongruppe eine
ungewdhnliche Endiineinheit. Aufgrund seiner extremen Toxizitat und vollig unspezifischen Wirkung kann es nur
als Antikdrperkonjugat zur Krebsbekampfung eingesetzt werden [34].

Ein Beispiel dafir stellt Taxol dar, ein Krebsmedikament, welches aus verschiedenen Taxus-
Arten gewonnen werden kann. Dieses kann zwar synthetisiert werden, jedoch sind derzeit
nur semisynthetische Routen, unter Verwendung von natirlichen Vorstufen aus
verschiedenen Eibenarten, O6konomisch vertretbar. Die Entwicklung biotechnologischer
Prozesse, bei denen die Produktvorstufen mittels Pflanzenzellkultivierung produziert werden,
stellen unter Umsté&nden eine weitere zukinftige Produktionsmoglichkeit dieser Substanzen
dar [35]. Die uUberwiegende Mehrheit der Autoren sieht Ansétze wie Klick-Chemie oder
Diversitatsorientierte-Synthese (DOS) als geeignete Werkzeuge um Leitstrukturen, die aus
natiirlichen Quellen stammen, weiter zu optimieren und an ein spezifisches Target
anzupassen. Beispiele hierfir sind die Synthese von hochselektiven Proteinkinase-
Inhibitoren, bei denen Staurosporin als Leitstruktur verwendet wurde [36], oder die
Entdeckung verschiedener Phosphatase-Inhibitorklassen mittels Biologisch-Orientierter-
Synthese (BIOS), einer Unterform der diversitatsorientierten Synthese [37]. Diese Ansatze
lieferten bei relativ kleinen Substanzbibliotheken gute Trefferraten, die deutlich zeigen, dass,

ausgehend von einer schwach oder unspezifisch aktiven Leitstruktur (siehe Abbildung 1.7),



mittels der zur Verfigung stehenden Werkzeuge der organischen Chemie, hochspezifische

Bindungen an ein Zielmolekil erzeugt werden kénnen.

Die Weiterentwicklung der Analyse-, Prozessierungs- und Automatisierungstechniken erlaubt
heute aufRerdem effizientere Screening- und Aufarbeitungsprozeduren. Dies macht es
mdglich, innerhalb relativ kurzer Zeit Reinsubstanzbibliotheken aus natirlichen Quellen zu
gewinnen, die als Resourcen fir Screenings nach Leitstrukturen verwendet werden kdnnen
[38, 39]. Diese Entwicklungen in Kombination mit Entwicklungen auf dem Gebiet der
Metagenomics, der Erforschung sogenannter exotischer Habitate, wie der marinen
Umgebung, und der Weiterentwicklung von Techniken, die die Kultivierung bislang als
~unkultivierbar* geltender Mikroorganismen erlauben (wie Difussionskammern), ermdglichen
die Erforschung bislang unbekannter Naturstoffproduzenten. Diese stellen mit hoher
Wahrscheinlichkeit Quellen bislang unbekannter Leitstrukturen dar, wie beispielsweise
Substanzen, die aus der chemisch noch wenig erforschten gemeinsamen Entwicklung

zweier Lebensformen hervorgegangen sein kénnten [40, 41, 42, 43].

Abbildung 1.7: Naturstoffe, die erfolgreich als Leitstrukturen fur verschiedene Inhibitortypen verwendet
wurden. (A-E) wurden als Leitstrukturen fir Phosphatase-Inhibitoren und (F-H) als Leitstrukuren fir Protein-
Kinase-Inhibitoren verwendet. (A) Furanodictin A lieferte potente Shp-2- und PTP1B-Inhibitoren. (B) Cytisin war
Vorlage fur VE-PTP-Inhibitoren. (C) Yohimbin, (D) Ajmalicin und (E) Reserpin wurden als nattirliche Cdc25A-
Inhibitoren identifiziert und weiter optimiert. (F) Staurosporin, (G) K252a und (H) Granulatimid sind nattrliche
Kinase-Inhibitoren, die als Leitstruktur fiir synthetisch erzeugte Inhibitorklassen verwendet wurden [36, 37].
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Naturstoffe aus Endophyten von Pflanzen oder Schwdmmen scheinen in dieser Hinsicht
besonders vielversprechend zu sein, da mdéglicherweise manche Wirkstoffe, die urspriinglich
dem Wirt zugeschrieben wurden, ihren Ursprung in einem bakteriellen oder fungalen
Endosymbionten haben. Unter Umstéanden lassen sich diese auch sehr viel einfacher und
nachhaltiger als ihre Wirte kultivieren [44, 45, 46]. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
Naturstoffe, trotz immer noch vorhandener Schwierigkeiten bei der Bearbeitung komplexer
Extrakte, eine hervorragende Quelle neuer Leitstrukturen darstellen. Auch heute noch stellen
Naturstoffe, in Kombination mit Methoden der organischen und analytischen Chemie, sowie
der Mikrobiologie und Bioverfahrenstechnik, einen wichtigen Zugang zu medizinisch

relevanten Molekulen dar.

1.2 MYXOBAKTERIEN ALS PRODUZENTEN NEUER NATURSTOFFE

Myxobakterien gehéren neben den Aktinomyceten, die ca. 70% der bekannten mikrobiellen
Naturstoffvielfalt stellen, und diversen Bacilli, die ca. 6.5% liefern, mit geschatzten 5%
Gesamtanteil an Grundstrukturen zu den interessantesten Produzenten im Reich der
Bakterien [47]. Myxobakterien gehéren zu den Gram-negativen &-Proteobakterien, kommen
terrestrisch ubiquitar vor und werden auch in marinen Sedimenten detektiert [48]. Nach der
Sequenzierung der beiden myxobakteriellen Genome von Sorangium cellulosum und
Myxococcus xanthus wurde das Potenzial dieser Produzenten deutlich. Auf den mehr als
13 Mb wurden 17 Loci (~10 Mbp und 18 Loci in M. xanthus) fur die Biosynthese von
Sekundarmetaboliten und eine Flle an regulatorischen Genen entdeckt [49]. Eine mogliche
Erklarung fir diese regulatorische Komplexitat ist die Fahigkeit zu ungewdhnlichen
LVerhaltensweisen“ der Myxobakterien. Sie sind z. B. beweglich auf Oberflachen und kénnen
auf unterschiedliche Reize der Umwelt reagieren. Einige Myxobakterien sind in der Lage, als
sogenannte Predatoren, andere Bakterien abzutéten und fir die eigene Versorgung mit
Nahrstoffen zu nutzen. Ein typisches Merkmal der Myxobakterien ist aul3erdem, dass unter
Stressbedingungen (Trockenheit, Hitze, UV-Strahlung) komplexe multizelluldare Strukturen
gebildet werden, welche die Myxosporen als Dauerform enthalten [48, 50]. Aus diesen gehen

unter giinstigeren Umweltbedingungen wieder vegetative Zellen hervor.

Von den heute mehr als 7500 identifizierten Myxobakterien in der Stammsammlung des HZI
stammen ca. 120 unterschiedliche, in unserer Arbeitsgruppe bekannte, chemische
Grundstrukturen, von denen ca. 80 in der Literatur beschrieben wurden [interne Daten]. Die
Mehrzahl dieser Molekile entsteht im Sekundarmetabolismus dieser Bakterien und wird an
riesigen Enzymkomplexen synthetisiert. Zu diesen gehoéren die Polyketidsynthasen (PKS)
vom Typ | sowie Nichtribosomale-Peptidsynthetasen (NRPS) und Mischformen aus diesen

beiden Biosynthesewegstypen (siehe Abbildung 1.8 und 1.9). Des Weiteren werden auch



Terpenoide, Phenylpropanoide und Alkaloide gefunden, die den kleineren Anteil der

strukturellen Vielfalt stellen [51].

Bei der Polyketidbiosynthese werden aus Acetateinheiten synthetisierte Vorstufen, wie
Malonyl-CoA aber auch Methylmalonyl-CoA (welches durch Isomerisierung aus Succinyl-
CoA gewonnen wird) verwendet. Diese werden von den Megaenzymen modulweise
eingebaut und konnen dabei unterschiedliche Reduktionsstufen durchlaufen, was das

Einflgen einer Vielzahl molekulspezifischer Stereozentren erlaubt.
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Abbildung 1.8: Schematischer Aufbau einer Polyketidsynthase vom Typ |. Die grauen Kugeln symbolisieren
Proteindoméanen, die in Modulen angeordnet sind. In schwarz dargestellt ist die wachsende Kette, sowie der CoA-
Ester der von der AT auf das ACP geladen wird. In grau ist die jeweilige Kettenverlangerungseinheit, die von der
KS vom ACP Ubernommen wird, dargestellt. Im EM3 ist der Mechanismus der Kettenverlangerung gezeigt. Das
Produkt wird durch die KS vom ACP aus EM2 Ubernommen (dargestellt in grau), dann findet ein nukleophiler
Angriff des a-Kohlenstoffes der Verlangerungseinheit (hier braun) an Position C1 statt. Die Kette wird um zwei
Kohlenstoffe erweitert, wahrend C3 der Verlangerungseinheit als CO. freigesetzt wird. Eine detaillierte
Erlauterung, auch der Abkirzungen, findet sich im Text.

Bei einer vorhandenen Genomsequenz lassen sich mittels bioinformatischer Methoden die
Gene, die fir die Erzeugung dieser Stoffe bendtigt werden, identifizieren. Diese liegen in der
Regel dicht beieinander, weshalb sie als Biosynthesegencluster bezeichnet werden. Die
Untersuchungen von aktiven Zentren dieser Proteine anhand von Kristallstrukturen zeigten,
dass konservierte Bereiche fur die Erkennung und Aktivierung spezifischer Substrate
verantwortlich sind. Diese konservierten Domanen lassen sich haufig anhand von bekannten
Sequenzmotiven in der Aminosaurekette, die sich aus der Genomsequenz ableiten lasst,
erkennen. Dadurch kdnnen wertvolle Informationen Uber den Einbau spezifischer Substrate,
aber auch die absolute Konfiguration dieser Molekiile gewonnen werden. Diese Kenntnisse
kénnen bei einer Strukturaufklarung dieser haufig komplex aufgebauten Molekile unter

Umstanden hilfreich sein. Aus diesem Grund wird im Folgenden die Biosynthese dieser
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beiden Substanzklassen genauer erlautert. Anhand konkreter Beispiele soll im Kapitel 2.3
erlautert werden, wie Genomdaten bei der Aufklarung der absoluten Konfiguration eines

Naturstoffes helfen und fur Strukturberechnungen verwendet werden kénnen.

Abbildung 1.8 zeigt schematisch eine Anordnung von 4 PKS-Modulen, die wiederum aus
einzelnen Elementen, sogenannten Domé&nen, bestehen, welche anhand ihrer Funktion
benannt werden. Das Acylcarrier-Protein (ACP) des Lade-Moduls (LM) wird haufig mittels
Acetyl-CoA aber auch anderen, manchmal deutlich groReren Einheiten beladen. Die
einzelnen apo-ACPs (Apoenzym = inaktives Protein ohne Kofaktoren) werden durch
Ubertragen eines 4‘'-Phosphopantetheinrests von Coenzym A (CoA) auf ein konserviertes
Serin mittels einer Phosphopantetheinyltransferase in das Holoenzym (aktives Enzym mit
Kofaktoren) umgewandelt. Dann werden die ACPs der Extensionsmodule (EM) mittels der
Acyltransferase (AT) gewodhnlich mit Malonyl-CoA, Methylmalonyl-CoA aber auch
Ethylmalonyl-CoA oder anderen Verlangerungseinheiten beladen. Wie im EM3 gezeigt,
beladt die AT das ACP mit der Verlangerungseinheit. Je nach Verlangerungseinheit besitzt
diese ein Stereozentrum an C2, welches gewohnlich S-Konfiguration aufweist (C1
bezeichnet das als Thioester gebundene Carboxyl-Kohlenstoffatom, siehe Abbildung 1.8 und
1.9). Nach der Kondensation kann dieses in die 2R-Konfiguration epimerisiert werden oder
im Originalzustand verbleiben. Der genaue Mechanismus dieser Konfigurationsanderung ist
noch nicht vollstandig geklart. Im néchsten Schritt Gbernimmt die Ketosynthase (KS) die
wachsende Kette vom ACP und katalysiert, nach Decarboxylierung von C3 der
Verlangerungseinheit, einen nukleophilen Angriff vom C2 dieser Verlangerungseinheit am C1
des an der Ketosynthase gebundenen Intermediates (gezeigt in grau); analog einer Claisen-
Esterkondensation. Das Intermediat befindet sich nach der Kondensation am ACP. EM1
zeigt das wachsende Produkt nach dem ersten Extensionsschritt. C1, C2 und der an C2
sitzende R2 stammen aus der Verlangerungseinheit, wahrend der jetzt mit C3 bezeichnete
Kohlenstoff (vorher C1) und der daran sitzende R1 vom Lademodul tbernommen wurden.
Diese Einheit (EM1) wird als minimales Extensionsmodul bezeichnet, da diese Schritte
bendtigt werden um eine Kettenverlangerung zu erreichen. EM2 besitzt zusatzlich zu KS, AT
und ACP drei weitere Doménen, welche als ,vollstandiger reduktiver loop* bezeichnet
werden. Die Ketoreduktase reduziert die in der Esterkondensation entstehende [-
Ketogruppe (an C3) zum Alkohol, wodurch es zur Einfihrung eines weiteren Stereozentrums
kommt. Im Falle des gezeigten Moduls (EM2) wird das Produkt mittels einer Dehydratase
(DH) durch Wasserabspaltung weiter reduziert, wobei eine Doppelbindung entsteht. Diese
kann, je nach Enzymspezifitat, cis- oder trans-konfiguriert sein. Der letzte Reduktionsschritt
erfolgt durch eine Enoylreduktase (ER), wodurch kein Stereozentrum an C3 entsteht, jedoch
die Stereospezifitdit an C2 nochmals veréndert werden kann. Das fertige Produkt wird dann

in der Regel mittels einer Thioesterase-Domane (TE) vom Protein freigesetzt, wobei es



haufig zu einer intramolekularen Zyklisierung kommt [52, 53]. Durch das Zusammenspiel
dieser Mechanismen kann das fertige Produkt auf3erordentlich komplex werden, da bei
jedem Kettenverlangerungsschritt theoretisch zwei Stereozentren eingefligt werden kénnen.
Die Abfolge der Biosynthese muss allerdings nicht zwingend der Kolinearitatsregel folgen
(Aufbau in der Reihenfolge der Module). Module koénnen beispielsweise Ubersprungen
werden oder ,stottern”. Ausnahmen und Besonderheiten sind hier besonders in der neueren
Literatur sehr zahlreich beschrieben [52, 54]. Die strukurelle Komplexitat der Polyketide wird
noch gesteigert durch die Mdglichkeit weitere Methylgruppen - mittels spezifischer
Doméanen - auch am B-Kohlenstoff eines Intermediates einzufligen, dem sogenannten
.B-branching“. Zusatzlich kénnen nach der Biosynthese durch Post-PKS-Schritte weitere

Modifizierungen, wie z. B. Glykosilierungen und Halogenierungen, eingefligt werden [52, 54].
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Abbildung 1.9: Schematischer Aufbau einer Nichtribosomalen Peptidsynthetase. Die braunen Kugeln
symbolisieren Proteindoménen, die wie bei den PKS in Modulen gegliedert sind. Uber den Doméanen in schwarz
dargestellt befinden sich die jeweiligen Aminoséauren, die von der A-Domane erkannt, mittels ATP zum Adenylat
aktiviert und anschlieRend auf das PCP transferiert werden (diese Zwischenreaktionen sind hier aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt). Eine detaillierte Erlauterung, auch der Abkiirzungen, findet sich im Text.

Auch bei den nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) werden die Apo-
Peptidylcarrierproteine (PCP, so benannt da sie die wachsende Peptidkette tragen) mittels
Phosphopantetheinylierung aktiviert. Diese erfillen eine dhnliche Funktion wie die ACP bei
den PKS. Wie in Abbildung 1.9 gezeigt, belddt die Adenylierungsdomane (A) das
Peptidylcarrierprotein mit der Verlangerungseinheit. Dies ist in der Regel eine L-Aminosaure

die, je nach Spezifitdt der Adenylierungsdoméne, proteinogen oder nicht proteinogen sein
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kann (dies stellt eine Mdoglichkeit fur strukturelle Vielfalt jenseits der ribosomalen
Peptidsynthese dar). Diese Aminosaure wird unter ATP-Verbrauch als Adenylat aktiviert und
dann auf das PCP transferiert. Der Mechanismus der Elongation ist ein dhnlicher wie bei der

Polyketidbiosynthese.

Im ersten Verlangerungsschritt erfolgt ein von der Kondensationsdomane (C) im EM1
katalysierter, nukleophiler Angriff des Stickstoffs am C1 des Substrates vom LM. Die drei
Doméanen des EML1 stellen das minimale NRPS-Elongationsmodul dar, die beiden Domé&nen
des LM das minimale Lademodul. Im EM2 sind zwei zusatzliche Domé&nen gezeigt: eine
N-Methyltransferase-Domane  (NM), welche die Verlangerungseinheit vor der
Kettenverlangerung N-methyliert [53], sowie eine Epimerisierungsdomane (E), die das
Produkt nach der Kondensation an C2 epimerisiert [53]. Die Freisetzung erfolgt wieder tber
eine Thioesterase. Aul3er den gezeigten Doméanen existieren weitere wie Cyclisierungs- und
Oxidationsdomanen. Diese kdnnen Thiazolin- oder Oxazolinringe einfiihren, wenn vorher ein
Cystein, Serin oder Threonin eingebaut wurde. Weitere Spezialfdlle werden in der Literatur
beschrieben, wie beispielsweise die Einfiihrung einer Harnstoffbriicke in die Kette [56]. Post-
NRPS-Modifikationen wie Glykosylierung, Halogenierung oder oxidative Zyklisierung
phenolischer Seitenketten durch Cytochrom P450-Enzyme tragen weiter zur strukturellen

Vielfalt dieser nichtribosomal produzierten Peptide bei [55, 57, 58].

Myxobakterielle Produkte sind in pharmazeutischer Hinsicht interessant, da bisher fir ca.
50% der bekannten Substanzen eine antifungale, sowie fir ca. 30% eine antibakterielle
Wirkung beschrieben wurde [51]. Eine Vielzahl an myxobakteriellen Naturstoffen weist
aulRerdem zytotoxische Eigenschaften auf [48, 51]. Abbildung 1.10 zeigt exemplarisch drei

myxobakterielle Substanzen mit verschiedenen Bioaktivitaten.

Corallopyronin A wirkt antibakteriell durch Inhibierung der prokaryotischen RNA-Polymerase.
Die Aktivitdit gegen Rifampicin-resistente Mycobakterien macht diese Substanz, sowie
Myxopyronin und Ripostatin, zu interessanten Antibiotika aus Myxobakterien [51]. Soraphen
inhibiert die fungale Acetyl-CoA Carboxylase mittels eines neuen Mechanismus'.
Unglucklicherweise wurden bei den Soraphenen teratogene Eigenschaften festgestellt, die
einen Einsatz dieser Substanzklasse limitieren [51]. Antimitotisch wirkende Disorazole
weisen sehr hohe Zytotoxizitaten auf, die zu den hdchsten in der Literatur beschriebenen
Werten zéhlen (ICs, Disorazol A; = 3 pM fir L929 Mausfibroblasten, [51]). Neue
Grundstrukturen in  Kombination mit bisher unbekannten Wirkmechanismen machen
Myxobakterien zu vielversprechenden Produzenten fur Wirkstoffscreenings. Zusatzlich
kommt die vergleichsweise geringe Zahl an untersuchten Stdmmen und bisher isolierten

Strukturen hinzu. Dadurch ist die Chance der Wiederentdeckung bereits bekannter



Substanzklassen weniger hoch als bei den mittlerweile sehr ausgiebig erforschten
Aktinomyceten [48, 56].

Abbildung 1.10: Exemplarische myxobakterielle Sekundarmetabolite. (A) Corallopyronin A besitzt eine
antibakterielle Aktivitat durch Inhibition der RNA-Polymerase. (B) Soraphene wirken antifungal durch Inhibition
der Acetyl-CoA-Carboxylase. (C) Disorazole weisen, aufgrund ihrer depolymerisierenden Wirkung auf Mikrotubuli,
eine aul3erordentlich hohe Zytotoxizitat auf [51].

1.3 BIOPROZESSTECHNIKEN FUR SCREENING UND PRODUKTION NEUER

NATURSTOFFE

Bioprozesse finden in der Regel in einem von der Umwelt abgeschlossenen Raum unter
Zuhilfenahme eines oder mehrerer Biokatalysatoren statt. Dieser Raum, innerhalb dessen
ein stringent kontrollierter Stoffaustausch mit der Umwelt stattfinden kann, wird in der Regel
als Bioreaktor bezeichnet und kann verschiedenste applikationsspezifische Formen
aufweisen. So kann streng genommen auch eine intakte Zelle als eine Art Bioreaktor
betrachtet werden. Die Aufgabe eines Bioreaktors ist es, kontrollierte und reproduzierbare
Umgebungsbedingungen zu erzeugen, die in vielen Fallen dazu dienen, Mikroorganismen zu
kultivieren und diese wiederholbar zur Produktion von erwilnschten Biomolekilen zu
veranlassen [60]. Die Mehrzahl aller Bioprozesse bzw. Kultivierungsexperimente in der
biotechnologischen und mikrobiologischen Forschung findet in geschuttelten Kulturgefal3en
jeglicher Art statt; Schatzungen gehen von etwa 90% aus [61]. Der Grund hierfir liegt in der

Einfachheit der Bedienung von Schiittelinkubatoren und Schuttelflaschen in verschiedenen
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Ausfihrungen. Weit weniger Beachtung findet allerdings die Standardisierung der
Kultivierung in diesen GefalRen. In vielen Fallen werden beispielsweise nur ungefahre
Fullmengen der Schittelgefale verwendet. Hinzu kommen feste Drehzahlen der Schiittler,
die entweder nicht optimiert wurden oder soweit reduziert sind, dass die gréf3ten, auf dem
Gerat befindlichen Gefal3e nicht heruntergeschleudert werden. Das hat zur Folge, dass viele
Experimente im Hinblick auf die Sauerstoffversorgung der untersuchten Mikroorganismen
unter unkontrollierten und oft nicht optimalen Bedingungen ablaufen. Diese kdnnen haufig
nicht reproduziert werden, da die genauen Parameter, wie Schittelfrequenz und -amplitude,
Kultivierungsgefal? und Fullhéhe bzw. Fillmenge, nicht dokumentiert werden [61]. Die
Folgen unterschiedlicher Fillhéhen, Drehzahlen und Viskositaten der Medien kdénnen das
sogenannte ,in-* beziehungsweise ,out of phase“ Schitteln der Kulturflissigkeit sein,
welches immensen Einfluss auf den Sauerstofftransfer ins Medium hat. Ein weiterer Faktor
ist die Wahl des GefaRverschlusses, welcher die Sauerstoffdiffusion erheblich behindern
kann [61, 62]. Das Unterbrechen des Schiittelns kann zum vollstandigen Verbrauch des
geldsten Sauerstoffs im Kulturgefal fihren. Bei niedrigen Massentransferraten dauert es
dementsprechend lange, bis sich das Gleichgewicht wieder eingestellt hat. Die Folgen
konnen beispielsweise ein unvorhersehbares Stressverhalten des untersuchten
Mikroorganismus aufgrund von Sauerstoffmangel sein [61]. Fdr verschiedene
Sekundarmetabolite konnte zudem eine direkte Korrelation der Produktion mit dem
Sauerstoffpartialdruck in der Flissigphase des Schittelgefalles gezeigt werden, was die
Wichtigkeit der Kontrolle speziell dieses Parameters schon bei Initialscreenings unterstreicht
[63, 64].

Trotz der genannten Nachteile haben geschiittelte Prozesse bei kontrollierter
Prozessfihrung den Vorteil der einfachen Durchfiihrbarkeit und ermoglichen dadurch hohe
Durchsatzraten bei geringem Arbeitsaufwand. Dies kann fiir ein Erstscreening von vielen
Kandidatenorganismen von wesentlicher Bedeutung sein. Abbildung 1.11 zeigt das
Verhéltnis des Informationsgewinns zur entsprechenden Kultivierungsmethode. Je
komplexer die Methode, desto hoher ist in der Regel auch der Informationsgewinn. Dadurch
werden jedoch lange Vorbereitungszeiten und Datenbearbeitungszeiten verursacht und der

maximal mogliche Durchsatz wird in der Regel reduziert [65].

Kostenguinstige kommerzielle Losungen wie das Duetz-System ermdglichen den Einsatz von
96-Deepwell Mikrotiter-Platten zur Kultivierung. Mit diesen kdnnen bei entsprechender
Prozessfilhrung Ergebnisse vergleichbar zu denen in Schittelkolben erzielt werden. Das
System kann sowohl fir filamentds- als auch suspendiert-wachsende Organismen
verwendet werden. Der Einsatz des 96-Wellformats erlaubt die Automatisierung und
Vereinfachung weiterer Arbeitsschritte im Vergleich zur Kultivierung in herkdmmlichen

Schiittelkolben [66, 67, 68]. Bedingt durch Weiterentwicklungen in allen Bereichen der



Analytik reduzieren sich auch die Substanzmengen, die fir Aktivitdtsassays und
beispielsweise fur HPLC-gekoppelte, massenspektrometrische Analysen benétigt werden.
Dadurch werden selbst pl-Volumen fur Screening-Kultivierungen immer interessanter [18, 19,
20, 21]. Bei allen diesen, oben beschriebenen Kultivierungen findet der Prozess allerdings
weitgehend unkontrolliert statt. Durch die Parallelisierung kdnnen zwar unterschiedliche
Bedingungen, wie z. B. Medienzusammensetzungen oder pH-Einfluss, im Hochdurchsatz
getestet werden, die eigentliche Kultivierung verlauft allerdings ohne Erfassung der
zugehorigen Messdaten. Diese kénnen zwar nach Anhalten des Schiittlers off-line gemessen
werden, was jedoch wie oben erwahnt gravierende Einflisse auf den Metabolismus der
untersuchten Organismen haben kann, da hierdurch die Sauerstoffzufuhr unterbrochen wird
[61].

Vollausgestattete

Bioreaktoren
1-1000 |

Kleinbioreaktoren
10 - 100 ml

Schttelkolben
20 - 5000 ml

Informationsgewinn

Mikrotiterplatten
100 - 1000 pl

v

Experimenteller Durchsatz

Abbildung 1.11: Informationsgewinn gegeniiber dem experimentellen Durchsatz. Durch Vereinfachung der
Kultivierungsbedingungen ist generell ein héherer Durchsatz an Experimenten méglich. Die Vorbereitungszeit,
Kultivierungsdauer und Auswertung von erzeugten Daten minimiert in der Regel den Durchsatz bei Experimenten
die in Bioreaktoren mit sehr viel Messsensorik durchgefiihrt werden.

Die Entwicklung von Indikator-Farbstoffen, welche fir die Detektion von pH-Wert,
Sauerstoff-, Ammonium-, CO,-, und lonen-Konzentrationen verwendet werden kénnen, stellt
in dieser Hinsicht einen Durchbruch dar [69]. Diese erlauben eine platzsparende
Unterbringung von so genannten Indikatorspots innerhalb eines KulturgefaRes. Die
Anregung und Auslesung dieser Spots erfolgt aul3erhalb des Kulturvolumens durch

Lichtleiter und entsprechende Instrumente, wodurch gegeniber herkdmmlichen Elektroden
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sehr viel weniger Platz bendtigt wird. Dies ermdglicht u. a. Kultivierungen in Mikrotiterplatten
bei gleichzeitiger Onlinemessung relevanter Parameter. Zusatzlich kénnen mit dieser
Technik Werte wie Fluoreszenz und optische Dichte bzw. Lichtstreuung gemessen werden,
was zusatzliche Rickschlisse Uber das Wachstum der Kultur im Well erlaubt [70, 71].
Kommerzielle Systeme wie der Biolector der Firma m2p-labs erméglichen so geschuttelte
Kultivierungen von Zellen und Mikroorganismen bei gleichzeitigem Monitoring verschiedener
Parameter. Der pH-Wert und die Gaszufuhr werden fir alle Wells tGber die Schittelfrequenz
bzw. die Gasphasenzusammensetzung geregelt [70, 72]. Dieses System kann mit
verschiedenen kommerziell erhaltlichen Pipettierrobotern kombiniert werden, was
automatisierte Futterungen, Induktion usw. ermdglicht [72]. Diese Kultivierungsform eignet
sich jedoch hauptsachlich fur ein Primarscreening, bei dem ein Produzent eines Wirkstoffes
oder ein verbesserter Produktionsklon aus einer Gruppe anderer gefunden, bzw. Medien
optimiert werden sollen. Bauartbedingt lassen sich jedoch bestimmte physikalische
Parameter nur fir die gesamte Kaultivierung &@ndern, was speziell im Hinblick auf eine
Prozessentwicklung von Nachteil ist. Weiterentwicklungen geschiittelter und auslesbarer
Mikrotiterplatten sind Systeme, die, in Kombination mit Mikrofluidik, beispielsweise eine
pH-Kontrolle oder einen miniaturisierten Fed-Batch-Prozess ermdglichen [73].

Mikrofluide Systeme ermdglichen einen derartigen Miniaturisierungsgrad, dass mit dieser
noch relativ neuen Technologie in naher Zukunft unter Umstéanden Miniaturkultivierungen
durchgefuhrt werden konnen, welche ein automatisiertes Monitoring verschiedener
Parameter bei sehr hohen Durchsatzraten erlauben. Die Steuerung, Mischung und
Zusammenfuhrung von Mikrotropfen innerhalb der Kapillaren ist bereits problemlos
realisierbar. Diese kénnen z. B. monoklonale Bakterienkolonien enthalten, die in einem
Tropfenvolumen im niedrigen Nanoliterbereich innerhalb einer oligen Tragerflussigkeit
kultiviert werden. Biochemische Reaktionen kénnen durchgefihrt werden und selbst die
Analyse einzelner Tropfchen aus einem segmentierten Fluss durch massenspektrometrische
Methoden wurde schon durchgefuhrt [74, 75, 76, 77]. Durch Anwendung
sauerstoffpermeabler Materialien konnen auch langer dauernde Experimente mit
Mikroorganismen durchgefiihrt werden. Obwohl bisher Fluoreszenz der Uberwiegende Read-
out ist, erlaubt der Einsatz der oben erwahnten Indikatorfarbstoffe auch hier bereits ein pH-
Monitoring im Miniaturmafstab. Auch Saugerzellen, Drosophila-Embryos und Nematoden
konnten Uber langere Zeit in segmentierten wassrigen Tropfchen innerhalb einer dligen
Tragerflissigkeit kultiviert werden, was enormes Potenzial fir miniaturisierte Hochdurchsatz-
Screenings birgt [77, 78, 79]. Durch Mikrofluidik, in Kombination mit den oben beschriebenen
Analysetechniken, lassen sich auch gerihrte Mikrobioreaktoren realisieren, die trotz
malfistabsbedingter Unterschiede zur makroskopischen Fluidik eine @hnliche Performance

wie groRRe Ruhrkesselreaktoren erzielen. Die relativ gunstigen Produktionsbedingungen



durch Verwendung kostengunstiger Kunststoffe erlauben eine Einmalverwendung ohne
vorheriges sterilisieren, was fir Prozessoptimierungen im Hochdurchsatz eine hohe Zeit- und

Aufwandersparnis gegenuber herkbmmlichen Bench-Top-Geraten bedeutet [80, 81].

Das Problem bei Wirkstoffscreenings mit bakteriellen Produzenten in diesem MaRstab sind
allerdings die geringen Mengen, die eine aktivititsgeleitete Charakterisierung von
Einzelsubstanzen nicht zulassen, sondern nur beschrankte Informationen, wie ,Extrakt ist
aktiv‘ oder ,inaktiv‘, liefern kénnen. Aus diesem Grund eignen sich diese Prozesse
aul3erordentlich gut, wenn bekannte Variablen optimiert werden sollen. Fir ein bakterielles
Wirkstoffscreening sind solche miniaturisierten Ansétze jedoch eher ungeeignet, da hier
meist Substanzmengen benétigt werden, die in solch kleinen Volumina nicht erzeugt werden
konnen (siehe Abbildung 1.3). Einen weiteren wichtigen Faktor stellt das
Wachstumsverhalten der untersuchten Mikroorganismen dar. Die wichtigsten Produzenten
von bioaktiven Sekundérmetaboliten, wie Streptomyceten, Pilze und auch Myxobakterien,
weisen haufig ein myzel- bzw. pelletartiges Wachstum auf und neigen oft dazu, sehr stark
auf Oberflachen zu adhéarieren. Dies ist sehr wahrscheinlich ein Grund dafiir, dass in der
Literatur bisher nur Mikrosysteme mit suspendiert wachsenden Organismen beschrieben
werden. GroRere Volumina im 10-100 ml Maf3stab kénnen mit sogenannten Minibioreaktoren

erzeugt werden, was das Problem der geringen Mengen teilweise l6st [82].

Traditionell werden in der biotechnologischen Forschung und Industrie Uberwiegend
Ruhrkesselreaktoren verwendet. Diese haben in der chemischen Industrie eine lange
Tradition, weshalb umfangreiche Erfahrungen fir Applikationen und Auslegung dieser
Gerate vorliegen [60]. Mittlerweile bieten mehrere Firmen Ruhrkesselreaktoren in den
verschiedensten GroBen an, die ein einfaches Up- und Downscaling zwischen
verschiedenen Volumina ermdglichen, wenn die relevanten Kultivierungsparameter erfasst
wurden. Auch hier geht die Tendenz zur Miniaturisierung, weil dadurch die Handhabbarkeit
der Systeme vereinfacht und der Durchsatz erhéht werden kann. Die Firma DASGIP
(Eppendorf) bietet z. B. parallele Bioreaktorsysteme an, die bedingt durch exakte Pump- und
Messtechnik schon im 100 ml Volumen eine Prozessentwicklung ermgglichen, wie sie bis vor
wenigen Jahren mit kommerziellen Systemen dieses Mal3stabs nicht realisierbar war [82].
Die zugrunde liegenden Reaktorsysteme sind, wie oben bereits erwéhnt, in den meisten

Fallen RiUhrkesselreaktoren.

In der Literatur beschriebene Bioprozesse mit Myxobakterien stellen eher Ausnahmen dar.
Fur die Produktion von einzelnen Metaboliten, wie den Corallopyroninen, Soraphenen oder
den Disorazolen (siehe Abbildung 1.10), finden sich zwar Beispiele, es wurden jedoch
entweder teilweise ungeregelte Batch-Prozesse oder einfache Fed-Batch-Prozesse in

Ruhrkesselreaktoren angewendet [83, 84, 85]. Weiterentwickelte Prozessstrategien sind in
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der Literatur sehr selten beschrieben. Eines der wenigen Beispiele stellt die heterologe
Produktion von Epothilon D in Myxococcus xanthus dar, dem bislang am besten
untersuchten Myxobakterium. Hier wurden unter anderem die Einflisse des Sauerstoff-
partialdrucks und die Einflisse verschiedener Kultivierungsmethoden, wie Batch-, Fed-
Batch- und Semikontinuierlicher-Kultivierung, auf die Produktivitat hin untersucht [86, 87].
Grunde fur das haufige Fehlen dieser Daten liegen sicherlich in der komplexen Handhabung
dieser Organismen. Die Empfindlichkeit und die langen Wachstumszeiten verursachen
Probleme und Kosten, die mdglicherweise der Grund dafir sind, dass Myxobakterien bis
heute weder in der Industrie noch an universitaren Einrichtungen im Hinblick auf die

Verfahrensentwicklung genauer untersucht wurden [88].

Dabei sind es diese aus verfahrenstechnischer Sicht negativen Eigenschaften, die eine
verbesserte und verlangerte Produktivitat des Produktionsprozesses notig machen. Dadurch
werden Ressourcen und Kosten gespart, bzw. ist es moglich, dass dadurch ein Prozess erst
rentabel wird [86]. Zudem kénnen manche auf den ersten Blick unglnstig erscheinenden
Eigenschaften der Myxobakterien, wie ihre Fahigkeit zur Adharenz, genutzt werden um
Prozesse zu entwickeln die von eben diesen Eigenschaften profitieren. Als Grundmodelle

kénnen beispielsweise die in Abbildung 1.12 dargestellten Reaktortypen verwendet werden.
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Ruhrkesselreaktoren, aber auch Wirbelschicht- und Festbettreaktoren, bieten aufgrund ihrer
Einfachheit interessante Ausgangspunkte, um applikationsbedingte Spezialreaktoren zu
konstruieren. In einem Festbettreaktor des in Abbildung 1.12 gezeigten Typs konnten z. B.
unter anaeroben Bedingungen mit Biofilm-bildenden Zymomonas mobilis Zellen Ethanol-
Ausbeuten von 536 g pro Liter und Stunde erzielt werden [89]. Dies ist zwar ein Produkt des
Primarmetabolismus, die hohe Ausbeute ist dennoch eindrucksvoll und wurde durch das
Besiedeln von so genannten Targermaterialien, durch Ausbildung einer Art Biofilm,
ermdglicht. Prinzipiell scheint das Wachstum als Biofilm auch ein begiinstigender Faktor fir
die Sekundarmetabolitproduktion zu sein, was bei Bioprozessen mit fungalen Produzenten
bereits gezeigt werden konnte [90]. Mdglicherweise kdnnen auch Myxobakterien von
ahnlichen Kultivierungsformen profitieren. Das Fehlen von Studien jedweder Art erdffnet hier
ein interessantes Forschungsfeld. Aufgrund der ausschliel3lichen Verfligbarkeit von
Ruhrkesselreaktoren an unserem Institut, beschrankt sich diese Arbeit allerdings auf

Prozessoptimierung in diesem Reaktortyp.

1.4 ENTDECKUNG UND CHARAKTERISIERUNG NEUER (BIOLOGISCH AKTIVER)

NATURSTOFFE

Die erfolgreiche Detektion, Isolierung und Charakterisierung von neuen, biologisch aktiven
Molekulen aus natirlichen Quellen héangt von mehreren Faktoren ab. Zuerst wird ein
Produzent bzw. eine Quelle fir Ausgangsmaterial benétigt. Sobald Rohmaterial produziert
wurde, muss ein Assay vorhanden sein oder entwickelt werden, um eine Wirksamkeit
nachzuweisen. Dann erfolgen eine Auftrennung des normalerweise komplexen
Substanzgemisches und eine erneute Testung der einzelnen Fraktionen. Dies geschieht
meist in mehreren Durchlaufen. Die physikalischen Trennprinzipien, die in einem
Separationsprozess in der Regel Anwendung finden, haben in den letzten Jahrzenten keine
grundlegenden Erweiterungen erfahren. Ublicherweise werden Losemittelextraktionen und
High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) fur die Analytik und die praparative
Aufarbeitung eingesetzt. Durch Weiterentwicklung der verwendeten Materialien konnten
jedoch insbesondere im Bereich der Fliissigchromatographie bessere Trennleistungen bei

gleichzeitig reduzierten Trennzeiten erreicht werden [91, 92].

Um den extrem hohen Arbeitsaufwand einzuschranken, der fir die vollstandige
Charakterisierung eines Naturstoffes noétig ist, wird von Anfang an versucht mittels
Dereplikation bereits bekannte Substanzen von der weiteren Bearbeitung auszuschlie3en.
Ublicherweise wird das mit HPLC- oder UPLC-gekoppelter, hochauflosender
Massenspektrometrie und UV/Vis Dioden Array Detektoren (DAD) versucht, ist jedoch nicht

ausschlieBBlich auf diese beschrankt und kann durch kernresonanzspektroskopische
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Methoden erweitert werden [93, 94]. Einen wirkungsvollen und universellen Ansatz auf dem
Gebiet der Massenspektrometrie stellen Gerate mit Elektrosprayionisierung (ESI) dar, da
mittels dieser weichen lonisierungtechnik meist intakte Molekile ionisiert werden. Dies
ermdglicht, in Kombination mit Time-of-Flight (TOF) oder Orbitrap-Messungen, die
Bestimmung oder zumindest Eingrenzung der chemischen Summenformel eines Molekils
[95, 96]. Diese kann dann - vorzugsweise zusammen mit Retentionszeit-Datenbanken - fir
die automatisierte Dereplikation unbekannter Extrakte genutzt werden. Ungliicklicherweise
lassen sich nicht alle Substanzen gleichermal3en gut ionisieren, weshalb schatzungsweise
bis zu 10% der Substanzen im positiven ESI-Modus (ESI*) nicht detektiert werden kénnen.
Negative ESI oder eine andere lonisierungsmethode wie z. B. die Atmospheric Pressure
Chemical lonisation (APCI). Kann hier unter Umstanden Abhilfe schaffen [95, 96]. Es ist
allerdings empfehlenswert ESI* und ESI" immer in Kombination zu verwenden, da es auch
bei dieser schonenden lonisierung bereits in der Quelle zu Molekilfragmentierungen
kommen kann und so z. B. Zuckerreste bei positiver lonisierung haufig verloren gehen.
Durch den Vergleich beider Spektren (ESI'/ESI) besteht die Mdglichkeit einer einfachen
Kontrolle. Die Auswertung von Fragmentspektren ertffnet weitere Mdglichkeiten, um auch
Teilstrukturen in komplexen Gemischen zu identifizieren und dadurch auch Substanzderivate
von vorneherein ausschliel3en zu kénnen. Allerdings kann schon die Art des gebildeten lons
Einfluss auf die Fragmentierung haben, weshalb sich der Aufbau einer MS und MS/MS
Bibliothek bekannter Reinstoffe unter den standardmafRig verwendeten Bedingungen
auszahlt [97]. Der Einsatz von HPLC gekoppelter NMR-Spektroskopie fur die Dereplikation
wird durch die Tatsache erschwert, dass NMR-Spektren durch die Uberlagerung mehrerer
Substanzsignale unbrauchbar werden kdnnen. Dies hat bei MS-Spektren, bei geeigneter
Wahl der Analysebedingungen und unterschiedlichen Massen der Analyten, kaum Einfluss
auf die Auswertung der Daten. Zudem werden, aufgrund der sehr viel h6heren Sensitivitat im
Vergleich zur Kernresonanz, fiur die Aufnahme von MS-Spektren sehr viel kleinere
Substanzmengen bendétigt. Bei sauberen Spektren ist allerdings der Informationsgewinn
durch Kernresonanz hoher, da anhand der chemischen Verschiebung aus einem
'H-Spektrum strukturelle Elemente wie a-Protonen von Peptiden, Protonen in
Doppelbindungen und Aromaten usw. ausgelesen werden konnen, was wiederum die
schnelle Zuordnung eines Molekils erleichtert. Es kommt jedoch vor, dass die Komplexitat
der Gemische und die Ahnlichkeit der Substanzen so hoch ist, dass nur mehrfache
Separierung und die Zuhilfenahme verschiedener Techniken eine eindeutige Zuordnung
erlaubt, was in solchen Fallen eine standardméfige schnelle Dereplikation unmoglich macht
[98].

Um ein aktivitdtsbasiertes Screening durchzufihren, missen spezifische Nachweise fur eine

gesuchte Aktivitat existieren. Bei einem Primarscreening basiert der Aktivitdtsnachweis in der



Regel auf einer Wirkung, die an lebenden Zellen (Pro- oder Eukaryoten) festgestellt wird.
Testassays fur spezifische Wirkungen stellen in der Regel Spezialentwicklungen dar, die
beispielsweise ein aufgereinigtes Protein enthalten, wenn spezifische Inhibitoren fir ein
Enzym oder ein definiertes Target gesucht werden. Eine Inhibition oder Aktivitat wird meist
durch einen Farbumschlag oder eine ahnlich einfach messbare Reaktion wie Fluoreszenz
angezeigt. Mittlerweile existieren unzahlige Ganzzelltestsysteme und enzymatische Assays,
so dass auf eine Auflistung an dieser Stelle verzichtet wird. Eine generelle Tendenz bei allen
Assays geht jedoch zur Miniaturisierung, da dadurch Substrate und Testsubstanzen
eingespart werden kdnnen. Durch Miniaturisierung kann der Probendurchsatz in der Regel
erhoht werden, woher auch die Bezeichnung High Throughput Screening (HTS) stammt.
Auch in diesem Feld scheint die Mikrofluidik weiteres Potenzial fir einen noch hdéheren
Durchsatz mit ganzen Organismen im Picoliter-Maf3stab zu bergen [99, 100,101].
Hochauflésende Mikroskopie, in Kombination mit automatisierter Bildauswertung, erlaubt die
Beobachtung von Zellen und Zellkompartimenten, sowie die Quantifizierung von Anderungen
auf den erzeugten Bildern, im Vergleich zu Standards. Diese neue Dimension an Information
gab dem Verfahren den Namen High-Content Screening (HCS). Damit werden nicht nur
Aussagen wie ,Zellen sind tot* oder ,noch lebendig” gemacht, sondern es kdnnen exakte
Informationen Uber den metabolischen Zustand einer Zelle gewonnen werden.
Reporterzelllinien in denen GFP-Fusionsproteine (Green Fluorescent Protein) exprimiert
werden, ermoglichen beispielsweise Translokationsstudien. Die intrazelluare Beobachtung
spezifischer Signalmolekile (z. B. Transkriptionsfaktor NFxB) erlaubt dadurch beispielsweise
Aussagen Uber mdgliche entzindungshemmende Eigenschaften einer Substanz. Es besteht
prinzipiell die Moglichkeit, alle Molekile, die sichtbar gemacht werden konnen (wie z. B
Virenpartikel durch Antikorper), raumlich aufgeldst in der Zelle zu beobachten und dadurch

zusatzlichen Informationsgewinn zu erhalten [102, 103].

Durch die grolR3e Zahl an dreidimensionalen Proteinstrukturen und Strukturdaten kleiner
organischer Molekule in offentlich zugénglichen Datenbanken lassen sich heute auch
sogenannte virtuelle Screens durchfiihren. Diese sind ein weiteres Hilfsmittel, z. B. bei der
gezielten Vorauswahl bestimmter Kandidaten fur ein reales Screening oder bei der Suche
nach spezifischen Wirkstoffen fir ein einzelnes Target [104, 105]. Das Grundprinzip dieser
Methodik - sehr vereinfacht dargestellt - ist die Formulierung einer dreidimensionalen
Struktur eines Molekils sowie potentieller Bindetaschen auf Proteinoberflachen in einer
Form, die computergestlitzte, automatisierte Analysen ermdglicht. Diese Form beinhaltet die
raumliche Struktur und kann auch Daten zur Mdglichkeit der Ausbildung polarer und
unpolarer Wechselwirkungen und der Méglichkeit von Wasserstoffbriickenbildung enthalten.
Sind diese Daten fir eine Molekuldatenbank erzeugt worden, kénnen sie beispielsweise

automatisiert mit einzelnen Targets abgeglichen werden. Dadurch kbénnen z. B. von
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vorneherein Molekile ausgeschlossen werden, die aufgrund physikalischer Eigenschaften
als Kandidaten fir ein reales Screening ausscheiden. So laft sich der haufig grofRe
Arbeitsaufwand der realen Versuche schon im Vorfeld reduzieren. Es kdnnen zudem auch
Molekil- und Targetdatenbanken miteinander abgeglichen werden, um potentielle ,Binder"

zu identifizieren [104, 105] und nachfolgend im realen Versuch zu untersuchen.

Nach der Aufreinigung einer Substanz erfolgt Ublicherweise die Charakterisierung mittels
kristallographischer-  oder = NMR-spektroskopischer  Methoden. Im Falle einer
nichtkristallisierenden Substanz erfolgt die Charakterisierung der planaren Struktur
iiblicherweise mittels ein- und zweidimensionaler NMR-Spektren wie ‘H, *C, HH-COSY,
TOCSY, HMBC und HSQC. Die hochauflésende Massenspektrometrie liefert wichtige
Informationen zur Summenformel und dadurch zu Heteroatomen, welche tber Standard-
Messungen am NMR nicht zugénglich sind [96, 106]. Fir die Bestimmung der
dreidimensionalen Konfiguration eines Molekils werden Techniken wie ROESY oder
NOESY genutzt, die anhand des Vorhandenseins eines Signals sowie der Signalstarke die
raumliche Anordnung von Protonen im Molekil anzeigen kénnen [106]. Haufig werden auch
chemische Derivatisierungen durchgefiihrt, um die absolute Konfiguration eines Molekiils
endgultig zu etablieren. Dazu gehéren beispielsweise Advanced Marfeys in Kombination mit
HPLC/MS um die Stereochemie von Aminosauren zu bestimmen [107] oder eine
Veresterung nach Mosher um die Konfiguration einer Carbinol-Gruppe mittels NMR zu
bestimmen [108].

1.5 ZUR VORLIEGENDEN ARBEIT

Mit dieser Arbeit sollte die Mdoglichkeit untersucht werden, Screening- und
Produktionsprozesse zu vereinigen und miteinander abzustimmen. Durch die Kultivierung in
einem Kleinbioreaktor konnten prozess- und damit produktionsrelevante Parameter
Uberwacht und aufgezeichnet werden. Die produzierten Mengen waren gleichzeitig
ausreichend fur eine aktivitdtsgeleitete Identifizierung sowie fur eine teilweise Aufreinigung
und Charakterisierung dieser Metabolite. Durch die Applikation einer speziellen
Kultivierungstechnik, die im Folgenden né&her beschrieben wird, war es mdglich, die
Einflisse  verschiedener physikalischer und chemischer Parameter auf das
Produktionsverhalten eines Testorganismus zu untersuchen. Hierflr konnte eine einzelne
Kultur verwendet werden, welche verschiedene Testzyklen durchlief. Die Einzelzyklen waren
so gestaltet, dass die Produktivitaten direkt miteinander verglichen und dadurch
Ruckschlisse auf verbesserte Produktionsbedingungen hinsichtlich einzelner Metabolite
getroffen werden konnten. Dadurch war es mdglich, diesem in-depth Screening eine

Produktion interessanter Substanzen direkt in gréRerem MaRRstab und unter verbesserten



Bedingungen anzuschlieBen. Somit konnten ausreichende Mengen Substanz fur die
Charakterisierung und Untersuchungen von Struktur-Aktivitatsbeziehungen einer Gruppe
pharmazeutisch interessanter Moleklle produziert werden. Zusatzlich konnte mit den
erzeugten Substanzmengen die Charakterisierung zweier Substanzklassen durchgefihrt

werden, die bis dahin nicht in der Literatur beschrieben waren.

Die Massenspektrometrie spielt fir diese Arbeit eine wesentliche Rolle bei der Dereplikation,
Quantifizierung und Charakterisierung von erzeugten Extrakten, sowie in Kombination mit
Kernspinresonanzspektroskopie bei der Charakterisierung von Reinsubstanzen. Um eine
moglichst breite und einfache Anwendbarkeit zu gewéhrleisten wurde auf die Entwicklung
von Spezialmethoden und -gradienten verzichtet und es wurden Uberwiegend analytische
Standardgradienten und -geratekonfigurationen eingesetzt, was eine Adaption an spezielle
Anforderungen jedoch nicht ausschlief3t. Dies gewahrleistete die direkte Vergleichbarkeit der
in dieser Arbeit erzielten Resultate mit Retentionszeit- und HRMS-Datenbanken, die mittels
der am Institut etablierten Standardanalytik erzeugt wurden. Die primare Zielsetzung war die
Identifizierung, Charakterisierung und Produktionsoptimierung biologisch aktiver Substanzen.
Aus diesem Grund wurde der Aufwand begrenzt, der fir eine vollstandige Charakterisierung
von Substanzen mit bislang unklaren Wirkspektren nétig ware. Substanzen die interessante
biologische  Aktivitaten  aufwieBen, wurden flr die weitere Bearbeitung in
Kooperationsprojekten ausgewahlt. Die grundlegenden Konzepte wurden mit einem
ausgewahlten Myxobakterium (Stamm SBCmO007) erarbeitet. Die Gewinnung und
Charakterisierung weiterer biologisch aktiver Substanzen aus anderen Produzenten wird in
einem separaten Kapitel kurz beschrieben, da die Ergebnisse aus den Pilotversuchen auch
erfolgreich auf andere Stdmme Ubertragen werden konnten (Kapitel 6).

Da nach der Produktion der Extrakte bei der anschlielenden Fraktionierung eine
aktivitatsgeleitete Aufreinigung von Substanzen erfolgte, wurden Methoden bendtigt mittels
derer eine schnelle effiziente Auftrennung mit begleitender Testung mdglich war. Hierflr
waren vielfach Vorversuche zur Ermittlung der Assaykonditionen und Methodenerstellung
unumganglich. Aus diesem Grund wurde sehr eng mit Kooperationspartnern im Bereich der
mikrobiellen- und eukaryotischen Testung zusammengearbeitet. Die meisten dieser Arbeiten

Ubernahm Frau Dr. Jennifer Herrmann.

Da Teile der Arbeit bereits veroffentlicht wurden bzw. zur Verdéffentlichung eingereicht sind,
werden diese jeweils als eigenstandiges abgeschlossenes Kapitel im Stil einer Publikation
mit einem separaten Diskussionsteil sowie einem eigenem Literaturteil im Anhang prasentiert
(Kapitel 2-5). Abschlieend wird in Kapitel 7 die Arbeit im Gesamtkontext diskutiert.
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2 REPEATED-BATCH-VERFAHREN FUR EIN

WIRKSTOFFSCREENING MIT PROZESSVERBESSERUNG

2.1 HINTERGRUND

Myxobakterien sind exzellente Lieferanten biologisch aktiver Naturstoffe mit neuen
chemischen Grundstrukturen, die oftmals bisher nicht beschriebene Wirkmechanismen
aufweisen [1]. Eine Evaluierung neuerer Literatur zeigt, dass immer noch Substanzen die
neue chemische Strukturen darstellen, auch aus den schon lange bekannten und ausgiebig
bearbeiteten Vertretern des Genus Sorangium, aufgereinigt werden kénnen. Dazu gehdren
beispielsweise Sulfangolide, die einen Sulfatester enthalten (siehe Abbildung 2.1) und
Chlorotonil A, mit ungewdhnlicher geminaler Chlorierung zwischen zwei Ketogruppen [2, 3].
Zudem liefern aktivitdtsgeleitete Screenings nach wie vor neue Grundstrukturen mit
pharmazeutisch interessanten Wirkungen, wie beispielsweise die antibakteriell wirksamen
Thuggazine und Etnangiene [4, 5]. Hinzu kommt, dass durch die Entdeckung weiterer Arten
und neuer Genera von Myxobakterien h&ufig der Zugang zu bislang unbekannter chemischer
Diversitat erschlossen wird [6]. Diese Tatsachen machen deutlich, dass das biosynthetische
Potenzial dieser Produzenten - trotz aller in der Literatur dokumentierten Erfolge - bisher nur

ansatzweise und fir einige wenige Vertreter dieser Art erforscht wurde.

Die Suche nach neuen pharmazeutischen Leitstrukturen fiihrte zu Weiterentwicklungen auf
den Gebieten der chemischen und statistischen Analytik von bioaktiven Extrakten [7].
Ebenso erfuhr die angewandte Assaytechnik, die heutzutage von herkémmlichen
Agardiffusions-Assays bis hin zu mikroskopiegestiitzten High-Content-Assays reicht,
wesentliche Verbesserungen [8]. Dadurch konnten die fir ein Screening bendtigten
Substanzmengen sehr stark reduziert werden werden. Eine der grof3ten Limitierungen im
Hinblick auf Myxobakterien stellt jedoch deren langsames Wachstum und die in den meisten
Fallen sehr niedrigen Produkttiter, im Vergleich zu anderen Organismen wie den
Aktinomyceten oder Bacilli, dar. Wahrend bei diesen Produzenten Kultivierungsvolumina von
2-4 ml ausreichen, mussen fir Myxobakterien Schittelkolbenkultivierungen im bis zu 100 ml
Mal3stab fur eine MS-basierte Dereplikation und ein Priméarscreening durchgefiihrt werden.
Dies erhoht den Arbeitsaufwand eines Screenings erheblich, da keine modularen Einheiten
wie beispielsweise 24-Deepwell Platten - die im Streptomycetenscreening erfolgreich

angewandt werden - eingesetzt werden kdnnen [9].



Der Einsatz geschuttelter KulturgefaRe zur Produktion von Ausgangsmaterial fur ein
Primarscreening ist, aufgrund der Einfachheit, in den meisten Féllen der beste Kompromiss
fur eine erste Vorselektion unter vielen méglichen Produzenten. Aus diesem Grund ist sie zu
diesem frilhen Zeitpunkt im ,Screening-Workflow* einer Kultivierung im Bioreaktor
vorzuziehen. Aufgrund von in der Regel nicht vorhandener Mess-Sensorik in geschuttetlten
Kulturgefal3en, ist die Mdoglichkeit des Informationsgewinns bei dieser Kultivierungsform
reduziert auf die Untersuchung der erzeugten Extrakte. Eventuelle Verdnderungen des pH-
Wertes oder Sauerstofflimitierungen werden nicht erkannt, wodurch unter Umstanden
interessante Produzenten aufgrund des Auftretens von suboptimalen
Produktionsbedingungen unentdeckt bleiben, bzw. eine Produktion nicht reproduzierbar ist,

da der auslésende Faktor nicht gemessen und erkannt wurde [10].

Sulfangolid A Thuggazin A

N SN

Chlorotonil A

Etnangien

Abbildung 2.1: Neue chemische Grundstrukturen aus Myxobakterien. Sulfangolid weist einen seltenen
Sulfatester auf, Chlorotonil A eine interessante geminale Chlorierung. Thuggazine besitzen eine antibiotische
Aktivitdt gegen Mycobacterium tuberculosis und Etnangien wirkt gegen Gram-positive Bakterien [2, 3, 4, 5].

Obwohl kommerzielle Systeme wie RAMOS (Respiration Activity Monitoring System)
erhaltlich sind, mit denen ein Monitoring der respiratorischen Aktivitat einer Schuttelkultur
maoglich ist, sind diese verhaltnismaRig teuer und nur begrenzt bestiickbar, was ein

Screening im grolReren Mal3stab schwierig macht [11]. Allerdings liefert die Beobachtung des
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Verlaufs der Atmungsaktivitat haufig wertvolle Erkenntnisse bezilglich des metabolischen

Zustandes einer Kultur, die fur eine nachfolgende Prozessoptimierung unverzichtbar sind.

Ein weiteres Problem bei einer umfassenden Detektion von Bioaktivititen im
Primarscreening ist das Vorhandensein sogenannter ,stiller* Biosynthesegencluster in den
Produzenten. Diese  Cluster  sind maoglicherweise nur unter  speziellen
Kultivierungsbedingungen aktiv [12]. Diese Bedingungen kdnnen beispielsweise Variationen
im pH-Wert, pO,, pCO,, Temperatur oder Scherstress sein. Auch Einflisse verschiedener
Salze, Chemikalien, Nahrstoffe oder auch Wechselwirkungen mit anderen Mikroorganismen
sind moglich [13]. Die Auswirkungen einiger der aufgezahlten Faktoren kénnen relativ
einfach in geschittelten KulturgeféaRen durch Zugabe entsprechender Substanzen stimuliert
und untersucht werden. Die angefiihrten physikalischen Parameter benétigen jedoch eine
Kontrolle, die nur in einem optimal durchmischten Bioreaktor zufriedenstellend gewahrleistet
werden kann. RuUhrkesselreaktoren (siehe Abbildung 1.12) bieten in dieser Hinsicht,
zumindest im Labormal3stab, annédhernd ideale Bedingungen, weshalb sie besonders gut flr

die Kontrolle und das Monitoring der oben genannten Faktoren geeignet sind.

Diese Teilarbeit befasst sich mit der Etablierung von Methoden, um die Einflisse
verschiedener Kultivierungsparameter auf das Metaboliten- und Bioaktivitatsprofil eines
myxobakteriellen Produzenten innerhalb kurzer Zeit untersuchen zu kdnnen. Dabei sollten
diese Einflisse im zeitlichen Verlauf einer Kultivierung erfasst und quantifiziert werden.
Zusatzlich sollte genitigend Material fir eine biologische und chemische Charakterisierung
der unter spezifischen Bedingungen entstandenen Extrakte erzeugt werden. Diese Extrakte
sollten im Idealfall ausreichend Substanzmengen fir die Identifizierung und
Strukturaufklarung von bioaktiven bzw. unbekannten Einzelsubstanzen enthalten. Zu diesem
Zweck wurde ein 2 | Ruhrkesselreaktor vom Typ Labfors 3 der Firma Infors verwendet, der
aufgrund der GroRe eine einfache Handhabung ermdglichte, mit dem jedoch genlgend
Rohextrakt fir eine nachfolgende Charakterisierung erzeugt werden konnte. Der Bioreaktor
wurde mit einem pH-, pO,-, und Temperatursensor ausgestattet. Zu einem spéateren
Zeitpunkt kamen noch ein ,Massflowcontroller” fur die exakt dosierte Begasung sowie eine
Abgasanalyse fur die O,- und CO,-Konzentration hinzu. Dadurch wurde eine Berechnung
des Sauerstoffverbrauchs (OUR), der CO.-Produktion (CER) und des Respiratorischen-
Quotienten (RQ) ermdoglicht. Als Kultivierungsform wurde eine Repeated-Batch-Methode
gewahlt, mit der, im Gegensatz zur Chemostat- oder Perfusionskultivierung, auch
Unterschiede innerhalb einer Kultivierung, welche beispielsweise durch Medienverbrauch
und  Nahrstoffmangel  hervorgerufen  werden, erfasst werden koénnen. Als
Versuchsorganismus wurde ein pelletartig wachsendes Isolat aus der Familie Polyangiaceae
eingesetzt, welches vorlaufig als Chondromyces sp. (Stamm SBCmO0O07) eingestuft wurde

[R. Garcia, unveroffentlicht]. Die Auswahl erfolgte aufgrund der Produktion nur einer bis



dahin bekannten Substanzklasse, sowie der phanotypischen Einstufung als mdglicherweise

neue Gattung, da dies die Chance auf die Entdeckung neuer struktureller Vielfalt erhoht.

2.2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

2.2.1 ETABLIERUNG EINER REPEATED-BATCH-KULTIVIERUNG (RBK)

Die Repeated-Batch-Kultivierung (RBK) wurde gewéhlt um nahrstoffabhéngige Anderungen
im Metabolitenprofil erkennen zu kénnen, da hier, im Gegensatz zu einer Perfusions- oder
Chemostatkultivierung, die einzelnen Wachstumsphasen einer herkdmmlichen Batch-
Kultivierung auftreten (siehe Abbildung 2.2). Dieser Faktor muss bericksichtigt werden, da
beispielsweise  fir  Aspergillus nidulans und  Streptomyces coelicolor eine
wachstumsphasenabhangige Produktion verschiedener Sekundarstoffe gezeigt werden
konnte [13, 14]. Bei pelletiert wachsenden Organismen ergab sich der Vorteil, dass die
Zellen vor dem Medienwechsel sedimentiert werden konnten. Dadurch wurden lange Lag-
Phasen vermieden, was besonders bei langsam wachsenden Organismen von Bedeutung
sein kann. Die RBK besitzt den zusatzlichen Vorteil gegeniber einer Perfusion- oder
Chemostat-Kultivierung, dass ein nahezu vollstdndiger Medienwechsel, im Vergleich zur
kontinuierlichen Kultivierungsform, sehr schnell durchgefiihrt werden kann, da in der Regel
nur die sedimentierten Zellklumpen in etwas Restmedium im Bioreaktor verbleiben. Beim
Chemostat- oder Perfusionsprozess findet eine kontinuierliche Verdinnung des im

Bioreaktor befindlichen Mediums ber einen wesentlich langeren Zeitraum statt.

Mittels dieses regelméRigen Medienwechsels kénnen fir jeden Kultivierungszyklus, der mit
dem Medienwechsel beginnt, annéhernd vergleichbare Ausgangsbedingungen geschaffen
werden. Fiir eine Suspensionskultur sind diese Uberlegungen leicht nachzuvollziehen, da
jede Wiederholung einem Batch mit einem definierten Inokulum entspricht. Fir eine
pelletartig wachsende Kultur mit Biomassesedimentation musste jedoch erst gezeigt werden,
dass dies tatsachlich der Fall ist.

Durch regelméfRigen, kompletten Medienaustausch bei SBCmO007 Kultivierungen konnte ein
Zustand erreicht werden, der als ,Repeated Pattern State” bezeichnet wurde. Dieser Status
war dadurch gekennzeichnet, dass nach einer gewissen Zeit ein Gleichgewicht zwischen
Aufbau von Biomasse zu Beginn eines Zyklus, sowie Absterben gegen Ende des Zyklus
bestand. Dieser Auf- und Abbau verlief in allen Kultivierungszyklen nahezu identisch (Daten
nicht gezeigt). Als Konsequenz waren auch Basen- und Saureverbrauchsmuster sowie die
veratmete Luftmenge pro Zyklus vergleichbar. Die Verwendung einer Abgasanalyse fir die
CO,- und O,-Konzentration in Kombination mit einem Massflowcontroller zur Kontrolle des

verbrauchten Sauerstoffs erlaubte zudem eine Quantifizierung der verbrauchten Sauerstoff-
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und der produzierten CO,-Mengen, wodurch dieses wiederkehrende Verbrauchsmuster

ebenfalls bestatigt werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Vorgreifend sei hier der im Kapitel 3 ,Methoden zur Prozessverbesserung mittels
Abgasanalyse” eingefihrte Parameter OCQ erwahnt [17]. Dieser stellt ein zusatzliches sehr
sensitives Instrument dar, mit welchem gezeigt werden kann, dass sich ein Repeated Pattern
nach einiger Zeit einstellt. Abbildung 3.8 (im Kapitel 3) zeigt das repetitive Muster des
OCQ-Wertes im Verlauf einer Kultivierung. Dieser OCQ-Verlauf wurde, basierend auf einem
unteren Grenzwert dieses Parameters, als Ausloser fur einen automatischen Medienwechsel
verwendet. Der in Abbildung 3.8 dargestellte OCQ-Wert und dessen zeitlicher Verlauf ist
exakt reproduzierbar, obwohl der OCQ bereits auf kleinste Veradnderungen wie
Schwankungen der Zelldichte sehr stark reagiert. Im, in Abbildung 3.8 abgebildeten Fall
stellte sich dieses Repeated Pattern durch Autoregulation ein, da die gemessene,
nachlassende Atmungsaktivitdt aufgrund von Nahrstoffmangel an einem vorher definierten
Punkt zu einer Futterung fiihrt. Dies flhrt nach einer Adaptionszeit zu einer harmonischen

Schwingung des Bakterienwachstums.

>

Lag-Phase Log-Phase

Biomasse

Stationare- Sterbe-
Phase Phase

>
Zeit

Abbildung 2.2: Wachstumsphasen einer Batch-Kultur. Zu Beginn einer Kultivierung erfolgt eine Adaption der
Organismen an ihre neue Umgebung, charakterisiert durch langsames Wachstum und Enzymexpression um
Nahrstoffe aufnehmen und verarbeiten zu kénnen. In der Log-Phase erfolgt das exponentielle Wachstum. In der
stationdren Phase sind die Nahrstoffe weitestgehend verbraucht und der Organismus stellt sich auf
Hungerbedingungen ein. In Streptomycetenkulturen werden hier héaufig Stoffe des sogenannten
Sekundarmetabolismus im Uberstand gefunden. In der Sterbephase stirbt ein Teil der Organismen ab wéhrend
ein anderer Teil sich aus den Uberresten ernéhrt.



Abbildung 2.3 zeigt zur Verdeutlichung einen simulierten 24-stindigen RB-
Kultivierungsverlauf tGber insgesamt 300 Stunden mit zugrundeliegendem Monod-Modell in
der Batch-Phase [15]. Fiur die Wachstumsgeschwindigkeit p [1/h] gilt folgende Formel:

H = Wmax X —=_ (2.1)

CcsXKg

Mmax [1/h] stellt die maximale Wachstumsgeschwindigkeit dar, c¢s [g/l] die
Substratkonzentration und Ks [g/l] die Sattigungskonstante des Substrats. Diese wurde sehr
hoch angesetzt, um den verzdgerten enzymatischen Abbau der Hefezellen, der einer
Bioverfugbarkeit vorausgeht, in das Modell mit einzubeziehen. Zur Berechnung der
Substratkonzentration im zeitlichen Verlauf wird der sogenannte Ausbeutekoeffizient Yys

bendtigt:

Zuwachs an Zellen _ Acy

Yx/s = (22)

Verbrauch von Substrat Acg

Da Yys der Quotient der Differenz der Biomassekonzentration c, [g./I] und der Differenz der
Substratkonzentration cs [gcs/l] ist, ware formell die Einheit [ge/gcs] richtig. Yxs wird jedoch in
der Regel einheitenlos dargestellt. Der zeitliche Verlauf der Biomassekonzentration I&3t sich

mit folgender Formel berechnen:

dey
d—ct=u><cx—kd><cx (2.3)

Wobei kq ein zusatzlicher einheitenloser Faktor ist, der die Sterberate der Zellen darstellt. Fir
den zeitlichen Verlauf der Substratkonzentration gilt:

acs _ _ B

at —  Yx/s X Cx (2.4)

Fir die Produktbildungsrate g, [1/h] wird ein sehr stark vereinfachender Zusammenhang

angenommen:
gy =axp+pf (2.5)

Wobei a und B jeweils einheitenlose Produktbildungsfaktoren sind. a hangt in diesem Fall mit
der Wachstumsrate der Zellen zusammen. Fir die in Abbildung 2.3 dargestellte Simulation
wurde ein willklrlicher Wert fir a eingesetzt, da er nur zur Veranschaulichung einer
hypothtischen Produktbildung dient. Diese Produktion unterliegt in der Regel, ebenso wie
das Monod-Modell, wesentlich komplexeren Zusammenhangen. Fir eine Demonstration
dieser Art sind diese Vereinfachungen jedoch ausreichend. B wurde im Beispiel auf null
gesetzt, kbnnte aber z. B. ein Faktor sein, der von den Kultivierungsbedingungen abhéangt.
Mittels der Rate g, kann dann der zeitliche Verlauf der Produktkonzentration c, [g/I]

berechnet werden. Da die Konzentrationen von produzierten Sekundarmetaboliten in der
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Regel im mg/l Bereich oder darunter liegen, wurde der Einfluss der Produktbildungsraten auf
die Substratkonzentration in der Simulation nicht extra bertcksichtigt. Der zeitliche Verlauf

von ¢, wurde folgendermaf3en berechnet:
dc
d—tp =qp X Cx (2.6)

Detailliertere Beschreibungen und Herleitungen dieser Zusammenhéange finden sich in der
Literatur [15]. Eine Auflistung der einzelnen, zur Berechnung verwendeten Parameter mit
den verwendeten Werten, sowie das Programm das zur Simulation verwendet wurde
befinden sich im Anhang A. Die verwendeten Parameter wurden abgeschétzt, da eine
genaue Messung der Biomasse und des Substratverbrauchs bei den pelletartig wachsenden
Chondromyces sp. in Komplexmedium sehr schwierig ist. Das vereinfachte Modell reicht
jedoch aus, um zu verdeutlichen, dass ein wiederkehrendes Muster bereits nach wenigen
Tagen erreicht werden kann, was sich mit den Ergebnissen der realen Versuche deckt. Die
Simulation zeigt, dass kleinere Abweichungen in der Biomassekonzentration, die durch
Anderung der Kultivierungsparameter hervorgerufen werden, einen relativ geringen Einfluss
auf das sehr vereinfachte Modell der Produktbildung haben (siehe Abbildung 2.3, roter Pfeil).
Grolere Einflisse sind dagegen zu erwarten, wenn die Produktbildung direkt durch die
veranderten Parameter beeinflusst wird und nicht nur von der vorhandenen Biomasse. Die
numerischen Ldsungen der Differenzialgleichungen dieser Simulation wurden mit dem
Simulationsprogramm Berkeley Madonna ausgefihrt. Eine Demoversion dieser Software ist

frei erhaltlich und kann zu Testzwecken verwendet werden [16].

Die Medienwechsel der RB- Kultivierungen mit SBCm007 wurden so geplant, dass diese alle
zwolf Stunden stattfanden. Dadurch konnte jeweils tber Nacht mit den Bedingungen
kultiviert werden, unter denen am néchsten Tag die zeitlichen Anderungen der Produktion
von Sekundarstoffen experimentell erfasst werden sollten. Zur Erfassung zeitaufwéandigerer
Kinetiken wurden diese Intervalle teilweise auch verlangert. Der 12 Stunden Rhythmus
erwies sich in der Praxis fir eine manuelle Probennahme und Bearbeitung als am besten
durchfuhrbar, da dadurch gewahrleistet wurde, dass keine nachtliche Probenbearbeitung

stattfinden musste.

Durch das Aufzwingen des Wechselrhytmus wird das Wachstum der Kultur an diesen
Wechsel angepasst was sich in dem beschriebenen Repeated Pattern bemerkbar macht.
Diese Methode eignet sich dementsprechend um mit einer einzigen Kultur mehrere
Versuche durchzufiihren, solange durch die Experimente nicht zu stark in die Balance
zwischen Wachstum und Absterben eingegriffen wird [17]. Durch die Zellriickhaltung war es
mdglich, im Bioreaktor geniigend Biomasse zu erzeugen, so dass Versuche mit dem

langsam wachsenden SBCmO0OQ7 innerhalb eines Tages durchgefiihrt werden konnten. Trotz



dieser Verkirzung kann ein ahnliches Wachstumsverhalten wie bei einer herkdmmlichen
Batch-Kultivierung erzeugt werden. Im Anschluss an jede Kultivierung wurde der Uberstand
mit 2 g XAD16 inkubiert. Dadurch konnten geldste Metaboliten gebunden und der schwer zu
prozessierende, wassrige Uberstand verworfen werden. Das Adsorberharz  wurde
anschlielend mit Methanol extrahiert und gewogen, um exakte Extraktmengen fir eine

Endpunktquantifizierung zu erhalten und Aktivitatstests durchfiihren zu kénnen.

—Substrat —Biomasse —Produkt
< 10
Y
£
8 | |
-~ 8
S !
29
x
(@)
s 6
o

4 /'\V/’\w/\\/\\/ {
S

0 —— . .

0.00 80.00 160.00 240.00 Zeit [h]

Abbildung 2.3: Simulierter Kurvenverlauf von Biomasse- und Produktbildung sowie Substratverbrauch.
Dem Modell liegt die Annahme zugrunde dass, das Medium und damit verbleibende Nahrstoffe sowie geldstes
Produkt nach 24 h komplett ausgetauscht wird wahrend die Biomasse im Reaktor verbleibt (Simuliert mit Berkeley
Madonna [15], umax=0.2, Ks=8, Yx;s=0.55, a=0.0002, B=0, kq=0.05, initiale Substratkonzentration cs=10, initiale
Biomassekonzentration c,=0.1, initiale Produktkonzentration c,=0).

2.2.2 MESSUNG VON PRODUKTBILDUNGS-KINETIKEN UND PRODUKTIVITAT

Fur die Messung von Produktbildungs-Kinetiken wurde Kulturiiberstand verwendet, da durch
Vorversuche ermittelt wurde, dass ein Zusatz von XAD16 zur Produktion der Zielsubstanzen
mit dem Stamm SBCmO007 nicht benétigt wird (Daten nicht gezeigt). XAD16 wird
Ublicherweise bei Kultivierungen zur Produktion von degradationsempfindlichen und
wachstums- oder produktionsinhibierenden Molekilen zugesetzt, um diese an das Harz zu

binden. Dadurch werden diese Substanzen aus der Lésung entfernt und so entweder vor
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Degradation geschiuitzt oder fir den verwendeten Organismus ,unsichtbar”, da dieser unter
Umstanden die Produktion aufgrund einer Feedbackinhibierung oder Selbstintoxikation
einstellen wirde. Dies scheint beispielsweise fur den Gberwiegenden Teil der Metabolite aus
Vertretern des Genus Sorangium wichtig zu sein, da die Produktion verschiedener
Substanzen durch die Addition des Adsorberharzes wesentlich verbessert werden konnte
[18]. Fur SBCmO0O7 kann der Zusatz von XAD16 die Produktion mancher Metabolite
verbessern, kann sich jedoch aus bislang nicht geklarten Griinden auf die Produktion
anderer Metabolite auch nachteilig auswirken [17]. Dies muss im Einzelfall fir den
verwendeten Organismus und die gewiinschte Zielsubstanz abgeklart werden. Fir die
vorliegende Studie mit SBCmO007 wurde die Kultivierung ohne direkte Addition des
Adsorberharzes durchgefiihrt. Flir Prozesse in denen dies nétig sein sollte, werden im
Kapitel 5 ,Verbesserung kontinuierlicher Prozesse mittels RBK" Losungen beschrieben, die
eine kontinuierliche Abreicherung von Metaboliten aus dem Uberstand, sowohl klumpig- als
auch suspendiert wachsender Organismen, ermdglichen ohne das Harz direkt in den

Bioreaktor zu geben.

Zur Messung der Kinetiken wurden 10 ml des Uberstandes gefriergetrocknet und
anschliel3end in 500 pl Methanol mit internem Standard resuspendiert. Als Standard wurde
Sulfadimethoxin in einer Konzentration von 6.75 mg/l verwendet. In dieser Konzentration ist
es mdoglich, 1 bis 5 pl fur eine chromatographische Trennung zu injizieren und bei einer
anschlieRenden Detektion mittels Massenspektrometrie, im linearen Messbereich des
Standards zu messen. Der Zusatz dieses internen Standards ermdglichte Vergleiche und
Quantifizierungen unterschiedlicher HPLC-L&aufe und der darin enthaltenen Substanzen.
Durch  Anwendung von am Lehrstuhl verwendeten Standardgradienten zur
chromatographischen Auftrennung kdnnen Daten direkt mit der vorhandenen Retentionszeit-
und Substanzdatenbank abgeglichen werden, der Einsatz des internen Standards stort
hierbei nicht. Bei dem verwendeten Chromatographiesystem handelte es sich um eine
Dionex Ultimate RSLC Anlage. Die Trennung wurde auf einer Waters BEH C18 S&ule (100 x
2,1 mm; mit 1,7 um Partikeldurchmesser) mittels eines linearen Gradienten von (A) H,O +
0,1% Ameisensaure nach (B) Acetonitril + 0,1% Ameisensdure bei einer Flussrate von
600 pl/min bei 45°C durchgefuhrt. Der Standardgradient erfolgte nach einem 0,5 min
dauernden isokratischen Schritt bei 5% B bis zu einer Konzentration von 95% B innerhalb
von 18 min, gefolgt von einem weiteren isokratischen Schritt bei 95% B (wurde bei Bedarf
jedoch angepasst). UV-Spektren wurden mittels eines Diodenarraydetektors (DAD) im
Wellenlangenbereich 200-600 nm aufgenommen. Fir die Aufnahme von Massenspektren
wurden zwei verschiedene Gerate verwendet. FiUr das maXis 4G hr-ToF
Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen Germany) wurden 75 pl vom Fluss gesplittet

und mittels einer Standard ESI-Quelle ionisiert. Die Massenspektren wurden im Bereich



zwischen 150-2000 m/z mit 2 Hz aufgenommen. Fur das Advion Triversa hano-ESI System,
welches an ein Thermo Fisher Orbitrap Massenspektrometer gekoppelt war, wurden die
Spektren zwischen 200-2000 m/z bei einer Auflésung von R = 30000 aufgenommen. Die
Massenspektren wurden ohne Fragmentierung im positiven und im Falle des TOF-Geréates

mittels eines zusatzlichen Laufs im negativen lonisierungsmodus aufgenommen.

Zwecks Vergleichs zwischen verschiedenen Kultivierungsbedingungen, wurde die
Peakflache vom Extracted lon Chromatogramm (EIC) des internen Standards mit dem EIC
einer zu untersuchenden Substanz ins Verhéltnis gesetzt. Bei gleicher Uberstandmenge
lassen sich so Aussagen treffen, inwiefern sich der Substanztiter im Laufe der Zeit im
Vergleich zum internen Standard andert. Die computerunterstiitzte Auswertung erfolgte
mittels der Software Quant Analysis der Firma Bruker. Diese erlaubt eine einfache
teilautomatisierte Bearbeitung der Daten. Wie in Abbildung 2.4 gezeigt, kann so die
Produktion unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen direkt verglichen werden. So wird
hier z. B. ersichtlich, dass die Produktion der Substanz SH-Cm7-568 durch hohe
Sauerstoffpartialdriicke verbessert wird, wahrend bei Chondramid B [19] eine Steigerung der
Produktion mit sinkendem pO, zu verzeichnen ist. Es musste allerdings beachtet werden,
dass - wie beispielsweise bei Chondramid B - am Anfang der Kultivierung gelegentlich
unterschiedliche Startwerte zu beobachten waren, obwohl theoretisch vom Nullwert
ausgegangen werden sollte. Dies lag daran, dass vom vorhergehenden Kultivierungszyklus
Chondramid im Restvolumen vorhanden war und dadurch die Initialbedingungen verandert
wurden. Aus diesem Grund empfiehlt es sich, direkt nach dem Medienwechsel eine

Kontrollprobe zu nehmen, um im Sediment verbleibende Restmengen mit einkalkulieren zu

kénnen.
SH-Cm7-568 Chondramid B
——p02 70% p02 1% p02 1% P02 20% ==mm=p02 70%
» 018 1.8
c
B
® 015 / 1.5
S
g
2 012 1.2
(]
S /
8 009 0.9
=
® 0.06
2 | / 0
a
0.03 / 0.3
0 0 I \

0:00 6:14 12:28 18:43 0:00 6:14 12:28 18:43  Zeit [h]

Abbildung 2.4: Vergleich des relativen Substanztiters zweier Substanzen bei unterschiedlichen
Sauerstoffpartialdricken. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Peakflachen im Verhéltnis zum internen
Standard. Hier wird deutlich, dass die Substanz SH-Cm7-568 ein gegenlaufiges Produktionsverhalten wie
Chondramid B aufweist.
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Mittels einer Endpunktbestimmung der Mengen im XAD-Extrakt kénnten Informationen tber
die Gesamtproduktion verschiedener Metabolite gewonnen werden. Eine weit wichtigere
Aussage hinsichtlich einer Produktions- bzw. Prozessoptimierung, ist der Konzentrations-
verlauf eines Produkts Uber den Kultivierungszeitraum. Mithilfe der ermittelten Kinetiken kann
beispielsweise der optimale Zeitpunkt der Ernte des Kulturiiberstandes festgelegt werden.
Abbildung 2.5 zeigt exemplarisch den zeitlichen Verlauf der relativen Konzentration von
Substanz SH-Cm7-487 wahrend einer Kultivierung von SBCmO007 mit 15 g/l Ganzzellhefe im
Medium. Dieser Verlauf macht deutlich, dass hier eine Ernte des Uberstands wesentlich

friher stattfinden sollte.
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Abbildung 2.5: Relativer Konzentrationsverlauf der Substanz SH-Cm7-487 wahrend einer Kultivierung mit
Uberlagerung einer spéter erzeugten OCQ-Kurve. Der Kurvenverlauf verdeutlicht, dass ein starker Anstieg des
Substanztiters erst mit Einsetzen einer Art Plateauphase des OCQ-Verlaufs eintritt. Mogliche Grinde die zu
diesem Anstieg filhren werden im Text diskutiert.

Abbildung 2.5 zeigt, dass am Anfang der Kultivierung nur wenig der Substanz SH-Cm7-487
produziert wird. Nach ca. 8 h steigt die Produktion jedoch rapide an und sinkt gegen Ende
wieder ab. Dies verdeutlicht, dass fiir manche Substanzen eine Extraktion des Uberstands
mittels XAD16 hilfreich sein kann, um den Abbau der Substanz zu verhindern; oder aber der
Zeitpunkt der Ernte sehr genau gewahlt sein muss. Beim Erstellen dieser Kinetik wurde noch
keine Abgasanalyse eingesetzt, weshalb die Ursache der verzdgert einsetzenden Produktion
nicht geklart werden konnte. Durch den Einsatz einer Abgasanalyse war es zu einem
spateren Zeitpunkt méglich, mittels Einfihrung des neuen Parameters OCQ [17], sehr stark
wachstums- und substratverbrauchsabhangige Kurven zu erzeugen (siehe Kapitel 3
.Methoden zur Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse“). Beim verwendeten VY2
Medium wurde immer ein charakteristischer OCQ Verlauf beobachtet: Zuerst erfolgte ein

steiler Anstieg, gefolgt von einem relativ starken Abfall. AnschlieRend (bei ca. 9:00 h) konnte



eine Plateauphase beobachtet werden die einige Zeit anhielt (bis ca. 19:00 h), gefolgt von
einem weiteren Abfall. In Abbildung 2.5 wird ein exemplarischer OCQ-Verlauf, der bei einer
vergleichbaren Kultivierung jedoch ohne Aufnahme einer Kinetik erzeugt wurde, Uberlagert,
um einen mdoglichen Zusammenhang zwischen Produktion und Substratverbrauch zu
verdeutlichen. Der beobachtete steile An- und Abstieg des OCQ’s in Abbildung 2.5 hangt
sehr wahrscheinlich mit lysierten Hefezellen zusammen, da diese die einzige Nahrstoffquelle
im Medium darstellen. Die Zellen werden beim Autoklavieren teilweise zerstért und setzen
dadurch intrazellulare Bestandteile frei. Nachdem die freien Nahrstoffe verbraucht sind,
missen zuerst die restlichen, nicht lysierten Hefezellen aufgeschlossen werden. Dies hat mit
hoher Wahrscheinlichkeit einen Einfluss auf den Metabolismus der Bakterien, da
entsprechende Enzyme zum Aufschluss der Hefezellen bereitgestellt werden miissen.
Moglicherweise flihrt diese Umstellung zur verstarkten Produktion der Substanz
SH-Cm7-487 nach ca. 9:00 h. Der Atmungsabhangige OCQ-Verlauf, in Verbindung mit einer
Produktionskinetik, legt dies zumindest nahe. Durch die Verwendung mdglichst
umfangreicher Online-Messungen in Kombination mit Produktionskinetiken, kénnen so
Faktoren zur Verbesserung von Kultivierungen identifiziert werden, die eine
Produktionsverbesserung einzelner Zielsubstanzen erméglichen. So kdnnen beispielsweise
Einflisse von limitierenden Substraten wie Stickstoff oder Phosphat untersucht werden.
Gleichzeitig konnen Unterschiede in der Produktion des Grofteils der sich im Uberstand
befindlichen Naturstoffe quantifiziert werden. Die Elektrosprayionisation (ESI) eignet sich
hervorragend fiir diese Messungen, da schatzungsweise bis zu 90% der im Uberstand
befindlichen Molekile mittels dieser schonenden lonisierungsmethode detektiert werden
koénnen [20].

Um abzusichern, dass die oben beschriebenen Messungen reproduzierbar sind, wurden
Kinetiken unter hohem Sauerstoffpartialdruck und unter Standardbedingungen gemessen
und miteinander verglichen. Von Substanz SH-Cm7-568 war aus Vorversuchen bereits
bekannt, dass der pO, einen Einfluss auf die Produktion hat. Abbildung 2.6 zeigt die
zeitabhangigen relativen Substanztiter verschiedener Standardkultivierungen, die tber einen
Zeitraum von 19 Tagen verteilt waren. Obwohl diese Messungen leichte Schwankungen
aufweisen, konnen nach langeren Zeitrdumen Bedingungen reproduziert bzw.
wiederhergestellt werden, die eine &hnliche Produktivitat zeigen. Betrachtet man eine
Kinetik, die unter Hochsauerstoffbedingungen erzeugt wurde (oranger Verlauf, Abbildung
2.6), erkennt man deutliche, aber reversible Abweichungen von den Standardbedingungen.
Wenn solche Kinetiken einmal gemessen wurden, kénnen sie auch zu einem spateren
Zeitpunkt, fur Substanzen die zum Zeitpunkt der Erstellung der Kinetik noch nicht gezielt
untersucht wurden, herangezogen werden. Dadurch kann das Produktionsverhalten eines

Stammes hinsichtlich bestimmter Substanzen auch nachtrdglich analysiert werden. Damit
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diese Analysen teilautomatisiert bearbeitet werden kdénnen, mussen hochauflosende MS-
Daten und Retentionszeiten gemessen werden. Dies ermdglicht zudem einen
Datenbankabgleich mit der am Institut erstellten Substanzbibliothek. Bei der Probennahme
fur die Kinetik ist zu beachten, dass das Kultivierungsvolumen durch die Probennahme nicht
zu sehr verringert wird. In Kombination mit sensitiver Analytik sind 10 ml Kulturiberstand
auch bei niedrigen Substanztitern - die bei Myxobakterien die Regel sind — ausreichend, um

Kinetiken zu erzeugen.
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Abbildung 2.6: Vergleich der Produkttiter einer Substanz in Standardextrakten von verschiedenen Tagen
mit zwischengeschalteter Produktionsédnderung. Die grauen Peakflachenverhéltnisse wurden unter
Standardbedingungen erzeugt, wahrend der orange Verlauf verbesserte Bedingungen anzeigt. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass Veranderungen im Produktionsverhalten reversibel sind und Ausgangsbedingungen wieder
erreicht werden kdnnen.

Fur Endpunktmessungen und die Produktion von Extrakten, die reprasentativ flr
verschiedene Wachstumsbedingungen sind, wurde der Uberstand einer Kultivierung (1 1)
nach Sedimentation der Biomasse fur 30 min mit 2 g XAD16 inkubiert und danach verworfen.
Das XAD16 wurde anschlieBend eine Stunde mit 200 ml Methanol extrahiert. Das Extrakt
wurde getrocknet und gewogen. Abh&ngig von den Kultivierungsbedingungen wurden mit
Stamm SBCmO007 Ausbeuten zwischen 30-200 mg Rohextrakt pro Liter erzielt. Nach der
Gewichtsbestimmung wurde ein kleiner Teil der Extrakte fur die Analytik verwendet.
Definierte Extraktmengen wurden in Methanol, mit Sulfadimethoxin als internem Standard in
einer Endkonzentration von 6.75 mg/l, mit den oben beschriebenen UPLC/MS Systemen
gemessen. Dadurch konnte eine relative Quantifizierung der ionisierenden Substanzen

durchgeflhrt werden.

Der manuelle Vergleich einiger Extrakte zeigt, dass innerhalb der Standardextrakte leichte

Variationen auftreten (siehe Abbildung 2.7, obere Chromatogramme). Vergleicht man diese



Chromatogramme von Standardextrakten mit Chromatogrammen von Extrakten bei denen
ein oder mehrere produktionsbeeinflussende Faktoren bei der Erzeugung verandert wurden,
so wird deutlich, dass Schwankungen bei Standardextrakten verhaltnismaRig klein sind

(Abbildung 2.7, mittlere und untere Chromatogramme).
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Abbildung 2.7: Uberlagerung von Base-Peak-Chromatogrammen (BPCs) standardisierter Messungen von
finf Chondramiden unter drei verschiedenen Produktionsbedingungen. Rot dargestellt sind Standard-
bedingungen, blau dargestellt niedrig pO;-Bedingungen und schwarz niedrig pO.-Bedingungen mit doppelt
Nahrstoffen und KBr-Addition. Es wird deutlich, dass Schwankungen innerhalb der Standardbedingungen
vernachlassigbar sind im Vergleich zu verbesserten Produktionsbedingungen.

Dies verdeutlicht, dass, obwohl leichte Variationen bei gleichen Produktionsbedingungen
auftreten, Trends klar erkennbar sind und Produkttiter reproduziert werden kénnen. Die
Auswertung der Endpunktmessungen erfolgt analog der Auswertung von Kinetiken, durch
den Vergleich der Peakflaichen mit dem gleichen internen Standard. Um absolute
Unterschiede in der Produktivitat zu berlcksichtigen, missen jedoch die Gesamt-

Extraktmengen in die Berechnungen einbezogen werden. Ein ausfuhrliches Beispiel dieser
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Berechnungen ist im Kapitel 3 ,Methoden zur Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse*
gezeigt. Wenn anstatt einer Veranderung von physikalischen Parametern Additive verwendet
werden, die eine Produktionsanderung auslésen, so muss beriicksichtigt werden, dass von
diesen Stoffen Reste im Sediment verbleiben und die nachfolgenden Messungen

verfalschen kdnnen.

Ein Beispiel hierfur ist in Abbildung 2.8 dargestellt. Hier wurden jeweils 3 x 30 ml
verschiedener autoklavierter Bakterienkulturen in EBS-Medium zu einer RB-Kultivierung
zugegeben. Die Uberlagerung der entsprechenden Chromatogramme zeigt, dass selbst
kleine Mengen Induktor, die im Sediment verbleiben, drastische Effekte auslésen kénnen.
Erst bei der vierten Messung, nach einmaligem Zusatz der Kulturen, wurde wieder ein
ahnlicher Substanzktiter wie in einer Standardkultivierung erreicht. Dies entspricht einem
sechsmaligen Entfernen des Uberstandes (bei einer Batch-Dauer von jeweils 12 h), bis
wieder Ausgangsbedingungen erreicht werden. Aus diesem Grund empfiehlt es sich, zuerst
Parameter wie pH, Temperatur, pO,, und pCO, zu messen, bei denen keine Additive
verwendet werden. AnschlieBend kdnnen Zusatze verwendet und deren Einfluss gemessen
werden. In der Regel werden keine extremen Effekte auf Einzelsubstanzen, wie im oben
beschriebenen Fall der Substanz SH-Cm7-1839, erwartet, wenn z. B. eine erhdhte
Salzkonzentration oder Verdopplung der Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle sowie
Anderungen physikalischer Parameter untersucht werden. Deshalb empfiehlt es sich diese
Versuche vor denen durchzufuhren, bei denen mit gréRerer Wahrscheinlichkeit spezifische
Reaktionen zu erwarten sind, wie beispielsweise die Zugabe von Extrakten,

Kulturiberstanden anderer Bakterien oder dem Zusatz spezifischer Substanzen.
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Abbildung 2.8: Uberlagerung von BPCs standardisierter Messungen von Extrakten nach einmaliger
Zugabe einer unbekannten Substanz, die die Uberproduktion von SH-Cm7-1839 anregt. Diese
standardisierten Chromatogramme verdeutlichen, dass sechs Medienwechsel nétig waren, um die Produktion
dieser Substanz wieder auf das Standardniveau zu reduzieren.



Allerdings gibt es auch hier Beispiele fur einen signifikanten Einflusses der Salzkonzentration
und dem Sauerstoffpartialdruck. So filhrte beispielsweise die Herabsetzung des pO, in
Kombination mit verdoppelten Néahrstoffen und 2 g/l KBr in einer Kultivierung zur erwarteten
Steigerung der Chondramidbiosynthese. Zusatzlich wurden jedoch zwei weitere Substanzen
sehr stark produziert, von denen die eine vorher nicht im Uberstand beobachtet worden war
(SH-Cm7-502 siehe Abbildung 2.9) und die andere (SH-Cm7-487) nur bei niedrigem pO, in
Kombination mit niedrigem pCO, sowie nach dem Verbrauch der leicht zug&nglichen
Néahrstoffe detektiert wurde (siehe Abbildung 2.9 und Kapitel 3 ,Methoden zur
Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse®, Abb. 3.3, Compound C). Beide Substanzen
wurden aufgereinigt und strukturell Charakterisiert (siehe Kapitel 2.2.4 ,Charakterisierung
neu entdeckter Substanzen). Da nicht nur im Falle von SB-Cm7-487 und der Chondramide
ein  derartig erheblicher Einfluss der Gasphasenzusammensetzung auf die
Sekundarstoffproduktion festgestellt wurde, ist der Untersuchung dieses Phanomens ein
eigenes Kapitel gewidmet (Kapitel 3 “ Methoden zur Prozessverbesserung mittels

Abgasanalyse").
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Abbildung 2.9: Uberlagerung der BPCs zweier standardisierter Messungen unter Standard- und
Chondramid-Produktionsbedingungen. Das BPC des bei Standardbedingungen erzeugten Extrakts ist in rot
dargestellt und das BPC des Extrakts welches mit Bedingungen fiir eine verbesserte Chondramidproduktion
erzeugt wurde in schwarz. Die letzteren Bedingungen fihrten zur zusétzlichen Produktion zweier Substanzen von
denen eine unter keiner der getesteten Bedingungen beobachtet worden war und die andere nur unter sehr
spezifischen Gasphasenzusammensetzungen.

Der Einfluss der Gasphasenzusammensetzung konnte auch bei der Substanz SH-Cm7-375
beobachtet werden (siehe Kapitel 3, Abb. 3.3, Compound H). Bei der Produktion dieser
Substanz spielt der Sauerstoffpartialdruck ebenfalls eine erhebliche Rolle. Die in Abbildung
2.10 gezeigten Peaks treten immer in Kombination miteinander auf, was nahe legt, dass es

sich um eine Substanzklasse handelt. Um Rlckschlisse auf die anderen Substanzen dieser
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Gruppe, sowie auf die Grinde fur eine verstarkte Produktion bei diesen Bedingungen ziehen
zu kénnen wurde die Substanz SH-Cm7-374, welche aufgrund der Peakflache die hochsten

Ausbeuten erwarten lief3, aufgereinigt und charakterisiert (siehe Kapitel 2.2.4).
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Abbildung 2.10: Uberlagerung der BPCs zweier standardisierter Messungen unter Standard- und
Hochsauerstoffbedingungen. Es wird deutlich, dass die veranderten Bedingungen einen signifikanten Einfluss
auf die Produktion der dargestellten Substanzen haben. Diese zwei Dreiergruppen treten immer gleichzeitig auf,
was einen gemeinsamen biosynthetischen Ursprung nahelegt.

Alle der in den Abbildungen 2.4 bis 2.10 gezeigten BPCs zeigen die Massenpeaks von
Substanzen, bei denen die Anderung der jeweils angefiihrten Kultivierungsparameter einen
sehr deutlichen Einfluss hat. Abgesehen von diesen Substanzen existieren noch weitere, die
hier jedoch nicht alle einzeln aufgefiihrt sind. Die Quantifizierung der Extrakte mittels eines
internen Standards erlaubt zusatzlich die automatisierte Erfassung von schwacher
produzierten Substanzen, welche bei einer manuellen/visuellen Auswertung mit grol3er
Wahrscheinlichkeit nicht erfasst werden wirden. Wenn nun Zielmassen, basierend auf einer
HRMS unterstiitzten Fraktionierung eines Extraktes und anschlieBender Aktivitatsdetektion,
definiert werden (siehe Kapitel 2.2.3), ist eine schnelle halbautomatisierte Untersuchung der
Extrakte nach den besten Produktionsbedingungen mdglich. Dann kann eine direkte
Aufreinigung der Zielsubstanz aus dem RBK-Extrakt mit der hochsten Konzentration
erfolgen. Falls die Mengen, die mittels einer RBK erzeugt wurden, nicht ausreichend sind, ist
eine schnelle Nachproduktion mittels angepasster Kultivierungsbedingungen mdglich. So
wurden beispielsweise die bereits vorhandenen Daten verwendet, um Extrakte, mittels einer
Isotopen-Cluster-Analyse, nach der Fitterung von Kaliumbromid auf das Vorhandensein von

bromierten Naturstoffen zu untersuchen. Dadurch konnte bereits im Vorfeld gezeigt werden,



dass neue, mittels der im nachsten Kapitel beschriebenen aktivitatsgeleiteten Fraktionierung,

gefundene Chondramide bromiert vorliegen kdnnen (siehe Abbildung 2.11).
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Abbildung 2.11: Isotopen-Cluster-Analyse eines Extraktes, mit den identifizierten Isotopenpattern,
welches unter Zusatz von KBr bei der Kultivierung erzeugt wurde. Die blau hervorgehobenen
Isotopenpattern zeigen deutlich das typische Isotopenverhaltnis bromierter Substanzen.

Diese bromierten Chondramide konnten daraufhin, mittels einer Batch-Kultivierung im 10|
Malf3stab, unter verbesserten Bedingungen produziert werden (siehe Kapitel 3 ,Methoden zur
Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse® und Kapitel 4 ,Entdeckung neuer Chondramide
mit verbessertem Wirkspektrum®). Generell kann die Zugabe von KBr sinnvoll sein, wenn
chlorierte Substanzen in Extrakten gefunden werden, da Chlor-Halogenasen gelegentlich, in
Abhangigkeit von der Bioverfigbarkeit von Brom, auch in der Lage sind dieses einzuflgen
[21]. Anhand ihres typischen Isotopenmusters kénnen diese beiden Halogenierungen leicht

erkannt und detektiert werden (siehe Abbildung 2.11).

Prinzipiell sind verschiedenste Arten von Testungen moglich. So kdénnen beispielsweise
Erdextrakte als Induktoren verwendet werden, da diese mdglicherweise Substanzen
enthalten, die im nattrlichen Umfeld der untersuchten Organismen ebenfalls vorkommen und
diese dort beeinflussen. Empfehlenswert ist jedoch in jedem Fall die Untersuchung von
Einflissen der Gasphase, des pH-Wertes, verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen,
Phosphat, Salzen, aber auch die Einflisse von Kulturiiberstanden anderer Organismen,

spezifischer Chemikalien und Substanzen.

2.2.3 PROZESSIERUNG VON EINZELKULTIVIERUNGSEXTRAKTEN

Nach der Produktion und anschlieBenden Quantifizierung der Extrakte wurden mit den

Rohextrakten Aktivitatstests durchgefiihrt. StandardmaRig wurden fur die Detektion
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zytotoxischer Aktivitdten Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen in 96-Wellplatten mit einem
Kulturvolumen von 180 pl verwendet. Fir Aktivitatstests wurden Konzentrationen von
100 pg/l und 10 pg/ml eingesetzt. Im Falle einer Uber Tetrazoliumsalzreduktion (MTT)
detektierten Aktivitat, erfolgte anschlieRend eine zusatzliche 1Cs, Bestimmung mittels einer
Verdunnungsreihe. Die in Abbildung 2.12 dargestellte ICso-Kurve zeigt, dass das Extrakt von
SBCmMO07 eine aufRergewothnlich hohe zytotoxische Aktivitdt besitzt. Aus diesem Grund
wurden Extrakte dieses Stammes mittels einer High-Content Analyse genauer untersucht
(siehe Kapitel 4 ,Entdeckung neuer Chondramide mit verbessertem Wirkungsspektrum®). Fir
eine standardisierte antimikrobielle Aktivitatsbestimmung erfolgte die Kultivierung der
Indikatorstamme ebenfalls im 96-Wellformat in 150 pl Medienvolumen. Die inhibitorische
Aktivitat der Extrakte wurde mittels einer 1:2 Verdinnungsreihe bei einer Startkonzentration
von 1 mg/ml ermittelt (entspricht 150 pug Extrakt im ersten Well). Die Auswertung erfolgte

durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm.
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Abbildung 2.12: ICso Kurve des Rohextrakts von SBCmO0Q07. Deutlich wird hier die aulRergewdéhnlich hohe
Aktivitat auf Saugerzellen mit einem ICso-Wert von ca. 0.5 pg/ml (Daten Jennifer Herrman).

Sind Substanzen mit sehr hoher biologischer Aktivitat in Rohextrakten vorhanden (wie
beispielsweise die zytotoxischen Chondramide), fihrt dies unter Umstdnden zu einer
.Maskierung“ gleichartiger Aktivitaten. Wenn beispielsweise durch massenspektrometrie-
und datenbankunterstiitzte Dereplikation Substanzen detektiert werden, welche bestimmte

biologische Aktivitaten erwarten lassen, kann das dazu fihren, dass das jeweilige Rohextrakt



nicht weiter untersucht wird. In solchen Fallen besteht die oben bereits erwéhnte Moglichkeit,
High-Content Methoden auf den unfraktionierten Rohextrakt anzuwenden. Dies hat jedoch
den Nachteil, dass gefundene Aktivitdten nicht ohne Weiteres mit Massen korreliert werden
kénnen. Aus diesem Grund wurden Mdoglichkeiten untersucht, eine UPLC-HRMS basierte
Separation mit anschlie@ender Wirkstofffindung zu etablieren. Eine Anordnung aus der
Advion Nanomate-lonenquelle (mit integrierter Mikrofluidik und Flussteilung), in Kombination
mit der oben beschrieben Dionex Chromatographieanlage und dem Orbitrap

Massenspektrometer, erwies sich hierfir als geeignet.

Mit dieser Anordnung kann der oben beschriebenene 18 min Standardgradient verwendet
werden, um innerhalb dieser Zeit eine 96-Wellplatte mit chromatographisch getrennten
Fraktionen zu beschicken. Der Gradient kann gegebenenfalls den Erfordernissen an die
Trennleistung angepasst werden. Das Einzelfraktionsvolumen betréagt bei dieser Zeitspanne
knapp 110 pl und die Fraktionierungsdauer 12 s pro Well. Die Platten kénnen innerhalb von
ca. 3 h eingetrocknet werden. Die Extraktmengen, die hierbei injiziert werden koénnen,
erwiesen sich als ausreichend fir zytotoxische Testungen, waren in der Regel jedoch zu
gering um schwache antimikrobielle Aktivitaten in den 96-Wellplatten zu detektieren. So
konnte z.B. eine antifungale Wirkung, die letztendlich auf mehrere unbekannte
Chondrochloren Derivate [22] zurlickgefiihrt werden konnte (siehe Kapitel 6 ,Strukturen®), im
96-Wellformat nicht detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Die aktiven Substanzen konnten
in diesem Fall erst nach aufwandiger, manueller Fraktionierung identifiziert werden. Aus
diesem Grund wurden Moglichkeiten untersucht, diese Aktivitdten mittels einer ahnlich
automatisierten Lésung wie bei den Zytotoxizitdtsassays zu detektieren. Als wesentlich
besser geeignet hierfur erwies sich die Fraktionierung in 384-Wellplatten. Der Grund hierfur
liegt in den hoheren Substanzkonzentrationen pro Well, die bei der Anwendung dieser
Platten erreicht werden kann, wie weiter unten deutlich wird. Ein Extrakt kann dabei ebenfalls
Uber einen 18 min Gradienten auf eine ganze Platte verteilt werden und auch hier sind alle
Anpassungsmoglichkeiten, wie Gradientenvariationen und Beschickung halber Platten,
moglich. Ein einzelnes Well wird bei einer Fraktionierungsdauer von 3 s pro Well mit
maximal 28 pl befillt. Die Fraktionsdauer ist exemplarisch fir eine 96- sowie eine 384-
Wellplatte in Abbildung 2.13 dargestellt um zu verdeutlichen, dass der Hauptanteil eines

Substanzpeaks in einem, maximal zwei Wells aufgefangen wird.

Die Kultivierung der Testorganismen erfolgt nach Trocknung der Platte in einem Volumen
von 25 pl. Dies bedeutet eine Volumenreduktion um das Sechsfache im Vergleich zur 96-
Wellplatte. Hinzu kommt die Tatsache, dass selbst groRe Peaks (wie in Abbildung 2.13
gezeigt) kaum langere Retentionszeiten als 10 s aufweisen. Dadurch wird der Uberwiegende
Teil einer Substanz, wie oben bereits erwdhnt, in einem oder maximal zwei der 384 Wells

aufgefangen. Das Aufteilungsverhéltnis einer Substanz in zwei Wells betragt also im
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schlechtesten Fall 1:1. In den meisten Fallen wird jedoch der Uberwiegende Anteil der
Substanz in einem einzelnen Well aufgefangen. Demgegeniiber steht eine
Konzentrationserhéhung durch Verringerung des Kultivierungsvolumens um den Faktor 6.
Zusatzlich ermdglicht der Einsatz eines luziferase-basierten Assays (Bactiter Glo, Promega),
eine sehr viel sensitivere Detektion der Zellviabilitat als mittels OD-Messung madglich ist.
Mittels Lumineszenz kann in diesem Assay die Vitalitat der Organismen quantitativ erfasst
werden. Das durch lebende Organismen produzierte ATP dient als Kofaktor bei der
Substratumsetzung mittels einer Luziferase. Die dabei erzeugte Lumineszenz dient als Malf3
fur die ATP-Konzentration die mit der Anzahl aktiver, lebender Zellen ansteigt. Abbildung
2.14 zeigt die Auswertung eines BacTiter Assays. Ein SBCmO007 Rohextrakt wurde
fraktioniert und die in einer 384-Wellplatte gesammelten Fraktionen auf Aktivitat gegen
Candida albicans getestet. Bei diesem Extrakt konnte mittels Standard-Assays (OD-Testung
im 96-Wellformat) keine Aktivitat festgestellt werden, obwohl bekannt ist, dass Chondramide
eine schwache antifungale Aktivitat besitzen. Mit dem verbesserten und sensitiveren Assay

hingegen war es mdglich, diese schwache Aktivitat deutlich zu detektieren.
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Abbildung 2.13: UV/Vis und BP-Chromatogramme von vier Chondramiden. Die roten Balken deuten jeweils
den Bereich an, der in einem 96er Well (grof3) und in einem 384er Well (klein) gesammelt wird.

Fur die Aufarbeitung der Extrakte aus den Screeningkultivierungen wurde zuerst eine
GroRenausschlusschromatographie mittels Sephadex LH20 durchgefuhrt. Dies fihrt, im

Gegensatz zur Flash-Chromatographie, zu einer relativ verlustfreien Vorseparation (siehe



unten im Text und Abbildung 2.16). AnschlieRend erfolgte eine semipraparative Aufreinigung
der vorher definierten Zielmassen mittels reverse-phase HPLC (Saulen: Phenomenex Luna
C18 bzw. Synergi Fusion). Dadurch werden zwei vollig unterschiedlicher Trennprinzipien
miteinander kombiniert (GrolRenausschluss und unpolare Wechselwirkungen), die sich sehr
gut ergédnzen. Aufgrund der sehr guten Vorfraktionierung durch Sephadex-Chromatographie,
sind diese zwei Schritte in vielen Fallen ausreichend, um eine hinreichend hohe Reinheit fiir
eine chemische und biologische Charakterisierung von Einzelsubstanzen zu erzielen. Die fr
die praparative HPLC-Chromatographie bendtigten Gradienten wurden im Vorfeld analytisch
ermittelt. Als FlieBmittel wurden dabei Wasser/Acetonitril oder Wasser/Methanol-Gemische
verwendet, deren pH-Wert mittels Ameisensaure, Trifluoressigsaure oder Ammonium-

Formiat eingestellt wurde.
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Abbildung 2.14: Auswertung der Aktivitats-Testung einer Fraktionierung von SBCmO007-Rohextrakt, auf
Candida albicans, quantifiziert mittels Luziferase Lumineszenz. Die Aktivitat konnte anhand der zugehdrigen
hochaufgeldsten Massenspektren auf die Chondramide A(A1), B(A2) und A4 zuriickgefiihrt werden (Testung
Jennifer Herrmann).

Die Aufarbeitung von gréReren Extraktmengen aus XAD oder Biomasse mittels
GroRRenausschluss-Chromatographie, ist héufig nicht praktikabel, da nur relativ geringe
Mengen auf die Saule aufgetragen werden kdnnen. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Moglichkeiten untersucht, um die Extraktmenge im Vorfeld zu reduzieren. Als einfache aber
effektive Moglichkeit erwies sich hierbei die Extraktion des verwendeten XAD16 mittels

verschiedener Losemittel. Es wurde mit einem unpolaren Lésemittel wie Hexan oder Heptan
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begonnen und im darauffolgenden Schritt mit einem polareren fortgefahren. In Abbildung
2.15 ist eine Extraktionsreihe mit 5 verschiedenen Losemitteln gezeigt. Diese zeigt, dass
dadurch fir viele Substanzen eine gute Vorseparation erzielt werden kann. Die dargestellten
Fraktionen wurden mittels der oben beschriebenen Methode mit einem internen Standard
gemessen. Im Vergleich dazu ist eine Messung des methanolischen Gesamtextraktes
gezeigt. Mit Methanol wird der Giberwiegende Teil der Substanzen direkt vom Adsorberharz
eluiert. Die kleineren absoluten Peakflachenverhéltnisse dieser Messung, im Vergleich zu
den Losemittelfraktionen, erklaren sich durch den reduzierten Gesamtanteil der dargestellten

Einzelsubstanzen im Substanzgemisch.
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Abbildung 2.15: Relative Peakflachenverhéltnisse einer standardisiert vermessenen Ldsemittel-
Extraktionsreihe von SBCmO007. Das Adsorberharz wurde in der angegebenen Reihenfolge mittels
verschiedener Losemittel extrahiert(SA) zeigt an, dass gegen die Sekundarachse aufgetragen wurde. Erklarung
siehe Text.

Prinzipiell kann mit Biomasse in ahnlicher Weise verfahren werden. Es empfiehlt sich
allerdings eine intensive Extraktion mit Hexan durchzufiihren, da dadurch Fette entfernt und
somit nachfolgende Aufreinigungsschritte erleichtert werden (Daten nicht gezeigt). Das
Restwasser kann mittels Gefriertrocknung sehr einfach vom XAD und der Biomasse entfernt
werden. Eine anschlieBende Entfettung kann dann direkt mit der trockenen Biomasse/XAD
durchgefuhrt werden. Dadurch wird keine Erstextraktion mit wassermischbaren Losemitteln
bendtigt. Diese bringt meist ein aufwandiges Ausschitteln im Scheidetrichter und

anschlieRende Trocknung der wassrigen Phase mit sich. Der fur die Separation genutzte



Effekt beruht sehr wahrscheinlich auf der Unloslichkeit mancher Substanzen in den
unpolaren Ldésungsmitteln. Das Adsorberharz oder die Biomasse dient in diesem Fall als
Matrix, welche diese unldslichen Substanzen bindet. Da Substanzen die lipophil genug sind
nur bei direktem Kontakt mit dem jeweiligen unpolaren Extraktionsmittel in Losung gehen
kénnen, ist es wichtig Wasser vor der Extraktion durch Gefriertrocknung quantitativ zu
entfernen. Ansonsten findet keine vollstandige Benetzung der noch wasserhaltigen Matrix in
einem zweiphasigen Wasser/Losemittel-Gemisch statt, was ein mdglichst vollstandiges
Herauslosen lipophiler Substanzen aus der Matrix verhindert und zu einer verschlechterten

Trennleistung fuhrt.

Eine weitere effiziente Moglichkeit der Vorfraktionierung gréRerer Extraktmengen stellt die
Flashchromatographie dar. Bei dieser Methode wird das Substanzgemisch auf Kieselgur
aufgetragen und anschlieRend mittels eines Losemittelgradienten Uber Kieselgel aufgetrennt.
Dieses Verfahren wird haufig als einfache Methode fiir eine Vorseparierung verwendet, birgt
jedoch die Gefahr, dass speziell hydrophile Substanzen mit der polaren Kieselgelmatrix
interagieren und nicht mehr von dieser eluiert werden kénnen. Dabei handelt es sich nicht
um eine Stabilisierung unldslicher Substanzen wie bei der oben beschriebenen
Ldsemittelfraktionierung. Es treten ionische, aber teilweise auch kovalente Wechsel-
wirkungen reaktiver Gruppen am Molekll mit der Kieselgelmatrix auf. Dies flhrt zwar
letztendlich zu einer Auftrennung des Molekllgemisches, verhindert jedoch die vollstandige
Elution einiger Substanzen. Die in Abbildung 2.16 gezeigte Elutionsreihe zeigt dies deutlich.
Zu Beginn wird eine sehr gute Trennung erreicht, wie anhand der am Tyrosinrest nicht
derivatisierten Chondramide beobachtet werden kann (Strukturen der einzelnen
Chondramide sind in Kapitel 4 ,Entdeckung neuer Chondramide mit verbessertem
Wirkspektrum® dargestellt). Diese stellen die lipophilste Untergruppe dieser Substanzklasse
und der dargestellten Molekile dar. Eine Glykosylierung des Tyrosinrests erhéht die Polaritat
der Chondramide und eine Phosphorylierung erhéht diese noch weiter. Da die
Wechselwirkung der polaren Substanzen mit der Kieselgelmatrix sehr stark ist, erfolgt eine
Elution hier ,verschleppt” Gber mehrere Fraktionen.

Dasselbe Elutionsverhalten kann auch fir die in Abbildung 2.16 dargestellte Substanz
SH-Cm7-1839 beobachtet werden. Hier kann die Substanz bereits in Fraktionen mit 50%
Methanolanteil nachgewiesen werden, ist jedoch selbst bei zweifachem Waschen mit reinem
Methanol noch nicht vollstandig von der Saule eluiert. Erschwerend kommt hinzu, dass ab

ca. 70% Methanol das Kieselgel selbst geldst und in den Fraktionen wiedergefunden wird.

Diese Resultate zeigen, dass die sorgfaltige Auswahl der Fraktionierungsmethode
ausschlaggebend fir den Erfolg einer Identifizierung und direkten Charakterisierung aus den

Rohextrakten des RBK-Screenings ist, da hier teilweise nur 40 mg Ausgangsmaterial zur
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Verfligung stehen, wovon noch die Mengen fir biologische und analytische Tests abgezogen
werden miassen. Aus diesem Grund muss sehr genau abgewogen werden, welche
Vorfraktionierungsmethode die sinnvollste darstellt. Aufgrund des unterschiedlichen
Trennprinzips im Vergleich zur HPLC, sowie der meist relativ verlustfreien Fraktionierung
verglichen mit Silikagel, erwies sich hier, wie oben bereits erwéhnt, die Grolenauschluss-

Chromatographie als ideale Methode.
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Abbildung 2.16: Relative Peakflachenverhdalntisse standardisiert vermessenener Kieselgelfraktionen
eines methanolischen Extraktes von SBCmOQO07. Erklarung siehe Text.

Im folgenden Kapitel wird gezeigt, dass mit geeigneten chromatographischen Methoden aus
den RBK-Extrakten bereits Substanzen aufgereinigt und charakterisiert werden koénnen.
Diese Substanzen waren in einigen Fallen mittels einer herkdbmmlichen Kultivierung nicht
entdeckt worden. In Fallen, in denen die produzierten Mengen nicht ausreichend waren,
konnten die erzeugten Daten verwendet werden um verbesserte Produktionsbedingungen zu
identifizieren. Ein erfolgreiches Anwendungsbeispiel stellt die Entdeckung von tiber 30 neuen
Chondramidvarianten dar (siehe Kapitel 4 ,Entdeckung neuer Chondramide mit
verbessertem Wirkspektrum®). Diese Ergebnisse konnten durch die schnelle Umsetzung der
mittels RBK erzielten Erkenntnisse realisiert werden. Dies zeigt die praktische
Anwendbarkeit der entwickelten Methode, da innerhalb von zwei bis drei Wochen ein ganzes

Panel an Experimenten ausgeflihrt werden kann. Durch diese wird im ginstigen Fall eine



direkte Charakterisierung einer interessanten Substanz ermdglicht. Bei nicht ausreichenden
Extraktmengen werden jedoch zumindest Hinweise geliefert, wie anhand von verbesserten
Produktionsbedingungen mehr Substanz erzeugt werden kann. Da alle Experimente in der
kontrollierten Umgebung eines Bioreaktors ablaufen, ist eine Aufzeichnung aller
prozessrelevanten Daten moglich. Dies verbessert die Reproduzierbarkeit und den
Informationsgewinn im Vergleich zu herkdmmlichen ,Blindversuchen® in geschiittelten

Geféallen erheblich.

2.2.4 CHARAKTERISIERUNG NEU ENTDECKTER SUBSTANZEN

Die Auswahl von Zielsubstanzen erfolgte aktivititsbasiert mittels der Festlegung von
Kandidatenmassen, die in den biologischen Assays einzelnen aktiven Fraktionen zugeordnet
wurden. So konnte z.B. Chondramid A10 identifiziert, aufgereinigt und charakterisiert
werden (siehe Kapitel 4 ,Entdeckung neuer Chondramide mit verbessertem
Wirkungsspektrum®). Zusatzlich wurde versucht moglichst alle Substanzen, deren Produktion
durch eine spezifische Bedingung induziert wurde, aufzureinigen und zu charakterisieren.

Dadurch sollten eventuelle Riickschlisse tber die Art der Induktion ermdglicht werden.

Die Substanz SH-Cm7-487 (siehe Abbildung 2.17) fiel beispielsweise auf, da sie bei
niedrigem pO, in Kombination mit niedrigem pCO, produziert wurde (siehe Kapitel 3
.Methoden zur Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse®, Compound C). Eine noch
hohere Produktion konnte bei niedrigem O,-Partialdruck in Kombination mit 2 g/l KBr und
hohem Nahrstoffgehalt beobachtet werden. Unter diesen Bedingungen fiel, neben SH-Cm7-
487, eine weitere Substanz (SH-Cm7-503) auf (siehe Abbildung 2.9). Beide Substanzen
wurden aus dem RBK-Extrakt aufgereinigt, mit Ausbeuten von ca. 1,5mg pro Liter. Die
Struktur beider Molekiile konnte anhand von *H-, HH-COSY-, HSQC- und HMBC-Spektren
aufgeklart werden. Die planare Struktur von SH-Cm7-487 ist in Abbildung 2.17 dargestellt.
Anhand der aufgenommenen Daten war lediglich das Vorhandensein eines tertiaren
Stickstoffes fraglich. Der Einbau von Stickstoff wurde zwar anhand von HRMS-Daten fir die
Summenformel errechnet, das beeinhaltende Strukturelement ist jedoch fir eine
myxobakterielle Substanz &uRerst ungewdhnlich. Aus diesem Grund wurde ein **N-HMBC
aufgenommen, welches mittels der dunkelgrau gezeigten Korrelationen das Vorhandensein
eines Pyrrolizidins verifizierte und den Strukturvorschlag bestétigte (vollstédndige Listen der

chemischen Shifts und Kopplungskonstanten befinden sich im Anhang B).

Pyrrolizidine werden gewohnlich aus héheren Pflanzen isoliert und dienen diesen als Schutz
gegen Fral3feinde. Die Biosynthese erfolgt in Pflanzen aus Arginin, welches zu Putrescin und
Spermidin umgewandelt und woraus nachfolgend Homospermidin gebildet wird. Aus diesem

wird mittels Zyklisierung Pyrrolizidin gebildet [23]. Die grofte literaturbeschriebene
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Ahnlichkeit mit SH-Cm7-487 haben die revidierten Epohelmine. Diese wurden aufgrund ihrer

inhibierenden Wirkung auf die Lanosterin-Synthase aus einem Pilz isoliert und besitzen als

einziger, durch Literaturrecherchen bestatigter

Pyrrolizidinsystem [24, 25].

Naturstoff ein vollstédndig gesattigtes

Summenformel: C;,H,4,NO,
Exakte Masse: 487.3662
Molekulargewicht: 487.7144
m/z: [M+H*] 488.3734

Intens.
5
<10 488.3736 Unmarkiert
0.8-
04- 489.3764
490.3786
0.0- : ‘ —1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
486 488 490 492 494 496 498 500 m/z
Intens.
«1d 488.3736 Markiert
4- +6
3 - —‘
5 - 489.3762 494.3867
.- 490.3786 495.3901
| 491.3829 A | 436-3930
0- ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ) ‘
486 488 490 492 494 496 498 500 m/z

Abbildung 2.17: Struktur von SH-Cm7-487 und Massenspektren mit Futterungsexperiment. Die dunklen
Balken zeigen COSY-Korrelationen an, graue Pfeile HMBC- und dunkelgraue Pfeile ®N-HMBC-Korrelationen.
Das Futterungs Experiment wurde mit N,-*C-markiertem Prolin durchgefiihrt. Der erwartete Massenschift von
6 m/z ist im markierten Massenspektrum angezeigt, was den Einbau des markierten Prolins bestatigt.

Ungewohnlich ist die relativ starke Tieffeldverschiebung, die fur den Stickstoff gemessen

wird und bei ca. 160 ppm liegt (Ammonium als 0). Dies deutet auf ein N-Oxid hin. Da jedoch

die chemischen Shifts der umliegenden Kohlenstoffe und Protonen nahezu identische Werte



wie die synthetischen Epohelmine aufweisen [25] und auch massenspektrometrisch kein
N-Oxid nachgewiesen werden kann, wird von der Korrektheit der gezeigten Struktur
ausgegangen. Benachbarte Atome zu einem N-Oxid in Sechsring-Systemen weisen
normalerweise erhebliche chemische Verschiebungen im Vergleich zur nicht oxidierten Form
auf [26]. Die starke Tieffeldverschiebung des Stickstoffes wird hier méglicherweise durch
Spannungen im doppelten Funfring-System verursacht. Ungliicklicherweise existieren keine
veroffentlichten *>N-Daten fiir &hnliche Systeme, mit denen ein Vergleich méglich wére. Die
zweite Substanz (SH-Cm7-503) weist groRe Ahnlichkeit mit SH-Cm7-487 auf. Der einzige
Unterschied besteht im Vorhandensein einer Hydroxylgruppe an einem der Propylreste des
Makrolaktons (siehe Abbildung 2.18).

Dies und die gleichzeitige Erhohung der Produktion deuten auf einen gemeinsamen
biosynthetischen Ursprung hin. Diese Hypothese wird durch das Vorhandensein eines
NRPS/PKS-Biosynthesegenclusters im Genom von SBCmOO7 unterstiitzt. Das Cluster weist
die passende Anzahl an PKS-Modulen und eine A-Doméane mit einer vorhergesagten
Spezifitat fur Prolin auf (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Befunde wurde *N- und
6-fach *C-markiertes Prolin zu einer Schiittelkolbenkultivierung zugegeben. Um &hnliche
Kultivierungsbedingungen wie bei der RBK zu erzeugen, wurden die Nahrstoffe verdoppelt.

Zusétzlich wurde KBr zugegeben und das GefalR mittels Parafilm versiegelt.

Bei beiden Substanzen konnte der Einbau des markierten Prolins mittels HRMS
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 2.17 und 2.18). Des Weiteren wurde in direkter
Nachbarschaft des Biosynthesegenclusters ein Gen mit hoher Ahnlichkeit zu Crotonyl-CoA
Carboxylasen/Reduktasen gefunden, welches unter Umsténden fir die Biosynthese der
ungewohnlichen Propionyl-CoA Verlangerungseinheiten benétigt wird [27]. Dies legt nahe,
dass das identifizierte Gencluster das zugehorige ist. Weitere Arbeiten zur Biosynthese sind
geplant. Interessant ist ebenfalls der Mechanismus des Ringschlusses zum Pyrrolizidin, fur
einen Naturstoff konnte kein vergleichbarer Mechanismus in der Literatur gefunden werden.

Auch hier sind molekularbiologische Arbeiten zur Biosynthese geplant.

Ohne die Untersuchung verschiedener Produktionsbedingungen wére eine erfolgreiche
Charakterisierung dieser neuen Naturstoffklasse nicht mdglich gewesen. Trotzdem ist es
derzeit noch nicht mdéglich, Aussagen zu treffen, weshalb diese Bedingungen zu einer
Verbesserung der Produktion gefihrt haben. Osmotischer Stress scheint ein auslésender
Faktor zu sein. Es ist jedoch nicht geklart, weshalb nur unter bestimmten Bedingungen die
hydroxylierte Form der Pyrolizidine auftritt. Mdglicherweise stellt diese eine inaktive Form
des Molekuls dar oder das hydroxylierende Enzym wird durch die erzeugten Bedingungen
beeinflusst. Beide Substanzen wurden auf antimikrobielle und zytotoxische Aktivitat getestet.
Bei SH-Cm7-487 konnte bei einer Konzentration von 10 pg/ml eine schwache Zytotoxizitét
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festgestellt werden. Mdglicherweise ist diese auf eine Enzyminhibierung, wie im Fall der

strukturell verwandten Epohelmine, und nicht auf eine direkte Toxizitat zurtickzufiihren [24].

Summenformel: C;,H,4NO;
Exakte Masse: 503.3611
Molekulargewicht: 503.7138
m/z: [M+H*] 504.3684

Intens.
x10 204.3676 Unmarkiert
2.0-
505.3707
Ho 520.3617
502.3515 506.3736 521.3649
0.0 : ~ e i ‘ ‘ e
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0 t ‘ . ‘ o ‘ o
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Abbildung 2.18: Struktur von SH-Cm7-503 und Massenspektren mit Fiutterungsexperiment. Die dunklen
Balken zeigen COSY-Korrelationen an, graue Pfeile HMBC- und dunkelgraue Pfeile ®N-HMBC-Korrelationen.
Das Fiitterungs-Experiment wurde mit *°N, **C-markiertem Prolin durchgefiihrt. Der erwartete Massenschift von
6 m/z ist im markierten Massenspektrum angezeigt, was den Einbau des markierten Prolins bestatigt.

Eine weitere interessante Gruppe induzierbarer Substanzen, stellt die im vorigen Kapitel
2.2.3 in Abbildung 2.10 reprasentierte Klasse dar. Bei diesen Substanzen war vor allen
Dingen die Zufuhr von ausreichend Sauerstoff fir eine verbesserte Produktion verantwortlich
(siehe Kapitel 3 ,Methoden zur Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse”, Compound H).

Aus dem Screeningextrakt konnten aus einem Liter Kulturiberstand nur wenige Mikrogramm



der am starksten produzierten Substanz SH-Cm7-374 aufgereinigt und charakterisiert
werden, weshalb im Batch-Verfahren unter verbesserten Bedingungen nachproduziert
wurde. Interessanterweise handelt es sich hierbei um ein 2,6-Diketopiperazin (siehe
Abbildung 2.19). Anscheinend ist dies das erste beschriebene Beispiel eines natirlichen
Diketopiperazins mit der 2,6-Konformation, wohingegen sehr viele literaturbeschrieben
Beispiele vom Typ der 2,5-Diketopiperazine existieren [28]. Auch fir synthetisch erzeugte
2,6-Diketopiperazine finden sich kaum Beispiele in der Literatur [29], was einen Vergleich der

vorhandenen NMR-Daten mit den Daten bereits beschrieber Molekiile unméglich machte.

HO o N o

Summenformel: C,,H;,N,04
Exakte Masse: 374.2569
Molekulargewicht: 374.5170
N m/z: [M+H*] 375.2642
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Abbildung 2.19: Struktur von SH-Cm7-374 und Massenspektren mit Fltterungsexperiment. Die dunklen
Balken zeigen COSY-Korrelationen an, graue Pfeile HMBC- Korrelationen. Das Fiitterungs Experiment wurde mit
4-fach deuteriertem Tyrosin durchgefuhrt, der erwartete Massenschift von 4 ist im gelabelten Massenspektrum
angezeigt was den Einbau des markierten Tyrosins bestétigt.

Um abzusichern, dass es sich bei SH-Cm7-374 um einen Naturstoff (und keinen
Medienbestandteil) handelt, sowie um erste Einsichten in die Biosynthese zu bekommen,
wurde L-Tyrosin-2,3,5,6-D4 zu einer Schittelkultur zugefittert. Zur Erzeugung ahnlicher

Produktionsbedingungen wie in der RB-Kultivierung, wurde ein Kolben mit Schikanen
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eingesetzt. Dadurch konnte der Sauerstoffeintrag in das Medium erhéht werden. Die 4-fache
Deuterierung konnte bei SH-Cm7-374 mittels HRMS nachgewiesen werden (siehe Abbildung
2.19) und wurde ebenfalls bei Substanz SH-Cm7-360 detektiert, wahrend SH-Cm7-394 nicht

in ausreichenden Mengen produziert wurde um einen Einbau nachzuweisen.

Die Massendifferenzen innerhalb dieser sechs Substanzen, die sich in zwei Gruppen
aufteilen (siehe Abbildung 2.10 und 2.20), sind bei dreien sehr wahrscheinlich auf den
Einbau von Phenylalanin anstatt Tyrosin und/oder das Fehlen einer Methylgruppe
zuriickzufuhren (siehe Abbildung 2.20). Dies sind Variationen, die sich durch unspezifischen
Einbau ahnlicher Aminosauren bzw. nicht stattfindender Methylierung erklaren lassen. Fur
die Massendifferenz zum jeweils kleinsten Peak einer Gruppe von 33,9842 Da bzw.
19,9682 Da lasst sich allerdings keine offensichtliche Strukturvariation herleiten. Fir einen
endgultigen Beweis dieser Vorschlage missen jedoch alle Derivate vollstandig
charakterisiert werden. Derzeit wird versucht die Bedingungen, die fir eine verbesserte
Produktion dieser hypothetischen Substanzklasse identifiziert wurden, auf einen
kontinuierlichen Prozess im 10 | Maf3stab zu Ubertragen (siehe Kapitel 5 ,Anwendung von
Repeated Batch Ergebnissen auf kontinuierliche Prozesse). Dadurch sollen ausreichende

Substanzmengen fir eine Charakterisierung mittels NMR produziert werden.
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Abbildung 2.20: Massendifferenzen einer Gruppe Substanzen deren Produktion durch hohe
Sauerstoffpartialdricke induziert wird. Die Namen leiten sich aus der gemessenen Masse ab. SH-Cm7-374
konnte charakterisiert werden. Aufgrund der Massendifferenzen und polaritatsbedingten
Retentioszeitunterschiede lassen sich mittels HRMS Summenformeln generieren, die die gezeigten
Strukturvorschlage fir SH-Cm7-360, SH-Cm7-345 und SH-Cm7-359 nahelegen.



Einen Hinweis zu Aufklarung der Biosynthese der 2,6-Diketopiperazine liefern
madglicherweise zwei kleine Molekile, die ebenfalls Tyrosin als Baustein enthalten. Diese in
Abbildung 2.21 dargestellten Substanzen unterscheiden sich voneinander nur durch eine
Amid- anstelle einer Carbonsauregruppe im Molekldl. Mdoglicherweise wird diese

Amidvorstufe ebenfalls fir den ungewdhnlichen Ringschluss im 2,6-Diketopiperazin benétigt.

Diese Annahmen werden unterstiizt durch Teilstrukturen, die anhand von NMR-Spektren
aufgereinigter Substanz SH-Cm7-394 abgeleitet wurden. Die Substanz wurde aus ersten
Extrakten einer Pilotkultivierung aufgereinigt (Details zur Produktion finden sich im Kapitel
5.2.2). Abbildung 2.22 zeigt den Vergleich der Protonenspektren von SH-Cm7-374 und
SH-Cm7-394 und einen Strukturvorschlag der sich aus den NMR-Spektren (*H, HH-COSY,
HSQC, HMBC) und HRMS-Daten ableiten lasst. Hier muss jedoch erwahnt werden, dass
diese Spektren mit 80 pg Reinsubstanz aufgenommen wurden. Dadurch war es nicht
madglich quartare C-Atome zu bestimmen, weshalb diese Resultate als vorlaufig betrachtet
werden mussen. Allerdings deutet die gemeinsame Auf- und Abregulation der Produktion,
der in Abbildung 2.20 gezeigten Substanzen, auf einen gemeinsamen biosynthetischen
Ursprung hin. Durch die hypothetische Struktur in Abbildung 2.22 lassen sich auch die oben

erwahnten Massendifferenzen von 33,9842 Da bzw. 19,9682 Da erklaren.
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Summenformel: C,,H,3NO, Summenformel: C,,H,,N,0,
Exakte Masse: 341.1627 Exakte Masse: 340.1787
Molekulargewicht: 341.4009 Molekulargewicht: 340.4162
m/z: [M+H*] 342.1700 m/z: [M+H*] 341.1860

Abbildung 2.21: Strukturen von zwei kleinen Molekilen, die Tyrosin bzw. Tyrosinamid als Baustein
enthalten. Die dunklen Balken zeigen COSY-Korrelationen an, graue Pfeile HMBC-Korrelationen.

Bei diesen Substanzen stellt jedoch nicht nur die 2,6-Konformation ein ungewdhnliches
Strukturelement dar, sondern auch das quartdre a-Kohlenstoffatom. Die Herkunft dieses

Bausteins erschlief3t sich nicht ohne Weiteres. Aus diesem Grund sind auch hier weitere
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Versuche geplant, um die Biosynthese dieser interessanten Substanzklasse aufzuklaren.
Mdglicherweise stellt dieser Ringschluss ebenfalls einen neuen, bisher noch nicht
beschriebenen Reaktionsmechanismus dar. SH-Cm7-375 wurde auf antibiotische Wirkung
und Zytotoxizitat getestet und es konnte eine schwache Zytotoxizitat sowie eine schwache
antimikrobielle Wirkung im mikromolaren Bereich gegen Staphylococcus aureus festgestellt

werden.

Eine weitere Substanzgruppe ist in Abbildung 2.23 dargestellt. Die Massen dieser Peptide
wurden mit jeweils verschiedenen Anteilen in so gut wie allen untersuchten Extrakten von
diversen Myxobakterien detektiert. Es handelt sich hierbei nicht um Medienbestandteile, da
sie auch bei Wachstum in Minimalmedien gefunden werden (Daten nicht gezeigt). Es ist
jedoch nicht bekannt, ob es sich um Peptide mit einer spezifischen Funktion fur den

Produzenten oder um Fragmente anderer Substanzen handelt.
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Abbildung 2.22: Hypothetische Struktur der Substanz SH-Cm7-394 und lberlagerte Protonenspektren von
SH-Cm7-374 (rot) und SH-Cm7-394 (blau). Der Vergleich der Protonenspektren zeigt, dass im blauen Spektrum
ein zusatzlicher aromatischer Ring vorhanden ist. Zwei N-Methyl Gruppen kdnnen in beiden Spektren identifiziert
werden. Im roten Spektrum lassen sich vier Methylgruppen im Hochfeldbereich identifizieren, im blauen nur zwei.
Die exakte Masse dieser Substanz betragt 394.2256 Da. Erlauterung siehe Text.

Interessant ist, dass in allen Peptiden eine Glutaminsdure uber ihre 4-Carboxygruppe
peptidisch verknipft ist. Diese befindet sich entweder N-terminal oder innerhalb der
Peptidkette. In allen Peptiden wird Valin, Leucin oder Isoleucin eingebaut. Die, durch den
Austausch dieser Aminosauren untereinander, generierten Massen lassen sich héaufig in
Chromatogrammen myxobakterieller Extrakte nachweisen. Oft findet man auch zwei Peaks
identischer Masse die sich durch ihre Retentionszeit unterscheiden, wie beispielsweise im
Fall der beiden 373er Peptide (Daten nicht gezeigt). Da bisher noch keine Funktion bzw.
Aktivitat fur diese Substanzen nachgewiesen wurde, wurden bislang noch keine

Untersuchungen zur Aufklarung der absoluten Konfiguration dieser Molekile unternommen.

Von SH-Cm7-1839 konnten aus dem Uberstand der RBK-Kultivierung ca. 0.7 mg
Reinsubstanz isoliert werden. Diese waren jedoch nicht ausreichend fir eine

Charakterisierung. Aus diesem Grund wird unter verbesserten Bedingungen Substanz



nachproduziert. Dasselbe gilt fur einige andere Molekile, die ebenfalls unter angepassten
Bedingungen nachproduziert werden. Die hier beschriebenen Molekile wurden aus
einzelnen Fraktionen weniger Extrakte aufgearbeitet und es ist zu erwarten, dass im Rest

der Extrakte weitere interessante Substanzen zu finden sind.
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Abbildung 2.23: Strukturen einer kleinen Peptidgruppe, die als gemeinsames Strukturelement eine
4-carboxypeptidisch verkniipfte Glutaminséaure besitzen. Die dunklen Balken zeigen COSY-Korrelationen an,
graue Pfeile HMBC-Korrelationen. Diese Peptide lassen sich in vielen myxobakteriellen Extrakten nachweisen.
Die rot unterlegte Glutaminséaure ist ein gemeinsames Strukturelement. In den Peptiden treten Substitutionen des
Valins, Leucins oder Isoleucins untereinander auf. Weitere Massen, die anhand dieser Variationen erzeugt
werden, lassen sich ebenfalls in verschiedenen Extrakten nachweisen.
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2.3 ZUSAMMENFASSUNG

Mit den hier beschriebenen Methoden ist es mdglich, innerhalb eines relativ kurzen
Zeitraums, verschiedene Einflisse auf die Produktion von Sekundarmetaboliten eines
Myxobakteriums zu untersuchen. Der Vorteil besteht vor allem in der Anwendung eines
einzelnen Bioreaktors, der nur einmal mit einer Vorkultur beschickt werden muss. Durch die
Verwendung eines Bioreaktors ist eine vollstandige Kontrolle und Aufzeichnung der
wichtigsten Parameter gewahrleistet. Die Interpretation dieser Daten ermdglicht detaillierte
Aussagen Uber den metabolischen Zustand einer Kultur, welcher aufgrund der MS-basierten
Kinetiken mit Produktionsanderungen Kkorreliert werden kann. Bei geschuittelten
Kultivierungen ist dies in der Regel nicht moglich. Die RBK erlaubt durch das Einstellen sich
wiederholender Bedingungen reproduzierbare Einzelkultivierungen, die fur produktions-

bezogene Vergleiche gut geeignet sind (siehe Abbildung 2.3).

Eines der Argumente, das gegen verlangerte Kultivierungszeitraume spricht, ist die adaptive
Anpassung eines Organismus an die Kultivierungsbedinungen. Dadurch bedingt, kénnen
unter Umstanden Produktionsdnderungen auftreten, beispielsweise durch den Verlust nicht
bendtigter Gene. Langzeituntersuchungen zu den adaptiven Anpassungen des untersuchten
Mikroorganismus SBCmO0O07 an diese Kultivierungsform wurden bisher nicht durchgefuhrt. In
den untersuchten Zeitrdumen (bis zu 19 Tage) wurden jedoch immer wieder sogenannte
Standardbedingungen untersucht. Hier konnte jeweils annahernd gleiche Produktivitat fir die
untersuchten Sekundérstoffe festgestellt werden (siehe Abbildung 2.6). Dies deutet darauf
hin, dass, innerhalb der untersuchten Zeitraume, diese Art der Adaption flr den untersuchten

Stamm vernachlassigbar ist.

Die Verwenwendung einer klumpig wachsenden Kultur erleichtert die Zellrickhaltung,
wodurch in einem sehr kurzen Zeitraum der erwiinschte Repeated Pattern Status erreicht
wird. Dadurch ist eine nahezu vollstandige Medienentfernung moglich, was Versuche mit
induzierenden Substanzen vereinfacht, da diese schnell entfernt werden kdnnen. Hierbei
muss jedoch immer beachtet werden, dass sich diese Effekte auch noch in spateren
Kultivierungszyklen auswirken kénnen (siehe Abbildung 2.8). Ein weiterer Vorteil der
Zellrickhaltung ist, dass durch diese die Intervallzeiten so eingestellt werden kénnen, dass
eine Testphase innerhalb von 12 h durchlaufen werden kann. Dies kann unter Umstanden
ausschlaggebend fur eine Durchfiihrung von manuellen Messungen sein. Analoge Versuche
mit suspendiert wachsenden Stammen des Genus Sorangium zeigten, dass eine RBK mit
diesen Organismen ebenfalls durchfiurbar ist. Es wurden jedoch deutlich langere
Kultivierungsintervalle bendtigt. Dies beruht auf dem langsamen Wachstum in Kombination
mit der Entnahme von Suspensionskultur beim Medienwechsel, was jeweils zu einer starken

Reduktion der Biomasse fuhrt (Daten nicht gezeigt).



Fur einen Medienwechsel wurden automatisierte Protokolle entwickelt, welche mittels der
Kontrollsoftware IRIS der Firma Infors implementiert wurden. Dadurch sind unbeaufsichtigte
Medienwechsel mit anschlieBender oder integrierter, separater XAD-Inkubation problemlos
mdglich und auch langere vollautomatisierte Kultivierungen konnten bereits realisiert werden.
Die Automatisierungssignale, die hierfir benétigt wurden, konnten aus der Abgasanalyse
abgeleitet werden. Die genaue Anwendung und Realisierung einer solchen Kultivierung ist

im Kapitel 3 ,Methoden zur Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse” beschrieben.

Der Erfolg des hier gewahlten Ansatzes fur die Produktion myxobakterieller Naturstoffe 1&sst
sich daran erkennen, dass (obwohl bisher weniger als die Halfte der erzeugten
Einzelextrakte aufgearbeitet und zur Substanzaufreinigung verwendet wurden) bereits elf
neue Strukturen charakterisiert werden konnten, die in diesem Kapitel beschrieben wurden.
Diese beinhalten zwei bis dahin nicht literaturbeschriebene chemische Grundstrukturen.
Weiterhin wurden Untersuchungen, die zur Entdeckung neuer aktiverer Chondramide
fuhrten, mittels RBK durchgefiihrt. Die Resultate der Produktionsquantifizierungen wurden
dazu verwendet, mittels angepasster Kultivierungsparameter, innerhalb kurzer Zeit 11 dieser
neuen Chondramidderivate aufzureinigen und zu charakterisieren. Dadurch konnten 30 neue
hypothetische Strukturvarianten dieser, bis dahin 4 Molekile umfassenden, Substanzklasse
massenspektrometrisch in Extrakten von SBCmO007 nachgewiesen werden. Die damit
einhergehende Entdeckung einer zweiten Halogenase und deren Promiskuitét hinsichtlich
der Chlorierung oder Bromierung des Chondramidgrundgeriistes, erlaubte die zusatzliche
Produktion und Charakterisierung von drei bromierten Chondramidvarianten. Eine genaue
Beschreibung dieser Arbeiten befindet sich in Kapitel 4 ,Entdeckung neuer Chondramide mit
verbessertem Wirkungsspektrum*“. Zusammenfassend I&sst sich sagen, dass bisher 25 neue
Strukturen charakterisiert wurden, darunter zwei neue, bisher noch nicht beschriebene
Substanzklassen, sowie neue aktivere Analoga einer bekannten Substanzklasse. Diese
konnten aufgrund verbesserter Produktionsbedingungen, die durch ausfihrliche
Datenerhebung bereits in der Screeningphase identifiziert wurden, innerhalb kurzer Zeit
aufgereinigt und charakterisiert werden.

Wenn die Nachproduktion von Ausgangsmaterial fur die Substanzisolierung notig war, wurde
diese im sogenannten Batch-Verfahren durchgefihrt, da dieses die einfachste
Kultivierungsform in einem Bioreaktor darstellt. Fir eine Nachproduktion empfiehlt sich in
vielen Fallen jedoch ein kontinuierliches Verfahren, da dadurch die Produktivitat unter
Umstanden wesentlich verbessert werden kann [30]. Erste vielversprechende Versuche zur
Etablierung kontinuierlicher Prozesse werden im Kapitel 5 ,Anwendung von Repeated-Batch-

Ergebnissen fir kontinuierliche Prozesse* beschrieben.
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Zum Abschluss dieses Kapitels soll noch kurz diskutiert werden, wie vorhandene
Genomsequenzen unter Umstanden bei der Aufklarung der absoluten Konfiguration von
Molekulen genutzt und in den beschriebenen ,Workflow" integriert werden kénnten. Die
Untersuchung von Proteinen, die an der Biosynthese von Polyketiden und nichtribosomalen
Peptiden beteiligt sind, zeigte, dass sowohl Substratspezifititen als auch die absolute
Konfiguration von Produktintermediaten, anhand von konservierten Domanen in den
beteiligten Proteinen, vorausgesagt werden kann. Fir eine detaillierte Diskussion dieser
Thematik sei auf die entsprechende Literatur verwiesen [31-38]. Diese konservierten
Bereiche konnen durch bioinformatische Analyse von Genomdaten erkannt und teilweise
bereits automatisch  detektiert werden. Dies hat die Identifizierung von
Biosynthesegenclustern erheblich vereinfacht und ermdglicht zudem die teilweise
Vorhersage von hypothetischen Produkten anhand einer Genomsequenz; unter Umstanden
inklusive derer absoluten Konfiguration. Auch hier sei auf die entsprechende Literatur
verwiesen [39, 40]. Beispiele erfolgreicher Anwendungen bioinformatischer Analysen zur
Aufklarung der absoluten Konfiguration myxobakterieller Substanzen existieren bereits.
Durch Kombination dieser Analysen mit NMR-basierten- und klassischen chemischen
Methoden sowie Molecular Modeling konnten bereits die absoluten Konfigurationen des
Chivosazols, der Thuggazine und des Etnangiens bestimmt werden [40, 41, 42, 43, 44]

Unter gewissen Voraussetzungen kénnen intramolekulare Abstdnde von Protonen mittels
NMR durch Quantifizierung des Nuclear Overhauser Effects (NOE) exakt bestimmt werden
[44]. Ist die planare Struktur eines Molekills etabliert, kdnnen diese Abstande als
Einschrankungen (restraints), in Kombination mit homo- und heteronuklearen
Kopplungskonstanten, bei Strukturberechnungen mittels Distanz-Geometrie verwendet
werden [45]. Bei der Strukturaufklarung von Proteinen und Peptiden mittels NMR, werden
diese Werkzeuge standarmaf(ig, in Kombination mit vereinfachten Molekildynamik-
Berechnungen, eingesetzt. Sie scheinen aber auch erfolgreich zur Berechnung der
absoluten Konfiguration kleiner Molekiile verwendet werden zu konnen, wenn die
Konfiguration von unbekannten Stereozentren vor der Berechnung nicht fixiert wird. Ein
Ansatz welcher als ,floating chirality“ bezeichnet wird [46, 47, 48]. In weiterfihrenden Studien
soll untersucht werden, ob fiur akademische Zwecke frei verfligbare Software, wie
XPLOR-NIH [49, 50], die diese Funktionalitaten vereint, in den in diesem Kapitel
beschriebenen Arbeitsablauf integriert werden kénnen. Diese kdnnten unter Umstanden, in
Kombination mit Strukturinformationen, die anhand von Genomanalysen erhalten werden,
einen schnellen Zugang zur absoluten Konfiguration von Naturstoffen ermdéglichen. Als
Modellsubstanzen kénnten solche Molekile verwendet werden, bei denen die absolute

Konfiguration bereits etabliert wurde.



3 METHODEN ZUR PROZESSVERBESSERUNG MITTELS

ABGASANALYSE

3.1 HINTERGRUND

Der Einfluss des Sauerstoff- und Kohlendioxid-Partialdrucks auf die Produktion von
Sekundarmetaboliten in Myxobakterien ist bislang nicht systematisch untersucht worden.
Aus diesem Grund wurden mit Chondromyces sp. SBCmO007 Versuche unternommen, um
herauszufinden, ob durch Anderung des Partialdrucks eines oder beider Gase Anderungen
des Sekundéarmetabolitenprofils auftreten. Weiterhin wurde mit Chondromyces sp. SBCm002
untersucht, ob Anderungen der Abgaszusammensetzung fiir eine Prozessautomatisierung
bei Kultivierungen verwendet werden kénnen. Herkdmmliche Signale, wie Kohlenstoffdioxid-
Entwicklungsrate (Carbon Dioxide Evolution Rate, CER), Sauerstoffverbrauchs- oder
Transferrate (Oxygen Transfer Rate, OTR) und der daraus berechenbare Respiratorische
Quotient (RQ) sind, aufgrund der schwachen metabolischen Aktivitat dieser Bakterien, in der
Regel sehr fehlerbehaftet. Insbesondere dann, wenn kostenglinstige, unsensitive
Abgasanalysen verwendet werden. SBCmO007 wurde aufgrund der Beobachtung ausgewabhilt,
dass dieser Stamm aul3er den bekannten Chondramiden A-D [1] keine anderen, zu diesem
Zeitpunkt bekannten, Substanzen produziert. SBCm002 dagegen produziert zwei
Substanzklassen - Apicularene [2] und Crocapeptine [Struktur nicht verédffentlicht] - die beide
in der Lage sind die Replikation des Hepatitis C Virus zu inhibieren [3].

In der Literatur existieren viele Beispiele, die den Einfluss eines definierten
Sauerstoffpartialdrucks (pO,) in der Flissigphase von Bioprozessen dokumentieren. Die
meisten dieser Versuche wurden allerdings mit Bakterien der Ordnung Actinomycetales
durchgefuhrt und es existieren so gut wie keine Daten zu Myxobakterien. Bei einer
Streptomyces clavuligerus Kultivierung konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine
100%-Sattigung des pO, Uber den gesamten Kultivierungsverlauf, gegeniber einem
unkontrollierten Experiment, zu einer 2,4-fach erhéhten Cephamycin C Produktion fiuhrte.
Beim unkontrollierten Experiment sank der pO, auf unter 40% wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase. Es konnte aufRerdem gezeigt werden, dass wahrend dieser Phase die
Aufrechterhaltung einer 100%-Séattigung am wichtigsten ist, obwohl keine nennenswerte
Produktion von Cephamycin C nachweisbar war. Eine Reduktion des pO,von 100% auf 50%
nach der exponentiellen Wachstumsphase lieferte gleiche Ausbeuten wie eine Kultivierung
mit durchgehend 100%-Sattigung. Im Gegensatz dazu wurde mit einer durchgehenden 50%-

Sattigung eine 4-fach geringere Ausbeute erzielt, obwohl die Biomasse in allen Fallen
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vergleichbar war [4]. Anhand von Kultivierungsexperimenten mit Amycolatopsis orientalis
konnte gezeigt werden, dass hohe Sauerstoffpartialdriicke auch nach der exponentiellen
Wachstumsphase ausschlaggebend fir die Produktion von Vancomycin sind. Die
Transkription der Biosynthesegene konnte jedoch sowohl bei hohen als auch bei niedrigen
pO,-Werten in den Zellen nachgewiesen werden [5]. Diese Effekte auf die Produktion von
Cephamycin C und Vancomycin kdnnen durch regulatorische Einflisse von Sauerstoff auf
Genexpression und Enzymfunktionen erklart werden. Dariiberhinaus dient Sauerstoff als
Substrat fur enzymatische Reaktionen. Die Verfigbarkeit von ausreichenden
Sauerstoffmengen als Enzymsubstrat, kann z. B. das Verhéltnis von Tetracyclin,
Oxytetracyclin  und Chlortetracyclin  bei Hochdruckkultivierungen von verschiedenen
Streptomyces spp. beeinflussen [6]. Einen &ahnlichen gelagerten Fall stellt die heterologe
Expression von Epothilon in Myxococcus xanthus bei 50% und 0% Sauerstoffsattigung dar.
Diese Variationen hatten einen signifikanten Einfluss auf das Verhaltnis der Epothilone A-D
untereinander. Zusatzlich wurde ein weiteres Produkt - Epo506 - entdeckt, welches

vorzugsweise unter hohen Sauerstoffkonzentrationen produziert wird [7].

Ein Beiprodukt der respiratorischen Energiegewinnung ist CO,. Die Entstehung von CO, und
die daran beteiligten Stoffwechselwege wurden und werden intensiv erforscht. Im Gegensatz
zu Sauerstoff tritt Kohlenstoffdioxid in wassriger Lésung allerdings in verschiedenen Formen
auf. Die Konzentration an geléstem CO, steht im Zusammenhang mit der Konzentration in
der Gasphase Uber der Flissigkeit. CO, bildet zusammen mit Wasser Kohlensaure (H,CO3)
und diese wird, in Abhangigkeit vom pH, in Hydrogencarbonat (HCO3) und Carbonat (CO3?)
umgewandelt. Abbildung 3.1 zeigt die Konzentration dieser beiden pH-abhangigen Formen
in dem Bereich, der fur mikrobielle Kultivierungen Ublicherweise von Interesse ist. Es wird
deutlich, dass ab ca. pH 7 ein starker Anstieg beider pH-abhéangigen Formen zu beobachten
ist. Diese Eigenschaft des Kohlendioxids erschwert eine Untersuchung des regulatorischen
Einflusses dieses Gases, da man schwer zuordnen kann welche Zustandsform letztendlich
fur einen beobachteten Effekt verantwortlich ist. Mogliche Effekte auf Zellen, Enzyme und
Produktbildung wurden ausfihrlich in der Literatur diskutiert [9, 10]. Im Allgemeinen scheint
es, dass hohere CO, Konzentrationen bei aerobem Wachstum meist mit inhibitorischen
Eigenschaften einhergehen. Zusatzlich gibt es Hinweise, dass niedrige CO,-Konzentrationen
fur das Zellwachstum benétigt werden und einen positiven Einfluss auf Biomasse- und
Produktbildung haben. Im Gegensatz zu diesen generellen Ergebnissen stehen Beispiele
wie die Produktion des antibakteriell wirksamen Amylovorin L durch Lactobacillus
amylovorus, welche bei hohen CO,-Konzentrationen unter anaeroben Bedingungen optimal
ist [11]. Auch fir die optimale Produktion des Toxic Shock Syndrom Toxins 1, in
Staphylococcus aureus MN8 wurden CO,-Konzentrationen von 7% und O,-Konzentrationen

von 21% in der Gasphase benttigt [12].
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Abbildung 3.1 Bicarbonat und Carbonat Konzentration in Abhangigkeit vom pH. Die Grafik zeigt die
berechneten molaren, pH-abhéngigen Konzentrationen beider Substanzen bei einer konstanten
Gasphasenkonzentration von 1% CO,. Die gelésten Konzentrationen von CO; und H,CO3; hangen nur von der
Gasphasenkonzentration und nicht vom pH-Wert ab [Abb. Aus 8].

Zusammengenommen wird deutlich, dass viel Gber optimale O,-Konzentrationen fir einzelne
Produktionsprozesse bei Aktinomyceten sowie Uber inhibitorische bzw. stimulierende Effekte
des CO, auf die Bildung einzelner Metabolite und das Wachstum verschiedener
Mikroorganismen bekannt ist. Allerdings ist es nicht mdglich, eine Vorhersage Uber den
Einfluss hoher oder niedriger Konzentrationen dieser Gase auf die Produktion von
Sekundarstoffen zu machen, speziell bei unbekannten Metaboliten. Hinzu kommt, dass zum
Zusammenwirken beider Gase so gut wie keine Literatur existiert. Somit bestehen durch
Untersuchung dieser Parameter noch Verbesserungsmaoglichkeiten fiir Produktionsprozesse.
In dieser Studie wurde der Einfluss von O, und CO, auf die Sekundarmetabolitproduktion
des Chondromyces-Stammes SBCmO07 untersucht. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass
definierte Konzentrationen beider Gase vorteilhaft sein kdnnen, weshalb eine Methode zur
simultanen Kontrolle entwickelt wurde. Weiter konnte gezeigt werden, dass die Messung
beider Gaskonzentrationen in der Abluft fir die Ableitung zweier Parameter verwendet
werden konnte, die fir die Kontrolle und Automatisierung eines Repeated-Batch-Prozesses
verwendet wurden. Dadurch wurde eine verbesserte Produktion sowie ein vereinfachtes

Downstream-Processing ermdglicht.

3.2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.2.1 EINFLUSS VON CO,- UND O,-PARTIALDRUCK AUF DIE SEKUNDARSTOFF-
PRODUKTION
Die Tests wurden mit dem oben erwahnten Stamm SBCmO0O07 durchgefuhrt. Aufgrund der

technischen Schwierigkeiten, die durch das pelletartige Wachstum dieses Stammes

entstehen, wurde das in Kapitel 2 beschriebene RBK-Setup verwendet, um vergleichbare
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Kultivierungen durchfihren zu koénnen. Dadurch konnte gewahrleistet werden, dass
vergleichbare Ausgangsbedingungen fir die zu testenden Konditionen bestehen. Die
Kultivierungsparameter, wie Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate, fur reproduzierbare Effekte
auf die Metabolitproduktion waren in vorangegangenen unabhangigen Fermentationen in 3-
bis 10-facher Ausfiihrung ermittelt worden. Die Testlaufe wurden in der in Tabelle 3.1

aufgelisteten Reihenfolge durchgefihrt.

Tabelle 3.1: Liste verschiedener Testlaufe mit zugehdériger Gasphasenzusammensetzung und Methode fir
die pO2-Kontrolle .

Niedrig O, Niedrig O, Moderat O, Hoch O, Hoch O, Moderat O,
Moderat CO; Niedrig CO, Moderat CO; Hoch CO, Niedrig CO; Hoch CO,
pO, 5% pO, 5% pO, 20% pO, 55% pO, 55% pO, 20%
CO, 0,3-0.6% C0,<0,1% CO, 0,2-0,3% CO, 1,0-2,0% C0,<0,1% CO, 1,8%
Scherstress wie Scherstress wie Standard Scherstress wie Scherstress wie Scherstress

Standard

Gasphase und

Standard

Gasphase und pO,

Gasphase und

Standard

Gasphase und

Standard

Gasphase und

ruhrerabhéangig

Gasphase und

pO; reguliert durch  reguliert durch pO; reguliert durch  pO, reguliert pO; reguliert durch  pO, reguliert durch
Raumluftbegasung Raumluftbegasung, Raumluftbegasung durch O,- Raumluftbegasung  Raumluftbegasung
CO; Stripping mit Begasung

Stickstoff

*Die Versuche wurden in der dargestellten Reihenfolge durchgefuhrt. Vor und nach den Tests wurde ein Standardlauf
ausgefuhrt um abzusichern, dass keine signifikanten Abweichungen durch die Testbedingungen verursacht wurden [Tab. aus
8].

Vor und nach den veranderten Kultivierungsbedingungen wurden Standardbedingungen
getestet und mit der Standardkultivierung im Testzeitraum verglichen. Dadurch konnte
ausgeschlossen werden, dass Abweichungen durch Adaption an die vorherigen
Bedingungen oder adaptive Mutationen auftreten. Um Einflisse durch Scherstress
auszuschlieRen, wurde die Ruhrerdrehzahl konstant gehalten und der pO, Uber die

Begasungsrate kontrolliert.

Um die Produktivitat unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen zu vergleichen, wurden

12 Substanzen ausgewahlt, flr deren Produktion, unter den zuvor ermittelten

Testbedingungen, ein reproduzierbarer Einfluss ermittelt worden war. Unter diesen 12
Naturstoffen befanden sich auch die zwei bereits bekannten Substanzen Chondramid A
und B. Abbildung 3.2 zeigt eine exemplarische Uberlagerung zweier Base-Peak-
Chromatogramme (BPC) von Extrakten unterschiedlicher Testbedingungen. Diese wurden
mittels Elecro-Spray-lonisation (ESI) im positiven loniserungsmodus gemessen. Diese
Chromatogramme, die fir wurden fir die

jede Testbedingung erstellt wurden,



Ausbeutekalkulation verwendet. Die 12 Zielsubstanzen wurden, abhéngig von ihrer

Retentionszeit, mit A bis J benannt.

Die Ausbeutekalkulation wurde, wie in Kapitel 2 ,Repeated-Batch-Verfahren fir ein
Wirkstoffscreening mit Prozessverbesserung” beschrieben, mit Sulfatdimethoxin (kleine Box
in Abbildung 3.2) als internem Standard durchgefuhrt. Die Produktivitdtsunterschiede bei
verschiedenen Bedingungen sind in Abbildung 3.3 als relative Produktivitat gezeigt. Die 12
Zielsubstanzen wurden in die Gruppen hohes-, mittleres und niedriges Peakflachen-
verhaltniss eingeteilt, um die Ubersichtlichkeit der Abbildung zu gew&hrleisten. Die grau
umrahmte Box kennzeichnet relative Ausbeuten, die mittels einer neuen, in Kapitel 3.2.2
beschriebenen Methode, erzielt wurden. Die rot umrahmte Box zeigt die
Peakflachenverhdltnisse der Ausbeuten, die mit den Ublicherweise angewandten

Bedingungen (Standard) erzielt wurden.
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Abbildung 3.2: Uberlagerung zweier Base-Peak-Chromatogramme von Extrakten des Stammes SBCmO007.
Beide wurden im positiven lonisierungsmodus gemessen. Peaks, die zu Substanzen gehéren, die im Text
erwahnt werden sind mit Buchstaben markiert. (1) markiert Chondramid A und (2) Chondramid B. Die kleine Box
zeigt die Uberlagerung des Peaks des internen Standards (IS) [Abb. aus 8].

Die Berechnungen zeigen deutlich, dass die Produktionsbedingungen fur Chondramid A
und B unter niedrigen Sauerstoffpartialdricken am besten sind. Dasselbe gilt fur die
Substanzen F und G. Die Produktion der Substanzen C und J profitiert von niedrigen
Konzentrationen beider Gase. Die Substanzen A und E hingegen werden bei hoheren
Konzentrationen beider Gase verstarkt produziert. Die Substanzen B, D, H und | scheinen

nur hohe Sauerstoffpartialdricke zu bendtigen, wahrend der CO,-Gehalt eine
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untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Anhand von Abbildung 3.3 wird ersichtlich, dass die

LStandard“-Bedingungen flr keine der untersuchten Substanzen ideal sind.
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Abbildung 3.3: Vergleich der relativen Unterschiede in der Produktivitét verursacht durch Verdnderungen
der Gasphasenzusammensetzung. Die Werte sind dimensionslos da sie anhand ihrer Peakflache im Vergleich
zu einem internen Standard berechnet wurden. Die 12 Zielsubstanzen wurden anhand ihrer
Peakflachenverhaltnisse in drei Gruppen eingeteilt. Die rote Box markiert Standardbedingungen, die graue
Testbedingungen einer neuentwickelten Methode (siehe Text [Abb. aus 8]).

Erste Tests zeigten stark zytotoxische Aktivitaten fur die Substanzen F und G (ICs, ca. 28
und 44 nM auf HCT-116 Zellen), die spater als neue Chondramid-Derivate identifiziert
wurden. Fir Substanz H (SH-Cm7-374, siehe Kapitel 2.2.4) konnte eine schwache
Zytotoxizitat und eine antibakterielle Wirkung gegen Staphylococcus aureus festgestellt

werden.



Fur Substanz | zeigte keine der getesteten Bedingungen sehr starke Auswirkungen auf die
Ausbeuten. Allerdings kénnen schon 20% Produktionserhéhung bei schwach produzierten
Substanzen auschlaggebend fir die Detektion, erfolgreiche Aufreinigung und
Charakterisierung sein. Fur einige Substanzen wie C (SH-Cm7-487, siehe Kapitel 2.2.4), E

und J scheinen spezielle Bedingungen fur die Produktion benétigt zu werden.

Diese Analyse zeigt, dass geringe Chancen bestehen, mittels einer einzelnen
Standardkultivierung, das komplette, durch die Gasphase beeinflussbare, Substanzspektrum
identifizieren zu konnen. Zusétzlich muss berlcksichtigt werden, dass bei herkdmmlichen
Kultivierungen gewohnlicherweise nur der pO, reguliert wird und der CO,-Gehalt entweder
nur gemessen und fir Berechnungen verwendet oder nicht beachtet wird. Die gezeigten
Daten machen allerdings deutlich, dass eine Kontrolle beider Gase von Bedeutung sein
kann. Mit den, fur diese Tests zur Verflgung stehenden, Kultivierungsmethoden war
allerdings keine exakte Regulation der CO,-Konzentration mdglich. Fiur diese konnten immer
nur ungefahre Konzentrationsbereiche anhand der Kultivierungsbedingungen eingestellt
werden. Aus diesem Grund wurde eine Methode entwickelt, die eine genaue Regulation des

pO, und der CO,-Konzentration ermdglicht.

3.2.2 KONTROLLMETHODE FUR CO, UND O,

Der Einfluss der Zusammensetzung der Gasphase auf die Produktion verschiedener
Sekundarmetabolite verdeutlicht, dass eine stringente Kontrolle des Sauerstoff- und
Kohlenstoffdioxidgehalts wichtig ist. Da eine entsprechende Methode nicht zur Verfligung
stand, wurde das Verhalten des kja-Wertes (volumetrischer Massentransfer-Koeffizient) des
verwendeten Bioreaktors in Bezug auf Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate untersucht.
Dadurch sollten Mdglichkeiten gefunden werden, die Gasphasenzusammensetzung
innerhalb gewisser Grenzen kontrollieren zu kénnen. Der Einfluss der beiden Parameter
wurde mittels der sogenannten dynamischen Methode (siehe Kapitel 8 ,Material und

Methoden*) ohne Mikroorganismen untersucht.

Abbildung 3.4 zeigt die Abhangigkeit des kja-Wertes von Rihrerdrehzahl und Begasungsrate
gemessen in Wasser. Der 3D-Plot und das Konturdiagramm geben die Abhéngigkeiten des
ka-Wertes bei Durchgasung des Wassers an. Der dritte Graph zeigt die Ahangigkeit des
ka-Wertes von der Rihrerdrehzahl, bei konstantem Austausch des Kopfvolumens des
Bioreaktors mittels Headspace Aeration. Bei niedrigen Drehzahlen ist ein linearer
Zusammenhang des ka-Wertes mit der Begasungsrate zu beobachten. Bei hoheren
Ruhrerdrehzahlen erfolgt zuerst ein starker Anstieg, der bei moderaten Begasungsraten
wieder einen linearen Verlauf zeigt. Bei der Rihrerdrehzahl lasst sich ein exponentieller

Zusammenhang des kja-Wertes bei ansteigenden Werten erkennen.
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Abbildung 3.4: 3D- Konturenplot des kja-Wertes in Abhéngigkeit von Ruhrerdrehzahl und Begasungsrate,
sowie kja-Werte in Abhangigkeit von der Rihrerdrehzahl bei Headspace-Begasung. Die blauen Punkte
kennzeichnen gemessene Werte. Aus den Graphen wird ersichtlich, dass der Einfluss der Rihrerdrehzahl sehr
viel groRer als der der Begasungsrate ist. Hohere Begasungsraten resultieren in einem linearen Anstieg des kja,
wahrend die Ruhrerdrehzahl einen exponentiellen Einfluss hat, wie dem 3D-Plot zu entnehmen ist. Bei
Headspace-Begasung haben niedere Rihrerdrehzahlen wenig Einfluss, wahrend hohe Drehzahlen ebenfalls
einen exponentiellen Anstieg verursachen [Abb. aus 8].

Diese Effekte konnen mit folgenden Gleichungen erklart werden, welche im Allgemeinen fiir
die Kalkulation der Sauerstoff Transfer Rate (Oxygen Transfer Rate, OTR) verwendet

werden.

C'o2 [mg/l] ist die bei den aktuellen Bedingungen maximal lésliche Sauerstoffmenge (nach
dem Henry Gesetz) und C, [mg/l] stellt die momentan geltste Menge dar. Der kja [1/s] ist der
volumetrische Massentransfer-Koeffizient (auch Sauerstofftransfer-Koeffizient) und kann

auch folgendermafen ausgedrickt werden:

ka = k5 (3.2)

k [m/s] ist der Massentransfer-Koeffizient, A [m?] ist die Grenzfliche zwischen Gas- und
Fliissigphase innerhalb des Bioreaktors und V [m?] stell das Fliissigkeitsvolumen dar. Diese
Gleichungen veranschaulichen, dass zwei Triebkréfte fir den Sauerstofftransfer existieren.
Zum einen der Konzentrationsgradient (Gleichung 3.1) und zum anderen der ka Wert selbst
und mit ihm assoziiert die Gas/Flissigkeit-Grenzflache. Da der k; eine Konstante darstellt,
kann eine Veranderung des ka-Wertes nur tber die Verdnderung der Phasengrenzflache im
Verhaltnis zum Volumen erfolgen (Gleichung 3.2). Dies kann beispielsweise durch Erhéhung

der Begasungsrate erreicht werden. Dadurch wird eine gréRere Anzahl Blasen mit einem



ahnlichen Volumen und einer annédhernd gleichen Oberflache erzeugt. Dies erklart den
linearen Zusammenhang des ka-Wertes mit der Flussrate. Eine weitere Moglichkeit besteht
darin die Ruhrerdrehzahl zu erhéhen und dadurch die Blasen zu dispergieren. Dadurch
werden aus einer groRen mehrere kleine Blasen, was eine quadratisch ansteigende
OberflachenvergréRerung zur Folge hat. Dies erklart den exponentiellen Zusammenhang

des kja-Wertes, der in Abbildung 3.4 erkennbar ist, mit der Rihrerdrehzal.

Im Weiteren wurde der Einfluss des Sauerstoffgehalts im Kopfvolumen des Bioreaktors
untersucht. Hierfir wurde das Kopfvolumen permanent durch Frischluft ausgetauscht,
wahrend keine Begasung durch die Flussigphase stattfand. Abbildung 3.4 zeigt, dass bei
niedrigen Ruhrerdrehzahlen wenig Sauerstoffeintrag tUber die Oberflache stattfindet. Bei ca.
500 Umdrehungen werden allerdings schon Werte erreicht, die ungefahr 10% der Werte
ausmachen, die durch Mediendurchgasung erzielt werden. Dies kann durch Einziehen der
Luft, bei héheren Drehzahlen, von der Oberflache in die Flissigphase erklart werden.
Abbildung 3.4 zeigt, dass durch Begasungsraten von 1.5 I/min und 150 rpm ahnliche
kia-Werte erreicht werden wie durch Begasungsraten von 0.1 I/min und 500 rpm. Dies kann

partiell auf Headspace-Effekte zurtickgefuhrt werden.

Die kombinierten Eigenschaften von Headspace-Effekten und Mediendurchgasung kénnen
genutzt werden, um die Akkumulation von autogen durch die Bakterien produziertem CO, im
Bioreaktor zu kontrollieren. Dafir muss der pO, durch die Begasungsrate und der
CO,-Gehalt im Abgas durch die Rihrerdrehzal konstant gehalten werden. In beiden Fallen
sollte eine negative Abweichung der Regelgrol3e eine Hochregulierung der StellgréRe zur
Folge haben und umgekehrt. So wiirde beispielsweise eine CO,-Konzentration unterhalb des
Sollwertes einen Anstieg der Riuhrerdrehzahl bewirken und dadurch den ka Wert erhéhen.
Dies hat zur Folge, dass die Begasungsrate heruntergesetzt wird. Die reduzierte Flussrate
bewirkt einen langsameren Austausch des Kopfvolumens, wodurch sich vermehrt CO,
innerhalb des Bioreaktors anreichern kann. Bei richtiger Einstellung der Reglerparameter
nahern sich so beide Werte den gewinschten Groéfen an. Die Regelung sollte nicht zu
~Scharf reagieren, da sich die beiden Regelkreise untereinander beeinflussen und in diesem
Fall ein Aufschaukeln zu erwarten ist. Bei diesen Versuchen wurde von der Annahme
ausgegangen, dass der pCO, in der Flussigphase eines ideal gemischten Bioreaktors,
gemalR dem Henry-Gesetz, im Gleichgewicht mit der Gasphase ist. Das liegt nahe, da der
geschwindigkeitslimitierende Schritt die Diffusion in der Flissigphase ist. Diese Annahme
wird durch Beispiele in der Literatur bestatigt, gilt allerdings nur fir niedrigviskose

Kulturbriihen, in denen die Gasdiffusion nicht zu sehr behindert wird [13, 14].

Fur diese Studie wurde Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus fur

Kultivierungsstudien eingesetzt, da diese innerhalb von 1-2 Tagen durchgefiihrt werden
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konnten, wohingegen die Vorbereitungszeit fir myxobakterielle Kultivierungen zwischen 5-7
Wochen liegt. Die zugrundeliegenden Prinzipien, der fur diese Studie relevanten Effekte,
konnten hiermit unabhéangig vom respiratorisch aktiven Organismus untersucht- und die
Ergebnisse anschlieBend auf den Zielorgansimus Ubertragen werden. Erste Tests zeigten,
dass der Einfluss des Scherstress’ bei dieser Kultivierungsform bericksichtigt werden muss,
da hohe CO,-Werte nur durch erhohte Rihrerdrezahlen erreicht werden konnen. Eine
Testkultivierung mit S. cerevisiae zeigte beispielsweise, dass endogen produzierte und
kontrollierte CO,-Level zwischen 0.5 und 8.0% mit Raumluftbegasung in Minimalmedium
madglich sind. Hierfir wurden allerdings Ruhrerdrehzahlen zwischen 200-800 rpm bendtigt,
wenn der pO, bei 20% gehalten wurde. Wenn héhere CO,-Konzentrationen bendtigt werden,
empfiehlt sich die Verwendung reinen Sauerstoffs fir die Begasung. Dadurch kdnnen die
Flussraten weiter reduziert werden, wodurch CO, akkumuliert. Um die initiale CO,-
Ladephase bei endogen produziertem Kohlendioxid zu verkiirzen kann CO,-Gas eingesetzt
werden. Wenn sehr geringe CO,-Konzentrationen (Abbildung 3.3, Compound C und J) bei
hoher respiratorischer Aktivitdt oder niedrigen Oj-Partialdriicken erzeugt werden sollen,

muss CO, mit Stickstoffgas ausgeblasen werden.

Shang und Mitarbeiter entwickelten die sogenannte ,Autogene CO, Methode", bei welcher
die CO,-Konzentration durch Begasung mit purem Sauerstoff erhéht wird. Hier wird der
Effekt genutzt, dass die Begasungsrate durch die erhohte Sauertsoffkonzentration
heruntergesetzt werden kann [15]. Diese Methode erlaubt allerdings nur atmungsabhangige
Variationen der CO,-Konzentration im Kulturgefal3 und keine echte Kontrolle (dies wurde
beispielsweise bei den Versuchen zum Einfluss der Gasphasenzusammensetzung in Kapitel
3.2.1 genutzt). Mit der hier beschriebenen Methode ist hingegen eine genaue Kontrolle und

Steuerung der CO,-Konzentration méglich; bei gleichzeitiger Einhaltung des pO..

Abbildung 3.5 zeigt drei Zyklen einer RBK mit dem Stamm SBCmO007, bei denen der pO,
jeweils bei 20% gehalten wurde. Die CO,-Konzentrationen in der Gasphase wurden jeweils
bei 0,3, 0,6 und 1,4% gehalten. Diese Resultate veranschaulichen die einfache
Anwendbarkeit dieser Technik. Die graue Box in Abbildung 3.3 zeigt Ausbeuten, die mit
SBCmOO07 mittels dieser Methode erzielt wurden. Der pO, wurde hier wahrend der gesamten
Kultivierung bei 20% und die CO,-Konzentration bei 1.8% gehalten. Fir die Substanzen A, B
und D sind diese Kultivierungsbedingungen die besten, unter den in Abbildung 3.3
dargestellten, und fur alle Substanzen sind diese Bedingungen besser als die dargestellten
Standardbedingungen. Dies zeigt das Potenzial dieser Methode zur Entwicklung
verbesserter Produktionsprozesse. Wie oben bereits erwahnt, ist diese Kontrolle jedoch nur
in gewissen Grenzen moglich. Wenn sehr niedrige CO,-Werte bei niedrigem pO, bendtigt

werden, kann eine zusatzliche Entgasung mit Stickstoff nétig sein. Im umgekehrten Fall



(hohe O,- und CO,-Werte) ist es mdglicherweise nétig mit reinem O, zu begasen um die

Begasungsrate zu reduzieren.
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Abbildung 3.5: Fermentationsgraphen einer Repeatet-Batch-Kultivierung von Stamm SBCmO007. Die CO;
Konzentration im Abgas wurde bei 0,3, 0,6 und 1,4% gehalten und der pO, bei 20%. Beide Parameter wurden
mittels der im Text beschriebenen Methode kontrolliert. Gezeigt sind aul3erdem der OCQ-Wert (siehe Text),
Ruhrerdrehzahl und Gesamtluftvolumen (Airflow). Die reduzierte Begasungsrate bei héheren CO,-Werten fiihrte
zu Begasungspulsen, da ein unterer Grenzwert von 0,2 I/min vom Massflowcontroller nicht unterschritten werden
konnte. Die Ausbauchung des OCQ-Wertes wéahrend der ersten Batch-Phase wird durch ein unteres Limit der
Ruhrerdrehzahl erzeugt. Diese konnte nicht unter einen bestimmten Grenzwert fallen, weshalb die
Begasungsrate nicht beliebig gesteigert werden konnte um CO, auszublasen. Aus diesem Grund kommt es zur
Reduktion des OCQ-Wertes obwohl beim CO.-Gehalt selbst noch keine offensichtlichen Auswirkungen
bemerkbar sind [Abb. aus 8].

3.2.3 OCQ UND COQ ALS NEUE PARAMETER ZUR PROZESSKONTROLLE

Wie in Abschnitt 3.2.2 gezeigt wurde, ist die Abgaszusammensetzung einer Fermentation ein
direktes Ergebnis der respiratorischen Aktivitdt, der Begasungsrate und des
Leistungseintrags des Bioreaktors. Die genaue Beobachtung der O,- und CO,-Konzentration
im Abgas verschiedener Kultivierungen zeigten, dass beide Gase hochspezifische
wachstums- und nédhrstoffabh&ngige Konzentrationskurven erzeugen. Diese Konzentrationen
kénnen mittels kostengunstiger Sensoren in der Abluft des Bioreaktors gemessen werden.
Aufgrund der schwachen respiratorischen Aktivitat der verwendeten Organismen, ist

allerdings das Signal/Rausch Verhaltnis relativ schlecht und die Konzentrationsdifferenz im
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Abgas so klein, dass die darauf basierenden Parameter CER, OUR und der RQ haufig nicht
ausreichend sensitiv und zu fehlerbehaftet fir eine Prozessautomatisierung sind (zumindest
mit den verwendeten Sensoren, Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde nach

anderen verwendbaren Signalen gesucht.

Untersuchungen ergaben, dass die Division der gemessen O,- mit der gemessenen
CO,-Konzentration (0O,-CO,-Quotient oder OCQ), oder umgekehrt (CO,-0,-Quotient, COQ),
unter Umstanden anwendbar sind. Die Tatsache, dass O,- und CO,-Konzentration bei
respiratorischer Aktivitdt einen gegenlaufigen Konzentrationsverlauf im Abgas zeigen,
Lverstarkt" die berechneten Werte. Hinzu kommt, dass beide Messwerte in die Berechnung
einbezogen werden und nicht nur einer, wie bei der OUR- und CER-Berechnung. Durch die
gezielte Beeinflussung der Kultivierungsbedingungen kann eine weitere Verstarkung der
Effekte erreicht werden. Die Steuerung des pO, Uber die Begasungsrate flihrt beispielsweise
zu hohen OCQ-Werten, bei hoher metabolischer Aktivitdt der Zellen in den verwendeten
Bioreaktoren. Dies resultiert aus der Tatsache, dass CO, aufgrund des hohen
Sauerstoffbedarfs - welcher durch hohe Flussraten bedient wird - konstant ausgeblasen wird.
Wird der pO, durch die Rihrerdrehzahl geregelt, tritt der umgekehrte Fall ein. Bei hohem
Sauerstoffbedarf - der Uber ausreichende Dispergierung eines langsam flieRenden
Luftstroms gedeckt wird - steigt die CO,-Konzentration innerhalb des Bioreaktors an und der
OCQ-Wert kann sehr klein werden. Bei geringer Atmungsaktivitat hingegen sinkt der
OCQ-Wert, bei einer pO,-Regelung lber die Begasungsrate, auf niedrige Werte, da die
Begasungsrate reduziert wird und der Massentransfer vom Kopfvolumen mehr ins Gewicht
fallt. Dies fuhrt zu einer Anreicherung von CO, im Bioreaktor. Bei einer Regelung des pO,
Uber die Ruhrerdrehzahl tritt wiederum der umgekehrte Fall ein. Die Rihrerdrehzal wird

reduziert und CO, ausgeblasen, was zu einem hohen OCQ-Wert fihrt.

Der resultierende OCQ-Verlauf einer Kultivierung mit pO,-Regelung via Begasung beginnt
deshalb bei niedrigen Werten. Er steigt an, wenn die Zellen die exponentielle
Wachstumsphase erreichen und sinkt wieder ab, wenn die Nahrstoffe verbraucht sind und
die Atmungsaktivitat zurtickgeht. Der entsprechende COQ-Verlauf verhalt sich jeweils genau
entgegengesetzt, da er den Kehrwert des OCQ's darstellt. Die Form dieser Verlaufe (OCQ
und COQ) kann, bei einer Kontrolle des pO, durch Variationen in der Begasungsrate,
wesentlich durch die Einstellung der Ruhrerdrehzahl beeinflusst werden. Optimale

Einstellungen missen im Vorfeld getestet werden.

Wird der pO, Uber die Ruhrerdrehzahl konstant gehalten, beginnt der OCQ-Verlauf bei
hohen Werten. Dies ist bedingt durch das konstante Ausblasen des CO, zu Beginn der
Kultivierung, wenn die respirative Aktivitdt sehr schwach ist. Bei héheren Zelldichten und

erhohter Verstoffwechselung des Sauerstoffs sinkt der OCQ ab und steigt gegen Ende der



Kultivierung wieder an, wenn die Nahrstoffquellen verbraucht sind. Die Form der Kurve hangt
hier sehr stark von der initialen Begasungsrate ab. Abbildung 3.6 zeigt die berechneten
Werte der beiden Parameter, wenn Raumluft bei einem angenommenen RQ von 1
verwendet wird. Dies bedeutet, dass die stéchiometrisch erzeugte Menge an CO, gleich der

verbrauchten Menge O, ist.
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Abbildung 3.6: Berechnete OCQ- und COQ-Kurven. Die Abbildung zeigt die theoretischen OCQ (cO,/cCO,
Abgas) und COQ (cCO,/cO, Abgas) Werte aufgetragen gegen die Abgaskonzentrationen. Angenommen wurde
ein RQ von 1 was bedeutet, dass pro Mol Sauerstoff ein Mol Kohlendioxid produziert wird. Der Kurvenverlauf
zeigt, dass die hochste Sensitivitat des OCQ zwischen 0-5% CO, im Abgas zu erwarten ist [Abb. aus 8].

Durch Verandern der Begasungsrate und Ruhrerdrehzahl konnen die Bedingungen so
eingestellt werden, dass man sich auf der in Abbildung 3.6 dargestellten Abszisse nach
rechts oder links bewegt. Durch entsprechende Prozessfihrung kénnen, mittels dieser
Parameter, auf3erordentlich aussagekraftige Kurvenverlaufe, beziiglich des metabolischen
Zustandes einer Kultur, erzeugt werden. Die Abbildung verdeutlicht, dass fir den OCQ die
hochste Sensitivitat bei moderaten CO,- und héheren O,-Konzentrationen zu erwarten ist.
Da erfahrungsgemald der Uberwiegende Anteil von Kultivierungen myxobakterieller und
anderer schwach metabolisch aktiver Organismen in diesem Bereich ablauft, ist

infolgedessen speziell dieser Parameter interessant fir eine Anwendung.

Abbildung 3.7 zeigt den zeitlichen Verlauf des OCQ- und COQ-Wertes bei einer Batch-
Kultivierung des Modellorganismus' Saccharomyces cerevisiae, bei welcher der pO, uber die
Ruhrerdrehzahl geregelt wurde. Die rote Box zeigt die Rohdaten in grau, sowie die
gemittelten Signale von drei Minuten Messzeit in schwarz. Ein direkter Vergleich dieser

Parameter mit CER/OUR ist nicht sinnvoll, da diese mehr oder weniger unabhéangig von den
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Kutlivierungsbedingungen sind. Dies ist fur OCQ/COQ nicht der Fall. Diese Parameter
hangen vollstandig von den gewahlten Kultivierungsbedingungen ab. Aus diesem Grund
reagieren sie jedoch sehr sensitiv (in ihrem optimalen Bereich) auf Anderungen der
Ruhrerdrehzahl, Begasungsrate und insbesondere der Atmungsaktivitat der Organismen im
Bioreaktor. Die erhaltenen Kurven sind typisch und reproduzierbar, wenn Kaultivierungen

unter denselben, standardisierten Bedingungen durchgefuhrt werden.
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Abbildung 3.7: Fermentationsgraphen einer S. cerevisiae Kultivierung. Dargestellt sind O,, CO,, pO2 und
Ruhrerdrehzahl. Der pO, wurde Uber die Rihrerdrehzahl kontrolliert. Der Verlauf der OCQ- und COQ-Kurven ist
fur eine Kultivierung dieser Art typisch und bei gleichen Kultivierungsbedingungen sehr gut reproduzierbar. Die
rote Box zeigt den, durch den zeitlichen Mittelwert von drei Minuten, geglatteten COQ an. Durch diese Glattung
kénnen Messungenauigkeiten und Rauschen herausgefiltert werden [Abb. aus 8].

Diese Reproduzierbarkeit wurde genutzt, um den Medienwechsel einer Testkultivierung zu
automatisieren. Fur diesen Versuch wurde SBCmO002 verwendet, nachdem eine 1 | Kultur
den oben beschriebenen Repetitive-Pattern Status erreicht hatte (siehe Kapitel 2 ,Repeated-
Batch-Verfahren fir ein Wirkstoffscreening mit Prozessverbesserung®). Der pO, wurde
wahrend dieser Kultivierung mittels der Begasungsrate geregelt. Die erhaltenen OCQ-

Kurven (Abbildung 3.8) zeigen eine leichte Abweichung von der, weiter oben, als typisch



beschriebenen Form. Dies ist bedingt durch relativ hohe Zelldichten im Bioreaktor, die ein
Uberspringen der Lag- und einen direkten Eintritt in die Logphase bewirken. Der Zeitpunkt
der Medienerneuerung wurde unter Kontrolle des OCQ gesetzt und eingeleitet, wenn ein
unterer Grenzwert erreicht war. Dieser Wert wurde bei einem ersten, manuellen
Medienwechsel abgelesen und danach als Grenzwert eingesetzt. Danach wurde die
Kultivierung vollautomatisch, unter der Kontrolle der Steuersoftware des Bioreaktors,
durchgefiihrt, mit etwa anderthalb Medienwechseln pro Tag. Die im Uberstand befindlichen
Metabolite wurden danach an ein Adsorberharz (Amberlite XAD16) gebunden und konnten
am Ende des Versuchs vom Harz eluiert werden. Der Prozess konnte dadurch problemlos
Uber 22 Tage gefahren werden und wurde letztendlich manuell gestoppt. Abbildung 3.8 zeigt

einen Ausschnitt der OCQ-Kurve dieser Kultivierung.
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Abbildung 3.8: OCQ Kurve einer Repeated-Batch-Kultivierung von Chondromyces Stamm SBCmO002. Der
pO. dieser Kultivierung wurde Uiber Begasung kontrolliert wahrend die Rihrerdrehzahl konstant gehalten wurde.
Dadurch kommt es zu einem Anstieg der CO,. und Abfall der O,-Konzentration, wenn die Atmungsaktivitat der
Organismen nachlasst, da geniigend Sauerstoff vom Kopfraum eingetragen und wenig durchgast wird. Ein
unterer Schwellenwert wurde als Ausldser fiir einen automatisierten Medienwechsel mit anschlieRender
Inkubation mit XAD16 verwendet. Die Kultur konnte dadurch 22 Tage automatisiert mit ca. 1,5 Medienwechseln
pro Tag betrieben werden [Abb. aus 8].

Ein Vorteil dieser Methode ist die kurze Zeit, die benétigt wurde um einen
Automatisierungsausloser zu etablieren. Nach nur einem Kultivierungszyklus konnte der, auf
der Erfahrung des Mikrobiologen basierende, Zeitpunkt des Medienwechsels in ein
Automatisierungsskript integriert werden. Dies wurde durch die Berechnung des OCQ-
Wertes und der dadurch mdglichen Rickschlisse auf den Zustand der kultivierten Bakterien
ermdglicht. Dadurch konnte das Produktions-Potenzial der Organismen problemlos mehr als
20 Tage aufrechterhalten werden, bevor der Testlauf manuell gestoppt wurde. Zum
Vergleich: Batch-Prozesse dauern in der Regel nicht langer als eine Woche und Fed-Batch-

Prozesse miissen meist, aufgrund von Selbstintoxikation der Bakterien in den komplexen
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Kulturmedien, nach etwa zwei Wochen beendet werden. Um die Produktivitédt dieses
Prozesses mit einer herkdbmmlichen Fed-Batch-Kultivierung vergleichen zu kénnen, wurde
der zellfreie Uberstand im Anschluss an eine Kultivierungsrunde mit XAD16 inkubiert, um die
Sekundarstoffe daran binden zu lassen. Bei einer herkdmmlichen Fermentation erfolgt eine
Addition des XADs schon zu Beginn einer Kultivierung. Abbildung 3.9 zeigt einen Vergleich
der relativen Produktivitat von Apicularen A und zwei Crocapeptin-Derivaten, die Stamm
SBCmMO02 bei den gewdahlten Kultivierungsbedingungen produziert. Dieser Vergleich zeigt,
dass nicht alle Substanzen von der Repeated-Batch-Methode mit einer an die Kultivierung
angeschlossenen Extraktion des Uberstands profitieren. So ist die Produktivitat hinsichtlich
der Substanz Apicularen A bei Abwesenheit von XAD16 geringer. Im Falle der Crocapeptine
ist jedoch eine verbesserte Produktion, bei zumindest einer Variante, beim Repeated-Batch-
Verfahren zu beobachten. Der Vergleich anderer Substanzen aus den Extrakten zeigt, dass
einige Substanzen von diesem Verfahren hinsichtlich der Ausbeute profitieren, jedoch nicht
generell verbesserte Ausbeuten erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Grinde fir eine
verminderte Produktion kdnnen unter anderem Degradation des Produkts oder eine
Feedback-Inhibierung durch dieses sein. Dies bedeutet, dass die Ausbeuten von
Einzelsubstanzen die durch eine nachfolgende Extraktion erzielt werden kdnnen, jeweils fur
den Einzelfall untersucht werden missen. Unter entsprechenden Umstanden kann der OCQ
jedoch eine nutzliche Hilfe fir die Prozessautomatisierung und Optimierung sein. Durch eine
OCQ-basierte Prozesskontrolle kann die Produktivitat dieser schwierig handhabbaren

Organismen unter Umstanden verbessert und wesentlich verlangert werden.
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Abbildung 3.9: Vergleich der relativen Peakintesitaten zweier Substanzklassen von Extrakten aus einer
Batch- und einer RB-Kultivierung. Die Graphen zeigen die relativen Peakflachen im Vergleich zu
Sulfadimethoxin als internem Standard. Die Apicularenproduktion profitiert von der direkten Addition des XAD16,
wahrend fur eines der Crocapeptinderivate dessen Fehlen eine bessere Produktion herbeifiihrt [Abb. aus 8].



Dieser Vergleich der Produktivitat dieser zwei Prozesstypen hinsichtlich der Apicularen- und
Crocapeptin-Mengen lieferte einen zusétzlichen Vorteil dieser Kultivierungsmethode. Durch
die nach der Kultivierung erfolgende Inkubation des Kulturiberstandes mit dem
Adsorberharz, wurde das Binden von unverbrauchten Medienkomponenten an das Harz
weitgehend verhindert. Dieses so genannte ,Resin Fouling” stellt eines der Hauptprobleme
beim Aufreinigen von Sekundéarstoffen dar: Zum einen wird die Bindekapazitat des Harzes
reduziert, zum anderen erschweren die gebundenen Medienbestandteile die nachfolgende
Aufarbeitung. Die Medienbestandteile missen haufig unter grolem Aufwand von den
Zielsubstanzen getrennt werden. Abbildung 3.9 zeigt drei BPCs vergleichbarer
Kultivierungen, die im positiven lonisierungsmodus aufgenommen wurden. Durch eine der
Fermentation angeschlossene Extraktion des Uberstands mit einem Adsorberharz, kann eine

deutliche Reduzierung des ,Foulings” erzielt werden (Schattierte Box, Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Base-Peak-Chromatogramme von Extrakten: Medium Blank, Kultivierung mit Zugabe von
XAD (Fed Batch) und Kultivierung mit nachfolgender Inkubation des Uberstands mit XAD (Repeated
Batch). Die beiden Kultivierungen wurden unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt. Die Abbildung
verdeutlicht das sogenannte Resin Fouling anhand eines Medium Blanks. Die graue Box umrahmt den
Retentionszeit-Bereich innerhalb dessen im Fed-Batch-Extrakt Medienbestandteile identifiziert werden koénnen.
Diese Peaks sind bei einer der Kultivierung angeschlossenen Inkubation mit XAD wesentlich reduziert. Der
schwarze Pfeil zeigt den Peak des internen Standards an [Abb. aus 8].

Aufgrund der hohen Sensitivitdit des OCQs und COQs besteht die Mdoglichkeit diese

einzusetzen, wenn Dbeispielsweise bei kontinuierlichen Kaultivierungen Steady-State-
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Bedingungen erreicht und gehalten werden sollen. Der OCQ-Wert kénnte beispielsweise als
StellgroRe fur die Verdinnungsrate in Chemostat- oder Perfusionsprozessen verwendet
werden. Erste Versuche diesbeziglich sind sehr vielversprechend (siehe Kapitel 5). Die
Sensitivitat dieses Parameters wird ersichtlich, wenn man Abbildung 3.5 genauer betrachtet.
Es ist deutlich zu erkennen, dass der OCQ konstant bleibt, wenn die eingestellten
Bedingungen erreicht sind. Im abgebildeten Fall sind das die gewinschten CO,- und
O,-Konzentrationen. Im ersten Kultivierungszyklus konnte allerdings aufgrund eines unteren
Grenzwertes die Ruhrerdrehzahl nicht weiter reduziert werden. Dies fuhrt zu einem
deutlichen Ausbauchen des OCQ-Verlaufs, wahrend bei der CO,-Konzentration noch kein
offensichtlicher Effekt sichtbar wird. Dies verdeutlicht, wie empfindlich der OCQ auf kleinste
Veranderungen reagiert und wie dadurch bereits frilhzeitig Anderungen im
Sauerstoffverbrauch angezeigt werden. Dadurch kdnnen, wenn das Wachstumsverhalten
eines Stammes bekannt und die Kultivierungsbedingungen etabliert sind, OCQ und COQ als
einfache Ausloser oder zusatzliche Kontrollen zu CER/OUR-basierten Kultivierungs-

strategien verwendet werden.

3.3 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass der Einfluss des pO, und insbesondere des pCO,
auf die Sekundarstoffproduktion von Myxobakterien bislang unterschatzt bzw. vernachlassigt
wurde. Die Ergebnisse, die mit dem Genus Chondromyces erzielt werden konnten, lassen
sich, basierend auf ersten Versuchen, auch auf den Genus Sorangium Ubertragen. Es ist
wahrscheinlich, dass die Produktivitat anderer Mikroorganismen ebenfalls durch eine
stringente Kontrolle der Gaszusammensetzung beeinflusst werden kann. Durch die Methode
zur Kontrolle beider Gaskonzentrationen besteht die Mdglichkeit, mit einem sehr einfachen
instrumentellen Aufbau Fragestellungen diesbeziliglich zu untersuchen. Weiterhin erlaubt die
Anwendung derselben Prinzipien eine Automatisierung und Kontrolle von Bioprozessen ohne
umfassende Kenntnisse der benétigten Substrate und involvierten Stoffwechselvorgange der
untersuchten Organismen zu besitzen. Hierfiir wurden die sensitiven Parameter OCQ und
COQ eingesetzt. Diese ermdoglichen, trotz der schwachen respiratorischer Aktivitat von
Myxobakterien, den Einsatz kostengunstiger, aber wenig sensitiver, Abgassensoren, um eine
zuverlassige Prozessautomatisierung zu erzielen. Weitere Versuche werden zeigen,
inwiefern diese Ergebnisse auch fir die verbesserte Kultivierung anderer Organismen

eingesetzt werden kdnnen.



4 ENTDECKUNG NEUER CHONDRAMIDE MIT

VERBESSERTEM WIRKUNGSSPEKTRUM

4.1 HINTERGRUND

Die Zielsetzung der nachfolgend beschriebenen Arbeiten war es, die im Kapitel 2
(,Repeated-Batch-Verfahren fir ein Wirkstoffscreening mit Prozessverbesserung) gezeigten
Verfahren weiterzuentwickeln. Zusatzlich sollte dem dort verwendeten Wirkstoffassay High-
Content-Screening (HCS) hinzugefiigt werden. Dadurch sollten zusatzliche Informationen,
hinsichtlich der unterschiedlichen biologischen Aktivitdten eines Substanzgemisches,
gewonnen werden. Zudem sollte auf das Ziel hingearbeitet werden, eventuell Uberlagerte
Aktivitaten zu unterscheiden und dadurch Substanzen zu identifizieren, die ansonsten nicht
entdeckt worden waren. Die gesamte Aktivitdtstestung fur diese Arbeiten sowie die in vitro

Aktin-Assays wurden von Jennifer Herrmann durchgefiihrt.

Seit der Entwicklung und Anwendung von High-Content-Screening in den spéaten neunziger
Jahren, wurde diese Technik, im Zuge von Weiterentwicklungen in Wirkstofffindungs- und
Screeningprozessen, immer weiter verbessert und flr spezielle Fragestellungen optimiert.
HCS findet vor allem im Sekundarscreening, bei der Aufklarung von Struktur-Aktivitats-
beziehungen (Structure-Activity-Relationship, SAR), sowie der Wirkmechanismusvalidierung
und Wirkstoffoptimierung Anwendung. In den letzten Jahren wurde allerdings immer wieder
versucht, die Qualitat eines Primarscreening zu verbessern, indem zellbasierte HCS-Assays
mit einer héheren physiologischen Relevanz eingesetzt wurden [1, 2, 3]. Traditionell erfolgt
die Wirkstoffsuche nach bioaktiven Substanzen aus natirlichen Quellen durch Untersuchung
mehr oder weniger vorfraktionierter Extrakte, gefolgt von arbeitsintensiver, aktivitatsgeleiteter
Aufreinigung und Charakterisierung. Dieser Prozess kann maoglicherweise durch fokussierte,
aussagekraftige sowie durch Dereplikation unterstitzte Assays beschleunigt werden. Aus
diesem Grund wurden methanolische Extrakte von SBCmO007, einem Chondromyces-Isolat
aus unserem Labor, untersucht. Der hier gewahlte Ansatz sollte ermoéglichen, mittels HCS,
chemisch neue Substanzen zu identifizieren. Die so entdeckten Substanzen besafRen dann
bereits  zugeordnete  biologische  Aktivitaten  hinsichtlich  eines  apoptotischen
Wirkmechanismus‘ auf eukaryotische Zellen. Myxobakterien im Allgemeinen, darunter auch
der Genus Chondromyces, stellen eine Besonderheit dar, da viele der produzierten
Sekundarstoffe einzigartige Strukturelemente und neue Wirkmechanismen aufweisen. In
Abbildung 4.1a sind einige Metabolite dargestellt, die von verschiedenen

Chondromyces spp. produziert werden. SBCmO007 wurde ausgewahlt, da die durchgefihrte
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Dereplikation von Kultivierungsextrakten mittels HPLC/MS ergab, dass aufRer den bereits
bekannten Chondramiden A-D (siehe Abbildung 4.1b), keine weiteren von dieser Gattung
produzierten Substanzen detektiert werden. Chondramide sind zyklische Depsipeptide, die
urspringlich aus Chondromyces crocatus isoliert wurden [4]. Strukturell sind die
Chondramide sehr eng mit den Jaspamiden und Jasplakinoliden verwandt, welche aus
marinen Quellen isoliert wurden [5, 6] und wirken wie diese auf Aktin, eine der

Hauptkomponenten des eukaryotischen Zytoskeletts.
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Abbildung 4.1: Verschiedene Sekundérstoffe, die von Chondromyces sp. produziert werden. (a) Vier
beispielhaft gewéahlte Metabolite aus Chondromyces sp., die nicht in Extrakten von SBCmO007 gefunden werden.
(b) Chemische Struktur der Chondramide A-D, die von SBCmO007 produziert werden. Die beiden Bilder zeigen
Aktinfilamente von humanen U-2 OS Osteosarcom-Zellen vor und nach der Behandlung mit 100 nM
Chondramid C. Typische F-Aktin Verklumpungen werden bereits nach 4 h beobachtet [Abb. aus 7].

Die Strukturen beinhalten ein halogeniertes D-Tryptophan sowie eine ungewdhnliche

(R)-B-Tyrosin Einheit, was durch Arbeiten an den zugehdrigen Biosyntheseenzymen dieser



Stoffgruppe belegt werden konnte [8]. Beide Substanzgruppen, Jaspamide/Jasplakinolide
und Chondramide, induzieren invitro die Polymerisation von G-Aktin unter
Niedrigsalzbedingungen [9, 10]. Aufgrund der kompetitiven Verdrdngung von gebundenem
Phalloidin und unterstitzt durch Co-Kristallisationsstudien mit diesem, wurde eine
gemeinsame Bindestelle dieser Substanzen an F-Aktin mit dem Pilztoxin vorgeschlagen [11,
12]. Im Gegensatz zu Phalloidin sind die Depsipeptide allerdings in der Lage in lebende
Zellen einzudringen, was sie zu wertvollen Werkzeugen fir die Untersuchung der
Aktindynamik in vivo macht [13, 14].

Die beiden Zytoskelettproteine Aktin und Tubulin, welche u. a. fur die Aufrechterhaltung der
Zellstruktur bendtigt werden, sind auch an vielen anderen wichtigen Funktionen der Zelle
beteiligt. Dazu gehoren die Zell-Zell-Kkommunikation, Transportvorgénge, die Zytokinese und
die Mitose. Aus diesem Grund stellen diese Proteine interessante Ansatzpunkte fur
Pharmazeutika dar. So sind speziell antimitotische Substanzen, die direkt auf Mikrotubuli
wirken, gut untersuchte Chemotherapeutika, die fir die Krebsbehandlung verwendet werden
[15]. Im Gegensatz dazu befindet sich keine Substanz, die auf Aktin wirkt, in klinischer
Anwendung, obwohl sowohl Tubulin als auch Aktin als mdgliche Zielstrukturen bei der
Krebsbehandlung diskutiert werden. Speziell die Migration von Krebszellen ist
mdglicherweise durch aktinwirksame Zytostatika positiv beeinflussbar [16, 17]. Ein weiteres
Anwendungsgebiet der Chondramide stellt, wie oben bereits angedeutet, die Moglichkeit dar,
diese Molekile als molekulare Sonden einzusetzen. Derivatisierungen am Alaninrest des
Molekils haben gezeigt, dass Fluorophore gekoppelt werden kénnen. Das synthetische
Derivat konnte fur eine effiziente Farbung von Aktin in nicht permeabilisierten Zellen
verwendet werden [14].

Mehr als 10 Jahre nach der Entdeckung der Chondramide, wurden zwei unabhangige
Berichte Uber die Totalsynthese von Chondramid C verdffentlicht; und weitere zwei Jahre
spater die Totalsynthese von Chondramid A, mit welcher letztendlich die absolute
Konfiguration dieser Molekile geklart werden konnte [12, 18, 19]. Dies erlaubte wichtige
Einsichten in Struktur-Aktivitatsbeziehungen. So konnte z. B. gezeigt werden, dass die
Konfiguration an C6-C7 des Polyketidsegments ausschlaggebend fir die Konformation des
Peptidteils des Molekuls, und damit auch fir seine Aktivitat, ist [18]. Diese Ergebnisse
werden unterstutzt durch Vergleiche von Chondramid C mit einem Modell des
aktingebundenen Phalloidins [12]. Weiterhin konnte mit synthetischen Analoga gezeigt
werden, dass die Arylgruppe fur eine Aktivitdt wichtig ist. Kleinere Modifikationen an der
para-Position dieser Einheit werden toleriert, wahrend ein Austausch der Hydroxygruppe mit

voluminéseren Einheiten eine Verminderung der Aktivitat zur Folge hat [20, 21].
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Diese Studie befasst sich mit der Entdeckung und Charakterisierung von 14 neuen
Chondramid-Derivaten aus Extrakten von SBCmO007. Die dabei gefundenen
Derivatisierungen des Chondramid-Grundgeriists deuten auf 21 weitere theoretische
Strukturvariationen hin, von denen 16 mittels HRMS nachgewiesen wurden. Diese
Strukturvielfalt wird durch unterschiedliche Derivatisierungen am Grundgerist erzeugt, die in
verschiedenen Kombinationen auftreten. Von jeder strukturellen Variante wurde mindestens
ein Vertreter aufgereinigt, chemisch charakterisiert und sowohl in vivo als auch in vitro
hinsichtlich  der biologischen Aktivitat untersucht. Dadurch konnten  Struktur-
Aktivitdtsbeziehungen aufgezeigt werden, welche nahelegen, dass bromierte Chondramid-
Varianten mdoglicherweise als vielversprechende Leitstrukturen fir therapeutische

Substanzen oder als biologische Sonden dienen kdénnen.

4.2 ERGEBNISSE

4.2.1 BIOAKTIVITATSSCREENING VON CHONDROMYCES SP. SBCMOO07

Das Neuisolat Chondromyces sp. SBCm007 wurde fir die Produktion des Screeningextrakts
in einem 2| Bioreaktor Kkultiviert (siehe Kapitel 2 ,Repeated-Batch-Verfahren zur
kombinierten Prozessoptimierung mit Wirkstoffscreening®). Fur die Untersuchung mittels
HCS wurde ein Standardextrakt einer RB-Kultivierung verwendet, welches mittels der in
Kapitel 2 beschriebenen Methoden charakterisiert wurde. Die spéatere Produktion grof3erer
Mengen von Substanzen wurde mittels eines Batch-Prozesses in einem 10 | Bioreaktor mit
direkter Addition von XAD16 durchgefuhrt. Dabei wurden die verbesserten
Produktionsbedingungen eingesetzt, die in den beiden vorhergehenden Kapiteln identifiziert
und beschrieben wurden. Das Adsorberharz wurde jeweils mit Methanol extrahiert und das

methanolische Extrakt entsprechend verarbeitet.

Bei Testungen mit humanen HL-60 Leukdmie-Zellen lagen die Glso-Werte unter 1 pg/ml
(siehe Abbildung 2.12), was hinsichtlich der Zytotoxizitat eines Rohextraktes sehr niedrig ist.
Die LC/MS basierte Dereplikation mittels des Datenbanksystems Myxobase [Daniel Krug,
Srikanth Dudela, nicht veréoffentlicht] zeigte, dass SBCmO007 die bekannten Chondramide
A-D produziert. Typische morphologische Veranderungen der Testzelllinie wiesen ebenfalls
auf das Vorhandensein von Chondramiden in den Extrakten hin. Nach Inkubation mit dem
Rohextrakt wurden Zellen mit zwei oder mehr Kernen beobachtet, einem charakteristischen
Phanomen bei auf Aktin wirksamen Substanzen (siehe Abbildung 4.2a). Die
auBBergewdhnlich hohe Toxizitat des Extrakts legte jedoch nahe, dass aul3er den bekannten
Chondramiden, noch weitere - bislang unbekannte - zytotoxische Substanzen im Extrakt

vorhanden sein mussten. Durch die Verwendung spezifischerer Bioassays, sollten bekannte



Effekte, wie die durch die Chondramide A-D hervorgerufene Aktinpolymerisation, von
mdglichen anderen zytostatischen Effekten unterschieden werden. Die Testung des
Rohextraktes zeigte, dass neben der sehr starken Polymerisation von Aktin auch ein Anstieg
des lysosmalen pH-Wertes zu beobachten war. Aus diesem Grund wurde das Rohextrakt
mittels Kieselgelfraktionierung aufgetrennt und diese Priméarfraktionen in verschiedenen
High-Content-Assays getestet. Die Testauswertung beinhaltete eine Analyse und
Quantifizierung morphologischer Veranderungen, z.B. Zellvergréf3erung/-schrumpfung,
Zerstorung von Aktinfilamenten und Anderungen des lysosomalen pH-Wertes von humanen
U-2 OS Zellen.

Obwohl in den getesteten Silikagelfraktionen eine Uberlappung beider oben genannter
Effekte beobachtet wurde, konnte durch Tests mit Reinsubstanzen gezeigt werden, dass die
Chondramide keine Anderung des lysosomalen pH-Wertes auslosen (siehe Abbildung 4.2b).
Durch Fraktionierung mittels semipraparativer HPLC konnten die Substanzen, die eine
Veranderung des pH-Wertes auslésten, von denen, die eine polymerisierende Wirkung auf
Aktin haben, getrennt werden (Auswertung nicht gezeigt). Aufgrund der geringen Mengen
war es jedoch nicht mdglich, die Substanzen, die eine Verdnderung des lysosomalen pH-

Wertes ausldsten, aufzureinigen und zu charakterisieren.

Die Auswertung der HC-Daten zeigte, dass der aktinpolymerisierende Effekt durch nahezu
allen Kieselgelfraktionen ausgelést wurde. Im Gegensatz dazu bestatigte ein
Tetrazoliumsalz-Assay, (MTT) in Kombination mit MS-Dereplikation, jedoch nur in den
Fraktionen C und D das Vorhandensein von Chondramiden (siehe Abbildung 4.3). Aus
diesem Grund wurden ausgewdahlte Kieselgelfraktionen mittels praparativer HPLC/MS-
Chromatographie subfraktioniert und diese Fraktionen ebenfalls einer HC-Analyse zugefihrt.
Diese Vorgehensweise flhrte letztendlich zur Identifizierung einiger Zielmassen mit denen
eine Aktinpolymerisation assoziiert werden konnte. Dies war ausschlaggebend fir die

Aufreinigung verschiedener Substanzen.

Die Aufreinigung verschiedener Zielsubstanzen mittels semipreparativer HPLC, basierend
auf den HC-Bioaktivitats-Assays, flhrte letztendlich zu einigen Reinsubstanzen, die die
aktinpolymerisierende Aktivitat aufwiesen. Diese Substanzen wurden einer vollstandigen
chemischen Charakterisierung mittels MS- und NMR-basierter Methoden zugefiihrt. Dies
fuhrte letztendlich zur Identifizierung verschiedener neuer Chondramid Derivate mit
interessanten, bis dahin fir diese Substanzklasse noch nicht beschriebenen, strukturellen
Erweiterungen. Die erste entdeckte Variante (A10), ist beispielsweise am Tryptophanrest
halogeniert, wie es fir Chondramid B und D bereits beschrieben wurde. Es konnte jedoch
eine zusétzliche Chlorierung an C6‘ sowie eine Glykosylierung am Tyrosinrest nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 4.4a).
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Abbildung 4.2: Primarscreening von SBCmO007. (a) BPC des Rohextrakts vom XAD einer SBCm007 Kultur,
analysiert mittels HPLC-MS im positiven lonisierungsmodus. Die Abbildungen zeigen die typischen
morphologischen Veranderungen von U-2 OS Zellen nach Behandlung mit dem Extrakt. Die Pfeile zeigen die
haufig auftretenden doppelkernigen Zellen an. (b) Als Indikator fiir den Lysosomalen pH-Wert wurde
Acridinorange verwendet. Die oberen Abbildungen zeigen extraktbehandelte U-2 OS Zellen, Aktin wurde mittels
Antikdrperfarbung sichtbar gemacht. Linkes Bild: gruin fir p-Aktin, blau fir Hoechst-gefarbte Zellkerne. Rechtes
Bild: gruin fur Acridinorange in ganzen Zellen, rot fr akkumuliertes Acridinorange in sauren Kompartimenten, blau
fir Hoechst-gefarbte Zellkerne. Chondramide allein beeinflussen den lysosomalen pH bei einer Endkonzentration
von 100 nM nicht (untere Bildreihe). Firr eine HCS Analyse (Diagramm) wurden U-2 OS Zellen 4 h mit Extrakt
oder Fraktionen behandelt bei einer Endkonzentration von 50 pug/ml und dann mit Acridinorange und
Hoechst33342 gefarbt. Das Acridinorange Fluoreszenzverhéltnis griinzytopiasmal/rOtiLysosomen Wurde aus Mittelwerten
aller Zellen eines Wells berechnet. Die gestrichelte Linie zeigt den Wert der Kontrolle an. Die Fehlerbalken geben
jeweils die Standardabweichung an. Die drei Abbildungen zeigen Kontrollzellen und Zellen, die mit Fraktion D und
E behandelt wurden. Hier wird deutlich, dass die lysosomale Aktivitét nur teilweise mit den Fraktionen die den
Uberwiegenden Anteil an Chondramiden enthalten (*) Giberlappt [Abb. aus 7].
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Abbildung 4.3: Vergleich der Sensitivitat eines konventionellen MTT-Assays, mit High-Content-Screening,
bei welchem die Aktinpolymerisation quantifiziert wird.(a) Kieselgelfraktionen wurden bei einer
Endkonzentration von 50 pug/ml getestet. Nach 2 Tagen Behandlung wurde die Viabilitat der U-2 OS Zellen mittels
Tetrazoliumsalzreduktion (MTT) getestet. Die Balken zeigen den Mittelwert dreier Messungen mit der jeweiligen
Standardabweichung an. Die Kontrolle wurde auf 0% Wachstumsinhibierung gesetzt. Die Abbildung links zeigt
die Wells der Fraktionen A-H. Die Chondramide enthaltenden Hauptfraktionen sind mit einem Stern markiert. (b)
HCS vom Rohextrakt und Kieselgelfraktionen bei einer Endkonzentration von 25 pg/ml. U-2 OS Zellen wurden
nach einem Tag Behandlung auf B-Aktin immungefarbt. Die Standardabweichung der zytoplasmischen
Aktinfluoreszenz wurde auf Einzelzellbasis als Mittelwert pro Well ermittelt. Die Fehlerbalken geben diese an. Die
gestrichelte Linie gibt den Wert der Kontrolle an, wobei hohe Werte eine starke Aktinpolymerisation anzeigen. Die
Abbildung zeigt, dass eine signifikante Polymerisation auch in Fraktion G zu beobachten ist [Abb. aus 7].

4.2.2 CHARAKTERISIERUNG 14 NEUER CHONDRAMID DERIVATE

Die Entdeckung dieser neuen Chondramidderivate fiihrte dazu, dass HRMS Daten von
Biomassen- und XAD-Extrakt intensiv nach weiteren moglichen Variationen von

Chondramiden untersucht wurden. Diese Suche nach theoretischen Massen in den RBK-

91



92

Extrakten basierte auf der Hypothese, dass neue Chondramide potentiell Variationen im
Halogenierungsmuster aufweisen und/oder Glykosyliert sein kénnen. Zusatzlich wurden
haufige Variationen, wie Anderung einer Methylierung, beriicksichtigt und auch weniger
wahrscheinliche, wie beispielsweise eine Phopshorylierung, mit in die Betrachtung
einbezogen. In der Tat konnten mehr als 30 Varianten, basierend auf der theoretischen
Masse und den Isotopenmustern, mittels hochaufgeldster MS-Daten identifiziert werden. Um
Substanzen zu produzieren, die diese Annahmen untermauern, wurden weitere
Kultivierungen geplant. Diese Kultivierungen wurden schlie8lich unter Bedingungen, die
anhand der RBK-Versuche als vorteilhaft fir die Chondramidproduktion eingestuft worden
waren, durchgefuhrt (siehe Kapitel 2 und 3). So war es mdglich, von jeder strukturellen
Variation mindestens einen Vertreter aufzureinigen und einer kompletten chemischen
Charakterisierung mittels MS und NMR zu unterziehen. In Tabelle 4.1 ist jeweils angegeben,
welches Derivat mittels NMR charakterisiert wurde und welches mittels UPLC/HRMS

nachgewiesen wurde.

Um eine Einteilung der zahlreichen neuen Derivate zu erleichtern (siehe Abbildung 4.4b,
Tabelle 4.1 und Anhang C - NMR-Tabellen Chondramide) wurde eine Nomenklatur,
basierend auf der originalen Bezeichnung, eingefiihrt. Die Variationen an Position R*
bestimmt den Buchstaben des betreffenden Chondramidderivates (siehe Abbildung 4.4b).
Da Chondramid A bereits in der Literatur benannt war, wurde dafir die Erweiterung
Chondramid Al verwendet (siehe Tabelle 4.1). Chondramid B weist, im Vergleich mit
Chondramid A, keine Variation an R* auf, weshalb die Erweiterung A2 eingefuhrt wurde.
Chondramid C besitzt an R* ein H, aus diesem Grund wurde die Erweiterung C1 eingefiihrt.
An R! verhalt Chondramid D sich zu Chondramid C (C1), wie Chondramid B (A2) sich zu
Chondramid A (Al), weshalb die Erweiterung C2 eingefuhrt wird. Die Buchstaben B und D
wurden nicht vergeben, da diese bereits in der urspriinglichen Nomenklatur vorhanden
waren. Der Buchstabe E wurde neu eingefuhrt. Diese Bezeichnung wurde fur die bislang an
der Position R nicht beschriebene Hydroxylierung vergeben. Diese Nomenklatur vereinfacht
die Namensgebung dahingehend, dass nun alle Derivate bezlglich ihres
Substitutionsmusters an R?R* durchnummeriert werden kénnen. Der Buchstabe hingegen
gibt an, welche Strukturvariante an R* zu finden ist. Dies bedeutet beispielsweise, dass die
Chondramide A5, C5 und E5 das gleiche Substituentenmuster aufweisen - auf3er an Position
R®. Seltene Derivate, wie beispielsweise das Propionyl-Chondramid, von welchem sich nur
zwei Varianten nachweisen liesen, wurden nicht in die Nomenklatur mit einbezogen. Diese
bekamen einen Eigennamen, welcher die entsprechende Derivatisierung eines, in der
Nomenklatur bezeichneten, Grundgeristes beschreibt. Da manche Derivate, wie z. B. die
Chondramide A2 und A3, aufgrund ihrer Masse und ihres Isotopenmusters nicht

unterschieden werden konnten, wurde eines der Derivate aufgereinigt und charakterisiert.



Tabelle 4.1: Liste aller charakterisierten und postulierten Chondramid-Derivate. Spalte 2-6 geben den
jeweiligen Rest an (siehe Abbildung 4.4b). In Spalte 7 ist die theoretische und in Spalte 8 die detektierte Masse
angegeben. Wurden Derivate vollstdndig charakterisiert ist NMR in Spalte 8 eingetragen. Aufgrund der geringen
Abundanz konnten einige Derivate nur nach Aufkonzentrierung detektiert werden. 5 Derivate aus der C- und
E-Reihe, die ein Aquivalent in der A-Reihe besitzen, konnten nicht detektiert werden und sind in Spalte 8 mit n. d.
markiert.

m/z [M+H]* m/z [M+H]*

R’ R’ R® R R® theor. found
Chondramide A (A1) OMe H OH H Me 647.3445 NMR
Chondramide B (A2) OMe Cl OH H Me 681.3056 681.3049
Chondramide A3 OMe H OH Cl Me 681.3056 NMR
Chondramide A4 OMe Cl OH Cl Me 715.2666 NMR
Chondramide A5 OMe H P H Me 727.3109 727.3102
Chondramide A6 OMe Cl P H Me 761.2719 NMR
Chondramide A7 OMe H P Cl Me 761.2719 761.2713
Chondramide A8 OMe Cl P Cl Me 795.2329 NMR
Chondramide A9 OMe H CgHyO7 Cl Me 857.3376 NMR
Chondramide A10 OMe Cl CgHyO7 Cl Me 891.2987 NMR
Chondramide C (C1) H H OH H Me 617.334 617.3333
Chondramide D (C2) H Cl OH H Me 651.295 651.2944
Chondramide C3 H H OH Cl Me 651.295 651.2944
Chondramide C4 H Cl OH Cl Me 685.256 685.2554
Chondramide C5 H H P H Me 697.3003 685.2554
Chondramide C6 H Cl P H Me 731.2613 731.2607
Chondramide C7 H H P Cl Me 731.2613 731.2607
Chondramide C8 H Cl P Cl Me 765.2224 n.d.
Chondramide C9 H H CgHyO7 Cl Me 827.3271 827.3265
Chondramide C10 H Cl CeHg0O7 Cl Me 861.2881 n.d.
Chondramide E1 OH H OH H Me 633.3289 633.3283
Chondramide E2 OH Cl OH H Me 667.2899 NMR
Chondramide E3 OH H OH Cl Me 667.2899 667.2893
Chondramide E4 OH Cl OH Cl Me 701.2509 701.2503
Chondramide E5 OH H P H Me 713.2952 713.2946
Chondramide E6 OH Cl P H Me 747.2562 747.2556
Chondramide E7 OH H P Cl Me 747.2562 747.2556
Chondramide E8 OH Cl P Cl Me 781.2173 nd.
Chondramide E9 OH H CeHg0O7 Cl Me 843.322 n.d.
Chondramide E10 OH Cl CeHgO7 Cl Me 877.283 n.d.
Chondramide A3 (linear) OMe H OH Cl Me 699.3161 NMR
Brom-Chondramide A3 OMe H OH Br Me 725.255 NMR
Chondramide A9 Variant OMe H C15H24NO1; Cl Me 1074.4327 1074.432
Brom-Chondramide A9 OMe H CgsHgO7 Br Me 901.2871 901.2865
Chondramide A10 Variant OMe Cl Ci5H24NO; Cl Me 1108.3937 NMR
Propionyl-Chondramide C1 H H OH H Et 631.3496 NMR
Brom-Chondramide C3 H H OH Br Me 695.2445 NMR
Propionyl-Brom-Chondramide C3 H H OH Br Et 709.2601 NMR
Brom-Chondramide C9 H H CeHg0O7 Br Me 871.2766 871.2759
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Abbildung 4.4: Charakterisierte neue Chondramid-Derivate aus Extrakten von SBCmO007. (a) Uberlagerung
eines BPC (grau) des Rohextrakts von SBCmO007 mit einem EIC (schwarz) der Masse von Chondramid A10. (b)
Neue Chondramid-Derivate aus Extrakten von SBCmO0O07. Die aufgelisteten Substanzen wurden chemisch
charakterisiert und einem Bioaktivitatsscreening unterzogen (auf3er die mit einem ' markierten), um Rickschlisse
beziglich Struktur und Aktivitat ziehen zu kénnen. Die bereits beschriebenen Chondramide A-C wurden fiir einen
Vergleich und zur Bestimmung der absoluten Konformation ebenfalls isoliert [Abb. aus 7].

Es konnte gezeigt werden, dass eine Halogenierung am Tyrosinrest, bei einer
standardméaRigen chromatographischen Auftrennung, eine vergrolRerte Retentionszeit im
Vergleich zur gleichen Halogenierung am Tryptophan zur Folge hat. Durch diesen Befund
lieRen sich andere Strukturisomere ebenfalls charakterisieren. Die absolute Konfiguration
des Chondramid A1 aus SBCmO007 wurde anhand eines Vergleiches der chemischen
Verschiebung der 'H- und *C-Atome, sowie der homonuklearen Kopplunskonstanten der
Protonen, mit Daten zur Veroffentlichung der Totalsynthese von Chondramid A (Al)
festgelegt [19]. Zusétzlich wurde die Retentionszeit des urspringlich publizierten
Chondramid A's mit der Retentionszeit des Analogs aus SBCmO0O07 verglichen und als
identisch bestimmt. Diese Kriterien wurden bei der Totalsynthese des Molekils zur

Identifizierung des korrekten Isomeres angewandt [19]. Die Ergebnisse legen nahe, dass die



Konfiguration der neuentdeckten Derivate, mit der Konfiguration des in der Literatur
beschriebenen Chondramid A's, identisch ist. Der Glykosylrest am Tyrosinderivat (siehe
Abbildung 4.4) besteht aus einer Glucuronsaure und einer zuséatzlichen 2-(Acetylamino)-2-
deoxy-6-O-methyl-hexopyranose. Fir die Glucuronséure konnte mittels Gaschromatographie
und Derivatisierung mit N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (MSTFA) eine [B-D-
Konfiguration nachgewiesen werden (siehe Kapitel 8). Zur Konfigurationsbestimmung der
Hexopyranose waren die aufgereinigten Mengen fur eine Derivatisierung jedoch nicht

ausreichend.

Im Gegensatz zur bioaktivititsgeleiteten und massenspektrometrischen Identifizierung von
Zielsubstanzen durch Fraktionierung mittels Flashchromatographie, war fir die Aufreinigung
der Chondramide eine Vorfraktionierung mittels GroRenausschlusschromatographie
vorteilhafter. Im Anschluss an diese folgte ein weiterer Aufreinigung durch semipreparative

HPLC, was in den meisten Féallen zu Reinheiten tUiber 95% fihrte.

Bei den neuen Derivaten war vor allem die Halogenierung am C6' der Aryleinheit interessant,
welche im Originalproduzenten Chondromyces crocatus nicht auftritt. In diesem findet nur
eine Halogenierung am C4" des Tryptophans, durch die Tryptophan-2-Halogenase CmdE
statt [22]. Diese Halogenierung der neuen Chondramid Derivate A3, A4, A8, A9, A10 und E4
wird vermutlich durch eine zusatzliche Halogenase verursacht. Diese Vermutung stitzt sich
auf den Befund, dass sich ein zweites Gen, mit hoher Ahnlichkeit der resultierenden
Proteinsequenz zu bekannten Halogenasen, in direkter Nachbarschaft des

Biosynthesegenclusters befindet (Daten nicht gezeigt).

Durch Fitterungsexperimente mit Kaliumbromid konnten zudem an C6‘ bromierte Varianten
erzeugt werden, was auf eine erweiterte Spezifitat der zweiten Halogenase hinsichtlich ihres
Substrates hindeutet. Dies konnte schon fur andere Halogenasen beziiglich des Einbaus von
Brom in Naturstoffe gezeigt werden [23, 24]. Eine Bromierung trat nur an C6' auf und nicht
an C5" und es konnten keine chlorierten und gleichzeitig bromierten Derivate nachgewiesen
werden (Siehe Abbildung 4.4b).

4.2.3 BIOLOGISCHE EVALUIERUNG DER NEUEN CHONDRAMID DERIVATE

Von den insgesamt 14 charakterisierten Chondramid-Derivaten, waren 11 in ausreichender
Menge verfugbar, um umfassendere Untersuchungen hinsichtlich ihrer Bioaktivitat
durchfihren zukdnnen. Diese 11 Derivate deckten alle strukturellen Untereinheiten ab, so
dass Ruckschlisse, beziglich des Einflusses des jeweiligen Substituenten auf die Aktivitat
moglich waren. Zellbasierte Assays zeigten, dass Chondramid E4 eine um den Faktor 10
reduzierte Aktivitdt gegeniber Chondramid B aufweist. Die glykosylierten Derivate

Chondramid A9 und A10 zeigten kaum noch Aktivitat. Andere Derivate wiesen eine ahnlich
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starke Aktivitat wie die bekannten Chondramide auf. Die héchste Aktivitat konnte jedoch fir
die zwei bromierten Analoga Brom-Chondramid C3 und Propionyl-Brom-Chondramid C3
gezeigt werden. Diese war um den Faktor 3,5 und 2 héher, als die der Chondramide A-D.
Interessant ist jedoch, dass bei Verwendung von HUVEC (Primérzellen) und MRC5-Zellen
(Wildtypzellen) die Toxizitat dieser Derivate, gegeniiber den bekannten Chondramiden, um
den Faktor 2-4 reduziert war (Siehe Abbildung 4.5A).

Um herauszufinden, ob dieses veranderte Aktivitatsmuster und die Aktivitdtsverluste eine
Folge von verminderter Aufnahme sind oder durch eine veranderte Bindung an Aktin
verursacht werden, wurden in vitro-Versuche mit Pyrenaktin aus Hasenmuskelzellen
durchgefuhrt [25]. Eine genaue Beschreibung und Durchfihrung des kommerziellen Assays
befindet sich in Kapitel 8 ,Material und Methoden“. Abbildung 4.5b zeigt die hierbei
gemessene Fluoreszenzzunahme, durch eine mit 20 uM Chondramid induzierte
Aktinpolymerisation, im zeitlichen Verlauf. Hier wird deutlich, dass Chondramid A9 so gut wie
keine Polymerisation hervorruft, wahrend das zweite glykosylierte Derivat Chondramid A10
einen leichten Anstieg der Fluoreszenz erzeugt. Den starksten Effekt auf die
Aktinpolymerisation zeigen die Referenzchondramide A und B, welche einen miteinander
vergleichbaren zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat erzeugen. Die niedrigere Aktivitat
von Chondramid E4 in zellfreien Assays kann wahrscheinlich teilweise durch die schwachere
Polymerisation des Aktins invitro erklart werden. Die Chondramide A3, A6, A8 und
Propionyl-Chondramid C1, zeigen eine signifikant reduzierte Polymerisationsinduktion,

obwohl die gemessenen Glso-Werte vergleichbar mit denen von Chondramid A-C sind.

Chondramid A4 erzeugt einen ahnlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat wie die
Referenzchondramide. Interessanterweise weisen die Chondramidvarianten Brom-
Chondramid C3 und Propionyl-Brom-Chondramid C3 hinsichtlich einer Aktinpolymerisation
nur relative geringe in vitro-Aktivitaten auf, obwohl sie die hoéchsten Aktivitaten beziglich
einer Krebszellinhibierung zeigten. Brom-Chondramid A3 erreicht in vitro ahnliche Werte wie
die Referenzsubstanzen und ist in der Lage Aktin sehr schnell zu polymerisieren. Propionyl-
Brom-Chondramid C3 weist hingegen die niedrigste Polymerisationsrate der bromierten

Varianten auf, trotz der hochsten Aktivitat auf Krebszelllinien.

Bindungsstudien mit Jasplakinolid [9] bzw. Chondramid [10] und fluoreszenzmarkiertem
Phalloidin zeigten eine kompetitive Verdrangung des Phalloidins vom Aktin nach Zugabe der
Cyclodepsipeptide, was auf eine gemeinsame Bindetasche hindeutet. Basierend auf
Rontgendiffraktionsdaten eines relativ niedrig aufgeldsten Aktinkristalls mit co-kristallisiertem
Phalloidin, konnte die ungefahre Position des Phalloidins an der Schnittstelle dreier

Aktinuntereinheiten bestimmt werden.
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a Gl 55 -Werte [nM] HCT -116 U-20s KB -3.1 KB -V.1 L-929 MRC5 HUVEC
Chondramid A 489 “ 146 27.1 “ 41 50.5 “ 15.4 38.0 “ 10.5 90.9 “ 11.8 63.8 “ 13.0 437 “ 7.0
Chondramid B 30.1 “ 9.5 208 “ 1.9 40.7 “ 9.4 56.4 “ 9.1 80.8 “ 13.6 209 “ 3.2 30.7 “ 2.9
Chondramid C 33.7 “3.2 256 “ 1.2 36.8 “ 6.8 85.8 “ 14.9 87.3 “ 149 26.1 “ 4.7 34.0 “ 3.7
Chondramid A3 28.6 “ 3.9 46.7 “ 6.5 63.5 “ 12.6 85.7 “ 1.4 72.8 “ 3.6 38.0 “ 2.8 50.5 “ 5.6
Chondramid A4 444 “ 1.6 264 “ 2.2 56.8 “ 7.0 83.1 “ 1.6 67.6 “ 9.8 127 “ 1.4 525 “ 7.4
Chondramid A6 60.9 “ 3.5 51.6 “ 4.6 493 “ 7.6 231 “ 15 446 “ 5.5 259 “ 1.5 67.7 “ 10.4
Chondramid A8 493 “ 7.6 332 “34 13.4 “ 3.0 58.1 “ 4.0 56.2 “ 12.5 7.6 “ 4.7 24.05 “ 7.9
Chondramid A9 n.a. na. n.a. s.a. s.a. n.a. na.

Chondramid A10 n.a. na. s.a. s.a. n.a. n.a. s.a.
Brom - Chondramid A3 429 “ 3.2 37.7 “ 2.8 74.5 “ 14.2 112 “ 0.4 69.4 “ 1.5 445 “ 49 327 “29
Brom - Chondramid C3 17.7 “ 1.3 48 “ 1.7 46.8 “ 6.5 238 “ 2.1 140 “ 1.4 57.7 “ 3.5 444 " 7.0
Propionyl - Chondramid C1 421 “ 3.2 151 “ 1.1 56.3 “ 9.6 227 “ 83 30.0 “ 7.7 719 “ 4.1 54.6 “ 5.5
Propionyl - Brom - Chondramid C3 17.2 “ 1.6 9.0 “ 0.6 38.0 “ 6.5 319 “ 2.0 23.0 “ 21 129.8 “ 3.7 50.2 “ 5.6
Chondramid E4 378.8 “ 30.2 351.9 “ 30.6 627.2 “ 122.5 2515 “79.1 554.8 “ 81.6 479.7 “ 63.6 207.4 “ 26.4
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Abbildung 4.5: Biologische Evaluierung der neuen Chondramid Derivate. (a) Ubersicht der Resultate aus
Wachstumsinhibierungsexperimenten mit HCT-116-, U-2 OS-, KB-3.1-, KB-V.1-, L-929-, MRC5-Zellen und
HUVEC (die beiden letzteren sind keine Krebszelllinien). Die Glsg-Werte reprasentieren den Mittelwert aus zwei
Experimenten. n.a. bedeutet nicht aktiv bis 10 uM, s. a. schwach aktiv im Bereich 5-10 uM. (b) Induktion der
G-Aktin-Polymerisation durch Chondramide bei ,Nichtpolymerisationsbedingungen*. Die Derivate wurden anhand
ihrer Aktivitat in Wachstumsinhibierungsexperimenten gruppiert. Jedes Derivat wurde in einer Endkonzentration
von 20 pM zu einem Pyrenaktin Ansatz (5 uM) zugegeben. Die Fluoreszenzintensitat wurde alle 30 s fiir 85 min
bei 37°C und 405 nm (Anregung 360 nm) gemessen. Die Kurven reprasentieren zwei unabhangige Experimente,
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T
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Zeit [s]

° —(I) 560 1000 15‘00 2000 25‘00 30‘00 35‘00 40‘00 4500 500C
Zeit [s]
Relative Steigung
(Fluoreszenzeinheiten pro min.)
Chondramid A 14.74 “ 0.20
Chondramid B 11.84 “ 0.14
Chondramid C 8.32 “0.08
Chondramid A3 4.54 “0.08
Chondramid A4 11.95 “ 0.10
Chondramid A6 1.89 “0.06
Chondramid A8 2.72 “ 0.06
Chondramid A9 0.21 “0.04
Chondramid A10 2.91 “0.05
Brom - Chondramid A3 13.16 “ 0.08
Brom- Chondramid C3 5.13 “0.07
Propionyl-Chondramid C1 3.92 “0.06
Propionyl -Brom - Chondramid C3 2.83 “0.06
Chondramid E4 6.22 “0.12

die Steigung wurde dem linearen Teil der Kurven, bevor eine Sattigung erreicht ist, enthnommen [Abb. aus 7].
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Anhand virtueller Studien wurde, aufgrund der raumlichen Anordnung moglicher
Bindungsstellen im  Phalloidinmolekil, ein  Vorschlag fir eine hypothetische
Phalloidinbindetasche gemacht. Basierend auf diesem Vorschlag und der Tatsache, dass
Chondramide und Phalloidin um diese Bindestelle konkurrieren, wurden virtuelle
Ahnlichkeitsstudien mit Chondramid C durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass das
Chondramid C-Molekil Konformationen einnehmen kann, die Wechselwirkungen mit
denselben Bindestellen erlauben, die Phalloidin flr seine vorgeschlagene Bindung an das
Aktin benoétigt [11, 12, 26].

Eine Uberlagerung von Chondramid C in diesem Modell (freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Prof. H. D. Arndt) mit zwei bromierten Analoga zeigte, dass das Bromatom an
C6*' aufgrund sterischer Hinderung nicht gut in diese Bindetasche passt (siehe Abbildung
4.6). Die Methoxygruppe an R, die in allen A-Analoga vorhanden ist, scheint kaum mit Aktin
in Kontakt zu kommen und der Ethylrest an R® scheint eine Bindung in dieser Tasche
ebenfalls nicht zu behindern. Dies bestétigt teilweise die in vitro-Versuche, da die
Aktinpolymerisation durch die Bromierung heruntergesetzt wird, steht aber auch im
Gegensatz zu dem Ergebnis, dass die Ethylgruppe an C7 die Polymerisationsaktivitat im
Vergleich zum Chondramid C1 erheblich vermindert. Der Vergleich von Brom-Chondramid
A3 und Brom-Chondramid C3 zeigt einen erheblichen Verlust an Polymerisationsaktivitat des
letzteren, obwohl lediglich die Methoxygruppe an R* dafiir verantwortlich sein kann. Dies
deutet moglicherweise auf eine zuséatzliche Bindungsstelle im Aktinpolymer hin, die durch
Modellierung mit Chondramid C (C1) nicht erkannt wurde, da in diesem Kkeine

Methoxygruppe an R* vorhanden ist.

Brom-Chondramid A3 Propionyl-Brom-Chondramid C3

o \\

-

.\“"E ‘

Abbildung 4.6: Austausch von Chondramid C mit zwei bromierten Analoga im Modell der
vorgeschlagenen Bindetasche im F-Aktin. Dargestellt ist die vorgeschlagenen Phalloidinbindetasche im
Aktinkristall (erhalten von Prof. Dr. H. D. Arndt). Das urspriingliche dargestellte Chondramid C wurde durch die
beiden bromierten Analoga ausgetauscht, wobei die Konformation beibehalten wurde [Abb. aus 7].
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4.3 DISKUSSION

4.3.1 HCS VERSUS TRADITIONELLES EXTRAKT-SCREENING

Das Potenzial von SBCmOO7 fur die Produktion biologisch aktiver Substanzen wurde mittels
eines Routinescreenings entdeckt. Die beobachtete Aktivitdt (eine aul3erordentlich hohe
Zytotoxizitat des Rohextrakts) konnte auf einen zytostatischen Effekt zurtickgefuhrt werden,
welcher eine VergroRerung der Zellen sowie das Auftreten mehrerer Zellkerne hervorrief. Da
das verwandte Bakterium Chondromyces crocatus Cm c¢5 bereits als Produzent
verschiedener biologisch aktiver Substanzen beschrieben wurde [27], lag es nahe, eine
Dereplikation der Metabolitenprofile mittels eines datenbankunterstitzten Abgleichs von
Massenspektrometriedaten durchzufiihren [28]. Dieser Ansatz zeigte, dass die Extrakte die
bereits beschriebenen Cyclodepsipetide Chondramid A-D enthielten [4]. Dadurch konnten
die starke Zytotoxizitat und die spezifischen morphologischen Veranderungen der Zellen,
nach Behandlung mit dem Rohextrakt erklart werden. Da hochtoxische Substanzen jedoch
haufig die Identifizierung anderer interessanter Substanzen erschweren [29], wurde das
Rohextrakt dieses Stammes mittels verschiedener HC-Assays untersucht, um verschiedene
biologische Aktivitaten detektieren zu kénnen. Diese Untersuchungen zeigten, dass zwei
dominante Effekte vorhanden waren: zum einen die Polymerisation des Aktins und zum
anderen eine Stbrung der lysosomalen Integritat. Durch verschiedene Fraktionierungen
mittels Flashchromatographie und HPLC konnte gezeigt werden, dass der Effekt auf den

lysosomalen pH-Wert nicht auf die bekannten Chondramide A-D zuriickzufiihren war.

Ein direkter Vergleich eines konventionellen Zytotoxizitatsscreenings mit HCS zeigte die
Vorteile der bildbasierten Methode, welche wesentlich sensitiver bei gleichzeitig héherem
Informationsgehalt war (siehe Abbildung 4.3). So konnte - mittels HCS- eine
aktinpolymerisierende Aktivitdt aller Kieselgelfraktionen mit mehr oder weniger starker
Auspragung gefunden werden. Diese wurde auch in Fraktionen detektiert, bei denen eine
herkdbmmliche Tetrazoliumsalzreduktion bereits keine Aktivitdit mehr angezeigt hatte.
Zusatzlich konnten Fraktionen identifiziert werden, die einen erhéhten lysosomalen pH-Wert
bei den verwendeten Zellen hervorriefen. Dieser Effekt war reproduzierbar. Allerdings
konnten die verursachenden Substanzen aufgrund ihrer geringen Mengen nicht isoliert und
charakterisiert werden. Dies ist moglicherweise darauf zurickzufuhren, dass
Kultivierungsbedingungen gewdahlt wurden, die fur die Produktion dieser Substanzen nicht
ideal waren. Es werden derzeit Versuche durchgefuhrt um die Produktion dieser Substanzen
zu verbessern. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der

Gasphase, welche relativ leicht beeinflusst werden kann, einen erheblichen Einfluss auf die
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Produktion von Chondramiden hat und flir eine verbesserte Produktion verwendet werden
kann [30].

Die Anwendung von HCS fuhrte in diesem Fall zur Entdeckung von 30 neuen Naturstoffen.
Diese konnten mittels MS und teilweise auch durch NMR charakterisiert werden und stellten
sich als hochinteressante strukturelle Varianten von vier Dbereits beschriebenen
Cyclodepsipeptiden heraus. Ein erfolgreiches Beispiel stellt z. B. die Aufreinigung des
glykosylierten Chondramid-Derivates A10 dar (siehe Abbildung 4.4a), welches trotz seines
geringen Vorkommens und der, im Vergleich zu den Chondramiden A-D, etwa 200-fach
reduzierten Aktivitdt, mittels HCS als Zielsubstanz identifiziert werden konnte. Dies
verdeutlicht den Vorteil, den HCS gegeniber einem konventionellen Zellviabiltats-Screening
bieten kann, da hier auch schwache Effekte, die beispielsweise durch MTT-Assays nicht
mehr erfasst werden, detektiert und quantifiziert werden kénnen. Eine Kombination dieser
Methoden mit Methoden zur Produktionsoptimierung und Produktionsinduktion, sowie
gesteigerte Sensitivitdt bei MS- und NMR-Geréten, werden in Zukunft weitere Hits und mit
hoher Wahrscheinlichkeit auch neue chemische Strukturen aus Myxobakterien und anderen

Produzenten liefern, die mit herkbmmlichen Methoden bislang Ubersehen wurden.

4.3.2 BIOSYNTHESE UND SAR STUDIEN

Die strukturelle Vielfalt der neu entdeckten Chondramide wird wahrscheinlich durch einen
Satz an verschiedenen Enzymen verursacht, die das Grundgerist durch Phosphorylierung,
Glykosylierung und Halogenierung modifizieren. Weiterhin scheint die Auswahl der
Startereinheit, die bei der Polyketidbiosynthese verwendet wird, im Originalproduzenten auf
Acetyl-CoA beschrankt zu sein [22]. Das analoge Enzym in SBCmO0O07 scheint dagegen auch
Propionyl-CoA verwenden zu kénnen, wodurch die Variationen an R® verursacht werden. Die
unterschiedlichen Derivatisierungen scheinen unabhangig voneinander, durch die
entsprechenden Enzyme, durchgefihrt zu werden. Variationen treten jeweils in Kombination
mit allen moglichen anderen Derivatisierungen an R*-R* auf. Die einzige Ausnahme bilden
hier die Glykosylierungen an R® diese werden nur beobachtet, wenn sich an R* ein
Halogenatom befindet. Varianten mit Zuckerresten ohne diese Derivatisierung konnten nicht
nachgewiesen werden. Diese Tyrosin-Halogenase ist das erste literaturbeschriebene Enzym,
das in der Lage ist, diese interessante Substanzgruppe an Position C6' entweder zu
chlorieren oder zu bromieren. Dadurch kdnnte eine heterologe Expression dieses Enzyms im
Original-Produzenten Chondromyces crocatus Cmc5, die gezielte Produktion einiger
weniger, besonders interessanter Varianten erméglichen, da dieser Stamm nur die vier in der
Literatur beschriebenen Derivate produziert. Knockouts der bereits beschrieben

Tryptophanhalogenase in Cmc5 [22] sowie der noch nicht bekannten Oxidase die fir die



Variation an R! verantwortlich ist, wiirden diese Zahl noch weiter reduzieren und es ware

mdglich, spezifische Derivate die am Tyrosinrest halogeniert sind zu produzieren.

In zellbasierten Assays wiesen die Chondramide Al und A2 aus SBCmO0O07 Aktivitaten im
niedrigen bis mittleren nanomolaren Bereich auf, die mit den Werten, die fiur die
urspriinglichen Chondramide A und B beschrieben sind, Ubereinstimmen [4, 10]. Die
Referenzchondramide A-D zeigten keine Spezifitdt gegen einzelne Zelllinien und sind im
zweistelligen nanomolaren Bereich aktiv, sowohl gegen Krebszelllinien, wie die Multidrug-
resistenten (MDR) KB-V.1, als auch gegen immortalisierte Zellen aus gesunden Geweben
oder Primarzellen, wie z. B. HUVEC. Dies gilt ebenfalls fir die meisten neu gefundenen
Derivate. Eine Aktivitatsminderung um ca. den Faktor 10 wird im Falle eines Hydroxylrests
an R' gemessen, welcher generell die Aktivitit negativ zu beeinflussen scheint. Die
glykosylierten Derivate waren im mikromolaren Bereich aktiv, wobei der Aktivitatsrickgang
wahrscheinlich auf die volumindsen Zuckerreste zuriickzufihren ist, die eine Bindung in vitro
ebenfalls negativ beeinflussen. Die interessantesten Analoga stellten bromierte C3 Derivate
dar, da diese deutlich aktiver auf Krebszellen als auf nicht entarteten Zellen waren. Diese
bromierten Analoga sind auf3erdem noch zytotoxischer auf Krebszelllinien als alle anderen
getesteten Derivate. Dies spiegelte sich allerdings nicht in den invitro G-Aktin
Polymerisationsversuchen wieder. Hier zeigte sich, dass bromierte Chondramid C3 Analoga
eine sehr viel schwachere Polymerisation auslosten, was letztendlich zu der Vermutung

fuhrt, dass durch diese Derivate unter Umstanden ein zweites Target angesprochen wird.

Ein direkter Vergleich der Aktivitat mit dem Substitutionsmuster zeigte, dass volumindse
Gruppen, wie ein Glykosyl- oder Phosphatrest an C7' der Tyrosineinheit, generell die
Aktivitat in zellbasierten Tests herabsetzen. Diese Ergebnisse werden durch Beispiele aus
der Literatur bestatigt [20, 21] und lassen sich teilweise auf die verringerte Permeabilitét der
eykaryotischen Zellmembran fir polare Substanzen zurickfiihren. In vitro-Experimente
zeigten jedoch, dass die Polymerisation des G-Aktins ebenfalls langsamer ablauft als bei den
Referenzchondramiden A und B. Die beiden wichtigsten Derivatisierungen, hinsichtlich der
verbesserten Spezifitdt, scheinen die Substitutionen an R® (Halogenierung) und R®
(Ethylrest) zu sein (siehe Abbildung 4.7a, grine Markierung). Abbildung 4.6 zeigt zwei
Ansichten der hypothetischen Bindetasche des Chondramid C's, in denen dieses mit
Propionyl-Brom-Chondramid C3 bzw. Brom-Chondramid A3 ausgetauscht ist. Die bromierte
C3 Variante weist das interessante Glso-Muster, mit verringerter Aktivitat gegen Primarzellen
und erhohter Aktivitat gegen Krebszelllinien, auf (siehe Abbildung 4.5a). Dies korreliert mit
einer niedrigeren Polymerisationsinduktion in vitro. Ahnliche Ergebnisse werden erzielt, wenn
nur eine der Variationen (Bromierung oder Ethylrest) vorhanden ist. Dies kann durch eine
mogliche Abschwéchung der Aktinaffinitat, einer VergrofRerung der Affinitat fir ein zweites

Target, oder einer Kombination aus beidem hervorgerufen werden.
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Die Existenz eines zweiten Targets erscheint ebenfalls plausibel, wenn man das
Aktivitatsmuster von Brom-Chondramid A3 untersucht. Die Anwesenheit der Methoxygruppe
an Position R?, die den einzigen Unterschied zu Brom-Chondramid C3 darstellt, hebt die
Polymerisationsrate in vitro auf das Niveau der Referenzchondramide an (siehe Abbildung
4.5b). Dies zeigt, dass die Aktinpolymerisation durch die Bromierung generell nicht behindert
wird. Die Ergebnisse deuten eher darauf hin, dass die Bromierung die Aktinbindung nicht
beeinflusst, jedoch fir eine Krebszellspezifitat ausschlaggebend ist. Interessanterweise zeigt
Chondramid A3, der chlorierte Gegenpart zu Brom-Chondramid A3, im in vitro-Versuch eine
sehr viel schwachere Affinitdt zum G-Aktin als die bromierte Variante. Leider konnte nicht
genug der Chondramid C3 Variante aufgereinigt werden, um zu untersuchen ob das Fehlen
der Methoxygruppe diese Affinitat noch weiter herabsetzt. Bei den glykosylierten Varianten
A9 und A10 konnte gezeigt werden, dass eine Halogenierung an R? die G-Aktin Affinitat, im
Vergleich zur nicht halogenierten Variante, erheblich steigert. Derselbe Effekt kann fir die
Chondramide A3 und A4 beobachtet werden, bei der die Chlorierung an R? die

Polymerisationsrate noch weitaus drastischer erhoht.

Generell lasst sich sagen, dass die Anwesenheit eines Chloratoms an Position R? die
G-Aktin-Plymerisation beschleunigt. Durch eine einfache Oxidation, mittels DMSO und HCI,
konnte das Tryptophan im Chondramid A nahezu quantitativ zum Oxinolylalanin oxidiert
werden, ohne das Chondramidgeriist zu zerstéren [31]. Dadurch wurde ein Carbonylrest an
C5" eingefuhrt und ein Wasserstoffatom an C4“. Die beiden dabei entstehenden
Stereoisomere waren im Vergleich zum Chondramid A 3-fach weniger Aktiv. Weitergehende
Untersuchungen werden zeigen ob dieser Aktivitdtsverlust durch eine verringerte
Aktinaffinitat verursacht wird. Da diese Derivate noch nicht in vitro getestet wurden, missen
diese Resultate mit Vorsicht betrachtet werden. Die Ergebnisse der Zellbasierten Studien
deuten jedoch darauf hin, dass der Tryptophanrest bei der Aktinbindung eine wichtige Rolle
spielt. Unterstitzt wird diese Annahme durch das hypothetische Bindungsmodell des
Chondramid C’s in welchem der Tryptophanrest, durch unpolare Wechselwirkungen mit
einem Tyrosin- und einem Phenylalanin im Aktin, eine Bindung zu diesem zu verursachen
scheint [12, 20].

Unter Bericksichtigung dieser Faktoren, kénnte ein Austausch des Tryptophans gegen eine
andere Aminosaure sinnvoll sein, um die Aktinaffinitdt herabzusetzen. Moglicherweise bliebe
die Affinitat zu einem zweiten Target davon unbeeintréchtigt. Die in Abbildung 4.7a grin
markierten Bereiche im Chondramid-Grundgeriist, die anhand der Ergebnisse
moglicherweise essentiell fur die Erh6hung der Krebszellspezifitat sind, liegen zumindest an
anderer Stelle im Molekiil. Die Anwesenheit der Methoxygruppe an R! scheint ebenfalls die
Aktinaffinitat zu erhdhen. Chondramid C-Varianten, die ein Wasserstoffatom an dieser Stelle

besitzen, scheinen eine hohere Affinitat zum hypothetischen zweiten Target zu besitzen.



Eine Hydroxygruppe an R scheint die Aktivitat generell zu reduzieren. Variationen an R®
scheinen, wenn die Substituenten sterisch anspruchsvoller sind, einen negativen Einfluss auf

beiderlei Aktivitat zu haben.

a R b OH
R4 Cl
0
HN RS HN
HN_ /" K&o "
R2 N /N

Abbildung 4.7: Chondramid-Gerust mit markierten Positionen im Molekul, die eine Aktinbindung positiv
beeinflussen sowie Positionen, die ausschlaggebend fiur eine spezifischere Toxizitat auf Krebszellen
sind. (a) Die roten Markierungen deuten an, welche Positionen fiir eine Aktinbindung besonders wichtig sind. Die
griinen Markierungen zeigen an, welche fir eine Bindung an ein potentielles zweites Target wichtig zu sein
scheinen. (b) Diese Struktur stellt die Basis fir ein mdglicherweise spezifischer aktives Grundgeriist dar, welches
aufgrund der Resultate verschiedener in vivo und in vitro Versuche entwickelt wurde (siehe Text).

Variationen an R*, wie eine Bromierung, scheinen sich positiv auf die Krebszellspezifitat
auszuwirken. Dieser Effekt kann allerdings durch die Methoxygruppe an R' vollstandig
aufgehoben werden, wie im Falle des Brom-Chondramid A3's gezeigt wurde. Eine
Chlorierung anstelle einer Bromierung an R* kann die in vitro-Aktinaffinitat von Brom-
Chondramid A3 jedoch drastisch reduzieren, wie im Falle des Chondramid A3's gezeigt
werden konnte. Dies deutet mdglicherweise darauf hin, dass kleinere Halogenatome, wie
Chlor oder Fluor, an dieser Position vorteilhaft sein kdnnten. Die Substitution des
Methylrestes an Position R®> mit einem Ethylrest scheint die Affinitast zum G-Aktin zu
erniedrigen, hat allerdings kaum Auswirkungen auf die Zytotoxizitdt gegenuber
Krebszellinien. Nicht entartete Zellen scheinen hingegen weniger sensitiv auf dieses Derivat

zu reagieren. Dies macht R° mdglicherweise zu einem Ansatzpunkt fiir weitere
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Derivatisierungen, wie z. B. langere Alkylketten. Der Aufbau des PKS-Teils des Molekiils
scheint ebenfalls wichtig zu sein. Aktivitatsstudien mit synthetisch erzeugten Molekuilen, die
einen nicht-methyliertem PKS-Teil enthielten, zeigten erheblich geringere Bioaktivitaten
(Daten nicht gezeigt). Ein erster Vorschlag fir ein verbessertes Molekdl, hinsichtlich eines
madglichen Off-Targets, basierend auf diesen Ergebnissen, ist in Abbildung 4.7b dargestellt
und konnte als Ansatzpunkt fir weitere Versuche und Derivatisierungen bzw. Synthesen

dienen.

4.3.3 VORTEILE EINES KOMBINIERTEN OPTIMIERUNGS- UND HCS-ANSATZES

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen deutlich die Vorteile eines HC-Screenings gegentber
einem herkdmmlichen zellviabilitats-basierten Ansatz. Obwohl der Arbeitsaufwand hoher ist,
kbnnen spezifische Effekte quantifiziert werden (beispielsweise anhand einer
Antikdrperfarbung), selbst wenn diese noch nicht zu einer Reduktion der Zellviabilitat fihren.
Dadurch sind auch Auswirkungen auf Zellen detektierbar, welche mittels
Tetrazoliumsalzreduktion Ubersehen werden (siehe Abbildung 4.3). Mittels HCS kodnnen
bereits im Rohextrakt unterschiedliche Effekte gezeigt werden. Dies kann u.a. als
Entscheidungshilfe fiur eine weitere Bearbeitung eines Extraktes dienen, wenn mittels
massenspektrometrischer- und datenbankunterstiitzter Dereplikation angezeigt wird, dass
zytotoxische- oder andere biologische Effekte moglicherweise durch bekannte Substanzen
hervorgerufen werden. Zusatzlich konnen bei einer Auftrennung eines Extraktes, Effekte
spezifischen Massen zugeordnet werden und dadurch die Dereplikation unterstiitzen. Unter
Umstanden kénnen so auch Hinweise geliefert werden, ob Derivate bekannter Substanzen in

den Extrakten vorhanden sind.

Obwohl diese Studie letztendlich keine neue Substanzklasse lieferte, konnten zwei
unterschiedliche toxische Effekte nach Behandlung mit Extrakten von SBCmO007
nachgewiesen werden. Da die produzierten Mengen jedoch nicht ausreichend fir eine
Aufreinigung beider Substanzklassen waren, konnte nur gezeigt werden, dass eine
prinzipielle Anwendung moglich ist. Es besteht jedoch die Mdoglichkeit diese Tests an
weiteren Fraktionen durchzufiihren, die mittels der in den Kapiteln 2 und 3 beschriebenen
Methoden erzeugt wurden. Diese weisen teilweise erhebliche Unterschiede in der
Zusammensetzung der einzelnen Metabolite auf, wodurch die Chance besteht, Fraktionen
mit groReren Mengen der noch nicht charakterisierten Substanzklasse zu identifizieren.

Dahingehende Versuche werden derzeit durchgefiihrt.

Abgesehen davon konnten jedoch, unterstitzt durch HCS, Derivate bereits beschriebener
Cyclodepsipeptide in den RBK-Extrakten identifiziert und aufgereinigt werden, welche

wahrend eines konventionellen Screenings wahrscheinlich nicht entdeckt worden wéren.



Unterstiitzt durch hochaufgeldste sensitive Massenspektrometrie und kryoprobenunterstitze
NMR bei Magnetfeldstarken von 17,6 Tesla (700 Mhz), reichen selbst geringste
Substanztiter von unter 1 mg/l, um Aktivitaten in Rohextrakten zu detektieren, Targetmassen
zu identifizieren und diese nach einer Aufreinigung zu charakterisieren. Die
Charakterisierung weniger Derivate war im vorliegenden Beispiel z. B. ausreichend, um
Ruckschlisse auf mogliche Analoga schlieRen zu kdnnen und diese in den aufgezeichneten
MS-Daten der RBK zu suchen. Dadurch konnten hypothetische Derivate
massenspektrometrisch verifiziert werden. Flr einen endglltigen Beweis war es jedoch
notig, von jeder moglichen Variante zumindest einen Vertreter aufzureinigen und chemisch

zu charakterisieren.

Durch Variationen in den Kultivierungsbedingungen (siehe Kapitel 2 und 3) konnten
Parameter identifiziert werden, welche fir die Chondramid-Produktion relevant sind. Dadurch
konnten ausreichende Mengen der bendtigten Chondramid-Varianten produziert werden, um
eine chemische und biologische Charakterisierung zu ermdglichen. Die herausgearbeiteten
Struktur-Aktivitdtsbeziehungen bieten Ansatzpunkte fir weitere Modifikationen des
Chondramidgrundgeristes, welche aufgrund der bereits etablierten Syntheserouten fiir diese
Molekilgruppe realisierbar sein dirften. Weiterfilhrende Arbeiten in dieser Hinsicht sind

geplant.
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5 KONTINUIERLICHE PRODUKTIONSPROZESSE

5.1 HINTERGRUND

Prinzipiell besteht bei entsprechender Ausstattung eines Bioreaktors die Mdglichkeit, diesen

nicht nur im Batch-Betrieb zu betreiben, sondern Mikroorganismen auch kontinuierlich zu

kultivieren.

Dafir werden allerdings verschiedene Zusatzgerate ben6tigt,

die nicht

standardméaRig an den Geréten vorhanden sind. Dazu gehéren u. a. Pumpen fir Fitterung

und Uberstandsentfernung, eine Sensorik fur die Fllstandshohe und die Maglichkeit einen

sterilen Feed zu realisieren bzw. verschiedene Pumpen um Verdiinnung mittels Wasser und

Feed getrennt zu realisieren. Vergleicht man Batch-, Fed-Batch- und kontinuierliche

Prozesse so wird deutlich, dass jede dieser Betriebsvarianten Vor- und Nachteile hat [1]. Ein

kurzer Uberblick ist in Tabelle 5.1 dargestellt.

Tabelle 5.1: Vor- und Nachteile verschiedener Betriebsmodi von Riihrkesselreaktoren”

Betriebsart

Vorteile

Nachteile

Batch

Kontinuierlich bei ,steady state"

Fed-Batch

Vielfaltig: Kann fir unterschiedliche
Anforderungen verwendet werden

Sicher: Leicht zu sterilisieren,
aufgrund kurzer Betriebszeit relativ
sicher gegen Infektionen und
Mutationen des Produzenten

Eine komplette Substratumsetzung
ist moéglich

Einfache Handhabung

Haufig ausreichend flr bestimmte
Fragestellungen

Unabdingbar, wenn die Produktion
durch Katabolismus unterdriickt ist

Automatisierung kann einfach sein

Konstante Produktqualitat

Kann Vorteile der Batch- und
kontinuierlichen Operation
vereinigen

Einfache Kontrolle und Optimierung
eines definierten Produktions-
kriteriums

Hohe Kosten, erfahrener Techniker ist
ndtig (gilt fur alle Operationsmodi).

Hoher Zeit und Arbeitsverlust durch

Befullungs-, Ernte- und
Sterilisationszeiten.

Haufige Neubefiillung bedeutet jedes
Mal Kontaminationsrisiko

Spontane Mutation des Produzenten
aufgrund langer Kultivierungszeiten

Komplexer Aufbau, erfahrener
Techniker nétig

Kontaminationen
Kontinuierliches Downstream-

Processing ist haufig aufwéndig

Wie Batch-Betrieb

Teilweise aus [1]



Diese Auflistung ist unvollstandig und soll lediglich eine grundlegende Einschatzung
ermdglichen, wo die jeweiligen Vor- und Nachteile einer Kultivierungsform liegen kénnen.
Bezlglich spezieller Aspekte, die ausschlieBBlich von den Anspriichen des verwendeten
Organismus abhangen, wird auf weiterfihrende Literatur verwiesen [1, 2], eine detaillierte
Ausfuhrung wirde an dieser Stelle jedoch den Rahmen sprengen. Aufgrund des langsamen
Wachstums und der geringen Produkttiter, die mit Myxobakterien assoziiert sind (siehe
Kapitel 2 ,Repeated-Batch-Verfahren fir ein Wirkstoffscreening mit Prozessverbesserung®),
koénnen hinsichtlich der Ausbeuten jedoch einige der genannten Faktoren ausschlaggebend
fur die Wahl eines kontinuierlichen Prozesses sein, da unter Umstanden nur so die effektive

Produktion einer gewlinschten Substanz mdglich ist.

Durch Anwendung kontinuierlicher Prozesse kann, fir konstitutiv produzierte Substanzen,
eine konstante Produktion Uber langere Zeitrdume realisiert werden. Dadurch entfallen die
Zeiten, die fir eine Praparation der Vorkultur und des Bioreaktors bendétigt werden. Diese
Prozesse kénnen zudem im 10-50 | Mal3stab stattfinden, was im Vergleich zu groRen 100-
1000 | Batch-Prozessen einfacher handhabbar ist. Zur Realisierung solcher Projekte missen
jedoch weitere Faktoren bedacht werden. So ist beispielsweise eine kontinuierliche
Abreicherung der Metabolite aus dem Uberstandes noétig, damit diese spater effektiv
aufgereinigt werden kénnen. Eine direkte Addition des Adsorberharzes zur Kultur ist nicht
sinnvoll, da im laufenden Betrieb eine Separation des Harzes von der Biomasse schwierig zu
realisieren ist. Dies héatte zur Folge, dass die Kapazitat des Harzes die Kultivierungsdauer
bestimmt. Da eine Extraktion von Suspensionen lber gepackte XAD16 Saulen, aufgrund von
Verstopfung der S&ulen, nicht moglich war, mussten andere Losungen gefunden werden.
Eine mogliche Alternative hierzu ist die Expanded Bed-Chromatographie (EBC), die dem
Verblocken vorbeugt und die suspendierten Zellen und die Medienbestandteile vom
Adsorberharz zu trennen vermag [3]. Bei nichtsuspendiert wachsenden Organismen fuhrt
eine Klumpengrof3e dhnlich den XAD16 Partikeln allerdings zu weiteren Problemen. Da die
Zellpellets ein &hnliches Sedimentationsverhalten wie das XAD aufweisen, kénnen sie nicht
mehr kontinuierlich von diesem getrennt werden. Abhilfe konnte in diesem Fall eine
Vorklarung des Uberstands durch Zellriickhaltung bieten, eine bei Kultivierungen mit
langsam wachsenden Saugerzellen haufiger praktizierte Methode [4].

Fur die Etablierung kontinuierlicher Prozesse muss in der Regel jeder Fall einzeln betrachtet,
untersucht und an die speziellen Anforderungen des jeweiligen Organismus' angepasst
werden. Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob einige generelle L6sungen erarbeitet
werden kénnen, die hilfreich bei der Untersuchung der Rentabilitat eines Prozesses dieser
Art sind. Hierfur wurden einige technische Modifikationen der bestehenden Anlage benttigt,
die eine konstante Medienversorgung, Abreicherung von Sekundérstoffen aus dem

Uberstand, verschiedene Verdunnungsraten, Zellriickhaltung und Zellhomogenisierung
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ermdglichten. Zur Untersuchung dieser Faktoren wurden zunachst einige temporére
Ldsungen realisiert (siehe Abschnitt 5.2.1). Diese erlauben jedoch eine direkte Umsetzung,
durch Herstellung bendtigter Bauteile aus entsprechenden haltbaren Materialien. Der Einsatz
dieser Konstruktionen ist anhand zweier Testkultivierungen dargestellt. Diese wurden
durchgefuhrt, um exemplarisch zwei Problemstellungen mittels entsprechender Apparaturen
zu lésen und dadurch zu untersuchen, in welche Richtung eine Prozessentwicklung gehen
konnte. Diese Versuche stellen jeweils Testkultivierungen dar, die zur Evaluierung der
entsprechenden Konstruktionen dienten. Hierbei handelt es sich jedoch nicht um optimierte

Prozesse.

5.2 ERGEBNISSE

5.2.1 TESTKONSTRUKTIONEN

Eines der wichtigsten Probleme, dass geltst werden musste, war die konstante Versorgung
mit Nahrstoffen. Dies lasst sich durch autoklavierbare Medienbehélter mit sterilen
Steckverbindungen ermdglichen, stellt aber ein Problem dar, wenn das verwendete Medium
Schwebeteilchen enthélt die sedimentieren kénnen. Diese sinken teilweise im Steigrohr des
verwendeten Medienbehdlters ab, da der Behalter zwar gerihrt werden kann, dies jedoch
nicht zur Durchmischung innerhalb des Steigrohrs fuhrt. Zur L6sung dieses Problems wurde
der Medienbehélter mit unsterilem deionisiertem Wasser gefiillt. Dieses wurde wahrend der
Zulieferung zum Bioreaktor, mittels doppelter Sterilfiltration, keimfrei gemacht. Diesem Strom
wurde nach der Filtration ein steriles, Medienkonzentrat hinzugefiigt. Dies hatte den Vortell,
dass Schwebeteilchen im konzentrierten und dadurch viskoseren Medium nicht mehr in den
Zuleitungen sedimentierten. Durch die Vermischung mit dem konstant eingeleiteten Wasser
wurde das Konzentrat passend verdinnt. Dadurch konnten hohe lokale
Nahrstoffkonzentrationen innerhalb des Bioreaktors, die bei einer direkten Zuleitung des
Konzentrates die Folge waren, vermieden werden. Ein weiterer Vorteil war, dass dadurch
keine groRen Volumina autoklaviert werden mussten, was Zeit- und Energieeinsparungen
bedeutete. Die Verdinnungsrate kann in dieser Konstellation getrennt von der
Futterungsrate eingestellt werden, wodurch unterschiedliche Einstellungen dieser beiden
Parameter getestet werden konnen. Dies spielt speziell bei unbekannten Prozessen eine
Rolle, wenn die betreffenden Parameter noch nicht angepasst wurden.

Ein weiteres Problem stellte die kontinuierliche Abreicherung von Sekundarstoffen aus dem
Kulturlberstand dar. Die haufig fur Proteinaufkonzentration aus Zellsuspensionen
verwendete Expanded Bed-Chromatographie hat den Nachteil, dass bedingt durch

Saulendurchmesser und Materialeigenschaften des verwendeten Adsorbers nur definierte



Flussraten verwendet werden kdnnen. Andernfalls kommt es zu einer Sedimentation oder
einem Aussplilen des Materials. Dies bedeutet, dass die Anforderungen an das
Saulenmaterial sehr hoch sind, da eine einheitliche Spharengréf3e gewahrleistet sein muss,
um unterschiedliche Sedimentationsgeschwindigkeiten zu vermeiden. Bei den
herkdmmlichen Adsorberharzen, die fir eine Metabolitabreicherung verwendet werden, ist
das in der Regel nicht gewahrleistet. Diese bestehen meist aus einem Gemisch aus
unterschiedlichen PartikelgroRen. Einen Ansatz zur LOsung dieses Problems stellte die
Anwendung eines Cell-Roll-Systems der Firma Integra Biosciences dar (siehe Abbildung
5.1). In eine liegende, gerollte, vom Uberstand durchflossene Flasche wurde das
Adsorberharz eingefillt. Innerhalb der Flasche findet die Sedimentation im rechten Winkel
zur Flief3richtung statt und nicht entgegengesetzt zu dieser wie bei der EBC. Dadurch wird
das Problem des Auspllens oder Sedimentierens des Harzes, bei nicht angepassten
Flussraten, umgangen. Das XAD wird nur vom Uberstand (berspiilt, wahrend die

Durchmischung durch die Rollbewegung erzeugt wird (siehe Abbildung 5.1).

Ablauf

Zulauf

Abbildung 5.1: Cell Roller mit Rollerflasche die XAD16 fir Metabolitenabreicherung aus
Kulturiiberstanden enthélt. Fir Testzwecke wurden Schlauchanschliisse an der Rollerflasche angebracht.
Diese sollten in einer professionellen Version dieses Prototyps aus Sterilschnellanschliissen bestehen. Durch
Variationen des Getriebes am Cell Roller kdnnen in zwei Stockwerken jeweils gegenléufige Drehrichtungen
erreicht werden. Dies ermdglicht einen direkten Anschluss zweier ibereinander liegender Flaschen mittels kurzer
Schlauchverbindungen.

Der oben bescriebene Ansatz ermdglicht eine grof3e Bandbreite an FlieRgeschwindigkeiten,
die mittels EBC nicht abgdeckt werden kénnen. Bei dieser wird eine fixe Flussrate bendtigt,
die von der Partikelgrof3e und dem Saulendurchmesser abhangig ist. Das Cell-Roll-System
ist urspringlich fir die Kultivierung von eukaryotischen Zellen in Rollerflaschen gedacht. Es

109



110

kann so eigestellt werden, dass die verwendeten Rollerflaschen nach jeweils zwei vollen
Umdrehungen die Drehrichtung &@ndern. Dadurch ist es mdoglich, Schlauchverbindungen
zwischen Bioreaktor und Rollerflasche anzubringen und diese wahrend des Betriebs nicht

UbermaRig zu verdrillen.

Die Flaschen konnen bis zu einer gewissen Hohe mit XAD16 befillt und an den Bioreaktor
angeschlossen werden. Durch einige Detailanderungen konnten Flaschen mit Anschlissen
konstruiert werden, die speziell an diese Anforderungen angepasst sind. Als sehr
kostenguinstig und ebenfalls praktikabel erwies sich die Anwendung von Schottflaschen.
Diese wurden mit kommerziell erhaltlichen Deckeln die Ein- und Ausgange enthalten sowie
einer in der Flasche liegenden Rohrverlangerung versehen (siehe Abbildung 5.2). Die
Schottflaschen wurden mit XAD16 befiillt und zur Sterilisation mit dem Fermenter zusammen
autoklaviert. Ein Autoklavieren der Cell-Roll-Flaschen war nicht méglich, weshalb diese mit
1M NaOH sterilisiert werden mussten. Hohe Stromungsgeschwindigkeiten in relativ diinnen
Schlauchen (1-2 mm Innendurchmesser) verhindern die Riickkontamination des Fermenters,
die durch eine Konstruktion wie sie bei der Verabreichung von Infusionen, dem so genannten
Tropf, noch weiter reduziert werden kann. Hierbei wird ein bestimmter Bereich im Schlauch

~durchtropft‘, wodurch ein Rickfluss verhindert wird.

Durchlauf-Settler

Rucklauf-Settler Einlauf
' Auslauf

- .

Abbildung 5.2: Aufbau eines Durchlauf- und eines Rucklaufsettlers. Der Flissigkeitsspiegel ist blau
dargestellt, das sedimentierte Adsorberharz braun. Die Pfeile deuten die Drehrichtung und die
Sedimentationsrichtung an. Das Schema verdeutlicht den Funktionsaufbau der beiden Settlervarianten. Durch
eine in der Flasche liegende Rohrverlangerung (Einlauf) wird der Zufluss am Flaschenboden eingefiihrt und
passiert diese dann in Richtung Auslauf. Beide Varianten weisen die gleiche Funktionalitat auf.

Fur einen dauerhaften Einsatz in der Praxis musste der Roller idealerweise, im Gegensatz
zum hier verwendeten Gerat, in jedem Stockwerk eine unterschiedliche Drehrichtung

aufweisen. Dadurch konnen kurze Schlauchverbinder von einer Flasche zur



darunterliegenden verwendet werden, ohne im Betrieb zu verdrillen. Dies wirde einen
unkomplizierten Doppelbetrieb erméglichen (siehe Kapitel 5.2.3). Beim verwendeten Roller
werden zwei nebeneinanderliegende Flaschen durch eine sich drehende Mittelrolle
angetrieben. Die Flaschen liegen dabei jeweils auf einer fixierten Auf3enrolle auf. Durch eine
verstellbare AuRRenrolle kdnnten unterschiedliche Flaschengréf3en in ein einzelnes Gerat
eingelegt werden, was die Verwendung von Flaschen mit unterschiedlichen Durchmessern
maoglich macht (siehe Abbildung 5.3). Die Flaschen sollten Sterilkopplungen aufweisen, die
eine einfache und schnelle Ankopplung von Schlauchen an den Sedimentationsroller
erlauben und dadurch einen Austausch im laufenden Betrieb ermoéglichen. Dieser Austausch
wurde bei den verwendeten Schottflaschen durch einen Flaschenwechsel realisiert. Dabei
wurde die Deckel/Verlangerungsrohrkonstruktion auf eine frische Flasche aufgeschraubt.
Der Austausch der Rollerflaschenfiillung wurde durch Ausgiel3en der Flasche und Einfiillen

einer sterilen XAD-Suspension bewerkstelligt.

Suspensionskultur
Klumpige Kultur »—a
Klumpenfreier Uberstand

Suspensionskultur
Klumpenfreier Uberstand

Abbildung 5.3: Anordnung und Funktionalitat seriell geschalteter Settler. Die serielle Anordnung ermdglicht
beispielsweise bei einem Chemostatprozess die Sedimentation von Biomasse im ersten Settler und verhindert
dadurch eine Vermischung von Adsorberharz (welches sich im zweiten Settler befindet) und Biomasse. Bei
Vorsedimentation, mittels eines Schwerkraftsettlers (siehe Text) im Bioreaktor, kdnnen auch verschiedene
Adsorberharze verwendet werden. Die dunkelrote Rolle ist die Antriebsrolle. Uber ein Getriebe oder einen
Keilriemen kann die Antriebsrichtung der unteren Rolle umgekehrt werden. Dies ermdglicht das Koppeln zweier
Flaschen mittels eines flexiblen Schlauchs (blau). Durch verstellbare Auflagerollen (hellrot) lassen sich
unterschiedliche FlaschengrofRen verwenden. Am Ein- und Auslauf ist angedeutet, wie die Settler be- bzw.
entladen werden kdnnen, was eine breite Varianz und dadurch die Mdéglichkeit zur Anwendung verschiedener
Betriebsmodi ermdglicht (siehe Text).

Durch die Rollbewegung kommt es zu einer gleichmafigen Bewegung und Durchmischung
Der

durchmischt und vorhandene Substanzen konnen wahrend der Verweilzeit im Gefal} an das

des XADs ohne dieses aufzuwirbeln. Uberstand wird ebenfalls kontinuierlich
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Harz binden. Danach kann der Uberstand verworfen werden. Durch die Kopplung zweier
Flaschen aneinander, kann Biomasse im ersten Roller sedimentieren und Uberstand in der
zweiten Rollerflasche abgereichert werden. Prinzipiell kénnten auch zwei verschiedene
Adsorbermaterialien mit unterschiedlichen Bindeeigenschaften verwendet werden. Durch
das veranderte Funktionsprinzip im Vergleich zu einer Expanded Bed-Chromatographie,
spielt die Strémungsgeschwindigkeit im Sedimentationsroller (in gewissen Grenzen) keine
Rolle und es konnen beliebige Verdinnungsraten gewahlt werden. Durch den
Drehrichtungswechsel nach zwei Umdrehungen kommt es nicht zur Verdrillung der
verwendeten Silikonschlauche. Bedingt durch das pelletartige Wachstum mancher
Myxobakterien wiirde es jedoch, ohne Zellriickhaltung im Bioreaktor, zu einer Ansammlung

der Zellklumpen im XAD Roller kommen.

Die Losung fur dieses Problem stellt die oben erwahnte Anwendung einer zweiten Flasche
oder eines Schwerkraftsettlers innerhalb des Bioreaktors dar [4]. Aufgrund der relativ groRen
Durchmesser der Zellpellets, sowie einer Dichtedifferenz gegeniiber dem Kulturiiberstand,
reichen schon kleine Bereiche turbulenzfreien Mediums aus, um eine schnelle Sedimentation
zu bewirken. Zu Testzwecken wurde ein 50 ml Falcongefafl3, wie in Abbildung 5.4 gezeigt,
umgebaut. Diese Konstruktion in doppelter Ausfilhrung ist beispielsweise ausreichend, um
den ausgepumpten Uberstand einer SBCmO007 Kultur, bei mehreren Fermentervolumen pro
Tag, annahernd zellfrei zu halten. Die Auslegung des Settlers ist allerdings immer abhangig
von der GroRRe und Dichte der Klumpen der verwendeten Kultur sowie der Viskositat des
Mediums. Als vorteilhaft hat sich die Verengung des Settlers am unteren Ende erwiesen, da
dadurch Blasen zuriickgehalten werden. Ein weiterer Vorteil dieser Verengung ist die
drastische Reduktion von Turbulenzen innerhalb des Settlers, die durch den Rushton-
Impeller hervorgerufen werden und die Sedimentation beintrachtigen.

Durch eine trichterartige Form des unteren Settlerendes werden zudem eventuell
eindringende Zellklumpen wieder nach auf3en beférdert, sobald sie sich im turbulenzfreien
Raum befinden und sedimentieren. Entsprechende Bauteile flr den routineméaRigen Einsatz
konnten ebenso einfach aufgebaut sein wie dieser Prototyp. Eine einfache Integration in
bestehende Bioreaktorsysteme sollte problemlos mdglich sein, da fur die Ausfiihrung aus
dem Bioreaktor nur ein Rohr bendtigt wird, wofur in allen bekannten Systemen bereits
entsprechende Einbauten - meist in den Deckeln - bestehen. Einen weiteren Vorteil bei
langsam wachsenden Kulturen brachte die Verwendung eines externen Homogenisators, der
aus einer Reihe Pipettenspitzen aufgebaut war. Der Durchmesser der Spitzen innerhalb
dieser Konstruktion verengte sich in FlieBrichtung. Dadurch konnten grof3e Klumpen
vorzerkleinert werden und fuhrten nicht zur Verstopfung des Schlauchs (siehe Abbildung
5.5).



Abbildung 5.4: Aufbau eines Schwerkraftsettlers und Anbringung im Bioreaktor. Der Settler wurde aus
einem 50 ml Falcon Gefal? angefertigt, indem der Deckel wie gezeigt verformt wurde. Dadurch kommt es
innerhalb des Settlers zu einem undurchmischten Volumen, in dem sich die Zellklumpen absetzen. Die schrag
nach unten offene Form des Settlers erlaubt einen Austritt von eingedrungenen Zellklumpen. Als Schlauch-
anschlisse wurden kurze Stahlrohre mit einer Nut verwendet, die als Einrastung fur eine Bohrung an der
Unterseite des Settlers dient. Das Ganze wurde mit einem eng sitzenden Stiick Silikonschlauch abgedichtet. Die
Unterbringung im Bioreaktor erfolgte etwas unterhalb des Ruhrers um eine Beflllung mit Luft zu vermeiden.

Durch diese Homogenisierung konnten Kultivierungszeiten erheblich verkirzt werden, da ab
einer gewissen PelletgroRe die Biomasse im Fermenter nur noch sehr langsam ansteigt.
Zellwachstum scheint nur an kleineren Pellets, die durch zufélliges Ablosen entstehen,
stattzufinden. Die Grunde hierfur sind noch nicht vollstéandig geklart. Moglicherweise handelt
es sich um eine einfache Oberflachenvergréf3erung durch die Zerkleinerung der Kugeln und

daraus resultierend zu einer verbesserten Nahrstoffzufuhr zu einem gréReren Teil der Zellen.

Abbildung 5.5: Homogenisator. Die im Schlauch untergebrachten Pipettenspitzen simulieren das Auf- und Ab-
pipettieren einer Schittelflaschenkultur zur Homogenisierung. Die Pfeile deuten die Enden der Pipettenspitzen
an. Die Durchmesser der Spitzendffnungen wurden durch Abschneiden der Spitzen vergrofRert. Durch eine
Anordnungng der Spitzen mit abnehmendem Spitzendurchmesser in Flussrichtung, wurde eine Vorzerkleinerung
der Klumpen erzielt, die eine Verstopfung verhinderte.
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5.2.2 PERFUSIONSPROZESS

Fur diese Testkultivierung wurde SBCmO007 verwendet. Als Zielsubstanz fur die
Produktionsverbesserung, wurde das 2,6-Diketopiperazin SH-Cm7-374 ausgewahlt. Der
Grund fur diese Auswahl waren noch nicht verifizierten Varianten dieser Substanzklasse, die
aufgereinigt und charakterisiert werden sollten (Siehe Kapitel 2 ,Repeated-Batch-Verfahren
fur ein Wirkstoffscreening mit Prozessverbesserung®, Abbildung 2.19). Die Kaultivierung
wurde im 91 MaRstab durchgefiihrt. Der pO, wurde bei 60% gehalten und Uber die
Ruhrerdrezahl kontrolliert, da eine sauerstoffreiche Umgebung als ideal fir eine Produktion
dieser Substanzgruppe identifiziert worden war (siehe Kapitel 3 ,Methoden zur
Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse”, Abbildung 3.3, Substanz H). RBK-Experimente
hatten zudem gezeigt, dass die Erhéhung der Biomasse im Kultivierungsvolumen die
Produktivitat einiger Zielsubstanzen verbessern kann, wie beispielsweise im Falle der
Chondramide (siehe Abbildung 5.6). Aus diesem Grund wurden hohe Zelldichten durch
Zellriickhaltung angestrebt. Das Ziel dieser Kultivierung war die Untersuchung, ob mittels
einer kontinuierlichen Kultivierung geniigend Substanzmengen fur eine Charakterisierung

der noch fehlenden Derivate produziert werden kdnnen.
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Abbildung 5.6: Vergleich der relativen Konzentration von Chondramid B im Uberstand bei einfacher und
doppelter Biomasse. Die Verdoppelung der Biomasse wurde durch Halbierung des Medienvolumens erreicht.

Die Testkultivierung wurde mit einer Hefekonzentration von 3 g/l im Batch gestartet.
Wahrend der Fltterungsphase wurden 100 g Hefe zugefittert und insgesamt 25 | Wasser
zur Verdinnung verwendet. Um Metabolite aus dem Uberstand aufzufangen, wurden 7 g
XAD verwendet. Die gesamte Testkultivierung dauerte 6 Tage und wurde beendet, nachdem

der Feed aufgebraucht war. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Zellriickhaltung im



Bioreaktor, mit dem oben dargestellten Prototypen, mdoglich ist. Dies ermdglichte die
anschlieBende Inkubation des zellfreien Uberstands im Cell-Roller mit dem Adsorberharz.
Das XAD16 wurde im Anschluss an die Kultivierung mit 800 ml Methanol extrahiert. Ein
Drittel des Extrakts wurde durch GroéRenauschlusschromatographie mittels Sephadex LH20
vorfraktioniert. In Abbildung 5.7 ist ein Vergleich dieses Extrakts, mit dem Screeningextrakt
der RBK bei welchem die hdchste Produktion dieser Substanzklasse gemessen wurde,
dargestellt. Hier wird deutlich, dass sich die Verhéaltnisse der Zielsubstanzen im Vergleich zu
den Chondramiden A(A1) und B(A2), die normalerweise die dominantesten Peaks im BPC

darstellen, noch verbessert haben.
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Abbildung 5.7: Vergleich eines Base-Peak-Chromatogramms einer Repeated-Batch-Kultivierung mit dem
einer Umsetzung dieser Bedingungen als Perfusionskultur mit anschlieBender XAD-Inkubation. Der
Vergleich verdeutlicht, dass die Produktion der 2,6-Diketopiperazine (schwarze Pfeile, siehe Text) zumindest
vergleichbar zur Produktion unter den besten Testbedingungen ist. Das Verhaltnis der Zielsubstanzen gegeniber
den Chondramiden A und B, die normalerweise die dominanten Peaks im Chromatogramm darstellen (rote
Pfeile), scheint sich unter kontinuierlichen Bedingungen sogar noch weiter zugunsten der Zielsubstanzen
verschoben zu haben.

Ein Vergleich der Gesamtausbeuten bestatigt dieses Ergebnis. Mittels der Repeated-Batch-
Kultivierung konnten nur wenige pg der Substanz SH-Cm7-375 mit 5 g Hefe erzeugt werden
(entspricht 1 | Medium). Die Gesamtausbeuten der Perfusionskultur im 91 Mal3stab mit
anschliel3ender Abreicherung betrugen ca. 0,5 mg. Diese Ausbeuten kdnnen maoglicherweise
noch gesteigert werden, wenn diese Substanz kontinuierlich aus dem Uberstand
abgereichert und die Zelldichte im Bioreaktor weiter erhéht wird. Eine Mdglichkeit dies zu
realisieren, ware eine Kkontinuierliche Extraktion in einer der oben beschriebenen
Rollerflaschen, wobei das Medium nach der Extraktion wieder in den Bioreaktor

zuriickgefihrt wird. Nach dem Settler konnte, mittels eines T-Stiicks, abgereichertes Medium
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entfernt werden, um dadurch eine konstante Zufuhr frischen Mediums zu ermdglichen.

Versuche dahingehend werden derzeit durchgefihrt.

Die produzierten Extraktmengen waren auf3erdem ausreichend, um 80 pg der Substanz
SH-Cm7-394 (eine der Zielsubstanzen fir diese Prozessoptimierung, siehe Kapitel 2.2.4)
aus einem Drittel des Gesamtextrakts aufzureinigen. Mit dieser Substanz wurde ein
vollstandiger NMR-Spektrensatz aufgenommen, wobei die Menge jedoch nicht ausreichend
war um alle quartdren Kohlenstoffatome zu bestimmen. Anhand der Daten konnten jedoch
Teilstrukturen ermittelt werden, die einen Strukturvorschlag erméglichten (siehe Abbildung
2.22, Kapitel 2.2.4).

5.2.3 CHEMOSTATPROZESS

Anhand einer Kultivierung von Aetherobacter rufus SBSrO03 konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass, mittels der oben beschriebenen Prototypen, eine schnelle Realisierung eines
kontinuierlichen Prozesses bereits nach wenigen Vorversuchen moglich ist. Dieses Neuisolat
aus unserem Labor stellt einen neuen Genus dar und produziert eine Gruppe interessanter
Sekundarmetabolite, die Aetheramide [5]. Die Produktion dieser Substanzen in grof3eren
Mengen wurde fir die Aufklarung der Konformation mittels chemischer Derivatisierung
bendtigt. Die Erzeugung der Substanzen wurde bis dahin in einem Glukose-Casiton Medium
im Batch-Verfahren durchgefiihrt. Das Wachstum und die Produktion der Substanzen waren

mittels dieses Verfahrens jedoch nicht ausreichend.

Bei Voruntersuchungen im Schiittelkolben wurde kein nennenswerter Glukoseverbrauch
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden verschiedene Medien und
Medienzusammensetzungen  getestet. Unter diesen erwies sich VY/2, ein
Ganzzellhefemedium, als das vielversprechendste beziglich des Zellwachstums und der
Aetheramid-Produktion. Weitere Versuche im Schittelkolben ergaben, dass die
Zielsubstanzen zwar an XAD16 adsorbierten, der Uberwiegende Teil der Substanzen jedoch
aus der Biomasse isoliert werden konnte. Erste eigene Batch-Fermentationen zeigten, dass
der Stamm einen mit anderen Myxobakterien vergleichbaren Sauerstoffbedarf hatte, der
jedoch im Verlauf einer Kultivierung sehr stark nachlie3. Dieser Effekt kann wahrscheinlich
auf eine Selbstinhibierung bzw. Selbstintoxikation zuriickgefuhrt werden. In solchen Fallen
kann unter Umstanden ein kontinuierlicher Prozess die einzige Moglichkeit fur die Produktion
einer Substanz darstellen. Der Vorteil besteht darin, dass durch die permanente Verdinnung
der Kultur, in Kombination mit der Zufuhr an frischen N&hrstoffen, einer Selbstintoxikation
entgegengewirkt wird.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Vorversuche wurde entschieden, einen kontinuierlichen
Prozess ohne Zellrickhaltung im 9 | Maf3stab durchzufiihren. Es konnte zudem gezeigt



werden, dass die Biomasse und nicht das XAD das eigentliche Zwischenprodukt darstellten.
Aus diesem Grund wurden die Zellen kontinuierlich abgeerntet. Durch den Einsatz des oben
beschriebenen Homogenisators konnte das Zellwachstum zusétzlich beschleunigt werden.
Da nicht vollstandig ausgeschlossen werden konnte, dass sich auch Aetheramide geldst im
Uberstand befanden, wurde dieser getrennt von den Zellen mit XAD16 extrahiert. Der
Aufbau bestand deshalb aus einem ersten Sedimentationsroller, in welchem die Biomasse
zuriickgehalten und der zur Zellernte manuell entleert wurde. In einem daran

angeschlossenen Roller wurde der Uberstand mittels XAD extrahiert (siehe Abbildung 5.9)

Abbildung 5.8: Aufbau einer Chemostatkultivierung mit Zellsettler und anschlieBender Abreicherung des
Uberstandes mit XAD16. (A) Bioreaktor, (B) Wassertank, (C) Futterungskonzentrat, (D) Biomasse-
sedimentationsroller, (E) XAD-Roller zur Metabolit-Abreicherung.

Nach einer zweitdgigen Batch-Phase wurde die Chemostatphase gestartet. Die
aufgefangenen Zellen wurden téaglich geerntet und das Nassgewicht wurde bestimmt.
AnschlieBend wurden die Pellets eingefroren und gefriergetrocknet. Es konnten maximale
Zellmengen von 45 g Nassgewicht pro Tag erzeugt werden. Dies ist wesentlich mehr als
bisher, mittels herkdbmmlicher Fermentationen oder durch Schuttelkulturen, produziert
werden konnte. Nach der Trocknung betrugt die Trockenmasse ca. 12% des Nassgewichts.
Die Gesamttrockenmasse, die innerhalb einer Woche erzeugt wurde, betrug 43 g. 2 g der
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Biotrockenmasse wurden mittels Heptan entfettet und anschlieBend mit Methanol extrahiert.
Das methanolische Extrakt wurde auf 1.5 ml reduziert und die Aetheramide wurden daraus,
mittels praparativer HPLC, aufgereinigt. Die Gesamtmenge an Aetheramid A und B, die aus
2 g Biotrockenmasse aufgereinigt werden konnte, betrug ~200 pug (Substanzgemisch).
Zusatzlich konnte ~1 mg eines Substanzgemisches aufgereinigt werden, welches sich,
anhand von NMR- und HRMS-Untersuchungen, als ein Mischung aus phosphoryliertem
Aetheramid A und B herausstellte (Daten nicht gezeigt). Durch eine Dephosphorylierung
dieser Substanzen, mittels Shrimp-Alkaline-Phosphatase (Fermentas) in 25%
DMSO/Pufferlésung, konnte anhand von Retentionszeitvergleich und HRMS zusatzlich
gezeigt werden, dass es sich um die phosphorylierten Varianten handelt. Diese
Dephosphorylierung ermoglicht eine schnelle und quantitative Umsetzung der neuen,
phosphorylierten Aetheramide, die mit C und D bezeichnet wurden, in die Analoga A und B.
Das XAD16 wurde nach der Kultivierung ebenfalls gefriergetrocknet, methanolisch extrahiert
und das Extrakt massenspektrometrisch untersucht. Es konnten jedoch keine signifikanten
Mengen der Zielsubstanzen detektiert werden, weshalb keine weitere Aufarbeitung

durchgefuihrt wurde.

Eine Bestimmung der maximal produzierten Mengen an Biomasse pro Tag und pro 91
Kultivierungsvolumen ergab 45 g Nassgewicht, was einer Trockenmasse von ~5.4¢g
entspricht. Die daraus erhaltene Gesamtmenge an Aetheramiden entspricht ~3.24 mg. Dies
entspricht einer Produktivitat von 0.36 mg/l und Tag an Aetheramiden. Diese Kalkulationen
ermdglichen die Berechnung der Wirtschaftlichkeit eines Prozesses und erleichtern die

Entscheidung fur ein Upscaling einer Produktion.

5.2.4 ZUSAMMENFASSUNG

Die beiden oben beschriebenen Versuche zeigen deutlich, dass sowohl Perfusion- als auch
Chemostatprozesse mit  Myxobakterien aulerordentlich  produktiv sein  kdnnen.
Ausschlaggebend fur die Durchfihrbarkeit dieser Prozesse war die Entwicklung
verschiedener Hilfsmittel. Die Anwendung eines Rollersedimenters ermdglichte beispielweise
ein einfaches, kontinuierliches Abreichern von Sekundarmetaboliten aus dem Uberstand. Mit
zwei dieser Prototypen in Reihe, konnte zudem eine Trennung des Uberstands von der
Biomasse, mit anschlieBender Abreicherung von Sekundéarstoffen erreicht werden. Durch
eine simple Konstruktion konnte aul3erdem bei pelletartigem Wachstum eine Riickhaltung
der Biomasse im Fermenter erreicht werden. Mittels dieser Prototypen lieBen sich, durch
entsprechende Prozessfiihrung, bereits hohe Produktivitdten im 10| Maf3stab erreichen.
Dies macht unter Umstanden aufwéndige Batch-Kultivierungen im 100-2001 Volumen
Uberflissig und ermdglicht dadurch eine schnelle Nachproduktion von Substanzen, die

innerhalb eines Screenings aufgefallen sind.



Die modulare Bauweise der verschiedenen Prototypen ermdglicht verschiedene
Kombinationsmdglichkeiten, um diese in eine Kultivierung zu integrieren. So kann z. B. der
XAD-Roller in die laufende Kultivierung suspendiert wachsender Organismen eingebaut und
fir eine Ernte auch ausgetauscht werden. Durch einen Rucklauf der Suspension in den
Bioreaktor, wird somit eine kontinuierliche Extraktion wahrend der Kultivierung ermaéglicht.
Der Vorteil gegentiber einer Addition des Harzes in den Bioreaktor besteht darin, dass bei
laufender Kaultivierung ein Austausch des Adsorberharzes mdoglich ist. Da relativ hohe
Flussraten verwendet werden kénnen, kann das gesamte Reaktorvolumen mehrfach am Tag
Uiber das XAD gepumpt werden. Dies ermdglicht das direkte Abfangen von Sekundarstoffen,
ohne die Kultivierung nach einer vollstandigen Beladung des Harzes beenden zu miissen.
Prinzipiell bestehen noch weitere Anwendungsmdoglichkeiten, wie beispielsweise eine
kontinuierliche Extraktion mit Suspensionsentfernung oder eine kontinuierliche Extraktion mit
Zellsettler im Bioreaktor und Abzug des Uberstands. Aufgrund der Kombinierbarkeit der
Prototypen untereinander, kdnnen dabei die Funktionalitaten den jeweiligen Erfordernissen
angepasst werden. Die Realisierung solcher Projekte wird in Zukunft mit unterschiedlichen

Organismen untersucht werden.

Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass mittels Perfusion hohe Zelldichten
innerhalb des Bioreaktors erzielt werden konnen. Dadurch kann die Produktivitat, hinsichtlich
eines im Uberstand befindlichen Produkts, unter Umstanden wesentlich erhéht werden. Ist
jedoch die Biomasse ausschlaggebend fir die Produktgewinnung, dann ist diese
Kultivierungsform einem Chemostatprozess unterlegen. Aufgrund von Platzmangel und
Nahrstofflimitierung kann es nicht zu einem unendlichen Wachstum innerhalb des
Bioreaktors kommen. Aus diesem Grund ist eine kontinuierliche Entfernung (und Ernte) der
Zellen notwendig, da dadurch ein konstantes Nachwachsen der Biomsse im Reaktor
ermdglicht wird. Abbildung 5.10 zeigt zur Verdeutlichung den Vergleich zweier Simulationen.
Die Simulation wurde einmal im Chemostat- und einmal im Perfusionsmodus durchgefuhrt
(Dateien fur die Simulation mittels Berkeley Madonna befinden sich im Anhang). Als
zugrundeliegendes Modell wurde hier wieder das bereits in Kapitel 2.2.1 verwendete Monod-
Modell verwendet. Dieses wurde um den Faktor qms[1/h] erweitert, der den
Substratverbrauch fur den Erhalt der Biomasse darstellt. Die verwendeten Parameter wurden
geschatzt. Fur beide Kultivierungssimulationen wurden identische Ausgangsbedingungen
angewendet. Auf eine zehnstindige Batch-Phase folgte eine Verdiinnungsphase mit einer
Verdinnungsrate D [1/h] von 0,1 (10% pro Stunde). Die Berechnung der

Substratonzentrationen erfolgte fur Perfusion und Chemostat mittels Gleichung 5.1:

% = (D X (Cse - Cs)) - (Qms X Cx) - (%/S X Cx) (5,1)
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Wobei cs. [g/l] die Konzentration des limitierenden Substrates im Einlauf darstellt. Die
anderen Grofl3en verhalten sich analog zu den im Kapitel 2.2.1 beschriebenen. Die

Biomassekonzentration wird fir den Chemostaten mittels folgender Gleichung simuliert:

GE= D xe)+ X e) = (ke X ¢x) (52)

Fur die Perfusions-Simulation mittels foldender Gleichung:

T = (uxeo) = (ka X &) (5.3)

bei welcher der Verdinnungstherm fir die Biomasse aufgrund der Zellrlickhaltung entfallt.
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Abbildung 5.9: Vergleich der Biomasse (Cx) und Substratkonzentration (Cs) einer Chemostat- (Chem) und
einer Perfusionssimulation (Per). Der Pfeil deutet das Ende der Batch-Phase und den Beginn der Verdiinnung
an. Bis zu diesem Zeitpunkt ist der Kurvenverlauf aufgrund identischer Parameterwahl gleich. AnschlieBend
kommt es beim Perfusionsprozess zu einer Ruckhaltung der Biomasse im Reaktor und dadurch zu
unterschiedlichen Konzentrationsverlaufen (Umax=0.3, Ks=8, kd=0.05, Yx/s=0.55, qms=0.1, Cse=25, ¢s=10, cx=1,
initiale Substratkonzentration cs=10, initiale Biomassekonzentration c,=1).

Die Simulation verdeutlicht, dass aufgrund der Zellriickhaltung eine wesentlich hohere
Biomasse erreicht wird, was in einer verbesserten Medienausnutzung resultiert. Bei
Produkten deren Biosynthese mit der Biomasse zusammenhéngt, ist dies die optimale
Produktionsform. Beim Chemostaten wird im Gegensatz zum Perfusionsprozess (unter
Verwendung der gleichen Parameter) sowohl Biomasse als auch relativ viel Substrat
ausgespult. Fur eine kontinuierliche Produktion von Biomasse ist jedoch diese Variante zu
bevorzugen, da die Zellen aufgrund des Ausspiilens stéandig nachwachsen kdnnen. Es muss
dabei allerdings beachtet werden, dass die Verdiinnungsrate nicht zu hoch gewahlt wird, da

ansonsten die Biomasse vollstéandig ausgespult wird. Auch hier sei nochmals erwahnt, dass



die zugrundeliegenden Modelle extreme Vereinfachungen darstellen, die hier nur der

Veranschaulichung dienen und im Realfall angepasst werden mussen.

Abbildung 5.11 zeigt, die Konzentration der Biomasse und des Substrats im Bioreaktor in
Abhangigkeit von der Verdlnnungsrate als Parameterplot. Die Berechnung dieser
Konzentrationen erfolgte auf Grundlage des oben simulierten Chemostatprozesses, unter
Verwendung der gleichen Parameter und wurde ebenfalls mit der Simulationssoftware
Berkeley Madonna durchgefihrt. Die Abbildung verdeutlicht, dass unter Verwendung dieser
Parameter ab einer Verdiinnungsrate von 0,2 Volumen pro Stunde die Biomasse vollstéandig

ausgespult werden wirde.
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Abbildung 5.10: Parameterplot der in Abb. 5.10 gezeigten Chemostatsimulation. Die Kurvenverldufe zeigen
die Substratkonzentration (Cs) und die Biomassenkonzentration (Cx) im Bioreaktor in Abhangigkeit von der
Verdiinnungsrate.

Diese Simulationen zeigen, dass Prozesse unter Bericksichtigung einer optimalen
Raum-/Zeitausnutzung nur durch Zusatzgerate, wie die oben dargestellten und verwendeten
Prototypen, erméglicht werden. Dadurch werden Kultivierungen im sogenannten stationaren
Zustand mittels eines Chemostatprozesses madglich. Diese kdnnen bei entsprechender
Prozessfiihrung jedoch nicht nur fir eine Produktion von Sekundéarstoffen verwendet werden.
Es konnen zusatzlich wichtige Aussagen uber die Substratbedurfnisse eines verwendeten
Organismus gemacht werden, beispielsweise durch Zupulsen eines limitierenden Substrats
und aufzeichnen der Systemantwort [2]. Diese Informationen sind ansonsten nur sehr
schwer und mit hohem experimentellem Aufwand zuganglich, weshalb sich diese

Kultivierungsarten auch fir die Beantwortung biologischer Fragestellungen gut eignen [2].
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Die dargestellten Versuche bieten Ausganspunkte fir Prozesse, die mdglicherweise,
aufgrund ihrer hohen Produktivitat, mit sehr viel geringeren Kultivierungsvolumina als
herkdmmliche Batch-Fermentationen betrieben werden kdnnen. Dies ermdglicht wiederum
ein effizienteres und kostensparendes Handling aufgrund der Volumenreduktion. Die
Ergebnisse dieser Versuche konnen als Planungshilfen fir Prozesse dienen, die von einer
kontinuierlichen Kaultivierung profitieren. So kdnnen beispielsweise toxische Produkte
permanent ausgeschleust werden, wie im Fall des Aetheramid-Produzenten. Durch die
Zellrickhaltung kann der produzierende Organismus jedoch auch im Bioraktor
zurlickgehalten werden, sofern er sedimentiert werden kann. Dies kann im Falle einer
Ausschleusung von toxischen Substanzen ins Medium vorteilhaft sein, da diese unter
Umstéanden das Produkt darstellen und hohe Zelldichten unter Umstéanden mehr Produkt
bedeuten wirden. Versuche mit einem Polyangium-Stamm sind derzeit geplant, da einige
Vertreter dieses Genus bereits nach sehr kurzer Zeit im Schuttelkolben Symptome wie
Schwarzfarbung und Wachstumsinhibierung zeigen. Dies kann auf eine Selbstintoxikation
oder -inhibierung hindeuten. Unter Umstanden kdnnen solche toxischen Substanzen mittels
kontinuierlicher Abreicherung produziert und identifiziert werden. Weitere umfassende
Arbeiten sind auf diesem, fir Myxobakterien noch kaum untersuchten, Gebiet geplant. Die
Erfolge dieser ersten Untersuchungen deuten jedoch bereits an, dass bei diesen Ansatzen
fur die Produktionsoptimierung noch viel Raum fiir Verbesserungen besteht.



6 STRUKTUREN

Die in den vorhergehenden Kapiteln beschriebenen Methoden lassen sich auch auf andere
Organismen anwenden. Mit verschiedenen Chondromyceten wurden entsprechende
Versuche durchgefiihrt, welche eine Reihe neuer Derivate bereits beschriebener Molekile -
wie beispielsweise neue Crocapeptine - lieferten. Da diese jedoch weder aktivitdtsbasiert
aufgereinigt wurden, noch neue chemische Strukturvarianten darstellen, werden diese hier
nicht einzeln aufgefuihrt. Weitere, bislang aus Myxobakterien nicht bekannte, Substanzen,
die charakterisiert werden konnten, stellen Microcystine sowie Anabaenopeptid-Varianten
dar. Diese werden hier ebenfalls nicht extra aufgefuihrt. Die in diesem Kapitel dargestellten
Substanzen stellen Vertreter von Substanzgruppen aus anderen Bakterien dar, die
aktivitatsbasiert aufgereinigt wurden. Damit soll gezeigt werden, dass die etablierten
Methoden auf verschiedene Organismen Ubertragbar sind. Die fir die Strukturaufklarung

dieser Substanzen erzeugten Tabellen befinden sich im Anhang E.

Die in Abbildung 6.1 gezeigte Struktur stellt ein Chondrochlorenderivat [1] dar, welches
aufgrund seiner antifungalen Aktivitat aufgereinigt und charakterisiert wurde. Dies geschah
im Rahmen einer Masterarbeit. Die Aufreinigung der Substanz wurde von Simon Frewert
durchgefuhrt. Es wurden mehrere neue Derivate aufgereinigt, beispielhaft wird hier jedoch
nur diese glykosylierte Variante dargestellt.
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Abbildung 6.1: Glycochondrochloren. Schwache antifungale Aktiviat gegen Candida albicans.

Die in Abbildung 6.2 und 6.3 gezeigten Substanzen entstammen einem suspendiert

wachsenden Xenorhabdus-Stamm und wurden aufgrund ihrer Zytotoxizitat aufgereinigt, die
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in Bioassays aufgefallen war. Die in Abbildung 6.2 gezeigte Substanz stellt einen
exemplarischen Vertreter dieser Substanzklasse dar. Die anderen Derivate dieser Gruppe
unterscheiden sich in der Anzahl der Valine in der Peptidkette. Die Xenorhabdus-Substanzen

sind das Resultat einer Kooperation mit Qiang Tu.

AN

Abbildung 6.2: Peptid mit zytotoxischer Wirkung aus Xenorhabdus sp. ICsp = 1.5 pg/ml auf K562-
Leukamiezellen

Ir=

Von der in Abbildung 6.3 gezeigten Substanzklasse wurde nur dieser Vertreter, aufgrund
einer schwachen zytotoxischen Aktivitat, aufgereinigt. Die Stereochemie dieses Molekils
wurde mittels einer Marfey-Derivatisierung bestimmt. Die Anordnung der beiden

Phenylalanine wurde anhand einer Analyse des Biosynthesegenclusters festgelegt.
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Abbildung 6.3: Peptid mit zytotoxischer Wirkung aus Xenorhabdus sp. ICsp = 23.5 pg/ml auf K562-
Leukamizellen
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Eine Unterscheidung der Position dieser Phenylalanine im Molekil anhand der
Derivatisierung ware nicht mdéglich, da das Peptid zuvor hydrolysiert wird. Dies ist ein
anschauliches Beispiel, wie die Aufklarung der absoluten Konfiguration eines Molekils von

einer vorhandenen Genomsequenz profitieren kann (siehe Kapitel 2.3).
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7 ABSCHLIERENDE DISKUSSION UND AUSBLICK

Wie im ersten Kapitel ausfihrlich dargestellt, kam es in der pharmazeutischen
Naturstoffforschung nach anfanglichen Erfolgen immer haufiger zur Wiederfindung schon
charakterisierter Substanzen, insbesondere auf dem Gebiet der antimikrobiellen Wirkstoffe.
Dieses und andere mit Naturstoffen assoziierte Probleme waren letztendlich
ausschlaggebend daflir, dass sich einige der grofen Pharmafirmen von der
Naturstoffforschung abwandten. Jedoch besteht weiterhin ein grof3er Bedarf an Wirkstoffen,
beispielsweise aufgrund sich entwickelnder Resistenzen von Pathogenen gegen bekannte
Antibiotika [1-6].

Eines der Probleme, mit denen Naturstoffforscher auf der Suche nach neuen, bioaktiven
Substanzen konfrontiert werden, ist die Verfugbarkeit ausreichender Substanzmengen, die
fur eine aktivitdtsbasierte Identifizierung mit anschlie@ender Aufreinigung und
Charakterisierung benétigt werden [7]. Haufig werden in Primarscreens mit Rohextrakten
Aktivitaten detektiert; bei der weiteren Bearbeitung der Extrakte stellt sich jedoch immer
wieder heraus, dass diese Hits nicht ohne weiteres verfolgt werden kdnnen. Solche
Schwierigkeiten sind haufig assoziiert mit niedrigen Produkttitern, instabilen Substanzen,
dem Auftreten synergistischer Effekter mehrerer Substanzen und additiver Effekte mehrerer
Derivate einer Substanzklasse. Dies macht eine Aufreinigung unter gewissen Umstanden
unmdoglich [1]. In vielen Fallen stellt bereits die Dereplikation und Korrelation von
molekularen Massen der Sekundarstoffe mit detektierbaren Bioaktivitaten ein Problem dar
[4]. Doch sind es moglicherweise gerade diese Aktivitaten, welche durch neue chemische
Grundstrukuren mit bisher unbekannten Wirkmechanismen verursacht werden [1].
Gleichwohl finden sich auch in neuerer Literatur zahlreiche Beispiele fir neuentdeckte
Substanzen mit eben diesen Eigenschaften [4, 8]. Die Erforschung neuer Habitate, wie
mariner Sedimente, und die Entwicklung spezifischer Kultivierungstechniken fiir sogenannte
Lunkultivierbare* Mikroorganismen, werden als ausschlaggebend fur den Zugang zu weiterer
struktureller Vielfalt betrachtet [1-11]. Speziell weniger untersuchte Produzenten, wie
beispielsweise Myxobakterien, liefern nach wie vor neuartige, chemisch diverse Naturstoffe
[8, 9].

Vor diesem Hintergrund stellen die Verfahren, die in den Kapiteln 2, 3, 4 und 5 entwickelt
wurden, einen wichtigen Beitrag zur Wirkstofffindung mit Myxobakterien dar. Nicht allein das
Primarscreening ist ausschlaggebend fur die erfolgreiche Entdeckung eines Wirkstoffes. Die
vorausgehenden und nachfolgenden Isolierungs-, Kultivierungs-, Fraktionierungs-,
Detektions- und Aufreinigungsschritte sind mindestens ebenso wichtig fir den Erfolg eines

Screeningprojektes, vor allem dann, wenn die gesuchte Substanz eine der schwach



produzierten ist [4]. Eine Repeated-Batch-Kultivierung (RBK) bietet sich hier als erster Schritt
bei der Bearbeitung eines Produzentenstammes an, um dessen biosynthetischen Potenzial
zu erfassen. Aufgrund der Komplexitat, der Vorbereitungszeit sowie der Datenmengen, die
mittels dieser Methode erzeugt werden, eignet sich die RBK allerdings nicht fur einen
Hochdurchsatz. Die erzeugten Extraktmengen und daraus gewonnene Metabolite sind in
vielen Fallen ausreichend fir eine biologische und chemische Charakterisierung. Im Falle
nicht ausreichender Extraktmengen, kénnen die stringent aufgezeichneten Prozessdaten fir
eine Suche nach besseren Produktionsbedingungen von zuvor definierten Zielsubstanzen

verwendet werden.

Da die aufgezeichneten Daten sowohl zeitliche Produktionsverlaufe als auch
Gesamtausbeuten umfassen, konnen erwinschte Bedingungen identifiziert und deren
Auswirkungen im Vergleich zu Standardbedingungen quantifiziert werden. Dadurch wird eine
kalkulierbare Produktionsverbesserung moglich. Die Verwendung eines Bioreaktors mit
umfassender Online- sowie bei Bedarf Offlineanalytik erlaubt ein direktes ,Upscaling”, wenn
relevante Parameter fur eine verbesserte Produktion identifiziert wurden. Der Vorteil, den
diese Vorgehensweise bietet, zeigt sich deutlich im Fall der Chondramide (siehe Kapitel 4,
.Entdeckung neuer Chondramide mit verbessertem Wirkspektrum®). Hier konnten anhand
der gespeicherten Fermentations- und HRMS-Daten Bedingungen ermittelt werden, die die
Produktion verschiedener bis dahin unbekannter Chondramidderivate im 10| Malstab
ermdglichten. Des Weiteren konnte, anhand der RBK-Extrakte, ein Einbau von Brom anstelle
eines Chloratoms in den neuen Chondramiden nachgewiesen werden. Die detektierten,
bromierten Derivate konnten - trotz sehr geringer Substanztiter - anhand der identifizierten,
verbesserten Kultivierungsbedingungen hergestellt und aufgereinigt werden. Diese wiesen in
Aktivitatstests eine Toxizitat im niedrigen nanomolaren Bereich auf, die die der bekannten
Derivate noch ubertrifft, zeigten jedoch eine signifikant reduzierte Aktivitdt gegentber nicht
entarteten Zelllinien. Durch die Identifizierung verbesserter Produktionsbedingungen konnten
somit auch schwach produzierte Derivate aufgereinigt und sowohl biologisch als auch
chemisch charakterisiert werden. Dadurch war es mdoglich Struktur/Aktivitatsbeziehungen
herauszuarbeiten, die bei einer zukinftigen chemischen Optimierung dieser Substanzklasse
hilfreich sein werden (Novel Chondramide Derivatives. EP 12 007 921.5 zur Anmeldung

eingereicht).

Die Entdeckung weiterer Substanzen, die neue chemische Grundstrukturen darstellen, in
den RBK-Extrakten des Teststammes SBCmO0O07, zeigt einen weiteren wichtigen Aspekt der
entwickelten  Screeningmethode (siehe Kapitel 2.2.4). Durch die veréanderten
Kultivierungsbedingungen wurden Metabolite produziert, die in Standardextrakten nicht ohne
weiteres detektiert werden konnten. Die Mengen, die beispielsweise von den neuartigen

Pyrolizidinderivaten (siehe Kapitel 2.2.4) mittels RBK produziert wurden, waren ausreichend
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fur eine Strukturaufklarung und biologische Charakterisierung, obwohl diese Molekile in
Standardextrakten kaum detektierbar waren. Anhand der Struktur dieser Molekile konnte ein
Modell der Biosynthese entwickelt und das bereits sequenzierte Genom des
Produzentenstammes nach entsprechenden Genen durchsucht werden. Dies flihrte zur
Identifizierung eines Biosynhesegenclusters, welches mit hoher Wahrscheinlichkeit fur die

Produktion dieser Substanz benétigt und Gegenstand zukinftiger Arbeiten sein wird.

Dieser ,vom Metabolit zum Gen“-Ansatz kann jedoch auch umgekehrt werden. Liegt
beispielsweise die Genomsequenz eines Stammes bereits vor, so kann diese mittels
bioinformatischer Methoden nach den Biosynthesegenen verschiedener Substanzklassen
untersucht werden [12, 13]. Dieses ,Genome Mining" liefert in vielen Fallen Hinweise auf
Biosynthesegencluster, denen noch kein bekanntes Produkt zugeordnet werden kann [13,
14). Beispielsweise wurden nach der Sequenzierung von Myxococcus xanthus DK1622 die
Biosynthesegencluster fir 18 hypothetische Substanzen identifiziert [14]. Im Jahr 2009
waren jedoch erst finf der dazugehorigen Substanzen identifiziert, charakterisiert und diesen
Clustern zugeordnet worden [14]. Untersuchungen des Transkriptoms und Proteoms dieses
Stammes ergaben jedoch, dass der Uberwiegende Teil dieser Gene unter
Standardbedingungen sowohl transkribiert als auch translatiert wird [14]. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass diese sogenannten ,stillen® Gencluster bzw. deren
Proteinprodukte unter Umstanden nur den richtigen Stimulus bendtigen um mit der
Biosynthese der zugehtrigen Sekundarstoffe zu beginnen. Dies konnte beispielsweise im
Fall der Vancomycin-Biosynthese in Amycolatopsis orientalis unter verschiedenen
Sauerstoffpartialdriicken gezeigt werden. Die Biosynthesemaschinerie war hier, wie im Fall
der M. xanthus Proteine, unter allen getesteten Bedingungen vorhanden. Eine signifikante
Produktion dieses Antibiotikums fand jedoch nur unter hohen Sauertsoffpartialdriicken statt
[15]. Diese Ergebnisse erklaren unter Umstéanden die in Kapitel 3 ,Methoden zur
Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse” gezeigten Produktionsdnderungen von Stamm
SBCmO0O07, die durch Veranderungen der Gasphasenzusammensetzung innerhalb des

Bioreaktors erzielt wurden.

Ein Vergleich sequenzierter prokaryotischer Sekundarstoffproduzenten zeigt, dass der
Uberwiegende Teil dieser Biosynthese-Gencluster - zumindest unter Laborbedingungen -
.Stillgelegt* scheint [14]. In Abbildung 7.1 ist eine exemplarische Auswahl verschiedener
bekannter Produzenten dargestellt, bei denen eine Genomanalyse und ein Abgleich mit
bekannten Metaboliten aus diesen Organismen diese Tatsache verdeutlicht [14]. Die
Kombination von Genomanalysen und den in dieser Arbeit beschriebenen Methoden fur
gquantitative und qualitative Untersuchungen der Einfliisse verschiedener Parameter auf das
Metabolitenprofil eines Stammes scheint erfolgversprechend, um zumindest einige dieser

Produkte von sogenannten ,stillen Genclustern® identifizieren zu kénnen. Die in Kapitel 2



dargestellten Stoffgruppen der Pyrolizidine und der 2,6-Diketopiperazine stellen Substanzen
dar, denen — zumindest im Falle der Pyrolizidine — bereits ein Cluster zugeordnet werden
konnte. Unter Standardbedingungen wéaren diese beiden Stoffgruppen, die jeweils chemisch

neue Grundstrukturen reprasentieren, sehr wahrscheinlich nicht entdeckt worden.

In Kombination mit den in Kapitel 2 beschriebenen sensitiven analytischen Methoden und
beliebig erweiterbaren Bioassays stellt die RBK deshalb eine leistungsfahige Plattform zum
»In Depth” Screening einzelner interessanter Mikroorganismen dar. Die Arbeitsablaufe der
RB-Kultivierungen sind zudem so adaptierbar, dass zwolfstindige Mess- und
Kultivierungszyklen realisierbar sind. Dadurch werden aufwandige Ubernachtmessungen
Uberflissig, wodurch wiederum der personelle Aufwand reduziert werden kann. Die im
Kapitel 3 ,Methoden zur Prozessverbesserung mittels Abgasanalyse® entwickelten
Techniken erlauben zudem weitgehende Prozessautomatisierungen, die die Anwesenheit

einer Person flr viele Arbeitsschritte tberflliissig machen.

S. cellulosum
(13.0 Mbp)

S. coelicolor
(8.7 Mbp)

M. xanthus
(9.1 Mbp)

S. aurantiaca
(10.2 Mbp)

B. subtilis
(4.2 Mbp)

M. tuberculosis
(4.4 Mbp)

P. syringae
(6.5 Mbp)

Abbildung 7.1: Biosynthetisches Potenzial einiger vollstandig sequenzierter prokaryotischer
Sekundarstoffproduzenten. (U) Anzahl identifizierter NRPS-, PKS- und hybrider NRPS/PKS-Cluster. (B) Zum
Zeitpunkt des Sequenzierens bekannte Substanzen [13].

Nach erfolgreicher Detektion von Zielsubstanzen in Extrakten bieten sich in der Regel
kontinuierliche Kultivierungsformen fir Produktionsprozesse an. Diese sind meist effizienter
und o©konomischer als die haufig eingesetzten Batch-Prozesse [16], wie sie hier
beispielsweise fur die Nachproduktion der Chondramidderivate eingesetzt wurden (siehe
Kapitel 4). Mit kontinuierlichen Prozessen sind jedoch Probleme verbunden, die bei
einfachen Batch-Kultivierungen nicht auftreten. Dazu z&hlen beispielsweise Schwierigkeiten
bei der kontinuierlichen Abreicherung von Metaboliten aus der wassrigen Phase, der

Versorgung mit Nahrstoffen und der Entfernung des verbrauchten Uberstands [15]. Die in
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Kapitel 5 ,Verbesserung kontinuierlicher Prozesse mittels RBK* beschriebenen Prototypen
ermdglichen einfache, aber sehr effektive Lésungen dieser Probleme. Durch Einsatz dieser
Prototypen besteht die Mdglichkeit verschiedene Prozessarten, wie kontinuierliche
Verdinnung ohne bzw. mit Zellrickhaltung (im Falle koagulativ wachsender Organismen) zu
realisieren. Hier konnten die Ergebnisse der RB-Kultivierungen nutzbringend fir eine
verbesserte Produktion eingesetzt werden, was durch die Pilotkultivierungen (Kapitel 5,
.verbesserung kontinuierlicher Prozesse mittels RBK") gezeigt werden konnte. So konnte
beispielsweise die Produktion der 2,6-Diketopiperazine verbessert werden, wodurch es
mdglich war Teilstrukturen eines noch nicht charakterisierten Derivats dieser Substanzklasse
zu bestimmen. Diese erhdhte Produktivitdt geht wiederum mit reduzierten Arbeitsvolumina
und somit reduzierten Arbeitsaufwand einher, wodurch flexible und vor allem schnelle

Nachproduktionen méglich werden.

Einen entscheidenden Vorteil, den ein Screening dieser Art gegenlber anderen Methoden,
wie einer heterologen Expression [17] oder einer Transposonmutagenese [18] bietet, ist die
schnelle Durchfuhrbarkeit. Der bendtigte Zeitrahmen einer RBK, bevor mit der Testung und
Aufreinigung begonnen werden kann, liegt, je nach Umfang der durchgefiihrten Testreihen,
bei 3 bis 6 Wochen. Vergleicht man hier Zeitraume, die zur Erzeugung genetischer
Konstrukte und deren Einbringung in die heterologen Wirte bendtigt werden [14], so wird
deutlich, dass eine verfahrenstechnische Produktionsverbesserung eine wesentlich
schnellere Alternative sein kann. Auch Ansatze wie eine zufallige Mutagenese oder ein
gezielter Promotoraustausch kénnen sehr zeitaufwandig (oder unmdéglich) sein, wenn zuerst
eine Mutagenisierungsstrategie entwickelt- oder hunderte von Klonen gescreent werden
mussen [14, 19]. Aus diesem Grund empfiehlt sich im Vorfeld eine verfahrenstechnische
Produktionsanalyse, um das biosynthetische Potenzial eines Kandidatenstammes zu
evaluieren. Vorteilhaft ware auch der Einsatz bei Experimenten wie denen, die, durch
Einsatz molekularbioogischer und analytischer Techniken, zur Entdeckung der
Myxoprincomide gefuhrt haben [20]. Der Vorteil einer RBK liegt in der Reproduzierbarkeit
von Kultivierungsbedingungen, die in Schiuttelbioreaktoren in der Regel nicht gewahleistet
werden konnen. Dadurch wird eine statistische Analyse massenspektrometrischer Daten von

Kulturextrakten durch geringere Varianzen vereinfacht.

Ein entscheidender Vorteil, den eine Kultivierung von Mikroorganismen in Bioreaktoren mit
einer umfangreichen Online-Analytik bietet, liegt in der meist automatisierten Aufzeichnung
prozessrelevanter Daten. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit eine kontrollierte Umgebung zu
erzeugen, die bei Bedarf reproduziert werden kann. Diese Faktoren sind bei geschittelten
KulturgefalBen nur mit erheblichem Aufwand messbar, weshalb die dargestellten Versuche
Uberwiegend in kleinen Bioreaktoren durchgefiihrt wurden. Die Vorbereitung der

Bioreaktoren und deren Messsensorik haben zwar aufwandige Kalibrierungs- und



Justierungsvorgange im Vorfeld einer Kultivierung zur Folge, durch Anwendung sich
wiederhohlender Kultivierungszyklen mit einer Einzelkultur (siehe Kapitel 2 ,Repeated-Batch-
Verfahren flir ein Wirkstoffscreening mit Prozessverbesserung”) kann die Zahl der
Messzyklen pro Kalibrierung jedoch nahezu beliebig gesteigert werden, wodurch sich dieser
Aufwand relativiert. Dies ermdglichte die Evaluierung des Einflusses physikalischer und
chemischer Parameter auf die Produktion verschiedener Substanzen in relativ kurzer Zeit.
Die gewonnenen Erkenntnisse konnten nachfolgend bei der Umsetzung von Kultivierungen

in groBerem Mal3stab angewendet werden.

Da die Art der Produktion direkten Einfluss auf die Zusammensetzung der erzeugten
Extrakte und damit auf das Downstreamprocessing hat, wurden diese Faktoren wahrend des
Screenings ebenfalls berlcksichtigt. Betrachtet man den gesamten Prozesses von der
Kultivierung bis zur Reinsubstanz als eine Reihe direkt voneinander abhéangiger
Einzelschritte, so wird deutlich, dass Veranderungen in frilhen Prozessabschnitten eine
wesentliche Vereinfachung spaterer Arbeitsschritte bedeuten kénnen. Ein erfolgreiches
Beispiel hierfir stellt die verbesserte Produktion von Myxoprincomiden [20] dar. Im
urspriinglich verwendeten Casiton-basierten Medium war die Ausbeute gering und die
Aufreinigung aufgrund co-eluierender Peptide schwierig. Die Verwendung eines definierten
pO, Uber den gesamten Kultivierungszeitraum, in Kombination mit einem Ganzzell-
Hefemedium, welches die Aufreinigung nicht storte, konnte in diesem Fall Abhilfe schaffen.
Dadurch wurde sowohl die Produktion verbessert als auch die Aufreinigung vereinfacht

(Daten nicht gezeigt).

Durch die ldentifizierung verbesserter Produktionsbedingungen konnten beispielsweise die
Ausbeuten der bromierten Chondramide erhdht und die unerwiinschter Substanzen reduziert
werden, wodurch eine Aufarbeitung erheblich erleichtert wurde. Durch die Verdoppelung der
Biomasse in Kombination mit angepassten Kaultivierungsbedingungen konnten die
Chondramidausbeuten sogar noch weiter gesteigert werden. Dies zeigt, dass hohe
Zelldichten bei glnstigen Produktionsbedingungen unter Umstanden die besten Resultate
bezlglich einer Substanzproduktivitat liefern kénnen (siehe Abbildung 7.2). Aus diesem
Grund sollte das Ziel eines 6konomischen Prozesses die Erzeugung grof3er Mengen an
produzierender Biomasse sein. Unter Umstdnden mussen produktionsinhibierende
Wirkungen grofRer Zellmengen durch verfahrenstechnische Mittel wie eine Perfusions- oder
Chemostatkultivierung verhindert bzw. umgangen werden [16]. In Kapitel 5 ,Kontinuierliche
Produktionsprozesse” konnte beispielsweise gezeigt werden, dass durch die Kombination
von verbesserten Kultivierungsbedingungen mit einer an den Organismus angepassten
Kultivierungsform, Ausbeuten an Piperazinen dermal3en gesteigert wurden, dass eine
Aufreinigung dieser Substanzen lberhaupt erst moglich war. Hohe Zelldichten wurden in

diesem Fall durch einen Perfusionsprozess realisiert.
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Verbesserung der Wachs-
tumsbedingungen und Biomasse
Produktion durch optimalen
Kultivierungsmodus

Verbesserung
der Produk-
tivitat durch
Anwendung
von ver-
besserten
Produktions-
bedingungen
fur Einzel-
substanzen

Abbildung 7.2: Zusammenhang der Produktivitdt mit dem Prozess und den Kultivierungsbedingungen.
Die Produktion grof3erer Substanzmengen ist in der Regel nur mit ausreichend Biomasse realisierbar. Durch
geeignete Prozessfiihrung kann dieses Ziel erreicht werden. Die Aufgabe des Prozessingenieurs ist es gentigend
Biomasse zu erzeugen und diese dann entsprechend der gewinschten Substanz zu einer Produktion zu
stimulieren. Diese Stimulation erfolgt in der Regel durch Variationen der Kultivierungsbedingungen. Diese
Variationen konnen die Zufuhr spezifischer Induktoren, Anderungen physikalischer Parameter aber auch
beispielsweise eine konstante Detoxifikation sein. Der Prozess kann dementsprechend an die Gegebenheiten,
die im Vorfeld ermittelt werden miissen, angepasst werden.

Wenn bei einem Wirkstoffscreening mit Mikroorganismen auschlaggebende Faktoren, wie
beispielsweise verbesserte Produktionsbedingungen, frihzeitig beriicksichtigt werden, dann
kann der Gesamtprozess der Wirkstofffindung wesentlich beschleunigt werden, wie anhand
der Chondramide gezeigt werden konnte (siehe Kapitel 3 und 4). Die mit dem
Myxobakterium SBCmO007 entwickelten Methoden zeigen Wege und Arbeitsweisen, die in
angepasster Form bereits erfolgreich mit anderen Bakterien eingesetzt werden konnten
(Beispiele finden sich in Kapitel 6, ,Strukturen®). Dies zeigt, dass durch Anwendung dieser
Techniken auch die Wirkstoffsuche mit anderen Mikroorganismen profitieren kann und die
Produktivitdt und der ,Output” eines bioaktivitatsbasierten Wirkstoffscreenings wesentlich
verbessert werden kann. Abbildung 7.3 stellt noch einmal schematisch den Arbeitsablauf

dieses Screeningprozesses dar.
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Analytik Zielmassenidentifizierung Kultivierungs-
\V /T\ \l/ E Gefalen
Small-Scale Aufreinigungsmethode
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Verfahren

Reinsubstanz in ausreichenden Mengen fiir alle bendtigten Tests mit der
Option einer reproduzierbaren schnellen Nachproduktion

Abbildung 7.3: Schematische Darstellung des RBK-Screeningprozesses. Die grinen Felder stellen die
aufeinander folgenden Schritte der Produktion und des Screenings mit bioaktivitatsgeleiteter Aufreinigung aus
den RBK-Extrakten dar. In Braun nebenangestellt sind die jeweiligen ,outputs” die fir eine verbesserte hoch-
skalierte Anwendung ausschlaggebend sind. In Grau dargestellt ist die Mdglichkeit einzelne einfache
Fragestellungen mittels geschiittelter Kulturen zu bearbeiten. Das Ziel ist eine reproduzierbare und schnelle
Nachproduktion einer biologisch aktiven Substanz, welche unter Berlcksichtigung der gesamten Erkenntnisse
und deren Anwendung auf einen kontinuierlichen Prozess erreicht werden soll.

Die in Grun dargestellten Felder stellen die zeitlich aufeinanderfolgenden Schritte von der
Kultivierung, tber die im Kleinmaf3stab stattfindende Aufarbeitung und Testung der Extrakte,
bis zur Aufreinigung von Substanzen aus den RBK-Extrakten dar. Die braunen Felder stellen
Informationen dar, die aus den jeweiligen Schritten gewonnen werden konnen. Wird
beispielsweise festgestellt, dass die Aufreinigung eines biologisch aktiven Peptides durch
Einsatz eines Peptonmediums wesentlich erschwert wird, konnen dber RBK quantitative
Aussagen Uber den Erfolg einer Substitution dieses Mediums mit einem anderen getroffen
werden. Definierte Zielsubstanzen kdénnen aus dem besten RBK-Extrakt aufgereinigt oder
unter verbesserten Bedingungen in einem kontinuierlichen Verfahren nachproduziert werden.
Unterstitzend konnen, wie in Grau dargestellt, Versuche in Schiittelkolben durchgefihrt
werden (wie Dbeispielsweise im Fall der in Kapitel 2.2.4 beschriebenen

Futterungsexperimente).
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Das endguiltige Ziel ist die Entwicklung eines Prozesses der einen zuverlassigen Nachschub
eines interessanten Naturstoffes ermdglicht, wenn dieser nicht synthetisch zuganglich ist.
Hierflr sind besonders kontinuierliche Prozesse geeignet. Durch erste Versuche, wie die
kontinuierliche Aetheramid- und Piperazinproduktion, konnte bereits gezeigt werden, dass
kontinuierliche Prozesse neben klassischen Batch-Prozessen konkurenzfahig sind. Da diese
Vorversuche bisher nur wenige konkrete Zahlen geliefert haben (aufgrund der Tatsache,
dass im Zuge dieser Arbeiten lediglich zwei Organismen verwendet wurden), ist eine
zuverlassige Abschatzung der Wirtschaftlichkeit fir andere Prozesse und andere
Myxobakterien schwierig. Sollten sich aber weitere Versuche als ahnlich erfolgreich
erweisen, so steckt offensichtlich enormes Potenzial in einer kontinuierlichen

Prozessfiihrung.

Ein Upscaling des Kulturvolumens zu grof3eren Mal3staben dirfte mit Myxobakterien kaum
Probleme bereiten. Die Ublicherweise limitierenden Faktoren, wie Mischzeit und
Sauerstoffversorgung, die bei einer MalstabsvergroRerung von Rihrkesselreaktoren
relevant werden [16], spielen bei den langsam wachsenden Myxobakterien in der Regel
keine Rolle. Durch entsprechende einfach realisierbare Konstruktionen koénnten auch
Reaktoren im KubikmetermalRstab kontinuierlich betrieben werden. Dies wirde die
Produktivitat im Vergleich zu einer einfachen, mehrfach hintereinander ausgefiihrten Batch-
Kultivierung um ein Vielfaches erhthen. Die Grinde hierfir liegen im immensen
Vorbereitungs- und Aufarbeitungsaufwand, der dadurch wesentlich reduziert wirde [16].
Auch dirfte die Produktivitat, die beim Erreichen der stationdaren Phase eines
kontinuierlichen Prozesses weit hdoher sein kann als bei einem vergleichbaren Batch-
Prozess, hier letztendlich ausschlaggebend sein.

Infektionen durch Viren und Mikroorganismen, Krebs und verschiedenste andere
Erkrankungen erfordern einen standigen Nachschub an therapeutisch verwendbaren
Molekilen, nicht zuletzt durch Resistenzentwicklung der Mikroorganismen oder der
entarteten Zellen gegen bereits vorhandene Pharmazeutika [1-8]. Die Natur stellt uns hierftr
ein riesiges Reservoir an bislang unentdeckter chemischer Vielfalt zur Verfigung, welches
mittels entsprechender Methoden entdeckt und erforscht werden kann. Die Chancen neue
biologisch aktive Molekile in natirlichen Quellen zu finden sind hoch, da Naturstoffe
evolutiondr an mogliche Zielstrukturen angepasst wurden [1-8]. Besonders Mikroorganismen
sind aufgrund ihres ubiquitaren Vorkommens und ihrer Anpassungsfahigkeit an extremste
Bedingungen vielversprechende Quellen dieser Substanzen [1-8]. Es bestehen jedoch
immer noch technische Schwierigkeiten bei der Identifizierung dieser Molekile. Ein Ansatz
zur Losung dieser Probleme, besteht in der immer weiteren Verfeinerung der Analytik- und
Nachweismethoden um selbst Spuren von Substanzen nachweisen und messen zu konnen.

Dadurch sind fur eine Charakterisierung von Metaboliten bereits sehr geringe



Substanzmengen ausreichend. Ein anderer Ansatz besteht darin entsprechende
Produzenten zu isolieren und kontrolliert zu kultivieren und die produzierten
Substanzmengen durch Anderung der Kultivierungsbedingungen zu erhéhen. Hierfiir bietet
die Bioverfahrenstechnik interessante und sowohl 6kologisch als auch 6konomisch
vertretbare Ansatzpunkte. Mit der vorliegenden Arbeit wurde versucht beide Anséatze zu
vereinigen, um den groRtmoglichen Erkenntnissgewinn und praktischen Nutzen aus allen
wahrend des Screenings produzierten Daten zu erzielen. Dies ist vor allem im Hinblick auf
eine spatere Nachproduktion von Substanzen von Bedeutung, die zu Beginn eines
Screeningprojektes oftmals noch nicht abzuschatzen ist. Aufgrund der hohen Chance in
myxobakteriellen Extrakten auf neue Substanzen zu stof3en, lohnt sich jedoch die
Durchfiihrung eines Screenings der hier vorgestellten Art. Dadurch kénnen im Folgenden
viele Arbeitsschritte, die aus der Entdeckung einer Zielsubstanz resultieren, beschleunigt
oder eingespart werden. Dies kann entscheidend bei der Nachproduktion und schnellen

pharmazeutischen Evaluierung dieser dringend bendétigten Substanzen sein.

135



136

8 MATERIAL UND METHODEN

8.1 CHEMIKALIEN UND LOSEMITTEL

Es wurden Chemikalien verschiedener Hersteller verwendet, wobei darauf geachtet wurde
das eine generelle Anwendbarkeit bestand und dass keine spezifische Chargen einzelner
Chemikalien benétigt wurden (wenn doch wurde dies im Text gekennzeichnet). Fir die
analytische Chromatographie wurden vor Ort destillierte Ldsemittel und H,O-bidest
verwendet. Fir die praparative Chromatographie wurden Losemittel der Qualitat ,HPLC-

Grade" verwendet.

8.2 GERATE UND EINSTELLUNGEN

8.2.1 BIOREAKTOREN

Fur alle Tests wurde ein Labfors 3 Bioreaktor der Firma Infors (Schweiz) ausgestattet als
mikrobielle Version verwendet. Die GefalRgréRe betrug 2 bzw. 13 |. Die Prozesskontrolle
wurde mittels der Software IRIS 5.2 durchgefiuihrt. Die Gefalle waren jeweils mit
polarographischen Sauerstoffelektroden (Mettler Toledo) fur die Geldstsauerstoffmessung
ausgestattet. Diese wurden vor den Kultivierungen nach einer 6-stiindigen
Polarisationsphase mittels einer 2-Punkt Kalibration eingestellt (N,, Raumluft). Die pH
Messung erfolgte mit Elektroden des gleichen Herstellers. Vor dem Autoklavieren wurden
diese einer 2-Punkt Kalibration bei pH 4,01 und 7,00 unterzogen. Die Abgasanalyse
(BlueSens) bestand aus einer Sauerstoffmesszelle (Messprinzip: Zirkonium-Dioxid) und
einer CO,-Messzelle (Messprinzip: Infrarot). Der Massflowcontroller (Voegtlin) der fur die
RQ, CER und OUR Berechnung eingesetzt wurde hatte einen Arbeitsbereich von 0, 2 I/min

bis 5 I/min.

Folgende Reglerparametrierung wurde fur die beschriebenen Versuche verwendet (diese
muss unter Umstadnden an das verwendete Gerét zur simultanen CO, und O, Kontrolle

angepasst werden um einem Aufschwingen der Regelkreise vorzubeugen):
Stirrer: min 100, max 800; P 0,2; 1 0,2.
Flow: min 0, max 1,5; P 0,7;10,2.

Die Bestimmung des ka-Wertes erfolgte mittels der dynamischen Methode ohne

Sauerstoffverbraucher. Hierfir wurde der Bioreaktor auf Kultivierungsniveau mit Wasser



gefullt, wobei auf eine identische Anordnung der Innenbauteile wie bei einer Kultivierung
geachtet wurde, anschlieBend wurde der Sauerstoff mittels Stickstoffoegasung aus der
Losung entfernt. Um den ka bei Durchgasung der Flissigkeit mit verschiedenen
Ruhrerdrehzahlen und Begasungsraten festzustellen wurden Messungen mit allen
Kombinationen an Flussraten und RuUhrerdrehzahlen durchgefihrt. Nach jeder
Einzelmessung wurde das System wieder mittels Stickstoffgas sauerstofffrei gemacht. Fir
die Bestimmung des Einflusses des Kopfraums wurde ebenfalls vor der Messung Sauerstoff
entfernt und daraufhin bei konstantem Gasaustausch des Kopfraums und verschiedenen
Rahrerdrenzahlen gemessen. Die einzelnen Werte wurden mittels Matlab als Flache
dargestellt die ebenfalls im gemessenen Bereich flir Berechnungen herangezogen werden

kann.

Die maximal l6sliche Konzentration von Sauerstoff in H,O bei 30°C betragt 7,083 mg/l, was
nach entsprechender Kalibration der polarographischen Elektroden einem gemessenen pO,
von 100% entspricht. Der Anstieg zwischen 1,0-2,5mg/l war unter allen untersuchten

Bedingungen linear und wurde fir eine ka Berechnung mittels folgender Formel verwendet:

7,083#—1,000#

tz25—t10

(7,083#—2,500#)

kja = (8.1)
Wobei t; den Zeitpunkt bei Erreichen von 1,00 mg/lI Sauerstoffsattigung darstellt und t, s den

bei Erreichen von 2,50 mg/I.

Die gesamte Programmierung und Automatisierung von Kultivierungen erfolgte tber die
Software IRIS, die eine eine direkte Kontrolle der Bioreaktoren Uber einen PC ermdéglicht.
Zusétzlich enthalt sie auch ein einfaches Programmiermodul, welches eine sogenannte
eventbasierte Steuerung anhand von ausgelesenen Messwerten erlaubt. Moglich sind auch
zeitliche Steuerungsevents und die Berechnung sogenannter kalkulierter Parameter, aus
Messwerten von Sensoren, wie RQ, CER und OUR. Durch Verwendung globaler Variablen
konnen mehrere miteinander gekoppelte Bioreaktoren gesteuert werden und ermdglichen so
beispielsweise die automatisierte Entfernung von Kulturiiberstand aus einem Bioreaktor und
anschlieende Inkubation desselben mit XAD, sowie eine automatische Frischmedien-

Befullung des Kulturreaktors bei RB-Kultivierungen.

8.2.2 NMR

NMR-Spektren wurden entweder auf einem Bruker DRX 500 MHz Spektrometer (*H bei
500 MHz, *3C bei 125 MHz) ausgestattet mit einer 5 mm Probe oder einem Bruker Ascend
700 MHz Spektrometer (*H bei 700 MHz, *3C bei 175 MHz) ausgestattet mit einer 5 mm TXI
Cryo-Probe gemessen. Standardmé&Rig wurden 'H, DQF-COSY, HSQC und HMBC Daten
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aufgenommen. Das HSQC Experiment wurde auf *Jcy = 145 Hz optimiert, das HMBC

Experiment auf #*Jc., = 8 Hz. Abweichende Werte werden jeweils explizit angegeben.

8.2.3 MASSENSPEKTROMETRIE

8.2.3.1 MS und HPLC/MS (Standardanalytik)

HRMS Daten von Reinsubstanzen wurden per Direktinfusion einer Reinsubstanz in 50:50
H,O/Acetonitrii mit  0,1% Ameisensdure mit einem Thermo Fischer Orbitrap
Massenspektrometer, welches mittels einer Advion Nanomate mit integrierter Mikrofluidik

beschickt wurde, aufgenommen.

Bei dem verwendeten Chromatographiesystem handelte es sich um eine Dionex Ultimate
RSLC Anlage. Die Trennung wurde auf einer Waters BEH C18 Saule (100 x 2,1 mm; mit
1,7 pm Partikeldurchmesser (wenn nicht anders angegeben)) mittels eines linearen
Gradienten von (A) H,O + 0,1% Ameisensaure nach (B) Acetonitril + 0,1% Ameisensaure bei
einer Flussrate von 600 pl/min und 45°C durchgefuhrt. Der Gradient erfolgte nach einem
0,5 min dauernden isokratischen Schritt bei 5% B bis zu einer Konzentration von 95% B
innerhalb von 18 min, gefolgt von einem weiteren isokratischen Schritt bei 95% B. UV-
Spektren wurden mittels eines Diodenarray-Detektors (DAD) im Wellenlangenbereich 200-
600 nm aufgenommen. Fiur die Aufnahme von Massenspektren wurden zwei verschiedene
Gerate verwendet. FUr das maXis 4G hr-ToF Massenspektrometer (Bruker Daltonics,
Bremen Germany) wurden 75 pl vom Fluss gesplittet und mittels einer Standard ESI-Quelle
ionisiert. Die Massenspektren wurden im Bereich zwischen 150-2000 m/z mit 2 Hz
aufgenommen. Fir das Advion Triversa nano-ESI System, welches an ein Thermo Fisher
Orbitrap Massenspektrometer gekoppelt war, wurden die Spektren zwischen 200-2000 m/z
bei einer Auflésung von R = 30000 aufgenommen. Die Massenspektren wurden ohne
Fragmentierung im positiven und im Falle des TOF-Gerétes mittels eines zusatzlichen Laufs

im negativen lonisierungsmodus aufgenommen.

8.2.3.2 GC/MS (Zuckeranalytik)

Jeweils 200 pg Probe und Standard wurden 5 h bei 100°C in 3 N Salzsaure hydrolysiert,
anschliel3end getrocknet und in 10 pl Trifluoressigsaure und 90 pl [N-methyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide] (MSTFA) resolvatisiert. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die GC/MS Analyse auf einem Agilent 6890N Gaschromatographen mit einem 5973
Mass Selective Electron Impact Detektor und einem 7683B Injector (Agilent) durchgefiihrt.
Die Trennung erfolgte auf einer Dimethyl-(5% phenyl)-polysiloxane Kapillarsaule (Agilent DB-
5ht, 0.25 mm, 30 m, bei 0.1 pm). Helium wurde bei einer Flussrate von 1 ml/min als

Tragergas verwendet. 5 ul der Probe wurden im Split Modus injiziert (Splitverhaltnis, 10:1).



Die Saulentemperatur wurde fir 5 min bei 70°C gehalten, und dann mit 5°C/min auf 300°C
angehoben und dort wieder fir 5 min gehalten. Die Inlet-Temperatur betrug 250°C; GC-MS
Transfer-Line, 280°C; lonen Quelle, 230°C; Quadrupol, 150°C. Der massenselektive
Detektor wurde im Scan-Modus zwischen 40 m/z und 700 m/z betrieben. Die Datenanalyse
erfolgte mit AMDIS, Version 2.68 und der NIST Datenbank08.

8.2.3.3 Bestimmung von Unterschieden in der Produktivitat mittels MS

Die an Amberlite XAD16 gebundenen Metabolite werden mit Methanol eluiert. Die Extrakte
werden gewogen und anschlie@end mit Methanol, welches einen internen Standard
(Sulfadimethoxin 6.75 mg/l) enthélt, in einer definierten Konzentration geldst. Fir einen
Vergleich der relativen Produktivitdtsunterschiede einzelner Extrakte wird die Peakflache
einer Substanz auf den internen Standard normiert. Dadurch kénnen verschiedene Extrakte
miteinander verglichen werden. Durch Einbeziehung der Extraktmengen kénnen
Einzelkultivierungen direkt miteinander verglichen werden und absolute
Produktivitdtsunterschiede errechnet werden. Da Substanzen je nach chemischer
Beschaffenheit unterschiedlich ionisieren lassen diese Ergebnisse keine Riickschlisse auf

exakte Substanzmengen zu, solange keine Eichgeraden dieser Substanzen erzeugt wurden.

8.3 VERWENDETE MIKROORGANISMEN

8.3.1 MYXOBAKTERIEN

SBCmO002 (Chondromyces sp.),
SBCmO004 (Chondromyces sp.),
SBCmMO07 (Chondromyces sp.),

Diese Stamme wurden von Ronald Garcia isoliert und (zumindest vorlaufig) der Gattung

Chondromyces zugeordnet.

8.3.2 ANDERE MIKROORGANISMEN

Xenorhabdus szentirmaii,
Saccharomyces cerevisiae,

Der Xenorhabdus Stamm wurde in China von einem Kooperationspartner isoliert und wurde

in Zusammenarbeit mit der Firma GeneBridges untersucht.

139



140

8.4 KULTIVIERUNG DER MIKROORGANISMEN

8.4.1 MEDIEN UND MEDIENZUSATZE

8.4.1.1 VY2 Medium (1)

5 g Backerhefe (Wonnemeyer Feinkost)
1g CaCl, x 2H,0

1.5 g HEPES

100 pl Vitaminldsung

pH 7.2 mittels KOH einstellen

8.4.1.2 M9-Minimalmedium (1)

6.87 g Na,HPO,4 x 2H,0

3 g KH,PO,

1 g NH,CI

4 g Glukose

2 ml MgSO, Lésung (1M)

100 pl CaCl, Lésung (1M)

2 ml Spurenelementlésung

pH 7.0 eingestellt mit KOH
8.4.1.3 Vitaminlésung (10 ml)
4 mg Biotin

64 mg Natrium-Pantothenat

64 mg Nicotinamid

64 mg Pyridoxal HCI

14 mg Para-Amino Benzoesaure

14 mg Kobalamin



8.4.1.4 Spurenelementlésung (11)

40 mg ZnCl,

200 mg FeCl; x 6H,0
10 mg CuCl, x 2H,0

10 mg MnCl, x 4H,0

10 mg Na,B,0O; x 10H,0

10 mg (NH4) 6M07024 X 4H20

8.4.2 KULTIVIERUNG DER MIKROORGANISMEN

Die Kultivierungen wurden wenn nicht anders angegeben in VY2 Medium durchgefuhrt da
dieses sich als kostenglnstiges Medium speziell fir die Chondromyces-Kultivierung
erwiesen hatte, welches kaum Schaumbildung im Bioreaktor erzeugte und bei der
Aufreinigung von Substanzen nicht storte. Die Kultivierung des Xenorhabdus-Stammes und
der Backerhefe erfolgte in M9-Minimalmedum. Fir die bendtigten Festmedien wurden jeweils
15 g/l Agarose zu den Flussigmedien zugefugt. Die Konservierung der Organismen erfolgte
in 20% DMSO (Dimethylsulfoxid) und Flussigmedium durch Schockgefrieren in flissigem
Stickstoff und anschlieBender Lagerung bei -80°C. Als Arbeitsstock wurden Bakterien auf
entsprechendes Festmedium gebracht und bei 30°C inkubiert. Von dort aus wurde bei

Bedarf das Flissigmedium in Schiittelgefaf3en inokuliert.

Inokulation von Bioreaktoren erfolgte mit 10% des Reaktorvolumens aus einer Schuttelkultur.
Zur Aufrechterhaltung des pO, wurden zwei Methoden verwendet die jeweilige Methode wird
im Text angegeben. Bei der Aufrechterhaltung mittels der Rihrerdrehzahl wird bei Erreichen
eines unteren Grenzwertes die RuUhrerdrehzahl erhoht. Bei der Variante mit
Aufrechterhaltung durch die Begasungsrate erfolgt bei Erreichen des Grenzwertes eine
Hochregulierung der Flussrate. Die Aufrechterhaltung des pH-Wertes wurde durch 200 mM
KOH bzw. 100 mM H,SO, erreicht.

Die Abreicherung von Kulturiiberstanden wurde in der Regel mit Amberlite XAD16
durchgefuhrt. Bei Batch-Prozessen erfolgte eine verzogerte Addition (wenn nicht anders
angegeben 2% des Kultivierungsvolumens) nach 24-48 Stunden, um eine zu starke Bindung
von unverbrauchten Medienbestandteilen an das XAD16 zu verhindern. Bei Fed-Batch
Prozessen erfolgte ein analoges Vorgehen. Bei einer nachtréaglichen Inkubation des XAD16
am Ende des Prozesses mit den Kulturiiberstanden wurde 0,5-1,0 h inkubiert und der

Uberstand anschlieRend verworfen.
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8.5 AUFARBEITUNG VON EXTRAKTEN

8.5.1 LOSEMITTELEXTRAKTION VON XAD16 UND BIOMASSE

Das zu extrahierende Material wurde gefriergetrocknet und anschlieBend einer
Losemittelextraktion unterzogen. Dabei wurden nacheinander verschiedene LOsemittel
verwendet, jeweils beginnend mit unpolaren (Hexan/Heptan) in Richtung polarer (Methanol).
In der Regel wurden alle Extraktionsschritte zweimal mit jeweils einem Ldsemittel
durchgefuhrt. Gute Vorseparation konnte mit Chondromyces-Biomasse und XAD16 bei
Verwendung von Heptan, Chloroform, Ethylacetat und Methanol in dieser Reihenfolge

erreicht werden.

8.5.2 GRORENAUSCHLUSS-CHROMATOGRAPHIE

Die GroéfRenausschluss-Chromatographie erfolgte Uber Sephadex LH20 Material mit
Methanol als mobiler Phase. Maximal ein Prozent des Bettvolumens wurde geldst
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte mit einer Flussrate von ca. 10 Tropfen pro Minute was

mittels einer Schlauchklemme am unteren Ende der Saule eingestellt wurde.

8.5.3 KIESELGELCHROMATOGRAPHIE

Die Fraktionierung erfolgte durch Aufziehen des Extrakts auf einer kleinen Menge Kieselgur.
Dieses wurde unter Vakuum eingetrocknet und anschlie@end oben auf einer mit einer
Hexan/Kieselgelschlamme geflllten Chromatographieséule aufgebracht. Die Auftrennung
erfolgte dann uber jeweils das zweifache S&aulenvolumen mit jeweils einer Losemittelfraktion.
Als Gradient wurde Hexan, Chlorophorm, Chlorophorm/Methanol Gemische mit jeweils 10%
hoéheren Methanolanteilen in nachfolgenden Fraktionen und anschlieBen mit reinem

Methanol verwendet.

8.5.4 PRAPARATIVE HPLC

Die Aufarbeitung an der HPLC erfolgte unter Verwendung verschiedener Reverse-Phase
Saulen mit Lésemittelgradienten die den jeweiligen Bedurfnissen entsprechend angepasst
waren. Als Losemittel wurden Waser/Acetonitril bzw. Wasser/Methanol Gemische verwendet
die entweder mit 0,05- 0,1% Trifluoressigsaure oder Ameisensaure versetzt waren oder um
basische Bedingungen zu erzeugen mit 0,1% Ammonium-Formiat, wobei der gewinschte pH

mittels Ammoniak eingestellt wurde.



8.6 ZELLKULTUR

Die verwendeten Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) oder
der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen. HUVEC
Zellen stammten von PromoCell. Die Zelllinien wurden unter Standardkulturbedingungen in
einem Inkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die gesamten Versuche im Bereich

Zellkultur wurden von Jennifer Herrmann durchgefihrt.

8.6.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR WACHSTUMSHEMMUNG VERSCHIEDENER

ZELLLINIEN

In 96-Well Platten (Corning CellBind®) wurden6 x 10° Zellen pro Well in 180 pl des
jeweiligen Mediums eingesat. Nach einer kurzen Aquilibrierungsphase erfolgte eine direkte
Behandlung mit den in Methanol gelésten Substanzen in serieller Verdinnung in Duplikaten.
Nach 5 Tagen Inkubation wurden 20 pl einer 5 mg/ml 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) L&sung in PBS (Phosphat-gepufferte Saline, pH 7.4)
zugefugt und die Platten wurden weitere 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde das
Medium verworfen und die Zellen mit 100 ul PBS gewaschen. Dann wurden 100 pl 2-
Propanol/10 N HCI (250:1) zugefiigt um entstandenes Formazan zu lésen. Die
Absorptionsintensitat des violetten Formazans wurde bei 570 nm mittels eines
Mikrotiterplattenlesers (EL808, Bio-Tek Instruments Inc.) gemessen. Die Zellviabilitdt wurde
in Prozent relativ zur Methanolkontrolle angegeben. Gls,-Werte wurden berechnet indem ein

sigmoidaler Fit durch die Messwerte gelegt wude.

Die Testung von Fraktionen wurde analog durchgefiihrt jedoch wurden hier 1.2 x 10* Zellen

pro Well verwendet und die Inkubation mit MTT erfolgte bereits nach zwei Tagen.

8.6.2 HCS-ASSAY AUF LYSOSOMALE INTEGRITAT

In 96-Well Platten (96-Well Imaging Plate, BD Falcon) wurden 5 x 10° humane U-2-OS
Osteosarkom-Zellen pro Well in 100 ul McCoy’s5A Medium (10% FBS) eingesat.Nach Uber
Nacht Equilibrierung wurden die Zellen fir 4 h mit den Proben (Konzentrationen wie in
Abbildungen angegeben), inkubiert. Fur die Lysosomenfarbung wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen. Dann wurden 10 pg/ml Hoechst33342 (Molecular Probes) und 5 pg/ml
Acridin Orange in PBS zugefugt und die Zellen wurden fur 15 min inkubiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurden die Zellen bei 200-facher Vergrél3erung mit einem automatisierten
Mikroskop (BD-Pathway 855)abgebildet.

Acridin Orange zeigt eine grine Fluoreszenz in pH-neutralen Zellkompartimenten und

akkumuliert in sauren Kompartimenten, wobei der so angereichtere Farbstoff eine
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Fluoreszenz im roten Bereich zeigt. Die Auswertung erfolgte basierend auf der hohen
Fluoreszenzintensitat (rot) von Lysosomen mit saurem pH in lebenden Zellen. Andert sich

der lysosomale pH (basischer) verschwindet die rote Fluorezenz von Acridin Orange.

8.6.3 HCS-ASSAY AUF AKTIN-FILAMENTE

Humane U-2-OS Zellen wurden wie oben beschrieben in 96-Well Platten eingesat und
behandelt. Fir die Immunfluoreszenz- oder Acti-stain™ 555 (Cytoskeleton Inc.) Farbung
wurden die Zellen mit eiskaltem (-20°C) Aceton/Methanol (1:1) fir 10 min oder mit 3%
Paraformaldehyd in PBS bei Raumtemperatur fixiert . Nach dem Waschen mit PBS wurden
die Zellen mit 0,01% (0.5% bei Acti-stain™ 555) Triton-X 100 in PBS permeabilisiert. Fiir die
Immunfarbung wurden die Zellen mit folgender Antikérperkombination behandelt: (3-Aktin
mAb (1:2000, Sigma)/Ziege-anti-Maus-Alexa 488 (1:1000, Molecular Probes) verdinnt in
PBS/10% fttalem Kélberserum (FBS). Die Zellen wurden 45 min bei 37°C mit dem priméaren
Antikorper inkubiert und anschlieend mit dem sekundaren Antikorper unter den gleichen
Bedingungen. Die Aktinfarbung mit Actistain™ 555 phalloidin (100 nM in PBS) wurde bei
Raumtemperatur fir 30 min durchgefihrt. Fir beide Ansatze wurden die Kerne mittels
Hoechst33342 (5 ug/ml, Molecular Probes) gefarbt und eine Ganzzellfarbung mittels HCS
CellMask™ Red stain (1 pg/ml, Invitrogen) wurde ebenfalls nach der Immunfarbung
durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit einem automatisierten Mikroskop (BD-Pathway 855)
abgebildet.

Die Auswertung erfolgte basierend auf der Standardabweichung (SD) der Aktin-
Fluoreszenzintensitat innerhalb einzelner Zellen, gemittelt Uber die jeweilige Probe. Durch

Behandlung mit aktin-stabilisierenden Substanzen steigt die SD.

8.6.4 AKTIN-POLYMERISATIONS-ASSAY

Fluoreszenzbasierte  Aktin-Polymerisations-Assays wurden mit Pyrene-Muscle-Actin
(Cytoskeleton Inc.) entsprechend dem Hersteller-Protokoll durchgefihrt. Daflr wurden
Chondramide in Niedrigsalz-Puffer (5 M Tris-HCI pH 8,0; 0,2 mM CaCl,; 0,2 mM ATP; 1 mM
Dithiothreithol (DTT); nicht-polymerisierend) gelést und mit dem Pyren-Aktin welches im
selben Puffer verdinnt wurde versetzt. Es wurde eine Endkonzentration von 20 pM
Chondramid und 5 pM Aktin eingestellt. Die Proben wurden in schwarzen, 384-Well Platten
(Corning, NBS™ surface) gemessen. Die Fluoreszenzintensitit bei 405 nm (Anregung bei
360 nm) wurde alle 30 s fur 85 min mit einem Mikrotiterplatten-Leser (Spectramax M5°,
Molecular Devices) aufgezeichnet. Die Experimente wurden in Duplikaten ausgeftihrt und die

Berechnung des zeitlichen Anstiegs der Fluoreszenz erfolgte im linearen Bereich der Kurven.
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10ANHANG

10.1 ANHANG A — SIMULATIONSPROGRAMM RBK

Programm zur Simulation einer RBK mittels Berkeley Madonna.

METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME = 300
DT =0.01

mumax=0.2

Ks=8

YXS=0.55

alpha=0.2 (wurde mit 1000 multipliziert um eine Vereinheiltichung der Achsen zu ermdglichen)
beta=0

kd = 0.05

Limit cs>=0
Limit cx>=0
Limitcp>=0

mu = mumax*cs/(cs+Ks)
gp = alpha*mu + beta

d/dt (cs) = -mu/YXS*cx - out + in
d/dt (cx) = mu*cx - kd*cx
d/dt (cp) = gp*cx - (out*0.9)

out = Pulse(10,23.8,24)
in = Pulse(10,24,24)

initcs =10
initcx =0.1
intcp=0
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10.2 ANHANG B — NMR TABELLEN KAPITEL RBK

SH-Cm7-487 (500 MHz, 125 MHz, MeOD)
Cm7
13C 1H J(in Hertz)

1 73.1 5.24-5.29 (1H) m

1 73.2 4.49-4.55 (1H) m

1" 25.2 1.95-2.16 (2H) m

1 27.4 2.12-2.34 (2H) m

i 55.9 3.41-3.53 (2H) m

2 41.4 1.86-1.96, 1.82 (2H) m, dd 14.42, 5.04
3 69.7 3.18-3.26 (1H) m

4 31.3 1.52-1.68 (2H) m

5 36.0 1.62-1.67, 1.22-1.30 (2H) m, m

6 334 2.20-2.40 (1H) m

6' 21.3 1.1 (3H) d 6.59

7 134.4 5.05 (1H) d 10.26
8 141.9

8' 28.8 1.85-1.95 (2H) m

8" 25.2 1.52-1.68, 1.30-1.44 (2H) m, m
8" 14.7 0.94 (3H) t7.45

9 79.4 4.16 (1H) dd 11.38, 4.37
10 347 2.33-2.50 (2H) m

11 132.5 5.23-5.28 (1H) m

12 134.3

12 12.7 1.70 (3H)

13 141.6 6.32 (1H) d 15.59
14 124.3 5.23-5.28 (1H) m

15 84.5 3.58 (1H) t9.50

O-Meth 15 55.7 3.23 (3H) s

16 54.3 2.55 (1H) dd 9.71, 3.76
16' 32.8 1.92-2.00, 1.43-1.55 (2H) m, m
16" 21.7 1.30-1.44 (2H) m
16" 13.9 0.95 (3H) t7.27
17 172.1

Nummerierung startend beim C1 des Prolins (ehemaliges

durchnummeriert. PKS-Kette mit Ziffern durchnummeriert.

Carboxyl-C). Prolin

mit



SH-Cm7-503 (700 MHz, 175 MHz, DMSO)
Cm7
13C 1H J(in Hertz)

1 74.0 4.77-4.80 (1H) m

1 67.7 3.64-3.68 (1H) m

1" 23.9 1.65-1.73, 1.49-1.58 (2H) m, m
i 26.6 1.78-1.87, 1.69-1.73 (2H) m, m
i 54.6 2.83-2.89, 2.57-2.63 (2H) m, m

2 41.4 1.49-1.58, 1.37-1.46 (2H) m, m

3 65.7 2.41-2.47 (1H) m

4 34.3 1.37-1.46, 1.02-1.09 (2H) m, m

5 36.4 1.49-1.58, 0.94-1.00 (2H) mm

6 31.6 2.57-2.63 (1H) m

6' 21.3 0.94 (3H) d 6.60

7 135.4 4.89 (1H) d 10.35
8 140.3

8' 68.9 4.03-4.07 (1H) m

8" 30.3 1.49-1.58 (2H) m

8" 11.0 0.85 (3H) t7.43

9 77.3 4.02 (1H) dd 11.64, 4.04
10 35.1 2.41-2.47, 2.28-2.33 (2H) m, m
11 131.5 5.28-5.31 (1H) m

12 131.9

12' 12.3 1.61 (3H) s

13 139.9 6.19 (1H) d 15.52
14 122.2 5.15 (1H) dd 15.55, 8.85
15 83.3 3.42 (1H) dd 9.46, 9.46

O-Meth 15 54.6 3.12 (3H) s

16 52.6 2.35-2.40 (1H) m

16' 31.2 1.78-1.87, 1.45-151 (2H) m, m
16" 20.2 1.19-1.25 (2H) m
16" 13.6 0.86 (3H) t7.37
17 170.6

Nummerierung startend beim C1 des Prolins (ehemaliges

durchnummeriert. PKS-Kette mit Ziffern durchnummeriert.

Carboxyl-C). Prolin  mit

163
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SH-Cm7-374 Piperazin

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7
13C 1H J(in Hertz)
Tyrosin
1 173.6
N-Methyl 34.3 2.48 (3H) s
2 66.2 3.95 (1H) dd 4.60, 4.10
3 37.6 3.15, 3.06 (2H) dd 14.26, 4.99; dd 14.26, 3.69
4 128.9
2x5 131.9 6.92 (1H) d 8.40
2x6 115.4 6.62 (1H) d8.51
7 156.3
Fettsaure
1 172.8
2 70.2
Amid-Methyl 26.6 2.91 (3H) s
3 34.5 2.12-2.20 (1H) m
4 19.5 0.85 (3H) d6.61
5 19.5 0.76 (3H) d6.76
6 33.6 1.89-1.96, 1.56 (2H) m, dd 12.33, 5.00
7 23.1 1.13-1.20, 0.63-0.71 (2H) m, m
8 40,9 1.00-1.10 (2H) m
9 28.6 1.44-1.50 (1H) m
10 22.9 0.84 (3H) d 6.65
11 22.3 0.84 (3H) d6.64



SH-Cm7-341

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7

Benzenepropanoic Acid

Tyrosin Amide
1
O-Methyl
2
N-Methyl
3
4
2x5
2x6

13C

174.9
35.7
31.6

141.9

128.9

129.1

126.8

172.5
52.3
61.2
345
34.3

128.9

130.7

115.9

156.9

1H

2.52-2.59 (2H)
2.74-2.82 (2H)

7.12-7.17 (1H)
7.22-7.26 (1H)
7.12-7.17 (1H)

3.71 (3H)
4.95 (1H)
2.75 (3H)

3.19; 2.95 (2H)

6.96 (1H)
6.68 (1H)

J(in Hertz)

S
dd 11.05, 5.11
S
dd 14.42, 4.89; dd14.30, 10.92

d8.44
d 8.54
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SH-Cm7-340

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7

Benzenepropanoic Acid

Tyrosin Amide
1
Amide-Methyl
2
N-Methyl
3
4
2x5
2x6

13C

175.4
35.9
317

142.1

129.1

129.1

126.8

172.8
26.1
59.7
324
34.4

126.8

130.8

115.9

156.9

1H

2.50-2.61 (2H)
2.65-2.79 (2H)

7.10-7.13 (1H)
7.20-7.25 (1H)
7.13-7.16 (1H)

2.71 (3H)
5.21 (1H)
2.87 (3H)
3.18; 2.82-2.86 (2H)

6.97-7.03 (1H)
6.68 (1H)

J(in Hertz)

S
dd 10.24, 5.98
S
dd 14.56, 6.14; m

m
d8.47
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SH-Cm7-373_1 Peptide

(500 MHz, 125 MHz, DMSO)

Cm7

Glutaminséaure

Isoleucin

Leucin

o O WN B a b wWwN PP

o O WN R

13C

171.4
51.8
26.4
30.3

171.3

171.8
56.8
36.0
15.4
24.5
11.2

174.6
50.3
39.9
24.5
321
21.5

1H

3.89-3.94 (1H)
1.88-2.05 (2H)
2.34-2.42, 2.24- 2.32 (2H)

415-4.23 (1H)
1.67-1.75 (1H)
0.84 (3H)
1.37-1.46, 1.02-1.12 (2H)
0.79 (3H)

4.15-4.23 (1H)

1.45-1.57 (2H)

1.58-1.66 (1H)
0.84 (3H)
0.82 (3H)

J(in Hertz)

d6.81
m, m
t7.54

d6.61
d6.71
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SH-Cm7-373_2 Peptide

(500 MHz, 125 MHz, Methanol)

Cm7

Glutaminséaure

Leucin

Leucin

o O WN B a b wWwN PP

o O WN PR

13C

174.3
55.6
28.1
33.2

175.5

174.8
53.8
41.8
26.1
23.5
21.9

177.4
43.9
42.3
26.1
235
21.9

1H

3.63-3.71 (1H)
2.06-2.17 (2H)
2.43-2.59 (2H)

4.32-4.43 (1H)
1.54-1.66 (2H)
1.66-1.78 (1H)
0.91-0.97 (3H)
0.91-0.97 (3H)

4.32-4.43 (1H)
1.54-1.66 (2H)
1.66-1.78 (1H)
0.91-0.97 (3H)
0.91-0.97 (3H)

J(in Hertz)

33333 3

33333



SH-Cm7-393Peptide

(500 MHz, 125 MHz, MeOD)

Cm7

Glutaminséaure

a b wWDN PP

Valin

Phenylalanin

3n

2x5"
2X6"
7

13C

171.4
53.4
27.0
32.1

174.0

173.4
60.0
314
19.3
18.2

174.2
54.6
38.1

138.2

129.2

130.1

127.5

1H

3.99 (1H)
2.08-2.23 (2H)
2.52 (2H)

4.14 (1H)
1.97-2.07 (1H)
0.92 (3H)
0.89 (3H)

4.67 (1H)
3.19, 2.58 (2H)

7.222-7.29 (1H)
7.222-7.29 (1H)
7.17-7.22 (1H)

J(in Hertz)

d9.23

t7.21

d7,24

d6.85
d 6.08

dd 8.79, 5.21
dd 13.91, 2.98; dd 13.91, 8.81

m
m
m
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SH-Cm7-407Peptide

(500 MHz, 125 MHz, MeOD)

Cm7

Glutaminséaure

Isoleucin

Phenylalanin

a b wWwN PP

o O WN B

W N -

2x5
2x6

13C

171.3
53.3
26.9
32.0

173.8

173.4
59.1
37.7
15.5
26.4
11.1

174.1
54.5
38.1

138.1

130.1

129.1

127.5

1H

4.01 (1H)
2.06-2.22 (2H)
2.51 (2H)

4.20 (1H)
1.75-1.81 (1H)
0.89 (3H)
1.41-1.49; 1.08-1.13 (2H)
0.87 (3H)

4.68 (1H)
3.20; 2.98 (2H)

7.22-7.29 (1H)
7.22-7.29 (1H)
7.17-7.22 (1H)

J(in Hertz)

dd 6.47, 6.47
m
dd 7.21

d 7.60

d 6.93
m; m
t7.46

dd 8.88, 5.18
dd 14.07, 5.26; dd 13.96, 8.91

m
m
m
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SH-Cm7-487 Peptide

(500 MHz, 125 MHz, MeOD)

Cm7

Lysin
1
2
3
4
5
6
Glutaminsaure
1
2
3
4
5
Valin
1
2
3
4
5
Leucin
1
2
3
4
5
6

13C

176.3
53.4
314
23.7
27.7
40.1

169.6
52.8
28.5
31.2

174.5

174.8
60.1
31.2
19.5
18.3

175.2
52.3
41.2
25.4
23.0
21.6

1H

4.56 (1H)
1.92-2.00, 1.74-1.83 (2H)
1.50-1.61 (2H)
1.62-1.73 (2H)

2.92 (2H)

3.62 (1H)
2.19-2.28, 1.99-2.06 (2H)
2.42-2.54 (2H)

4.25 (1H)
2.09-2.17 (1H)
1.02-1.06 (3H)
0.93-1.00 (3H)

4.38 (1H)
1.62-1.73 (2H)
1.74-1.83 (1H)
0.95-1.00 (3H)
0.92-0.95 (3H)

J(in Hertz)

dd 9.68, 4.42
m, m
m
m
t7.77

dd 9.97, 5.04
m, m
m

d 6.66

dd 9.85, 5.36
m

3 3 3
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SH-Cm7-501 Peptide

(500 MHz, 125 MHz, MeOD)

Cm7
13C 1H J(in Hertz)

Lysin

1 175.8

2 53.1 4.60 (1H) dd 9.21, 4.21

3 29.0 1.97-2.07, 1.73-1.83 (2H) m, m

4 26.3 1.67-1.81 (2H) m

5 26.3 1.67-1.81 (2H) m

6 41.5 3.18-3.26 (2H) m
Glutaminsaure

1 169.6

2 52.9 3.36 (1H) dd 9.79, 5.04

3 28.6 2.19-2.28, 1,97-2.07 (2H) m, m

4 31.3 2.46-2.52 (2H) m

5 174.4
Isoleucin

1 174.9

2 59.4 4.30 (1H) d7.03

3 37.6 1.82-1.95 (1H) m

4 15.7 1.02 (3H) d6.81

5 25.6 1.49-1.58, 1.15-1.23 [2H) m, m

6 11.2 0.92 (3H) t7.50
Leucin

1 175.7

2 52.3 4.41 (1H) dd 9.69, 5.49

3 41.1 1.62-1.71 (2H) m

4 25.5 1.73-1.83 (1H) m

5 23.0 0.99 (3H) d 6.60

6 21.6 0.93 (3H) d6.54



10.3 ANHANG C — NMR TABELLEN KAPITEL CHONDRAMIDE
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Chondramid A

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cmc5/synthesized SBcm007
position e 'H J(in Hertz) ¥c 'H J(in Hertz)
PKS PKS
1 176.9 (C) X 1 176.5 (C) X
2 40.2 (CH)  2.59-2.72 m 2 40.2 (CH)  2.63-2.69 m
2-Me 19.1 (CHa) 1.08 d 6.80 2-Me 19.1 (CHa) 1.09 d6.78
3 46.0 (CH;) 2.23;2.08 dd 13.0, 12.6; 3 46.0 (CHy) 2.24;2.04 dd 12.6, 12,6;
dd 12.6 2.6 dd 13.6, 3.31
4 134.7 (C) X 4 134.3 (C) X
4-Me 16.0 (CHs) 1.68 s 4-Me 15.9 (CHs) 1.69 s
5 129.1 (CH) 4.81-4.87 m 5 129.1 (CH) 4.85 Wasserpeak
6 38.7(CH)  2.45-2.57 m 6 38.7(CH)  2.47-2.55 m
6-Me 17.9 (CHa) 0.91 d 6.60 6-Me 17.9 (CHa) 0.92 d6.72
7 79.2 (CH) 4.47-4.56 m 7 79.2 (CH) 4.51.4.56 m
7-Me 18.9 (CHs) 0.86 d6.1 7-Me 18.9 (CHs) 0.87 d 6.24
Tyr Deriv. Tyr Deriv.
1 173.5 (C) X 1 173.0 (C) X
2' 83.4 CH) 3.85 d10.1 2' 83.5 (CH) 3.86 d9.89
O-Me' 58.3 (CHa) 3.14 s O-Me' 58.3 (CHs) 3.15 s
3 55.7 (CH) 5.03 do9.9 3 55.7 (CH) 5.04 dd 9.82; 9.67
4 131.3 (C) X 4 130.9 (C) X
5' 129.5 (CH) 6.99 d8.6 5' 129.6 (CH) 6.99 d 8.69
6' 116.1 (CH) 6.67 d8.6 6' 116.1 (CH) 6.68 d 8.60
7 157.9 (C) X 7 157.5 (C) X
N-Me-Trp N-Me-Trp
1" 171.3 (C) 1" 170.9 (C) X
2" 56.9 (CH) 5.52 dd 8.1,8.1 2" 56.9 (CH) 5.53 dd 8.6, 8.6
3" 26.4 (CHy) 3.02 ds.1l 3" 26.5 (CHy) 3.03 dd 8.1,1.9
4" 110.1 (C) X 4" 109.8 (C) X
5" 124.4 (CH) 6.83 s 5" 124.4 (CH) 6.84 s
6" 128.5 (C) X 6" 128.1 (C) X
7 137.9 (C) X 7" 137.6 (C) X
8" 112.2 (CH) 7.26 ds.1 8" 112.2 (CH) 7.27 d8.10
9" 122.3 (CH) 7.02-7.09 m 9" 122.3 (CH) 7.06 dd 7.52
10" 119.6 (CH) 6.95-7.02 m 10" 119.6 (CH) 6.98 dd 7.45
11" 119.4 (CH) 7.57 d7.8 11" 119.4 (CH) 7.57 d7.88
N-Me" 30.9 (CHs) 3.08 s N-Me" 30.9 (CHs) 3.09 s
Ala Ala
i 174.9 (C) X 1 174.5 (C) X
2" 45.9 (CH) 4.73-4.81 2" 46.1 (CH) 4.76-4.81 m
3" 18.4 (CHs) 0.8 d7.1 3" 18.4 (CHs) 0.81 d 6.97
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Chondramid A3

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7

3¢ 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.5 (C) X
2 39.9 (CH) 2.64-2.70 m
2-Me 18.8 (CHs) 1.09 d6.74
3 45.8 (CHy) 2.24; 2.05 dd 12.90, 12.90; dd 13.33, 3.02
4 134.4 (C) X
4-Me 15.7 (CHs) 1.7 s
5 128.8 (CH) 4.85 m, waterpeak
6 38.3 (CH) 2.48-2.54 m
6-Me 17.5 (CHs) 0.92 d6.71
7 78.9 (CH) 4.51-4.56 m
7-Me 18.2 (CHgy) 0.85 d 7.00
Tyr Deriv.
1 172.9 (C) X
2' 82.9 (CH) 3.82 d9.93
O-Me' 57.9 (CHs) 3.16 s
3 55.2 (CH) 4.99 dd 9.97, 9.47
4 132.4 (C) X
5' 129.6 (CH) 7.15 d2.11
6' 121.0 (C) X
7 153.4 (C) X
8' 116.9 (CH) 6.77 d 8.38
9' 127.6 (CH) 6.86 dd 8.38, 2.08
N-Me-Trp
1" 170.9 (C) X
2" 56.7 (CH) 551 dd 8.37, 7.78
3" 26.2 (CHp) 3.07; 3.01 dd 15.67, 7.53; dd 14.54, 8.64
4" 109.8 (C) X
5" 123.9 (CH) 6.85 s
6" 128.2 (C) X
7" 137.6 (C) X
8" 111.9 (CH) 7.26 d 8.09
9" 122.0 (CH) 7.05 dd 7.91, 6.84
10" 119.3 (CH) 6.98 dd 7.92,7.14
11" 119.0 (CH) 7.57 d7.84
N-Me" 30.5 (CHj3) 3.09 s
Ala
i 174.4 (C) X
2" 45.7 (CH) 4.79 m, waterpeak
3" 18.6 (CHg3) 0.88 d6.23
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Chondramid A3 linear

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7

Bc 'H J(in Hertz)
PKS
1 178.3 (C) X
2 39.3 (CH) 2.49-2.55 m
2-Me 16.9 (CHs) 1.02 d 6.88
3 44.8 (CHs3) 2.28-2.33; 1.95 m; dd 13.32, 8.63
4 133.2 (C) X
4-Me 16.1 (CHs) 1.62 s
5 131.2 (CH) 4.99 d9.59
6 41.2 (CH 2.29-2.35 m
6-Me 17.1 (CHs) 0.95 d6.72
7 72.7 (CH) 3.41-3.47 m
7-Me 20.9 (CHjy) 1.06 d 6.30
Tyr Deriv.
1 173.5 (C) X
2' 83.1 (CH) 4.13 d6.28
O-Me' 59.2 (CHa) 3.36 s
3 54.8 (CH) 5.25 d6.61
4 130.5 (C) X
5 130.4 (CH) 7.32 d2.08
6' 120.5 (C) X
7 153.4 (C) X
8 115.8 (CH) 6.8 d8.37
9 128.8 (CH) 7.1 dd 8.39, 2.18
N-Me-Trp
1" 171.8 (C) X
2" 58.2 (CH) 5.57 dd 10.73, 5.69
3" 24.8 (CHy) 3.36-3.41; 3.18 m; dd 15.02, 10.57
4" 110.2 (C) X
5" 123.3 (CH) 7.02 s
6" 127.3 (C) X
7" 137.4 (C) X
8" 111.8 (CH) 7.29 d8.12
9" 122.8 (CH) 7.07 dd 8.18, 7.29
10" 119.7 (CH) 6.98 dd 7.95, 7.07
11" 118.9 (CH) 7.57 d 8.00
N-Me" 31.6 (CHa) 3.04 s
Ala
IR 175.3 (C) X
2" 46.6 (CH) 4.53 q6.61
3™ 16.1 (CHa) 0.8 d 7.00
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Chondramid A4

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7
Bc 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.4 (C) X
2 39.8 (CH) 2.60-2.67 m
2-Me 18.8 (CHs) 1.07 d6.78
3 45.8 (CH,) 2.22;2.03 dd 13.08, 12.2; dd 13.4, 3.44
4 134.4 (C) X
4-Me 15.7 (CHs) 1.68 S
5 128.8 (CH) 4.83 d9.97
6 38.4 (CH) 2.48-2.54 m
6-Me 17.6 (CHs) 0.93 d6.74
7 79.0 (CH) 4.52 dq 8.09, 6.31
7-Me 18.8 (CHa) 0.84 d6.23
Tyr Deriv.
1 172.9 (C) X
2' 82.9 (CH) 3.85 d 10.02
O-Me' 57.9 (CHg) 3.16 S
3 55.2 (CH) 4.99 d 10.02
4 132.5 (C) X
5 129.7 (CH) 7.16 d2.15
6' 121.0 (C) X
7 153.4 (C) X
8' 117.1 (CH) 6.77 d 8.36
9' 127.7 (CH) 6.92 dd 8.42,2.17
N-Me-Trp
1" 170.5 (C) X
2" 55.5 (CH) 5.58 dd 8.93, 7.06
3" 25.0 (CHy) 2.96-3.05 m
4" 106.2 (C) X
5" 122.9 (C) X
6" 128.2 (C) X
7" 135.9 (C) X
8" 111.4 (CH) 7.17 d 8.09
9" 122.5 (CH) 7.06 ddd 8.19, 7.20, 1.13
10" 120.2 (CH) 6.99 ddd 8.03, 7.29, 0.97
11" 118.9 (CH) 7.49 d7.91
N-Me" 30.9 (CHg) 3.13 S
Ala
i 174.5 (C) X
2" 45.5 (CH) 4.76 q7.07
3™ 17.9 (CHa) 0.75 d 6.98



Chondramid A6

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7

Bc 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.3 (C) X
2 39.8 (CH) 2.65-2.70 m
2-Me 18.3 (CHs) 1.09 d6.74
3 46.1 (CH,) 2.22;2.07 dd 13.01, 12.45; dd 13.24, 3.17
4 134.5 (C) X
4-Me 15.5 (CHs) 1.7 S
5 128.8 (CH) 4.83 m, waterpeak
6 38.5 (CH) 2.48-2.53 m
6-Me 18.0 (CHs) 0.93 d6.74
7 79.0 (CH) 4.48-4.51 m
7-Me 18.8 (CHa) 0.83 d6.29
Tyr Deriv.
1 n. d. X
2' 82.8 (CH) 3.83 d 10.29
O-Me 57.9 (CHg) 3.09 S
3 55.6 (CH) 5.00 d 10.37
4 134.8 (C) X
5' 128.9 (CH) 6.97 d 8.06
6' 121.1 (CH) 7.07-7.10 m
7 153.3 (C) X
N-Me-Trp
1" 169.9 (C) X
2" 55.3 (CH) 5.54 dd 8.23,7.73
3" 25.5 (CHy) 3.06; 2.85 dd 14.33, 9.13; dd 14.50, 7.41
4" 105.3 (C) X
5" 123.0 (C) X
6" 127.9 (C) X
7" 135.8 (C) X
8" 111.9 (CH) 7.30 d8.14
9" 122.4 (CH) 7.07-7.10 m
10" 119.9 (CH) 7.02 dd 7.73, 7.20
11" 118.7 (CH) 7.55 d7.76
N-Me" 30.9 (CHs) 3.17 s
Ala
i 174.4 (C) X
2" 45.4 (CH) 4.82 m, waterpeak
3" 18.0 (CHs) 0.93 d 6.63
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Chondramid A8 (700 MHz, 175 MHz, MeOD)
Cm7
Bc 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.7 (C) X
2 39.8 (CH) 2.66-2.72 m
2-Me 18.5 (CH) 1.10 d 6.70
3 46.1 (CH,) 2.22;2.08 dd 13.0, 2.6; dd 12.6 2.6
4 134.4 (C) X
4-Me 15.5 (CHs) 1.70 s
5 128.8 (CH) 4.83 m, Waterpeak
6 38.4 (CH) 2.48-2.54 m
6-Me 17.9 (CHs) 0.92 d6.74
7 79.3 (CH) 4.48-4.53 m
7-Me 18.9 (CHa) 0.84 d6.23
Tyr Deriv.
1 173.0 (C) X
2' 82.4 (CH) 3.81 d 10.3
O-Me' 57.8 (CHg) 3.11 s
3 55.2 (CH) 4.98 dd 9.90, 9.87
4 137.7 (C) X
5' 130.4 (CH) 7.19 d 1.55
6' 126.4 (C) X
7 148.3 (C) X
8' 122.3 (CH) 7.29 d 8.48
9' 127.3 (CH) 6.88 dd 8.35,1.91
N-H X 8.47 d 9.53
N-Me-Trp
1" 170.4 (C) X
2" 55.4 (CH) 5.52 dd 8.50, 7.85
3" 25.6 (CHy) 3.11, 2.84 m, dd 13.98, 7.10
4" 105.5 (C) X
5" 122.8 (C) X
6" 128.0 (C) X
7" 136.1 (C) X
8" 111.7 (CH) 7.26 das.l1
9" 122.5 (CH) 7.08 ddd 8.86, 8.11, 0.99
10" 120.1 (CH) 7.01 ddd 8.32, 7.79, 0.90
11" 118.7 (CH) 7.53 d7.85
N-Me" 30.9 (CHg) 3.18 s
Ala
i 174.5 (C) X
2" 45.6 (CH) 4.83 m, Waterpeak

3" 18.2 (CHs) 0.96 d7.02



Chondramid A9

(500 MHz, 125 MHz, MeOD)

cm7

3c 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.5 (C) X
2 39.9 (CH) 2.67-2.76 m
2-Me 18.7 (CHa) 1.11 d6.76
3 45.9 (CHy) 2.25;2.08 dd 12.76, 12.76; dd 13.09, 3.36
4 134.4 (C) X
4-Me 15.6 (CHs) 1.72 ]
5 128.8 (CH) 4.86 m, Waterpeak
6 38.4 (CH) 2.47-2.56 m
6-Me 17.8 (CHs) 0.92 d 6.68
7 79.2 (CH) 4.48-4.54 m
7-Me 18.8 (CHs) 0.87 d6.18
Tyr Deriv.
1 172.9 (C) X
2 82.7 (CH) 3.75 d 10.19
O-Me' 57.9 (CH3) 3.11 s
3 55.2 (CH) 4.93 d 10.22
4 135.3 (C) X
5' 130.5 (CH) 7.14 d2.09
6' 1235 (C) X
7 153.1 (C) X
8' 117.0 (CH) 7.03 d 8.65
9 126.9 (CH) 6.73 dd 8.58, 2.02
N-Me-Trp
1" 170.7 (C) X
2" 55.6 (CH) 5.48 dd 9.23,6.74
3" 26.5 (CHy) 3.17; 2.85 m 3.09-3.21; dd 13.95, 6.97
4" 109.4 (C) X
5" 123.9 (CH) 6.69 ]
6" 128.0 (C) X
7 137.5(C) X
8" 112.3 (CH) 7.3 d8.12
9" 122.1 (CH) 7.07 dd 8.55, 7.23
10" 119.2 (CH) 6.98 dd 8.37,7.31
11" 119.0 (CH) 7.59 d7.84
Ala
i 174.4 (C) X
2" 45.7 (CH) 4.86 m, Waterpeak
3™ 18.3 (CHa) 1.04 d 6.95
B-D-glucuronic acid
1 101.9 (CH) 5.06 d7.63
2 74.3 (CH) 3.62 dd 8.86, 7.63
3 77.0 (CH) 3.55 dd 9.05, 9.05
4 72.9 (CH) 3.65 dd 9.19, 9.16
5 76.2 (CH) 3.99 d9.72
6 173.3 (C) X
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Chondramid A10

(500 MHz, 125 MHz, MeOD)

Ccm7

3¢ 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.7 (C) X
2 39.9 (CH) 2.64-2.72 m
2-Me 18.8 (CHy) 1.09 d6.72
3 46.1 (CHy) 2.23;2.06 dd 12.89, 12.44; dd 13.34, 3.34
4 134.5 (C) X
4-Me 15.5 (CHs) 1.70 s
5 128.7 (CH) 4.83 m, Waterpeak
6 38.4 (CH) 2.48-2.54 m
6-Me 17.9 (CHy) 0.93 d 6.68
7 79.2 (CH) 4.47-4.54 m
7-Me 18.8 (CHy) 0.85 d6.22
Tyr Deriv.
1 173.1 (C) X
2' 82.7 (CH) 3.79 d10.21
O-Me' 57.9 (CHs) 3.11 s
3 55.2 (CH) 4.96 d 10.22
4' 135.6 (C) X
5' 130.3 (CH) 7.14 d2.13
6' 123.9 (C) X
7 153.3 (C) X
8' 117.3 (CH) 7.04 d 8.62
9' 127.2 (CH) 6.85 dd 8.63, 2.13
N-Me-Trp
1" 170.4 (C) X
2" 55.6 (CH) 5.54 dd 7.93, 7.93
3" 25.4 (CHp) 3.11,; 2.87 m; dd 13.95, 6.97
4" 105.9 (C) X
5" 122.9 (C) X
6" 128.2 (C) X
7" 135.8 (C) X
8" 111.6 (CH) 7.51 d 7.96
9" 122.5 (CH) 7.06 dd 7.44, 7.44
10" 120.1 (CH) 6.99 dd 7.70, 7.70
11" 118.6 (CH) 7.51 d 7.96
N-Me" 30.8 (CHs) 3.17 s
Ala
i 174.6 (C) X
2" 45.6 (CH) 4.82 m, Waterpeak
3" 18.1 (CHs) 0.93 d6.94
B-D-glucuronic acid
1 102.1 (CH) 5.05 d7.70
2 74.3 (CH) 3.62 dd 9.04, 7.64
3 77.3 (CH) 3.54 dd 9.13,9.13
4 72.9 (CH) 3.65 dd 9.19, 9.19
5 76.3 (CH) 4.00 d9.72
6 172.9 (C) X



Chondramid E2

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

SBcmO007
Bc 'H J(in Hertz)
PKS
1 n. d. X
2 39.9 (CH) 2.59-2.64 m
2-Me 18.5 (CHs) 1.06 d 6.70
dd 12.98, 12.37 dd 13.65,
3 46.1 (CHy) 2.19; 2.04 3.83
4 n. d. X
4-Me 15.5 (CHs) 1.67 s
5 128.8 (CH) 4.83 Wasserpeak
6 38.5 (CH) 2.48-2.45 m
6-Me 17.9 (CHs) 0.93 d6.72
7 78.7 (CH) 4.41-4.49 m
7-Me 18.6 (CHs) 0.84 d6.24
Tyr Deriv.
1 n. d. X
2' d 10.23
3 dd 10.02, 9.87
4 n. d. X
5' 129.6 (CH) 7.09 d 8.63
6' 115.9 (CH) 6.71 d 8.63
7 n. d. X
N-Me-Trp
1" n. d. X
2" 55.3 (CH) 5.6 dd 9.82, 6.36
3" 25.2 (CHp) 3.07; 2.90 dd 14.76, 9.78; dd14.76, 6.36
4" n. d. X
5" n. d. X
6" n. d. X
7" n. d. X
8" 111.3 (CH) 7.19 d 8.06
9" 122.5 (CH) 7.07 ddd 8.18, 7.20, 1.07
10" 120.2 (CH) 7.01 ddd 7.98, 7.24, 0.90
11" 119.0 (CH) 7.53 d7.84
N-Me" 30.9 (CHy) 3.12 s
Ala
i n. d. X
™ 45.4 (CH) 4.70-4.74 m
3" 17.9 (CHs) 0.68 d7.03

Die grin markierten chemischen Shifts kennzeichnen das 2’ und 3' Atom des B-Tyosins

welches eine Hydroxygruppe an Position 2’ besitzt. Die vorgeschlagenen chemischen Shifts

und HRMS-Daten bestatigen diese Variation.
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Brom-Chondramid A3

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7
3¢ 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.6 (C) X
2 39.9 (CH) 2.64-2.70 m
2-Me 18.6 (CHs) 1.09 d6.78
3 45.8 (CHy) 2.25; 2.05 dd 13.41, 12.47; dd 13.23, 3.32
4 134.4 (C) X
4-Me 15.7 (CHs) 1.7 s
5 128.8 (CH) 4.84 m, Waterpeak
6 38.4 (CH) 2.48-2.55 m
6-Me 17.5 (CHs) 0.93 d6.74
7 78.0 (CH) 4.51-4.55 m
7-Me 18.4 (CHgy) 0.88 d6.23
Tyr Deriv.
1 172.8 (C) X
2' 83.0 (CH) 3.83 d 9.96
O-Me' 57.8 (CHs) 3.16 s
3 55.1 (CH) 4.99 dd 9.65, 9.65
4 132.9 (C) X
5 132.8 (CH) 7.33 d2.15
6' 110.1 (C) X
7 154.3 (C) X
8' 116.7 (CH) 6.75 d8.34
9' 128.3 (CH) 6.9 dd 8.38, 2.13
N-Me-Trp
1" 170.9 (C) X
2" 56.8 (CH) 5.51 dd 8.45, 7.63
3" 26.1 (CHp) 2.97-3.08 m
4" 109.6 (C) X
5" 124.7 (CH) 6.85 s
6" 128.1 (C) X
7" 137.7 (C) X
8" 111.9 (CH) 7.26 d8.10
9" 121.9 (CH) 7.05 dd 8.19, 6.88
10" 119.3 (CH) 6.98 dd 8.05, 6.96
11" 119.0 (CH) 7.57 d7.87
N-Me" 30.7 (CHg) 3.09 s
Ala
i 174.4 (C) X
2" 45.5 (CH) 4.77-4.82 m
3™ 18.2 (CHa) 0.85 d 6.96



Propionyl-Chondramid C1

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7
3¢ 'H J(in Hertz)
PKS
1 177.3 (C) X
2 39.8 (CH) 2.65-2.70 m
2-Me 19.4 (CHs) 1.12 d 6.89
3 44.2 (CHy) 2.31;2.01 dd 14.53, 10.31; dd 14.53, 3.09
4 134.3 (C) X
4-Me 16.7 (CHs) 1.63 s
5 129.3 (CH) 4.96 d9.37
6 37.0 (CH) 2.54-2.58 m
6-Me 16.7 (CHs) 0.84 d 6.92
7 81.6 (CH) 4.57-4.61 m
7-Eth 26.2 (CHy) 1.49-1.55; 1.32-1.39 m; m
7-Eth-Meth 10.7 (CHa) 0.79 t7.45
Tyr Deriv.
1 172.5 (C) X
2' 42.3 (CHy) 2.72 d 6.52
3 51.2 (CH) 5.18-5.22 m
4 133.1 (C) X
5 127.9(CH,) 6.96 d7.47
6' 116.0(CHy) 6.68 d 8.60
7 157.4 (C) X
N-Me-Trp
1" 171.9 (C) X
2" 57.4 (CH) 5.54 dd 9.30, 7.11
3" 25.0 (CHy) 3.23; 3.11 dd 15.03, 7.09; dd 14.96, 9.38
4" 110.3 (C) X
5" 123.9 (CH) 6.97 s
6" 128.3 (C) X
7" 137.7 (C) X
8" 112.0 (CH) 7.33 d8.14
9" 122.2 (CH) 7.09 dd 8.08, 7.08
10" 119.5 (CH) 7.00 dd 8.01, 7.09
11" 119.0 (CH) 7.58 d7.91
N-Me" 30.2 (CHs) 3.05 s
Ala
IR 174.9 (C) X
2" 46.2 (CH) 4.76 q6.84
3™ 17.9 (CHs) 0.92 d 6.88
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Brom-Chondramid C3

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7
13C 1H J(in Hertz)
PKS
1 176.6 X
2 40.1 2.65-2.70 m
2-Me 18.7 (3H) 111 d 6.80
3 46.0 (2H) 2.27;2.07 dd 13.29, 12.25; dd 13.37, 3.15
4 134.6 X
4-Me 15.9 (3H) 1.69 S
5 128.9 4.87 m, Waterpeak
6 38.1 2.50-2.56 m
6-Me 17.5 (3H) 0.91 d 6.86
7 78.6 4.46-4.50 m
7-Me 17.8 (3H) 0.94 d 6.26
Tyr Deriv.
1 172.6 X
2' 42.5 (2H) 2.57-2.65 m, Waterpeak
3 51.2 5.28 dd 11.53, 3.68
4 135.1 X
5' 131.4 7.33 d2.18
6' 110.5 X
7 154.4 X
8' 117.0 6.76 d 8.36
9 127.1 6.87 dd 8.04, 2.24
N-Me-Trp
1" 170.9
2" 57.0 5.53 dd 8.76, 7.51
3" 25.5 (2H) 3.18; 3.08 dd 14.68, 7.46; dd 14.93, 8.87
4" 109.9 X
5" 123.9 6.94 s
6" 128.8 X
7" 137.7 X
8" 112.0 7.3 d 8.00
9" 122.1 7.07 dd 7.07, 6.07
10" 119.4 6.99 dd 8.03, 7.07
11" 119.6 7.59 d7.93
N-Me" 30.5 (3H) 3.09 s
Ala
1 174.4 X
2" 46.0 4.71-4.75 m, Waterpeak
3" 17.9 (3H) 0.88 d 6.90



Propionyl-Brom-Chondramid C3

(700 MHz, 175 MHz, MeOD)

Cm7
3¢ 'H J(in Hertz)
PKS
1 177.2 (C) X
2 39.9 (CH) 2.64-2.65 m
2-Me 19.6 (CHs) 1.13 d6.94
3 44.2 (CHy) 2.32;2.01 dd 14.49, 10.76; dd 14.63, 2.94
4 134.3 (C) X
4-Me 16.6 (CHs) 1.62 s
5 129.2 (CH) 4.96 d9.45
6 36.8 (CH) 2.54-2.58 m
6-Me 16.5 (CHs) 0.84 d6.94
7 81.6 (CH) 4.58-4.62 m
7-Eth 26.3 (CHp) 1.49-1.55; 1.35-1.40 m; m
7-Eth-Meth 10.6 (CHg) 0.78 t7.45
Tyr Deriv.
1 172.2 (C) X
2' 41.8 (CHy) 2.74 d 6.36
3 51.5 (CH) 5.18 t6.22
4 134.9 (C) X
5 131.5 (CH) 7.36 d2.23
6' 110.6 (C) X
7 154.4 (C) X
8' 116.5 (CH) 6.78 d8.38
9' 127.2 (CH) 6.94 dd 8.41, 2.22
N-Me-Trp
1" 171.3 (C) X
2" 57.5 (CH) 5.53 dd 9.47, 6.97
3" 24.8 (CHg) 3.15-3.24 m
4" 110.3 (C) X
5" 123.8 (CH) 6.98 s
6" 128.2 (C) X
7" 137.7 (C) X
8" 111.9 (CH) 7.32 ds.1l4
9" 122.1 (CH) 7.07 dd 8.23, 7.09
10" 119.4 (CH) 6.99 dd 7.98, 6.96
11" 119.3 (CH) 7.57 d7.89
N-Me" 31.20.2(CHg) 3.04 s
Ala
i 174.8 (C) X
™ 46.2 (CH) 4.71-4.75 m
3™ 18.0 (CHgy) 0.88 d6.91
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Chondramid A10_disac (700 MHz, 175 MHz, MeOD)
Cm7
3c 'H J(in Hertz)
PKS
1 176.3 (C) X
2 39.9 (CH) 2.65-2.69 m
2-Me 18.6 (CHs) 1.09 d6.70
3 45.9 (CHy) 2.23;2.06 dd 12.76, 12.76; dd 13.00, 3.13
4 134.3 (C) X
4-Me 15.5 (CHs) 1.69 s
5 128.7 (CH) 4.83 m, Waterpeak
6 38.4 (CH) 2.48-2.54 m
6-Me 17.7 (CHa) 0.93 d6.73
7 79.1 (CH) 4.49-4.54 m
7-Me 18.7 (CHs) 0.85 d 6.25
Tyr Deriv.
1 172.7 (C) X
2 82.6 (CH) 3.82 d 10.13
O-Me' 57.8 (CHas) 3.12 S
3 55.2 (CH) 4.99 dd 9.88, 9.87
4 135.7 (C) X
5' 130.1 (CH) 7.19 d2.30
6' 123.9 (C) X
7 153.0 (C) X
8' 117.4 (CH) 7.02 d8.61
9 127.5 (CH) 6.92 dd 8.57, 2.05
N-H X 8.55 d 9.43
N-Me-Trp
1" 170.3 (C) X
2" 55.5 (CH) 5.56 dd 8.07, 8.07
3" 25.4 (CHy) 3.07, 2.92 dd 14.44, 7.94
4" 105.9 (C) X
5" 122.8 (C) X
6" 127.9 (C) X
7" 135.7 (C) X
8" 111.5 (CH) 7.17 d7.71
9" 122.6 (CH) 7.07 ddd 8.04, 7.15, 1.01
10" 120.1 (CH) 6.99 ddd 8.00, 7.21, 0.98
11" 118.9 (CH) 7.5 d7.99
N-Me" 30.9 (CHs) 3.15 s
Ala
1 174.4 (C) X
2" 45.6 (CH) 4.81 m, Waterpeak
3" 18.1 (CHs) 0.88 d 6.97

B-D-glucuronic acid

1 102.0 (CH) 5.06 d7.70
2 74.5 (CH) 3.63 dd 9.15, 7.70
3 77.1 (CH) 3.76 dd 9.07, 9.07
4 78.7 (CH) 3.92 m 3.91-3.95
5 75.8 (CH) 4.15 d4.15

6 171.1 (C) X

2-(acetylamino)-2-deoxy-6-O-methyl hexopyranose

1 99.5 (CH) 5.35 d3.71
2 55.1 (CH) 3.93 m 3.91-3.95

3 72.7 (CH) 3.61 m 3.60-3.64

4 72.9 (CH) 3.7 m 3.68-3.71

5 71.4 (CH) 3.49 dd 9.75, 9.75

6 71.9 (CHy) 3.69; 3.60 m 3.67-3.71; m 3.57-3.61

2,N-acetyl 173.4 (C) X
2 22.5 (CHa) 2.02 s

6,0-methyl 59.4 (CHa) 3.39
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10.4 ANHANG D — SIMULATIONSPROGRAMME CHEMOSTAT UND PERFUSION

Programm zur simulation eines Chemostaten:

METHOD RK4

STARTTIME =0
STOPTIME =120
DT =0.01

mumax = 0.3
Ks=8

YXS =0.55
alpha =0.2
beta=0

kd = 0.05
gms =0.1
D1=0.1
cse =25

D = If time >= 10 then D1 else 0

mu = mumax*cs/(cs+Ks)
gp = alpha*mu + beta

d/dt (cs) = (D*(cse-cs)) - (gms*cx) - (mu/YXS*cx)
d/dt (cx) = - (D*cx) + (mu*cx) - (kd*cx)
d/dt (cp) = - (D*cp) + (gp*cx)

initcs = 10
initcx =1
intcp=0
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Programmzur Simulation eines Perfusionsreaktors

METHOD RK4

STARTTIME =0
STOPTIME =120
DT =0.01

mumax = 0.3
Ks=8

YXS =0.55
alpha=0.2
beta=0

kd = 0.05
gms =0.1
D1=0.1

cse =25

D =if time >= 10 then D1 else 0

mu = mumax*cs/(cs+Ks)
gp = alpha*mu + beta

d/dt (cs) = (D*(cse-cs)) - (gms*cx) - (Mu/YXS*cx)
d/dt (cx) = (mu*cx) - (kd*cx)
d/dt (cp) = - (D*cp) + (qp*cx)

initcs =10
initcx =1
intcp=0



10.5ANHANG E - NMR TABELLEN KAPITEL STRUKTUREN

Glycochondrochloren

(500 MHz, 125 MHz, MeOD)

Cm4
J(in Hertz)

1 170.6

2 83.4 4.2 (1H) d 3.68
O-Meth 60.0 3.55 (3H) s

3 82.7 4.24 (1H) dd 7.06, 3.16

Sugar

1" 105.2 4.43 (1H) 7.82

2" 75.2 3.11 (1H) dd 8.97,7.81

3" 77.9 3.28-3.41 (1H) m

4" 71.3 3.14-3.19 (1H) m

5" 77.5 3.23-3.29 (1H) m

6" 62.5 3.82; 3.52-3.60 dd 11.84, 2.39; m

4 77.4 4.44 (1H) dd 9.22,7.14
O-Meth 56.9 3.18 (3H) S

5 138.8 6.58 (1H) dd 9.04, 0.83

6 143.2
6-Meth 12.6 1.88 (3H) s

7 208.3

8 43.7 3.53-3.60 (1H) m
8-Meth 14.9 0.89-0.96 (3H) m

9 77.3 3.77 (1H) dd 9.45, 1.96

10 35.3 1.60-1.66 (1H) m
10-Meth 12.5 0.89-0.96 m

11 34.9 1.28-1.36 (2H) m

12 30.5 1.28-1.36 (2H) m

13 23.7 1.28-1.36 (2H) m

14 14.4 0.89-0.96 m

1 120.3 6.74 (1H) d9.45

2 112.2 5.78 (1H) d9.49

3 129.1

4' 130.0 7.35 (1H) d2.10

5' 121.8

6' 152.9

7 117.6 6.94 (1H) d 8.36

8' 128.3 7.14 (1H) dd 8.39, 2.11

Nummerierung entsprechend der Originalliteratur.
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Xeno-787 (700 MHz, 175 MHz, MeOD)
Xenorhabdus scentirmaii
13C 1H J(in Hertz)
2-Phenylethanamin
1 41.3 3.43-3.49; 3.37-3.42 (2H) m; m
2 36.3 2.74-2.79 (2H) m
3 140.0
2x4 129.6 7.18-7.21 (1H) m
2x5 129.4 7.25-7.28 (1H) m
6 127.2 7.16-7.21 (1H)
Valinl
1 171.5
2 63.4 4.58 (1H) d11.07
3 27.4 2.14-2.22 (1H) m
4 19.6 0.85-0.89 (3H) m
5 18.4 0.74 (3H) d6.67
N-methyl 31.1 3.09 (3H) s
Valin2
1 172.4
2 59.4 5.15 (1H) d 10.78
3 28.2 2.27-2.36 (1H) m
4 19.6 0.85-0.89 (3H) m
5 18.4 0.77 (3H) d6,73
N-methyl 31.1 3.05 (3H) S
Valin3
1 172.2
2 54.9 5.20 (1H) d 10.81
3 28.3 2.27-2.36 (1H) m
4 19.6 0.85-0.89 (3H) m
5 18.4 0.78 (3H) d6.73
N-methyl 31.1 3.06 (3H) s
Valin4
1 171.8
2 59.5 5.21 (1H) d 10.78
3 28.3 2.27-2.36 (1H) m
4 19.6 0.85-0.89 (3H) m
5 18.5 0.80 (3H) d 6.86
N-methyl 30.9 3.16 (3H) s
Valin5
1 173.7
2 56.2 4.78 (1H) d7.55
3 31.2 2.08-2.11 (1H) m
4 19.6 0.99 (3H) d 6.80
5 18.2 1.02 (3H) d6.85
Valiné
1 167.5
2 67.9 3.65 (1H) d5.32
3 31.2 2.14-2.22 (1H) m
4 18.2 1.05 (3H) d 7.00
5 18.2 1.02 (3H) d6.85
N-methyl 329 2.65 (3H) S

Nummerierung der Valine ab dem 2-Phenylethylamin.
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Xeno-843 (700 MHz, 175 MHz, MeOD)
Xenorhabdus scentirmaii
13C 1H J(in Hertz)
Acetat
1 172.6
2 22.2 1.91 (3H) s
L-Phenylalanin
1 174.1
2 56.4 4.58 (1H) dd 11.52, 3.33
3 36.8 3.34-3.99; 2.99 (2H) m; dd 14.09, 11.06
4 139.4
2x5 130.1 7.42 (1H) d7.71
2x6 129.2 7.35 (1H) dd 7.49, 7.49
7 127.4 7.24-7.31 (1H) m
L-Threonin
1 171.2
2 55.6 4.73 d1.13
3 70.3 5.40-5.45 (1H) m
4 16.7 1.12 (3H) d6.64
D-Phenylalanin
1 172.0
2 54.1 5.02 (1H) dd 10.01, 5.94
3 37.7 3.08; 2.92 (2H) dd 13.17, 10.11; dd 13.17, 5.89
4 137.7
2x5 129.9 7.24-7.31 (1H) m
2X6 129.3 7.24-7.31 (1H) m
7 127.7 7.21-7.25 (1H) m
L-Prolin
1 171.9
2 59.3 4.69 (1H) dd 7.97, 7.97
3 28.5 2.32-2.38; 1.62-1.69 (2H) m; m
4 25.4 1.79-1.84; 1.57-1.64 (2H) m; m
5 48.7 3.34-3.39; 3.10-3.19 (2H) m; m
L-Prolin
1 175.5
2 61.4 4.37 (1H) dd 8.22,5.30
3 29.5 1.76-1.83; 1.68-1.74 (2H) m; m
4 26.0 2.13-2.19; 1.93-1.99 (2H) m; m
5 48.1 3.84-3.88; 3.65-3.69 (2H) m; m
L-Leucin
1 173.4
2 53.2 4.21 (1H) dd 11.45, 2.75
3 40.2 1.68-1.74; 1.57-1.64 (2H) m; m
4 25.7 1.68-1.74 (1H) m
5 23.2 0.99 (3H) d 6.07
6 20.8 0.84 (3H) d 6.00
L-Valin
1 169.7
2 60.6 4.08-4.12 (1H) m
3 31.6 1.83-1.89 (1H) m
4 20.1 0.78 (3H) d 6.66
5 19.2 0.96 (3H) d6.77
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