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Kapitel 1.2

Mikroorganismen als biologische Quelle neuer Wirkstoffe"

Hartmut Laatsch

1.2.1 Einleitung

Von ene Beherschung der Infektionskrankheiten snd wir derzeit weter entfernt ds noch
vor 20 Jahren. Die bedrohliche Resgenzentwicklung zwingt die Wissenschaft inzwischen zu
ener imme schneleren Entwicklung neuer Wirkstoffe [1]. Auch wenn dazu heute vide neue
Werkzewge zur Vefigung gehen, empfindliche  Analysetechniken, Datenbanken  zur
Dereplikation, das Hochdurchsatz-Screening oder die kombinatorische Synthese, um nur
eénige zu nennen. Eile ig geboten, um dnen Rickfdl in das pr&antibictische Zatdter zu
verhindern!

Bemerkenswverterweise spiden Naturstoffe bei diessm Wettlauf in der  Pharmaentwicklung
wieder eine wichtige Roalle [2], woflr dlerdings nicht nur Resistenzprobleme, sondern auch
neue Indikationen im Zusammenhang mit Krebs, HIV oder der Organtrangolantation
verantwortlich sind. Aus der Suche nach Sekundarstoffen entwickdte sch im Grenzgebiet
zwichen Chemie, Mikrobiologie, Pharmakologie und Medizin auf diese Weise en ganzer
Wissenschaftszwel g, die Antibiotikaforschung.

Bakterien und PFilze bilden eine Fille niedermolekularer Stoffwechsdprodukte (M £ 2000),
die ene sdektive Toxizitét fur andere Mikroorganismen zeigen: Sie wirken bakteriostatisch,
bakterizid, fungitoxisch, nematizid usw. und werden dann ds Antibiotika bezeichnet.
Ausnahmdos handet es sch hiertbe um sog. Sekundérmetabolite; um Stoffe dso, die im

" Herrn Prof. Dr. W. Liittke zum 80. Geburtstag gewidmet
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Produzenten nicht an den zur Erhatung der Lebensfunktionen beteligten Prozessen (dem
Primagoffwechsd) betaligt snd und ihm keine unmittelbar erkennbaren Vortele erbringen.
Auch patidsynthetisch modifiziete Derivate der natirlichen Grundstrukturen werden heute
ads Antibiotika bezeichnet, nicht jedoch reine Syntheseprodukte, wie etwa die antifungischen
Triazole. Antibiotische aktive Natursoffe aus Mikroorganismen werden haufig durch die
Endung ‘'mycin’ kenntlich gemecht; die Endung 'micin' i dagegen Wirkstoffen aus
Micromonospora-Arten  und anderen sdtenen  Actinomyceten vorbehdten. Bel Synthe-
seprodukten sollte man auf eine derartige Benennung unbedingt verzichten.

Von den zwischen 1983 und 1994 neu zugelassenen Medikamenten Snd im Bereich der Anti-
biotika 78 % natlrlichen Ursprungs, und 61 % der Zytodatica leiten sich von Naturstoffen ab.
Von 299 Entwicklungskandidaten in der Krebstherapie waren 50 nattrlichen Ursprungs, 48
semi-synthetisch und 30 auf der Bads von Naturdoffen entwickdt; 32 stammten aus

Mikroorganismen, 9 aus dem Meer.

Aflatoxin B1

Auller den Antibiotika werden noch vide andere Wirkstoffe gebildet, die durch besondere
pharmakologische Aktivitdten auffdlen: Manche von ihnen grefen sdektiv in den Zdlzyklus
en und snd zytotoxisch, hemmen bestimmte Enzyme oder wechsewirken mit dem Nerven
und Immunsystem und beanflussen dadurch die Verdauung, den Blutdruck, die Herzaktivité,
die Schmerzempfindung usw. Daneben gibt es in grol¥er Zahl weitere Inhdtstoffe, die inaktiv
and, oder besser: fur die wir in Ermangelung geeigneter Tests bisher keine Wirkung nachwel-
sen konnten; wieder andere snd potente Gifte und wie die kanzerogenen Aflatoxine aus
Schimmelpilzen (Asper gillus flavus) fir Anwendungen in der Medizin ungeeignet.

Allgemen zechnen sch Sekundardstoffe durch die Beschrénkung ihres Vorkommens auf Ord-
nungen, Familien, Gattungen oder Arten aus, was die Grundlage der Chemotaxonomie bildet.
Se snd grukturdl aul¥erordentlich heterogen und weisen vidfach auch noch eine Mikrohe-
terogenitét auf, d. h. von ener Grundstruktur existieren zahlreiche Varianten, die sch nur mi-
nimd, z. B. durch die Lange einer Seitenkette oder ihre Verzweigung, unterscheiden.
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Nicht immer ig dlerdings die Trennlinie zwischen Primé- und Sekundérstoffwechsd einfach
zu zZiehen: Citronensture z. B. ig en ubiquitdrer Bestandtell des Krebs-Zyklus, tritt in der
Zdle jedoch normderwese nicht in nennenswerten Konzentrationen auf. In bestimmten
Organismen (Zitrone, Aspergillus niger) kann de dledings in  ungewohnlich  hohen
Konzentrationen vorkommen und die Eigenschaften enes Sekunddrmetaboliten  annehmen.
Auch be den Lipiden der Zdlwand ekennen wir einen breiten Ubergangsbereich, und
shliedich gnd auch die Eisentrangportverbindungen nicht endeutig dem Primé&- oder
Sekundérstoffwechsd zuzuordnen.

Fur die Exigenz von Sekundarmetaboliten wurden verschiedene Erklarungen herangezogen,
die Zdne zusammengefdd hat [3]. Vidlecht dand es Vorlaufer der hochmolekularen
Proteine, die im Laufe der Evolution zu Rudimenten wurden; mdglicherweise sind se auch -
wie Muller vermutet [4]- Beispide ener fortwahrenden Evolution. Gegen beide Hypothesen
goricht die Exisgenz komplexer Enzymkaskaden zu ihrer Synthese. Williams [5] seht in ihnen
enen Ersaz fir das Immunsysem hoherer Lebensformen, und nach Zéhner sdbst igt die in
Screening-Systemen  beobachtbare Aktivitdt eher zufdlig "Die Natur experimentiert auf einer
"Soielwiese", bis Verbindungen entstehen, die dem Produzenten als Eisenchelator, chemische
Waffe, Radikalfanger usw. schliefdich Vorteille erbringen und im Wechselspiel zwischen
Evolution und Selektion bestehen bleiben oder wieder vergehen. Uberraschend ist dennoch
nicht die Vidfalt der Sekundarmetabolite, sondern die Einheitlichkeit des
Primar stoffwechsel s!"

Ob die aus zum Tel vdllig verschiedenen Organismen isolierten identischen Verbindungen
(z. B. Penicllin aus Filzen und Streptomyceten) Produkte ener unabhangigen Optimierung
snd oder die jewelige Synthesekgpazitdt lediglich durch horizontden Gentrandfer Ubertragen
wurde, ig nicht immer bekannt. Ein offenschtliches Beispid ener funktiondlen Redundanz
ig dledings das Vorkommen von Pentabrompseudilin in dem  mainen Bakterium
Alteromonas luteoviolaceus und von Pentachlorpseudilin in Actinoplanes sp. ATCC 33002.
Trotz der unibersehbaren Ahnlichkeit entstehen diese beiden hochaktiven Antibiotika auf
unterschiedlichen  Biosynthesewegen: Waélrend Pentabrompseudilin - auf dem  Shikimisture-
Weg und aus dem Aminosiure-Pool gebildet wird, ist Pentachlorpseudilin offenbar ein
Acetogenin [6]!
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Die Entdeckung des Penicillins 1928 wird meist ds die Geburtsstunde der Antibiotiketherapie
angesehen, obwohl das 1898 von Emmerich aus Bacterium pyocyaneum (Pseudomonas aeru-
ginosa) ioliete Phenazinderivat Pyocyanin bereits um  die  Jahrhundertwende  ds
"Pyocyanasg’ medizinisch erprobt wurde und selbst die Maya oder vor 2500 Jahren die
Chinesen kultivierte Schimmdpilze zur Wundbehandiung ensetzten.  Seitdem wurden etwa
20 000 Inhatsstoffe aus Mikroorganismen beschrieben [7], von denen ca. 8 000 antibiotisch
oder zytotoxisch wirken. Eine medizinische Anwendung haben dlerdings kaum mehr ds 150
Substanzen gefunden. Die anderen snd zu toxisch, zu wenig wirksam, zu teuer, werden nicht
resorbiert, zu schnell abgebaut oder versagen aus anderen Grinden in der medizinischen
Anwendung.
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Fast dle gegen Infektionskrankheiten einsetzbaren Antibiotika wurden vor 1970 entdeckt.
Weil bakteridle Infektionen mit den seitdem verflgbaren Medikamenten beherrschbar
erschienen, wurde seitdem kaum mehr nach neuen Antibiotika in der Natur gesucht; lediglich
die vorhandenen natirlichen Vorbilder wurden synthetisch optimiert, was z. B. die Penicilline
der s0g. zweten und dritten Generation hervorbrachte, die gegen enzymatischen Abbau
wesentlich gabiler ds Penicllin G oder Cephdosporin and und auch gegen zahireiche
'Problemkeime’ wirken.

In den letzten 30 Jehren hatte sch die medizinisch ausgerichtete Naturstofforschung sattdes-
sen auf die Suche nach Wirkgtoffen zur Tumorbehandiung, zur Bekd@mpfung von Hyperchole-
deindmie und Ubergewicht, zur Anwendung in der  Transplantationsmedizin - usw.
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konzentriert und hierbe grofle Erfolge ezidt: Begpide snd die Entdeckung des
immunsuppressiv. wirkenden Cyclogporin C aus dem Bodenpilz  Tolypocladium inflatum,
durch das Trangplantationen in groRem Sl Uberhaupt et mdglich wurden.  Cyclosporin
hemmt die Fresstzung von Interlekincl aus Makrophagen und Interleukin-2 aus T-
Hdferzdlen; es bindet spezifisch an Cycdophiline und Cadmodulin. In der Tumortherapie
knipfen sch grofe Hoffnungen an Inhdtsstoffe aus Weichkoralen und Meeresschwammen,
deren Metabolite wie das extrem wirksame Bryoddain aber vidlecht symbiontischen
Bakterien zu verdanken sind.

Cyclosporin C

Die einsdtige Verlagerung der Indikationen zeigt nun dlerdings bedrohliche Auswirkungen:
Mit der schnellen Replikation ist bei Mikroorganismen auch eine hohe Mutationsrate verbun-
den, die unter evolutiondrem Druck - eben auch dem Einsaiz von Antibictika in subletaer
Dosierung - rasch zu ene Ausbildung von Resgenzen fuhrt, wie ersdmas 1940 fir Penicillin
bericntet wurde [8]: Wahrend sendtive St&mme gegeniber Penicillink minimde
Hemmkonzertrationen (MHK) von 0,05 ng/mL aufweisen, beobachtet man be Redgtenzen
eine MHK von 600 bis tUber 1000 ny/mL! Inzwischen findet man bel Hospitakeimen héufig
sogar Methidllin-resistente  Staphylokokken (erstmals 1961) oder mehrfachresstente Erreger
mit bis zu 10 Resgtenzgenen, die sch oft nur noch mit enem enzigen Antibiotikum, z. B.
dem "Reserveantibiotikum" Vancomycin, bekdmpfen lassen. Im Jahre 1988 wurde erstmds
Uber Enterokokken (VRE) berichtet, die auch gegen dieses Antibiotikum sowie gegen dle
anderen vefigbaren Medikamente ressent waren und zum Tod durch Sepss flhrten.
Auggeost wurde diee fatde Entwicklung durch die Vewendung des mit Vancomycin

verwandten Avoparcinsin der Tiermast!
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Schwerwiegende Probleme entstehen weiterhin durch Verschiebungen im  Pathogenitétsspek-
trum der Erreger, durch friher unbedeutende opportunistische Keme im Zusammenhang mit
HIV oder Organtransplantationen, durch ene sarke Zunahme von Pilzinfektionen und sdbst
durch einen "Import” von Erregern infolge des globaen Tourismus.

Die 150 heute verflgbaren Mitte greifen leder nur in sechs Schilissdfunktionen der Bakte-
rienzelle ein, was Kreuzresstenzen haufig werden 18%. Zahner hat geschéizt, dal3 die massve
Audbreitung resgenter Stdmme und die begleitenden thergpeutischen Probleme vermieden
wirden, wenn dle 8-10 Jahre neue Antibiotika mit neuen Angriffspunkten verfigbar wéren
[9]; dies ig jedoch nicht der Fal. Nach einer Untersuchung von Drews [10] entwickedt die
Pharmaindudtrie im Durchschnitt pro Unternehmen deutlich weniger as ene Verbindung pro
Jahr, wéhrend mindestens zwel bis drel zur Kostendeckung der Forschung und fir eine trag-
fahige Entwicklung notig wéren; Drews bezeichnet dies a's Innovationsdefizit der Industrie.

Strukturdl snd Naturgtoffe nicht definierbar; fast dle Strukturdemente snd vertreten, die
auch aus der Synthesechemie bekannt dnd. Statistische Erhebungen haben dennoch gezeigt,
dal3 sch die grukturelle Diversitét der Naturstoffe von der der Syntheseprodukte grundlegend
unterscheidet und nur zu 50 % Uberlappungen auftreten. Naturstoffe im Verein mit neuen
Schiusseltechnologien wie der Gentechnik, der kombinatorischen Synthese, zdlul&en Assays
und dem Hochdurchsatzscreening werden daher auch welterhin enen wichtigen Betrag zur
medizinischen Versorgung liefern.
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1.2.2 Prinzipien der Wirkstoffsuche

1.2.2.1 Wirkstoffquellen

Die Uberwiegende Mehrzahl dler Naurdoffe sammt aus Pflanzen, die jedoch nur wenige
hochwirksame Antibiotika hervorbringen; letztere sind ene Doméne der Mikroorganismen.
Jahrlich werden fur die Suche nach neuen Wirksoffen aus Bodenbakterien und Pilzen
vermutlich mehr ds ene Million Kulturen untersucht und wetweit mehr ads 9 Milliarden US
$ ausgegeben. Dennoch sind unsere Kenntnisse der mikrobiellen Diversté [11] immer noch
sehr llickenhaft: Von den mindestens 40 000 Bakterienspezies kennt man bisher nur etwa
5 000 (12 %), und die 69 000 bekannten Pilzspezies machen et 5 % der auf 1,5 Millionen

gechétzten Gesamthelt aus.

Die Sekundargtofforschung hat sch in der Vergangenheit an dem Leitsatz orientiert, dal3 die
Taxonomie der Bakterien und Pilze sowie ihre metabolischen Leisungen eng miteinander
verknUpft snd. Tatsdchlich gammt die Mehrzahl der bakteridlen Metabolite aus ener
enzigen Gruppe grampogtiver Bodenbakterien der Ordnung Actinomycetales: Vor dlem
Streptomyceten haben sich ds die beste Quelle antibakteridler Verbindungen erwiesen, wéh
rend Filze eher Verbindungen mit zytotoxischer oder kardiovaskuldrer Wirkung produzieren.
Uberhaupt findet man in Sporenbildnern generdl eine hohere metabolische Vidfdt ds in
nicht spordierenden Organismen. Auch die Fahigket, ungewohnliche Subgtrate zu verwerten,
piegdt sch haufig in ener grof¥eren chemischen Produktvidfat wider.

Inggesamt ist die Fahigkelt zur Sekundargtoffbildung bel Mikroorganismen aber nicht gleich
madg Uber die Gattungen vertelt, sondern [&% bestimmte Haufungen erkennen. Be Meeres
bakteriem stammen die meisten Strukturen aus Streptomyceten und sdtenen Actinomyceten;
auch Alteromonaden erwiesen sich ds ergiebig (Abb. 1). Be den wet besser bekannten
terrestrischen Bakterien i die Situation ganz éhnlich.

Ba Eukayonten findet man zahlreiche Produzenten unter den impefekten PFilzen
(Penicillium, Fusarium, Aspergillus), aber auch den Basdiomyceten. In bestimmten Gattun-
gen (z. B. Escherichia, Salmonella) hat man trotz intensver Untersuchungen dagegen bisher

' Nach der allgemeinen Definition von W. Fenical sind Meeresbakterien Organismen, die aus marinen
Habitaten isoliert wurden und sich unter typisch marinen Bedingungen vermehren und
Stoffwechselprodukte bilden kénnen.
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kaum Sekundarmetabolite gefunden. Fir eine endgiitige Aussage sind unsere Kenntnisse d-
lerdings noch unzureichend, da systemati sche Untersuchungen bisher fehlen.
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Abb. 1. Taxonomische Aufschllisselung der bis 1999 aus marinen Bakterien isolierten
Verbindungen

Ein Besod fir ene es in der jingeren Vergangenhat vor dlem von Reichenbach [12] und
Hofle erschlossene Gruppe von Mikroorganismen it die der Myxobakterien. Aus diesen che-
misch ganz aul¥erordentlich ergiebigen Organismen wurden z. B. die Epothilone isoliet, die
wie Paclitaxel (Taxol) aus der pazifischen Eibe ihre extreme Zytotoxizité ener Inhibierung
der Zdl-Proliferation durch Stabiliserung der Microtubuli verdanken [13], gegeniber Taxol
jedoch entscheidende Vortelle aufweisen.

1.2.2.2 Probennahme

Inhdtsstoffe aus Mikroorganismen werden nach einem Ablaufschema isoliert, wie es dhnlich
auch fir Pflanzen gebréauchlich ist (Abb. 2). Der Hauptunterschied liegt im Sammeln des Un-
tersuchungamaterials, wobel Erfahrung und Intuition besonders wichtig snd. Habitate mit
schwachem  Sdektionsdruck zeilgen gewohnlich die grofde Artenvidfadt: Gebiete mit ener
Megadiversitét der Makro-Hora und -Fauna snd mes auch in der mikrobidlen Besedeung
besonders ergiebig. Neue Mikroorganismen findet man dlerdings nicht nur an exotischen
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Pé&tzen, sondern Uberdl; Se snd in jeder Boden oder Wasserprobe enthalten und bilden oft

aulers sensble Lebensgemeinschaften. Bodenproben sollten daher so schnel wie méglich
andysert werden, um Verschiebungen zu vermeden; auch sollten vom sdben Ort mehrere

Proben entnommen werden, ggf. auch zu verschiedenen Jahreszeiten.

Epothilon A Taxol

Fur die Isolierung von Renkulturen aus Umwdtproben exidieren zahlreiche Vefaren. Im
aénfachgen Fale werden die Proben mit derilen Medien verdinnt und auf Universal- oder
Selektivagar ausplattiert. Durch Zusatz von Hemmdoffen oder geeignete Wahl des pH-
Wertes lassen sch uner'winschte Organismen (z. B. Rilze) oftmds unterdriicken (Anreiche-
rungsmedien). Dieser Vorgang wird mit den Einzelkolonien bis zur Homogenitét wiederholt.

Probennahme |
| Extraktion |
| Aktivitatsbestimmung
Taxonomie |
Aufreinigung |
| Derivatisierung, wenn nétig
Spektroskopie
Dereplikation |
| Strukturaufklarung |
| Optimierung, Toxikologie usw.

Abb. 2: Wichtige Arbeitsschritte bei Natur stoffisolierungen

Hauptproblem bel diessr Vorgehensweise snd die ganz unterschiedlichen Anforderungen der
enzelnen Organismenaten an Néahrgoff- und Wachsdumsbedingungen. So wel3 man z. B.
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von Meereshekterien, dald de Glucose héaufig nicht tolerieren, spezifisch "maring’ Zusitze
(Algerextrekte, Fischdl, Chitin) zur Vermehrung benétigen, nur unter hohem Druck oder wie
die Meereisbakterien bei sehr niedriger Temperatur wachsen; unter Standardbedingungen sind
diese Organismen oft nicht kultivierbar. Daher ig es wichtig, die Kulturbedingungen an den
Umweltbedingungen der Herkunft zu orientieren und lange zu inkubieren, um auch langsam
wachsende Organismen zu erfassen. Bisher nicht gdog ist leider die Handhabung symbionti-
scher Bakterien, die vor dlem in Meeresschwdmmen zumindest fur einen Tell der Metabolite
verantwortlich zu sein scheinen [14].

1.2.2.3 Aufbewahrung

Verschiedene Antibiotika-Bildner produzieren autotoxische Substanzen, die die Lebensdauer
der Kultur begrenzen und héufiges Uberimpfen erfordern. Dies jedoch begiingtigt Mutationen
oder die Sdektion chemischer Rassen mit verdnderten Merkmaen. Wenn irgend mdglich,
werden von den Renkulturen daher lagerféhige Dauerprgparate hergestdlt. Mehrere
Vefdiren snd dazu im Gebrauch. Als scherse Methode gilt die Gefriertrocknung, bel der
ene Bakteriensugpenson z B. in deiler Magermilch lyophilisert und schliedich im
Vakuum oder unter Stickstoff abgeschmolzen wird. Die Prparate sind in flissgem Stickstoff
Uber Jahrzehnte lagerféhig. Alternativ konnen Kulturen auch unmittdbar in Suspension
engefroren und in HissgStickstoff gelagert werden. Hierbei sind der Probe 10-20 %
Glycerin  oder Dimethylsulfoxid ds Zdlschutz zuzussizen; die Kemungsate ist deutlich
niedriger as be der Gefriertrocknung. Sporenbildner wie Filze, Bazillen und Streptomyceten
konnen mit sehr gutem Erfolg auch ds Erdkultur gdaget werden. Dazu 1&% man ene
Suspension der Organismen unter derilen Bedingungen auf Hellerde entrocknen, wobe sch
die Dauerformen bilden, die selbst bei 0 °C Uber Jahrzehnte lebensfahig bleiben.

Aus den Dauerkonserven konnen bei Bedarf jederzeit neue Kulturen angeziichtet werden. In
jedem Fdl vorzuziehen ig aber die Vewendung ener frischen, moglichs wenig Uberimpften
Originakultur.

1.2.2.4 Anzucht der Mikroorganismen

Zur Sdektion geeigneter Produzenten und zur Beurtellung ihrer metabolischen Leistung flhrt
man zundchs en Prim&screening durch, bei dem nicht die Aufkld&rung der chemischen
Struktur, sondern der Nachweis metabolischer Leistungen im Vordergrund steht.

Figmentieten Organismen deit man die Sekundargoffbildung unmittelbar an. Vidfach zegt
sch dann, dal3 neben den Pigmenten auch noch weitere Metabolite gebildet werden. Ganz
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Uberwiegend ist das metabolische Potentid aber erst nach einer geeigneten Aufarbaitung er-
kennbar. Dazu werden Bakterien meist as Submerskulturen, Pilze auf festen Subdtraien im
50-200 mL-Malstab angezogen. Be flissgen Kulturen sorgt man durch Schitteln in
Schikanekolben fiir eine ausreichende Bl Uiftung.

Die Anforderungen an die Medienzusammensetzung snd weit gespannt. Standardmedien set-
zen gch meg aus Hefeextrakt, Mazextrakt und Glucose zusammen (YMG-Medium) und
kénnen daneben Sdze und Spurendemente enthaten. Andere komplexe Medien enthdten
Pepton, Sojamehl oder Haferflocken.

Gute Ausheuten an Sekundérstoffen erhdt man vidfach auch auf sog. definieten Medien, die
sch z B. aus Aminosauren als C/N-Quelle, aus Nitrat und Glucose oder anderen chemisch
endeutig charakteriserten Komponenten zusammensetzen und ggf. noch Vitamine enthaten.
Auch Strel¥aktoren (Sauerstoff-Uberdruck, Licht, erhohte Temperatur, Schwermetdle oder
organische Zusitze) konnen das Produktspektrum erheblich verschieben.

Bakterien benttigen 34 Tage Fermentationsdauer, Pilze meig erheblich langer. Die Sekun-
déargoffe werden vidfach est gegen Ende des Wachsdums in der dationdren Phase
(Idiophase) be Nahrsofflimitierung gebildet und in der Zdle akkumuliet oder auch in das
Medium abgegeben. Eine Trennung in Mycd und Ubergtand ist in dem nun folgenden Teil
des Screenings aber zundchgt entbehrlich. Viedmehr versstizt man die gesamte Kultur mit
Ethylacetat, wobe unpolare und mittdpolare Stoffe vollstdndig extrahiet und glechzetig die
Zdlen abgetttet werden. Hoher polare Stoffe konnen anschliel3end durch Butanol extrahiert
werden; Relhenversuche habe jedoch gezeigt, dal3 dieser Schritt melst entbehrlich ist. Sehr
polare Komponenten - Aminosauren, Zuckerderivate, Carbonséuren usw. - erfordern
Spezidverfahren, wobe man ba ionischen Vehbindungen gewdhnlich lonenaustauscher
ensetzt. Effektiver ds die Hissg-Hussg-Extrektion ig dlerdings die Gefriertrocknung und
die ansthliel}ende Extraktion des Rickstandes mit Lésungsmitteln unterschiedlicher Polaritét.
Auch hier ig Ethylacetat fir die unpolaren und mittelpolaren Komponenten am besten
gedignet, darker polare Antelle werden mit Methanol extrahiert.

1.2.2.5 Primarscreening

Zur Auffindung neuer Wirksoffe in den S0 gewonnenen Rohextrekten existieren
verschiedene Vorgehensweisen [15]. Allen igt gleich, dal3 die biologische, chemische oder
physkalische Wechsdwirkung von zu prifenden Substanzen mit Testmoddlen quditativ und
quantitativ bewertet wird; diesist das eigentliche Screening.
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Man unterscheidet das wirkungsbezogene biologische Screening mit Iebenden Organismen
oder Rezeptormodelen und das von Umezawa [16] eingefihrte und von Zahner weiterent-
wickdte chemische Screening [17], in dem chemische und physikadische Parameter bestimmt
werden. Beide Methoden konnen mit sehr niedriger Sdektivitdt durchgefihrt werden und
dementsprechend eine hohe Respongrate ergeben; mit hochselektiven Tedtsysemen ig die
Trefferzahl dagegen klein. Man kann dies ads horizontales bzw. vertikales Screening
bezeichnen (Abb. 3).

Aktivitétshereiche

Chemisches Mikrobiologisches Phytotoxisches Zytotoxisches Virales

Screening

Einzelindikation Vertikales
Screening

Abb. 3: Prinzipien desWirkstoff-Screenings mit spezifischen oder unspezifischen Testmethoden

Im chemischen Screening verzichtet man bewuld auf eine frihe Korrdaion von Substanz-
nachweis und biologischer Wirkung und versucht vidmehr, mdglichst die Gesamthet aller
gebildeten Metabolite zu detektieren. Im einfachsgen Fdle werden Dinnschichtchromato-
granme der Extrakte bei Tagess und UV-Licht sowie nach Anféabung mit Sprihreagenzien
[18] bewertet. Wet leistungstéhiger snd Kombinationen von HPLC  (Hochdruck-
Flissgkeitschromatographie) und UV-, NMR- oder Massenspektrometrie, die Uber die reine
Detektion  hinaus  Aussagen  zu  Strukturmerkmaen  bis  hin zu  vollst&ndigen
Strukturaufkl&rungen  gedtetten.  Die  Bedimmung der  biologischen  Wirkung efolgt im
chemischen Screening vor dlem an den spéder isolieten Rensubgstanzen; de mul3 nicht
notwendigerweise mit der urspriinglich an der Probe beobachteten Aktivitét identisch sein. Im
chemischen Screening steht die Struktur im Vordergrund: die biologische Wirkung igt nicht
Hauptzid der Untersuchungen.



Mikroorganismen ds biologische Qudle neuer Wirkstoffe 25

Spurenkomponenten werden im chemischen Screening trotz einer eventuell vorhandenen ho-
hen biologischen Aktivitdt leicht Ubersehen. Diese Gefahr besteht dagegen im  biologischen
Screening nicht, in dem jedoch im jeweligen Test inaktive Stoffe nicht erkannt werden, sdbst
wenn se Hauptkomponenten sind; beide Methoden ergdnzen sich daher ided und werden sd-
ten fUr 9ch dlein angewandt.

Im klassschen hiologischen Screening durch Agar-Diffuson imprégniet man Flterpapier-
platchen mit der zu untersuchenden Substanzmischung (z. B. e@nem Extrakt) und legt die
Scheibchen auf Agar-Schichten, die zuvor mit einem Tetorganismus homogen bempft wur-
den. Der Wirkstoff diffundiert in den umgebenden Agar und hemmt das Wachstum des
Indikator-Organismus in einem von der Konzentration, der jeweiligen biologischen Aktivitét
und den physkdischen Eigenschaften (Lodichket, Diffusonskongante) der Substanz
abhéngenden Abstand. Es bildet sich ein nicht bewachsener klarer Hemmhof aus (Abb. 4).

Hemmhof- A

Durchmesser

logc

Abb. 4: Abhangigkeit von Hemmstoffkonzentration c und Hemmhofdur chmesser bei Wirkstoff-
prufungen auf antibiotische Aktivitat im Agar-Diffusionstest

Der Agar-Diffusongest 183 sch auf degante Weise mit ener  dinnschichtchromatographi-
schen Trennung verbinden. Dazu wird das entwickelte Chromatogramm fir ein bis zwe Stun-
den mit der Schicht nach unten auf eine bempfte Agarplaite gelegt und dann abgezogen. Man
kann die Folie auch mit der Schicht nach oben auf derilen Agar legen und mit einer zweiten
Agarschicht bedecken, oder ene Sporensuspenson unmittelbar auf das Chromatogramm
sprihen und dort inkubieren. Mit dlen diesen Methoden |18% sich eine artibiotische Aktivitét
rasch der betreffenden Zone im Chromatogramm zuordnen (Bioautographie). Hier wie auch
be dlen anderen Aktivitdsbestimmungen ig darauf zu achten, dal? der pH-Wert gof. auf
enen fir den Tedtorganismus vertrgglichen Wert eingestellt wird und bioaktive Lésungamittd
zwor redlos entfernt werden. Im Pattendiffusonstest geschieht letzteres durch einstiindiges
Trocknen der Pléttchen bzw. der Chromatogramme an der L uft.
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Aktivitdtsbestimmungen Uber Hemmhoftests snd quantifizierbar, billig und enfach in der
Durchfihrung, haben aber med rdativ lange Me3 und Beobachtungsdauern, weisen ene
grofe Streubreite auf, snd weniger empfindlich und lassen sdten Rickschlisse auf den Wirk-
mechanismus zu; ihre Aussage it daher beschrankt. Wird z. B. in komplexen Systemen (an
Saugerzdlen, lebenden Bakterien, Pflanzen usw.) auf zytotoxische, antibiotische oder phyto-
toxische Aktivitét geprift, sO werden dle Wechsdwirkungen mit vermutlich mehr ds 5 000
lebenswichtigen Prozessen in der Zelle zu positiven Ergebnissen fhren.

Diese Nachtelle werden im modernen target-orientierten biologischen oder im sdektiven che-
mischen Hochdurchsatz-Screening durch einen extrem hohen Probendurchsaiz kompensert:
Krankheiten oder Stoffwechsdvorgdnge werden hier auf isoliete Enzymsysteme, Rezeptoren,
lonenkande oder spezifische Nachwesresktionen reduziert und schliefdich durch Farbreak-
tionen, Huoreszenz, Radioaktivitd usw. mefdar gemacht. So lassen sch Antikdrper z. B. mit
Gdactogdase koppeln, die anschlielfend aus enem Glycosd enzymatisch Indoxyl freisetzt,
das an der Luft in blauen Indigo Ubergeht.

Der Einsatz von Laborrobotern, die Tausende von Proben pro Tag bewdtigen, fangt die ab-
nehmende Trefferrate durch erhohten Durchsatiz auf  (Hochdurchsatz- Screening,  eingeftinrt
etwa 1995) [19]. Erganzt wird diese Verbesserung durch die Verwendung hochselektiver
Testmodele, die empfindlich und robust snd und reproduzierbare Resultate ergeben. Und
schlieich wird das unsdektive Durchmustern datistisch verteilter Proben mehr und mehr
durch en "inteligentes Screening’ ersetzt, in dem nicht nur die Tedts, sondern auch die zu
prufenden Organismen nech ganz bestimmten Kriterien ausgewahlt werden.

Ba da Vewendung enzymatischer Tedts werden nur Substanzen mit genau definierbarem
Wirkmechanismus gefunden, wobel mit Hitraten von 1:10 000 und weniger zu rechnen ig. In
Screens gegen  3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl  Coenzym  A-Reduktase wurden die Polyketide
Mevinolin (aus Aspergillus terreus), Compactin (aus Penicillium brevicompactum) und Mo-
nacolin (Monascus ruber) gefunden, die das Enzym berets im nanomolaren Bereich hemmen.
Dadurch wird die Mevalonsduresynthese behindert, was zu ener Veringerung der
Cholesterin-Biosynthese  fuhrt. Die genannten Naturstoffe werden daher préaventiv. gegen
Arteriosklerose eingesetzt.



Mikroorganismen ds biologische Qudle neuer Wirkstoffe 27

Mevinolin Compactin Monacolin M

Im Gegensatz zu diesen Mode of Action-Screens sucht man in Rezeptor-Ligand-Bindungsassays
Agonisten und Antagonisten der neuronalen und humoralen Signatransduktion. Wechselh
wirkungen mit dem 5-Hydroxytryptamin-Rezeptor lassen z. B. eine zentralnervose Aktivitét
erwarten. Eines der Resultate war die Entdeckung von Asperlicin aus Aspergillus alliaceus, das
eine hohe Affinitd zum Cholecystokinin-Rezeptor aufweist. Die Avermectine sind Antagonisten
des GABA-Rezeptors (blockieren die durch g-Aminobuttersdure vermittelte Neurotransmission)

und werden in der Veterinarmedizin gegen parasitére Invertebraten eingesetzt.

H3C\O

Asperlicin Avermectin B1lb

1.2.2.6 Dereplikation

Obwohl der Zahl moglicher Naturdoffe von der Kapazité der beteligten Enzyme kaum
Grerzen gesstzt and [3], i ihre Anzahl in der Redité doch limitiet. Als Folge ener mehr
und mehr erschdpfenden Erforschung €6/ man daher zunehmend héufig - zu Uber 90 % bel
terrestrischen Streptomyceten - auf bereits bekannte Verbindungen, und in der Regd miissen
Zehntausende von Kulturen geprift werden, bis en neuer klinisch einsatzbarer Wirkstoff oder
ga ene neue Latdruktur entdeckt wird. Letztere definiet im gungigsten Fdle en neues
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Wirkprinzip, das (patid)synthetisch schlielich zum  egentlichen Medikament  optimiert
werden kann. Die Suche nach neuen bioaktiven Verbindungen wird daher héaufig auch ds
Leitsubstanzscreening bezeichnet.

Auch mit modernen Methoden ig die de novo-Strukturaufklaung eines Naturstoffs immer
noch zetraubend und teuer. Daher i es unumganglich, beraits in enem moglichst frihen
Stadium der Suche schon bekannte Verbindungen zu erkennen und auszumustern; diesen
Vorgang nennt man Dereplikation. Dabel geht man Sets so vor, dald leicht zugangliche
Eigenschaften mit Literaturdaten verglichen werden. Dies kdnnen z. B. mikrobiologische
Hemmspektren sain, dso die unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener Tegtkeime
gegen den Wirkstoff. Vid genutzt wird auch der Verglech von MS- oder UV-Spektren [20]
und Reentionszeiten mit  enschlagigen Daenbanken.  Und  schliglich  exidtieren
Datensammlungen, in denen man nach NMR-Daten, Substrukturen, Drehwerten und ener
Fllle weterer Eigenschaften suchen kann [7, 21]. Die Schnittmenge weniger Detalinfor-
mationen fuhrt oft berdts zu ener endeutigen Identifizierung und sdbst be  neuen
Vebindungen fas imme zu ene Eingrenzung auf die bereffende Substanzklasse, wie
nechfolgend fir eine Suche mit der Datenbank AntiBase [7] gezeigt wird.

Das in Abb. 5 wiedergegebene schlecht aufgeldste 1H-NMR-Spektrum ener technischen
Nystatin-Probe ig auch fir den Fachmann zunéchgt wenig ergiebig. Nach ndherem Hinsehen
kann men dlerdings vermuten, dald keine Aromaten enthdten sind, dal3 Methylgruppen an
Heteroatomen oder Doppelbindungen fehlen und dal3 wenigstens vier CH-CH3-Gruppen
enthdten snd. Von 22 500 Eintragen in AntiBase bleilben nach entsprechenden Substruktur-
suchen nur noch 430 Ubrig. Das 13C-NMR-Spektrum zeigt auch ohne tiefschirfende
Interpretation, dald wenigstens eine Sdure- oder Estergruppe enthdten ist, Ketone oder
Aldehyde aber fehlen. Ein CH-Sgnd be d = 97 zegt ene Acedgruppe und damit
maglicherwel se einen Zucker an; diese Informationen reduzieren die Auswahl auf 39.

Die gelbe Farbe der Probe sowie 13C-Signaie zwischen d = 129 - 136 weisen auf Doppelbin-
dungen hin, die nach dem charakteristischen UV-Spektrum mit drei Maxima bei 290, 300 und
320 nm in Konjugatiion stehen missen. Dies reduziet die Auswvahl auf vier Verbindungen,
dre Nydatine und Amphotericin  A. Die vier Suchergebnisse snd sch  srukturdl
auRerordentlich hnlich und gehdren ale der Gruppe der Polyenmakrolide an. Eine Anderung
der Suchgirategie fihrt zum gleichen Resultat, das damit weitgehend abgesichert wird. Eine
wetere Eingrenzung wirde Uber die Massengpektren gdingen, ene Unterscheidung zwischen
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dem verblebenden Amphotericink A und Nydain Al &er nur Uber detalliete NMR-
Untersuchungen oder den direkten Vergleich mit authentischen Proben gelingen.

A)

T T — T
& s 4 3 2 ppm

Abb. 5: A) “C-NM R- und B) "H-NM R-Spektr en von technischem Nystatin in [D,JDM SO bei 75
bzw. 300 MHz

Die Probe wurde in diesem Fdl as 'schon bekannt' charakterisert. Aber auch mit noch nicht
beschriebenen Verbindungen gdingt andog héufig ene Eingrenzung auf den Strukturtyp, da
neue Grundgeriste aul¥erst sdten sind und sch meg Pardlden zu bekannten Verbindungen

finden lassen.

Eine besonders degante Methode it die MALDI-TOF-Massenspektrometrie, bel der Inhats
stoffe ohne Extrektion sdbst in intakten Bekterienzdlen nachgewiesen und in glngtigen
Fdlen durch MS/MS-Techniken eindeutig charakterisert werden kénnen [22]. Besonders fur
Peptide und andere polare Verbindungen ist diese Methode gut geeignet.

Durch innovetive Techniken in der Gerdeentwicklung haben Online-Methoden weiter an Be-
deutung gewonnen. HPLC/MS und vor dlem HPLC/NMR-Kopplungen erlauben die Wieder-
erkennung, zum Tell sogar die vollsgéndige Strukturaufkl&rung von Komponenten komplexer
Gemische ohne vorherige préparaive Trennung, was dramatische Zet- und Kosteneingparun-
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gen emoglicht. Inzwischen snd NMR-Messungen auch in normden, nicht-deuterierten
Losungamitteln moglich. Die Optimierung zur Routinemethode durch ene Reduktion der Ko-
den und ene wetere Steigerung der Empfindlichkeit it daher nur eine Frage der Zeit. Dies
glt auch fir die SynchrotonMassenspektrometrie, durch deren Weiterentwicklung in der Na
turgtoffchemie ein Quantensprung zu erwarten is.

1.2.3 Fermentation im praparativen Mal3stab

Bel den von uns bearbeteten marinen Streptomyceten findet man zu Uber 80 % hiologische
oder pharmakologische Aktivitdten, jeder zwete Extrakt i im Chromaogramm auffdlig,
wenn auch nur etwa 10 Prozent wirklich bearbeitensvert snd (Abb. 6). Eine Inhibition der
Chitin-Synthase fand sch zu 3 % und sdektive dgizide Aktivitdt zu ewa 2 %; Tedts auf
sezidle phamakologische Aktivitdten, etwa antididbetische Wirkung, sprechen nur im

Promille-Bereich an.

Ohne Optimierung produzieren Streptomyceten im  Durchschnitt etwa 1-10 mg  Inhdtsstoff
pro Liter, andere Bakterien auch deutlich weniger. Strukturaufklarungen snd daher nur nach
gnem Upscding moglich, das wie im Vorscreening in ener groReren Zahl  von
Schittelkolben  durchgefiihrt werden kann, besser aber in Fermentern geeigneter Grole
efolgt. Wegen der Einzedhdten mul3 auf die umfangreiche Spezidliteratur verwiesen werden,
diein Kap. 1.4 referiert wird.

biologisches
Screening

87

pharmakol ogisches
Screening

87

Abb. 6: Aktivitétsverteilung in Prozent (n = 268) bel Extrakten mariner Streptomyceten
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Die Extraktion der Kulturansize efolgt dhnlich wie im andytischen Mal3stab durch Extrak-
tion mit Losungsmitteln oder Adsorberharzen, wobe jetzt dlerdings eine vorhergehende
Separation in Zelmase und Filtrat snnvoll sain kann. Dazu satzt man den Kulturbrihen ca
50 gL Kiedgur zu und filtriet Uber ene mit ener 2-3 cm hohen Schicht Kiesdgur
bechickte Nutsche. Im  Technikumsmaistab werden auch  Durchlaufzentrifugen  oder
Membranfilter engesetzt. Das Filtrat wird mit Loésungsmitteln wie Essgester, Butanol oder
Butylecetat ausgeschiittelt. Den Filterrlickstand extrahiert man am besten mit Methanol oder
Aceton.

Auch durch Festphasenextraktion an Aktivkohle oder anderen lipophilen Trégern (unter-
schiedliche Polystyrolharze oder Polyacrylamide) lassen sch unpolare und sdbst auch polare
Verbindungen extrahieren und reinigen (hydrophobe Interaktions-Chromatographie). Dabel
werden Fermentationsbriihen oder auf andere Weise gewonnene Extrakte als wa¥ige Losung
durch ein Hazoett perkoliet und schliefdich durch enen Methanol/Wasser- Gradienten
duiert. Auf diee Wese lassen sch Extrektion und Vorfraktionierung in e@nem  Schritt
verenen und glecleatig Zeit und Kosten sparen. Neuerdings wird zur Extraktion von
Zdlsuspensonen auch die Foating Bed-Chromatographie angewandt, bel der das Adsorbens
von unten durchstromt wird. Zdltrimmer werden bel diesr Technik ausgeschwemmt. Das
bel adene Adsorbens wird anschlief3end in Gegenrichtung mit Methanol oder Aceton uiert.

Die aus den Adsorber-Eluaten oder unmittdbar aus den organischen Phasen erhdtenen
Extrakte werden in Methanol aufgenommen und mit Cyclohexan entfettet; letzteres i Pe-
trolether oder Hexan wegen der groferen Renhat und der geringeren Toxizité unbedingt

vorzuziehen.

In den mesen Fdlen verblebt die biologisch aktive oder im chemischen Screening
detektierte Verbindung in der Methanolphase und kann daraus durch eine Kombination der
verschiedenen Trennverfahren - vor dlem durch Chromatographie an Normd- und
Umkehrphasen  oder  lonereustauschern,  Ausschliufchromatographie an Dextranen

(Sephadex® der Firma Phamacia) oder Gegensromvertellung - ads Rensubstanz isoliert
werden.

Die Aufarbeitung |8% dch eheblich vereinfachen, wenn berats Vorgdlungen Uber die
chemischen Eigenschaften der erwarteten Produkte existieren, wenn dso z. B. Sduren oder
Alkdoide isoliet werden sollen oder der zu isolierende Stoff bereits aus anderen Quellen
bekannt is. Wenn dies nicht zutrifft, prift man die Lodichket in unterschiedlich polaren
Losungsmitteln oder be verschiedenen pH-Werten. Man gdlt fest, ob die Aktivitd an
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lonenaustauscher, Harzadsorber oder RP-Kiesdlgele bindet oder ob sSe bessr an
Normalphasen oder Umkehrphasen-Kiesagele getrennt wird.

Von grol}er Bedeutung ist es, die Anreicherung der Substanzen auf jeder Trenngufe z.B.
durch Messung der biologischen Aktivitst zu kontrollieren. Uberméig hohe Verluste deuten
darauf  hin, da3 sch die Aktivitd auf mehrere Wirksoffe oder aber durch mangdhafte
Trennbedingungen Uber die ganze Sdule vertdlt. Auch Zersetzungsresktionen konnen die
Ausbeute serken. So polymerisert Streptazolin selbst bel schonendem  Eindampfen seiner
Lésung be Raumtemperatur sehr rasch.

Streptazolin

Fermentationen im  Technikums-Mal3stab werden wegen des hohen Aufwandes gewohnlich
nur  be awendungorientierten  Zidsetzungen  durchgefihrt, be  denen  Milligramm-
Ausbeuten nicht mehr ausreichen. Hier werden vidmehr Produktkonzentrationen von 5 g/L
und mehr angedrebt, was ene sorgfdtige Fermentationsoptimierung und  flr  ene
Maximierung der Gen-Expresson im dlgemeinen auch genaue Kenntnisse der Biogenese und
der Biosynthese ds Bads fur gezidte Vebessrungen efordet. Mas snd zusdtzlich
genetisch verénderte Organismen notwendig, die durch Mutagenese oder zidgerichtet durch
genetic engineering ezeugt werden und glndigere Eigenschaften ds der Wildstamm
ausfwesen: z. B. autoresstent gegen das gebildete Antibiotikum snd, en engeres
Produktspektrum aufweisen und genetisch stabil sind.

Ein schones Bagpid ig die Ausheuteoptimierung von Penicillin, die durch die Isolierung von
Hochlestungstammen (Penicillium chrysogenum) und die Fitterung von Biosynthesevorstu-
fen (z. B. Phenylessgsaure) von urspriinglich 1 mg/L auf tber 50 g/L gesteigert werden konn-
te [23]!

1.2.4 Strukturaufklarungen

In der Mehrzahl der Fdle efolgt die Strukturaufklérung von  Naturgtoffen  heute
auschliefdich durch spektroskopische Verfahren oder durch Krigdlstrukturanalyse. Derivate
oder gar Abbauresktionen snd anders ds friher nur noch fir spezidle Fragestdlungen
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eforderlich, geegentlich z. B. fur die Bestimmung der absoluten Konfiguration. Democh
daf nicht Ubersehen werden, da3 bereits enige wenige Elementarresktionen wichtige
RuckschlUsse auf die Struktur zulassen.

Von den dezet bekannten mikrobidlen Naturgoffen enthdten 39 % Doppebindungen und
47 % aomatische Systeme oder beides. Die Fluoreszenzloschung an Kiesdlgd bel Anregung
mit UV-Licht (254 nm) is daher en Hinwes auf deratige Chromophore. Eine Huoreszenz
be 366 nm zeagt schligdich ene dares chromophores Sysem an, wie es mes nur in
Aromaten gefunden wird. Etwa 80 % der Naturstoffe aus Mikroorganismen snd farblos.
Farbe ist daher ein wichtiger Hinweis auf ganz bestimmte Substanzklassen, besonders, wenn
noch Tupfereaktionen hinzugezogen werden.

Leuchtend rote Zonen geringer Polaitét im Chromatogranm (R = 08 in Chloroform/
Methanol 955 (V/V), die bem Antipfedn mit Natronlauge geb werden, zeigen die
Gegenwat von Prodigiognen an. Diese in Hefen und Streptomyceten welt verbretete
Substanzgruppe  wirkt  immunsuppressv und i gegen Madaia-Erreger aktiv. Be  der
Aufarbeitung snd Prodigiosne durch ihre grole Lipophilie und die dadurch bedingte hohe
Affinité zu Adsorberharzen und RP-Materialien st6rend.

T

yingUwe

Prodigiosin Doxorubicin (R = OH)
Daunorubicin (R = H)

CH

Gelbe, orange oder rote Zonen, die durch Natronlauge nach Rot, Blau oder Violett umféarben,
enthalten gets Hydroxychinone mit mindestens ener  chdierten  Hydroxygruppe.  Aus
Bakterien und Pilzen wurden bisher mehr ds 1 700 diessr Verbindungen isoliert. Wichtige
Bagpide snd das in der Tumortherapie eingesstzte Doxorubicin  (Adriamycin)  sowie
Daunorubicin.

Erfolgt bel gelben oder orangen Verbindungen dagegen keine Farbanderung mit Basen, konn-
ten Polyene vorliegen. Diese Verbindungen erkennt man an ihren typischen UV-Spektren und
bel ener genlgend langen konjugierten Kette (eine Schtbare Gelbféarbung erfordert bereits 5
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konjugierte Doppelbindungen) an ihrem Verhdten gegen konzentriete Schwefdsaure: Caro-
tinoide oder &hnliche Polyene werden bem Antlpfen dunkelblau oder grin. Labilere
Polyene, z B. das zur Behandlung sysemischer Rilzinfektionen aul3erst  wichtige

Amphotericin B, werden dunkelbraun.

H,C
3 \ O O CH3
Val V%
Sar

Pro Thr
\ ,Pro
Val

Actinomycin D

Intensv gelbe oder orange Zonen, die dch weder mit Schwefdsdure noch mit Lauge
verfarben, enthdten medens Actinomycine. Diese in  die DNA interkdierenden
Chromopeptide verdanken ihre Farbe dem Phenoxazinon-Chromophor und zeigen meis ene

hohe Zytotoxizitét und starke antibiotische Wirkung; mehr as 40 sind strukturaufgeklért.

Vom pH-Wert unabhéngige violette, blave und besonders grine Pigmente sind in Mikroorga-
nsmen alers oHten;, mes id die blave Fabe ledigich asf Sdzbildung wvon
Hydroxychinonen  zurickzufihren.  Ein pH-unébhdngig blaues Pigment ig¢ das aus
Meeresbakterien (Alteromonas luteoviolaceus) isolierte Violacein. Auch Indigo oder
Indigoderivate wurden gefunden. Aus Streptomyces antibioticus TU 2706 wurde das
dunkelgriin 16diche Esmeradin isoliert [24].

Farbregktionen mit Sprihreagenzien snd meist wesentlich schwieriger zu interpretieren. Aus-
nahmen bilden die roten, blauen und violetten Farbtone von Indolderivaten mit p-N,N-Dime-

thylaminobenzaldehyd (Ehrlichs Reagenz).



Mikroorganismen ds biologische Qudle neuer Wirkstoffe 35

HO @)

Violacein Esmeraldin A

Keinen RickschlulR auf die Struktur lassen dagegen die zahlreichen Farbnuancen beim
Ansprihen mit Anisddehyd-Reagenz zu. Hier sollte man sich jedoch das Verhdten typischer
Verunreinigungen und  Storkomponenten  einprégen: die blau  fluoreszierende Zone der
Anthranilsture  wird  gelb, UV-l6schende Phthalsdureester, die ba  Kontakt  mit
Pagikmateridien eingeschleppt werden, farben sch blaugrau, Dadzen und Genigein aus
Soja-Nahrmedien werden gdblich (fluoreszieren aber nicht, sondern l6schen die Fluoreszenz)

USWw.

Fur die egentliche Strukturaufklarung stehen heute zahlreiche spektroskopische Verfahren
zur Verflgung, fur deren Anwendung die Probe dlerdings eine Reinheit von weniggens 95 %
haben sollte.  Zweckm&lgewese versucht man  zundchst, massenspektrometrisch  durch
Hochauflosung die Molmasse zu bestimmen. Be kleneren Molekilen gdingt dies meg
durch Stofjonisation (El), die an den moderneren Gerdten auch eine Bestimmung der
Summenformel  durch Hochauflosung zul&d. Bel  komplexeren Naturgtoffen sind  dagegen
chemische lonidation oder besser Elektrospray-lonisation ergiebiger, die dch inzwischen

beide leicht mit HPL.C- Trennungen kombinieren lassen.

13C-NMR-Spektren ergeben die Zahl der C-Atome und erlauben Uber die chemische Ver-
schiebung eine Aufschliissdung in sp2 und qoS-Zentren sowie Aussagen Uber die chemische
Umgebung. Methyl-, Methylenr und Methingruppen sowie quartare C-Atome werden durch
APT- oder DEPT-Spektren unterschieden. Aus chemischer Verschiebung und Multiplizitét
gelingt eine Abschétzung der Protonenzahl.

Protonenspektren liefern darlber hinaus Aussagen Uber Subdtitutionsmuster, eektronische
Einflisse und derische Faktoren. Zur Strukturaufkldrung komplexerer Naturstoffe sind jedoch
mels zweidimensonde NMR-Messungen eforderlich, in erster Linie H,H- und CH-Korre-
lationen (COSY, HMQC), be genigend grolen Substanzmengen auch C,C-Korrelationen
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(INADEQUATE). Eine grofRe Bedeutung haben HMBC-Spektren (nJ-KorreIationen), durch
die Kohlenstoffverknipfungen auch Uber quartére Kohlenstoffe oder Heteroatome hinweg
verfdgt werden konnen. NOESY-Spektren schliefdich erlauben Aussagen Uber die derische
Anordnung von Substituenten. Zu diesen Themen exidtiert eine umfangreiche Spezidliteratur.

1.2.5 Strukturtypen mikrobieller Wirkstoffe

Die verwirrende Vidfdt der Sekundérgtoffe ist ohne ein Ordnungsprinzip kaum noch zu Uber-
blicken. Eine Klassfizierung nach der pharmakologischen Aktivitéd oder dem zdluld&en An-
giffsort ig be Wirkgsoffen zwar nahdiegend, aus chemischer Sicht aber unbefriedigend.
Bakteriodatische, bakterizide, fungizide, antivirde, kazinodatische oder zytotoxische
Verbindungen, Zdlwand-aktive Subgtanzen, Enzyminhibitoren usw. gibt es in grol¥er Zahl,
wobe ihre Strukturen bel gleicher Aktivitét, oftmas sogar gleichem Wirkort, jedoch keinerle
Gemensamketen aufweisen missen. Aus der Wirkung |&% sch nicht auf die Struktur
rickschlieen!

Umgekehrt findet man gewisse Strukturdemente dlerdings héufig mit  dhnlichen  Aktivitéten
gepaat. En-diine und héufig auch Epoxide oder Michael-Akzeptoren wirken zytotoxisch,
vide [Lactame wirken antibakteridl, bei Polyenen héufen sch antifungische Wirkungen.
Die Klassfizierung nach chemischen Mekmden vebindet die Chemie mit medizinisch
pharmakologischen Kriterien und i daher besonders Uberschtlich; se wird hier fir die
nachfolgenden Beispiele benutzt.

Eine Eintelung nach dem Biosynthesaweg is zwefdlos die umfassendde und damit snn-
vollge, weil hier nicht womoglich obeflachliche  strukturdle  Ahnlichkeiten,  sondern
urschliche Zusammenhénge zur Untergliederung genutzt werden. Leider sSnd Aussagen Uber
den Biosynthesaweg aber et nach aufwendigen Untersuchungen méglich, so dal3 diese
Eintellung namentlich bel neuen Naturstoffen nicht immer praktikabd ig.

Zucker snd die Biosynthesebausteine von mindestens 3000 mikrobidlen Glycosden, Amino-
glycosden, Oligosacchariden und Nucleinsauren, gehen Uber Phosphoenolpyruvat oder den
Pentosecyclus aber auch in zahireiche Aromaten, Alkaloide oder aromatische Aminoséuren
Uber. Acetat, Propionat und Maonat schliefdich and die Baugeine fir die grof3e Gruppe der
Polyketide (Acetogenine), zu deren Aufbau zundchst enzymatisch Polycarbonylverbindungen
gynthetisert und schliedich zu den unterschiedlichsten Strukturen gefdtet werden. Ebenfals
aus Acetat entstehen die besonders in Pflanzen héufigen Isoprenoide, zu denen z.B. die grofe
Gruppe der Carotinoide gehort.
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Aklavinon

Die von Acetat oder Zuckern ausgehenden Hauptstoffwechsewege werden gewohnlich noch
welter untergliedert und durch Nebenwege erganzt. Zu bedenken i, dald haufig durchaus
auch mehrere Soffwechselwege an enem Naturgtoff betelligt sein konnen, z. B. kdnnen an
Polyketide Zucker oder isoprencide Seitenketten angehangt werden. Ein weiteres Beispid ist
die oben ewdhnte Biosynthese des Pentabrompseudilins. Auf Einzeheten kann an dieser
Sdle vezichtet werden, da berats audfuhrliche Monogrephien zur Biosynthese von
Antibiotika exigtieren [25].

1.2.6 Ausgewahlte Antibiotika

Das ege Sysem ener chemischen Klassfizierung der Naturstoffe sammt von Berdy, der in
sainem "Handbook of Antibiotic Compounds’ ene Eintellung in 10 Hauptgruppen mit jewells
zahlreichen Untergruppen vorgenommen hat. Aus Patizgrinden konnen hier dlerdings nur
wenige Begpide (Tab. 1) herausgegiffen werden; audthrlichere Zusammengdlungen listet
Gréfe auf [29].

Penicillin G und s@ne zahllosen patidsynthetischen Deivate snd  Inhibitoren  der
bakteridlen Zdlwandsynthese. Als Einzdheten Uber den Wirkmechanismus bekannt wurden,
konnte man gezidt nach Hemmdoffen der D-Ala-D-Ala-Carboxypeptidase und
Transpeptidase  suchen.  Ergebnisse snd die wichtigen Entdeckungen der Carpetimycine,
Thienamycine, zahlreicher Cephdosporine, der Tabtoxine, Monobactame und unzdhliger
semisynthetischer 3-Lactame. Der groRe Wert dieser Verbindungsklasse grindet sch auf die
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mas® sehr gute Verriglichkeit, den leichten Zugang zu Verbindungen mit verdndertem
Wirk- und Resgenzspektrum und die gundigen pharmakodynamischen Eigenschaften

moderner Derivate.

Tab. 1: Wichtige Antibiotika-Typen und Beispiele

[3-Lactam- Penicilling, Anthracycline Rhodomycin,
Antibiotika Cephal osporine, Daunomyain,
Monobactame Adadnomycine
Ansamycine Rifamyain, Peptid-Antibiotika Gramicidin,
Mycotrienin Bacitracin
Aminoglykoside Streptomycin, Polyen-Antibiotika ~ Amphotericin B,
Kanamycin Nystatin
Nukleosid- Nikkomycine, Polyether Alborixin,
Antibiotika Polyoxine Monensn
Tetracycline Chlortetracyclin, Terpenoide Pentdenolacton,
Doxycydin Antibiotika Fusdinsiure
Makrolid- Erythromycin, Olean | Endiin-Antibiotika Cdicheamicin,
Antibiotika domycin Esperamicin,
Kedarcidin

Die bal Penicillin G schon frih beobachtete erworbene Resistenz wird u.a durch Verénderun-
gen an den Zdlwandsyntheseenzymen [26], vor adlem aber durch ene Inaktivierung durch
[3-Lactamase bewirkt. Alle Penicilline der sogenannten |Il. Generation, wie etwa das
Cloxadllin dnd Derivate der 6-Aminopenicillansdure, die ihrersats durch enzymatische
Spdtung von Penidllin G gewonnen wird;, se snd zwar gegen [3-Lactamase stabil, kénnen
aber durch andere Mechanismen inaktiviert werden.

Die grofle Gruppe der aus Bacillen, Streptomyceten und Micromonospora-Arten isolierten
Aminoglykosd-Antibiotika wurde 1944 mit dem von Waksman entdeckten Streptomycin er-
Offnet. Kanamycin, Gentamicin  (aus Micromonospora purpurea), Neomycin und viee
wetere Bespide diesss Strukturtyps snd breitspekird gegen  zahlreiche gramnegative
Organismen sowie die meden grampostiven Keime wirksam, deren Proteinbiosynthese se
auf der Ebene der Ribosomen hemmen. Im Gegensatz zu den fir Warmbliter nahezu

3 gelegentlich treten Allergien auf, die zum anaphylaktischen Schock fiihren kénnen
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ungiftigen Penicillinen ist Streptomycin jedoch ototoxisch (neurotoxische Wirkung auf  den

Gehornerv) und kann daher nur fir kurze Zeit verabreicht werden.

NH
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HO OH
HN_ NH 2;;: ZOH
il

NH O
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-0, HO O HN OH
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il & H HO J
HO O N NH,
HO
NHMe
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Streptomycin Gentamicin A

Chlortetracyclin (R = ClI)
Tetracyclin (R = H)

Chlortetracyclin  (Aureomycin, 1947) und en Jahr spder Tetracyclin waren die ergen
Beispide aus einer Gruppe tetracyclischer Polyketide mit breitspektraer Wirkung, die durch
ihre orde Anwendbarkeit zu den am haufigden eingesetzten Antibiotika gehdren. Leider
wurden diese Vebindungen wegen ihres nutritiven Effekts ene Zet lang auch in der
Tiermast eingesetzt, was die Resgenzentwicklung auRerordentlich begindigt hat. Alle
natlrlichen und partialsynthetischen  Teracycline  inhibieren  den  Elongationsschritt  der
bakteriellen Protein-Biosynthese.

Die Biosynthese der Anthracycline geht wie die der Tetracycline von Polyketiden aus, die je-
doch nicht an C-6 methyliert werden und dadurch in Chinone Ubergehen konnen. Anders as
be Teracyclinen erhdten die auf diessm Wege zunéchst entstehenden Anthracycinone ihre
antibiotische oder cytotoxische Aktivitét erst durch die Verknipfung mit Zuckern, von denen
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der erste meig eine 3-Aminohexose ist. Die Produkte sind wegen ihres Chromophors orange
oder rote bis violette Substanzen. Se wurden in der Natur zwar wegen ihrer Wirkung auf
grampositive Organismen entdeckt, werden fir die Therapie von Infektionskrankheiten heute
aber nicht mehr eingesetzt. Von grof3er Bedeutung ist vidmehr ihre zum Tel extreme tumori-
datische Wirkung, die ihre Ursache in einer spezifischen Interkaation in die DNA hat. Leider
zeigen die inzwischen in die Anwendung gedangten Anthrecydine wie Daunorubicin  oder
Doxorubicin, eine erhebliche Kardiotoxizitét, die einer Monotherapie Grenzen setzt.

Makrolide snd Lactone mit Ringgrolen von zehn und mehr C-Atomen. Sind zuséizlich mehr
as zwe Doppebindungen im Ring vorhanden, so spricht man von Polyen-Makroliden, zu de-
nen auch das schon genannte Amphotericin B gehort.

D-Desosamin

L-Cladinose
OH

Erythromycin A

Eins der wichtiggen Makrolide it das 1952 aus Sreptomyces erythreus isoliete
Erythromycin A, von dem inzwischen verschiedene semisynthetische Vaianten exidieren.
Se dnd ds Inhibitoren der ribosomaden Protein-Biosynthese perord gegen en breites
Spektrum  gram-postiver  und gramnegaiver Bakterien, Actinomyceten,  Spirochéten,
Rickettsen und enige Viren wirksam und gelten a's sehr schere Antibiotika.

Im Gegensatz zu den enfachen Macroliden wirken die Polyen-Macrolide nicht auf Bakterien,
sondern auf Rilze Se gehen Wechsdwirkungen mit den Sterolen der Zdle en, vor dlem mit
dem in tieischen Zdlen nicht vorkommenden Ergosterol in Filzen, und dedtabiliSeren
dadurch deren Zdlmembran. Amphotericin B i eins der wenigen systemisch wirkenden
Fungizide das drukturdl sehr dhnliche Nysatin wird wegen seiner Toxizitét derzait nur loka
angewandt. Amphothericin B wird zur Behandlung systemischer Mykosen und parasitérer
Infektionen (Leishmaniass) ds liposomde Infuson gegeben, hingegen wird Nydatin nur
loka im Verdauungstrakt a's Tablette oder derma auf der Haut angewandt.



Mikroorganismen ds biologische Qudle neuer Wirkstoffe 41

Die Gruppe der Peptid-Antibiotika (zu der auch die 3-Lactame gezdhlt werden) umfald mehr
ds 2000 Begpide. Die hthermolekularen Vertreter unter ihnen (mehr ds 30 Aminosauren)
werden durch ribosomde Proteinsynthese aufgebaut und bestehen ausschligdich aus den
proteinogenen Aminoséuren, die jedoch in Folgeschritten enzymatisch prozessert werden
konnen.  Zu ihnen gehdren Nisn, das zur Konsarvierung von Lebensmitteln eingesatzt wird,
das ebenfdls aus Bazillen isolierte und drukiurdl verwandte Subtilin sowie die Microcine aus

verschiedenen Escherichia coli- Stédmmen.

Polypeptid-Antibiotika mit noch hoheren Molmassen (Uber 7 000) und ener lytischen
Aktivitdt gegen andere St@mme der gleichen Art bezeichnet man ds Bacteriocine,
Bacteriocin-bildende E. coli-Sf&mme konnen zB. die normade E. coli-Population
Uberwuchern und s0 zu gastro-intestinden Stérungen fuhren. Andere Bacteriocine werden in
der Lebenamittelverarbeitung genutzt.

Strukturdl  interessanter it die Vidzahl klenerer cyclischer und linearer Peptide, die
Uberwiegend nicht-peptidogene  Aminosduren und héufig auch zusdizliche Strukturen, wie
FettsBuren oder Chromophore, enthdten. Bekannte Beispide sind die sark zytotoxischen
Actinomycine (s 0.), ae auch Amantin und Phdloidn aus dem tddich giftigen
Knollenbléterpilz.  Bacitracin, Gramicidin S,  Tyrocidin - oder die Polymyxine aus
Mikroorganismen haben auch medizinische Bedeutung erlangt.

1.2.7 Ausblick

Die Untersuchung von Mikroorganismen zeigt nach wie vor aufregende Ergebnisse. Die Ent-
deckung des Naturstoffs FK-506 oder von Endiinen wie den Esperamicinen haben zu neuen
Bindchten in das Inmmunsysem der Wirbdtiere gefihrt und neue Methoden der Krebs
behandlung ermoglicht; de widerlegen gleichzeitig den Eindruck, da3 dle Metabolite
Antibiotika and: Wenn man gezidt screent, findet man immer die entsprechende Wirkung,
die Natur hdt auf jede Frage ene Antwort bereit. Dies ist gleichzeitig richtungswveisend fir
die zukinftige Entwicklung in der Naurdoffchemie, in der nach umwetvertréglichen
Lésungen gesucht wird. Naturstoffe sind immer auch biologisch abbaubar; wenn dies nicht so
wére, hétte die Natur sich |&ngst selbst vergiftet.

Neue Anwendungen werden sch wegen des hohen Preises von Naturstoffen auch weiterhin
aff die Medizin konzentrieren. Dennoch gewinnen auch aul3erhab dieses traditiondlen
Gebiets Anwendungen im Pflanzenschutz, in der Tierzucht, ds abbaubare Kungdoffe
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(Polyhydroxybutterséure) und selbst in der Technik zum Entrosten von Stahl (Siderophore) an
Bedeutung.

S0

Esperamicin Al

Man daf erwarten, da3 der Stellenwert der Naturstoffe durch Verdnderungen der Produkte
mit biochemischen Methoden, durch kombinatorische Biosynthese oder den Focus auf neue

Organismen und neue Nachwe smethoden weiter erhoht werden wird.

Nach Prelog tragen die Naurstoffe eine Botschaft, und es it Aufgabe der Chemie, Se zu
entschllissn.
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