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Naturstoffsuche

” Totgesagte leben linger!* Dieses Sprichwort gilt auch fiir die Na-
turstoff-Forschung. Nachdem Naturstoffe als Leitverbindungen durch
die Einfiihrung kombinatorischer Synthesetechniken in den Hinter-
grund gedringt worden waren, haben sie ihren Rang in der pharma-
zeutischen Forschung zuriickerlangt. Durch Entwicklungen auf die-
sem Gebiet, das moderne Genomik mit angewandter Biologie und
Chemie kombiniert, konnen Herausforderungen wie das vermehrte
Auftreten multiresistenter Bakterien bewidltigt werden, da neue Arz-
neistoffe und Leitstrukturen identifiziert, produziert und in ihrer
Struktur verdndert werden konnen. Der grofie Anteil der Sekundir-
stoffe und ihrer Derivate unter den klinisch eingesetzten Substanzen
erkldrt sich dadurch, dass sich Naturstoffe hdiufiger durch biologische
Aktivititen auszeichnen als Synthetika. Dieser Aufsatz beschreibt den
Einfluss der mikrobiellen Genomik auf die Naturstoff-Forschung,
insbesondere auf die Suche nach neuen Leitstrukturen und deren
Optimierung, zeigt ihre Grenzen auf und gibt Einblicke in mogliche
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stoffen im selben Zeitraum herzustel-
len und zu testen wie Synthetika, und
3) der Naturstoff wird aus einer biolo-
gischen Quelle isoliert, was sowohl
Erfahrung im Umgang mit dem pro-

zukiinftige Entwicklungen.

1. Einleitung

Ohne die derzeit medizinisch verwendeten Naturstoffel*!
wire menschliches Leben weniger angenehm und definitiv
viel kiirzer: Mehr als 75% aller antibakteriellen Wirkstoffe
und etwa 50% aller Antitumorsubstanzen sind entweder
Naturstoffe oder Naturstoffderivate.'! Antibakterielle Se-
kundarstoffe werden auch als letzte Therapieoption gegen
multiresistente Mikroorganismen eingesetzt, die sonst oft
todlich verlaufende Infektionen hervorrufen. Permanent ent-
wickeln die Krankheitserreger jedoch Resistenzen gegen
Antibiotika, was auch vor Substanzen nicht Halt macht, die
bisher als Reserveantibiotika Verwendung fanden. Auch
beim Einsatz von Antibiotika mit neuen Wirkmechanismen
lautet die Frage nicht, ob eine Resistenz entsteht, sondern nur
wann sie zuerst auftritt. Dieser Umstand ist vor allem auf die
enorme Geschwindigkeit zuriickzufiihren, mit der Mikroor-
ganismen genetische Information austauschen und mutieren.
Je ofter Antibiotika verwendet werden, umso schneller
breitet sich die Resistenz aus.”! Es ist offensichtlich, dass die
Gewinner dieses Wechselspiels immer die Mikroben sein
werden, was auch durch ihre grofe Anzahl und ihre kurzen
Generationszeiten begriindet werden kann. Nichtsdestowe-
niger muss die pharmazeutische Forschung versuchen, den
therapeutischen Status Quo zu erhalten oder gar zu verbes-
sern. Einen vielversprechenden neuen Naturstoff fiir die
Behandlung einer beliebigen Krankheit zu finden, ist jedoch
ein teures und schwieriges Unterfangen,** weshalb viele
grofle pharmazeutische Unternehmen in der Wirkstoffent-
wicklung ausschlieBlich auf synthetische Substanzen
setzen.[>

Der Grund dafiir kann in den Nachteilen gesehen werden,
die Naturstoffe gegeniiber Synthetika zu haben scheinen:
1) Die Isolierung und Charakterisierung ist aufwindig, 2) es
ist daher nicht moglich, eine vergleichbare Zahl an Natur-
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duzierenden Organismus als auch eine
spezielle Ausriistung verlangt.

Diese Nachteile werden aber durch
positive Charakteristika der Naturstof-
fe ausgeglichen, und einige der gegen

sie vorgebrachten Argumente konnen sogar zu ihrem Vorteil
gewertet werden: 1) Naturstoffe ergidnzen synthetische Ver-
bindungen bei der Besetzung des strukturchemischen Raums,
wie in neueren Ubersichten ausfiihrlich diskutiert wird.'
Die prinzipiellen Unterschiede zu Synthetika reichen von
einfachen Merkmalen wie Elementzusammensetzung und
Molekulargewicht iiber spezifische Teilstruktureigenschaften
wie Ringgrofe und -art bis hin zur Gesamtkomplexitit und
allgemeinen stereochemischen Aspekten. 2) Naturstoffe sind
die Produkte einer biologischen Entwicklung, und der Pro-
zentsatz der biologisch aktiven Naturstoffe ist viel hoher als
der synthetischer Substanzen (obwohl nicht fiir alle Sekun-
darstoffe eine biologische Aktivitit bestimmt wurde)."
Diese beiden Erkenntnisse resultierten in einem neuen
Trend bei der Wirkstoffsynthese: Leitstrukturen werden
entweder ausgehend von Naturstoffen synthetisiert, oder die
Synthesen haben Naturstoff-Analoga zum Ziel."*'*! Tnzwi-
schen gibt es gemeinsame Ansdtze von kombinatorischer
Chemie und Naturstoff-Forschung, in denen sich beide Dis-
ziplinen gegenseitig unterstiitzen und bereichern.!'“"! 3) Die
biologische Quelle der jeweiligen Substanz ist hidufig erneu-
erbar und erdffnet damit die Moglichkeit zur Produktion in
groBeren Mengen. Dies gilt insbesondere fiir leicht kultivier-
bare produzierende Organismen, was zugleich ein Haupt-

[*] Jun.-Prof. Dr. H. B. Bode, Prof. Dr. R. Miiller
Institut fiir Pharmazeutische Biotechnologie
Universitat des Saarlandes
Postfach 151150, 66041 Saarbriicken (Deutschland)
Fax: (+49) 681-302-5473
E-mail: rom@mx.uni-saarland.de

) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

[*] Im gesamten Aufsatz werden die Ausdriicke ,Naturstoff* und
»Sekundidrmetabolit bedeutungsgleich verwendet.
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grund fiir die Verwendung von Bakterien und Pilzen als
Quelle von Naturstoffen in der klinischen Anwendung ist.
Dank unserer Kenntnisse der Genetik und der Prinzipien der
biologischen Regulation ist es moglich, die Produktion dieser
Substanzen zu optimieren (siche Abschnitt 2.5). Ferner kann
die Biosynthese der Substanzen dahingehend manipuliert
werden, dass neue Derivate mit moglicherweise verbesserten
Wirkungsprofilen daraus hervorgehen (siche Abschnitt 2.6).
Mogliche Wege, um diese Ziele fiir pharmakologisch rele-
vante Naturstoffe zu erreichen, sind das zentrale Thema
dieses Aufsatzes und werden in spiateren Abschnitten anhand
von Beispielen erldutert. Die meisten zitierten Arbeiten
beschiftigen sich mit der Herstellung von Polyketiden und
nichtribosomal biosynthetisierten Peptiden. Da diese Natur-
stoffe durch komplexe enzymatische Systeme, die Polyketid-
synthasen (PKSn) und die nichtribosomalen Peptidsyntheta-
sen (NRPSn), gebildet werden, stellen wir diese Enzymsys-
teme und die resultierenden Stoffklassen in Schema 1 vor. Es
muss jedoch angemerkt werden, dass viele bakterielle Natur-
stoffe auch auf anderen Stoffwechselwegen entstehen, z.B.
auf dem Isoprenoid- oder dem Shikimatweg.!'52%]

Bakterielle PKSn (Typ I) sind multifunktionale Enzyme,
die in Modulen organisiert sind und aktivierte kurzkettige
Carbonsduren stufenweise miteinander verkniipfen. Jedes
Modul enthilt eine Reihe von nicht-iterativ eingesetzten
katalytischen Doménen, die verschiedene Schritte eines
Kettenverlingerungszyklus vermitteln.”! Typ-I-PKSn sind
unter anderem an der Biosynthese von Makroliden, Poly-
ethern und Polyenen beteiligt. Typ-II-PKSn sind Multien-
zymkomplexe, die aus einem einfachen Satz iterativ arbei-
tender Proteine bestehen und bei der Biosynthese von
aromatischen und oft polycyclischen Polyketiden eine Rolle
spielen.?>?! Typ-III-PKS, auch Chalkonsynthase-ihnliche
PKS genannt, sind homodimere, iterativ arbeitende
Enzyme, deren Wirkungsweise am Beispiel der Flaviolin-
Bildung verdeutlicht werden kann.”’ NRPSn sind #hnlich wie
die Typ-I-PKS multifunktionale Enzyme, die in Modulen
organisiert sind und Aminosduren nichtribosomal miteinan-
der verkniipfen. Die Module bestehen wiederum aus einem
Satz nicht-iterativer katalytischer Doménen, welche die
Ketten um die jeweils ndchste Aminosédure verlingern (und
gegebenenfalls modifizieren).?**]
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1.1. Zunahme von Sequenzinformationen

Seit der Veroffentlichung der ersten vollstdndigen mikro-
biellen Genomsequenz von Haemophilus influenzae im Jahre
19956 sind mehr als 250 Genome komplett aufgeklirt
worden (Abbildung 1) und mehr als 600 Prokaryoten und
460 Eukaryoten werden gerade sequenziert.”? Wihrend in
den Anfingen der Genomsequenzierung pathogene Bakteri-
en im Mittelpunkt standen, holt die Biotechnologie inzwi-
schen deutlich auf: Zurzeit beschiftigen sich 47% aller
bakteriellen Sequenzierprojekte mit Organismen, die indus-
triell genutzt werden. Hierzu gehoren auch immer mehr
Sekundairstoffproduzenten. 52 % der Projekte konzentrieren
sich weiterhin auf pathogene Organismen, und etwa 1%
beschiiftigt sich mit exotischen Mikroorgansimen.’” Der
Wert der exponentiell zunehmenden Sequenzinformationen
ist kaum bezifferbar, da Bioinformatik und komplexe Ansit-
ze wie Transkriptom- und Proteomanalysen gerade erst
begonnen haben, wichtige Forschungsthemen wie Virulenz-
mechanismen, Wechselwirkungen zwischen Wirt und Krank-
heitskeim, die Suche nach neuen molekularen Zielstrukturen
oder neue Wege zur Naturstoffproduktion zu erschlieen.
Sequenzdaten von vielen klinischen Isolaten oder verschie-
denen Stimmen eines einzigen Erregers sammeln sich an, und
diese wertvollen Information liefern einerseits neue Einbli-
cke in die genetische Variabilitdt einer bestimmten Art,
erleichtern andererseits aber auch Korrelationen zwischen
Genotyp und Phinotyp.

Unerwarteterweise hat die Genomsequenzierung von
bekannten Naturstoffproduzenten (Streptomyces sp.,**!
Arabidopsis®®) gezeigt, dass diese Organismen weit mehr
Gene aufweisen, die fiir Enzyme des Sekundérstoffwechsels
codieren, als bislang angenommen wurde. Noch iiberraschen-
der ist, dass viele bislang nicht als Naturstoffproduzenten
bekannte Organismen die typischen Gene und oft groflen
Biosynthese-Gencluster fiir die Produktion hypothetischer
oder noch nicht erkannter Naturstoffe enthalten. Moglicher-
weise liegt die Diskrepanz zur Zahl bekannter Sekundirstoffe
daran, dass der Sekundidrmetabolismus bislang nur in weni-
gen Taxa intensiv studiert worden ist (Pflanzen, Pilze, einige
bakterielle Taxa). Fast alle sequenzierten Bakterien, Pilze
und Pflanzen zeigen zumindest einige fiir die Naturstoffpro-

Rolf Miiller studierte Pharmazie in Bonn
und promovierte dort 1994 im Arbeitskreis
von Prof. E. Leistner. Anschliefiend forschte
er zwei Jahre als DFG-Forschungsstipendiat
im Arbeitskreis von Prof. H. Floss, Seattle.
Studien an Myxobakterien bei der Gesell-
schaft fiir Biotechnologische Forschung fiihr-
ten zu seiner Habilitation (TU Braun-
schweig, 2001). 2003 erhielt er den Bio-
Future-Preis des BMBF, und noch im selben
Jahr wurde er Leiter des Instituts fiir Phar-
mazeutische Biotechnologie an der Universi-
. tdt des Saarlandes. Derzeit beschdftigt er
sich mit der biotechnologischen Umsetzung myxobakterieller Genomprojek-
te und der heterologen Expression und Modifikation komplexer Megasyn-
thetasen in Pseudomonaden und schnell wachsenden Myxobakterien.
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Schema 1. Mechanismen und Strukturen bakterieller PKSn und NRPSn. a) Beispiel einer Typ-I-PKS, bestehend tik ist das potente Tumor-
aus nicht-iterativ arbeitenden Dominen; Acyltransferase (AT), Acyl-Carrier-Protein (ACP), Ketosynthase (KS), therapeutikum  Paclitaxel
Ketoreduktase (KR), Dehydratase (DH), Enoylreduktase (ER); a und p beschreiben die Spezifitat der AT- (Taxol), das 1971 aus der
Domiine fiir Malonyl-CoA bzw. Methylmalonyl-CoA.”'! b) Die Biosynthese von Erythromycin Aist ein gut unter- Rinde der pazifischen Eibe

suchtes Beispiel fiir einen Typ-I-PKS-Mechanismus; 6-Desoxyerythronolid-B-Synthase (DEBS). c) Typ-II-PKS, be-
stehend aus iterativ arbeitenden Untereinheiten, beispielhaft gezeigt fiir die Biosynthese von Actinorhodin;
Chain Length Factor (KSg).?"? d) Typ-I11-PKS, bestehend aus einem iterativ arbeitendem Enzym, beispielhaft
gezeigt fiir die Biosynthese von Flaviolin.”*?" e) Beispiel einer NRPS-Biosynthese; Adenylierungsdomine (A),

isoliert wurde. Diese Form
der Gewinnung ist 6kolo-
gisch fragwiirdig, sodass es

Peptidyl-Carrier-Protein (T), Kondensationsdoméne (C), Epimerisierungsdomine (E), Heterocyclisierungsdo- lange Zeit problematisch
mane (HC), Oxidationsdomine (Ox).?®? f) Die Biosynthese von Tyrocidin A ist ein gut untersuchtes Beispiel war, grofle Substanzmen-
fur die NRPS-Biosynthese.”* gen zu erhalten. Heute

wird die Substanz semisyn-
thetisch ausgehend von 10-
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Anzahl sequenzierter Genome
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Abbildung 1. Derzeit publizierte Genome, geordnet nach taxonomi-
schen Gesichtspunkten. Organismengruppen, unter denen experimen-
tell verifizierte Sekunddrmetabolit-Produzenten sind, sind grau darge-
stellt.

Desacetylbaccatin III hergestellt, das in groen Mengen aus
den Nadeln der Eibe (und somit aus einer regenerativen
Quelle) isoliert werden kann.’® Der verbreitete Gebrauch
von Paclitaxel bei der Behandlung von Brustkrebs hat
zahlreiche Bemiihungen ausgelost, diese wertvolle Substanz
entweder in pflanzlichen Zellkulturen® oder in schnell
wachsenden bakteriellen Wirten nach der heterologen Ex-
pression der notwendigen Enzyme herzustellen. Die kom-
plette Taxol-Biosynthese benotigt jedoch mindestens 19
Biosyntheseschritte, und das erkldrt, warum trotz bahnbre-
chender Erfolge insbesondere der Gruppe um Croteau
viele Biosynthesegene noch immer unbekannt sind
(Schema 2)."**#] Interessanterweise wird Paclitaxel auch in
endophytischen Pilzen produziert, die aus verschiedenen
Eiben isoliert wurden. Trotz der geringen Produktionstiter
ermoglichen diese Pilze einen Vergleich ihrer Paclitaxel-
Biosynthese mit dem Pflanzensystem und weisen damit den
Weg fiir potenzielle biotechnologische Prozesse.

1.3. Pilze - das gelobte Land?

Schon seit alters her dienten Pilze als eine reiche Quelle
fir Naturstoffe in Nahrungsmittelindustrie und Medizin
sowie fiir rituelle Zwecke. Die Ara der modernen Natur-
stoff-Forschung mit Pilzen begann im Jahre 1928 mit einer
kontaminierten Agarplatte in Alexander Flemings Labor, die
letztlich zur Entdeckung und zum klinischen Gebrauch von

www.angewandte.de
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NHz C9-Oxidation
Phenylalanin-Aminomutase Oxetanring-Bildung

C5-0-, C10-O-Acetyltransferase
C2-0O-Benzoyltransferase

NH; O

OH
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L CoA-Ligase

’%‘HZ o Baccatin IIl

SCoA

B-Phenylalanoylbaccatin Il

2’-Hydroxylase
N-Benzoyltransferase

Paclitaxel

Schema 2. Biosynthese von Paclitaxel (Taxol). Enzymaktivititen, die von
noch nicht klonierten Genen abhingig sind, sind fett gedruckt."**!

Penicillin gegen bakterielle Infektionen fiihrte.* Seitdem
haben sich Pilze immer wieder als eine beeindruckende
Quelle fiir Leitstrukturen in der Medizin bewihrt, unter
anderem fiir das Immunsuppressivum Cyclosporin*! und den
Cholesterinsenker Lovastatin.*!

Die gentechnische Nutzung von Pilzen erlebte einen
Aufschwung durch die Verfiigbarkeit der vollstindigen Ge-
nomsequenz der Modellhefe Saccharomyces cerevisiae im
Jahr 1997.17 Seitdem wurden weitere Modellstimme sequen-
ziert, um die Molekularbiologie von Pilzen und ihre Einsatz-
moglichkeiten in der Biotechnologie zu erforschen (Schizo-
saccharomyces pombe (2002),**) Neurospora crassa (2003),
Phanerochaete chrysosporium (2004),5°" Yarrowia lipolytica
(2004) und Kluyveromyces lactis (2004)P1),

Seit dem Jahr 2004 ist die erste Genomsequenz fiir einen
naturstoffproduzierenden Pilz (den WeiBfdulepilz Phaner-
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ochaete chrysosporium) bekannt.’” Mehr als 50 an der
Naturstoffbiosynthese beteiligte Gene, einschlieBlich ver-
schiedener PKS und NRPS codierender Gene, wurden im
30-Mbp-Genom identifiziert. Anzumerken ist, dass die Bio-
synthese von Polyketiden oft Post-PKS-Biosyntheseschritte
und Umwandlungen durch Cytochrom-P450-abhingige
Enzyme einschlieBt. Mehr als 100 entsprechende Gene
wurden im Genom identifiziert. Da die meisten Gene fiir
die Naturstoffbiosynthese in P. chrysosporium und in anderen
Pilzen im Allgemeinen in Genclustern angeordnet sind,
konnen die kompletten Stoffwechselwege leichter identifi-
ziert und studiert werden als bei Pflanzen.

Zurzeit werden weltweit 113 Pilzgenome sequenziert.
Die meisten dieser Projekte beschéftigten sich mit bekannten
Naturstoffproduzenten (z. B. Penicillium chrysogenum und 13
verschiedenen Aspergillus-Arten) oder pflanzenpathogenen
Arten, die ebenfalls Naturstoffe produzieren (z.B. Fusarium
sp., Botrytis sp., Magnaporthe sp.). Diese Projekte werden
ohne Zweifel wertvolle Einblicke in die Naturstoffbiosynthe-
se von Pilzen bieten, die derzeit weit weniger gut erforscht
sind als bakterielle Systeme. Ein vorhersehbares Problem bei
Pilzen ist das Fehlen genetischer Methoden zur Manipulation
vieler Stdamme. Nichtsdestotrotz haben Pilze ein enormes
Potenzial, und die meisten der Vorteile, die im Folgenden mit
Bezug auf Bakterien genannt werden, zeichnen auch Pilze
aus.

1.4. Bakterien — je grofier, desto besser?

Untersuchungen zu Bakterien und insbesondere zum
bakteriellen Sekundidrmetabolismus haben gegeniiber der
Forschung an Pflanzen und Pilzen eine Reihe von Vorteilen:
1) Gene fiir die Biosynthese der gewiinschten Substanzen
sind zumeist in Genclustern gruppiert; 2) die Gendichte der
bakteriellen Genome ist hoher, und die Sequenzierungskos-
ten sind somit geringer; 3) es sind keine Introns vorhanden,
sodass die Expressionsmethoden direkt an der chromosoma-
len DNA ansetzen konnen; 4)die kompakte genetische
Anordnung erlaubt eine schnelle Identifizierung der bakte-
riellen Gencluster und ihre Ubertragung in unterschiedliche
Expressionswirte; 5) Fermentationsprozesse, die eine Pro-
duktion in groBem Umfang zulassen, konnen entwickelt
werden (dies trifft auch auf Pilze zu).

Aufgrund ihrer relativ geringen Grof3e wurden bisher weit
mehr Bakteriengenome sequenziert als Eukaryotengenome.
Frithe Genomprojekte konzentrierten sich dabei hauptséch-
lich auf pathogene Bakterien, wihrend sich 47% aller
gegenwirtigen Projekte mit biotechnologisch relevanten
Stammen beschiftigen. Bis jetzt wurden jedoch nur die
Genome weniger Arten sequenziert, die bereits als Produ-
zenten von Sekunddrmetaboliten bekannt waren. Die Ge-
nomsequenz dieser Stimme enthiillte indes eine Fiille von
Genclustern, die moglicherweise zur Produktion zusétzlicher,
bisher unbekannter Sekundirmetabolite dienen (Abbil-
dung 2). Die am besten untersuchten Organismen, Strepto-
myces coelicolor und S. avermitilis waren fiir die Produktion
von vier bzw. drei Naturstoffen bekannt, besitzen tatsidchlich
aber 20 bzw. 25 Gencluster fiir die Biosynthese von Natur-
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20 4

Anzahl der Gencluster, die Tir PKS oder NRPS codieren

Abbildung 2. Ausgewihlte komplett sequenzierte prokaryotische Se-
kundadrmetabolit-Produzenten mit der Anzahl der aus ihnen isolierten
Polyketide und nichtribosomal hergestellten Peptide vor Bekanntgabe
der Genomsequenz (schwarze Balken). Identifizierte Gencluster, die
PKS und NRPS im Genom codieren, sind mit grauen Balken darge-
stellt.”? Die Daten wurden aus den entsprechenden Originalarbeiten
entnommen oder durch BLAST-Suche nach KS-, KR-, TE-, ACP-, T- und
A-Domiénen erhoben.

stoffen.***! Im Fall von S. coelicolor hat eine detaillierte
Untersuchung des Produktionsprofils nach Bekanntgabe der
Genomsequenz bereits zur Isolierung von zwei Substanzen
gefiihrt, deren Existenz anhand der Sequenzdaten postuliert
wurde.?* %]

Die statistische Analyse aller bekannten bakteriellen
Genome zeigt, dass eine positive Korrelation zwischen der
GenomgroBe und der Zahl der an der Naturstoffbiosynthese
beteiligten Gene besteht.”” GroBe Genome, wie sie fiir die
meisten Produzenten von Sekundidrmetaboliten gefunden
werden, konnen eine Konsequenz der komplexen okologi-
schen Nischen darstellen, in denen diese Organismen leben.
Um mehr iiber diese Zusammenhinge zu erfahren, miissen
aber erst weitere Okologisch relevante Arten sequenziert
werden.®! Aus der gewaltigen Diskrepanz zwischen der Zahl
an isolierten Substanzen und dem genetischen Potenzial
ergeben sich vor allem zwei Fragen: Wie konnen wir die noch
nicht isolierten Produkte erzeugen und identifizieren? Und
wie konnen wir das enorme genetische Potenzial effektiv
nutzen? In den folgenden Abschnitten werden wir auf diese
Fragen anhand ausgewdhlter Beispiele eingehen.

2. Ansdtze zur Erforschung des genetischen
Potenzials
2.1. Ungezielt, aber einfach und erfolgreich

Die Variation der Kultivierungsbedingungen ist vermut-
lich der einfachste Weg, um zusétzliche Sekundédrmetabolite
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aus einem Stamm zu erhalten, der das genetische Potenzial
zur Produktion vieler Substanzen hat. Dieser Ansatz geht
davon aus, dass die Produktion von Naturstoffen eine Reak-
tion des produzierenden Organismus auf eine Verdnderung
seiner Umwelt darstellt.”! Beispielsweise miissen in der
Rhizosphére lebende Bodenbakterien mit Pilzen um Néhr-
stoffe konkurrieren. Die Produktion von antifungalen Sub-
stanzen wire in dieser Umgebung folglich von Vorteil.
Umgekehrt konnte die Zusammensetzung des kiinstlichen
Mediums, die Kultivierungsbedingungen und die hohe Zell-
dichte unter Laborbedingungen Regulationsmechanismen in
den Zellen hervorrufen, die zur Produktion von einigen
Substanzen fithren, wihrend die Produktion von anderen
Metaboliten jedoch verhindert wird, die unter variierten und
vielleicht ,,natiirlicheren“ Bedingungen produziert werden
konnten. Da unser Wissen um die 6kologischen Verflechtun-
gen noch sehr gering ist, sind ungerichtete Methoden (Varia-
tion von leicht zugédnglichen Kultivierungsparametern wie
Medienzusammensetzung, Beliiftung, Zugabe von Chemika-
lien, etc.) am ehesten geeignet, die Expression von ansonsten
latenten Biosynthese-Genclustern zu induzieren. Dieser
Ansatz kann direkt oder indirekt sowohl die Transkription
und die Translation als auch die Enzymaktivitdt und -spezi-
fitit im gesamten Organismus beeinflussen (Abbildung 3).
Verwandte Techniken sind fiir die Optimierung der Biosyn-
these eines gewiinschten Produktes weit verbreitet, und ihre
Anwendung in der Naturstoffisolierung hat in einigen Féllen
zu einer beeindruckenden Vielzahl neuer Naturstoffe gefiihrt.
Daher werden diese Methoden heute auch von pharmazeu-
tischen und biotechnologischen Firmen eingesetzt.!"”!

Umweltprobe
(z.B. Erde

\ Genbank
(ein Stamm oder Metagenom)

Isolierung ven /

Mikroorganismen
v
#  natidicher Produzenl ™,
DNA M q

! mRNAW P

QSMAC —1—— J
Enzyme @ @
[.,-

_natirliche
Vorstufen

ol

£ 5.
i e O,
Naturstoff

\

/ heterologer Produzent™,

B i

|
K

| N S

R. Miiller und H. B. Bode

Nach der Kultivierung des Aspinonen-Produzenten As-
pergillus ochraceus DSM7428 in unterschiedlichen Medien
und KultivierungsgefiBen (resultierend in unterschiedlichen
Beliiftungsraten) wurden 15 weitere Naturstoffe aus verschie-
denen Strukturklassen isoliert. Insbesondere die mehrtégige
statische Kultivierung (ohne Schiitteln) fithrte zu einem
vollkommen anderen Metabolitenspektrum (Schema 3).°%"]
Bei statischer Kultivierung unter vergleichbaren Bedingun-
gen produzierte ein weiterer Pilz bis zu 2.6 gL' der redu-
zierten Vorstufe des Hauptmetaboliten aus der Schiittelkultur
(120 mgL™1)."® Da die Variation der Wachstumsbedingungen
oft in der Produktion von unterschiedlichen Substanzen
resultiert, wird dieser Ansatz auch OSMAC (one strain —
many compounds) genannt.** Kiirzlich wurde die chemische
Vielfalt ausgewéhlter Stimme auch durch die Zugabe von
Signalsubstanzen und sogar organischen Losungsmitteln zum
Wachstumsmedium erhoht.P*®

2.2. Mégliche Wege, die unerschépflichen Ressourcen zu nutzen

Die im Labor kultivierten Mikroorganismen représentie-
ren weniger als ein Prozent der mikrobiologischen Vielfalt
der Natur.”" Das Biosynthesepotenzial dieser unerforschten
Diversitdt ist damit nahezu endlos und wirft die Frage auf,
warum wir nur mit dieser begrenzten Anzahl von Bakterien
arbeiten. Die Antwort darauf lautet, dass die ,.Labor*-
Stdamme sich unter kiinstlichen Bedingungen problemlos
kultivieren lassen. Die zurzeit untersuchten Mikroorganis-
men wachsen schnell in Reinkultur und erreichen hohe

Genetische Manipulation
{z.B. kombinatorische Biosynthese,
Promotoraustausch)

N

/" heterologer Produzent ™,

| |

gl P

|
Ll

A

(Mutasynthesa)

nichtnatirlicher (modifizierter) Maturstoff

Abbildung 3. Beeinflussung der Produktion von Sekundirmetaboliten. Die Isolierung neuer Stimme und Metagenom-Ansitze sind grau unterlegt.
Genetische Modifikationen, die zu verinderten Substanzen filhren, sind rot markiert.
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Schema 3. Aus Aspergillus ochraceus DSM7428 nach Variation der Kultivierungsparameter isolierte Sekundirmetabolite; Schiittelkultur (SK).

Zelldichten. Die Fahigkeit zu schnellem Wachstum ist jedoch
nicht von Vorteil, wenn Nahrstoffe nicht oder kaum vorhan-
den sind. Die Aufnahme von zuviel Nahrung kann sogar zum
Tod von Zellen fiihren, sollten diese eine spezielle Diit
benotigen. In der Natur sind ndhrstoffarme Bedingungen die
Regel und nicht die Ausnahme; in vielen 6kologischen
Nischen stehen sogar zeitweise keinerlei Néhrstoffe zur
Verfiigung.

Derzeit werden neue Techniken zur Kultivierung und
Anreicherung vormals ,nicht kultivierbarer® Organismen
entwickelt.””%] Da diese Arbeiten sehr aufwindig und zeit-
intensiv sind, werden alternative Techniken entwickelt, die
die Kultivierung der Organismen umgehen, aber immer noch
die Erforschung ihrer biochemischen Vielfalt ermoglichen.
Hierfiir werden DNA-Bibliotheken direkt aus Umweltpro-
ben aufgebaut, welche die genetische Information aller
Organismen enthalten, die zum Zeitpunkt der Probennahme
vorhanden waren."*®®! Nach der Sequenzierung dieser Me-
tagenome kann die genetische Information einzelner Orga-
nismen durch etablierte Methoden der Bioinformatik wieder
zusammengestellt und analysiert werden. Dies wurde kiirzlich
sehr eindrucksvoll zahlreiche Mikroorganismen der Sargasso-
See gezeigt.™! Auf diese Weise konstruierte DNA-Bibliothe-
ken konnen in geeignete Wirtsorganismen transferiert
werden, die dann auf die Produktion der gewiinschten
Substanzen und Enzyme hin getestet werden (siehe auch
Abschnitt 2.5). Diese Techniken sind besonders wichtig fiir
hoch potente biologisch aktive Verbindungen aus Organis-
men, die einer groBtechnischen Kultivierung bisher nicht
zuginglich sind (z.B. Moostierchen, Schwimme und Weich-
tiere)."” Interessanterweise existieren niamlich groBe struk-
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turelle Ahnlichkeiten zwischen einigen marinen Naturstoffen
unbekannter Herkunft und Substanzen, die aus Bodenbakte-
rien isoliert wurden (Schema4). Aufgrund von neueren
genetischen Daten ist deshalb inzwischen anerkannt, dass
einige ,,marine“ Naturstoffe, die aus hoheren Organismen
isoliert wurden, tatsidchlich Produkte vergesellschaftet leben-
der mariner Bakterien sind (z.B. Onnamid,"”"! Bryostatin!’).
Daher sollte die Isolierung der Biosynthese-Gencluster die
nachfolgende heterologe Produktion der entsprechenden
Naturstoffe im groBen MaBstab ermdglichen (siehe auch
Abschnitt 2.5).

2.3. In-silico-Analyse genomischer DNA fiihrt zur Produktion von
neuen Naturstoffen

Die enorme Menge von Sequenzinformation fiir alle
Arten von mikrobiologischen Organismen hat zur Entwick-
lung bioinformatischer Methoden fiir die Suche nach neuen
Naturstoffen gefiihrt. Obwohl die Techniken per se auf die
Interpretation typischer Biosynthesegene des Sekundéirme-
tabolismus begrenzt sind, konnen viele neue Naturstoff-
Gencluster gefunden werden, da sie oft Ahnlichkeiten zu
bekannten PKS- und/oder NRPS-Systemen aufweisen. Farnet
und Mitarbeiter haben mit dieser Methode zahlreiche Gen-
cluster identifiziert, die den Biosynthese-Genclustern der
relativ seltenen Endiin-Antibiotika #hnlich sind.®™ Eine
gezielte Fermentation der entsprechenden Stimme unter
verschiedenen Kultivierungsbedingungen erméglichte dann
die Identifizierung zahlreicher neuer Endiin-Antibiotika pro-
duzierender Stamme. Daher kann man diese Technik als eine
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Schema 4. Beispiele von strukturell hnlichen Naturstoffen, die aus Bakterien oder marinen Organismen isoliert wurden (a),”*””! und von Natur-

stoffen, die von nichtkultivierten bakteriellen Symbionten oder héheren Organismen isoliert wurden (b)

Kombination aus gezielter DNA-Analyse und dem OSMAC-
Ansatz auffassen (sieche Abschnitt 2.1).

Wenn der Wirtsstamm genetisch manipulierbar ist,
konnen — neben der vollstindigen Sequenzierung von neuen
Genclustern — auch kleine Fragmente der Gencluster ver-
wendet werden, um die dazugehorigen Metabolite zu iden-
tifizieren. Zahlreiche Strategien beruhen auf degenerierter
PCR zur Vervielfialtigung von PKS- und/oder NRPS-Gen-
fragmenten, mit deren Hilfe auch nichtsequenzierte Organis-
men auf PKS- und/oder NRPS-Genfragmente in entspre-
chenden Genclustern untersucht werden konnen. Sobald die
an der Naturstoffbiosynthese beteiligten Regionen identifi-
ziert sind, konnen die Fragmente in Geninaktivierungsexpe-
rimenten verwendet werden, da die erzeugten Mutanten und
die Wildtypstimme beziiglich ihrer Produktionsprofile ver-
glichen werden konnen. Mit dieser Methode wurden bisher
bereits drei neue Substanzen aus Stigmatella aurantiaca
gefunden® (Myxochelin,® Myxochromid®! und Aurafu-
ron®; siche Abbildung 4).

Vielleicht wiren diese Substanzen auch durch eine inten-
sive Variation der Kulturbedingungen entdeckt worden, die
genetische Information hat jedoch die Chancen der Identifi-
zierung neuer Substanzen erheblich erhoht. Insbesondere fiir
Substanzen, die nur in kleinen Mengen produziert werden, ist
es schwierig zu entscheiden, ob diese tatsdchlich neu sind oder
lediglich aus dem Medium stammen. Letzteres kann mit
grofBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, wenn die
Produktion von einem unabhéngigen Genlocus abhéngt.
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[71,72,78,79]

Wihrend sich viele Gruppen auf die Identifizierung und
biochemische Analyse neuer Biosynthesewege konzentrie-
ren, verwenden Bioinformatiker bevorzugt die zahlreichen
neuen mikrobiellen Genomsequenzen, um Stoffwechselwege
in silico vorherzusagen. Auf der Grundlage der Enzymatik
von PKS und NRPSP#®1 ksnnen theoretisch — und abhingig
von den angewendeten bioinformatischen Methoden — sogar
Strukturen unbekannter Substanzen vorhergesagt
werden.® ™) Fiir einen identifizierten Gencluster unbekann-
ter Funktion aus S. aurantiaca wurde vorhergesagt, dass er an
der Biosynthese des Eisenchelators Myxochelin beteiligt ist,
was dann auch experimentell bestitigt werden konnte.[**"
Bacillibactin wurde in Bacillus subtilis gefunden, nachdem
der entsprechende Gencluster in der Genomsequenz identi-
fiziert worden war.’! Der Eisenchelator Coelichelin wurde
ausgehend von den Genomdaten von S. coelicolor vorherge-
sagt® und drei Jahre spiter gefunden.* Obwohl die bioin-
formatischen Techniken zur Strukturvorhersage zunichst
sehr iiberzeugend erscheinen, konnten nur sehr wenige der
theoretisch vorhergesagten Substanzen identifiziert werden,
was wahrscheinlich auf die nachstehend diskutierten Grenzen
der Methodik zuriickzufiihren ist.

Alle Vorhersagen beruhen auf dem nichtribosomalen
Code und/oder In-silico-Analysen der entsprechenden PKS-
und NRPS-Gencluster. Es hat sich aber gezeigt, dass eine
Vielzahl von Ausnahmen zu den allgemein akzeptierten
Regeln fiir die Polyketid- und nichtribosomale Peptidbiosyn-
these existiert.”>*!l Eine dieser Regeln ist die ,,Colinearitit“
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Abbildung 4. UV-Chromatogramme (Detektion bei 200-400 nm) bei
der Korrelation von Biosynthese-Genclustern und Naturstoffen in S. au-
rantiaca DW4/3-1 durch HPLC-Vergleiche von Wildtyp und Mutan-
ten B

der Biosynthese: Demnach besteht eine Korrelation sowohl
zwischen Anzahl und Typ der Module als auch zwischen
Anzahl und Typ der Verlidngerungseinheiten, die in der
Megasynthetase verwendet werden. Mittlerweile wurden
jedoch das Uberspringen von Modulen (module skipping)™!
und die iterative Verwendung von Modulen in PKS-Systemen
beschrieben. Die Vorhersage der Substrate (z.B. Malonyl-
CoA, Methylmalonyl-CoA) kann schwierig sein, und Module
oder Dominen kénnen inaktiv sein oder ganz fehlen.**%
Ferner wurden auch inaktive NRPS-Dominen gefunden!®>*”!
und der oft auBerordentlich niitzliche nichtribosomale Code
stellte sich in einigen Beispielen als nicht anwendbar
heraus.”®*” Dariiber hinaus treten in Bakterien auch Biosyn-
thesewege auf, deren zugehorige Gene auf verschiedenen
Orten des Genoms lokalisiert sind, was Strukturvorhersagen
unméglich macht.”-1°

Insgesamt sind bioinformatische Vorhersagen von Sekun-
dérstoffstrukturen moglich, wenn Biosynthesesysteme gefun-
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den werden, die eng mit bereits bekannten Systemen ver-
wandt sind. Fiir kompliziertere Fille sind Vorhersagen allein
mit den bestehenden bioinformatischen Hilfsmitteln sehr
schwierig. Zum Beispiel konnten die Gencluster fiir die
Biosynthese von Mupirocin!'”! oder Disorazol*! nicht dazu
verwendet werden, die Struktur der produzierten Substanzen
vorherzusagen. Ein kombinierter Ansatz, der experimentelle
Biochemie mit hoch entwickelter Bioinformatik verbindet,
sollte diese Situation in Zukunft jedoch verbessern.

2.4. Aktivierung ,stiller” Biosynthese-Gencluster

Eine Alternative zur Variation der Kultivierungsbedin-
gungen und zu den oben beschriebenen Genomanalysen® ist
das Einfiigen induzierbarer Promotoren in das Genom, um so
die Expression bisher nicht charakterisierter, ,,stiller Bio-
synthese-Gencluster zu steuern. Obwohl ein derartiger Ak-
tivierungsansatz ohne Ortsspezifitit fiir die Genexpression
beschrieben wurde,!'™ gibt es bisher keine Anwendung dieser
Technik in naturstoffproduzierenden Mikroorganismen. Ein
offensichtliches Problem hierbei wird die Notwendigkeit des
Einbringens mehrerer Promotoren bei vielen Biosynthesere-
gionen sein.

Durch Kontrolle iibergeordneter oder spezifischer Regu-
lationsmechanismen innerhalb der Wirtszelle sollte die kiinst-
liche Expression nicht charakterisierter Gene moglich sein,
die zur (Uber-)Produktion von Naturstoffen fithren konnte.
Wihrend negative Regulatoren inaktiviert werden miissten,
konnten positive Regulatoren tiberexprimiert werden. Ein
aktuelles Beispiel beschreibt die partielle Aktivierung eines
stillen Angucyclin-Genclusters eines Streptomyceten.['®”]
Nach Inaktivierung eines mutmaBlichen Repressorgens
konnten aus der Mutante Angucycline isoliert werden. Der
zentrale Regulator der Eisenaufnahme (ferric uptake regula-
tor; Fur) kontrolliert zahlreiche spezifische Regulatoren, z. B.
pvdS in Pseudomonas aeruginosa, das einen alternativen
Sigma-Faktor codiert. Eine hierarchische Kaskade von direk-
ter und indirekter Eisenregulierung wurde durch Transkrip-
tomanalyse bei unterschiedlichen Eisenkonzentrationen un-
tersucht.!% Eine starke Eisenregulierung wurde dabei fiir die
zuvor bekannten Gene beobachtet, die an der Biosynthese
oder der Aufnahme der Siderophore Pyoverdin und Pyoche-
lin beteiligt sind. Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass
sieben alternative Sigma-Faktoren und fiinf weitere Tran-
skriptionsfaktoren durch Fur bzw. Eisen reguliert werden.

Dariiber hinaus konnen Xenobiotika und Pheromone die
Expression einzelner Stoffwechselwege beeinflussen.!"”
Obwohl die Rolle von S-Adenosylmethionin (SAM) in der
Antibiotika-Produktion alles andere als geklart ist, wurde
eine Korrelation zwischen der Actinorhodin-Produktion und
der intrazelluliren SAM-Konzentration beschrieben %1%
Ein weiteres Beispiel fiir Substanzen, die Einfluss auf die
Regulation des Sekundidrmetabolismus in Streptomyceten
ausiiben, sind die y-Butyrolactone.''"! Davies und Mitarbeiter
haben gezeigt, dass sogar Antibiotika selbst schon in subin-
hibitorischen Konzentrationen die Expression zahlreicher
Gene beeinflussen.'""! Auf diese Art konnten Naturstoffe
auch an der Regulierung ihrer eigenen Biosynthese beteiligt
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sein. Sie konnten aber auch die Biosynthese dhnlicher oder
vollig unverwandter Substanzen in anderen Mikroorganis-
men steuern und damit die Produktion von weiteren Sub-
stanzen induzieren. Kiirzlich haben Uchiyama et al.'™?! auf
elegante Weise neue Gencluster, die fiir Abbauwege ver-
schiedener Xenobiotika codieren, aus dem Metagenom ent-
deckt. Sie maBen die Expression einer Metagenom-Repor-
tergenbibliothek nach Induktion mit einer Reihe von Ab-
bausubstraten. Mithilfe der fluoreszenzaktivierten Zellsortie-
rung (FACS) identifizierten sie als nachstes Klone, in denen
die Expression induziert wird, um aus diesen dann die
Produkte des aktivierten Gens zu isolieren und zu charakte-
risieren. Man konnte Fragmente ,stiller Biosynthese-Gen-
cluster in einem &hnlichen Ansatz klonieren und nach
niedermolekularen Effektoren suchen, die die Expression
dieser Gene herbeifiihren. Sobald die Induktoren der betref-
fenden Promotoren identifiziert sind, konnen sie dafiir ver-
wendet werden, die Expression der stillen Gene im natiirli-
chen Wirt anzukurbeln. Da die GroBle vieler Biosynthese-
Gencluster eine vollstiandige Klonierung erschwert, erscheint
diese Methode jedoch nicht praktikabel fiir die heterologe
Expression ganzer Gencluster (siche Abschnitt 2.5).

Die Erforschung der Regulationsmechanismen des Se-
kundidrmetabolismus ist besonders zeitintensiv, wenn keine
Genomsequenz verfiigbar ist. Funktionale Genomprojekte
sollen jedoch die Genomsequenzen einiger Naturstoffprodu-
zenten (z.B. S. coelicolor, S. avermitilis, B. subtilis, Sorangium
cellulosum) verfiigbar machen, um die Voraussetzung fiir die
Erforschung komplexer Regulationsmechanismen mithilfe
von Transkriptom- und Proteomanalysen zu schaffen. Uber-
dies fiihrt die Genomsequenz einer Art oft auch zur Identi-
fizierung von regulatorischen und metabolischen Proteinen
aus eng verwandten Stimmen.!'

2.5. Heterologe Expression von Biosynthese-Genclustern

Zahlreiche PKS- und NRPS-Gencluster wurden in den
vergangenen zehn Jahren kloniert, und das biochemische
Wissen aus Studien mit den entsprechenden Enzymen hat zur
Entstehung der ,kombinatorischen Biosynthese* gefiihrt.
Diese zielt darauf ab, neue Substanzen durch genetische
Manipulation der urspriinglichen Produzenten zu gewin-
nen.!"*1 Zusitzlich ermoglicht die Kenntnis der notwendi-
gen Gencluster auch die heterologe Expression in besseren
Produktionswirten, eine Technik, die eine Rolle bei der
Expression biosynthetischer Stoffwechselwege aus noch nicht
kultivierbaren Mikroorganismen spielen wird (siche Ab-
schnitt 2.2).

In einigen Modellstimmen (z.B. S. coelicolor, B. subtilis)
ist die genetische Manipulation einfach, fiir viele der mikro-
biellen Naturstoffproduzenten sind die genetischen Metho-
den jedoch ungeniigend oder noch gar nicht entwickelt.
Einige von ihnen wachsen sehr langsam oder sind noch nicht
kultivierbar, weshalb sie sich nicht oder kaum fiir die
genetische Modifizierung der Stoffwechselwege eignen (z.B.
Myxobakterien, Cyanobakterien, mogliche bakterielle Sym-
bionten als Produzenten von ,,marinen Naturstoffen* (siche
Abschnitt 2.2)).
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Diese Eigenschaften und die schnell wachsende Zahl
bekannter mikrobieller Genomsequenzen steigern die Nach-
frage fiir Techniken zur heterologen Expression kompletter
Sekundirmetaboliten-Stoffwechselwege in der Naturstoff-
Forschung und der Arzneimittelentwicklung. Sie bieten eine
Alternative sowohl zur Produktions- und Wachstumsoptimie-
rung als auch zur genetischen Modifizierung des natiirlichen
Produzenten."

Bekannte Strategien fiir die heterologe Expression ganzer
Stoffwechselwege reichen von der gezielten Expression spe-
zifischer Gencluster bis zur Expression gro3er unbekannter
DNA-Fragmente (auch als Expression von Metagenomen
bezeichnet; siche Abschnitt2.2).1"”7 Um Genbibliotheken
aufzubauen, die dann in unterschiedlichen Wirtsorganismen
exprimiert werden konnen (z.B. Pseudomonaden, Strepto-
myceten, Escherichia coli), wurden BAC-Shuttle-Vektoren
(BAC: bacterial artificial chromosome) verwendet, die sehr
groBe DNA-Fragmente aufnehmen.””!"8! Dennoch wurden
mit dieser Methode bisher nur Produkte relativ kleiner
Biosynthese-Gencluster identifiziert, wobei der produzieren-
de heterologe Wirt praktisch ausschlieflich dem gleichen
Genus wie der natiirliche Produzent entstammt
(Schema 5).18!

FEine Reihe von Berichten beschreibt demzufolge die
heterologe Produktion von Substanzen aus eng verwandten
Bakterien. Beispielsweise haben Marahiel und Mitarbeiter
den Biosynthese-Gencluster fiir Bacitracin aus Bacillus li-
cheniformis in B. subtilis exprimiert und auf diese Weise
doppelt so viel Bacitracin gewonnen wie im natiirlichen
Produzenten.'! Salas und Mitarbeiter haben kiirzlich durch
heterologe Expression verschiedener Kombinationen von
Biosynthesegenen in Streptomyces albus mehr als 30 Derivate
der Antitumorwirkstoffs Indolocarbazol erzeugt; dabei er-
hielten sie Mengen, die vergleichbar mit denen des urspriing-
lichen Produzenten sind.l*! Die meisten Beispiele beziehen
sich auf kleine Typs-II-PKS-Systeme,'”""*?l wihrend die
heterologe Expression von grofen Typ-I-PKS- und/oder
NRPS-Genclustern durch Coexpression von mehreren Plas-
miden erreicht wurde, die jeweils Teile des Genclusters
enthielten.'*" Die Expression des Epothilon-Genclusters
aus Sorangium cellulosum in Myxococcus xanthus!'! ist ein
solches Beispiel. Die verwendete Methode beruhte auf
mehreren aufeinander aufbauenden Klonierungsschritten,
da keine autonom replizierenden Vektoren fiir Myxobakte-
rien bekannt sind. Wéhrend die Ausbeute in diesem Fall bei
nur 1% dessen lag, was in S. cellulosum produziert wird,
konnte der Epothilontiter durch Optimierung des Mediums
bis auf das urspriingliche Niveau des natiirlichen Produzenten
angehoben werden.**! Dabei muss jedoch beachtet werden,
dass der Titer fiir den urspriinglichen Produzenten in der
Zwischenzeit dhnlich wie auch fiir den Soraphen-produzie-
renden Stamm S. cellulosum Soce26 durch klassische Metho-
den ebenfalls sehr stark erhoht wurde.'™”)

Erst vor wenigen Jahren konnte gezeigt werden, dass die
Produktion komplexer Naturstoffe auch in nicht miteinander
verwandten Bakterien gelingt. In ersten Studien diente ein
genetisch verdnderter E.-coli-Wirt zur Produktion des Ery-
thromycin-Aglycons."'" Analog wurden Intermediate der
Biosynthese des Makrolactams Ansamycin in E. coli er-
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Schema 5. Bisher durch Metagenom-Ansitze identifizierte
Substanzen."

zeugt."™ Epothilon und auch Soraphen aus verschiedenen
Myxobakterien der Gattung Sorangium wurden in Strepto-
myceten produziert, wenn auch nur in sehr geringen
Mengen.[**!* Trotz der wachsenden Erfahrung mit verschie-
denen Wirten ist die Produktausbeute meistens viel geringer
als im urspriinglichen Produzenten. Das kann an Schwichen
des natiirlichen Promotors, einem zu geringen Expressions-
niveau der korrekt gefalteten Proteine,'"!! Schwierigkeiten
mit der posttranslationalen Aktivierung der Carrier-Protei-
ne,'? Unterschieden in der mRNA-Stabilitit oder an der
Versorgung mit Biosynthesevorstufen liegen, um nur einige
der moglichen Schwierigkeiten zu nennen. Zahlreiche aktu-
elle Studien versuchen, diese Probleme zu losen, unter
anderem durch die Anwendung neuer Klonierungstechniken
und vielfiltiger heterologer Wirte.

In allen oben genannten Studien wurden zeitintensive
klassische Klonierungsverfahren verwendet, und die Expres-
sion von gro3en Genclustern wurde nur durch Coexpression
verschiedener genetischer Einheiten erreicht. Unldngst waren
mehrere Gruppen mit der Methode des ,,Recombinogenic
Engineering“"* in E. coli beim Klonieren und Manipulieren
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groBler Biosynthesesysteme erfolgreich. Diese Technik ist
besonders fiir groe DNA-Molekiile wie BACs und Cosmide
geeignet, da sie nicht auf den klassischen Klonierungsverfah-
ren wie der Anwendung von Restriktionsenzymen aufbaut.
Nach der Uberexprimierung von Proteinen (Red/ET), welche
die effiziente homologe Rekombination in E. coli erleichtert,
konnen die Gencluster ausgehend von kurzen homologen
Bereichen verdndert und optimiert werden.

Forscher bei Cubist haben so den Biosynthese-Gencluster
fir Daptomycin aus Streptomyces roseosporus in E. coli
modifiziert und anschlieend in einer Daptomycin-negativen
Mutante von S. roseosporus exprimiert, um neue, aktivere
Lipopeptide zu produzieren.'*! Dabei wurde ein eng ver-
wandter (im Beispiel sogar der gleiche) Expressionswirt
verwendet, was bei gut charakterisierten Wirten durchaus
sinnvoll ist. Diese Voraussetzung ist jedoch selten erfiillt, und
daher gilt die effiziente heterologe Expression von Biosyn-
these-Genclustern mikrobieller Produzenten noch immer als
eine Herausforderung. In einem neueren Beispiel wurde
ebenfalls ,,Recombinogenic Engineering“!'*! verwendet, um
den kompletten PKS/NRPS-Gencluster fiir die Produktion
von Myxochromid S in einer genetischen Einheit aufzubauen
und die notigen Elemente fiir die Konjugation, die stabile
Integration und die regulierte Expression im heterologen
Wirt Pseudomonas putida einzufiihren.””

Ein wichtiger Vorteil dieser Methode ist, dass der gesamte
Gencluster auf einem Konstrukt vorliegt, das dann in E. coli
prézise manipuliert werden kann, bevor es in einen hetero-
logen Wirtsstamm transferiert wird. Uberraschenderweise ist
die Kultivierungszeit bei der Produktion von Myxochromid S
in P. putida um das Dreifache reduziert, wihrend die Pro-
duktausbeute fiinfmal hoher ist als im natiirlichen Produzen-
ten S. aurantiaca. P. putida kann also alle benétigten Vorstu-
fen fiir die Myxochromid-S-Biosynthese (Acetyl-CoA, Ma-
lonyl-CoA und Propionyl-CoA) herstellen und exprimiert
eine fiir die Carrier-Protein-Aktivierung notige Phosphopan-
tethein-Transferase mit der notwendigen geringen Substrat-
spezifitit.'*! Da die genetische Manipulation in P putida
einfach ist, sollte es auch moglich sein, den Stamm so zu
verdndern, dass er weitere essenzielle Vorstufen fiir die
Biosynthese anderer Naturstoffe produzieren kann (z.B.
ungewohnliche Verldngerungseinheiten und Aminosiuren).
Diese Strategie verbindet modernste Klonierungstechniken
und Mutagenese in E. coli mit Pseudomonaden als heterolo-
gen Wirten und bietet somit eine Alternative fiir die Analyse
und Mutagenese von bekannten wie unbekannten Genclus-
tern.

Eine weitere Alternative geht von der chemischen DNA-
Synthese ganzer Gencluster aus. Der entscheidende Schritt
hierbei ist die effiziente und fehlerfreie Synthese langer
DNA-Sequenzen. Im Anschluss an die Synthese von etwa
Skb-DNA-Segmenten, die dann durch konventionelle Klo-
nierungstechniken zu ldngeren Sequenzen zusammengefiigt
wurden, wurde ein synthetischer PKS-Gencluster konstruiert,
der seine Funktionsfiahigkeit durch die Produktion der ent-
sprechenden Enzyme und des Polyketidprodukts in Escheri-
chia coli eindrucksvoll unter Beweis stellte.'**!

An dieser Stelle soll betont werden, dass es keine
allgemeine Losung fiir die vielfdltigen Probleme der hetero-
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logen Expression geben wird. Eng miteinander verwandte
und gut etablierte Produktionswirte, die genetisch manipu-
lierbar sind, konnen als Organismen erster Wahl betrachtet
werden. Da diese oft nicht verfligbar sind, sollten viele
Produktionswirte weiterentwickelt werden, um eine Reihe an
moglichen Expressionstechnologien bereitzustellen, deren
Starken und Schwichen durch weitere Studien geklart
werden konnen.

2.6. Kombinatorische Biosynthese
2.6.1. Genetische Manipulation des natiirlichen Produzenten

Die Modularitit und Vielféltigkeit von PKS und NRPS
und auch die Chancen der kombinatorischen Biosynthese
sind in ausgezeichneten Ubersichten dargelegt worden
(Schema 6).2+17131 Um das zunehmende Wissen zur geneti-
schen Konstruktion und zur Produktion neuer Substanzen mit
verdnderten Strukturen zu illustrieren, werden wir hier einige
aktuelle Studien vorstellen. Weitere Beispiele zu kombinato-
rischen Biosynthesemethoden finden sich in Abschnitt 2.5
(heterologe Expressionstechniken).

Die Gruppen um Leadlay und Staunton fiihrten ihre
wegweisende Arbeit in der PKS-Forschung fort, indem sie die
Spezifitdt der Ladeeinheit in der Erythromycin-PKS und den

a)

o} OH
R'=Et R”= Me Erythromycin A
R'=Pr R’ =Me
R'=sBu R =Me
R'=Banzyt R?=Me
R'=Pentyl R=Me
R'=Me R’=Et

R. Miiller und H. B. Bode

dadurch produzierten veridnderten Polyketiden manipulier-
ten.'**l Anhand des gleichen Biosynthesesystems zeigten sie,
dass nach der Einfithrung eines zusdtzlichen Moduls in die
PKS auch ein verléingertes Polyketid erzeugt werden kann.['*”]
Ebenso konnten Ivermectin-dhnliche Naturstoffe nach einem
Dominenaustausch in der Avermectin-PKS von S. avermitilis
produziert werden, wenn auch in einer geringeren Ausbeu-
te.’®] In einem weiteren Beispiel untersuchten sie die Lade-
doméine der Soraphen-PKS, von der vermutet wurde, dass sie
Benzoyl-CoA auf die Megasynthase von S. cellulosum tiber-
triagt.'”) Um die Hypothese zu beweisen, wurde mit dieser
Domine ein DEBS1-TE-Hybrid erzeugt (Fusionieren der
Thioesterase-Doméne von DEBS3 an DEBS1 und Austausch
des Erythromycin-Lademoduls gegen das fiir Soraphen), was
in der Produktion eines 5-Phenyltriketidlactons mit einer
Ausbeute von etwa 1% des reguldren DEBS1-TE-Triketids
resultierte.™ Ausgehend von diesen Arbeiten konnten in-
zwischen auch weitere phenylsubstituierte Polyketide herge-
stellt werden.!'™)

Forscher von Kosan Biosciences und der Stanford Uni-
versity haben gleichermal3en beeindruckende Erfolge bei der
Manipulation von PKS vorzuweisen.'>!] Es gelang ihnen,
die Erthromycinsynthase codierenden Gene in Saccharopo-
lyspora erythraea so zu ergénzen, dass das potente Antipara-
sitikum Megalomicin in besserer Ausbeute gebildet wurde als

b)

R.' = Et R? = Me B-Desoxyerylhronclid B
R =Et R?= OMa

R'=(CH | COCH, R"=Me

R'=CHECH, R%= Me

weitere Verbindungen:

- Me oder H an C2, C4, C&, C8, C12

- Keto- oder Hydroxygruppe an C3, C5, C11

- 2-, 4-, 10-Doppelbindung

- und 2- und 3ache Kombinationen aus diesen
(insgesamt dber 60 Derivate)

16-gliedrige Darvate

0 OH

R = Me oder Et
R'=me R’=Me
R'=H R'=Me
R'=Me R°=H
R'=H R%=H

Schema 6. Ausgewihlte Variationen von Erythromycin (a) und dem Agylcon 6-Desoxyerythronolid B (b), die durch kombinatorische Biosynthese
und Mutagenese (kursiv) erhalten wurden. Insgesamt wurden mehr als 100 Derivate auf diese Weise erzeugt.

www.angewandte.de

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2005, 117, 6988 — 7007


http://www.angewandte.de

Naturstoffsuche

im natiirlichen Produzenten.'"”” Des Weiteren fiihrten sie
Studien zur Substratspezifitdt der PKS-Module durch, indem
sie Chimiren multimodularer Synthasen konstruierten.!'*’!
Durch die Verdnderung der Epothilon-Megasynthetase
(wenn auch nicht im natiirlichen Produzenten, siche oben)
konnten Katz und Mitarbeiter ein neues Epothilon-Derivat in
guter Ausbeute produzieren.'*! Dariiber hinaus ermoglichte
die kombinatorische Biosynthese von Pikromycin-verwand-
ten Makroliden in Streptomyces venezuelae'® die Bildung
zahlreicher neuer bioaktiver Makrolide.!"*"]

Die kombinatorische Biosynthese mithilfe von Typ-II-
PKSn ist das zentrale Forschungsthema einiger Arbeitsgrup-
pen 4131167 Chromomycin-Analoga mit unterschiedli-
chen Methylierungs-, Acylierungs- und Glycosylierungsmus-
tern wurden unléngst durch die Manipulation entsprechender
Post-PKS-Gene erzeugt.'%1%! Weitere Beispiele fiir die In-
vitro- und In-vivo-Konstruktion modifizierter Sekundérstoffe
unter Verwendung von Post-PKS-Enzymen entstammen der
Charakterisierung von Glycosyltransferasen (siche Ab-
schnitt 2.6.2).""1"1 Wahrscheinlich wird die Aufklirung der
molekularen Grundlagen der Naturstoffbiosynthesen bald
zur rationalen Konstruktion ganzer Gencluster inklusive der
Post-PKS/NRPS-Schritte fiihren.

Den bisher in diesem Kapitel angefiihrten Beispielen, die
samtlich erfolgreich waren, stehen weit mehr unversffent-
lichte Ansitze gegeniiber, in denen die gewiinschten Ergeb-
nisse ausblieben. Ein Beispiel, in dem der Versuch einer
genetischen Manipulation nicht zur Bildung verdnderter
Produkte fiihrte, beschiftigt sich mit der Biosynthese von
Myxothiazol in S. aurantiaca. Obwohl nur relativ einfache
genetische Manipulationen vorgenommen wurden, konnten
weder Zwischenprodukte, noch die erwarteten Derivate der
Biosynthese beobachtet werden, ganz gleich welcher Teil des
Genclusters modifiziert wurde.!'"™

2.6.2. In-vitro-Studien mit einzelnen Biosyntheseenzymen

Bei der Suche nach neuen Naturstoff-Genclustern iden-
tifizierte Biosynthesegene werden oft fiir die Expression von
katalytischen Modulen und Doméinen in In-vitro-Studien
genutzt. Diese rekombinanten Proteine halfen anfangs bei
der Entschliisselung grundlegender biochemischer Prozes-
se,B13 17 ynd  sogar komplette Naturstoffbiosynthesen
wurden in vitro rekonstituiert.”"'”>'*) Kombinatorische In-
vitro-Biosynthesetechniken basieren hauptsichlich auf der
genetischen Manipulation in E. coli, da diese viel schneller ist
als die Manipulation der meisten (wahrscheinlich aller)
typischen Naturstoffproduzenten. Folglich liegen die meisten
funktional-biochemischen und kombinatorischen Studien zu
Proteinen vor, die aktiv in E. coli exprimiert werden konnten.
Wegweisende Arbeiten der Gruppen von Marahiel und Walsh
haben gezeigt, dass rekombinante NRPS- und PKS-Proteine
konstruiert werden konnen, die neue, verdnderte Produkte
herstellen.”*7*1"1 Durch kombinatorische Biosynthese
gelang auch die Produktion kommerziell niitzlicher Substan-
zen: So wurde eine rekombinante NRPS erzeugt, die o-L-
Aspartyl-L-phenylalanin, die Vorstufe des kiinstlichen Siif3-
stoffs Aspartam, in vitro synthetisiert."’”® Intermediate der
Epothilon-"! und der Rifamycin-Biosynthese"**¥! mit
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nichtnatiirlichen Startereinheiten wurden mithilfe von aufge-
reinigten Proteinen aus den entsprechenden Genclustern
hergestellt. In einer anderen Studie ermdglichte die Modifi-
zierung des Acyl-Carrier-Proteins mit alternativen Starter-
einheiten die Biosynthese von neuen Polyketiden mit 16 (statt
14) Kohlenstoffatomen unter Verwendung der Actinorhodin-
Typ-11-PKS."®? Vor kurzem wurde in In-vitro-Studien gezeigt,
dass auch die iterativen und relativ kleinen Typ-III-PKSn eine
Alternative bieten, um chemische Vielfalt unter Verwendung
aufgereinigter bakterieller Enzyme zu erzeugen.”” ¥ Diese
»pflanzendhnlichen PKSn*“ wurden zuerst von der Horinou-
chi-Gruppe beschrieben. Inzwischen konnte gezeigt werden,
dass diese Enzyme in Bakterien relativ weit verbreitet
sind®1#1%1 yund dass sie vielseitige Systeme zur Erzeugung
neuer Substanzen darstellen. ! Bis zu 14 Derivate ver-
schiedener Strukturklassen (Pyrone und Phenole mit unter-
schiedlich langen Seitenketten) wurden in vitro durch RppA-
katalysierte Verldngerung von fiinf verschiedenen Starterein-
heiten mit Malonyl-CoA hergestellt (Rppa =redbrown pig-
ment production enzyme A)."s” Typ-III-PKSn sind auBerdem
am Aufbau von Glycopeptid-Vorstufen durch NRPS betei-
ligt; entsprechende Enzyme im Balhimycin- und im Vanco-
mycin-Gencluster sind Synthasen von 3,5-Dihydroxyphenyl-
essigsdure. Diese Verbindung dient ihrerseits als Vorstufe fiir
die ungewohnliche Aminosdure 3,5-Dihydroxyphenylglycin,
die Teil des Glycopeptid-Riickgrats ist.'**]

Kiirzlich wurden Proteine oder einzelne katalytische
Doménen in chemoenzymatischen Synthesen verwendet.
Die fiir die Produktion von makrocyclischen Substanzen
zustdndigen PKS und NRPS benétigen fiir die enzymatische
Cyclisierung einer linearen Vorstufe héufig eine C-terminale
Thioesterase(TE)-Domine.” Wash und Mitarbeiter konn-
ten zeigen, dass isolierte TE-Doménen ihre autonome Fahig-
keit zur Makrocyclisierung linearer Peptidthioester mit nati-
ven Peptidsequenzen behalten. Zusétzlich cyclisieren sie
Peptidanaloga mit verdnderter Peptidsequenz und Peptid-
Polyketid-Hybride mit groBerer Kettenlinge.'™ Daher
konnte die TE-Katalyse fiir die Erzeugung von Bibliotheken
makrocyclischer Peptide interessant sein.'”! Isolierte TE-
Doménen katalysieren auBerdem die Cyclisierung immobili-
sierter Peptide und schlieen so eine Liicke zwischen Natur-
stoffbiochemie und kombinatorischer Synthese an der Fest-
phase.['" Dariiber hinaus konnten sogar glycosylierte Peptide
in guten Ausbeuten cyclisiert werden.!"””!

Glycosyltransferasen sind oft an der Post-PKS-Modifizie-
rung von Produkten beteiligt, die auf die Wirkung von PKS
und NRPS zuriickgehen. Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Glycosylierung von Naturstoff-Aglyca, die hiufig fiir die
biologische Aktivitdt erforderlich ist. Glycosyltransferasen
verwenden aktivierte Zucker und konnen derart genetisch
verdndert werden, dass sie eine Vielzahl von Substraten
glycosylieren. Thorson und Mitarbeiter entwickelten diese
Methode, Bibliotheken glycosylierter Naturstoffe zu erzeu-
gen, und bezeichneten sie als ,Glycorandomisierung*
(Schema 7). Die weitere Aufklirung der molekularen
Vorginge bei der Desoxyhexose- und Aminozuckerbiosyn-
these wird auch neue Zucker oder solche, deren chemische
Synthese schwierig ist, fiir entsprechende Anwendungen
zuginglich machen 22!
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Schema 7. |n-vitro-Derivatisierung und Synthese von Naturstoffen. a) Allgemeiner Ablauf der Glycorandomisierung.® b) Glycorandomisierung
am Beispiel von Vancomycin.?™ c) Bildung von Tyrocidin-Analoga unter Verwendung einer Kombination aus chemischer Synthese und
Thioesterase-katalysierter Cyclisierung "9 197:2%%1

Generell kann man erwarten, dass jegliche Art von Post-
PKS- oder Post-NRPS-Enzym (z.B. Glycosyltransferasen,
Methyltransferasen, Hydrolasen, P450-abhéngige Enzyme,

prenylierende Enzyme) in Zukunft fiir dhnliche In-vitro-
Studien genutzt werden kann. So wie die Genomsequenzie-
rung die genetische Grundlage der biochemischen Vielfalt in
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Mikroorganismen zusehends enthiillt, harren die dabei ent-
deckten Biosynthesegene ihrer Nutzung in kombinatorischen
Ansitzen.

2.7. Mutasynthese

Die vielfiltigen Moglichkeiten der Kombination moleku-
larbiologischer Techniken mit ,,altmodischer Mutasynthe-
se™ wurden kiirzlich ausgezeichnet dargelegt.?®2%! Wir
werden daher nur einige neuere Beispiele vorstellen, die das
Potenzial dieses Ansatzes illustrieren.

Die ,,Vorstufen-dirigierte Biosynthese® wurde vielfach
angewendet, um Polyketid- und nichtribosomale Peptidbio-
synthesen aufzukldren und um neue Derivate zu erzeugen.
Dabei wurden die Vorstufen in der Regel als N-Acetylcyste-
amin(NAC)-Thioester aktiviert, da so die an Carrier-Proteine
gebundenen Biosynthese-Intermediate imitiert werden
konnen.”22l In Mutasynthese-Experimenten kann die Ef-
fizienz des Einbaus modifizierter Intermediate oder Vorstu-
fen nach Fiitterung an eine Kultur deutlich erhoht werden,
wenn die Biosynthese der natiirlichen Vorstufe durch Muta-
genese blockiert ist. Hertweck und Mitarbeiter erhielten mit
dieser Methode das neue Cytostatikum Aureonitril. Sie
fiitterten p-Cyanbenzoyl-NAC als nichtnatiirlichen Starter
der Aureothin-Biosynthese an eine Mutante, die den natiir-
lichen Starter p-Nitrobenzoyl-CoA nicht mehr herstellen
konnte.”! Sie zeigten auBerdem, dass die Zugabe von p-
Cyanbenzoat fiir die Produktion von Aureonitril ausreichend

a) COCH b

F OJ\COOH

OH

*Aurﬁ. AurF
COOH COOH
NOs CN

AurE
T

COSCoA COSCal
|

NO5 CN

Jnum-c (PKS), AurH, Aurl
v

o
e
il
ez OMe

R=CN
Aureanitril

R=NO,
Aureathin

Schema 8. Bildung von Aureonitril durch Mutasynthese (a) und Doramectin durch Konstruktion eines neuen Stoffwechselweges (b)
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ist, da vermutlich die endogene p-Nitrobenzoat-CoA-Ligase
beide Vorstufen aktivieren kann (Schema 8).

Die Biosynthese einer groen Auswahl entsprechender
PKS-Startereinheiten in Bakterien wurde in einer Ubersicht
von Hertweck und Moore besprochen.”! Ein Meilenstein in
der praktischen Anwendung eines Ansatzes mit Mutasynthe-
se und kombinatorischer Biosynthese ist die Produktion des
modifizierten Naturstoffs Doramectin. Dieses biologisch ak-
tivere Derivat unterscheidet sich von dem anthelmintisch
wirkenden Typ-I-Polyketid Avermectin in der Starterein-
heit.*'*)

Die Avermectin-Biosynthese beginnt gewdohnlich mit
Thioestern kurzkettiger verzweigter Carbonsduren, die aus
dem Abbau der verzweigtkettigen Aminosiduren stammen;
sobald dieser Abbauweg inaktiviert ist, kommt die Avermec-
tin-Biosynthese zum Stillstand. Der Mangel an Vorstufen
kann jedoch durch die Zugabe von Cyclohexancarbonsiure
(oder dhnlichen Carbonsduren) tiberwunden werden, was zur
Produktion von Doramectin fiihrt. Nachdem ein Stoffwech-
selweg fiir die Biosynthese von Cyclohexancarbonsidure-CoA
in Streptomyces collinus identifiziert worden war,?'” {ibertru-
gen Reynolds und Mitarbeiter diese Gene in eine S.-avermi-
tilis-Mutante, die keine natiirlichen Startereinheiten mehr
bilden kann. Die Analyse des so erzeugten neuen Stammes
zeigte die direkte Produktion von Doramectin in vergleich-
barer Ausbeute wie nach Zugabe von Cyclohexancarbonséu-
re zur ersten Mutante.' Dieses Experiment ist somit eher
ein Beispiel fiir das Design eines Stoffwechselweges als fiir
Mutasynthese, da die benotigte Vorstufe im Bakterium selbst
erzeugt wird und nicht zugegeben werden muss.

Me cdar Et
HOOC

_zz
=
3

Plasmid pAC12
mit Genen aus
5. coltinus, die

verzweigtkettige |
die Biosynthese von

Aarinosauns- Fittarung von

Transaminase Cyclohexan- Cyclohaxanoyl-Cof
carbonsaure armaglichen
verawagtkettige
Ketosaure-
Dehydrogenase
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CUASOC\I/MQ ader Et

PKS

R = Pr oder Bu
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Doramectin B1
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Eine Kombination von Mutasynthese und chemoenzyma-
tischen Methoden lieferte auch neue Rapamycine®® und
Aminocumarine.?"?" Neue Glycopeptide wurden durch die
Verwendung entsprechender Halogenasen erzeugt.”*'!

Das Potenzial der Mutasynthese kann analog den in
Abschnitt 2.6.2 geschilderten Arbeiten durch Studien mit
rekombinanten Biosyntheseenzymen vor dem eigentlichen
Experiment abgeschitzt werden. Walsh und Mitarbeiter
zeigten in vitro, dass die ersten Module der Epothilon-
Synthetase alternative Startereinheiten und Substrate ver-
wenden konnen, und erzeugten so neuartige Intermediate der
Epothilon-Biosynthese.['”??2l Ob diese Exprimente auch zur
Produktion neuer Epothilone in vivo fiihren, bleibt allerdings
abzuwarten.

Diese Beispiele machen deutlich, dass die beschriebenen
Techniken zur Variation von Strukturen nicht klar gegenein-
ander abgegrenzt sind. Viele gebrduchliche Phrasen wie
,kombinatorische Biosynthese“ und ,Mutasynthese* sind
nicht genau definiert, und die so bezeichneten Verfahren
konnen als verschiedene Formen der Optimierung eines
Stoffwechselweges angesehen werden. Die Stiarke der expe-
rimentellen Ansétze liegt hier insbesondere in der Kombina-
tion einzelner Methoden.

3. Die Aussichten sind gldnzend! Naturstoff-
Forschung in der Post-Genom-Ara

Die zunehmende Verfiigbarkeit von Genomdaten sowie
Biosynthese- und Regulationsstudien tragt zur Entschliisse-
lung der Naturstoffsynthese auf molekularer Ebene bei, die
eine unabdingbare Voraussetzung fiir die rationale Konstruk-
tion eines Stoffwechselweges ist. Einige der in diesem Aufsatz
vorgestellten Techniken haben bereits zur Produktion von
neuen Substanzen gefiihrt, zahlreiche Manipulationen der
Biosynthese erwiesen sich jedoch als ineffektiv oder lieferten
nur geringe Produktausbeuten, sodass weitere biochemische
Studien notwendig sind. Das rasant wachsende Wissen um die
Genomsequenzen, neue Kultivierungsmethoden, Metage-
nomansitze und die Fortschritte der heterologen Expression
und Molekularbiologie lassen die Zukunft der Naturstoff-
Forschung verheiffungsvoll erscheinen. Die schnelle Weiter-
entwicklung auf allen Gebieten der Stoffwechseloptimierung
eroffnet Moglichkeiten, vielversprechende Naturstoffe in
vivo und in vitro zu verdndern und so zu verbesserten
Derivaten zu gelangen. Bedenkt man die komplexen Struk-
turen der Naturstoffe, so kann dieser Ansatz zu einem
Eckpfeiler der pharmazeutischen Leitstrukturentwicklung
werden.

Die Forschungsarbeiten im Labor der Autoren wurden durch
die DFG und das BMBF gefordert. Die Autoren danken Mark
Zabriskie, Barrie Wilkinson, Christian Hertweck und einem
namentlich unbekannten Gutachter fiir hilfreiche Kommentare
zu diesem Manuskript.

Eingegangen am 25. Mirz 2005
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