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Antibiotika

Terrestrische Cyanobakterien als Quelle
fur antimikrobielle Wirkstoffe

MARCO WITTHOHN'!, ANNA SCHWARZ!, DORINA STRIETH?, SELINA LENZ2,

ROLAND ULBER?, KAI MUFFLER!

! FACHBEREICH 1 - LIFE SCIENCES AND ENGINEERING, TH BINGEN
2 LEHRGEBIET BIOVERFAHRENSTECHNIK, TU KAISERSLAUTERN

Cyanobacteria developed an enormous reservoir of bioactive secondary
metabolites in order to prevail against competitive microorganisms and
harsh environmental impacts. Many cyanobacterial substances with
vast economical, medical and biotechnological potential have been
described in the past. However, most of the examined bacteria are
aquatic strains. We want to take a closer look on their terrestrial rela-
tives which also possess a rich secondary metabolome that is still to

explore.
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B Cyanobakterien gehoren zu den altesten
Organismen unseres Planeten, fossilen Fun-
den zufolge entstanden sie vor etwa 3,5 Mil-
liarden Jahren [1]. Als oxygen phototrophe
Organismen haben sie einen groBen Beitrag
zur Entstehung der sauerstoffreichen Erdat-
mosphare geleistet. Somit konnen Cyanobak-
terien als Motor fiir diesen folgenschweren
und richtungsweisenden Evolutionsprozess
angesehen werden.

Hochwertige Syntheseprodukte

Cyanobakterien sind sehr anpassungsfiahige
und robuste Bakterien, die in fast allen
Lebensrdaumen vorkommen. Isolate wurden
in Salz- und SiiBwasser, Wiisten, Gletschern
und heiBen Quellen gefunden. Als Folge
dieser Anpassungen produzieren Cyanobak-
terien eine Vielzahl hochwertiger Substan-
zen mit enormem kommerziellen Potenzial.
Cyanobakterien sind im Gegensatz zu Pflan-
zen dazu in der Lage, Licht der Wellenldnge
von 490-620 Nanometer photosynthetisch
zu nutzen. Dafiir haben sich spezielle Chro-
mophore entwickelt, die Phycobiline. Auch
verschiedene Carotinoide tragen zur Erwei-
terung des nutzbaren Lichtspektrums in
Cyanobakterien bei. Beide Stoffklassen wer-
den seit einiger Zeit erfolgreich in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt [2]. Gleich-
zeitig haben sich bei Cyanobakterien viele

unterschiedliche Synthesewege fiir Energie-
speicher entwickelt, was in einer groBen
Fiille unterschiedlicher Speicherstoffe resul-
tiert. Darunter befinden sich vor allem lang-
kettige ungesattigte Fettsauren, wie z. B.
Gamma-Linolensaure, Arachidonsaure, oder
Docosahexaensaure, die aufgrund ihrer
gesundheitsfordernden Wirkung ein gefrag-
ter Nahrungsmittelzusatz sind [3]. Des Wei-
teren produzieren Cyanobakterien eine Viel-
zahl biotechnologisch relevanter Substanzen,
wie z. B. Lipide, Polysaccharide, Aminosau-
ren, Vitamine, Sterole und Enzyme. Unter
den von Cyanobakterien produzierten Natur-
stoffen befinden sich haufig Toxine, wie von
den alljahrlich auftretenden ,Cyanobakteri-
en-Bliiten® in heimischen Badeseen bekannt
ist. Das von Anabaena produzierte Anatoxin
A sowie von Microcystis gebildete Microcys-
tine gehoren zu den starksten natiirlich vor-
kommenden Giften und kénnen auch bei
Menschen schwere gesundheitliche Schaden
zur Folge haben. Weitaus niitzlicher sind die
vielzdhligen cyanobakteriellen Sekundarme-
tabolite, bei denen unter anderem antimikro-
bielle oder antitumorale Wirkungen nachge-
wiesen werden konnten. Interessant ist dabei
vor allem die Diversitat der unterschiedlichen
Substanzklassen. Diese reichen {iber Peptide,
Polyketide, Alkaloide und Isoprenoide, bis
hin zu antiviralen Polysacchariden.

Besonderheit terrestrischer
Cyanobakterien

Bisher wurden vor allem aquatische Cyano-
bakterien als reiche Quelle fiir bioaktive
Naturstoffe beschrieben. Doch auch terrestri-
sche Cyanobakterien produzieren eine Viel-
zahl medizinisch und biotechnologisch inte-
ressanter Substanzen. Innerhalb der Ordnun-
gen Chroococcales, Oscillatoriales, Pseudo-
anabaenales und Nostocales kommen neben
aquatischen auch terrestrisch lebende
Cyanobakterien vor [4]. Es ist bereits ldanger
bekannt, dass Arten der Ordnungen Chroo-
coccales, Oscillatoriales und Nostocales die
meisten bioaktiven Sekundarmetabolite pro-
duzieren [3]. Darunter befinden sich vor
allem Toxine, antivirale, antimykotische und
antibakterielle Substanzen, aber auch Stoffe
mit nachgewiesener Wirkung gegen Krebs-
zellen, hohere Pflanzen sowie Algen. Neben
einem breiten Spektrum an potenziell inter-
essanten bioaktiven Sekundarmetaboliten
haben terrestrische Cyanobakterien noch
einige biotechnologische Vorteile gegeniiber
den aquatischen Arten zu bieten. Trotz ihrer
nattirlichen Lebensweise an Land konnen die
meisten terrestrischen Cyanobakterien sub-
mers in (Photo-) Bioreaktoren kultiviert wer-
den. Dabei weisen sie eine hohe Toleranz
gegeniiber schwankenden Kultivierungsbe-
dingungen auf, wie Temperatur, Lichteintrag
und Begasung [4]. Selbst eine komplette Aus-
trocknung tiberstehen diese Organismen
unbeschadet, was ganz neue Moglichkeiten
im Bereich der Bioreaktortechnik ermoglicht
[5]. Terrestrische Cyanobakterien sind also
zum einen eine vielversprechende Quelle
noch unbekannter bioaktiver Substanzen
und besitzen zum anderen einzigartige phy-
siologische Eigenschaften, die sie hochst
interessant fiir biotechnologische Prozesse
machen. Dieses Potenzial soll im Forschungs-
cluster iProcess weiter ausgeschopft werden.

iProcess: intelligente Prozess-
entwicklung - von der Modellierung
bis zum Produkt

Das Land Rheinland-Pfalz intensiviert seit
2018 iiber das Instrument der Forschungs-
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A Abb. 1: Erreichte Maximal-OD,,

der Indikatororganismen Candida auris, Escherichia coli

und Micrococcus luteus nach Zugabe von Kulturiiberstanden der terrestrischen Cyanobakterien
Nostoc flagelliforme, Synechococcus elongatus, Nostoc punctiforme und Scytonema stuposum
(1:1). Alle Cyanobakterien wurden als Fliissigkultur phototroph (30 pmol m=2 s~') bei 27 °C und
120 rpm in BG-11-Medium kultiviert. Proben wurden nach 2, 5 und 7 Tagen entnommen. Dargestellt
sind die Daten der Proben mit héchster Inhibitionswirkung. Rot: Negativkontrolle mit BG-11-Me-
dium. Fehlerbalken zeigen Standardabweichung, n = 4.

kollegs die wissenschaftliche Zusammen-
arbeit von Hochschulen und Universititen,
wobei innerhalb von Verbundprojekten die
Durchfiihrung kooperativer Promotionen der
wissenschaftlichen Mitarbeiter/innen der
beteiligten Hochschulen ermoglicht wird. Zu
den ersten geforderten Verbiinden zdhlt das
interdisziplindre Forschungskolleg ,iPro-
cess” (https://www.mv.uni-kl.de/iprocess),
in dem sich Arbeitsgruppen der HS Trier, der
TH Bingen und der TU Kaiserslautern ver-
netzt haben, um die verfahrenstechnischen
Grundlagen zu erarbeiten, damit Pilze und
Cyanobakterien als Produktionsorganismen
fiir pharmazeutisch wirkende Substanzen
genutzt werden konnen.

Screening ausgewahlter
terrestrischer Cyanobakterien nach
geeigneten Substanzen

Ein Teilbereich von iProcess beschéftigt sich
mit der Produktion antimikrobieller Wirk-
stoffe mittels terrestrischer Cyanobakterien.
Dabei soll der gesamte Prozess entwickelt
werden — von der Modellierung tiber den
Upstream-Bereich und die Entwicklung
geeigneter Reaktoren bis hin zum Down-
stream-Prozess.

Fiir die Entwicklung eines Produktionspro-
zesses muss zundchst eine geeignete Ziel-
substanz gefunden werden. Daflir wurden
cyanobakterielle Kulturiiberstinde auf anti-
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biotische Wirkung getestet und vorhandene
Genomsequenzen mittels der Biosynthese-
cluster-Analyse-Software antiSMASH auf
Gencluster mit eventuell bioaktiven Genpro-
dukten hin tberprift [6]. Die Produktion
antimikrobieller Sekunddrmetabolite wurde
mittels Wachstumstests in Mikrotiterplatten
untersucht, in denen die Indikatororganis-
men Escherichia coli, Micrococcus luteus und
Candida auris mit dem jeweiligen Cyanobak-
terien-Kulturiiberstand versetzt wurden
(Abb. 1). Durch die Wahl eines Gram-negati-
ven und eines Gram-positiven Bakteriums
sowie einer Hefe als Testorganismen kann

ein relativ breites Wirkspektrum abgedeckt
werden.

Die Kulturiiberstdnde von S. elongatus,
N. punctiforme und S. stuposum zeigen die
deutlichsten Hemmwirkungen. Das Wachs-
tum der Hefe C. auris wurde durch ins
Medium sekretierte Substanzen von S. elon-
gatus um fast 50 Prozent inhibiert, jenes der
Bakterien besonders durch Kulturiiberstande
von N. punctiforme und S. stuposum. Dabei
hemmten von N. punctiforme gebildete Stoffe
vor allem das Gram-positive Bakterium
M. luteus. Kulturiiberstdnde von S. stuposum
wirkten sich auf das Wachstum beider Bak-
terien negativ aus.

Die antiSMASH-Analyse konnte einige
putativ von den ausgewahlten terrestrischen
Cyanobakterien produzierte Substanzen auf-
zeigen, welche die in Abbildung 1 gezeigten
Hemmwirkungen auslésen konnten (Tab. 1).

In den Cyanobakterien-Genomen wurden
potenzielle Biosynthesecluster fiir Substan-
zen gefunden, die eine antibiotische Wirkung
aufweisen konnten. Dabei ist es ebenfalls
moglich, dass als cytotoxisch eingestufte
Stoffe bisher noch nicht auf ihre Wirksam-
keit gegen Mikroorganismen getestet wur-
den und demnach nicht als Antibiotika
beschrieben sind. Fiir viele von antiSMASH
gefundene Cluster konnte kein putatives
Genprodukt gefunden werden, demnach kon-
nen die Metabolome der untersuchten Cyano-
bakterien noch eine Vielzahl unentdeckter
Substanzen unterschiedlicher Stoffklassen
und Bioaktivitét enthalten.

Die gezeigten Ergebnisse deuten bereits
an, dass terrestrische Cyanobakterien groBes
Potenzial fiir eine ganze Bandbreite wert-
voller Sekundidrmetabolite bergen, die nicht
zuletzt im Kampf gegen Viren und multi-

Tab. 1: Ergebnisse der antiSMASH-Analyse, beispielhaft fiir zwei der genutzten Cyanobakterien-
Stamme. Aufgefiihrt ist eine Auswahl bioaktiver Stoffe mit putativ antibiotischer Wirkung. Diese wur-
den durch die Ahnlichkeit einzelner Gene innerhalb der cyanobakteriellen Genom-Sequenz zu Genen
bereits bekannter Biosynthesecluster in anderen Organismen ermittelt. NRPS: nicht-ribosomale Peptid-

synthetase; PKS: Polyketidsynthase.

Organismus Biosynthesecluster

Putatives Genprodukt

Stoffklasse Bioaktivitat

Ubereinstimmung [%]

N. flagelliforme NRPS/PKS

Nostophycin (27)

Cycl. Peptid cytotoxisch [7]

PKS

Minutissamid A/C/D (46)

Cycl. Depsipeptid  antiproliferativ,

cytotoxisch [8]

N. punctiforme

NRPS-like /PKS Merocyclophane C/D Polyketid cytotoxisch [9]
(33)
NRPS/PKS/Bacteriocin  Nostophycin (27) Cycl. Peptid cytotoxisch [7]

PKS Minutissamid A/C/D (46)  Cycl. Depsipeptid antiproliferativ,
cytotoxisch [8]
NRPS/PKS Cyanopeptolin (75) Peptid cytotoxisch [10]
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resistente Keime den entscheidenden Beitrag
leisten konnten.
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