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1. Kurzdarstellung

1.1 Aufgabenstellung

Das Projekt sollte eine innovative Wertschdpfungskette zur ganzheitlichen Nutzung
mariner Ressourcen entwickeln. Dabei standen ineinandergreifende Aspekte zur fur
die Synthese mariner Wirkstoffe, zum Einsatz mikrobieller mariner Zellfabriken sowie

zur Verwertung mariner Rohstoffe im Fokus.

Zu diesem Zweck wurde ein interdisziplinares Konsortium zusammengestellt, welches
Systembiologie und synthetische Biologie mit chemischer und industrieller
Biotechnologie integrierte, um malRgeschneiderte Stamme und Herstellungsprozesse
mit optimierter Biosyntheseleistung und Robustheit und Fermentationsstrategien zu

entwickeln.

Der neuartige Ansatz sollte zur Gewinnung von Nybomycin angewandt werden, eines
neuartigen  Antibiotikums, dessen Weiterentwicklung aufgrund ineffizienter
Syntheseverfahren bislang kaum maoglich ist. Fir die Herstellung sollte ein neuer Weg
fur die Nybomycin-Produktion eingeschlagen werden, der rationalisierten
synthetischen Zellfabriken basieren sollte. Das neuartige Produktionsverfahren sollte
fur eine gesteigerte Produktion im groReren Malstab erprobt werden. Zudem sollte die
Nutzung nachhaltiger Extrakte aus Makroalgen, deren Anbau in marinen Algenfarmen
als Biomasse der dritten Generation derzeit massiv ausgebaut wird. Im weiteren
Verlauf sollte auch andere marine Wirkstoffe auf ihre mogliche Gewinnung hin

untersucht werden.

Zu diesem Zweck bundelten die Institute fur Systembiotechnologie (iSBio) und
Pharmazeutische Biotechnologie (Pharmbio) der Universitat des Saarlandes, das
CeBiTec der Universitat Bielefeld sowie das KMU MyBiotech ihre Expertisen in dem
Verbundvorhaben EXPLOMARE.



1.2 Voraussetzung unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Vorversuche der Antragsteller bei Pharmbio hatten die prinzipielle Machbarkeit der
heterologen Nybomycin-Produktion im Bodenbakterium S. albus gezeigt. Dabei
gelangen auch Aufklarungen einzelner Syntheseschritte, eine wichtige Voraussetzung

fur die geplanten gezielte Stammoptimierung.

Die Antragsteller des Verbundes konnten zudem auf einer Reihe erfolgreicher
nationaler und internationaler Projekte mit akademischen und industriellen Partnern
aufbauen. Univ.-Prof. Christoph Wittmann, Projektleiter des Teilprojektes D
(Systembiotechnologie), hat in den vergangenen 20 Jahren neue Konzepte zur
Systembiotechnologie als Schlisselmethode zuklnftiger Prozessentwicklungen in der
Biotechnologie malfdgeblich vorangetrieben. Seine Projekte wurden von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (z.B. im Rahmen von SFB 578 ,Vom Gen zum Produkt", SFB
TR 51, ,Marine Systembiologie®, SPP 1316 ,Host-Pathogen Interaktionen®, SPP 2240
,Elektrobiotechnologie), dem Ministerium fur Bildung und Forschung (z. B. im Rahmen
der Programme Bioindustrie21, Systembiologie von Mikroorganismen 1,
Systembiologie von Mikroorganismen 2, Medizinische Infektionsgenomik, Biopharma
Wettbewerb, MalRgeschneiderte Inhaltsstoffe1, MaRgeschneiderte Inhaltsstoffe 2), der
EU (Eranet-Projekt CoBiotech, BBI-Projekt iFermenter, EU-Projekt RePurpose) und

Partnern aus der Industrie gefordert.

Die ausfuhrende Stelle, das Institut fur Systembiotechnologie (iSBio) der Universitat
des Saarlandes, war fur die Projektarbeiten mit  verschiedenen
Fermentationssystemen ausgestattet. Dazu gehorten Laborbioreaktoren im
Litermaldstab mit Prozesskontrolle, Schuittelschranke und ein Biolektor-System fur
miniaturisierte Kultivierung. Das iSBio verfugte zudem Uber Einrichtungen zur
systembiologischen (u.a. GC-MS, LC-MS/MS), biochemischen und
prozessbegleitenden  Analytik (u.a. HPLC, IC, Photometer, Abgas-MS,
Fluoreszenzspektrometer), einen institutseigenen Server fur Simulationen und
Modellierung sowie Ausstattung flr gentechnische Arbeiten (u.a. PCR, Ribolyzer,
DNA/RNA-Quant, Elektrophorese).



1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Vor dem geschilderten Hintergrund sollte im Rahmen von EXPLOMARE ein
nachhaltiges, biotechnologisches Produktionsverfahren fur Nybomycin entwickelt und
dabei die Nutzung nachhaltiger Rohstoffe marinen Ursprungs validiert werden. Das
Projekt gliederte sich in drei Hauptteile: (i) Stammdesign und -optimierung, (i)
Demonstration und (iii) industrielle Erprobung und Umsetzung. CeBiTec und PharmBio
sollten an Genomik, Transkriptomik und synthetischer Biologie arbeiten (WP1, WP2).
iSBio und CeBiTec sollten zur systembiologischen Analyse beitragen (WP3).
PharmBio und iSBio sollten verbesserte marine S. albus-Zellfabriken fur die
gewunschte Produktion schaffen (WP4, WP5). MyBiotech, PharmBio und iSBio sollten
die Produktion von Nybomycin erproben (WP5). MyBiotech und iSBio sollten dabei an
der Entwicklung der Produktion aus marinen erneuerbaren Rohstoffen, d. h.
Algenextrakten, sowie an der Erprobung und Umsetzung des Prozesses arbeiten
(WP6). Der neu etablierte Arbeitsablauf sollte dann flr ein zweites Naturprodukt
repliziert werden, wobei bis dahin entwickelte Chassis-Stamme, neu identifizierte
BGCs und die gewonnene technologische Exzellenz verwendet werden sollten (WP7).
Dariber  hinaus  wurden Projektkoordination, Projektmanagement  und
Datenmanagement vom Koordinator PharmBio (WP8) Ubernommen. Es wurde ein
Arbeitsplan konzipiert, der beide Dimensionen der Fragestellung — Molekularbiologie
und Bioprozesstechnik — verzahnte (Abb. 1).
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Abb. 1: Projektstruktur und Aufgabenteilung der beteiligten Partner. NP = Natural Product



Das iSBio wirkte in der Forschung vorwiegend an AP3, AP4, AP5 und AP7 mit. Die
Planung der Meilensteine ist Tabelle 1 zu entnehmen. Der zeitliche Ablaufplan ist in
Abb. 2 gezeigt.

Tabelle 1: Auflistung der iSBio-Meilensteine

MS Nr. |AP |Monat |Bezeichnung
MS9 AP3 |9 Erstellung Multi-Omics Datenséatze marine S. albus Wirtsstdmme
MS10 AP3 |15 Erstellung Multi-Omics Datensatz Produzent 1. Generation
MS11 AP3 |21 Erstellung Multi-Omics Datensatz Produzent 2. Generation
MS12 AP4 |12 1. Generation Nybomycin-Produzent
MS13 AP4 |18 2. Generation Nybomycin-Produzent
MS14 AP4 |24 3. Generation Nybomycin-Produzent
MS15 AP5 |15 Fermentationsprozess fir Nybomycin Basisproduzent (Labormalstab)
MS18 AP6 |21 Fermentationsprozess auf Basis Algen-Rohstoffe im Labormalfistab
MS21 AP7 |30 Replikation zur Demonstration des Plattformcharakters
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Abb. 2: Projektzeitplan (GANTT-Diagramm) und Meilensteinplanung (M1-M16).



1.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Ein wichtiger Grund fir die Entdeckung neuartiger Sekundarmetaboliten ist die
Umgehung des Problems resistenter Krankheitserreger, die fur die derzeit
verwendeten Medikamente nicht mehr empfanglich sind. In dieser Hinsicht liefert allein
die Bakteriengattung Streptomyces bemerkenswerte 70 % der bisherigen
kommerziellen Antibiotika [2], eine Biosynthesekapazitat, die in der mikrobiellen Welt
konkurrenzlos bleibt und bereits zweimal mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde:
als Produzent von Streptomycin (1952) und Ivermectin (2015) [3]. Streptomyzeten aus
terrestrischen Quellen wurden intensiv untersucht und fur diesen Zweck sogar
ubermalig genutzt. Infolgedessen sind die Chancen, einen neuen Streptomyces-
Stamm und einen neuen Arzneimittelkandidaten aus terrestrischen Lebensraumen zu
isolieren, gesunken [4], was eine ernsthafte Bedrohung fur unsere Gesellschaft
darstellt. Interessanterweise sind Streptomyceten gut an die Meeresumwelt angepasst
und kommen in Fischen, Mollusken, Schwammen, Algen, Mangroven sowie in
Meerwasser und Sedimenten vor [5]. Hier gedeihen sie erfolgreich unter standig
wechselnden, teilweise extremen Bedingungen. Interessanterweise sind marine
Streptomyces viel weniger erforscht als ihre terrestrischen Gegensticke. Erst in
jungerer Zeit wurden sie als Quelle neuartiger Antibiotika und Krebsmedikamente mit
ungewohnlichen Strukturen und Eigenschaften erkannt [6]. Heute gelten sie sogar als
die beste Quelle fur neuartige Arzneimittel [4]. Ein herausragendes Beispiel fur
Meeresarzneimittel ist das ,umgekehrte Antibiotikum“ Nybomycin, ein &dulerst
wirksames Molekll gegen die Bedrohung durch multiresistente Staphylococcus
aureus und andere multiresistente Bakterien und ein neues Paradigma fur die
zukunftige Chemotherapie [7]. Aufgrund der Bedeutung von Nybomycin haben
weltweit fuhrende Gruppen in der Vergangenheit versucht, das kodierende bakterielle
Gencluster (BGC) zu identifizieren, aber erst vor kurzem hat das EXPLOMARE-
Konsortium das BGC von Nybomycin in der marinen Spezies S. albus subsp. chlorinus
entdeckt und erstmals Nybomycin durch heterologe Expression in dem terrestrischen
Isolat S. albus hergestellt [8]. Dieser Erfolg stellte einen Meilenstein in der Erforschung
dieses wichtigen Arzneimittels dar. Allerdings war der erzielte Nybomycin-Titer niedrig
(0,2 mg/L), etwa tausendmal niedriger als der Titer anderer Naturprodukte aus
terrestrischen Streptomyces, die im gleichen Wirt exprimiert wurden, was fur die
weitere Erforschung des Molekuls nicht ausreicht. Offensichtlich sind die ,nicht-



marinen® Bedingungen, z. B. niedrigere Salzgehalte, die bekanntermallen einen
starken Einfluss auf die Proteinstruktur und -aktivitat haben [14], nicht mit der
Nybomycin-Produktionslinie vereinbar. Die Ergebnisse zeigen, dass ein mariner
Streptomyces-Wirt erforderlich ist. Im Hinblick auf die Verbesserung eines solchen
neuartigen Wirts haben sich leistungsstarke Ansatze der synthetischen Biologie und
des Systems Metabolic Engineering herausgebildet, die nun eine systematische
Rationalisierung der Produzenten auf eine neue Effizienzstufe ermoglichen. Zu den
vielversprechendsten Entwicklungen gehoren die Eliminierung konkurrierender nativer
BGCs aus dem Wirt [9] und das systematische Entkorken von Engpassen in seinem
Stoffwechsel, um die Robustheit des Prozesses und die Versorgung mit Vorlaufern,
Energie und Reduktionskraft zu verbessern [10]. Im Hinblick auf eine nachhaltige
Bioproduktion bietet die Meeresumwelt dariber hinaus erneuerbare Ressourcen. Im
Mittelpunkt der aktuellen Forschung steht die Meeresalge als vielversprechendster
erneuerbarer Rohstoff der dritten Generation [11]. Die marinen Makroalgen werden bis
zu 70 Meter lang, weisen das schnellste lineare Wachstum der Erde auf und werden
in 3D-Ozeanfarmen geerntet, ohne dass Dungemittel und Pestizide bendtigt werden
und Konkurrenz mit landwirtschaftlichen Flachen. Extrakte aus Meeresalgen lassen
sich leicht gewinnen, indem man die Algen, die keine Zellwand haben, mit geringem
Energieaufwand aufbricht. Sie enthalten erhebliche Mengen an Mannitol und
verschiedenen Kohlenhydraten und Proteinen sowie einen hohen Salzgehalt und
erscheinen als besonders geeignetes Rohmaterial fur marine Streptomyzeten, die gut
an Meersalz angepasst sind, Polymere aus Algen abbauen kdénnen [5] und gut auf

Mannitol reagieren [2].

Das Konsortium verflugte Uber Patente und Patentanmeldungen im Bereich der
industriellen Zellfabriken, was die technologische Fuhrerschaft und das Potenzial zur
Schaffung von geistigem Eigentum (IP) belegte. So hat PharmBio beispielsweise die
Pamamycin-Produktion in S. albus (WO/2015/092575 A1, EP15183922.2) und
empfindliche Biosensoren, die das Screening nach Uberlegenen Mutanten
ermaoglichen, geschutzt (EP15202331.3). Ebenso hat iSBio Patentanmeldungen flr
Zellfabriken im Bereich der industriellen Biotechnologie eingereicht (SAR15413PCT).
Fur EXPLOMARE hat das Konsortium die Freiheit, mit marinen Stammen wie S. albus
PVA94-07, GBA94-10 oder LV1-4 zu arbeiten, um sie als Chassis weiterzuentwickeln

und Gencluster aus dem marinen Stamm S. albus subsp. chlorinus NRRL B-24108



(aus der offentlichen Sammlung des NRRL) zu verwenden, z. B. fur Nybomycin und
Albucidin. Die Partner von EXPLOMARE konnten auf eine erfolgreiche
Zusammenarbeit zurlckblicken, z.B. auf terrestrische S. albus fur die industrielle
Produktion des Insektizids Pamamycin (PharmBio, iSBio, CeBiTec: BMBF-Projekt
MyBio), terrestrische S. rimosus fur die Produktion des Antibiotikums Oxytetracyclin
(PharmBio, iSBio: ERANET-Projekt MISSION), metabolisches Engineering von
Mikroben fur seltene Fettsauren (iSBio, MyBiotech: BMBF-Projekt Myxo4Pufa) und
antimikrobielle Peptide (iSBio, MyBiotech: EU-Projekt iFermenter).

[11 Lam, 2006 et al., Current Opinion Microbiology. 2006. doi: 10.1016/j.mib.2006.03.004
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1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Zusammenarbeit erfolgte in Form von Besprechungen, Wissenstransfer (u.a.
Austausch von Protokollen, und Methoden), Bereitstellen von Stammen, Medien und
Equipment, sowie Ubergreifenden Versuchen zur Validierung von Analyse- und
Kultivierungsmethoden. Wahrend der Arbeiten ergab sich zudem fur PharmBio und
iISBio eine im Projektverlauf sehr erfolgreiche Zusammenarbeit mit der Universitat
Lwiw in der Ukraine, um ein neuartiges marines Streptomyces-lsolat mit
vielversprechenden Produktionseigenschaften eingehend zu untersuchen und

taxonomisch zu klassifizieren.



2 Eingehende Darstellung

2.1 Verwendung der Zuwendung, vorgegebene Ziele und erzielte Ergebnisse

Im Projektzeitraum wurden durch iSBio die Arbeitspakete AP3 (Systembiologie), AP5
(Metabolic Engineering), AP5 (Fermentation im LabormalRstab) und AP7 (Replikation)
bearbeitet. Im Zentrum der Arbeiten stand die Optimierung der Produktion von
Nybomycin in dem Basis-Stamm S. albidoflavus Del14 4N24, ehemals S. albus Del14
4N24. Die in AP3 vorgesehenen Fluxom-Analysen wurden gegenuber der
ursprunglichen Planung nicht weiterverfolgt, da die umfangreichen Analysen auf der
Ebene von Transkriptom und Metabolom bereits ausreichende Grundlagen fur die
Stammverbesserung lieferten und ein signifikanter Mehrwert durch Fluxom-Daten
nicht zu erwarten war. Dafur wurden von iSBio zusatzliche systembiologische,
taxonomische, und prozesstechnische Arbeiten in Bereich der Erforschung und
Entwicklung eines weiteren neuartigen marinen Streptomyces-Stammes zur

Nybomycin-Produktion Ubernommen (Streptomyces LV1-4) (AP3, AP7).

2.1.1 Systembiologie (AP3)

Die Aufgabe von AP3 am iSBio war die Etablierung und Anwendung
systembiologischer Methoden zur Charakterisierung von im Projekt entwickelten
Nybomycin-Produktionsstammen. Konkret kamen im Verlauf der Arbeiten zur
Untersuchung des Basis-Produzenten sowie weiterentwickelter Stamme
insbesondere Analysen auf der Ebene von Genom, Transkriptom, und Metabolom zum
Einsatz. Am iSBio wurde ein minimales Kultivierungsmedium entwickelt (AP5), um klar
definierte und reproduzierbare Prozessbedingungen zu gewahrleisten und stérende
Einflisse und Schwankungen durch undefinierte komplexe Nahrstoffe ausschlie3en
zu konnen. Dies erschien aus Vorerfahrungen in friheren Projekten insbesondere fur
die systembiologischen Versuche essenziell. Auf dieser Basis wurde der
Produktionsprozess fiur Nybomycin zunachst fur den Basisstamm S. albidoflavus

Del14 4N24 und spater flr verbesserte Mutanten etabliert.

Dazu erfolgte am iSBio die mit den Partnern abgestimmte Etablierung wichtiger
Analyseverfahren, die eine wichtige Basis fur vergleichbare Experimente darstellten.

Ein wichtiger Bereich war die Nutzung von RNA-Sequenzierung zur Erfassung der

10



Genexpression von Produktionsmutanten in Zusammenarbeit mit dem CeBiTec.
Hierzu wurden am iSBio Protokolle zu Gewinnung, Kryokonservierung und Versand
von Biomasseproben etabliert, die eine saubere Erfassung des Transkriptoms durch
Messungen am CeBiTec ermdglichten. Die Auswertung der Transkriptom-Proben
erfolgte gemeinsam mit dem CeBiTec. Die Analytik umfasste weiterhin Verfahren zur
Extraktion von Nybomycin aus Kulturproben und zur Quantifizierung mittels LC-MS.
Weiterhin wurden HPLC-basierte Verfahren fur die Analyse der Zusammensetzung
von Algenextrakten sowie von Kulturproben etabliert und validiert (u.a. Zucker,

Aminosauren, organische Sauren).

2.1.1.1 Metabolisches Stoffwechselnetzwerk

Es wurde am iSBio eine umfangreiche Analyse zum Stand der Technik der
Biosynthese von Nybomycin auf der Ebene des Genclusters von S. albus subsp.
chlorinus sowie auf der metabolischen Syntheserouten vorgenommen, die den
stochiometrischen Bedarf der beteiligten Metabolite und die Thermodynamik der bei

der Umwandlung beteiligten Reaktionen bertcksichtigten (Abb. 3).

Dabei wurde deutlich, dass neben der terminalen Synthese des Produktes auch
Reaktionen des zentralen Kohlenstoffwechsels Uber die Bereitstellung von
Reduktionskraft und Vorlaufermolekulen potenziell beteiligt sind. Daraus wurden
neuartige Strategien zur verbesserten Gewinnung von Nybomycin mittels Metabolic

Engineering abgeleitet und in AP4 experimentell weiterverfolgt.

11
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Uber die endogene aromatische Aminosaurebiosynthese (AroABCEKQ) (Euverink, 1995; Parthasarathy

et al., 2018). Die weitere Umwandlung in 2,6-Diaminophenol tiber 4-Aminoanthranilsdure wird von den
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Genen nybC, nybD, nybE, nybL und nybP kodiert. Anschlielend wird der aromatische Ring durch
Anhangen von zwei Acetoacetyl-CoA-Resten verlangert, gefolgt vom Schlief3en der Pyridin-Ringe und
der Methylierung der beiden Stickstoffatome. Die anschlieRende Bildung eines Oxazolin-Rings liefert
Desoxy-Nybomycin, welches schliellich hydroxyliert wird, um Nybomycin zu erhalten (Rodriguez
Estevez et al., 2018). Die Abbildung ist Stegmdiller et al. (2023) entnommen.

2.1.1.2 Transkriptomik

Im Zuge der Optimierung der Nybomycin-Produktion wurden begleitende
Transkriptom-Analysen gemeinsam mit dem CeBiTec durchgeflhrt. Dabei wurde
zunachst der Basis-Produzent S. albidoflavus Del14 4N24 von PharmBio untersucht,
welcher geringe Mengen an Nybomycin produzierte und im Kultivierungsverlauf eine

deutliche Dynamik in Wachstum und Produktion zeigte (AP 4).

Es wurden RNA-Sequenzierungen von S. albidoflavus Del14 4N24 durchgefuhrt, um
Veranderungen im Zusammenhang mit dem Ubergang vom Wachstum (13 h) zu
Nybomycin-Produktion (70 h) zu beleuchten (Abb. 4). Die Expression von 2044 der
5790 kodierten Gene (35,3 %) unterschied sich signifikant zwischen Wachstums- und
Produktionsphase (log2-fold change = 1, p < 0,05), wobei 868 Gene herunterreguliert
und 1176 Gene hochreguliert waren, wie im Folgenden aufgeflhrt ist und darlber

hinaus Stegmililler et al. (2023) entnommen werden kann.

Im Hinblick auf zentrale Wege des Kohlenstoff-Kernstoffwechsels, der Bereitstellung
von Vorlaufermolekulen und der Nybomycin-Biosynthese lieferte die Analyse wichtige
Erkenntnisse (Abb. 4). So regulierten die Zellen wahrend der stationaren Phase Gene
herunter, die fir Mannitol-Import und -Metabolisierung, den EMP-Stoffwechselweg
und die meisten TCA-Zyklus-Enzyme kodieren. Dieses Bild stimmte mit dem von
verwandten Stammen Uberein. Eine interessante Ausnahme war die Hochregulierung
von Genen, die fur den Succinat-Dehydrogenase-Komplex Il (5662, 5663 und 5664 )
und die vorgeschaltete Umwandlung von L-Glutamat in Succinat kodieren.
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Abb. 4. Dynamische Veridnderungen der Genexpression im Basis-Nybomycin-Produzenten S.

albidoflavus 4N24. Die Daten spiegeln Expressionsunterschiede zwischen der Wachstumsphase (13
h, als Referenz) und der Hauptphase der Nybomycin-Produktion (70 h) wider und umfassen Gene, die
fur Enzyme der wichtigsten katabolen und anabolen Stoffwechselwege, die Nybomycin-Biosynthese

und die Versorgung mit Vorlaufern kodieren. Die Enzyme wurden auf der Grundlage von KEGG-

Wegkarten und Genannotationen, die bei der RNA-Sequenzierung gewonnen wurden, bestimmten

Reaktionen zugeordnet. Die Nummern in den Kasten entsprechen den Locus-Tags in der Sequenz des
Chromosoms von Streptomyces albidoflavus J1074 D14 4N24 (Zugangsnummer CP113229). Bei allen

Proben lagen die biologischen Wiederholungen eng beieinander, was auf eine ausgezeichnete

Datenqualitat hindeutet. n=3. (flir weitere Informationen siehe Stegmiiller et al. 2023).

Daruber hinaus aktivierten die Zellen katabole Wege fur den Abbau von

verzweigtkettigen Aminosauren (L-Valin, L-Leucin, L-Isoleucin) und Lipiden, wodurch

schlief3lich interner Kohlenstoff mobilisiert wurde. Bemerkenswert war, dass diese

Wege Acetyl-CoA als zentrales Zwischenprodukt lieferten. Dartber hinaus regulierten
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die Zellen Wege zur Synthese von Acetoacetyl-CoA aus Acetyl-CoA hoch. Die
Nybomycin-Biosynthese erforderte Kohlenstoff auf CoA-Basis, so dass die aktivierte
Acetyl-CoA-Versorgung insgesamt gunstig erschien. Im Hinblick auf die Versorgung
mit Vorstufen waren Gene, die fur Enzyme des PP-Wegs und der Shikimat- und
Chorismat-Route kodieren, wahrend der Produktionsphase in ihrer Expression
reduziert, was vermutlich die Versorgung mit 4-Aminoanthranilat fur die Nybomycin-

Biosynthese einschrankte.

Die Expression des Nybomycin-Clusters zeigte ein Uberraschendes Bild. Das Cluster
war, wahrend der nicht-produzierenden Wachstumsphase, stark exprimiert und
wahrend der Hauptphase der Nybomycin-Produktion deutlich herunterreguliert.
Wahrend der Hauptproduktionsphase waren fast alle Cluster-Gene in ihrer Expression
reduziert (log2fache Veranderungen bis zu -3,4), mit Ausnahme von nybV, das fur den
Nybomycin-Exporteur kodiert, und die mutmalilichen Regulatoren nybX, nybZ und
nybY. Dieses Verhalten erschien im Hinblick auf die Produktionsleistung als ungunstig.
Normalerweise werden BGCs aktiviert, wenn die Zellen in die stationare Phase
eintreten und mit der Bildung von Naturstoffen beginnen, was als wichtiges Merkmal
fur die Produktion auf hohem Niveau angesehen wird. Die Daten lieferten wichtige
Einblicke zur Verbesserung des Produzenten (AP4).

Im weiterten Verlauf wurden die Transkriptome ausgewahlter Produzenten aus AP4
(Stdmme der 2. Generation, der 4. Generation, der 6. Generation, der 10. Generation)
verglichen, um Auswirkungen aufeinanderfolgender Runden der Stammentwicklung
nachzuvollziehen (Abb. 5). Dies umfasste u.a. drei unterschiedlich leistungsfahige zwf-
basierte Mutanten: NYB-2B (zwf), NYB-4B (nybF zwf) und NYB-6B (AnybW nybF zwf).
Die Analyse umfasste zudem auch das tkt-basierte Derivat NYB-6C (AnybW nybF tkt),
das jedoch mit NYB-6B fast identisch war, abgesehen von den beiden anders
gestalteten Genen. Im Allgemeinen wurde festgestellt, dass die Zielgene (nybF, zwf
und tkt) wahrend der Wachstums- und Produktionsphase stark Gberexprimiert wurden,
was zeigt, dass (i) der (in AP4 identifizierte PkasOP*-Promotor zuverlassig eine
erhdhte Expression ermdglichte und (i) die vorgenommenen genetischen
Veranderungen tatsachlich die Nybomycin-Produktion erhohten. Auf der Grundlage
dieser Ergebnisse kann der synthetische PkasOP*-Promotor und seine Derivate fur

metabolische Entwicklungsversuche in S. albidoflavus und verwandten Stammen, die
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eine wachstumsunabhéngige konstitutive Uberexpression von Zielgenen erfordern, als

natzliches Werkzeug betrachtet werden.

Bemerkenswert war, dass die Deletion von nybW die Expression mehrerer
stromaufwarts gelegener Clustergene, insbesondere nybQRSTUV, erhohte, wobei der
Anstieg bei nybUV viel hoher war als bei den anderen Genen (Abb. 9B). Innerhalb des
Clusters wurden die Gene nybQRSTUV in der gleichen Richtung transkribiert (Abb. 3)
so dass ihre Expression augenscheinlich unter der Kontrolle des NybW-Repressors

stand.
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Abb. 5. Globale Genexpression in verschiedenen Mutanten von S. albidoflavus 4N24 zur
Uberproduktion von Nybomyecin. Die Daten spiegeln die Unterschiede zwischen den Stammen 4N24,
NYB-2B, NYB-4B, NYM-6B und NYB-6C wahrend der Wachstumsphase (13 Stunden) und der
Hauptphase der Nybomycin-Produktion (70 Stunden) wider. Die Daten fir den Basisproduzenten 4N24,
der nach 13 Stunden analysiert wurde, dienen als Referenz. Die dargestellten Gene umfassen die
Nybomycin-Biosynthese (A, D), den Emden-Meyerhof-Parnas (EMP)-, den Pentosephosphatweg (PP)-
und den Shikimisaure-Weg (SA) (B, E) sowie den TCA-Zyklus und die mit dem Metabolismus der CoA-
Thioester verbundenen Reaktionen (C, F). Die Enzyme wurden bestimmten Reaktionen auf der
Grundlage von KEGG-Karten und Genannotationen, die wahrend der RNA-Sequenzierung erhalten
wurden, zugeordnet. Es ist zu beachten, dass (in den entsprechenden Stammen NYB6B und NYB-6C)
nybW nur teilweise deletiert wurde, um die assoziierte Promotorregion nicht zu beeintrachtigen und
benachbarte Effekte auszuschlieBen. Die nachgewiesene nybW-Expression in NYB-6B und NYB-6C
beweist daher die anhaltende Aktivitdt des Promotors, spiegelt aber nicht die Expression eines

funktionellen NybW-Proteins wider. n=3. (fir weitere Informationen siehe Stegmdiller et al. 2023).
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Im Vergleich zum Basisproduzenten wiesen die Stamme NYB-4B, NYB-6B und NYB-
6C eine starke Abschwachung der anderen 18 Clustergene auf. Diese Veranderung
deutet auf einen Engpass hin, der die Produktion einschrankt. Alle fortgeschrittenen
Stamme wiesen aus unbekannten Grunden eine leicht erhdhte Expression von
nybXYZ auf, das flr zwei Regulatoren (nybX, nybZ) und ein kleines Protein (87 AA)
mit unbekannter Funktion kodiert (Abb. 3). Da es sich bei den Regulatoren vermutlich
um Repressoren handelt, konnte ihre Hochregulierung tatsachlich die beobachtete
Herabregulierung der meisten Cluster-Gene verursacht haben, d. h. aller Gene, die
nicht von nybW kontrolliert wurden. Die Expressionsdynamik deutete darauf hin, dass
die vorhandenen Regulatoren zusammenwirkten oder voneinander abhingen, so dass
die verbleibenden Repressor-Gene in den Einzelgen-Deletions-Mutanten das Cluster
weiterhin unterdricken konnten. Andererseits wirkten sich die genetischen
Veranderungen des Primarstoffwechsels eher lokal auf die Expression des
entsprechend gewahlten Zielgens aus, verursachten aber keine breiteren Effekte, z.
B. innerhalb der EMP- und PP-Wege, des TCA-Zyklus und verwandter Wege. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass Gene, die fur Enzyme kodieren, die dem
veranderten Schritt im entsprechenden Stoffwechselweg vor- oder nachgeschaltet
sind, ausreichend exprimiert wurden, um einen erhdhten Stofffluss zu ermdglichen.

Die Daten wurden zur weiteren Stammverbesserung (AP4) genutzt.

Es wurden mit den Arbeiten alle iSBio-Meilensteine in AP 2 erreicht (MS09, MS10 und
MS11). Es konnten durch die Fortschritte im Bereich Metabolic Engineering sogar
deutlich umfangreichere systembiologische Analysen vorgenommen werden als

urspringlich vorgesehen.

2.1.2 Metabolic Engineering (AP 4)
2.1.2.1 Strategischer Ansatz und Uberblick (iber die entwickelte Stammfamilie

Ziel von AP3 am iSBio war die Entwicklung maligeschneiderter Nybomycin-
Produktionsstamme  mittels  Metabolic  Engineering.  Ausgangspunkt  der
Forschungsarbeiten war der von PharmBio bereitgestellte Basis-Produzent S.
albidoflavus Del14 4N24. Im Verlauf des Projektes wurde mit Verbesserung der

Produktionseigenschaften eine umfangreiche Familie Nybomycin-produzierender
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Mutanten Uber 11 Generationen erzeugt, die in Abb. 6 zusammengestellt ist und deren

schrittweise Entwicklung im Folgenden erlautert wird.
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Abb. 6. Strategie zur Herstellung von Nybomycin in Streptomyces albidoflavus Del14. Die
Ubersicht veranschaulicht die Ziele des schrittweisen Metabolic Engineering im Primar- und
Sekundarstoffwvechsel (A) und den genetischen Aufbau der NYB-Stammfamilie Uber elf
Entwicklungsgenerationen, die in dieser Arbeit entstanden sind (B). Fur jeden Produzenten sind die
genetischen Veranderungen gezeigt. Diese umfassten Modifikationen zur Versorgung mit Vorlaufern,
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d. h. die Uberexpression von nativer Transketolase (tkf) und nativer Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (zwf2) im PP-Weg, die Deletion von Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (ppc) im EMP-
Weg, die Uberexpression von heterologen DHAP-Synthase-Varianten (aroG, arol, nybF) im
Shikimisaure-Weg und die Uberexpression von heterologer Acetoacetyl-CoA-Synthase (nybF). Dariiber
hinaus zielten die Veranderungen darauf ab, den Aufbau des Nybomycin-Molekiils und seinen Export
zu verbessern. Dazu gehérten die Uberexpression von nybM und nybV sowie die Deletion der
Regulatorgene nybW, nybX, nybY und nybZ. Alle Anderungen wurden schrittweise in das Chromosom
des Basis-Nybomycin-Produzenten S. albidoflavus 4N24 implementiert, das zuvor durch heterologe
Expression des Nybomycin-Genclusters aus S. albidoflavus subsp. chlorinus gewonnen wurde
(Rodriguez Estevez et al., 2018). Weitere Einzelheiten zum Genotyp der erzeugten Stamme sind in
Stegmuiller et al. (2023) zu entnehmen (dort Tabelle 1).

Dabei erfolgte die Etablierung der gentechnischen Methoden am iSBio in enger
Zusammenarbeit mit PharmBio. Mit den Partnern wurde auch die weitere Optimierung
standig abgestimmt. Neue Erkenntnisse bei PharmBio und CeBiTec in AP1 und AP2
(zum minimalen Nybomycin-Cluster, zur Funktion einzelner Synthese-Gene, zur
Funktionalitat von Promotoren und zur Stoffwechselregulation) flossen iterativ in die

Stammoptimierung ein.

2.1.2.2 Charakterisierung des Nybomycin-Basisproduzenten und erster Mutanten

Als Ausgangspunkt fur die Stammentwicklung wurde die Nybomycin-Produktion im
Basis-Produzenten untersucht. Mannitol wurde als Substrat gewahlt, da es signifikant
héhere Produktmengen als Glukose ermdéglichte, wie es in jingsten Studien auch an
Oxytetracyclin-produzierenden Stammen von S. rimosus beobachtet wurde
(Beganovic et al., 2023). S. albidoflavus 4N24 bildete 860 pug L-1 Nybomycin uber 275
Stunden (Abb. 7A).

Nach der Inokulation begannen die Zellen exponentiell zu wachsen und verbrauchten
dabei Mannitol, Ammonium und Phosphat. Innerhalb von 24 Stunden war das
zugeflhrte Phosphat aufgebraucht. Die Zellkonzentration stieg weiter an, bis das
Mannitol nach 32 Stunden aufgebraucht war, was dann zu einem Wachstumsstopp
fuhrte. Interessanterweise war Nybomycin wahrend der Wachstumsphase
nachweisbar, im Gegensatz zu den meisten Sekundarmetaboliten, die ausschliellich
in der stationaren Phase produziert werden. Der Produktionsstart wurde
wahrscheinlich durch die gleichzeitig auftretende Phosphatlimitierung ausgelost
(Glaser et al.,, 2021b). Insgesamt wurden 20% des Nybomycins wahrend der
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Wachstumsphase gebildet. Die stationare Phase erwies sich als die Hauptphase der
Produktion (80 %).
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Abb. 7. Wachstum und Nybomycin-Produktion in S. albidoflavus 4N24. Die Daten umfassen das
Kultivierungsprofil in Schittelkolben auf minimalem Mannitol-Medium (A) und die Aktivitat des
heterologen PermE*-Promotors im Laufe der Zeit, die mit Hilfe eines fluoreszierenden Reporterstamms
(S. albidoflavus 4N24 PermE* mCherry) und Online-Fluoreszenzmessung (B) bewertet wurde. n=3. Fir
ergadnzende Informationen siehe Stegmuiller et al. (2023).
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Der PP-Stoffwechselweg und, weiter stromabwarts, der SA-Stoffwechselweg lieferten
wie abgeleitet (Abb. 3). den gesamten Kohlenstoff zur Bildung von 2,6-Diaminophenol,
dem Kernstuck von Nybomycin. In einem ersten Schritt von Metabolic Engineering
untersuchten wir das Potenzial, die Versorgung mit Vorstufen Uber den PP-
Stoffwechselweg zu verbessern. Zwei native Gene des PP-Stoffwechselwegs wurden
zur Uberexpression ausgewahilt: tkt (kodiert fiir Transketolase A im reversiblen Zweig)
und zwf2 (kodiert fur Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase im oxidativen Zweig) (Abb.
6). Jedes Gen wurde separat unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors PermE*
(Garcia-Gutierrez et al., 2020) in das Chromosom von S. albidoflavus 4N24 integriert,
was zu den Stammen NYB-1A (4N24 PermE™ tkt) und NYB-1B (4N24 PermE™ zwf?2)
fuhrte. Keine der beiden Mutanten zeigte jedoch eine verbesserte Produktion: NYB-1A
erreichte einen Nybomycin-Titer von 760 pg L', wahrend NYB-1B 860 ug L'
produzierte (Abb. 8).
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Abb. 8. Metabolic Engineering von Streptomyces albidoflavus Del 14 fiir die Produktion von
Nybomycin. Wahrend der Stammentwicklung wurde die Produktionsleistung der erzeugten
Produzenten auf Minimalmedium mit 10 g L-1 Mannitol als einziger Kohlenstoffquelle bewertet. Die
Daten zeigen den endgultigen Nybomycin-Titer (A), wobei der Anteil des wahrend der Wachstumsphase
(hellorange Farbe) und der stationaren Phase (stark orange Farbe) synthetisierten Produkts angegeben
ist. Darlber hinaus ist die maximale volumetrische Nybomycin-Produktivitat, die wahrend des

Prozesses beobachtet wurde, dargestellt (B). n=3.

Als nachstes wurde versucht, den Fluss durch den SA-Stoffwechselweg zu
verbessern. Zu diesem Zweck wurde das Gen arolS187C aus C. glutamicum fur die

heterologe Expression ausgewahlt. Das Gen kodierte fur eine rickkopplungsresistente
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DAHP-Synthase (aro Typ-l DS) aus dem SA-Stoffwechselweg, die bereits erfolgreich
zur Steigerung der Biosynthese aromatischer Aminosauren eingesetzt wurde (Liao et
al., 2001). Der konstruierte Stamm NYB-1C (4N24 PermE™* arolS187C) (Abb. 6)
unterschied sich jedoch nicht in der Nybomycin-Produktion (Daten nicht gezeigt). Es
gab zwei Mdglichkeiten, die etwas Uberraschende fehlende Verbesserung in den drei
Stammen zu erklaren: (i) die Zielgene wurden unzureichend exprimiert und/oder (ii)
die Nybomycin-Bildung war nicht durch das Vorlauferangebot begrenzt. Was den
ersten Punkt betrifft, so ist PermE™ ein bekannter Promotor, der bereits vielfach fur die
Genexpression in Streptomyces eingesetzt wurde (Chen et al., 2012; Huo et al., 2012;
Kallifidas et al., 2018; Lu et al., 2016; Ma et al., 2020; Mo et al., 2019; van Wezel et
al., 2000). Da die Starke von Promotoren jedoch je nach den Bedingungen variieren
kann und eine angemessene Promotorfunktionalitat entscheidend erschient, wurde

PermE* genauer charakterisiert (Abb. 7B).

2.1.2.3 Promotorcharakterisierung

Zur Promotor-Charakterisierung konstruierten wir den Reporterstamm S. albidoflavus
RFP-1 (4N24 PermE* mCherry). Das Konstrukt wurde Uber die phiBT1-
Integrationsstelle in das Chromosom integriert, was zur Expression von mCherry unter
der Kontrolle von PermE* fuhrte. Fur die Integration verwendeten wir denselben Lokus
wie fUr die oben gezeigten genetischen Ziele. Der erhaltene Reporterstamm wurde
online auf Wachstum und Fluoreszenz analysiert. Interessanterweise wurde mCherry
ausschlieBlich wahrend der ersten 40 Stunden der Kultivierung, der Wachstumsphase,
exprimiert (Abb. 3B). Die Fluoreszenz blieb wahrend der gesamten stationaren Phase
unverandert, was eine bisher Ubersehene Abhangigkeit der PermE*-Aktivitat vom
Wachstumsstatus von S. albidoflavus aufzeigte (Myronovskyi und Luzhetskyy, 2016).
In Bezug auf die Nybomycin-Produktion war die Dynamik der PermE*-Aktivitat
ungunstig. Die Verwendung dieses Promotors ermdglichte nicht die gewunschte
Uberexpression der Zielgene wahrend der Hauptphase der Produktion, in der die
kodierte Aktivitat bendtigt worden ware. In einem nachsten Schritt suchten wir daher

nach besseren Promotoren fur die produktionsgekoppelte Genexpression (Abb. 9).
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Abb. 9. Bewertung heterologer Promotoren hinsichtlich ihrer Expressionseffizienz in S.
albidoflavus 4N24 wiahrend des Nybomycin-Produktionsprozesses. Jeder Promotor wurde mit Hilfe
eines fluoreszierenden Reporterstamms und der Online-Erfassung der Fluoreszenz bewertet. Es wurde
ein Satz von acht Promotoren getestet, darunter vier native und vier synthetische Varianten. Als
Reporterprotein wurde in jedem Fall MCherry verwendet (A). Jeder Reporterstamm wurde im Hinblick
auf die Dynamik der Expression auf minimalem Mannitol-Medium in einem miniaturisierten
plattenbasierten Bioreaktor mit Online-Fluoreszenzsensor untersucht (B). Die Daten wurden verwendet,
um die relative Expressionsstarke wahrend des Wachstums (blassrote Farbe) und der stationaren

Phase (stark rote Farbe) abzuleiten (C). n=3. (weitere Informationen siehe Stegmdiller et al. (2023).

Sieben alternative Promotoren wurden ausgewahlt: der Thiostrepton-induzierbare
Promotor PtipA, der eine betrachtliche nicht-induzierte Aktivitat aufweist (Myronovskyi
und Luzhetskyy, 2016), das mutierte PermE*-Derivat P21 (Siegl et al., 2013), der
konstitutive, von Phagen abgeleitete Promotor PSF14 (Labes et al., 1997) und die
deregulierte Promotorvariante PkasOP* und ihre synthetischen Derivate PSP41,
PSP43 und PSP44 (Bai et al., 2015) (Abb. 7A). Jeder Promotor wurde vor mCherry
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kloniert, und die jeweiligen Plasmide wurden in S. albidoflavus integriert, wodurch die
Reporterstamme RFP-2 bis RFP-8 entstanden (Abb. 7A, Tabelle 1). Die Promotoren
unterschieden sich stark in ihrem dynamischen Expressionsmuster (Abb. 7B, 7C).
PtipA schien wahrend der gesamten Kultur inaktiv zu sein, was darauf hindeutet, dass
seine nicht-induzierte Aktivitat im Gegensatz zu friheren Beobachtungen nicht
signifikant war (Myronovskyi und Luzhetskyy, 2016). PSF14 erwies sich als schwacher
als PermE*, im Gegensatz zu dem, was bei S. lividans beobachtet worden war (Labes
et al., 1997), was die Bedeutung einer fallspezifischen Bewertung unterstreicht. P21
war ahnlich stark wie PermE*. Die Aktivitat von P21 und PSF14 war fast vollstandig
auf die Wachstumsphase beschrankt. Keiner der alternativen Promotoren schien die

Versorgung mit Vorlaufern fur die Nybomycin-Produktion effektiv zu ermoglichen.

Dieses Bild anderte sich, als die vier PkasOP*-basierten Promotoren analysiert
wurden. Die beiden Varianten PSP43 und PSP44 erwiesen sich auf der Grundlage der
Endfluoreszenz als dreifach aktiver als PermE* (Abb. 9). PkasOP* und sein
synthetisches Derivat PSP41 waren die beiden besten Promotoren, die die héchste
Gesamtaktivitat (siebenmal héher als PermE*) und vor allem eine konstant hohe
Expression wahrend des gesamten Kulturprozesses aufwiesen, einschliel3lich der
stationaren Phase, in der der grof3te Teil des Nybomycins hergestellt wurde.

2.1.2.4 Optimierung der Nybomycin-Produktion in Stdmmen der 3. bis 6. Generation

Der beste Promotor PkasOP* wurde zur Uberexpression von tkt und zwf2 verwendet,
um die Versorgung mit dem PP-Weg-Zwischenprodukt E4P zu verbessern (Abb. 4B).
Erfreulicherweise akkumulierten die beiden Mutanten NYB-2A (4N24 PkasOP* tkt) und
NYB-2B (4N24 PkasOP* zwf2) 29% bzw. 31% mehr Nybomycin als der Elternstamm,
d.h. 1.070 bzw. 1.095 pg L-1 (Abb. 8). Gleichzeitig konnte die maximale spezifische
Nybomycin-Produktionsrate um bis zu 50 % gesteigert werden (Abb. 9). Diese
Verbesserung war in zweierlei Hinsicht von Bedeutung: Sie zeigte, dass die Synthese
von Nybomycin durch das Angebot seiner zentralen Kohlenstoffkomponente begrenzt
ist, und wies auf den hohen Wert von PkasOP* fur die malgeschneiderte
Genexpression von produktionsunterstitzenden Genen hin.Weitere neuen Mutanten
NYB-2D (4N24 aroGD146N) und NYB-2E (4N24 arolS187C) erzielten einen um 20 %
hoheren Nybomycin-Titer und eine um 15 % hohere Produktivitat (Abb. 8). Ansatze
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zur Uberexpression von nybF und nybV, und sowie zur Deletion von ppc lieferten
keine Verbesserung. Hingegen entkoppelte die Deletion des Regulators nybW die
Produktion vom Wachstumszustand von S. albidoflavus und steigert die volumetrische
Produktivitat in Stammen der finften und sechsten Generation erheblich (Abb. 7, Abb.
8) (siehe dazu Stegmuiller et al. 2023).

2.1.2.5 Maximierte Produktion in Regulator-Mutanten der 10. und 11. Generation

Die in AP3 durchgeflhrten Transkriptom-Analysen entschllsselten schlieRlich die
Regulation des Clusters in den verbesserten Stammen. Daraufhin wurde zu klaren,
der regulatorische Teil des Clusters modifiziert. Konkret wurden die Gene nybWX und
nybWXYZ durch ein Kanamycin-Resistenzgen ersetzt. Die neuen Stamme NYB-8
(4N24 AnybWX) und NYB-9 (4N24 AnybWXYZ) wurden in Mannitol-Minimalmedium
geziuchtet, nachdem die Richtigkeit der eingefiihrten Mutationen durch PCR und
Sequenzierung Uberpruft worden war. NYB-8 akkumulierte 1.990 pg L-1 an
Nybomycin, wahrend NYB-9 2.530 pg L-1 bildete, bis zu dreimal mehr als der
Basisstamm 4N24 (Abb. 8). Offenbar war die kombinierte Eliminierung von nybW plus
nybX oder nybW plus nybXYZ erforderlich, um die naturliche Kontrolle auRer Kraft zu
setzen, wahrend eine einzelne Deletion von nybW, nybX, nybY bzw. nybZ nicht
ausreichte.

Alle gewonnenen Erkenntnisse wurden final zusammengefuhrt. Zu diesem Zweck
wurden die deregulierten Clustermutanten NYB-8 und NYB-9 mit den besten Targets
des Primarstoffwechsels ausgestattet. Die Transformation von NYB-8 und NYB-9 mit
dem integrativen Plasmid pBT1H-kasOP*-nybF-zwf2 fuhrte zu den neuen Stammen
NYB-10 (4N24 AnybWX PkasOP* nybF zwf2) und NYB-11 (4N24 AnybWXYZ
PkasOP* nybF zwf2). Erfreulicherweise produzierten beide Zellfabriken mehr
Nybomycin als jeder andere zuvor erzeugte Stamm (Abb. 8). Bei Tests in Batch-
Kulturen akkumulierte NYB-10 2.510 pg L-1 an Nybomycin, wahrend NYB-11 sogar
3.570 pg L-1 bildete, mehr als das Vierfache von 4N24. Die Zeit bis zum Erreichen des
Spitzentiters betrug bei beiden Stammen ca. 200 h, im Vergleich zu 275 h bei dem

Basisstamm 4N24.
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Damit wurde insgesamt eine Familie hocheffizienter Zellfabriken flr die Synthese von
Nybomycin erzeugt, die im weiteren Verlauf zur Verfahrensentwicklung eingesetzt
wurden (APS).

Weiterhin wurde am iSBio das Substratspektrum von S. albidoflavus durch Metabolic
Engineering erweitert, um Zuckergemische und Algenextrakte umfanglich nutzen zu
kénnen (siehe APG).

Es wurden alle vorgesehenen Meilensteine in AP4 erreicht: MS12, MS13, MS14,
Verbesserte Stdamme der 1., 2. Und 3. Generation. Die Stammentwicklung konnte

dartiber hinaus bis zu Stammen der 11. Generation weitergefiihrt werden.

2.1.3 Fermentationsverfahren im Labormalistab (AP5)

Im Folgenden wurde am iSBio Fermentationsexperimente zur Herstellung von
Nybomycin auf Basis der neu entwickelten Zellfabriken (AP4) durchgefihrt. Als
Kohlenstoffquelle wurde Mannitol gewahlt, das bereits in ahnlichen Verfahren
erfolgreich zum Einsatz kam und zudem den Hauptzucker der spater anvisierten

Produktion aus Algenextrakten darstellte (AP6).

2.1.3.1 Optimierung der Prozessbedingungen

Der verbesserte Stamm S. albidoflavus NYB-6B wurde ausgewahlt, um die Produktion
zu etablieren. Dabei wurde zunachst DNPM-Medium auf Dextrin-Basis verwendet, ein
komplexes Gemisch, das ublicherweise fur die Bildung von Naturprodukten in
Streptomyces gewahlt wird (Ahmed et al., 2020; Estevez et al., 2020; Paulus et al.,
2022), einschlieldlich der friheren Produktion von Nybomycin in S. albidoflavus 4N24
(Rodriguez Estevez et al., 2018).

Beim Wachstum auf einer Formulierung mit 40 g L' Dextrin (DPNM 40) bildete der
NYB-6B-Uberproduzent 4,1 mg L' Nybomycin, fast 60 % mehr als der Basisstamm.
Interessanterweise fand die Produktion hauptsachlich wahrend der ersten

Wachstumsphase statt. Die Verwendung einer erhohten Dextrin-Menge (75 g L)
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fuhrte zu einer verlangerten Produktion und einem endgultigen Nybomycin-Titer von
5,5 mg L (Abb. 10).
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Abb. 10: Wachstum und Nybomycin-Produktion bei Streptomyces albidoflavus NYB-6B auf DPNM-
Medium mit 40 g L-1 (A) und 75 g L-1 Dextrin (B). Der Stamm wurde in Schittelkolben kultiviert. n=3.

Als nachstes untersuchten wir den Stamm auf Minimalmedium mit erhdhtem
Anfangsgehalt an Mannitol (25 g L', 50 g L', 75 g L") und Phosphat (1,0g L', 2,0 g
L', 3,0 g L' (Abb. 8). Der rekombinante Stamm schnitt in allen Versuchsanordnungen
gut ab und erreichte beim hdochsten getesteten Substratgehalt einen Nybomycin-Titer
von 7,2 mg L-1 (7.185 ug L-1), was eine insgesamt 8,3-fache Verbesserung der
Produktion bedeutete. Je hoher die Anfangskonzentration von Mannitol war, desto
langer hielt die Nybomycin-Produktion an und desto héher war der Endtiter. Allerdings

war das Wachstum der Zellen bei Verwendung von 75 g L' Mannitol leicht verzbgert,

27



so dass die Produktion etwa 200 h benétigte. Bei 25 und 50 g L-' Mannitol wurde das
Wachstum nicht beeintrachtigt, und die Biomasse wurde schnell aufgebaut, bis das
Mannitol vollstandig verbraucht war. Dementsprechend wurde der maximale Titer
frher erreicht, was zu einer wesentlich hoheren maximalen Produktivitat fuhrte.
Bemerkenswert ist, dass das Produkt in allen Fallen in Gegenwart von Phosphat
gebildet wurde; die deregulierte Clusterexpression ermdglichte diesen

Produktionsphanotyp.

2.1.3.2 Maximierte Produktion von Nybomycin

Zum Projektende wurden die besten Stamme NYB-8, NYB-9, NYB-10 und NYB-11 auf
Minimalmedium mit 50 g L' Mannitol getestet (Abb. 10). Alle Mutanten zeigten eine
ausgezeichnete Produktionsleistung, wobei der Stamm NYB-11 in beiden
Kulturphasen am besten abschnitt und den hochsten endgultigen Nybomycin-Titer von
12 mg L erreichte. Insgesamt konnte die Produktion von Nybomycin im Vergleich zum
Ausgangsstamm bei hohen Ausgangssubstratgehalten fast um das Funfzehnfache

gesteigert werden. Dabei konnte ein schlankes Medium zum Einsatz kommen.

Es wurden alle vorgesehenen iSBio-Meilensteine in AP5 erreicht: MS 18:
Fermentationsprozess Labormal3stab Basis-Produzent. Das Verfahren wurde
erfolgreich auf verbesserte Stdmme (bertragen und erméglichte die Synthese von 12
mg L' Nybomycin.

2.1.4 Produktion auf Basis von Algenrohstoffen (AP6)

Wie Arbeiten von PharmBio zu Projektbeginn in AP1 und AP2 ergaben, waren neben
S. albidoflavus auch andere Stdmme potenziell zur heterologen Synthese von
Nybomycin geeignet. Neben S. albidoflavus 4N24 wurden fur die Produktion auf den
Extrakten daher auch andere heterologe Wirte auf ihre Nybomycin Produktionsleistung
bewertet. Diese wurden durch PharmBio erzeugt und am iSBio untersucht. Fur die
Untersuchungen wurde das zuvor verwendete definierte, auf Mannitol basierende
Minimalmedium verwendet. Streptomyces sp. Lv1-4 4N24 bildete 2.320 ug L-1
Nybomycin in 250 Stunden Wachstum (Abb. 11), erheblich mehr als S. albidoflavus
4N24.
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Abb. 11: Kultivierungsprofile heterologer Nybomycin-Produzentenstimme. Die Daten

reprasentieren Stdmme S. albidoflavus 4N24 (A), Lv1-4 4N24 (B) und GBA94-10 4N24 (C), die in
kultiviert Die Mittelwerte
Standardabweichungen von drei biologischen Wiederholungen dar.

minimalem  Mannitol-Medium wurden. Daten stellen und

Das zugesetzte Phosphat war nach etwa 56 Stunden aufgebraucht und leitete den
Ubergang zur stationéren Phase ein, bis Mannitol nach etwa 75 Stunden verbraucht
war. Dabei wurde schon wahrend der exponentiellen Wachstumsphase Nybomycin
produziert. Interessant ist, dass mehr als die Halfte (55 %) des gesamten Nybomycins
wahrend dieser Phase gebildet wurde, wahrend nur 45 % wahrend der stationaren
Phase produziert wurde (Abb. 12). Der Stamm 94-10 4N24 produzierte im Vergleich
nur 123 pg L' Nybomycin. Zwischen den drei Produzenten wurden insgesamt grof3e
Unterschiede in Bezug auf Wachstum und Produktion beobachtet (Tabelle 2).
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Tabelle 2. Vergleich von S. albidoflavus 4N24, Lv1-4 4N24 und GBA94-10 4N24.

S. albus 4N24 Lv1-4_4N24 94-10_4N24
marine, marine sponge,
Ukrainian coast Trondheim fjord
Nybomycin [pg L] 859 2,322 123
Cultivation time [h] 250 250 225
Production in % growth ph. 20 55 10
Production in % stationary ph. 80 45 90
spec. growth rate p 0.10 0.04 0.03
Generation time [h] 6.7 15.6 201

S. albidoflavus 4N24 zeigte das schnellste Wachstum. Daruber hinaus war dieser
Stamm leicht zu handhaben und wies nur eine schwache Pellet-Bildung auf, was
Kultivierung und Produktgewinnung vereinfachte. Lv1-4 4N24 zeigte langsames
Wachstum, aber den hochsten Produkttiter. Dabei erwies sich der Stamm bezuglich
Gentechnik als schwieriger in der Handhabung. Die Integration von Fremd-DNA in das
Genom mittels eines Rekombinase-Systems erwies sich im Allgemeinen maoglich.
Weitere Tests ergaben jedoch eine geringere Transformationseffizienz im Vergleich
zu S. albus. Eine Modifikation durch homologe Rekombination mit dem pKG1132hyg
Suizidvektor erwies sich in ersten Versuchen als nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).

Hier sind zukunftig weitere Optimierungen notwendig.

Als Nachstes wurde die Substratverwertung untersucht, da die erwarteten Extrakte
diverse Zucker erhalten sollten und es wichtig erschien, das Potenzial der Stamme zur
mdglichst weitgehenden Nutzung des Kohlenstoffs zu bewerten. LV1-4 und GBA 94-
10 konnten ein breites Spektrum an Zuckern verwerten (Tabelle 3). Allerdings war LV-
14 nicht in der Lage, effektiv Pentosen zu nutzen. Xylose wurde nur langsam
verbraucht, Arabinose konnte durch den Stamm nicht genutzt werden. Auch S.
albidoflavus war nicht in der Lage, Arabinose zu verwerten. Fur die Verwertung
/Xylose-/Arabinose-haltiger Extrakte bedeutete dies, dass zusatzliche gentechnische

Modifikationen notwendig sein warden.
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Tabelle 3. Substratspektrum von Lv1-4 4N24 und GBA94-10 4N24.

“ LV1-4 GBA 94-10

Fresh water Sea water Fresh water Sea water
Glucose Ak il +++ ++
Arabinose - - +++ ++
Fructose +++ +++ + 4y
Galactose +++ +++ +4 ++
Mannitol +++ +++ +++ Ly
Xylose + + ++ ++
Fucose - i . i
Mannose + ++ ++4+ ++
Rhamnose - I i ;

Bei Kultivierung auf einer synthetischen Mischung von Zuckern bestatigte sich das Bild
der breiten Nutzung von Substraten. Bis auf Arabinose und Xylose wurden alle
anderen Zucker effizient verstoffwechselt (Abb. 12). Im Folgenden wurde das
Verhalten des Stammes auf einem Salzwassermedium getestet, dem hdhere Anteile
an Meerwassersalzen zugesetzt waren (Tabelle 4). Auch hier zeigte sich eine effektive
Substratnutzung (Abb. 13).

In weiteren Experimenten mit langerer Laufzeit wurde dann die Nybomycin-Produktion
auf artifiziellem Suf3wasser- sowie auf Salzwassermedium durch den Stamm LV1-4
untersucht (Abb. 14). Der Stamm wurde Uber einen Zeitraum von 9 Tagen inkubiert.
Dabei wurden uber 5 mg/L Nybomycin in SuRwasser- und 4 mg/L in
Salzwassermedium akkumuliert. Bezuglich der Substratnutzung ergab sich das zuvor

gesehene Bild.
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Abb. 12: Kultivierungsprofil des heterologen Nybomycin-Produzenten S. Lv1-4 4N24 auf einer
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Abb. 13: Kultivierungsprofil des heterologen Nybomycin-Produzenten S. Lv1-4 4N24 auf einer

synthetischen Zuckermischung in Salzwassermedium. Die Daten stellen Mittelwerte und

Standardabweichungen von drei biologischen Wiederholungen dar.
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Tabelle 4. Zusatz von Salzen in artifiziellem Meerwassermedium.

Chemikalie

NaCl
MgCl,
MgSO,
CaCl,
KClI

NaHCO3

Konzentration
(g/L)

27.13

2.50

3.38

0.74

0.21

Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass Glukose bevorzugt verstoffwechselt

wurde. Mannose und Galaktose wurde erst nach dem Verbrauch der Glukose von den

Zellen verwertet. Insgesamt war die Produktionsleistung vielversprechend flr die

spatere Nutzung von Algen-Hydrolysaten.
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Abb. 14: Kultivierungsprofil des heterologen Nybomycin-Produzenten S. Lv1-4 4N24 auf einer

synthetischen Zuckermischung in Salzwassermedium. Die rechte Graphik zeigt den Verlauf Giber

die ersten 60 Stunden der Kultur. Die Daten stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei

biologischen Wiederholungen dar.
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Zum Vergleich wurden Stamm Streptomyces sp. 94-10 sowie ein weiteres Isolat (94-
07) auf die Produktion von Nybomycin in Salzwassermedium getestet. Es zeigte sich,
dass keiner der beiden Stamme auch nur im Ansatz an die Leistungsfahigkeit von LV1-
4 herankam (Abb. 15) und unterstrichen dessen Ausnahmestellung.
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Abb. 15: Kultivierungsprofil der heterologen Nybomycin-Produzenten Streptomyces sp. 94-07
4N24 (oben) und 94-10 4N24 (unten) auf einer synthetischen Zuckermischung in
Salzwassermedium. Die Daten stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen

Wiederholungen dar.

Es wurden nun Prozesse zur Extraktion mariner Makroalgen etabliert, um die realen

Rohmaterialen fur den Einsatz zur Nybomycin-Produktion testen zu konnen.
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Getrocknete Algen wurden dazu zunachst mechanisch zerkleinert. Das Algenpulver
wurde dann einer enzymatischen Hydrolyse unterzogen (Hoffmann et al. 2021). Es
gelang die Erzeugung zuckerreicher Hydrolysate aus der Braunalge Himanthalia
elongata, der Rotalge Palmaria palmata und der Grinalge Ulva lactuca (Abb. 16).

Seaweed pre-treament Seaweed extraction
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eiongata |

Enzyme | celucist15L
hydrolysis |+ ViscozymeL filtrate
Ulva
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snc pH55
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|
|
|
|
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|
|
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Abb. 16. Extraktion mariner Makroalgen. Prozessiibersicht und Verfahrensschritte.

Braunalgen lieferten die grof3te Zuckerausbeute und ein Gemisch von Mannitol und
Glucose (Abb. 17). Der Aufschluss der Rotalgen ergab einen Xylose-reichen Extrakt,
wahrend die Grunalge eine Glucose-Xylose-Mischung ergab. Alle Extrakte enthielten
zudem ein breites Spektrum an Aminosauren, die als zusatzliche Nahrstoffe in

Betracht kamen.
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Abb. 17. Extraktion mariner Makroalgen. Ubersicht (iber die dabei gewonnenen Mengen an Zuckern
(links) und Aminosauren (rechts).
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Abschliellend gelang die Produktion von Nybomycin durch LV1-4 auf allen Algen-
Extrakten (Abb. 18). Die Produktion auf dem Braunalgenextrakt war am hdchsten (3.5
mg/L nach 70 etwa Stunden). Dabei wurden die Zuckersubstrate effektiv verbraucht.
Auf dem Rotalgenextrakt wurde wie erwartet Glucose komplett verbraucht, wahrend

Xylose weitgehend ungenutzt blieb.
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Abb. 18. Demonstration der Produktion von Nybomycin auf Basis von enzymatisch gewonnenen
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Es wurden alle Meilensteine in AP6 erreicht (MS18, Produktion von Nybomycin auf

Basis Algenrohstoffe).

2.1.5 Replikation (AP7)

In AP7 sollten die gewonnenen Erkenntnisse und entwickelten Technologien zur
Demonstration des Plattformcharakters der Projektarbeiten flr weitere Anwendungen
repliziert werden. Komplementar zu den Arbeiten bei PharmBio in WP7, die
schwerpunktmafig auf die Synthese eines weiteren Naturstoffes abzielten, wurden am
iSBio weitergehende Studien im Bereich der Nutzung nachhaltiger mariner
Rohstoffquellen fir die Produktion von Wirkstoffen durch andere Bakterienstamme

vorgenommen.

2.1.5.1 Heterologe Naturstoffproduktion aus Algenextrakten mittels S. lividans

Zunachst wurde die Produktion des Insektizids Pamamycin aus einem Algen-
Hydrolysat mit Hilfe des fur die Produktion metabolisch veranderten Stammes S.
lividans AY A8-R2 untersucht. Vorversuche hatten ergeben, dass Pamamycin aus dem

bei erwarteten Hauptbestandteil Mannitol gut zuganglich war (Abb. 19).

Die Braunalge Himanthalia elongata, welche signifikantes kommerzielles Potenzial
aufweist, wurde im Weiteren als Ausgangsmaterial ausgewahlt. Die getrockneten
Algen wurden zerkleinert und mittels enzymatischer Behandlung unter leicht sauren
Bedingungen (pH 5,5) behandelt. Dabei entstand ein wassriges Hydrolysat, das mit
Mannitol (20 mM) und Glukose (14 mM) angereichert war, die beide als

Nebenprodukte des Hydrolyse-Prozesses anfielen (Abb. 20).

Nach Neutralisierung diente das Hydrolysat als einzige Nahrstoff-Quelle fur die
Produktion von Pamamycin. Nach Beimpfung mit dem Stamm AYA8-R2 erfolgte eine
sequenzielle Nutzung der beiden Kohlenstoffquellen. Zunachst wurde Glucose
verbraucht, was zu einem Anstieg der Biomassekonzentration auf 4 g L' fiihrte,

wahrend die gesamte Pamamycin-Produktion 0,02 mg L' erreichte (Abb. 20).
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Abb. 19. Einfluss der Kohlenstoffquelle auf das Wachstum und die Pamamycin-Produktion in S.
lividans AYAB8-R2. Der rekombinante Stamm wurde in Minimalmedium gezichtet, das entweder 30
mM Mannitol (A) oder 30 mM 4-Hydroxybenzoat (4HB) (B) enthielt. Aulerdem ist das Spektrum der
gebildeten Pamamycine flir die mittlere Exponentialphase (72 h) und die stationare Phase (216 h) auf
Mannitol (C) und 4HB (D) angegeben. Die Daten stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von

drei biologischen Wiederholungen (n=3) dar.

In der anschlieRenden Mannitol-Phase setzte sich das Zellwachstum fort, begleitet von

einer beschleunigten Pamamycin-Synthese bis zu einem Titer von 0,7 mg L.

Bemerkenswert ist, dass die beiden unterschiedlichen Kulturphasen zu Variationen im
Pamamycin-Spektrum fuhrten. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Nutzung
von Algen-Hydrolysat als brauchbares Rohmaterial fur die Pamamycin-Produktion aus
S. lividans gezeigt werden konnte, was ein breiteres Potenzial dieser marinen

nachhaltigen Ressource fur die zuklnftige Wirkstoff-Produktion in Aussicht stellt.
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Abb. 20. Herstellung von Pamamycin aus einem Algen-Hydrolysat mit S. lividans AYA8-R2. Das
Hydrolysat wurde aus getrockneten Himanthalia elongata [112] hergestellt (Foto von H. elongate:
Willem VK, Saxifraga) (A). Der rekombinante Stamm wurde auf einfachem Seetang-Hydrolysat
kultiviert, nachdem der pH-Wert auf 7,0 eingestellt worden war (B). Die Pamamycine in der Kulturbriihe
wurden mittels LC-MS/MS analysiert (C). AulRerdem sind die Spektren der Pamamycin-Derivate
wahrend der mittleren exponentiellen Phase (24 h) und der stationaren Phase (96 h) dargestellt. Die

Daten stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei biologischen Wiederholungen (n=3) dar.

2.1.5.2 Etablierung von Streptomyces sp. LV 1-4 als neue marine Naturstoff-Zellfabrik

Da Lv1-4 4N24 offenbar ein effizienter Produzent von Nybomycin war, wurde die
Strategie des Metabolic Engineering, die bei S. albus 4N24 erfolgreich angewandt
wurde, nun auch fur den Stamm Lv1-4 getestet. Zu diesem Zweck wurde das BAC
4N24 AnybW in den Stamm Lv1-4 integriert, was zu Stamm NYB-12A fuhrte.
Anschliellend wurden beide Lv1-4-basierten Stamme in einem modifizierten
Minimalmedium mit 10 g L' Mannitol gezlichtet. Unerwarteterweise zeigten Lv1-4
4N24 und NYB-12A eine massiv verbesserte Nybomycin-Produktion in dem
adaptierten Minimalmedium, mit Titern von 43 mg L' bzw. 53 mg L. Wie bei S.
albidoflavus fuhrte die Deletion von nybW zu einer signifikant verbesserten Produktion
(Abb. 21).
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Abb. 21: Zeitprofile fiir Wachstum und Nybomycin-Produktion von Lv1-4_4N24 Basisproduzent
und gentechnisch verandertem Stamm NYB-12A. Die Daten sind Mittelwerte Werte und

entsprechende Standardabweichungen von drei biologischen Wiederholungen.

Da der Stamm NYB-12A den hochsten Nybomycin-Titer aufwies, wurden die Mannitol-
und Phosphatkonzentrationen angepasst, um den Bioprozess weiter zu verbessern.
Dafur wurden die besten Bedingungen aus dem S. albus-Prozess gewahlt: Mannitol
50 g L', K2HPO4 2 g L' und Mannitol 75 g L', K2HPO4 3 g L-'. Nach 400 Stunden
Wachstum erreichte der Stamm NYB-12A einen Endtiter von etwa 70 mg L™ fir beide
Bedingungen, 50 g L' und 75 g L' Mannitol. Dieser Wert stellt die weltweit bislang

hdchste bekannte Produktionsmenge mittels mikrobieller Synthese dar (Abb. 22).

NYB-12A
Mtl 10 g L™ H-
Mtl 50 g L™ ——
Mtl 75g L™ —

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Nybomycin [mg L]

Abb. 22: Nybomycin-Produktion von Stamm NYB-12A mit verschiedenen Mannitol-
Konzentrationen. Die Daten stellen Mittelwerte und entsprechende Standardabweichungen von drei
biologischen Replikaten dar.
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2.1.5.3 Taxonomische Beschreibung von Streptomyces sp. LV1-4 als neue Art

Aufbauend wurden in Zusammenarbeit mit PharmBio, dem CeBiTec und der
Universitat Lwiw (Ukraine) taxonomische Untersuchen des dort einstmals isolierten
Stammes LV1-4 vorgenommen. Diese ergaben, dass es sich bei dem Isolat um eine

neue, bisher nicht beschriebene Art handelt.

Die Sequenz des 16S rDNA-Gens von Stamm Je 1-4T wurde daflr durch die Partner
am CeBiTec mit der EzBioCloud 16S-Datenbank abgeglichen. Es zeigte die grdlite
Ahnlichkeit mit dem Gen von S. nigrescens NBRC 12894T (99,93 % bis 99,86 %), S.
libani ssp. libani NBRC 13452T (99,93 % bis 99. 86 %), Streptomyces
angustmyceticus NRRL B 2347T (99,93 % bis 99,79 %), Streptomyces tubercidicus
DSM 40261T (99,86 % bis 99,79 %) und Streptomyces lydicamycinicus NBRC
110027T (99,86 % bis 99,72 %). Da sich die 16S-rDNA-Ahnlichkeit allein als
unzureichend fur eine angemessene Klassifizierung erwies, wurde am CeBiTec
zusatzlich eine genombasierte Phylogenie-Analyse mit dem Type Strain Genome
Server (TYGS) durchgefuhrt. Zum Vergleich wurde die Genomsequenz von S.
nigrescens NBRC 12894T, die nicht auf dem Server verfigbar war, mit dem oben
beschriebenen Arbeitsablauf (CP114203, CP114204) bestimmt. Die digitale DNA-
DNA-Hybridisierung (dDDH) der Genomdaten ergab, dass das neue Isolat Je 1-4T
zwar mit S. libani ssp. libani und S. nigrescens verwandt ist, sich aber von beiden
Stammen unterscheidet. Die entsprechenden dDDH-Werte von 66,6 % und 66,7 %
lagen deutlich unter dem Grenzwert (70 %), der fur die Abgrenzung der Arten
verwendet wird (Abb. 23). Interessanterweise ergab die Analyse jedoch, dass S. libani

ssp. libani und S. nigrescens wahrscheinlich die gleiche Art darstellen (dDDH 92,0 %).

Alle drei Stamme wuchsen gut auf den Medien ISP 2, ISP 3, ISP 4, ISP 5 und ISP 7.
Auf dem Medium ISP 6 zeigte LV1-4 ein schlechtes Wachstum, wahrend die beiden
anderen Stamme nicht wuchsen (iSBio). LV1-4 bildete auf allen getesteten Medien
Substratmyzel. Aeriales Myzel wurde auf allen Medien beobachtet, aul3er auf ISP 6.
Im Allgemeinen wurden keine diffusionsfahigen Pigmente nachgewiesen. LV1-4
bildete gerade bis gebogene Sporenketten mit glatter Oberflache, wie

Elektronenmikroskopie-Untersuchungen der Universitat Lwiw ergaben.
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Abb. 23: Phylogenetischer Baum, abgeleitet mit FastME 2.1.6.1 aus GBDP-Distanzen, berechnet
aus Genomsequenzen. Die Zweiglangen sind in Bezug auf die GBDP-Abstandsformel d5 skaliert. Die
Zahlen Uber den Zweigen sind GBDP-Pseudo-Bootstrap-Unterstitzungswerte > 60 % aus 100

Replikationen, mit einer durchschnittlichen Zweigunterstitzung von 87,5 %.

Die am iSBio ermitteln metabolischen Eigenschaften von LV1-4 im Vergleich zu S.
libani und S. nigrescens sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Die Analyse fuhrte zur
Beschreibung von Streptomyces explomaris sp. nov. als neue Art: Streptomyces
explomaris (ex.plo.ma'ris. N.L. gen. n. explomaris, von EXPLOMARE, benannt nach
dem offentlich finanzierten Projekt, das seine taxonomische Einordnung ermdglichte).
Grampositiver, aerober Actinomycet, der ein weit verzweigtes Substrat-Myzel bildet,
das Lufthyphen tragt, die sich in gerade bis biegsame Sporenketten differenzieren. Er
wachst in einem Temperaturbereich von 25 bis 45 °C, optimal bei 25-30 °C. Er wachst
bei einem pH-Wert von 6 bis 8, optimal bei pH 7. Aullerdem zeigt er sich in Gegenwart
von bis zu 2,5 % w/v Natriumchlorid widerstandsfahig. Er produziert alkalische
Phosphatase, Esterase (C4), Esterase-Lipase (C8), Leucin-Arylamidase, Valin-
Arylamidase, Cystin-Arylamidase, saure Phosphatase und Naphthol-AS-BI-
Phosphohydrolase, wie durch den API-ZYM-Test bestimmt. Es verstoffwechselt
Glukose, Mannitol, Fruktose, Xylose, Saccharose, Inositol und Raffinose, ist aber nicht
in der Lage, Cellulose, Arabinose und Rhamnose zu nutzen. Das Peptidoglykan der
Zellwand enthalt LL-Diaminopimelinsaure. Hydrolysate ganzer Zellen enthalten
hauptsachlich Galaktose und Ribose. Das Genom des Typstamms besteht aus einem
linearen Chromosom mit einer Grof3e von 8.866.687 bp und einem G+C-Gehalt von
70,9 %.
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Tabelle 5: Unterschiedliche Stammmerkmale. Stamme 1:LV1-4; 2: S. libani ssp. libani NBRC
13452T; 3: S. nigrescens NBRC 12894T. +, positiv; -, negativ. Alle Stdmme sind positiv fir Glucose,
Mannitol, Fructose, Xylose, Saccharose, Inositol und Raffinose und negativ fir Cellulose, Arabinose
und Rhamnose. DPG: Diphosphatidylglycerin; PE: Phosphatidylethanolamin; PG: Phosphatidylglycerin;
Pl: Phosphatidylinositol; AGL: Aminoglykolipid; APL: Aminophospholipid; AL: Aminolipid; GL: Glykolipid;
PL: Phospholipid.

Characteristic 1 2 3
Cultural
On ISP 2 agar
Growth Good Good Good
Color of colony Cement grey Cement grey Silver grey
On ISP 3 agar
Growth Good Good Good
Color of colony Moss grey Silver grey Silver grey
On ISP 4 agar
Growth Good Good Good
Color of colony Black grey Green grey Green grey
On ISP 5 agar
Growth Good Good Good
Color of colony Cement grey Telegrey Traffic grey
On ISP 6 agar
Growth Sparse None None
Color of colony Beige
On ISP 7 agar
Growth Good Good Good
Color of colony Beige Traffic white Green grey
Carbon utilization
N-Acetylglucosamine + + -
D-cellobiose + - -
Gentiobiose + + -
L-fucose + + -
Optimum growth temperature (°C) 25-30 25-37 25-37
NaCl for growth (%) 0-2.5 0-5 0-7.5
Major menaquinones (%)
MK9 Ha + + +
MK9 He + + +
MK9 Hs - - -
Fatty acids component (%)
is0-C14:0 2.3 3.3 4.3
iso-C1s:0 7 7.4 6.5
anteiso-C1s:0 14.3 13.2 11.6
Cis0 1.2 - -
anteiso-C1s:0 20H 1.4 1.1 -
iso-C16:1 H 2.3 3.1 3.3
is0-C16:0 241 28.3 354
Cie:1 W/7cC 4.0 3.8 3.4
Cie0 5.8 5.2 6.0
is0-C17:1 w/7c 4.5 4.2 3.1
anteiso-C17:1 w/7¢c 4.2 3.6 2.8
iso-C17:0 5.7 5.3 4.4
anteiso-C17.0 15.6 12.5 10.3
Ci7.0 cyclo w/7c 1.3 1.3 1.3
iso-C1s:1 H 1.0 1.1 1.1
Polar lipids DPG, PE, PG, DPG, PE, PG, DPG, PE, PG,
Pl, 2APLs, Pl, 2APLs, PL,  PI, 3APLs, PL,
2PLs, GL GL GL
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2.1.5.4 Metabolic Engineering von S. albidoflavus zur verbesserten Substratnutzung.

Wie gezeigt, konnte S. albidoflavus nicht alle Zucker die potenziell in Algenextrakten
vorliegen, verwerten. Xylose wurde nur schwach abgebaut, Arabinose gar nicht
verwertet. FUr den zukunftigen Einsatz ist jedoch eine moglichst vollstandige Nutzung
der Rohstoffe gewunscht. Vor diesem Hintergrund wurde als Proof-of-Concept zur
Verbesserung des Substratspektrums die Xylose und Arabinose-Verwertung in S.
albidoflavus verbessert. Dazu wurde ein entsprechendes Gen-Cluster erarbeitet,
welches die notigen Stoffwechsel-Enzyme und ein Transportprotein unter Kontrolle
des synthetischen KasOP-Promotors enthielt, konstruiert und im Genom des
Bakteriums eingebaut. Erfreulicherweise konnte der neue Stamm die beiden Pentosen
effektiv nutzen. Xylose wurde deutlich schneller genutzt, Arabinose erstmals als C-
Quelle genutzt werden. In beiden Fallen resultierte daraus eine erhebliche bessere
Nybomycin-Bildung (Abb. 24).
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Abb. 24: Metabolic Engineering von S. albidoflavus 4N24 zur Nutzung von Xylose und Arabinose.
Die Daten zeigen Wachstum und Nybomycin-Produktion des Ausgangsstammes 4N24 (volle Symbole)

und des veranderten Stammes 4N24 ara xyl.

Es wurden alle Meilensteine in AP7 erreicht, sowohl! die erfolgreiche Demonstration
weiterer Naturstoffe (siehe PharmBio) (MS21) als auch die Etablierung neuer mariner
Produktionsstdmme sowie die Ubergreifende Wertschépfung mariner Algenextrakte
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2.1.6 Zusammenfassung

Bemerkenswerterweise zeigen Verbindungen aus der Naturstoffklasse der
Nybomycine eine starke Wirksamkeit gegen resistente Staphylococcus aureus und
Enterokokken in Mausmodellen. DarUber hinaus zeigten Nybomycine eine
antibiotische Wirksamkeit gegen Mycobacterium tuberculosis sowie eine Vielzahl
anderer grampositiver und gramnegativer Bakterien und verschiedene Krebszelllinien,
wahrend das Uberleben normaler menschlicher Fibroblasten nicht beeintrachtigt wird.
Fur die weitere Forschung ist eine ausreichende Versorgung mit diesen Wirkstoffen
erforderlich. Vor diesem Hintergrund konzentrierten wir uns in diesem Teilprojekt auf
die Produktion von Nybomycin, einem neuartigen Antibiotikum marinen Ursprungs mit
kommerziellem Potenzial. Fur Nybomycin existiert bislang kein wirtschaftliches
Herstellungsverfahren. In einem innovativen integrierten Konzept aus Systembiologie,
Metabolic Engineering und Bioprozessentwicklung wurde in diesem Teilprojekt daher
ein effizientes Verfahren zur Nybomycin-Produktion etabliert. Die wahrend der
Entwicklung erhaltenen rekombinanten Stamme wurden sorgfaltig charakterisiert, um
das optimale genetische Set-Up zu identifizieren. Nach mehreren Runden der
Optimierung akkumulierten heterologe Stamme von S. albidoflavus das Zielprodukt
aus Nybomycin auf einem definierten Mannitol-Medium in grélerer Menge. Die
Ubertragung der besten Synthesemodule auf das neuartige marine Isolat
Streptomyces sp. LV1-4 ermoglichte dann eine weitere Verbesserung. In Kombination
mit der Entwicklung eines geeigneten Herstellungsverfahrens konnte die Produktion
auf etwa 70 mg/L gesteigert werden, was den weltweiten Stand der Technik deutlich
ubertrifit und die Weiterentwicklung des vielversprechenden Wirkstoffs deutlich
vereinfacht. Das Isolat Streptomyces sp. LV1-4 wurde mit der Universitat Lwiw
(Ukraine) taxonomisch als neue Art klassifiziert und steht fur weitere Anwendungen in
der Naturstoffproduktion eine interessante Zellfabrik dar. Zudem gelang die
Darstellung von Naturstoffen aus Basis von Algen-Extrakten als nachhaltige Rohstoffe
marinen Ursprungs. Zusammenfassend hat das Projekt erfolgreich die umfassende
nachhaltige Nutzung mariner Ressourcen gezeigt. So wurde biotechnologischen
Produktion mariner Naturstoffe unter Verwendung mariner Streptomyces-Stamme mit
malfdgeschneiderten Synthese-Wegen auf Basis mariner Algenextrakt-Rohstoffe
demonstriert. Die erreichte Leistung setzt einen Meilenstein fur die zukunftigen
industrielle Entwicklung zur Herstellung dieser wichtigen Substanzklassen.
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2.2 Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Die wesentlichen Positionen der Projektfinanzierung waren die Finanzierung von
Personal-, Reise- und Verbrauchsmitteln. Die Arbeiten waren zwischenzeitlich
verzogert, konnten aber mit einer angepassten Arbeitsplanung und einer ermoglichten
kostenneutralen Verlangerung der Laufzeit um 6 Monate wie vorgesehen durchgefuhrt

werden. Alle Meilensteine wurden dabei erreicht.

Alle Projektmittel wurden sachgerecht und 2zweckgebunden verbraucht. Die

Abrechnungen im Detail sind dem Verwendungsnachweis zu entnehmen.

2.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die geleistete Arbeit war zur Erreichung der Projektziele notwendig und angemessen.

2.4 Voraussichtlicher Nutzen

Das Projekt zielte auf die nachhaltige, biotechnologische Produktion des Antibiotikums
Nybomycin ab, das kommerzielles Potenzial fur pharmazeutische und medizinische
Anwendungen besitzt. Dazu wurden neuartige, innovative Verfahren auf Basis
rekombinanter Streptomyces-Stamme entwickelt. Die geleistete erfolgreiche Arbeit -
Technologien, Stamme, Verfahren stellt eine exzellente Situation dar, um diesen
vielversprechenden  Wirkstoff  weiterzuentwickeln. Durch die erfolgreiche
Demonstration der Nutzung von Algenextrakten als Rohstoff wurde daruber die Briicke
zur aufstrebenden Entwicklung im Bereich Ocean Farming in Deutschland und Europa
geschlagen, was einen wichtigen Beitrag fur die Etablierung einen nachhaltigen
Wirkstoffproduktion darstellt. Gleichzeitig konnte mit S. albus LV1-4 ein neuer
vielversprechender mariner Stamm flr die Naturstoffproduktion eingehend
charakterisiert und nutzbar gemacht werden. Dies verspricht, die zukinftige

ErschlieBung mariner Substanzklassen voranzutreiben.

Mit den erzielten Erkenntnissen wurde die Expertise am iSBio im Bereich
Wirkstoffforschung gezielt weiterentwickelt. Die verschiedenen Forschungslinien
sollen zukunftig am iSBio weiterverfolgt werden. Wir gehen davon aus, dass wir im

Anschluss an das Projekt weitere Arbeiten hochrangigen Journalen publizieren
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konnen. Gleichzeitig war das Projekt durch seine hohe Interdisziplinaritat von grofem
Nutzen fir die Ausbildung des wissenschaftlichen Nachwuchses. Damit ist der Nutzen

aus diesem Projekt insgesamt als sehr hoch einzuschatzen.

2.5 Fortschritt auf dem Gebiet bei anderen Stellen

Wahrend der Durchfuhrung sind dem Zuwendungsempfanger keine relevanten
Ergebnisse bei anderen Stellen bekannt geworden.

2.6 Veroffentlichungen
2.6.1 Wissenschaftliche Veroffentlichungen

Julian Stegmdller, Marta Rodriguez Estévez, Wei Shu, Lars Glaser, Maksym
Myronovskyi, Christian Ruckert, Jorn Kalinowski, Andriy Luzhetskyy und Christoph
Wittmann (2023) Systems metabolic engineering of Streptomyces albidoflavus at the
level of primary and secondary metabolism enhances the production of the reverse
antibiotic nybomycin. Metab. Eng. 81: 123. Open Access:
https://doi.org/10.1016/j.ymben.2023.12.004.

Kyoyoung Seo, Wei Shu, Christian Rlckert-Reed, Patrick Gerlinger, Tobias J. Erb,
Jorn Kalinowski und Christoph Wittmann (2023) From waste to health-supporting
molecules: Biosynthesis of natural products from lignin-, plastic- and seaweed-based
monomers using metabolically engineered Streptomyces lividans. Microb. Cell Fact.
22:262. Open Access: https://doi.org/10.1186/s12934-023-02266-0.

2.6.2 Geplante Veroffentlichungen

Wei Shu, Christian Ruckert-Reed, Oleksandr Gromyko, Stepan Tistechok, Jorn
Kalinowski, Andriy Luzhetskyy, and Christoph Wittmann. Description of Streptomyces
explomaris sp. nov., isolated from the coastal soil rhizosphere of the Crimean
Peninsula, and reclassification of Streptomyces libani Baldacci and Grein 1966
(Approved Lists 1980) as later heterotypic synonym of Streptomyces nigrescens
(Sveshnikova 1957) Pridham et al. 1958 (Approved Lists 1980). In Vorbereitung.
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Weiterhin sind im Anschluss Manuskripte zur verbesserten Produktion von Nybomycin
in S. albus LV-1-4 sowie zur nachhaltigen Nybomycin-Produktion auf Basis von
Algenrohstoffen geplant. Diese Arbeiten sollen bis Ende 2024 bzw. Anfang 2025
fertiggestellt und eingereicht werden.

2.6.3 Dissertationen

Stegmuller J. (2024) Metabolic engineering of Streptomyces albus for enhanced
production of the reverse antibiotic nybomycin. Dissertationsschrift. Universitat des

Saarlandes.

2.6.4 Geplante Dissertationen

Shu W (2024) Sustainable production of the reverse antibiotic nybomycin.
Dissertationsschrift. Universitat des Saarlandes. In Vorbereitung.

Seo K (2024) Natural products from renewable resources: a systems approach to
harness Actinobacteria. Dissertationsschrift. Universitdt des Saarlandes. In

Vorbereitung.
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