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Titel der Brfindung

Mittel zur Phagenhemmung in mikrobiellen Produktionsprozessen

Anwendungsgebiet der Brfirndung

Die Erfindung bezieht sich auf die Stabilisierung der Produk-
tion in phagengef&@hrdeten biotechnologischen Prozessen, so-
weit diese unter Verwendung oder Gewinn von prokaryontischen
Organismen (Bakterien, Cyanobakterien) betrieben werden.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

MaBnahmen zur Verringerung oder Aussetzung des Phagenrisikos

in mikrobiologisch-biotechnologischen Prozessen, die in zu-
nehmendem MaBe vor allem zur Stoffproduktion, Substanzwand-
lung und Erzeugung von Biomasse genutzt werden, kommt erheb-
liche Bedeutung zu. Phageninfektionen und ihre negativen Aus-
wirkungen in bakteriellen Produktionsverfahren koOnnen mit
gewisser Sicherheit durch aseptische ("sterile™) Fermentation
vermieden werden, Vegen der damit verbundenen betridchtlichen
Kosten kann ein solches Verfahren nur fir Produkte, bei denen
¢in hoher Preis tolerierbar ist (z. B. Antibiotika) angeweﬁ-
det werden. Dariiber hinaus sind auch in Sterilverfahren Phagenein
briiche, z. Be. durch technische Mé&ngel oder lysogene Bakterilen-
stdmme, die Phagen in Form von Prophagen in den Bakterienzellen
selbst enthalten, moglich.

Eine weitere loglichkeit zur Verringerung des Phagenrisikos
besteht in der Gewinnung und Nutzung von Bakterien-lMutanten,
‘die sich durch Resistenz gegeniiber einem oder méhreren Phagen

-
]

guszeichnen., Die Grenzen dieser Methode liegen darin,



. = daB es keine Resistenz gegen alle Phagen eines Bakterien-
gtammes gibt,

- daB die resistenten Mutanten zumeist keine Hochleistungs-
stémme sind,

- und daB die Phagen ihrerseits wieder mutieren und somit
die Resistenz der Wirtsorganismen durchbrechen kdnnen

(ze B. S. Seto, T. Osawa und S. Yamamoto, Agre. Biol. Chem.
2, 261 = 266, 1968; T, Oki und A, Ogaki, Agr. Biol. Chem.
2, 320 - 328, 1968).

Ansalog Zur Virus-Chemotherapie bzw., -prophylaxe bei anderen
Organismen ist auch fiir Mikroorganismen die direkte Bek#mp-
fung der Phagen mittels geeigneter Chemikalien vorgeschla-
gen worden, Diese hat‘jedoch bisher ebenfalls nur zu Teilerfol=-
gen gefiihrt, Beispiele dieser Art sind der Einsatz von
Calcium-bindenden bzw., chelatisierenden Substanzen, reduzie-
renden Chemikalien, Basenanaloga, Aminosduren, Antibiotika
oder anderen Verbindungen gegen Phagen, die als Schadfakto-
ren bei der mikrobiellen Herstellung von Aceton und Butanol,
Aminosduren, Nukleins&éuren, Antibiotika, Milchprodukten, Bio-
masse u., a. aufgetreten waren (Ubersicht bei V. Rudolph,
Process Biochem, 1978, S. 16 u. 26; weitere Beigpiele: N.
Kashima et al., Agr. Biol. Chem. 40, 41 - 47, 1976; H.

Lipavsk% et al., Folia microbiol. 23, 60 - 63, 1978), Der
| generellen Anwendung solcher Mittel steht entgegen, daB die Sub=
gtanzen in der phagemwirksamen Konzentration auch die Bakte-
rienvermehrung des Produktionsstammes selbst hemmend beeinflus=
sen kénnen, Ein weiterer Nachteil bestebt in der Phagenspezifi-
tat der Mittel. Die aufgefiihrten Verbindungen wirkten jeweils
nur gegen einen oder wenige biotechnologisch bedeutsame
Phagen, Beispielsweise hat das als Phageninhibitor fir Bacil=-
lus subiilis angegebene Indol (T. Ukita und K. Kusai, Jap.
Pat. No. 32 - 1097, 1957) nach eigenen Untersuchungen keinen
Einflus8 auf die Vermehrung von PZ-Phagen in einem Produk-
tionsstamm dieser Bakterienart, Auch die inzwischen entwickel-
ten Phageninhibitoren mit breiterem Wirkunsspekirum (B. Kiesel
et al,, DD-¥AP 33417} , 1981; |



'

} gind nicht in allen potentiell mglichen
Produktionsstimmen anwendbar und nicht gegen die Gesamtheit
aller Phagen wirksam. Die selbstidndig oder im Rahmen inte-
grierter MaBnahmen anzuwendende Chemoprophylaxe bzw. -thera=-
pie phagaler Infektionen in mikrobiellen Produktionsprozessen
erfordert daher eine moglichst umfangreiche Palettie unfer-
schiedlicher Phageninhibitoren.

Ziel der Erfindung

Es ist das Ziel der Erfindung, das bei mikrobiellen Produk-
tionsverfahren bestehende Phagenrisiko und die damit verbun-
denen Produktionsausfiélle bzw., -minderungen durch den Ein-
satz neuartiger chemischer Phageninhibitoren zu verringern,
die sich von den bisher bekannten in ihrem Wirkungsspektrum
unterscheiden, vor allem indem sie sowohl gegen Desoxyribo-
nukleinssure (DNA) - Phagen als auch gegen Ribonukleinséure
(RNA)-Phagen vieler Wirtsorganismen wirksam sind, so da8

bei gleichzeitiger Wirtsvertriglicbkeit eine umfassendere
Anwendung in der Biotechnologie als selbsténdige Mafinahme
wie auch im Rahmen integrierter antiphagaler Regimes mdglich
iste

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, chemische Wirk-
gtoffe einzusetzen, die aufgrund ihrer chemischen Konstitu-
tion die Phagenvermehrung hemmen ohne die Wirtsorganismen
(Produktionsstémme) zu beeintréchiigen, hierdurch eine anti-
phagale Prophylaxe hzw, Therapie ermsglichen und die Ertrige
von mikrobiellen Wachstums- und Syntheseprozessen stabili-
sieren, Die chemischen Wirkstoffe sollen ein breites Wir-
kungssprektrum gegen unterschiedliche Vertreter sowohl der
DNA- als auch der RNA-Phagen aufweisen und damit einen phagen-
gefdhrdeten Produktionsstamm vor unterschiedlichen Schad-
phagen und ggf. auch deren Mutanten wirksam schiilzen, Dariiber
hinaus sollen entsprechende Inhibitoren auch zum Schutz un-
terschiedlicher mikrobieller Produktionsprozesse einsetzbar.:
sein,



" Die Aufgabe wird erfindungsgeméf dadurch geltst, daB
zur Phagenbekémpfung in mikrohiologisch-technischén
Produktionsprozessen Mittel verwendet werden, die Ver-
bindungen der allgemeinen Formeln
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enthalten, wobei Y = 0, S; Z = =-NH-, -N—R3 bzw, -N (R,, R5);
X = komplement&res Anion; R1 = =H oder Alkylreste; R2 = Alkyl=-
gubstituenten; R3 = =H bzw, Alkylreste oder Acyl-, Sulfuryl-,
Phosphoryl- oder Phosphonylreste; R4, R5 = gleiche oder ver-
schiedene Alkylreste. Ar kann fir den Benzenring oder ver-
schieden substituierte Arylreste und Het fir substituierte
und unsubstituierte Hetarylreste stehen. m = 2; n = 4,5 und
6; p=1, 2, Im Falle von R1 = -H kdnnen die optischen Anti-
poden oder auch die Racemate zum Einsatz kommen, Die Verbin-
dungstypen (I), (III), (V), (VII), (IX) und (XI) konnen als
freie Bagsen oder in Salzform angewendet werden,

Die Verbindungen ktnnen zusammen mit Losungsvermitilern und/
oder weiteren Formulierungshilfsmitteln angewendet werden.
Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, wenn der Wirkstoffge-
halt 50 bis 95 % des Mittels ausmacht.



- Die erfindungsgeméBen Verbindungen der allgemeinen Formeln
(I) bis (XII) zeigen in unterschiedlichen Phagen/Prokaryon-
ten-Systemen antiphagale VWirkungen, z., B. in den DNA-~Phagen-
Systemen

PZ-4  /Bacillus subtilis,
PZ-B  /Bacillus subtilis

2 /Escherichia coli C 600
LPP-1 /Plectonema boryanum

und den RNA-Phagen-Systemen

M 12 /Escherichia coli W 1665 F* und
Q8 /Bscherichia coli AB 301.

Un die Schadwirkung von Phagen in Fliissigkulturen (Fermenta-
tionsbrilhen) von Bakterien-Produktionsstédmmen (Stagnieren
bzw, Abnahme der Zellkonzentration) aufzuheben, werden die.
Mittel in solchen Mengen den Kulturmedien zugesetzt, das
gich eine Wirkstoffkonzentration von 107° bis 1073 g/ml
ergibt.

Augfiihrungsbeispiele

Zur Kennzeichnung der antiphagalen Eigenschaften der erfin-
dungsgeméBen Verbindungen wurde der Plaquehemmtest mit Agar-
kulturen in der Variante des Diffusions~-Lochplattentesis ein-
gesetzt, Beli der Auswahl der Testsysteme wurden moglichst
unterschiedliche Phagen beriicksichtigt: virulent oder tempe-
rent, Zugehdrigkeit zu unterschiedlichen morphologischen
Gruppen, Nukleinsduretyp DNA oder RNA, zur Phagenvermehrung
notwendige Wirtsorganismen grampositiv oder gramnegativ,
ihre Ern@bhrungsweise heterotroph oder autotroph. Dabei wur-
den auch in biotechnologischen Prozessen als Schadfaktoren
aufgetretene Bakteriophagen mit einbezogen.

Es fanden im wesentlichen die folgenden DNA-Phagen/Wirt-Sy=-
gteme Verwendung:

PZ-A /Bacillus subtilis



Phage virulent ("pseudotemperent"), morphologi-
sche Gruppe C, Wirt grampositiv, heterotroph;
Produktionsstamm

~ PZ-B / Bacillus subtilis

Phage virulent, morphologiscbe Gruppe 4,
Wirt grampositiv, heterotroph; Produkiionsstamm

A / Escherichia coli C 600

Phage temperent, morphologische Gruppe B,
Wirt gramnegativ, heteroiroph

LPP-1 / Plectonema boryanum

Phage virulent, morphologische Gruppe C
Wirt gramnegativ, photoautotroph; Cyanobakterium

Dariiber hinaus wurden folgende RNA-Phagen/Wirt-Systeme in die
Untersuchungen einbezogen:

M 12 / Escherichia coli W 1665 F¥

Phage virulent, morphologische Gruppe E, serologische
Gruppe I, Wirt grammegativ, heterotroph

Q8 / Escherichia coli AB 301

Phage virulent, morphologische Gruppe E, serologische
Gruppe III, ,
Wirt gramnegativ, bheterotroph.

.Der Plaquehemmtest wurde als Agardiffusions-Lochtest ausge-
fihrt. Zur Herstellung der Doppelschichtplatten wurde der noch
fliissige Deckschichtagar bei 48 ¢ mit Phagen und Wirisorganis-
men beimpft und auf die bei 37 °Cc fiir 30 min vorgetrocknete
Grundschicht aufgegossen, In die Ndhrbdden wurden nach ihrem
Erstarren Locher von 10 mm Durchmesser gestanzt und mit 0,05 ml
einer O,1molaren, in einigen Féllen auch 1%igen Losung der
Testsubstanzen gefiillt. Nach einstiindiger Diffusionszeit bel

Zimmertemperatur wurden die Platten inkubiert (PZ-Phagen beil
28 °C, A, M 12 und QB bei 37 °C und LPP-1 bei 25 °C und



1400 1x), Durch die Diffusion der Testverbindungen im Agar-
subsirat bildet sich in radialer Richtung ein Konzentra-
tionsgradient aus, in dessen wirksamen Bereichen eine
Phagenhemmung als plaquelfreie Zone bzw. Zone mit weniger
und/oder kleineren Plaques erkannt werden kamm, Die Aug-
wertung erfolgte durch Ausmessen der radialen Breiten
dieser Plaquehemmzonen, Alle Ans&dtze bestanden aus drei

bis finf Parallelen und wurden meist mehrfach wiederholt.
Die in der beschriebenen Weise durchgefiibrten und ausge-
werteten Versuche zeigen, dafl die erfindungsgeméfBen Ver-
bindungen in den unterschiedlichen Testsystemen beachiliche
Plaquebemmzonen (also Bereiche mit Hemmung der Phagenver-
mehrung) hervorrufen und somit antipbagal gegen sehr unter-
schiedliche DNA-Phagen und auch RNA-Phagen wirken., In den
Beigspielsreihen 1 bis 3 sind einige diesbezligliche Ergeb=-
nigse mit DNA-Phagen und in Beispielsreihe 4 solche mii
RNA-Phagen zusammengefalt wiedergegeben.

Die angefiihrten Beispiele zeigen, daB viele der erfindungs-
gemdBen substituierten Piperidinoacetanilide, z. B.
Piperidinoacetanilidhydrobromid und 4-Fluor-piperidino-
acetanilid=hydrochlorid, gegen zahlreiche Phagen wirksam
gind, Aus der zum Teil beachtlichen Breite der Hemmzonen
geht unter anderem hervor, daB sich die antiphagale Wirkung
dieser Verbindungen iiber einen grdBeren Konzentrationshereich
erstreckt, Damit sind wichtige Vorbedingungen filir den Ein-
satz zur Stabilisierung mikrobiologisch-biotechnologischer
Produktionsprozesse erfiillt.



Beigpielsreihe 1

Antiphagale Wirksamkeit erfindungsgemifer Verbindungen ge-
gen PZ-A- und PZ-B-Bakteriophagen im Lochtest mit Bacillus
~ subtilis

Verbindung Plaquehemm=-

zone
(radiale Aus-
dehnung in mm

PZ2-4 PZ~-B
Piperidinoacetanilid~hydrobromid 6,3 - 3,0
3=Fluor-piperidinoacetanilid-hydrochlorid 3,7 3,0
4~Fluor-piperidinocacetanilid-hydrochlorid 5,3 5,7
3=-Chlor-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 3,0 2,7
3-Chlor—piperidinoacetanilid-hydrobromid 10,0 7,0
3-Trifluoromethyl-piperidinoacetanilid-hydro- :

chlorid 6,7 8,7
3-~Ethoxy~-piperidinoacetanilid~-hydrochlorid 2,7 3,7
4-Ethoxy-piperidinoacetanilid-hydrochlorid 3,0 0
3-Nitro-piperidinoacetanilid-hydrochlorid 2,7 3,3
4-Nitro-piperidinoacetanilid-hydrochlorid 3,7 5,7
2-Chlor-(N-methyl)-piperidincacetanilid-jodid 1,7 1,7
4=Methyl=(N-methyl)-piperidinoacetanilid-jodid 3,0 5,7
Morpholino-acetanilid-hydrobromid -0 2,0
4=-Brom-piperidinoacetanilid . 3,7 0
4=Nethyl-(N-methyl)-morpholinium-acetanilid-

' Jjodid 6,7 0
Piperidino-acet-2-aminobenzaldehyd . 4,7 1,7
| N-CH-CO-NH-Z_ \-Br o 1,3
CH3

Beispielsreihe 2

Antiphagale Wirksamkeit erfindungsgemédfer Verbindungen gegen A
Bakteriophagen im Lochtest mit Escherichia coli



it

Verbindung Plaquehemmzone -

(radiale Aus=-
debnung in mm)

3=-Chlor~piperidinoacetanilid-hydrobromid

4,7
4=Jod=-piperidinoacetanilid-hydrochlorid 1,7
3=Methyl=-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 1,3
2=-Methoxy-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 1,0
3=Methoxy=-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 2,3
3-Ethoxy-piperidinocacetanilid-hydrochlorid 1,0



 Beispielsreihe 3

12

Antiphagale Wirksamkeit erfindungsgemédBer Verbindungen
gegen LPP-1-Cyanophagen im Lochtest mit Plectonema boryanum

Verbindung

Piperidinoacetanilid~hydrochlorid
Piperidinoacetanilid-hydrobromid
2=Fluor-piperidinoacetanilid-hydrochlorid
4=Fluor-piperidinoacetanilid~hydrochlorid
B-Jod-piperidinoacetanilid-hydrochlorid
4-Jod-piperidinoa¢efanilid-bydrocblorid
2-Trifluoromethyl-piperidinoacetanilid-
hydrochlorid
3-Methyl-piperidinoacetanilid-~hydrochlorid
3=Methyl-piperidinoacetanilid-hydrobromid
2~Methoxy~piperidinoacetanilid~hydrochlorid
3=-Methoxy-piperidinoacetanilid-hydrochlorid
4~Methoxy-piperidinoacetanilid-hydrochlorid
3=Ethoxy~piperidinoacetanilid~hydrochlorid
4-Ethoxy-piperidinoacetanilid~hydrochlorid
3=Nitro-piperidinoacetanilid-hydrochlorid
2=-Chlor~-(N-methyl)~-piperidinium~acetanilid-
' jodia

Plaquehémmzone

(radiale Ausdeh-
nung in mm)

plaquefrei weniger

u./oder
kleinere -
Plaques
T,3 0
6,3 12,0
18,7 3,0
16,0 6,0
9,0 0
12,0 0
6,7 4,0
22,0 0
20,7 0
9,7 0
20,0 5,0
16,7 0
17,0 4,7
19,7 5,0
14,3 0
5,7 0



Beispielsreihe 4

Antiphagale Wirksamkeil erfindungsgeméfBer Verbindungen gegen
M12- und QB-Bakteriophagen im Lochtest mit Escherichia coli

Verbindung Plaquehemmzone

(radiale Aus=-
dehnung in mm) -

ma 08
Piperidinoacetanilid~-hydrochlorid 4,0 4,0
Piperidinoacetanilid-hydrobromid ; 4,5 4,0
2-PFPluor-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 3,0 3,0
3=Fluor-piperidinoacetanilid-hydrochlorid 2,5 2,5
4=Fluor-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 3,0 2,5
3=Trifluormethyl-piperidinocacetanilid~-hydro~ 5,0 4,0

' - chlorid '

3~Methyl-piperidinoacetanilid~-hydrobromid 2,5 2,5
3=-Methoxy=-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 3,0 3,0
4~Nitro-piperidinoacetanilid~hydrochlorid 4,0 3,0
Piperidinoacet-(4-pyridino)amig 3,0 3,5
4=Brom~-piperidinoacetanilid 3,5 2,0

I:)N-CH-CO-NH-<—>-B1' 2,5 O

CH3 -
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Erfindungsanspriiche

1. Mittel zur Bakteriophagen— bzw, Cyanophagenbekémpfung
in mikrobiologischen Produktionsprozessen, gekennzeich-
net dadurch, daB antipbagale Wirkstoffe der allgemeinen
Formeln (I) bis (XII)

Ry
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(X) y/ g-cH-co-mH-Ar } xP(=)
N\~ (cB,) R,

e (CH2)5\\ 31
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N\~ (cH,) |
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(XII) 2 N-CH-CO-NH-Het } 3£ (=)
- (cH,) R,

o ,
wobei Y = 0,5; Z = =NH, -?IH-R3 bzw, -N R4,R5); X = komple-
mentédres Anion; R1 = =H oder Alkylreste; R2 = Alkylsubsti=-
tuenten; R3 = =H bzw, Alkylreste oder 4cyl-, Sulfuryl-,
Phosphoryl oder Phosphonylreste; R4, R5 = gleiche oder ver-
schiedene Alkylreste bedeuten; Ar fir den Benzenring oder
verschieden substituierte Arylreste und Het fiir substi-
tuierte oder unsubstituierte Hetarylreste steben, m = 2;
n=4, 5und 6; p=1, 2 sein konnen, zusammen mit tblichen
Hilfs~ und Trigerstoffen enthalten sind.

2, Mittel nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB die an-
tiphagalen Wirkstoffe einzeln oder in beliebiger Kombi-
nation miteinander vorliegen.

3. Mittel nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB
die Wirkstoffkonzentration im Mittel zwischen 1 und 99 %
liegt.

4, Mittel nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, das
Losungsvermittler und/oder Formulierungshilfsmittel
enthalten sind,
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