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Ein schlafendes Ungeheuer

Tuberkulose (TB) ist die am weitesten
verbreitete und hartnickigste bakterielle
Infektionskrankheit.") Etwa zwei Milliar-
den Menschen tragen den latenten und
duflerst widerstandsfihigen Keim Myco-
bacterium tuberculosis in sich, der jedes
Jahr 1.7 Millionen Todesfille — iiberwie-
gend in Entwicklungslindern - verur-
sacht.”) Doch auch in den Industrielindern
erkranken immer mehr Menschen an Tu-
berkulose, weil ihr Immunsystem durch
Immunsuppressiva, Drogenkonsum oder
AIDS geschwicht ist.’! Gerade HIV und
TB sind ein sich gegenseitig beschleuni-
gendes und deshalb todbringendes Duo.
Multiresistente Varianten von M. tuber- 0
culosis (MDR-TB und XDR-TB)¥ erfor-
dern dringend neue und effektivere Medi-
kamente.”) Die Evolution der Resistenz
lebensbedrohlicher Humanpathogene ist
sorgfiltig dokumentiert, und Experten ha-
ben wiederholt vor einer globalen Krise des
Gesundheitswesens gewarnt.! Ein weiterer Beleg fiir die
Gefahr sind stetig zunehmende Infektionen mit Methicillin-
resistenten Staphylococcus-aureus-Keimen (MRSA). Die
Sterbezahlen in den USA iibersteigen schon deutlich die Zahl
der HIV-assoziierten Todesfille.®

Die Rifamycin-Antibiotika (Schema 1), speziell Ri-
fampicin (2), Rifapentin (3) und Rifabutin (4), sind eine
Hauptkomponente der international empfohlenen TB-The-
rapie (, first-line therapy“).”’] Rifamycine binden selektiv an
die RNA-Polymerase (RNAP) von Bakterien und blockieren
so deren Transkription. Eine allosterische Bindung nahe am
aktiven Zentrum des mikrobiellen Enzyms verhindert dabei
die Verldngerung der naszierenden RNA.' Neben den Ri-
famycinen sind keine weiteren Inhibitoren der bakteriellen
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Schema 1. Natiirliches Rifamycin SV (1) sowie die semisynthetischen Rifamycine Rifampi-
cin (2), Rifapentin (3) und Rifabutin (4) sind klinisch zugelassene Inhibitoren der DNA-
abhingigen bakteriellen RNA-Polymerase.

RNAP fiir die klinische Behandlung zugelassen. Unsachge-
mile Anwendung von Antibiotika hat Rifamycin-resistente
Mykobakterienstamme begiinstigt und so eine erfolgreiche
TB-Therapie betriachtlich behindert.

Von der Natur lernen

In der Ausgabe vom 17. Oktober 2008 der Zeitschrift Cell
beschreibt ein Forscherteam um Eddy Arnold und Ri-
chard H. Ebright den genauen Mechanismus der Inhibition
bakterieller RNAP durch das natiirliche a-Pyron-Antibioti-
kum Myxopyronin A (5).'"] Diese Arbeit erweitert unser
grundlegendes Verstindnis der Feinmechanik und Wir-
kungsweise von Antibiotika und hat grofe Bedeutung fiir die
chemische Konzeption kiinftiger Therapieansétze.

WILEY )
7 InterScience*®

3447



Highlights

3448

Die DNA-abhingige RNAP katalysiert die lebenswichti-
ge Transkription. Dank der gemeinsamen Abstammung
kommen RNAPs in allen Lebewesen vor. Bakterielle RNAP
ist essenziell fiir das Wachstum der Mikroben und hochkon-
serviert bei Gram-positiven wie Gram-negativen Bakterien.
Trotz struktureller und funktioneller Gemeinsamkeiten zei-
gen prokaryotische und eukaryotische RNAPs aber unter-
schiedliche Eigenschaften und nur geringe Sequenzhomolo-
gie."”! Selektive Inhibitoren der bakteriellen RNAP sollten
somit von Sdugern gut vertragen werden. Diese Eigenschaf-
ten und die klinische Erfahrung mit den Rifamycinen machen
die bakterielle RNAP zu einem der seltenen — zwar klinisch
validierten, jedoch kaum genutzten — Targets fiir die anti-
bakterielle Breitspektrumstherapie.””!

Die Funktion bestimmt die Form

Der Transkriptionsvorgang durchléduft drei Stadien — In-
itiation, Elongation und Abbruch — und bedingt die Krab-
benscheren-Form des RNAP-Transkriptionsapparats (Abbil-
dung 1). Das Kernenzym bakterieller RNAP besteht aus fiinf
Proteinuntereinheiten, o,pf'w, und einem zusitzlichen, leicht
abtrennbaren o-Faktor. Die (- und f’-Doménen sind die
Scherenzangen und bilden das Mg*"-haltige aktive Zentrum.
Die Zangen 6ffnen und schlieBen sich durch eine 30°-Dre-

geschlossen

Scharnier

s

geschlossen

Transkriptions-Initiation

DNA-Bindung

Abbildung 1. Struktur und Funktion der bakteriellen RNA-Polymerase.
Die RNAP-,Krabbenschere* 6ffnet und schlielt sich durch eine 30°-
Drehung der gréReren f'-Zange (,,clamp*) um das Scharnier (,,hin-
ge"). Myxopyronin A (5) blockiert dieses Drehgelenk und verhindert so
die Initiation der Transkription.
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hung der groBeren f'-Untereinheit um die als Scharnier fun-
gierende Switch-Region. Die offene Form kann doppel-
stringige DNA im aktiven Zentrum (Durchmesser ca. 20 A)
binden. Die DNA wird von den Zangen umschlossen, und die
Transkription beginnt (Initiation).' Nun wandert die RNAP
das DNA-Templat entlang und synthetisiert die komple-
mentire Boten-RNA. Zuerst erkennt die RNAP ein passen-
des Nucleotid durch komplementéire Basenpaarung mit dem
DNA-Templat, im zweiten Schritt baut sie das Nucleotid —
unter Diphosphat-Abspaltung — in die wachsende RNA-
Kette ein. Nur ein solcher Zweistufenmechanismus stellt die
hohe Prizision des lebenswichtigen Transkriptionsprozesses
sicher. Wihrend der Elongation verldsst die neu gebildete
RNA das Enzym durch einen speziellen Austrittskanal. Zur
Feineinstellung der Genexpression nutzen viele Bakterien-
arten mehrere o-Faktoren. Diese weisen das RNAP-Kern-
enzym an, ganz bestimmte Gene zu transkribieren.™

Sand im Getriebe

Mit durchdachten biochemischen, genetischen und
strukturellen Studien charakterisierten E. Arnold, R. H. Eb-
right et al."'! den Mechanismus der RNAP-Inhibition durch
das Antibiotikum Myxopyronin A (5) aus dem Myxobakte-
rium Myxococcus fulvus.'® Die Autoren tragen so zu einem
tiefgreifenden Verstdndnis der Struktur und der komplexen
Funktion bakterieller RNAPs bei. Das grole RNAP-Enzym
bietet diverse Bindungsstellen fiir niedermolekulare Inhibi-
toren an. Besonders Naturstoffe sind als spezifische Inhibi-
toren der bakteriellen RNAP beschrieben worden.™ 7! Fiir
die Suche nach antibakteriellen Wirkstoffen erweist sich die
spezielle Architektur natiirlicher Antibiotika™® immer wie-
der als Schliissel zum Erfolg. Myxopyronin A (5) war bereits
als spezifischer RNAP-Inhibitor bekannt (ICsy~1 pm).['6]
Jetzt haben E. Arnold, R. H. Ebright et al. die Bindestelle
und den Wirkmechanismus aufgeklirt.'' Mit biochemischen
Experimenten und Mutagenesestudien erforschten sie die
Myxopyronin-Resistenz in Escherichia coli. Myxopyronin
bindet in der RNAP-Switch-Region, am unteren Ende der 3'-
Zange, und verhindert die Interaktion der RNAP mit dop-
pelstréangiger DNA. Eine Rontgenstrukturanalyse der RNAP
von Thermus thermophilus im Komplex mit 5 (Abbildung 2)
offenbarte die Bindungskontakte und verdeutlichte den
Wirkmechanismus: Myxopyronin arretiert die ['-Zange in
einer teilweise oder vollstdndig geschlossenen Konformation
und verhindert so den FEintritt doppelstrangiger Promoter-
DNA in das aktive Zentrum und damit die Initiation der
Transkription. Myxopyronin (5) besetzt eine bogenformige,
hydrophobe Tasche auflerhalb des katalytischen Zentrums
der RNAP, weit weg von der flachen Rifamycin-Bindestelle.

Drei Antibiotika — ein neuer Wirkmechanismus

Die Myxopyronin-Studie ist keine einmalige Episode. Die
Autoren zeigen, dass auch zwei andere myxobakterielle Se-
kundidrmetaboliten auf dieselbe Art wirken: das o-Pyron-

Antibiotikum Corallopyronin A (6),"! aus Corallococcus
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Abbildung 2. Réntgenographisch ermittelter Bindungsmodus von My-
xopyronin A (5), verborgen in der Switch-Region der T.-thermophilus-
RNAP (ohne o-Faktoren).

coralloides, und das 14-gliedrige Makrolacton Ripostatin A
(7),2" aus Sorangium cellulosum. Corallopyronin A (6) un-
terscheidet sich von 5 durch eine lingere, hydroxylierte Di-

enonseitenkette. Trotz fehlendem strukturellem Bezug passt
auch das Makrolacton 7 in die gerdumige Myxopyronin-
Bindetasche. Beide Antibiotika — entdeckt und charakteri-
siert von den Arbeitsgruppen von G. Hofle und H. Reichen-
bach - sind spezifische Inhibitoren bakterieller RNAP (IC;,
~4 uM fiir 6 und ~ 0.8 pm fiir 7), die eukaryotische RNAP IT
nicht inhibieren.

Valide Leitstrukturen?

Myxopyronin (5), Corallopyronin (6) und Ripostatin (7)
haben, wie die meisten Naturstoff-Leitstrukturen, biologi-
sche, strukturelle und physikochemische Nachteile, die eine
medizinalchemische Bearbeitung erforderlich machen. Zwar
tragen individuelle Parameter wie Targetaffinitdt, Loslich-
keit, Membrangingigkeit oder Toxizitédt zur ,Fitness“ einer
bestimmten Substanz in Evolutionsprozessen®! bei, jedoch
muss ein Arzneimittel zusétzliche physikochemische, phar-
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makologische, toxikologische und technische Anforderungen
erfiillen, die nicht zu den Selektoren der Evolution antibak-
teriell wirkender Sekundédrmetaboliten zédhlten.

Die antibakterielle In-vitro-Aktivitat (MHK) von 5, 6 und
7 ist stark Spezies-abhingig. Wihrend das Wachstum von
S. aureus und S. epidermidis bereits bei niedrigen Konzen-
trationen gehemmt wird, ist die MHK von 5-7 gegen viele
andere Bakterienarten wie Streptokokken oder Enterokok-
ken — infolge zu geringer Membrangéngigkeit — nur moderat.
Zudem ist die Aktivitdt weitestgehend auf Gram-positive
Pathogene beschriankt (Efflux) und schlieBt Pseudomonas
aeruginosa nicht ein. Besonders wegen der enorm hohen Li-
pophilie (hoher 1gP; Tabelle 1) ist das physikochemische und

Tabelle 1: Physikochemisches Leitstrukturprofil der Antibiotika 5-7; be-
rechnete Werte.

Antibiotikum My lgPe  Ig(HSA)®  polare Molekiil-
oberfliche [A%]

Myxopyronin A (5) 432 6.7 4.6 102

Corallopyronin A (6) 528 6.7 5.1 122

Ripostatin A (7) 495 4.7 5.4 101

[a] Deskriptor fur Lipophilie. [b] Deskriptor fiir die Bindung von huma-
nem Serumalbumin. [c] Deskriptor fiir die orale Absorption.

pharmakokinetische Profil von 5-7 noch unzureichend. Die
Antibiotika sind lichtempfindlich (Polyene), chemisch teil-
weise wenig stabil (Makrolacton), und ihre Loslichkeit ist,
auBer bei der Sdure 7, nur gering (geringe Polaritét). Alle drei
Antibiotika zeigen eine hohe Serumproteinbindung (lg-
(HSA)), was wiederum ihre — biologisch aktive — freie Frak-
tion erniedrigt. Da nur der freie, ungebundene Wirkstoff mit
dem Target in vivo interagieren kann, ist eine hohe freie
Fraktion in Blutplasma Grundvoraussetzung fiir therapeuti-
sche Wirksamkeit. Folglich zeigte 6 auch bei hohen Dosie-
rungen keine In-vivo-Wirksamkeit in einem S.-aureus-Sep-
sismodell in Mé&usen nach parenteraler Gabe von bis zu
25 mgkg 1. Trotz dieser Einschrinkungen sind die Mole-
kiilgeriiste von 5, 6 und 7 vielversprechende Ausgangspunkte
fir die medizinische Chemie. Ein akzeptables Vertréglich-
keitsprofil — haufig ein Problem bei Antibiotika — scheint hier
unkritisch (geringe akute Toxizitit von 5 und 6: LDy, >
100 mgkg ).l Abgesehen von seiner hohen Lipophilie ist 5
mit seinem niedrigen Molekulargewicht (M,,) und seiner
moderat polaren Molekiiloberfliche die attraktivste der drei
Leitstrukturen fiir eine orale Applikation.

Ausblick

Im evolutiondren Wettstreit zwischen Mensch und Mi-
kroben ist es iiberlebenswichtig, genau zu verstehen, wie
Antibiotika auf molekularer Ebene funktionieren. Die
Gruppen von E. Arnold und R. H. Ebright haben beschrie-
ben, wie natiirliche a-Pyron-Antibiotika die bakterielle
RNAP inhibieren.'l Dieses mechanistische Verstindnis ist
eine hervorragende Grundlage zur Konzeption neuer The-
rapien auf Basis der RNAP-Inhibition. Die unverénderten
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Naturstoffe 5, 6 und 7 konnen aus mehreren Griinden nicht
direkt als Arzneimittel eingesetzt werden (physikochemi-
sches Profil), sie sind jedoch aussichtsreiche Leitstrukturen
fiir die medizinische Chemie. Die bisher beschriebenen To-
talsynthesen der a-Pyron-Antibiotika® %! haben eine solide
chemische Grundlage geschaffen, aber nur wenige aktive
Derivate hervorgebracht (7-Desmethylmyxopyronin B und
11,12-cis-Myxopyronin B). Eine vollstdndige De-novo-Syn-
these von Ripostatin steht noch aus.?! Durch Modifikation
der Leitstrukturen 5-7 sollte sich die Wirkstédrke erh6hen und
das Wirkspektrum erweitern lassen. Um In-vivo-Wirksamkeit
zu erreichen, miissen die Serumproteinbindung deutlich ver-
ringert und die Loslichkeit durch den Einbau polarer Grup-
pen erhoht werden, ohne dabei aber Wirkstiarke einzubiiflen.
Auch die Haufigkeit spontaner Resistenzen sollte letztlich
niedriger als bei den Rifamycinen sein. Einfache Struktur-
modifikationen werden sicherlich nicht geniigen, um diese
vielfiltigen Probleme zu 16sen. Der Erfolg wird wahrschein-
lich dem zuteil werden, der iiber offensichtliche Bioisostere
hinausgeht und eine deutliche strukturelle Verdnderung der
Naturstoffvorlagen wagt. Im Interesse der Patienten sollte die
Chemie diese einmalige Chance nicht verpassen.
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