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Mit mehr als einer Million Todesf�llen im Jahr ist die Tro-
penkrankheit Malaria weltweit bis heute eine der gr�ßten
Bedrohungen f�r die Gesundheit des Menschen. Eine er-
folgreiche Behandlung mit Chemotherapeutika wird durch
h�ufige Wirkstoffresistenzen des Malariaparasiten Plasmo-
dium sp. immer weiter erschwert.[1] Um dieser Bedrohung
entgegenzuwirken, werden herk�mmliche Malariawirkstoffe
wie Chinin, Mefloquin oder Artemisinin zunehmend in
Kombinationen verabreicht.[2] Zus�tzlich werden kosten-
g�nstige Antibiotika wie Doxycyclin, Clindamycin oder Azi-
thromycin eingesetzt.[2, 3] Dass diese Inhibitoren der bakteri-
ellen Proteinbiosynthese auch gegen Malaria wirken, wird
generell mit der großen �hnlichkeit begr�ndet, die bakteri-
elle 70S-Ribosomen mit Ribosomen der Mitochondrien oder
der Apicoplasten des eukaryotischen Parasiten aufweisen. In
diesen Organellen wird dann die Proteintranslation lokal
unterdr�ckt.[3, 4] Kennzeichnend f�r diese Aktivit�t ist ihre
sp�t einsetzende antiplasmodiale Wirkung, die �blicherweise
erst vier Tage nach der Infektion der roten Blutk�rperchen
eintritt.[4b, 5] Dieser so genannte „delayed death effect“ wird
auf die Verteilung defekter Apicoplasten in die Tochter-Me-
rozoiten w�hrend der Replikation des erythrozyt�ren Para-
siten zur�ckgef�hrt.[6]

Das leicht zug�ngliche Thiostrepton (1)[7] wurde schon
fr�h als sehr wirksames Antibiotikum mit starker Aktivit�t
gegen Gram-positive Erreger erkannt.[8] Es geh�rt zur großen
Familie der Thiopeptidantibiotika,[9] stark modifizierten ma-
krocyclischen Peptidnaturstoffen, die �ber ribosomale Pep-
tidbiosynthese erzeugt werden.[10]

Thiostrepton blockiert die Translation in Bakterien,
indem es fest an das GTPase-assoziierte Zentrum des 70S-
Ribosoms bindet.[11] Studien zur Wirkung von 1 in eukary-
otischen Zellen zeigten Aktivit�ten, die mit Immunmodula-
tion[12] und der Proliferation von Krebszellen[13] verkn�pft
sind, sowie eine Inhibierung des Wachstums von Plasmodium
falciparum.[2, 14] Es wurde gezeigt, dass 1 die Proteinbiosyn-
these im Apicoplasten unterdr�ckt.[4b, 14b,c,15] Anders als bei
anderen ribosomalen Inhibitoren trat die Wirkung jedoch
durch direktes Abt�ten der Parasiten ein.[4b] Ein „delayed
death effect“ wurde f�r 1 nie beobachtet, die Gr�nde f�r die
abweichenden Eigenschaften von Thiostrepton blieben
jedoch unklar.[4b] Wir berichten nun �ber semisynthetische
Thiostreptonderivate mit erh�hter Wirksamkeit gegen
P. falciparum, pr�sentieren erste Struktur-Aktivit�ts-Bezie-
hungen und zeigen, dass die Aktivit�t eng mit der Inhibierung
des 20S-Proteasoms zusammenh�ngt.[16]

Um das Antimalariaprofil von Thiostrepton (1) detailliert
untersuchen zu k�nnen und das Potenzial f�r m�gliche An-
wendungen abzukl�ren, ben�tigten wir einen Synthesezugang
zu entsprechenden Derivaten. In Erweiterung fr�herer Stu-
dien zur Semisynthese von Thiostrepton[11d] fanden wir, dass
der konfigurativ labile Thiazolinring[17] von 1–3 (Ring C) se-
lektiv zum Thiazol oxidiert werden kann (Schema 1), was die
Stabilit�t der Verbindungen erh�ht. Im Anschluss unter-
suchten wir eine Reihe lipophiler und hydrophiler Derivate
im menschlichen Malariaerreger P. falciparum. Diese ersten
Tests ließen darauf schließen, dass hydrophobe Verl�nge-
rungen des Dehydroaminos�ure-Terminus die antiplasmo-
dialen Eigenschaften verbessern. Daraufhin wurde eine fo-
kussierte Sammlung von Zielverbindungen synthetisiert,
wobei kombinierte Verk�rzungen des Terminus, Oxidation
und Additionen lipophiler Thiole an Dehydroaminos�uren
zum Einsatz kamen (Schema 1, Tabelle 1). Alle Verbindun-
gen wurden in guter Ausbeute erhalten, mithilfe pr�parativer
HPLC gereinigt und mit NMR-Spektroskopie, HPLC und
HR-MS charakterisiert (siehe Hintergrundinformationen).

Die Verbindungen 1–14 wurden auf die Wachstumsinhi-
bierung von P. falciparum hin untersucht. Dazu wurden syn-
chronisierte Ringstadien bei einer Parasit�mie von 1% ge-
testet, und die Lebensf�higkeit der Parasiten wurde �ber die
Bestimmung der Aktivit�t der f�r Plasmodium spezifischen
Lactatdehydrogenase verfolgt (siehe Hintergrundinforma-
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tionen).[18] �bereinstimmend mit fr�heren Berichten[4b,14a]

fanden wir in unseren Tests, dass 1 das Wachstum der Para-
siten mit einem IC50-Wert von 10 mm unterband. Es wurde

kein „delayed death effect“ beobachtet (Daten nicht gezeigt).
Unter den Substituenten R* schien ein Optimum bei mittle-
rer Kettenl�nge zu liegen (5 und 14). L�ngere (6), sterisch
anspruchsvolle (10 und 13) und polare Verl�ngerungen (11)
waren weniger effektiv. Die Verbindung 8 mit ge�ffnetem B-
Ring[17] war inaktiv (Diastereomerengemisch im Ring C).
Insbesondere waren 5 und 14 zehnmal potenter als die
Stammverbindung 1. Es fiel auf, dass das Aktivit�tsmuster
vom antibakteriellen Profil abwich.[11d] Lipophile Seitenket-
ten erh�hten die Wirkung gegen P. falciparum, wogegen diese
Modifikation die antibakterielle Wirksamkeit verminderte
(bis zu 500fach).[11d] Dagegen setzten Abwandlungen, die
Polarit�t in die Verbindung einf�hrten, die antiplasmodiale
Wirksamkeit herab (z. B. 4), was jedoch das antibakterielle
Potenzial nicht beeinflusste. W�re nur das Ribosom des
Apicoplasten in der Wirkmechanismus eingebunden, sollte
man wesentlich �hnlichere Wirkprofile erwarten k�nnen.
Zusammen mit dem fehlenden „delayed death effect“ ließen
diese Daten stark darauf schließen, dass außer dem Ribosom
noch weitere Zielstrukturen zum Wirkmechanismus von
Thiopeptiden in P. falciparum beitragen. Diese Annahme
sollte dann folgerichtig ebenso f�r andere eukaryotische
Zellen gelten.[12, 13]

Um Hinweise auf zus�tzliche Zielstrukturen zu erlangen,
f�hrten wir zellmikroskopische Studien mit fluoreszenzmar-
kiertem Thiostrepton durch.[11d] Markierte kleine Molek�le
waren schon fr�her genutzt worden, um die Lokalisierung
von Zielstrukturen in Zellen zu untersuchen.[19] Wegen der
schlechten Aufl�sbarkeit von subzellul�ren Strukturen der
Plasmodium-Parasiten (Durchmesser der Parasiten 1–4 mm)
in den innererythrozytischen Stadien setzten wir f�r diese
orientierende Studie BSC-1-Zellen ein. Die wasserl�sliche,
fluoreszenzmarkierte Thiostreptonsonde[11d] erzeugte in fi-
xierten Zellen charakteristische Markierungsmuster, die nach
dem Waschen erhalten blieben (Abbildung 1). Die Anf�r-
bung konnte mit 1 kompetitiv unterdr�ckt werden, was klar
eine spezifische Bindung anzeigte. Von den subzellul�ren
Strukturen wurden besonders die Mitochondrien markiert
(Abbildung 1a–c), was durch Gegenf�rbung mit einem
Marker f�r Mitochondrien gezeigt werden konnte. Damit
steuern bicyclische Thiopeptidantibiotika in der eukaryoti-
schen Zelle die Thiostrepton-empfindlichen 55S-Ribosomen
der Mitochondrien an,[20] die �hnlichkeiten zu den bakteri-
ellen 70S-Ribosomen und den Ribosomen des Apicoplasten
in Plasmodium aufweisen.[21] Eine Bindung der Sonde an die
80S-Ribosomen des endoplasmatischen Retikulums wurde
nicht beobachtet.

Dar�ber hinaus stellten wir eine leicht k�rnige Anf�rbung
innerhalb des Zytoplasmas und des Zellkerns (ohne Nucleoli)
fest, die nicht zu einer Organellen-assoziierten Verteilung
passt. Nach Gegenf�rbeexperimenten mit Antik�rpern f�r
verschiedene Zellbestandteile fanden wir, dass gegen das 20S-
Proteasom gerichtete Antik�rper ein h�chst �hnliches An-
f�rbeprofil zeigen (Abbildung 1d–f). Die Bindung der mar-
kierten Sonde wurde durch Fluoreszenzpolarisationsmes-
sungen mit 20S-Proteaseomen aus Hefe best�tigt, die eine
scheinbare Dissoziationskonstante von (1.75� 0.35) mm er-
gaben (siehe Hintergrundinformationen).

Schema 1. Thiostrepton (1) und Derivate 2–14. Wichtige Ringe sind
markiert. Reagentien und Bedingungen: a) HSR* (1.2 �quiv.), NEt3

(5 �quiv.), Trifluorethanol/H2O (2:1), pH 9, 2–48 h; b) 3, CBrCl3
(2 �quiv.), DBU (1.1 �quiv.), THF, 0!20 8C, 3 h; c) 1, NaOMe
(0.33 �quiv.), MeOH/CHCl3 (2:1), 0!20 8C, 6 h. D =Methyliden,
DBU= 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, THF =Tetrahydrofuran.

Tabelle 1: Synthese der Thiostreptonderivate 2–14 und ihre antiplasmo-
diale Wirkung (IC50 nach Verfolgung �ber 72 h).

Verb. R* [a] Ring C Ausb. [%] IC50 [mm]

1 n.v. Thiazolin – 10�2.0
2 n.v. Thiazolin –[11d] 23�1.1
3 n.v. Thiazolin –[11d] 19�4.1
4 CH2CHNAcCO2Me Thiazolin –[11d] inaktiv
5 (CH2)4H Thiazolin 42 1.3�0.5
6 (CH2)16H Thiazolin 42 34�10
7 (CH2)8H Thiazolin –[11d] 4.3�1.2
8 n.v. Thiazolin 11 inaktiv
9 n.v. Thiazol 91 3.1�0.3

10 CHMe2 Thiazol 27 3.5�0.4
11 (CH2)4OH Thiazol 54 7.5�1.9
12 (CH2)4H Thiazol 51 2.5�0.4
13 CH2Ph Thiazol 71 2.6�1.3
14 (CH2)8H Thiazol 35 1.2�0.4

[a] n.v. = nicht vorhanden.
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20S-Proteasomen sind in Eukaryoten hochkonserviert
und weisen drei proteolytisch aktive Zentren mit unter-
schiedlicher Substratspezifit�t auf.[22] Diese Zentren zeigen
Chymotrypsin-, Caspase- und Trypsinaktivit�t, und die meis-
ten nichtpeptidischen Inhibitoren blockieren bevorzugt die
erstgenannte Aktivit�t.[23] Die Thiostreptonderivate wurden
daher in einem fluorogenen Assay mit 20S-Proteasomen aus
humanen Erythrocyten und mit Peptidsubstraten, die f�r die
einzelnen Zentren selektiv sind, weiter validiert. Erste
�bersichtstests von 1–14 zeigten, dass nur die Caspase- und
Chymotrypsinaktivit�ten beeinflusst werden (Abbildung 2a).
Daher wurde die Trypsinaktivit�t nicht weiter untersucht.

Anschließend bestimmten wir Inhibitionskonstanten
unter optimierten Assaybedingungen (Abbildung 2 b, Tabel-
le 2, Hintergrundinformationen) und fanden IC50-Werte im
niederen mikro- bis nanomolaren Bereich. Bemerkenswer-
terweise waren einige Derivate deutlich aktiver als 1. Ad-
dukte von lipophilen Alkylketten von vier bis acht Methy-
lengruppen erwiesen sich als besonders f�rderlich f�r die in-
hibitorische Aktivit�t (5/12, 7/14), wobei 5 40-mal potenter als
Thiostrepton ist (0.1 mm Caspase; 0.3 mm Chymotrypsin). Die

ringge�ffnete Verbindung 8 ist nur schwach aktiv, was die
Bedeutung eines intakten A/B-Ringsystem f�r die Aktivit�t
des Wirkstoffs hervorhebt. �berraschenderweise beobachte-
ten wir in vielen F�llen (z. B. 4, 5, 9, 12) eine st�rkere Inhi-
bierung der Caspase- als der Chymotrypsinaktivit�t (Abbil-
dung 2 und Tabelle 2). Solch ein Profil ist unter den bisher
bekannten Kleinmolek�linhibitoren selten.[23] F�r die Chy-
motrypsinaktivit�t lag die verbleibende Aktivit�t bei voller
Dosis bei 10–20%, w�hrend die Caspaseaktivit�t nur auf 40–
50% zur�ckging. Dies l�sst auf das Vorliegen eines partiell
antagonistischen oder allosterischen Wirkmechanismus
schließen.

Die Oxidation des Thiazolinrings C des Thiostreptonge-
r�stes f�hrt in vitro nur zu geringen Unterschieden in der
Wirkung. Die h�here antiplasmodiale Aktivit�t der oxidier-
ten Derivate in lebenden Zellen (siehe 3/9, 7/14) k�nnte die
erh�hte Stabilit�t der Verbindungen widerspiegeln. Ebenso

Abbildung 1. Lokalisierung von Thiostrepton in fixierten BSC-1-Zellen
durch Immunfluoreszenzmikroskopie. a) Fluoresceinisothiocyanat-
(FITC)-Thiostrepton-markierte Zellen (gr�n). b) Mit MitoTracker-Rot
(Invitrogen) markierte Zellen (rot). c) Die �berlagerung von (a) und
(b) belegt die Bindung von 1 an die Mitochondrien (gelbe Bereiche).
d) FITC-Thiostrepton-markierte Zellen (gr�n). e) Mit einem Anti-20S-
Proteasom-Antik�rper immungef�rbte Zellen (rot). f) Die �berlagerung
von (d) und (e) zeigt starke Kolokalisierung von 1 mit dem 20S-Protea-
som (gelbe Bereiche). Maßstab =10 mm.

Abbildung 2. Inhibition von 20S-Proteasomen aus humanen Erythro-
cyten. a) Testierung von 1–14 auf die Chymotrypsin-, Caspase- und
Trypsinaktivit�t bei c = 1 mm (epox.= Epoxomycin, 0.1 mm); b) Inhibi-
tionskurven f�r 14 (links: Chymotrypsin-, rechts: Caspaseaktivit�t).

Tabelle 2: Inhibition der Chymotrypsin- und Caspaseaktivit�t.

Verb. IC50(Chym.) [mm] IC50(Casp.) [mm]

1 5.2�1.0 3.8�2.4
2 1.9�0.1 inaktiv
3 4.5�1.1 inaktiv
4 1.1�0.1 0.4�0.1
5 0.32�0.05 0.1�0.05
7 0.2�0.05 0.2�0.05
8 15�1.6 48�38
9 3.7�0.9 1.2�0.1

12 1.2�0.3 0.4�0.1
14 0.2�0.05 0.2�0.1

MG132 0.02�0.01 1.3�0.2
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bestimmten wir f�r die hydrophile Verbindung 4 unter-
schiedliche inhibitorische Aktivit�t: Diese Verbindung war
im enzymatischen Test recht wirksam (Tabelle 2), hatte
jedoch keinen Einfluss auf das Plasmodienwachstum. Diese
Unterschiede m�gen auf nicht ausreichende Aufnahme in die
Zellen zur�ckgehen. Insgesamt folgen die Enzyminhibi-
tionsdaten klar der Aktivit�t gegen P. falciparum in den
Zellexperimenten, was auf eine kausale Verkn�pfung der
Verbindungsaktivit�t mit der Proteasominhibierung hinweist.

Das Proteasom ist f�r den regulierten Abbau aller Pro-
teine in eukaryotischen Zellen zust�ndig und in allen Le-
bensstadien des Malariaparasiten vorhanden.[24] Proteasom-
inhibitoren wurden bereits als Antimalariawirkstoffe unter-
sucht,[25, 26] und es wurde gezeigt, dass Epoxomycin und Bor-
tezomib das Wachstum von P. falciparum durch direktes
Abt�ten unterbinden, also bereits w�hrend des ersten Re-
plikationszyklus.[27] In-vitro- und In-vivo-Daten von 1[4b, 14,15]

lassen darauf schließen, dass Thiostreptonderivate in den
Parasiten eindringen und direkt auf den wachsenden Erreger
einwirken.

Im Menschen wurden Proteasominhibitoren[16] als anti-
inflammatorische[28] und Antitumorwirkstoffkandidaten[29]

sowie im Zusammenhang mit Schlaganfallbehandlung,[30]

Knochenbildung[31] und neurotropher Aktivit�t erforscht.[32]

Zwar ist Bortezomib als Antitumorwirkstoff f�r den Men-
schen zugelassen,[29b, 33] allerdings wird f�r Proteasominhibi-
toren oft eine recht hohe Toxizit�t festgestellt. Dagegen
zeigten alle von uns untersuchten Verbindungen (1–14) keine
offensichtliche Zytotoxizit�t in WST-Tests und beeinflussten
auch nicht die Integrit�t von Erythrozyten (Daten nicht ge-
zeigt).[14b]

Wir haben hier gezeigt, dass die Oxidation eines Thiazo-
linrings und die Verl�ngerung des Terminus von Thiostrepton
(1) zu Verbindungen mit hoher Wirksamkeit gegen P. fal-
ciparum f�hrt. Wir stellten fest, dass die antiplasmodiale
Aktivit�t deutlich mit der Inhibierung des 20S-Proteasoms
korreliert. Die neuen Inhibitoren wirken zudem nicht toxisch
in humanen Zellen und inhibieren bevorzugt die Caspase-
aktivit�t der b1-Untereinheit des Proteasoms, ein f�r nicht
peptidbasierte Inhibitoren un�blicher Wirkmechanismus.[22,34]

Diese Daten lassen darauf schließen, dass in P. falciparum
sowohl die Ribosomen des Apicoplasten[4b, 14b,c,15] als auch das
Proteasom parallel angesteuert werden, was erkl�rt, warum
kein „delayed death effect“ beobachtet wird. Solch ein dualer
Wirkmechanismus sollte Thiostreptonderivate intrinsisch ro-
buster gegen Resistenzentwicklungen machen als Inhibitoren,
die nur gegen einzelne Zielstrukturen wirken. Anders als bei
menschlichen Zellen oder Hefe ist die Funktion des Ubiqui-
tin-Proteasom-Systems in Plasmodium zurzeit noch nicht gut
beschrieben, was weiterf�hrende Studien notwendig macht.
Seine �hnlichkeit zu dem anderer Eukaryoten[24–27] legt aber
nahe, dass es f�r die Lebensf�higkeit und Entwicklung der
Parasiten essenziell sein muss. Unsere Thiopeptide sind viel-
versprechende nicht-toxische Ger�ste f�r die Auffindung von
Proteasominhibitoren[35] und weisen damit auch neue Wege
zur Entwicklung von Antimalariawirkstoffen.
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