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Antibiotika

Die Einfithrung effizienter antibakterieller Therapien fiir Infekti-
onskrankheiten in der Mitte des 20. Jahrhunderts revolutionierte die
klinische Praxis und erleichterte die Entwicklung der modernen Me-
dizin. Viele potenziell lebensbedrohliche Erkrankungen wurden leicht
heilbar, die Zahl der Toten oder Versehrten aufgrund von Bakterien-
infektionen nahm drastisch ab. Dieser iiberwiiltigende historische Er-
folg macht es schwer, sich ein Leben ohne effiziente Antibiotika vor-
zustellen. Dennoch wird dies durch die unaufhaltsame Zunahme re-
sistenter Bakterien fiir einige Infektionen zu einer sehr realen und
verstorenden Moglichkeit. Die riicksichtslose Selektion auf resistente
Bakterien, gekoppelt mit ungeniigenden Investitionen fiir Infektions-
forschung, hat zu einer stetigen Abnahme der Wirksamkeit vorhan-
dener Therapien und zu einem Mangel an neuen Strukturklassen ge-
fiihrt, um die bekannten Verbindungen zu ersetzen oder zu erginzen.
Daraus hat sich ein dringender Bedarf fiir neue Antibiotika und Be-
handlungsstrategien ergeben, den zu befriedigen eine der Schliissel-
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aufgaben fiir die Medizinalchemie des 21. Jahrhunderts sein wird.

1. Einleitung und Uberblick

Leitstrukturen fiir die antibakterielle Chemotherapie
stammen wie alle Chemotherapeutika aus zwei Quellen: aus
chemischer De-novo-Synthese und aus Naturstoffen. Bei den
Antibiotika spielen die Naturstoffe historisch eine wesentlich
grofBere Rolle, nur drei klinisch eingesetzte Verbindungs-
klassen haben einen rein préaparativen Ursprung. Die iibrigen
Antibiotikaklassen gehen alle auf Naturstoffe aus mikrobi-
ellen Quellen zuriick. Ein Aspekt ist, dass die Produktion
dieser Verbindungen sich iiber die Jahrtausende entwickelt
hat, um ihren mikrobiellen Produzenten einen Selektions-
vorteil gegeniiber weniger konkurrenzfihigen Organismen zu
verschaffen. Thre Wirksamkeit bei der Hemmung von Bak-
terien ist daher offensichtlich. Es iiberrascht auch nicht, dass
die Isolierung und Priifung dieser bioaktiven Verbindungen
sich als eine sehr fruchtbare Forschungslinie fiir die Medi-
zinalchemie bestétigt hat.

Die Entwicklung der Antibiotikatherapie geht auf das
spdte 19. Jahrhundert zuriick, als zeitgenossische Mikrobio-
logen, darunter so bedeutende Wissenschaftler wie Robert
Koch und Louis Pasteur, die antagonistische Aktivitit zwi-
schen mikrobiellen Populationen beobachteten und Paul
Ehrlich nach seiner ,,magischen Kugel“ suchte, die gegentiber
den Bakterienzellen selektiv toxisch war.'l Es dauerte aller-
dings bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts, dass mit der Ein-
fiihrung der Sulfonamide (als chemischer Therapeutika) 1935
und der p-Lactame (als Naturstoff-Therapeutika) 1940 An-
tibiotika breit eingesetzt wurden und das moderne Zeitalter
antibakterieller Behandlungen begann.!! Die Einfiihrung
dieser Verbindungen kiindigte auch den Beginn eines Zeit-
alters intensiver Forschungsaktivitdten an, sodass manchmal
vom ,goldenen Zeitalter” antibakterieller Entdeckungenm
gesprochen wird. Wéhrend dieser Zeit zwischen den 1940er
und den 1960er Jahren wurden die meisten der gegenwartig
eingesetzten Antibiotika entdeckt.
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Es folgte eine lange ,Innovationsliicke“ von fast
40 Jahren zwischen den Chinolonen 1962 und dem Oxazoli-
dinon Linozolid (Zyvox) im Jahr 2000, wihrend der keine
neuen antibakteriellen Verbindungsklassen in den Klinikall-
tag eingefiihrt wurden.®! Die meisten Wirkstoffe, die wiahrend
des ,,goldenen Zeitalters* eingefiihrt worden waren, stamm-
ten aus der Durchmusterung von Naturstoffen aus Mikroor-
ganismen-Fermentationen. Wesentlich zu der Innovationslii-
cke hat dem Anschein nach beigetragen, dass die meisten
»hiedrig hidngenden Friichte“ dieses Ansatzes schnell ge-
pfliickt wurden und in Nachfolgeprogrammen nur bekannte
Substanzen wiederentdeckt wurden.! Auferdem lieB die
bemerkenswerte Verbesserung der antibakteriellen Chemo-
therapie zwischen etwa 1930 und 1960 eine gewisse Nach-
lassigkeit bei Infektionserkrankungen aufkommen. Die Ver-
fiigbarkeit vieler effizienter Wirkstoffe machte das For-
schungsfeld aus industrieller Sicht fiir Investitionen zuneh-
mend weniger interessant.”!

Infektionsforschung blieb ein aktives Feld in den Jahr-
zehnten zwischen dem goldenen Zeitalter und der Einfiih-
rung von Linozolid, doch die Verbindungen, die wihrend
dieser Zeit in die Klinik eingefiihrt wurden, waren eher De-
rivate bekannter Verbindungsklassen als neue, bisher noch
unbekannte Substanzen.

Bis heute ist die Entwicklung neuer Antibiotika eine
wenig interessante Investition fiir Pharma-GroBunterneh-
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men.” Hauptgrund dafiir ist, dass sich die Antibiotika selbst
iiberfliissig machen: Wenn die Verbindung wirksam ist, heilt
sie die Erkrankung, gegen die sie eingesetzt wird, schnell, und
macht eine weitere Behandlung unnétig. Im Unterschied
dazu miissen Therapeutika bei chronischen Krankheiten wie
Bluthochdruck oft iiber Jahrzehnte stdndig eingenommen
werden. Die Reife der antibakteriellen Forschung, der un-
gewisse Lebenszyklus neuer Verbindungen und das allge-
meine regulatorische Umfeld, das die Geschwindigkeit der
Verwertung beeinflusst, verringern den kommerziellen
Schwung fiir ein Investment in Antibiotika in einem sehr
schwierigen Marktsegment.m Daher kann es sein, dass die
schnellsten Fortschritte in der Antibiotikaforschung gegen-
wirtig aus akademischen Labors sowie den Labors kleiner
und mittlerer Biotechnologiefirmen kommen.®

In diesem Aufsatz beschreiben wir kurz die verschiedenen
bakteriellen Prozesse, die mit Antibiotika angegriffen
werden, und die Entwicklung von Resistenzmechanismen
gegen diese Verbindungen. Schwerpunkt dieses Aufsatzes ist
es, einen Uberblick iiber die aktuelleren und wichtigen Felder
der ,zeitgenossischen* Antibiotikaforschung zu geben. Die
ausgewdhlten Aspekte sollen einen moglichst breiten Aus-
schnitt der Wissenschaft zeigen, die fiir die Antiinfektiva-
entwicklung angewendet wird. Dennoch ist der Aufsatz nicht
notwendigerweise vollstindig, denn einen umfassenden
Uberblick iiber ein so riesiges Feld zu geben, wire eine
schlicht aussichtslose Aufgabe.

Neue Entwicklungen bei den ,klassischen® Suchverfah-
ren werden diskutiert, darunter die Anwendung moderner
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genetischer Techniken bei der Durchmusterung bakterieller
Naturstoffe und Beispiele fiir Synthesekampagnen der Me-
dizinalchemie, die den bekannten Verbindungsklassen immer
wieder neues Leben einhauchen. Wir werden anschlieSend
mehr forschungsorientierte Ansitze vorstellen, darunter die
Entwicklung von Hybridantibiotika und die mogliche Nut-
zung von Verteidigungspeptiden fiir therapeutische Eingriffe.
SchlieBlich geben wir einen Uberblick iiber das Potenzial von
Quorum-Sensing-Hemmstoffen als virulenzverhindernde
Substanzen und als alternativer Ansatz fiir die Entwicklung
neuer Antibiotika. Insbesondere konzentrieren wir uns auf
die Hemmung der Chinolon-Signalgebung bei Pseudomonas
aeruginosa und die autoinduzierte Peptidsignalgebung in
Staphylococcus aureus, also auf zwei klinisch relevante Pa-
thogene, die oft in nosocomialen Infektionen auftreten.

2. Bakterielle Zielstrukturen und Resistenzmechanis-
men

Antibiotika wirken gegen Bakterien, weil sie gegen le-
bensnotwendige Vorgéinge gerichtet sind; sie hemmen die
Zellwandsynthese, storen Struktur und Funktion der Zell-
membran, verhindern die Synthese lebensnotwendiger Pro-
teine oder beeintriachtigen die Synthese von RNA oder DNA
(Tabelle 1).”) Einige dieser Wirkstoffe, wie die Hemmstoffe
der Zellwandsynthese, toten Bakterienzellen ab und heif3en
daher bakterizid. Andere Antibiotika dagegen, wie die Te-
tracycline, die die Proteinbiosynthese hemmen, werden bak-
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teriostatisch genannt, weil sie nur das Wachstum der Bakte-
rien hemmen. Einige Antibiotika sind nur gegen ein enges
Spektrum von Bakterien gerichtet; so wirken die Glycopep-
tide nur gegen Gram-positive Organismen, wihrend andere
Antibiotika wie die 3-Lactame gegen Prozesse gerichtet sind,
die den Mikroorganismen gemeinsam sind, und deshalb
Breitbandantibiotika genannt werden.”!

Bakterien haben eine Reihe von Schutzmechanismen
entwickelt, um antibakterielle Verbindungen zu desaktivie-
ren, zu entfernen oder um auf andere Weise die Toxizitéit von
Antibiotika zu umgehen; so sind die aktuellen multiresis-
tenten Erreger entstanden.”™ Dieses Phinomen wird als er-
worbene Resistenz bezeichnet, d. h., die Bakterien haben eine
Resistenz gegen ein antibakterielles Mittel entwickelt, gegen
das sie vorher empfindlich waren. Bakterielle Resistenz kann
grundsitzlich als fortgesetztes Wachstum in Gegenwart cy-
totoxischer Konzentrationen von Antibiotika definiert
werden.'”! In der Klinik spricht man von einem resistenten
Organismus, wenn eine Behandlung mit dem entsprechenden
Wirkstoff bei der in vivo verabreichten Konzentration schei-
tert."”! Begrenzender Faktor ist daher oft die Bioverfiigbar-
keit des Therapeutikums. In Abbildung 1 ist die ungeféhre
zeitliche Abfolge der Einfiihrung einiger bedeutender Anti-
biotika und des nachfolgenden Auftauchens klinisch rele-
vanter Resistenzen zusammengestellt.

Die genetische Resistenz kann auf zwei mogliche Arten
entstehen, entweder als Folge einer chromosomalen Mutation
oder, haufiger, durch die Ubertragung eines Resistenzgens
von einem anderen Bakterium durch mobile Plasmide oder
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Tabelle 1: Antibiotikaklassen und ihre Wirkmechanismen.

Antibiotikaklassen Wirkmechanismus

Zellwandaufbau

Hemmung der Peptidoglycansyn-
these oder der Bildung der Vernet-
zungen; Folge ist osmotische Lyse
Zellmembranzerstérung
Anderungen von Struktur und
Funktion der Zellmembran verur-
sachen Undichtigkeiten der Mem-
bran

Hemmung der Proteinsynthese
Bindung an die ribosomale 30S-
Untereinheit verhindert die Initia-
tion der Translation und Bindung
der tRNA

Hemmung der Proteinsynthese
Bindung an die ribosomale 50S-
Untereinheit st6rt die Transloka-
tions- und Peptidyltransferaseakti-
vitat

Penicilline, Cephalosporine,
Carbapeneme, Monobacteme,
Glycopeptide, Polypeptide

Lipopeptide, Polypeptide

Aminoglycoside, Tetracycline

Macrolide, Oxazolidinone, Strep-
togramine, Phenicole

Rifampin Hemmung der RNA-Synthese
verhindert die Synthese von mRNA
durch Bindung an die DNA-gerich-
tete RNA-Polymerase

Chinolone Hemmung der DNA-Synthese

verhindert die DNA-Replikation
durch Bindung an Topoisomera-
se IV oder DNA-Gyrase
Hemmung des Folsdurestoffwech-
sels

verhindert die Synthese der Nucle-
otidbasen durch Blockierung der
Tetrahydrofolatsynthese
Hemmung des Folsiurestoffwech-
sels

verhindert die Synthese der Nuc-
leinsduren durch Blockierung der
Folatsynthese

Trimethoprim

Sulfonamide

Antibiotikum erste berichtete

auf den Markt Resistenzen
gebracht 1930
_—Sulfonamide 1935
Penicillin 1940 / Sulfonamide
Chloramphenicol 1945 — Penicillin
Tetracyclin / 1950 // Tetracyclin
Streptomycin trept i
P y' / 1955 Streptomycin
Erythromycin Chloramphenicol
— 1 1960 —
Vancomycin / Methicillin
Methicillin / 1965
Ampicillin 1970

Ampicillin

1975

1980
1985 Erythromycin
1990 Vancomycin
1995

2005

2010

Abbildung 1. Zeiten zwischen der Einfithrung eines Antibiotikums und
dem Auftauchen klinisch relevanter Resistenz.
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Veranderung der Struktur des Zielorts
Beispiel: Modifikation des Dihydrofolat-
Reduktasezentrums liefert Trimethoprim-
resistente Bakterien.

@ |

enzymatische Inaktivierung oder Modifizierung
Beispiel: Bakterien beginnen, f-Lactamase zu
produzieren, was den B-Lactamring von
Penicillinen zerstort.

)0

. . verringerte Aufnahme
~—A Beispiel: Imipenem-resistente Pseudomonas
aeruginosa durch Verlust von D2-Porin.
SN0
.’ verstarkter Efflux
Dies wurde demonstriert furr eine Reihe von
m:: QPP ’ m Antibiotika, darunter Aminoglycoside, Macrolactide,
. Tetracycline, Fluorchinoline, f-Lactam,
) Chloramphenicol, und Rifampicin.

Abbildung 2. Genetische Resistenzmechanismen, die von Bakterien
entwickelt werden.

Transposonen.”™!!! Dieser horizontale Gentransfer zwischen
Bakterienpopulationen ist der wichtigste Grund fiir die Aus-
breitung von Resistenzen. Die genetischen Resistenzmecha-
nismen umfassen (Abbildung?2): die Modifikation oder
Uberexpression der Zielstruktur,'”! die Kontrolle der intra-
zelluldren Antibiotikakonzentrationen (entweder durch Ex-
pression von Effluxpumpen oder durch Mechanismen, die
den Einstrom reduzieren)™ und die Expression von Enzy-
men, die die Antibiotika inaktivieren.'¥! Diese beeindru-
ckende Auswahl von Schutzmechanismen, zusammen mit
unzureichenden Investitionen in Antiinfektiva-Forschung
wurde als ,,perfekter Sturm“ bakterieller Resistenzen be-
zeichnet.!"™

Wir neigen dazu, Resistenzen fiir eine relativ moderne
Entwicklung zu halten, entstanden durch den Selektions-
druck, der durch den klinischen Einsatz von Antibiotika
wihrend der letzten 70 Jahre ausgeiibt wurde. Dies ist jedoch
ein falscher Eindruck, denn es gibt Hinweise darauf, dass es
Resistenzmechanismen in Bakterien schon viele Jahre vor der
klinischen Anwendung von Antibiotika als Therapeutika
gab.l%

FEine aktuelle Untersuchung wies in einer Metagenom-
analyse 30000 Jahre alter DNA aus Permafrostsedimenten
der Beringsee Gene nach, die fiir Resistenzen gegen [-Lac-
tame, Tetracycline und Glycopeptidantibiotika kodierten.!!
Dies belegt zweifelsfrei, dass diese Resistenzmechanismen
mindestens 30000 Jahre alt sind, hochstwahrscheinlich aber
noch deutlich &lter. Man schitzt das Alter von Bakterien auf
tiber 3.8 Milliarden Jahre, und anhand der genetischen Di-
vergenz von Antibiotika-Genclustern hilt man Antibiotika-
Produzenten fiir mindestens mehrere hundert Millionen
Jahre alt'! Da Antibiotika-Produzenten gleichzeitig als
Selbstschutz Resistenzmechanismen entwickeln mussten,
wenn sie selbst die Zielstruktur fiir das gebildete Antibioti-
kum besallen, ist die Annahme verniinftig, dass Resistenz-
mechanismen bereits ebenso lange existieren. Die Fahigkeit
von Bakterien, die Resistenzgene horizontal innerhalb von
Populationen zu iibertragen, gekoppelt mit dem Selektions-
druck durch klinischen Antibiotikaeinsatz, fiihrte in den
letzten Jahren zum Auftauchen multiresistenter Pathogene.
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Es ist daher ein ungliicklicher Riickschlag beim Einsatz
von Naturstoffen als Antibiotika, dass sich nicht nur die
Produktion dieser bioaktiven Verbindungen iiber die Jahr-
tausende entwickelt hat, wobei die Aktivitit kontinuierlich
optimiert wurde, sondern dass auch die gleiche Zeit zur
Verfiigung stand, die entsprechenden Resistenzen zu entwi-
ckeln. Auf den ersten Blick sollte man meinen, dass zukiinf-
tige Antibiotikasuche sich auf nichtnatiirliche Verbindungen
konzentrieren sollte. Bakterien haben sich aber als ebenso
lernféhig erwiesen, Resistenzen gegen rein synthetische Ver-
bindungen wie Sulfonamide oder Linezolid zu entwickeln.
Tatséchlich sind klinisch signifikante Resistenzen gegen jedes
Antibiotikum aufgetaucht, das je eingefiihrt wurde, manch-
mal schon wenige Jahre nach dem ersten Einsatz.['¥!

Die Herstellung neuer Antibiotika allein reicht nicht aus,
um die Multiresistenzen zu bekdmpfen. Es muss mehr ge-
schehen, um das Verhalten und den Einsatz von Antibiotika
zu verandern, um Resistenzen gegen existierende Mittel zu
kontrollieren oder gar zu reduzieren. Der Resistenzgrad
Gram-negativer Pathogene nahm 2011 in ganz Europa nach
dem jdhrlichen Uberwachungsreport des European Centre
for Disease Prevention and Control zu.'”! Demgegeniiber
blieb die Resistenz Gram-positiver Pathogene stabil oder
nahm in einigen europdischen Lédndern sogar ab. Bei den
iiberwachten Pathogenen gibt es typischerweise ein Nord-
Siid-Gefille mit niedrigerem Resistenzgrad in nordeuropdi-
schen als in siideuropiischen Lindern.”! Die Unterschiede
sind ein Ergebnis der Politik, die im Norden entwickelt und
angewendet wurde, wie kluger Einsatz von Antibiotika in der
Klinik (beispielsweise nicht immer bei Virusinfektionen An-
tibiotika zu verschreiben) und in der Landwirtschaft und
umfassende MaBnahmen der Infektionskontrolle.™!

Es ist klar, dass es keine einzelne MaBBnahme geben kann,
um der Antibiotikaresistenzen Herr zu werden, und dass kein
Antibiotikum fiir immer wirksam bleiben wird. Allerdings
wird sich alle Forschung, die zur Entdeckung neuer Anti-
biotika oder zur Aufklarung von Resistenzmechanismen fiihrt
(und wie man sie iiberwindet), in einer Zukunft als ent-
scheidend erweisen, in der ein ganzes Spektrum weitver-
breiteter, multiresistenter Bakterien droht, die nicht effizient
bekdmpft werden konnen. Daher sind neue Bemiihungen in
der Infektionsforschung dringend geboten.

3. Neue Antibiotika aus Naturstoffen

Historisch gesehen war das erfolgreichste Mittel auf der
Suche nach neuen Antibiotika das Durchmustern von Na-
turstoffen aus mikrobiellen Quellen. Zwar wurden viele der
am einfachsten zugéinglichen Verbindungen entdeckt, aller-
dings hat dieser Ansatz noch immer seinen Wert, wie man an
den fortdauernden Forschungen auf diesem Gebiet sehen
kann.?" Die gegenwirtige Auffassung ist, dass bislang nur ein
kleiner Bruchteil des moglicherweise relevanten chemischen
Raums fiir Naturstoffe erforscht wurde.
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3.1. Eintauchen in neue Tiefen, um die néchste Generation von
Naturstoffen hervorzubringen

Der grofite Teil der klinisch verwendeten Antibiotika aus
Naturstoffen wurde von Actinomyceten aus dem Erdboden
gewonnen. Dies zeigt eine historische Hinwendung zu dieser
Klasse leicht isolierbarer und kultivierbarer Bakterien. Folge
dieser Konzentration ist, dass ein nennenswerter Anteil der
mikrobiellen Flora, wie den, den man in ,,unkonventionellen
okologischen Nischen findet, noch nicht systematisch auf die
Produktion potenziell nutzbarer antibakterieller Verbindun-
gen untersucht wurde. Eine Untergruppe ist besonders aus-
sichtsreich fiir die Produktion bioaktiver Substanzen, namlich
die der marinen Bakterien. 2004 isolierten Siissmuth und
Mitarbeiter die Abyssomicine (Abbildung 3), eine interes-

Me
OH
Abyssomicin C (2)

Abyssomicin B (1)

Abyssomicin D (3)

Abbildung 3. Die Abyssomicine, eine neue Klasse antibiotisch wirksa-
mer Naturstoffe aus Tiefseesedimenten. Wissenschaftler erforschen
gegenwirtig weniger zugingliche Regionen des Globus auf der Suche
nach der nichsten Generation von antibiotischen Naturstoffen.

sante neue Antibiotikaklasse aus einem Actinomyceten, der
in Sedimentproben aus der Tiefsee gefunden wurde.”!
Abyssomicin C (2)zeigt vielversprechende Aktivitit gegen
Gram-positive Bakterien wie methicillin- und Vancomycin-
resistente Stamme von Staphylococcus aureus mit einer MICs,
(MIC = minimale Hemmkonzentration) von 4 pgmL™" bzw.
13 ugmL~"PY Es hat auch einen bisher unbekannten Wirk-
mechanismus. Abyssomicin C verhindert die Umwandlung
von Chorisminsdure in p-Aminobenzoesiure (pABA), eine
Vorstufe in der Tetrahydrofolat-Biosynthese. Die Hemmung
der pABA-Biosynthese ist ein vielversprechendes Ziel fiir
Antibiotika, weil es sich in vielen Mikroorganismen, nicht
aber im Menschen findet.*!

3.2. Die ,,Unkultivierten“ kultivieren

Selbst, wenn die Bemiihungen auf die leicht zugénglichen
Bodenbakterien beschrinkt bleiben, schitzt man, dass die
Zahl der erfolgreich kultivierten und tiberpriiften Arten we-
niger als ein Prozent der Gesamtpopulation ausmacht.”” Dies
liegt daran, dass viele Mikroorganismen unter Standard-La-
borbedingungen nicht kultivierbar sind und daher historisch
gesehen fiir eine Untersuchung unzuginglich waren.* Die
Existenz dieser ,,unkultivierten® Bakterien ist in der Wis-
senschaftsgemeinde seit iiber einem Jahrhundert anerkannt.
Die erhebliche Diskrepanz zwischen der mikroskopisch be-
stimmten Gesamtzellzahl und der in der Petrischale ausge-
zdhlten Lebendkeimzahl ist als ,,Great Plate Count An-
omaly“ bekanntgeworden.” Offensichtlich hat diese An-
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omalie die Auswertung der Bakterienpopulation beziiglich
ihrer Antibiotikaproduktion stark eingeschrankt. Mit mo-
dernen biologischen und genetischen Techniken lédsst sich
diese Schwierigkeit umgehen, sodass es letztlich vielleicht
moglich sein wird, das gesamte mikrobielle Genom zu
durchmustern.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, dieses Problem an-
zugehen. Eine davon ist, die Kulturbedingungen fiir noch
nicht kultivierte Bakterien mit unkonventionellen Techniken
weiterzuentwickeln. Im einfachsten Falle kann dies Ande-
rungen bei Inkubationszeit, Wachstumstemperatur oder Me-
dienzusammensetzung bedeuten. Aber auch ausgefeiltere
Verfahren, mit denen die natiirliche Umgebung der Bakterien
nachgebildet werden soll, werden untersucht.’® Mit einem
solchen Verfahren, den Diffusionskammern fiir die Inkuba-
tion, wurden von Novobiotic Pharmaceuticals verschiedene
neue Antibiotika entdeckt.”” Diese Diffusionskammern sind
hilfreich, weil das Wachstum vieler Bakterienstimme von
Wachstumsfaktoren abhéngt, die von anderen Mikroorga-
nismen der Umgebung gebildet werden. Ermoglicht man die
Diffusion dieser Wachstumsfaktoren in die Kammern,
konnen sie die molekulare Umgebung einer Population aus
vielen Arten nachahmen, wihrend ein einzelner Stamm iso-
liert in der Kammer wéchst.

Ein anderer Ansatz mit enormem Potenzial ist die hete-
rologe Expression der Synthesegene von Antibiotika in ein-
fach kultivierbaren Wirtorganismen.” Fiir den Erfolg dieser
Strategie kann es notwendig sein, dass die Biosynthesegene
und die intrinsischen Resistenzgene auf benachbarten DNA-
Bereichen liegen. Gliicklicherweise kommt diese Anordnung
von Biosynthese- und Resistenzgenen bei antibiotischen
Naturstoffen oft vor. Weitere Schwierigkeiten konnen durch
Unterschiede im Codongebrauch zwischen Wirt und Donor-
organismus entstehen (was Probleme bei der Genexpression
nach sich zieht)®! oder wenn Biosyntheseproteine zur Akti-
vierung posttranslational modifiziert werden miissen, wie
man dies bei einigen Polyketid- und nichtribosomalen Pep-
tidsynthesen findet.®"

Trotz dieser Schwierigkeiten gibt es Beispiele fiir die er-
folgreiche Expression von Wirkstoffkandidaten in einem ge-
netisch verdnderten Wirt, so die Expression und nachfolgen-
de Identifizierung der Pantocin-Antibiotika (Abbildung 4).

N
HN N H H Q
0 0 N NTV/\/J\
HoN ~ OH
o HN - 5 2 /\ﬂ/ H
(¢] O SO,Me
HoN OH
Pantocin A (4) Pantocin B (5)

Abbildung 4. Pantocin A und B; eine neue Klasse antibakterieller Natur-
stoffe aus einem genetisch verinderten Wirt.

Pantocin A und Pantocin B hemmen die Histidin- bzw.
Argininbiosynthese. Sie werden urspriinglich von Pantoea
agglomerans gebildet. Es ist seit den 1980er Jahren bekannt,
dass diese Art Antibiotika produziert, allerdings konnten die
Verbindungen erst eindeutig identifiziert werden, nachdem
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die Biosynthesegene in Escherichia coli kloniert
und exprimiert worden waren.!

3.3. Metagenomik
b) C,
Heterologe Techniken sind nicht auf die Ex- NS
pression der DNA aus Einzelkolonien spezifischer 1
Bakterien beschriankt; man kann mit ihrer Hilfe y
auch DNA aus Umweltproben (manchmal auch N

eDNA fiir ,,environmental DNA“ genannt) auf die
Produktion von Naturstoffen untersuchen.’” Die
direkte Extraktion und Analyse von DNA aus der ¢
gesamten mikrobiellen Population einer Umwelt-
probe wird Metagenomik genannt.®® Der wich-
tigste Vorteil des metagenomischen Ansatzes ist,
dass man damit die Kultivierung von Bakterien-
stimmen im Labor zum Test auf Antibiotikapro-
duktion vermeidet.

Metagenomik umfasst die Extraktion der
DNA aus allen Mikroorganismen einer Umwelt-
probe, deren nachfolgende Reinigung und Inser-
tion in Vektoren wie Plasmide, Cosmide oder
BAC:s (bacterial artificial chromosomes) und an-
schlieBend die Vermehrung der DNA in Wirten
wie E. coli.”*3¥ Die so erhaltene komplexe DNA-
Bibliothek kann funktionell auf die Produktion neuer Anti-
biotika oder anderer biologisch interessanter Sekundidrme-
tabolite durchmustert werden.”**! Ein weiterer Vorteil dieses
Verfahrens ist, dass die Entdeckung neuer Antibiotika un-
trennbar mit der Entdeckung der jeweiligen Biosynthesegene
gekoppelt ist.

Es wurden bereits mehrere Beispiele fiir die Entdeckung
neuer Antibiotika mit Metagenomik veroffentlicht, und
wahrscheinlich werden weitere folgen, denn das Gebiet reift,
und die Verfahren werden immer ausgefeilter. Das erste neu
gefundene Antibiotikum aus einer heterolog exprimierten
Umwelt-DNA wurde im Jahr 2000 publiziert, als Brady und
Clardy von der Entdeckung der langkettigen geséttigten und
ungeséttigten N-Acyl-L-Tyrosine CSL12-A bis -M berichteten
(6; Abbildung 5a).” Diese 13 Verbindungen wurden bei der
Durchmusterung von etwa 700000 Klonen aus einer Boden-
probe gefunden; sie erwiesen sich als aktiv gegen einen an-
tibiotikaresistenten Stamm des Gram-positiven Bakteriums
Bacillus subtilis. Das Ausmaf} der antibakteriellen Aktivitét
hingt von der Kettenldnge ab, wobei die 13-16 C-Atome
langen, gesittigten und ungesittigten Acetylderivate am ak-
tivsten sind. Fiinf Jahre spéter entdeckten die gleichen Au-
toren die Isocyanid-Indolverbindung 7, die ebenfalls gegen
B. subtilis aktiv ist (Abbildung 5b).5° 7 stammte von dem
eDNA-Cosmid pCSLG18, das die Biosynthesegene isnA/B
tragt.”® Ein anderes Beispiel ist die Entdeckung der Anti-
biotika Turbomycin A und B (8 und 9; Abbildung 5c¢) durch
Handelsman und Mitarbeiter.”” Diese kationischen Natur-
stoffe sind gegen eine Reihe Gram-positiver und -negativer
Bakterien, darunter Erwinia herbicola, Streptococcus pyoge-
nes und Staphylococcus aureus, aktiv. Auffillig ist, dass Tur-
bomycin A zuvor schon aus der Hefe Saccharomyces cerevi-
siae isoliert wurde, nie jedoch als bakterieller Metabolit.

HNTS Cf@
|
N
H

Turbomycin A (8)
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CSL12-Antibiotika (6)

CSL12-A bis CSL12-I; R = C; bis C45 (geséttigt)
CSL12-J bis CSL12-M; R = C43 bis C45, C47 (ungesattigt)

eDNA-Cosmid, pCSLG18

kultiviert
und
isoliert ’ ? ? I\
— Y isnB >—|1 ORF3 - 4 ORF5 »
T I T
1K 2K 3K 4K 5K

@ Position von Transposon-Knockouts

2.0

Turbomycin B (9)

NH

Abbildung 5. Antibiotika, die mit metagenomischen Suchverfahren entdeckt wurden.
a) CSL12-G bis CSL12-I und CSL12-| bis CSL12-L zeigen starke Wirksamkeit gegen
B. subtilis. b) 7 ist gegen B. subtilis wirksam. c) Der MICso-Wert von Turbomycin A
betrigt 6.2 ugmL™" gegen E. herbicola, B. subtilis, S. aureus und S. pyogenes und

12.5 ugmL™" gegen S. enerica ssp. 1 Serovar Typhimurium.

Turbomycin B ist ein neuer Naturstoff.”® Diese frithen Be-
funde zeigen, dass Metagenomik ein vielversprechendes Feld
fiir die Entdeckung neuer Antibiotika sein kann.

Es ist wahrscheinlich, dass bei kultivierungsabhéngigen
und -unabhéngigen Verfahren zur Entdeckung neuer Anti-
biotika noch wichtige Fortschritte gemacht werden konnen
und dass viele biologisch interessante Metaboliten noch un-
entdeckt sind. Aufler zur Entdeckung neuer Antibiotika kann
man mithilfe der Metagenomik auch Informationen tiber
bakterielle Resistenzmechanismen erhalten.” Aus diesen
Griinden wird die Suche nach Antibiotika aus Naturstoffen
auf absehbare Zeit ein wichtiges Forschungsgebiet bleiben.

3.4. Das Aufkommen der Lantibiotika

Lantibiotika als Unterklasse der Bacteriocine sind pep-
tidische Toxine, die von Bakterien synthetisiert werden, um
das Wachstum nahe verwandter Bakterien zu hemmen.[*” Sie
sind ribosomal synthetisierte Antibiotika mit einem hohen
Grad an posttranslationaler Modifikation, durch die es zur
Bildung mehrfacher makrocyclischer Ringe innerhalb der
dreidimensionalen Struktur kommt. Die Makrocyclen
werden aus der linearen Peptidsequenz durch die Bildung von
Lanthionin-, Methyllanthionin- und/oder Labioninbriicken
geschlossen. Dies geschieht typischerweise iiber Dehydrati-
sierung und Cyclisierung an Cystein- und Serin-/Threonin-
resten (Abbildung 6a).““*l Jung et al. berichteten als erste
iiber die genetischen Grundlagen der Biosynthese von Epi-
dermin.” Sie wiesen nach, dass das Strukturgen epiA fiir das
antibiotisch wirkende Epidermin kodiert, ein ribosomal syn-
thetisiertes Lantibiotikum mit vier iiber Sulfidbriicken ge-
schlossenen makrocyclischen Ringen. Seitdem wurde eine
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Abbildung 6. Strukturen von Lantibiotika. a) Gemeinsame Briicken-
strukturen, die in den Lantibiotika posttranslational eingefiihrt werden,
um die globulare dreidimensionale Struktur zu bilden. b) Die struktu-
rell dhnlichen Lantibiotika Actagardin (10) und NVB302 (11) zeigen
deutliche antibakterielle Wirkung; NVB302 wird gegenwirtig klinisch in
der Erstbehandlung von C. difficile erprobt.

ganze Reihe neuer lantibiotischer Strukturen
entdeckt, isoliert und publiziert. In neuerer Zeit
waren dies Actagardin,”®! Desoxyactagardin B
(DAB),* Entianin,*! Curvopeptin,*! Prochlo-
rosine,’ Catenulipeptin,!! Erythreapeptin,*!
Avermipeptin,®® Griseopeptin® und die Laby-
rinthopeptine.* Lantibiotika haben das Poten-
zial, in Zukunft eine neue Quelle antibakterieller
Wirkstoffe zu werden. So weist Actagardin (10;
Abbildung 6b) eine starke Aktivitit gegen
Gram-positive Bakterien wie Clostridium diffi-
cile auf: Es bindet an Lipid II und stort so die
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4. Die Modifizierung bestehender Verbindungsklas-
sen

Ein erheblicher Anteil der Antiinfektiva-Forschung kon-
zentriert sich gegenwirtig auf medizinalchemische Versuche,
Aktivitat oder Wirkprofil bekannter Antibiotikaklassen zu
verbessern.”!! Diese Versuche konnen, obwohl viele der
Verbindungsklassen schon iiber 50 Jahre im Einsatz sind, bei
den richtigen Verénderungen noch immer wirksame Sub-
stanzen der néchsten Generation hervorbringen. Logische
und systematische Strukturverédnderungen konnen Wirkstér-
ke und Aktivitdtsprofil verbessern und bakterielle Resis-
tenzmechanismen tiberwinden.

4.1. Entwicklung von Cephalosporinen der niichsten Generation

Eine Klasse von Antibiotika, die intensiv medizinalche-
misch bearbeitet wurde, sind die Cephalosporine aus der
Klasse der P-Lactamantibiotika. [-Lactame hemmen die
Transpeptidierung benachbarter Pentapeptide und verhin-
dern so die Bildung von Verbindungen zwischen den Pepti-
doglycaneinheiten, die fiir die Zellwandbiosynthese essenziell
sind."? Sie binden an die Enzyme (penicillinbindende Pro-
teine, PBPs genannt), indem die (B-Lactam-Amidbindung
durch das nucleophile Serin im aktiven Zentrum des Enzyms
acyliert wird. Das Acyl-Enzym ist stabil und verhindert damit
die Bindung des natiirlichen Substrats, des D-Ala-D-Ala-Ab-
schnitts des Pentapeptids.’” Das breite Wirkungsspektrum,
die nachgewiesene Wirksamkeit und das giinstige Sicher-
heitsprofil dieser Verbindungsklasse machen sie zu einer der
am hiufigsten verschriebenen Wirkstoffe. Es gibt inzwischen
mindestens vier anerkannte Cephalosporin-Generationen
(Abbildung 7), die eher anhand ihrer Wirksamkeit und
Wirkprofile als ihrer strukturellen Unterschiede voneinander
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N COH
Zellbiosynthese.™ Das strukturell #hnliche (geg;'r:’: efﬂfﬁ) ((ijffg:r?er?:ﬂgg)
Lantibiotikum NVB302 (11, Abbildung 6b), das ' ' Me
von Novacta entdeckt wurde, durchlduft gegen- r;ro'V‘e 9.0 okt / N
wirtig die klinische Priifung in der Phase 1 zur oy D/Srn S HNYN ’7‘ H _
Behandlung von Clostridium-difficile-Infektio- SN ]:rNMN_@H s\mN S N~
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CO,H 0] Ie} S
CO,H
Ceftobiprole (16) Ceftaroline (17)
('5. Generation') ('5. Generation')
Abbildung 7. Die verschiedenen Cephalosporin-Generationen.
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abgegrenzt werden.”” Die Existenz ver-
schiedener Generationen konnte zu der
Annahme verleiten, dass die frithesten zu-
gelassenen Verbindungen inzwischen wertlos
sind; dies ist jedoch nicht der Fall, Vertreter
aller Klassen sind heute noch im klinischen
Gebrauch.

Cephalosporine der ersten Generation

wirken gegen Gram-positive Kokken; Ver-
Plasmamembran

bindungen der zweiten Generation sind zu- — ;---=-=---=-

sdtzlich gegen Gram-negative Bakterien
aktiv. Verbindungen der dritten Generation
haben eine geringere Aktivitit gegen Gram-
positive Bakterien, wirken aber stidrker
gegen Gram-negative. Cephalosporine der
vierten Generation schliellich sind besser
wirksam gegen Gram-positive und -negative
Bakterien und sind au3erdem gegen Stimme
aktiv, die einige [-Lactamasen produzieren.

In neuerer Zeit wurden auch Cephalo-
sporine gefunden, die gegen Methicillin-re-
sistente Staphylococcus-aureus-Stimme
(MRSA) wirken und auBerdem ein verbes-
sertes Aktivitdtsprofil gegen Gram-positive
Bakterien aufweisen. Da sie aber keine we-
sentliche Verbesserung gegen Gram-negati-
ve Bakterien zeigen, gibt es unterschiedliche
Meinungen dariiber, ob sie eine neue Gene-
ration darstellen.”” Dennoch werden die
anti-MRSA-Verbindungen Ceftobiprol
(16)™ und Ceftarolin (17)F*% oft als Ce-
phalosporine der fiinften Generation be-
zeichnet.

Wichtiger als die Gegenwart von (3-Lac-
tamasen fiir die Resistenz von MRSA gegen
viele f-Lactamantibiotika ist wahrscheinlich das Vorkommen
des penicillinbindenden Proteins 2a (PBP2a), das in Methi-
cillin-empfindlichen Stimmen fehlt (Abbildung 8)."! Es gibt
verschiedene PBPs in Staphylococcus aureus, von denen die
meisten fiir f-Lactame empfinglich sind; PBP2a allerdings
hat nur eine sehr niedrige Affinitét fiir f-Lactame und wird
daher von den meisten Antibiotika dieser Klasse nicht be-
eintrichtigt. Folglich kann PBP2a auch dann, wenn die an-
deren PBPs effizient gechemmt werden, weiter die Zellwand-
Biosynthese katalysieren und so ein hohes MaB an p-Lac-
tamresistenz aufbauen.

Ceftobiprol ist ein Breitband-Antibiotikum und wirkt
effizient bei Infektionen von Haut und Weichgeweben durch
MRSA (und ist auch aktiv gegen Streptococcus pneumoniae).
Die Verbindung ist sehr wirksam gegen MRSA mit einer
MICs, von 2 pgmL™'; verglichen damit hat Cefotaxim, ein
ineffizientes Cephalosporin der dritten Generation, eine
MICs, von > 64 ugmL ™5 Eine Monotherapie mit Cefto-
biprol ist genauso wirksam gegen MRSA-Hautinfektionen
wie eine Kombinationstherapie mit Vancomycin und Ceft-
azidim (einem Cephalosporin der dritten Generation).>®
Strynadka und Mitarbeitern gelang die Losung einer Kris-
tallstruktur aus Ceftobiprol gebunden an das aktive Zentrum
von PBP2a, woraus sich Informationen iiber den Wirkme-

Plasmamembran
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Methicillin-empfindliche Stamme

Inhibition durch
B-Lactam

Transglycosidase

Methicillin-resistente Stamme

PBP1 PBP2 PBP3 PBP4
Transglycosidase Inhibition durch
B-Lactam

L

PBP1 PBP2 PBP2a PBP3 PBP4

Pentapeptid und Verbrickung
Disaccharideinheit (Glycan)

Abbildung 8. Die Biosynthese der bakteriellen Zellwand bei Methicillin-empfindlichen Sta-
phylococcus-aureus-Stimmen (MSSA) und bei Methicillin-resistenten Staphylococcus-aureus-
Stammen (MRSA). Bei MSSA binden (3-Lactamantibiotika an PBP2 und verhindern die
Transpeptidierung des Pentapeptids an den Peptidoglycankomplex. Bei MRSA hat PBP2a
ein abweichendes aktives Zentrum, das fiir 3-Lactame weniger zuginglich ist und daher
Resistenz gegen die Mehrzahl der (3-Lactame verleiht.

chanismus von Ceftobiprol ableiten lassen.”” Die Ausdeh-
nung, die planare Form und der hydrophobe Charakter von
R? sind die notwendigen Eigenschaften fiir eine effektive
Bindung des Antibiotikums in der schmalen Spalte des akti-
ven Zentrums (Abbildung 9). Die Modifikation des aktiven
Zentrums wird durch zusétzliche Wechselwirkungen wie Van-
der-Waals-Bindungen zwischen Enzym und R? kompensiert,
sodass der Komplex stabilisiert und nachfolgend acyliert wird.
Die Wirkung von Ceftobiprol und Ceftarolin gegen MRSA
kommt durch die gesteigerte Bindungsaffinitit, die groBere
Acylierungsgeschwindigkeit und die langsamere Desacylie-
rung von PBP2a zustande.*®"

Ceftarolin hat ein dhnliches Wirkprofil wie Ceftobiprol
und wurde 2010 fiir die Behandlung akuter bakterieller
Hautinfektionen und ansteckender bakterieller Pneumonie
zugelassen. Ceftarolin ist gut wirksam gegen eine Reihe von
Stimmen von S. aureus, darunter S. aureus 510 (VRS2), der
gegen Methicillin und Vancomycin resistent ist und [-Lac-
tamaseaktivitit hat."® Ceftarolin hat eine weit iiberlegene
Aktivitdat gegen S. aureus 510 (VRS2) mit einer MIC von
1 ugmL™" verglichen mit anderen B-Lactamen mit MIC-
Werten von 32 (Penicillin G), >64 (Ceftrixanon) und
> 64 pygmL™" (Cefotaxim). Der Mechanismus, nach dem Ce-
ftarolin an PBP2a binden kann, wurde von Mobashery et al.
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auf, haben sich seitdem allerdings weltweit aus-
gebreitet.”” Die Resistenz von VRE kann hori-
zontal iibertragen worden sein, sodass inzwischen
auch andere Vancomycin-resistente Pathogene
aufgetaucht sind, darunter einige Staphylokok-

B-Lactamring - essenziell fur die Inhibition
der Transpeptidaseaktivitat. Ort der
Acylierung mit nucleophilem Serin in
aktivem Zentrum von PBP.
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Abbildung 9. Die entscheidenden Strukturelemente der Cephalosporine fiir die Aktivi-

tit gegen Bakterien mit 3-Lactamasen und PBP2a-Bindestellen.

untersucht.[!! Mit Rontgenstrukturanalyse fanden sie heraus,
dass die Bindestelle von freiem PBP2a geschlossen ist und nur
dann zuginglich wird, wenn das Enzym vorher allosterisch
aktiviert wurde. Weitere Experimente deuteten darauf hin,
dass Ceftarolin diese allosterische Aktivierung auslésen kann
und daher durch den langgestreckten Substituenten R?
Zugang zu der Bindestelle erhalt.®!]

4.2. Die Uberwindung der Vancomycinresistenz

Vancomycin (18; Abbildung 10) ist ein weiteres
interessantes Anschauungsobjekt dafiir, dass durch
Einsatz der Medizinalchemie Aktivitdten verstarkt
und Resistenzen iiberwunden werden konnen.
Wissenschaftler von Eli Lilly entdeckten Vanco-
mycin aus Mikroorganismen in einer Bodenprobe
aus dem Dschungel von Borneo in den 1950er

Ceftarolin (17)

ken.

Glycopeptide hemmen die Zellwandbiosyn-
these, allerdings iiber einen ungewohnlichen
Wirkmechanismus, der nicht die Bindung an eine
enzymatisch aktive Zielstruktur und damit die
Modulation ihrer Funktion umfasst. Stattdessen
binden sie fest an die L-Lys-D-Ala-D-Ala-Reste
am Ende der Peptidoglycanstrange und entzie-
hen diese lebensnotwendigen Vorstufen damit
dem Synthesegang. Durch die Bindung verhin-
dert das Antibiotikum physisch die Transpepti-
dierung und Transglycosylierung und damit die
Reifung der Zellwand; manchmal kommt es da-
durch auch zur Zelllyse. Dieser Wirkmechanis-
mus der Glycopeptide spielt sich an der Zelloberfldche ab und
vermeidet einige ibliche zelluldre Resistenzmechanismen
wie Effluxpumpen und bakterielle Modifikation. Fiir Vanco-
mycin wurden fiinf spezifische Wasserstoffbriicken nachge-
wiesen, die an die L-Lys-D-Ala-D-Ala-Reste binden, wie in
Abbildung 10 gezeigt.®

Die am haufigsten vorkommenden Resistenzphénotypen
(VanA und VanB) entstehen durch die Substitution des ter-

E/X
M OH
Me

)é/éj\m/( )j\/ NHMe Vancomycin (18)

HN €O H:
Jahren. Es war 1959 das erste Glycopeptid-Anti- 2 HzNOC
biotikum, das fiir die Klinik zugelassen wurde./*” HO~</_<\‘
OHOM.._

Seitdem haben sich Glycopeptide als sehr effizient
fiir die parenterale Behandlung von Infektionen
mit Gram-positiven Bakterien erwiesen. Sie sind
gegeniiber Gram-negativen Bakterien nicht aktiv,
weil sie wegen ihrer Grofle deren duflere Membran
nicht tiberwinden konnen.

Wegen ihrer Toxizitdt und des Fehlens von
Kreuzresistenzen mit anderen Antibiotika wurden
sie als letztes Mittel bei Infektionen mit multire-
sistenten Keimen in Reserve gehalten. Eine Zeit-
lang entwickelte sich die Resistenz gegen Vanco-
mycin nur langsam. Als jedoch Infektionen wie
MRSA héufiger vorkamen, wurde auch Vancomy-
cin verstédrkt eingesetzt, und die Zahl der resisten-
ten Stimme nahm zu. Eine massive Resistenz
gegen Vancomycin wurde erstmals 1988 bekannt,
etwa 30 Jahre nach dem ersten klinischen Einsatz.
Die ersten Mikroorganismen, die Vancomycin-re-
sistent waren, waren Enterokokken (VRE). Sie
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Vancomycinbindung fihrt zur
Inhibition der Zellwandbiosynthese
- » D-Ala-D-Ala

Ac O Me

OH

N )ﬁ/ )J\/NHMe Vancomycin (18)

H NOC

Vancomycin-resistenter Phanotyp

D-Ala-D-Lac

Abbildung 10. Vancomycinresistenz, die durch die Substitution von p-Ala-p-Ala
durch p-Ala-p-Lac entsteht.
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minalen Alaninrestes der Peptidoglycanketten durch einen
Milchsdurerest (D-Ala-D-Ala zu p-Ala-pD-Lac).™! Diese ein-
zelne Substitution (NH zu O) entfernt eine Wasserstoffbrii-
cke und ersetzt sie durch eine destabilisierende Wechselwir-
kung zwischen freien Elektronenpaaren, wodurch die Bin-
dungsaffinitdt zwischen Antibiotikum und Ligand auf ein
Tausendstel reduziert wird."!

Boger und Mitarbeiter haben viel Arbeit aufgewendet,
um diese Wechselwirkungen aufzukldren und die antibakte-
rielle Aktivitit wiederherzustellen.””l Mit einer beeindru-
ckenden Strategie ausgehend von der De-novo-Synthese
einer Serie von Vancomycin-Aglyconanaloga konnten sie die
Auswirkungen kleiner Strukturidnderungen auf die Bindeta-
sche von Vancomycin ausloten. Sie konzentrierten sich auf
Variationen der Carbonylgruppe an C14 in der Hoffnung,
damit eine Verbindung mit einer vergleichbaren Aktivitat
gegen D-Ala-p-Ala- und D-Ala-p-Lac-Peptidoglycanstringe
zu finden (Abbildung 11).

Abbildung 11. Analoga des Vancomycin-Aglycons, synthetisiert von
Boger et al.

Zuniachst entfernten sie das Carbonylsauerstoffatom; an
dieser Stelle blieb nur die Methylengruppe zuriick (19),
sodass eine mogliche Wasserstoffbriicke zu p-Ala-pD-Ala
wegfiel, gleichzeitig aber auch die abstoBende Wechselwir-
kung zwischen den beiden freien Elektronenpaaren im Falle
von D-Ala-p-Lac.”® Dadurch nahm die Bindungsaffinitit zu
einem D-Ala-pD-Lac-Modellliganden um das 40-Fache zu,
wihrend andererseits die Affinitdt zum entsprechenden D-
Ala-p-Ala-Liganden auf ein Fiinftel sank. Man erhielt also
eine weitgehend ausgeglichene Bindungscharakteristik fiir
beide Varianten. Dementsprechend lag auch die Wirkung
gegeniiber einem VanA-resistenten Enterococcus-faecalis-
Stamm (VanA VRE BM4166) mit MICs,=31 ugmL™" um
den Faktor 40 hoher als die von Vancomycin.

Beim Austausch der Amidfunktion gegen eine Amidin-
gruppe (20) nahm die Bindung zu beiden Liganden signifi-
kant zu.[) Die Affinitit von 20 fiir b-Ala-D-Ala war 15-mal
grofler als die der Methylenverbindung 19 und nur etwa halb
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so grof} wie die Affinitdt des Vancomycin-Aglycons selbst,
vermutlich, weil die Amidingruppe als Wasserstoffbriicken-
akzeptor fiir die Amid-NH-Einheit des Liganden fungieren
kann und so als Isoster der Amidgruppe von Vancomycin
wirkt. Die Ergebnisse mit D-Ala-D-Lac waren noch ein-
drucksvoller: Mit 20 war die Bindungsaffinitit vergleichbar
mit jener des D-Ala-pD-Ala-Liganden, entsprechend einer
Zunahme um den Faktor 600 gegeniiber der des Vancomycin-
Aglycons und einer Verbesserung um mehr als das 10-Fache
verglichen mit jener von 19. Die Amidinverbindung zeigte
auch eine sehr starke antimikrobielle Aktivitit gegen
BRE BM1466 mit einer MICs, von 0.31 pgmL ™, die mit der
Aktivitit von Vancomycin und dem Vancomycin-Aglycon
gegen empfindliche Stimme vergleichbar ist (MICs,=0.3—
2 ugmL™).

Statt sich auf zeitraubende und miithsame Totalsynthesen
fiir die Herstellung von Analoga zu verlassen, stiitzen sich die
meisten medizinalchemischen Kampagnen rund um antimi-
krobielle Leitstrukturen auf Fermentationstechniken, um
Naturstoffvarianten zu erhalten, statt die Grundstruktur
synthetisch zu modifizieren. Die Verbindungen, die mit sol-
chen Verfahren hergestellt werden, variieren mit hoherer
Wabhrscheinlichkeit in peripheren Strukturelementen als im
Kerngeriist, wie dies auch bei Bogers Arbeit der Fall war.

Semisynthetische medizinalchemische Arbeiten an den
Glycopeptiden dienten meist dazu, Strukturelemente einzu-
fiilhren, die entweder eine Dimerisierung begiinstigen oder
die Affinitit fiir die bakterielle Zellwand verbessern (Abbil-
dung 12). Die Dimerisierung von Vancomycin verbessert die
Ligandenbindung, indem sie das Peptidriickgrat versteift und
so die Wasserstoffbriickenbildung verstirkt."”! Hydrophobe
Seitenketten wie die aus dem natiirlich vorkommenden Gly-
copeptid Teicoplanin (21) wirken als Anker des Antibioti-
kums in der Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran,
bringen es in die Néhe zu seiner Zielstruktur im Peptidogly-
can und begiinstigen so die bindenden Wechselwirkungen.
Dimerisierung und Verankerung in der Zellmembran steigern
beide erheblich die Aktivitit.!""!

Drei semisynthetische Glycopeptide sind bis hin zu kli-
nischen Studien gelangt: Oritavancin (22), Dalbavancin (23)
und Telavancin (24; Abbildung 12). Oritavancin ist das 4-
Chlorbiphenylmethyl-Analogon von  Chloreremomycin,
einem Glycopeptid von Amycolatopsis orientalis. Chlorere-
momycin ist 4- bis 8-mal aktiver als Vancomycin gegeniiber
empféinglichen Stimmen, ist gegeniiber Vancomycin-resis-
tenten Staimmen aber praktisch inaktiv."? Durch die Ergin-
zung des hydrophoben 4-Chlorbiphenylmethyl-Substituenten
von Oritavancin kommt es jedoch zu einem klinisch rele-
vanten Anstieg der Aktivitdt gegen Vancomycin-resistente
Enterokokken.!”” Der zusitzliche Substituent hat einen tief-
greifenden Effekt auf die Fahigkeit von Oritavancin, Dimere
zu bilden. Die Dimerisierungskonstante ist 100-mal grof3er als
die von Chloreremomycin und vier Groenordnungen hoher
als die von Vancomycin.™ Der Biphenyl-Substituent ver-
bessert auch die Membranverankerung von Oritavancin. In
dieser Kombination scheinen die beiden Effekte (die beide zu
einer intramolekularen Ligandenbindung fiihren) den Verlust
an Bindungsstérke iiberzukompensieren, der mit der Substi-
tution von D-Ala-pD-Ala durch p-Ala-p-Lac einhergeht, und
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Oritavancin (22)

“uNHy

Dalbavancin (23) H

Telavancin (24)

Abbildung 12. Semisynthetische Glycopeptide.

als Konsequenz eine hilfreiche Aktivitdt gegen VanA-resis-
tente Organismen zu etablieren.

Dalbavancin (23) ist ein nahes Analogon von Teicoplanin
und hat ein dhnliches Aktivitédtsprofil. Es ist wirksam gegen
viele Gram-positive Bakterien und ist allgemein etwas aktiver
als Vancomycin. Es hat allerdings keine Wirkung gegen
VanA-resistente Stimme.”! Die andere niitzliche Eigen-
schaft von Dalbavancin ist seine auBergewohnlich lange
Halbwertszeit von 170-210 h, sodass eine Verabreichung im
Wochenabstand moglich ist.”!
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Telavancin (24) ist die jlingste der semisynthe-
tischen Varianten und wurde als erstes fiir den
klinischen Einsatz freigegeben. Es wurde 2009 von
der US Food and Drug Administration (FDA) fiir
die Behandlung komplizierter Haut- und Haut-
strukturinfektionen (cSSSIS) zugelassen. Telavan-
cin war eines von mehreren semisynthetischen
Vancomycinanaloga, die von Chemikern des Un-
ternehmens Theravance untersucht wurden, und
liefert eine schone Demonstration, wie die Prinzi-
pien der Medizinalchemie auf die Glycopeptid-
Antibiotika angewendet werden.'”) Wie erwartet
brachte die hydrophobe N-Decylaminoethylgrup-
pe eine erhohte Wirksamkeit und giinstige In-vitro-
Aktivitdit gegen Vancomycin-resistente Stimme
mit sich. Sie beeinflusste allerdings pharmakoki-
netische Faktoren in Tiermodellen ungiinstig, vor
allem Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung. Es
musste also zum Ausgleich eine polare Gruppe, in
diesem Fall eine Phosphonatgruppe, eingefiihrt
werden, um ein Gegengewicht fiir den hydropho-
ben Substituenten zu schaffen. Dies hatte den ge-
wiinschten Effekt: Die Pharmakokinetik wurde
verbessert, und die Wirkung blieb erhalten.

Telavancin wurde als multifunktionales Lipo-
glycopeptid beschrieben, dessen Wirkung auf einen
zweifachen Mechanismus zuriickgefiihrt wird.[™
Es hat einerseits den den Glycopeptiden gemein-
samen Mechanismus, die Zellwandbiosynthese zu
hemmen, andererseits kann es wohl auch die In-
tegritit der Zellwand stéren und zu Depolarisati-
on, Permeabilitdt und Zelltod fiihren. Es besteht
die Hoffnung, dass dieser doppelte Wirkmecha-
nismus die Entwicklung von Resistenzen gegen
Telavancin verzogert.

5. Hybridantibiotika

Die Fusion zweier antibiotischer Wirkstoffe mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen zu einer ein-
zigen difunktionalen Einheit ist ein Konzept, iiber
das schon seit mehreren Jahrzehnten nachgedacht
wird.® Die Uberlegung ist, dass die kombinierte
Struktur gegeniiber den Ausgangsbestandteilen ein
erweitertes Wirkspektrum zeigen sollte, darunter
auch gegen resistente Organismen, und mit ihrer
doppelten Wirkweise das Entstehen von Resisten-
zen verlangsamt. Die Hauptschwierigkeit bei
dieser Strategie ist, dass die Hybridverbindung, um erfolg-
reich sein zu konnen, effizienter sein muss als die Summe der
Ausgangsverbindungen.

Historisch betrachtet war dieser Ansatz nicht besonders
erfolgreich, vor allem, weil das Hybridantibiotikum keinen
nennenswerten Vorteil gegeniiber den Einzelverbindungen
bot. Dies zeigte sich bei den Chinalactamen (Fluorchinolon-
Cephalosporin-Hybride)” und den Rifamycin-Fluorchino-
lon-Analoga.®™ Beide Entwicklungsprogramme wurden in-
zwischen aufgegeben.® Trotzdem geht die Forschung auf
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diesem Gebiet weiter, und eine der erfolgversprechenderen
Entwicklungslinien ist die Untersuchung von Aminouracil-
Fluorchinolon-Hybriden.

Derivate von 6-(3-Ethyl-4-methylanilino)uracil (EMAU)
sind moderat aktiv gegen eine Reihe Gram-positiver Orga-
nismen dank ihrer Fihigkeit, die DNA-Synthese durch die
Hemmung der DNA-Polymerase IIIC (Pol ITIC) zu blockie-
ren.®! Die Fluorchinolon(FQ)-Antibiotika wirken gegen
Gram-positive und -negative Arten, indem sie die bakteriel-
len Topoisomerasen und Gyrasen hemmen und damit das
»~Aufwinden“ der DNA beeintrachtigen. Butler et al. bei
Microbiotix synthetisierten eine Reihe von Anilinuracil-Flu-
orchinolon(AU-FQ)-Hybriden (Abbildung 13) in dem Ver-

S.-a-MIC MRSA-MIC
(wgmL™")  (ug mL™)

D. R. Spring et al.

einem Dipyridyl- oder Morpholinbicyclus verringerte die
antibakterielle Aktivitidt; eine Methylsubstitution am Pipe-
razin dagegen erhohte sie.

Anders als die Ausgangsverbindungen behielt die opti-
male Hybridverbindung (25) ihre In-vitro-Aktivitit gegen
DNA-Polymerase IIIC als Wirkort von AU sowie gegen To-
poisomerasen und Gyrasen als Wirkorte von FQ.F%? Die
Aktivitdat des Hybrids 25 in Enzymtests gegen DNA-Poly-
merase IIIC lag deutlich hoher als die der AU-Ausgangsver-
bindung. Die Aktivitdt des Hybrids gegen die FQ-Wirkorte
entsprach der von Norflaxin, betrug aber nur ein Zehntel der
Aktivitidt der neueren Fluorchinolone wie Ciprofloxacin.®?
Hybrid 25 war in vitro sehr aktiv gegen ein breites Spektrum
von Gram-positiven und -negativen Stim-
men mit MICs,-Werten, die bis zu 64-mal
besser als die der AU-Ausgangsverbindun-
gen waren, und einem verbesserten Aktivi-
tatsspektrum als dem der AU- und den FQ-
Ausgangsverbindungen. Die Hybridverbin-
dung zeigte deutliche Aktivitidt gegen AU-
und FQ-resistente Stimme wie VREF F118
(Linezolid-resistent) und MRSA B42876.5%!
Um sicherzustellen, dass die Aktivitdt nicht

o)
HO,C F
|
N i 0 R?
- Diamin —L
R' X N )i /©/R3
1o
O)\N N
H H
Ki  S.-a-MIC MRSA-MIC K
Diamin (M) (ugmL")  (ug mL) R (kM)
;iN/\ Et 0.024
K/N 0024 125 25 cPr 0.024
K3 tBu 0.013
é\Nﬁ/ 3,4-F,CeHy 0.018
K/Ng 0019 0313 1.25 4-p-FCgH; 0.017

ES K
N OH i
e 0011 125 5 R? (kM)

S.-a-MIC MRSA-MIC
(ugmL™)  (ug mL™)

1.25 25 einer gleichzeitigen Verabreichung von AU
125 25 und FQ entspricht, testeten Wright, Butler
0,625 1;2 et al. die additive Kombination im Vergleich
1.25 25 zum Hybrid. Das kovalent verkniipfte

Hybrid aus den Ausgangsverbindungen FQ
und AU war signifikant aktiver (Abbil-
dung 14).5% Es greift zwei Wirkorte an und

S.-a-MIC MRSA-MIC
(Mg mL™")  (ug mL™)

122 2‘5 blockiert so die DNA-Replikation iiber zwei
2'5 40 verschiedene Mechanismen.

Eine andere Hybridkombination, die
aktuell untersucht wird, ist die der Fluor-
chinolon-Aminoglycosid-Antibiotika,  die

S.-a-MIC MRSA-MIC
(ugmL™)  (ug mL™)

1.25
25

25
>40

insbesondere aus Ciprofloxacin und Neo-
mycin B zusammengesetzt sind.® Amino-
glycoside hemmen selektiv die bakterielle
Proteinsynthese und sind gegen Gram-posi-

Et 0.024
5 N Me 1.25
N H 29
0.041 25 >80
K;
“N N R3 (M)
0033 125 5
Me 0.024
o
H 29
Ki  S.-a-MIC MRSA-MIC
X (M) (ugml™) (ugmL™) K,
H 0.026 0.625 1.25 L (M)
(Aza) 0.018 125 25 (CHp)s 0024
F 0019 0313 125 (CHys  0.019
cl 0.01 0.313 1.25
OMe 0.014 0625 125

Abbildung 13. Hemmung der Pol IIIC und die antibakterielle Aktivitdt von Anilinuracil-Flu-
orchinolin(AU-FQ)-Hybriden gegen die Gram-positiven Erreger S. aureus 25923 und Methi-

cillin-resistente S. aureus (MRSA) 1094. cPr=Cyclopropyl.

such, Wirkung und Spektrum von Anilinuracil-basierten
Verbindungen zu maximieren.” Die Wirkung gegen Pol ITIC
sowie die antibakterielle Aktivitdt gegen S. aureus und Me-
thicillin-resistente S. aureus dnderte sich nur marginal, wenn
R!, X und die Linge des Linkers L variiert wurden.”™ Die
Auswirkungen aufgrund der Variation im Diamin sowie den
Substituenten R? und R? waren demgegeniiber viel ausge-
prigter und schidlicher.*®! Die Entfernung der Substituen-
ten in Position R* und R* am Anilinouracil-Phenylring ver-
ringerte die antibakterielle Aktivitit des Hybrids deutlich.
Eine Verédnderung des Diamins von einem Piperazinring zu

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

tive und -negative Organismen aktiv. Sie sind
bereits tiber 50 Jahre verbreitet im Ge-
brauch, sodass sich inzwischen viele Resis-
tenzmechanismen herausgebildet haben, die
ihren Nutzen erheblich beeintrichtigen.®
Baasov et al. stellten iiber eine kupferkata-
lysierte Alkincycloaddition (CuAAC) eine
Serie von Hybriden her, in denen Cipro-
floxacin und Neomycin B iiber ein 1,2,3-Tri-
azol verkniipft sind.® Die Substanzen wurden hergestellt,
um die Aktivitdt von Neomycin B insbesondere gegen Ami-
noglycosid-resistente Stimme zu verstarken.

FEine Reihe von Hybridverbindungen wurde synthetisiert,
die sich nur in Art und Lénge der Verbindungseinheit zwi-
schen den antibiotischen Teilverbindungen unterscheiden
(Abbildung 15).%3 Die Art des Linkers hat einen wesentli-
chen Einfluss auf die antibiotische Wirkung des Hybrids. Die
meisten Hybridverbindungen erwiesen sich als deutlich
wirksamer als die Ausgangsverbindung Neomycin B, beson-
ders gegen Gram-negative Bakterien und MRSA. Sie waren

1.25
1.25

25
25
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AU-FQ-Hybrid (Aminouracil-Fluorochinolon) (25)
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FQ Elternverbindung (26)

AU Elternverbindung (27)

MIC von 25 MIC von 26 MIC von 27 MIC von 26+27
Bakterienstamm (um) (um) (um) (um)
S. aureus Smith ATCC 13709 0.88 0.26 28 0.88
MRSA klinisches Isolat 1094 26 30 28 30
E. faecium ATCC 19434 3.75 30 30 30
VRE-Ausgangsverbindung B42762 2.1 >60 30 45

Abbildung 14. Vergleich der antibakteriellen Aktivitit des AU-FQ-Hybridwirkstoffs mit den
Elternverbindungen FQ und AU und mit FQ und AU bei gemeinsamer Verabreichung %!
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28a -CHy-p-CgH4-CH,- -CgHy-NHCO-
28b -CH,CH(OH)CH,- -CH,-CHCO-
28c -CHy-m-CgHy-CHyp- -CH,-CHCO-
28d -CHy-p-CgH4-CH,- -CH,-CHCO- NH,
28e -(CHy)2- -CH,-O-CH,-
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Ciprofloxacin (29) Neomycin B (30)
MIC (ug mL™")
E.coli E.coli MRSA ATCC E.coli E.coli

Verb. AG100B AG100A 43300 XL1 blue XL1 blue/pSF815
29 0.05 <0.005 0.20 0.10 0.38
30 384 96 384 6 >384
28a 3 0.75 3 3 24
28b 3 0.75 12 6 48
28c 6 0.75 6 6 24
28d 6 15 3 6 6
28e 3 0.38 6 3 12

Abbildung 15. Die antibakterielle Aktivitit einer Reihe von Ciprofloxacin-Neomycin B-Hybrid-

verbindungen gegen Gram-negative E. coli-Stimme, eine entsprechende molekularbiologisch

verinderte Variante von E. coli, die ein Resistenzenzym trigt, und einen Gram-positiven
MRSA-Stamm.
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auch gut wirksam gegen E.-coli-Stimme,
die rekombinant Aminoglycosid-modifizie-
rende Enzyme exprimieren (z.B. E. coli
XL1 blue und die resistente Variante E. coli
XL1 blue pSF815); ihre Wirksamkeit ist bis
zu 240-mal hoher als die von Neomycin B
und bleibt relativ gleich gegeniiber resis-
tenten und nichtresistenten Stimmen (Ab-
bildung 15)®! Die Hybride waren aller-
dings bei weitem schwicher als Cipro-
floxacin in antibakteriellen Tests, obwohl
sie sich unerwartet im Enzymtest gegen
DNA-Gyrase und Topoisomerase IV als
iiberlegen zeigten. Die Diskrepanz zwi-
schen den verschiedenen Tests wurde daher
der geringeren Aufnahme der Hybride ge-
geniiber der von Ciprofloxacin zugeschrie-
ben.®! Allein mit Blick auf die antibakte-
rielle Wirksamkeit kann man fiir diese Hy-
bride daher keine Uberlegenheit gegeniiber
einer Monotherapie mit Ciprofloxacin ab-
leiten; allerdings scheinen sie wertvoll zu
sein, wenn die antibakterielle Wirksamkeit
von Neomycin B gegen resistente Stimme
wiederhergestellt werden soll.

Vielleicht noch interessanter war der
Test der Hybride auf ihre Neigung zur In-
duktion von Resistenzen verglichen mit
jener der einzelnen Antibiotika.®®! Dazu
wurden Stimme von E. coli und B. subtilis
subletalen Konzentrationen (0.5 MIC) der
Antibiotika iiber 15 aufeinanderfolgende
Kulturschritte ausgesetzt. Die Hybridver-
bindung wurde mit der Wirkung von Neo-
mycin B und Ciprofloxacin einzeln und in
Kombination verglichen.® Die relativen
MIC,)-Werte von Ciprofloxacin, Neomy-
cin B und der Kombination nahmen bei
E. coli um das 75-, 4- und 20-Fache und bei
B. subtilis um das 37.5-, 8- und 7.6-Fache zu,
wiahrend die Werte fiir die Hybridverbin-
dung weitgehend unverédndert blieben, ein
iiberzeugender Hinweis auf die verminder-
te Neigung, unter den Testbedingungen
Resistenzen zu erzeugen.

Diese beiden Kombinationen lassen
darauf schlieBen, dass Hybridantibiotika
beim Kampf gegen resistente Bakterien
Vorteile bieten konnen. Es gibt allerdings
keinen Grund, Hybridverbindungen auf
den Ansatz mit ,,dualem Gefechtskopf* zu
beschrianken. Eine Alternative ist, eine an-
tibiotische Substanz mit einer Substanz zu
kuppeln, die entweder ihre Aktivitdt erhoht
oder einen effizienteren Zugang zum
Wirkort ermoglicht. Solche Verbindungen
konnten Komponenten enthalten, die der
Resistenz begegnen oder den Transport in
die Zelle ermoglichen.
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Ein interessantes Beispiel fiir den letztgenannten Ansatz
ist die Kombination einer antibakteriellen mit einer Eisen-
(IIT)-chelierenden  Siderophorgruppe. Diese Siderophor-
Wirkstoffkonjugate konnten sich fiir die Behandlung Gram-
negativer Pathogene wie P. aeruginosa als niitzlich erweisen,
die gegen viele Antibiotikaklassen resistent sind. Ein wichti-
ger Faktor fiir die Resistenz Gram-negativer Bakterien ist die
Zellwand, die fiir viele Antibiotika undurchléssig ist. Ande-
rerseits transportieren Gram-negative Bakterien aktiv Fe''-
Siderophorkomplexe iiber spezifische Rezeptoren in die
Zelle™ Hingt man ein Antibiotikum an einen solchen
Siderophor an, hofft man, eine Verbindung nach Art eines
Trojanischen Pferdes zu erhalten, die den Wirkstoff zu seinem
Wirkort bringt.

Miller et al. berichteten kiirzlich iiber ein Beispiel fiir
einen solchen Ansatz, bei dem sie ein Konjugat aus einem
Penicillinderivat und einem kiinstlichen Tris(catecholat)-

Siderophor hergestellt hatten (Abbildung 16).¥”" Das
° COH
o} e j:l}l\&Me
HN)WN N s Me
X H
R
O _NH HN.__O HN_O
&OAC Acojé Acojé
OAc AcO AcO
R=H  Ampicilin (31)
R=0H  Amoxycillin (32)

Abbildung 16. Penicillin-Siderophor-Konjugat von Miller et al.

Tris(catecholat)-Siderophor bietet einen leicht zugénglichen
Ersatz fiir das natiirlich vorkommende Siderophor Entero-
bactin. Konjugate mit Ampicillin und Amoxicillin wurden
hergestellt und zusammen mit den Ausgangsverbindungen
auf ihre Effektivitdt gegen verschiedene P-aeruginosa-
Stamme getestet. Wie erwartet waren die Ausgangsverbin-
dungen weitgehend inaktiv gegen die Mehrzahl der Stimme
(MICyy-Werte meist >200 um); im Unterschied dazu er-
reichten die Konjugate oft Werte von < 0.5 um, waren also
sehr aktiv. Die Konjugate wirkten am besten in Eisenman-
gelmedium, in dem die Aufnahme der Komplexe am ehesten
induziert wird. Diese enorme Verstiarkung der antibakteriel-
len Aktivitét als Ergebnis der Konjugation an ein Siderophor
ist vielversprechend, auch wenn noch weitere Untersuchun-
gen notwendig sind, um die Brauchbarkeit zu bestétigen.

6. Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMPs) werden praktisch von
jeder eukaryotischen Lebensform freigesetzt, angefangen von
Insekten und Pflanzen bis hin zum Menschen, und zwar als
Teil des angeborenen Immunsystems gegen Infektionen.

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Uber 600 solcher Verteidigungspeptide (host defence pepti-
des) sind in der Lage, pathogene Mikroorganismen abzuto-
ten, darunter Gram-positive und -negative Bakterien, Viren,
Protozoen und Pilze, und sind auch an der Verstarkung und
Regulation der Immunantwort beteiligt.®” Auch wenn sich
die Strukturen stark unterscheiden, haben diese Peptide
dennoch eine Reihe wichtiger Eigenschaften gemein: Sie sind
relativ klein, bestehen meist aus weniger als 50 Aminosiu-
reresten, sind insgesamt positiv geladen, vor allem wegen
mehrerer Arginin- und Lysinreste, und enthalten einen gro-
Beren Anteil an hydrophoben Resten (typischerweise mehr
als 50% aller Aminosiuren).”™” Wegen dieser Verteilung von
hydrophilen (kationischen) und hydrophoben Aminosiduren
konnen die Peptide amphipathische Konformationen anneh-
men, oft als Ergebnis der Wechselwirkung mit den mikrobi-
ellen Zielstrukturen, die fiir den Wirkmechanismus grundle-
gend sind.

6.1. Wirkmechanismus

Antimikrobielle Peptide sind grundsitzlich gegen die
Phospholipidmembranen von Bakterienzellen gerichtet. Thre
Selektivitédt fiir dieses Ziel ist in ihrer kationischen Natur
begriindet. Im Unterschied zu eukaryotischen Zellen ist bei
Gram-positiven und -negativen Bakterienzellen die dulere
Membranoberflache dicht mit anionischen Phosphatkopf-
gruppen besetzt. Diese negativ geladenen Gruppen ziehen
die kationischen Peptide elektrostatisch an, sodass diese sich
an der Membranoberfldche anlagern und dort ihre antimi-
krobielle Wirkung entfalten. Im Falle Gram-negativer Bak-
terien iberwinden die Peptide die duBere Membran, indem
sie ihre Aufnahme selbst verstirken.”Y Die kationischen
Peptide konkurrieren mit den Mg*"- und Ca**-Tonen, die
normalerweise an das Lipopolysaccharid gebunden sind, und
verdréngen sie. Durch die so destabilisierten Regionen drin-
gen die Peptide dann ein. Die dulere Membranoberfldche
eukaryotischer Zellen ist im Allgemeinen neutral, daher ist
die Affinitdt zu den kationischen Peptiden geringer. In diesen
Membranen sind die negativ geladenen Gruppen stattdessen
nach innen zum Cytoplasma hin orientiert. Das Vorkommen
von Kollagen in eukaryotischen Membranen steigert eben-
falls die Stabilitdt und schiitzt gegen Host-Defence-Peptide.

Sind die Peptide erst an der Membranoberfldche aggre-
giert, konnen sie in die Membran inserieren und dort ihre
Wirkung entfalten. Sie bilden micellare Aggregate, die ent-
weder die physische Integritdt der Membrandoppelschicht
storen oder den Transport der Peptide ins bakterielle Cyto-
plasma erleichtern. Dort konnen die Peptide dann gegen
zelluldre Zielstrukturen wirken. Es wurden bereits verschie-
dene Mechanismen vorgeschlagen, nach denen die antimi-
krobiellen Peptide die Membranfunktion stéren.’”” Die
Peptide konnen sich senkrecht zur Membran anordnen und
entweder daubenformige oder toroidale Transmembranporen
bilden. Alternativ konnen sich die Peptide auch parallel zur
Membran anordnen, wie im ,,Teppich-Modell“, wo sie von
vielen Stellen der Membranoberfliche angezogen werden
und anschlieBend eine durchgehende teppichédhnliche Schicht
bilden. Wenn eine kritische Konzentration erreicht ist, zer-
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storen die Peptide die Membran dhnlich wie ein Detergenz
und bilden Spalten, Poren und Locher in der Membran. Die
Folge sind eine vollstdndige Desintegration der Zellmembran
in Micellen und der Zelltod. Der genaue Mechanismus, der
im Einzelfall zugrunde liegt, kann von der Struktur der AMPs
oder der Zellmembran und der Konzentration der AMPs
abhingen.

Es ist nicht immer klar, ob die Zerstorung der Zellmem-
bran der primére Abtétungsmechanismus ist, denn auflerdem
verlangsamen AMPs eine ganze Reihe cytoplasmatischer
Vorginge wie Nucleinsduresynthese, Proteinsynthese, Zell-
wandsynthese und Proteinfaltung.”® Zu AMPs, bei denen
man intrazellulire Effekte nachweisen konnte, gehoéren
PR 39,4 CP 10A,” Pleurocidin,” Indolicidin®”' und Bufo-
rin 1L Interessanterweise scheinen AMPs oft verschiedene
Zielstrukturen mit dhnlicher moderater Wirkstirke zu be-
einflussen, was in deutlichem Gegensatz zu den meisten kli-
nisch entwickelten Antibiotika steht, die bevorzugt mit hoher
Affinitét an eine einzelne Zielstruktur binden. Die Evolution
der AMPs ist also einem anderen Weg gefolgt als die der von
Bakterien gebildeten Antibiotika; die wirksamsten AMPs
scheinen die universellen Binder zu sein.”! Daher vermutet
man, dass die Aktivitdt der AMPs eine Folge ihrer Fahigkeit
sein konnte, gleichzeitig auf mehrere Strukturen einzuwirken,
darunter die Zellmembran sowie intra-und extrazelluldre
Strukturen, sodass die Zelle vielen Stressfaktoren auf einmal
ausgesetzt ist, die in ihrer Summe zum Zelltod fiihren.

6.2. Antimikrobielle Peptide als mégliche antibakterielle
Wirkstoffe

Die Erforschung von AMPs als antibakterielle Wirkstoffe
zieht gegenwirtig viel Aufmerksamkeit auf sich, weil man
glaubt, dass AMPs eine Reihe von Vorteilen gegeniiber tra-
ditionellen Antibiotika haben. Ein Aspekt von iiberragender
Bedeutung bei der Entwicklung neuer Antibiotika ist deren
Eigenart, Resistenzen zu induzieren. Es ist unvermeidlich,
dass AMPs Resistenzen induzieren, doch es gibt zahlreiche
Hinweise, dass das Auftreten solcher Resistenzen langsamer
erfolgt als bei traditionellen Antibiotika. So ergab eine Un-
tersuchung von 30 Ubertragungszyklen von Pseudomonas
aeruginosa mit subletalen Dosen synthetischer AMPs nur
eine zwei- bis vierfache Zunahme der Resistenzen."® Eine
dhnliche Untersuchung mit dem Antibiotikum Gentamyin
fithrte nach nur 11 Ubertragungszyklen schon zu einer 190-
fachen Resistenzzunahme.'™ In der gleichen Untersuchung
wurde auch das AMP Protegrin-1 getestet. Dieses induzierte
iiberhaupt keine merkliche Resistenzzunahme.

Diese langsame Resistenzbildung wurde der Kombination
aus der Wechselwirkung der AMPs mit der Zellmembran und
der parallelen Wirkung auf verschiedene Zielstrukturen zu-
geschrieben. Man vermutet daher, dass sich eine Mutation,
die eine Resistenz durch Reorganisation der Zellmembran
erzielt, oft als metabolisch zu aufwindig fiir ein Uberleben
herausstellt.””) Wenn zudem mehrere zellulire Ziele mit
vergleichbarer Wirksambkeit angegriffen werden konnen, wird
die Resistenz gegen einen einzelnen Wirkmechanismus nicht
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notwendigerweise eine vollstindige Resistenz gegen das
AMP verleihen.

Auch wenn sich Resistenzen gegen AMPs offenbar nur
langsam entwickeln, konnte eine hochgradige Resistenz
schwerwiegende Folgen haben, wenn der therapeutische
Einsatz von AMPs zu Kreuzresistenzen mit den Abwehr-
peptiden des angeborenen Immunsystems fiihren wiirde.!'"”
Laboruntersuchungen haben jedoch ergeben, dass das Vor-
kommen von Kreuzresistenzen als Folge der wiederholten
Anwendung eines einzelnen AMP nur gering ausfillt und
keine allgemeine Erscheinung ist.'”) AuBerdem wiirden die
immunmodulatorischen und Anti-Endotoxin-Effekte der
Abwehrpeptide von der Entwicklung von Resistenzen gegen
ihre antibiotische Wirkung unberiihrt bleiben. Erwidhnens-
wert ist, dass Resistenzmechanismen gegen native Abwehr-
peptide beobachtet wurden; eine andere mogliche Strategie
fir eine Chemotherapie wére, diese Mechanismen auszu-
schalten und so die Abwehr der Pathogene gegen endogene
AMPs zu iiberwinden.'*

AufBer der offensichtlich geringeren Neigung zur Resis-
tenzinduktion sind auch die immunmodulatorischen, ent-
ziindungshemmenden und Endotoxin-neutralisierenden Ak-
tivitdten der AMPs aus therapeutischer Sicht faszinierend. Sie
sind mit Blick auf synergistische Wirkungen mit anderen
Antibiotika ebenso vielversprechend wie in antibiotischer
Monotherapie. Als vorteilhaft gilt auch, dass sie meist bak-
teriozid, weniger bakteriostatisch sind.

Trotz zahlreicher giinstiger Eigenschaften wurden erst
wenige AMPs klinisch zugelassen. Die bedeutsame Ausnah-
me sind die Polymyxine, kationische Lipopeptide des Gram-
positiven Bakteriums Bacillus polymyxa. Polymyxin E (Co-
listin, 33; Abbildung 17) wird gegenwirtig als letzte Vertei-

NH,
Polymyxin E (Colistin; 33)

Abbildung 17. Polymyxin E, auch Colistin genannt, ist eines der weni-
gen antibiotischen Peptide, die klinisch zugelassen sind.

digungslinie gegen Infektionen mit einigen multiresistenten
P-aeruginosa-Staimmen eingesetzt.'%! Colistin wird im All-
gemeinen topisch appliziert, beispielsweise um Wundinfek-
tionen zu behandeln. Seine Vorstufe Colomycin allerdings,
bei der die Sduregruppen durch Methansulfonierung neutra-
lisiert sind, wird systemisch zur Behandlung von Lungenin-
fektionen bei Mukoviszidosepatienten eingesetzt.'%! Ver-
schiedene AMPs sind bereits fiir eine Reihe von Indikationen
wie Impetigo contagiosa, Gingivitis und Kathederinfektionen
klinisch getestet worden. Sie wurden meist jedoch nicht zu-
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gelassen, weil sie keine bessere Wirksamkeit als
herkommliche Priparate zeigten.!'"”

AuBler der zu geringen Wirksamkeit werden
noch weitere Griinde fiir die wenig erfolgreiche
Geschichte der AMPs als Therapeutika ange-
fiihrt.'%) Am schwersten fallen dabei die hohen
Synthesekosten fiir die Peptide ins Gewicht.
AuBlerdem sind die Halbwertszeiten in vivo
wegen der Anfilligkeit gegen Proteasen zu kurz,
und es gibt toxische Vertreter. Daher besteht
grof3es Interesse an der Entwicklung von Pepti-
dmimetika, um so einige der genannten Schwie-
rigkeiten zu umgehen.['””)

6.3. Aktuelle Fortschritte bei der Entwicklung
antimikrobieller Peptide

D. R. Spring et al.

NH5* NHz*
/\/\/\/\/\j.L H\/\/\/\jz NH
] Qo7

C12K-74 (34)
NH3+
(0] H O H (0]
N N
u ”/\/\/\/\/W NH,
o (e]
NHz* NHz*
Cig(7)K-B12 (35)

Abbildung 18. Die molekulare Struktur von zwei hochwirksamen OAKs, C,,K-7ag und

Ein hochinteressantes Feld der Infektions-
forschung besteht aus der Untersuchung und
Entwicklung chemischer Mimetika der wirteige-
nen Abwehrpeptide. Man hofft, mit neuen AMPs einige der
Nachteile natiirlicher AMPs zu iiberwinden, und strebt nach
einfacherer Synthese, verbesserter Stabilitdt und verringerter
Toxizitat. Eine Strategie mit einiger Erfolgsaussicht ist der
Einsatz von Acyllysin-Oligomeren, um die Effekte natiirlich
vorkommender Peptide nachzuahmen."'” Mor et al. entwar-
fen solche Peptidmimetika mit abwechselnd einem Amino-
sdurerest mit einer Acylkette (A) und einer kationischen
Seitenkette (K), um die Bildung einer stabilen Sekundir-
struktur in den entstehenden Oligo-AKs (OAKs) auszu-
schlieBen. So konnten sich stattdessen die amphipathischen
Strukturen, die fiir die Aktivitdt erforderlich sind, bei der
Wechselwirkung mit der bakteriellen Zellmembran
bilden.!"" Die ersten Arbeiten iiber OAKSs befassten sich mit
der Variation der Zahl und Identitit der Reste A und K, um
die Gesamtladung und Hydrophobie auszubalancieren und so
die optimale Aktivitdt zu erhalten. Nach Synthese und Test
einer Bibliothek linearer peptidmimetischer Sequenzen
stellten sich als die aktivsten Verbindungen Cooligomere aus
Lysin und 8-Aminooctansiure heraus.''!! Die Aktivitit dieser
Verbindungen wurde weiter verbessert, indem der N-Termi-
nus mit einer Dodecanoylgruppe derivatisiert wurde, um
grolere Hydrophobie zu erreichen. Das beste Lysin-Amino-
octansidure-Oligomer war die oktamere Verbindung mit der
Bezeichnung C,K-7,5 (Abbildung 18).M"1

C,K-7,¢ wirkte schnell bakterizid mit hoher Aktivitit
(MIC-Bereich: 1.6-12.5 um) gegen eine Reihe Gram-negati-
ver Bakterien, darunter Acinetobacter-, Klebsiella- und
Pseudomonas-Stimme, und induzierte keine Resistenz in
E. coli iiber 15 Passagen. Auflerdem lieBen sich damit syste-
mische E.-coli-Infektionen in Mausen mit dhnlicher Effizienz
behandeln wie mit den konventionellen Antibiotika Cipro-
floxacin und Imipenem und mit wesentlich besserer Wirkung
als mit den natiirlich vorkommenden AMPs MSI-78 und S4
(1-16), die vollig unwirksam waren."] Untersuchungen des
Wirkmechanismus von C,K-7 4 ergaben, dass die Verbindung
wahrscheinlich die bakteriellen Zellmembranen auf dhnliche
Weise zerstort wie die getesteten natiirlichen AMPs."Y Zu-

Crer) K-Br2.
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sammengenommen lassen diese Befunde darauf schlieen,
dass die OAKs einen Grofteil der Probleme 16sen konnen,
die man mit den Standard-AMPs hat.

Eine neue Untersuchung von Mor et al. hat ergeben, dass
das kationische peptidische OAK-Antibiotikum C;g(,7K-B1,
hochwirksam gegen eine Reihe von Bakterien ist, darunter 50
verschiedene Bakterienstimme mit MICs zwischen 1.2 und
10 ygmL~" (Abbildung 18)."? Wirksamkeit und Mechanis-
mus konnen dabei von Umgebungseinfliissen wie pH-Wert,
Salzkonzentration und Temperatur beeinflusst werden. 113
Unter optimalen Inkubationsbedingungen von pH 8.5, 85 mm
NaCl und 48°C hatte C,4(,7K-p;, eine MIC von 0.08 pgmL™!
gegen E. coli mit schneller bakterizider Wirkungskinetik
(0.25 h). Die meisten Erkenntnisse iiber den Wirkmechanis-
mus lieferte die Geschwindigkeit der bakteriziden Aktivitét
gegen einen bestimmten Stamm: Hohe Geschwindigkeit
deutet auf eine Zerstorung der Zellmembran oder der Zell-
wand hin, niedrigere Geschwindigkeiten sind eher mit intra-
zelluldren Vorgingen wie der Hemmung von Makromole-
kiilsynthesen oder der DNA-Replikation assoziiert.'"?! Mor
et al. schlugen allerdings vor, dass Ci4(,7K-B;, bei einem be-
stimmten Stamm nach einem anderen Mechanismus wirken
solle und dass dieser Wirkmechanismus, der von den OAKs
iibernommen worden sei, zwischen den Stimmen variiere. In
einer dhnlichen Untersuchung von Gellman et al. hatte auch
die AMP-Konzentration einen Einfluss auf den Mechanis-
mus; niedrigere Konzentrationen zogen niedrigere Abto-
tungsgeschwindigkeiten nach sich, waren also intrazellular
aktiv, wihrend hohere AMP-Konzentrationen schnelle Ab-
totungsgeschwindigkeiten auslosten, was darauf hindeutete,
dass genug Peptid vorhanden war, um die Zellwand- oder
Membransynthese zu hemmen.[''%]

FEin alternativer Ansatz fiir die Entwicklung neuer AMPs
beruht auf dem Konzept, die Bakterienzellmembran mit tu-
buliren Strukturen zu zerstoren (Abbildung 19).'"! Hohe
antibakterielle Aktivitét lie3 sich mit einer Serie von cycli-
schen Peptiden aus sechs bis acht Resten erzielen, die in
Bakterienmembranen zu hohlen, tubuldren, offenen Struk-
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Abbildung 19. Gut wirksames antibakterielles cyclisches p,L-a-Peptid
(36) mit einer MIC von 6 pgmL™" gegen S. aureus (MRSA). Die cycli-
schen Peptide ordnen sich zu réhrenférmigen Strukturen innerhalb der
bakteriellen Zellmembran an, was letztlich zu erhéhter Durchléssigkeit
und zum Zelltod fuihrt.

turen aggregieren, wodurch die Permeabilitdt zunimmt und
die Bakterienzelle abstirbt.™® Die cyclischen Peptide
wurden aus D- und L-a-Aminosduren in alternierender Rei-
henfolge konstruiert; dadurch entstehen flache Ringkonfor-
mationen mit nach auflen orientierten Seitenketten und
einem Amidriickgrat, das rechtwinklig zur Ringebene liegt.
In der Bakterienzellmembran sind die cyclischen Peptide
aufeinandergestapelt, wobei die Amidriickgrate Wasser-
stoffbriicken zwischen den Ringen bilden und so die Roh-
renstruktur aufbauen. Die chemische Natur der Gruppen R
ist ausschlaggebend fiir die Fahigkeit dieser Rohren, mit der
Bakterienmembran in Wechselwirkung zu treten. So nahm,
wenn man die Zahl der basischen Gruppen im Peptid von
zwei auf drei Reste erhohte, die Aktivitdt gegen MRSA bis zu
einem Bereich von 6 bis 12 ygmL™' zu, wihrend saure
Gruppen wegen der storenden elektrostatischen Wechsel-
wirkungen mit der Zellmembran ungiinstig fiir die Wirkung
waren.'™ Die schnelle Abtotung der Bakterien durch die
selbstorganisierten Peptidrohren und die Geschwindigkeit
der Membrandepolarisation sind in Einklang mit dem vor-
geschlagenen Wirkmechanismus,!!>*11°)
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Ein anderer Ansatz, der gerade verfolgt wird, ist die
Verwendung von -Peptiden, um die Bakterienzellmembran
zu storen."'”) Amphiphile p-Peptide nehmen oft eine Reihe
helikaler Strukturen an und verhalten sich in biologischen
Systemen &hnlich wie die verwandten a-Peptide wie Magai-
nin und Cecropin.!''®! B-Peptidmimetika sind stabiler in ihrer
Konformation, widerstandsfahig gegen Proteasen und haben
ein besseres Aktivitdtsprofil als natiirliche antibakterielle
Peptide aus a-Aminosiuren.""”! Die frithen p-Peptidanaloga
hatten den groBen Nachteil einer mangelnden Selektivitit,
denn auBler dem antibakteriellen Profil zeigten sie oft auch
hiamolytische Wirkung.'"®?! In umfangreichen Arbeiten
identifizierten DeGrado und Liu,'**J Gellman et al.l''®>12!]
und Seebach et al.l””! B-Peptide, die die antimikrobielle Ak-
tivitat behielten, gleichzeitig aber selektiver fiir Bakterien-
zellen als fiir menschliche Erythrozyten waren.

7. Antivirulenz-Strategien durch Hemmung des
Quorum Sensing

Quorum Sensing (QS) ist ein interzelluldres Signalpha-
nomen, mit dem Bakterienzellen einer Population kollektiv
und koordiniert bestimmte Gene exprimieren. Die Hemmung
des QS hat im Verlauf der Entwicklung zweier antibakteri-
eller Substanzen viel Aufmerksamkeit erhalten.'®'? Der
erste Phénotyp, bei dem man in den 1970er Jahren die Re-
gulation durch QS erkannte, war die Biolumineszenz des
marinen Bakteriums Vibrio fischeri.'” Der Begriff ,,Quorum
Sensing®“ wurde allerdings erst 1994 von Fuqua et al. einge-
fiihrt."! QS geschieht durch die freie Diffusion (oder den
aktiven Transport) chemischer Signalmolekiile zwischen
Zellen einer Population.'™! Diese Signalmolekiile werden
von spezifischen verwandten Rezeptorproteinen aufgespiirt,
von denen manche membranassoziiert sein konnen.?! Das
Signalmolekiil (,, Autoinduktor“) wird in einer Konzentration
proportional zur Zelldichte in der Population gebildet; wenn
die Konzentration einen kritischen Schwellenwert erreicht
(der das notwendige Bakterienquorum widerspiegelt), bindet
der Autoinduktor sein spezifisches Rezeptorprotein.'””! Der
beladene Rezeptor wirkt als Transkriptionsregulator und
aktiviert (oder reprimiert) die Expression der Gene unter QS-
Kontrolle.'” Die Signalmolekiile werden oft als Autoin-
duktoren bezeichnet, weil sie in einigen Fillen, wenn sie an
ihren spezifischen Rezeptor gebunden sind, die eigene Bio-
synthese hochregulieren konnen und so eine positive Riick-
kopplungsschleife erzeugen.'”!

Viele Gram-negative und -positive Bakterien nutzen QS,
um eine Reihe von Phinotypen zu regulieren. Dazu gehoren
die Produktion von Virulenzfaktoren, Biofilmbildung, Bio-
lumineszenz, Schwiarmen und Sporulierung.'* Klinisch re-
levante Pathogene wie Pseudomonas aeruginosa, Acineto-
bacter baumannii und Staphylococcus aureus nutzen eine
Form des QS, um die Produktion von Virulenzfaktoren zu
regulieren.™ QS ermoglicht solchen Pathogenen einen ko-
ordinierten Angriff auf den Wirt, wenn die Bakterienpopu-
lation grof3 genug ist, um die Abwehr des Wirts zu iiberwin-
den, und vergroBert damit die Uberlebenschancen der Bak-
terien.**1%2] Die am intensivsten untersuchten Signalmole-
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kiile sind die Acylhomoserinlactone (AHLs) der Gram-ne-
gativen Bakterien. Fiir die Biosynthese sind Synthasen vom
LuxI-Typ erforderlich; die AHLs werden dann von ver-
wandten Rezeptormolekiilen des LuxR-Typs erkannt.3%13
Die chemische Struktur der AHLs variiert zwischen den
verschiedenen Bakterienstimmen; insbesondere gibt es Un-
terschiede bei den Acylkettenldngen und dem Vorhandensein
einer Hydroxy- oder Ketogrupe an der dritten Position der
Acylkette (37-39; Abbildung 20). Dies fiihrte zu der Hy-

o o
f,N n %‘N n
o \n/(A)\ o \n/\r(")\
o O OH

Acylhomoserinlacton 3- Hydroxyacylhomserlnlacton

37)

[¢]
Oé’
Pseudomonas- ChlnolonSIQnaI (PQS)

3-Ketoacylhomoser|nlacton

(39) (40)
o HOL B"“OH
o 0o
dﬁ\ﬁ/ HO"U"CH3
N™ HO™
H
2-Heptyl-4(1H)-chinolon (HHQ) Autoinducer 2 (Al-2)

(41) (42)

..... .=/\
NH *
HO,C —w
? SFN/< o ,
O H : autoinduzierendes Peptid
P’ Typ | (AIP-I) (43)

Abbildung 20. Quorum-Sensing-Signalmolekiile, die von Bakterien pro-
duziert werden. Acylhomoserinlactone (AHLs) werden von vielen
Gram-negativen Bakterien gebildet, wobei es Unterschiede zwischen
den Arten gibt, vor allem bezuiglich der Gegenwart eines Sauerstoff-
atoms an Position 3 des AHL und verschiedener Alkylkettenlangen (n).
PQS und HHQ sind die einzigen Chinolon-QS-Molekiile, die bislang
von dem opportunistischen Pathogen P. aeruginosa bekannt sind. Bo-
ratdiester als Signalmolekiile, darunter Al-2, kommen bei Gram-negati-
ven und -positiven Bakterien vor. QS mit Peptiden als Signal finden
sich bei Gram-positiven Bakterien, zB. beim opportunistischen Patho-
gen S. aureus, das eines von vier AlP-Signalmolekiilen, darunter AIP-I,
nutzt.

pothese, dass verschiedene Bakterienarten in einer Gesamt-
population an einer Signaliibermittlung {iber die Artgrenzen
hinweg (,,bacterial cross talk®) tiber LuxR-Homologe und
AHL-Signalmolekiile beteiligt sind.*® Inzwischen ist gut
belegt, dass die Genregulation in spezifischen Bakterienarten
durch nicht endogene QS-Signale beeinflusst werden
kann.'*®! AuBer den AHLs gibt es noch andere Klassen von
QS-Molekiilen mit einer anderen Struktur.'*®! Zu diesen
weiteren chemischen Strukturen gehdren Chinolone (40 und
41), cyclische Peptide (43) und Borsdurediester (42; Abbil-
dung 20 < xfigr20).

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

D. R. Spring et al.

Eine hochinteressante mogliche neue antibakterielle
Strategie ist die Abschwichung von Virulenz durch die
Hemmung des QS (,,quorum quenching®).’*” Ein solches
Vorgehen konnte dem Immunsystem des Wirts die Moglich-
keit geben, die bakterielle Infektion ohne oder in Kombina-
tion mit einer Antibiotikabehandlung zu iiberwinden. Ent-
sprechend wurden bereits viele kompetitive Antagonisten der
QS-Signalverbindungen und ihrer Rezeptorproteine gefun-
den.™ Es gab In-vivo-Untersuchungen in Tieren mit QS-
Inhibitoren, bei denen in vielen Fillen eine Reduktion der
Virulenz und eine Abschwichung der Infektion beobachtet
wurden."* Eine vielversprechende Vorstellung ist, dass ge-
geniiber dem Fall cytotoxischer Antibiotika bei QS-Inhibi-
toren der Selektionsdruck verringert oder nicht vorhanden
ist, weil diese das Bakterienwachstum nicht beeintrichti-
gen.['” Dies konnte aber auch eine naive Vorstellung auf der
Basis von Laboruntersuchungen sein, denn der Einfluss des
Verlusts von QS in Bakterien auf die Fitness im ,,wahren
Leben* ist nicht klar. Auch wenn die Hypothese, dass die
Resistenzentwicklung durch Quorum-Quenching-Strategien
umgangen oder zumindest stark eingeschrénkt werden konne,
angezweifelt wurde,®! ist die Hemmung des QS als neuer
antibakterieller Ansatz ein noch junges Gebiet und bleibt
verfolgenswert. Von allen bekannten QS-Molekiilen sind die
AHL- und die AI-2-Derivate am intensivsten untersucht
worden; es gibt umfassende Aufsétze iiber die Storung der
Virulenzfaktor-Produktion durch die Hemmung der AHL-
und AI-2-QS-Signalwege.!*"! In unserer und in anderen Ar-
beitsgruppen haben die PQS- und Chinolon-Signalwege zu-
letzt einige Aufmerksamkeit erregt. Aus diesem Grund wird
sich der néchste Abschnitt stiarker auf der Vorteile der QS-
Hemmung bei Signalen durch Chinolone und cyclische Pep-
tide konzentrieren.

7.1. Chinolon-Quorum-Sensing

2-Heptyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolon (40), auch als Pseu-
domonas-Chinolonsignal (PQS) bezeichnet, ist ein QS-Mo-
lekiil aus P. aeruginosa, das zuerst 1999 von Pesci et al. be-
schrieben wurde (Abbildung21).*! Bakterienarten der
Gattung Burkholderia und Alteromonas produzieren auch
Chinolone, allerdings wurde noch kein QS-Signalsystem
(Rezeptorproteine) identifiziert."*! Das Chinolon-Signalsys-
tem von P. aeruginosa ist an der Regulation einer ganzen
Reihe von Virulenz-Phénotypen beteiligt, darunter die Pro-
duktion von Elastase, Pyocyanin, Biofilmen, Pyoverdin und
Membranvesikeln.*'! In diesem Organismus sind die las-
und rhl-QS-Systeme, in denen AHLs als Signalsubstanzen
wirken, auch mit dem PQS-Signalsystem verkniipft. Die
Enzyme PqgsA, PgsB, PqsC und PgsD, die im pgsABCDE-
Operon kodiert sind, wandeln Anthranilsiure (44) in iiber
50 Alkylchinolone um, darunter 2-Heptyl-4(1H)-chinolon
(HHQ, 41), die Vorstufe in der Biosynthese von PQS (40;
Abbildung 21).144

HHQ wird durch die Monooxygenase PqsH zu PQS oxi-
diert.™! An PgsR gebunden geht PQS eine Wechselwirkung
mit der pgsA-Promotorregion ein, wodurch die Transkription
des pgsABCDE-Operons und die weitere Biosynthese von
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LasR-0dDHL ~ Stamm DHS5a auf dem Plasmid pEALO08-2 (kon-
struiert von Hogan et al.™®") vorlag. Ein solcher
) heterologer Reportertest umgeht andere mogli-

y che Komplikationen, die in P. aeruginosa auftre-
ten konnen, und ermoglicht eine direktere Be-
stimmung der PqsR-Stimulation. Es stellte sich
heraus, dass kleine Verdnderungen in der Ket-
tenldnge (Verlangerung/Verkiirzung) die Aktivi-
tdt des Agonisten kaum verringerten. Dagegen

OH fiihrten groBe Modifikationen wie die Einfiihrung

von Phenylsubstituenten an der Heptylkette oder
das Ersetzen der Heptylkette durch eine Methyl-
gruppe zu einer drastischen Abnahme oder einem
vollstandigen Verschwinden der agonistischen
Aktivitat. Die Einfithrung von Substituenten am
Chinolonring beeintrichtigte die Agonistaktivitit
ebenfalls, vor allem bei stark elektronenschie-
benden Gruppen. Eine auffillige kompetitive

uber 50 andere Alkylchinolone

PQS (40)
PgsR

Abbildung 21. Biosyntheseweg und positive Riickkopplungsschleife von PQS. PhnA
und PhnB sind fiir die Anthranilsdurebildung verantwortlich. PgsA ist eine Acyl-CoA-
Ligase, die an der Anthranilsiureaktivierung beteiligt ist. PqsA, PqsB, PqsC und
PgsD sind fiir die Biosynthese von HHQ und 50 weiteren Alkylchinolonen erforder-
lich, die von P. aeruginosa gebildet werden. PqsH oxidiert HHQ zu PQS. PQS bindet
PgsR und regelt die Transkription des pqgsABCDE-Operons und von phnA und phnB
hoch, wodurch die weitere Biosynthese von PQS und anderen Alkylchinolonen si-
chergestellt wird. In diesem Zusammenhang ist wichtig, dass HHQ PqsR binden
kann und damit die Chinolon-Biosynthese und die Virulenz hochreguliert. Das PQS-
Signalsystem ist auch mit den las- und rhl-Signalsystemen verbunden (nicht im Dia-

gramm gezeigt).

PQS und Alkylchinolonen ausgeldst werden und eine positive
Riickkopplungsschleife entsteht.'*) HHQ wird ebenfalls als
Signalmolekiil angesehen, denn es kann auch an PqsR binden
und die Biosynthese der Alkylchinolone iiber die pgsA-Pro-
motorregion hochregulieren.'*! Die genaue Funktion von
PgsE ist zwar unbekannt, das Protein ist aber fiir die volle
Virulenzbildung notwendig.*! Es wurde auch vermutet, dass
eine der Hauptfunktionen des PQS-PgsR-Komplexes das
Hochregulieren von PgsE fiir die Virulenzausprigung ist.!"*!

7.2. Chinolon-Quorum-Quenching durch Modulation von PqsR

Auch wenn die Entdeckung von PQS als Signalmolekiil
bereits iber zehn Jahre zuriickliegt, ist die gezielte Hemmung
und Modulation des Pgs-Rezeptorproteins (PqsR) durch
synthetische QS-Modulatorverbindungen ein relativ neues
Arbeitsgebiet. Wir haben kiirzlich die Entwicklung eines
einfachen zweistufigen Verfahrens zur Generierung von PQS-
Analoga durch Mikrowellenbestrahlung veroffentlicht.!*!
Diese Analoga wurden in einer Reihe von phénotypischen
Tests auf ihre Féhigkeit untersucht, PqsR zu aktivieren,
woraus sich Aussagen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung der
PQS-PgsR-Wechselwirkung ableiten lieBen.™ Getestet
wurden die Analoga auf die Stimulation der PqsR-abhéngi-
gen Transkription vom psqA-Promotor aus, der im E.-coli-
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antagonistische Aktivitdt gegeniiber PqsR wurde
jedoch bei keinem der PQS-Analoga beobachtet.

Lu et al. berichteten von den ersten kompeti-
tiven PqsR-Antagonisten auf der Basis von HHQ-
Analoga.™ Sie hatten 30 HHQ-Analoga syn-
thetisiert und im gleichen E.-coli-Stamm getestet.
Als Modifikationen waren Verdnderungen der
Heptylkette und die Einfithrung von Substituen-
ten rund um den Chinolonring eingefiihrt worden.
Drei der wirksamsten Antagonisten, 46, 47 und 48
(Abbildung 22 a), enthielten stark elektronenzie-
hende Gruppen an der Position 6 des Chinolons
und hatten ICs,-Werte von etwa 259, 54 bzw. 51 nm
in Konkurrenz mit 50 nm PQS. Mit den gleichen
Substituenten an den Positionen 7 oder 8 des
Chinolonrings nahm die antagonistische Aktivitédt stark ab.
Dies verdeutlicht die Bedeutung der elektronischen Ver-
héltnisse und der Position der Substituenten am Chinolonring

0
FsC
|
6 N" Mg
46 47
7 b »
' ISR A
N
H 6 cl °
a8 49
0 0
/©)L /@/‘LNHZ
cl
51
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NS NS NS OH
52

Abbildung 22. Verdffentlichte PqsR-Antagonisten: a) HHQ-Chinolon-
analoga; b) K-Opioidrezeptor-Agonisten und fragmentbasierte Analo-
ga; c) das natirliche Sesquiterpen Farnesol.
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fiir die agonistische oder antagonistische Aktivitdt. In pha-
notypischen Virulenztests mit P. aeruginosa waren die Ana-
loga 46 und 47 (Abbildung 22a) in der Lage, die Pyocyanin-
bildung im niedrigen pM Bereich zu hemmen; das Wachstum
von P, aeruginosa wurde von den Antagonisten jedoch nicht
beeintréchtigt. Aus dieser Untersuchung stammen die ersten
synthetischen PgsR-Antagonisten, die von Chinolon-Signal-
molekiilen abgeleitet sind. Betrachtet man die Vielfalt der
AHL- und AlI-2-basierten Antagonisten, sollte diese Arbeit
den Weg fiir zukiinftige Chinolon-basierte QS-Inhibitoren
ebnen.

Klein et al. haben von der Synthese und der Identifizie-
rung einer Reihe von Benzamid-Derivaten berichtet, die als
PgsR-Antagonisten wirken.'”¥) Der K-Opioid-Rezeptorago-
nist (49; Abbildung 22b) beeinflusst die Transkription von
PqsABCDE in P. aeruginosa. Die Autoren fiihrten diesen
Effekt auf die Hemmung von PqsR zuriick, und in dem E.-
coli-Reporterstamm, der in fritheren Untersuchungen ver-
wendet worden war, wirkte 49 als moderater Antagonist.
Klein et al. griffen zu einer rationalen Strategie, nach der sie
49 vereinfachten und in kleinere Fragmente und verwandte
Analoga tiberfiihrten. Mithilfe einer Kombination des E.-coli-
Reporterstamms mit biophysikalischen Techniken (Oberfld-
chenplasmonresonanz (SPR) und isothermale Kalorimetrie
(ITC)) identifizierten die Autoren eine kleine Zahl von PgsR-
Antagonisten, darunter 50 und 51 (Abbildung 22b). Orts-
spezifische Mutagenese und ICT ergaben, dass die Reste
GIn194 und Phe221 von PqsR erforderlich fiir die Antago-
nistenbindung sind. Antagonist 50 hatte einen ICy-Wert von
12.5 pm im E.-coli-Reporterstamm und einen ICs-Wert von
23.6 M fiir die Pyocyaninhemmung in P, aeruginosa. Zwar
sind die IC5-Werte hoher als jene, die Lu etal. fiir ihre
Antagonisten veroffentlicht haben, jedoch macht allein die
Tatsache, dass diese Antagonisten kaum Ahnlichkeit mit
HHQ oder QPS haben und dass es keine Kristallstruktur als
Orientierung fiir die Strukturfindung gibt, diese Untersu-
chung zu einer bemerkenswerten Leistung.

Hogan und Mitarbeiter haben herausgefunden, dass die
Zugabe des natiirlichen Sesquiterpens Farnesol (52; Abbil-
dung 22¢) zu P. aeruginosa die Bildung von Pyocyanin und
Alkylchinolon reduziert.'” Die Verschiebung der elektro-
phoretischen Beweglichkeit der DNA lisst darauf schliefen,
dass Farnesol dhnlich wie PQS mit PgsR wechselwirkt und so
die Transkription der pgsA-Promotorregion beeintréachtigt.
Eine dosisabhidngige Hemmung der PqsR-Bindung an die
pgsA-Promotorregion wurde in Gegenwart von Farnesol be-
obachtet. Der langkettige Alkohol Dodecanol war inaktiv,
wihrend die Farnesolderivate Farnesylacetat und Geranylli-
nalool zwar méaBig aktiv, aber nicht so wirksam waren wie
Farnesol. Wichtig ist, dass diese Untersuchung die Bedeutung
von Naturstoffen als potenziellen Quellen fiir kiinftige PqsR-
Antagonisten beleuchtet.

7.3. Andere Hemmstrategien fiir das Chinolon-QS
Zusidtzlich zur Hemmung von PgsR haben sich auch

andere Ansitze fiir die Inhibition der Chinolon-Signalgebung
als interessant erwiesen. Mehrere Arbeitsgruppen versuchten
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sich an der Unterbrechung des PQS-Biosyntheseweges. Pesci
und Mitarbeiter identifizierten Anthranilsdure als Vorstufe
fiir die Biosynthese von PQS und anderen Alkylchinolonen
durch P aeruginosa.> Dabei stellte sich heraus, dass die
Zugabe von Methylanthranilsdure zu P.-aeruginosa-Kulturen
die Produktion von Alkylchinolon und dem Virulenzfaktor
Elastase hemmt.">" Die Autoren vermuteten, dass dies eine
Folge der Biosynthesechemmung von PQS durch Methylan-
thranilsdure sei, da die Synthese selbst iiber Anthranilsdure
verlduft. In weiteren Untersuchungen von Lecis et al. wurden
auch einige halogensubstituierte Anthranilsdurederivate, 53—
55 (Abbildung 23a), gefunden, die PQS-Bildung und Viru-

aa F O c o
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Abbildung 23. Alternative Strategien zur Dimpfung des QS: a) Die
substituierten Anthranilsduren konkurrieren um die PqsA-Bindestelle,
verhindern damit die Chinolonbiosynthese und verringern die Virulenz;
b) von Indolen nimmt man an, dass sie den Tryptophanabbau und so
die Anthranilsdurebildung kompetitiv hemmen; dadurch reduzieren sie
die Alkylchinolonbiosynthese; c) das Enzym Hod baut PQS ab und
bietet so einen alternativen enzymatischen Ansatz zur Hemmung des
Chinolon-QS.

lenzauspragung in P. aeruginosa hemmten. Nicht alle halo-
genierten Anthranilsdurederivate waren aktiv; die Posision
des Halogensubstituenten war fiir die Hemmwirkung wich-
tig.'*®! Die Autoren sammelten Indizien dafiir, dass die sub-
stituierten Anthranilsduren mit Anthranilsdure selbst um die
Bindestelle von PgsA konkurrieren. In P-aeruginosa-infi-
zierten Méusen reduzierten die substituierten Anthranilsdu-
ren die Virulenz und erhohten die Uberlebensraten; damit
bestétigten sie das Konzept, die Chinolon-Signalgebung als
mogliche neue antibakterielle Strategie zu verfolgen.

Indol sowie die Hydroxyindole 56 und 57 (Abbil-
dung 23b) hemmen ebenfalls die Synthese von PQS, Pyo-
cyanin, Pyoverdin und Rhamnolipid in P aeruginosa.'>”!
Gleichzeitig steigern sie interessanterweise auch die Emp-
fanglichkeit von P. aeruginosa fiir Antibiotika. In einer &hn-
lichen Untersuchung von Tasherio et al. mit Indol und sub-
stituierten Indolen zeigte sich, dass letztere auch die Bildung
von Membranvesikeln unterdriicken konnen.'®! Auch wenn
der genaue Mechanismus, nach dem Indol die Virulenz von
P. aeruginosa hemmt, unbekannt ist, wird doch vermutet, dass
die Anthranilsdurebildung beeintrachtigt wird, denn Indol
kann den Abbau von Tryptophan zu Anthranilséure storen.
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Eine weitere interessante Strategie zur Hemmung des
Chinolon-Quorum-Sensing ist der Einsatz Chinolon-abbau-
ender Enzyme; dhnliche Strategien wurden auch auf die
AHL-Signalmolekiile angewendet. Pultensy et al. glaubten,
dass das Enzym Hod (1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-di-
oxygenase) aus dem Bodenbakterium Arthrobacter nitro-
guajacolicus zum Abbau von PQS eingesetzt werden konnte
(Abbildung 23¢).'*! In natiirlicher Umgebung katalysiert
Hod den Abbau von 3-Hydroxy-2-methyl-4(1H)-chinolon zu
N-Acetylanthranilsdure und Kohlenmonoxid. Hod kann PQS
zu N-Octanoylanthranilsdure spalten und verringert damit
die Bildung von PQS, Pyocyanin und Rhamnolipid in
P. aeruginosa. Die Spaltung von Hod durch extrazellulédre
Proteasen von P. aeruginosa und die Hemmung durch HHQ
reduzierten allerdings die Wirksamkeit von Hod. Dennoch ist
der enzymatische Abbau von Chinolon-Signalmolekiilen ein
vielversprechender Ansatz.

7.4. Antibiotische Aktivitdt von Chinolon-Quorum-Sensing-
Molekiilen

Obwohl PQS und HHQ in erster Linie als Signalmolekiile
angesehen werden, haben neuere Untersuchungen auch die
antibiotische Aktivitdt beider Molekiile gegen manche Bak-
terienarten thematisiert. Von den Chinolonen von P. aerugi-
nosa ist die antibakterielle Aktivitit seit den 1950er Jahren
bekannt."™! Die antibiotische Aktivitit von PQS und HHQ
wurde allerdings erst vor wenigen Jahren entdeckt. Diese
zweifache Eigenschaft ist nicht ungewohnlich fiir QS-Signal-
molekiile, auch die Abbauprodukte von AHLs (Tetramsiu-
ren) sind antibiotisch sehr wirksam.['*!! Toyofuku et al. wiesen
nach, dass PQS das Wachstum verschiedener Gram-positiver
und -negativer Bakterien unterdriickt.'*! In dieser Untersu-
chung zeigten Bakterienarten, die wihrend des Wachstums
PQS ausgesetzt wurden, eine verldngerte lag-Phase und ver-
ringerte Wachstumsgeschwindigkeit. Der Grad der Hem-
mung variiert mit der Bakterienart. Die Autoren bemerkten,
dass dieser Effekt auf das Wachstum nicht vergleichbar war
mit dem traditioneller bakteriostatischer oder bakteriolyti-
scher Antibiotika; stattdessen verursachte PQS ein langsa-
meres Wachstum. Bei einigen Bakterienarten war auch der
Sauerstoffverbrauch beeintréachtigt, was der Ausloser fiir die
Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit sein konnte.
Die Zugabe von Eisen verhinderte ebenfalls die Wachs-
tumsverlangsamung; dies ist jedoch vermutlich Folge der
Bildung des PQS-Fe-Chelatkomplexes, der das PQS inakti-
viert.

Reen et al. haben tiber die antibakteriellen Effekte von
HHQ berichtet, das ein wirksames Bakteriostaticum gegen
verschiedene Gram-negative Arten ist, darunter die human-
pathogenen Vibrio cholerae und Vibrio vulnificus bei
10 um."¥ HHQ und PQS hemmen auch die Bakterienbeweg-
lichkeit, die in E. coli und S. aureus mit der Virulenzauspréi-
gung assoziiert ist. Burkholderia und Alteromonas spp. bilden
ebenfalls iiber 50 Chinolone wie P. aeruginosa. Diese Unter-
suchungen verdeutlichen, dass die Signalmolekiile zusétzlich
zu ihrem Potenzial zur Signalmodulation auch immer auf ihre
antibakterielle Aktivitit getestet werden sollten.
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7.5. Autoinduktor-Peptid-Signalgebung in Gram-positiven
Bakterien

Eine Reihe Gram-positiver Bakterien nutzt Oligopeptide
als QS-Signale; diese werden meist als Autoinduktorpeptide
(AIPs) bezeichnet. Wegen der klinischen Relevanz ist das am
besten untersuchte AIP-Signalsystem das von S. aureus. Die
AIPs werden ribosomal als Propeptide (AgrD) synthetisiert.
Nach posttranslationaler Modifikation wird das AIP in akti-
ver Form von einem membranassoziierten Transportprotein
(AgrB) in den extrazelluliren Raum exportiert (Abbil-
dung 24).1164

Bakterienzellen registrieren die Al-Peptide mit einem
System aus zwei Komponenten: einem Rezeptor und einem
intrazelluldren, die Reaktion regulierenden Protein (AgrA).

K _

Post-
translationale
Modifikation |

ArgD

._._

Post-
translationale
Modifikation |

ArgD

Abbildung 24. Der AlIP-Signalweg in S. aureus. a) Das Propeptid (AgrD)
wird posttranslational modifiziert und von AgrB aus der Zelle expor-
tiert. b) Wenn der Schwellenwert erreicht ist, bindet das AIP an den
Rezeptor AgrC, der dann AgrA phosphoryliert. c) AgrA wirkt dadurch
als Transkriptionsaktivator und aktiviert die Gene, die fiir die weitere
AIP-Biosynthese (iiber RNA 1) und die Steigerung der Virulenz (iiber
RNA 111) verantwortlich sind.
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Als Rezeptor fungiert ein membranassoziertes Histidinkina-
seprotein (AgrC).l%1 Bei einem kritischen Schwellenwert von
AIP bindet dieses AgrC und 16st eine Autophosphorylierung
und die nachfolgende Phosphorylierung von AgrA aus.!'"”!
AgrA wirkt als Transkriptionsregulator, der die Transkription
der Gene fiir die AIP-Biosynthese und die Virulenzauspri-
gung aktiviert.'® Zu den Virulenzphinotypen, die durch das
AIP-Signalsystem reguliert werden, gehoren unter anderen
extrazellulire Toxine, Zelloberflichen-Adhisionsfaktoren,
gewebeabbauende Enzyme und Exoproteine.'*”! Anders als
die AHL-Signalsysteme in Gram-negativen Bakterien, die
meist speziesspezifisch sind, hat S. aureus ein AIP-Signalsys-
tem mit vier unterschiedlichen Autoinduktorpeptiden (I-TV,
59-62) entwickelt (Abbildung 25).'%! Unterschiedliche S.-
aureus-Stimme nutzen eines der vier verschiedenen AIP-Si-
gnalsysteme; so wiirde AIP-IT (60) einen speziellen AgrC-
Rezeptor in einem spezifischen S.-aureus-Stamm, in diesem

an A Lﬁ A LN ¢t
Ho/©/ /\OH COQH

AIP-I (59)

3 oy
HZN/\(N%JiJLWQLT o

AIP-Il (60)

&OY

i LW JL

NH2
AIP-11l (61)

I b

HZN\)J\ /g( \)L %N\)L
o TRATERE

AIP-IV (62) OH
Abbildung 25. Chemische Strukturen der vier AIP-Signalsubstanzen
aus S. aureus. AIP-1 und AIP-1V unterscheiden sich nur in einer Amino-
sédure, haben aber unterschiedliche Rezeptoren AgrC-l bzw. AgrC-IV.
Die Aminosiuresequenzen sind: Typ | YSTCDFIM, Typ Il GVNACSSLF,
Typ H1I INCDFLL, Typ IV YSTCYFIM.
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Fall Agr-11, aktivieren, um die Signalkaskade zu induzieren.
Die vier AIP-Signalmolekiile von S. aureus sind 7-9 Amino-
sduren lang und bestehen aus einem N-terminalen Schwanz
und einem Thiolactonmakrocyclus (Abbildung 25).

7.6. Hemmung des Quorum-Sensing durch Modulation von AgrC

Die Hemmung von AgrC wiirde die weitere Biosynthese
der AIPs ebenso verhindern wie die Initiation der Virulenz-
faktorsynthese; daher ist dies ein mogliches Ziel fiir neue
antibakterielle Therapien. Natiirliche AIPs konnen starke
Hemmwirkung auf andere, nicht verwandte AgrC-Rezepto-
ren, sog. Kreuzinhibition, aufweisen.'®*!®! So kann AIP-1
AgrC-I1 und AgrC-III hemmen, wéhrend AIP-II AgrC-I und
AgrC-IIT hemmt. Untersuchungen an Maiusen, die mit
S. aureus, Typ 1, infiziert waren, ergaben eine Abschwichung
der Infektion durch Behandlung mit AIP-II; dies deutet auf
das Potenzial einer Hemmung des AIP-Signalsystems als
neue antibakterielle Strategie hin.'*! Viele Studien zur
Struktur-Wirkungs-Beziehung von AIP-Analoga auf ver-
wandte und nichtverwandte AgrC-Rezeptoren wurden
durchgefiihrt, und die meisten in der Literatur veroffentlich-
ten AgrC-Inhibitoren sind von ATP-Analoga abgeleitet.['**!7]
Auch wenn verschiedene Struktur-Wirkungs-Beziehungen
zwischen jedem AIP und AgrC-Rezeptor gefunden wurden,
lassen sich folgende allgemeine Tendenzen ausmachen:['"!
1) Lineare, nichtcyclische AIP-Peptidderivate sind inaktiv.
2) Ersetzt man die Thiolactonbindung durch eine Lacton-

oder Lactambindung, nimmt die agonistische Aktivitit

gegeniiber verwandten Rezeptoren drastisch ab, wobei
solche Analoga noch die antagonistische Aktivitit behal-
ten konnen.

3) Die Modifikation der Aminosduren am linearen Ende
reduziert die agonistische Aktivitit stark, die antagonis-
tische Aktivitdt kann jedoch erhalten bleiben.

4) Die Modifikation von Resten innerhalb des Makrocyclus
beeintrichtigt die agonistische und die antagonistische
Aktivitit.

Wohl einer der vielversprechendsten Fortschritte der
letzten Zeit war die Identifizierung eines wirkungsvollen
AgrC-Antagonisten durch Novick etal Die Autoren
synthetisierten ein verkiirztes Analogon von AIP-II 63 (Ab-
bildung 26), das alle vier AgrC-Rezeptoren effizient hemmt.
Die Toxinbildung in S. aureus wurde mit einem 1Cs,-Wert von
10 nM unterdriickt. In Folgeuntersuchungen wurden in einer
Parallelsynthese zehn Analoga mit einer neuen Linker-Stra-
tegie fiir Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-basierte Thioes-
ter hergestellt.'”” Die Cystein-, Leucin- und Phenylalanin-
reste von 63 erwiesen sich als essenziell fiir die Hemmwir-
kung.

AIP-I und AIP-IV unterscheiden sich in einer Amino-
sdure im Makrocyclus: Das Aspartat von AIP-I ist in AIP-IV
durch Tyrosin ersetzt. Lyon et al. synthetisierten drei AIP-I-
und AIP-IV-Analoga, bei denen die Schliisselaminosdure
verdndert wurde, mit dem Ziel, die Struktur-Wirkungs-Be-
ziehung, die fiir die unterschiedliche Aktivitdt von AIP-I und
AIP-IV gegeniiber AgrC-I und AgrC-IV verantwortlich ist,
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Abbildung 26. Aktuell versffentlichte Agr-modulierende Verbindungen.
63-65 sind wirksame Antagonisten von AgrC |-IV. 66 beeinflusst die
Biofilmbildung in S. aureus und kann vermutlich Agr modulieren. Die
Solonamide A und B (67 und 68) hemmen die Virulenz von S. aureus
ohne das Wachstum zu beeintrichtigen; wegen ihrer AIP-dhnlichen
Struktur vermutet man, dass sie AgrC hemmen.

zu verstehen.'"®! Das Analogon 64, bei dem das Aspartat von
AIP-I durch Alanin ersetzt wurde, zeigte eindrucksvolle 1Cs,-
Werte von 5, 8, 0.3 und 3 nMm gegen AgrCI, II, III bzw. IV
(Abbildung 26).

Williams und Mitarbeiter identifizierten die Minimal-
struktur von AIP-I, die fiir die antagonistische Aktivitét
gegen alle S.-aureus-AgrC-Varianten erforderlich ist.'”* Das
AIP-Analogon 65 hatte ICs-Werte von 5, 5, 0.1 und 5 nm
gegen AgrC I, II, III bzw. IV (Abbildung 26)."7* Blackwell
et al. gingen vom Peptidgeriist 65 aus, um eine Serie von
Peptid-Peptoid-Hybriden (Peptomere) zu synthetisieren, mit
denen das AgrC-AIP-Signalsystem moduliert werden
sollte."”” Das in der Untersuchung hergestellte Analogon 66
zeigte sich auch wirksam in der Modulation der Biofilmbil-
dung bei S. aureus. Obwohl keine Antagonisten identifiziert
wurden, ist die einfache Synthese solcher Peptomere eine
vielversprechende Alternative zu den langwierigen Synthe-
sewegen zu AIP-Analoga. Auch Naturstoffe haben sich als
Quelle fiir die AIP-Signalhemmung erwiesen. So haben

Angew. Chem. 2013, 125, 10904 —10932

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gngewandte
Ch

Larsen et al. kiirzlich zwei Naturstoffe, Solonamid A und B
(67 und 68), aus marinen Photobakterien isoliert, die die agr-
Regulation in Reportergentests hemmen.'” Zwar ist das
genaue Ziel der Naturstoffe unbekannt,allerdings weist die
Strukturdhnlichkeit mit den AIP-Signalmolekiilen darauf hin,
dass die Solonamide AgrC-Antagonisten sein konnten.

7.7. Andere Strategien zur Hemmung des QS durch AlPs

Balaban und Mitarbeiter haben nachgewiesen, dass der
Naturstoff Hamamelitannin (69) MRSA-Infektionen in vivo
hemmt, ohne das Wachstum zu beeintrichtigen, was fiir eine
QS-Hemmung durch Hamamelitannin spricht (Abbil-
dung 27).'"*! Hamamelitannin, das aus der Rinde von Ha-
mamelis virginia isoliert wurde, hemmt auch RNA III und

HO
HO OH
OH
o O/\LOzOH OH
HO &N ° OH
o
69
o jcozH
0
OH OH

70

Abbildung 27. Die Naturstoffe Hamamelitannin (69) und Ambuinséure
(70). Hamamelitannin reduziert die Produktion von RNA Il und die
Virulenz. Ambuinsdure hemmt die AIP-Biosynthese.

reduziert die Produktion von Virulenzfaktoren. Der genaue
Wirkungsmechanismus ist unbekannt, die Autoren vermuten
jedoch, dass Hamamelitannin nicht AgrC hemmt, sondern
zelluldre Vorgédnge oberhalb der agr-Signale beeinflusst. Es
sind weitere mechanistische Untersuchungen notwendig, da
solche Studien zu neuen Strategien gegen QS in S. aureus
fiihren konnten. Ambuinsiure (70) reduziert die Expression
der agr-Gene in S. aureus (Abbildung 27).'""! Die Autoren
nehmen als Wirkmechanismus eine Hemmung der AIP-Bio-
synthese an, denn die AIP-Produktion wird unterdriickt; das
genaue Angriffsziel ist allerdings unbekannt. Die Virulenz
wird ebenfalls beeinflusst, aber die Autoren wiesen auf die
Notwendigkeit hin, in weiteren Untersuchungen wirksamere
Inhibitoren herzustellen.

Janda und Mitarbeiter haben einen weiteren Ansatz zur
Hemmung des AIP Quorum Sensing eingefiihrt, den Einsatz
von AIP-Antikérpern.'"” Die Autoren enwickelten eine ra-
tionale Synthese eines Haptens auf Basis von AIP-IV, um
damit eine Immunantwort in Miusen zu induzieren. Das
Hapten enthielt eine Lactonbindung anstelle der natiirlichen
Thiolactonbindung in den AIPs, weil die Autoren besonders
an dem Thiolacton eine Aminolyse und die Bildung uner-
wiinschter Abbauprodukte wihrend des Immunisierungs-
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prozesses erwarteten. Der erhaltene Antikorper (AP4-24h11)
konnte die Produktion von Virulenzfaktoren in S. aureus
verringern und hemmte die Abszessbildung durch S. aureus in
Miusen. AP4-24h11 hatte auch eine hohe Bindungsaffinitat
zu AgrC-1V, die auch fiir das Peptid spezifisch war. Solche
immunpharmakotherapeutischen Strategien konnten eine
ausgezeichnete Alternative oder Ergénzung zu rezeptorba-
sierten Antagonisten sein.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Antibiotikaresistenzen sind in den letzten Jahrzehnten zu
einem wichtigen Thema geworden, vor allem, weil die Ent-
wicklung neuer Antibiotika offenbar fast zum Erliegen ge-
kommen ist. Wie dieser Aufsatz gezeigt hat, ist nicht alles
verloren. Es gibt viele aktive Forschungsrichtungen, um die
ndchste Generation antibakterieller Wirkstoffe zu entwi-
ckeln. Die Suche nach neuen Antibiotika, die effizienter sind
und bakterielle Resistenzmechanismen iiberwinden kénnen,
geht weiter, sowohl in Forschungseinrichtungen als auch in
kleinen und mittleren Biotechnologieunternehmen, aber
auch mit erneuertem Interesse in groen pharmazeutischen
Unternehmen. Vor kurzem identifizierte Naturstoffe und
Produkte, die sich auf modifizierte Formen vorhandener
Antibiotikaklassen zuriickfiihren lassen, haben sich als viel-
versprechende Substanzen erwiesen. Erste Arbeiten zur
Kombination von zwei aktiven Antibiotika in einer Hybrid-
verbindung haben das Potenzial aufgezeigt, mit diesem
Ansatz teilweise die Resistenzmechanismen zu iiberwinden.
Ein weiteres Feld mit enormem Potenzial ist die Entwicklung
antimikrobieller Peptide und Peptidmimetika. Diese wirken
nach allgemeiner Ansicht auf viele Zielstrukuren und ver-
ringern dadurch moglicherweise die Geschwindigkeit fiir die
Entwicklung von Resistenzen. Aufler den in diesem Aufsatz
diskutierten Verfahren werden zahlreiche weitere Ansitze
getestet, um damit die Resistenzbildung gegen Antibiotika
moglicherweise zu iberwinden. Dazu gehoren auch die Mo-
dulation oder Stimulation der Immunantwort,'” Kombina-
tionstherapien und die erneute Entwicklung patentfreier
Wirkstoffe oder verworfener Wirkstoffkandidaten.

Der Hauptanteil von auf dem Markt oder in der klini-
schen Entwicklung befindlichen Antibiotika ist gegenwértig
nur gegen eine kleine Zahl biologischer Ziele gerichtet. Mit
zunehmender Resistenz gegen die Substanzen, die gegen
diese wenigen Wirkorte gerichtet sind, entsteht auch ein
dringender Bedarf fiir die Suche nach neuen Zielstrukuren.
Die Identifizierung neuer biologischer Wirkorte und Ansitze,
die zu Antibiotika fiihren, die mit neuen Wirkmechanismen
gegen Vorginge wie bakterielle Biosynthesen oder essenzi-
elle Stoffwechselwege gerichtet sind oder die Membran-
funktion™” oder die Zellwandsynthese storen, sind ent-
scheidende und aktiv bearbeitete Forschungsfelder. Ein in-
teressantes Beispiel ist die Entdeckung des neuen Ziels
FabF 1B, das an der Lipidbiosynthese beteiligt ist.'*!! Man
hofft, dass sich gegen Substanzen mit neuem Wirkmechanis-
mus Resistenzen langsamer entwickeln, doch konnte das aus
evolutiondrer Sicht eine naive Vorstellung sein. Das Quorum
Sensing konnte ein physiologischer Vorgang sein, der eine
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Reihe neuer Angriffsziele fiir antibakterielle Substanzen
bietet.

Anders als die zahlreichen Strategien zur Hemmung des
AHL-QS sind analoge Strategien bei AIP- und Chinolon-QS
noch weitgehend unerschlossen. PqsR-Antagonisten sind
selten, es besteht Bedarf an weiteren Verbindungen, an
Hemmstoffen fiir Chinolone und andere. Chinolonanaloga
sollten sich als Verbindungen mit sehr interessanten biologi-
schen Aktivitdten erweisen hinsichtlich der Aktivierung von
PgsR und der Hemmung von Bakterien sowie der Bildung
von Membranvesikeln und der Beteiligung an der Signalge-
bung zwischen verschiedenen Arten. Ein anderer Vorteil von
Chinolonanaloga ist, dass Chinolonantibiotika (wie Cipro-
floxacin) bereits als Wirkstoffe eingesetzt werden. Es konnte
also sein, dass QS-Hemmstoffe, die antibakteriell wirken und
giinstige pharmakokinetische FEigenschaften haben, entwi-
ckelt werden konnen. Auch andere Angriffspunkte fiir die
Démpfung des Chinolon-QS miissen noch untersucht werden.
Zu diesen konnten PgsB, PqsC, PgsD und vielleicht PqsE
gehoren. Die Synthese von AIP-Analoga und die Modulation
der AgrC-Rezeptoren durch diese Verbindungen sind in der
Literatur gut beschrieben. Ansonsten gibt es nur noch wenige
Moglichkeiten, das AIP-QS zu unterdriicken, und die spezi-
fischen Wirkorte sind oft unbekannt. Hemmstoffe fiir andere
Ziele des AIP-QS-Signalweges miissen ebenfalls weiter be-
arbeitet werden. Dazu konnten Kinase-Inhibitoren fiir AgrC,
die Hemmung des Exportes von AIPs iiber AgrB und die
Hemmung der Enzyme, die an der posttranslationalen Mo-
difikation von AgrD beteiligt sind, gehoren. Solche Strategien
sollten zu neuen QS-Inhibitoren fiihren und bieten eine aus-
sichtsreiche Perspektive fiir die Zukunft.
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