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Abstract: Die Entwicklung neuer Antibiotika befindet sich in
einer ernsthaften Krise, die unter anderem dadurch begriindet
ist, dass kaum innovative chemische Grundstrukturen mit
Aktivitit gegen Gram-negative und multiresistente Bakterien
gefunden werden. Hier berichten wir iiber die Entdeckung
neuer hochwirksamer Antibiotika aus Myxobakterien, den
Cystobactamiden 1-3, die aus Cystobacter sp. isoliert wurden
und minimale Hemmkonzentrationen im niedrigen ugmL™'-
Bereich aufweisen. Wir beschreiben die Aufreinigung und
Strukturaufklirung von drei Derivaten und die Identifizierung
und Annotation des dazugehorigen Biosynthesegenclusters.
Die molekularen Zielstrukturen der Cystobactamide konnten
iiber die Analyse des Eigenresistenzmechanismus des Produ-
zentenstammes als bakterielle Typ-Ila-Topoisomerasen iden-
tifiziert werden. Da die Optimierungsmaoglichkeiten von Chi-
nolonen als Basis fiir neue Inhibitoren der Typ-I1I-Topoiso-
merasen weitgehend ausgereizt sind, erscheinen die Cysto-
bactamide als hochinteressante Alternativen, die durch Medi-
zinalchemie  und  biosynthetisches  Engineering  der
Entwicklung neuartiger Antibiotika dienen konnen.

Die moderne Medizin wurde im vergangenen Jahrhundert
durch die Entdeckung von Antibiotika und deren Finsatz zur
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Behandlung zahlreicher Infektionskrankheiten revolutio-
niert. Zunehmende Antibiotikaresistenz wird jedoch als
schwerwiegende Bedrohung der offentlichen Gesundheit
gesehen. Diese Situation wird zusatzlich dadurch verscharft,
dass die schwierige und wenig profitable Entwicklung neuer
Antibiotika in der pharmazeutischen Industrie weitestgehend
minimiert oder sogar eingestellt wurde.!! Die Anzahl neuar-
tiger Antibiotika, die in Target-orientierten Ansédtzen mit
chemischen Substanzbibliotheken gefunden wurde, ist nicht
ausreichend, um das Problem der Antibiotikaresistenz zu
bekédmpfen, was insbesondere bei den ESKAPE-Pathogenen
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeru-
ginosa, Enterobacter spp.) gilt.”! Diese Bakterien sind die
Ursache eines GroBteils nosokomialer Infektionen, die nur
bedingt behandelbar sind, da die Keime eine Vielzahl in-
trinsischer Multiwirkstoffresistenzmechanismen (MDR) be-
sitzen oder Resistenzen gegen antimikrobielle Wirkstoffe
entwickelt haben.”! Antiinfektiva wurden iiblicherweise aus-
gehend von mikrobiellen Naturstoffen entwickelt, was die
Goldene Ara der Antibiotika in den 60er und 70er Jahren des
letzten Jahrhunderts begriindete. Seitdem wurden nur ver-
einzelt neue Substanzklassen identifiziert und fiir die An-
wendung entwickelt. In Bezug auf die sehr problembehaftete
Durchdringung der bakteriellen Zellwand gelten Naturstoffe
als evolutionidr optimiert. Allerdings kommt es auch auf dem
Gebiet der Naturstoffe zu hohen Ausfallraten im Entwick-
lungsprozess, was durch die wiederholte Entdeckung bereits
bekannter Grundstrukturen begriindet ist. Daher gelten neue
Screening-Verfahren!* und die Untersuchung noch nicht er-
schlossener oder weitgehend unerforschter Ressourcen als
vielversprechende Ansatzpunkte zur Auffindung neuartiger
antibakterieller Substanzen.”!

Um neuartige antibakterielle Naturstoffe zu entdecken,
haben wir unseren Fokus auf gleitende Bakterien ein-
schlieBlich der Myxobakterien als Quellen gelegt.” So
konnten wir beispielweise vor kurzem mit den Disciformyci-
nen neuartige Antibiotika identifizieren, welche einen neuen
Wirkmechanismus aufweisen und gegen multiresistente Sta-
phylococcus aureus-Isolate bei minimalen Hemmkonzentra-
tionen (MIC) <1 ugmL~" wirksam sind.”!

Im Verlauf der Suche nach neuen Substanzen mit Akti-
vitdt gegen Gram-negative Bakterien fiel unsere Aufmerk-
samkeit auf eine neuartige Naturstoffklasse aus Cystobacter
sp., deren Isolierung und Strukturaufkldrung im Folgenden
beschrieben ist. Dariiber hinaus zeigen wir, dass diese Sub-
stanzklasse der Cystobactamide biosynthetisch durch eine
nichtribosomale Peptidsynthetase gebildet wird und be-
schreiben ihre molekularen Zielstrukturen.
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Abbildung 1. Chemische Strukturen der Cystobactamide 919-1 (1),
919-2 (2) und 507 (3).

zT &

CO,H

Cystobacter sp. Cbv34 wurde in kleinem MaBstab kulti-
viert. Aus diesen Fermentationen gewonnene Rohextrakte
wiesen eine beachtliche Aktivitdt gegen Gram-positive und
Gram-negative Bakterien auf. Cystobactamide 919-1 (1), 919-
2 (2) und 507 (3) konnten im Zuge eines LC-HRMS-unter-
stiitzten und bioaktivitdtsgeleiteten Screening-Ansatzes als
aktive Bestandteile identifiziert werden (Abbildung 1). Der
Produzentenstamm Cbv34 wurde anschlieBend im 10-L-
MaBstab kultiviert, um je ungefdahr 1 mg der drei Derivate fiir
eine vollstindige Charakterisierung zu erhalten (Details zum
Isolierungsverfahren sind in den Hintergrundinformationen
beschrieben).

Die Aufkldrung der planaren Strukturen wurde mittels
verschiedener spektroskopischer/spektrometrischer Techni-
ken inklusive HRESIMS sowie 1D- und 2D-NMR-Experi-
menten (HSQC, HMBC, COSY, ROESY) durchgefiihrt
(sieche Hintergrundinformationen). Cystobactamid 919-1 (1)
und Cystobactamid 919-2 (2) bestehen aus fiinf aromatischen
Einheiten: p-Nitrobenzoesdure (PNBA), zwei p-Aminoben-
zoesiureeinheiten (PABA) und zwei PABA-Derivaten mit
unterschiedlichen  Oxidationsmustern (PABA-D1  und
PABA-D2), welche iiber eine Iso-f-methoxyasparagineinheit
(1) oder eine B-Methoxyasparagineinheit (2) zwischen den
beiden PABA-Einheiten verkniipft sind. Cystobactamid 507
(3) entspricht der tripeptidischen Sequenz PABA-PABA-D1-
PABA-D?2 und stellt somit ein Fragment von 1 und 2 dar.

Strukturell zeigen die Cystobactamide einige bemer-
kenswerte Merkmale. Die PABA-Kettenstruktur ist einzig-
artig innerhalb der Naturstoffe und unseres Wissens das erste
Beispiel dieser Verbindungsklasse. Dariiber hinaus zeichnen
sich Cystobactamide 919-1 (1) und 919-2 (2) durch eine sel-
tene Nitrogruppe aus, welche wahrscheinlich durch Oxidation
der Aminogruppe von PABA entsteht. Auch die Isoprop-
oxylierung der  3-Hydroxy-4-aminobenzoesdureeinheit
(PABA-D1 und PABA-D2) scheint bisher beispiellos inner-
halb der Naturstoffe zu sein. Die Tatsache, dass die -Meth-
oxyasparagineinheit entweder 1,2- (1) oder 2,4-verkniipft (2)
ist, ist eine weitere nennenswerte Besonderheit der Struktur.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Die relative Konfiguration der [-Methoxyasparagin-
einheit konnte mittels der homonuklearen vicinalen Kopp-
lungskonstante (3J;;;~7-8 Hz) als anti bestimmt werden.
Die Interpretation der ROESY-NMR-Daten fiir Verbindung
1 und 2 zeigte eine threo-Konfiguration auf. Die absolute
Konfiguration wurde mithilfe optischer Rotationsmessungen
und dem Vergleich mit Literaturwerten fiir 3-Oxyasparagin-
derivate als ,,$5“ bestimmt. Details der Strukturbestimmung
sowie der Analyse der chemischen Konfiguration sind in den
Hintergrundinformationen beschrieben.

Bei der Analyse der antibakteriellen Aktivitdten der ge-
reinigten Verbindungen (Tabelle 1 und S1 in den Hinter-
grundinformationen) stellten wir fest, dass 1-3 eine ver-
gleichbare Aktivitdt wie die Rohextrakte von Cbv34 aufwie-
sen. Dies bestitigte, dass die neue Substanzfamilie zumindest

Tabelle 1: Minimale Hemmkonzentrationen (MIC in pgmL™") von 1-3
und Cp.

1 2 3 Cp
Acinetobacter baumannii >59 74  325-650 0.2-04
Escherichia coli 14.7-29.4 09 163 0.013
Enterococcus faecalis 3.7-7.4 01 4.1 0.8
Staphylococcus aureus 325 01 81 0.05-0.1
Streptococcus pneumoniae  14.7 0.1 41 0.8-1.6

zum Teil fiir die starke antibakterielle Wirksamkeit der Ex-
trakte verantwortlich war. Jedes Derivat hemmte das
Wachstum von E. coli, zum Teil bereits bei einer Konzentra-
tion von 1 pgmL ™. Vor allem 2 inhibierte das Wachstum
einer Vielzahl von Pathogenen besonders stark, einschlielich
des zu den Gram-negativen ESKAPE-Bakterien gehorenden
A. baumannii. Das Hexapeptid 2 inhibierte auerdem effek-
tiv das Wachstum einer Vielzahl Gram-positiver Bakterien,
wie z.B. E. faecalis und S. pneumoniae bei Konzentrationen
von ca. 0.1 ygmL~". Diese Aktivitit gleicht oder iibertrifft
sogar diejenige von Ciprofloxacin (Cp), einem Fluorchinolon-
Antibiotikum der zweiten Generation, welches zurzeit in der
Klinik verwendet wird.®! Es ist hervorzuheben, dass keines
der getesteten Molekiile, bis hin zu einer Konzentration von
ca. 50-100 ygmL™', eine auffillige antifungale oder zyto-
toxische Aktivitdt (Tabellen S1 und S3) aufwies.

Angesichts ihrer chemischen Strukturen erschien es
wahrscheinlich, dass die Cystobactamide Produkte nicht-
ribosomaler Peptidsynthetasen (NRPS) sind.”! Der Haupt-
baustein dieser Verbindungen ist PABA, ein Fragment, wel-
ches nur selten in Sekundirmetaboliten zu finden ist."”!
PABA wurde zwar als Starteinheit der Polyketidsynthase-
getriebenen Biosynthese von Candicidin beschrieben, jedoch
unseres Wissens noch nicht in NRPS-basierten Peptiden. In-
teressanterweise beinhaltete das Candicidin-Biosynthese-
cluster zwei Gene, welche fiir die Biosynthese von PABA
bendtigt werden: Aminodeoxychorismatsynthase (ADC) und
ADC-Lyase.'”! Die Anwesenheit zusitzlicher ADC-Lyase-
und Anthranilatsynthase-Homologe im Genom von Cbv34
erlaubte so auch die Identifizierung des Biosynthese-Genlo-
kus der Cystobactamide. Das Gencluster beinhaltet drei
groe NRPS-Gene sowie eine Vielzahl von Tailoring-Enzy-
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men, Transportern und moglichen Resistenzgenen (Tabel-  rungsexperimenten (Abbildungen S1 und S2) erlaubte die
len S4 und S5). Die detaillierte Analyse der modularen  Entwicklung eines Modells fiir die Cystobactamid-Biosyn-
Struktur der NRPS sowie die Durchfiilhrung von Fiitte- these, wie sie in Abbildung 2 dargestellt ist. Die Biosynthese
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Abbildung 2. Modell der Cystobactamid-Biosynthese. Zwei PABA-Einheiten werden durch die Adenylierungsdomanen A1 und A2 von CysK akti-
viert. A3 in CysK ist voraussichtlich inaktiv, und es wird angenommen, dass T3 von CysK in trans durch CysH/CysB beladen wird. CysH aktiviert
eine Asparagineinheit, welche entweder direkt geladen (2) oder zunichst durch die ungewshnlich Ammoniak/Amin-Ligase-ahnliche Domine von
CysH zu Isoasparagin isomerisiert und dann auf die T-Doméne von CysK in Modul 3 geladen wird. Der Transfer des Asn oder iso-Asn-Bausteins
auf T3 von CysK kénnte hierbei direkt oder mithilfe von CysB realisiert werden, welches als Transportprotein fungiert. Nach der Elongation des
Bis-PABA-Intermediats auf Modul 2 von CysK durch Modul 3 wird die Biosynthese durch Modul 4, dem geteilten Modul 5 lokalisiert auf CysK und
CysG sowie Modul 6 weitergefiihrt, was im Einbau von drei weiteren PABA-Bausteinen resultiert. CysG setzt dann das lineare Hexapeptid frei,
welches im Anschluss durch eine Vielzahl von Tailoring-Enzymen modifiziert wird. Farbcode des Genclusters: NRPS-Gene (blau); regulatorische
und ,Helfer“-Protein-Gene (griin); Tailoring-Gene (rot); PABA-Biosynthesegene (orange); Resistenz- und Effluxgene (schwarz). Fiir Details siehe
Hintergrundinformationen.
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weist einige bemerkenswerte und ungewohnliche Aspekte
auf, wie z.B. einen Beladungsprozess fiir eine Verldnge-
rungseinheit, welcher in trans erfolgt (fiir Isoasparagin oder
Asparagin), eine Isopropoxylierung durch eine SAM-abhén-
gige Methylierung einer phenolischen Hydroxygruppe gefolgt
von zwei weiteren Methylierungen, katalysiert durch eine
radikalische SAM-Methyltransferase, sowie die Oxidation
einer Amino- zur Nitrogruppe. Der Genlokus kodiert au-
Berdem fiir das mogliche Resistenzprotein CysO, welches zur
Familie der Pentapeptid-Repeat-Proteine gehort. Manche
dieser Proteine sind als Resistenzfaktoren gegen Topoiso-
merasegifte, wie z.B. Fluorchinolone (Qnr und MfpA),
Microcin B17 (McbG) und Albicidin (AlbG), bekannt!" und
legen so eine Wirkung der Cystobactamide als Inhibitoren
bakterieller Typ-Ila-Topoisomerasen nahe.

Anschlieende biochemische Experimente zeigten in der
Tat, dass die Cystobactamide in der Lage waren, die Aktivitat
bakterieller Topoisomerasen, wie Gyrase und Topoisomerase
IV aus E. coli, zu inhibieren (Tabellen 2 und S6; Abbildun-
gen 3, S3, S4 und S7). Fiir Verbindung 2 konnten ICs-Werte

Tabelle 2: Mittlere inhibitorische Konzentration (ICsin um) von 1-3 und
Cp in Gyrase-Superspiralisierungsassays und Topoisomerase-IV-Rela-
xierungsassays.

1 2 3 Cp
E. coli-Gyrase 213+6.0 0.26+£006 202+2.2  0.40£0.05
E.coliTopo IV 89.5+0.8  38.0+0.7 86.0+2.8  nb"

[a] nb: nicht bestimmt.

200 pM 2

—
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Abbildung 3. Titration von Superspiralisierungsreaktionen der E. coli-
Gyrase mit Cystobactamid 919-2 (2). Kontrollen: (=) ohne Enzym; (+)
unbehandelt. Fiir Details des Assays siehe die Hintergrundinformatio-
nen. rel und SC bezeichnen relaxierte bzw. superspiralisierte E. coli-
DNA.

fiir E. coli-Gyrase im nanomolaren Bereich bestimmt werden,
sodass 2 genauso wirksam ist wie Cp. Fiir das gleiche Enzym
zeigten 1 und 3 mindestens 80-fach hohere ICs-Werte
(zweistelliger mikromolarer Bereich). Die Anwesenheit der
ersten beiden PABA-Einheiten und insbesondere die An-
ordnung der zentralen Aminosdure (L-iso-Asn vs. L-Asn) und
somit die Gesamtstruktur des Molekiils optimieren hierbei
die Aktivitit aus dem pm- in den nM-Bereich. Uberraschen-
derweise zeigten 1-3 nur moderate Aktivititen in Topoiso-
merase-IV-Relaxierungsexperimenten (Tabelle 2). Dies wies
darauf hin, dass die primére Zielstruktur der Cystobactamide
in E. coli die DNA-Gyrase ist.

Inhibitoren der Typ-IIa-Topoisomerasen konnen generell
in zwei Klassen unterteilt werden: Topoisomerasegifte und
kompetitive ATP-Bindetascheinhibitoren, wie z.B. der Ami-
nocumarin-Naturstoff Novobiocin."? Topoisomerasegifte wie

www.angewandte.de
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die Chinolone fordern die Bildung von DNA-Doppelstrang-
briichen durch die Stabilisierung der auftretenden kovalenten
GyrA-Tyrosyl-DNA-Addukte, welche in vitro durch Plasmid-
Linearisierungsassays sichtbar gemacht werden konnen.™!
Die Bildung solcher linearisierter Plasmide ist fiir Cp und 2
klar ersichtlich (Abbildung S6). Dariiber hinaus konnte die
inhibitorische Aktivitit von 2 durch die Zugabe hoher ATP-
Konzentration nicht reduziert werden (Abbildung S6), was
nahelegt, dass Cystobactamide nicht an der ATP-Bindetasche
binden, welche sich in der GyrB-Untereinheit der Gyrase
befindet. Zusammengefasst zeigt dies, dass die Cystobact-
amide in der Tat Typ-II-Topoisomerasegifte sind und somit als
hatiirliche Chinolone*“ betrachtet werden kénnen, welche
eine der erfolgreichsten Antibiotikaklassen darstellen. Die
Ergebnisse legen zudem nahe, dass die primire Bindestelle
der Cystobactamide an der GyrA-DNA-Schnittstelle lokali-
siert ist.

Diese Hypothese veranlasste uns, eine mogliche Kreuz-
resistenz zwischen 1-3 und Cp zu analysieren. Resistenzen
gegen Chinolone manifestieren sich durch Mutationen in
gyrA und parC, welche zu Verdnderungen der Wirkstoffbin-
destelle fithren. In GyrA befindet sich die so genannte Chi-
nolonresistenz-vermittelnde Region (QRDR) zwischen
Aminosiure 67 und 106, wobei S83 und D87 am héufigsten
involviert sind."¥ Wir verglichen die MIC-Werte von 1-3 mit
Cp in einem Chinolon-sensitiven E. coli-Stamm, sowie in
Stammen mit isogenen Mutationen im gyrA-Gen (Tabel-
le S2). Die erhaltenen minimalen Hemmkonzentrationen fiir
Cp waren im Einklang mit den Literaturdaten;!"! MIC-Werte
stiegen um das 30- bis 60-fache fiir GyrA-Einzelmutanten.
Eine Kombination beider Mutationen resultierte in klinischer
Resistenz (MIC > 1 mgr™"). Die Aktivitdt von 2, des wirk-
samsten hier beschriebenen Derivats, war bei S83- und D87-
Mutanten weniger stark reduziert (2- bis 7-fach), die Kom-
bination beider GyrA-Mutationen hatte hingegen einen gro-
Beren Einfluss. Diese Resultate legen eine iiberlappende,
jedoch nicht identische Bindestelle der Cystobactamide und
der Chinolone an GyrA nahe, da der Einfluss der Chinolon-
Resistenzmutationen bei den Cystobactamiden weniger stark
ausfallt.

Zusammenfassend haben wir eine neue Klasse von An-
tibiotika identifiziert, welche eine vielversprechende Aktivi-
tit gegen eine validierte Zielstruktur aufweist. Cystobact-
amide waren hochaktiv gegen eine Vielzahl Gram-positiver
Pathogene. Dartiber hinaus hemmte 2 effizient das Wachstum
von E. coli und A. baumannii und bewies so, dass diese Ver-
bindungen in der Lage sind, die duBBere Membran Gram-ne-
gativer Bakterien zu durchdringen. In Cystobacter-Extrakten
konnte auflerdem eine Vielzahl weiterer Cystobactamid-De-
rivate identifiziert werden, die zum Teil nur in Spuren vor-
kommen und sich schwer voneinander trennen lassen. Folg-
lich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die moderate
Aktivitdt von 3 auf eine geringfiigige Kontamination mit
hochpotenten Hexapeptiden zuriickzufiihren ist. Derzeitige
Forschungsschwerpunkte zielen in Richtung der Produkti-
onsoptimierung und Charakterisierung neuer natiirlicher
Derivate, der molekularen Definition der Bindestelle, der
Totalsynthese und dem biosynthetischem Engineering des
derzeit aktivsten Hexapeptids 2 sowie dessen Medizinalche-
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mie, um die Struktur-Aktivitdts-Beziehung der Cystobact-
amide klar zu definieren. Zusétzlich fokussieren wir auf die
Entwicklung von Cystobactamiden der zweiten Generation
mit verbesserter Gram-negativer Aktivitét, vor allem in der
Gruppe der ESKAPE-Pathogene. In Anbetracht ihrer neu-
artigen molekularen Struktur und der limitierten Kreuzre-
sistenz hoffen wir, dass die Cystobactamide als Startpunkt fiir
die Entwicklung einer neuen Klasse von Antibiotika mit an-
tibakterieller Breitbandwirkung dienen konnen.

Experimentelles

Alle hier beschriebenen Gyrase- und Topoisomerase-IV-Assays
wurden auf Basis kommerzieller Kits von Inspiralis, Norwich,
durchgefiihrt.

Eingegangen am 10. Oktober 2014,
verdanderte Fassung am 17. Oktober 2014

Stichwérter: Antibiotika - Myxobakterien - Naturstoffe - NRPS -
Topoisomeraseinhibitoren
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