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Uber Jahrzehnte hinweg konnten bakterielle Infektionen
mit Antibiotika effektiv bekdmpft werden. Zunehmend be-
drohen jedoch Infektionen (multi)resistenter Bakterien-
stimme unsere Gesundheit.! Es werden daher neue anti-
bakterielle Substanzen, die neuartige oder bisher ungenutzte
Wirkmechanismen aufweisen, bendtigt, um diese Infektionen
effektiv zu bekdmpfen. Seit der Einfithrung der Penicilline in
den 1940er Jahren hat sich die Biosynthese der bakteriellen
Zellwand (also des Peptidoglycans) als niitzliche Quelle fiir
Targets antibakterieller Wirkstoffe erwiesen.”! Allerdings
unterbinden die meisten dieser Wirkstoffe spéte, extrazellu-
lare Schritte dieses mikrobiellen Prozesses. Die frithen in-
trazelluliren oder membrangebundenen Schritte wurden
hingegen nur vereinzelt zur Entwicklung von Antibiotika
genutzt.

Einen Schliisselschritt des intrazelluldaren Abschnitts der
Peptidoglycan-Biosynthese stellt die Verankerung des 16sli-
chen cytosolischen Bausteins UDP-MurNAc-Pentapeptid
(,,Parks Nucleotid“, 1) in der Zellmembran dar. Dabei wird
1 mit dem lipophilen Membrananker Undecaprenylphosphat
(2) zum Membran-assoziierten Intermediat Lipid I (3) ver-
kniipft (Schema 1). Diese Reaktion wird von dem Mem-
branprotein MraY (Translocase I) vermittelt, das oft als
mogliches neues Wirkstoff-Target genannt wird.”) Das Enzym
MraY gehort zur Superfamilie der PNPT (Polyprenylphos-
phat-N-acetyl-hexosamin-1-phosphat-Transferasen), die auch
bei der Glycosylierung von Proteinen eine wichtige Rolle
spielt. MraY wird von natiirlich vorkommenden Uridin-ab-
geleiteten Sekundédrmetaboliten, den ,,Nucleosid-Antibioti-
ka“, inhibiert, zu denen unter anderem die strukturell ver-
wandten Unterklassen der Muraymycine, Caprazamycine,
Liposidomycine, Capuramycine und Mureidomycine zihlen.
Somit sind Nucleosid-Antibiotika und ihre synthetischen
Analoga als Leitstrukturen fiir die Wirkstoff-Entwicklung
von Interesse.™

Die Struktur von MraY wurde mit einem Topologie-
modell vorhergesagt. Danach besteht das Protein aus zehn
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Schema 1. Reaktion, die durch das bakterielle Membranprotein MraY
katalysiert wird. UDP = Uridindiphosphat, UMP = Uridinmonophos-
phat.

transmembranen Helices und fiinf cytosolischen Schleifen,
die das Aktivzentrum bilden.”! Auch mechanistische Unter-
suchungen an MraY, unter anderem Mutagenese-Studien,
wurden durchgefiihrt, lieferten aber bisher keinen allgemein
akzeptierten molekularen Mechanismus der MraY-vermit-
telten Reaktion.[! MraY-Homologe aus verschiedenen Bak-
terienstimmen konnten heterolog und auch in zellfreien
Systemen iiberexprimiert werden.”! 2013 gelang Lee et al. ein
Durchbruch mit der ersten Rontgenkristallstruktur eines
MraY-Homologen aus dem extremophilen Aquifex aeolicus,
die zahlreiche Vorhersagen des Topologiemodells bestitig-
te.!! Einen Einblick in die Hemmung von MraY durch Nuc-
leosid-Antibiotika lieferte diese Struktur jedoch nicht, wes-
halb die Auswirkungen auf die Entwicklung von MraY-Inhi-
bitoren begrenzt blieben.

Dieser aktuelle Stand der Forschung wurde durch eine
neue Arbeit von Lee et al. erheblich erweitert.”) Es gelang
ihnen, eine Rontgenkristallstruktur von MraY (erneut aus
Aquifex aeolicus) im Komplex mit dem Inhibitor Muraymy-
cin D2 (MD2, 4; Abbildung 1) in einer Auflésung von 2.95 A
zu erhalten. Ebenso wie das Apoenzym ohne Ligand kris-
tallisierte der MraY-MD2-Komplex als Dimer, bei dem jedes
Monomer aus zehn Transmembran-Helices (TM1-10) und
fiinf cytosolischen Schleifen (A-E) besteht. Das aktive Zen-
trum von MraY befindet sich auf der cytosolischen Seite der
Zellmembran (Abbildung 1 A,B). Frithere Studien identifi-
zierten drei fiir die katalytische Aktivitdt wichtige Amino-
siurereste (Aspl17, Aspl18, Asp265),°! die innerhalb der
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Abbildung 1. A) Réntgenkristallstruktur von MraY im Komplex mit Muraymycin D2 (MD2, 4; PDB 5CKR)® und dessen schematisch gezeigte Posi-
tion in der Zellmembran (Riickgrat des MD2-Liganden in Gelb). B) Ansicht des MraY-MD2-Komplexes von der cytosolischen Seite des Proteins
sowie die Struktur von MD2. C) Réntgenkristallstruktur des ligandfreien Apoproteins (PDB 4)72),® Ansicht von der cytosolischen Seite. D) MraY-
MD2-Komplex™ ohne den Liganden, Ansicht von der cytosolischen Seite. Fiir die Bindung von MD2 geht MraY erhebliche Konformationsanderun-
gen ein, die durch den direkten Vergleich von (C) und (D) illustriert werden. Teile des Proteins, die infolge der Ligandbindung grofde Distanzen
zuriicklegen, sind in verschiedenen Farben hervorgehoben. E) Beispiel fiir die molekularen Einblicke in den MraY-MD2-Komplex: Wechselwirkun-
gen der 5'-O-aminoribosylierten Uridin-abgeleiteten Kernstruktur von MD2 mit dem Protein.

PNPT-Enzym-Superfamilie hoch konserviert sind. MD2 in-
teragiert jedoch mit keiner dieser Aminosédure-Seitenketten.
Das Protein durchliuft hingegen durch die Ligandenbindung
eine erhebliche Konformationsianderung, bei der einzelne
Reste (vor allem die Uracil-bindenden Gruppen) groe Dis-
tanzen zwischen 5 und 17 A zuriicklegen (Abbildung 1C,D).
Die Schleifen C und D bilden die Bindetasche fiir die Uracil-
Nucleobase und den 5'-O-Aminoribosyl-Rest von MD?2 aus.
Helix TM9 weist einen Knick auf und wird daher in TM9a
und TMO9b unterteilt. TM9b rotiert vom aktiven Zentrum weg
und l6st damit eine Konformationsdnderung von Schleife E
aus. Die dabei entstehende offene Struktur erméglicht die
Bindung des Peptidteils von MD2. Ein von der Lee-Gruppe
angefertigtes Video (online zusammen mit der Originalarbeit
verodffentlicht) illustriert eindrucksvoll diese Strukturdnde-
rung.”! Ferner bietet die Struktur des MraY-MD2-Komplexes
detaillierte Einblicke in die Wechselwirkungen zwischen
Inhibitor und Protein auf molekularer Ebene (Abbil-
dung 1E).

Lee et al. fithrten auch Mutagenese-Studien und Experi-
mente mit isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) durch, um
die MD2-Bindungsaffinitit eingehender zu untersuchen.
Auffallend war, dass einige Mutationen (z.B. Asp193Asn)
funktionsfahige Proteine mit keiner oder sehr geringer Affi-
nitdt zu MD?2 lieferten. Dies deutet darauf hin, dass das na-
tiirliche Substrat 1 und MD2 4 unterschiedliche Bindungs-
modi aufweisen, obwohl MD2 MraY kompetitiv hemmt.
Zusammengefasst interagiert MD2 weder mit den fiir die
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katalytische Aktivitdt wichtigsten Aminosduren, noch wirkt
der 5-O-Aminoribosyl-Rest als Pyrophosphat-Mimetikum.
Wihrend Mg?*" (als potenziell phosphatbindende Einheit)
essenziell fiir die katalytische Aktivitdt von MraY ist, hatte es
keinen Einfluss auf die Bindung von MD2. In der Entwick-
lung von Inhibitoren von PNPT-Enzymen wie MraY stellt die
molekulare Imitation der Pyrophosphat-Einheiten eine grof3e
Herausforderung fiir die medizinische Chemie dar, vor allem
im Hinblick auf Target-Affinitidt und Zellaufnahme. Die dis-
kutierte Struktur des MraY-MD2-Komplexes zeigt ein-
drucksvoll, wie die Natur diese Aufgabe gelost hat.

Die kiirzlich publizierte Rontgenkristallstruktur von
MraY (aus Agquifex aeolicus) im Komplex mit Muraymy-
cin D2 stellt insgesamt einen Meilenstein der Forschung an
diesem bakteriellen Membranprotein und seiner natiirlichen
Inhibitoren dar. Sowohl die nachgewiesene konformative
Plastizitdt von MraY als auch die molekularen Details der
MraY-MD2-Wechselwirkung werden das zukiinftige Design
neuer MraY-Inhibitoren erleichtern. Daher ist zu erwarten,
dass die Entwicklung von MraY-hemmenden antibakteriellen
Wirkstoffkandidaten in groBem Mafle von dieser Arbeit
profitieren wird.

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 11722-11724
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