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N eue Strategien zur Bekdmpfung von Antibiotikaresistenzen zu
finden, ist eine der grofiten globalen Herausforderungen fiir die Ge-
sundheitssysteme. In den letzten Jahrzehnten gab es eine drastische
Zunahme an humanpathogenen Bakterien, die resistent gegen Anti-
biotika sind. Immer mehr Infektionen, die durch resistente Mikro-
organismen verursacht werden, lassen sich nicht mehr mit konven-
tionellen Behandlungen kurieren, und selbst Reserveantibiotika ver-
lieren ihre Wirkung. Zusdtzlich sind die Entwicklungsstrome an neuen
Antibiotika aus der pharmazeutischen Industrie in den letzten Jahr-
zehnten versiegt. Die Weltgesundheitsorganisation hat mit ihrem
Aufruf ,,Combat drug resistance: no action today means no cure to-
morrow* eine Zunahme der Forschungsaktivititen auf diesem Gebiet
stimuliert, und mehrere neue, vielversprechende Strategien zur Wie-
derherstellung antibiotischer Behandlungsoptionen konnten seitdem

entwickelt werden.

1. Einleitung und Hintergrund

Seit den Pionierarbeiten von Alexander Fleming, Paul
Ehrlich, Gerhard Domagk und anderen auf dem Gebiet der
Antibiotikaforschung vor rund 100 Jahren werden die Vor-
teile dieser ,,Wundermittel“ zur Behandlung von Infektions-
krankheiten im Gesundheitswesen als Selbstverstidndlichkeit
angesehen. Leider hat es beziiglich der effizienten Anwen-
dung von Antibiotika in den letzten Jahren aber eine drasti-
sche negative Verdnderung gegeben: Immer mehr Bakterien
entwickeln Resistenzen gegen antibiotische Chemotherapien
und sprechen nicht mehr auf die Behandlung mit antibakte-
riellen Wirkstoffmolekiilen an, fiir die sie bisher empféanglich
gewesen sind. Dies fiihrt zu langer anhaltenden Infektionen,
was unter anderem auch das Risiko der Weiterverbreitung
resistenter Stimme zur Folge hat.' Die Entwicklung resis-
tenter Bakterienstimme ist ein natiirliches Phinomen, das
auf dem Selektionsdruck des Antibiotikums auf die Bakteri-
enpopulation beruht. Resistenzen gegen Antibiotika konnen
prinzipiell auf vier verschiedenen Wegen ausgebildet werden
und manifestieren sich in vier verschiedenen Mechanismen.
Die gegenwirtig gebrduchlichen Antibiotika wurden vor-
rangig gegen fiinf essentielle molekulare Zielstrukturen
(,, Targets) der Bakterien entwickelt (Abbildung1). Der
ausgiebige Einsatz von Antibiotika beschleunigt das Auftre-
ten resistenter Stimme. Laut der Weltgesundheitsorganisati-
on (WHO) wurden 2013 z.B. rund 480000 neue Fille von
multiresistenter Tuberkulose (MDR-TB) und extensiv resis-
tenter Tuberkulose (XDR-TB) in 100 Lindern registriert.["
Weltweit gibt es einen hohen Anteil an resistenten Bakterien,
die héufig auftretende Infektionen verursachen, wie z.B.
Harnwegsinfektionen und Lungenentziindung. Ein substan-
tieller Anteil von Infektionen, die in Krankenhdusern auf-
treten, wird von stark resistenten Bakterien verursacht, wie
z.B. Methicillin-resistenten Staphylococcus-aureus-Stimmen
(MRSA) und Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE)
oder multiresistenten Gram-negativen Bakterien, die gegen
alle f-Lactam-Antibiotika resistent sind. Patienten mit In-
fektionen, die durch resistente Bakterien verursacht wurden,
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haben eine schlechtere klinische Prognose und bendtigen
mehr Ressourcen aus dem Gesundheitssystem als Patienten,
die eine Infektion mit nichtresistenten Bakterien erleiden.!!

Durch den jahrzehntelangen Entwicklungsstillstand fiir
neue antibiotische Chemotherapien in der pharmazeutischen
Industrie einerseits und das Auftreten resistenter Bakterien
andererseits laufen die Gesundheitssysteme Gefahr, Infekti-
onskrankheiten in Zukunft nicht mehr effektiv behandeln zu
konnen. Um dieser sich abzeichnenden Gefihrdung entge-
genzuwirken, fordern globale Organisationen, wie die Welt-
gesundheitsorganisation, die Erforschung neuer Ansétze zur
Bekdmpfung von Antibiotikaresistenzen. Dabei wird die
Suche nach neuen Antibiotika durch verschiedene intrinsi-
sche Faktoren erschwert. So fiihrt z.B. bei Gram-negativen
Bakterien die dufiere Membran als Permeabilitidtsbarriere im
Vergleich zu Gram-positiven Bakterien verstdrkt zu Anti-
biotikaresistenzen. Da die duflere Membran die antibioti-
schen Wirkstoffe daran hindert, zu ihren therapeutischen
Zielen im Bakterium vorzudringen, stellt die Entwicklung
neuer Wirkstoffe zur Behandlung von Infektionen, die durch
Gram-negative Bakterien verursacht werden, eine grofie
Herausforderung dar. Diesbeziiglich konnen kationische
Peptide die Permeabilitédt der &uleren Membran erhohen und
dem Antibiotikum den Zugang in die Bakterienzelle er-
leichtern.”! Ein weiterer nachteiliger Aspekt der Antibioti-
kaforschung ist der Mangel an neuen antibiotischen Targets.
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Abbildung 1. Die vier Wege zum Erwerb von Resistenzen, die vier Hauptmechanismen der Resistenzen und die fiinf vorrangigen antibiotischen

Targets.

Neben den sehr gut verstandenen und sehr stark genutzten
antibiotischen Targets, z.B. der bakteriellen Protein- oder
Zellwandsynthese, werden dringend neue antibiotische Tar-
gets benotigt, um das Arsenal an antibiotischen Behand-
lungsoptionen auf eine breitere Basis zu stellen. Die Inter-
vention mit der Adenosintriphosphat-Synthase als neuem
bakteriellem Target ist in dieser Hinsicht ein erfolgreicher
Ansatz fiir die Behandlung resistenter Mycobacterium-tu-
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berculosis-Stamme.’! Weitere Beispiele mit neuen Wirkme-
chanismen, z.B. dem FEingriff in die Resistenzbildung auf
genetischer Ebene, werden in diesem Aufsatz vorgestellt.
Ein GroBteil der Forschungsaktivitdten nach neuen An-
tibiotika ist leider immer noch auf die Entwicklung verbes-
serter Versionen bestehender Antibiotika fokussiert. Wih-
rend viele dieser Verbindungen nur leicht verbesserte Wirk-
stoffprofile aufweisen, gelang es aber durch rationale und
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Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften
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systematische Ansétze, auch neue Wirkstoffe zu entwickeln,
die weniger anfillig gegen Resistenzbildungen sind. Die
Suche nach neuen Antibiotika in natiirlichen Quellen ist eine
weitere praktizierte Alternative, allerdings bleibt dabei das
immanente Risiko der nachfolgenden Resistenzbildung be-
stehen.

Das mechanistische und strukturelle Verstidndnis der dem
Entstehen von Antibiotikaresistenzen zugrundeliegenden
Prozesse bietet weit bessere Moglichkeiten, das Problem am
Ursprung anzugehen, anstatt lediglich weitere Resistenzen in
der Zukunft zu erzeugen. Durch die Kombination der me-
chanistischen Informationen von der Resistenzebene mit
strukturbasierten Wirkstoffentwicklungsansédtzen konnen
Antibiotikaresistenzen umgangen oder sogar ausgeschaltet
werden. Diese Strategie wurde in letzter Zeit mit steigendem
Erfolg umgesetzt und steht im Fokus dieses Aufsatzes.

Das strukturbasierte Wirkstoffdesign hat sich zu einer
etablierten Technologie der Wirkstoffforschung entwickelt.
Dieser Ansatz wurde durch die Vielzahl an kristallographi-
schen Strukturdaten von biologischen Makromolekiilen er-
moglicht und wird durch Genomdaten aus Sequenzierungs-
projekten unterstiitzt. Sobald die Struktur eines Targets oder
eine Cokristallstruktur eines Targets zusammen mit einem
gebundenen Liganden zur Verfiigung stehen, konnen struk-
turbasierte Ansétze kreativ und rational eingesetzt werden,
um die Eigenschaften von Wirkstoffmolekiilen zu optimieren.
Fragmentbasierte Ansitze konnen dabei zur Identifizierung
chemischer Startpunkte dienen, wiahrend Dockingmethoden
das virtuelle Durchsuchen von Wirkstoffbibliotheken er-
moglichen und De-novo-Ansétze neue chemische Grundge-
riiste von Wirkstoffmolekiilen liefern konnen."*!

Mehrere exzellente und umfangreiche Aufsdtze {iber
Antibiotika sind in diesem und anderen Journalen erschie-
nen. Deren Fokus lag unter anderem auf der Entdeckung und
der Synthese von Antibiotika sowie auf dem Verstdndnis der
Entwicklung von Antibiotikaresistenzen.”"¥ In unserem
Aufsatz stellen wir strukturbasierte Ansitze in den Vorder-
grund, die erfolgreich eingesetzt wurden, um Antibiotikare-
sistenzen zu bekdmpfen. Dies umfasst mehrere Targetklassen
und verschiedene strukturbasierte Techniken, um die breite
Anwendbarkeit dieser Strategie zu verdeutlichen. Unsere
Auswahl basiert dabei vorrangig auf Projekten, die bereits
klinische Wirkstoffe erbracht haben und somit als Vorzeige-
beispiele fiir die antibiotische Wirkstoffforschung dienen
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einem Fokus auf der strukturbasierten Entwicklung von Wirkstoffen gegen
Infektionskrankheiten.

Angew. Chem. 2016, 128, 6710 - 6738

Aufsitze

© 2016 Die Autoren. Versffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

konnen. Zusitzlich haben wir aber auch Ergebnisse mit auf-
genommen, bei denen die klinische Entwicklung noch nicht
abgeschlossen ist, die aber neue, vielversprechende Konzepte
repréasentieren.

Durch unseren Fokus auf strukturelle Daten waren wir
beim Verfassen des Aufsatzes stark auf Graphik- und Mo-
deling-Software angewiesen. Fiir die Darstellung von Co-
kristallstrukturen und struktureller Modelle wurde dabei
Chimera 1.10.1" zusammen mit Inkscapel verwendet.
Molekulares Docking wurde mit AutoDock Vina1.1.2
durchgefiihrt."

2. Inhibitoren der Proteinsynthese

Die Proteinsynthese der Bakterien ist einer der Haupt-
angriffspunkte fiir Antibiotika und wurde fiir die effiziente
strukturbasierte Intervention gegen Antibiotikaresistenzen
genutzt."7!® Die Proteinsynthese wird von Ribosomen
durchgefiihrt, wobei aus der mRNS die entsprechende Poly-
peptidkette gebildet wird."”! Dieser Vorgang kann in vier
Schritte unterteilt werden: Kettenstart (Initiation), Ketten-
verlingerung (Elongation), Kettenabbruch (Termination)
und Wiederverwertung von Komponenten (Recycling). Die
ersten beiden Schritte sind in Abbildung 2 dargestellt und
werden kurz ndher erldutert, da sie einige strukturelle An-
griffsstellen fiir Antibiotika beinhalten.

Bakterien verfiigen tiber 70S-Ribosomen, die aus zwei
Untereinheiten gebildet werden."?? Die groBe 50S-Unter-
einheit, in welcher 23S- und 5S-rRNS zu finden sind, bindet
Aminoacyl-tRNS (aa-tRNS), katalysiert die Peptidyltrans-
ferreaktion und kontrolliert die Elongation. Die kleinere 30S-
Untereinheit, welche die 16S-rRNS beinhaltet, bindet mRNS
und 16st die Proteinsynthese aus. Die Initiation beginnt damit,
dass sich die beiden Ribosomenuntereinheiten zusammenfii-
gen und dabei die mRNS und die Starter-fMet-tRNS um-
schlieBen. Dieser Vorgang wird durch die drei prokaryoti-
schen Initiationsfaktoren IF1, IF2 und IF3 katalysiert. Der
entstandene 70S-Initiationskomplex hat drei Hauptbinde-
stellen fiir tRNS, die A-, P- und E-Stelle. An der A-Stelle tritt
die beladene Aminoacyl-tRNS, welche zum entsprechenden
mRNS-Kodon passt, in das Ribosom ein. Die P-Stelle be-
herbergt die Peptidyl-tRNS bzw. die tRNS, welche die
wachsende Peptidkette tridgt. Die E-Stelle enthilt die dea-
cylierte oder unbeladene tRNS, bevor sie das Ribosom ver-
lasst. Die Elongation beschreibt den Zyklus, in dem schritt-
weise Aminosduren zur wachsenden Peptidkette hinzugefiigt
werden. Dieser Schritt wird auch als Kern der Proteinsyn-
these angesehen. Im ersten Schritt bindet ein terndrer Kom-
plex, der sich aus aa-tRNS, dem Elongationsfaktor Tu und
Guanosintriphosphat zusammensetzt (aa-tRNS-EF-Tu-GTP),
an die A-Stelle. Nach erfolgreicher Dekodierung wird der
Komplex hydrolysiert, was zur Abtrennung von EF-Tu-GDP
(GDP: Guanosindiphosphat) und einem anorganischen
Phosphat (Pi) fiihrt. Dies hat zur Folge, dass die aa-tRNS an
die A-Stelle binden kann. Die Bildung der Peptidbindung
erfolgt nun durch die Ubertragung der gesamten Peptidkette
von der Peptidyl-tRNS in der P-Stelle auf die aa-tRNS in der
A-Stelle. Dieser ribosomale Zustand wird oft als Hybridzu-
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Abbildung 2. Die bakterielle Translationsmaschinerie mit antibiotischen Targets.

stand bezeichnet, da die tRNS sich zwischen den A/A-, P/P-,
A/P-und P/E-Stellen hin und her bewegt. Im néchsten Schritt
katalysiert der Elongationsfaktor G (EF-G) die Verlagerung
des tRNS,»mRNS-Komplexes um ein Kodon. Das fiihrt dazu,
dass die deacylierte tRNS an der E-Stelle zu liegen kommt
und die Peptidyl-tRNS an die P-Stelle tritt. Zudem wird die
A-Stelle frei, um die nédchste aa-tRNS zu binden. Dieser
Zyklus wiederholt sich so lange, bis die Peptidkette komplett
aufgebaut wurde und ein Stop-Kodon die A-Stelle besetzt.

Wie in Abbildung 2 dargestellt, kann die Proteinsynthese
durch eine Vielzahl unterschiedlicher Antibiotikaklassen bei
anndhernd jedem Schritt des Vorgangs angegriffen werden.
Wihrend einige Antibiotikaklassen, wie Macrolide, Oxazo-
lidinone und Pleuromutiline, an die groe 50S-Untereinheit
binden, interagieren andere, wie Aminoglycoside und Tetra-
cycline, mit der kleineren 30S-Untereinheit.
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2.1. Oxazolidinone

Seit iiber 50 Jahren
sind Ogxazolidinone die
einzige neue Klasse syn-
thetischer Antibiotika, die
in die Klinik eingefiihrt
wurde.”! Sie wurden 1978
,\ 2l zum ersten Mal beschrie-

& ‘/EF-Tu ben (E.I. duPontde Ne-

L mours & Co.),* jedoch
aufgrund erheblicher To-
xizitdit  zundchst nicht
weiter entwickelt.””! Die
Forschung auf diesem
Gebiet wurde jedoch
spater wieder aufgenom-
men  (initiiert  durch
Upjohn, spater Pharmacia,
jetzt Pfizer Inc.), und bis
1996 konnten zwei nicht-
toxische  Oxazolidinone
entwickelt werden: Line-
zolid und Eperezolid (1
und 2; Abbildung 3).°

Diese beiden Molekiile
waren das Resultat einer
umfassenden Struktur-Ak-
tivitits-Beziehungsstudie,
durch welche die optimale
Substitution am zentralen
Oxazolidinonring ermittelt
werden konnte.”” Wichti-
ge Faktoren fiir die anti-
bakterielle Wirkung sind
der N-Arylsubstituent, die
5S5-Substitution und die
C5-Acylaminomethyl-
gruppe. Die meta-Fluor-

Ausrichtung

Bildung der
Peptidbindung

0
oM o Ho AN 0
\\,N\Q\ I \\/NQ 1
N0 g N0 o
F - (S) >—Me F z (S) >—Me
Linezolid (1) Nk Eperezolid 2)  NH

Abbildung 3. Strukturen der beiden ersten durch Upjohn synthetisier-
ten Oxazolidinone.

substitution am Phenylring war nicht notwendig, jedoch
fithrte sie zu einer Erhohung der Wirksamkeit. Die para-
Substitution konnte variiert werden, um das antibakterielle
Spektrum zu erweitern.

Oxazolidinone sind Wirkstoffe, die an Ribosomen binden
und dadurch die bakterielle Proteinsynthese inhibieren. Es
bendtigte allerdings einige Zeit, um die genaue Bindungs-
stelle und die mogliche Wirkungsweise zu identifizieren.
Zwei Berichte aus dem Jahr 2008 iiber Cokristallstrukturen
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von an der 50S-Untereinheit gebundenem Linezolid besta-
tigten die zuvor etablierte Bindungsstelle und schlugen einen
Wirkungsmechanismus vor (Abbildung 4).[2>3%

Linezolid bindet in der A-Stelle am Peptidyltransferase-
zentrum der 50S-Untereinheit aktiver Ribosomen und be-
einflusst die Bindung der beladenen Aminoacyl-tRNS. Ge-
nauer betrachtet bindet Linezolid in eine Tasche, welche
durch acht RNS-Bausteine geformt wird, wobei das Nukle-
otid U2585Ec in einer speziellen Konformation stabilisiert
wird. Linezolid verhindert das Binden und/oder Positionieren
der Starter-tRNS durch die Stabilisierung von U2585Ec in
einer unproduktiven Konformation und verhindert somit die
Bindung der tRNS an der A-Stelle, was zur Unterbrechung
der Translationssequenz fiihrt (Abbildung 4 A).*)

A2486

\\

‘et (G2505EcC) \

A

o I

— o

Abbildung 4. A) Cokristallstruktur von Linezolid (1) (C-Atome in Griin,
F-Atome in Violett) in der ribosomalen 50S-Untereinheit von
Haloarcula marismortui (PDB: 3CPW) und B) Modell von Linezolid (1)
in der durch Cfr an A2503Ec methylierten ribosomalen 50S-Unterheit
von H. marismortui. Die Kollision von Linezolid mit der Methylgruppe
ist rot hervorgehoben. Die von Escherichia coli abgeleitete Nummerie-
rung ist in Klammern angegeben. Das Modell wurde entsprechend

K. J. Shaw et al. mit Chimera 1.10.1 generiert."**"!

Resistenzmechanismen gegen Oxazolidinone sind immer
noch recht selten. Bis jetzt konnten drei Klassen von Resis-
tenzmechanismen gegen Oxazolidinone charakterisiert
werden. P!l

Der erste umfasst Mutationen an der zentralen Schlaufe
der 23S-rRNS der Doméne V, dem Peptidyltransferasezen-
trum. Einige der Nukleotide, die von diesen Mutationen be-
troffen sind, wechselwirken direkt mit den Oxazolidinonen.
Der Grofteil dagegen beeinflusst den erweiterten Bin-
dungsbereich der Oxazolidinone.” Mutationen an diesen
Nukleotiden bewirken kleine Anderungen in der Konforma-
tion der Bindungstasche von Linezolid, was sich negativ auf
die Wirkstoffbindung auswirkt. Der zweite Mechanismus,
welcher weniger oft vorkommt, beinhaltet Mutationen an den
Genen rplC und rplD. Diese Gene kodieren die ribosomalen
Proteine L3 und L.4.5!

Neben diesen chromosomalen Punktmutationen besteht
die dritte Moglichkeit der Resistenzbildung darin, das cfr-
Gen zu akquirieren (Chloramphenicol-Florfenicol-Resis-
tenz). Diese Resistenz ist viel gravierender als die Mecha-
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nismen, welche auf Mutationen basieren, da sie horizontal
iibertragbar ist.’**1 Mechanistisch gesehen reduziert die
Methyltransferase Cfr durch C8-Methylierung des Schliissel-
nukleotids A2503Ec der 23S-rRNS im Peptidyltransferase-
zentrum stark die bakterielle Anfilligkeit gegen eine ganze
Reihe von ribosomangreifenden Antibiotika, wie Ampheni-
colen, Lincosamiden, Pleuromutilinen, Streptogramin A, 16-
gliedrigen Macroliden und Linezolid.!! Wie in Abbildung 4B
zu sehen ist, fithrt die Addition der Methylgruppe an
A2503Ec zu einer Kollision mit der Acetamidgruppe des Li-
nezolids, was zu einer zwei- bis achtfachen Erhohung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) fiihrt.”®!

Seit der Entdeckung von Linezolid haben iiber 30 Firmen
mehr als ein Dutzend Kandidaten in die klinische Entwick-
lung gebracht. Ungliicklicherweise sind die meisten aufgrund
schlechter pharmakokinetischer Eigenschaften, Toxizitéts-
und Loslichkeitsproblemen oder mangelnder Verbesserung
der antimikrobiellen Wirkung im Vergleich zu Linezolid ge-
scheitert.

Die Entwicklung von Oxazolidinonen der zweiten Ge-
neration steht vor zwei gro3en Herausforderungen: Es gilt
zum einen die bei Linezolid-Therapien gegebene Gefahr der
Myelosuppression (Knochenmarkshemmung) zu minimieren,
zum anderen eine angemessene Wirksamkeit gegen Linezo-
lid-resistente Bakterienstimme zu erreichen.’!! Zwei Ox-
azolidinone der zweiten Generation, die versuchen diese
Probleme auf rationalem Weg zu lésen, werden hier vorge-
stellt.

2.1.1. Tedizolid

Tedizolidphosphat (3; zuvor Torezolidphosphat, TR-701,
DA-7218) ist die pharmakologisch inaktive Vorstufe von Te-
dizolid (4; zuvor Torezolid, TR-700, DA-7157, entdeckt bei
Dong-A Pharmaceuticals, entwickelt von Trius Therapeutics
und Cubist Pharmaceuticals).®** Im Juni 2014 wurde Te-
dizolid nach zwei erfolgreichen klinischen Studien der Pha-
se IIT durch die Food and Drug Administration (FDA) die
Genehmigung fiir die Behandlung von MRSA-Hautinfek-
tionen unter dem Handelsnamen Sivextro erteilt (Abbil-
dung 5).

Tedizolid weist gegeniiber Linezolid zwei strukturelle
Hauptunterschiede auf: den Austausch der Acylaminome-
thylgruppe am C5 durch eine Hydroxymethylgruppe und ein
C/D-Ringsystem, wobei es sich dabei um ein 6-(2-Methyl-2H-
tetrazol-5-yl)pyridin handelt (Abbildung 5). Durch die Ein-
fithrung der beiden C- und D-Ringe und der damit verbun-
denen Erhohung der Lipophilie sahen sich die Medizinal-
chemiker gezwungen, eine angemessene inaktive Vorstufe
von Tedizolid zu entwickeln, welche das Problem der
schlechten Loslichkeitseigenschaften sowie der geringen
Bioverfiigbarkeit 16sen wiirde.®’”! Verschiedene Modifikatio-
nen wurden iiberpriift, wobei der Monophosphatester die
besten Eigenschaften (hohe Wasserloslichkeit und verbes-
serte Bioverfiigbarkeit) zeigte und zudem den primdren Al-
kohol tarnte, was zu einem verbesserten Inhibitorprofil gegen
Monoaminoxidasen fiihrte.!)

Der Effekt, den diese strukturellen Verdnderungen her-
vorrufen, ist in Abbildung 6 klar zu erkennen. Methyliertes
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Abbildung 5. Strukturen von Tedizolidphosphat, Tedizolid und Radezo-
lid im Vergleich zu Linezolid.
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Abbildung 6. Modelle von Tedizolid (4) (C-Atome in Griin, F-Atome in
Violett) in (A) der ribosomalen 50S- Unteremhelt von H. marismortui
(PDB: 3CPW) und (B) der durch Cfr methylierten ribosomalen 50S-Un-
tereinheit von H. marismortui. Auch nach der Methylierung an A2503Ec
ist Tedizolid (4) im Gegensatz zu Linezolid noch in der Lage, an die
ribosomale RNS zu binden. Die von Escherichia coli abgeleitete Num-
merierung ist in Klammern angegeben. Die Modelle wurden mit Chi-

mera 1.10.17 und AutoDock Vina 1.1.2 entsprechend Shaw et al. gene-
riert.l' 6]

A2503Ec am unteren Ende der Bindungsstelle toleriert die
kompakte Hydroxymethylgruppe, wobei aber immer noch die
Wasserstoffbriicke mit G2505Ec aufrechterhalten werden
kann. Zusitzlich werden diesem Modell zufolge zwei neue,
stabilisierende Wasserstoftbriicken zwischen dem C/D-Ring-
system und den Ribosezuckern von A2451Ec und U2584Ec
ausgebildet.

In einer Studie hinsichtlich der Wirksamkeit gegen Line-
zolid-resistente Staphylokokken zeigte Tedizolid eine mehr
als sechzehnfache Verbesserung gegeniiber Linezolid.”!
Auch gegen multiresistente Stimme konnte es seine Wirkung
erhalten. Dies belegt eindriicklich den Nutzen des struktur-
basierten Vorgehens.
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2.1.2. Radezolid

Radezolid (5; zuvor RX-1741 und Rx-01_667, Abbil-
dung 5) ist ein vollsynthetisches Oxazolidinon (entwickelt
von Melinta Therapeutics, ehemals Rib-X), welches Studien
der klinischen Phase 1T durchlaufen hat.*”! Radezolid ist das
Ergebnis eines Entwicklungsprogramms zur Ausweitung des
Wirkspektrums von Oxazolidinonen auf Gram-negative
Bakterien."!! Das Programm begann mit der strukturbasier-
ten Beobachtung, dass Linezolid und Sparsomycin (6) (ein
nichtselektives Antibiotikum) eine iiberlappende Bindungs-
stelle im Peptidyltransferasezentrum der ribosomalen 50S-
Einheit aufweisen (Abbildung 7).**!

Abbildung 7. Uberlagerung von Sparsomycin (6) (C-Atome in Orange)
und Linezolid (1) (C-Atome in Griin, F-Atom in Violett) in der ribo-
somalen 50S-Untereinheit von H. marismortui (PDB: 1M90, 3CPW).

Aufgrund dessen wurde die Strategie verfolgt, die beiden
Molekiile mit einem geeigneten Linker zu verbinden und
notige strukturelle Verdnderungen auf der Sparsomycinseite
vorzunehmen, um die Wirksamkeit und Selektivitit zu er-
hohen.[*"* In Abbildung 8 sind zwei Vertreter (7 und 8) einer
Vielzahl von Antibiotika dargestellt, die auf dem Weg zu
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Abbildung 8. Strukturen von Sparsomycin und Linezolid sowie von
synthetisierten Molekiilen auf dem Weg zu Radezolid.
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Radezolid synthetisiert wurden. Dabei ist die Entwicklung
der linken Seite und der Verbindungseinheit klar zu erken-
nen.

Nach der Bestimmung der optimalen Strukturelemente
wurde die antibakterielle Wirksamkeit von Radezolid be-
wertet. Radezolid zeigte dabei im Vergleich zu Linezolid eine
hohere Affinitét fir die Bindung an das bakterielle Ribosom.
Dies korrelierte mit einer hoheren antibakteriellen Wirkung
(zwei- bis achtfache Verbesserung gegeniiber Linezolid)
gegen verschiedene Gram-positive Bakterien.*! Struktur-
Aktivitédts-Studien verschiedener Oxazolidinone konnten
zeigen, dass Radezolid trotz seiner C5-Acylaminomethyl-
gruppe seine Wirkung gegeniiber dem klinischen cfr-positiven
CMO05-Stamm von S. aureus bewahrt. Die minimale Hemm-
konzentration lag dabei mit 2 uygmL ™" zwischen dem von
Tedizolid (0.5 uygmL™") und Linezolid (8 pgmL™"). Dieser
positive Effekt kommt hochstwahrscheinlich durch zusitzli-
che Wechselwirkungen des C/D-Ringsystems mit dem Pepti-
dyltransferasezentrum zustande. Diese sind rdumlich weit
von den zur Linezolidresistenz fithrenden ribosomalen Ver-
anderungen, einschlieBlich der durch cfr-modulierten Me-
thylierung von A2503Ec, entfernt.¢-4-4

Erfreulich ist ebenfalls, dass das Spektrum auf Gram-ne-
gative Bakterien wie Haemophilus influenzae und Moraxella
catarrhalis ausgeweitet werden konnte. Neben der Uberwin-
dung der durch Ribosomenmutation hervorgerufenen Resis-
tenzen weist es eine hundertfach schwichere Hemmung der
Translation in Retikulozyten von Kaninchen im Vergleich zu
Ribosomen in S. aureus auf. Die Wechselwirkung mit
U2585Ec konnte durch biochemische Studien bestétigt
werden.

2.2. Macrolide

Macrolide sind eine Familie von 14-, 15- und 16-gliedrigen
Polyketidlactonen, die durch einen oder mehrere Zucker bzw.
Aminozucker an verschiedenen Positionen substituiert sind
(Abbildung 9).”" Das erste und prototypische Macrolid,
Erythromycin (9), wurde 1949 aus Bakterien der Gattung
Actinomyces isoliert.[*!! In den friihen 1950er Jahren wurde es
zum ersten Mal klinisch eingesetzt. Um die Sédureinstabilitét
von Erythromycin zu beseitigen, wurden Macrolide der
zweiten Generation halbsynthetisch wie Clarithromycin
(10)*" und Azithromycin (11)® entwickelt (Abbildung 9).
Als Resistenzen gegen Macrolide der ersten und zweiten
Generation auftraten, wurde die dritte Generation dieser
antibiotischen Wirkstoffe entwickelt: die Ketolide. Bei diesen
14-gliedrigen Lactonen wurde der Cladinose-Zucker am C3
durch eine Carbonylgruppe ersetzt. Zudem wurden C11 und
C12 Teil eines Oxazolidinonrings, und am Makrolactonkern
wurde eine Alkyl-Aryl-Seitenkette positioniert. Telithromy-
cin (12) ist dabei gegenwirtig das einzige registrierte Ketolid
(Abbildung 9).

Wie viele andere Antibiotikaklassen sind auch Macrolide
Bakteriostatika. Sie binden an die 50S-Untereinheit der
Ribosomen in der Ndhe des Peptidyltransferasezentrums.
Dies geschieht nahe der Verengung, welche durch die er-
weiterten Schlaufen der ribosomalen Proteine L4 und 122
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Azithromycin (11)

Telithromycin (12)

Abbildung 9. Strukturen der drei Macrolide Erythromycin, Clarithromy-
cin und Azithromycin sowie des Ketolids Telithromycin.

gebildet wird. Zunidchst wurde vermutet, dass sie durch
ginzliches Versperren des ribosomalen Tunnels die Protein-
synthese hemmen.P!! Modeling-Studien konnten dagegen
zeigen, dass auch in Anwesenheit eines gebundenen Macro-
lids eine entstehende Peptidkette im Tunnel untergebracht
werden kann. Die Macrolide behindern allerdings stark die
Entwicklung des Peptids, wobei die Peptidyl-tRNS vom
Ribosom dissoziiert, bevor das Peptid die volle Grofie er-
reicht hat’'? Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
Macrolide die Entstehung der groBen 50S-Untereinheit be-
eintrichtigen, da sie an deren Vorliufer binden.®”!

Es wurde eine Vielzahl von Cokristallstrukturen verof-
fentlicht, und diese zeigen, dass die Hauptkomponente der
Bindungstasche das Nukleotid A2058Ec ist.”*>* Die wich-
tigsten Wechselwirkungen sind polare Wechselwirkungen
zwischen dem C5-Desosamin-Zucker und den Nukleotiden
A2058Ec und A2059Ec. Zusitzlich sind Wasserstoffbriicken
zwischen den drei Hydroxygruppen des Lactons und der 50S-
Untereinheit des Ribosoms involviert (Abbildung 10).

Bakterien haben gegen Macrolide verschiedene Resis-
tenzmechanismen entwickelt.’”) Auch wenn die Mehrzahl
von ihnen auf Anderungen der ribosomalen Bindungsstelle
basiert, so wurde auch iiber inaktivierende Enzyme (haupt-
sichlich Esterasen) und Effluxmechanismen berichtet. An-
derungen der ribosomalen Bindungsstelle fiihren zu einer
verringerten Bindungsaffinitdt des Antibiotikums, wodurch
die Proteinsynthese nicht mehr effektiv gehemmt werden
kann. Im Falle der Macrolide erfolgen diese ribosomalen
Veridnderungen vorrangig auf zwei verschiedene Arten: Die
erste Modifikation mit der kleinsten Wirkung ist die Ande-
rung der ribosomalen Proteine L4 und L22 am Ende der
Haarnadelstruktur in der Nihe der Bindungsstelle.*® Inter-
essanterweise fithren Mutationen an L4 zu einer starken
Senkung der Bindungsaffinitdt, wihrend die L22-Mutanten
zwar keinen Unterschied in der Bindungskonstanten auf-
weisen, aber trotzdem Resistenzen bilden. Dieser Befund
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Abbildung 10. Der Bindungsmodus von Erythromycin (9) (C-Atome in
Griin) an die ribosomale 50S-Untereinheit (PDB: 1)ZY) von Deinococ-
cus radiodurans. Die Nukleotide sind entsprechend D. radiodurans num-
meriert (E.-coli-abgeleitete Nummerierung in Klammern).

kann durch eine Erweiterung des ribosomalen Tunnels erklért
werden, was den Durchgang des Peptids ermoglicht, ohne die
Bindung zu beeinflussen.”” Die zweite Modifikation und
zugleich der haufigste Resistenzmechanismus beruht auf der
Abwandlung der rRNS. Dies geschieht, wie nicht anders zu
erwarten, am A2058Ec, der Kernkomponente der Bin-
dungstasche. Dabei erfolgt die Mono- und Dimethylierung
von A2058Ec durch Erythromycin-Ribosom-Methyltransfe-
rasen (Erm).[”! Withrend die Monomethylierung nur zu einer
miaBigen Resistenz gegen Macrolide fiithrt und zu keiner
gegen Ketolide, hat die Dimethylierung zur Folge, dass die
Bindungsstelle génzlich blockiert wird, woraus eine hohe
Resistenz gegen Macrolide und Ketolide resultiert.s®!]
Weiterhin kann auch die Mutation von A2058Ec zu G2058Ec
aufgrund von sterischen Hinderungen Resistenzen induzie-
ren. Beachtenswert ist, dass Archaeen und Eukaryoten an
Position 2058Ec von Natur aus ein Guanin enthalten, was die
selektive Wirkung gegen Bakterien erklart.®”!

Wie zuvor erwiahnt, wurden Ketolide entwickelt, um der
Resistenz gegen Macrolide entgegenzuwirken. Die wichtigs-
ten Strukturmerkmale sind das 14-gliedrige Makrolacton, der
Austausch eines Cladinose-Zuckers durch ein Keton, ein cy-
clisches Carbamat und eine lineare Alkyl-Aryl-Seitenkette
(Abbildung 11). Das C3-Keton fiihrt zu einer starken Wir-
kung gegen resistente Stdmme, die durch Erm herbeigefiihrt
wurden, und es iiberwindet die Effluxresistenz.[’! Es verrin-
gert auch die sterische Beladung um den Desosamin-Zucker.
Dieser hat dadurch die Moglichkeit, sich neu zu positionieren,
wenn Ketolide an monomethylierte Ribosomen binden.[*!
Das cyclische Carbamat geht zusitzliche Wechselwirkungen
mit dem Ribosom ein. Dies stabilisiert die Konformation des
Macrolidkerns und fithrt dadurch zu einer starken antibak-
teriellen Wirkung,[®!

Es wurden Cokristallstrukturen von Ketoliden mit den
Ribosomen von D. radiodurans und H. marismortui verof-
fentlicht, und diese weisen beachtliche Unterschiede hin-
sichtlich der Bindungsmodi auf.”"**%1 So kommt die Sei-
tenkette von Telithromycin tiber der Ebene des Makrolac-
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Solithromycin (13)

Telithromycin (12)

Abbildung 11. Strukturen der Ketolide Telithromycin und Solithromycin.

tonrings zu liegen, wenn es mit dem Ribosom von H. maris-
mortui (PDB: 1Y1J) komplexiert wird.®® Im Komplex mit
dem Ribosom von D. radiodurans weist die Seitenkette da-
gegen vom Makrolactonkern weg (PDB: 1P9X).*! Dieses
Beispiel hebt die Bedeutung kristallographischer Daten
hervor und ist eine eindriickliche Mahnung, Vorsicht walten
zu lassen, wenn mit Modellen gearbeitet wird. Dessen unge-
achtet binden Ketolide auf dhnliche Weise an die Doméne V
wie Macrolide, wobei ihre ausgedehnte Alkyl-Aryl-Seiten-
kette allerdings noch zusitzliche Wechselwirkungen in der
Doméne II eingeht. Dies bewirkt eine starkere Bindung und
kompensiert dadurch negative FEinfliisse von Mutationen
oder Methylierungen in der Doméne V.

Telithromycin (12) ist zur Zeit das einzige Ketolid auf
dem Markt, allerdings gibt es Bedenken hinsichtlich seines
Einsatzes." Der Gebrauch von Telithromycin wurde mit
Sehtriibung und schwerer Lebertoxizitdt bis hin zu Leber-
versagen in Verbindung gebracht.””) Es wird vermutet, dass
dies auf der Hemmung des nikotinischen Acetylcholin-
rezeptors basiert, wobei der Pyridinring in der Alkyl-Aryl-
Seitenkette des Telithromycins dafiir verantwortlich sein
konnte.""! Neue Ketolide, die diesen Pyridinring nicht haben,
werden zur Zeit erforscht.

2.2.1. Solithromycin

Solithromycin (13; zuvor CEM-101, entwickelt von
Cempra) ist ein 2-Fluorketolid, das sich zurzeit in Phase III
der klinischen Studien befindet. Solithromycin ist Telithro-
mycin bis auf zwei kleine strukturelle Unterschiede sehr
dhnlich (Abbildung 11). Zum einen wurde das zuvor er-
wihnte problematische Imidazolylpyridin durch ein Triazo-
lylanilin ersetzt, und zum anderen wurde ein Fluoratom an
der C2-Position eingefiihrt. Der Austausch des Imidazolyl-
pyridins ergab eine um den Faktor 30 geringere Hemmung
der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren im Vergleich zu
Telithromycin.”” Wie zuvor beschrieben, zeigten Kristall-
strukturen von an Ribosomen gebundenen Ketoliden je nach
Bakterienspezies sehr unterschiedliche Ausrichtungen der
Alkyl-Aryl-Seitenkette. Deswegen stellte sich die Frage der
exakten Bindungsweise von Solithromycin und Telithromycin
an Ribosomen von human-pathogenen Bakterien. Im Jahr
2010 cokristallisierten Cate, Mankin und Mitarbeiter Soli-
thromycin sowie Telithromycin mit Ribosomen von E. coli.
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Aufgrund der Bewahrung des Basenpaares A752-U2609
unter vielen Eubakterien konnten sie glaubhaft machen, dass
die Positionierung der Ketolide in den E.-coli-Ribosomen mit
hoher Wahrscheinlichkeit die Bindung in den S.-aureus-
Ribosomen widerspiegelt.""? Diese Kristallstrukturen er-
moglichten einige aufschlussreiche Erkenntnisse (Abbil-
dung 12). Es konnte eine wt-rt-Wechselwirkung mit dem A752-
U2609-Basenpaar beobachtet werden, welches im Ribosom
von E. coli und vielen anderen pathogenen Bakterien zu
finden ist. Die Anilineinheit, welche das mit den Nebenwir-
kungen in Verbindung gebrachte Pyridinfragment ersetzt,
geht zusétzliche Wasserstoffbriicken mit A752 und G748 ein,
was zu einer hoheren Affinitdt beitrégt.

Abbildung 12. Uberlagerung von Telithromycin (12) (C-Atome in Griin,
PDB: 4V7S) und Solithromycin (13) (C-Atome in Gelb, F-Atom in Vio-
lett) in der ribosomalen 50S-Untereinheit (PDB: 4WWW) von E. coli.
Die Nukleotide sind entsprechend E. coli nummeriert.

Es stellte sich auch heraus, dass das Fluoratom an der C2-
Position sowohl zur Wirkstoffbindung beitrégt als auch wei-
tere chemische Eigenschaften wie die Loslichkeit und die
zelluldre Aufnahme positiv beeinflusst.” Tatsichlich zeigte
die fluorierte Variante im Vergleich zu nichtfluorierten
Analoga eine hohere Wachstumshemmung von Streptokok-
ken, die das erm-Gen tragen. Interessanterweise konnte fiir
Solithromycin auch eine schwache Bindung an Ribosomen
mit dimethyliertem A2058Ec nachgewiesen werden."!! Die
wichtigsten fiir die biologische Wirkung relevanten Struktur-
elemente von Ketoliden sind in Abbildung 13 zusammenge-
fasst (fiir ein Beispiel eines Ketolids mit einer Seitenkette an
der 6-O-Position, siche Cethromycin)."*7!

2.3. Thiopeptide

Die Thiopeptide sind eine Familie stark modifizierter,
schwefelreicher, makrocyclischer Peptide (Abbildung 14,
Nummerierung gemif Thiomuracin A),[" welche aus unter-
schiedlichen Quellen isoliert wurden (z.B. aus Bodenbakte-
rien und marinen Proben).””” Wihrend heutzutage iiber 100
Thiopeptide bekannt sind, wurde das erste Mitglied dieser
Familie, Micrococcin P1 (14), bereits 1948 isoliert.”” Diese
Molekiile sind ribosomalen Ursprungs, stark posttranslational
modifiziert und haben einen charakteristischen makrocycli-
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« begiinstigt Bindung an die ribosomale Doméne Il

« erhalt Aktivitat gegentiber methylierten Ribosomen
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den Desosamin-Zucker

« reduziert die Induzierbarkeit von Erm

Abbildung 13. Struktur-Aktivitits-Beziehung von Ketoliden.

schen Kern. Dieser besteht aus mehreren Thiazolen und
einem sechsgliedrigen Stickstoffheterocyclus, der in ver-
schiedenen Oxidationszustdnden vorkommen kann. Die
Thiopeptide stellen eine neue Antibiotikaklasse mit einer
neuen Wirkungsweise dar, ihr antibakterieller klinischer
Einsatz wurde aber durch die enorme Molekiilgro3e und die
damit verbundene schlechte Wasserloslichkeit zunéchst ver-
hindert. Thiopeptide sind Inhibitoren der bakteriellen Pro-
teinsynthese, jedoch ist ihre Wirkungsweise je nach Gréfe des
Makrocyclus unterschiedlich. Thiostrepton A (15),” das ar-
chetypische Thiopeptid, hat wie Micrococcin P1 einen 26-
gliedrigen makrocyclischen Kern und bindet an die GTPase-
assoziierte Region des Ribosom/L11-Protein-Komplexes.™”
Thiopeptide mit 29-gliedrigen makrocyclischen Kernen, wie
z.B. GE2270 A (16), wiederum wechselwirken mit GTP-ge-
bundenem, bakteriellem EF-Tu und verhindern so die Ent-
stehung des terniren Komplexes mit der aa-tRNS.B GE2270
A wurde 1991 von Wissenschaftlern am Lepetit Research
Institute isoliert.™ Trotz exzellenter In-vitro-Aktivititen
dieser Verbindung gegen MRSA, VRE und Streptokokken
verhinderte die schlechte Wasserloslichkeit zunichst die
Weiterentwicklung.™ Zwei Derivate werden zur Zeit unter-
sucht und im Folgenden beschrieben.

2.3.1. LFF571

Um die Wasserloslichkeit von GE2270 A zu erhOhen,
wurde die labile Oxazolinseitenkette durch 16slichkeitsver-
mittelnde polare Strukturelemente ersetzt (Novartis). Das 4-
Aminothiazolyl-Fragment wurde schnell als Ausgangspunkt
fiir diesbeziigliche Modifikationen gewidhlt und mit einem
breiten Spektrum von Aminen und Siuren substituiert.®%
Mithilfe rontgenkristallographischer Unterstiitzung (Cokris-
talle von EF-Tu mit den synthetischen Derivaten von
GE2270 A) konnten zwei potente Analoga mit einer Cyclo-
hexylcarbonsdure-Seitenkette entwickelt werden, wobei die
saure Seitenkette in der Ndhe des Arg223-Rests von EF-Tu zu
liegen kommt.

Diese Verbindungen wurden anschlieBend durch das
Hinzufiigen einer zweiten loslichen Gruppe weiter opti-
miert.®™ In Anbetracht der Position von Arg262 wurde eine
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Thiostrepton A (15)

Abbildung 14. Strukturen von Thiopeptiden.

grof3e Variation von sdurefunktionalisierten Derivaten syn-
thetisiert. Ein am Aminothiazol angebrachter Pentylcarbon-
sdaure-Rest zeigte sich zusammen mit der Cyclohexylcarbon-
sdaure-Seitenkette als geeignete Kombination, da der Sédure-
rest in der Nidhe von Arg262 platziert werden konnte (LFF571
(17); Abbildung 15). LFF571 (17) zeigte durch die struktur-
basierten Modifikationen mit polaren Seitenketten die an-
gestrebte hohe Wasserloslichkeit (>10 mgmL™'). Analoga,
die drei Séurereste enthielten, wurden ebenfalls synthetisiert.
Diese brachten jedoch keine zusétzlichen Vorteile, und da
ihre Synthese komplexer war, wurden sie nicht weiterverfolgt.
LFF571 befindet sich zurzeit in klinischen Studien der Phase
II zur Bekédmpfung von C.-difficile-Infektionen.

2.3.2. NVP-LDU796

Im Jahr 2009 wurde iiber die Isolation von Thiomuraci-
nen, einer neuen Klasse von antibiotischen Thiopeptiden,
berichtet (Novartis).”" Diese Sekundirmetaboliten eines
Stammes von Nonomuraea sind strukturell mit GE2270 A
verwandt und haben auch dieselbe Wirkungsweise, indem sie
an EF-Tu binden. Die Thiomuracine weisen eine starke an-
tibiotische Wirkung gegen MRSA und VRE auf, mit mini-
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Abbildung 15. Cokristallstruktur von LFF571 (17) (C-Atome in Griin)
und EF-Tu (PDB: 3U2Q) von E. coli. Die Carbonsiurefunktionalititen
von LFF571 sind in Nachbarschaft zu Arg223 und Arg262 positioniert.

malen Hemmkonzentrationen von unter 1 pygmL ', Leider
hatten diese neuen antibiotischen Wirkstoffe &dhnlich wie
GE2270 A Loslichkeits- und Stabilitdtsprobleme. Die gleiche
Forschungsgruppe berichtete 2012 iiber die Synthese eines
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neuen Derivates von Thiomuracin A (18), das seine anti-
bakterielle Wirkung beibehalten konnte und dazu noch eine
erhohte chemische Stabilitdt und ebenfalls verbesserte phy-
sikochemische Eigenschaften aufwies (NVP-LDU796 (19),
Abbildung 14).%"! Die wichtigsten Veridnderungen waren die
Beseitigung der C2-C10-Seitenkette und der Austausch des
C84-Epoxids gegen einen N70-C84-Pyrrolidinring. NVP-
LDU796 (19) nahm in Cokristallstrukturen mit EF-Tu eine
sehr dhnliche Konformation wie GE2270 A und LFF571 ein,
wobei die Hauptwechselwirkungen erhalten blieben (PDB:
4G5G).B"

2.4. Tetracycline

Tetracycline sind Breitbandantibiotika, die sowohl gegen
Gram-positive als auch gegen Gram-negative Bakterien
wirksam sind.®! Chlortetracyclin (20) ist das ilteste Mitglied
dieser Klasse (Abbildung 16). Es wurde 1945 entdeckt und

R’ R6 R® RS
SHIHE

25

R®=0OH, R®=Me, R’=Cl
, R®=OH, R®=Me, R’=H
R5=0OH, R®=OH, R® =Me, R’=H

Chlortetracyclin (20)
Tetracyclin (21)
Oxytetracyclin (22)

Demethylchlortetracyclin (23) R®=H, R®=OH, R®=H, R’=Cl
Doxycyclin (24) R®=0OH, R®=H, R®=Me, R’ =H
Minocyclin (25) R°=H, R®=H, R%=H, R’=NMe,

Abbildung 16. Strukturen von reprisentativen Tetracyclinen.

1948 zum ersten Mal klinisch verwendet.®™” Seitdem wurden
nur drei weitere natiirlich vorkommende Tetracycline ent-
deckt (Tetracyclin (21),”" Oxytetracyclin (22)P"! und Deme-
thylchlortetracyclin (23)P?), wihrend unzihlige halbsynthe-
tisch hergestellt wurden, z.B. Doxycyclin (24)®! und Mino-
cyclin (25).°Y Tetracycline konnen strukturell recht einfach an
ihren vier sehr sauerstoffreichen kondensierten Ringen er-
kannt werden. Da sie neben ihren antibiotischen Eigen-
schaften keine wesentlichen Nebenwirkungen aufweisen,
wurden sie in der Human- und Veterindrmedizin ausgiebig
zur Behandlung von Infektionen eingesetzt. Die dritte Ge-
neration von Tetracyclinen, die Glycylcycline (Abbildung 17),
wurde vor 10 Jahren eingefiihrt, wobei Tigecyclin (26, zuvor
GAR-936, entwickelt von Wyeth-Ayerst Research) daraus
der erste und bisher einzige klinische Vertreter ist.*

Glycylcycline konnen durch den Glycylamid-Substituen-
ten am Kohlenstoffatom C9 erkannt werden. Die fert-Butyl-
glycylamid-Einheit von Tigecyclin ist in Wechselwirkungen
mit dem Nukleotid C1054 der 16S-rRNS involviert. Dies fiihrt
zu einer gegeniiber Tetracyclin erhohten Wirksamkeit (Ab-
bildung 18).%!

Tetracycline sind in erster Linie Bakteriostatika. Sie
durchdringen die duflere Membran von Gram-negativen
Bakterien in Form von Chelatkomplexen mit zweiwertigen
Metallionen mittels passiver Diffusion durch die OmpF- und
OmpC-Porinkanile.®™ Sobald das Periplasma erreicht ist,
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Omadacyclin (27)

Abbildung 17. Strukturen von représentativen Glycylcyclinen und
Aminomethylcyclinen.

N\
\
N

Abbildung 18. Uberlagerung von Tetracyclin (21) (C-Atome in Gelb,
PDB: 4V9A) und Tigecyclin (26) (C-Atome in Griin, Mg®"-lonen in
Hellbraun, PDB: 4V9B) in der ribosomalen 30S-Untereinheit (PDB:
4V9B) von Thermus thermophilus. Tigecyclin geht im Vergleich zu Tetra-
cyclin zusitzliche Wechselwirkungen mit C1054 ein. Die Nukleotide
sind entsprechend T. thermophilus nummeriert.

diffundiert das freigesetzte Tetracyclin durch die innere
Membran. Dies geschieht auf die gleiche Weise, wie es in
Gram-positive Bakterien oder andere Organismen eindringt,
ndmlich mithilfe von energieabhingigem aktivem Transport.
Im Cytoplasma angelangt, fiihren der hohere pH-Wert und
die Metallionenkonzentration dazu, dass sich wieder der
Metallion-Tetracyclin-Komplex bildet. Dieser wird als die
aktive Spezies angenommen und bindet reversibel an die A-
Stelle am Kopfende der 30S-Untereinheit (Abbil-
dung 18)."%""l Diese Bindungsstelle iiberlappt leicht mit der
Antikodonschleife, was gut mit vorherigen Beobachtungen
korreliert, dass Tetracyclin die Bindung des zuvor schon er-
wihnten aa-tRNS-EF-Tu-GTP-Komplexes an die A-Stelle
verhindert.”

Tetracyclinresistenzen konnen durch vier verschiedene
Mechanismen auftreten.® Die Proteine, die fiir drei der vier
Mechanismen verantwortlich sind, werden durch die ret-Gene
(Tetracyclin) und die otr-Gene (Oxytetracyclin) kodiert,
wobei davon schon iiber 40 charakterisiert wurden. Von
diesen kodieren nur drei, ndamlich zet(X), tet(34) und tet(37),
einen Resistenzmechanismus, der Tetracycline mithilfe der
kodierten Proteine enzymatisch modifiziert.*™ Von den iib-
rigen Genen kodieren zwei Drittel Effluxproteine und die
restlichen ribosomschiitzende Proteine. Die Effluxproteine
treten sowohl in Gram-positiven als auch in Gram-negativen
Bakterien auf, wobei sie in letzteren haufiger vertreten sind.
Dies sind membranstidndige Proteine, die Tetracyclin aus der
Zelle ausschleusen, wobei das Ribosom durch Reduktion der
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Antibiotikakonzentration wirkungsvoll geschiitzt wird. Die
ribosomschiitzenden Proteine sind cytoplasmatische Protei-
ne, welche das Ribosom vor der Wirkung der Tetracycline
schiitzen, indem sie die Affinitdt gegeniiber Tetracyclinen
herabsetzen. Auch sie kommen sowohl in Gram-positiven als
auch Gram-negativen Bakterien vor, wobei sie in Gram-po-
sitiven Organismen weiter verbreitet sind; ter(M) und tet(O)
sind dabei die héufigsten Genotypen. Strukturell gesehen
fiihren diese Proteine zu einer allosterischen Verdnderung
der priméren Bindungsstelle von Tetracyclinen, wodurch ge-
bundene Tetracycline freigesetzt werden.” Danach ist das
Ribosom wieder im Stande, zu seiner produktiven Konfor-
mation zuriickzukehren und somit die Proteinsynthese fort-
zusetzen. Der letzte und neueste Resistenzmechanismus ist
auf Mutationen in der Nihe der Bindungsstelle der Tetra-
cycline zuriickzufiihren.'""!

Die Anwesenheit der tert-Butylglycylamid-Einheit in Ti-
gecyclin (26) beeintrichtigt die Bindung von TetM an das
Ribosom, was dazu fiihrt, dass der Wirkstoff die TetM-ver-
mittelte Resistenz iiberwindet. Wie in Abbildung 19 darge-
stellt, iberlappen Tigecyclin und TetM im 70S-Ribosom auf-
grund der sperrigen fert-Butylglycylamid-Substitution des
Wirkstoffmolekiils.””®!

Abbildung 19. Uberlagerung von TetM (blaues Band, PDB: 3)25) und
Tigecyclin (26) (C-Atome in Griin, Mg?*-lonen in Hellbraun, PDB:
4V9B) in der ribosomalen 30S-Untereinheit (PDB: 4V9B) von T. ther-
mophilus. Die Abbildung wurde entsprechend Jenner et al. und Dénho-
fer et al. unter Verwendung der kryoelektronenmikroskopischen Struk-
turdaten EMD-2183 des TetM-70S-Komplexes von E. coli generiert.’*!

2.4.1. Omadacyclin

Omadacyclin (27; zuvor PTK-0796, Paratek Pharma-
ceuticals; Abbildung 17) ist ein semisynthetisches Tetracyc-
linderivat und der erste Vertreter der neuen Aminomethyl-
cyclinklasse. Zurzeit befindet es sich in klinischen Studien der
Phase III fiir die Behandlung akuter bakterieller Hautinfek-
tionen, ambulant erworbener bakterieller Pneumonie und
komplizierter Harnwegsinfektionen. Omadacyclin zeigte
Wirkung gegen Stimme, die entweder Effluxproteine (tet(K))
oder ribosomschiitzende Proteine (fe7(M)) exprimiert haben.
Dazu zeigte es eine méBige Hemmung der Peptidoglycan-
synthese.'"1%?l Der genaue Mechanismus, durch den sich
Omadacyclin dem Ausscheiden aus der Zelle und den ribo-
somschiitzenden Proteinen entzieht, ist nicht komplett auf-
geklart. Es wird vermutet, dass Omadacyclin ein schlechtes
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Substrat fiir Effluxproteine ist und dass es mit einem neuar-
tigen Bindungsmodus an das Ribosom bindet und sich da-
durch dem Einfluss ribosomschiitzender Proteine entzieht."""
Beide positive Eigenschaften rithren sehr wahrscheinlich von
den Strukturdnderungen am C9 des Tetracyclin-Grundgeriists
her.

2.5. Aminoglycoside

Aminoglycoside sind hydrophile Molekiile, die aus einem
zentralen Aminocyclitolkern bestehen, an den ein oder
mehrere Aminozucker gebunden sind. In den meisten Féllen
ist das Aminocyclitol Streptamin oder 2-Desoxystreptamin
(28 und 29, Abbildung 20). Aminoglycoside konnen aufgrund

HO, OH

H,N

HO XK i

HoN o NH, HSO O HO OH N/)\NHZ
MeHN ? OH

Streptamin (28)
0 O NG_NH,
HO,; 4 O/ OH Me NH
HORE X ’
HN—=2™5 2 Streptomycin (31)
2-Desoxystreptamin (29) NHMe
(2-DOS) HO HO NH,
NHMe OH
OOH
HN MeHN 1 HO
HSO % 0 ol° H
HoN) HaN (o3 [ 0 OH
HO NH, B, HaN
_ OH Me T OH OH
Neamin (30) Spectinomycin (32) Hygromycin B (33)
monosubstituiert atypisch

X HO
HO O HNZS OH
HO 0 HoN S HO NH,
H
© izl O’MBNHZ

2\s 2

HoN
HO-Z OMNHZ i
0J 5 “oH
HO o OH
HoN O OH HO HO OH
wo12d N Ko Oy
HO 1) HOO S 2

,42,31M£)NH2

X =NH, Neomycin B (34) 2 3

X=0H Paromomycin (35) Kanamycin A (37)

4 5-disubstituiert 4,6-disubstituiert

Abbildung 20. Strukturen von typischen und atypischen Aminoglycosi-
den. Das Aminocyclitol-Grundgerist ist in Blau dargestellt.

ihres Substitutionsmusters in vier Gruppen unterteilt werden:
Die monosubstituierten, wie Neamin (30),!'! die atypischen,
die 4,5- und die 4,6-disubstituierten Aminoglycoside (Abbil-
dung 20)." Die Aminoglycosidfamilie der Antibiotika ist
eine der &ltesten, mit ihrem ersten Vertreter Streptomycin
(31), das vor mehr als 70 Jahren entdeckt wurde.'” Trotz
ihrer langen Geschichte und weit verbreiteten Resistenz- und
Toxizitatsproblemen, z. B. Nephro- und Ototoxizitédt, werden
Aminoglycoside heutzutage immer noch héufig eingesetzt.!"*

Die Aminoglycoside haben zwei unterschiedliche
Hauptwirkungsweisen. Sie sind nicht nur potente Transloka-
tionsinhibitoren, sondern sie sind auch in der Lage, Fehlab-
lesungen hervorzurufen, indem sie die Bindung falscher tRNS
stabilisieren und so Fehler beim Aufbau der Peptidketten
hervorrufen."™! Die geringe Fehleranfilligkeit der Translati-

Angew. Chem. 2016, 128, 6710 - 6738


http://www.angewandte.de

GDCh
~~

on (mit Fehlerfrequenzen im Bereich von 10~ bis 10~ pro
Kodon)!" wird im Normalfall durch die Fihigkeit des
Ribosoms erreicht, an der A-Stelle die richtige tRNS gegen-
iiber der falschen tRNS auszuwéhlen.

Die Struktur des 30S-Ribosoms weist eine ,,Decodie-
rungsstelle® in der Helix 44 (h44) der 16S-rRNS auf. In dieser
asymmetrischen inneren Schlaufe sind die beiden universell
konservierten Nukleotide A1492 und A1493 unmittelbar in
den Decodierungsprozess involviert, wobei sie aus der Helix
kippen, um den Kodon-Antikodon-Komplex zu analysie-
ren.'™ Es wird angenommen, dass die Energie fiir das Her-
auskippen dieser Adeninreste durch die stabilisierende
Wechselwirkung zwischen den Nukleotiden und dem Kodon-
Antikodon-Komplex kompensiert wird, jedoch nur im Falle
einer korrekten tRNS. Falls eine falsche tRNS bindet, ist die
Energiekompensation unzureichend und die tRNS dissoziiert
wieder. Nachdem Aminoglycoside an die innere Schlaufe von
h44 gebunden haben, losen sie eine Reorganisation aus,
welche A1492 und A1493 aus der Helix kippt und sie in dieser
offenen Konformation stabilisiert (Abbildung 21).'”! Das
fiihrt dazu, dass auch falsche tRNS komplett in der A-Stelle
untergebracht werden kann und somit falsche Aminosduren
in die Peptidkette eingebaut werden. Wenn diese verénderten
Proteine in die Zellmembran eingefiigt werden, dndert dies
die Permeabilitdt der Zelle, was wiederum zu einer erhohten
Aufnahme des Aminoglycosids fiihrt (daher ihre keimtotende
und konzentrationsabhiangige Wirksamkeit). Inzwischen
wurde eine Vielzahl von Cokristallstrukturen gebundener
Aminoglycoside veroffentlicht, einschlieBlich Streptomycin
(31, PDB: 1FJG)," Spectinomycin (32, PDB: 1FJG),1%
Hygromycin B (33, PDB: 1HNZ),””! Neomycin B (34, PDB:
4V52),M Paromomycin (35, PDB: 1FJG, 11BK),"*!"2 To-
bramycin (36, PDB: 1LC4)!""®) und Kanamycin A (37, PDB:
2EST).1%!

Abbildung 21. Bindungsmodus von Kanamycin A (37) (C-Atome in
Griin) an ein decodierendes A-Stellen-Oligonukleotid (PDB: 2ESI).
A1492 und A1493 werden durch Kanamycin A in der offenen Konfor-
mation stabilisiert. Die Nukleotide sind entsprechend E. coli numme-
riert.
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Bakterien haben gegen Aminoglycoside drei unter-
schiedliche Resistenzmechanismen entwickelt: Der erste
findet auf der Ebene der Aufnahme bzw. Ausscheidung des
Antibiotikums statt, der zweite besteht darin, das Ribosom zu
schiitzen, der dritte schlieBlich basiert auf Modifikationen der
Aminoglycoside.""¥ Die beiden ersten Mechanismen sind
relativ selten und wurden bei der Entwicklung neuer Wirk-
stoffe bisher noch nicht beriicksichtigt. Aminoglycosid-mo-
difizierende Enzyme (AME) sind hingegen weitverbreitet
und verursachen den Resistenzmechanismus, der am hiu-
figsten auftritt. Diese Enzyme werden nach den von ihnen
durchgefiihrten Modifikationen klassifiziert, wobei zusitzlich
das Kohlenstoffatom spezifiziert wird, an dem die Verdnde-
rung stattfindet."™™ Die drei bekannten Enzymklassen sind
die Aminoglycosid-N-Acetyltransferasen (AAC), Amino-
glycosid-O-Nukleotidyltransferasen (ANT) und Amino-
glycosid-O-Phosphotransferasen (APH). Abbildung 22 zeigt
die Cokristallstruktur von Kanamycin A (37, Abbildung 20)
und dem Aminoglycosid-modifizierenden Enzym ANT(2")-
Ia."% Die 2"-Hydroxygruppe ist am Magnesiumion angela-
gert und somit bereit, vom Enzym modifiziert zu werden.

Eine zweite Generation von Aminoglycosiden, die Neo-
glycoside,"”! wird gegenwiirtig mit dem Ziel entwickelt, die
Stabilitdt gegen modifizierende Enzyme zu erhchen und
gleichzeitig die Wirkung der ersten Generation beizubehal-
ten.

[

\
| Ala100 )
J 4

Abbildung 22. Cokristallstruktur von Kanamycin A (37) (C-Atome in
Griin) und Adenylyltransferase ANT(2”)-la (Mg**-lonen in Hellbraun,
PDB: 4WQL) von Klebsiella pneumoniae. Die Bindung von Kanamycin A
wird tiber ein Wasserstoffbriickennetzwerk realisiert.

2.5.1. Plazomicin

Die zwei Aminoglycoside Sisomicin™®! und Amikacin!''*!
(38 und 39; Abbildung 23) wurden als Inspiration fiir die
Entwicklung des semisynthetischen Plazomicins verwendet
(40, ehemals ACHN-490, entwickelt von Achaogen), dem
ersten Molekiil dieser neuen Familie von Antibiotika, die
gegeniiber Aminoglycosid-modifizierenden Enzymen stabi-
lisiert sind (Abbildung 24).I'"

Der Unterschied zwischen Sisomicin und Plazomicin ist
die Anwesenheit zweier Seitenketten an den Stickstoffato-
men der Positionen C1 und C6'. Wie in Abbildung 24 gezeigt,
blockiert die rot markierte Hydroxyethylkette AAC(6),
wihrend die in Blau dargestellte und von Amikacin abgelei-
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Abbildung 24. Struktur von Plazomicin und Darstellung der Angriffs-
stellen Aminoglycosid-modifizierender Enzyme. Die HABS-Seitenkette
(blau) blockiert Modifikationen an den 3-N- und den 2”-O-Positionen,
die Hydroxyethylseitenkette (rot) blockiert Modifikationen an der 6'-N-
Position, und die Abwesenheit der Hydroxygruppen an C3’ und C4’
verhindert Modifikationen an diesen Positionen. Nur die 2'-N-Position
bleibt fiir Enzyme der AAC-Klasse zuginglich.

tete Hydroxyaminobutansdure (HABS) AAC(3), ANT(2")
und APH(2") blockiert."™?!l Plazomicin ist durch die Ab-
wesenheit der Hydroxygruppen an den Positionen C3’ und
C4’ im Vergleich zu Kanamycin A auch vor APH(3') und
ANT(4') geschiitzt. Die einzigen Aminoglycosid-modifizie-
renden Enzyme, gegen die Plazomicin immer noch anfillig
ist, sind AAC(2"), jedoch wurden diese Enzyme bis jetzt nur in
Providencia stuartii nachgewiesen. Plazomicin bleibt auch
gegen multiresistente Enterobacteriaceae, einschlieflich
Carbapenem-resistenten Enterobacteriaceae (CRE), wirk-
sam, wohingegen andere Antibiotika, samt den kommerziell
erhéltlichen Aminoglycosiden, hier aufgrund von Resistenz-
bildung nur eine eingeschriankte Wirksamkeit aufweisen.

3. Inhibitoren der Zellwandsynthese

Die bakterielle Zellwand besteht aus Peptidoglycan,
welches aus Strangen von Glycaneinheiten aufgebaut ist, die
iiber Peptide verbunden sind. Die Synthese des Peptidogly-
cans findet in drei Schritten statt. Sie beginnt im Cytoplasma,
setzt sich durch die innere Membran fort und endet im Peri-
plasma (Abbildung 25). Der Mechanismus dieser Synthese
wurde eingehend erforscht und wird hier nur kurz beschrie-
ben." Der Grundbaustein UDP-MurNAc wird mithilfe der
Transferase MurA und der Reduktase MurB aus UDP-
GIcNAc gebildet. An dieses Glycan kniipfen die Ligasen
MurC-MurF der Reihe nach fiinf Aminosduren an. Die
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beiden letzten D-Ala werden durch die Alaninracemase Alr
aus L-Ala erzeugt und durch die Alaninligase Ddl verkniipft.
Das MurNAc-Pentapeptid wird anschlieBend durch die
Translokase MraY zum Undecaprenylpyrophosphat transfe-
riert, worauf die Addition einer GIcNAc-Einheit durch Gly-
cosyltransferase MurG folgt und somit das Lipid IT entsteht.
SchlieBlich werden fiinf L-Gly mithilfe der Acyltransferasen
FemX, FemA und FemB an das Lipid II angekniipft.

Mittels Flippasen, wie FtsW und RodA, wird das Lipid II
vom Cytoplasma durch die innere Membran ins Periplasma
geschleust. Im Periplasma angelangt, wird Lipid II durch den
Einsatz von zwei aufeinanderfolgenden Penicillin-bindenden
Proteinen (PBP) in die Peptidoglycan-Zellwand eingebaut.
Das erste PBP, eine Transglycosylase, katalysiert die Poly-
merisation der Glycanstringe, wiahrend das zweite PBP, eine
Transpeptidase, die Glycanstringe zu einem dreidimensio-
nalen Gitter vernetzt.

Eine grofle Zahl an Antibiotika nimmt die Synthese des
Peptidoglycans oder dessen Vorstufen ins Visier, was zum
Zelltod fiihrt (Abbildung 25). Eukaryotische Zellen haben
keine Peptidoglycan-Zellwand, was diese antibakteriellen
Wirkstoffe selektiv fiir Bakterien macht.

3.1. Glycopeptide und Lipoglycopeptide

Vancomycin (41, Abbildung 26), das prototypische Gly-
copeptid, wurde 1950 aus Mikroben isoliert, die in Boden-
proben gefunden wurden (Eli Lilly & Company).'”’ Seine
Struktur wurde in den friihen 1980er Jahren aufgeklirt.'>!! Es
ist ein hydrophiles starres Glycopeptid mit schlechter Ab-
sorption im Gastrointestinaltrakt. Ab 1959 wurde es klinisch
genutzt, allerdings erlaubte seine Toxizitédt nur den Einsatz als
Reserveantibiotikum. Dadurch haben sich Resistenzen zu-
ndchst nur zogerlich entwickelt, wobei 1986 iiber erste starke
Resistenzen in Enterokokken berichtet wurde.*!

Glycopeptide haben einen Wirkungsmechanismus ge-
meinsam, indem sie an die C-endstdndige D-Alanyl-D-Alanin-
Sequenz der Peptidoglycan-Vorstufen binden.'”! Dies wurde
zuerst bei Vancomycin in den spiten 1960er Jahren entdeckt
und 1983 durch NMR-Studien der Williams-Forschungs-
gruppel™! sowie kiirzlich mittels Rontgenkristallographie
bestitigt.'"” 'l Die sterische Hinderung, die durch diese
Bindung hervorgerufen wird, hemmt die Transglycosylie-
rungs- und Transpeptidierungsschritte wéhrend der Zell-
wandsynthese, was schlussendlich zum bakteriellen Zelltod
fithrt (Abbildung 26).1>

Um die Wirkung von Glycopeptiden wie Vancomycin zu
umgehen, haben Bakterien zahlreiche Resistenzmechanis-
men entwickelt, wobei der hiufigste Phinotyp VanA ist.[%%
Dieser Phianotyp weist eine Substitution des D-Ala-pD-Ala-
Terminus durch eine p-Ala-pD-Lac-Sequenz am Peptidoglycan
auf. Dadurch kann Vancomycin nur vier anstelle der iiblichen
fiinf Wasserstoffbriicken mit dem entstehenden Depsipeptid
ausbilden, wobei die letzte Bindung durch eine destabilisie-
rende Wechselwirkung zwischen zwei freien Elektronenpaa-
ren ersetzt wird.*") Diese scheinbar kleine Anderung fiihrt zu
einer bis zu tausendfachen Reduktion der Bindungsaffinitét
zwischen dem Antibiotikum und dem Target.*]
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Abbildung 25. Bakterielle Zellwandsynthese und Targets fiir antibakterielle Wirkstoffe.

3.1.1. Analoga des Vancomycins

Die Forschungsgruppe um Dale Boger am Scripps Re-
search Institute hat iiber bemerkenswerte Studien hinsichtlich
der Synthese von Vancomycin und dessen Analoga berichtet,
wobei der Fokus auf der Bindung an p-Ala-p-Lac-Stringen
lag."™ Peptidoglycane in resistenten Bakterien mit dem D-
Ala-p-Lac-Terminus gehen nur vier Wasserstoffbriicken mit
Vancomycin ein, was zu einer Verringerung der Bindungs-
affinitdt um den Faktor Tausend fiihrt. Dieser Faktor setzt
sich aus zwei Anteilen zusammen: einer zehnfachen Herab-
setzung aufgrund des Verlustes einer Wasserstoffbriicke und
einer hundertfachen Reduktion durch die Abstofung der
freien Elektronenpaare der benachbarten Sauerstoff-
atome.'"” Um die verlorene Bindungsaffinitit wiederzu-
erlangen, wurde eine Serie von Vancomycin-Analoga mit
Verdnderungen an der Carbonylgruppe von Aminosdure 4
synthetisiert (Abbildung 27 A).[131:133

Das Thioamid-Aquivalent erwies sich gegen Vancomycin-
sensitive wie auch gegen resistente Bakterien als ginzlich
inaktiv. Es wurde postuliert, dass die verringerte Bindungs-
affinitdt des Liganden von der erweiterten Bindungslinge
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und der Grofle des Schwefelatoms herriihrt. Das reduzierte
Analogon, das anstatt der Carbonylgruppe eine Methylen-
gruppe aufweist, stellte zwar die eingebiifite Wasserstoffbrii-
cke nicht wieder her, aber es beseitigte den dominierenden
AbstoBungsfaktor der freien Elektronenpaare. Dies fiihrte zu
einer Steigerung der Bindungsaffinitit fiir den mutierten D-
Ala-p-Lac-Strang. Die besten Resultate wurden erzielt, wenn
das Amid durch ein Amidin ersetzt wurde. Hierbei kann das
Amidin eine Doppelrolle einnehmen (Abbildung 27 B): Falls
es an den D-Ala-p-Ala-Strang bindet, kann der Stickstoff die
Rolle eines Wasserstoffbriickenakzeptors einnehmen, falls es
dagegen an den D-Ala-p-Lac-Strang bindet, kann es als
Wasserstoffbriickendonor dienen. In Kombination mit der
Einfithrung der lipophilen 4-(4-Chlorphenyl)benzyl-Seiten-
kette, die sich von Oritavancin ableitet!** und es dem Anti-
biotikum ermoglicht, sich in der bakteriellen Zellmembran zu
verankern und dadurch in rdumliche Ndhe zum Target zu
kommen, fiihrte dies zu beeindruckender antibiotischer
Wirksamkeit gegen Vancomycin-sensitive und Vancomycin-
resistente  Bakterien (MHK=0.06-0.005 und 0.5-
0.06 ugmL™" fiir die Amidin- bzw. Methylen-Analoga).['**]
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3.2. f-Lactame

Im Jahr 1928 entdeckte Alex-
ander Fleming die hemmende Wir-
kung eines Penicillium-Schimmel-
pilzes auf das Wachstum von Bak-
terien."! Es dauerte allerdings bis
zum Jahr 1941, bis der Wirkstoff
Penicillin ~ klinisch ~ eingesetzt
wurde. Auch heute noch wer-
den B-Lactam-Antibiotika auf der
ganzen Welt hdufig verwendet, und
Medizinalchemiker haben zahlrei-
che Variationen und Generationen

dieses Grundgertistes entwi-
ol lo) Vancomycin (41) OH O o) [137] &
o o Me OH o Me OH ckelt.
o2 osylierund o2 Die Wirkung von [-Lactamen
Y
NHAC ~ A 0 Transgy® NHAC — AcHN : ; i

R0, 6 o ergibt sich durch die kovalente

- P : . .
Lipid Il ot \O\ o wachsendes Peptidoglycan Blndung an Transpeptldasen, WO-
7 durch die Zellwandsynthese ge-

Bakterienmembran

Abbildung 26. Die Bindung von Vancomycin an Lipid Il behindert die Transglycosylierung und die
Transpeptidierung. Die Schliisselwechselwirkungen (in Blau dargestellt) von Vancomycin mit dem b-
Ala-p-Ala-Fragment wurden in Cokristallstrukturen von Vancomycin mit Analoga bakterieller Zellwand-

vorstufen identifiziert (PDB: TFVM).['*]

X=0
HO &_>—+OH Xx=S
HO' OH X=HH
X =NH
B
N N
Ny O
uN H,N&H
Me H O Me | O
S N\‘/g S A 0\‘/§
N
H e H/\“/ 2
(0] Me (¢] Me
p-Ala Dp-Ala p-Ala b-Lac

Abbildung 27. A) Vancomycin-Modifikationen der Boger-Gruppe. Addi-
tion der lipophilen Seitenkette von Oritavancin (in Griin); Einzelatom-
modifikationen an der Carbonylgruppe der Aminosaure 4 (in Violett).
B) Duales Bindungsverhalten der Amidingruppe.
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hemmt wird.!* In der Tat ahmen
die B-Lactame den D-Ala-D-Ala-
Terminus der Peptidoglycankette
nach, des natiirlichen Substra-
tes der Transpeptidasen (Abbil-
dung 28, oben rechts). Wie in Ab-
bildung 28 dargestellt, sind die Ab-
stinde zwischen den Carbonyl-
gruppen der Peptidoglycankette einerseits und der Carbon-
sdure und der B-Lactam-Carbonylgruppe andererseits sehr
dhnlich. Das Antibiotikum agiert somit als kompetitiver
Antagonist hinsichtlich des Transpeptidase-Enzyms. Mecha-
nistisch gesehen reagiert die Hydroxygruppe eines Serinrests
mit der Lactam-Carbonylgruppe, was zur Offnung des vier-
gliedrigen Rings fiihrt (Abbildung 28, violetter Zyklus)."*!

Transpeptidase / 3-Lactamase
OH pep B

o OH OH
=S\+\) 5 o
f )n Me

HO HN X
)\X Ser\ N X o) A
0
OH 0= K, ﬂ_

HN-R / HN HN
inaktiviertes  // R X
Antibiotikum K \ B-Lactam- p-Ala-p-Ala-

[ | Antibiotikum Terminus
acyliete | ks TPase << k; p-Lactamase |

B-Lactamase '

= H
O -
HN-g

H,0

inaktive acylierte Transpeptidase
Abbildung 28. Verdeutlichung der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen
B-Lactam-Antibiotika und der terminalen p-Ala-p-Ala-Sequenz von Pep-
tidoglycanketten (in Blau). Mechanistische Gemeinsamkeiten und Un-

terschiede von Transpeptidasen (in Violett) und [3-Lactamasen (in
Orange).
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Abbildung 29. Kristallstruktur von kovalent gebundenem Penicillin G
(C-Atome in Griin). Die Bindung erfolgt hier iiber Ser62 an das Penicil-
lin-Bindungsprotein 4 von E. coli (PDB: 2EX8).

Die Hydrolyse des entstandenen Acyl-Enzyms (Abbil-
dung 29) ist sehr langsam (kleiner k;-Wert), was zu einem
inaktiven Enzym und letztendlich zu Zelllyse und Zelltod
fiihrt."®! Resistenzen gegen B-Lactame konnen sich auf vier
Arten entwickeln.'"! Die ersten beiden Wege sind relativ
selten und treten nur in Gram-negativen Bakterien auf. Eine
Moglichkeit beinhaltet dabei die Verdnderung des Porin-
kanals, was den Zugang des Antibiotikums zu den Trans-
peptidasen verhindert, wihrend der zweite Weg Effluxpum-
pen involviert, die das Antibiotikum ausschleusen. Diese
Mechanismen wurden bisher nicht gezielt mit neuen Anti-
biotika angegangen. Der dritte und héufigste Resistenz-
mechanismus basiert auf der bakteriellen Expression von f3-
Lactam-hydrolysierenden Enzymen. Diese Enzyme sind
strukturell den Transpeptidasen sehr dhnlich und fungieren
auch aus mechanistischer Sicht auf dhnliche Weise, indem sie
den p-Lactam-Ring o6ffnen (Abbildung 28, orangefarbener
Zyklus).[*

Die beiden Enzyme unterscheiden sich allerdings hin-
sichtlich der Hydrolyse ihrer acylierten Spezies: Acyltrans-
peptidasen werden langsam hydrolysiert, wohingegen die
acylierten f-Lactamasen viel schneller hydrolysiert werden
(hoher k;-Wert). Diese schnelle Hydrolyse fiihrt zur Rege-
neration der f-Lactamasen und damit verbunden zur Des-
aktivierung des Antibiotikums. Anfianglich wurden B-Lacta-
me dahingehend synthetisch verdndert, den (-Lactamasen
standzuhalten, was zu vielen Grundstrukturen und mehreren
Generationen dieser Klasse von Antibiotika gefiihrt hat.
Heute hat sich der Fokus verschoben, indem (-Lactamase-
Inhibitoren in Kombination mit {-Lactamen -eingesetzt
werden (siehe Abschnitt 4).

Der vierte Resistenzmechanismus, der in MRSA vor-
kommt, ist durch die Anwesenheit eines exogenen [-Lactam-
resistenten PBP, genannt PBP2a, gekennzeichnet. Studien zu
diesem PBP und dem dhnlichen PBP2 erbrachten Struktur-
details hinsichtlich der Resistenz von PBP2a.l'*!:%!

Die Bindungsstelle fiir das Antibiotikum liegt in PBP2a in
einer unreaktiven Konformation vor, da das aktive Serin
(Ser403) falsch ausgerichtet ist und nicht acyliert werden
kann. Es wurde postuliert, dass nur unter sauren Bedingun-
gen oder falls das (-Lactam einen sperrigen hydrophoben
Substituenten trigt, die Acylierung stattfindet.'**! In der Tat
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sind allosterische Wechselwirkungen notwendig, um eine
Konformationsinderung auszulosen, wodurch das aktive
Zentrum geodffnet wird. Auf diesen Ergebnissen aufbauend
wurden die drei Cephalosporine der ,.fiinften Generation*
Ceftarolin,*¥ Ceftobiprol*! und Ceftolozan!™*® entwickelt.
Dies geschah unter Anwendung der zurzeit bekannten
Struktur-Aktivitats-Beziehung (Abbildung 30) und fiihrte zu
Wirksamkeit gegen MRSA.

Dimethylessigsdure-Fragment
« verstarkt Wirkung gegen
Pseudomonas-Infektionen

Oxim-Einheit
« verleiht Resistenz
gegentiber B- Lactamasen

Cephalosporin-Grundgeriist
- essentielles bicyclisches B-Lactam-
OH Grundgeriist
» ahmt den p-Ala-p-Ala-Terminus nach
HzN‘<’ w X \ /N
/ Ao ~C
Aromatlsche Seitenkette

Thiadiazol-Ring
« unterstiitzt die Penetration von Gram- -« sterische Hinderung reduziert
Hydrolyse durch B-Lactamasen

negativen Bakterien
« verstarkt Affinitat zu Transpeptidasen  « verstérkt Bindung an PBP2a

Abbildung 30. Uberblick tiber die Struktur-Aktivitats-Beziehungen von
Cephalosporinen.

3.2.1. Ceftarolin

Ceftarolinfosamil (42; zuvor PPI-0903, TAK-599, Forest
Laboratories) ist die pharmakologisch inaktive Vorstufe von
Ceftarolin (43), einem neuen Breitband-Cephalosporin, das
2010 durch die FDA genehmigt wurde (Abbildung 31). Wie

Nﬁﬁﬁﬁkyc

Ceftarolinfosamil (42) R = P(O)(OH)Z 0
R=

Ceftarolin (43)

H2N~</ m j/jl/]/\jV+ 1 NN

Cefozopran (44) O

0
Me,
Me OH
w)ﬁr ];rs "
H2N~</ ] +.§_NH H H,

Ceftolozan (45)

wf* 0

07 0H
Ceftazidim (46)

Abbildung 31. Strukturen von Cephalosporinen.
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andere [-Lactame weist es eine bakterizide Wirkung gegen
Gram-positive Organismen auf, aber auch gegen MRSA.

Ceftarolin wurde durch Modifikation von Cefozopran
(44), einem Cephalosporin der vierten Generation, entwi-
ckelt. Wie in Abbildung 31 zu sehen ist, bleibt die linke Halfte
fast unverindert, wobei das 1,2,4-Thiadiazol und die Oxim-
Gruppe erhalten bleiben, um die Penetration von Gram-ne-
gativen Bakterien bzw. die $-Lactamase-Resistenz positiv zu
beeinflussen.'* Es wurde nachgewiesen, dass Ceftarolin
nach der Bindung an das Target eine sehr langsame Hydro-
lyserate aufweist."* Die Phosphongruppe im pharmakolo-
gisch inaktiven Ceftarolinfosamil steigert die Wasserloslich-
keit und wird im Plasma schnell abgespalten, um den aktiven
Wirkstoff Ceftarolin freizusetzen.!'"”!

Durch kristallographische Analyse wurde eine allosteri-
sche Bindungstasche in PBP2a fiir Ceftarolin identifiziert
(Abbildung 32). Die allosterische Bindungstasche (Abbil-
dung 32C) ist bemerkenswerte 60 A (Abbildung 32A) vom
aktiven Zentrum entfernt (Abbildung 32B).'*¥) Die kristal-
lographische Analyse offenbarte auch die Identitdt anderer
PBP2-Liganden, wie zum Beispiel Muraminsiure (einem
Saccharidbestandteil des Peptidoglycans). Aufgrund dessen
wurde postuliert, dass es die Aufgabe der allosterischen
Domine sei, das entstehende Peptidoglycan zu erkennen, um
somit das aktive Zentrum zu 6ffnen und die Transpeptidie-
rung zu katalysieren.'*¥! Die Entdeckung, dass das Anti-
MRSA-B-Lactam-Antibiotikum Ceftarolin und andere Mo-
lekiile im Stande sind, die allosterische Offnung des aktiven
Zentrums auszulosen und somit PBP2a durch ein zweites [3-

A . B)

&,

——
AR PSS
| 4 A

-

Abbildung 32. A) Uberblick iiber die zwei Bindungsstellen von Ceftarolin (43) (C-Atome in
Grin [in der allosterischen Bindungstasche] und in Orange [im aktiven Zentrum]) in PBP2a
von S. aureus (PDB: 3ZG0). B) Kovalent gebundenes Ceftarolin (43) (C-Atome in Orange) im
aktiven Zentrum von PBP2a (graue Schleifen, PDB: 3ZGO0). Sobald in der allosterischen Bin-
dungstasche Ceftarolin gebunden wird, 6ffnet sich das aktive Zentrum (blaue Schleifen, PDB:
4BL2). C) Nicht kovalent gebundenes Ceftarolin (43) (C-Atome in Griin) in der allosterischen

Bindungstasche von PBP2a (PDB: 3ZFZ).
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Lactam-Molekiil auler Kraft zu setzen, ermoglicht neuartige
strukturbasierte Designkampagnen fiir 3-Lactam-Antibioti-
ka.

Nach der Einfiihrung von Ceftarolin in die Klinik wurde
iiber klinische Stamme berichtet, die resistent gegen dieses
Antibiotikum geworden sind. Zwei Arten von Mutationen in
PBP2a wurden beschrieben (eine Doppelmutante N146K/
E150K und eine Dreifachmutante N146K/E150K/H351N).[1#
Diese Mutationen sind fern vom aktiven Zentrum von
PBP2a, daher kann ihre Funktion nicht einfach durch den
Verlust der Affinitdt des Antibiotikums zum Zielprotein er-
klart werden. Interessanterweise befinden sich beide Muta-
tionen, sowohl N146K als auch E150K, in der allosterischen
Domaine, wohingegen sich die H351N-Mutation weder in der
allosterischen Doméne noch im aktiven Zentrum befindet.
Mobashery, Hermoso und Mitarbeiter konnten mithilfe ki-
netischer Studien und durch Rontgenkristallographie der
beiden Mutantenvarianten zeigen, dass die klinisch beob-
achteten Mutationen das durch Ceftarolin ausgeloste allo-
sterische Signal entlang des Netzwerkes von wechselwirken-
den Aminosduren zwischen den beiden Bindungsstellen
storen. 13 Durch diese Mutationen kann PBP2a die Cefta-
rolinresistenz iiber zwei verschiedene Mechanismen entwi-
ckeln: Der erste Mechanismus ist der méfBige Anstieg der
Dissoziationskonstante von Ceftarolin an der allosterischen
Bindungsstelle. Der zweite ist die Unterbrechung der Uber-
tragung von Konformationsianderungen, welche fiir die Off-
nung des aktiven Zentrums notig sind. Dies fiihrt zur Resis-
tenz gegen Ceftarolin iiber einen bisher unbekannten Me-

chanismus: die Storung der Signaltreue
der allosterischen Antwort.>"!

3 v ’ 3.2.2. Ceftolozan

; Ceftolozan (45; ehemals CXA-101
und FR264205, entdeckt von Astellas
Pharma, entwickelt von Cubist Pharma-
ceuticals) ist die f-Lactam-Komponente
der Cephalosporin/B-Lactamase-Inhibi-
tor-Kombination Zerabaxa, die 2014 von
der FDA zugelassen wurde.['™!]

Wie in Abbildung 31 dargestellt, ist
Ceftolozan von Ceftazidim (46), einem
Cephalosporin der dritten Generation,
abgeleitet. Der Aminothiadiazolring und
die Oximeinheit von Ceftarolin und
Ceftobiprol wurden beibehalten, um die
Wirksamkeit gegen Gram-negative Bak-
terien bzw. die Stabilitdt gegen p-Lac-
tamasen zu bewahren.™ Zusitzlich
verleiht die hinzugefiigte Dimethylessig-
sduregruppe eine verbesserte Anti-Pseu-
domonas-Wirkung.!*¢1>!l Auf der rechten
Seite bietet ein hochsubstituierter Pyra-
zolring die notige sterische Grofie, um die
Hydrolyse durch p-Lactamasen zu er-
schweren.® Die Struktur-Aktivitits-
Beziehung des Substitutionsmusters am
Pyrazolring wurde genauestens unter-

&
SA

,'} o
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sucht, wobei die hochste Anti-Pseudomonas-Wirkung mit der
5-Amino-1-methyl-1H-pyrazol-2-ium-Gruppe korrelierte.['*!
Des Weiteren konnte die Basizitit des Substituenten an der 3-
Position des Cephalosporinkerns mit einer verbesserten Per-
meabilitdt durch die duflere Membran in Verbindung ge-
bracht werden. Ungliicklicherweise fiihrte dies auch zu einer
Verstiarkung von Krampferscheinungen bei Miusen. Dieses
Problem konnte durch Einfiihrung basischer Seitenketten an
der 4-Position der 5-Amino-1-methyl-1H-pyrazol-2-ium-Ein-
heit gelost werden, wobei die 2-Aminoethylharnstoff-Gruppe
schlussendlich das beste Profil zeigte.

Ceftolozan hat ein breites Wirkungsspektrum, das resis-
tente und multiresistente Pseudomonas aeruginosa ein-
schlieBt."11521 Leider ist es jedoch wie andere Oxyimino-
Cephalosporine gegen [-Lactamasen mit erweitertem Spek-
trum (ESBL) und Carbapenemasen anfillig. Aus diesem
Grund wird Ceftolozan in Kombination mit dem [-Lactam-
ase-Inhibitor Tazobactam (siche Abschnitt 4) eingesetzt, was
sein Spektrum auf ESBL-produzierende Stimme von P.
aeruginosa und Bacteroides fragilis erweitert, 11153

3.2.3. BAL30072

Siderophore sind kleine Molekiile, die Eisenionen kom-
plexieren konnen und es Bakterien somit ermoglichen, dieses
fiir lebensnotwendige zelluldre Prozesse essentielle Element
aus der Umgebung aufzunehmen.!>¥

Das Siderophor-enthaltende B-Lactam BAL30072 (47,
Abbildung 33, entwickelt von Basilea Pharmaceutica AG)!'>!
ist ein Siderophor-Sulfactam-Konjugat, welches von Ti-
gemonam (48) abgeleitet wurde und eine zusétzliche Dihy-
droxypyridinongruppe enthilt, um Eisen zu komplexieren.['>!
Diese Gruppe dient als Bioisoster von Catechol, wodurch der
BAL30072-Fe*"-Komplex aktiv durch die duBere Membran
transportiert werden kann.'"! Innerhalb des Bakteriums
hemmt es PBPla, PBP2a und PBP3, zudem agiert es als
Inhibitor der Klasse C B-Lactamasen.'™ BAL30072 zeigte
in vitro gute antibakterielle Wirkung gegen Gram-negative

BAL30072 (47) X= o, | ] Aztreonam (49)

Tigemonam (48) X = CO,H

e 0
e OH
Meﬁ)j\OH 2

.0 N
N \
NJ)'\"/H Me NH
HoN—¢ ];\ N=
\<s /. S N}r“‘s"\"\\(N‘\\\
0 00 0 SO,Me
50

Abbildung 33. Strukturen von monocyclischen (3-Lactam-Antibiotika;
die Siderophor-Einheiten sind blau hervorgehoben.
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Bakterien, war in vivo gegen Acinetobacter baumannii wirk-
sam und zeigte synergistische Wirkung in Kombination mit
Carbapenemen.!!3>158:159]

SerM

N

\
\ Gly535
Phe533 |

- Arg4so

N

\

Abbildung 34. Strukturelle Evolution von Siderophor-konjugierten
monocyclischen f-Lactam-Antibiotika. A) Aztreonam (49) (C-Atome in
Hellblau): kovalent gebunden an PBP3 (PDB: 3PBS) von P. aeruginosa.
Die Carbonsidureeinheit (C-Atome in Griin) geht polare Wechselwirkun-
gen mit Arg489 ein. Die zwei geminalen Methylgruppen wechselwirken
mit der hydrophoben Tasche, die durch Tyr503, Tyr532 und Phe533 ge-
bildet wird. B) BAL30072 (47) (C-Atome in Hellblau): kovalent gebun-
den an PBP3 (PDB: 400M) von P. aeruginosa. Die Siderophoreinheit
(C-Atome in Violett) von BAL30072 ersetzt die Carbonsdure von Aztre-
onam und zwingt Arg489 in eine nichtbindende Orientierung. C) 50
(C-Atome in Hellblau): kovalent gebunden an PBP3 (PDB: 4WEL) von
P. aeruginosa. Optimierte Wechselwirkungen des Siderophor-Monocar-
bam-Konjugates (Siderophoreinheit: C-Atome in Violett; Carbonséure-
einheit: C-Atome in Griin).
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Starr et al. berichteten 2014 tiber PBP3-BAL30072-Co-
kristallstrukturen, die zeigten, dass die Siderophorgruppe
moglicherweise nicht an der idealen Position angebracht ist.
Und tatsdchlich, im Vergleich mit Aztreonam (49; Abbil-
dung 33 und 34 A),'"l einem #hnlichen Monobactam, werden
gewisse vorteilhafte Wechselwirkungen nicht mehr einge-
gangen, z.B. die Salzbriicke mit Arg489 und die hydrophobe
Wechselwirkung mit den zwei geminalen Methylgruppen des
Antibiotikums (Abbildung 34B)."" Auf Grundlage dieser
strukturbasierten Erkenntnisse haben Medizinalchemiker
versucht, die Siderophorgruppe an einer geeigneteren Stelle
zu platzieren.[*'-16%]

Verbindung 50 (Abbildung 33, entwickelt von AstraZe-
neca) stellt das neueste erfolgreiche Beispiel eines solchen
strukturbasierten Vorgehens dar, das es ermdoglichte, ein
Siderophor-Monocarbam-Konjugat mit verbesserten Wech-
selwirkungen mit PBP3 von P. aeruginosa zu entwerfen
(Abbildung 34 C)."! Neben der Wiederherstellung der star-
ken Wechselwirkung des Wirkstoffs mit Arg489 positioniert
es das polare Siderophor in einer hydrophileren Umgebung,
sodass der Wirkstoff zusétzliche Wechselwirkungen mit dem
Zielprotein PBP3 eingehen kann (Abbildung 34 C). Verbin-
dung 50 hat exzellente pharmakokinetische Eigenschaften
und starke zellulire Wirksamkeit gegen P. aeruginosa (P.
aeruginosa ARC545; MHK = 0.5 ugmL™").[1]

4. B-Lactamase-Inhibitoren

Wie schon erwihnt, sind -Lactam-Antibiotika eine der
dltesten und am weitesten verbreiteten Antibiotikaklassen.
Resistenzen gegen diese antibakteriellen Stoffe treten vor-
wiegend durch die Expression zweier bakterieller Biomole-
kiile auf: den p-Lactamasen und den p-Lactam-resistenten
Penicillin-bindenden Proteinen (PBP). 3-Lactamasen werden
systematisch klassifiziert: nach der Ambler- und der Bush-
Jacoby-Klassifikation.'®*1] Der erste verwendete (-Lac-
tamase-Inhibitor war Clavulansdure (51; entdeckt von
Beecham Pharmaceuticals) in der Mitte der 1970er Jahre,!'!
gefolgt von Sulbactam (52)!'%! und Tazobactam (53) im dar-
auffolgenden Jahrzehnt.'®! Wie in Abbildung 35 zu sehen ist,
verfiigen alle diese p-Lactamase-Inhibitoren iiber ein f3-
Lactam-Grundgeriist, jedoch weisen sie nur eine begrenzte
antibiotische Wirkung auf.

Ihre Wirkungsweise beruht auf der irreversiblen Bindung
an die p-Lactamasen, womit die Inaktivierung des Antibio-
tikums verhindert wird (Abbildung 36).1*")

Leider sind diese drei p-Lactamase-Inhibitoren nur gegen
eine der vier f-Lactamase-Klassen wirksam. Zudem ist in den
letzten 20 Jahren die Anzahl der natiirlich vorkommenden {3-

"o oH ! Q‘s”o SR
i _ i Me T ~Mel N
(0] B (e} B B
/—OH /—~OH /—~OH
g g g

Clavulansaure (51) Sulbactam (52) Tazobactam (53)

Abbildung 35. Strukturen der derzeitigen klinischen f-Lactamase-Inhi-
bitoren mit einem -Lactam-Grundgeriist.
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Abbildung 36. Kristallstruktur von kovalent gebundenem Tazobactam
(53) (C-Atome in Griin). Die Bindung erfolgt hier iiber Ser70 der 3
Lactamase SHV-1 (PDB: 2H10) von K. pneumoniae.

Lactamasen seit der Einfithrung von Tazobactam exponenti-
ell angestiegen. Neue [-Lactamase-Inhibitoren mit einem
erweiterten Spektrum werden deshalb dringend bendtigt.
Neue (-Lactamase-Inhibitoren, die auf strukturellem Design
beruhen und kein -Lactam-Grundgeriist aufweisen, stehen
gegenwartig im Fokus.

4.1. Diazabicyclooctane

Vertreter der ersten Klasse dieser ,,Nicht-p-Lactam-Inhi-
bitoren* wurden zunichst Mitte der 1990er Jahre entworfen
und werden Diazabicyclooctane (DBO) genannt (Hoechst
Marion Roussel).!'"*7! Diese Inhibitoren sind stirker wirk-
sam und haben ein breiteres Spektrum als die derzeitigen f3-
Lactamase-Inhibitoren. Mechanistisch gesehen wirken sie auf
vergleichbare Weise wie die traditionellen (-Lactamase-
Inhibitoren: Die Carbonylgruppe am Imidazolidin-2-on-Ring
dient als Elektrophil fiir den nukleophilen Angriff durch das
Serin im aktiven Zentrum der -Lactamase. Diese struktu-
relle Ahnlichkeit mit den p-Lactamen ist fiir die schnelle
Erkennung durch p-Lactamasen sehr wichtig (Abbildung 37).
Allerdings werden sie im Gegensatz zu traditionellen (-
Lactam-Inhibitoren nach der Acylierung nicht hydrolysiert,
sondern deacylieren sehr langsam. Zwei dieser neuen DBOs
werden hier diskutiert.

HO HO,
. _o. o} . 0. 0
o”S“/O/”\II}%‘L % NI}\ N
0 NH 0 \<U\N
o . o/ H

Avibactam (54)

R,
(GNP SRS
N
N N N
H HEH o] 0 o l
N

0=$~0H 0
o

Relebactam (55)

0~ SOsH OH

MK-8712 (56) DBO-Grundgertist B-Lactam-Grundgerist

Abbildung 37. Strukturen von Nicht-B-Lactam-Inhibitoren mit DBO-
Grundgeriist und deren strukturelle Ahnlichkeit mit f-Lactamen (in
Blau).
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4.1.1. Avibactam

Avibactam (54; ehemals NXL-104, AVE1330A, entwi-
ckelt von Actavis) ist ein DBO, das 2015 durch die FDA in
Kombination mit dem B-Lactam Ceftazidim (46) zugelassen
wurde. Zudem steht es noch in klinischen Studien in Kom-
bination mit Ceftarolin (43) und Aztreonam (49)."? Es ist ein
kovalenter, reversibler Inhibitor, der eine sehr schnelle Acy-
lierungsgeschwindigkeit gepaart mit einer sehr langsamen
Abspaltungstendenz aufweist, wobei sich die Halbwertszeit
der Deacylierung im Bereich von Tagen bewegt."”

Rontgenkristallstrukturen von Avibactam in Komplexen
mit drei verschiedenen -Lactamasen haben wichtige Ein-
blicke in die Wirkungsweise des Wirkstoffes geliefert.!”+!7]
Avibactam wechselwirkt mit konservierten Schliisselresten in
einer starren Konformation, und die sehr polare Sulfatgruppe
(welche die 3-Lactam-Carbonsdure nachahmt, Abbildung 37)
bildet starke polare Wechselwirkungen mit Arg261 aus (Ab-
bildung 38)."”! Nach der kovalenten Anbindung verbleibt
Avibactam in einer dhnlichen Konformation. Zusammen mit
der Bildung zusitzlicher vorteilhafter Wechselwirkungen mit
dem Target und der Stabilitdt der neuen Carbamoylbindung
erklirt dies die Dominanz der Deacylierung gegeniiber der
Hydrolyse. Aufgrund der geringen Groé8e von Avibactam und
der effizienten Wechselwirkungen mit zentralen katalytischen
Resten im aktiven Zentrum sollte die Bindung zu fast allen 3-
Lactamasen moglich sein. Dies sollte positive Auswirkungen
auf die Unterdriickung neu entstehender Resistenzen in der
Klinik haben.

-

N s:@k“ ¥ -
( L

Abbildung 38. Kristallstruktur von kovalent gebundenem Avibactam
(54) (C-Atome in Griin). Die Bindung erfolgt hier tiber Ser81 der {3-
Lactamase OXA-24 (PDB: 4WM9) von A. baumannii.

4.1.2. Relebactam

Relebactam (55; ehemals MK-7655, Merck & Company,
Abbildung 37) ist Avibactam strukturell sehr dhnlich. Der
einzige Unterschied ist der zusitzliche Piperidinring an der
Amidgruppe. Dieser Heterocyclus ergab sich aus dem
Screening verschiedenster basischer und neutraler Hetero-
cyclusfragmente, nachdem die Ergebnisse des Vorlduferinhi-
bitors MK-8712 (56) beriicksichtigt wurden."”® Es zeigte sich,
dass das Hinzufiigen eines basischen Stickstoffatoms stark
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dabei half, die Ausscheidung aus der bakteriellen Zelle zu
senken.!'”l

4.2. Boronsdiuren

Boronsduren wurden schon in den 1970er Jahren als wir-
kungsvolle Serinproteaseinhibitoren erkannt.'””! Das Bor-
atom kann dabei als Elektrophil dienen, wobei es das Car-
bonyl-Kohlenstoffatom nachahmt, was zur Bildung einer re-
versiblen kovalenten Bindung zwischen dem Serin und der
Boronséduregruppe fiihrt. Seit Kiener und Waley 1978 die
Verwendung von Phenylboronsdure als [3-Lactamase-Inhibi-
tor beschrieben, haben verschiedene Forschungsgruppen
versucht, mit dieser funktionellen Gruppe neue Inhibitoren
zu entwickeln."™ Uberraschenderweise wurde erst kiirzlich
das erste Boronsdurederivat in einem Tierinfektionsmodell
getestet.1!]

4.2.1. RPX7009

Zurzeit ist ein cyclischer Boronsdure-f3-Lactamase-Inhi-
bitor in der Entwicklung (Rempex Pharmaceuticals, ein
Tochterunternehmen von The Medicines Company). Die ur-
spriingliche Inspiration fiir das Design basierte auf einem
Bericht von Ness und Mitarbeitern, der 2000 veroffentlicht
wurde und Verbindung 57 beschreibt.'®? Dies fiihrte zur Idee,
cyclische Boronsdureester als Inhibitoren zu verwenden:
Durch das Arretieren des Boronsdureesters in einem Ring-
system konnte der Inhibitor in eine bevorzugte Konformation
gezwungen werden, was zu einer erhohten Affinitdt zum
Target fiihren sollte.

Dockingstudien von verschiedenen cyclischen Strukturen
mit unterschiedlichen -Lactamasen fiihrten zur Entdeckung
des in Blau dargestellten Grundgeriists in Abbildung 39.

Y O — T
oHO'B‘OH OHo’B‘O
57 577 07 "OH
RN
R= ©/\ ¥ Rex7000 (58) T !
S %oBo

0~ "OH
Abbildung 39. Inspiration fiir RPX7009 und dessen Struktur.

Ausgehend von diesem Grundgeriist wurde eine grofle Viel-
falt von Verbindungen mit unterschiedlichen N-Acyl-Substi-
tuenten  synthetisiert. Das  2-Thienylacetyl-Analogon
RPX7009 (58) stellte sich als wirksamstes Derivat heraus und
wies dazu noch ein breites Hemmspektrum und hohe Selek-
tivitat auf."®! RPX7009 ist ein Breitbandinhibitor, der ins-
besondere die Wirkung von Carbapenemen auf Carbape-
nemasen-produzierende K.-pneumoniae-Stimme wiederher-
stellt. In Kombination mit Carbapenemen ist RPX7009 ein
vielversprechender Kandidat zur Behandlung multiresisten-
ter Gram-negativer Bakterien.['*"!
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Rontgenkristallstrukturen von RPX7009 mit 3-Lactam-
asen bestitigten, dass das Boratom als Elektrophil fiir die
Serinaddition agiert (Abbildung 40). Zudem konnte ein
Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen dem Amid sowie der
Carbonsdure und dem Enzym identifiziert werden. Dieses
Netzwerk kann zur weiteren strukturbasierten Optimierung
dieses neuartigen [-Lactamase-Inhibitors verwendet werden.

Abbildung 4o. Kristallstruktur von kovalent gebundenem RPX7009 (58)
(C-Atome in Griin, B-Atom in Violett). Die Bindung erfolgt hier tiber
Ser64 von AmpC (PDB: 4XUX) von Enterobacter cloacae.

4.2.2. Oxaborole

Kiirzlich wurden das Design und die Synthese von Bor-
basierten Breitband-f3-Lactamase-Inhibitoren veroffentlicht
(AstraZeneca).'® Die Vorgehensweise ist ein sehr schones
und gut beschriebenes Beispiel fiir strukturbasiertes Design,
das zukiinftige Arbeiten in diesem Bereich inspirieren
konnte.

Als Ausgangspunkt nutzten Verheijen et al. zwei kiirzlich
erschienene Berichte, um 2-(1-Hydroxy-6-phenoxy-1,3-dihy-
drobenzo[c][1,2]oxaborol-3-yl)essigsdure (59) als Grund-
struktur hervorzubringen (Abbildung 41).1%:1% Eine Studie

Carbonséure
« essentiell flr Affinitat

C6-Ethersubstituent
« essentiell fir Affinitat
« C6-Position bevorzugt gegentiber C5

0¥ 2 0¥ > e
7y

OH OH
N._O B N O B
- \ ! N\
CJ o e 0
N™ Me OH N L OH
Me \\<
o} o)

60 61

Abbildung 41. Strukturen von Bor-basierten B-Lactamase-Inhibitoren
mit Breitbandwirkung.
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zur Struktur-Aktivitits-Beziehung arbeitete die Bedeutung
der Carbonsdure und der Ethersubstituenten heraus. Wih-
rend der Phenyloxysubstituent eine leicht erhohte Affinitat
fiir eine Auswahl reprisentativer (-Lactamasen aufwies,
waren die Pyrazin-Analoga synthetisch leichter zugénglich
und wurden deshalb fiir weitere Optimierungsstudien bevor-
zugt.

Dockingstudien mit verschiedenen 3-Lactamasen zeigten
eine lipophile Tasche in der Ndhe der C4- und C5-Position,
die nur kleine Methylgruppen beherbergen kann. Dies fiithrte
zur Entwicklung von Verbindung 60. An diesem Punkt stellte
sich ebenfalls heraus, dass das R-Enantiomer das potentere
Enantiomer war. Schlussendlich wurde der Pyrazinring durch
eine Anzahl verschiedener Heterocyclen ersetzt, um die Af-
finitat fiir f-Lactamasen der Klassen A, C und D zu erhdhen.

Verbindung 61 zeigte dabei das beste Inhibitionsprofil fiir
verschiedene 3-Lactamasen mit ICs;-Werten im nanomolaren
Bereich. Fiir Ceftazidim (46) konnte dabei eine MHK von
025 uygmL " in E. coli erreicht werden. Das vorhergesagte
Bindungsmodell von Verbindung 61 konnte mittels Ront-
genkristallographie in Cokristallstrukturen mit verschiedenen
B-Lactamasen (PDB: 4WZ4 [in AmpC] und 4WZ5 [in OXA-
10]) bestitigt werden. Leider konnte die Empfindlichkeit
gegeniiber Ceftazidim in anderen Gram-negativen Krank-
heitserregern, wie P. aeruginosa und A. baumannii, durch
Verbindung 61 nur geringfiigig verbessert werden.

5. Intervention auf genetischer Ebene

Transkriptionsfaktoren sind fiir die Regulation der Gen-
transkription verantwortlich und deshalb essentiell bei einer
Vielzahl zellulirer Prozesse.™™ Sie enthalten spezifische
DNS-Bindungsdoménen, mit denen sie DNS-Sequenzen er-
kennen und damit die Gentranskription beeinflussen. Durch
niedermolekulare Substanzen, die mit dieser Wechselwirkung
interferieren, lésst sich somit die Genexpression kontrollie-
ren.'®1] Da die Voraussetzungen zur Entwicklung von
Antibiotikaresistenzen im Genom der Bakterien codiert sind,
stellen Transkriptionsfaktoren vielversprechende Targets fiir
die ursdchliche Bekampfung von Antibiotikaresistenzen dar.
Dieser Ansatz kann komplementdr zur Suche nach neuen
antibiotischen Molekiilen verfolgt werden. Dabei profitiert
diese Strategie von aktuellen Genomdaten der Bakterien und
detaillierten kristallographischen Informationen der Tran-
skriptionsfaktoren, was einen strukturbasierten Ansatz er-
moglicht. Auf diesem Gebiet konnten bereits erste ermuti-
gende Ergebnisse erzielt werden. Sowohl mit Oligonukleoti-
den (McArthur et al., Procarta Biosystems Ltd.)!'" als auch
mit niedermolekularen Molekiilen (Baulard et al., BioVersys
AG, Riedl et al.)!""1? ist es gelungen, die bakterielle Tran-
skriptionsmaschinerie hinsichtlich der Unterdriickung von
Resistenzen positiv zu modulieren.

5.1. Transkriptionsfaktor EthR

Baulard et al. beschrieben ein exzellentes Beispiel der
Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren durch einen
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strukturbasierten Ansatz mit niedermolekularen Molekiilen.
Es ist ihnen gelungen, die genetische Maschinerie eines
Bakteriums derart zu manipulieren, dass das Bakterium mit
einer hoheren Empfindlichkeit auf ein Antibiotikum an-
spricht.'’!l Dabei modulierten sie den Transkriptionsrepres-
sor EthR, einen Vertreter der TetR-Repressoren,“%] der die
Transkription von ethA blockiert. Dieses Gen ethA codiert
die Monooxygenase EthA, welche die Aktivierung von Ethi-
onamid in Mycobacterium tuberculosis (Mtb) katalysiert.*]

Ethionamid wird von der WHO fiir die Behandlung
multiresistenter Tuberkulose (MDR-TB) empfohlen, aller-
dings hat es einen niedrigen therapeutischen Index. Da die
meisten der negativen Effekte dosisabhingig sind, wiirde eine
Steigerung der Bioaktivierung von Ethionamid zu einer
Verbesserung bei der Behandlung von MDR-TB fiihren. Die
Analyse rontgenkristallographischer Daten von EthR mit
gebundenen niedermolekularen Liganden (PDB: 1U9N,
1T56)11%:11 JieR vermuten, dass die Konformation des Ge-
samtkomplexes aus EthR und den niedermolekularen Li-
ganden nicht mehr in der Lage sein wird, an die DNS zu
binden. Selektive niedermolekulare Binder an EthR sollten
deshalb die Repression der ethA-Expression unterdriicken.
Dies sollte wiederum zu einer Steigerung der Bioaktivierung
von Ethionamid fithren und dadurch die Menge an zu ver-
abreichendem Ethionamid reduzieren.

Die chemische Struktur und die Bindungsorientierung der
in den Cokristallstrukturen identifizierten Liganden (PDB:
1U9N, 1T56; Abbildung 42) inspirierten das fragmentbasierte

Abbildung 42. Uberlagerung der Cokristallstruktur des Transkriptions-
faktors EthR aus M. tuberculosis einschlielich der Dioxanfragmente (C-
Atome in Violett, PDB: 1T56) und der Cokristallstruktur von EthR-ge-
bundenem BDM14500 (62) (C-Atome in Griin, PDB: 3G10, EthR
ebenfalls aus M. tuberculosis).

Design und die Synthese einer fokussierten Bibliothek nie-
dermolekularer Wirkstoffmolekiile. In dieser Bibliothek
konnten die Verbindungen BDM14500 und BDM31343 (62
und 63; Abbildung 43) identifiziert werden, welche die DNS-
Bindung von EthR inhibieren. Weitergehende medizinal-
chemische Optimierungen fithrten mit einer strukturbasier-
ten Strategie zu Verbindung 64 (Abbildung 43), welche die
Keimbelastung von Mtb-infizierten Méusen im Vergleich zu
Ethionamid mit dreifach erhohter Wirksamkeit reduzier-
te.'””) Diese Verstirker der Bioaktivierung von Ethionamid
sind gegenwirtig in der priklinischen Entwicklung."™®
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Abbildung 43. Verstirker der Bioaktivierung von Ethionamid.

5.2. Transkriptionsfaktor TetR

Der Transkriptionsfaktor TetR konnte erfolgreich mit
niedermolekularen Wirkstoffmolekiilen moduliert werden,
um sowohl Tetracyclin-resistente Gram-positive als auch
Gram-negative Pathogene wieder fiir Tetracyclin empfing-
lich zu machen (Bioversys AG in Zusammenarbeit mit un-
serer Gruppe). Diese Wirkstoffe interferieren mit Tran-
skriptionsfaktoren, die fiir die Resistenzentwicklung ent-
scheidend sind."? Das Ziel ist es, diese niedermolekularen
Molekiile als Wirkungsverstirker einzusetzen, um die Wir-
kung von Antibiotika gegen resistente Bakterien wieder
herzustellen.'”® Bakterien haben eine Reihe von Resistenz-
mechanismen gegen Tetracycline entwickelt, wie z.B. das
Ausschleusen und die chemische Modifikation von Tetracyc-
linen sowie den Schutz des bakteriellen Ribosoms.'”! Die
beiden Mechanismen mit der gréfften klinischen Relevanz
sind der Schutz des bakteriellen Ribosoms und das Aus-
schleusen der Tetracycline aus dem Bakterium.'””) Letzteres
wird durch das Membrantransportprotein TetA verur-
sacht.”! Die Expression dieses Proteins wird durch den Tet-
Repressor (TetR) reguliert, der an die DNS bindet und somit
die Transkription von tetA verhindert.”™™ Wenn Tetracyclin
mithilfe von Mg*" an TetR bindet (Abbildung 44), dhnlich der
Wechselwirkung mit seinem ribosomalen Target, dndert sich
die Konformation von TetR, und die Transkription der Re-
sistenzgene kann stattfinden.[!”201:202!

Basierend auf einer Cokristallstruktur von TetR mit Te-
tracyclin konnten mit einer strukturbasierten Strategie und in

\His104

Abbildung 44. Cokristallstruktur von Tetracyclin (21) (C-Atome in
Griin) und dem Transkriptionsfaktor TetR (Mg**-lonen in Hellbraun,
PDB: 2TRT) aus E. coli.
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Kombination mit einem DNS-Protein-Wechselwirkungsassay
(tetO/TetR) die  Verbindungen ZHAWOCI1035 und
ZHAWOCI1132 entwickelt werden (65 und 66; Abbil-
dung 45), welche spezifisch an TetR binden und somit das
Ablosen von TetR von der DNS in der Gegenwart von Te-
tracyclin unterbinden.'”? Diese niedermolekularen Wirk-
stoffmolekiile konnten in Kombination mit Tetracyclin das
Wachstum von Tetracyclin-resistenten Staphylokokken, En-
terokokken, Enterobakterien und Acinetobacter-Isolaten in-
hibieren.['”

o

A Me
SO

ZHAWOC1035 (65)
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Abbildung 45. Strukturen von TetR-bindenden Molekiilen zur Uberwin-
dung von Tetracyclinresistenzen.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Relevante Institutionen, wie die Weltgesundheitsorgani-
sation, haben die alarmierende Ausbreitung von Antibioti-
karesistenzen in jiingster Vergangenheit thematisiert. Nach-
dem die pharmazeutische Industrie iiber Jahrzehnte die
Entwicklung neuer antibiotischer Chemotherapien vernach-
lassigt hat, fithrte das verstiarkte Bewusstsein moglicher Sze-
narien ohne wirksame Antibiotika wieder zu einer verstark-
ten Aktivitdt auf diesem spannenden multidisziplindren For-
schungsgebiet. Das strukturelle und mechanistische Ver-
stdndnis antibakterieller Interventionsmoglichkeiten zusam-
men mit der Entschlisselung der bakteriellen Prozesse bei
der Entwicklung antibiotischer Resistenzen stellt eine solide
Basis fiir rationale Problemlosungsansitze dar. Naturstoffe
und synthetische Molekiile sind zwar immer noch eine wich-
tige Quelle fiir antibakterielle Wirkstoffe und ermoglichen
aufergewohnliche Entdeckungen auf diesem Feld,”™! unser
strukturelles Wissen ermoglicht es uns nun aber auch, mit
steigendem Erfolg direkt in die Resistenzmechanismen ein-
zugreifen, wie in diesem Aufsatz an ausgewéhlten Beispielen
gezeigt wurde. Die Verfolgung mehrgleisiger Strategien im
Hinblick auf traditionelle und neue antibiotische Targets ei-
nerseits sowie Eingriffe auf genetischer Ebene zur ,,Wieder-
belebung“ bekannter Antibiotika andererseits erdffnet viel-
faltige Moglichkeiten, das Problem der Antibiotikaresisten-
zen zielgerichtet anzugehen.

Neben wirtschaftlichen Uberlegungen der pharmazeuti-
schen Industrie beziiglich der Profitabilitdt der Entwicklung
und Vermarktung neuer antibiotischer Wirkstoffe, steht die
eindrucksvolle therapeutische Wirkung der Antibiotika,
welche in der Vergangenheit eine Vielzahl von Leben gerettet
haben und auf die auch in Zukunft niemand verzichten
mochte, auler Frage. Da der Ressourceneinsatz fir die Ent-
wicklung eines neuen Wirkstoffmolekiils sehr kostenintensiv
und der zu erwartende finanzielle Gewinn aus der zeitlich
begrenzten Behandlung einer bakteriellen Infektion vergli-
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chen mit chronischen Behandlungen eher gering ist, ist auch
die Bereitschaft der Industrie, groe Programme zur Ent-
wicklung neuer antibiotischer Wirkstoffe zu starten, nicht
sehr ausgeprégt. Trotzdem werden pharmazeutische Unter-
nehmen als starke Partner fiir solche Forschungs- und Ent-
wicklungsprogramme bendtigt, da sie iiber etablierte Pro-
zesse, das notige Wissen und wertvolle Erfahrung verfiigen,
um die komplexen Herausforderungen bei der Entwicklung
eines Wirkstoffes fiir den klinischen Einsatz zu meistern. Es
reicht nicht, wenn ein Molekiil Bakterien in einer Petrischale
totet. Es benotigt eine detaillierte medizinalchemische Opti-
mierung, um schlussendlich eine neue Behandlung fiir Pati-
enten anbieten zu konnen.

Wihrend es die Starke und das Mandat der akademischen
Institutionen ist, neue Moglichkeiten fiir die Bekdmpfung von
Antibiotikaresistenten zu entdecken, wird es auch weiterhin
die Doméne der pharmazeutischen Industrie sein, diese
neuen Moglichkeiten aufzugreifen, die daraus abgeleiteten
Wirkstoffe zu entwickeln und nach erfolgreichen klinischen
Studien dem Patienten zur Verfiigung zu stellen. Ein prakti-
kabler Weg, diese Rahmenbedingungen erfolgreich zu inte-
grieren, ist eine verstirkte Zusammenarbeit akademischer
und industrieller Forschungsgruppen im Bereich der anti-
biotischen Wirkstoffentwicklung zum Vorteil beider Seiten
und der Patienten. Es gibt mehrere praktizierte Beispiele, bei
denen grofle pharmazeutische Unternehmen ihre institutio-
nellen Grenzen 6ffnen und in sehr frithen Phasen der Wirk-
stoffforschung mit akademischen Gruppen kooperieren.
Dank dieser ,,Open-innovation“-Kooperationen konnen
beide Partner in reziproker Weise auf Ressourcen zugreifen,
die ihnen sonst nicht zugénglich wiren. Von Vorteil ist dabei,
dass zunidchst die besten wissenschaftlichen Strategien fiir
eine therapeutische Indikation evaluiert werden, bevor spe-
zifische Programme zur Wirkstoffentwicklung gestartet
werden. Starker fokussierte Zusammenarbeiten mit dem Ziel
der Entwicklung einer neuen klinischen Behandlungsoption
konnen dann in Forschungskonsortien mit den geeigneten
Partnern erfolgen, wobei etablierte pharmazeutische Unter-
nehmen, Jungunternehmen und akademische Gruppen in-
volviert sind.

Diese translationalen Forschungsansétze, z.B. die Inno-
vative Medicines Initiative (IMI), sollten es ermdglichen, die
Kluft zwischen der Grundlagenforschung und der Vermark-
tung eines neuen Wirkstoffes zu iiberwinden. Die Forschung
im Bereich neuer Strategien zur Bewiltigung von Antibioti-
karesistenzen sollte in besonderer Weise von diesem Konzept
profitieren, da diese Resistenzen eine besondere Herausfor-
derung fiir die Gesundheitssysteme darstellen.
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