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Molekulare Antibiotikaforschung — Neue Leitstrukturen
und Wirkmechanismen gegen multiresistente Bakterien

Antibiotikatherapie unter Resistenzdruck

Die Entdeckung, Entwicklung und klinische Anwendung von Antibiotika ist eine der
grofiten medizinischen Fortschritte des 20. Jahrhunderts. Die ,Wunderwaffe“ Antibioti-
kum trug mafigeblich zur Steigerung der Lebenserwartung und Lebensqualitét in den
entwickelten Landern bei und erméglicht in der modernen Medizin komplexe chirurgi-
sche Eingriffe und Organtransplantationen. Die Erfahrungen der letzten 70 Jahre zeigen
jedoch, dass wir uns nicht auf diesen Errungenschaften ausruhen diirfen. Die Einfiih-
rung jeder neuen Antibiotikaklasse fithrt, sofern sie effektiv und vertraglich ist, zu ver-
breitetem Einsatz und als Folge zur Resistenzentwicklung innerhalb der Bakterienpo-
pulation.! Die Zahl der fiir den Menschen zugelassenen Antibiotikaklassen ist begrenzt,
und fiir alle Klassen haben sich bereits Resistenzen klinisch manifestiert (Abb. 1). Mul-
ti-resistente Erreger stellen behandelnde Arzte und Infektiologen in Krankenhiusern
weltweit vor massive therapeutische Herausforderungen, und Infektionskrankheiten,
von denen man glaubte, dass sie sich gut antibiotisch kontrollieren lassen (zum Beispiel
die Tuberkulose), verbreiten sich wieder.? Zunehmend muss auf Reserveantibiotika zu-
riickgegriffen werden, die oft mit erheblichen Nebenwirkungen belastet sind, und man-
che Erreger sind bereits pan-resistent, das heifst durch kein zugelassenes Antibiotikum
mehr therapierbar. Als neuer alarmierender Trend verbreiten sich solche Problemkeime
nun auch auflerhalb der Krankenhéuser.

Die problematischsten bakteriellen Erreger in Hinblick auf Infektionsraten, assozi-
ierte Erkrankungen und die Standardtherapie beeintriachtigende Resistenzfaktoren um-
fassen in entwickelten Landern Methicillin-resistente Staphylokokken (MRSA), Vanco-
mycin-resistente Enterokokken (VRE), Extended-Spektrum (3-Laktamase produzierende
Enterobacteriaceen, Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter baumannii.> Antibioti-
ka, die im letzten Jahrzehnt zugelassen wurden (Linezolid, Daptomycin, Tigezyklin und
Telavancin), haben die kritische Lage beziiglich Gram-positiver Keime fiir den gegen-
wartigen Zeitpunkt etwas entspannt, jedoch gibt es auch in diesem Therapiesegment
weiterhin besonderen Bedarf an Substanzen mit oraler Bioverfiigbarkeit und guter Ge-
webepenetration. Alarmierend ist die Situation fiir die genannten Gram-negativen Kei-
me, da neue Verbindungen mit guter Wirkung gegen multi-resistente Gram-negative Er-
reger in den Forschungs- und Entwicklungspipelines pharmazeutischer Unternehmen

1 vgl. Levy (2004).
2 Vgl. Nordmann (2007), Souli (2008) sowie Telenti (2000).
3 Vgl. Talbot (2006).
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Abb. 1: Ubersicht liber systemisch applizierte Antibiotikaklassen mit mittlerem und breitem Wirkspektrum. Das
Jahr ihrer Einfihrung in die humane Therapie ist angegeben parallel zum Auftreten wichtiger bakte-
rieller Resistenzen. ESBL, Extended-Spektrum [3-Laktamase; VISA, intermedidr Vancomycin-resistenter
Staphylococcus aureus; VRE, Vancomycin-resistenter Enterococcus; VRSA, hoch Vancomycin-resistenter
Staphylococcus aureus.

rar sind und sich Gberwiegend in frithen Stadien befinden. Schaut man auf die sieben
Jahrzehnte breiter Antibiotikatherapie zurtick, die wir heute tiberblicken, so gibt insbe-
sondere Anlass zu Besorgnis, dass nahezu alle seit den 1960er Jahren in die Therapie
eingefihrten neuen Antibiotika lediglich Derivate von bereits in der Anwendung be-
findlichen Antibiotikaklassen darstellen (Abb. 1). Die neuen Verbindungen bescherten
uns zwar hilfreiche Fortentwicklungen, jedoch keine strukturell neuartige Verbindungs-
klasse mit neuem Wirkprinzip. Ausnahmen bildeten lediglich das Oxazolidinon Line-
zolid (Markteinfithrung 2000) und das Lipodepsipeptid Daptomycin (Markteinfithrung
2003).4

Neue Antibiotikaklassen werden dringend benétigt

Neben gewissenhaftem und fachgemédflem Einsatz der uns zur Verfiigung stehenden
Antibiotika und optimierten Hygienemafinahmen ist die Suche nach neuen Antibio-
tikaklassen mit neuartigem Wirkmechanismus eine Notwendigkeit, um mit der bak-
teriellen Resistenzentwicklung Schritt zu halten. Voraussetzung fir die effektive Su-
che nach solchen neuen Leitstrukturen und Ansatzpunkten fiir die Antibiotikatherapie

* Vgl. Herrmann (2008) sowie Kosmidis (2010).
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ist ein vertieftes Verstindnis im Hinblick auf die bakteriellen Erreger und das Arse-
nal der erfolgreich angewendeten Antibiotika. Kenntnis der bakteriellen Erreger, ein-
schlieflich ihrer Physiologie, Pathogenitits- und Resistenzmechanismen, erleichtert es,
sinnvolle neue Angriffspunkte (Targets) und Mechanismen zu identifizieren, die die
Vermehrungsfahigkeit der Bakterien unterbinden oder diese gar abtéten. Erfolgreich
in der Therapie etablierte Antibiotika bieten wertvolle Informationen dariiber, welche
Wirkmechanismen/Targets klinisch validiert sind und welche Anforderungen beispiels-
weise im Hinblick auf Effektivitat, Pharmakokinetik, Pharmakodynamik, Vertraglich-
keit oder Stabilitat erfiillt sein miissen. Dieses Wissen zu vermehren und erfolgreich
anzuwenden, sollte das erkldrte gemeinsame Ziel akademischer und industrieller For-
schergruppen sein, um im Wettlauf zwischen Antibiotikaforschung und bakterieller
Resistenzentwicklung einen Vorsprung herauszuarbeiten.

Verfahren zur Suche nach neuen antibakteriellen
Leitstrukturen und Wirkmechanismen

Screening nach antibakterieller Aktivitat

Das klassische Verfahren zur Identifikation neuer antibiotischer Wirkstoffe zielte in
erster Linie auf die Entdeckung einer viel versprechenden antibakteriellen Aktivitat,
das heifit auf die Wachstumshemmung innerhalb eines gewtinschten Spektrums von
Bakterienspezies. Die frithesten Beispiele fiir diese Strategie, die auch bereits ihren au-
Rerordentlichen Erfolg belegen, sind die Entdeckung der Sulfonamide durch Gerhard
Domagk sowie des Penicillins durch Alexander Fleming. Auch die meisten anderen
Substanzklassen, auf die wir heute in der Antibiotikatherapie zurtickgreifen, wurden
auf diese Weise gefunden. Nach Ausschluss toxischer Effekte auf eukaryontische Zellen
in vitro wurden Erfolg versprechende Substanzen dann meist unmittelbar in vivo, das
heift in Tierversuchen, weiter profiliert. Das molekulare Target hingegen, wurde in der
Regel erst in deutlich spateren Phasen der Entwicklung aufgeklart, zum Teil sogar erst
nachdem das Antibiotikum die Klinik erreicht hatte, was auch daran lag, dass mit den
damaligen Methoden die Targetfindung schwierig und sehr aufwéndig war.
Heutzutage werden auf der Suche nach antibakteriellen Leitstrukturen verschiedene
Wege bestritten. Das Screening neuer Substanzen nach antibakterieller Aktivitat hat
hier auch weiterhin seine Berechtigung. Dieses Vorgehen bringt es mit sich, dass man
die inhibitorische Wirkung auf die intakte Bakterienzelle als Voraussetzung fiir einen
Screeninghit definiert. Substanzen, die Schwierigkeiten mit der Membranpassage ha-
ben, fallen hier durchs Raster, was allerdings durchaus vorteilhaft sein kann, weil man
auf diesem Weg vergleichsweise einfach zu Verbindungen mit interessanter antibakte-
rieller Grundaktivitat gelangen kann. Um Target-bedingte Schwichen der Verbindun-
gen, wie Target-vermittelte Toxizitdt gegeniiber eukaryontischen Zellen oder Resistenz-
anfalligkeiten des Zielmolekiils, moglichst frith aufdecken zu konnen, ist eine rasche
Targetaufklarung sehr ratsam. Dartiber hinaus bieten die Kenntnis des Targets und des-
sen molekularen Wechselwirkungen mit dem Wirkstoff erhebliche Vorteile im Prozess
der Substanzderivatisierung und Optimierung. Die De-novo-Aufkldrung des Wirkme-
chanismus einer neuen antibakteriellen Verbindung oder Verbindungsklasse kann an-
spruchsvoll sein und ist umso schwieriger, je neuartiger der vorliegende Mechanismus
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Abb. 2: Ablauf des Drug-Discovery-Prozesses auf der Suche nach neuen antibakteriellen Wirkstoffen. Zu neuen
Leitstrukturen gelangt man sowohl durch das rationale Target-orientierte Verfahren als auch empirisch
durch die Suche nach antibakterieller Aktivitat. Die Leitstrukturcharakterisierung, Validierung und Opti-
mierung erfolgt dann in einem gleich gestalteten Prozess. MHK, Minimale Hemmkonzentration.

ist. Vielfaltige Eingriffe in den bakteriellen Stoffwechsel haben eine Wachstumsstérung
oder gar den Zelltod zur Folge. Mittels geeigneter Methoden gilt es nun, moglichst effek-
tiv und Zeit sparend den Stoffwechselweg zu identifizieren, der am starksten betroffen
ist, und durch nachfolgende detaillierte Untersuchungen die Art der Blockade zu erken-
nen. Heute stehen diverse Techniken der funktionellen Genomanalyse zur Verfiigung,
die das Procedere der Targetidentifikation erleichtern®, und ein Betitigungsfeld unse-
rer Arbeitsgruppe ist die Erweiterung der Technologieplattform zur antibakteriellen
Wirkmechanismenanalyse. Als Schlagwort fiir diesen Weg der antibakteriellen Wirk-
stoffsuche wurde der Begriff Reverse Genomics geprégt, um zu verdeutlichen, dass hier
die antibakteriell wirksame Substanz den Ausgangspunkt darstellt und man sich erst
danach der Frage des Targetgens widmet (Abb. 2).

Target-basiertes Verfahren

Im Zuge der bakteriellen Genomanalyse wurde in den letzten fiinfzehn Jahren ein al-
ternatives Vorgehen etabliert, um den immensen Pool an bakterieller genomischer In-
formation gezielt zur antibakteriellen Wirkstoffsuche nutzbar zu machen. Mittlerwei-
le stehen mehr als 1.000 eubakterielle Genome fiir vergleichende Untersuchungen in
der antibakteriellen Wirkstoffforschung zur Verfiigung. Um den maximalen Nutzen
aus diesem erstmalig verfiigbaren Informationsreichtum zu ziehen, haben die meisten
pharmazeutischen Unternehmen in den 1990er Jahren den Prozess ihrer antibakteriel-
len Wirkstoffsuche umstrukturiert. Wiahrend das traditionelle Verfahren, wie oben er-
lautert, von der interessanten antibakteriellen Aktivitdt ausging und der molekulare Me-

5> Vgl. Freiberg (2005).
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chanismus der Substanzklasse zunachst nebenséchlich war, wurde in der ,genomischen
Ara“ das Target zur priméren Richtgréfe. Man erhoffte sich von diesem Target-basierten
Ansatz eine rationalere Gestaltung der Antibiotikaforschung. Im Zentrum dieses Para-
digmenwechsels stand die Hoffnung, dass in den bakteriellen Genomen ein Schatz von
bisher ungenutzten Targets verborgen sei, die sich als neue Angriffspunkte fiir potente
Breitspektrum-Antibiotika eigneten. Mit In-silico-Methoden wurden aus den bakteriel-
len Genomen zunichst diejenigen potentiellen Targets extrahiert, die in den Genomen
der gewiinschten Bakterienspezies konserviert waren, in Eukaryonten aber nicht vorka-
men oder dort grofle Unterschiede aufwiesen. Durch diese Selektion gelang es in der
Tat, Zielstrukturen zu identifizieren, die bakterienspezifische Angriffspunkte bildeten.
Danach wurde mit genetischen Methoden die Essentialitdt des Targets in bakteriellen
Modellorganismen unter In-vitro-Testbedingungen untersucht, um seine Notwendigkeit
fiir das Uberleben der Bakterienzelle zu verifizieren. Hatte ein neuartiges Target diese
Hiirden genommen, wurde ein auf hohen Durchsatz ausgelegtes Screeningverfahren
erarbeitet und in groflen Substanzbibliotheken niedermolekularer, synthetischer Ver-
bindungen nach neuartigen Inhibitoren gesucht.

Es stellte sich heraus, dass ein solches standardisiertes und simplifiziertes Vorge-
hen in der Antibiotikaforschung nur von mafligem Erfolg gekront ist.® Ein Teil der
Problematik liegt im Vorgehen bei der Targetauswahl begriindet. Neben den oben be-
riicksichtigten Charakteristika zeichnen sich gute Antibiotikatargets durch eine Vielzahl
weiterer ebenso wichtiger Faktoren aus, die es zu beachten gilt. So ist es beispielswei-
se wichtig, die Essentialitat des Targets nicht nur in einzelnen Modellorganismen zu
untersuchen, sondern in jeder einzelnen Spezies des angestrebten Erregerspektrums.
Auch sind die Ergebnisse der Essentialitatsuntersuchungen, die man in vitro erhalt, nur
begrenzt auf die Situation im Wirt unter Infektionsbedingungen tibertragbar. Zudem
verstehen wir heute, dass die Mechanismen gut wirksamer, erfolgreich systemisch an-
gewendeter Antibiotika in der Regel komplexer sind als eine Interaktion mit einem
einzelnen Zielprotein. Es werden zum Beispiel mehrere bakterielle Strukturen paral-
lel angegriffen, eine Enzymfamilie attackiert, oder das Target ist so geartet, dass es
sich nicht auf ein einzelnes Strukturgen zuriickfithren ldsst und dadurch weniger an-
fallig fiir bakterielle Resistenzentwicklung ist.” Ein weiteres Problemfeld liegt in den
Substanzbibliotheken, die fiir die Screeningkampagnen verwendet wurden. Es hat sich
gezeigt, dass die strukturellen und physikochemischen Eigenschaften von Antibiotika
deutlich von Arzneimitteln in anderen Indikationsgebieten, wie Krebs-, Herz-Kreislauf-
und Zentralnervensystemforschung, abweichen.® In der Regel sind die Strukturen von
Antibiotika komplexer als Vergleichsverbindungen in anderen Therapiegebieten, ent-
halten mehr Stereozentren, rotierbare Bindungen, Protonendonatoren und -akzeptoren
und héufig multiple Pharmakophore. Da Antibiotika zum Erreichen ihrer Potenz in der
Behandlung bakterieller Infektionen deutlich hthere Serum- und Gewebespiegel beno-
tigen, sind ausreichende Loslichkeit und freie Fraktionen (das heift die Substanzmenge,
die nicht fest an Serumproteine gebunden ist) weitere wichtige Voraussetzungen. Diese
Bedingungen, gepaart mit der Notwendigkeit, die bakterielle Zellhiille zu durchdrin-

% Vgl. Brotz-Oesterhelt (2010).
7 Vgl. Brotz-Oesterhelt (2008).
8 Vgl. O'Shea (2008).
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gen, um an ihren Wirkort zu gelangen, fithren zu einem physikochemischen Profil, das
fur die meisten Antibiotikaklassen deutlich von dem der Therapeutika in anderen In-
dikationsgebieten abweicht. Da die grofien Substanzbibliotheken der Pharmakonzerne
die Erfordernisse aller Therapiegebiete gleichermafien abdecken miissen, stand in dem
fur Antibiotika relevanten strukturellen und physikochemischen Bereich oft nur ein
sehr begrenzter Substanzpool zur Verfiigung und geeignete Leitstrukturen liefen sich
innerhalb dieses limitierten Strukturraums haufig nicht identifizieren. Es ist dagegen
bemerkenswert, dass zahlreiche Naturstoffe das fiir Antibiotika giinstige physikoche-
mische und strukturelle Profil von vornherein mitbringen.

Naturstoffe als Ausgangspunkt fiir neue
antibakterielle Leitstrukturen

Die meisten Antibiotika, die in den vergangenen 70 Jahren die klinische Anwendung
erreicht haben, sind Naturstoffe oder deren semisynthetische Derivate. Ausnahmen bil-
den lediglich drei vollsynthetische Antibiotikaklassen: die Sulfonamide, die Chinolone
und das Oxazolidinon Linezolid. Diese Erfolgshistorie beweist den Wert der Naturstoffe
als Quelle fiir antibiotische Leitstrukturen und auch heute noch lassen sich interessan-
te Startpunkte fiir die Antibiotikaforschung unter den Naturstoffen identifizieren. Bei
zahlreichen Naturstoffen ist eine antibakterielle Wirksamkeit bereits von vornherein
gegeben, meist geht diese mikrobiologische Aktivitdt jedoch mit einer Hemmung des
Zellwachstums eukaryontischer Zellen einher und beruht daher auf einem unspezifi-
schen, fiir ein Antibiotikum ungeeigneten Wirkprinzip. Die Ausnahmeverbindungen,
deren inhibitorische Effekte ausschliefSlich auf bakterielle Zellen gerichtet sind, gilt es
aufzusptiren. Das molekulare bakterielle Target ist fiir die meisten dieser neuen Ver-
bindungsklassen zunachst unbekannt. In einem solchen Naturstoff-Projekt liegen die
Herausforderungen in der Bereitstellung ausreichender Mengen an Naturstoff fiir wei-
tere Arbeiten, in der synthetischen Zugénglichkeit, in der De-novo-Wirkmechanismen-
analyse sowie in der Optimierung derjenigen Parameter, die kein Selektionskriterium
in der Evolution der Naturstoffe in ihrem natiirlichen Habitat darstellen, wie humane
Vertraglichkeit und metabolische Stabilitat.

In unserer Arbeitsgruppe haben wir derzeit verschiedene antibakterielle Naturstoff-
klassen in Bearbeitung. Allen ist zu Eigen, dass sie ihre Wirkung auch gegen multiresis-
tente bakterielle Erreger beibehalten. Hier geht es uns einerseits um die Bewertung ihrer
Eignung als neue Startpunkte fir die Antibiotikatherapie. Dartiber hinaus analysieren
wir ihre Wirkmechanismen auf molekularer Ebene, um neuen Ideen fiir mechanistische
Ansatzpunkte in der Bekampfung dieser Problemkeime zu erhalten.

Neuartiger Wirkmechanismus der Acyldepsipeptide (ADEPs) —
Fehlsteuerung der bakteriellen caseinolytischen Protease ClpP
Wir arbeiten derzeit an einer neuen Klasse von antibakteriell wirksamen Naturstof-
fen, die wir als ,Acyldepsipeptide (ADEP)“ bezeichnen (Abb. 3). Sie geht auf einen von
Streptomyces hawaiiensis synthetisierten Naturstoftkomplex zuriick, der bereits 1985
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entdeckt, aber damals nicht niher charakterisiert wurde.® Vor einigen Jahre griff die
Firma Bayer HealthCare diese unterexplorierten Naturstoffe auf, entwickelte eine Route
zu ihrer Totalsynthese und gelangte zu Derivaten, deren pharmakologisches Profil und
antibakterielle Wirksamkeit deutlich verbessert waren.!? Solche optimierten Acyldep-
sipeptide erfassten Staphylokokken, Streptokokken und Enterokokken mit minimalen
Hemmbkonzentrationen im sub-pg/ml-Bereich und demonstrierten bei der Therapie von
verschiedenen systemischen bakteriellen Infektionen in Nagern Equipotenz und zum
Teil Uberlegenheit im Vergleich zum vermarkteten Antibiotikum Linezolid. In einem
systematischen experimentellen Programm, das eine Charakterisierung von ADEP-re-
sistenten Mutanten, eine Analyse des bakteriellen Proteoms unter ADEP-Einfluss und
zahlreiche weitere biochemische Versuchsreihen einschloss, konnte das neuartige Tar-
get der Acyldepsipeptide durch unsere Arbeiten identifiziert werden. Es handelt sich
um ClpP, den zentralen proteolytischen Kern der caseinolytischen Protease, die in Bak-
terienzellen vielfaltige Funktionen ausiibt. Zum einen baut sie im Rahmen der Protein-
Qualitdtskontrolle und des Aminosaurerecyclings falsch translatierte, fehlgefaltete und
durch dufiere Einfliisse geschaddigte Proteine ab und fiihrt die kostbaren Aminosauren
dem Zellstoffwechsel zu. Zum anderen degradiert sie spezifische regulatorische Proteine
zu bestimmten Zeiten des bakteriellen Zellzyklus und unter bestimmten Bedingungen
sehr gezielt und steuert so vielfaltige Prozesse der Zelldifferenzierung. Die ClpP Pro-
tease ist beispielsweise in Bacillis subtilis verantwortlich fiir die proteolytische Regulati-
on der Zellteilung, der Beweglichkeit, der Sporenbildung, der Exoenzym-Synthese und
der Ausbildung der natiirlichen genetischen Kompetenz. Die bakteriellen Clp-Proteasen
sind hochmolekulare Multi-Protein-Komplexe, die als molekularer Schredder fungieren
und gefaltete Proteine in kleine Peptide zerlegen. Die funktionellen Clp-Proteasen be-
stehen aus zwei Komponenten (Abb. 4), dem zentralen, fassdahnlichen proteolytischen
Kern aus 14 ClpP Untereinheiten, der fiir sich allein jedoch nicht zum Proteinverdau
befidhigt ist. Der Grund dafur ist, dass sehr enge Eintrittsporen verhindern, dass Protei-
ne in das Innere des proteolytischen Kerns gelangen, in dem die sieben aktiven Zentren
in einem eigenen Kompartiment von Zytoplasma abgeschieden sind. Das Ausmaf$ der
Pore legt nahe, dass Proteinsubstrate weitgehend entfaltet sein mussen, um die Pore
passieren zu kénnen. Hier kommen die Clp-ATPasen als Partner von ClpP ins Spiel.
Proteinverdau findet nur statt, wenn eine Clp-ATPase ihr jeweiliges Substrat zu ClpP
hin transportiert, unter ATP-Hydrolyse entfaltet und in die Eintrittsporen einfadelt. Zu
diesem Zweck arrangieren sich die Clp-ATPasen in hexameren Strukturen an einer oder
an beiden Seiten des ClpP-Zylinders (Abb. 4). Das Erfordernis von ATPasen fiir eine er-
folgreiche Proteolyse stellt eine Sicherheitseinrichtung dar, um zelluldre Proteine vor
dem ungerichteten Abbau durch die Protease zu schiitzen. In der Zelle sind dartiber
hinaus weitere regulatorische Mechanismen etabliert, deren Ziel es ist, eine proteolyti-
sche Entgleisung von ClpP auf jeden Fall zu verhindern.

Die Anwesenheit der ADEPs setzt dieses diffizile Regulationsnetzwerk aufler Kraft
und fiithrt zu einer volligen Fehlsteuerung der Protease. Die Antibiotika verhindern ei-
nerseits, dass ClpP seine natiirlichen Substrate abbauen kann, und versetzen den iso-

% Vgl. Michel (1985).
10 vgl. Brétz-Oesterhelt (2005) sowie Hinzen (2006).



290 Heike Brétz-Oesterhelt und Peter Sass
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Abb. 3: Strukturen ausgewahlter Naturstoffe, die derzeit in unserer Arbeitsgruppe bearbeitet werden. Links:
Beispiel fiir ein verbessertes ADEP-Derivat. Rechts: Naturstoff Empedopeptin.
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Abb. 4: Schema der bakteriellen Proteindegradation durch die Clp-Proteasen und Fehlsteuerung des Prozes-
ses durch ADEPs. (A) Physiologischer Zustand: Proteine, die zur Degradation vorgesehen sind (griin),
werden von der jeweils zustiandigen Clp-ATPase (rot) erkannt und in einem ATP-abhédngigen Prozess
entfaltet. In diesem entfalteten Zustand gelangen sie durch die enge Eintrittspore in die zentrale proteo-
lytische Kammer von ClpP (blau). Dort werden sie an mehreren aktiven Zentren proteolytisch gespalten
und die resultierenden kurzen Peptidstiicke diffundieren aus der Kammer. (B) Entgleisung des Prozesses
in Gegenwart von ADEPs: Bindung der Antibiotika an den proteolytischen Kern verhindert die Koopera-
tion von ClpP mit den Partner-ATPasen. Als Folge werden physiologische Substrate nicht mehr verdaut.
Stattdessen befahigt ADEP den isolierten ClpP Kern zur Hydrolyse von flexiblen Proteinen und naszie-
renden Proteinketten.

lierten proteolytischen Kern andererseits in die Lage, auch in Abwesenheit jeglicher
ATPasen Proteine zu degradieren. Durch zahlreiche biochemische Untersuchungen und
Strukturaufklarung des ADEP-ClpP Komplexes konnten wir die molekularen Mechanis-
men aufkliren, die dieser Entgleisung zugrunde liegen!'!. ADEPs binden an ClpP in ei-
ner 1:1 Stochiometrie an den oberen, duferen Rand jedes ClpP Heptamerrings (Abb. 5)
und lagern sich in eine Bindungstasche ein, die normalerweise als Erkennungsstelle fiir
die Clp-ATPase dient. Auf diese Weise wird die Interaktion der ATPase mit dem Kern
unterbunden und der Abbau der nattrlichen Proteinsubstrate gehemmt. Gleichzeitig
induzieren die ADEPs durch die Bindung an ClpP eine Konformationsdnderung in der
Art, dass sich die Eingangsporen von ClpP weiten und Proteine auch ohne Entfaltung in

1 vgl. Kirstein (2009) sowie Lee (2010).
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die proteolytische Kammer gelangen. Wir konnten zeigen, dass sowohl flexible Protei-
ne verdaut werden als auch naszierende Proteinketten im Verlauf der Translation. Diese
ungezielte Proteolyse ist fiir die Bakterienzelle todlich. Die ADEPs sind somit die erste
Naturstoffklasse, die ihr Target nicht hemmt, sondern tiberaktiviert und fehlreguliert.
Ihr Beispiel zeigt eindriicklich, welche unerwarteten und komplexen Wirkmechanis-
men durch das Studium antibakterieller Naturstoffe zu Tage treten konnen.

Freies ClpP + ADEP

B

Abb. 5: Struktur des ADEP-CIpP Komplexes. (A) Rontgenkristallstruktur von ClpP mit komplexiertem ADEP. (B)
Elektronenmikroskopischer Nachweis der ge6ffneten ClpP Pore.

Wirkmechanismus des Lipodepsipeptids Empedopeptin —
Resistenzbrechung durch alternative Bindungsstelle an validiertem Target

Ein weiterer unterexplorierter Naturstoff mit Wirkung gegen Gram-positive multire-
sistente Erreger ist das Lipodepsipeptid Empedopeptin, das aus einem zyklischen Oc-
tapeptid und einer Myristinsdurekette besteht (Abb. 3) und von dem Gram-negativen
Bodenbakterium Empedobacter haloabium produziert wird. Auch hier gelang es uns
kiirzlich, den bis dahin unbekannten Wirkmechanismus aufzukldren. Untersuchungen
der Syntheseraten zelluldrer Makromolekiile in Gegenwart des Antibiotikums ergaben
eine selektive Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese (Abb. 6) und die Akkumu-
lation des letzten zytoplasmatischen Vorldufers der Peptidoglycansynthese lief§ auf die
Inhibierung eines spateren Schrittes dieses Biosyntheseweges schliefSen. Als jeder dieser
spéten Schritte getrennt auf der Basis der gereinigten Enzyme und Substrate analysiert
wurde, zeigte sich, dass Empedopeptin mehr als eine einzelne Enzymreaktion hemmt.
Der Grund liegt darin, dass das Lipopeptid mit der membranstidndigen Zellwandvorstu-
fe Lipid II einen Komplex formt und die Umsetzung dieser Vorstufe durch verschiedene
Enzyme unterbindet. Lipid II ist ein in der Antibiotikatherapie bekanntes und validier-
tes Target, denn das in der Anwendung befindliche Glycopeptid Vancomycin greift am
selben Target an. Beim Vergleich der beiden Antibiotika ergaben sich jedoch wesentli-
che Unterschiede. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die beiden Antibiotika unterschied-
liche Regionen von Lipid II fiir ihre Interaktion nutzen. Daher behilt Empedopeptin
auch gegen Vancomycin-resistente Keime seine Wirkung, in denen die Bindungsstelle
des Glycopeptides verandert ist.



292 Heike Brétz-Oesterhelt und Peter Sass

N-Acetylglucosamin -

— lipid 1l

- VN N — lipid1l:
empedopeptin

complex

Zerfall/Minute

lipid I : empedopeptin
_

lipid 11
empeda

n
< bt N
— - -

A B

Abb. 6: Aufklarung des Wirkmechanismus von Empedopeptin. (A) Einfluss von Empedopeptin auf die Zellwand-
synthese in Bacillus subtilis. Empedopeptin hemmt den Einbau des spezifischen Zellwand-Markers N-
Acetylglucosamin in makromolekulares Peptidoglykan. Dreiecke, unbehandelte Zellen; Quadrate, Empe-
dopeptin behandelte Zellen. (B) Komplexierung der membranstiandigen Zellwandvorstufe Lipid Il durch
Empedopeptin.

Ausblick

Neue Ansatzpunkte fiir die Antibiotikatherapie sind dringend notwendig, um unseren
Therapiestand bei der Behandlung bakterieller Infektionen auch in Zukunft halten zu
konnen. Hier wurde an zwei aktuellen Beispielen der Wert von Naturstoffen fir die
Auffindung neuer und Resistenz-brechender Wirkprinzipien dargelegt. Es soll jedoch
betont werden, dass auch Strukturen vollsynthetischen Ursprungs hochpotente und
sehr erfolgreich angewendete Antibiotikaklassen hervorgebracht haben (beispielswei-
se die Substanzklasse der Chinolone). Es ist dementsprechend grundsitzlich wichtig,
dass auch diese potentielle Quelle neuer Leitstrukturen weiter erforscht wird. Fur die
Auffindung neuer antibakterieller Leitstrukturen wird es in Zukunft wichtig sein, dass
wir neue Naturstoffquellen erschlieflen und in synthetische Screening-Bibliotheken die
besonderen physikochemischen und strukturellen Eigenschaften hinein konzipieren,
die fiir die Penetration der bakteriellen Zellhiille und fiir vielfaltige antibiotische Wir-
kungen erforderlich sind.
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