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Kohlenhydrate in der Antibiotikaforschung:
ein neuer Ansatz zur Resistenzbekampfung

Thomas K. Ritter und Chi-Huey Wong*

Das grofle Interesse am Problem der
Antibiotikaresistenz fiihrte in letzter
Zeit zur Entdeckung neuer Targets
und Strategien in der Antibiotikafor-
schung. Eine neue Richtung der Stra-
tegien ist die Entwicklung kleiner
Molekiile, die Kohlenhydratrezepto-
ren und Kohlenhydrat-modifizierende
Enzyme angreifen. Dieser Aufsatz

biet vor und diskutiert den Einfluss der
jeweiligen Vorgehensweisen auf das
Auftreten von Resistenz. Von beson-
derem Interesse sind die einzigartigen
Kohlenhydrate der Zelloberfldche, die
an der Peptidoglycan-Biosynthese be-
teiligte Transglycosylase sowie die
RNA der Bakterien. Mit zunehmen-
dem Verstindnis des Genoms ver-
schiedener Bakterienarten und Fort-

schritten in der funktionalen Genom-
forschung und Proteomforschung, ist
die Entdeckung einer Vielzahl von
Targets fiir die Entwicklung neuer
Antibiotika zu erwarten.

Stichworter: Antibiotika -
hibitoren - Kohlenhydrate -
glycan - RNA

Enzymin-
Peptido-

\stellt neuere Arbeiten auf diesem Ge-

%

1. Einfiihrung

Antibiotika sind Stoffe, die von Bakterien oder Pilzen
gebildet werden und das Wachstum anderer Organismen
beeintriachtigen. Heutzutage wird der Begriff Antibiotika
hiufig auf synthetische antibakterielle Substanzen ausge-
dehnt. Seit Einfithrung der ersten Antibiotika, den Penicilli-
nen, in den 40er und 50er Jahren wurden diese als Wunder-
mittel gepriesen, die Bakterien vernichten ohne dabei den
Zellen der Patienten zu schaden. Die Ubersittigung des
Marktes fiihrte dazu, dass die Pharmaindustrie ihr Interesse
an der Entwicklung neuer Antibiotika verlor und sich statt-
dessen auf chronische Krankheiten konzentrierte. Bakterien
entwickelten durch Mutationen und den Austausch von
Genen Resistenz gegen ein Antibiotikum oder hiufig gegen
eine Vielzahl von Antibiotika.l>? Stimme von mindestens
drei Bakterienarten (Enterococcus faecalis, Mycobacterium
tuberculosis und Pseudomonas aeruginosa), die lebensbedro-
hende Krankheiten verursachen, sind resistent gegen alle
verfiigbaren Antibiotika. Enterokokken, die dafiir bekannt
sind, dass sie Resistenzgene relativ leicht austauschen, waren
im Labor in der Lage, ihre Resistenz auf Staphylococcus
aureus, einem besonders virulenten Organismus, der eine

[*] Prof. Dr. C.-H. Wong, T. K. Ritter
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and The Skaggs Institute of Chemical Biology
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10550 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037 (USA)
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Vielzahl von Krankheiten verursacht, zu tibertragen, und es
steht zu befiirchten, dass ihnen das in natiirlicher Umgebung
ebenfalls gelingen wird.’] Zwei Faktoren werden als verant-
wortlich fiir die Verschiarfung dieses Problems angesehen: ein
zu héufiger Gebrauch von Antibiotika von Menschen und

Tieren sowie die Tatsache, dass Patienten héufig nicht die

genaue Dosierung und Dauer der Behandlung einhalten.
Eine langandauernde Verabreichung niedriger Dosen oder

das verfriihte Beenden einer Behandlung fordern das Wachs-
tum resistenter Bakterienstimme. Resistenz wird durch einen

oder mehrere der folgenden Mechanismen vermittelt:[* 3]

1. Aktiver Austritt aus der Zelle oder verminderte Aufnahme
in die Zelle sowie eine Isolierung des Antibiotikums durch
Binden an ein Protein konnen dazu fithren, dass das Target
nicht erreicht wird.

2. Das Antibiotikum kann durch enzymatische Modifizierung
desaktiviert werden.

3. Eine Modifizierung des Targets kann zur Beseitigung oder
zumindest einer Schwichung der Bindung des Antibio-
tikums fiihren.

4. Durch eine Anderung des Stoffwechsels kann die inhibier-
te Reaktion umgangen werden.

5. Das Target des Antibiotikums kann tiberproduziert werden.
Unter diesen Mechanismen treten die ersten drei am

héaufigsten auf (Abbildung 1). Das weit verbreitete Auftau-

chen dieser Resistenzmechanismen erneuerte das Interesse
der Industrie an diesem Gebiet. Die zur Zeit verfiigbaren

Arzneistoffe wirken nur auf eine begrenzte Anzahl von

Targets und alle stofen auf Resistenzprobleme. Um diese zu

iiberwinden, wird es neben einer fortlaufenden Verbesserung

0044-8249/01/11319-3617 $ 17.50+.50/0 3617
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Abbildung 1. Resistenzmechanismen in Bakterien: A) aktiver Austritt, B) Modifizierung des Wirkstoffes durch Enzyme, C) Modifizierung des Targets.

der bestehenden Medikamente noétig sein, neue Targets
ausfindig zu machen.

Kohlenhydrate sind in der Natur allgegenwirtig, sei es als
Bestandteile des strukturellen Geriists von Zellen, Energie-
quellen des Stoffwechsels oder als Schliisselbestandteile
verschiedener interzelluldrer Erkennungsprozesse.[>7] Es ist
daher nicht iiberraschend, dass die Wirkung einer Reihe
bestehender Antibiotika auf Wechselwirkungen mit Kohlen-
hydraten basiert, d.h., sie bestehen, zumindest teilweise, aus
Zuckern oder sie greifen Enzyme oder Rezeptoren an, die mit
dem Aufbau, dem Stoffwechsel oder der Erkennung von
Kohlenhydraten in Zusammenhang stehen. Die meisten
dieser Antibiotika kommen natiirlich vor oder es sind semi-
synthetische Antibiotika. Die Entwicklung von Kohlenhyd-
rat-basierenden Therapeutika scheint viele neue Moglichkei-
ten zu erdffnen, dennoch gibt es eine Reihe von Einschrén-
kungen.®®! Kohlenhydrate sind durch Hydroxygruppen mit
vergleichbarer Reaktivitdt dicht funktionalisiert, was zu
Schwierigkeiten bei ihrer Synthese fiihrt. Sie binden das
Target hiufig nur mit schwacher Affinitit. Des Weiteren

werden sie von medizinisch orientierten Chemikern als
ungeeignet fiir die Entwicklung von Wirkstoffen betrachtet,
da ihre Synthese normalerweise zu komplex fiir eine Prozess-
entwicklung im groBeren Stil ist; auBerdem sind Kohlen-
hydrate zu hydrophil fiir eine gute Bioverfiigbarkeit. Dariiber
hinaus sind sie fiir eine orale Verabreichung meistens nicht
stabil genug. Ein moglicher Ausweg ist die Entwicklung von
Kohlenhydratmimetika mit verbesserten Eigenschaften in
bezug auf Stabilitdt, Spezifitdt, Affinitdt und synthetische
Verfiigbarkeit.’> 'Y Diese Kohlenhydratmimetika kénnten
viele natiirliche Prozesse beeinflussen, ohne dabei die Prob-
leme auszulosen, die durch die unerwiinschten Eigenschaften
der Kohlenhydrate verursacht werden.

2. Wirkungsorte der Antibiotika

Antibiotika werden meistens nach Target und Wirkungs-
mechanismus klassifiziert. Ein Hauptziel bei der Entwicklung
von Wirkstoffen sind solche Antibiotika, die die Biosynthese

/

ren von Enzymen und Kohlehydratrezeptoren.
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Abbildung 2. Die Zellhiille von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien. Gram-positive Bakterien haben eine dickere Peptidoglycanschicht als
Gram-negative Bakterien, aber es fehlt ihnen die duere Membran an der Zelloberfliche.

und Funktion der bakteriellen Zellhiille beeintrédchtigen.
Bakterien werden nach der Struktur ihrer Zellhiille in
Gram-positive und Gram-negative unterteilt (Abbildung 2).
Das Cytoplasma Gram-positiver Bakterien wird von der
Plasmamembran umschlossen. Diese Phospholipiddoppel-
schicht ist von der Zellwand umgeben, die aus einem Poly-
saccharid-Polypeptid-Geriist besteht, das als Peptidoglycan
oder auch Murein bezeichnet wird. Die Oberfliche Gram-
positiver Bakterien ist mit substituierten Phosphodiesterpo-
lymeren (Teichonsduren) bedeckt, an deren Ende sich hiufig
Lipopolysaccharide (LPS) befinden. Gram-negative Bakte-
rien hingegen werden von zwei Phospholipiddoppelschichten
(innere und duBere Membran) umschlossen, zwischen denen
sich ein wissriger Bereich (periplasmatischer Raum) befin-
det. LPS bilden den Hauptbestandteil der dufleren Halfte der
duBeren Membran. Der periplasmatische Raum enthilt
neben einer Peptidoglycanschicht Proteine die Zucker und
andere Nihrstoffe befordern. Therapeutika, die die Zellhiille
angreifen, werden seit Jahrzehnten angewendet, da die
Unversehrtheit der Zellhiille von grofler Bedeutung fiir die
Uberlebensfihigkeit der Bakterien ist. Hierfiir gibt es eine
Vielzahl von Mechanismen, wobei die Inhibierung der
Peptidoglycan-Biosynthese wahrscheinlich der wichtigste ist.
Die Peptidoglycanschicht ermoglicht den Bakterien durch
ihre Stidrke und Starrheit in hypotonischer Umgebung zu
leben und verleiht ihnen ihre charakteristische Form. Durch
Antibiotika ausgeloste Miangel fithren dazu, dass der innere
osmotische Druck zu grof3 wird und es kommt zur Zelllyse.
Des Weiteren stellt die Peptidoglycan-Biosynthese ein inte-
ressantes Ziel fiir Antibiotika dar, da diese in den Zellen von
Sédugern nicht stattfindet. Andere Mechanismen, die auf eine
Zersetzung der Zellhiille abzielen, sind die Inhibierung der
LPS-Biosynthese sowie die Bildung von Poren in den
bakteriellen Membranen.

Translation in Prokaryonten ist der Zielprozess der Mehr-
zahl der bestehenden Antibiotika, da die komplexe Struktur
der Ribosomen viele Angriffsmoglichkeiten bietet. Die
Kristallstruktur der Ribosomen der Prokaryonten ist erst

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641

vor kurzem aufgeklirt worden.[!'l Die Ribosomen sind aus
zwei ungleichen Bestandteilen aufgebaut: Die grofere 50S-
Untereinheit besteht aus einer 5S- und einer 23S-rRNA und
34 Polypeptiden, wéihrend die kleinere 30S-Untereinheit eine
16S-rRNA und 21 Polypeptide enthélt. Die Translation einer
mRNA in ein Protein beginnt mit der Bildung des Initiie-
rungskomplexes: In Prokaryonten lagern sich die 30S- und die
50S-Untereinheit des Ribosoms sowie eine Formylmethionin-
tRNA um eine mRNA. Das Ribosom verldngert dann das
Polypeptid in einem mehrere Schritte beinhaltenden Reak-
tionskreislauf (Abbildung 3). Eine Aminoacyl-tRNA bindet
an die A-Stelle; anschlieBend wird die wachsende Poly-
peptidkette von der tRNA in der P-Stelle auf die Aminoacyl-
tRNA in der A-Stelle iibertragen. Transfer der daraus
resultierenden ungeladenen tRNA aus dem Ribosom hinaus
und Translokation (Verlagerung der Peptidyl-tRNA von der
A-Stelle zur P-Stelle) vervollstandigen den Kreislauf. Schlies3-
lich wird eine Ubertragung der Peptidylgruppe auf Wasser an
Stelle einer Aminoacyl-tRNA durch Binden zweier Relea-
sing-Faktoren ausgelost. Die Aminoglycosid- und Tetracyclin-
Antibiotika inhibieren die Translation durch Binden an die
kleine Untereinheit des Ribosoms, wihrend die Makrolid-
Antibiotika, Chloramphenicol und die Oxazolidinone, eine
relativ neue Klasse synthetischer Antibiotika, die grofie
Untereinheit angreifen.

Zusitzlich zu den beiden grofen Klassen der Antibiotika
gibt es welche, die die RNA-Synthese beeintréchtigen (Rifa-
mycine), DNA-Topoisomerase-Inhibitoren (Chinolone, 2-Pyri-
dinone)l"* %I und die so genannten Antimetaboliten (Sulfon-
amide, Trimethoprim), die den Folsdure-Stoffwechsel hemmen.

3. Antibiotika, die die Zellhiille angreifen
3.1. LPS

Im Mensch und in hoheren Tieren kann die Freigabe von
LPS (Endotoxinen), die durch eine Behandlung mit anti-

3619



AUFSATZE

C.-H. Wong und T. K. Ritter

bakteriellen Substanzen ausge-
lost wird, einen septischen
Schock verursachen. Dies 1ost
in der Folge hiufig Entziindun-
gen aus, die weltweit eine Viel-
zahl von Todesfillen in Inten-
sivstationen verursachen. Eine
spite Behandlung mit gebrduch-
lichen Antibiotika fiihrt zu einer
Beschleunigung der LPS-Frei-
gabe und daher zu einer
Verschlimmerung der Krank-
heit. Pathophysiologische Prob-
leme dieser Art konnen durch
Beschriankungen der Wechsel-
wirkungen zwischen LPS und
Serum oder LPS und Zellrezep-
toren (z.B. durch LPS-Antikor-
per oder LPS-Antagonisten)
oder durch Hemmung der Pro-
duktion und Sekretion von Ent-
ziindungsmediatoren  umgan-
gen werden.') Zudem konnen
Substanzen, die die LPS-Bio-
synthese hemmen, Bakterien
toten oder zumindest das bak-
terielle Wachstum beeintrachti-
gen und somit zu einer hoheren
Empfinglichkeit fiir andere
Antibiotika fithren. Des Weite-
ren konnten solche Wirkstoffe
die Gefahr einer Gram-negati-
ven Sepsis verringern, da sie die
Menge der durch die Behand-
lung mit Antibiotika freigege-
benen Endotoxine reduzieren.
Endotoxine oder LPSs sind
aus drei Einheiten aufgebaut
(Abbildung 4). Die Lipidein-
heit (Lipid A) besteht aus ei-
nem GlcNAc-GIcNAc-Disac-
charid, welches durch Phos-
phatgruppen an der 1- bzw. der
4’-Position sowie durch mehrere
Fettsduren modifiziert ist. Die-
ses Phosphoglycolipid ist an die
3-Desoxy-D-manno-octuloson-
sdure (KDO) des Kernoligosac-
charids gebunden, dessen Auf-
bau von der Bakterienart ab-
hingig ist. Damit verkniipft ist
das O-Antigen, eine sich wie-
derholende Oligosaccharid-
struktur. Lipid A und zwei
KDO-Molekiile bilden die
kleinste Untereinheit der LPS,
die Bakterien fiir ihr Wachstum
benoétigen. Pathologische Aus-
wirkungen, die im Zusammen-
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2-Amino-2,8-didesoxy -KDO-dipeptid

hang mit der Freigabe von LPS stehen, konnen durch Lipid A
alleine ausgelost werden.

Das einzigartige Enzym CMP-KDO-Synthase, das KDO
als Cytdiylnucleotid fiir die Einfiihrung in die LPS-Schicht
aktiviert, stellt einen der untersuchten Angriffspunkte zur
Inhibierung der LPS-Biosynthese dar. Obwohl KDO als
Gemisch vier verschiedener Tautomere vorliegt, ist es nur in
der (-Pyranose-Konformation ein Substrat fiir die CMP-
KDO-Synthase.[' 2-Desoxy-KDO existiert ausschlieBlich in
dieser Konformation und agiert daher als kompetitiver
Hemmstoff der Synthase. 2,8-Didesoxy-8-amino-KDO, die
die CMP-KDO-Synthase in vitro stirker hemmt als die
einfache 2-Desoxy-KDO, wurde an Dipeptide gekuppelt,
um einen Transport mit Peptid-Permeasen durch die Mem-
bran zu ermdoglichen. Diese 2,8-Didesoxy-8-amino-KDO-
dipeptide (Schema 1) wiesen je nach Peptid- und Bakterienart

Ala-Ala —0
HO —NH o Oj
i \
HOT o / N~ NHOH
HO I
0

COOH

L-161,240

(CMP-Kdo-Synthase) (UDP-3-0O-acyl-GIcNAc-Deacetylase)

Schema 1. Inhibitoren der LPS-Biosynthese, die Targets sind in Klammern angefiihrt.

minimale Inhibitorenkonzentrationen (MIC) im Bereich von
5-100 pgmL~! aufl”! Da aktive Aminopeptidasen fiir die
Aktivitdt dieser Konjugate benétigt werden, handelt es sich
bei ihnen wahrscheinlich um Prodrugs, die den KDO-analogen
Hemmstoff im Inneren der Zelle freigeben. In einer Erweite-
rung dieser Studie wurden C-Glycosylderivate der 2-Desoxy-
KDO synthetisiert.l'8! Die Einfiihrung jeglicher Substituenten
an der C2-Position der KDO fiihrte jedoch zu einem beinahe
vollstandigen Aktivititsverlust, und es wurden seither von
keinen Weiterentwicklungen dieses Ansatzes berichtet.
L-Glycero-p-manno-heptose (Hep) ist der zweite Zucker
des Kernoligosaccharids, der in vielen Bakterienarten, nicht
aber in Sdugern, vorkommt. Die Aufklarung der Struktur der
ADP-Hep-6-Epimerase, ein Enzym der Hep-Biosynthese,
und die Schlussfolgerungen, die sich daraus iiber den Wir-
kungsmechanismus ableiten lassen, konnten das Design
mechanismus- und struk-
turbasierter ~Hemmstoffe

OH
ermoglichen.'”)  Obwohl dTTP PP,
dieser Ansatz (Inhibierung HHOO Q NS
der Enzyme, die am Aufbau HO \po.2- RImA
3

beteiligt sind, der Aktivie-
rung und der Ubertragung
von KDO und Hep, der
beiden einzigartigen Bau-
steine des Kernoligosaccha-
rids) interessant ist und mit
Sicherheit eine neue Rich-
tung darstellt, hat er bisher
noch nicht zu neuen Thera-
peutika gefiihrt.

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641

(UDP-3-O-acyl-GlcNAc-Deacetylase)

NADPH NADP*

Eine andere Vorgehensweise zur Inhibierung des LPS-
Aufbaus ist die Hemmung der Biosynthese von Lipid A,
gegen die es mehrere Inhibitoren gibt (Schema 1). Screening
und anschlieBende Optimierung fithrten zu der Entdeckung
von Hydroxamsédurederivaten, die die UDP-3-O-Acyl-
GlcNAc-Deacetylase (LpxC) hemmen.?! Es wird angenom-
men, dass die Hydroxamsdure durch Komplexierung eines
Metallions im aktiven Zentrum, wodurch sie die Pyrophos-
phatgruppe des LpxC-Substrats nachahmt, die Deacetylase
hemmt. Die aktivste dieser Verbindungen, L-161,240, hat eine
MIC von ungefihr 1 pygmL~! gegen E. coli und heilte Miuse
von einer E. coli Infektion, die ohne Behandlung todlich war.
In einem mehr zielgerichteten Ansatz wurden Hydroxamsiu-
ren an die 2-Aminogruppe von Monosacchariden, die einem
Teil des LpxC-Substrats dhneln, gebunden.?!! Verbindungen,
die eine lange Alkylkette aufweisen, wie TU-517, wiesen eine
grolere Bandbreite antibakte-
rieller Wirkung auf als die Hy-
droxamséuren, die im einfachen
Screening ermittelt wurden.

¢} Da die O-Antigene in ver-
o schiedenen Bakterienarten sehr

HO NHOH unterschiedlich sind, ist die
C1aHas Hemmung ihrer Biosynthese ei-

ne gezieltere Vorgehensweise
als die Inhibierung der Biosyn-
these des Kernoligosaccharids
oder des Lipid A. Oft befinden
sich Desoxyzucker in den O-Antigenen, so ist L-Rhamnose
einer der am hiufigsten vorkommenden Bestandteile. Die
Einbindung der L-Rhamnose in die Zellwand geschieht iiber
ihre aktivierte Form, dTDP-L-Rhamnose, die in vier Schritten
aufgebaut wird (Schema 2).?2 Nach der Kondensation von
Glucose-1-phosphat mit dTTP (Desoxthymidintriphosphat)
erfolgt eine NADT'-abhédngige 4,6-Dehydratisierung, eine
Epimisierung der 3- und 5-Positionen und eine Reduktion.
Die Enzyme, die diese Reaktionen katalysieren, sind ein
reizvoller Angriffspunkt fiir die Hemmung der Biosynthese,
da im Menschen die dTDP-L-Rhamnose nicht vorkommt.
Micromolare Konzentrationen einiger Analoga des rhamno-
Nojirimycin und der verwandten Trihydroxypipecolinsduren
konnen die Synthese der dTDP-L-Rhamnose hemmen.! Die
jungsten Studien der Strukturen des zweiten, dritten und vierten
Enzyms der Biosynthese der dTDP-L-Rhamnose konnten

TU-517

OH H,0

NAD* NADH © o
Ho: Q N ", ho
RImB HO RImC
HO o g1DP 0-dTDP
HO
HO
0~ 1~0-dTDP NH
HO Ho /=©
HO on H,N

a-Amid des rhamno-Nojirimycins

Schema 2. Die dTDP-L-Rhamnose-Biosynthese und einer ihrer Inhibitoren. (RImA = Glucose-1-phosphat-Thymi-
dyl-Transferase, RImB =dTDP-p-Glucose-4,6-Dehydratase, RImC = 6-Desoxy-D-xylo-4-Hexulose-3,5-Epimerase,
RImD = dTDP-6-Desoxy-L-xylo-4-Hexulose Reduktase.)
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bald eine strukturbasierte Vorgehensweise zur
Hemmung dieser Enzyme ermoglichen.[24-20]

Die Entwicklung von D-Peptiden, L-DNA
und L-RNA als synthetische Rezeptoren ist ein
relativ neuer Ansatz, der ebenfalls auf den
Kohlenhydraten der Zelloberflache basiert
(Abbildung 5). Diese Enantiomere der natiir-
lichen L-Peptide und p-Nucleinsduren sind ge-
gen enzymatischen Abbau resistent und daher
im Kreislauf stabil. Biologische Replikations-
und Evolutionsmethoden wie Phagen-Display
und DNA- oder RNA-Evolution kdnnen fiir die
Entdeckung solcher enantiomeren Oligomere
genutzt werden.”7 In einem Phagen-
Display wurden kurze Peptide ausgewihlt, die
kleine Molekiile wie Dioxin®! oder Biotin*!
mit méBiger Affinitdt binden, und vielleicht ist
es moglich, dhnliches fiir Zuckermolekiile zu
erreichen. Diese Strategie wird seit kurzem ange-
wendet, um L-Peptide, die L-Sialinséure oder L-
KDO binden, ausfindig zu machen. Die ent-
sprechenden D-Peptide konnen dann chemisch
synthetisiert werden und sollten die natiirlichen
D-Zucker binden. In einer ersten Studie wurde ein
Peptid identifiziert, das Sialinsdure mit einer Dis-
soziationskonstante im nanomolaren Bereich bin-
det.P% Dieses Konzept unterscheidet sich deut-
lich von den Konzepten der herkommlichen auf
Kohlenhydraten basierenden Impfstoffe.!

Die negative Ladung der Lipid-A-Phosphat-
gruppen ermoglicht Wechselwirkungen mit ei-
ner Anzahl kationischer Peptid-Antibiotika
(z.B. Defensins, Magainins, Cecropins).??l Die-
se kationischen Peptide sind amphipathisch,
d.h., sie haben sowohl einen hydrophoben als
auch eine hydrophilen Teil. Die Gegenwart
positiv geladener Seitenketten stattet sie mit
einer hoheren Affinitét fiir LPS aus als die der
Metallionen, die normalerweise die LPS-Phos-
phatgruppen binden. Dadurch wird die hydro-
phobe Seite dieser Antibiotika derart positio-
niert, dass sie die Unversehrtheit der dul3eren
Membran storen konnen, sodass die Therapeu-
tika in die Membran eindringen und Kanile
bilden kann (,,self-promoted uptake®). Diese
Poren fordern den Austritt aus dem periplas-
matischen Raum und eine gesteigerte Aufnah-
me von antibakteriellen Verbindungen, die eine
synergistische Wirkung mit den Peptid-Antibio-
tika aufweisen. Des Weiteren konnen Peptid-
Antibiotika dank ihrer LPS-Affinitit, die Toxi-
zitdt von Endotoxinen reduzieren.

3.2. Peptidoglycan

OH
HOHO COg__S D-Zucker L-Zucker Ccos HQ__oH
IR O - /wOH
AcHN 9 . z 0 ) NHAC
HO : HO
D-Sialinsaure < L-Sialinsdure
HQ OH ]
HO*C . / ; QHOH,
(0] ) 3
HO : Z—O&OH
€Oz D-Peptid L-Peptid cos
b-KDO L-DNA D-DNA L-KDO

Peptidphage oder e Lo ) ]
DNA-Bibliothek —— |Selektion flr die Bindung an einen L-Zucker

{——|Natdrliche L-Peptid- oder D-DNA-Binder

Chemische Synthese des
D-Peptids oder der L-DNA|

Abbildung 5. Design von p-Peptiden und L-Nucleinsduren, die Zucker der Zelloberfldche
als Target haben.
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Abbildung 6. Biosynthese des Peptidoglycans. UDP = Uridindiphosphat, Mur = Muramin-
sdure, P =Phosphatrest, MurNAc = N-Acetylmuraminsédure, MraY = Translokase, mDAP =
meso-Diaminopimelinsédure.

entstehenden ungesittigten Sdure ergibt UDP-N-Acetylmu-

Die Peptidoglycan-Biosynthesel®®! (Abbildung 6) beginnt raminsdure (UDP-MurNAc). Die drei Aminosduren L-Ala,
mit dem Transfer einer Enolpyruvylgruppe von Phospho- D-Glu und L-Lys (in Gram-positiven Bakterien) oder meso-
enolpyruvat (PEP) auf UDP-N-Acetylglucosamin (UDP- Diaminopimelinsdure (mDAP in Gram-negativen Bakterien)
GlcNAc). Die NADPH-abhingige Reduktion der daraus werden schrittweise in ATP-abhingigen Reaktionen an die
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Milchsdureseitenkette der UDP-

MurNAc angefiigt. Es folgt die A L
Ankupplung eines vorgefertigten < PO32
Dipeptids (normalerweise D-Ala-

D-Ala) an das Peptidende. Die D- Fosfomycin

(MurA, UDP-GIcNAc-

Aminosduren werden aus L-Ami- Enoylpyruvyl-Transferase)

nosduren durch Racemasen oder

aus a-Ketoglutarat durch Um-

setzung mit D-Aminosdure-Trans-

ferasen gebildet. Dann wird das
MurNAc-Pentapeptidphosphat

von seinem UDP-Derivat auf
Undecaprenylphosphat, ein in — N o
der cytoplasmischen Membran gzo O_'.DjR
verankertes Tragermolekiil, tiber- HN ©
tragen. Ein zweites GlcNAc wird

dann an die 4-Position des Mur-
NAc-Pentapeptids gebunden. In
vielen Gram-positiven Bakterien
werden nach Bildung des Disac-
charids mehrere Aminosduren
(normalerweise Glycine) an die
e-Aminogruppe des Lysins ange-
figt. Durch einen unbekannten
Mechanismus wird dann das
GIlcNAc-MurNAc-Peptid  durch
die cytoplasmische Membran an
die Zelloberfldche befordert. Dort
werden die Disaccharideinheiten
durch mehrere Transglycosylasen
polymerisiert. SchlieBlich kataly-
sieren Transpeptidasen den An- o :

O=R-0O~
~O,Cr

R =0OH
COZ_ R = UMP

o- ATP  ADP

OPO 32— D-Ala

(go . ""'-K&NH;/\[(O?

HaN* HsN*

HN-O ~

04\) .0
NH; Q
HOOC N
S

D-Cycloserin
(p-Ala-Racemase und
D-Ala-D-Ala-Ligase)

NH—NHPh

)<

2,3,5-trisubstituierte 4-Thiazolidinone
(MurB, Enolpyruvyl-UDP-GIcNAc-Reduktase)

702(:““

1C50 = 26uM
1C50 = 680NM

1C50=20nM

(MurC)

OPOz* : o :
HaN* O™ o] P, HsN* o]

ATP ADP 2OPO

griff der Seitenkettenaminogrup- rF\’\V\[(Of N E’\V\n/of
(0]
(0] * O

pe der mDAP (Gram-negative Han* ©
Bakterien) oder des Aminoendes
des Oligoglycins (Gram-positive
Bakterien) auf die Peptidbindung
zwischen den beiden D-Ala-Ein-
heiten, was zur Vernetzung unter
gleichzeitiger Abspaltung von p-Alanin fiihrt.

Diese Enzyme sind Targets fiir die Entwicklung von
Antibiotika, so hemmen die gebriuchlichsten Antibiotika
(Penicilline und Cephalosporine) die Transpeptidase, welche
fiir die Vernetzung verantwortlich ist. Die weitverbreitete
Resistenz gegen diese Antibiotika, die durch die Induktion
von f3-Lactamasen hervorgerufen wird, die die Hydrolyse der
f-Lactameinheit katalysieren, hat die Bedeutung der Anti-
biotika gesteigert, die die vorhergehenden Schritte in der
Peptidoglycan-Biosynthese beeintriachtigen (Schema 3). Fos-
fomycin, ein Analogon des PEP, ist ein irreversibler Inhibitor
der UDP-GIcNAc-Enolpyruvyl-Transferase (MurA). Die
Kristallstruktur des MurA-Fosfomycin-Komplexes zeigte,
dass das Antibiotikum kovalent an eine Cysteinseitenkette
im aktiven Zentrum gebunden ist. Dies deutet darauf hin,
dass die Inaktivierung durch Angriff des Cysteinthiols auf die
Epoxygruppe des Fosfomycins geschieht.? Der Enolpyruvyl-
UDP-GIcNAc-Reduktase (MurB) wurde erst in letzter Zeit
Beachtung geschenkt und eine erste Reihe von Inhibitoren ist
verdffentlicht worden.S] Diese diastereomeren 2,3,5-trisub-

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641

HsN

Phosphinatanalogon des D-Ala-D-Ala
(p-Ala-D-Ala-Ligase)

Schema 3. A) Inhibitoren der ersten Schritte der Peptidoglycan-Biosynthese, die Targets sind in Klammern
angefiihrt, B) die p-Ala-D-Ala-Ligase-Reaktion.

stituierten 4-Thiazolidinone dhneln der Pyrophosphatgruppe
des MurB-Substrats. Die Enzyme MurC-F, die fiir die
schrittweise Kupplung der Aminosduren an den Milchsdure-
rest der MurNAc verantwortlich sind, sowie die D-Ala-D-Ala-
Ligase (Ddl) katalysieren die Bildung von Peptidbindungen.
In einer Reihe von Hemmstoffen dieser Enzyme wurde die
Peptidbindung des Reaktionsprodukts durch einen Phosphat-
enthaltenden Rest ersetzt, der die tetraedrische Geometrie
des Zwischenprodukt nachahmt.’®) Durch Untersuchungen
der p-Ala-pD-Ala-Ligase konnten der Mechanismus, mit dem
ein Phosphoranalogon den Ubergangszustand der Reaktion
nachahmt, aufgeklirt werden.’” Die p-Ala-D-Ala-Racemase
und die D-Ala-p-Ala-Ligase werden auch von dem Antibio-
tikum D-Cycloserin angegriffen.®! Dieses Antibiotikum weist
eine kompetitive Hemmung der beiden Enzyme auf und wird
daher als ein D-Alaninstrukturanalogon angesehen. Die
ersten MurD- und MurE-Inhibitoren bestanden aus einer
Phosphatgruppe oder UDP, die durch einen einfachen
Alkyllinker mit einer Peptidgruppe, die den Ubergangszu-
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stand nachahmt, verbunden waren.- 4! Austausch des Al-
kyllinkers gegen die MurNAc des natiirlichen Substrats
steigerte die Wirkungskraft des Inhibitors um mehrere
GroBenordnungen.*!l Bacitracin, ein cyclisches Peptid, ver-
hindert die Wiederverwertung des Trégerlipids durch Kom-
plexierung der Pyrophosphatgruppe in der Gegenwart von
Magnesiumionen.

Mehrere Nucleosid-Antibiotika hemmen die Phospho-
MurNAc-Pentapeptid-Translocase (MraY).*] Zu diesen ziih-
len Tunicamycin, die Liposidomycine und die Mureidomycine
(Schema 4). Obwohl Tunicamycin ein starker Hemmstoff ist,
ist seine Selektivitit fiir MraY gering. Tunicamycin inhibiert
auch die Bildung der N-gebundenen Glycane, Vorstufen der
Glycoproteine in Sdugern, was zu Toxizitdtsproblemen fiihrt.
Die Mureidomycine und Liposidomycine hingegen weisen
eine ausgezeichnete Selektivitdt fiir MraY auf #1 Trotz
dieser starken In-vitro-Aktivitit, wirken die Liposidomycine
nur schwach gegen Bakterien. Der Transport in die Zellen
mag durch die hydrophile Sulfatgruppe begrenzt sein. Durch
eine Anderung der Mediumsbestandteile wurden neue Lipo-
sidomycinanaloga ohne die Sulfatgruppe und/oder ohne die
3-Methylglutaminséure isoliert.*>#1 Diese neuen Analoga
hemmen nicht nur selektiv MraY, sondern zeigen eine hohere
Aktivitdt gegen Bakterien als die natiirlichen hydrophileren
Molekiile.! Aus einer Uberlagerung der energieminimali-
sierten Konformation der Liposidomycine mit dem Nucleo-
sidsubstrat UDP-MurNAc-Pentapeptid liel sich schliefen,
dass der Ribosaminzucker der Liposidomycine die Pyro-
phosphatgruppe des UDP-MurNAc-pentapeptids nach-
ahmt.*¥] Der Nucleosidribosaminkern wurde synthetisiert
und erwies sich als geeigneter Hemmstoff. Fiir eine voll-
stindige Klarung der Struktur-Aktivitits-Beziehung (SAR)

o}
NH»
HN

HO
HO

OOH OR!
n=8-11

R O
H23013)\/U\0

Liposidomycin 0
(MraY)

2

A-(I) =805 CeHgO4"
A-(I) = sos‘ H
A-(Illy = CeHgO4
A-(IV) = H

OH

R
HN” 0

5

Lo o

AcHN [e) OH

\r(CHz)n\/\H/

wird es notig sein, die Rolle aller funktionellen Gruppen der
Liposidomycine zu untersuchen. Des Weiteren wurden Ana-
loga der Mureidomycine synthetisiert, um deren Inhibie-
rungsmechanismus aufzukliren.*)l Die zentrale Enamidgrup-
pe, die den Nucleosid- mit dem Peptidteil innerhalb der
Mureidomycine verbindet, stellt ein einzigartiges struktur-
elles Merkmal dar. Enamide tautomerisieren unter sauren
Bedingungen zu reaktiven N-Acyliminiumionen. Es wurde
vermutet, dass ein nucleophiler Angriff im aktiven Zentrum
zu einer kovalenten Bindung mit dem Enzym fiithren konnte.
Da einfache Nucleosidstrukturen, die die ungewohnliche
Enamidgruppe der Mureidomycine enthalten, jedoch nicht
aktiv sind, ist diese Gruppe moglicherweise nicht an der
MraY-Inhibierung durch die Mureidomycine beteiligt.

Ramoplanin, ein Glycodepsipeptid, ist der einzige bekann-
te natiirlich vorkommende Hemmstoff der GlcNAc-Trans-
ferase (MurG) (Schema 5).5 Die Entwicklung synthetischer
Inhibitoren dieses Enzyms wird dadurch behindert, dass es
schwierig ist, MurG und sein Substrat, das in nur relativ
geringen Mengen in den Zellen vorliegt, zu erhalten. Vor
kurzer Zeit wurde MurG dennoch isoliert!! und seine
Kristallstruktur aufgekldrt.’? Zudem konnte durch ein ver-
einfachtes Lipid-I-Analogon als Substrat das MurG-Testsys-
tem stark vereinfacht werden.’¥] Das synthetische Substrat
unterscheidet sich vom Lipid I nur dadurch, dass die C55-
Kette durch die C10-Kette des Citrollenol ersetzt wurde. Um
den Testvorgang zu vereinfachen, wurde aulerdem ein Bio-
tin-Derivat synthetisiert, das den Entwurf und die Bewertung
neuer, synthetischer MurG-Inhibitoren ermdéglichen sollte.
Mit diesem neuen Verfahren wurde die Kinetik der MurG-
Reaktion charakterisiert’!) und der Wirkungsort des Ramo-
planins neu untersucht.’* Die Ergebnisse zeigen, dass das
Ramoplanin in erster Linie
durch die Hemmung der
Transglycosylase wirkt und
nicht etwa durch eine Hem-
mung des MurG, wie frither
vermutet wurde.

Mehrere Griinde sprechen
dafiir, dass die Transglycosyla-
se, die fiir die Polymerisierung
der Disaccharideinheiten ver-
antwortlich ist, vielleicht das
interessanteste Target unter
den Enzymen der Peptidogly-
can-Biosynthese ist. Zum ei-
nen befindet sich dieses En-
NH, zym an der Zelloberfldche
und bietet somit Wirkstoffen
einen einfachen Zugang. Zum
anderen wurden bisher keine
Unterschiede des Polysaccha-
ridriickgrats zwischen Wildtyp

OH
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HOoH  on om
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GOz L L-L.eu S . )
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e
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Schema 4. Inhibitoren der MraY (Translokase) und der Bactoprenol-Pyrophosphatase.
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(Bactoprenol-Pyrophosphatase)

obachtet. Neue Antibiotika,
die den Transglycosylierungs-
prozess beeinflussen, konnten
daher weniger anfillig fiir eine
Resistenzbildung sein. Die

Bacitracin
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Schema 5. GlcNAc-Transferase (MurG): A) Wechselwirkungen zwischen dem Donorsubstrat und dem Enzym
(durch Rontgenstrukturanalyse untersucht), B) ein MurG-Inhibitor, C) Acceptorderivat, das im MurG-Test-

system verwendet wird.

Transglycosylierung kann nicht einem einzigen Enzym zuge-
ordnet werden. Mehrere der Penicillin-bindenden Proteine
(PBP) des E.coli weisen eine Transglycosylaseaktivitédt auf.
Einige der PBP katalysieren zusétzlich auch die Transpepti-
dierung. Eine systematische Studie der Mutanten, denen alle
moglichen Kombinationen der acht PBP fehlen, bestitigte,
dass wenigstens PBP1A oder PBP1B vorhanden sein miissen,
um ein Uberleben der Bakterien zu garantieren.s! Zusitzlich
zu den difunktionellen PBPs gibt es monofunktionelle
PBPs,*! deren genaue Bedeutung ist bisher aber noch unklar.
Die selben Schwierigkeiten, die die Entwicklung von MurG-
Inhibitoren beeintrichtigten, bestehen auch fiir die Trans-
glycosylierungsreaktion.’”l Die Aktivitiit gegen Transglycosy-
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lasen wird im Allgemeinen in
einem aufwendigen und oft
mehrdeutigen Testverfahren ge-
messen.’® Es gibt zwar ein
Hochdurchsatz-Screening  fiir
die Transglycosylase, da dieses
aber auf einer Verdrangung des
stark bindenden Phosphoglyco-
lipids Moenomycin basiert, las-
sen sich mit diesem nur Substan-
zen mit einer starken Affinitét
fiir PBP finden.>>”!
Naturprodukte, die die Trans-
glycosylierung hemmen (Sche-
ma 6), konnen in zwei Klassen
R= Ho-. @ eingeteilt werden. Erstens, sol-
HO -0 che, die direkt das Enzym hem-
men (z.B. Moenomycin) und
zweitens, solche, die das Lipid
II, das Substrat der Transglyco-
sylierung, binden (z.B. Typ-B-
Lantibiotika, Glycopeptid-Anti-
biotika). Die dreidimensionale
Struktur des Phosphoglycolipids
Moenomycin, das als Wachs-
tumsstimulator in der Tierzucht
verwendet wird, wurde gelost!®]
und detaillierte SAR-Studien
wurden durchgefiihrt.[" © Die
Moenomycine und Analoga, die
aus mindestens drei der Zu-
ckereinheiten (C, E, F) bestehen,
sind in vivo gegen Gram-positi-
ve Bakterien aktiv. Derivate, die
aus nur zwei Zuckern (E, F)
bestehen haben zwar keine anti-
biotische Wirkung, konnen aber
die Transglycosylase in vitro
hemmen, falls sie das richtige
Substitutionsmuster haben.
Sdmtliche funktionellen Grup-
pen des F-Rings, die Acetamid-
gruppe des E-Rings und der
Lipidteil mit seinen Carboxy-
und Phosphatgruppen werden
zur Inhibierung benotigt. Leider
ist es aus der Struktur des Moenomycins alleine nicht
offensichtlich, auf welche Art und Weise das natiirliche
Substrat der Transglycosylierung durch diesen Hemmstoff
nachgeahmt wird. Das Design wirksamer Antibiotika, die auf
der Kernstruktur der Moenomycins basieren, ist daher nicht
einfach. Es wurde jedoch eine kombinatorische Bibliothek
synthetisiert, in der vier Schliisselpositionen (die 3- und
4-Substituenten des F-Rings, der 2-Substituent des E-Rings
und die Lipidseitenkette) variiert wurden (Schema 7).[!
Diese Arbeit fithrte zu der Entdeckung einer neuen Disac-
charidklasse mit zwei aromatischen Substituenten, die nicht
nur die Peptidoglycansynthese in vitro inhibieren, sondern
auch als Antibiotika aktiv sind und ein Aktivitédtsprofil

H
s NYO
NH
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Schema 6. Die Transglycosylase-Reaktion: A) der postulierte Ubergangszustand, B) Moenomycin A und zwei
vereinfachte Derivate. Die Pfeile markieren die strukturellen Elemente, die sich in SAR-Studien als essentiell fiir
die Aktivitidt erwiesen.

aufweisen, das sich von dem des Moenomycins unterschei-
det. Eine Reihe von Inhibitoren, die alle eine lange
Alkylkette enthalten, die den Membrananker des Lipid II
nachahmen soll, wurden entworfen, unter ihnen sind Phos-
phat- [%%6] Phosphonat-,[°>¢] und Thiazolinderivatel® der
MurNAc und des GlcNAc-MurNAc-Disaccharids zu finden,
doch keines dieser Molekiile hemmt die Transglycosylierung
wirkungsvoll. Dies und die SAR-Studien am Moenomycin
sowie die Ergebnisse des Screenings der kombinatorischen
Moenomycindisaccharid-Bibliothek deuten darauf hin, dass
kleine Mono- und Disaccharide wahrscheinlich nicht genii-
gend Angriffspunkte fiir eine ausreichende Zahl an Wechsel-
wirkungen liefern, die fiir eine starke Bindung an die Trans-
glycosylasen benétigt werden.

Lantibiotika sind Peptid-Antibiotika mit den ungewohnli-
chen Aminosiduren Lanthionin und Methyllanthionin, die
intramolekulare Thioether-Briicken bilden konnen (Abbil-
dung 7). 7 Sie wechselwirken mit Molekiilen, die in der
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cytoplasmischen Membran ver-
ankert sind, z.B. dem Lipid
IL.% 721 Die Bindung wird durch
D-Ala-pD-Ala nicht antagoni-
siert, was darauf hindeutet, dass
sich diese Wechselwirkung von
der des Vancomycins (siche
Schema 8) unterscheidet. Die
Lantibiotika konnen je nach
Wirkungsmechanismus in zwei
Klassen unterteilt werden. Typ-
A-Lantibiotika, z.B. Nisin, bil-
den Poren in der cytoplasmi-
schen Membran,/” wohingegen
Typ-B-Lantibiotika, z.B. Mer-
sacidin, Actagardine, direkt in
die Peptidoglycan-Biosynthese
eingreifen, indem sie die Trans-
glycosylierung hemmen.[74

Die Glycopeptid-Antibiotika
wurden im letzten Jahrzehnt
griindlich untersucht und eine
Reihe von Aufsitzen, die sich
mit dieser Molekiilklasse be-
schiftigen, wurde veroffent-
licht.”> 7 Zwei Glycopeptid-
Antibiotika, das Vancomycin
und das Teicoplanin, werden
klinisch verwendet (Schema 8).
Da diese in der Behandlung
bakterieller Infektionen, gegen
die andere Antibiotika keine
Wirkung zeigen (insbesondere
Methicillin-resistente S. aureus-
Stimme (MRSA)), eingesetzt
werden, bezeichnet man sie
auch oft als als einzige und
letzte Rettung. Der Wirkungs-
mechanismus der Glycopeptid-
Antibiotika ist weitgehend
geklart: Die cyclische Peptid-

einheit bindet mit fiinf Wasserstoffbriickenbindungen den p-
Ala-p-Ala-Terminus des Lipid IT und des ungereiften Pepti-
doglycans, wodurch die Transglycosylierung und die Vernet-
zung der Peptidseitenketten verhindert wird (Schema 9).7]
Resistenz gegen Vancomycin tritt dann auf, wenn die
Bakterien die Zusammensetzung des Peptidoglycanpeptid-
teils andern.” Es wurden resistente Stimme isoliert, die D-
Lactat oder p-Serin als terminale Aminosduren enthalten.
Dies fiihrt zu einer Verringerung der Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen dem cyclischen Peptid des Antibiotikums
und dem Peptidterminus des Peptidoglycans, was wiederum
zu einer Schwichung der Bindung und somit zur Resistenz
fiihrt. Obwohl die SAR der Glycopeptid-Antibiotika genau
untersucht wurde,/™ ist es nicht offensichtlich, welche An-
derungen nétig sind, um ihre Affinitét fiir den Peptidterminus
Vancomycin-resistenter Bakterien zu erhohen. Zudem ist es
moglich, dass solche mafgeschneiderten Antibiotika schnell
ihre Wirksamkeit verlieren konnten, wenn sich die Zusam-
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CF3 O—(CHz);:CHs mCPBA = meta-Chlorperbenzoesiure),

B) einige der aktivsten Strukturen.
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Abbildung 7. Lantibiotika (Dha =2,3-Didehydroalanin, Dhb =2,3-Didehydrobutyrin, Abu = a-Aminobuttersdure, Ala-S-Ala = Lanthionin, Abu-S-Ala=
3-Methyllanthionin).
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Vancomycin B =H

A82846B R = epi-Vancosamine LY333328

Schema 8. Wichtige Glycopeptid-Antibiotika.

mensetzung des Peptidoglycanpeptidteils durch die Evolution
der Bakterien weiter verdndert. Im Unterschied zum weitge-
hend gekldarten Mechanismus der Wechselwirkungen zwi-
schen Aglycon und Peptidoglycan, ist die Rolle des Kohlen-
hydratteils der Glycopeptid-Antibiotika noch unklar. Die In-
vitro-Aktivitdt des Vancomycins wird durch eine Entfernung
der Zuckersubstituenten kaum beeinflusst; die In-vivo-Ak-
tivitdt hingegen sinkt drastisch, was auf die Bedeutung des
Glycanteils fiir ein vorteilhaftes pharmacokinetisches Profil
hindeutet.’”! In einer NMR-Studie des Vancomycin und
seines Aglycons wurde gezeigt, dass das Vancomycindisac-
charid die Konformation des cyclischen Peptids beeinflusst.
Insbesondere die Anordnung der Amidprotonen, die am
Wasserstoffbriickennetzwerk mit den Zellwandvorstufen be-
teiligt ist, unterscheidet sich in den beiden Strukturen, was auf
eine mogliche Rolle der Glycosylierung fiir die Beibehaltung
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Chloroorienticn A R=H

der bioaktiven Konformation
hindeutet.’”) Des Weiteren
wurde vermutet, dass die
Zucker an einer Dimerisie-
rung beteiligt sein konnten.
Glycopeptid-Antibiotika bil-
den Dimere, was zu eciner

Steigerung ihrer Aktivitit
durch Multivalenzeffekte
H fiihrt. Die Dimerisierung und
«N~— " die antibiotische Aktivitit

sind in A82846B (Vancomycin
mit einem zusétzlichen Zu-
ckersubstituenten) stiarker
ausgeprdgt als im Vancomy-
cin, was die Bedeutung des
Kohlenhydratsubstituenten
verdeutlicht.®] Der Multiva-
lenzmechanismus der Glyco-
peptid-Antibiotika wurde mit
praparativ hergestellten kova-
lenten Dimeren weiter unter-
sucht (Schema 10).152 831 Diese
Dimere binden nicht nur kur-
ze Peptide, die mit p-Alanin
oder Dp-Lactat enden, stiarker
als die entsprechenden Mono-
mere, sondern sie haben auch
eine starkere Aktivitidt gegen
Vancomycin-resistente  Ent-
erokokken (VRE). Ein tri-
0 meres Vancomycinanalogon,
/ welches einen trifunktionellen
~NH Aminkern enthilt, bindet ein
synthetisches trimeres D-Ala-
D-Ala-Peptid mit einer Disso-
ziationskonstante von 4 X
10~ M, was die stirkste be-
kannte Assoziation unter or-
ganischen Molekiilen mit ge-
ringem Molekulargewicht
ist.® Ein Vancomycinpoly-
mer wurde durch Einfithrung
eines Olefinsubstituenten und einer anschlieBenden Poly-
merisierung mit dem Grubbs-Katalysator hergestellt.® Die-
ses Polymer wies ebenfalls eine drastisch gesteigerte Aktivitét
gegen VRE auf. In einer kombinatorischen Synthesel®l wurde
die vermehrte Dimerisierung des Vancomycins in Gegenwart
seines Targets genutzt, um sehr aktive Dimere mit optimierter
Linge des Linkers ausfindig zu machen (Schema 11).[87]
Hierzu wurden acht Verbindungen (Vancomycin, Desleucyl-
vancomycin, (-Alanindesleucylvancomycin und Asparagin-
desleucylvancomycin, jeweils mit einem olefinischen C4- oder
C6-Rest am terminalen Zuckersubstituenten) mit dem
Grubbs-Katalysator in Gegenwart eines Lys-D-Ala-p-Ala-
Tripeptids dimerisiert. Dimere, die die natiirlich vorkommen-
de Aglyconstruktur und kurze Linker enthalten, wurden
vorzugsweise gebildet, und diese Verbindungen sind auch am
aktivsten gegen eine Reihe von Enterokokken und Staphy-

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641
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Schema 9. Die Bindung des Vancomycins an das D-Ala-pD-Ala-Ende der Zellwandvorstufen wird durch fiinf Wasserstoffbriickenbindungen vermittelt. In
Vancomycin-resistenten Stammen fiihrt die Substitution des terminalen D-Ala durch p-Lac zu einem Verlust einer Wasserstoffbriickenbindung, sodass die

Bindungsaffinitdt um das 1000fache herabgesetzt wird.

4HN s § NH-$- Q NH-$-
NNGTINTNHA - HNTT TN NH_Q_/
Q

NH-§- “HHN C
‘%‘HN/—Q—/ NH g NH@—\NH_g_

Schema 10. Vancomycindimere, -trimer und -polymer (R! = Ankniipfungspunkt der Linker in den Dimeren und im
Trimer, R? = Ankniipfungspunkt des Linkers im Polymer).

lokokken. Die aktivsten Dimere weisen stark verbesserte
Aktivitdten selbst gegen einen S.-aureus-Stamm mit interme-
didrer Vancomycin-Resistenz sowie gegen einen VRE-Stamm
auf. Die Korrelation zwischen Dimerisierungsrate und anti-
biotischer Aktivitit zeigt die Niitzlichkeit der beschleunigten,
rationalen kombinatorischen Synthese fiir die Vorhersage
biologischer Eigenschaften.

Mehrere Studien befassten sich mit der Modifizierung des
Kohlenhydratteils der Glycopeptid-Antibiotika. Hybride aus

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641

dem Vancomycinaglcyonteil
und mehreren Zuckern wur-
den mit geklonten Glycosyl-
Transferasen in vivo und in
vitro gebildet.® Chemische
Modifikationen wurden vor
allem am terminalen Zucker-
substituenten, dem Vancos-
amin, durchgefiihrt.®! Es ist
moglich, die Aminogruppe
des Vancosamins selektiv um-
zusetzen, ohne die restlichen
funktionellen Gruppen des
Vancomycins zu schiitzen. Im
Unterschied zur N-Acylie-
rung hatte die N-Alkylierung
eine signifikante Auswirkung.
Durch die Einfithrung lang-
kettiger Alkyl- und Arylsub-
stituenten konnte die Aktivi-
tdt des Vancomycins gegen
VRE deutlich verbessert wer-
den. Diese hydrophoben
Gruppen konnen als Anker
fungieren, indem sie sich in
die Plasmamembran einbet-
ten, was zu einer effektiven

Steigerung der Konzentration der Antibiotika am Ort der
Transglycosylierung fiihrt. Der hydrophobe Substituent for-
dert auBlerdem die Dimerisierung; eine direkte Korrelation
zwischen Dimerisierung und verbesserter antibiotischer Ak-
tivitdt konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Ak-
tivitdt eines der aktivsten N-alkylierten Analoga (Chlorbi-
phenyldesleucylvancomycin) ist unabhingig von der Bindung
an den Peptidterminus des Peptidoglycans, was ein Hinweis
darauf ist, dass die Transglycosylase das Target dieses
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Dimere in Reihe ihrer Haufigkeit

(LeuNMe)Co-(
(LeuNMe)Co-(p-Ala)Cy
(LeuNMe)Co-(LeuNMe)Cy
(B-Ala)Cy-(p-Ala)Cy
(LeuNMe)C4-(LeuNMe)Cy
(B-Ala)Co-(B-Ala)Cp

LeuNMe)C,

Vancomycin

n=24
R =H, g-Ala, Asn, LeuNMe

[(PCy3)oRU(CHPh)CIo], C42HasNMegBr
+ ACyLys-D-Ala-D-Ala ,0:CH,Cl, (>95:5), 23'C

MIC (ug/ml) gegen VRE

2
8
4

[or]

>16
>16

>100

Schema 11. Zielgesteuerte kombinatorische Synthese von Dimeren einiger Vancomycinanaloga.

Wirkstoffes ist." Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass der
modifizierte Zucker ein Schliisselbestandteil fiir die Aktivitét
ist. Tatsdchlich kann der Disaccharidteil des Chlorbiphenyl-
vancomycins mit einem einfachen Arylsubstituenten anstelle
des Aglycons die Transglycosylasereaktion — wenn auch nur

schwach — inhibieren.°!l

Das Glycopeptid-Antibiotikum LY333328, ein Vancomy-
cinderivat, das sowohl eine Chlorbiphenylseitenkette als auch
den zusitzlichen Zuckersubstituenten des A82836B enthilt,
ist sehr wirkungsvoll gegen MRSA und VRE und wird zur
Zeit klinisch getestet.’> 3l Das semisynthetische Teicoplanin-
derivat BI 397 ist ein Komplex aus sechs verwandten
Strukturen, die sich nur in der Zusammensetzung der N-Acyl-
seitenkette des N-Acylaminoglucuronsiure-Substituenten
unterscheiden. Es ist in vitro aktiver als Vancomycin und
Teicoplanin gegen Staphylokokken, einschlieBlich einiger
Teicoplanin-resistenter Stimme.” AuBerdem wurden gerin-
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gere Dosen und eine ver-
minderte Anzahl téglicher
Verabreichungen bendtigt,
um die Anzahl von Staphy-
lokokken in einer Modell-
infektion zu verringern.
Mycobakterien, eine
Klasse Gram-positiver Bak-
terien, zu denen die Tuber-
kulose- und Lepraerreger
gehoren, sind gegen eine
Vielzahl der gebréduchlichen
Antibiotika resistent. Dies
liegt an der Undurchléssig-
keit ihrer Zellwand, die sich
von der anderer Gram-
positiver  Bakterien in
mehreren Beziehungen un-
terscheidet.’™™) Das Peptido-
glycan der Mycobakterien
ist kovalent durch eine
Phosphodiesterbindung an
das Mycoylarabinogalactan
(mAG) gebunden. mAG
besteht aus D-Galactofura-
nosen, D-Arabinofuranosen
und Mycolinsduren (ver-
zweigte Fettsduren, ca. 90
C-Atome), die sich senk-
recht zur Arabinogalactan-
Peptidoglycanschicht  aus-
dehnen. Oberflachen-Gly-
copeptide lagern sich in die
Mycolinsdureschicht  ein,
wodurch eine Pseudolipid-
doppelschicht gebildet wird.
Eingeschlossen in das My-
colylarabinogalactan-Pepti-
doglycan-Geriist ~ befindet
sich  Lipoarabinomannan
(LAM), das hauptsichlich
fiir die Virulenz und Immu-

nopathogenese der mycobakteriellen Infektionen verantwort-
lich ist. Sowohl mAG als auch LAM enthalten p-Arabinofu-
ranose, die sonst nur sehr selten in der Natur vorkommt und
somit ein gutes Target fiir Antibiotika ist. Ethambutol, ein
natiirlich vorkommender Inhibitor der Arabinosyltransfera-

se,’ wird in der Behandlung der Tuberkulose verwendet und

seine antibiotische Wirkung ist spezifisch fiir Mycobakterien
(Schema 12). Da Ethambutol nur relativ schwach aktiv ist und
eine Reihe von Nebenwirkungen hat, wurden synthetische
Inhibitoren der Arabinosyltransferase untersucht, einschlief3-
lich einiger Ethambutol-Zucker-Hybride”” und aza-Analoga
der Arabinofuranose.® Leider waren die Verbindungen
weniger aktiv als das Ethambutol. Galactofuranose, ein
weiterer Bestandteil des mAG, kommt auch fast ausschlie3-
lich in Mycobakterien vor. Es wird tiber die aktivierte Form
UDP-Galactofuranose eingebaut, die durch das einzigartige
Enzym UDP-Galactopyranose-Mutase gebildet wird. Die
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Schema 12. A) Der Arabinosyltransferasedonor, der natiirlich vorkommende Inhibitor Ethambutol und
einige synthetische Derivate, B) die UDP-Galactopyranose-Mutase-Reaktion.

Ergebnisse der Strukturuntersuchungen dieses Enzyms konn-
ten seine Nutzung als Target fiir Antibiotika ermdglichen.[

4. Antibiotika, die die prokaryontische
Proteinbiosynthese hemmen

4.1. Macrolidantibiotika

Macrolide sind Sekundédrmetaboliten mit einer Vielzahl
unterschiedlicher Strukturen und Aktivititen. Sie bestehen
aus langen, verzweigten Fettsduren, die Makrocyclen bilden
(Schema 13). Meistens tragen die makrocyclischen Kern-
strukturen eine oder mehrere Zuckereinheiten, und diese sind
hiufig wichtig fiir die Aktivitdt der Makrolide. Erythromy-
cin A, ein 14-gliedriges Makrolid, wurde vor fast fiinfzig
Jahren entdeckt und wird seit langer Zeit als Antibiotikum
gegen Gram-positive Pathogene eingesetzt, insbesondere bei
Patienten, die gegen f-Lactam-Antibiotika allergisch sind.
Den Makrolid-Antibiotika wurde mit der Einfithrung semi-
synthetischer Erythromycin-A-Derivate wieder mehr Auf-
merksamkeit geschenkt, z.B. sind 9-(S)-Erythromycylamine
in vitro sehr aktiv gegen eine Reihe Gram-positiver Bakte-
rien, sie werden jedoch bei oraler Verabreichung nur schwach
absorbiert. Dirithromycin ist ein 9-N-11-0O-Oxazinderivat, das
zu Erythromycylamin metabolisiert wird. Es ist in vitro
genauso aktiv wie die Erythormycylamine, hat jedoch bessere
pharmacokinetische Eigenschaften.') Clarithromycin (6-
OMe-Erythromycin)'° und Azithromycin,['”?l das erste Aza-
lid, sind in sauren Medien stabiler als ihre Mutterverbindung
und koénnen daher oral verabreicht werden. Mit der Ein-
fihrung des Azithromycins wurde die Anwendungsbreite der
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Makrolid-Antibiotika auf Gram-
negative  Spezies  ausgedehnt.
Wahrscheinlich verbinden die Ma-
krolid-Antibiotika die 23S-Unter-
einheit der ribosomalen RNA, bei
der sie mit der Haarnadelschleife
35 der Doméne II und dem Bereich
der Domine V, der fiir den Peptid-
transfer verantwortlich ist, wechsel-
wirken.['® Dies 16st die Dissozia-

tion der Peptidyl-tRNA vom Ribo-
som wiahrend der Translokation
aus, was zu einer verfrithten Termi-
nation der Peptidkette fiihrt.

Die Biosynthese der Makrolide
und anderer Polyketide &hnelt der
Fettsduresynthese.'"! Beide wer-
den aus Acetateinheiten durch
komplexe Enzymsysteme (Fettsdu-
re- (FAS) und Polyketid-Synthase
(PKS)) aufgebaut. Typ I-PKS sind
riesige, multifunktionelle Proteine,
die getrennte Module mit Aktivi-
tdten, die denen der FAS &dhneln,
aufweisen. Jedes dieser Module
besteht aus drei bis sechs katalyti-
schen Dominen. Diese werden
normalerweise nicht iterativ ver-
wendet, d.h., jedes Modul ist fiir die Synthese eines be-
stimmten Teils des Polyketids verantwortlich. Somit bestimmt
die lineare Anordnung der Module die Struktur des Poly-
ketids. Typ II-PKS bestehen aus mehreren monofunktionalen
Proteinen und werden iterativ fiir alle synthetischen Schritte
verwendet. Typ I-PKS bilden Makrolide, wihrend Typ II-PKS
fiir die Synthese von kondensierten aromatischen Ringsyste-
men (z.B. Tetracycline) verantwortlich sind. Ausnahmen sind
allerdings einige Typ I-PKS aus Pilzen, die aromatische Poly-
ketide synthetisieren. Zudem gibt es eine Reihe PKS, die fiir
die Synthese von Polyethern und Polyenen verantwortlich ist.

Die Biosynthese der Makrolide kann in vier Phasen
unterteilt werden: Priming, Initiation, Elongation und Termi-
nation.'” Wihrend des Primings werden die Acyl-Carrier-
Proteine (ACP) der PKS mit prosthetischen Phosphopanto-
thein-Gruppen beladen. Diese fungieren als bewegliche
Arme an deren terminalen Thiolgruppen die Monomere
und die wachsende Kette gebunden sind. Das Kettenwachs-
tum wird durch die Ubertragung einer Monomereinheit von
Acyl-CoA auf das erste ACP initiiert. Die Verldngerung
erfolgt in Claisen-artigen Kondensationen von Acylbaustei-
nen mit der wachsenden Kette. Jedes PKS-Modul enthilt bis
zu drei zusétzlichen FAS-artigen Doménen fiir die Ketonre-
duktion, die Wasserabspaltung sowie die Reduktion der
daraus resultierenden konjugierten Doppelbindung. Die
An- oder Abwesenheit dieser Doménen und die Verschie-
denheit der Acylbausteine ergeben die strukturelle Vielfaltig-
keit der Makrolide. SchlieBlich katalysiert eine Thioesterase
einen intramolekularen Angriff, was zur Freisetzung des
cyclischen Makrolactons fiihrt. Diese Makrolidkernstruktur
wird héufig durch Enzyme wie Hydroxylasen, Glycosyltrans-

HO OH
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Clarithromycin Rl=CH; R2=0
9-(S)-Erythromycylamine Rl=H R? = (S)-NH,
N(CHs),
(0]
OCH3
Ie) OH
Dirithromycin
N\
s
N(CHs)2

A-179461, ein Anhydrolid

Schema 13. Strukturen einiger Macrolid-Antibiotika.

ferasen und Methyltransferasen modifiziert. In Abbildung 8
ist die Biosynthese des Erythromycin A dargestellt.

Die lineare Einteilung der PKS in Module wurde fiir die
Synthese neuer Makrolide und aromatischer Polyketide
genutzt.['% 171 Kenntnis der Funktionen der Dominen er-
moglicht die Synthese bestimmter neuer Strukturen durch
Ersetzen oder Inaktivierung einzelner Doménen.['% 1] Eine
Ausdehnung dieser Methode auf mehrere Kohlenstoffzentren
in einem einzelnen Molekiil ermoglichte die Synthese einer
Bibliothek mit 50-gliedrigen Makroliden,''”! was mit prépa-
rativen Methoden nur schwierig zu verwirklichen wire.

Wihrend die Polyketid-Biosynthese neue Derivate der
Makrolidkernstrukturen liefern kann, werden Untersuchun-
gen der Desoxyzuckereinheiten durch mehrere Hindernisse
erschwert. Obwohl die Gene, die die Proteine der Desoxyzu-
cker-Biosynthese kodieren, Teil des gesamten Makrolid-
Genclusters sind, wird ihre Identifizierung dadurch kompli-
ziert, dass sie zusammen mit Regulierungs- und Aglyconmo-
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CP-544372, ein 4" Carbamatmacrolid

difizierungsgenen iiber beide Enden des
PKS-Clusters verteilt sind. Des Weiteren
ist die Zuordnung eines Gens zu einem
bestimmten Glycosylierungsenzym in
Makroliden mit mehr als einem Zu-
ckersubstituenten schwierig. Fortschritte
auf dem Gebiet der Klonierung, der
Uberexpression und der molekularen
Zusammenstellung der Gene sowie die
Schlussfolgerungen, die sich daraus auf
die Mechanismen der Desoxyzucker-
Biosynthese ziehen lassen, sind in
mehreren Ubersichtsartikeln zusammen-
gefasst.[11-114]

Ein weiteres Hindernis in der Unter-
suchung der Desoxyzucker ist die auf-
wendige Synthese der aktivierten Nu-
cleosiddiphosphat-Desoxyzucker,  die
Zwischenstufen der Biosynthese sind;
Glycosyltransferasen {iibertragen Koh-
lenhydrate vom entsprechenden Zucker-
nucleotid auf die Acceptorhydroxygrup-
pe. Die Synthese der 2-Desoxyzucker-
nucleotide  stellt eine  besondere
Herausforderung dar, da die Stereoche-
mie am anomeren Zentrum nicht durch
den Nachbargruppeneffekt kontrolliert
werden kann. Zudem zersetzen sich die
aktivierten Zuckernucleotide relativ
leicht unter Hydrolyse und 1,2-Eliminie-
rung. Enzymatische Methoden konnten
eine grofle Vielzahl an Zuckernucleoti-

}40 den verfiigbar machen, so wird z.B. die

HN Substratspezifitdt einer a-p-Glucopyra-
OCH, nosylphosphatethymidylyltransferase

N, untersucht." Die Mehrheit der zwolf

- getesteten Glycosylphosphate (samtliche

a-pD-Hexosen und Monodesoxy-a-D-glu-
cosen) lieferten brauchbare Mengen der
Kondensationsprodukte mit TTP und
UTP. Interessanterweise schien die Sub-
stratspezifitdt des Enzyms von der bevorzugten Konformation
der Zucker abzuhéngen. Die Bedeutung dieser Arbeiten liegt
darin, dass nun viele Substrate fiir die Entwicklung von In-
vitro-Glycosylierungssystemen bereit stehen. Die Moglich-
keit, nicht natiirliche Zucker in Makrolid-Antibiotika ein-
zufithren, wurde sowohl im Methymycin, ein Polyketid mit
nur einem Zuckersubstituenten (Desosamin), als auch in
anderen Systemen gezeigt. In Streptomyces venzuelae wird
Desosamin durch eine Reihe von acht Genprodukten (Desl-
VIII) gebildet und an das Methymycinaglycon angefiigt
(Schema 14). ErwartungsgeméB fiihrte die Entfernung einer
der N-Methyltransferasen des Methymycins zu einem Ana-
logon, das einen Amino- statt eines Dimethylaminosubsti-
tuenten an der 3-Position des Desoxyzuckers trug.['"! Trans-
formation eines Aminotransferase-Gens (calH) der Calichea-
micin-Biosynthese in einen Methymycin produzierenden
Stamm lieferte ein Methymycin-Calicheamycin Hybrid, ']
wihrend die Transformation zweier Gene der Biosynthese
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von RNA-Sequenzen durch Makrolid-
Antibiotika konnte bisher noch nicht

|AT ACP KS AT KR ACP KS AT KR ACP

KS AT ACP KS AT DH ER KR ACP

gezeigt werden.

| | |
S S

S
oﬁ o o
HO HO

HO

Modul 5 Termination

Modul 6

KS AT KR ACP KS AT KR ACP TE

Erythromycin A

Abbildung 8. Veranschaulichung der Funktion einer modularen Polyketid-Synthetase am Beispiel der
Biosynthese des Erythromycins A (AT = Acyltransferase, ACP = Acyl-Carrier-Protein, KS = Ketosyn-
thase, KR = Ketoreduktase, DH = Dehydratase, ER = Enoylreduktase, TE = Thioesterase).

der Streptose (strM, strL) ein Methymycinanalogon mit
einem L-Rhamnosesubstituenten ergab.''8! Eine Ausweitung
dieser Methode konnte bald die kombinatorische Synthese
einer Vielzahl verschiedener Polyketide mit diversen Zu-
ckersubstituenten ermoglichen.

Die Rolle, die die Desoxysubstituenten der Polyketide fiir
deren pharmacokinetische Eigenschaften (ADME) wie Auf-
nahme, Verteilung, Metabolisierung und Ausscheidung ha-
ben, ist seit langem bekannt. In letzter Zeit wurden zusitz-
liche Bedeutungen, die die Zuckersubstituenten haben konn-
ten, untersucht. Desoxygenierte Zucker tragen hydrophile
und hydrophobe Gruppen, die auf dem starren Pyranringge-
riist fest angeordnet sind, was wichtig fiir die Targeterkennung
sein konnte. Die Beteiligung der Desoxyzucker an der
Erkennung von Bindungsstellen ist vor allem in Antitumor-
wirkstoffen, die gegen DNA gerichtet sind, untersucht wor-
den. DNA-Molekiile sind einfach herzustellen und stabiler als
RNA. Zudem ermoglicht die helicale und relativ stabile
Konformation der DNA NMR-Studien, so wurde z. B. gezeigt,
dass die Oligosaccharidkette des Calicheamicin sich in die
kleine Furche des DNA-Doppelstrangs einbettet, was die
aktive Endiin-Einheit zur Spaltung positioniert.l'"¥] Die Be-
teiligung der Desoxyzuckersubstituenten an der Erkennung

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641

Die Lincosamide, eine andere Klas-
se RNA-bindender Antibiotika, ent-
halten ebenfalls Kohlenhydrate. Das
semisynthetische Clindamycin hat die

L
-, _HN Rt

I ho( R

o
HO
HO Sme

LincomycinA R=PrR1=0OHR%=H
LincomycinB R =ft R1=0OH R2=H
Clindamycin

R=iPrRl=H RZ=Cl

natiirlich vorkommenden Lincomyci-
ne dank seiner starkeren Aktivitdt und
geringeren Nebeneffekten in der kli-
nischen Anwendung verdriangt. Ma-
krolide, Lincosamide und B-Gruppen-
Streptogramine haben iiberlappende
Bindungsplidtze auf der ribosomalen
50S-Untereinheit. Resistenz gegen alle
drei Gruppen (MLS;-Resistenz) kann
daher durch dieselbe spezifische Me-
thylierung der 23S-RNA erlangt wer-
den. Diese Modifizierung der riboso-
malen RNA wird durch Erm(erythro-
mycin ribosome methylation)-Me-
thyltransferasen katalysiert.'””) Das
Screening einer groBen Anzahl von
Verbindungen ergab eine Gruppe von
scheinbar nicht verwandten Chemikalien, die alle ErmC
inhibieren.'”!l Keiner dieser Hemmstoffe vermochte jedoch
die Wirkung des Erythromycins bei der Behandlung von S.-
aureus-Infektionen in Miusen zu steigern. In einer NMR-
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen kleinen Mo-
lekiilen und Methyltransferasen der Erm-Familie, wurde eine
Reihe von substituierten Triazinen identifiziert, die die
Aktivitdt von Lincosamiden und B-Gruppen-Streptogrami-
nen steigerten.'”?l Diese Leitstrukturen wurden durch die
parallele Synthese einer gro3en Zahl Analoga optimiert, was
zu einer Inhibierung der RNA-Methyltransferase im mikro-
molaren Bereich fiihrte. Zwei andere Resistenzmechanismen,
die nicht mit der MLSg-Resistenz im Zusammenhang stehen,
sind die chemische Modifizierung des Wirkstoffs (Phospho-
rylierung, Glycosylierung, Veresterung) sowie der aktive
Austritt durch die Membran (metE-Determinante) (siehe
Abbildung 1).

Ketolide sind 3-Descladinosyl-3-oxo-carbamat-Analoga
des Erythromycins und des Clarithromycins, die héufig eine
zusétzliche 11,12-cyclische Carbamatgruppe tragen.'”!! Das
Ketolid Telithromycin, das frither als HMR-3647 bezeichnet
wurde, hat nicht nur eine geringere Neigung Resistenz zu
induzieren als andere Makrolid-Antibiotika, sondern es weist

3633



AUFSATZE

C.-H. Wong und T. K. Ritter

malerweise  2-Desoxystrepta-
min, doch auch andere Amino-
cyclitole wie Streptidin (Strep-
tomycine), Actinamin (Specti-
nomycine) und Fortamin (Fort-
imicine) kommen vor. Die

DesVil 1
N-Acetylierung

HoN

315

HO
HO o1pp
CalH 1
OH OH
o
o o DeslIl o o DesIV o
HO HO HO
HO opo,2- HO o1pp HO o1pp

StrM
StrL

Schema 14. Biosynthese von Methymycin in Streptomyces venzuelae. Die dicken Pfeile zeigen zwei Syn-

thesewege fiir neue Makrolide mit nicht natiirlichen Zuckersubstituenten.

auch ein giinstiges pharmacokinetisches Profil auf und war in
einer Studie an Mdiusen sehr aktiv gegen Infektionen der
Atemwege.'”!l Anhydrolide, in denen eine Doppelbindung
zwischen C2 und C3 vorliegt,'®! und 4” Carbamatmacroli-
del'! haben In-vitro-Aktivititen, die mit denen der Ketolide
vergleichbar sind.

4.2. Aminoglycoside
Aminoglycoside bestehen aus sechsgliedrigen, carbacycli-
schen Kernen (Aminocyclitolen), die eine Reihe von Zu-

ckersubstituenten tragen (Schema 15). Dieser Kern ist nor-
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Aminoglycoside werden ge-
wohnlich nach ihren Amino-
zuckersubstituenten  Klassifi-
ziert. In der Neomycinfamilie
sind z. B. drei Aminozucker mit
der zentralen 2-Desoxystrepta-
mineinheit verbunden, wohin-
gegen Mitglieder der Kanamy-
cin- und Gentamycinfamilien
nur zwei Zuckersubstituenten

0 HOoTpp ) . .
© tragen. Die Aminoglycoside
Bgz:l l hemmen die Translation durch

Binden der weitgehend konser-
vierten A-Stelle der kleinen
ribosomalen 30S-Untereinheit
TDP (Abbildungen 9 und 10). Die
Struktur eines Komplexes des
Neomycinaminoglycosids Paro-
momycin mit einem Haarna-
delschleifenmodell an  der
A-Stelle konnte durch NMR-
Untersuchungen aufgeklart
werden.”! Die Wasserstoff-
briickendonoren der Amino-
glycoside sind auf dem Zu-
ckergeriist so angeordnet, dass
sie mit den konservierten Nu-
cleotiden der RNA wechselwir-
ken konnen. Diese Bindung in
einer Aushohlung der grofien
Furche, die durch eine Adenin-
Adenin-Fehlpaarung und ein
einzelnes ungepaartes Adenin
gebildet wird, 16st eine Ande-
rung der RNA-Konformation
NMez  aus, was zu einer Stabilisierung
des Komplexes aus tRNA und
A-Stelle fiihrt.l'””] Dies verhin-
dert ein wirkungsvolles Korrek-
turlesen, sodass fehlerhafte
Proteine entstehen konnen. Eine Anhéufung mutierter Mem-
branproteine storen dann die Integritdt der Bakterienhiille,
was eine verstirkte Aufnahme von Aminoglycosiden ermog-
licht, die dann zur Zelllyse fiihrt. Ein Anderung der RNA-
Konformation ist auch wichtig fiir die Wirkungsweise des
Aminoglycosids Spectinomycin,'®! durch das die Translo-
kation der tRNA von der A- zur P-Stelle gehemmt wird,
derselbe Schritt also, der auch durch das Makrolid-Antibio-
tikum Erythromycin inhibiert wird (siehe Abschnitt 4.1).
Aminoglycosidderivate wurden synthetisiert, um die Funk-
tion und Bedeutung der einzelnen strukturellen Elemente zu
untersuchen. Einfache Aminole binden eine vereinfachte
Modellstruktur der A-Stelle, was darauf hindeutet, dass die

Methymycin

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641



Streptomycin Spectinomycin

Schema 15. Einige natiirliche und semisynthetische Aminoglycoside: A) Gentamicin- und Kanamycin-Amino-
glycoside (AHB = Aminohydroxybutan), B) Neomycin-Aminoglycoside, C) andere Aminoglycoside.

1,3-Aminoleinheit das wichtigste Pharmacophor der Amino-
glycoside ist.l'”* 13 Monosaccharide, die das 1,3-Hydroxyamin
Substitutionsmuster der Aminoglycoside tragen, binden
Phosphodiester und die Hoogsten-Seite des Guanosins,['?”]
was auch schon in den Untersuchungen des Paromomycin-
A-Stellen-Komplexes beobachtet wurde (Abbildung 10).012¢]
Mit einer Bibliothek aus Derivaten des 6-Desoxy-6-amino-
GlcNAc wurde die Aktivitdt des 1,3-Hydroxyaminmotivs
weiter untersucht.3!l Da die genaue Lage des Idoserings IV
in der NMR-Struktur des RNA-Paromomycinkomplexes
unklar ist,[?) wurde dessen Bedeutung fiir die Bindung durch
eine Reihe von Neomycin-B-Derivaten, die sich im Idosering
unterscheiden, untersucht.!'*?l Verbindungen, in denen dieser
Ring durch ein Amin an einem beweglichen Linker ersetzt
wurde, sind als Antibiotika genauso aktiv wie Neomycin B.
Ihre Bindungsspezifitit fiir eine isolierte Haarnadelstruktur
der A-Stelle im Vergleich zu einer negativen Kontrolle ist
jedoch reduziert, vermutlich ist das Idosegeriist fiir die
korrekte Platzierung der positiven Ladung verantwortlich.
Das natiirlich vorkommende Neamin ist das einfachste
wirkungsvolle Aminoglycosid-Antibiotikum. Es wurde als
Kernstruktur in der Synthese neuer Aminoglycosidderivate
verwendet.'¥ Diese Analoga tragen eine Vielzahl von

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641
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A) Aminosubstituenten an der
6p s
R' R RY RY RS« RSP RY RV Y Y o R/ 5-PF)51t10n des 2-D.esoxyst¥ept-
: Nng ﬂ H NHCH3 8:3 8:3 8:3 8: H g:mgm:gmg; i o aAmn;s. Obwphl 1e\ilmgeudleser
2 2 3 M M Gentamicin C I naloga em ode er
NN OH OH OFF  Ghg O G on §  eneton ™ YA N AS ; .
A 3 CHy CHy Kanamycin A R -Stelle stidrker binden als
H OH OH OH NH, H H  OH H  GCHOH o mvcin B ! 0] i i i
n NH, OH OH NH, ~H H OH H  CHOH Topmmuan HO NHR! Neamin, sind sie dennoch
NH H OH NH H H OH H CHOH amikaci N o
AHBOH OH OH NH: H H OH H CHOH amkacin Il 95— OH schwichere Antibiotika. Ihre
AMBNHp H H NH, H H OH H  GCHOH Ring 0 . antibiotische Aktivitdt korre-
i NT"'Z liert besser mit der In-vitro-
Rs" F{“B‘ Hemmung der Translation, die
B) RO durch ein Luciferase-Reporter-
o gen gemessen wurde. Die Un-
HSO HAN terschiede der Affinitdt der
HoN 1 2 1 Aminoglycoside fiir die A-Stel-
HO o o e NHR le, je nachdem ob sie in einem
OH NH, “ R RS 1sollerFen Modell der A-Stelle
..0 OH H  NHy Neamin oder im Zusammenhang des
HoN Oy , . gesamten Ribosoms gemessen
& R OH \ ': ’\TH Ribostamyein werden, kann durch eine An-
I |
H_ NH, Neomycin B AHB NHZ Butirosiny zahl von Faktoren verursacht
2
H OH Paromomycin werden, z. B. konnten Wechsel-
wirkungen mit benachbarten
ribosomalen Proteinen die
c Aminoglycosidbindung stabili-
) HN._NH;, OH sieren oder das umgebende
HN H2Néol Ribosom konnte strukturelle
OHC O OHH NH, o 'CHSH HO-S]  NHCH, Auswirkungen auf die A-Stelle
e OH \[l\]l/H 9 o HN Vo haben. Wihrend der Entwick-
“Ho o 0A-0 NHCH3 N HzN lung eines Fluoreszenstestver-
HO OH 0 NH, fahrens fiir die RNA-Bindung
HO L/ NHCH, HO 2 ;
OH OH wurde beobachtet, dass Ami-

noglycoside, die eine fluores-
zierende Reportergruppe tra-
gen, an ein Modell der A-Stelle
mit groferer Affinitdt binden
als das urspriingliche Mole-
kill.l3 Diese Steigerung der Affinitdt wurde mit einer
Intercalation des Fluoreszenzfarbstoffs erklédrt. Eine syste-
matische Studie dieses Effekts fiihrte zur Entdeckung eines
Paromomycin-Thiazol-Orange-Hybrids, das 41-mal stéarker
als Paromomycin bindet und dennoch eine ausgezeichnete
Sperzifitit fiir die A-Stelle aufweist.['3]

Die Wirkungsweisen, die zur Resistenz gegen Aminogly-
coside fithren, beruhen auf Austrittsmechanismen und enzy-
matischen Modifizierungen der Wirkstoffe oder der Targets
(RNA-Methylierung). Klinisch von grofiter Bedeutung sind
die N-Acetylierung, O-Phosphorylierung und O-Nucleotidy-
lierung, die durch Aminoglycosidacetyltransferasen (AAC),
-phosphotransferasen (APH) und -adenyltransferasen
(AAD) katalysiert werden.'*! Eine groBe Zahl semisyn-
thetischer Aminoglycoside wurde entwickelt, um diese Resis-
tenzmechanismen zu bewiltigen.[®”] Besonders problema-
tisch ist die difunktionelle AAC(6")-APH(2"), die in gegen
viele Antibiotika resistenten S.-aureus und S.-epidermis-
Stammen zu finden ist. In Gegenwart dieses Enzyms sind
die meisten Aminoglycoside wirkungslos. Arbekacin, ein
semisynthetisches Derivat des Kanamycins, ist eine nennens-
werte Ausnahme; eine geringe Anzahl MRSA-Stimme mit
miBiger Resistenz gegen Arbekacin wurden in klinischen

Apramycin
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Abbildung 9. Die ribosomale 16S-RNA-Sequenz mit der A-Bindungsstelle (gelb) fiir Aminoglycoside.

Studien isoliert, jedoch waren keine stark resistenten Stimme
dabei.l*8] Arbekacin verdankt diese geringe Empfinglichkeit
fur Modifizierungsenzyme nicht nur dem 1-N-Aminohydro-
xybutyro-Substituenten und der Abwesenheit der 3'- und 4'-

3636

Hydroxygruppen, sondern auch der Tatsache, dass es seine
Aktivitdt auch nach einer Acetylierung durch mehrere AAC
beibehilt. 2'-Nitroderivate des Neamins und des Kanamycin
wurden synthetisiert, um die Inaktivierung durch APH(3') zu

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641
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Abbildung 10. A) RNA-Sequenzen, die mit der ribosomalen A-Stelle verwandt sind, B) NMR-Struktur des Paromomycin-A-Stellen-Komplexes,
C) mogliche Wechselwirkungen zwischen Hydroxylaminen und Phosphodiestern sowie der Hoogsten-Seite des GC-Basenpaares.

umgehen (Schema 16).1%1 Die 3’-phosphorylierten Verbin-
dungen, die durch die Reaktion dieser Derivate mit Modifi-
zierungsenzymen entstehen, eliminieren spontan zu Nitroal-
kenen, die dann mit einem Nucleophil in der aktiven Stelle in
einer Michael-Addition reagieren. Obwohl diese Verbindun-
gen die APH(3’) hemmen, kénnen sie dennoch die Resistenz
gegen Aminoglycoside nicht umkehren. Eine Umgehung der
APH(3’) wurde mit der Synthese eines 3’-Oxo-Kanamycin-
Derivates erlangt.l'*] Die hydratisierte Form dieses Ketons
kann als Substrat fir die APH(3') agieren. Das daraus
entstehende 3’-Phosphoderivat ist labil und eliminiert eine
Phosphatgruppe, wodurch das urspriingliche Keton gebildet
wird. Diese Modifizierung des Aminoglycosids verringerte
die MIC in Gegenwart des Resistenzenzyms APH(3')-Ia um
eine Groflenordnung.

Angew. Chem. 2001, 113, 3616-3641

In einer Oberflichen-Plasmonen-Resonanz(SPR)-spek-
troskopischen Studie wurde entdeckt, dass Neamin die
A-Stelle mit einer Stochiometrie von 2:1 und einer Dissozia-
tionskonstanten von ungefidhr 10 um fiir beide Stufen bin-
det.'] Um ein divalentes Aminoglycosid zu finden, das an
beide Bindungsplitze der A-Stelle bindet und somit eine hohe
Affinitat aufweist, wurde eine Reihe von Dimeren syntheti-
siert. Dimere mit einem beweglichen hydrophilen Linker
wiesen eine signifikant gesteigerte antibiotische Aktivitét auf.
Die nahezu lineare Korrelation zwischen dem ICsy- der
Translations-Inhibierung und der MIC zeigt, dass die Trans-
lation der Zielprozess dieser neuen Aminoglycosid-Antibio-
tikaklasse ist. Interessanterweise hemmen mehrere der Ne-
amindimere auch die APH(2"”)-Aktivitit des difunktionellen
APH(2")-AAC(6')-Modifizierungsenzyms. Diese dimeren
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Schema 16. A) Konzepte zur Uberwindung der Aminoglycosidresistenz durch Modifizierungsenzyme, B) Ami-

noglyosiddimere (APH = Aminoglycosidphosphotransferasen).

Neaminderivate stellen daher einen neuen Ansatz zur Be-
kdampfung der Aminoglycosidresistenz dar.

4.3. Everninomycine

Die Everninomycine, z.B. Everninomycin 13,384-1, sind
eine Klasse komplexer Oligosaccharid-Antibiotika, sie ge-
horen zur Familie der Orthosomycine, die eine oder mehrere
Orthoesterbindungen haben.['*?l Thre komplexe Struktur hat
das Interesse prédparativ arbeitender Chemiker auf sich

Cl

HO o ] :  OMe
o) : MeQ o

o
W "/O\"

OH

cl

OH
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gezogen und vor kurzem ge-
lang die Totalsynthese eines
Everninomycins.'¥!  Vermut-
lich hemmen die Everninomy-
cine die Translation von RNA
zu Proteinen durch eine Ver-
hinderung des Aufbaus des Ini-
tiierungskomplexes. Die Ever-
ninomycine sind sowohl in
vitro als auch in vivo gegen
MRSA und VRE aktiv, die
ersten Mitglieder dieser Klasse
waren jedoch toxisch. Ziracin,
ein Cyclodextrinkomplex des
Everninomycins 13,384-1, er-
wies sich in vivo als harmlos,
und derzeit werden Analoga
davon zur klinischen Priifung
entwickelt.'*]

o — Inaktivierung

NH2
OH

NH,

HoN

NH,
e} OH

OH 4.4. RNA als Target fiir

Arzneistoffe

Das Interesse an RNA als
Target fiir die Entwicklung
neuer Therapeutika ist in letz-
ter Zeit stark gewachsen, und
Aminoglycoside dienten als
Musterbeispiel fiir diesen An-
satz.*> 141 Im  Allgemeinen
werden die Proteinsynthese,
Reifung der mRNA und die
Wechselwirkungen  zwischen
den Ribonucleoproteinen und
der RNA als viel versprechendste Angriffsflichen gesehen.
Da die funktionellen Doménen der RNA stéirker konserviert
sind als der Aufbau der aktiven Zentren der Enzyme, sollte
sich Resistenz in RNA-Targets nur langsam bilden. Typ-I des
HI-Virus (HIV-I) entwickelte z.B. sehr schnell Resistenz
gegen Enzyminhibitoren. Targets, die auf RNA basieren,
konnten einen moglichen Ausweg darstellen. Aminoglycoside
storen die Wechselwirkung zwischen der trans-aktivierenden
Region (TAR) und dem korrespondierenden Peptid (Tat)!'47]
sowie zwischen dem viralen Transaktivatorprotein (Rev) und
dem Rev-Response-Element (RRE).['*] Diese regulierenden
Wechselwirkungen sind fiir die Fort-
pflanzung der Viren notwendig. In einer
Bibliothek aus Neaminderivaten, die in
einer vier Komponenten Ugi-Reaktion
gebildet wurde, wurden Verbindungen
entdeckt, die RRE stirker binden als
Neamin.'! Da die Bindung des Rev-
Peptids an RRE die Ausstiilpung einer
einzelnen Base auslost, wurde ange-
nommen, dass ein Hybrid aus einem
Aminoglycosid und einem Intercalator
eine starke Affinitidt fiir RRE haben
konnte.>"1 Tatséchlich ist ein Neomy-

OH

o )mo
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cin-Acridin-Konjugat der stidrkste bekannte kompetitive
Hemmstoff der Rev-RRE-Bindung mit einer Affinitét, die
nur um das Zweifache geringer als die des Rev-Peptids ist. In
der zystischen Fibrose (Mukoviszidose) fiihrt eine Punktmu-
tation einen Stopcodon in das CFTR(cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator)-Gen ein. Die Zugabe von
Aminoglycosiden zu einem In-vitro-Expressionssystem fiir
mutierte CFTR fiihrte zu einer Fortsetzung der Translation
iiber den Stopcodon hinaus.>!! Es wird angenommen, dass
Fusionsgene, die durch chromosomale Translokation entste-
hen, die Ursache bestimmter Krebsarten sind. Antisense-
Verbindungen gegen diese Bruchstellen hemmen das Tumor-
wachstum.["2 153 Eine Bibliothek aus Neaminderivaten wurde
auf ihre Bindungsaffinititen an zwei dieser Fusionsgene
(PAX3-FKHR und Bcr-Abl) getestet.[>¥ Die stérksten Bin-
dungen wiesen polyaminsubstituierte Derivate mit einer
Dissoziationskonstanten unterhalb des mikromolaren Be-
reichs auf. Die Affinititen der Aminoglycoside legt die
Vermutung nahe, dass diese die Expression von Genen
regulieren konnen. Des Weiteren fungieren Aminoglycosid-
Antibiotika als Hemmstoffe katalytischer RNA, wie dem
Group-I-Intron,'>! dem Hammerheadribozym*® und dem
Ribozym des Hepatitis-Delta-Virus (HDV).I'*7]

Die jetzigen und zukiinftigen Fortschritte in der funk-
tionalen Genomanalyse und der Aufklirung des Genoms
verschiedener Spezies lassen erwarten, dass einzigartige
RNA-Sequenzen als Targets fiir neue Wirkstoffe identifiziert
werden konnen. Aminoglycoside konnten als wichtige Quelle
fiir kleine, RNA-bindende Molekiile dienen. Die Entwick-
lung wirkungsvoller kombinatorischer Methoden fiir die
Synthese von Aminoglycosiden stellt daher einen neuen
wichtigen Forschungszweig dar. Die programmierbare Ein-
topfsynthese von Oligosacchariden,!'*!! die einen relativ ein-
fachen Zugang zu diesen Verbindungen bietet, sollte zur
Synthese von Aminoglycosid-Bibliotheken genutzt werden.
Dies sollte in Kombination mit den Methoden, die in der

Genom- und Proteom-Forschung angewendet werden (Ab-
bildung 11), fiir die Entdeckung und Evaluierung von RNA-
bindenden Molekiilen von Nutzen sein.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung neuer Antibiotika zur Umgehung des
Resistenzproblems ist ein wichtiges Teilgebiet der Wirkstoff-
Forschung. Der in diesem Aufsatz beschriebene auf Kohlen-
hydraten basierende Ansatz stellt eine relativ neue Vorge-
hensweise dar, und mehrere der gefundenen Strukturen
scheinen interessante Kandidaten fiir die Antibiotika-Ent-
wicklung zu sein. Neue Methoden, die in letzter Zeit auf dem
Gebiet der Kohlenhydratforschung entwickelt wurden, stellen
nicht nur einen Fortschritt auf diesem Gebiet dar, sondern
erdffnen eine neue Richtung fiir die Entwicklung neuer
Wirkstoffe. Ein erweitertes Verstdndnis der Genome von
Bakterienarten und Fortschritte in der funktionalen Genom-
und Proteom-Forschung, sollten die Identifizierung weiterer
Targets fiir Antibiotika zur Folge haben.
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