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Antimalaria-Wirkstoffe

E twa 40 % der Weltbevilkerung leben in Malariagebieten. Jihrlich

Angewandte

Aus dem Inhalt

erkranken 300 bis 500 Millionen Menschen an Malaria, bis zu 2.5

Millionen sterben an den Krankheitsfolgen. Obwohl Malaria in vielen
Teilen der Welt bereits als ausgerottet galt, nimmt die Zahl der Fiille
auch in diesen Gebieten wieder zu. Der wichtigste Grund fiir diese

bedrohliche Entwicklung ist die zunehmende Verbreitung von

Resistenzen gegen Antimalaria-Wirkstoffe, insbesondere gegen das am
hiufigsten verwendete Chloroquin. Seit Mitte der siebziger Jahre
wurde die Entwicklung neuer Wirkstoffe vernachlissigt. Dafiir ist
neben dem Wegfall kolonialer und militirischer Interessen auch das

beschrinkte Marktpotenzial verantwortlich. Unterstiitzt durch

offentliche Forderprogramme werden erst seit kurzem wieder inten-
sivere Forschungsaktivititen unternommen. Fortschritte verspricht
man sich vor allem von der Sequenzierung des Genoms von Plas-
modium falciparum, dem Malaria-Erreger, sowie von modernem

Wirkstoff-Design.

1. Einleitung

Malaria wird durch die Infektion mit Protozoen der
Gattung Plasmodium verursacht. Vier humanpathogene
Plasmodium-Arten sind bekannt, die zu jeweils spezifischen
Krankheitsbildern fithren: P. falciparum (Malaria tropica), P.
vivax (Malaria tertiana), P. ovale (Malaria tertiana) und P.
malariae (Malaria quartana); die letzten beiden Spezies
treten nur relativ selten auf. Die Parasiten werden durch
Stechmiicken der Gattung Anopheles tibertragen. Nach dem
Stich einer infizierten Miicke kommt es zunéchst zu einer
symptomfreien Infektion der Leber (Abbildung 1). Nach
einer Inkubationszeit von durchschnittlich einer Woche
werden Blutstadien gebildet, die sich in den Erythrozyten
vermehren. Ein Teil der Parasiten entwickelt sich zu
geschlechtlichen Stadien, sog. Gametozyten, die zur erneuten
Infektion einer Miicke fiihren, wenn sie bei einer Blutmahl-
zeit aufgenommen werden. Fiir die klinische Manifestation
der Malaria sind ausschlieBlich die erythrozytiren Stadien
verantwortlich. Mit der Freisetzung der Parasiten aus den
infizierten Erythrozyten gelangen Zellbestandteile in die
Blutbahn, die fiir die Entstehung des Fiebers verantwortlich
sind. Die meisten todlichen Infektionen werden durch P.
falciparum verursacht. Durch diesen Parasiten werden spe-
zielle Proteine in die Erythrozytenmembran eingelagert, die
die Anheftung der infizierten Erythrozyten an den Winden
pravenoser Kapillaren bewirken, sodass es zur Blockade der
BlutgefiBe kommt. Uber diesen Mechanismus kann die
Obstruktion von GehirnmikrogefidBen zur cerebralen Malaria
filhren, die in komatosen Zustidnden endet und ohne unver-
ziigliche Behandlung todlich verlduft. Bei den Spezies P. vivax
und P. ovale konnen die Leberstadien als sog. Hypnozoiten
jahrelang iiberdauern und regelmifBige Krankheitsausbriiche
verursachen.

Bis in die Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts war Malaria
eine der am intensivsten beforschten Krankheiten der west-
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lichen Medizin. Zu dieser Zeit war Malaria auch noch in
Teilen Europas und Nordamerikas endemisch. Erste Ansétze
zur gezielten Therapie bedienten sich zu Beginn des acht-
zehnten Jahrhunderts der Rinde des in den Anden beheima-
teten Cinchona-Baums, die bereits seit Anfang des siebzehn-
ten Jahrhunderts zur Behandlung von Fieber eingesetzt
wurde."! 1820 wurde Chinin (1, Abbildung?2) als aktiver
Inhaltsstoff aus der Rinde isoliert und fiir die Behandlung von
Malaria verwendet. Somit ist Malaria eine der ersten Krank-
heiten, die durch eine chemische Reinsubstanz behandelt
wurden. Ausgehend von der Beobachtung, dass sich Methy-
lenblau (2, Abbildung?2) in mikroskopischen Préiparaten
selektiv in den Parasiten anreichert, konnte Paul Ehrlich
1891 zwei Malariapatienten mit diesem Farbstoff heilen.”
Hier wurde erstmals ein synthetischer Wirkstoff beim Men-
schen eingesetzt. Nach heutigen Erkenntnissen wirkt Methy-
lenblau (2) als Glutathion-Reduktase-Inhibitor und stort
dadurch den Redoxhaushalt des Parasiten.”* Durch Deriva-
tisierung der Methylenblau-Struktur wurde 1925 Pamaquin
(3, Plasmoquin, Abbildung?2) synthetisiert, das erste 8-
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Abbildung 1. Entwicklungszyklus des Malariaerregers P. falciparum.
Beim Stich einer infizierten Anopheles-Miicke werden Sporozoiten inji-
ziert (1). Die Sporozoiten dringen in Leberzellen ein und vermehren
sich dort 10000- bis 30000-fach (2). Die freigesetzten Merozoiten
gelangen in die Blutbahn und infizieren Erythrozyten (3). In den Ery-
throzyten l4uft die asexuelle Reproduktion in 48h-Zyklen ab. Dabei
erfolgt eine Differenzierung vom Ringstadium (4) tiber das Trophozo-
itenstadium (5) zu Schizonten (6). Im Segmenter-Stadium (7) teilen
sich die Schizonten in meist 16 Merozoiten, die durch Platzen der Ery-
throzyten freigesetzt werden und neue Erythrozyten infizieren (8).
Unter dem Einfluss von Stressfaktoren differenzieren sich einige der
erythrozytiren Parasiten zu weiblichen (9) und minnlichen Gametozy-
ten (10). Diese Gametozyten werden bei einem erneuten Miickenstich
mit der Blutmahlzeit aufgenommen (11). Im Mitteldarm der Miicke
entwickeln sich die weiblichen Gametozyten zum Makrogameten (12),
und die miannlichen Gametozyten bilden jeweils vier bis acht bewegli-
che Mikrogameten (13). Verschmelzung der Gameten (14) ergibt eine
bewegliche Zygote (Ookinet) (15), die das Darmepithel durchdringt
(16) und an der Darmauflenwand zur Oocyste heranwichst (17). In
der Oocyste entstehen Tausende von beweglichen Sporozoiten, die
nach Platzen der Oocyste frei werden (18) und sich in den Kanilen der
Speicheldriise sammeln (19).

Aminochinolin, welches die Riickfille bei einer P-vivax-
Infektion verhindern konnte.”! 1932 wurde Mepacrin entwi-
ckelt (4, Atebrin, Quinacrin, Abbildung2), das gegen die
Blutstadien von P. falciparum aktiv ist. Beide Substanzen

Prof. Dr. Martin Schlitzer studierte Pharmazie und Chemie an der Philipps-
Universitidt Marburg, wo er 1993 in Pharmazeutischer Chemie promo-
vierte. 1993—1994 war er als Postdoc bei Prof. C. R. Johnson in Detroit.
Nach seiner Habilitation fiir Pharmazeutische Chemie 2000 (Philipps-Uni-
versitiit Marburg) ist er seit Oktober 2001 Professor fiir Pharmazeutische
Chemie an der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen.
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wurden in groem Umfang im Zweiten Weltkrieg eingesetzt,
vor allem im Siidwestpazifik.

Chloroquin (5), das bereits 1934 synthetisiert worden war,
wurde wegen anfinglicher Bedenken hinsichtlich seiner
Toxizitdt erst seit 1946 verwendet. Seitdem hat sich § als der
wichtigste und effektivste Antimalaria-Wirkstoff erwiesen,
der jemals eingesetzt wurde; es spielte deshalb eine zentrale
Rolle in verschiedenen Programmen, die zur globalen Aus-
rottung der Malaria fithren sollten. Mit dem Ziel einer
moglichst flachendeckenden prophylaktischen Behandlung
der Bevolkerung wurde S in Teilen Stidamerikas, Afrikas und
Asiens dem Speisesalz zugesetzt. Moglicherweise als Folge
davon traten am Ende der fiinfziger Jahre die ersten Fille von
Chloroquin-Resistenz auf. Heute kommen Chloroquin-re-
sistente P-falciparum- und P.-vivax-Stamme in allen Ende-
miegebieten vor. Britische Forschung wihrend des Zweiten
Weltkriegs fiihrte zur Entwicklung von Proguanil (6, Abbil-
dung 2), das wiederum als Prototyp fiir die Entwicklung von
Pyrimethamin (7, Abbildung 2) im Jahr 1950 diente. Wegen
der hohen Verluste durch Chloroquin-resistente Malaria
wihrend des Vietnam-Kriegs wurde die Entwicklung der
Antimalaria-Wirkstoffe Mefloquin (8) und Halofantrin (9,
Abbildung 2) durch amerikanische Militdrwissenschaftler
forciert.

FEine vollig andere Wirkstoffgruppe entstammt der tradi-
tionellen chinesischen Medizin. Der Einjéhrige Beifuss Arte-
misia annua wird seit mindestens 2000 Jahren in China als
Heilpflanze verwendet, urspriinglich gegen Hadmorrhoiden,
seit 1596 auch fiir die Behandlung von Fieber. 1972 wurde das
Sesquiterpen Artemisinin (10, Qinghaosu, Abbildung2) als
aktiver Inhaltsstoff mit potenter Antimalaria-Aktivitit iso-
liert.”! Heute werden Artemisinin-Derivate vor allem in
Stidostasien routinemafig fiir die Malariabehandlung ein-
gesetzt.

Seit den zwanziger Jahren wurden fiir das Routinescree-
ning nach Antimalaria-Wirkstoffen Kanarienvogel verwen-
det, die mit P, relictum, einer Vogel-spezifischen Plasmodium-
Spezies, infiziert wurden.” P. relictum wurde 1935 vollstindig
durch P, gallinaceum verdriangt, mit dem die Infektion frisch
geschliipfter Kiiken moglich ist. Seit der Entdeckung des
Nager-spezifischen Parasiten P. berghei (1948) wurden zuneh-
mend Malaria-Modelle in Méusen eingesetzt, die noch heute
die wichtigsten In-vivo-Testsysteme fiir neue Wirkstoffe
darstellen.®! Echte Tiermodelle fiir die humanpathogenen
Plasmodium-Spezies sind nur in Affen moéglich und deshalb
nur beschrinkt verfiigbar. 1976 gelang die Kultur von P,
falciparum in vitro in einem Nihrmedium, dem menschliche
Erythrozyten zugesetzt wurden.”! Seitdem bereitet der Test
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der Universitit Wiirzburg, wo er 1998 bei Prof. M. Lanzer iiber die Interak-
tion des Malariaparasiten P. falciparum mit dem Complementsystem und
den Natrium-Protonen-Austauscher von P. falciparum als potenzielle Ziel-
struktur fiir neue Antimalaria-Wirkstoffe promovierte. Anschliefiend arbei-
tete er bei der Jomaa Pharmaka GmbH in Giefien an der Entwicklung von
Fosmidomycin und anderen Inhibitoren der Mevalonat-unabhdngigen Iso-
prenoidsynthese zur Behandlung von Malaria. Seit 2002 setzt er seine For-
schung am Biochemischen Institut der Universitit Giefien in der Arbeits-
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Abbildung 2. Historisch bedeutende und aktuelle Antimalaria-Wirkstoffe.

einer groBeren Anzahl von Substanzen auf Antimalaria-
Aktivitdt kaum noch Probleme. Die Anwendung molekular-
biologischer Methoden auf Malaria-Parasiten ist moglich,
aber wegen des extrem hohen Anteils von Adenin- und
Thyminbasen an der P-falciparum-DNA oft mit Schwierig-
keiten verbunden. Vor allem die rekombinante Expression
von P-falciparum-Genen in Escherichia coli ist hiufig prob-
lematisch. Inzwischen konnte das Genom von P. falciparum
vollstindig sequenziert werden."”! Diese Daten werden fiir
die Identifizierung neuer Wirkstoff-Targets besonders niitz-
lich sein.

Die inzwischen weit verbreiteten Resistenzen gegen
Chloroquin (5) und die Antifolat-Kombination Pyrimeth-
amin(7)-Sulfadoxin(11) (Abbildung2) sind der wichtigste
Grund fiir die zunehmende Ausbreitung der Malaria.'!
Bereits vorhandene alternative Wirkstoffe kommen in den
am schwersten betroffenen Léndern wegen ihrer hohen
Kosten kaum in Betracht. Weitere Faktoren, die zur Ver-
schlimmerung der Malariasituation beitragen, sind die Ver-
nachlédssigung von Kontrollprogrammen, Resistenzen der
Anopheles-Miicken gegen DDT, kriegsbedingte Bevolke-
rungsbewegungen sowie Umwelt- und Klimaverdnderun-
gen.'"” Dabei hat seit Mitte der siebziger Jahre das indus-
trielle und militdrische Interesse an der Entwicklung neuer
Antimalaria-Wirkstoffe stark nachgelassen. Trotz intensiver
Forschungsaktivititen wird eine wirksame Schutzimpfung
gegen Malaria in absehbarer Zeit nicht verfiigbar sein.
Deshalb besteht die dringende Notwendigkeit fiir die ziigige
Entwicklung von effektiven, sicheren und kostengiinstigen
Chemotherapeutika. In jiingster Zeit wurden verschiedene
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Forderprogramme aufgelegt, um die Entwicklung neuer
Malariamedikamente trotz des geringen wirtschaftlichen
Interesses zu ermdglichen.'>¥ Die biologischen Ziele der
aktuellen Forschung sind sowohl Zellfunktionen wie der
Hém- und der Folat-Stoffwechsel, die bereits die Angriffs-
punkte etablierter Substanzen darstellen, als auch bisher noch
nicht genutzte biochemische Reaktionswege wie die Fett-
sduresynthese, die Protein-Farnesylierung und die Mevalo-
nat-unabhéngige Isoprenoidsynthese. Abbildung 3 gibt einen
Uberblick iiber alte und neue Targets und ihre intrazelluldre
Lokalisation.

2. Etablierte Antimalaria-Wirkstoffe
2.1. 4-Aminochinoline und Arylaminoalkohole

Die Strukturen von 4-Aminochinolin- und Arylaminoal-
kohol-Antimalaria-Wirkstoffen leiten sich vom Chinin (1) ab,
dem pharmazeutisch wirksamen Inhaltsstoff der Cinchona-
Rinde. 1 spielt trotz seiner relativ geringen Effizienz und
schlechten Vertréglichkeit nach wie vor eine wichtige Rolle
bei der Behandlung von Infektionen mit multiresistenten P.-
falciparum-Stammen. Wegen seiner guten Loslichkeit wird 1
vor allem als intravendse Formulierung zur Behandlung
komplizierter Malariafélle verwendet, wenn eine orale Medi-
kation nicht moglich ist. Das synthetische 4-Aminochinolin-
Derivat Chloroquin (5, Abbildung 2) ist wegen seiner hohen
Wirksamkeit, relativ guten Vertréiglichkeit und kostengiins-
tigen Produktion noch immer der wichtigste Antimalaria-
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Abbildung 3. Schematische Darstellung eines P.-falciparum-infizierten
Erythrozyten mit der intrazelluliren Lokalisation verschiedener Wirk-
stoff-Targets.

Wirkstoff. Die Verwendung des nahe mit § verwandten
Amodiaquins (12, Abbildung 4) wurde wegen des gelegent-
lichen Auftretens einer Agranulozytose bei prophylaktischer
Anwendung seit Mitte der achtziger Jahre eingeschrénkt. In
jingerer Zeit wird 12 aber wieder vermehrt eingesetzt, da es
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O
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Amodiaquin 12 Lumefantrin 22

Abbildung 4. Arylaminoalkohol- und 4-Aminochinolin-Wirkstoffe.

in den meisten Fillen gute Aktivitit gegen Chloroquin-
resistente Parasiten zeigt."”! Mefloquin (8, Abbildung 2) und
Halofantrin (9) sind Arylaminoalkohol-Derivate mit grof3er
Ahnlichkeit zu 1. Mefloquin (8) gilt als Standardmedikation
bei Chloroquin-resistenter Malaria, seine Verwendung ist
aber wegen neuropsychiatrischer Nebenwirkungen und des
hohen Preises limitiert.'! Halofantrin (9) ist hochwirksam,
wird aber wegen der Gefahr von Herzrhythmusstorungen nur
noch beschrinkt eingesetzt;'"”) auBerdem treten Kreuzre-
sistenzen mit 8 auf.

Man nimmt an, dass die 4-Aminochinoline die Entgiftung
von freiem Hidm storen, das beim Abbau von Hamoglobin
entsteht.'®!”) Vor allem wihrend des Trophozoiten- und
frithen Schizontenstadiums nehmen die Parasiten iiber
einen Phagozytose-dhnlichen Vorgang das hdamoglobinhaltige
Cytoplasma des Wirtserythrozyten auf und transportieren es
in die zentrale Nahrungsvakuole (Abbildung 3). Dort wird
das Héamoglobin durch verschiedene Proteasen in kleine
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Peptide zerlegt, die anschlieBend in das Cytoplasma der
Parasiten transportiert werden. Das dabei freigesetzte Ham
wirkt durch oxidative Schédigung potenziell toxisch und wird
deshalb in Form von lichtmikroskopisch sichtbaren Kristal-
len, dem so genannten Hdmozoin oder Malariapigment, in
der Vakuole deponiert. Dieser Vorgang wird im Allgemeinen
als Hampolymerisation bezeichnet. Daneben wird H&am
durch Reaktion mit Wasserstoffperoxid abgebaut, das durch
die Oxidation des freigesetzten Hidms von einem Fe'- zu
einem Fe™-Zustand entsteht.”” AuBerdem diffundiert ein
Teil des Hams in das Cytoplasma und wird iiber einen
Glutathion-abhiingigen Mechanismus abgebaut.”!! Es ist
relativ gut belegt, dass sowohl die Hampolymerisation als
auch der oxidative und Glutathion-abhingige Abbau von
Hiam durch 4-Aminochinoline inhibiert werden. Inwieweit
dieser Wirkmechanismus auch fiir die Arylaminoalkohole
eine Rolle spielt ist nicht sicher.”! Mefloquin (8) und Chinin
(1) inhibieren moglicherweise die Aufnahme von Hamoglo-
bin aus der Wirtszelle.”

2.2. Antifolat-Wirkstoffe

Neben Chloroquin (5) ist die Antifolat-Kombination
Sulfadoxin-Pyrimethamin (Fansidar, S/P; Abbildung 2) die
am hiaufigsten verwendete Medika-
tion gegen Malaria.'” Pyrimethamin
(7) inhibiert die Dihydrofolat-

D Reduktase (DHFR), das Sulfonamid

oH Sulfadoxin (11) hemmt die Dihy-

O dropteroat-Synthase, ein weiteres

HN N Enzym des Folat-Stoffwechselweges.

/@\)j/\hlj/o\ Allerdings wird bei iibermaBiger

Ao Anwendung eine rasche Resistenz-

N entwicklung beobachtet. Bei prophy-

laktischer Anwendung kann es zu

Hypersensitivitdtsreaktionen gegen

den Sulfonamidanteil kommen, die

zu einer toxischen epidermalen

Nekrolyse fiihren (Steven-Johnson-

Syndrom). Deshalb wurde die Zulassung fiir Sulfadoxin-
Pyrimethamin in einigen Industrienationen zuriickgezogen.

Haiufig eingesetzt wird auBerdem Proguanil (6), das iiber
eine Cytochrom-P450-abhidngige Reaktion in Cycloguanil
(13), einen weiteren Inhibitor der Dihydrofolat-Reduktase,
umgewandelt wird (Abbildung5). 6 ist gut vertrdglich,
besitzt als Monotherapeutikum aber nur geringe Effizienz,
sodass es meist in Kombination mit Chloroquin (5) eingesetzt
wird.l®!

Pyronaridin 28

2.3. Artemisinin-Derivate

Seit 20 Jahren werden neben Artemisinin (10) und
Dihydroartemisinin (14) vermehrt die halbsynthetischen
Artemisinin-Derivate Artemether (15), Arteether (16) und
Artesunat (17) eingesetzt (Abbildung 6).%*! Die hauptsich-
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Abbildung 5. Antifolat-Wirkstoffe: Proguanil (6), Chlorproguanil (25)
und PS-15 (27) werden durch eine Cytochrom-P450-abhéngige Reak-
tion in die bioaktiven cyclischen Derivate (z.B. 13) uiberfiihrt.
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Abbildung 6. Artemisinin-Derivate in klinischer Verwendung. Zu den
Konfigurationen am acetalischen Zentrum von 14 und 17 finden sich
in der Literatur unterschiedliche Angaben !

lich wirksame Substanz ist das durch Metabolisierung entste-
hende 14. Die Artemisinin-Derivate wirken schneller als alle
anderen Antimalaria-Wirkstoffe; die Patienten sind meist
nach ca. 32 Stunden parasiten- und fieberfrei, wéahrend bei
den iibrigen Wirkstoffen zwei bis drei Tage bendétigt

Fe"-Ham

Artemisinin 10

Angewandte

werden.™  AuBerdem besitzen die Artemisinin-Derivate
Aktivitdt gegen die sexuellen Parasitenstadien (Gametozy-
ten), die fiir die Infektion der Anopheles-Miicken und damit
die Ubertragung der Krankheit verantwortlich sind. Wegen
der kurzen Halbwertszeit ist eine Behandlungsdauer von fiinf
bis sieben Tagen fiir eine vollstindige Eliminierung der
Parasiten notwendig. Um die Therapiedauer zu verkiirzen
und der Entwicklung von Resistenzen vorzubeugen, werden
Artemisinin-Derivate zunehmend mit anderen Antimalaria-
Wirkstoffen mit lingerer Halbwertszeit kombiniert. So wird
in Teilen Thailands eine Kombination von Artesunat (17) mit
Mefloquin (8) als Standardtherapie empfohlen.”! Von zuneh-
mender Bedeutung ist auBerdem die rektale Applikation von
17, besonders bei Kleinkindern mit komplizierter Malaria,
wenn die intravendse Applikation von Chinin (1) wegen
schlechter medizinischer Infrastruktur nicht moglich ist.”*2")
Obwohl aus Tierversuchen neurotoxische und embryotoxi-
sche Aktivititen bei hoheren Dosen bekannt sind, scheint die
Anwendung von Artemisinin-Derivaten beim Menschen
ausgesprochen sicher zu sein: Uber zwei Millionen Patienten
sind bis heute behandelt worden, und erst zwei Fille mit
ernsten Nebenwirkungen (Hypersensibilitatsreaktionen) sind
bekannt.?*

Der Wirkmechanismus der Artemisinin-Derivate beruht
offenbar auf der Spaltung der Peroxofunktion durch Fe'-
H:im in der Nahrungsvakuole (Abbildung 3).F! Die entste-
henden freien Radikale fithren zur Alkylierung eines Teils des
Hiams und verhindern so moglicherweise seine Detoxifika-
tion, @hnlich wie es fiir die 4-Aminochinoline angenommen
wird (Abbildung 7).F? AuBerdem gibt es Hinweise auf eine
Schiadigung der Parasiten durch die Alkylierung essentieller
Proteine.[*’]

2.4. Antibiotika

Verschiedene Antibiotika, die auch in der antibakteriellen
Therapie verwendet werden, sind gegen Malaria aktiv. Thre
Wirkung beruht darauf, dass Malariaparasiten sowie andere
Vertreter des Stamms Apicomplexa tiber ein besonderes,
Plastiden-dhnliches Organell verfiigen.**! Dieser Apico-
plast (Abbildung 3) ist wahrscheinlich im Laufe der Evolu-
tion durch Endosymbiose mit einer einzelligen Alge entstan-
den. Der Chloroplast der Alge hat seine Photosynthese-
Aktivitdt verloren und erfillt verschiedene metabolische
Funktionen. Bekannt ist, dass die Synthese von Isoprenoiden,
Fettsduren und moglicherweise von Ham im Apicoplasten

_ HOOC

Abbildung 7. Mechanismus-Vorschlag fiir die radikalische Alkylierung von Him durch Artemisinin.
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erfolgt (siche Abschnitte 4.4 und 5.4).5% Der Apicoplast
verfiigt noch tiber ein rudimentéres Genom, das fiir tRNAs,
rRNAs, RNA-Polymerasen und ribosomale Proteine codiert,
und damit ausschlieBlich fiir die Selbstreplikation des Orga-
nells verantwortlich ist. Sémtliche Enzyme, die an den
metabolischen Funktionen des Apicoplasten beteiligt sind,
werden durch das Genom im Zellkern codiert und iiber eine
spezifische aminoterminale Erkennungssequenz in den Api-
coplasten transportiert. Entsprechende Antibiotika inhibie-
ren die Prokaryonten-dhnliche RNA-Synthese (Rifampicin,
18, Abbildung 8) und Protein-Synthese (Tetracycline, Makro-
lide, Lincosamide) im Apicoplasten.’”! Die Wirkung der

H O OH
J2

1 OH

H
OH_-N-

Doxycyclin 19

Clindamycin 20 Azithromycin 21

Abbildung 8. Antibiotika fiir die Malariatherapie.

Tetracycline beruht auch auf der Inhibition der mitochon-
drialen Proteinsynthese.”” Die metabolische Funktion des
Apicoplasten wird durch die Antibiotika zunéchst nicht
gestort, allerdings ist die Selbstreplikation des Organells
nicht mehr moglich. Folglich sterben die Parasiten mit einer
charakteristischen verzogerten Kinetik im zweiten Replika-
tionszyklus nach Kontakt mit dem Antibiotikum. Deshalb
dauert es nach der Behandlung eines Malariapatienten mit
einem Antibiotikum ca. vier Tage bis eine Besserung der
Symptome eintritt.’¥ Wegen ihrer langsamen Wirkung
werden Antibiotika in der Regel nur prophylaktisch oder in
Kombination mit anderen Antimalaria-Wirkstoffen verwen-
det. Von praktischer Bedeutung ist vor allem Doxycyclin (19,
Abbildung 8) als Monosubstanz fiir die prophylaktische
Behandlung und in Kombination, meist mit Chinin (1) oder
Artesunat (17), fiir die therapeutische Anwendung bei
komplizierter Resistenzlage."”! Da 19 bei Kleinkindern und
Schwangeren kontraindiziert ist und au3erdem photosensibi-
lisierend wirken kann, stellt Clindamycin (20) eine effektive
Alternative dar.*) Azithromycin (21) ist vor allem als Pro-
phylaxe gegen P-vivax-Malaria geeignet.'*"!
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3. Neuere Antimalaria-Wirkstoffe in klinischem
Gebrauch

3.1. Lumefantrin-Artemether

Eine fixe Kombination von Lumefantrin (22, Benflume-
thol, Abbildung 4) mit Artemether (15, Abbildung 6) zur
Behandlung unkomplizierter P-falciparum-Malaria wurde
kiirzlich unter der Bezeichnung Riamet oder Co-Artemether
zugelassen.! 22, ein Arylaminoalkohol #hnlich dem Halo-
fantrin (9), wurde bereits vor 20 Jahren durch das chinesische
Militar entwickelt; frei zugéngliche Studienergebnisse tiber
die klinische Effizienz von 22 als Monosubstanz gibt es nicht.
22 verfiigt zwar iiber geringere Antimalaria-Aktivitéit als 9,
hat dafiir aber keine kardiotoxischen Nebenwirkungen.*”
Auch wurden mit der Kombination keine neurologischen
Nebenwirkungen beobachtet, wie sie aufgrund des Arteme-
ther-Anteils zu befiirchten waren. Der synergistische Effekt
der Kombination kénnte darauf beruhen, dass beide Wirk-
stoffe mit der Hampolymerisation in der Nahrungsvakuole
interferieren.[*”! Die Effizienz von Lumefantrin-Artemether
scheint durch Kreuzresistenzen mit Mefloquin (8) beein-
trachtigt, sodass die geeignete Dosierung in Gebieten mit
kritischer Resistenzlage noch unklar ist.[*]

3.2. Atovaquon-Proguanil

Vor kurzem wurde eine fixe Kombination von Atovaquon
(23, Abbildung 9) mit Proguanil (6, Abbildung 5) unter der
Bezeichnung Malarone zur Prophylaxe und zur Behandlung
unkomplizierter P-falciparum-Malaria zugelassen.**! Das
Hydroxynaphthochinon 23 wirkt als Analogon von Ubichi-

Cl

(0]
(0] _0 = H
N \ 10

O
OH le}
[¢]
Atovaquon 23 Ubichinon 24

Abbildung 9. Atovaquon (23) und der natiirliche Elektroneniibertrager
Ubichinon (24).

non (24) und inhibiert den mitochondrialen Elektronentrans-
port (Abbildung 3) iiber den Cytochrom-c-Reduktase-Kom-
plex.*’l Als Monotherapeutikum fiihrt 23 zu einer sehr
raschen Resistenzbildung durch Mutation des Cytochrom-b-
Gens im mitochondrialen Genom. ! Dieses Problem konnte
durch eine synergistische Kombination mit 6 gelost werden.*”
Dabei ist fiir die synergistische Wirkung nicht Cycloguanil
(13), sondern 6 verantwortlich, obwohl nicht metabolisiertes 6
nur iiber sehr geringe Antimalaria-Aktivitit verfiigt.”" Der
Grund fiir diese synergistische Wirkung ist weitgehend
unbekannt. Es gibt Hinweise, dass 6 den durch 23 verur-
sachten Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpo-
tentials unterstiitzt."!! Eine fiir die prophylaktische Anwen-
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dung vorteilhafte Eigenschaft von Atovaquon-Proguanil
besteht in der Aktivitit gegen die Leberstadien der Parasiten.
Dadurch konnen die Parasiten getdtet werden, noch bevor es
zur Infektion der Erythrozyten kommt.”” Das Anwendungs-
potenzial von Atovaquon-Proguanil scheint auf lange Sicht
jedoch limitiert. Ein Fall von Therapieversagen bei nachge-
wiesener Mutation des Cytochrom-b-Gens wurde bereits
dokumentiert."

4. Antimalaria-Wirkstoffe in klinischer Entwicklung
4.1. Chlorproguanil-Dapson

Als Ersatz fiir Sulfadoxin-Pyrimethamin wird unter der
Bezeichnung Lap-Dap eine Kombination von Chlorproguanil
(25, Abbildung 5) mit Dapson (26) entwickelt,” das seit 1943
zur Therapie von Lepra verwendet wird. 25 wird analog zu

0
eSS
(6]

Dapson 26

Proguanil (6) in den Dihydrofolat-Reduktase-Inhibitor
Chlorcycloguanil umgewandelt; 26 wirkt wie Sulfadoxin (11,
Abbildung 2) als Inhibitor der Dihydropteroat-Synthase,
eines Enzyms der Folat-Biosynthese. Beide Verbindungen
sind kostengiinstig und relativ gut erforscht. Ein moglicher
Vorteil dieser Kombination gegeniiber Pyrimethamin-Sulfa-
doxin besteht in der kiirzeren Plasma-Halbwertszeit der
Wirkstoffe. Dadurch werden die Parasiten nur kurze Zeit sub-
therapeutischen Wirkstoffkonzentrationen ausgesetzt, sodass
die Gefahr der Resistenzentwicklung geringer erscheint.
Tatséachlich konnte in klinischen Versuchen gezeigt werden,
dass gegen Chlorproguanil-Dapson deutlich langsamer Re-
sistenzen gebildet werden als gegen Sulfadoxin-Pyrimetha-
min.’>%! Klinische Studien in Kenia haben gezeigt, dass eine
Drei-Tage-Therapie mit Chlorproguanil-Dapson &hnlich
wirksam ist wie die Sulfadoxin-Pyrimethamin-Standardthe-
rapie mit einer Einzeldosis.’**! Weitere klinische Studien in
Tansania und Malawi haben ergeben, dass Chlorproguanil-
Dapson in den meisten Fillen gegen Sulfadoxin-Pyrimetha-
min-resistente Parasitenstimme wirksam ist.’**! Eine klini-
sche Studie in Thailand zeigte dagegen nur eine geringe
Effizienz von Chlorproguanil-Dapson.®! Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass in Siidostasien Parasiten verbreitet
sind, die infolge von Dihydrofolat-Reduktase-Mutationen
gegen 25 resistent sind. Derartige Mutationen sind in Ost-
afrika selten.™ Die Ergebnisse einer abgeschlossenen Phase-
III-Studie, bei der 2000 Kinder in Nigeria, Kenia, Malawi,
Tansania und Gabun mit Chlorproguanil-Dapson behandelt
wurden, sind noch nicht publiziert.”* Zusitzlich zu einer
baldigen Zulassung von Chlorproguanil-Dapson wird die
Entwicklung einer fixen Kombination von 25, 26 und
Artesunat (17) angestrebt, um eine Resistenzentwicklung
moglichst lange herauszuzogern.’ Das Proguanil-Derivat
PS-15 (27, Abbildung 5) ist gegen Parasitenstimme mit
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Resistenzen gegen etablierte Antifolat-Wirkstoffe aktiv,
befindet sich aber noch in der priklinischen Entwicklung.[®!

4.2. Pyronaridin

Das 9-Anilinoacridin Pyronaridin (28, Abbildung 4) ist
dem Mepacrin (4), Chloroquin (5) und Amodiaquin (12)
strukturell sehr dhnlich. 28 wurde in China entwickelt und
dort in den achtziger Jahren zugelassen. AuB3erhalb Chinas ist
der Wirkstoff nicht registriert, da die bestehenden Formulie-
rungen nicht den internationalen Zulassungsstandards ent-
sprechen.™ 28 ist das aktivste 4-Aminochinolin-Derivat und
wirkt im Allgemeinen gegen Chloroquin-resistente Parasiten.
Der Wirkmechanismus beruht wahrscheinlich, wie bei ande-
ren 4-Aminochinolinen, auf der Inhibition der Himpolyme-
risation. Die Effizienz von 28 ist durch klinische Studien in
Kamerun und Thailand belegt. In Kamerun lag nach einer
Drei-Tage-Therapie die Heilungsrate fiir Erwachsene und
Kinder bei 100%.%! 5 war dagegen nur bei 44% der
Erwachsenen und 40% der Kinder effektiv. In Thailand
betrug die Heilungsrate 63 % nach einer Therapiedauer von
drei Tagen und 88 % nach fiinf Tagen.””! Die Unterschiede in
den Heilungsraten zwischen Kamerun und Thailand beruhen
moglicherweise auch darauf, dass die Patienten in Kamerun
nur 14 Tage, in Thailand aber 28 Tage beobachtet wurden.*®
Inzwischen wurden verbesserte Kapselformulierungen fiir 28
entwickelt.® Neuere Arbeiten zielen auf die Etablierung
einer Kombination von 28 mit Artesunat (17) ab.*! Eine
synergistische Wirkung von Artemisinin (10) mit 28 konnte in
vitro nachgewiesen werden.

4.3. Tafenoquin

Tafenoquin (29) stellt eine Weiterentwicklung der 8-
Aminochinoline Primaquin (30) und Pamaquin (3) dar
(Abbildung 10). 30 wird bereits seit Ende der vierziger
Jahre zur Eliminierung der Leberstadien bei P-vivax-Infek-
tionen eingesetzt.”"! Aufgrund dieser Aktivitit gegen Leber-
stadien eignet sich 30 auch zur Prophylaxe. Weiterhin ver-
hindert 30 die Bildung fertiler Gametozyten, gegen Blut-
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N
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Pamaquin 3 0 X
-
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-
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Primaquin 30

Abbildung 10. 8-Aminochinolin-Wirkstoffe.
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stadien ist es bei pharmakologisch erreichbaren Konzentra-
tionen jedoch unwirksam. Wegen toxikologischer Probleme
wurde die Verwendung von 30 stark eingeschridnkt. Die
Optimierung der Primaquinstruktur fiithrte zu 29 mit generell
geringerer Toxizitdt und langerer Plasma-Halbwertszeit (zwei
bis drei Wochen). Zusitzlich verfiigt 29 iiber Aktivitit gegen
erythrozytére Parasitenstadien. Bemerkenswerterweise ist 29
deutlich wirksamer gegen Chloroquin- und multiresistente
Parasitenstimme als gegen Wildtypen.®! Der Wirkmecha-
nismus der 8-Aminochinoline ist weitgehend unbekannt; die
Aktivitdt von 29 gegen Blutstadien beruht moglicherweise
dhnlich wie bei den 4-Aminochinolinen auf Inhibition der
Hémpolymerisation. Fiir die Wirksamkeit gegen Lebersta-
dien und Gametozyten ist offenbar ein anderer Mechanismus
verantwortlich, moglicherweise die Schidigung von Mito-
chondrien nach der Biotransformation.”

Inzwischen ist die Effizienz von 29 als Malariaprophylaxe
durch mehrere klinische Studien bewiesen. Drei von vier
Versuchspersonen, die experimentell iiber den Stich einer
Miicke mit P. falciparum infiziert wurden, waren durch eine
einmalige Dosis von 600 mg 29 vor dem Ausbruch der
Krankheit geschiitzt.” Bei einer Feldstudie in Gabun
waren alle 84 Versuchspersonen, die an drei Tagen je
250 mg 29 erhielten, in der Beobachtungszeit von 70 Tagen
vollstéindig vor einer Malariainfektion geschiitzt.”!! In einer
dhnlichen Studie in Kenia fiihrte eine Dosis von je 200 mg an
drei aufeinander folgenden Tagen und anschlieBend in
wochentlichen Abstdnden wihrend einer Untersuchungs-
dauer von 13 Wochen zu einem 86 %igen Schutz im Vergleich
zu einem Placebo.™ Auch die Eliminierung der Hypnozoiten
in der Leber nach einer P-vivax-Infektion konnte klinisch
gezeigt werden. Dabei wurden Patienten mit einer akuten P.--
vivax-Malaria zunichst mit Chloroquin (5) behandelt, um die
erythrozytaren Parasitenstadien zu beseitigen. Durch
anschlieBende Behandlung mit 29 konnte das Wiederauf-
treten der Krankheit verhindert werden, nicht aber mit 5.7
Klinische Daten iiber die Behandlung akuter Malaria mit 29
sind nicht publiziert. In Aotus-Affen war 29 gegen die
Blutstadien eines Chloroquin-resistenten P-vivax-Stamms
wirksam.[”)

Das grofite toxikologische Problem von 8-Aminochino-
linen besteht in der Induktion einer potenziell lebensbedroh-
lichen hdamolytischen Anidmie bei Patienten mit Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase(G6PD)-Mangel. Diese genetische
Anomalie ist aber gerade in Malariagebieten hiufig, da sie
offenbar mit einem gewissen Schutz gegen die Infektion
verbunden ist. Das Risiko einer hdmolytischen Anidmie bei
G6PD-Mangel nach Applikation von Primaquin (30) ist gut
dokumentiert. Auch bei zwei Patientinnen mit G6PD-
Mangel, die versehentlich mit Tafenoquin (29) behandelt
wurden, kam es zu hédmolytischen Reaktionen, die eine
Bluttransfusion erforderten.’”

4.4. Fosmidomycin
Fosmidomycin (31, Abbildung 11) inhibiert die 1-Desoxy-
D-Xylulose-5-Phosphat(DOXP)-Reduktoisomerase, ein En-

zym des erst vor kurzem beschriebenen Mevalonat-unab-
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Abbildung 11. Fosmidomycin (31) und Fosmidomycin-Derivate.

hiangigen Isoprenoid-Biosynthesewegs (Synonyme: DOXP-
Weg, MEP-Weg, Rohmer-Weg). Die Enzyme dieses Stoff-
wechselwegs sind im Apicoplasten der Malariaparasiten
lokalisiert (Abbildung 3).®! Der Mevalonat-unabhingige
Isoprenoid-Biosyntheseweg kommt auch in verschiedenen
Bakterien und in den Plastiden der Algen und hoheren
Pflanzen vor.”) Bei Tieren und beim Menschen erfolgt die
Isoprenoidsynthese iiber den Mevalonat-Weg (Abbil-
dung 12).

Fosmidomycin (31) wurde bereits in den siebziger Jahren
als natiirliches Antibiotikum aus Streptomyces lavendulae
isoliert. Die Entwicklung als antibakterieller Wirkstoff wurde
nach Abschluss einer frithen Phase-II-Studie nicht weiter
verfolgt.®™ Das molekulare Target und die Antimalaria-
Aktivitit von 31 sind erst seit 1998 bekannt.’5=3 Man
vermutet, dass 31 als Substratanalogon im aktiven Zentrum

Mensch
Mevalonat-Weg

P. falciparum
DOXP-Weg

Acetyl-CoA Pyruvat + GA3P
‘ DOXP-Synthase
HMG-CoA DOXP
DOXP-Reduktoisomerase
Inhibitor: Fosmidomycin (31)
Mevalonat MEP

~

Isopentenyl-Diphosphat
(IPP)

|

Isoprenoide

Abbildung 12. Isoprenoid-Biosynthese iiber den Mevalonat- und den
DOXP-Weg. In allen Organismen werden Isoprenoide aus Cs-Einheiten
aufgebaut, die sich von Isopentenyl-Diphosphat (IPP) ableiten. IPP
wird im Menschen und in anderen Organismen, die den Mevalonat-
Weg benutzen, aus Acetyl-CoA synthetisiert. Bei anderen Organismen,
darunter P. falciparum, wird IPP iiber den DOXP-Weg ausgehend von
Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GA3P) gewonnen.
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des Enzyms bindet (Abbildung 13). Kinetische Analysen mit
der E.-coli-DOXP-Reduktoisomerase haben ergeben, dass 31
zundchst mit relativ geringer Affinitdt an das Enzym
bindet.® Dadurch wird eine Konformationsinderung des

s
OH 0 IT‘ o o}
P ——~  Os v P~
“‘V"Y\D b'o — TLYD 6_0
o OH OH
DOXP
OH o] H a
}‘_\ B MADPH \‘p ,i-_;l._o
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l Q i
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Fosmidomycin 31

Abbildung 13. Wahrscheinlicher Mechanismus der DOXP-Reduktoiso-
merase-katalysierten Umwandlung von 1-Desoxy-D-Xylulose-5-Phosphat
(DOXP) in 2-C-Methyl-p-Erythritol-4-Phosphat (MEP) und hypotheti-
scher Bindungsmodus des Inhibitors Fosmidomycin (31). Die Carbo-
nyl- und die vicinale Hydroxyfunktion von DOXP komplexieren ein
Metallion M (Magnesium oder Mangan) im aktiven Zentrum.
Anschliefend kommt es zu einer intramolekularen Umlagerung und
zur Reduktion durch NADPH. Unten rechts ist das Ergebnis des Do-
ckings®” von FR900098 (32) in die Kristallstruktur® der DOXP-Reduk-
toisomerase abgebildet. Hydrophile (blau bis griin) und lipophile
(braun) Eigenschaften des aktiven Zentrums sind durch Farben auf der
Connolly-Oberfliche angedeutet. FR900098 komplexiert das Metallion
(magenta) uiber die Hydroxamoyl-Funktion, wihrend die Phosphonat-
gruppe die Phosphat-Bindungsstelle besetzt. Links vom FR900098 ist
der Pyridinring von NADPH sichtbar.

Enzyms induziert, die zu einer deutlichen Affinitéitssteige-
rung fiihrt, sodass 31 schlieBlich eine quasi-irreversible
Bindung mit dem Enzym eingeht. Hinweise auf die hohe
Flexibilitdt des Enzyms wurden auch aus der Kristallstruktur
der E.-coli-DOXP-Reduktoisomerase abgeleitet.®>-5¢!

In einer ,,Proof-of-Concept“-Studie in Gabun und Thai-
land wurden je zehn Patienten mit akuter unkomplizierter P.-
falciparum-Malaria mit einer oralen Dosis von 1200 mg
dreimal tiglich sieben Tage behandelt.™ Die Medikation
wurde gut vertragen; in wenigen Fillen traten weicher Stuhl
und Diarrh6 als Nebenwirkungen auf, wahrscheinlich als
Folge der antibakteriellen Aktivitdt von 31. In beiden Studien
waren die Patienten nach ca. 48 Stunden parasiten- und
fieberfrei. Im Laufe der Nachbeobachtung traten innerhalb
von 28 Tagen bei zwei von zehn Patienten in Gabun und bei
acht von zehn Patienten in Thailand wieder Parasiten auf. Die
Heilungsraten spiegeln den unterschiedlichen Immunstatus
der beiden Populationen in einem hyperendemischen Gebiet
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(Zentralafrika) und einem hypoendemischen Gebiet (Siid-
ostasien) wider. Bei einer weiteren Studie in Gabun wurde
mit einer auf 4 Tage verkiirzten Behandlungsdauer eine
Heilungsrate von iiber 80 % an Tag 14 erreicht.[®

Da die hohe Rekrudeszenzrate die Verwendung von
Fosmidomycin (31) als Monotherapeutikum ausschlieft,
wurden Interaktionsstudien von 31 mit anderen Antimala-
ria-Wirkstoffen durchgefiihrt, um einen moglichen Partner
fir ein Kombinationspriparat zu finden. Dabei wurde die
synergistische Wirkung von 31 mit dem Antibiotikum Clin-
damycin (20, Abbildung8) beobachtet.” Eine mdogliche
Erklarung besteht darin, dass 20 die Replikation des Apico-
plasten verhindert, des Organells also, in dem die DOXP-
Reduktoisomerase lokalisiert ist. Inzwischen wird die Kom-
bination Fosmidomycin(31)-Clindamycin(20) in ersten klini-
schen Studien in Gabun und Thailand getestet. Da vorlaufige
Ergebnisse auf eine deutlich hohere Heilungsrate bei kiirze-
rer Therapiedauer hindeuten, wird die Entwicklung einer
fixen Kombination Fosmidomycin-Clindamycin  ange-
strebt.[’!)

Fosmidomycin (31) zeichnet sich durch seine #uferst
geringe Toxizitit (LDs, Ratte (oral) ca. 12 gkg™') und seine
Aktivitit gegen multiresistente Parasitenstimme aus.”® Ein-
schrinkungen ergeben sich aus der kurzen Plasmahalbwerts-
zeit (ca. 2.5 Stunden) und der miBigen Resorptionsrate (ca.
30%) infolge seiner geringen Lipophilie.***” Das Fosmido-
mycin-Derivat FR900098 (32) zeigte in vitro und in P-
vinckei-infizierten Méusen etwa zweifach hohere Antimala-
ria-Aktivitit.”® Eine Erhohung der oralen Bioverfiigbarkeit
wurde durch die Synthese von Prodrug-Derivaten von 32
erreicht, bei denen die Phosphonatgruppe als biolabiler

Arylester (33) bzw. Doppelester (34, Abbildung 11) maskiert
ist.[%2%4]

5. Antimalaria-Wirkstoffe in prdklinischer
Entwicklung

5.1. Neue Inhibitoren der Himpolymerisation

Obwohl Chloroquin-resistente Parasiten inzwischen weit
verbreitet sind, entwickeln sich nur sehr selten Resistenzen
gegen 4-Aminochinoline und verwandte Substanzen. Mogli-
cherweise haben sich nur wenige Chloroquin-resistente
Staimme gebildet, die sich aber als Folge des exzessiven
Einsatzes von Chloroquin (5) weltweit ausgebreitet haben."!
Der Grund konnte darin liegen, dass an der Himpolymerisa-
tion, die durch 5 gestort wird, wahrscheinlich keine Enzyme
beteiligt sind.!"® Deshalb ist die Entstehung von Resistenzen
durch eine einfache Mutation nicht méglich. Obwohl der
genaue Mechanismus der Entstehung von Chloroquin-Re-
sistenz noch immer nicht bekannt ist, deuten verschiedene
Daten darauf hin, dass multifaktorale Ereignisse beteiligt sind
— darunter auch Verinderungen von Transportproteinen.”
So erklért sich das nach wie vor grofle Interesse an diesen
Substanzklassen fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe.

Aktuelle Arbeiten konzentrieren sich auf die Entwick-
lung von Chloroquin-Derivaten mit modifizierter Seitenkette
und Bischinolinen, bei denen zwei Chinolin-Einheiten {iber
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verschiedene Strukturelemente verkniipft sind.”** Viele
dieser Verbindungen sind auch gegen Chloroquin-resistente
Parasiten wirksam. Eine Voraussetzung fiir die Aktivitét der
4-Aminochinoline ist das Vorhandensein basischer Amino-
funktionen, die zur Anreicherung in der sauren Nahrungs-
vakuole (Abbildung 3) der Parasiten filhren, da die pro-
tonierten Wirkstoffe die Membran nicht mehr passieren
konnen (,,Schwache-Basen-Effekt“l). Das N-Desbutyl-De-
rivat von Halofantrin (9, Abbildung 2), das auch als Metabolit
auftritt, verfiigt iiber unverdnderte Wirksamkeit, ist jedoch
nicht kardiotoxisch.l°!®) Auch N-Desbutyl-Lumefantrin (N-
Desbutyl-Benflumetol) ist in vitro vierfach aktiver als Lume-
fantrin (22).1%]

Das Dihydroacridindion WR 243251 (35, Abbildung 14)
ist ein Derivat von Floxacrin (36, Abbildung 14), das ausge-
hend vom Mepacrin (4, Abbildung 2) entwickelt wurde. Die
Substanz zeigte in Aotus-Affen hohe Aktivitit gegen einen
Chloroquin-resistenten P-falciparum-Stamm.""! AuBerdem
hemmt 35 die Entwicklung von P-vivax-Sporozoiten in der
Miicke.'™ Die Inhibition der Himpolymerisation durch 35
konnte nachgewiesen werden, scheint jedoch nicht allein
ausschlaggebend fiir den Wirkmechanismus zu sein.'” So
inhibiert 35 dhnlich wie Atovaquon (23, Abbildung9) die
Zellatmung der Parasiten, der Angriff scheint jedoch an
unterschiedlichen Targets zu erfolgen.'®! Dies ist offenbar
der Grund dafiir, dass eine partielle Kreuzresistenz von 35 mit
23 beobachtet wird.

Cryptolepin ist ein Indolochinolin-Alkaloid der westafri-
kanischen Schlingpflanze Cryptolepis sanguinolenta, die in
der traditionellen Medizin u.a. zur Behandlung von Malaria
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Abbildung 14. Neue Inhibitoren der Himpolymerisation.

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Ro 22-8014 39

www.angewandte.de

J. Wiesner, M. Schlitzer et al.

verwendet wird. In vitro und in P.-berghei-infizierten Mausen
konnte eine méiBige Antimalaria-Aktivitdit der Substanz
gezeigt werden; diese beruht wahrscheinlich auf der Inhibi-
tion der Himpolymerisation."" Aufgrund seiner DNA-
intercalierenden Wirkung ist Cryptolepin jedoch zytoto-
xisch.'"® 2 7-Dibromcryptolepin (37, Abbildung 14) ist das
wirksamste synthetische Derivat mit ca. 10fach hoherer
Antimalaria-Aktivitdt und nur unwesentlich hoherer Zytoto-
xizitat fiir Krebszellen und geringerer Toxizitédt fiir Méuse;
der EDy,-Wert fiir P-berghei-infizierten Miusen liegt bei
12.5 mgkg ' bei intraperitonealer Verabreichung an 4 Tagen.

Vollig neue Inhibitoren der Himpolymerisation sollten
durch ein In-vitro-Testsystem identifiziert werden, das die
Inkorporation von “C-Hématin in unlosliches B-Hamatin
misst; -Hamatin ist chemisch nicht von Hadmozoin zu
unterscheiden.!'”! Dieses Testsystem wurde beim Hochdurch-
satz-Screening von iiber 100000 Substanzen eingesetzt. Dabei
wurden das Triarylmethanol Ro 06-9075 (38, Abbildung 14)
und das Benzophenon Ro 22-8014 (39, Abbildung 14) mit
oraler In-vivo-Antimalaria-Aktivitét in P.-berghei-infizierten
Miusen gefunden (EDyy-Werte: ca. 100 mgkg ™).

Auch Substanzen wie 40, die urspriinglich als Protease-
Inhibitoren entwickelt wurden, erwiesen sich als potente
Inhibitoren der Himpolymerisation.''*!"l In einer Serie
derartiger Verbindungen wurde eine eindeutige Korrelation
der In-vitro-Antimalaria-Aktivitit mit der In-vitro-Hem-
mung der Hampolymerisation beobachtet. Das Anwendungs-
potenzial dieser Substanzklasse wird allerdings durch eine
Kreuzresistenz mit Chloroquin (5) infrage gestellt. So hat 40
eine ICs, von 7-11 nM gegen einen Chloroquin-sensitiven und
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70 nMm gegen einen Chloroquin-resistenten P-falciparum-
Stamm.

Zur Uberwindung von Resistenzen gegen 4-Aminochino-
line wurden hybride Wirkstoffvorstufen aus einem 4-Amino-
chinolin mit bekannter Antimalaria-Aktivitdit und einem
Glutathion-Reduktase-Inhibitor ~ synthetisiert.'"?  Beide
Wirkstoffe sind durch eine biolabile Esterbriicke verkniipft.
41 (Abbildung 14) war in vitro auch gegen solche P-
falciparum-Isolate aktiv, die resistent gegen den 4-Amino-
chinolin-Anteil waren. Auflerdem wurde nach oraler Appli-
kation von 40 mgkg' der Verbindung eine signifikante
Aktivitit in P-berghei-infizierten Méusen beobachtet.

Bei der Him-Detoxifikation scheint neben der Polyme-
risation zu Hdmozoin auch ein Glutathion-abhéngiger Abbau
von Ham eine Rolle zu spielen. Daher konnte ein erhohter
intrazelluldrer Gehalt an reduziertem Glutathion infolge
erhohter Glutathion-Reduktase-Aktivitdit an der Chloro-
quin-Resistenz beteiligt sein.''¥! Deshalb kann die Empfind-
lichkeit gegen Chloroquin (5) durch Glutathion-Reduktase-
Inhibitoren wiederhergestellt werden.'" Dariiber hinaus
verfiigen verschiedene Glutathion-Reduktase-Inhibitoren
iiber intrinsische Antimalaria-Aktivitit.[¥

5.2. Neue Artemisinin-Derivate und Peroxide

Hinsichtlich ihrer raschen Wirkung sind die Artemisinin-
Derivate allen iibrigen Antimalaria-Wirkstoffen iiberlegen.
AufBlerdem wurde noch keine natiirliche Resistenzentwick-
lung gegen diese Substanzen beschrieben. Der Grund dafiir
liegt wahrscheinlich dhnlich wie bei den 4-Aminochinolinen

R = OCH,-p-C¢H4COOH, Artelinsaure 42
R = OCH,CH,N(CH3), 43

R = O-p-CqH,(CF;) 44

R= \/N\i\\'\ljg\\c,:3 46

F.

QL :
o OH
0 /0 HO
o O/, 71/..0\0
/O

48 Yingzhaosu A 49

@ S

Abbildung 15. Neue Artemisinin-Derivate und Peroxide.
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darin, dass der Wirkmechanismus nicht von einem spezifi-
schen Enzym-Target abhingt. Ein Nachteil der heute ein-
gesetzten halbsynthetischen Artemisinin-Derivate besteht in
ihrer hohen Hydrolyseempfindlichkeit und daher kurzen
biologischen Halbwertszeit sowie der Freisetzung von poten-
ziell toxischem Dihydroartemisinin (14). Deshalb zielen
Arbeiten auf die Synthese hydrolysestabiler Derivate mit
hoher Bioverfiigbarkeit ab. Besonders in Hinblick auf die
intravenose Behandlung komplizierter Malaria wurde Arte-
linsdure (42, Abbildung 15) entwickelt, die gut wasserloslich
und wesentlich stabiler als Artesunat (17) ist.''” Bei anderen
Derivaten wie 43 wird die Wasserloslichkeit durch eine
Seitenkette mit einer Aminofunktion bewirkt."® Das p-
Trifluormethylphenoxy-Derivat 44 (Abbildung 15) erwies
sich in einem Malaria-Mausmodell nach oraler Applikation
als wirksamer als 17.1''7] Weitere oral aktive, chemisch robuste
Derivate sind bekannt, in denen wie in 45 die Seitenkette
nicht iiber eine acetalische Verkniipfung mit der Artemisinin-
Einheit verbunden ist.'"¥ Um eine Anreicherung in der
Nahrungsvakuole mithilfe des ,,Schwache-Basen-Effekts“ zu
erreichen, wurden Derivate mit einem Piperazin-Ring in der
Seitenkette synthetisiert. In P-berghei-infizierten Méusen
war 46 (Abbildung 15) zweimal aktiver als Artemether
(15)."1 Ausgehend von Artemisinin (10) wurden auch
Trioxan-Dimere synthetisiert, die durch verschiedene
Linker verbunden sind.'*?!! Die dimere Verbindung 47
(Abbildung 15) zeigte in vitro gegen das Wachstum von P,
falciparum eine ICsy von 1.3nm (10: 9.7 nm).'™ Durch
Vereinfachung des Artemisinin-Grundgeriists wurden syn-
thetische 3-Aryltrioxane wie 48 erhalten.™'* In einem
Malaria-Mausmodell zeigte 48 nach oraler Applikation etwa
zweimal hohere Wirksamkeit als 10.1'**!
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Wenn der Mechanismus der Artemisinin-Derivate auf
Radikalbildung durch Spaltung der Peroxofunktion beruht,
konnten auch Endoperoxide gegen Malaria wirksam sein, die
sich nicht von Artemisinin ableiten. So verfiigen auch
Yingzhaosu A (49, Abbildung 15), das wie Artemisinin aus
einer traditionellen chinesischen Heilpflanze (Artabotrys
uncinatus) isoliert wurde, und das synthetische Derivat
Arteflen (50) iiber signifikante Antimalaria-Aktivitat.'?4!
Nach vielversprechenden priklinischen Studien wurde Arte-
flen bereits in Nigeria, Burkina Faso, Kamerun und Gabun an
Patienten mit unkomplizierter Malaria getestet.'>"28] Dabei
erwies sich die klinische Effizienz allerdings als unzureichend,
sodass die Weiterentwicklung eingestellt wurde — auch in
Anbetracht der komplizierten Synthese.'?

Leichter zugénglich sind 1,2,4,5-Tetroxane wie 51 (Abbil-
dung 15), die sich strukturell grundlegend von Artemisinin
(10) unterscheiden.™ 51 zeigte nach oraler Applikation in
P.-berghei-infizierten Mausen eine etwas hohere Aktivitit als
10, war aber weniger wirksam als Arteether (16). Auch
verschiedene Oxazine wurden als potenzielle Antimalaria-
Wirkstoffe synthetisiert; fiir die N-O-Bindung ist ebenfalls
eine homolytische Spaltung moglich, da sie eine dhnliche
Bindungsenergie hat wie die O-O-Bindung. Tatsédchlich
zeigten diese Verbindungen deutliche In-vitro-Aktivitét
gegen P. falciparum. Die Zytotoxizitdt konnte durch geeig-
nete Substituenten verringert werden.*!! 52 (Abbildung 15)
inhibiert das Wachstum von P. falciparum mit 1Csy=3.2 um,
das Wachstum von Siugerzellen (KB-Zellen) dagegen nur
mit 1Csy =128 pm.

Die Entwicklung so genannter Trioxaquine zielt darauf
ab, die pharmakologischen Vorteile Artemisinin-dhnlicher
Peroxide mit denen von 4-Aminochinolinen zu vereinigen.
Diese Verbindungen sind kovalente Konjugate aus einer 4-
Aminochinolin-Einheit und einem Trioxan. Die 4-Aminochi-
nolin-Einheit soll zu einer Anreicherung in der Nahrungs-
vakuole fiihren, in der durch Hamoglobinabbau freigesetztes
Fe'-Hdm zur Aktivierung des Trioxans fiihrt. DU-1102 (53,
Abbildung 15) ist das aktivste beschriebene Derivat; es ist
hoch wirksam gegen Cloroquin-resistente P-falciparum-
Stimme.!*

Viele Peroxide haben verschiedene weitere pharmakolo-
gische Wirkungen, wahrscheinlich wegen des relativ unspezi-
fischen Wirkmechanismus. Héufig beschrieben wird eine
antiproliferative und Antitumor-Aktivitit, weshalb auch der
Einsatz in der Krebstherapie diskutiert wird. Die pleiotropi-
sche Wirkung bedeutet aber eine mogliche Einschrankung fiir
die Malariatherapie.

5.3. Protease-Inhibitoren

Die Parasiten verdauen wéhrend ihres Wachstums den
groBten Teil des Hamoglobins der Wirtserythrozyten. Dieser
Hiamoglobinabbau findet in der Nahrungsvakuole (Abbil-
dung 3) statt und wird in halbgeordneter Weise durch
verschiedene Proteasen katalysiert, die zum Teil gut charak-
terisiert und als rekombinante Proteine verfiigbar sind. Die
erste Spaltung des Hiamoglobins erfolgt durch die Aspartat-
Proteasen Plasmepsin I, IT, und IV.'*>13 Weitere Proteasen
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wie die Cystein-Protease Falcipain II, die Metalloprotease
Falcilysin und eine ungewohnliche Histidin-Aspartat-Pro-
tease (HAP) katalysieren den Abbau zu kleinen Peptiden, die
schlieBlich ins Cytoplasma transportiert und zu einzelnen
Aminosiuren gespalten werden.*>!* Die Histidin-Aspartat-
Protease weist eine enge Verwandtschaft zu den Plasmepsi-
nen auf, jedoch ist eine der beiden katalytischen Asparagin-
sdure-Einheiten durch Histidin ersetzt.

Proteaseinhibitoren, die den Hédmoglobinabbau inhibie-
ren, stellen somit eine weitere Gruppe potenzieller Anti-
malaria-Wirkstoffe dar. Durch die Derivatisierung bekannter
Inhibitoren von Cathepsin D, einer lysosomalen Aspartat-
Protease der Sdugerzelle, wurden spezifische Plasmepsin-II-
Inhibitoren erhalten.™ Die iterative Synthese kleiner gerich-
teter Substanzbibliotheken fiihrte zu 54 (Abbildung 16) mit
IC5,=4.3 nm gegen Plasmepsin II und 63 nm gegen Cathep-
sin D. Eine moglichst hohe Selektivitdt der Inhibitoren
zugunsten von Plasmepsin gegeniiber Cathepsin D ist beson-
ders wichtig, da Cathepsin D im Séduger praktisch ubiquitér ist
und daher bei der Hemmung dieses Enzyms mit Neben-
wirkungen zu rechnen ist. Die relativ hohe Potenz von
Plasmepsin-II-Inhibitoren wie 54 am isolierten Enzym l4sst
sich jedoch nur unvollstindig auf eine Wirkung gegen das
Wachstum von P. falciparum in vitro libertragen. Hier werden
1Cs,-Werte von nur 1-2 um gemessen.

Mithilfe der Kristallstruktur von Plasmepsin II unter
Beriicksichtigung einer hypothetischen Induced-fit-Anpas-
sung, wie sie fiir das homologe Renin bekannt ist, wurden
durch De-novo-Design Inhibitoren vom Typ 55 (Abbil-
dung 16) entwickelt."* 55 zeigt keine Aktivitit gegen
Renin, ist jedoch hoch aktiv gegen Plasmepsin II (ICs,=
2nm). Die Selektivitit beziiglich Cathepsin D und E ist
allerdings wenig ausgepragt (ICs,-Werte: 7 bzw. 4 nm).

Finige zunéchst als Plasmepsin-II-Inhibitoren beschrie-
bene Substanzen wie Ro 42-1118 (56, Abbildung 16),*
haben eine 16-80fach hohere Potenz gegeniiber Plasmepsin
IV.34 Als besonders aktive Falcipain-II-Inhibitoren erwiesen
sich verschiedene Peptidyl-Fluormethylketone und Peptidyl-
Vinylsulfone. Diese Inhibitoren fithren zum Absterben der
Parasiten durch eine mikroskopisch erkennbare Anreiche-
rung von unverdautem Hé&moglobin in der Nahrungsva-
kuole."” Die In-vitro-ICs-Werte von 57 und 58 (Abbil-
dung 16) betragen 4nM bzw. 0.4 nm. Das Leben von P-
vinckei-infizierten Méusen konnte durch die orale Applika-
tion beider Substanzen (100-200 mgkg ' zweimal tiglich)
deutlich verldngert werden. Mogliche Einschriankungen fiir
diese peptidischen Inhibitoren bestehen in ihrer Empfind-
lichkeit gegen Hydrolyse durch Wirtsproteasen, ihrer relativ
geringen Selektivitdt und der irreversiblen Modifizierung der
Target-Enzyme. Trotzdem scheint die Synthese derartiger
Inhibitoren mit anwendungstauglichem toxikologischem und
pharmakokinetischem Profil moglich.['*!

Die Entwicklung nicht-peptidischer Inhibitoren fiihrte zur
Identifizierung von Chalconen und Phenothiazinen mit In-
vitro-Aktivitdt gegen P. falciparum. Das aktivste beschrie-
bene Chalcon, 59 (Abbildung 16), hat eine In-vitro-ICs, von
230 nm."?! Die Inhibition von Falcipain II durch das Pheno-
thiazin 60 (Abbildung 16) konnte gezeigt werden (In-vitro-
1Cs,=4 nMm), die Antimalaria-Aktivitdt wird aber offenbar
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Abbildung 16. Protease-Inhibitoren.

von einem zweiten, nicht genau verstandenen, Floxacrin(36)-
artigen Wirkmechanismus dominiert.'*’!

Eine Potenzierung der Antimalaria-Aktivitit ist zu erwar-
ten, wenn gleichzeitig verschiedene Proteasen inhibiert
werden, die am Hdmoglobin-Abbau beteiligt sind. Tatséch-
lich wurde fiir die Kombination eines Peptidyl-Vinylsulfons
mit Pepstatin, einem unspezifischen Inhibitor fiir Aspartat-
Proteasen, ein synergistischer Effekt beobachtet.'*! Die
Effektivitdt dieser Kombination konnte in P-vinckei-infizier-
ten Médusen gezeigt werden.

5.4. Inhibitoren der Fettscuresynthese

Bei Tieren, Pilzen und einigen Mycobakterien sind die
verschiedenen enzymatischen Funktionen der Fettsduresyn-
these in einem einzigen groflen Polypeptid, der Typ-I-Fett-
sduresynthase (FAS-I), integriert. Im Unterschied dazu
erfolgt bei Pflanzen und den meisten Bakterien die Fett-
siuresynthese durch eine Reihe einzelner Enzyme ;' dieses
System wird als Typ-II-Fettsduresynthase (FAS-II) bezeich-
net. Ein Typ-II-Fettsduresynthase-System konnte auch fiir
Malariaparasiten nachgewiesen werden:*! Die Enzyme sind
im Apicoplasten lokalisiert, &hnlich wie diejenigen der
Isoprenoidsynthese (Abbildung 3). Das natiirliche Antibio-
tikum Thiolactomycin (61, Abbildung 17) inhibiert die
Enzyme FabB, FabF und FabH, die verschiedene Konden-
sationsschritte der Typ-II-Fettsduresynthese katalysieren. 61
war in vitro gegen das Wachstum von P. falciparum mit ICs, =
50 um aktiv.** Triclosan (62, Abbildung 17), ein Inhibitor der
trans-2-Enoyl-ACP-Reduktase (FabI), ist deutlich aktiver
(IC5y=~1 um). Die Wirksamkeit von 62 konnte auch in P-
berghei-infizierten Méusen gezeigt werden: EDs, und EDy,
bei subkutaner Injektion betrugen ca. 3 bzw. 30 mgkg .17 62
wirkt gegen ein breites Spektrum von Bakterien; es wird als
Konservierungsmittel in Haushaltsprodukten wie Seifen und
Zahnpasten verwendet, eignet sich jedoch nicht fiir die orale
Applikation. Verschiedene Triclosan-Derivate wurden auf
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Abbildung 17. Inhibitoren der Fettsduresynthese.

ihre Antimalaria-Aktivitit getestet. Dabei zeigten 63 und 64
Aktivitdt gegen das rekombinante Enzym und das Wachstum
von P. falciparum in vitro, waren aber weniger wirksam als
62.01 Das rekombinante FabI-Protein von P. falciparum
konnte kristallisiert und die Strukturen seines bindres Kom-
plexes mit dem Cosubstrat NADH und seiner ternédren
Komplexe mit NAD* und 62 bzw. den Derivaten 63 und 64
aufgeklirt werden.'*"!

5.5. Inhibitoren der Cholinaufnahme

Wihrend der intraerythrozytdren Entwicklung der Para-
siten werden grof3ere Mengen biologischer Membranen neu
synthetisiert; als Membranlipid wird in erster Linie Phos-
phatidylcholin verwendet. Fiir die Synthese von Phosphati-
dylcholin nehmen die Parasiten Cholin aus dem Blutplasma
auf. Verschiedene Cholinanaloga zeigen signifikante Anti-
malaria-Aktivitdt. Daher nimmt man an, dass sie die Auf-
nahme von Cholin iiber einen Transporter in der Membran
der infizierten Erythrozyten (Abbildung3) oder in der
Plasmamembran der Parasiten inhibieren. Hohe Aktivitidten
wurden mit quartdren Ammoniumsalzen mit einem langen
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Alkylrest erzielt (z.B. E10 (65), Abbildung 18, In-vitro-ICs, =
64 nm).[14!

Eine wesentliche Steigerung der Aktivitdt wurde durch
die Synthese von Verbindungen erreicht, in denen zwei
Ammoniogruppen durch eine lange Alkylbriicke verkniipft
sind. G25 (66, Abbildung 18, In-vitro-ICs,=0.64 nm) wirkt

/\/\/\/\/\/\+/_
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G25 66
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Abbildung 18. Inhibitoren der Cholinaufnahme.

nach intramuskuldrer Applikation in Aotus-Affen gegen P.
falciparum und in Rhesus-Affen gegen P. cynomolgi, eine P.--
vivax-dhnliche Parasitenspezies."™! Trotz der sehr schlechten
Resorbierbarkeit dieser Verbindungen ist 66 bei einer hohe-
ren Dosis auch nach oraler Applikation im Affen gegen P.
falciparum aktiv. Eine Verbesserung der oralen Bioverfiig-
barkeit wurde mit MS1 (67, Abbildung 18) erreicht, in dem
die quartire Ammoniofunktion durch eine aromatische
Amidinium-Struktur ersetzt wurde.™'! Die Resorbierbarkeit
konnte in Disulfid- und Thioester-Wirkstoffvorstufen weiter
verbessert werden. Durch Glutathion bzw. Esterasen oder
Thioesterasen werden Thiazolium-Ringe gebildet, die die
Funktion der quartiren Ammoniofunktionen wahrnehmen
(weder Strukturen noch Aktivitdtsdaten dieser Verbindungen
wurden berichtet).*!) Eine mogliche Einschrinkung dieser
Substanzklasse besteht in der relativ hohen Toxizitdt auf-
grund von Wechselwirkungen mit dem cholinergen System.
Die Vertraglichkeit der neuen Wirkstoffvorstufen soll
wesentlich besser sein als die der quartiren Ammonium-
salze.™!]

5.6. Inhibitoren der Farnesyl-Transferase

Die Farnesyl-Transferase ist ein heterodimeres Zinkpro-
tein, das die Ubertragung einer Farnesylgruppe von Farne-
sylpyrophosphat auf eine Cysteinseitenkette in der Ndhe des
Carboxyterminus verschiedener Proteine katalysiert (Abbil-
dung 19). In letzter Zeit wurden Inhibitoren der Farnesyl-
Transferase vor allem als potenzielle Wirkstoffe fiir die
Krebstherapie untersucht, da bestimmte Proteine der intra-
zelluldren Signaltransduktion (kleine G-Proteine) nur aktiv
sind, wenn sie iiber eine Farnesylgruppe in der Membran
verankert sind.""*> Bei den meisten Farnesyl-Transferase-
Inhibitoren handelt es sich um Peptidmimetika, die die
carboxyterminale CaaX-Erkennungssequenz (C: Cystein; a:
Aminosdure mit aliphatischer Seitenkette; X: Serin oder
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Abbildung 19. Die Reaktion der Farnesyl-Transferase. Das Substratpro-
tein hat die Erkennungssequenz Cystein-Valin-Isoleucin-Methionin.
(PP = Pyrophosphat).

Methionin) farnesylierter Proteine nachahmen. Den momen-
tanen Entwicklungsstand fiir diese Wirkstoffklasse repriasen-
tieren thiolfreie Farnesyl-Transferase-Inhibitoren, bei denen
die pharmakologisch ungiinstige freie Thiolfunktion fritherer
CaaX-Peptidmimetika durch andere Partialstrukturen ersetzt
st

Eine Protein-Farnesylierung wurde auch bei parasitischen
Protozoen der Gattungen Trypanosoma, Leishmania und
Plasmodium nachgewiesen.'’**”) Im Genom von P. falcipa-
rum konnten Sequenzen identifiziert werden, die fiir
die beiden Untereinheiten der Farnesyl-Transferase codie-
ren, ihre heterologe Expression ist aber noch nicht gelun-
gen.™ Das Wachstum von P. falciparum wurde in vitro
durch verschiedene Farnesyl-Transferase-Inhibitoren ge-
hemmt.l'>*1 Aus einer Reihe von Farnesyl-Transferase-
Inhibitoren, die von Sebti und Hamilton et al. entwickelt
wurden, erwies sich das Biphenyl-Derivat FTI-2153 (68,
Abbildung 20, ICs,=4.4 um) als die Verbindung mit der
besten In-vitro-Antimalaria-Aktivitit.'® Ausgehend von
der Kristallstruktur der Ratten-Farnesyl-Transferase wurden
durch De-novo-Design hochaktive Benzophenon-basierte
Farnesyl-Transferase-Inhibitoren entwickelt."**®) In dieser
Serie zeigte Schl-4116 (69, Abbildung 20) eine In-vitro-1Cs,
von 75 nm gegen P. falciparum.'? Inzwischen wurden weitere
Benzophenone mit verbesserten pharmakokinetischen
Eigenschaften entwickelt. Mit diesen Wirkstoffen konnten
P-vinckei-infizierte Miuse geheilt werden.['*”]

Trotz der weitgehenden Sequenz-Homologie im Bereich
des aktiven Zentrums von Farnesyl-Transferasen verschiede-
ner Spezies scheint die Entwicklung selektiver Inhibitoren
moglich. So konnte gezeigt werden, dass die Antimalaria-
Aktivitit einer Serie von Benzophenon-Derivaten nicht
zwangslaufig mit einer Aktivitdt gegen die Hefe-Farnesyl-
Transferase einhergeht.'*!
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Abbildung 20. Inhibitoren der Farnesyl-Transferase.

5.7. Inhibitoren der Glycolyse

Da die Malariaparasiten nicht iiber einen funktionalen
Citronensiurezyklus verfiigen, hingt ihr Energiestoffwechsel
in erster Linie von anaerober Glycolyse ab (Abbildung 3).1%°
Dabei muss NAD* durch Reduktion von Pyruvat zu Lactat
regeneriert werden. Die Lactat-Dehydrogenase von P. falci-
parum ist als rekombinantes Protein verfiigbar, eine hoch-
auflosende Kristallstruktur ist bekannt. Hochdurchsatz-
Screening sowie verschiedene strukturgestiitzte Entwick-

Angewandte

5.8. Weitere neue Leitstrukturen

-Methoxyacrylate werden als Fungizide in der Land-
wirtschaft eingesetzt. Diese Verbindungen inhibieren den
mitochondrialen Elektronentransport iiber den Cytochrom-c-
Reduktase-Komplex &dhnlich wie Atovaquon (23, Abbil-
dung 9). Deshalb wurde die Antimalaria-Aktivitit einiger
Derivate getestet.'’!! Die wirksamste Verbindung, 71 (Abbil-
dung 21), zeigte eine In-vitro-ICs, von 0.06 nm gegen einen
Chloroquin-sensitiven und 0.13 nm gegen einen Chloroquin-
resistenten P.-falciparum-Stamm. Dies sind die niedrigsten
1Cs,-Werte, die bisher fiir Antimalaria-Wirkstoffe berichtet
wurden. In P.-berghei-infizierten Médusen war die Verbindung
ca. 5-mal wirksamer als Chloroquin (5), aber 10-mal weniger
wirksam als 23. Allerdings wurde eine rasche Resistenzent-
wicklung gegen diese Substanzklasse beobachtet.!"™!

Tropische Lianen der Dioncophyllaceae- und Ancistro-
cladaceae-Familien werden in Afrika und Asien als traditio-
nelle Heilpflanzen gegen Malaria verwendet. Aus diesen
Pflanzen wurden Naphthylisochinolin-Alkaloide (Dionco-
phylline) mit potenter Antimalaria-Aktivitit isoliert.'’”
Durch orale Applikation von 50 mgkg™' Dioncophyllin C
(72, Abbildung 21) konnten P.-berghei-infizierte Mause voll-
stindig geheilt werden. Febrifugin (73) ist der aktive
Bestandteil der chinesischen Heilpflanze Dichora febrifuga.
Die Antimalaria-Aktivitit von 73 konnte in vitro (ICs,=
0.7 nMm) und in vivo gezeigt werden, eine klinische Anwen-
dung ist aber wegen starker Nebenwirkungen nicht méglich.
3"-Keto-Febrifugin (74, Abbildung21), das wahrscheinlich
auch als Metabolit von 73 auftritt, ist weniger toxisch und in

lungsansidtze sollen bei der Suche nach
spezifischen Inhibitoren helfen, die nicht
gegen die humane Lactat-Dehydrogenase
wirken.[”! Die Identifizierung solcher Wirk-
stoffe scheint moglich, da sich die Struktu-

ren von Séduger- und Parasiten-Enzym deut- - i _ oF

lich unterscheiden.* Das aus Baumwollsa- S O : O

men isolierte Disesquiterpen Gossypol (70, O R NH
Abbildung 21) inhibiert die Lactat-Dehy- CF, OH =
drogenase und zeigt maBige In-vitro-Anti-

malaria-Aktivitiat (ICsy=15-29 um).'”) Fiir Gossypol 70 A Dioncophyllin C 72

die weitere Entwicklung miissen jedoch
weniger toxische Derivate gefunden wer-
den.

Auch die Kristallstrukturen zweier wei-
terer glycolytischer Enzyme aus P. falcipa-
rum, Fructose-1,6-diphosphat-Aldolase
und Triosephosphat-Isomerase, konnten
bestimmt werden.'!®] In beiden Fillen
bestehen strukturelle Unterschiede zu den
entsprechenden Sduger-Enzymen; dadurch

o}

Cl@NH

Cl

0 OH 0 (o]
SO CLT

3"-Keto-Febrifugin 74 WR182393 75

Febrifugin 73

sollte die Entwicklung spezifischer Inhibito- LY 0.9 Na' o. O Na'
ren moglich werden. Durch virtuelles Scree- P&? H \PC;S H “p-OH

S . . NN HN OH
ning mit der Kristallstruktur von P-falcipa- /POH ©A§|:>\—OH 2 ~OH

. /
rum-Triosephosphat-Isomerase wurden 0" OH o’ oH & oH
einige anionische Farbstoffe mit Sulfonsidu-
76 77 Alendronat 78

regruppen identifiziert, die das Enzym mit
1C5,-Werten zwischen 30.4 pm (Kongorot)
und 49.7 um (Direktrot 23) inhibieren.'”"!

Abbildung 21. Weitere Leitstrukturen fiir neue Antimalariawirkstoffe (Fiir In-vivo-Tests wurde das
Racemat von 3"-Ketofebrifugin (74) verwendet).
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P-berghei-infizierten Mausen nach intraperitonealer Injek-
tion etwas wirksamer als Chloroquin (5).'* Weder der
Wirkmechanismus der Dioncophylline noch derjenige von
73 ist bekannt.

WR182393 (75, Abbildung 21) ist formal ein Chlorpro-
guanil-Derivat, das nicht zu einem Dihydrofolat-Reduktase-
Inhibitor cyclisiert werden kann. 75 ist dhnlich wie die 8-
Aminochinoline Primaquin (30) und Pamaquin (3) gegen die
Leberstadien der Parasiten wirksam, nicht aber gegen die
Blutstadien.!"’* Sowohl die prophylaktische Aktivitit als auch
die Verhinderung von Riickfillen wurden in P-cynomolgi-
infizierten Affen nach intramuskuldrer Injektion von je
31 mgkg ! an drei Tagen nachgewiesen.['””!

Bisphosphonate dienen als Standardmedikation fiir die
Behandlung und Prophylaxe der Osteoporose. Auch diese
Verbindungen konnten Bedeutung als neue Antimalaria-
Wirkstoffe erlangen. Bisphosphonate mit verschiedenen Sei-
tenketten zeigten deutliche Aktivititen gegen parasitische
Protozoen der Gattungen Trypanosoma, Leishmania, Toxo-
plasma und Plasmodium." Aus Stuktur-Wirkungs-Bezie-
hungen ergibt sich, dass Antimalaria-Aktivitit nur beobach-
tet wird, wenn keine Stickstoffatome in der Seitenkette
enthalten sind. Die In-vitro-1Cs-Werte von 76 und 77 liegen
bei 5.1 um bzw. 7.7 uM, dagegen wirkte Alendronat (78,
Abbildung 21), das derzeit am haufigsten verwendete Bis-
phosphonat, bis zur hochsten Testkonzentration (200 pum)
nicht gegen P. falciparum. Man geht davon aus, dass die
antiparasitire Wirkung der Bisphosphonate auf Inhibition
der Farnesylpyrophosphat-Synthase beruht.

Die Ubersichtsartikel von Olliaro und Yuthavong,
Gutteridge,” Chauhan und Srivastaval'” sowie Gelb und
Hol™" beschreiben weitere Targets und Leitstrukturen.

[177]

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die zunehmende Ausbreitung der Malaria sowie die
Entwicklung von Resistenzen gegen herkommliche Antima-
laria-Wirkstoffe zwingt zur raschen Einfiihrung neuer Wirk-
stoffe. Deshalb werden verschiedene seit langem bekannte
Antimalaria-Wirkstoffe wie Chlorproguanil (25), Pyronaridin
(28) und Tafenoquin (29) erstmals systematisch klinisch
erprobt. Daneben werden Kombinationspraparate mit dem
Artemisinin-Derivat Artesunat (17) entwickelt. Dabei ist der
Wirkmechanismus von 28 und 17 nicht vollstdndig verstan-
den, derjenige von 29 liegt praktisch vollig im Dunkeln.
Fosmidomycin (31) ist der einzige Wirkstoff in klinischer
Erprobung, der einer neuen Substanzklasse angehort und
dessen Wirkmechanismus bekannt ist. Auch in der praklini-
schen Forschung ist die Untersuchung lange bekannter
Substanzklassen und Targets weiterhin erfolgversprechend.
Dies gilt besonders fiir die 4-Aminochinoline und Inhibitoren
der Himpolymerisation sowie fiir Artemisinin-Derivate und
Peroxide. Aber gerade bei Peroxiden besteht die Gefahr von
Nebenwirkungen wegen des wenig spezifischen radikalischen
Wirkmechanismus. Verschiedene Proteaseinhibitoren, Inhi-
bitoren der Cholinaufnahme und der Farnesyl-Transferase
zeigen vielversprechende Aktivitdten in vitro und in Tier-
modellen. Da jedoch dhnliche Zielstrukturen beim Menschen
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existieren, muss bei der zukiinftigen Entwicklung eine hohe
Selektivitit fiir die Enzyme der Malaria-Parasiten gewahrleis-
tet sein. Dieselbe Problematik besteht auch bei der Entwick-
lung von Inhibitoren der Glycolyse. Die klinische Anwen-
dung eines vollstindig durch rationales Design entwickelten
Wirkstoffs ist in naher Zukunft noch nicht in Sicht. Die
Entdeckung des Typ-II-Fettsdauresynthese-Systems sowie des
Mevalonat-unabhingigen Isoprenoid-Synthesewegs haben
aber gezeigt, wie in der Grundlagenforschung mithilfe von
Genomsequenzdaten neue Targets identifiziert und zur
raschen Entwicklung neuer Wirkstoffe genutzt werden
konnen.

7. Abkiirzungsverzeichnis

EDy, Dosis, bei der 50% der Priiforganismen eine
erkennbare Wirkung zeigen.

EDy, Dosis, bei der 90% der Priiforganismen eine
erkennbare Wirkung zeigen.

1IC5y, Konzentration, die 50 % Inhibierung bewirkt.

LDy, Letale Dosis fiir 50 % der Versuchstiere.
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