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VOr iber 60 Jahren wurden erstmalig 3-
Lactame am Patienten eingesetzt und
vor mehr als 20 Jahren gingen Carba-
peneme in die klinische Praxis ein
(Schema 1). Der therapeutische Nutzen
von [(-Lactamen ist immer noch auBer-
ordentlich — Untersuchungen zufolge
machen sie etwa die Hilfte aller ver-
schriebenen Antibiotika aus.!! Ange-

sichts dieses maéchtigen Selektions-

drucks erstaunt es nicht, dass stindig

Resistenzmechanismen aufkommen
a)

und sich unter den pathogenen Bakte-
rien verbreiten. Zwar konnen [(-Lac-
tam-Resistenzen durch eine Reihe ver-
schiedener Mechanismen verursacht
werden, zum Beispiel durch Modifika-
tion der Zielproteine (Penicillin bin-
dende Proteine), verringerte Permeabi-
litdt oder den Efflux des Antibiotikums.
Hauptverursacher fiir die Desaktivie-
rungs- und Resistenzmechanismen sind
aber B-Lactamasen.?! Derzeit sind an-
nidhernd 500 (-Lactamase-Enzyme be-
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Schema 1. Beispiele fiir B-Lactam-Substrate von Metallo-f-lactamasen: a) Benzylpenicillin (Peni-
cillin); b) Ceftazidim (Cephalosporin); c) Meropenem (Carbapenem); d) Clavulansiure (Clavam;

Serin-B-lactamase-Inhibitor).
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kannt."*! Die klinische Chemie hat ge-
geniiber -Lactamasen und ihren Aus-
wirkungen bereits einige Erfolge ver-
zeichnen konnen: Viele P-Lactamasen
produzierende Bakterien konnen durch
Kombinationstherapien erfolgreich be-
kampft werden, zum Beispiel mit Aug-
mentin. Diese Medikamente bestehen
aus Penicillinen, die durch p-Lacta-
masen desaktiviert werden, und B-Lac-
tamase-Inhibitoren wie Clavulanséiure,
Sulbactam oder Tazobactam (Sche-
ma 1). Allerdings erreichte bisher kein
Inhibitor effektiv alle PB-Lactamase-

[*] http://www.lahey.org/studies.
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Klassen, und viele pathogene Bakterien
entwickeln immer wieder Enzyme mit
Inhibitorresistenzen.

Bei den meisten 3-Lactamasen greift
ein aktivierter Serinrest nucleophil das
Carbonyl-Kohlenstoffatom der zu spal-
tenden Amidbindung des $-Lactams an.
Aber noch eine weitere, mit den f3-Lac-
tamasen nicht verwandte Klasse von
Zink-Metalloenzymen stellt die Effek-
tivitdt von f-Lactamen infrage. Metallo-
B-lactamasen (mpls) sind bekannt fiir
ihr breites Aktivitdtsspektrum — sie hy-
drolysieren nicht nur Penicilline, Ce-
phalosporine und Carbapeneme, son-
dern auch Serin-B-lactamase-Inhibito-
ren wie die Clavulansiure.” Metallo-f-
lactamasen stellen eine explizite Be-
drohung dar, da sie in panresistenten
Gram-negativen Bakterien wie Pseu-
domonas aeruginosa und Acinetobac-
ter spp. vorkommen. Diese Bakterien-
stimme sind gegen die meisten, wenn
nicht gegen alle ibrigen Antibiotika-
klassen resistent und werden vornehm-
lich mit Carbapenemen bekimpft."!
Uber 20 mfl-Typen sind bekannt, und 4
mpl-Gene (blapp, blayy, blagpy, und
blagn.,) wurden bereits auf Genele-
menten wie Plasmiden, Transposons
und Integrons mobilisiert, sodass sie sich
leicht iiber geographische und Spezies-
grenzen hinweg verbreiten konnen.

Im aktiven Zentrum der mfls be-
findet sich ein zweikerniger Zinkkom-
plex mit einem tetraedrisch (Znl) und
einem trigonal bipyramidal koordinier-
ten Zinkion (Zn2). Der Abstand zwi-
schen den Zinkionen betriigt 3.6 A; sie
sind durch eine p-Hydroxo-Gruppe
verbriickt (Schema 2, Abbildung 1).
Auch wenn es Ausnahmen gibt — die
spezifischen Carbapenemasen von Ae-
romonas spp. enthalten nur ein Zn**-
Aquivalent, das Enzym Bcll von Bacil-
lus cereus ist als Mono- oder Dizinkform
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Schema 2. Die (3-Lactam-Bindung durch Metallo-B-lactamasen. Bei der Bindung von Benzylpeni-
cillin durch IMP-1 koordiniert vermutlich die Amidfunktion des f-Lactams an Zn1, die C3-Carb-
oxylatgruppe bindet an Lys 224 und Zn2. Das Substrat ist so ausgerichtet, dass ein nucleophiler
Angriff der (vorher p-verbriickenden) OH-Funktion am Carbonylkohlenstoffatom erfolgen kann.
Koordinative Bindungen sind durch gestrichelte Linien dargestellt. Die Standard-BBL-Numme-
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rierungP? gilt im gesamten Highlight.

His 263

Abbildung 1. Das zweikernige aktive Zentrum von Metallo-B-lactamasen: Dargestellt ist das akti-
ve Zentrum des CcrA-EnzymsP® (die Auflésung der Strukturanalyse von freiem IMP-18l ist zu

gering, um die u-OH-Briicke zu lokalisieren). Zinkionen sind als graue, Wassermolekiile als rote
Kugeln dargestellt. Die p-verbriickende OH-Funktion ist mit Wat 1, das Zn2-gebundene , apicale“
Wassermolekiil mit Wat2 bezeichnet. Diinne Linien stehen fiir koordinative Bindungen und Was-

serstoffbriicken.

aktiv, und es ist nach wie vor umstritten,
welche Form in vivo vorliegt — miissen
fir die maximale Aktivitit in den
meisten Fillen beide Zn**-Positionen
besetzt sein’! Diese Anordnung ist in
biologischen Systemen {iblich: Viele
hydrolytische Enzyme enthalten eben-
falls zweikernige Metallzentren. Ent-
sprechend werden die mfls einer grolen
Enzymfamilie zugerechnet, die vielfal-
tige Hydrolyse- und andere Funktionen
ausiibt.”) Dank dieser besonderen
Struktur konnen mfls sehr unter-
schiedlich substituierte p-Lactame hy-
drolysieren. Das Metallzentrum dient
dabei nicht nur zur Katalyse, sondern es
erkennt auch bestimmte funktionelle
Gruppen am Substrat. Vieles deutet
darauf hin, dass Znl und Zn2 jeweils
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spezifisch die Amid- bzw. die C3/C4-
Einheit des p-Lactam-Skeletts bin-
den.*”) Die groBe Bedeutung des Me-
tallzentrums fiir die Substratbindung
zeigt sich daran, dass das Apoenzym der
mpls anders als das BcII-Apoenzym von
B. cereus kein B-Lactam zu binden ver-
mag, obwohl es strukturell seinem Ho-
loprotein stark dhnelt.'” Ein analoges
Verhalten wird bei anderen Metalloen-
zymsystemen nicht beobachtet."! Bei
den mfls ermoglicht die Proteinumge-
bung des aktiven Zentrums (eine offene,
flache Furche) produktive hydrophobe
und/oder Wasserstoffbriicken-Wechsel-
wirkungen mit den Substituenten an C6/
C7 und C2/C3 des Substrats. Dies ver-
deutlichen die verschiedenen Konfor-
mationen, in denen die Trp64 enthal-
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tende Schleife in unterschiedlichen
IMP-1-Inhibitorkomplexen  vorliegen
kann (Abbildung 2). Diese Wechselwir-
kungen scheinen allerdings fiir die Sub-
stratbindung nur zweitrangige Bedeu-
tung zu haben, denn sie variieren zwi-
schen einzelnen Enzymen erheblich.l
Die Hemmung von mfls stellt somit ei-
ne besonders schwierige Aufgabe dar,
denn das Metallzentrum dhnelt demje-
nigen vieler anderer Enzymsysteme,
und es existieren in diesen Proteinen
keine Taschen mit konservierter Spezi-
fitat, die das Design von Wirkstoffen
erleichtern wiirden.

Auf der Suche nach effektiven mfl-
Inhibitoren wurden chemisch so ver-
schiedenartige Verbindungen wie Bi-
phenyltetrazole, f-Lactame, Trifluor-
methylketone, Bernsteinsdure-Derivate
sowie eine Reihe von Thiolen unter-
sucht (siche die Ubersichten in
Lit. [5,13]). Schon in den wenigen vor-
liegenden Strukturinformationen zeigen
sich Gemeinsamkeiten bei den Wech-
selwirkungen der unterschiedlichen
Reagentien mit den Zielenzymen. Ers-
tens konnen die Schwefelatome von
Thiolreagentien wie D-Captopril oder
Thiomandelsdure oder die Carboxy-
Sauerstoffatome von Dibernsteinsédure-
Inhibitoren die p-Hydroxo-Briicke am
Metallzentrum ersetzen. Nach allge-
meinem Verstdndnis fungiert bei der
Hydrolyse dieses Metallzentrum als
Nucleophil '+ Interessanterweise
deuteten aber ESR-spektroskopische
Untersuchungen zur Wechselwirkung
zwischen Co**-substituiertem L1-En-
zym von Stenotrophomonas maltophilia
mit p-Lactamen an, dass verbriickte
Spezies gar nicht an der Bildung von
produktiven Enzym-Substrat-Komple-
xen beteiligt sind.!'®! Zweitens kommt es
zwischen dem N,-Stickstoffatom von
Lys 224, einem Rest, der Mutagenese-
und Strukturdaten zufolge Wasserstoff-
briicken zur invarianten C3/C4-Carb-
oxygruppe des -Lactam-Substrats aus-
richtet und somit zur Bindung und Ori-
entierung des Substrats beitrégt (Sche-
ma 2),"”¥ und den Carboxylat- oder
Tetrazolsubstituenten des Inhibitors zu
dhnlichen Kontakten (Abbildung 2).

Kurosaki et al. nutzten nun diese
gemeinsame Substrat- und Inhibitor-
bindung von mfls, um eine neue Klasse
von irreversiblen Inhibitoren mit Thiol-
funktion zu entwickeln." Die irrever-
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Abbildung 2. Die Kristallstruktur von Komplexen der Metallo-B-lactamase IMP-1 mit verschiede-
nen Inhibitoren: a) 3-(3-Mercaptopropionylsulfanyl)propionsiure (OPS; pdb-Zugang Tvgn');

b) 2-[5-(1-Tetrazolylmethyl)thien-3-yl]-N-[2-(mercaptomethyl)-4-(phenylbutyryl) glycin] (MCI; pdb
1ddk®); c) nichtkomplexiertes Protein (pdb 1dd6®)); d) 2,3-Bis-benzo[1,3]dioxol-5-ylmethylbern-
steinsdure (BDS; pdb 1jjt")). Die Richtung der Proteinhauptkette ist durch Farbschattierung
vom N- zum C-Terminus angegeben; Sekundarstrukturelemente sind im Hintergrund angedeu-
tet. Die Farben der Seitenketten- und Inhibitoratome entsprechen dem Standard, mit Ausnahme
der Inhibitor-Kohlenstoffatome (magenta). Zinkionen sind als graue, Wassermolekiile als rote
Kugeln dargestellt. Diinne Linien geben koordinative Bindungen und Wasserstoffbriicken wieder.

sible Hemmung von mfls durch Thiole
ist keine neue Beobachtung — es wurde
schon gezeigt, dass Mercaptoessig-
sdurethiolester eine Disulfidbriicke mit
dem an Zn2 bindenden Cys221 von Bcll
bildet. Eine analoge Disulfidbildung
wurde fiir Thiolfunktionen postuliert,
die bei der Offnung des Dihydrothi-
azinrings von Cephalosporin nach Spal-
tung der P-Lactam-Amidbindung frei
werden.”?!! Lippard und Mitarbeiter
zeigten, dass Diaryldisulfide durch ei-
nen Thiol-Disulfid-Austausch in &hnli-
cher Weise kovalent an das Ccra-Enzym
von Bacteroides fragilis binden.”? Der
Unterschied der neuen Strategie zu
diesen Beispielen besteht darin, dass
eine Thiolfunktion, die mit dem zwei-
kernigen Zinkzentrum einen stabilen p-
verbriickten Komplex bildet, mit einer
Esterfunktion kombiniert wird, die ge-
rade ausreichend aktiviert ist, um an den
substratbindenden Rest Lys224 zu bin-

www.angewandte.de

den. Kurosaki et al. wiesen fiir die Pen-
tafluorphenylester von 3-Mercapto- und
3-(3-Mercaptopropionylsulfanyl)propi-
onsdure Hemmkinetiken nach, die auf
einen Mechanismus mit reversibler
Anlagerung und anschlieBender irre-
versibler Inaktivierung unter Abspal-
tung von Pentafluorphenolat schlieSen
lassen (Schema 3). Massenspektrome-
trische Analysen und Kristallstruktur-
daten sprechen fiir den gewiinschten
Bindungsmodus im Enzymkomplex
(Abbildung 2).

Zwar wurde schon iiber irreversible
Hemmstoffe fiir verschiedene Zn>*-
Metalloenzyme berichtet, der von
Kurosaki et al. vorgeschlagene Hemm-
Mechanismus unterscheidet sich von
den anderen jedoch in einem wichtigen
Aspekt. Bei der Inaktivierung der
Carboxypeptidase A (CPA) durch Ep-
oxide, Acetale oder Oxazolidinone,?>?
der Inaktivierung von Matrixmetallo-

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

proteasen (MMPs) durch Thiirane®!
oder der Inhibition des zweikernigen
Cobaltenzyms Methionin-Aminopep-
tidase (MetAP) durch den Angiogene-
se-Hemmstoff Fumagillin®*" wird zu-
néchst eine Vorstufe durch das Metall-
zentrum aktiviert. Diese Aktivierung
erleichtert die folgende kovalente An-
lagerung an einen nucleophilen Rest des
Proteins, z.B. Glu270 (CPA), Glu404
(MMP-2) oder His231 (MetAP; Sche-
ma3). Im weiteren Verlauf werden
Aminosiurereste modifiziert, die ent-
scheidend zur Katalyse beitragen.

Bei mfls erfolgen dagegen sowohl
die Substratbindung als auch die Kata-
lyse vorrangig durch die Zinkionen, und
die wichtigen Aminosduren (mit der
moglichen Ausnahme von Asp 12012
wirken eher als Liganden an den Zink-
ionen und nehmen selbst nicht am Re-
aktionsmechanismus teil. Zwar fiihrt die
Modifikation von Lys224 auch bei mfls
zu einer irreversiblen Inaktivierung,
aber da dieser Rest durch seine unmit-
telbare Proteinumgebung nicht merk-
lich aktiviert wird, gelingt sie erst mit
einem reaktiveren Reagens; wahr-
scheinlich dient auch Lys224 mehr der
molekularen Erkennung als der Kata-
lyse. Zwar konnte man diese neuen
Reagentien auch als Affinitdtsmarkie-
rungen einstufen und nicht als Inhibi-
toren mit mechanistischer Grundlage,”®”
die Wirksamkeit ihrer mpl-Inhibitions-
methode steht jedoch auB3er Frage. Nun
konnen Verbindungen entwickelt wer-
den, die dhnlich aktiv sind wie die bes-
ten handelsiiblichen reversiblen Inhibi-
toren.

Dennoch sind auf dem Weg zu kli-
nisch effektiven mpl-Inhibitoren noch
einige Hindernisse zu tiberwinden. Frii-
heren Studien zufolge kann die Wirk-
samkeit einer bestimmten Verbindung
selbst gegeniiber ganz eng verwandten
Zielproteinen schon um mehrere Gro-
Benordnungen varriieren, wie es eher
fir eine uneinheitliche Enzymgruppe
mit geringer Sequenzihnlichkeit zu er-
warten wire.?* Im Zuge der Aus-
breitung der mobilisierten mfls haben
sich multiple Varianten der blayp- und
blayn-Genprodukte gebildet, die sich
teilweise substanziell in ihrer Reaktivi-
tdt gegeniiber verschiedenen Substrat-
klassen unterscheiden.?*? Die Wech-
selwirkung der Proteinseitenketten mit
der C3/C4-Carboxygruppe des f-Lac-

Angew. Chem. 2006, 118, 1038 —1042
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Schema 3. Irreversible Inhibitoren von Metalloenzymen: a) Hemmung der Gelatinase (MMP-2)
durch 2-(4-Phenoxyphenylsulfonylmethyl)thiiran.?! b) Hemmung der Carboxypeptidase A durch
2-Benzyl-3,5-dioxahexansiure.”” c) Hemmung der Methionin-Aminopeptidase durch Fumagil-

lin.”1 d) Hemmung der Metallo-B-lactamase IMP-1 durch die Pentafluorphenylester von 3-Mer-

capto- und 3-(3-Mercaptopropionylsulfanyl)-propionsdure (X=COSCH,CH,).

tams ist hochstwahrscheinlich innerhalb
der gesamten mfl-Familie konserviert,
sie wird aber auf unterschiedliche Art
und Weise erreicht: An der Stelle von
Lys224 konnen auch Tyr-, His-, Arg-
oder Ser-Reste vorliegen.®* 1832

Die extrem weite Verbreitung von
zweikernigen Metallzentren sowie die
Notwendigkeit eines Pentafluorphenyl-
esters, um die erforderliche Reaktivitét
des Inhibitors zu gewéhrleisten, werfen
Fragen hinsichtlich der Spezifitit auf:
Derartig aktivierte Verbindungen mit so
vielen moglichen Zielsubstanzen eignen
sich in ihrer derzeitigen Form kaum fiir
den klinischen Einsatz in vivo. Dennoch
konnte man die Selektivitdt steigern,
indem man die Wechselwirkungen des
Metallions Zn2 in mf1 mit der Substrat-
Carboxylatgruppe  besser  imitiert.
Durch diese spezifischen Kontakte zum
Zn**-Ton kénnten auch weniger reaktive

Angew. Chem. 2006, 118, 1038 —1042
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Inhibitoren aktiviert werden. Panresis-
tente Gram-negative opportunistische
Pathogene wie das Bakterium P. aeru-
ginosa, das gegen samtliche therapeuti-
schen Wirkstoffe einschlieBlich p-Lac-
tamen resistent ist, verwenden h&ufig
Mehrfachmechanismen wie die Expres-
sionsmodifizierung von Porinen und
Effluxpumpen, um Antibiotika von ih-
rer Zielstruktur fernzuhalten. Da auch
solche undurchldssigen Organismen ge-
knackt werden miissen, steigen die An-
forderungen an die chemischen Eigen-
schaften neuer Wirkstoffe stiandig.

Es sieht so aus, als ob die Metallo-f3-
lactamasen in den kommenden Jahren
erheblich an klinischer Bedeutung ge-
winnen werden. Zwar stehen einige
neue Antibiotikaklassen schon jetzt
oder in naher Zukunft zur Verfiigung,
aber keine von ihnen wirkt effektiv ge-
gen sidmtliche Gram-negativen Wirt-
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spezies fiir mpls.**! Entsprechend sind f-
Lactame auch weiterhin bei der Be-
kdampfung dieser Organismen unersetz-
lich. Auf der Suche nach effektiven mf3l-
Inhibitoren ist daher der neue Weg von
Kurosaki et al. ausgesprochen willkom-
men.
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