Antibiotika-Entwicklung gestern

und heute

Ulrike Holzgrabe, Wirzburg

Die Suche nach neuen Antibiotika geht nur zégerlich voran. Die meisten Antibio-
tika-Gruppen wurden nach dem zweiten Weltkrieg gefunden. Danach hat es
nur iterative Entwicklungen zur Verbesserung der Pharmakokinetik und -dyna-
mik gegeben. Die Familie der Oxazolidinone ist die einzige wirkliche Innovation
in den letzten Jahren. Solche Quantenspriinge in der Antibiotika-Entwicklung
sind selten geworden, weil einerseits das Engagement der Pharmaindustrie
auf diesem Gebiet zuriickgegangen ist. Andererseits ist die Auffindung neuer
Substanzen immer schwieriger und teurer geworden, obgleich es viele neue

Technologien gibt.
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,Die Antibiotika-Pipeline der Pharma-
zeutischen Industrie lduft trocken® [1].
Das ist eine der Botschaften der 43.
ICAAC, die im September 2003 in Chi-
cago stattfand. Dafiir nennt die Phar-
maindustrie gleich mehrere Griinde:
Aufgrund der meist kurzen Behand-
lungsdauer gehoren Antibiotika nicht
zu den groBlen ,,Verdienern* wie Arz-
neimittel gegen Herzkrankheiten oder
chronische Erkrankungen; es gibt eine
gewisse Sittigung am Markt; es gibt zu
viele Generika; der Kostenaufwand bei
der Entwicklung ist zu hoch; zu viele
neue Antibiotika sterben in den klini-
schen Priifungen. Die Reihe der vor-
getragenen Argumente ldsst sich fort-
setzen, obgleich die Antibiotika wert-
mifig den drittgroften Markt im Arz-
neimittelsektor ausmachen. AuBlerdem
war der Bedarf an neuen Antibiotika nie
grofler, betrachtet man die zunehmende
Zahl an resistenten und multiresisten-
ten Erregern. Zur Therapie von Infek-
tionen mit resistenten Erregern bedarf
es nicht nur neuer Antibiotika bereits
bekannter Klassen sondern insbeson-
dere neuer Antibiotika mit neuer che-
mischer Struktur und ganz neuen An-
griffspunkten im Bakterienstoffwechsel,
so dass es nicht gleich zu Beginn Kreuz-
resistenzen mit anderen schon auf dem
Markt befindlichen Antibiotikagrup-
pen gibt. Aber wie viele neue Antibio-
tika-Klassen sind in den letzten Jahren
tiberhaupt auf den Markt gekommen?
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Nach der Auffindung des Penicillins
aus Penicillum notatum vor 75 Jahren
wurden in den 1940er und 1950er Jah-
ren die meisten Antibiotika aus Mikro-
organismen isoliert: 1943 Streptomycin
aus Actinomyceten und nachfolgend
noch viele Aminoglykoside aus den spa-
ter Streptomyces genannten Bakterien,
1947 Chloramphenicol aus Streptomy-
ces venezuela und 1948 Tetracyclin aus
Streptomyces aureofaciens. Es folgten
1952 Makrolide, 1958 Glykopeptide,
1962 Streptogramin und 1962 4-Chino-
lone. Die letztere Klasse der 4-Chinolo-
ne gehort wie die 1936 von Domagk ge-
fundenen Sulfonamide im Unterschied
zu den vorher genannten Naturstoffen
zu den synthetischen Antibiotika.

Nachdem alle diese Antibiotika Eingang
in der Therapie gefunden haben, hat es
bis heute bis auf eine Ausnahme nur
noch iterative Fortentwicklungen gege-
ben; damit ist die Weiterentwicklung ei-
ner bestehenden Antibiotika-Klasse in
Bezug auf Verbesserung der Pharmako-
kinetik und Pharmakodynamik gemeint.
Dabei hat es ohne Frage wichtige Fort-
schritte gegeben, die nicht als Me-too-
Entwicklungen abqualifiziert werden
sollten. Aber fiir die Uberwindung von
Resistenzen helfen iterative Entwick-
lungen nur begrenzt. Hier sind Quanten-
spriinge, das heifit, ganz neue Antibio-
tika, notwendig. Ein Quantensprung ist
mit der Einfiihrung des ersten Oxazoli-
dinons, dem Linezolid, gelungen.

Im Folgenden soll einerseits an Beispie-
len die Wichtigkeit von iterativen Ent-
wicklungen aufgezeigt und andererseits
die Moglichkeiten zur Auffindungen
neuer Antibiotika kritisch beleuchtet
und schlussendlich Aspekte der Suche
nach neuen ,,Zauberkugeln* und neu-
en Zielstrukturen fiir Antibiotika darge-
stellt werden.

Iterative Entwicklungen

Beispiel Chinolone

1962 wurde die Nalidixinsdure als ers-
ter Gyrasehemmstoff gefunden. Die
Substanz war jedoch weder gut biover-
fligbar noch hatte sie ein interessantes
Wirkungsspektrum. Einer der Nachfol-
ger, die Pipemidsdure, wurde aufgrund
der etwas besseren Pharmakokinetik
hiufig bei Harnwegsinfektionen einge-
setzt. Den Durchbruch erlebten die Gy-
rasechemmstoffe erst mit der Einfiihrung
des Fluoratoms in Position 6 des Chi-
nolongeriistes. Mit Norfloxacin wurde
eine weitreichende Anwendung bei In-
fektionen mit gramnegativen Erregern
moglich, wie beispielsweise Harnwegs-
infekten oder Gonorrho. Ciprofloxacin
und Ofloxacin wirken auch vorwiegend
gegen gramnegative Bakterien. Neben
dem Wirkungsspektrum und der Wir-
kungsstirke wurden Bioverfiigbarkeit
und Halbwertszeit verbessert. Damit
war die Entwicklung noch nicht zu En-
de [2, 3]. Abbildung 1 zeigt die vorerst
letzte Generation der Chinolone, die
auch gegen Mykobakterien, Chlamydi-
en und Anaerobier einsetzbar sind und
meist liber eine so lange Halbwertszeit
verfiigen, dass die Patienten mit einer
einmal tdglichen Gabe auskommen.
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Abb. 1. Verbesserung durch strukturelle Variation

Beispiel Glykopeptide

Das schon 1956 gefundene Vancomycin
wird seit Mitte der 1980er Jahre gegen
Methicillin-resistente  Staphylococcus
aureus (MRSA) eingesetzt, da es bis vor
kurzem das einzige Antibiotikum war,
das bei Infektionen mit diesen multi-
resistenten Erregern half und aufgrund
steigender Resistenzen immer wichtiger
wurde [4]. Durch den héufigen Einsatz
wird immer hiufiger von Vancomycin-
resistenten Enterokokken (VRE) berich-
tet [5], kiirzlich sogar von Vancomycin-
intermedidr-resistenten Staphylococcus
aureus (VISA) [6]. Strukturabwandlun-
gen des dem Vancomycin verwandten
Teicoplanin haben zu Dalbamycin ge-
fiihrt, das sich aufgrund einer verbes-
serten Pharmakokinetik in Phase II der
klinischen Priifung befindet. Oritavan-
cin, ein dem Vancomycin verwandtes
Glykopeptid, das in Phase III der kli-
nischen Priifung ist (Abb. 2), ist trotz
der kleinen Variation der Struktur so-
wohl gegen VRE als auch gegen VISA
wirksam [7, 8]. Die Ursache fiir diesen
bemerkenswerten Fortschritt kennen wir
noch nicht.

Beispiel Makrolide/Ketolide

Erythromycin war das erste Makrolid,
das ein breites Wirkungsspektrum auf-
weist, aber bei der Magenpassage durch
Halbacetalbildung strukturell so verin-
dert wird, dass es nicht mehr wirksam
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ist. Mit chemischen und technologi-
schen Mafinahmen hat man dieses Pro-
blem in den Griff bekommen. Jedoch
fiihrt eine Methylierung eines Adenin-
Rests der Zielstruktur hdufig zu einer
Gruppen-Resistenz, die Makrolide, Lin-
cosamine und Streptogramine (MLS)
betrifft. Austausch der Cladinose gegen
eine Ketogruppe — daher riihrt der Na-
me Ketolide —, Einfiihrung eines substi-
tuierten Carbamatrings und Methylie-
rung der ,,gefdhrdeten* Hydroxylgrup-
pe haben zu den Ketoliden gefiihrt, die
viel fester an den Translokationskanal
der ribosomalen RNS binden. So wird
die Peptidsynthese effizienter gechemmt
und die Resistenzbildung zuriickge-
dringt [9]. Telithromycin, der erste Ver-
treter der Ketolide (Abb. 3), ist deshalb
auch gegen resistente Erreger wirksam
wie zum Beispiel Penicillin-resistente
Streptococcus pneumoniae oder MRSA
[10]. Die Halbwertszeit ist geniigend
lang fiir eine Einmalgabe pro Tag, die
Bioverfiigbarkeit mit 57 % noch stei-
gerbar [11]. Genau wie bei den neuen
Glykopeptiden hat man mit den Ketoli-
den trotz einer strukturell gesehen itera-
tiven Entwicklung einen groflen thera-
peutischen Fortschritt erzielt. Da aber
Angriffspunkt und damit Wirkungsme-
chanismus gleich geblieben sind, wun-
dert es nicht, dass bereits von Resis-
tenzen und Kreuzresistenzen berichtet
wurde [6].
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Quantenspriinge

Eine wirkliche Neuentwicklung sind die
kiirzlich eingefiihrten Oxazolidinone.
Erster Vertreter ist das Linezolid. Diese
Gruppe wurde 1978 bei Dupont als An-
tibiotikum fiir den Pflanzenbau paten-
tiert. Erste Perspektiven als humane An-
tibiotika fand man Ende der 1980er Jah-
re mit den Acetamidomethyl-oxazolidi-
nonen [12]. Strukturvariationen haben
die Zahl der Nebenwirkungen reduziert
und die Pharmakokinetik optimiert. Li-
nezolid ist gegen viele grampositive Er-
reger wirksam, die bereits resistent sind,
wie beispielsweise VRE, VSE, Penicil-
lin-resistente Pneumokokken, MRSA,
und Methicillin-resistente Staphylococ-
cus epidermidis (MRSE). Linezolid hat
einen ganz neuen Angriffsort, nimlich
die Hemmung des Initiationskomplex
aus 30S-Untereinheit, mRNS und N-
Formyl-met-tRNS. Aufgrund des neuen
Angriffspunkts sind Kreuzresistenzen
mit anderen Antibiotika so gut wie aus-
geschlossen. Damit kann man Linezolid
als eine grofie Innovation, einen Quan-
tensprung, bezeichnen. Jetzt miissen ite-
rative Entwicklungen folgen, um einige
Schwichen dieser Substanz zu iiber-
winden, wie zum Beispiel die schwa-
che Wirksamkeit gegen gramnegative
Bakterien oder die zu kurze Halbwerts-
zeit [13].

Solche Quantenspriinge sind in groferer
Zahl notwendig, wenn wir bei dem Ha-
se-Igel-Wettlauf gegen resistente Bak-
terien die Nase vorne behalten wollen.
Aber wie findet man neue Antibiotika
mit neuer chemischer Struktur und neu-
em Angriffspunkt?

Strategien fiir die Suche
nach der Zauberkugel

Frither

Schaut man in die Geschichte, so schei-
nen Zufall — auch Serendipity genannt
[14] —, falsche Arbeitshypothesen und
rationales Wirkstoff-Design hiufig
Hand in Hand bei der Auffindung neuer
Antibiotika-Klassen zu gehen. Paul Ehr-
lich war unter seinen Kollegen als der
»groBe Firber bekannt, denn er glaub-
te, dass durch selektives Anfiarben die
Bakterien selektiv getdtet werden konn-
ten. Die Tatsache, dass er 1891 Malaria-
kranken mit dem Farbstoff Methylen-
blau helfen konnte, gab ihm Recht. Zur
gleichen Zeit behandelten Breindl und
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dende Patienten mit Arsanilsédure, einer
Substanz, deren Struktur Ehrlich erst
zwei Jahre spiter aufklirte; es handel-
te sich um 4-Aminophenylarsonsiure,
H,N-C,H,-AsO;H,. Es lag eigentlich
nahe, aus den damals gerade entdeck-
ten Azofarbstoffen und der Phenylar-
sonsdure ein Konzept, einen Arsen-ana-
logen Azofarbstoff, das Salvarsan, zu
machen.

Salvarsan wurde erfolgreich gegen Sy-
philis eingesetzt. Umgekehrt gleicht das
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wiederum dem Salvarsan. Sulfachryso-
idin war jedoch ein Prodrug, aus dem
das wirksame Sulfonamid freigesetzt
werden muss, das hei3t, die Farbstoff-
hypothese ist hier falsch.

Auch wenn das neueste Antibiotikum
auf dem Markt, das Linezolid, eher zu-
fillig gefunden wurde, so bemiiht man
sich heute, rationaler neue Arzneistoffe
und damit auch Antibiotika zu finden.

Uber Jahrzehnte konnten die Chemi-
ker schneller neue Substanzen synthe-
tisieren, als die Pharmakologen, Mi-
krobiologen und Toxikologen sie testen
konnten. Mit der Einfiihrung des High-
throughput-Screenings (HTS) dnderte
sich das Bild [15]: Die Chemiker waren
zu langsam mit der Synthese. Deshalb
ersannen sie die kombinatorische Che-
mie. Mit dem Split-and-Pool-Verfahren
wurden Bibliotheken von Zehntausen-
den von Verbindungen in Gemischen



hergestellt [Ubersicht siehe 16]. Die be-
rithmte Suche nach der Nadel im Heu-
haufen bei der Arzneistoffentwicklung
hatte den Heuhaufen vergroBert, wie es
Roger Lahana einmal formulierte. Denn
in einem Gemisch ist es schwierig, neue
Leitstrukturen zu finden, die zu Beginn
der Entwicklung eventuell keine iiberra-
gende Aktivitit aufweisen. Die meisten
Arzneistoffe sind ndamlich aus urspriing-
lich mittelguten Leitstrukturen entwi-
ckelt worden. So wundert es nicht, dass
mit dieser Methode in keinem Indika-
tionsgebiet neue Wirkstoffe gefunden
wurden. In den letzten Jahren hat man
deshalb nicht mehr Gemische getestet,
sondern Bibliotheken von hiufig mehre-
ren hunderttausend Einzelverbindungen.
Der hohe Automatisierungsgrad des
HTS macht das moglich. Aber auch die-
ser grole Aufwand fiihrte bisher nicht
zu den gewlinschten Erfolgen.

Heute

Antwort auf diese Art der kombinatori-
schen Chemie und das HTS von riesen-
groflen Substanzbibliotheken kann nur
sein, nach intelligenteren Heuhaufen
zu suchen, die mehr Nadeln enthalten.
Die Kombination aus rationalem Wirk-
stoffdesign, das sich sowohl der Ana-
lyse quantitativer Struktur-Wirkungs-
beziehungen als auch des strukturba-
sierten Designs bedient, und kombina-
torischer Chemie hilft Quantitdt durch
Qualitdt zu ersetzen, das heif3t, intelli-
gentere und kleinere Verbindungsbib-
liotheken zu erzeugen [17]. Vorausset-
zung fiir diese Methoden ist meist, dass
die Struktur des Zielmolekiils in weiten
Teilen, insbesondere in der Bindungs-
tasche, bekannt ist, sei es durch NMR-
spektroskopische Messungen, Ront-
genstrukturanalyse oder entsprechende
mikroskopische Messungen. Hier sei-
en fiir dieses Vorgehen beispielhaft nur
Schlagworte genannt: Virtual Screening
mit der Hilfe von Programmen wie LU-
DI [18] oder Relibase [19], SAR-by
NMR [20], Combinatorial target-guided
ligand assembly [21]. Sehr gute Zusam-
menfassungen finden sich beispielswei-
se in [22-24].

Eine andere = Moglichkeit, neue
Leitstrukturen zu finden, ist die ,,Ran-
dom Chemistry* [25]. Hier werden be-
reits etablierte Arzneistoffe mit Cobalt-
60 bestrahlt. Dabei werden privilegierte
Strukturelemente der Wirkstoffe durch
die eingestrahlte Energie abgespalten
und strukturell neu geordnet, so dass mit
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grofler Wahrscheinlichkeit neue wirksa-
me Substanzen entstehen. Ein Beispiel
sind Hemmstoffe der Thymidinkinase,
weitere Beispiele sind in der Pipeline.
Neben der rein chemischen Kombina-
torik steht die kombinatorische Bioche-
mie, mit der neue Arzneistoffe gefunden
werden konnen. Die Gene fiir die Syn-
these von Polyketiden, wie zum Beispiel
Erythromycin, sind zusammen auf ei-
nem Cluster vergesellschaftet. Die Mo-
dule sitzen auf den Genen des Clusters,
so dass durch die Ketidsynthase Acyl-
CoA-Bausteine miteinander verkniipft
und durch Reductasen, Dehydratasen
und Enoylreductasen veridndert werden
konnen. Mit der Technik der kombinato-
rischen Biochemie kann man die Modu-
le anders anordnen, so dass vorhersag-
bar neue Wirkstoffe entstehen. Auf die-
se Weise hat man Erythromycin gezielt
verdndert und an der Synthese anderer
Polyketid-Antibiotika, wie beispielswei-
se Avilamycin, Landomycin und Urda-
mycin gearbeitet [26]. Auf die gleiche
Art kann man durch nicht ribosomale
Peptidsynthasen neue Peptidantibiotika
herstellen [27]. Diese Synthasen sind
in der Lage, neben den zwanzig na-
tiirlichen Aminosduren ungewohnliche
Bausteine wie D-Aminosduren oder
N-methylierte Aminosduren sowie Hy-
droxy- und Carboxysduren umzusetzen,
so dass sich Peptide grofer Stabilitit er-
geben. Neben Tyricidin-Derivaten, die
auf diese Weise synthetisiert wurden,
ist eine Reihe von neuen Peptidantibio-
tika in der Pipeline. Auch hier gilt, dass
privilegierte Strukturen zwar kombina-
torisch, aber trotzdem gezielt zusam-
mengefiigt werden, so dass die Wahr-
scheinlichkeit, einen Wirkstoff zu fin-
den, steigt.

Wie in der Einleitung beschrieben, ist
die Natur ein hervorragender Lieferant
fiir neue Leitstrukturen zur Antibiotika-
Entwicklung, da die Naturstoffe bereits

durch eine Evolution gegangen sind.
Obgleich noch lange nicht alle Pflanzen
auf Wirkstoffe durchsucht worden sind,
ist davon auszugehen, dass das marine
Habitat ein noch weitaus groferes Re-
servoir fiir Wirkstoffe ist. Dies gilt ins-
besondere fiir die Schwiamme und deren
Besiedlung mit Mikroorganismen [28,
29]. Das Problem ist allerdings, dass
sich die Mikroorganismen meist nicht
kultivieren lassen, so dass eine Anrei-
cherung der potenziellen Wirkstoffe,
die fiir ihre Strukturaufkldrung und bio-
logische Testung notwendig wire, nicht
moglich ist. Hier kann der Genomics-
Ansatz helfen: Durch Isolierung der
DNS, die vervielfiltigt und exprimiert
wird, gelang man zu neuen Naturstof-
fen in Mengen, mit denen man sie dann
charakterisieren kann. Dies bedeutet al-
lerdings einen grofen Aufwand, der sich
aber bereits gelohnt hat [30].

Suche nach neuen Targets

Alle bisherigen Ausfiihrungen konzen-
trierten sich bisher auf die Suche nach
neuen Leitstrukturen. Seit dem das Ge-
nomics-Zeitalter begonnen hat, setzt
man bei der Arzneistoffsuche noch ei-
nen Schritt vorher an; man sucht nach
den krankmachenden Genen, exprimiert
diese und findet damit heraus, mit wel-
chen Stoffwechselprozessen man inter-
agieren muss, um eine Krankheit zu hei-
len. Das heif3t nichts anderes, als dass
man nach neuen Zielstrukturen sucht,
fiir — oder man konnte auch sagen ge-
gen — die dann neue Wirkstoffe entwi-
ckelt werden miissen. Die rationalen
Methoden der Arzneistoffentwicklung,
die nachfolgend angewendet werden
miissen, wurden bereits genannt, zum
Beispiel QSAR oder Struktur-basiertes
Design (Abb. 4).
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Abb. 4. Schritte der Arzneistoffentwick-
lung und dazu verwendete Methoden

Im Fall der Antibiotika ergibt sich al-
lerdings das Problem der Targetvalidie-
rung, denn:

e Etwa40 % des Genoms eines Bakte-
riums sind funktionslos [23].

e Aus dem Genomvergleich verschie-
dener Isolate ist bekannt, dass Bak-
terien mit einer sehr kleinen Zahl an
Genen iiberleben und pathogen sein
konnen.

e ,Single-Nucleotide-Polymorphis-
men* (SNP) konnen Funktionen ver-
dndern, wie zum Beispiel Biofilmbil-
dung oder Kolonisierung.

e Evolutiondre Ereignisse ereignen
sich hédufig wihrend einer Infektion:
“Diseases can be regarded as an evo-
lutionary pressure cooker rather than
Darwin’s warm little pond” [31].

Aus diesen Punkten ergibt sich, dass die

Bakterien eine sehr grole Genom-Di-

versitdt aufweisen und sich Zielstruk-

turen sehr leicht verindern konnen, das
heifit keine robusten ,, Targets* darstel-
len [22]. Die Konsequenz einer solchen

Verdnderung ist bekanntermafen das

Auftreten von Resistenzen. Das bedeu-

tet, dass der Suche nach stabilen Ziel-

strukturen besondere Aufmerksamkeit
gewidmet werden muss.

Bioverfiigbarkeit, ADMET

Hand in Hand mit der Arzneistoffent-
wicklung geht die Erhebung und Opti-
mierung der pharmakokinetischen Para-
meter, die mit den Buchstaben ADMET
zusammengefasst werden: A = Adsorp-
tion (Resorption), D = Distribution
(Verteilung), M = Metabolismus (Bio-
transformation), E = Exkretion (Elimi-
nierung) und T = Toxikologie. Lipinski
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[32] hat versucht, Regeln aufzustellen,

mit denen man eine gute Bioverfiigbar-

keit und Loslichkeit eines potentiellen

Wirkstoffs vorhersagen kann. Die be-

rithmten ,,Rules of five lauten:

Ein Molekiil wird schlecht resorbiert,

wenn es

e mehr als fiinf Wasserstoffbriicken-
Donatoren,

e mehr als zehn Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren,

e cine Molekularmasse grofler 500
und

e cinen logP grofler 5 aufweist.

Dies sind natiirlich nur Faustregeln, die

aus einer groflen Datensammlung iiber

Arzneistoffe abgeleitet wurden. Aus-

nahmen sind Verbindungen, die einen

aktiven Transportmechanismus nutzen,

und dazu gehort eine ganze Vielzahl

von Antibiotika. Will man préziser in

der Vorhersage sein, bietet es sich auch

fiir die pharmakokinetischen Parameter

an, Struktur-Eigenschafts-Beziehungen

(QSAR) zu analysieren [33].

Und der Preis

Der Preis, den wir bezahlen miissen: Die
Kosten fiir die Entwicklung neuer Arz-
neistoffe werden immer hoher. Allein
im Zeitraum von 1988 bis 2000 stiegen
die Ausgaben von 8 Mrd. $ auf 22 Mrd.
$. Die Zahl der Arzneistoffe, die in die
klinischen Priifungen kamen, verdop-
pelte sich zwar in den letzten 30 Jah-
ren. Trotzdem sank die Zahl der neuen
Arzneistoffe, die jihrlich den Weg auf
den Markt fanden, von 70 bis 100/Jahr
in den 1960er Jahren auf 40/Jahr in den
1990er Jahren [24, 34]. Aufgrund der
zunehmenden Zahl an Resistenzen [4]
darf die pharmazeutische Industrie nicht
rasten, neue Antibiotika zu suchen. Na-
tionale und internationale Programme
helfen, auch Universitidten und andere
Forschungsinstitute in die Suche nach
neuen Antibiotika einzubinden.

Development of antibiotics today and
yesterday

Since a couple of years the search for new
antibiotics slows down. Most of the groups of
antibiotics were found shortly after the second
world war followed by an iterative development
improving the pharmacokinetics and dynamics.
In the last years the family of oxazolidinones is
the only innovation. On the one hand such innova-
tions occur rarely because the engagement of the
pharmaceutical industry has decreased. On the
other hand although new technology have become
available it has become more difficult and more
expensive to find new substances.

Keywords: Tterative development, antibiotics, new
targets
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