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Der steinige Weg hin zu neuen Antibiotika

Wie Bioinformatik und Genomanalytik die Suche nach Wirkstoffen aus

Mikroorganismen revolutionieren

Die Antibiotika-Resistenz zahireicher infektioser Mikroorganismen gehort zu den gré8ten Heraus-

forderungen der globalen Gesundheitsvorsorge. Das vor 10 Jahren gegriindete Helmholtz-Institut

fiir Pharmazeutische Forschung Saarland (HIPS) widmet sich der Suche nach neuen geeigneten

Naturstoffproduzenten und der Entwicklung neuer arzneilicher Wirkstoffe. Die Forschungen umfas-

sen die meisten Phasen der Wirkstoffentwicklung vom Screening und der Optimierung von Natur-

stoffen und deren Produzenten, iiber die Aufkldrung von Leitstrukturen und Wirkprinzipien, bis hin

zum Transport von Wirkstoffen zu ihrem Zielort. Ein Schwerpunkt liegt in der Erforschung mikro-

bieller Wirkstoffe speziell aus Myxobakterien, woriiber hier berichtet wird.

ntibiotika-Resistenzen (Antimikrobielle Resistenz:

AMR) stellen eine grofle Herausforderung bei der

Bekidmpfung von Infektionskrankheiten dar. Uberma-
iger und unsachgeméfler Einsatz von Antibiotika sowie unzu-
reichende Infektionskontrolle haben AMR zu einem weltwei-
ten Problem werden lassen. Die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) sieht AMR mittlerweile als eine der gréfiten Bedro-
hungen fiir die globale Gesundheit, Lebensmittelsicherheit und
Entwicklung an.

Zu den zentralen Problemen gehort neben Fehlanwendung
(keine klinische Indikation), iibermifligem Gebrauch (z.B. in
der Massentierhaltung) und mangelnder Hygiene (u.a. auch in
Krankenh#usern) hauptséchlich das Fehlen neuer Antibiotika.

Die WHO hat 2017 eine Prioritédtenliste von gefdhrlichen
Erregern definiert, deren hochste Stufe (,critical”) ausschlief3-
lich Gram-negative Pathogene umfasst [1].

Gram-negative Pathogene sind besonders schwer angreifbar,
da sie im Gegensatz zu Gram-positiven Mikroorganismen iiber
eine zusitzliche, schwer tiberwindbare dufiere Membran verfii-
gen, die aus Lipoproteinen und Lipopolysacchariden besteht.
Bedingt durch diese Zusammensetzung aus sowohl wasser- als
auch fettloslichen Anteilen ergeben sich besondere Anforde-
rungen an die physikochemischen Eigenschaften antimikrobi-
eller Substanzen.

Dass derzeit zu wenige Antibiotika zu Verfiigung stehen, liegt
aber auch daran, dass die Neuentwicklung duflerst zeit- und
kostenintensiv ist: Fiir die Entwicklung eines Wirkstoffkandi-
daten von der Entdeckung bis zur Marktreife werden durch-
schnittlich etwa 10 bis 15 Jahre und Kosten von etwa 1,2 Milliar-
den Euro angenommen. Das Fehlen neuer Antibiotika spiegelt
sich in einer Entwicklungsliicke fiir neue Substanzklassen wider,
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die seit den 1970er Jahren immer deutlicher wird. Nur wenige
neue Substanzen werden zugelassen, die meisten davon geho-
ren zu Strukturklassen, die den bereits auf dem Markt befind-
lichen gleichen oder dhnlich sind und adressieren jeweils nur
ein kleines Spektrum relevanter Zielstrukturen. Dariiber hinaus
ist das Interesse der pharmazeutischen Industrie an der Anti-
biotikaforschung in den letzten Jahrzehnten aus 6konomischen
Griinden stetig gefallen, so dass die Grundlagenforschung
hauptsdchlich dem akademischen Sektor {iberlassen bleibt.

Potential der Naturstoffe

Ein grofier Anteil der heute eingesetzten arzneilichen Wirk-
stoffe basiert auf Naturstoffen oder von ihnen abgeleiteten
Strukturverwandten. Im Bereich antibiotischer Wirkstoffe
machen Naturstoffe einen Anteil von mehr als 80% aus [2]. Thre
enorme chemisch-strukturelle Diversitét inspiriert traditionell
und auch aktuell die Wirkstoffentwicklung im chemischen, bio-
logischen und medizinischen Bereich.

Solche Naturstoffe sind von hochstem Interesse, denn es
handelt sich um chemische Strukturen, die im Verlauf der
Evolution darauf optimiert wurden, auf zelluldrer Ebene Inter-
aktionen mit Zielmolekiilen einzugehen [3]. Deshalb stellen sie
nach wie vor eine vielversprechende Quelle fiir die Entwicklung
neuer Anti-Infektiva und auch anderer Wirkstoffe dar.

Myxobakterien - eine biologisch interessante und
pharmazeutisch vielversprechende Gruppe
Myxobakterien sind stdbchenférmige Bodenbakterien, die
ein auflergewohnliches Schwarmverhalten zeigen, welches die
Basis fiir ihre kooperative Lebensweise bildet (Abb. 1). Bei giin-
stigen Bedingungen breiten sie sich wie ein Film {iber Ndhrsub-
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Abb. 1. Myxobakterien: Faszinierende Mikroorganismen und Produ-
zenten von Naturstoffen mit interessanten biologischen Aktivitdten. — a.
Stabchenférmige Bodenbakterien, = b. Die schwarmenden Zellen bewe-
gen sich gemeinsam und tberziehen das Substrat mit einem Biofilm. = ¢,
d. Multizellulare Fruchtkorper, die sich bei Verschlechterung der Lebens-
bedingungen bilden. = e. Schematische Darstellung des Genoms eines
Myxobakteriums (Chondromyces crocatus) mit Biosynthesegenclustern,
denen bereits Strukturen zugeordnet werden konnten (griin, Haken) und
Biosyntheseclustern mit noch unbekannter Funktion (rot, x).

strate aus, bei Verschlechterung der Umweltverhiltnisse bauen
sie einen aus vielen Zellen bestehenden Fruchtkorper, der iiber-
dauerungsfahige Sporen hervorbringt. Auf diese Weise konnen
sie Mangelzeiten iiberstehen und bei einer Verbesserung der
Umgebungsbedingungen auskeimen und wieder in den vege-
tativen Teil ihres Lebenszyklus eintreten. Myxobakterien sind
bekannt fiir ihre herausragenden Fihigkeiten zur Produktion
einer Vielzahl von Sekundirmetaboliten (Naturstoffen), die
allerdings erst in neuerer Zeit intensiv erforscht wurden.

In der Abteilung Mikrobielle Naturstoffe am HIPS/HZI (siehe
Textkasten) werden hauptsdchlich Myxobakterien - neben
anderen Bodenbakterien - aus lokalen und weltweit gesammel-
ten Bodenproben isoliert und in Form einer einzigartigen
Stammsammlung archiviert. Nach stammspezifischer Kulti-
vierung im Labor und Extraktion der verschiedenen Kulturen
konnen Bioaktivitédtstests der Extrakte aus den verschiedenen
Neuisolaten durchgefiihrt werden. Vielversprechende Isolate
werden weiter prozessiert, aktive Substanzen isoliert und deren
chemische Struktur, Wirkweise und Biosynthese aufgeklért.

Fiir die Suche und Erforschung neuer Wirkstoffe spielen
Genomdaten eine immer grofiere Rolle: Neben den herkomm-
lichen Methoden, die einem aktivitits- oder strukturgeleiteten
Ansatz folgen, bietet die frithe Analyse von Genomdaten eine
Mdglichkeit zur Auswahl und Identifizierung vielverspre-
chender Produzenten. Dieser Ansatz ist noch relativ neu, da
die Handhabung von grofien genomischen Datenmengen erst
in den letzten etwa 15 Jahren so weit fortgeschritten ist, dass
eine Auswertung und Nutzung der Daten in zielfiihrender Weise
moglich wurde. Bakterielle Genome haben eine Gréfie von 1 bis
18 Millionen Basenpaaren (Mbp); das Genom von Escherichia
coli mit ca. 4 Mbp steht eher am unteren, das Genom von
Myxobakterien mit ca. 10 bis 18 Mbp eher am oberen Ende.
Die Genome werden mit modernen Sequenzierungsmethoden
bestimmt und dann bioinformatisch nach typischen Genen
der Naturstoff-Biosynthese durchsucht, die in sogenannten
Biosynthese-Genclustern vorliegen. Die Analyse der Biosyn-
these-Gencluster kann unter anderem Informationen zum
Produktionspotential fiir neuartige Sekundidrmetaboliten, ihr
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mogliches zelluldres Zielmolekiil, potentielle Eigenresistenzme-
chanismen, Zugangspunkte fiir biosynthetisches Engineering
und vieles mehr liefern. Ungewohnliche (Unter-) Strukturen in
diesen Biosynthese-Genclustern, welche z.B. spezielle enzyma-
tische Aktivitdten codieren, konnen ein Hinweis auf neuartige
oder aufiergewthnliche chemische Strukturen der produzierten
Substanzen sein.

Eine der grofiten Herausforderungen stellt heutzutage die
Analyse der riesigen Datenmengen aus den Untersuchungen
der Genome und Metabolitenprofile mikrobieller Produzenten
dar. Im Gegensatz zu fritheren Zeiten ist die Bestimmung von
Genomsequenzen keine nennenswerte Hiirde mehr. Dage-

HIPS - HELMHOLTZ-INSTITUT FUR
PHARMAZEUTISCHE FORSCHUNG SAARLAND

Das Helmholtz-Institut fiir Pharmazeutische Forschung Saarland
(HIPS) erforscht neue Wirkstoffe gegen Infektionskrankheiten. Es
wurde im August 2009 in Saarbriicken als AulBenstelle des Helm-
holtz-Zentrums fur Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig ge-
meinsam mit der Universitat des Saarlandes gegriindet. Das HIPS
gehort damit organisatorisch der Helmholtz Gemeinschaft an, der
groBten Wissenschaftsorganisation Deutschlands. Das HIPS ist
dem Helmholtz-Forschungsbereich Gesundheit (Forschungspro-
gramm Infektionsforschung) zugeordnet und ist die erste 6ffentlich
geforderte aulBeruniversitdre Forschungseinrichtung in Deutsch-
land, welche explizit der pharmazeutischen Forschung gewidmet
ist. Das Institut kooperiert dazu mit internationalen und nationalen
Forschungseinrichtungen und Industrieunternehmen. Zudem ist
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Institutsgebédude des HIPS auf dem Campus der Universitat.

das HIPS im Verbund mit dem HZI Teil des Deutschen Zentrums fir
Infektionsforschung (DZIF) und koordiniert die thematische Einheit
»,Neue Antibiotika“ dieses standortiibergreifenden Forschungs-
netzwerks.

Das Forschungsspektrum umfasst gentechnische und genomana-
lytische Verfahren zur Optimierung von Naturstoffproduzenten und
Leitstrukturen, chemische und informatische Methoden zur Ent-
wicklung und Verbesserung von Wirkstoffen, sowie Ansétze zum
verbesserten Transport von Arzneistoffen zum Wirkort. Entspre-
chend wurden am Institut drei Abteilungen mit sich ergénzenden
Schwerpunkten eingerichtet:

= Mikrobielle Naturstoffe

= Wirkstoffdesign und Optimierung

= Wirkstofftransport
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gen bedeutet die massenspektrometrische Vermessung von
naturstoffhaltigen Extrakten der Myxobakterien eine neue Her-
ausforderung: Es entstehen Datensdtze mit Tausenden von
Signalen pro Messung - und jedes dieser Signale koénnte sich
bei der spiteren Analyse als ein bedeutsamer Hinweis auf einen
neuen, bisher unentdeckten Naturstoff herausstellen. Um diese
metabolomischen Daten umfassend zu analysieren und mit
den genomischen Informationen in Beziehung zu setzen, ist ein
ausgefeiltes und hochspezifisches Datenmanagementsystem
notwendig. Dieses wurde am HIPS in Form des kombinierten
Datenbank- und ,,data mining“-Systems ,,Myxobase“ entwickelt,
das fiir die Erforschung der Naturstoffe aus Myxobakterien
mafigeschneidert ist (Abb. 2). Die besondere Herausforderung
bei der Weiterentwicklung dieses Datenbanksystems besteht
darin, dass unterschiedliche Strategien zur Auffindung neuer
Naturstoffe einerseits nach Ubersichtsmethoden verlangen, um
die ausufernden Datenbestinde flexibel filtern zu konnen, wiah-
rend andererseits Analysen mit hoher Sensitivitdt und Suchtiefe
moglich sein miissen.

Wie wichtig die detaillierte Untersuchung von Naturstoft-
produzenten auf genomischer und metabolomischer Ebene
ist, zeigt das Beispiel des recht umfassend untersuchten
Myxobakteriums Chondromyces crocatus. Die Produktion von
sechs verschiedenen Sekundédrmetabolitenklassen ist bereits
beschrieben worden (Thuggacin, Chondrochloren, Ajudazol,
Chondramid, Crocapeptin, Crocacin), und diese konnten den
zugehorigen Biosynthesegenclustern im Genom von C. crocatus
zugeordnet werden. Trotzdem verbleiben elf weitere interes-
sante Biosynthesecluster mit unbekannter Funktion [4], da die
korrespondierenden Produkte entweder in zu kleinen Mengen
oder unter den bisher getesteten Laborbedingungen gar nicht
gebildet werden. Die Herausforderung ist nun, die Produktion

3

dieser hypothetischen, im Genom codierten Stoffe anzuregen.
Dafiir stehen heute verschiedene Ansdtze der Manipulation
auf genetischer Ebene zur Verfiigung, welche im Fall von C.
crocatus die erfolgreiche Produktion und Isolierung von zwei
vollig neuen Naturstoffklassen erlaubte [5, 6]. Beispiele wie die-
ses verdeutlichen das grofie und bisher ungenutzte Potential,
welches sogar in bereits gut untersuchten Wirkstoffproduzenten
schlummert.

Ein Beispiel fiir einen neuartigen, strukturell ungew6hn-
lichen Naturstoff aus Myxobakterien sind die Cystobactamide
[7, 8]. Es handelt sich um eine Gruppe nicht-ribosomal her-
gestellter Peptide, die strukturell aus einer para-Aminoben-
zoesdure-Kette aufgebaut sind. Cystobactamide wirken stark
wachstumshemmend auf Gram-positive und Gram-negative
Bakterien und zeigen keine Kreuzresistenzen mit géngigen
Antibiotika wie den Fluorchinolonen. Damit haben Cystobacta-
mide das Potential fiir den Einsatz als Breitbandantibiotika und
werden in Kooperation mit dem Deutschen Zentrum fiir Infek-
tionsforschung (DZIF) und seit Beginn dieses Jahres auch mit
der Firma Evotec entwickelt. Das zelluldre Zielmolekiil (Target)
konnte mittels Analyse der Genomdaten und nachfolgenden
biochemischen Analysen aufgedeckt werden. Es handelt sich
um die DNA-Gyrase, welche fiir die Uberspiralisierung von
DNA essentiell ist. Eine aus den Cystobactamiden abgeleitete
Leitstruktur befindet sich mittlerweile in der priaklinischen
Entwicklungsphase und zeigte in Tiermodellen fiir bakterielle
Infektionen sehr gute Aktivitdten. Damit ist der erste Schritt in
der Entwicklung einer moglichen neuartigen Antibiotikaklasse
getan.

Die bioinformatische Analyse von genomischen Daten wird
nicht nur bei der Suche nach interessanten neuen Strukturen
durchgefiihrt, sondern auch zur Aufklarung von Wirkmecha-
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Abb. 2. Myxobase: Umfangreiche genomische und metabolomische Datensammlungen helfen bei der Suche nach neuen Naturstoffen aus Myxobak-

terien.
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Sample' das Saarland H|PS =

. Forschung Saarland
Mikrobielle Schitze aus dem Boden

Mach' mit — Anleitung online www.hips.saarland/sample

Abb. 3. Sample’ das Saarland Postkarte: Mitmach-Aktion zur Unterstiit-
zung der Forscher bei der Entdeckung neuer Naturstoffe aus Bodenbak-
terien. [https://hips.saarland/sample]

nismen. So konnen Genomdaten nach bekannten Resistenzco-
dierungen durchsucht werden, denn Mikroben, die Antibiotika
produzieren, miissen selbst gegen diese resistent sein. Soge-
nannte ,Eigenresistenzen“ sind deshalb ein moglicher Marker
fiir Wirkstoff-Biosynthesegencluster. Auf diesem Weg konnten
z.B. kiirzlich die Pyxidicycline als neue Inhibitoren der Topoiso-
merase IV entdeckt werden [9].

Resistenzbildungen kénnen auch fiir die Suche nach dem
Wirkmechanismus eines Antibiotikums genutzt werden. Dafiir
werden gezielt resistente Erreger gegen das jeweilige Antibio-
tikum geziichtet und auf genetischer Ebene mit den nichtre-
sistenten Vertretern des Ausgangsstammes verglichen. Resi-
stenzen entstehen unter dem Einfluss eines Antibiotikums
gemdfl dem darwinschen Prinzip von Mutation und Selektion
und fiihren zum Uberleben der Wirkstoff-unempfindlichen
Mutanten.

Verdnderungen, die im oder in der Ndhe zum Biosynthese-
cluster des Wirkstoffs auftreten, kénnen aufSerdem Hinweise auf
den Wirkort und die Wirkweise geben.

Dieser Strategie wurde angewandt, um das molekulare Target
von Griselimycin, einem vielversprechenden Wirkstoff gegen
multiresistente Vertreter des Tuberkuloseerregers Mycobacteri-
um tuberculosis [10, 11], sowie der myxobakteriellen Naturstoffe
Disciformycin [12], Telomycin [13], und Carolacton [14] zu
identifizieren. Griselimycine sind bereits seit den 1960er Jahren
bekannt, ihre Wirkweise wurde jedoch erst kiirzlich aufgeklért
und der Wirkstoff gezielt so verdndert, dass er nun aufgrund
deutlich verbesserter pharmazeutischer Eigenschaften im Tier-
modell fiir Tuberkulose hervorragende Aktivititen zeigt.

Nutzen und Chancen der Digitalisierung

Neue Antibiotika mit bislang nicht genutzten Wirkmecha-
nismen werden aufgrund von Resistenzausbildungen und -ver-
breitungen dringend benoétigt. Die Bioinformatik, und insbe-
sondere die Genomanalytik sind mittlerweile unentbehrlich,
nicht nur um die dringend benétigten neuen Substanzklassen
zu identifizieren, sondern auch um die molekularen Details

ihrer Wirkweisen zu ergriinden. Ohne die Entwicklung und den
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Einsatz geeigneter Software zur Analyse der hohen Menge an
Hochdurchsatz-Metabolom- und Genomdaten wére die Suche
ein hoffnungsloses Unterfangen.

Die Digitalisierung er6ffnet aber auch vollig neue Perspek-
tiven fiir Wissenschaft und Offentlichkeit: Dank des mobilen
Internets und des ,social networking“ konnen Wissenschaftler
die Bevolkerung in die Forschung mit einbeziehen. So haben
die Forscher des HIPS die Citizen Science-Aktion Sample’ das
Saarland ins Leben gerufen, mit der sie die Bevolkerung dazu
motivieren, bei der Suche nach neuen Naturstoffen aus Boden-
bakterien mitzuwirken (Abb. 3, https://hips.saarland/sample).
Die Teilnehmer erhalten hierfiir ein Probensammel-Kit und
senden die damit entnommenen Bodenproben ans Institut, wo
aus ihnen Myxobakterien isoliert werden. Die Hoffnung ist, auf
diese Weise bislang unbekannte Vertreter der Myxobakterien
und damit neuartige Wirkstoffe zu finden, die sich fiir die Ent-
wicklung neuer Medikamente eignen. Seit dem Start der Aktion
2017 sind bereits 200 Myxobakterienstdmme, die sich zum Teil
erheblich von den bekannten Arten unterscheiden, der umfang-
reichen weltweiten Bakteriensammlung des HIPS hinzugefiigt
worden. Proben sind aber auch aus anderen deutschen Bundes-
landern willkommen.
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