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1. Einleitung und Zielstellung

Mykobakterielle Infektionen sind ein weltweites Gesundheitsproblem, das durch
intrinsische und erworbene Arzneistoffresistenzen pathogener Bakterien verscharft
wird. Diese Erkrankungen konnen in drei Gruppen unterteilt werden: Tuberkulose,
Lepra und Infektionen durch NTM (nicht-tuberkulose Mykobakterien). Die
Tuberkulose ist nach wie vor die todlichste durch Bakterien verursachte
Infektionskrankheit. Die Zahl der Todesfille, die auf Tuberkulose zuriickzufiihren
sind, wird von der WHO fiir das Jahr 2024 auf 1,3 Millionen geschatzt!. Der
Haupterreger der Tuberkulose ist M. tuberculosis, welches zu den langsam
wachsenden Mykobakterien gehort. Die Tuberkulose manifestiert sich hauptsachlich
als Erkrankung der Lunge (pulmonale Tuberkulose), kann aber auch andere Organe
und Gewebe befallen (extrapulmonale Tuberkulose) 2.

NTM, zu denen alle Mykobakterien gehoren, die weder Tuberkulose noch
Lepra verursachen, werden zunehmend als Krankheitserreger identifiziert 3 4. NTM-
Infektionen manifestieren sich hauptsachlich als Lungenerkrankung, die der
pulmonalen Tuberkulose dhnelt. Patienten mit strukturellen Lungenerkrankungen
wie Mukoviszidose 5 ¢, Bronchiektasie 7, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung 8
und pulmonaler Tuberkulose9 in der Anamnese sind besonders gefihrdet, eine
pulmonale NTM-Infektion zu entwickeln. In diesem Zusammenhang sind
M. abscessus*- *  und der Mycobacterium avium Komplex!2 13, bestehend aus
Muycobacterium avium und Mycobacterium intracellulare, von besonderer
Bedeutung und klinischer Relevanz. Da es in den meisten Landern der Welt keine
Uberwachungssysteme fiir diese Infektionen gibt, ist die epidemiologische Belastung
durch diese Krankheit schwieriger abzuschitzen als bei der Tuberkulose 4.
Sowohl NTM als auch M. tuberculosis sind in der Lage, als dormante Bakterien
persistierende Infektionen zu verursachen, die nur durch eine langwierige Therapie
mit mehreren antimykobakteriellen Wirkstoffen erfolgreich behandelt werden
konnen. Die Erreger weisen im Zustand der Dormanz eine geringe metabolische
Aktivitat auf, was die Bakterien noch unempfindlicher gegen Antibiotika werden lasst.
Die Fahigkeit zur Persistenz ist auf zwei Charakteristika der Mykobakterien
zuriickzufiihren: der Aufbau der mykobakteriellen Zellwand 5 und die Fahigkeit zur
Replikation nach Phagozytose 168 durch alveoldre Makrophagen.

Die mykobakterielle Zellwand besteht aus mehreren Schichten mit
hydrophilen und lipophilen Eigenschaften und besitzt zudem eine

immunmodulatorische Funktion, die es den Bakterien ermoglicht, den



korpereigenen Abwehrmechanismen zu entgehen. Der Aufbau der Zellwand von

M. tuberculosis ist in Abbildung 115 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1 Aufbau der Zellwand von M. tuberculosis (modifiziert nach Dulberger et al.1°)
bestehend aus Lipomannan-, Peptidoglycan-, Arabinogalactan- und Mykolsdureschicht (PDIM
- Phthiocerol dimycocerosat, LAMs - Lipoarabinomannane, PIMs - Phosphatidylinositol
Mannosid)

Ausgehend von der Plasmamembran besteht die Zellwand der Mykobakterien
aus unterschiedlichen Polysacchariden, welche die Lipomanan-, Peptidoglycan- und
die Arabinogalactanschichten bilden. An diesen eher hydrophilen Bereich der
Zellmembran schlieBft sich die Mykolsdureschicht an, die aus lipophilen,
verzweigtkettigen (-Hydroxyfettsduren besteht und {iiber Esterbindungen in der
Arabinogalactanschicht verankert ist. Die Biosynthese der Arabinogalactanschicht
stellt einen Angriffspunkt fiir antimykobakterielle Wirkstoffe20. 2t dar, der in
Abschnitt 2 ndher beschrieben wird. Die so aufgebaute Zellwand stellt nicht nur eine
Permeationsbarriere flir Arzneistoffe dar, sondern ermoglicht es den Mykobakterien
auch, der Immunantwort des Wirtes zu entgehen. So sind z.B. PDIMs (Phthiocerol
dimycocerosat) fiir die Virulenz von Mykobakterien wichtig, da sie die Reifung des
Phagosoms beeinflussen und die Freisetzung von M. tuberculosis aus diesem

Zellorganell ermoglichen22 23, Auch LAMs (Lipoarabinomannane) sind ein



entscheidender Virulenzfaktor fiir Mykobakterien, da sie die Immunantwort der
alveolaren Makrophagen unterdriicken und so die Entstehung einer Infektion mit
Mykobakterien begiinstigen 24-26, Diese Eigenschaften tragen bei M. tuberculosis, aber
auch bei NTM wie M. abscessus, dazu bei, dass die Bakterien nach Phagozytose durch
Makrophagen intrazellular persistieren bzw. replizieren 27- 28, was zur Einwanderung
weiterer Immunzellen fiihrt und die Bildung von nekrotischen Lasionen im
Lungengewebe zur Folge hat. Diese entziindlichen Prozesse fiihren zur Bildung von
Granulomen, in denen sich Kaseum, das zentrale nekrotische Material von
mykobakteriellen Lasionen, bilden kann29 30. Die persistenten Mykobakterien im
Kaseum sind sehr unempfindlich gegeniiber antiinfektiven Wirkstoffen und nur
wenige Wirkmechanismen erzielen eine bakterizide Wirkung, die fiir eine Eradikation
der Erreger notwendig ist. Die RNA-Polymerase Inhibitoren aus der Stoffklasse der
Rifamycine besitzen allerdings bakterizide Aktivitit gegen persistente
M. tuberculosis 3°-31 oder M. abscessus 3% 33 Bakterien.

Die Zielstellung der Arbeit ist die Erforschung neuer antimykobakterieller
Stoftklassen, die Wirksamkeit gegen arzneistoffresistente Mykobakterienarten zeigen
und auch wahrend der Makrophageninfektion gegen die Erreger wirksam sind. Hierzu
wurden die BTZs (Benzothiazinone) als Hemmstoffe der Arabinanbiosynthese
untersucht (s. Abschnitt 2). Da die Inhibition der RNA-Polymerase fiir die
antimykobakterielle Therapie von groBer Bedeutung ist, aber Resistenzen gegen
Rifamycine aber deren Einsatz einschrianken, befasst sich Abschnitt 3.6 mit der
Erforschung synthetischer antimykobakterieller RNA-Polymerase 34 35 Hemmstoffe.
Zur Bearbeitung der hier genannten Zielstellung werden Methoden der medizinischen

Chemie und der Mikrobiologie eingesetzt.



2. Untersuchung der chemischen Reaktivitat und
antimykobakteriellen Aktivitit von 8-Nitro-BTZs
2.1 DprEl Inhibitoren als antimykobakterielle Wirkstoffe

Mit dem mykobakteriellen Enzym DprE13638 (Decaprenylphosphoryl-f-D-
ribofuranose 2’-oxidase) wurde ein potentielles Arzneistofftarget entdeckt, welches
flir den Aufbau der Zellwand essentiell ist, da es in die Biosynthese der
Arabinosemonomere involviert ist. Das Enzym katalysiert die Umsetzung von DPR
(Decaprenylphosphoryl--p-ribofuranose) zu DPX (Decaprenylphosphoryl-p-2’-
keto-erythro-pentofuranose) wie in  Abbildung 2  dargestellt. Diese
Oxidationsreaktion wird durch die Reduktion des Coenzyms FAD (Flavin-Adenin-
Dinukleotid) zu FADH. katalysiert. Das im periplasmischen Raum39 lokalisierte
Enzym DprE1 kooperiert mit DprE2 (Decaprenylphosphoryl-p-2’-keto-erythro-
pentofuranose-reduktase) 40, welches die Ketogruppe wieder zur Hydroxyfunktion
reduziert, so dass nach Epimerisierung DPA (Decaprenylphosphoryl-3-D-
arabinofuranose) entsteht. Diese Arabinosemonomere sind ein Bestandteil der

Arabinogalactanschicht in der mykobakteriellen Zellwand (s. Abbildung 1).
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Abbildung 2 Enzymatische Umsetzung von DPR zu DPA durch die Enzyme DprEl und DprE2.

Die BTZs sind eine Stoffklasse2: 41, die DprE1 irreversibel hemmen und
antimykobakterielle Wirkung besitzen. Bei diesen Substanzen handelt es sich um
mechanismus-basierte Enyzminhibitorens”. 38 42, die erst durch die katalytische
Aktivitat von DprE1 in ihre aktive Form {iberfithrt werden. Wie in Abbildung 3
dargestellt, erfolgt nach initialer Bindung die Reduktion der Nitrogruppe zu einer
elektrophilen Nitrosofunktion, die eine Cysteinseitenkette kovalent unter Bildung

eines Semimercaptals modifiziert und das Enzym irreversibel inhibiert.
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Abbildung 3 Mechanismus-basierte DprElI Hemmung durch BTZs.

Die in Abbildung 3 gezeigten Leitverbindungen BTZ0432° und PBTZ169
(Macozinon) 43 sind in der Entwicklung am weitesten fortgeschritten und weisen in
vitro MHKSs < 1 nM (minimale Hemmkonzentration) gegen M. tuberculosis auf. Beide
Substanzen besitzen eine fiir die Wirksamkeit essentielle Nitrogruppe, unterscheiden
sich jedoch in der Struktur der Substituenten am Thiazinonring. Wahrend BTZ043
eine (S)-2-Methyl-1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decan-Struktur aufweist, befindet sich
bei PBTZ169 an dieser Stelle ein Cyclohexylmethylpiperazin. Die BTZs wirken
bakterizid und hemmen das Wachstum von Mykobakterien auch wihrend der
Makrophageninfektion 44. Dariiber hinaus zeigten BTZ043 und PBTZ169 in einem
chronischen M. tuberculosis-Infektionsmodell bei Mausen eine Reduktion der
keimbildenden Einheiten. Aufgrund dieser viel versprechenden Eigenschaften

befinden sich BTZ043 und PBTZ169 in klinischen Studien der Phase 2 bzw. 145,

2.2 Reaktivitat des elektronenarmen Nitroaromaten in BTZs

Der elektronenarme Nitroaromat der BTZs zeigt eine komplexe Reaktivitiat gegeniiber
Nukleophilen 46, wie NaBH,, welche zur Bildung von Meisenheimer-Komplexen fiihrt
und das aromatische System aufhebt47. Die in Abbildung 4 gezeigte Reaktion mit
NaBH, ist auch fiir den Metabolismus von BTZs in vivo relevant, so konnten die
Meisenheimer-Komplexe nach Inkubation in Vollblut oder nach Verabreichung in
vivo nachgewiesen werden. Dieser Metabolismus deutet auf eine komplexe
Pharmakokinetik der BTZ hin, zumal die Bildung des reaktiven Nitroso-BTZ nach

Wasserabspaltung von den Meisenheimer-Komplexen moglich ist, dieser Metabolit



aber bisher nicht nachgewiesen werden konnte. Die in Abschnitt 2.4.1 beschriebene
Studie untersucht die hier erlauterte Reaktivitat der BTZs.
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Abbildung 4 Reaktivitit von BTZs gegeniiber NaBH4 unter Bildung von Meisenheimer-
Komplexen.+”

2.3 Methoden zur Synthese des BTZ-Grundgeriistes

In der Literatur werden mehrere Synthesewege zur Darstellung von BTZs
beschrieben, die in Abbildung 5 zusammengefasst sind. Alle Methoden gehen von 2-
Chlorbenzoesiurederivaten aus, allerdings werden anschlieBend unterschiedliche
Strategien zur Synthese des Thiazinonringsystems verwendet. Bei Verwendung des
Thioharnstoff-Weges44 (Methode A) wird die aromatische Carbonsdure mit
Thionylchlorid aktiviert und anschlieBend mit dem Thioharnstoffderivat des
entsprechenden sekundidren Amins zum Thiazinonring umgesetzt. Beim
Acylisothiocyanat-Weg 4t 4850 (Methode B) wird die aromatische Carbonsaure nach
Aktivierung in das entsprechende N-Acylisothyocyanat iiberfiihrt, das mit einem
sekundaren Amin zum BTZ reagiert. Als Alternativen wurden der Dithiocarbamat-
Weg4t (Methode C) und der Alkylxanthogenat-Wegs* (Methode D) entwickelt. Ein
Nachteil beider Wege ist die Verwendung von giftigem und leicht entflammbarem
Schwefelkohlenstoff fiir die Synthese der Dithiocarbamat- und Alkylxanthogenat-
Reagenzien. Beim Alkylsulfanyl-Weg52 (Methode E) wird der Aminosubstituent an
ein stabiles 2-(Alkylsulfanyl)-4H-1,3-benzothiazin-4-on-Zwischenprodukt gebunden.
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Abbildung 5 Uberblick zu den verschiedenen Methoden der Synthese von BTZs (modifiziert
nach Richter et al. %, Thioharnstoff-Weg (A), Acylisothiocyanat-Weg (B), Dithiocarbamat-Weg

(C), Alkylxanthogenat-Weg (D) und der Alkylsulfanyl-Weg (E))

Von den hier vorgestellten Synthesemethoden konnen der Thioharnstoff-Weg
und der Alkylsulfanyl-Weg als die Strategien mit der breitesten Anwendbarkeit und
der hochsten Ausbeute angesehen werden. Ein Vorteil des Alkylsulfanyl-Weges ist,
dass der Aminosubstituent erst im letzten Syntheseschritt eingefiihrt wird, sodass
diese Methode besonders fiir die Derivatisierung in dieser Position geeignet ist.
Allerdings erfordert der Alkylsulfanyl-Weg Schwefelkohlenstoff und Methyljodid,

Reagenzien, auf die bei Anwendung der Thioharnstoffmethode verzichtet werden

kann.
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2.4 FErgebnisse der Forschungsarbeiten

2.4.1 Reaktivitit der BTZs gegeniiber Grignard-Verbindungen

Der Ausgangspunkt der Arbeiten war die Reaktivitit der BTZs gegeniiber
nukleophilen Reagenzien 46 47:53, wobei die Umsetzung mit Methylmagnesiumbromid
detailliert untersucht wurde. Aus der Reaktion konnten, wie in Abbildung 6
dargestellt, vier verschiedene Reaktionsprodukte isoliert und charakterisiert werden:
Neben den 5- und 7-Methyl-BTZs (Verbindungen 1 und 2) konnten die stabilen 4,5-
Dimethyl-5H- und 4,7-Dimethyl-7H-benzo[e][1,3]thiazine (Verbindungen 3 und 4)
identifiziert werden, bei denen das aromatische System aufgehoben ist. Die
Konstitution der zum Teil in geringen Ausbeuten isolierten Reaktionsprodukte konnte
anhand von Rontgenkristallstrukturen zweifelsfrei bestimmt werden. Die erstmalige
Beschreibung der intensiv rot gefarbten Benzo[e][1,3]thiazine zeigt einen weiteren
Aspekt der Reaktivitiat der BTZs.
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Abbildung 6 Reaktivitdt von BTZs gegeniiber Methylmagnesiumbromid und die aus der
Reaktion resultierenden 5/7-Methyl-BTZs (1 und 2) und 4,5-Dimethyl-5H/4,7-Dimethyl-7H-
benzo[e][1,3]thiazine (3 und 4).

Dariiber hinaus konnte in dieser Studie durch Umsetzung der BTZs mit
einem Borandimethylsulfid-Komplex eine selektive Reduktion der Carbonylgruppe
erreicht werden, wodurch 8-Nitrobenzo[e][1,3]thiazine dargestellt werden konnten.
Die genannten Reaktionsprodukte wurden einer antimykobakteriellen
Aktivitatstestung gegen M. tuberculosis und M. smegmatis unterzogen, wobei die
monomethylierten BTZs Hemmung des bakteriellen Wachstums zeigten, wahrend

die Benzo[e][1,3]thiazine ihre antimykobakterielle Aktivitat verloren.



Die Ergebnisse der Arbeiten wurden im folgenden Artikel publiziert: New Insight into
Dearomatization and Decarbonylation of Antitubercular 4H-
Benzo[e][1,3]thiazinones: Stable 5H- and 7H-Benzo[e][1,3]thiazines. Adrian Richter,
Riidiger W. Seidel, Jiirgen Graf, Richard Goddard, Christoph Lehmann, Tom
Schlegel, Nour Khater, Peter Imming; ChemMedChem (2022), 17, e20220002.
https://chemistry-
europe.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/cmdc.202200021

https://doi.org/10.1002/cmdc.202200021

Beitrage der Autorinnen und Autoren: Adrian Richter (Durchfiihrung chemischer
Synthesen und Charakterisierung der Reaktionsprodukte, Probenvorbereitung fiir
strukturchemische Versuche, Einwerbung von Drittmitteln, mikrobiologische
Testung, verfassen und editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie,
Visualisierung), Riidiger W. Seidel (verfassen und editieren des Manuskriptes,
Auswertung des Kristallstrukturdaten, Visualisierung), Jiirgen Graf (Ermittlung
der Kristallstrukturdaten), Richard Goddard (Ermittlung der
Kristallstrukturdaten, editieren des Manuskriptes), Christoph Lehmann
(Durchfiihrung chemischer  Synthesen @ und  Charakterisierung  der
Reaktionsprodukte), Tom Schlegel (Durchfiihrung chemischer Synthesen und
Charakterisierung der Reaktionsprodukte), Nour Khater (Durchfiihrung
chemischer Synthesen und Charakterisierung der Reaktionsprodukte), Peter
Imming (verfassen und editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie,

Betreuung)

2.4.2 8-Nitrobenzisothiazolinone als neue antimykobakterielle
Stoffklasse

Die medizinisch-chemische Studie beschreibt die Synthese, analytische
Charakterisierung und antimykobakterielle Testung von 8-
Nitrobenzisothiazolinonen. Bei den 8-Nitrobenzisothiazolinonen handelt es sich um
eine von den BTZs abgeleitete Klasse von DprE1 Inhibitoren, bei denen das
Thiazinonringsystem durch einen Fiinfring ersetzt ist. Neben den genannten
Nitrobenzisothiazolinonen konnten bei der Synthese die isomeren O-Acyl-
benzisothiazol-3-ole isoliert werden, wie in Abbildung 7 dargestellt. Die analytische
Charakterisierung der Verbindungen erfolgte mittels Rontgenkristallographie und
1H/3C-NMR-Spektroskopie.



Die antimykobakterielle Testung gegen M. tuberculosis und M. smegmatis
zeigte, dass die Benzisothiazolinone noch mit MHKs von < 1 uM das Wachstum von
Mykobakterien hemmen, wihrend die Benzoisothiazolole keine Aktivitit mehr
besitzen. Ein Docking Experiment fiir kovalente Inhibitoren zeigte, dass die

Benzisothiazolinone dhnlich wie die BTZs an DprE1 binden kénnen.
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Abbildung 7 Synthese der Benzisothiazolinone und Benzoisothiazolole.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: BTZ-Derived
Benzisothiazolinones with In Vitro Activity against Mycobacterium tuberculosis.
Adrian Richter, Riidiger W. Seidel, Richard Goddard, Tamira Eckhardt, Christoph
Lehmann, Julia Dorner, Fabienne Siersleben, Theresia Sondermann, Lea Mann,
Michael Patzer, Christian Jdger, Norbert Reiling, Peter Imming; ACS Med. Chem.
Lett. (2022), 13(8) 1302-1310.
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acsmedchemlett.2co0215
https://doi.org/10.1021/acsmedchemlett.2co0215

Beitrage der Autorinnen und Autoren: Adrian Richter (Durchfithrung chemischer
Synthesen und Charakterisierung der Reaktionsprodukte, Probenvorbereitung fiir
strukturchemische Versuche, Einwerbung von Drittmitteln, mikrobiologischen
Testung, verfassen und editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie,
Visualisierung), Riidiger W. Seidel (verfassen und editieren des Manuskriptes,
Auswertung des Kristallstrukturdaten, Visualisierung), Richard Goddard
(editieren  des  Manuskriptes, = Ermittlung und  Auswertung des
Kristallstrukturdaten), Tamira Eckhardt (Durchfiihrung chemischer Synthesen
und Charakterisierung der Reaktionsprodukte), Christoph Lehmann
(Durchfiihrung  chemischer  Synthesen = und  Charakterisierung  der
Reaktionsprodukte), Julia Dorner (Durchfiihrung chemischer Synthesen und

Charakterisierung der Reaktionsprodukte), Fabienne Siersleben



(mikrobiologische Testung), Theresia Sondermann (mikrobiologische Testung),
Lea Mann (mikrobiologische Testung, Datenauswertung), Michael Patzer
(Strukturchemische Versuche), Christian Jdager (in silico Studien), Norbert
Reiling (mikrobiologische Testung, Datenauswertung), Peter Imming (verfassen

und editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie, Betreuung)

2.4.3 Strukturchemische Charakterisierung der
antimykobakteriellen Leitverbindung BTZ043

Die strukturchemische Untersuchung der antimykobakteriellen Leitverbindung
BTZo43 erfolgte durch Kristallstrukturanalyse. Die chirale Verbindung kristallisiert
im triklinen Kristallsystem (Raumgruppe P1) und die beiden kristallographisch
unabhingigen Molekiile stellen diastereomere Konformere dar, die ineinander
umgewandelt werden konnen. :3C-NMR-Messungen bei variabler Temperatur von
BTZo043 in CDCl; im Bereich von 248-333 K zeigen eine Rotationsbarriere der
C—Nyiperidine Bindung von E, = 17,1 + 1 kcal mol* und AG* = 14,6 + 1 kcal mol-.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: Structural elucidation of
the antitubercular benzothiazinone BTZo043: A combined X-ray, variable
temperature NMR and DFT study. Adrian Richter, Michael Patzer, Richard
Goddard, Julia B. Lingnau, Peter Imming, Riidiger W. Seidel; Journal of Molecular
Structure (2022), 1248, 131419.
https://wwuw.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286021015477
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131419

Beitrage der Autorinnen und Autoren: Adrian Richter (Konzeption der Studie,
Probenvorbereitung fiir strukturchemische Versuche, Einwerbung von Drittmitteln,
editieren des Manuskriptes), Michael Patzer (Strukturchemische Versuche,
formale Analyse, Visualisierung), Richard Goddard (Strukturchemische
Versuche, Validierung, formale Analyse, Datenkuratierung, editieren des
Manuskriptes, Visualisierung), Julia B. Lingnau (Strukturchemische Versuche,
Validierung, formale Analyse, Visualisierung), Peter Imming (Konzeption der
Studie, Ressourcen, Betreuung, Projektverwaltung) Riidiger W. Seidel
(Konzeption der Studie, Strukturchemische Versuche, Validierung, formale Analyse,
Datenkuratierung, Schreiben des Originalentwurfs, Visualisierung,

Projektverwaltung)



2.5 Zusammenfassung I

Die drei zusammengefassten Studien untersuchen die Reaktivitat, die Strukturchemie
und die Struktur-Wirkungsbeziehungen der 8-Nitro-BTZs. Diese Stoffklasse ist von
wissenschaftlichem Interesse, da sie ein neues antimykobakterielles Target - DprE1 -
adressiert und so bereits bekannte Resistenzmechanismen der Mykobakterien
umgeht. Die in Abschnitt 2.4.1 beschriebene Untersuchung belegt allerdings die hohe
Reaktivitit der elektronenarmen Nitroaromaten gegeniiber nukleophilen
Reaktionspartnern, welche den 8-Nitro-BTZs fiir einen Arzneistoff problematische
Eigenschaften verleiht. Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass
nukleophile Agenzien wie Methylmagnesiumbromid BTZs zu Benzo[e][1,3]thiazinen
umsetzen konnen, die keine antimykobakterielle Aktivitat besitzen. Inwiefern diese
Verbindungen fiir den Metabolismus der BTZs von Bedeutung sind, sollte bei
zukiinftigen Pharmakokinetik-Studien untersucht werden. Die Synthese und
Charakterisierung der Benzisothiazolinone zeigt, dass die Struktur-
Wirkungsbeziehungen der BTZs eine gewissen Variabilitit hinsichtlich des
Thiazinonringes erlauben. Ein Austausch des Thiazinonsystems durch ein
Isothiazolinon ist unter Erhalt der antimykobakteriellen Wirksamkeit moglich, wobei
keine Steigerung der Aktivitit erzielt werden konnte. Die Leitstruktur BTZ043 konnte
zudem rontgenkristallographisch beschrieben werden und die Rotationsbarriere, des
fiir die Wirksamkeit wichtigen (S)-2-Methyl-1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decan-
Substituenten wurde bestimmt.

Der aktuelle  Wissensstand zu  Benzothiazinonen und ihrer
antimykobakteriellen =~ Wirkung wurde in folgendem  Ubersichtsartikel
zusammengefasst: Synthesis, structures, reactivity and medicinal chemistry of
antitubercular benzothiazinones. Riidiger W. Seidel, Adrian Richter, Richard
Goddard, Peter Imming; Chemical Communications (2023), 59, 4697-4715.
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2023/cc/d3cc00356f
https://doi.org/10.1039/D3CC00356F

Beitrdge der Autoren: Riidiger W. Seidel (Konzeption der Studie,
Projektadministration, Visualisierung, schreiben und editieren des Manuskriptes),
Adrian Richter (Konzeption der Studie, Visualisierung, editieren des
Manuskriptes) Richard Goddard (Visualisierung), Peter Imming (Betreuung,

editieren des Manuskriptes)



3. Phenylalaninamide als antimykobakterielle RNA-
Polymerase Inhibitoren - Synthese von Analoga und
Etablierung mikrobiologischer Testmethoden gegen
M. abscessus

3.1 Die mykobakterielle RNA-Polymerase als Zielstruktur fiir
Arzneistoffe

Eine wesentliche Zielstruktur fiir die antimykobakterielle Therapie ist die RNA-
Polymerase der Bakterien. Dieses Enzym katalysiert die Transkription von DNA in
mRNA und spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Proteinexpression.
Die Hemmung der Transkription durch Rifamycine wirkt bakterizid auf die Erreger,
wenn diese gegeniiber dieser Wirkstoffklasse empfindlich sind.

Die bakterielle RNA-Polymerase besteht aus fiinf Untereinheiten, zwei a-
Untereinheiten (RpoA) und je einer B-(RpoB), PB'-(RpoC) und w-Untereinheit
(RpoZ) 54 55. Das a.p3B'm-Kernenzym weist eine scherenartige Struktur auf, wobei die
B- und P'-Untereinheiten einer "Zange" ahneln. Die beiden a-Untereinheiten bilden
ein Homodimer und sind fiir den Aufbau des Kernenzyms notwendig. Die a-
Untereinheiten fungieren als Geriist, welches die ff'-Untereinheit zusammenhilt,
zudem binden Transkriptionsfaktoren zur Regulation der Transkription an diesen Teil
des Enzymss¢, um die Transkription zu regulieren. Die Bf'-Untereinheit stellt das
katalytische Zentrum des Enzyms dar, wobei die kleinere B-Untereinheit an der
Initiation/Elongation beteiligt ist, wihrend die B'-Untereinheit an den DNA Strang
bindet57. Die w-Untereinheit fungiert als Chaperon fiir den Enzymkomplex, wobei
diese Untereinheit bisher am wenigsten erforscht ist58. Das Kernenzym a.pf'w ist
zwar in der Lage, die Elongation der m-RNA durchzufiihren, fiir die Einleitung der
Transkription ist jedoch die Bindung an einen Initiationsfaktor notwendig. 59. Dieser
wird als Initiationsfaktor o bezeichnet, durch seine Bindung an das Kernenzym wird
das Holoenzym gebildet 60-62,

Der Spalt zwischen p und ' enthilt den primiaren Hauptkanal (1), den NTP
(Nukleosidtriphosphat) -Eingangskanal (2) und den RNA-Ausgangskanal (3), wie in
Abbildung 8 gezeigt. Das Mg2+-haltige katalytische Zentrum der RNA-Polymerase
befindet sich an der Basis dieses Spalts, die Briickenhelix verbindet die
Untereinheiten  und 3. Die Triggerschleife ist ein bewegliches Strukturelement des

aktiven Zentrums, das zwischen einem offenen Zustand, der den Eintritt des NTP-



Substrats in das Zentrum ermoglicht, und einem geschlossenen Zustand, der das

Substrat am Zentrum festhalt, wechselt 63.

Phenylalaninamide

Rifamycine

Abbildung 8 Struktur der mykobakteriellen RNA-Polymerase mit Rifamycin- und
Phenylalaninamidbindungstelle (BH - Briickenhelix, TL - Triggerloop, (1) primdren Hauptkanal,
(2) NTP-Eingangskanal, (3) RNA-Ausgangskanal).

Die wichtigste antimykobakterielle Substanzklasse, die durch Hemmung der
RNA-Polymerase wirkt, sind die Rifamycine. Sie binden an den primaren Hauptkanal
in unmittelbarer Nihe des aktiven Zentrums und fiihren so zu einer Hemmung der
RNA-Elongation und damit zum Abbruch der RNA-Synthese. Die im Folgenden
untersuchten Phenylalaninamide besitzen einen anderen Wirkmechanismus:
Vertreter dieser Substanzklasse binden an die N-terminale Briickenhelix und
blockieren die Beweglichkeit der Triggerschleife, was zu einer Hemmung der
Nukleotidzufuhr und damit zum Abruch der RNA-Synthese fiihrt.

3.2 Rifamycine als klinisch genutzte RNA-Polymerase Inhibitoren

Vertreter der Rifamycine® gehoren zu den wichtigsten antimykobakteriellen
Therapeutika und wirken durch die allosterische Hemmung der RNA-Polymerase
bakterizid 54 55. Das semi-synthetische Rifampicin ist das Mittel der Wahl bei
Infektionen mit M. tuberculosis 5 . Aufgrund seiner bakteriziden Wirkung ist
Rifampicin auch mehr als 50 Jahre nach seiner Entwicklung ein unverzichtbares
Medikament zur Behandlung der Rifampicin-sensitiven Tuberkulose. Entscheidend
fiir die Kklinische Wirksamkeit von Rifampicin ist die Penetration in die
granulomatosen Areale einer M. tuberculosis Infektion®’, in denen sich die

persistenten Mykobakterien befinden, die fiir eine effektive Behandlung eradiziert



werden miissen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass Rifamycine gegen persistente
Mykobakterien im Kaseum bakterizide Wirkung besitzen 29.

Obwohl Rifamycine zur Behandlung von NTM-Infektionen®s: ¢ und in
verschiedenen Kombinationstherapien eingesetzt werden, ist ihr Stellenwert gegen
bestimmte NTM-Spezies unklar. Beispielsweise wird fiir die Behandlung von
Mycobacterium avium eine Kombinationstherapie mit Ethambutol, Azithromycin
und Rifampicin empfohlen. Aktuelle Untersuchungen7o 7 zeigen jedoch keinen
Mehrwert fiir Rifampicin. M. abscessus 72 besitzt eine intrinsische Resistenz gegen
Rifampicin (s. Abschnitt 3.3), so dass Rifampicin fiir die Behandlung von Infektionen
mit diesem Mykobakterium keine therapeutische Bedeutung hat.

Das Spiropiperidyl-Rifamycin Rifabutin zeigt eine verbesserte Aktivitait und
bakterizide Wirkung gegen Rifampicin-resistente NTM wie M. abscessus33: 73. In
einem in vivo Mausmodell fiir eine M. abscessus Infektion ist Rifabutin wirksam?74,
was diesen Arzneistoff zu einem geeigneten Ausgangspunkt fiir Entwicklung
modifizierter Rifamycine mit erweitertem Wirkspektrum macht. Auf diesem
Forschungsgebiet wurden bereits Fortschritte erzielt und Rifamycinderivate
beschrieben, die bestimmte Resistenzmechanismen umgehen 75.

Ein Nachteil von Rifamycinen sind pharmakokinetische Interaktionen, die
durch Induktion von Cytochrom P450-Enzymen verursacht werden7¢: 77. Durch
Bindung an PXR (Pregnan-X-Rezeptor) induzieren Rifamycine die Expression von
CYP3A4, aber auch zahlreicher anderer Cytochrom P450-Enzyme, wie CYP2AS6,
CYP2B6, CYP2C8 oder CYP2C1978. Diese Eigenschaft beeinflusst die
Pharmakokinetik anderer Wirkstoffe und ist insbesondere bei einer Koinfektion mit

HIV (Humanes Immundefizienz-Virus) problematisch.

3.3 Resistenzen gegen Rifamycine in M. tuberculosis und NTM

Die therapeutische Nutzbarkeit der Rifamycine kann durch erworbene und
intrinsische Resistenzen der Mykobakterien stark eingeschrankt werden 79 80, Bei
M. tuberculosis treten erworbene Resistenzen durch Mutationen in der Rifamycin
Bindungstasche auf®4 81, Diese sind meist im rpoB Gen lokalisiert, das fiir die -
Untereinheit der RNA-Polymerase kodiert, wobei insbesondere die Mutationen
S450L und H445Y zu nennen sind, da sie besonders haufig beobachtet werden 82.
Diese Resistenzen konnen die sechsmonatige Behandlung einer Tuberkuloseinfektion
verlangern 83, was insbesondere bei der MDR (multi drug resistant) oder XDR-

Tuberkulose (extensively drug resistant) der Fall ist. Wahrend die MDR-Tuberkulose



Resistenzen gegen Rifampicin und Isoniazid aufweist, besitzt die XDR-Tuberkulose
noch zusitzliche Resistenzmechanismen gegen Fluorchinolone, Bedaquilin oder
Linezolid :. Auch wenn mit der Kombination von Bedaquilin, Pretomanid, Linezolid
und Moxifloxacin 84 eine effiziente Wirkstoffkombination zur Behandlung von MDR-
Tuberkulose entwickelt wurde, ist ein RNA-Polymerase Hemmstoff, der keine
Kreuzresistenzen mit Rifamycinen zeigt, wiinschenswert.

M. abscessus und andere NTM besitzen intrinsische Resistenzen gegen
Rifamycine, weshalb Vertreter dieser Substanzklasse nur eingeschrankt zur
Behandlung von Infektionen mit diesen Erregern eingesetzt werden konnen. Fiir
M. abscessus ist die Inaktivierung von Rifamycinen durch ADP (Adenosindiphosphat)
-Ribosylierung72 als Resistenzmechanismus beschrieben, dessen Inhibition die
Bakterien sensitiv fiir den Wirkstoff macht8s. Ein weiterer Mechanismus zur
Inaktivierung von Rifampicin in M. abscessus ist die Oxidation des
Naphthohydrochninon-Systems der Wirkstoffe86. So besitzt z.B. Rifabutin eine
Napthochinon-Struktur anstelle des Naphthohydrochninon-Systems, was zu einer
verbesserten Aktivitit gegeniiber M. abscessus fiihrt. Die im Vergleich zu
M. tuberculosis geringere Permeabilitit der Zellwand von M. abscessus tragt zur
Unempfindlichkeit gegeniiber dieser Wirkstoffklasse bei 87.

Fir Mycobacterium avium konnte eine Rifamycin Resistenz durch
Mutationen im rpoB Gen nachgewiesen werden 88, ein Resistenzverhalten, das bereits
von M. tuberculosis bekannt ist. Auch bei dieser NTM-Spezies wird die verminderte
Permeabilitit der Zellwand fiir die Unempfindlichkeit gegeniiber Rifamycinen

verantwortlich gemacht 8990,

3.4 Synthetische RNA-Polymerase Inhibitoren - Phenylalaninamide

Die Phenylalaninamide (Strukturformeln siehe Abbildung 9) sind eine
antimykobakterielle Stoffklasse, die durch Hemmung der RNA-Polymerase wirkt. Die
Verbindung MMV688845 wurde 2013 durch ein Hochdurchsatz-Screening fiir
antimykobakterielle Verbindungen von GSK (GlaxoSmithKline) entdeckt und besitzt
eine MHKyo! von 0.8 uM gegen M. tuberculosis. Die Struktur-Wirkungsbeziehung der
Stoffklasse wurde erstmals in einer Patentschrift9! an 220 Verbindungen gegen
M. tuberculosis und Mycobacterium avium untersucht. Dabei wurden der

Morpholin- bzw. der Thiophenring von MMV688845 derivatisiert oder durch

1 MHKjyo - entspricht der geringsten Wirkstoffkonzentration, bei der das Wachstum eines
Erregers um 90 % gemindert ist.



Etherfunktionen ersetzt. Die aktivste Verbindung IX-276 besitzt eine MHK von
0.4uM gegen M. tuberculosis. Zudem erfolgte die Untersuchung des
Wirkmechanismus der Phenylalaninamide an der Zielstruktur M. tuberculosis-RNA-
Polymerase mit der Substanz D-AAP135. In dieser Studie von Lin et al. konnten der
Wirkmechanismus und die Bindungsstelle der Phenylalaninamide durch
Enzymhemmtests und eine Rontgenkristallstruktur beschrieben werden. Es konnte
gezeigt werden, dass die Phenylalaninamide an die N-terminale Briickenhelix binden,
wodurch die Nukleotidzufuhr gehemmt wird, was zum Abbruch der Transkription
fiihrt 35. Es zeigte sich zudem, dass die Bindungstasche der Rifamycine und die der
Phenylalaninamide raumlich getrennt sind und es zu keiner Uberlappung kommt, so
dass fiir die Kombination beider Wirkstoffklassen in vitro ein additiver Effekt

beobachtet werden konnte.
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Abbildung 9 Antimykobakterielle Phenylalaninamide: MMV688845 34, IX-276 %! und D-
AAPI 3,

Bemerkenswert ist, dass die Verbindungen aus der Serie der CBR
Verbindungen 92 93 die RNA-Polymerase iiber einen sehr dhnlichen Mechanismus
hemmen. Allerdings sind die CBR Verbindungen gegen gramnegative Bakterien wie
Escherichia coli und nicht gegen Mykobakterien wirksam, da sich die Form der

Bindungstasche unterscheidet.



3.5 Mikrobiologische Charakterisierung neuer Wirkstoffe gegen
Mykobakterien

Zur Charakterisierung von Antiinfektiva hinsichtlich ihrer antimykobakteriellen
Wirksamkeit in vitro werden verschiedene mikrobiologische Methoden eingesetzt 94.
Initial wird die Hemmung des Bakterienwachstums durch Bestimmung der
niedrigsten Wirkstoffkonzentration, die das Bakterienwachstum hemmt (MHK),
untersucht . Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung werden durch verschiedene
Variablen der Testmethode beeinflusst: Die Bakterienzahl im Inokulum, die
Zusammensetzung des Testmediums, die Inkubationszeit und die Auswertemethode
beeinflussen den ermittelten MHK-Wert. Fiir Mykobakterien wird haufig
Middlebrook 7Hg9 als fliissiges Basismedium verwendet9, das mit
Nahrstoffkonzentraten wie ADS (Albumin, Dextrose und Natriumchlorid) oder OADC
(Olsdure, Albumin, Dextrose und Katalase) supplementiert wird. Alternativ gibt es
andere Niahrmedien, wie z. B. Mueller-Hinton-Medium, das hiufig fiir schnell
wachsende Mykobakterien verwendet wird 9. Um eine Verklumpung der Bakterien
wahrend der Kultivierung zu verhindern, kann dem Medium ein Detergens wie Tween
80® oder Tyloxapol zugesetzt werden.

Eine weitere Methode der mikrobiologischen Charakterisierung ist die
Untersuchung von Antiinfektiva in einem Makrophagen-Infektionsmodell :¢: 97. Da
alveolare Makrophagen eine wichtige Infektionsnische fiir Mykobakterien darstellen,
wurden in vitro Methoden entwickelt, die dies berticksichtigen. Dazu werden humane
(ex vivo) oder aus THP-1-Zellen differenzierte Makrophagen mit Mykobakterien
infiziert und nach Inkubation mit dem entsprechenden Wirkstoff kann der Effekt auf
das bakterielle Wachstum durch Koloniezihlung 98 oder durch Bildanalyse
fluoreszenzmarkierter Bakterien9® quantifiziert werden. Diese Testmethoden
beriicksichtigen die Permeabilitit der Testverbindungen und den Einfluss der
Wachstumsbedingungen der Mpykobakterien nach Phagozytose auf die
Wirkstoffaktivitat.

Eine weitere wichtige Eigenschaft antimykobakterieller Substanzen ist ihre
bakterizide Wirkung°, so wirken z. B. Rifamycine! oder Fluorchinolone 02
bakterizid gegen Mykobakterien. Die bakterizide Wirkung wird iiblicherweise durch
die Bestimmung der MBK (Minimale bakterizide Konzentration) quantifiziert, wobei
die nach Inkubation mit dem Wirkstoff noch teilungsfihigen Bakterien durch
Bestimmung der Koloniezahl auf Agarplatten ausgezahlt werden. Bakterizide

Verbindungen sind dabei in der Lage, 99 % oder 99.9 % aller Bakterien im Inokulum



zu inaktivieren. Die Bestimmung der Koloniezahl auf Agarplatten ist allerdings zeit-
und arbeitsaufwendig, was die Anwendbarkeit der Methode einschriankt. Im
Abschnitt 3.6.7 ist daher ein Trehalose-Farbstoffkonjugat zur Fluoreszenzfabrung von
M. abscessus untersucht worden, welches zur Bestimmung der Bakterizidie genutzt
werden kann.

Da die Behandlung mykobakterieller Infektionen durch eine Kombination von
mindestens drei Wirkstoffen erfolgtos0s, ist ein weiterer Aspekt der
mikrobiologischen Charakterisierung die Priifung von Wirkstoffkombinationen in
vitro. Durch den Einsatz des Checkerboard-Assays 1°¢ kann untersucht werden, ob die
Kombination von zwei antimykobakteriellen Substanzen zu einer synergistischen,
additiven oder antagonistischen Wirkung fiihrt. Eine Wirkungsverstarkung ist
beispielsweise durch eine Veranderung der Zellwanddurchlassigkeit oder durch die
Unterdriickung vorhandener Resistenzmechanismen moglich.

Waihrend fiir M. tuberculosis etablierte Methoden©7 zur Bestimmung der
MHK/MBK im Nihrmedium oder wihrend der Infektion von Makrophagen
existieren, die eine gewisse Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermdoglichen, sind diese
flir NTM noch nicht in gleichem MalBe etabliert:o. 08, Fiir schnell wachsende
Mykobakterien, wie z. B. M. abscessus, ist eine Anpassung der Methoden erforderlich,
die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde (s. Abschnitt 3.6.1, 3.6.2 und 3.6.4).

Ein weiterer Unterschied zwischen M. tuberculosis und NTM ist die groBere
genetische  Variabilitit der Bakterienspezies, die zu unterschiedlichen
Empfindlichkeiten gegeniiber antimykobakteriellen Substanzen fiihrt09-111,
Beispielsweise besitzt ein Teil der M. abscessus-Subspezies eine induzierbare
Resistenz gegeniiber Makroliden, die durch die Expression einer ribosomalen
Methylase hervorgerufen wird 12 113, Daher ist es sinnvoll, neue Wirkstoffe gegen ein
breiteres Spektrum von NTM-Subspezies und klinischen Isolaten zu testen, was fiir

die Phenylalaninamide im Abschnitt 3.6.9 beschrieben ist.



3.6 Ergebnisse der Forschungsarbeiten

3.6.1 Identifizierung von Wirkstoffkandidaten gegen M. abscessus

Fiir die Suche nach neuen Wirkstoffkandidaten wurden zwei Substanzbibliotheken
(PathogenBox® und ,,GSK’s TB compound set“34) mit 568 Testverbindungen gegen
M. abscessus untersucht. Hierfiir wurde ein fluoreszenz-basierter Assay genutzt, fiir
welchen der M. abscessus ssp. abscessus Stamm ATCC19977 mit dem Plasmid
pTEC27 zur tdRFP (tomato red fluorescent protein) Expression transformiert wurde.
Die Substanztestung wurde in den Assaymedien 7H9 supplementiert mit ADS und
MHII (Miiller-Hinton-IIT Medium, Kkationen-adjustiert) durchgefiihrt, um
Testverbindungen mit medienunabhangiger Aktivitat zu identifizieren. Es wurden
finf Substanzen hinsichtlich ihrer MHK charakterisiert, die das Wachstum von
M. abscessus in 7H9 supplementiert mit ADS und in MHII hemmen. Insbesondere
Inhibitoren des mykobakteriellen Transportproteins MmpL3 (Mycobacterial
membrane protein Large 3), wie MMV688846 114, MMV687146 / GW623128X 5 und
GSK2200160A/GSK2200157A 116, zeigten in vitro Aktivitat. Zudem wirkten auch ein
Inhibitor der mykobakteriellen RNA-Polymerase (MMV688845 34.35) und ein Gyrase
Hemmstoff (MMV688844 17) inhibierend auf das Wachstum von M. abscessus. Die
hier beschriebenen Wirkstoffkandidaten bildeten die Grundlage fiir eine
anschliefende Strukturoptimierung mit Fokus auf den RNA-Polymerase-Inhibitor
MMV688845.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: Screening of Preselected
Libraries Targeting Mycobacterium abscessus for Drug Discovery. Adrian Richter,
Angelika Strauch, Joseph Chao, Mary Ko, Yossef Av-Gay; Antimicrobial Agents and
Chemotherapy (2018), 62 (9).

https://journals.asm.org/doi/10.1128/aac.00828-18
https://doi.org/10.1128/aac.00828-18

Beitrage der Autorinnen und Autoren: Adrian Richter (Durchfiihrung
mikrobiologischer Versuche, verfassen und editieren des Manuskriptes,
Visualisierung, Konzeption der Studie) Angelika Strauch (Durchfiihrung
mikrobiologischer Versuche), Joseph Chao (Visualisierung), Mary Ko
(Durchfiihrung mikrobiologischer Versuche), Yossef Av-Gay (Einwerbung von
Drittmitteln, Betreuung, editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie)



3.6.2 Entwicklung eines Makrophagen-Infektionsmodells fiir

M. abscessus

Ahnlich wie M. tuberculosis ist M. abscessus in der Lage, alveolidre Makrophagen zu
infizieren und deren Immunantwort zu manipulieren, um ihr zu entkommen.
M. abscessus ist daher in der Lage, sich in Makrophagen zu replizieren, was fiir die
Pathogenese der Lungenerkrankung von entscheidender Bedeutung ist 18, Da sich die
Wachstumsbedingungen fiir M. abscessus wahrend der Makrophageninfektion
deutlich von denen in Kulturmedium unterscheiden, wurde ein fluoreszenzbasierter
Assay entwickelt, der die Substanztestung gegen M. abscessus wiahrend der
Makrophageninfektion erlaubt. Fiir diese Untersuchung werden aus THP-1 Zellen
(Tohoku Hospital Pediatrics-1) differenzierte Makrophagen mit dem M. abscessus
ssp. abscessus Stamm ATCC19977 infiziert, der mit dem Plasmid pTEC27 zur tdRFP
Expression transformiert wurde. Die bildbasierte Quantifizierung des
mykobakteriellen Wachstums erfolgt mittels automatisierter
Fluoreszenzmikroskopie. Neben der antimykobakteriellen Wirksamkeit, konnen mit
diesem Assay auch zytotoxische Effekte durch Auszahlung der nach der Inkubation
verbleibenden Makrophagen untersucht werden. Die automatisierte Auswertung
dieses Assays erlaubt die Testung von Substanzbibliotheken, da auf die zeit- und
arbeitsaufwendige Koloniezahlung verzichtet werden kann. Im Rahmen dieser Studie
konnten die PathogenBox® und ,GSK’s TB compound set“34 mit 568
Testverbindungen untersucht werden. Dabei erwiesen sich die Verbindungen
MMV68884534 35 und MMV68884614 als wirksam gegen das mykobakterielle
Wachstum in den Immunzellen.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: THP-1 and Dictyostelium
Infection Models for Screening and Characterization of Anti-Mycobacterium
abscessus Hit Compounds. Adrian Richter, Tirosh Shapira, Yossef Av-Gay;
Antimicrobial Agents and Chemotherapy (2019), 64(1).
https://journals.asm.org/doi/10.1128/aac.01601-19
https://doi.org/10.1128/aac.01601-19

Beitrage der Autoren: Adrian Richter (Durchfiihrung mikrobiologischer Versuche,
verfassen und editieren des Manuskriptes, Visualisierung, Konzeption der Studie)
Tirosh Shapira (Durchfiihrung mikrobiologischer Versuche, editieren des
Manuskriptes), Yossef Av-Gay (Einwerbung wvon Drittmitteln, Betreuung,
editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie)



3.6.3 Charakterisierung und razemisierungsfreie Synthese des
antimykobakteriellen Wirkstoffes MMV 688845

Das Phenylalaninamid MMV688845 konnte hinsichtlich seiner stereospezifischen
Wirksamkeit untersucht werden, zudem fiihrte die hier beschriebene Arbeit zur
Etablierung eines razemisierungsfreien Syntheseweges. Die antimykobakterielle
Testung der beiden Enantiomere von MMV688845 zeigte, dass nur das R-Enantiomer
antimykobakterielle Aktivitat besitzt, wihrend die S-Form sich als unwirksam erwies.
Aus diesem Grund war die Synthese des Phenylalaninamides unter Vermeidung der

Razemisierung der Ausgangsverbindung D-Phenylalanin ein Ziel der Studie.
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Abbildung 10 Synthese von MMV688845. Methode A: N-Acylierung von Phenylalanin mit 2-
Thiophencarbonsdurechlorid und anschliefende Amidkupplung mit 2-Morpholinoanilin.
Methode B: Amidkupplung von Boc-Phenylalanin mit 2-Morpholinoanilin, gefolgt von Boc-
Schutzgruppenabspaltung und Amidkupplung mit 2-Thiophencarbonsdure.

Fiir die Synthese der Verbindung MMV688845 wurden zwei unterschiedliche
Ansitze genutzt, die in Abbildung 10 gezeigt sind. Die Bestimmung des
Enantiomeren-Uberschusses der jeweiligen Reaktionsprodukte erfolgte mittels HPLC
(High performance liquid chromatography) an einer chiralen stationidren Phase. Die
Chromatogramme zeigten eine Trennung der beiden Enantiomere, wobei sich

herausstellte, dass die Synthese nach Methode A zu einer vollstindigen



Razemisierung fiihrt. Im Gegensatz dazu erlaubt Methode B die Synthese von
MMV688845 mit ee-Werten (Enantiomeren-Uberschuss bzw. enantiomeric excess)
von >99.9.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: Racemization-free
synthesis of Na-2-thiophenoyl-phenylalanine-2-morpholinoanilide enantiomers
and their antimycobacterial activity. Lea Mann, Markus Lang, Philipp Schulze, Jan
H. Halz, René Csuk, Sophie Hoenke, Riidiger W. Seidel, Adrian Richter; Amino Acids
(2021), 53(8):1187-1196.
https://link.springer.com/article/10.1007/s00726-021-03044-1
https://doi.org/10.1007/s00726-021-03044-1

Beitriage der Autorinnen und Autoren: Lea Mann (Durchfiihrung der Synthesen und
Charakterisierung der Syntheseprodukte, mikrobiologische Charakterisierung,
editieren des Manuskriptes), Markus Lang (Durchfiihrung der Synthesen und
Charakterisierung der Syntheseprodukte), Philipp Schulze (Durchfiihrung der
HPLC Analytik), Jan H. Halz (Ermittlung der Kristallstrukturdaten), René Csuk
(Betreuung, Auswertung der Zytotoxizitdatsdaten), Sophie Hoenke (Durchfiihrung
der Zytotoxizitdatsuntersuchung), Riidiger W. Seidel (Analyse der
Kristallstrukturdaten, schreiben und editieren des Manuskriptes), Adrian Richter
(Durchfiihrung der Synthesen und Charakterisierung der Syntheseprodukte,
mikrobiologische Charakterisierung, Einwerbung von Drittmitteln, Betreuung,

schreiben und editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie)

3.6.4 Antimykobakterielle Charakterisierung und
Kombinationstestung der Verbindung MMV688845

Die Verbindung MMV688845, welche durch die Testung von Substanzbibliotheken
identifiziert wurde (s. Abschnitt 3.6.1 und 3.6.2), konnte in dieser Arbeit hinsichtlich
ihrer antimykobakteriellen Aktivitit umfassend charakterisiert werden. Zunachst
erfolgte die Bestimmung der MHK-Werte gegen verschiedene Subspezies und
klinische Isolate von M. abscessus, wobei fiir alle getesteten Bakterien MHK,,-Werte
zwischen 5 - 10 uM festgestellt werden konnten. Zusatzlich wurde die Bakterizidie von
MMV688845 durch Auszahlung der koloniebildenden Einheiten untersucht. Es zeigte
sich, dass MMV688845 nicht nur bakteriostatisch wirkt, sondern auch die Anzahl der
koloniebildenden Einheiten von M. abscessus nach mehrtiagiger Inkubation um 99 %

reduziert.



Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Testung von MMV688845 in
Kombination mit einem anderen Antibiotikum. Hierzu wurde der Checkerboard-
Assay 6. 19 verwendet und die Wirkstoffkombinationen hinsichtlich eines
synergistischen oder additiven Effektes klassifiziert. Ein additiver Effekt zeigte sich in
Kombination mit verschiedenen Wirkstoffen wie Bedaquilin, Amikacin, Rifabutin
oder Tigecyclin. Hervorzuheben ist die synergistische Wirkung von MMV688845 mit
den Makroliden Clarithromycin und Azithromycin. Diese Wirkverstarkung ist fiir den
RNA-Polymeraseinhibitor Rifabutin bereits bekannt 120 und kann durch Suppression
einer induzierbaren Makrolidresistenz 2. 121. 122 hej M. abscessus erklart werden.

Um den Wirkmechanismus von MMV688845 gegen M. abscessus genauer zu
untersuchen, wurden im Labor resistente Stimme dieses Bakteriums isoliert. Durch
Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass Mutationen im rpoB Gen, welches die 3
Untereinheit der RNA-Polymerase kodierts4, die Resistenz verursachen. Auf der
Grundlage von rontgenkristallographischen Daten der Phenylalaninamid-
Bindungsstelle3s in der M. tuberculosis RNA-Polymerase konnte ein
Homologiemodell auf der Grundlage von M. abscessus Sequenzdaten erstellt werden.
Anhand des Homologiemodells konnte gezeigt werden, dass die in den resistenten
Stammen verdnderten Aminosauren in unmittelbarer Nahe der Phenylalaninamid-
Bindungstasche lokalisiert sind.

Aufgrund der vielversprechenden antimykobakteriellen Eigenschaften von
MMV688845 wund des aussichtsreichen Wirkmechanismus wurde die
Pharmakokinetik nach oraler Gabe der Substanz im Mausmodell untersucht. Dabei
zeigte sich eine unzureichende Plasmakonzentration, die moglicherweise auf eine
schnelle Biotransformation zuriickzufiihren ist.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: In Vitro Profiling of the
Synthetic RNA Polymerase Inhibitor MMV688845 against Mycobacterium
abscessus. Lea Mann, Uday S. Ganapathy, Rana Abdelaziz, Markus Lang, Matthew
D. Zimmerman, Véronique Dartois, Thomas Dick, Adrian Richter; Microbiology
Spectrum (2022), 10(6):e0276022.
https://journals.asm.org/doi/10.1128/spectrum.02760-22

https://doi.org/10.1128/spectrum.o2760-22

Beitrige der Autorinnen und Autoren: Lea Mann (Durchfithrung der
mikrobiologischen Charakterisierung und Datenauswertung, schreiben und
editieren des Manuskriptes, Visualisierung), Uday S. Ganapathy (Durchfiihrung

der mikrobiologischen Charakterisierung), Rana Abdelaziz (Erstellen eines



Homologiemodells fiir M. abscessus RNA-Polymerase), Markus Lang
(Durchfiihrung der Synthese), Matthew D. Zimmmerman (Durchfiihrung der in
vivo Pharmakokinetik), Véronique Dartois (Betreuung, Einwerbung wvon
Drittmitteln), Thomas Dick (Betreuung, Einwerbung von Drittmitteln, editieren
des Manuskriptes, Konzeption der Studie), Adrian Richter (Durchfiihrung der
mikrobiologischen Charakterisierung und Datenauswertung, Einwerbung von
Drittmitteln, Betreuung, schreiben und editieren des Manuskriptes, Konzeption der

Studie, Visualisierung)

3.6.5 Synthese und antimykobakterielle Charakterisierung von

Phenylalaninamiden

Aufgrund des in Abschnitt 3.6.4 beschriebenen antimykobakteriellen Potenzials der
Verbindung MMV688845 erfolgte die chemische Derivatisierung der
Phenylalaninamide mit dem Ziel, die in vitro Aktivitat zu erhohen und die Struktur-
Wirkungs-Beziehungen dieser Substanzklasse zu untersuchen. Zu diesem Zweck
wurden 25 Derivate von MMV688845 synthetisiert und gegen pathogene
Mykobakterien, wie M. abscessus und M. tuberculosis, getestet. Zudem wurden die
neuen Phenylalaninamide hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat untersucht.

Wie in Abbildung 11 dargestellt, konnte die Aktivitat gegen M. abscessus durch
Einfiihrung von Thiomorpholin-1,1-dioxid und 2-Fluorbenzoesdure (Substanz
ML259) gesteigert werden, was in einer MHKy, von 0.78 uM gegen M. abscessus und
0.20 pM gegen M. tuberculosis resultierte. Neben der Hemmwirkung auf das
mykobakterielle Wachstum, wurden auch die bakteriziden Eigenschaften der
optimierten Phenylalaninamide erforscht, wobei eine Reduktion der MBK Werte im
Vergleich zu MMV688845 beobachtet wurde. Die aktivsten Derivate erreichten

bereits bei einer Konzentration von 6,25 - 12,5 uM eine Keimzahlreduktion von 99 %.
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Abbildung 11 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Phenylalaninamide und Derivatisierung
des Screening Hits MMV688845.



Zur Validierung des Wirkmechanismus wurden die aktivsten Derivate von
MMV688845 gegen einen M. abscessus-Stamm mit einer Mutation in der
Phenylalaninamid-Bindungstasche getestet, die Resistenz gegen MMV688845
verursacht. Die von MMV688845 abgeleiteten Derivate zeigten ebenfalls einen
Anstieg der MHK, was auf ein gemeinsames Target hindeutet. Die Zytotoxizitat wurde
an sieben eukaryotischen Zelllinien untersucht, wobei die meisten Phenylalaninamide
wie ML259 keine zytotoxische Wirkung zeigten. Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit
war die pharmakokinetische Untersuchung von MMV688845 und ML259 in vitro.
Hierbei zeigte ML259 im Vergleich zu MMV688845 eine verbesserte Stabilitit in
humanen und murinen Plasma, allerdings wurden beide Verbindungen in einem
mikrosomalen Stabilitdtsassay schnell abgebaut, was die, im Abschnitt 3.6.4
beschriebene, mangelnde Bioverfiigbarkeit der Substanzklasse erklaren kann.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: Synthesis and
Characterization of Phenylalanine Amides Active against Mycobacterium abscessus
and Other Mycobacteria. Markus Lang, Uday S. Ganapathy, Lea Mann, Rana
Abdelaziz, Riidiger W. Seidel, Richard Goddard, Ilaria Sequenzia, Sophie Hoenke,
Philipp Schulze, Wassihun W. Aragaw, René Csuk, Thomas Dick, Adrian Richter;
Journal of Medicinal Chemistry (2023); 66(7):5079-5098.

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.3c00009

https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.3c00009

Beitrage der Autorinnen und Autoren: Markus Lang (Durchfiihrung chemischer
Synthesen und Charakterisierung der Reaktionsprodukte, Probenvorbereitung fiir
strukturchemische Versuche, verfassen und editieren des Manuskriptes, Konzeption
der Studie, Visualisierung), Uday S. Ganapathy (Durchfiihrung der
mikrobiologischen = Charakterisierung), Lea Mann (Durchfiihrung der
mikrobiologischen Charakterisierung und Datenauswertung), Rana Abdelaziz
(Durchfiihrung der in silico Docking-Studien), Riidiger W. Seidel (Auswertung
der Kristallstrukturdaten, editieren des Manuskriptes), Richard Goddard
(Ermittlung der Kristallstrukturdaten, editieren des Manuskriptes), Ilaria
Sequenzia (Durchfiihrung der Synthesen), Sophie Hoenke (Durchfiihrung der
Zytotoxizitdatsuntersuchung), Philipp Schulze (Durchfiihrung der HPLC Analytik),
Wassihun Ww. Aragaw (Durchfiihrung der mikrobiologischen
Charakterisierung), René Csuk (Betreuung, Auswertung der Zytotoxizitdtsdaten),

Thomas Dick (Einwerbung wvon Drittmitteln, Betreuung, editieren des



Manuskriptes), Adrian Richter (Durchfiihrung der mikrobiologischen
Charakterisierung und Datenauswertung, Einwerbung von Drittmitteln,

Betreuung, schreiben und editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie)

3.6.6 Derivatisierung von Phenylalaninamiden und Untersuchung

ihrer metabolischen Stabilitit in vitro

Die in den Abschnitten 3.6.4 und 3.6.5 beschriebene metabolische Instabilitat und
unzureichende Bioverfiigbarkeit der Phenylalaninamide bildete die Grundlage fiir
eine weitere Derivatisierung dieser Substanzklasse. Wie in Abbildung 12 dargestellt,
erfolgte die Derivatisierung an oder in unmittelbarer Nidhe der beiden
Carbonsaureamidgruppen, um deren hydrolytische Stabilitiat zu erhohen, so wurden
Methyl- und Fluor-Substituenten (R?, R 2 und R3) zur Abschirmung eingefiihrt. Eine
weitere Strategie ist die Methylierung der Amidfunktionen in den Positionen R4 und
R5. Die so modifizierten Phenylalaninamide wurden auf ihre antimykobakterielle
Wirkung gegen M. abscessus und M. tuberculosis untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Derivatisierung in Position R2 und R3 hinsichtlich der antimykobakteriellen
Aktivitat gut toleriert wird, wihrend Substituenten in Position R* die Wirksamkeit
stark mindern. Das wirksamste Derivat mit zwei Fluor-Substituenten in Position
R2/R3 und einem Wasserstoffatom anstelle von R* besitzt eine MHKy, von 0.15 uM
gegen M. tuberculosis und 0.78 UM gegen M. abscessus. Die Methylierung der

Amidgruppen hat einen Verlust der antimykobakteriellen Wirksamkeit zur Folge.
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Abbildung 12 Derivatisierung der Phenylalaninamide zur Verbesserung der metabolischen
Stabilitdt.



Ein weiterer wichtiger Aspekt der Studie war die Untersuchung der
Plasmastabilitit und der mikrosomalen Stabilitat der Phenylalaninamid Analoga in
vitro. Dabei erwiesen sich alle Derivate als stabil gegeniiber humanem und murinem
Plasma. Im mikrosomalen Assay hingegen zeigten alle Substanzen iiber einen
Zeitraum von 40 Minuten einen Konzentrationsabfall, allerdings mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit. Die groBte Stabilitat besitzen Derivate mit einer
Methylgruppe in Position R* an Ring B, welche gegeniiber den Mykobakterien jedoch
inaktiv waren. Das Ergebnis der mikrosomalen Stabilititsuntersuchung weist
allerdings darauf hin, dass das Anilid (Ringsystem B) einen Angriffspunkt fiir die
metabolische Inaktivierung darstellt.

Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: Synthesis and in vitro
metabolic stability of sterically shielded antimycobacterial phenylalanine amides.
Markus Lang, Uday S. Ganapathy, Lea Mann, Riidiger W. Seidel, Richard Goddard,
Frank Erdmann, Thomas Dick, Adrian Richter; ChemMedChem (2024);
€202300593.

https://chemistry-
europe.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/cmdc.202300593

https://doi.org/10.1002/cmdc.202300593

Beitrage der Autorinnen und Autoren: Markus Lang (Durchfiihrung chemischer
Synthesen und Charakterisierung der Reaktionsprodukte, Probenvorbereitung fiir
strukturchemische Versuche, verfassen und editieren des Manuskriptes, Konzeption
der Studie, Visualisierung), Uday S. Ganapathy (Durchfiihrung der
mikrobiologischen = Charakterisierung), Lea Mann (Durchfiihrung der
mikrobiologischen Charakterisierung und Datenauswertung), Riidiger W. Seidel
(Auswertung der Kristallstrukturdaten, editieren des Manuskriptes), Richard
Goddard (Ermittlung der Kristallstrukturdaten, editieren des Manuskriptes),,
Frank Erdmann (Durchfiihrung und Auswertung der
Zytotoxizitatsuntersuchung), Thomas Dick (Einwerbung von Drittmitteln,
Betreuung, editieren des Manuskriptes), Adrian Richter (Einwerbung von

Drittmitteln, Betreuung, editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie)



3.6.7 Fluoreszenzmikroskopische Anfirbung von M. abscessus mit
einem Trehalose-Farbstoffkonjugat sowie dessen

strukturchemische Charakterisierung

Fiir die mikroskopische Detektion und Quantifizierung von (Myko-)Bakterien ist
haufig eine Fluoreszenzmarkierung erforderlich. Diese kann durch genetische
Modifikation, wie im den Abschnitten 3.6.1 und 3.6.2 beschrieben, erreicht werden.
In dieser Studie wurde ein modifiziertes Trehalose-Derivat synthetisiert, das als
Fluoreszenzfarbstoff zur Farbung von M. abscessus verwendet werden kann.

Fluoreszierende Trehalose-Farbstoffkonjugate werden in die Zellwand von
Mykobakterien inkorporiert 23, wodurch M. tuberculosis fluoreszenzmikroskopisch
sichtbar gemacht werden kanni24. Die Trehalose-Farbstoffkonjugate zeigen eine
ausgepriagte Solvatochromie: Im wissrigen Assaymedium ist die Fluoreszenz
abgeschwicht, wahrend im lipophilen Umfeld der mykobakteriellen Zellwand eine
deutliche Intensivierung der Fluoreszenz zu beobachten ist. Ein besonders effektiver
Farbstoff fiir diese Anwendung ist die mit 3-Hydroxychromon-Derivaten konjugierte
Trehalose25. Dieser Farbstoff wurde synthetisiert und auf seine Eignung fiir die
Fluoreszenzmarkierung von M. abscessus untersucht. Der Synthese folgte eine
detaillierte NMR-spektroskopische und rontgenkristallographische
Charakterisierung des Trehalose-Konjugats.

Die Anfarbung von M. abscessus erfolgte durch dreistiindige Inkubation der
Bakterien mit dem Farbstoff und anschlieBender Fixierung der Bakterien mit PFA
(Paraformaldehyd). Die so angefarbten Bakterien konnten im Fluoreszenzmikroskop
(Aex = 485 nm, Aer = 510—531 nm) sichtbar gemacht werden.

Die Ergebnisse wurden in den folgenden Artikeln publiziert: Structural
characterization of a 3-hydroxychromone dye trehalose conjugate for fluorescent
labelling of mycobacteria. Adrian Richter, Richard Goddard, Lea Mann, Fabienne
Siersleben, Riidiger W. Seidel; Journal of Molecular Structure (2023);
1298(2):137010.
https://wwuw.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286023021002

https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2023.137010



Structural Elucidation of 2-(6-(Diethylamino)benzofuran-2-yl)-3-hydroxy-4H-
chromen-4-one and Labelling of Mycobacterium aurum Cells. Adrian Richter,
Richard Goddard, Fabienne Siersleben, Lea Mann, Riidiger W. Seidel; Molbank
(2023), M1647.

https://www.mdpi.com/1422-8599/2023/2/M1647
https://doi.org/10.3390/M1647

Beitrage der Autorinnen und Autoren: Adrian Richter (Durchfithrung chemischer
Synthesen und Charakterisierung der Reaktionsprodukte, Probenvorbereitung fiir
strukturchemische Versuche, Einwerbung von Drittmitteln, mikrobiologischen
Testung, editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie, Visualisierung,
Betreuung), Richard Goddard (Konzeption der Studie, Ermittlung der
Kristallstrukturdaten und deren Auswertung, Visualisierung, editieren des
Manuskriptes) Fabienne Siersleben (Durchfiihrung mikrobiologischer Versuche,
Einwerbung von Drittmitteln), Lea Mann (Durchfiihrung mikrobiologischer
Versuche, Betreuung, editieren des Manuskriptes, Visualisierung), Riidiger W.
Seidel (Konzeption der Studie, Auswertung von Kristallstrukturdaten, schreiben

und editieren des Manuskriptes, Visualisierung)

3.6.8 Charakterisierung von bakteriziden Wirkstoffen gegen
M. abscessus mit automatisierter Fluoreszenzmikroskopie nach

Anfarbung mit einem Trehalose-Farbstoffkonjugat

Die in Abschnitt 3.6.7 beschriebene Farbung von M. abscessus mit einem Trehalose-
Farbstoffkonjugat wurde zur Charakterisierung der Testverbindungen hinsichtlich
ihrer bakteriziden Wirkung verwendet. Im Vergleich zur herkommlichen Methode
(der Auszahlung der koloniebildenden Einheiten auf Agar-Medium zur Untersuchung
der Bakterizidie 126) ist die neue Methode effizienter und erfolgt in fliissigem Medium
in 96-Well-Platten.

Fiir die Durchfiihrung des Assays wird M. abscessus mit dem jeweiligen
Wirkstoff in Fliissigmedium inkubiert, anschlieBend wird ein Teil dieser Kultur in
wirkstoffreiem Medium stark verdiinnt und erneut inkubiert. In diesem
Versuchsschritt konnen sich teilungsfihige Bakterien vermehren, die
Teilungsfahigkeit kann jedoch durch die vorangegangene Inkubation mit einem

bakteriziden Wirkstoff stark eingeschrankt sein. Nach der zweiten Inkubationsphase



werden die Bakterienzellen mit 3-Hydroxychromon-konjugierter Trehalose 25
angefarbt (s. Abschnitt 3.6.7) und mittels Fluoreszenzmikroskopie quantifiziert.
Diese Methode wurde verwendet, um verschiedene Antibiotika wie
Moxifloxacin oder Rifabutin hinsichtlich ihrer bakteriziden Eigenschaften gegen
M. abscessus zu charakterisieren. Die Ergebnisse wurden mit Literaturdaten, aber
auch mit experimentellen Daten zu den jeweiligen Wirkstoffen verglichen und es
zeigte sich, dass die neue Methode Ergebnisse liefert, die mit der Koloniezahlung auf
Agar vergleichbar sind. So konnte fiir den bakteriziden Wirkstoff Rifabutin bei einer
Konzentration von 6.3 uM eine 99 %ige Keimzahlreduktion beobachtet werden,
wahrend Bedaquilin, das unter den Testbedingungen bakteriostatisch wirkt, keine
Keimzahlreduktion zeigte.
Die fluoreszenzbasierte Methode erlaubt eine effiziente Untersuchung der
bakteriziden Eigenschaften gegeniiber dem pathogenen Bakterium M. abscessus. Die
Quantifizierung durch automatisierte Fluoreszenzmikroskopie in 96-Well-Platten
macht den Test effizient. Durch den Verdiinnungsschritt in wirkstofffreiem Medium
kann zudem eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Antibiotikariickstinde
ausgeschlossen werden.
Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: Determination of
bactericidal activity against 3HC-2-Tre-labelled Mycobacterium abscessus
(Mycobacteroides abscessus) by automated fluorescence microscopy. Lea Mann,
Fabienne Siersleben, Markus Lang, Adrian Richter, Journal of Microbiological
Methods (2024), 224, 107002.
https://wwuw.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701224001143?via%3Dih
ub
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2024.107002.

Beitriage der Autorinnen und Autoren: Lea Mann (Durchfiihrung mikrobiologischer
Versuche, Datenauswertung, schreiben und editieren des Manuskriptes,
Visualisierung) Fabienne Siersleben (Durchfiihrung mikrobiologischer Versuche,
Datenauswertung), Markus Lang (Durchfiihrung chemischer Synthesen, editieren
des Manuskriptes), Adrian Richter (Durchfiihrung chemischer Synthesen,
Einwerbung von Drittmitteln, editieren des Manuskriptes, Konzeption der Studie,

Betreuung, Datenauswertung)



3.6.9 Charakterisierung von Phenylalaninamiden gegen verschiedene
pathogene nicht-tuberkulose Mykobakterien und vergleichende
Analyse der RNA-Polymerase

In dieser Studie wurde eine Auswahl von 10 Phenylalaninamiden und des Screening
Hits MMV688845 gegen eine Auswahl von 25 nicht-tuberkulosen Mykobakterien
hinsichtlich ihrer MHK charakterisiert. Neben M. abscessus mit den drei Subspezies
abscessus, bolletii und massiliense wurden auch Vertreter des Mycobacterium avium
Komplexes wie Mycobacterium avium und Mycobacterium intracellulare in die
Untersuchung einbezogen. Dariiber hinaus erfolgte die Bestimmung der MHKSs auch
gegen weitere schnell- und langsam-wachsende pathogene Mykobakterien wie
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium marinum, Mycobacterium kansasii und
Mycobacterium chelonae. Ziel der Untersuchung war es zu priifen, ob bei
Mykobakterien bereits intrinsische Resistenzen gegen die Substanzklasse der
Phenylalaninamide vorliegen. Die Ergebnisse der antimykobakteriellen Assays
zeigten, dass bei allen untersuchten Spezies bereits Phenylalaninamid-
Konzentrationen von < 5 uM ausreichen, um das Bakterienwachstum zu hemmen.
Somit zeigten alle Mykobakterienarten eine Sensitivitit gegeniiber der
Wirkstoffklasse, wobei zumeist deutlich geringere Konzentrationen (<1 uM) zur
Hemmung des bakteriellen Wachstums ausreichten. Die hier beschriebene MHK-
Studie zeigte aber auch Unterschiede in der Sensitivitat zwischen verschiedenen
nicht-tuberkulésen Mykobakterien: Auffallend war hierbei die ausgeprigte
Sensitivitat von Mycobacterium ulcerans und Mycobacterium marinum, wahrend
Mycobacterium simiae und Mycobacterium xenopi die geringste Empfindlichkeit
gegeniiber Phenylalaninamiden zeigten.

Die vergleichende Analyse der RNA-Polymerase-Sequenzen verschiedener

mykobakterieller Spezies mit Fokus auf die Phenylalaninamid-Bindungstasche zeigte
einen hohen Konservierungsgrad sowohl in der Primarstruktur als auch in der
raumlichen Struktur innerhalb der (- und f'-Untereinheiten. Dies bestatigt den Wert
von Phenylalaninamiden als RNA-Polymerase-Inhibitoren mit breitem
Wirkungsspektrum gegen Mykobakterien.
Die Ergebnisse wurden in dem folgenden Artikel publiziert: Broad-Spectrum In Vitro
Activity of Na-aroyl-N-aryl-Phenylalanine Amides Against Non-Tuberculous
Mycobacteria and Comparative Analysis of RNA Polymerases. Markus Lang, Uday
S. Ganapathy, Thomas Dick, Adrian Richter; Antibiotics (2024); 13, 404.

https://www.mdpi.com/2079-6382/13/5/404



https://doi.org/10.3390/antibiotics13050404

Beitrage der Autoren: Markus Lang (Konzeption der Studie, Durchfiihrung
mikrobiologischer ~ Versuche und  Datenauswertung,  software-gestiitzte
Datenauswertung, schreiben und editieren des Manuskriptes, Visualisierung),
Uday S. Ganapathy (Durchfithrung mikrobiologischer Versuche und
Datenauswertung, editieren des Manuskriptes), Thomas Dick (Betreuung,
Einwerbung von Drittmitteln), Adrian Richter (Konzeption der Studie, editieren

des Manuskriptes, Visualisierung, Betreuung, Einwerbung von Drittmitteln)



3.7 Zusammenfassung II

Die in Abschnitt 3.6 aufgefiihrten Studien belegen den Wert der Phenylalaninamide
als  antimykobakterielle = Stoffklasse, = wobei eine  Optimierung  der
pharmakokinetischen Eigenschaften notwendig ist. Die Vertreter dieser Stoffklasse
adressieren eine in der antimykobakteriellen Therapie klinisch validierte Zielstruktur:
die RNA-Polymerase. Da sich der Bindungsstelle von denen der Rifamycine
unterscheidet, treten keine Kreuzresistenzen auf und bisher untersuchte in vitro
Kombinationen von Rifamycinen und Phenylalaninamiden zeigen eine additive
Wirkung gegen Mykobakterien. Bemerkenswert ist die bakterizide Aktivitat der
Phenylalaninamide und ihre Wirksamkeit im Makrophagen-Infektionsmodell.
Zudem zeigen die Verbindungen Wirksamkeit gegen ein breites Spektrum von z.T.
Rifamycin resistenten pathogenen Mykobakterien. Diesen vielversprechenden
Eigenschaften stehen die geringe Bioverfiigbarkeit und der rasche mikrosomale
Abbau der Substanzen entgegen. Ein initialer Versuch diese Parameter zu optimieren,
ist in Abschnitt 3.6.6 beschrieben, wobei noch kein befriedigendes Ergebnis beziiglich
der Stabilitat und Aktivitat der Phenylalaninamide erzielt werden konnte.

Trotz der ungiinstigen pharmakokinetischen Eigenschaften besitzen die
Phenylalaninamide das Potential einen effektiven antimykobakteriellen
Wirkmechanismus fiir Rifamycin resistente M. tuberculosis bzw. NTM zu erschlieBen.
Hierbei wurde ein Schwerpunkt auf M. abscessus gelegt, da gegen dieses
multiresistente  schnell wachsende Mykobakterium nur unzureichende
Therapieoptionen zur Verfiigung stehen. Der mikrobiologische Teil der Arbeiten
berticksichtigt daher gezielt die Eigenschaften dieses Mykobakteriums und die
Entwicklung von Testmethoden fiir Arzneistoffkandidaten gegen M. abscessus wurde
vorangetrieben (s. Abschnitte 3.6.1, 3.6.2 und 3.6.7). Diese fluoreszenz-basierten
Methoden ermoglichen die Charakterisierung von Wirkstoffen hinsichtlich
Wachstumshemmung und intrazellularer Aktivitat. Eine Trehalose-Farbstoffkonjugat
zur Fluoreszenzfarbstoff soll zudem fiir die Untersuchung von bakteriziden
Eigenschaften herangezogen werden.

Der aktuelle Wissensstand zu den Phenylalaninamiden wund ihrer
antimykobakteriellen =~ Wirkung wurde in folgenden  Ubersichtsartikel
zusammengefasst:

Na-aroyl-N-aryl-phenylalanine amides: a promising class of antimycobacterial
agents targeting the RNA polymerase. Riidiger W. Seidel, Richard Goddard, Markus
Lang, Adrian Richter; Chemistry and Biodiversity, e20240026.



https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cbdv.202400267
https://doi.org/10.1002/cbdv.202400267

Beitrage der Autoren: Riidiger W. Seidel (Konzeption der Studie, schreiben und
editieren des Manuskriptes, Visualisierung), Richard Goddard (Konzeption der
Studie, editieren des Manuskriptes), Markus Lang (editieren des Manuskriptes,
Visualisierung), Adrian Richter (Konzeption der Studie, editieren des

Manuskriptes, Betreuung, Einwerbung von Drittmitteln)



4. Resiimee und Ausblick

Die in den Abschnitten 2.4 und 3.6 prasentierten Forschungsergebnisse beschreiben
die medizinisch-chemische Entwicklung der BTZs und Phenylalaninamide und deren
Charakterisierung hinsichtlich ihrer antimykobakteriellen Eigenschaften. Durch die
Derivatisierung der Verbindungen wurden deren Reaktivitit und ihre Struktur-
Wirkungsbeziehungen erforscht und teilweise die antimykobakterielle Aktivitat
erhoht. Vielversprechend ist die bakterizide Wirkung von BTZs und
Phenylalaninamiden, deren Wirksamkeit gegen intrazellulire Mykobakterien und
ihre Wirkweise tiber bisher klinisch nicht genutzte Mechanismen, was bestehende
Resistenzen der Pathogene unwahrscheinlich macht.

Hinsichtlich der BTZs ist ihre hohe in vitro Wirksamkeit gegen Mykobakterien
(MHKgo-Werte <1nM) bemerkenswert und unterstreicht die Vulnerabilitit der
Pathogene durch Inhibition von DprEi. Allerdings ist die Mechanismus-basierte
Wirkweise der BTZs an einen elektronenarmen Nitro-Aromaten gebunden, der durch
nukleophile Reagenzien in vitro aber auch in vivo angegriffen werden kann. Dies
bedingt haufig iiberraschende pharmakokinetische Eigenschaften dieser Stoffklasse,
die fiir einen Arzneistoff problematisch ist.

Die weitere Erforschung der Phenylalaninamide ist vielversprechend, da diese
das klinisch validierte Target RNA-Polymerase durch einen neuartigen Mechanismus
hemmen und so bekannte Resistenzen umgehen. Eine strukturbiologische
Untersuchung der Interaktionen dieser Stoffklasse mit der RNA-Polymerase von
M. tuberculosis und M. abscessus ist wiinschenswert. Die biochemische
Charakterisierung verschiedener Derivate in einem Enzyminhibitionsassay ist zudem
notwendig, um ein besseres Verstandnis der Struktur-Wirkungsbeziehungen zu
ermoglichen. Ein weiterer Schwerpunkt zukiinftiger Forschung wird die
Identifizierung von Metaboliten nach mikrosomalem Abbau sein. Dadurch kann der
Mechanismus, der fiir die metabolische Labilitit der Substanzklasse verantwortlich
ist, verstanden werden, was eine gezielte Modifikation der Phenylalaninamide zur

Erhohung der metabolischen Stabilitat ermoglicht.
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