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Zielsetzung und Anlald des Vorhabens

Im Rahmen des beantragten Projektes sollten wirksame und umweltvertrégliche Varianten des Antibioti-
kums Ciprofloxacin aufbauend auf einer Vielzahl bereits vorliegender eigener Ergebnisse zur Abbaubar-
keit am Computer entwickelt und nach in silico Validierung synthetisiert werden. Das Projekt sollte die
Vereinbarkeit von Wirkstoffentwicklung mit umweltwissenschaftlichen und Nachhaltigkeitsaspekten de-
monstrieren und damit das Forschungsfeld der nachhaltigen Pharmazie erweitern und unterstitzen und
einen Beitrag zum Gewasserschutz liefern.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Es wurde die Struktur des Antibiotikums Ciprofloxacin gezielt so verandert, dass neue Stoffe basierend
auf der Grundstruktur des Ausgangsstoffes und verschiedenen abbaubaren Seitenketten resultierten.

Die angewandten Arbeitsschritte bzw. Methoden waren vor allem:

ok wdpE

In silico Entwicklung und Validierung von abbaubaren Antibiotika-Kandidaten
Synthese ausgewahlter Kandidaten
Prufung der pharmakologischen Wirksamkeit und Stabilitat in vitro
Testung der biologischen Abbaubarkeit und Analyse der Zerfallsprodukte
Okotoxikologische Testung

Patentierung und Publikation
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Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen des Projektes wurden mit Hilfe von computergestutzten Methoden, durch gezielte molekula-
re Strukturverénderungen in Kombination mit experimentellen Methoden, umweltfreundlichere Varianten
von Ciprofloxacin und seiner Grundstruktur entwickelt. Die ersten ausgewahlten Kandidaten wurden sys-
tematisch am Computer optimiert. Dafur wurde die bereits aufgebaute Biomolekdlbibliothek signifikant
erweitert (auf ca. 400 Naturstoffe). So konnten gro3angelegte Screeninganséatze durchgefuhrt werden.
Mehrere Varianten konnten erfolgreich synthetisiert werden. Zwei der Varianten Cipro-Hemi und CG008-
Hemi, die sich nach mehreren Verbesserungszyklen ergaben, sind gegeniiber ausgewéhlten pathoge-
nen Bakterien in vitro wirksam. Die antibiotische Wirksamkeit in den tblichen Testsystemen gegentber
ausgewahlten und typischen pathogenen Bakterien ist etwas geringer als die des Ciprofloxacins. Bezlg-
lich Absorption, Distribution, Metabolismus und Toxizitdt (ADMET) sind sie nach ersten Untersuchungen
jedoch geeignete Kandidaten fur neue Arzneimittel. In der Umwelt wird der eine Wirkstoff teilweise abge-
baut und deaktiviert. Der andere zerféllt bei der Ausscheidung (in der Blase) in zwei inaktive Teile, wobei
der eine schnell und vollstandig biologisch in der Umwelt abbaubar ist. Die verbleibenden Fragmente
sind im ausgewahlten Testsystem (Algen) nicht toxisch. Die beiden Substanzen wurden zum Patent an-
gemeldet, um einerseits die Forschungsarbeiten weiterfiihren zu kénnen und die Substanzen fir phar-
mazeutische Unternehmen interessant zu machen und die Chance zu wahren, dass sie zu Arzneimitteln
weiterentwickelt werden kdnnen. Die Patenteinreichung ist auch Voraussetzung um einen Antrag zur
Forderung weiterer Arbeiten, fur weitere Strukturvarianten und Erzeugung weiterer relevanter Daten
beim BMBF einreichen zu kdnnen. Ein solcher Antrag ist in Vorbereitung und wird zeitnah beim BMBF
eingereicht werden.

Neben den eigentlichen Wirkstoffen wurden Varianten des Grundgerusts bzw. der beim Zerfall/Abbau in
der Umwelt entstehenden Fragmente synthetisiert und untersucht, was zu einem besseren Verstandnis
der Grunde fir die Stabilitat des Grundgerists bzw. der gebildeten Fragmente in der Umwelt flhrte.
Neben den genannten Arbeiten entstand eine Masterarbeit. Einige Arbeiten werden im Rahmen von zwei
Dissertationen fortgefiihrt, fir die Stipendien eingeworben werden konnten.

Offentlichkeitsarbeit und Prasentation

Das Projekt wurde von Anfang an durch intensive Offentlichkeitsarbeit (Presse, Rundfunk, Fernsehen)
auch durch die DBU begleitet, nicht zuletzt war auch die Patenteinreichung ein Anlass dafirr. Es gab viel-
faltige nationale und internationale, zum Teil bis jetzt anhaltende Resonanz, das nicht zuletzt zu ver-
mehrtem Interesse und Kontakten mit pharmazeutischen Unternehmen fihrte, die mehr Uber die Wirk-
stoffe und das Konzept an sich wissen wollten. In einigen Fallen wurden in den Unternehmen Vortrage
vor Mitarbeitern der Arzneimittelentwicklung gehalten, die dadurch zum Teil erstmals mit den Themen
Arzneimittel in der Umwelt und Nachhaltige Pharmazie in Kontakt kamen. Das Konzept als solches so-
wie u.a. die laufenden Arbeiten (um die Patentanmeldung nicht zu gefahrden nur andeutend) wurden auf
einer Vielzahl nationaler und internationaler Tagungen, meist eingeladene Vortrdge, der Fachoffentlich
vorgestellt. Es traf auf grof3es Interesse.

Leder, C.; Rastogi, T.; Kimmerer, K. (2015) Putting benign by design into practice-novel concepts for
green and sustainable pharmacy: Designing green drug derivatives by non-targeted synthesis and
screening for biodegradability. Sustainable Chemistry and Pharmacy, 2, 31-36.

In diesem Artikel werden neue Ideen und Konzepte zur Entwicklung umweltfreundlicher Medikamente
vorgestellt. Das Férderprogramm ,Nachhaltige Pharmazie“ der DBU findet hier besondere Erwahnung.
AulRerdem wurde die Forderung durch die DBU in der Danksagung anerkannt.

Ein Manuskript zur Veroéffentlichung der Ergebnisse ist erstellt, soll aber erst zur Veroffentlichung einge-
reicht werden, wenn die Patente erteilt oder endgiltig verwehrt wurden.

Fazit

Insgesamt konnte erfolgreich demonstriert werden, dass sich verbesserte Umweltfreundlichkeit und
pharmazeutische Wirksamkeit nicht grundsatzlich ausschlieRen. Mit der Anmeldung zweier Stoffe zum
Patent hat sich auch die Haltung der Industrie gegentber diesem Ansatz deutlich geandert. Sie spricht
nicht mehr kategorisch davon, dass dies nicht moglich wéare, sondern lediglich, dass es noch viel Zeit
bendtige.

Deutsche Bundesstiftung Umwelt © An der Bornau 2 © 49090 Osnabrick © Tel 0541/9633-0 © Fax 0541/9633-190 © http://www.dbu.de




Danksagung

Die DBU hat das Projekt trotz schon von Beginn an klarer und grof3er Herausforderungen
gefordert. Dies ist in der heutigen Forderlandschaft nicht mehr selbstverstandlich. Letztlich
hat diese Forderung die Grundlage fiir mogliche Innovationen und in die Zukunft gerichtetes
Denken bei Arzneimittelherstellern angestofl3en. Dadurch, dass wir im Projekt die Machbar-
keit des Konzepts Benign by Design mit patentierten Praxisbeispielen belegen konnten, hat
die DBU damit auch einen wesentlichen Beitrag zu einem veranderten Umgang mit Arznei-
mitteln und Alternativen zu von End of the Pipe-Technologien fir die Reduktion des Eintrags
von Spurenstoffen in die aquatische Umwelt geleistet. Daher mdchten wir der DBU fir die
Forderung des Projekts wie auch die kritisch-konstruktive Begleitung sehr herzlich danken.

Fur wertvolle Diskussionen, die ebenfalls zum Gelingen des Projekts beigetragen haben,
danken wir herzlich dem Projektbeirat bestehend aus Prof. Dr. Manfred Kietzmann (Tierarzt-
liche Hochschule Hannover), Dr. Axel Pahl (Max-Planck-Institut Dortmund) und Prof. Dr.
Christian Peifer (Christian Albrechts Universitat Kiel).



Inhaltsverzeichnis

1. ZUSAMMENTASSUING .. .eetetttititiniineieteeeteeeeeeeeeeeeee e e et 1
2. EInfUNrung/MOLIVALION........coiii e e e e e e e e e e e e 2
3. Methodik/Vorgehensweise/Projektablauf ... 4
4. ProjeKtergehnISSE. ....couiiiii i e 6
4.1, Cip-Pround Cip-P2C........oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 6
A.2. HEIMI oot e e a e e 9
I F O €100 S B = o T S 19
A4, CIP-THueu oottt ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et e e ee et et ettt 21
T O o o R 0] 2T SR 22
5. Offentlichkeitsarbeit/Veroffentlichungen/Vortrage ...........cccccveeveieiieiie i 24
B.  FAZIt ...t e e 25

R I | =) = L 6 | TP 25



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Vorgehensweise fir die Entwicklung eines umweltfreundlichen Antibiotikums.. 4

Abbildung 2: Verfolgte DerivatiSIerungSanSEatZE ............cuuuuiiiiieeriiieiiies e et e e e e eaanns 5
Abbildung 3: Cyclopropylsubstitution mit einem Hemiaminal-Linker ............ccccccvvvviviiiiinnnnnn. 5
Abbildung 4: Riuckgrat-Variante mit Morpholin-Rest ...........cccoooieiiiiiiiiii e, 6
Abbildung 5: Strukturen von Cipro-P2C (Cip-P2C) (a) und Cipro-Prolin (Cip-Pro) (b)............ 7
Abbildung 6: Abiotische Hydrolyse von Cipro-P2C und Cipro-Prolin im Vergleich zu
Ciprofloxacin und der Grundstruktur Cipro-NH2 bei pH 7,4 (a), pH 4 (b) und pH 9,4 (C)........ 8
Abbildung 7: Inkubation von Cipro-P2C und Cipro-Prolin mit humanen intestinalen
TS0 EST 0] 41 o TN 9

Abbildung 8: Inkubation von Cipro-P2C und Cipro-Prolin mit humanen Lebermikrosomen.... 9
Abbildung 9: MHK von Hemi im Vergleich zur Grundstruktur Cip-D-CP in verschiedenen

pathogenen Bakterien (Kollaborationspartner UK Freiburg) .......cccceeeeeeeviiiiiiiiin e, 10
Abbildung 10: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch Hemi im Vergleich zur
GrundStruKEUr CiP-D-CP ... et e e e e e e e e e e e e e e araa s 12
Abbildung 11: Leuchthemmung von V. fischeri Bakterien durch Hemi im Vergleich zur
GrundSErUKEUT CIP-D-CP ... eennes 12
Abbildung 12: Abiotische Hydrolyse von Hemi (a) und der Grundstruktur Cip-D-CP (b) im
Vergleich zu Ciprofloxacin (c) bei pH 6, pH 7,4 und pH 9 ...oooviiiiiiiiiiiii 13
Abbildung 13: Inkubation von Hemi (a) und Cip-D-CP (b) mit humanen Lebermikrosomen
(0 14
Abbildung 14: Inkubation von Hemi (a) und Cip-D-CP (b) mit humanen intestinalen
MIKFOSOMEN (HIM) ..o e e e e e e ettt e e e e e e e e aat b e e e e e eeeeareaanaes 14
Abbildung 15: Plasmastabilitatstest mit humanem Plasma von Hemi (a) im Vergleich zu Cip-
5 R O o ) 15
Abbildung 16: UmuC-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin ohne S9-

1] (U o > o ] o PSSP 16
Abbildung 17: UmuC-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin mit S9-

1] (0o > 1o o PRSPPI 16
Abbildung 18: Ames-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin ohne S9-

1] (U o = L1 o o PP 17
Abbildung 19: Ames-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin mit S9-

18] (U o = LA [ o PP 18
Abbildung 20: HPLC-Analyse von Hemi im geschlossenen Flaschentest (CBT): Hemi (1),
Cip-D-CP (2) an Tag O UNd TaQ 28.......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeneeneeeenee 18
Abbildung 21: Abbaubarkeit von y-Butyrolacton im geschlossenen Flaschentest (CBT)...... 19
Abbildung 22: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch CG008-Hemi im Vergleich
ZUr Grundstruktur CGOOB ........cooeeeeeee e 20
Abbildung 23: Leuchthemmung von V. fischeri Bakterien durch CG008-Hemi im Vergleich
ZUr GrundStrUKIUP CGOOB ... ..o eeeeeeeeiiiee e e e et s e e e e e e et e s e e e e e e e eaett e n e e e eeaeeeeanenaaaaeeees 20
Abbildung 24: Abiotische Hydrolyse von CG008-Hemi bei pH 6, pH 7,4undpH 9 .............. 21
Abbildung 25: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch Cipro-TH im Vergleich zur
GrundstruKiur CiP-D-CP .. ..o e e e e e e e e e e eeeaean s 22
Abbildung 26: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch Cipro-Homo im Vergleich
ZUr Grundstruktur Cip-D-CP .....coooeeeeeeeeeee 23
Abbildung 27: Leuchthemmung von V. fischeri Bakterien durch Cipro-Homo im Vergleich zur
GrundStrUKEUr CIPrO-D=CP ........ it bbebnennes 23

Abbildung 28: Abiotische Hydrolyse von Cipro-Homo bei pH 6, pH 7,4und pH9................ 24



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: MHK von Hemi im Vergleich zur Grundstruktur Cip-D-CP in verschiedenen

pathogenen Bakterien (Kollaborationspartner CO-ADD, Australien)
Tabelle 2: Okotoxizitat von Hemi und Cip-D-CP in P. subcapitata

A. baumannii
CBT

Cip, Cipro
DBU

DNA

E. coli

E. faecalis
FDA

HEK

HIM

HLM

HPLC

K. pneumoniae
MDR

MHK

MRSA

P. aeruginosa
P. subcapitata
pH

Pro

P2C

QSAR

S. aureus

S. pneumoniae
V. fischeri

Abklrzungen

Acinetobacter baumannii

Geschlossener Flaschentest (Closed Bottle Test)
Ciprofloxacin

Deutsche Bundesstiftung fir Umwelt
Desoxyribonukleinséure

Escherichia coli

Enterococcus faecalis

Food and drug administration

Human embryonic kidney cells

Humane intestinale Mikrosomen
Humane Lebermikrosomen

High performance liquid chromatography
Klebsiella pneumoniae

Multiple Drug Resistance

Minimale Hemmkonzentration
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudokirchneriella subcapitata

Potentia Hydrogenii

L-Prolin

Piperazin-2-Carboxylsaure

Quantitative structure activity relationship
Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Vibrio fischeri



1. Zusammenfassung

Am Institut fir Nachhaltige Chemie und Umweltchemie an der Leuphana Universitat Line-
burg wurden im Rahmen des von der DBU gefdrderten Projektes Az 30839 mithilfe von
computergestitzten Methoden, in Kombination mit experimentellen Untersuchungen, durch
gezielte molekulare Strukturverdnderungen umweltfreundlichere Varianten des Antibiotikums
Ciprofloxacin, aus der Substanzklasse der Fluorchinolone, entwickelt. Damit konnte erfolg-
reich gezeigt werden, dass entgegen landlaufiger Annahme die gezielt eingebaute biologi-
sche Abbauarbeit in der Umwelt einerseits und die notwendige Stabilitat und Wirksamkeit fur
die Anwendung andererseits keinen grundsatzlichen Widerspruch darstellen. Damit kénnen
die nachfolgend durch Antibiotika verursachten Risiken fur die Wasserqualitat reduziert oder
gar vollstandig vermieden werden, indem ihre biologische Abbaubarkeit in der Umwelt ver-
bessert und/oder die Toxizitat und die antibiotische Aktivitat von nicht-abbaubaren Metaboli-
ten und Abbauprodukten reduziert werden.

Zum Einsatz kamen einerseits Computermodelle, die anhand der Struktur bestimmte Eigen-
schaften des Molekils vorhersagen (QSAR, quantitative Struktur-Aktivitat-Beziehungen) und
andererseits Computerprogramme, die die Bindung an die Zielstruktur des Pharmazeutikums
simulieren und berechnen. Aulerdem wurden die Substanzen in etablierten pharmakologi-
schen und toxikologischen in vitro Assays sowie in dkotoxikologischen Tests untersucht.
Zusatzlich wurden in verschiedenen Abbautests Erkenntnisse zur Abbaubarkeit der Fluorchi-
nolon-Grundstruktur und verschiedener Derivate gewonnen. Diese Vorgehensweise ermdg-
lichte auch eine Kategorisierung von bereits vorhandenen Wirkstoffen unter Umweltgesichts-
punkten und fuhrte vor allem zu neuen schutzrechtlich abgesicherten Antibiotika-Kandidaten,
die in der Umwelt biologisch inaktiviert und zu unbedenklichen Fragmenten abgebaut werden
konnten.

Nach einem Screening verschiedener zugelassener Fluorchinolone und Chinolone im Closed
Bottle Test (mod. 301D OECD) sowie im manometrischen Respirationstest (301F OECD) in
der ersten Projektphase zeigte sich, dass keines der getesteten Strukturen biologisch ab-
baubar war. Im Projekt wurde folgend die Substitution am C; und am N; der Fluorchinolon-
struktur in Kombination mit einem Softdrug-Design verfolgt, bei dem das Pharmazeutikum
durch abiotische und biotische Prozesse deaktiviert wird.

Bei der Substitution am C; wurden verschiedene Prototypen mit amidisch gebundenen Ami-
nosauren und einer Piperazinstruktur entwickelt. Durch Anwendung verschiedener in silico
Methoden wurden die Molekile Cipro-Prolin und Cipro-P2C als potentielle Antibiotika synthe-
tisiert und ihre Aktivitét in in vitro Tests mit verschiedenen pathogenen Organismen bestatigt.
Im Closed Bottle Test wurden die Amidderivate teilweise in das inaktivere Fragment Cipro-
NH, abgebaut, wobei die freiwerdenden Molekile teilweise mineralisiert werden konnten.
Cipro-NH, war hingegen biologisch persistent. Hydrolytische Untersuchungen zeigten wiede-
rum eine hohe Stabilitat. In vitro Tests zur Stabilitat mit humanen Plasma, Leber- und intesti-
nale Mikrosomen bestétigten diese Stabilitat.

Ein weiterer Ansatz war die Substitution der Gruppe am N; der Fluorchinolonstruktur, da sich
in einem parallelen Screening gezeigt hatte, dass eine Struktur mit einem sekundares Amin
im manometrischen Respirationstest vollstandig mineralisiert werden konnte. Die Substituti-
on dieses Amins mit einem tertiaren Amins fihrte wiederum zu einer biologischen Persis-
tenz. Innerhalb dieses Ansatzes konnten vier verschiedene Antibiotika entwickelt werden,
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welche eine ausreichende Stabilitat im Menschen aufweisen, unter sauren pH-Werten jedoch
in antibiotisch inaktive Fragmente zerfallen (Cipro-Hemi, CG008-Hemi, Cipro-TH, Cipro-
Homo). Durch eine Substitution des Piperazinrestes mit Morpholin im Molekil CG008-Hemi
konnte das Anwendungsspektrum zudem erweitert werden. Weiterhin kdnnten mégliche Ne-
benwirkungen infolge einer GABA-Inhibition, durch das Fehlen der Piperazinstruktur, redu-
ziert werden. In Tests zur antibiotischen Aktivitat zeigte sich, dass die Molekile ein breiteres
Anwendungsspektrum sowie eine hohere Aktivitat als die Amidderivate aufwiesen. In in vitro
Tests mit humanen Leber- und intestinale Mikrosomen konnte keine erhfhte Instabilitat fest-
gestellt werden.

AbschlieRend konnten innerhalb des Projektes verschiedene umweltfreundlichere Fluorchi-
nolone entwickelt und patentiert werden, welche nach ihrer Applikation im Menschen in inak-
tive sowie teilweise abbaubare Fragmente zerfallen. Weiterhin konnte durch das Projekt ge-
zeigt werden, dass ein nachhaltiges Design von Pharmazeutika moglich ist und sich phar-
mazeutische Aktivitdt und Umweltfreundlichkeit nicht ausschlieRen missen. Da an Arzneimit-
telwirkstoffe in vielerlei Hinsicht hohere Anforderungen gestellt werden als an Chemikalien,
lasst sich die Vorgehensweise ohne weiteres auch auf Chemikalien lbertagen. Somit ist
auch eine breitere Reduktion der Gegenwart von Spurenstoffen durch Manahmen an der
Quelle, d.h. an den Stoffen selbst, in der aquatischen Umwelt mdglich.

2. Einfihrung/Motivation

Aufgrund des einsetzenden Umdenkens im Hinblick auf nachhaltige Pharmazie und der ver-
feinerten Analysemethoden ist das Schicksal einiger besonders verbreiteter Medikamente in
der Umwelt in den letzten Jahren umweltwissenschaftlich untersucht worden. Neben vielen
anderen Arzneimittelwirkstoffen gelangten in den letzten Jahren nicht zuletzt wegen der
Mdoglichkeit der Selektion resistenter Bakterien immer mehr auch Antibiotika in den Blickwin-
kel. Gleichzeitig zeigte die Forschung, dass die Verfahren der erweiterten Abwasserreini-
gung nicht in der Lage sind, alle Wirkstoffe aus dem Abwasser zu entfernen. Bei manchen
Verfahren werden sogar neue Stoffe ("Transformationsproduckte™) oft unbekannter Struktur
und (Oko)toxizitat gebildet. Zudem werden nach Angaben von UN-Water nur 20% der Ab-
wasser weltweit Uberhaupt gereinigt. Mal3nahmen an der Quelle, die den Eintrag oder die
Préasenz von Arzneimittelwirkstoffen (und Chemikalien) vermeiden oder zumindest reduzier-
ten sind daher dringend notwendig (Kiimmerer et al. 2018). Eine Malihahme an der Quelle
setzt bei den Molekiilen und ihrer schlechten biologischen Abbaubarkeit in der Umwelt selbst
an, indem diese schon vor der Synthese gezielt so geplant werden, dass sie die fur die An-
wendung notwendigen Eigenschaften aufweisen, aber auch nach ihrem Eintrag in die aqua-
tische Umwelt schnell und moglichst vollstandig abgebaut, zumindest aber deaktiviert wer-
den. (Benign by Design, Kimmerer 2006). Praxisbeispiele, die die Machbarkeit eines sol-
chen Ansatzes gezielt belegen, waren bisher nicht bekannt.

Ein in der Umwelt nicht abbaubares und h&ufig nachgewiesenes Antibiotikum ist Ciprofloxa-
cin. Es gehdrt zur zweiten Generation der Gruppe der Fluorchinolone und ist ein Breitband-
Antibiotikum, das die prokaryonten-spezifische DNA-Gyrase inhibiert. Im Gegensatz zu den
leicht hydrolysierbaren Penicillinen ist Ciprofloxacin sehr stabil. Daher ist das Schicksal von
Ciprofloxacin in der Umwelt mittlerweile in den Blickpunkt geraten, weil die Substanz im Ab-
wasser, inshesondere von Krankenhausern, und in Klaranlagen wie auch im Klarschlamm
detektiert wurde (Golet et al. 2002; Lindberg et al. 2006). Im Abwasser von Schweizer Kran-
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kenhausern wurden Konzentrationen von 2 bis 83 pg/L gemessen (Hartmann et al. 1998). Im
Abwasser von Medikamentenherstellern wurden Konzentrationen von bis zu 31 mg/L ge-
messen (Larsson et al. 2007). Dadurch wurde in dieser Umgebung die Wirkschwelle um ei-
nen Faktor von ca. 1000 Uberschritten (Larsson et al. 2007). In Klaranlagen wird es teilweise
lediglich durch Adsorption an den Klarschlamm entfernt, was zu einer Anreicherung fihrt. Es
wird nicht von Mikroorganismen in Klaranlagen abgebaut (Kimmerer et al. 2000) lediglich
durch terrestrische Braunfaulepilze. In dem Kontext ist zu beachten, dass die Wirkschwelle
von Ciprofloxacin sehr niedrig ist (MIC E. coli C1, C11) < 0,1 pg/mL (Vila et al. 1994), so
dass bereits sehr niedrige Konzentrationen die bakterielle Fauna modulieren kénnen. Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dass biologische Abbauprozesse in Klaranlagen mit
hoher Antibiotika-Aufnahme aufgrund der Akkumulation der antibiotischen Aktivitat empfind-
lich gestort werden und Resistenzbildungen geférdert werden (Kimmerer 2001).

Es gibt auRBerdem vermehrt Hinweise, dass die Exponierung der Umwelt mit sub-
therapeutischen Konzentrationen von Antibiotika immer noch einen Wachstumsvorteil der
mutierten Bakterien bewirkt (Gullberg et al. 2011, Bengtsson-Palme und Larsson 2016).
Gullberg und Kollegen haben ermittelt, dass diese sog. minimalen selektiven Konzentratio-
nen (MSK) bis zu einem Faktor von 230 unter den minimalen Hemmkonzentrationen des
jeweiligen Antibiotikums liegen kdnnen (Gullberg et al. 2011). Fiur bekannte Mutationen der
DNA Gyrase mit Resistenz gegen Fluorchinolone ergibt dies minimale selektive Konzentrati-
onen von nur 0,1 ug/L. Dies ist weit unter gemessenen Werten im Krankenhausabwasser
(Hartmann et al. 1998), in Klaranlagen (Ferrando-Climent et al. 2014) und in einigen Um-
weltkompartimenten, wie z.B. Flissen mit Verbindungen zu pharmazeutischen Herstellern
(Bengtsson-Palme und Larsson, 2016). Das bedeutet, dass in diesen Bereichen die Antibio-
tika-Konzentrationen oft ausreichen, um einen konstanten Wachstumsvorteil der resistenten
Keime zu bewirken, was die Verbreitung resistenter Bakterien begtinstigt. Diese Schlussfol-
gerung kann bereits durch die Beobachtung unterstitzt werden, dass der Anteil an resisten-
ten Keimen nach dem Klarprozess oft héher ist als im einflieRenden Abwasser (Ferreira da
Silva et al. 2007). Zusatzliche Hinweise, dass Umweltkompartimente eine Rolle bei der Ver-
breitung resistenter Keime spielen kdnnten, lieferten Pal und Kollegen, indem sie zeigten,
dass Fluorchinolon-resistente Bakterien in gréfZerem Mal3e in verschiedenen Umweltkompar-
timenten als im Menschen gefunden wurden (Pal et al. 2016). Zusammengefasst lasst sich
daraus schlieRen, dass sich durch Verringerung der Persistenz des aktiven Antibiotikums in
der Umwelt ermdglichen liel3e, diesen vermeidbaren Weg der Propagation von Resistenzen
zu unterbinden. Der Vorteil kdnnte dann sein, dass ein solches Antibiotikum weniger schnell
durch weitverbreitete Resistenz beeintrachtigt wiirde. Hier wiirden also Erkenntnisse aus der
Umweltforschung ein gro3es derzeitiges medizinisches Problem positiv beeinflussen.

Ziel war es daher, die Struktur des Antibiotikums so zu verandern, dass es nach Gebrauch
abbaubar wird oder zumindest in inaktive Fragmente zerfallt.
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Abbildung 1: Vorgehensweise fiir die Entwicklung eines umweltfreundlichen Antibiotikums

Ausgehend von dem bekannten Antibiotikum Ciprofloxacin sollten mithilfe von kombinatori-
schen Bibliotheken Derivate entwickelt werden, die rasch in abbaubare und/oder nicht mehr
antibiotisch aktive Fragmente zerfallen. Die Derivate sollten mit computergestitzten Model-
len (QSAR) untersucht werden und die aussichtsreichsten Kandidaten sollten hergestellt und
anschliel3end im Labor pharmakologisch und umweltwissenschatftlich analysiert werden. Im
Folgenden werden die dazu im dritten Projektjahr durchgefiihrten Arbeiten und ihre Ergeb-
nisse dargestellt.

3. Methodik/Vorgehensweise/Projektablauf

Um das Projektziel, die Entwicklung eines umweltvertraglicheren Antibiotikums, zu erreichen
wurde die Fluorchinolon-Grundstruktur an zwei verschiedenen Stellen (Abb. 2, R1 und R2)
derivatisiert. Die restliche Grundstruktur wurde dabei dicht an den Aufbau des bekannten
Antibiotikums Ciprofloxacin angelehnt, um die Wahrscheinlichkeit zu erh6hen, mit den Deri-
vaten moglichst hohe antibiotische Aktivitaten zu erreichen. An die Positionen R1 und R2
wurden abbaubare bzw. abspaltbare Seitenketten (R1 y-Butyrolacton-Derivate sowie ein (3-
Aminoketon und an R2 Aminosauren und Carbonsauren tber Ester- und Amid-Bindungen)
addiert. Damit wurde in beiden Fallen das Ziel verfolgt, dass eine Abspaltung der Seitenket-
ten zu einer Abschwéachung der antibiotischen Aktivitat fihrt. Somit wirde erreicht, dass ein
solches Antibiotikum nach der Anwendung in geringerem Mafe in der Umwelt als aktive
Substanz persistiert und weniger Selektionsdruck zur Forderung von Resistenzen ausubt.
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Abbildung 2: Verfolgte Derivatisierungsansatze

Die Arbeiten zur Derivatisierung an R2 und zur Addition eines -Aminoketons an R1 wurden
in den vorherigen Zwischenberichten vorgestellt. Kurz zusammengefasst wurde fur das (-
Aminoketon gesehen, dass es nur schwach antibiotisch aktiv war (Zwischenbericht 2). Die
Derivatisierung von R2 mit Aminosauren Uber eine Esterbindung (Zwischenbericht 1) ergab
eine zu hohe Instabilitat in wassriger Losung und entsprechend keine Steigerung der antibio-
tischen Aktivitat der ausgewahlten Derivate. Hohere Stabilitdt wurde durch Verwendung ei-
ner Amid-Bindung mit Aminosauren und Carbonsauren an R2 erreicht (Abb. 5, 6, 7, 8), aber
die gemessenen antibiotischen Aktivitaten dieser Derivate (Zwischenbericht 2) lagen nicht
signifikant hoher als die Aktivitdt des verbleibenden Fragments. Hier wurden jedoch Sub-
stanzen hergestellt, die moéglich spezifisch in E. coli Bakterien wirken kdnnten, so dass die
Universitat sich fur die Patentanmeldung auch dieser Substanzen entschied. Da es nicht
ausgeschlossen werden kann, dass es unter den natirlichen Aminosauren geeignetere Sei-
tenketten mit dem Potenzial, die Aktivitat deutlich zu steigern, wurden die Anspriche in der
Anmeldung mdglichst breit gefasst.

Die Arbeiten zur Addition von y-Butyrolacton-Derivaten an R1 (Abb. 3 und Abb. 4) werden in
dem folgenden Abschlussbericht schwerpunktmafiig vorgestellt.

Hemi

Dﬁﬁ*éém

»m Biologisch abbaubar

Cip-D-CP

Abbildung 3: Cyclopropylsubstitution mit einem Hemiaminal-Linker



Variation des Ruckgrates

Da sich aulerdem in eigenen Vorarbeiten gezeigt hatte, dass die Grundstruktur CG008
(Abb. 4) moglicherweise verbessert abbaubar oder besser an Klarschlamm adsorbiert, wurde
der Hemiaminal-Linker auf Basis von y-Butyrolacton mit dieser Grundstruktur kombiniert.
Dies ergab die Substanz CG008-Hemi (Abb. 4).

CG008-Hemi

(\/I CG008

Abbildung 4: Ruckgrat-Variante mit Morpholin-Rest

AuRerdem wurden die Linker-Varianten Cip-TH und Cipro-Homo hergestellt und getestet. Da
fur diese beiden Substanzen gegebenenfalls weitergehende schutzrechtliche Absicherung
angestrebt werden kdénnten, werden die Strukturen der beiden Substanzen in diesem Bericht
nicht offengelegt.

4. Projektergebnisse

4.1. Cip-Pro und Cip-P2C

Im dritten Projektjahr wurden abschlieRende Stabilitatsdaten zu den Derivaten Cip-Pro und
Cip-P2C (Abb. 5) generiert. Es wurden abiotische Hydrolysen (Abb. 6) und enzymatische
(Abb. 7 und 8) Abbauversuche durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die beiden Substanzen
unter verschiedenen pH-Bedingungen (Abb. 6 a,b,c) instabiler als die Ausgangssubstanz
Ciprofloxacin sind. Da die Moglichkeit einer enzymatischen Hydrolyse im menschlichen Or-
ganismus durch Amidasen/Esterasen nicht ausgeschlossen werden kann, wurden die Sub-
stanzen mit intestinalen und Leber-Mikrosomen inkubiert. Diese Mikrosomen enthalten Es-
terasen und Amidasen in unterschiedlicher Zusammensetzung. In diesen Assays (Abb. 7
und 8) konnte keine erhdhte Instabilitdt der Substanzen gemessen werden, so dass hier
Hinweise gefunden wurden, dass die Anwendung als humanes Antibiotikum nicht kompro-
mittiert sein konnte.
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Abbildung 5: Strukturen von Cipro-P2C (Cip-P2C) (a) und Cipro-Prolin (Cip-Pro) (b)
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Abbildung 6: Abiotische Hydrolyse von Cipro-P2C und Cipro-Prolin im Vergleich zu Ciprofloxacin und der
Grundstruktur Cipro-NH2 bei pH 7,4 (a), pH 4 (b) und pH 9,4 (¢)
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Abbildung 7: Inkubation von Cipro-P2C und Cipro-Prolin mit humanen intestinalen Mikrosomen
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Abbildung 8: Inkubation von Cipro-P2C und Cipro-Prolin mit humanen Lebermikrosomen

4.2. Hemi

Die Daten zur Substanz Hemi (Abb. 3) wurden bereits zum Teil im zweiten Zwischenbericht
vorgestellt. Die fur die Patentanmeldung und die Veroffentlichung finalisierten Abbildungen
sowie einige im dritten Jahr durchgefuihrte Erganzungen sollen hier im weiteren Verlauf vor-
gestellt werden.

Bei dieser Idee wurde der Cyclopropyl-Rest von Ciprofloxacin an R1 durch ein Hemiaminal
auf Basis von y-Butyrolacton (Abb. 3) ersetzt. Vorarbeiten hatten gezeigt (Zwischenbericht
2), dass die Entfernung des Restes an R1 zu einer Abschwéachung der antibiotischen Aktivi-
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tat fuhrte. Ein Hemiaminal sollte zu einer hinreichenden Stabilitat bei gleichzeitiger Aufrecht-
erhaltung der antibiotischen Aktivitat vor der Abspaltung filhren. Bereits im Rahmen der Ar-
beiten in Projektjahr 2 konnten dazu ermutigende Hinweise gefunden werden. Daher wurde
diese Substanz (Abb. 3, Hemi) fur weiterfihrende pharmakologische und toxikologische Un-
tersuchungen ausgewahlt.

1000
100
E
S~
)
= 10
N4
T
P
1
0.1
E. faecalis ATCC P. aeruginosa S. aureus ATCC E. coli ATCC
29212 ATCC 27853 29213 25922
O Hemi 6.968 6.097 10.452 0.4355
W Cip-D-CP 96 96 48 16

Abbildung 9: MHK von Hemi im Vergleich zur Grundstruktur Cip-D-CP in verschiedenen pathogenen Bak-
terien (Kollaborationspartner UK Freiburg)

Tabelle 1: MHK von Hemi im Vergleich zur Grundstruktur Cip-D-CP in verschiedenen pathogenen Bakte-
rien (Kollaborationspartner CO-ADD, Australien)

Name Beschreibung Stamm Hemi MHK [pg/ml]  Cip-D-CP MHK [ug/ml]
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 14 >32
Escherichia coli FDA control ATCC 25922 0,87 16
Klebsiella pneumoniae MDR ATCC 700603 14 >32
Acinetobacter baumannii Type strain ATCC 19606 >32 >32
Pseudomonas aeruginosa Type strain ATCC 27853 14 >32

Beschreibung

Stamm
ATCC CRL-1573

Hemi CC50 [pg/ml]

>32

Cip-D-CP CC50 [pg/ml]

>32

Humane embryonale Nierenzellen HEK-293

MHK: minimale Hemmkonzentration; CC50: Konzentration bei 50% Zytotoxizitat

Die Verbindung Hemi (Abb. 3) wurde hinsichtlich ihrer Aktivitéat getestet (Abb. 9 und 10 und
Tabelle 1) und mit dem verbleibenden Fragment Cip-D-CP (Ciprofloxacin delta Cyclopropyl,
d.h. das Cipro-Grundgerust ohne Cyclopropyl an N1) verglichen. Die Aktivitdt von Hemi liegt
in E. coli (ATCC 23716) im Bereich der mittelstarken Fluorchinolone (MIC = ca. 0,1-1 pg/ml)
(Abb. 10). In anderen pathogenen Bakterien liegt sie Uber den Chinolonen der ersten Gene-
ration, aber unterhalb etablierter Fluorchinolone der zweiten Generation (Abb. 9 und Tabelle
1). Das verbleibende Fragment nach Abspaltung des Linkers (Cip-D-CP) war immer deutlich
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schwacher aktiv als die Ausgangssubstanz (Abb. 9 und 10). Auch in dem Umweltbakterium
V. fischeri zeigte sich dieser Effekt (Abb. 11).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der labile Linker unter physiologischen Bedingungen
langsam und bei niedrigem pH schnell abgespalten wird (Abb. 12 a). Weder das verbleiben-
de Fragment (Abb. 12 b) noch die Ausgangssubstanz Ciprofloxacin (Abb. 12 c) waren unter
den gewahlten pH-Bedingungen instabil.

Die Instabilitat bei niedrigen pH-Werten macht eine enterische Formulierung oder intraveno-
se Applikation des Arzneimittels besonders interessant, um eine Freisetzung im sauren Ma-
genmilieu zu verhindern.

Das Risiko, dass sich gegen diese neuen Antibiotika-Varianten Resistenzen bilden, sollte
dadurch verringert sein, dass es nach Ausscheidung zu einer raschen Inaktivierung kommt
und somit Uber die eigentliche Behandlung hinaus kein Selektionsdruck, z.B. auf Bakterien
im Abwasser und in der Umwelt, ausgetibt wird. Dadurch wird das Problem geldst, dass die
starke Anwendung von Antibiotika dazu fihrt, dass die nicht-abbaubaren Antibiotika (z.B.
Fluorchinolon-Antibiotika) noch im Abwasser, in der Klaranlage und in der Umwelt aktiv blei-
ben und daher die Bildung oder Selektion von Resistenzen geférdert wirde.

11
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Abbildung 10: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch Hemi im Vergleich zur Grundstruktur
Cip-D-CP
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Abbildung 11: Leuchthemmung von V. fischeri Bakterien durch Hemi im Vergleich zur Grundstruktur Cip-
D-CP
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Abbildung 12: Abiotische Hydrolyse von Hemi (a) und der Grundstruktur Cip-D-CP (b) im Vergleich zu
Ciprofloxacin (c) bei pH 6, pH 7,4 und pH 9

Zusatzlich zur pH-Abhangigkeit des Zerfalls wurde wiederum die Stabilitat unter Einfluss von
intestinalen Mikrosomen (Abb. 14) und Leber-Mikrosomen (Abb. 13) untersucht. Weder
durch intestinale Mikrosomen noch durch Leber-Mikrosomen kam es hier zu einer erhdhten
Instabilitdt von Hemi (Abb. 13 a und Abb. 14 a). Das verbleibende Fragment Cip-D-CP war
unter Einfluss von intestinalen Mikrosomen stabil (Abb. 14 b), wahrend sich Hinweise zeig-
ten, dass die Substanz durch humane Lebermikrosomen zum Teil metabolisiert wird (Abb.
13 b). Die gebildeten Metabolite konnten bisher aber weder durch interne noch durch externe
Analyse (Auftragsforschungsfirma Xenogenesis und eigene Arbeiten) aufgeklart werden. Die
Beobachtung macht aber weitere Aufmerksamkeit erforderlich, falls die Substanz Hemi wei-
terentwickelt werden sollte, da etwaige Metabolite auf Umweltverhalten und Toxizitat getestet
werden missten.

13
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Abbildung 13: Inkubation von Hemi (a) und Cip-D-CP (b) mit humanen Lebermikrosomen (HLM)
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Abbildung 14: Inkubation von Hemi (a) und Cip-D-CP (b) mit humanen intestinalen Mikrosomen (HIM)

Weiterhin wurde Hemi in einem Plasmastabilitatstest mit humanem Blutplasma getestet
(Abb. 15). Hier fanden sich keine Hinweise auf eine erhghte Instabilitat von Hemi (Abb. 15 a)
oder Cip-D-CP (Abb. 15 b) in humanem Blutplasma. Die Beobachtung, dass Hemi in Anwe-
senheit des Plasmas sogar etwas stabiler war als in reinem Puffer (Abb. 15 a) war hochst-
wahrscheinlich darauf zurtickzufihren, dass die Puffer/Plasma-Mischung einen etwas alkali-
scheren pH-Wert hatte als der reine Puffer (Daten nicht gezeigt). Ein alkalischer pH flhrt, wie
in Abbildung 12 a gezeigt, zu einer Stabilisierung des Hemiaminals. Weiterfihrende Phar-
makokinetik-Untersuchungen auch in vivo werden hier notig sein, falls die Substanz weiter-
entwickelt werden sollte.
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Abbildung 15: Plasmastabilitadtstest mit humanem Plasma von Hemi (a) im Vergleich zu Cip-D-CP (b)

Die Toxikologie von Hemi und Cip-D-CP wurde in bakteriellen Mutagenitats- und Genotoxizi-
tatstests untersucht.

Das Testprinzip des UmuC Tests beruht darauf, dass gentechnisch veranderte Bakterien mit
verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz exponiert werden. Hierbei induzieren ge-
notoxische Substanzen das sogenannte umuC-Gen, das zum SOS-Reparatursystem der
Zelle gehdrt, welches einer Schadigung der bakteriellen Erbsubstanz entgegenwirkt. Durch
die Kopplung des umuC-Gens mit dem lacZ-Gen fiur die 3-Galaktosidase kann indirekt die
Aktivierung des umuC-Gens Uber eine Farbstoffbildung nachgewiesen werden. Als Maf3 fr
die Gentoxizitat wird die Induktionsrate (IR) als Verhaltnis der Extinktion bei 420 nm gegen-
Uber der Negativkontrolle angegeben. Der Test wird sowohl mit als auch ohne S9-Extrakt zur
metabolischen Aktivierung von Gentoxinen durchgefuhrt.

Die Substanzen Hemi und Cip-D-CP waren im UmuC Test deutlich weniger genotoxisch als
die Ausgangssubstanz Ciprofloxacin (Abb. 16). Das verbleibende Fragment Cip-D-CP war
dabei ebenfalls schwacher aktiv als Hemi. Bei der Interpretation dieser Resultate muss be-
achtet werden, dass das antibiotische Wirkungsprinzip der Fluorchinolone genotoxischen
Stress durch Inhibition der DNA-Replikation hervorruft. Die Ergebnisse des UmuC Tests
kénnen daher zu einem grofRen Teil auf dieser ,on target* Wirkung beruhen. Aus diesem
Grund wurde zusétzlich der bakterielle Ames-Test durchgefiihrt (Abb. 18 und 19).

15
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Abbildung 16: UmuC-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin ohne S9-Inkubation

Der Befund, dass die Prainkubation der Testsubstanzen mit S9-Extrakt in allen Fallen zu
einer Abschwéchung der genotoxischen Wirkung fiihrte (Abb. 17), muss in dem Kontext da-
her als Hinweis gewertet werden, dass sowohl Ciprofloxacin als auch Hemi und Cip-D-CP
durch die S9-Behandlung in Metabolite mit schwécherer antibiotischer Wirkung Uberfihrt
werden, so dass sich die durch den Wirkmechanismus induzierte Genotoxizitdt abschwacht.
Dies deckt sich fir Cip-D-CP mit der Beobachtung, dass die Inkubation mit Leberenzymen
zu einer Umwandlung von Cip-D-CP fihrte (Abb. 13b). Im Laufe des Projektes wurden daher
externe und interne Schritte unternommen, um die Identitat dieser Metabolite zu klaren. Ins-
besondere fir die Bewertung des verbleibenden Fragments ist die Frage von wichtiger Be-
deutung. Am Projektende blieb dieser Punkt jedoch offen. Die Klarung wird wichtig bleiben,
falls Hemi oder eine andere Substanz, die in Cip-D-CP zerféllt, weitergehend entwickelt wird.
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Abbildung 17: UmuC-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin mit S9-Inkubation
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Aus obengenannten Grinden wurde zusatzlich der sog. Ames Test fur bakterielle Mutageni-
tat durchgefuhrt. Das Prinzip beruht darauf, dass Bakterien, die durch Mutation in einem Gen
nicht mehr in der Lage sind, eine bestimmte Aminosdure zu synthetisieren, in einem diese
Aminosaure nicht enthaltenden Nahrmedium inkubiert werden. Da diese Bakterien zur Fort-
existenz auf diese Aminosaure angewiesen sind, wirden sie absterben bzw. kénnten sich
nicht in diesem Mangelmedium vermehren. Nun setzt man die Bakterien dem potenziellen
Mutagen aus. Kommt es unter Einfluss der Testsubstanz zu einer Rickmutation, so kann
das mutierte Bakterium in dem Reaktionsgefald wieder proliferieren, so dass die Nahrstoffe
des Mediums verbraucht werden und ein Farbindikatorumschlag erzeugt wird. Dieser Effekt
kann konzentrationsabhéngig quantifiziert werden und liefert damit Hinweise, dass eine
Testsubstanz mutagen sein konnte.

Die Testkonzentration der antibiotisch aktiven Substanzen wurde hier so gewahlt, dass ledig-
lich Konzentrationen unterhalb der antibiotischen Wirkschwelle in den Testbakterien verwen-
det wurden, um falsch negative Resultate durch Inhibition von méglichen Rickmutanten zu
verhindern.

Weder mit noch ohne S9-Prainkubation wurden hier Hinweise auf bakterielle Mutagenitét von
Hemi und Cip-D-CP gefunden (Abb. 18 und 19). Weitere eingehende Untersuchungen muss-
ten sich aber anschliel3en, falls Hemi oder eine Substanz basierend auf Cip-D-CP fir die
Anwendung als Antibiotikum weiterentwickelt werden sollte.
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Abbildung 18: Ames-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin ohne S9-Inkubation
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Abbildung 19: Ames-Test von Hemi und Cip-D-CP im Vergleich zu Ciprofloxacin mit S9-Inkubation
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Abbildung 20: HPLC-Analyse von Hemi im geschlossenen Flaschentest (CBT): Hemi (1), Cip-D-CP (2) an
Tag O und Tag 28

Unter den Testbedingungen des standardisierten Abbautests ,geschlossener Flaschentest*
(OECD 301D), der naherungsweise Verhaltnisse in Oberflachengewassern simuliert, findet
der Zerfall von Hemi in Cip-D-CP statt (Abb. 20). Cip-D-CP war nicht weiter abbaubar. Auf
der anderen Seite war der abspaltbare Linker (y-Butyrolacton) im ,geschlossener Flaschen-
test* (OECD 301D) sehr gut biologisch abbaubar (Abb. 21).
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Abbildung 21: Abbaubarkeit von y-Butyrolacton im geschlossenen Flaschentest (CBT)

Da das verbleibende Fragment Cip-D-CP nach bisherigen Erkenntnissen zwar deutlich an
antibiotischer Aktivitat verliert, aber stabil bleibt und nicht weiter abgebaut wird, wurde au-
Rerdem eine erste Okotoxikologische Abschatzung in vitro (Algenwachstumstest in P. subca-
pitata) und in silico mit verschiedenen QSAR Modellen durchgefinhrt.

Hier wurden bisher keine Hinweise auf eine erhéhte Okotoxizitat von Hemi oder dem verblei-
benden Fragment Cip-D-CP gefunden. Die ECso-Werte von Hemi und Cip-D-CP (Tabelle 2)
lagen am unteren Ende des Bereiches von etablierten Fluorchinolonen (1.1 bis 22.7 mg/L
aus Robinson et al. 2005). QSAR-Berechnungen mit der Plattform Vega 1.1.3 lieferten eben-
falls keine Hinweise auf eine erhohte Okotoxizitat im Vergleich zu Ciprofloxacin (Daten nicht

gezeigt).

Tabelle 2: Okotoxizitat von Hemi und Cip-D-CP in P. subcapitata

Substanz ECso [mg/L]
Cip-D-CP 204 +2.3
Hemi 148+28

4.3. CG008-Hemi

Die Grundstruktur CG008 mit einem Morpholinrest anstelle des Piperazinrestes hatte in den
Arbeiten einer japanischen Gruppe eine modulierte Aktivitat mit besonderer Wirkung gegen
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S. aureus und des Weiteren weniger Neurotoxizitat als das Grundgerist mit einem Pipera-
zinrest (Araki et al. 1993).

Da sich aul3erdem in eigenen Vorarbeiten gezeigt hatte, dass die Grundstruktur CG008
(Abb. 4) mdglicherweise verbessert abbaubar ist oder besser an Klarschlamm adsorbiert,
wurde der Hemiaminal-Linker auf Basis von y-Butyrolacton mit dieser Grundstruktur kombi-
niert. Dies ergab die Substanz CG008-Hemi (Abb. 4).

CG008-Hemi zeigte bei der Wachstumshemmung in E. coli eine MHK zwischen 1 und 2
pug/ml (Abb. 22). Die Wachstumshemmung des verbleibenden Fragments CG008 schwachte
sich im Vergleich dazu deutlich ab. Es kommt also wie bei Hemi zu einer Abschwachung der
antibiotischen Aktivitat nach Abspaltung des Hemiaminal-Linkers.
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Abbildung 22: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch CG008-Hemi im Vergleich zur Grund-

struktur CG008
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Abbildung 23: Leuchthemmung von V. fischeri Bakterien durch CG008-Hemi im Vergleich zur Grundstruk-

tur CG008
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Im Gegensatz dazu zeigte sich im Leuchthemmungstest im Umweltbakterium V. fischeri,
dass die Grundstruktur CG008 hier besonders aktiv war und hier die Wirkung von CG008-
Hemi deutlich tberschritt (Abb. 23). Somit wurden erste Hinweise gefunden, dass die Okoto-
xizitat des verbleibenden Fragments CGO008 im Vergleich zur Ausgangssubstanz moglicher-
weise sogar zunimmt. Daher wurde die Substanz fir weitere Untersuchungen zunachst nied-
riger priorisiert als Hemi, um die vorhandenen Mittel fir die aussichtsreichsten Substanzen
verwenden zu kdnnen.

AulRerdem wurde der Zerfall von CG008-Hemi unter verschiedenen pH-Bedingungen getes-
tet (Abb. 24). Es konnte gezeigt werden, dass der labile Linker unter physiologischen Bedin-
gungen langsam und bei niedrigem pH schnell abgespalten wird. Die gemessenen Zerfalls-
eigenschaften glichen den Eigenschaften der Substanz Hemi (Abb. 12 a, b, c).
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Abbildung 24: Abiotische Hydrolyse von CG008-Hemi bei pH 6, pH 7,4 und pH 9

Eine initiale Messung der antibiotischen Aktivitat in verschiedenen pathogenen Bakterien
durch unseren Kooperationspartner CO ADD (Australien) ergab erste Hinweise auf antibioti-
sche Aktivitaten in S. aureus, E. coli, K. pneumoniae und A. baumannii (Daten nicht gezeigt).
Weitere eingehendere Untersuchungen missen hier folgen, um die Befunde zu erharten. Die
Substanz CG008-Hemi ist zusammen mit Hemi schutzrechtlich abgesichert.

4.4.  Cip-TH

Um die antibiotische Aktivitat basierend auf dem Hemiaminal-Linker zu verbessern, wurden
zum Ende des Projektes weitere Derivate mit Linker-Modifikationen hergestellt und getestet.
Da es sich um schutzrechtlich unabhangige Weiterentwicklungen handelt, werden die Struk-
turen im Rahmen dieses Berichtes nicht offengelegt.

Die Substanz Cip-TH zeigte in ersten Experimenten keine Steigerung der Wachstumshem-
mung von E. coli verglichen mit Hemi (Abb. 25 und 10). Es kommt aber wie bei Hemi zu ei-
ner messbaren Verstarkung der Wachstumshemmung im Vergleich zu dem verbleibenden
Fragment Cip-D-CP.

Weitere Aktivitatsbestimmungen werden dartiber Aufschluss bringen, ob Cip-TH dennoch ein
attraktives Wirkungsprofil in bestimmten Bakterien hat.
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Abbildung 25: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch Cipro-TH im Vergleich zur Grundstruktur
Cip-D-CP

Verglichen mit Hemi und CGO008-Hemi zeichnete sich Cipro-TH jedoch durch eine erhdhte
Stabilitat aus. So betrugen die Halbwertszeiten der abiotischen Hydrolyse bei pH 6 4.1d, bei
pH 7.4 24d bzw. >1000d bei pH 9.

4.5. Cipro-Homo

Die Substanz Cipro-Homo wurde synthetisiert, da sie im Docking mit S. aureus eine ver-
gleichbare Aktivitat wie Ciprofloxacin vermuten lie3. Weiterhin ist durch die Modifikation eine
geringe Neurotoxizitat als bei den bisherigen Derivaten zu erwarten.

Die hohe Aktivitat von Cipro-Homo aus den Docking Ergebnissen bestétigte sich in ersten
Experimenten mit E. Coli jedoch nicht. Allerdings zeigte Cipro-Homo eine antibiotische Aktivi-
tat in E. Coli mit einem ECs, von ca. 2,5 mg/L und ist damit vergleichbar mit CG008-Homo
und Cipro-TH (Abb. 26). Da die Docking Ergebnisse auf der Gyrasestruktur von S. aureus
basierten, sollen weitere Aktivitdtsbestimmungen in anderen Bakterien durchgefihrt werden,
insbesondere in S. aureus und verschiedenen MRSA Stammen.
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Abbildung 26: Wachstumshemmung von E. coli Bakterien durch Cipro-Homo im Vergleich zur Grund-
struktur Cip-D-CP

Die Okotoxizitat von Cipro-Homo im Leuchtbakterientest ist mit einem ECs, 5 mg/L am ge-
ringsten von allen synthetisierten Derivaten. Die Okotoxizitat des Fragmentes Cip-D-CP ist
mit einem ECs, von 286 pg/L jedoch ca. 17-mal hoher (Abb. 27).
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Abbildung 27: Leuchthemmung von V. fischeri Bakterien durch Cipro-Homo im Vergleich zur Grundstruk-
tur Cipro-D-CP

In den bisherigen Untersuchungen zur Stabilitdt erwies sich Cipro-Homo als das stabilste
Derivat (Abb. 28). Dies auf3ert sich in einer Halbwertszeit von ca. 37d bei pH 6 bzw. 280d bei
pH 7.4. Diese Ergebnisse bestétigten sich in einem ersten Abbauversuch. So wurde Cipro-
Homo im geschlossenen Flaschentest sowohl biotisch als auch abiotisch innerhalb der Test-
dauer von 28 Tagen nicht abgebaut.
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Abbildung 28: Abiotische Hydrolyse von Cipro-Homo bei pH 6, pH 7,4 und pH 9

5. Offentlichkeitsarbeit/Veroffentlichungen/Vortrage

Patentanmeldung fur Cip-Pro und Cip-P2C als neue antibiotische Substanzen. Weitere Pa-
tentanmeldung fiir Hemi und CG008-Hemi als neue antibiotische Substanzen.

Deutsche Patentanmeldung - Anmeldenummer: 10 2017 218 114.1
Anmelder: Leuphana Universitat Lineburg Stiftung Offentlichen Rechts

Deutsche Patentanmeldung - Anmeldenummer: 10 2017 218 119.2
Anmelder: Leuphana Universitéat Luneburg Stiftung Offentlichen Rechts, Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel

Publikation Hemi

Das Projekt wurde in mehreren Vortragen erwahnt, ohne vertrauliche Informationen zu pra-
sentieren. Darunter bei:

Pressemitteilung Leuphana

https://idw-online.de/de/news684921

Die Pressemitteilung wurde von Uber 20 Nachrichtenseiten und Zeitungen (darunter Berliner
Morgenpost, Hannoversche Allgemeine Zeitung, focus.de, Landeszeitung Lineburg, Die
Tageszeitung (TAZ)) und vom Fernsehen/Radio (NDR, WDR) tibernommen und gemeldet.

Startseitenartikel Leuphana

https://www.leuphana.de/news/meldungen-forschung/ansicht/datum/2017/11/15/institut-fuer-
nachhaltige-chemie-und-umweltchemie-forscherteam-entwickelt-umweltvertraeglichere-
ant.html
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6. Fazit

Im Rahmen des Projekts wurden wirksame und umweltvertragliche Varianten des Antibioti-
kums Ciprofloxacin aufbauend auf einer Vielzahl bereits vorliegender eigener Ergebnisse zur
Abbaubarkeit von Ciprofloxacin am Computer entwickelt und anschlieRend synthetisiert und
in vitro getestet: Ausgehend von dem bekannten Antibiotikum Ciprofloxacin wurden mithilfe
von kombinatorischen Bibliotheken Derivate entwickelt werden, die rasch in abbaubare
und/oder nicht mehr antibiotisch aktive Fragmente zerfallen.

Mit den synthetisierten Prototypen wurden Wirksamkeitsnachweise in vitro bezogen auf Um-
weltvertraglichkeit durch Verbesserung der Abbaubarkeit und auf pharmakologische Aktivitat
und ausgewdhlte unerwiinschte Nebenwirkungen (Mutagenitat, Gentoxizitat, Okotoxizitét)
erbracht. Aul3erdem wurde die Stabilitdt der neuen Prototypen gegeniber verschiedenen
pH-Bedingungen, unter Einfluss von humanen intestinalen Enzymen und Leberenzymen,
sowie in humanem Blutplasma untersucht. Erfolgreiche Prototypen wurden patentiert und zur
Publikation vorbereitet. Das Projekt hat die Vereinbarkeit von Wirkstoffentwicklung mit um-
weltwissenschaftlichen und Nachhaltigkeitsaspekten demonstriert und damit das For-
schungsfeld der nachhaltigen Pharmazie ausgebaut. Fir die erfolgreichen Prototypen wer-
den nun Partner zur weiteren praklinischen und klinischen Entwicklung und nachfolgenden
Kommerzialisierung gesucht.
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