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|. Kurzbericht
1. Aufgabenstellung und wissenschaftlich-technischer Stand

Gonorrho ist eine sexuell Ubertragbare Infektions-Krankheit, die durch das Bakterium Neisseria
gonorrhoeae ausgel6st wird. Aufgrund der zunehmenden Antibiotika-Resistenzen von
Neisserien wird die Behandlung der Erkrankung zunehmend schwieriger (Cole 2017, Buder
2018, Unemo 2019). Als Reaktion auf diese Entwicklung wird N. gonorrhoeae auf der WHO-
Prioritatenliste fur die Erforschung und Entwicklung neuer Antibiotika gefihrt (WHO 2017).

Ein vielversprechender Ansatz fiir einen neuen Wirkmechanismus von Antibiotika ist die
Hemmung essenzieller biosynthetischer Stoffwechselwege, die im Menschen nicht vorkommen
(Frank & Groll 2017). Einer dieser Stoffwechselwege ist der Methylerythritolphosphatweg (MEP-
Weg), der fiir die Synthese von Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und
Isopentenylpyrophosphat (IPP) bendtigt wird (Hunter 2007). DMAPP und IPP dienen als
Vorlaufer fur die Synthese von Isoprenoiden, die flir verschiedene zellulare Prozesse bendtigt
werden. Aufgrund der Abwesenheit des MEP-Weges im Menschen stellt dieser einen attraktiven
Angriffspunkt fir neue Antibiotika dar (Wang & Dowd 2018). In diesem Projekt sollten neue
Inhibitoren fiir eines der Enzyme des MEP-Weges (DXP-Reduktoisomerase, DXR) identifiziert
werden. DXR katalysiert die Isomerisierung von 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphat (DXP) in 2-C-
methyl-D-erythritol 4-phosphat (MEP). Fosmidomycin ist ein DXR-Inhibitor, der das Enzym aus
verschiedenen Bakterien (E. coli, M. tuberculosis) und Parasiten (P. falciparum) (Knak 2022).
Bislang sind Inhibitoren der DXR aus N. gonorrhoeae beschrieben worden.

Das Konsortium strebte die folgenden Ziele an:

e Ziel des Teilvorhabens Assay-Entwicklung und Screening (AP 1) ist die Identifizierung
neuer Inhibitoren des N. gonorrhoeae Enzyms DXR mittels virtuellen und
experimentellen Screening-Verfahren (Partner ITMP, YTU).

e Ziel des Teilvorhabens Toxizitatstests (AP 3) ist die Evaluation von identifizierten DXR-
Inhibitoren hinsichtlich deren toxischen Potentials.

o Ziel des Teilvorhabens Management, Training, Verbreitung (AP 4) ist die Organisation
der Durchfuhrung der Arbeiten, der Anleitung von in dem Projekt involvierten Studenten
und Doktoranden, sowie die Verbreitung der Ergebnisse.

2. Ablauf des Vorhabens

Die Projektdauer war auf 36 Monate veranschlagt. Die Laufzeit begann am 01.10.2021 und
endete am 30.09.2024. Das Projekt konnte trotz der Corona-Pandemie durchgefuhrt werden.

Liste der Meilensteine:

Arbeitspaket 1

M1.1: Protein-Produktion, -Charakterisierung, -Validierung (Monat 4)
M1.2: Screening-Assay etabliert (M 8)

M1.3: Screen abgeschlossen und IC50-Werte fur Hits bestimmt (M 12)
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M1.4: Tests fir Hit-Analoga durchgefiihrt (M 23)

Arbeitspaket 4

M4.1: Konsortialvereinbarung, Kick-Off-Meeting, Organisation von Telefonkonferenzen (M 1)
M4.2: Datenaustauschplattform und Datenmanagement-Plan etabliert (M2)

M4.3: Workshops in Deutschland, Thailand, Turkei (M 10, 20, 30)

M4.3: Abschlussbericht (M36)

3. Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen

Im Arbeitspaket 1 (Assay-Entwicklung und Screening) wurde basierend auf dem vom tlrkischen
Projektpartner zur Verfiigung gestellten DXR-Protein ein hochdurchsatzfahiges biochemisches
Testsystem zum Screening kleiner organischer Molekiile hinsichtlich einer Enzym-Inhibition
etabliert. Dieser erlaubt das Screening nach DXR-Inhibitoren in 384-Well-Multititerplatten.
Insgesamt wurden ca. 25.000 Substanzen hinsichtlich einer moglichen DXR-Inhibition in einem
Primarscreen getestet und Dosis-Wirkungskurven flr vielversprechende Substanzen generiert.

Im Arbeitspaket 3 (Toxizitatstests) sollten die in AP1 identifizierten DXR-Inhibitoren hinsichtlich
maoglicher toxischer Eigenschaften untersucht werden. Aufgrund der Verzégerungen bei der
Proteinproduktion flr das biochemische Testsystem konnten keine Substanzen in diesem
Arbeitspaket untersucht werden.

Im Arbeitspaket 4 (Management, Training, Verbreitung) erfolgte das Projektmanagement. Hier
lag der Fokus auf der Sicherstellung eines reibungslosen Projektablaufs und der Kommunikation
zwischen den Projektteilnehmern aus Deutschland, Thailand und der Turkei. Zudem wurde ein
wissenschaftlicher Workshop in Hamburg organisiert, an dem neben allen Konsortialpartnern
auch externe Vortragende eingeladen wurden. Zudem wurde seitens des deutschen
Projektpartners an Workshops in Bangkok und Istanbul teilgenommen.

Bei dem Vorhanden handelte es sich um ein Verbundprojekt mit der Technischen Universitat
Yildiz (Istanbul) und der Mahidol University (Bangkok, Thailand). Das Fraunhofer ITMP
(Standort Hamburg) Ubernahm die Koordinationsfunktion fir das Projekt. Fur die
Proteinproduktion wurde eine bestehende Kooperation mit der Protein Production Core Facility
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf am Centre for Structural Systems Biology
auf dem DESY-Campus in Hamburg genutzt



Il. Eingehende Darstellung

1. Der Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegeniiberstellung der vorgegebenen Ziele

Zum einen sollte, basierend auf dem von der Technischen Universitat Yildiz zu
produzierendem Protein ein biochemischer Assay entwickelt werden. Zum anderen sollte der
entwickelte Assay ans ITMP transferiert und dort genutzt werden um DXR-Inhibitoren zu
identifizieren und deren Potential durch gemessene IC50-Werte einzuschatzen.

Aufgrund von unerwarteten Schwierigkeiten bei der Protein-Expression und -Aufreinigung auf
Seiten des turkischen Partners verzdgerte sich dieser Teil des Projektes erheblich.

Nach Vergleich der Ahnlichkeit der DXR-Proteine von N. gonorrhoeae und E. coli wurde durch
seitens des Konsortiums entschieden, das E. coli DXR-Enzym als geeignetes Surrogat fur die
Entwicklung eines Testsystems zu nutzen. Fir E. coli DXR wurde eine erfolgreiche Expression
und Aufreinigung bereits publiziert und es sind Kiristallstrukturen verfigbar. Die
Sequenzidentitat der Ligandenbindestelle im aktiven Zentrum der beiden Enzyme betragt 100
%, daher ist zu erwarten, dass Inhibitoren des E. coli-Enzyms auch DXR in N. gonorrhoeae
inhibieren. Trotzdem wurde parallel seitens des Partners YTU daran gearbeitet, N.
gonorrhoeae DXR in entsprechenden Mengen zu produzieren,

Die Expression und Aufreinigung von E. coli DXR gelang sehr schnell und erste Aktivitatstests
konnten Literaturwerte in Bezug auf Referenzinhibitoren und Enzymparameter bestatigen.
Leider ergaben sich weitere Probleme was den Versand der Klone betraf, die das E. coli DXR-
Protein exprimieren. Es wurde deshalb als Ausweichstrategie eine Klonierung des Proteins
beim Partner ITMP initiiert.

Wahrend sich die Bereitstellung des DXR-Proteins verzogerte, wurde beschlossen, zunachst
einen phanotypischen Hochdurchsatz-Screen durchzufihren. Dazu wurde der ebenfalls beim
thailandischen Partner Mahidol University (MU) genutzte N. gonorrhoeae Stamm bei der
Deutschen Sammlung fur Zellkulturen und Mikroorganismen bezogen und eine Kultivierung
versucht. Dabei konnten wir auf Wissen des Partners MU zuriickgreifen, mussten jedoch
selbst noch erhebliche Anpassungen vornehmen, da das Bakterium mikroaerophil ist. Nach
einigen Versuchen unter anderem auf Schokoladen-Agar mit oder ohne IsoVitalX und bei
verschiedenen COz-Konzentrationen in einem Inkubator konnten geeignete Bedingungen
gefunden werden. Abbildung 1 zeigt den Aufbau der Kultur.



Abbildung 1: Kultur von N. gonorrhoeae auf Columbia-Blutagar im Kerzentopf.

In einem néachsten Arbeitsschritt wurden Kryokulturen in 3,5% DMSO und 40% Glycerol
angelegt. Um einen phanotypischen Screen in geeignetem Durchsatz durchzufuhren wurde
die Kultur auf ein 96-well Format transferiert.
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Abbildung 2: Kultur von N. gonorrhoeae mittels Flussigmedium in 96-well Mikrotiterplatten. Auf
der linken Seite ist eine DMSO Toleranzuntersuchung dargestellt. Auf der rechten Seite sind
die Dosis-Wirkungskurven von Rifampicin (orange) und Penicillin (lila) dargestellt.

Dabei zeigte sich ein gleichmaRiges Wachstum in allen beimpften Wells. Das Wachstum
fuhrte zwar nur zu einer Tribung, die um den Faktor 1,7 starker war als das reine Medium,
aber die Datenqualitdt war mehr als ausreichend um die Effektivitdt der beiden genutzten
Antibiotika auszuwerten. Fur Rifampicin konnte eine minimale inhibitorische Konzentration
(MIC) von 0,31 ug/mL bestimmt werden, was sehr nah an dem beschriebenen Literaturwert
von 0,21 pg/mL liegt. Fur Penicillin wurde ein MIC von 0,2 pg/mL bestimmt, wobei der
Literaturwert hier bei 0,8 ug/mL liegt. Die Literaturwerte wurden allerdings mittels Epsilometer-
Tests bestimmt und eine Abweichung zwischen Epsilometer-Test und Mikrodilutionstest, wie
er in unserem Labor verwendet wird, von zwei Verdinnungsstufen und mehr ist nicht
ungewodhnlich. Insgesamt zeigen die Daten, dass unsere Methode gut funktioniert.



Um das Wachstum der Bakterien in unserem Assay-System zu verbessern wurde eine
Inkubationszeit von 48 h anstelle der Ublichen 24 h getestet.

Abbildung 3: Vergleich der
Inkubationszeiten. Die Dosis-
Wirkungskurven nach 24 h wvon
Rifampicin (orange) und Penicillin (lila)
sind denen von 48 h, Braun fir
Rifampicin und Dunkellila fir Penicillin,
by gegenubergestellt. Die 48h Werte sind
0.001 0.01 o 1 10 100 als Dreiecke dargestellt.
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Faktor von 1,8 nahezu bei dem 24h-Wert von 1,7. Zusatzlich verschob sich aber der MIC von
Rifampicin, die braune Kurve in Abbildung 3, auf 0,08 pg/mL und damit weiter weg vom
Literaturwert von 0,21 pg/mL. Insgesamt erhdhte eine langere Inkubationszeit die pradiktive
Kraft des Testsystems nicht.

Da das Wachstum der Neisserien auf Columbia-Blutagar sehr zufriedenstellend war, wurde
versucht, dieses Konzept auf Mikrotiterplatten zu GUbertragen.
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Abbildung 4: Kultur von N. gonorrhoeae mittels Columbia-Blutagar in 96well Platten. Auf der
linken Seite ist eine 96well Platte nach der Messung gezeigt. Auf der rechten Seite sind die
Dosis-Wirkungskurven von Rifampicin (orange) und Penicillin (lila) dargestellt.

Da die Mikrotiterplatten fir eine Messung der optischen Dichte durch die
Medienbeschaffenheit nicht mehr geeignet waren, wurde die Analyse mittels Resazurin Assay
durchgefiihrt. Resazurin wird in metabolisch aktiven Zellen zum fluoreszenten Resorufin
oxidiert und die Schwierigkeit bestand darin, einen wahren Mittelwert Uber das gesamte well
zu erhalten, da die Diffusion im Agar deutlich eingeschrankt ist. Wie in Abbildung 4 zu sehen
ist funktionierte das Testsystem aufRerordentlich gut. Nicht nur bestand der Unterschied
zwischen Wachstum und keinem Wachstum in einem Faktor von 37, sondern die wells ohne



Wachstum waren auch mit bloRem Auge klar zu erkennen. Des Weiteren waren die MICs auf
dem Agar mit 0,31 pg/mL fur Rifampicin und 0,1 pg/mL fur Penicillin auch sehr nah an den
Werten der Mikrodilutionsmethode (0,31 pg/mL fir Rifampicin und 0,2 pg/mL fir Penicillin
nach 24h).

Es lasst sich also abschlieend festhalten, dass mit dem E. coli DXR-Protein eine sinnvolle
Alternative gefunden wurde, die im nachsten Berichtszeitraum beim Partner ITMP exprimiert
und untersucht werden wird. Ebenso ist mit der Etablierung eines phanotypischen
Testsystems der Weg zu Identifizierung ganz neuartiger antimikrobieller Wirkstoffe frei. Da N.
gonorrhoeae durch seine komplexen Kulturbedingungen bisher wenig gegen
Substanzbibliotheken getestet wurde, kénnen hier noch spannende, neue Erkenntnisse
erhalten werden. Diese werden im nachsten Berichtszeitraum berichtet.

Klonierung und Proteinexpression

Um enzymatische Assays zu entwickeln, mussten wir das DXR-Enzym klonen. Daher wurde
die Totalsynthese des DXR-Enzyms von E. coli und N. gonorrhoeae auf der Grundlage der,
von unseren Partnern an der Technischen Universitat Yildiz, bereitgestellten Sequenz
eingeleitet. Die erhaltenen Plasmide wurden dann in den Expressionsvektor pLATE31
(Abbildung 5) kloniert. Die Expression erfolgte nach den von unseren Partnern an der
Technischen Universitat Yildiz entwickelten Protokollen.
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Abbildung 5: Klonierung von DXR-Enzymen. Die Klonierung der beiden Enzyme E. coli
DXR (Ecdxr) und N. gonorrhoeae DXR (Ngdxr) mit dem korrekten Insert von 1kb ist auf der
linken Seite dargestellt. Der endgultige Expressionsvektor ist auf der rechten Seite
abgebildet.

Auf der Grundlage des von der Technischen Universitat Yildiz etablierten Protokolls wurde
das Gen fur das DXR-Enzym von E. coli in den pLATE31-Vektor kloniert, der dann in
kompetente E. coli BL21 (DE3)-Zellen transformiert wurde. Die Zellen wurden nach drei
Stunden nach der IPTG-Induktion geerntet und anschlieRend lysiert. Nach mehreren
Zentrifugationsschritten wurde das His-markierte DXR durch Affinitats- und



GroRenausschlusschromatographie mit einer HisTrap HP-Saule (Cytiva) und einer HiLoad
16/600 Superdex 200 pg-Saule (Cytiva) gereinigt.
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Abbildung 6: Reinheit und Stabilitat des E. coli DXR-Enzyms. Die Reinheitskontrolle
mittels SDS-PAGE (12 % TGX SDS PAGE (stainfree)) nach der Affinitdtschromatographie
zeigt, dass das DXR-Enzym bereits in diesem Schritt ausreichend gereinigt ist. (Spalten: (1)
All blue Marker; (2) Uberstand der Ernte, (3) Pellet nach Zelllyse, (4) Uberstand nach
Zelllyse, (5) Pellet nach 20.000 x g Zentrifugation, (6) Uberstand nach 20.000 x g
Zentrifugation, (7) HisTrap-loading der ungebundenen Fraktion, (8) HisTrap Waschfraktion,
(9) Fraktion A12 (1. Peak), (10) Fraktion C11, (11) Fraktion C12, (12) Fraktion D9 (2. Peak),
(13) Fraktion E3). Die Stabilitdt des E. coli DXR-Proteins, in dem von unserem Partner
optimierten Puffer, ist auf der rechten Seite dargestellt. Die Stabilitdt wurde durch die
Aufnahme von Schmelzkurven nach Lagerung bei -80°C bestatigt.

Assay Entwicklung

Das E. coli DXR-Protein wurde fir die Assay-Entwicklung verwendet. Zunachst wurden
verschiedene Puffer-Zusammensetzungen und Substratkonzentrationen getestet. Nachdem
ein ausreichend grof3es Signalfenster erhalten wurde und eine Zeitstabilitat erreicht werden
konnte, wurde der Assay fir das 384 Well-Format adaptiert.
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Abbildung 7: KenngroRen des Assays. Auf der linken Seite sind die Dosis-Wirkungs-
Kurven von zwei bekannten Inhibitoren des E. coli DXR-Enzyms dargestellt. Auf der rechten
Seite ist die Geschwindigkeit des E. coli DXR-Enzyms unter Verwendung einer Kontrollplatte
dargestellt. Spalte 1 und 3 enthalten 10uM Fosmidomycin, wahrend Spalte 2 und 4 die nicht
gehemmte Enzymreaktion darstellen.

Abbildung 7 zeigt die Aktivitat der Kontroll-Verbindungen und die Reproduzierbarkeit des
Assays. Der derzeitige Aufbau erzeugt z'-Werte zwischen 0,7 und 0,85, was fir das
Screening absolut ausreichend ist.

Wir haben daher mit dem Screening des DXR-Enzyms von E. coli begonnen. Das homologe
Enzym aus N. gonorrhoeae liels sich bisher weder durch das ITMP noch durch die
Technischen Universitat Yildiz reinigen. Aus diesem Grund wurde die Expression und
Reinigung des N. gonorrhoeae DXR-Enzyms nicht weiterverfolgt.

Testung einer Substanzbibliothek

Nach erfolgreicher Entwicklung des Testsystems wurden 25.000 chemische Substanzen aus
unserer Substanzbibliothek getestet. Die Auswahl der Substanzen erfolgte entsprechend
ihrer GroRe, da fur dieses Enzym bisher nur kompetitive Inhibitoren bekannt sind und die
Substratbindetasche des Enzymes sehr klein ist.

Abbildung 8: Qualitatskontrolle der Untersuchung von 25.000 Substanzen. Der Z‘ der
Screeningplatten wurde fir jede Platte als oranger Punkt dargestellt. Das minimale
Qualitatskriterium ist als rote Linie dargestellt.

Jede getestete Platte erflllte das Qualitatskriterium mit einem Z‘ der besser als 0,5 (rote
Linie) war (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung der Substanzen und Kontrollen der untersuchten
25.000 Substanzen. Die getesteten Substanzen sind als blaue Linie dargestellt, wahrend
die Positivkontrolle, Fosmidomycin bei 2uM, in grun und die Negativkontrolle, DMSO, in
orange dargestellt ist.

Abbildung 9 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Substanzen. Es zeigt sich eine klare
Abgrenzung zwischen der Positivkontrolle in grin und den Substanzen in blau. In diesem
Bereich lassen sich die aktiven Substanzen des Tests erkennen.

Abbildung 10: Aktivitat der Substanzen und Kontrollen der untersuchten 25.000
Substanzen. Das Farbschema orientiert sich an Abbildung 5. Die inaktiven getesteten
Substanzen sind als blaue Punkte dargestellt, wahrend die Positivkontrolle, Fosmidomycin
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bei 2uM, in griin und die Negativkontrolle, DMSO, in orange dargestellt ist. Die als aktiv
identifizierten getesteten Substanzen sind in Gelb dargestellt.

Die Substanzen in den wells mit den geringsten Enzymaktivitaten zeigen durch die
Normalisierung die héchste Aktivitat in der Abbildung 10. Sie sind gelb hervorgehoben und
gut Uber die einzelnen Bereiche der Platte verteilt. Dies zeigt, dass der Test der 25.000
Substanzen keine systematischen Fehler enthielt.
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Abbildung 11: Ubersicht iiber die aktiven Substanzen pro getesteter Platte. Das
Farbschema entspricht der Abbildung 6. Auf der linken Seite ist die Verteilung der aktiven
Substanzen auf den Platten dargestellt, wahrend auf der rechten Seite die Haufigkeit
dargestellt ist.

Auch die rechte Seite der Abbildung 11 bestatigt dieses Muster. Die linke Seite zeigt die
Haufigkeit der aktiven Substanzen pro Platte. Fur eine Platte wurde die chemische
Ahnlichkeit analysiert und es zeigte sich eine Ahnlichkeit zwischen den Hits.

Alle Hits wurden manuell aus der Bibliothek ausgewahlt und erneut gescreent, um die
Aktivitat zu bestatigen. Hier wurden zwei Messungen durchgefiihrt, zuerst wurden die
Platten 5 Minuten lang mit Enzym ohne Substrat gemessen, danach wurde die
enzymatische Reaktion durch Zugabe von Substrat gestartet, gefolgt von einer
herkdmmlichen kinetischen Messung uber 45 Minuten. Der 5-Minuten-Read ohne NADPH
diente dazu, autofluoreszierende Verbindungen zu erkennen, die sonst den Assay storen
wurden. Verbindungen wurden als autofluoreszierend eingestuft, wenn ihre Fluoreszenz bei
20 uM das durchschnittliche Signal der Negativkontrolle, bestehend aus DMSO, um mehr als
das dreifache der DMSO-Standardabweichung Uberstieg.

Insgesamt wurden 100 Verbindungen als autofluoreszierend aus der Liste der aktiven
Substanzen gestrichen, und flr die verbleibenden 135 wurden Dosis-Wirkungs-Kurven
erstellt. Auf der Grundlage einer Reihe von chemischen und enzymatischen Parametern
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wurden 7 Verbindungen ausgewahlt und fir die Prifung durch das NONEGON-Konsortium
erworben. Zu den Auswahlkriterien gehorten die chemische Ahnlichkeit, die vorhergesagte
Membranpermeabilitat, das Molekulargewicht und die Aktivitat der Verbindung bei dreifacher
NADPH- oder DXP-Konzentration.

In Abbildung 12 sind die Dosis-Wirkungs-Kurven und die chemischen Strukturen dargestellt.
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Abbildung 12: Dosis-Wirkungs-Kurven und entsprechende Strukturen der
ausgewabhlten Treffer. Das Farbschema entspricht der Abbildung 6. Auf der linken Seite ist
die Verteilung der aktiven Substanzen

Detaillierte Analyse der aktiven Molekile

Um die Daten detaillierter zu analysieren und vergleichbare IC50-Werte zu erhalten, haben
wir das Assay-Verfahren neu bewertet. Dies war moglich, da der Assay fur das
Hochdurchsatz-Screening auf der Lieferung eines robusten und stabilen Signals aufgebaut
war, wahrend der Assay jetzt, nach der Identifizierung einiger interessanter Molekdle, fir
maximale Empfindlichkeit optimiert werden kann. Der neue Aufbau muss flr einige wenige
Verbindungen und nicht fur komplette 384-Well-Platten in einem automatisierten Format
angewendet werden.

Tabelle 1: Vergleich zwischen dem Fraunhofer HTS-Screening und zwei veroffentlichten

DXR-Screens.

Fraunhofer HTS assay | Mazzone et al. (2024) Kuzuyama et al. (1998)
Enzym E. coli DXR T. gondii DXR E. coli DXR
Puffer 20 mM Tris-HCl (pH = | 50 mM HEPES (pH = 100 mM Tris-HCI (pH =
7,5) 7,5) 7,5)
Metallion 10 mM MgCl, 4 mM MgCl, 1 mM MnCl,
Zusatze 100 mM NaCl
2 mM CaCl2
10 mM DTT
NADPH 100 pM 100 pM 300 pM
DXP 150 pM 100 pM 300 pM
Inkubationszeit 10 min, RT 10 min, 37°C n.a.
Messzeit 40 min 60 min n.a., 37°C
Evaluation AUC Anfangsgeschwindigkeit | AA
ICso 460 nM 1030 nM 8,2 nM




Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, gibt es erhebliche Unterschiede zwischen den verdéffentlichten
Tests. Daher haben wir unseren Test im Vergleich zu den veroffentlichten Daten bewertet
und einige kritische Parameter ermittelt (Abbildung 13).
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Abbildung 913: Revalidierung der Assay-Parameter. Assay mit (rot) und ohne (schwarz)
Calcium sind links dargestellt. Der Vergleich der nicht gehemmten Enzymaktivitat in
Gegenwart von Mg2+ (rot) und Mn2+ (gruin) ist in der Mitte dargestellt. Der Vergleich der
gehemmten Enzymreaktion mit Fosmidomycin in Gegenwart von Mg2+ (rot) und Mn2+
(griin) ist rechts dargestellt.

Wir stellten fest, dass Kalzium-lonen die Reaktion leicht verzégern, weshalb sie in der
endgultigen Testbedingung eliminiert wurden. Wir fanden auch heraus, dass die Metallionen
einen signifikanten Einfluss auf die Enzymaktivitat und die Hemmwerte hatten (Tabelle 2).

Tabelle 2: Vergleich zwischen den HTS-Screening-Assay-Bedingungen von Fraunhofer und

13

den neu bewerteten Assay-Bedingungen von Fraunhofers.

Fraunhofer HTS Fraunhofer optimierter Fraunhofer optimierter Test
assay Test (Mg2+) (Mn2+)
Enzym E. coli DXR E. coli DXR E. coli DXR
Puffer 20 mM Tris-HCl 40 mM Tris-HCl (pH =7,5) | 40 mM Tris-HCI (pH = 7,5)
(pH=7,5)
Metallion 10 mM MgCl, 10 mM MgCl, 10 mM MnCl,
Zusatze 100 mM NaCl 10 mM DTT 10 mM DTT
2 mM CaCl2 0.05% Tween20 0.05% Tween20
10 mM DTT
NADPH 100 uM 300 uM 300 uM
DXP 150 uM 300 uM 300 uM
Inkubationszeit | 10 min, RT 10 min, RT 10 min, RT
Messzeit 40 min 25 min 25 min
Evaluation AUC Anfangsgeschwindigkeit, Anfangsgeschwindigkeit,
AUC AUC
ICso 460 nM 402 nM (Anfangs- 159 nM Anfangs-
geschwindigkeit), 672 nM | geschwindigkeit), 129 nM
(AUC) (AUC)

Flr die endgultigen Testbedingungen haben wir auch die Verwendung von Tween20 geprift,

da viele der im HTS-Test identifizierten Verbindungen weniger 16slich waren.




14

044-726-260 001-740-354

60 ;
—— without Tween
_ - : —=— with Tween
g S f
= <
< c s 3 []
2 S 204 . :
2 ) * '
£ £ TP
- 0 T T 1 - 0 T 1
10 100 1000 10 100
20 c[uM] 20 c[uM]
Hit-Substanz 044-754-071
150 60—
—— without Tween
_ } —=— with Tween
£ 1004 S i
= <
o S t
2 2 204 o :
) )
= 50 =
E [=
- 0 T T 1
10 100 1000
0 : : ! 20- c[uM]
1 10 100 1000
c[uM]

Abbildung 14: Hemmung von E. coli DXR. Der Assay wurde mit Tween20 (rot) und ohne
Tween20 (grin) durchgefiihrt. Die Hit-Substanz wurde im HTS-Assay als aktiv identifiziert,
wahrend die anderen drei Verbindungen in Verdffentlichungen als aktiv beschrieben wurden.

Wir haben festgestellt, dass schlecht I16sliche Verbindungen oder Verbindungen, die Proteine
aggregieren, in hohem Malfde von der Léslichkeit abhangen und die Zugabe von Tween20 in
einer Konzentration von 0,05 % zu realistischeren Hemmungswerten fihrt.

Da die erhaltenen Inhibitionswerte im mikromolaren Bereich liegen (siehe Abbildung 12 und
14) und um mdglichst genaue Messwerte zu erhalten, wurde ein weiteres Testverfahren
etabliert. Bei diesem Verfahren kann die Bindung einer Substanz an ein Protein direkt
bestimmt werden.
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Abbildung 15: Untersuchung der Bindung der aktiven Substanzen an E. coli DXR.

Wie in Abbildung 15 gezeigt binden einige Substanzen signifikant an das E. coli DXR Enzym.

Diese Untersuchungen werden zum gegenwartigen Zeitpunkt fortgefihrt und werden dann
entsprechend verwertet.

Im Arbeitspaket 4 (Management, Training, Verbreitung) wurde vom 10.05.-12.05. 2022 ein
Workshop in Hamburg organisiert. Neben Vortragen der NONEGON-Partner wurden auch
Beitrage von externen Wissenschaftlern organisiert. Zusatzlich wurden mehrere Laborflihrungen
durchgefluhrt, die den Besuchern aus Thailand und der Turkei einen Einblick in die Infrastruktur
und Kompetenzen am Wissenschaftsstandort Hamburg ermdglichten und zur Anbahnung von
Forschungskooperationen fir zukinftige gemeinsame Antrage fuhrten.

2. Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Die laufenden Kosten wurden entsprechend der Zuwendungsbescheide abgerechnet. Die
Positionen des zahlenmaRigen Nachweises werden dem Projekttrager Uber die Fraunhofer-
Zentrale in Miinchen separat zur Verfligung gestellt. Die wichtigste Position des
zahlenmafRigen Nachweises bestand in Personalkosten.

3. Der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,

Dem dringenden Bedarf nach neuen Wirkstoffen zur Bekampfung von Infektionen mit
Antibiotika-resistenten Bakterien wurde mit der geleisteten Arbeit in diesem Projekt

Rechnung getragen. Aus diesem Grund waren die geleisteten Arbeiten notwendig und
angemessen.
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4. Der voraussichtliche Nutzes, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses im
Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die Entwicklung von Antibiotika-Adjuvantien mit neuartigen Wirkmechanismen, die zur
Behandlung bakterieller Infektionen eingesetzt werden kdnnen, birgt ein enormes
wissenschaftliches, medizinisches, sowie gesellschaftliches Potenzial. In einer kirzlich
veroffentlichten Studie wurde die weltweite Zahl an Todesfallen, die auf Infektionen mit
resistenten Bakterien zurickzufuhren sind, fur das Jahr 2019 auf 1,27 Millionen geschatzt
(Antimicrobial Resistance Collaborators 2022). Bei den Todesfallen, die auf antimikrobielle
Resistenz zurlickzuflihren sind, war E. coli im Jahr 2019 fiir die meisten Todesfalle
verantwortlich. Daher ist die Entwicklung neuer Antibiotika dringend erforderlich,
insbesondere Substanzen mit neuen Wirkmechanismen.

Es wurden mehrere DXR-Inhibitoren identifiziert. Aufgrund der Zeitverzégerungen,
verursacht durch die deutlich verspatete Verfligbarkeit von Protein flr das
Hochdurchsatzscreening, konnte eine detaillierte Charakterisierung der identifizierten
Substanzen, auch im Hinblick einer moglichen Toxizitat, nicht mehr durchgefihrt werden.

5. Der widhrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen
Fortschritts auf dem Gebiet bei anderen Vorhaben

Wahrend der Projektlaufzeit wurden zwei Studien verdffentlicht, in denen neue Inhibitoren
bakterieller DXR beschrieben werden (Knak et al 2024, Kesharwani 2024). Die in einer
Studie durchgefuhrten mikrobiellen Untersuchungen zeigten allerdings keinen
nennenswerten Effekt der potentesten Substanzen auf das Wachstum von E. coli und
Mycobacterium tuberculosis (Knak et al 2024).

6. Der erfolgten oder geplanten Veroéffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 6
Es ist beabsichtigt, die Ergebnisse in einem Fachartikel zu publizieren.

Derzeit arbeiten wir an einem Review-Artikel iber DXR und die bisherigen Ansatze zur
Entwicklung von Inhibitoren. Dieser soll in den kommenden Monaten bei einem Peer
Review-Jourrnal eingereicht werden.
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