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Antibiotika-Resistenz

E8 E.-coli-Bakterien konnen in der aggressiven chemischen Umgebung des Darms nur Gberleben, weil sie in der Lage sind, in
das Zellinnere eindringende Gallensalze tGber einen Pumpmechanismus wieder hinauszubeférdern. Mit diesen Pumpen in der
Zellmembran sind auch andere Bakterien ausgestattet. Sie nutzen sie unter anderem dazu, sich gegen Antibiotika zu wehren.

Antibiotika-
Resistenz:

Die Tricks

der Bakterien

Pumpsysteme werfen die
Arzneistoffe aus der Zelle

D er schottische Bakteriologe Sir Alexander Fleming
entdeckte 1928 durch Zufall das Antibiotikum Pe-
nicillin, eine Substanz, die ab 1941 das erste Mal als Me-
dikament eingesetzt wurde und seit 1943 in Massen-
produktion hergestellt wird. Fleming erhielt fir seine
Entdeckung, die als Durchbruch im Kampf der Mensch-
heit gegen bakterielle Infektionen galt, 1945 den Nobel-
preis fiir Medizin. Doch schon drei Jahre nach Beginn
der Massenproduktion wurden Penicillin-resistente

Immer haufiger sind Bakterien resistent gegen ein be-
stimmtes Antibiotikum, oft auch gleich gegen mehre-
re. Eine Infektion, die von solchen multiresistenten
Bakterien verursacht wird, kann nicht mehr mit Anti-
biotika bekampft werden. Im schlimmsten Fall fihrt
sie bei immungeschwachten Patienten zum Tod. Um
zielgerichtet neue und wirkungsvolle Medikamente
entwickeln zu kdnnen, ist es wichtig zu wissen, wie
die Bakterienzelle sich gegen die Zerstérung durch An-
tibiotika wehrt. Ein inzwischen genau entschlisselter
Mechanismus ist die Efflux-Pumpe, die fir die Zelle

schadliche Substanzen wieder hinausbeférdert.

Bakterien gefunden. Im Laufe der Zeit wurden immer
neue Antibiotika entdeckt und entwickelt, die auf ver-
schiedene lebenswichtige Zielmolekiile in der Bakte-
rienzelle hemmend wirken und diese tdten.E So stort
Penicillin den Autbau der Zellwand von Bakterien so,
dass sie sich nicht mehr teilen konnen. Auch Vancomy-
cin, eine der letzten »Wunderwaffen« heutzutage, stort
das Bakterium beim Aufbau der Zellwandsynthese — al-
lerdings auf eine andere Weise als das Penicillin.
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Zwei weitere lebenswichtige Prozesse des Bakteri-
ums sind die DNA- und die Protein-Synthese. Synthe-
tische Antibiotika wie die Fluoroquinolone greifen die
Topoisomerase II (DNA-Gyrase) an, ein Enzym, das die
dichte Verpackung der DNA lockert, damit sie repliziert
werden kann. Sulfonamide, die schon vor den Antibio-
tika in den 1930er Jahren eingesetzt wurden, greifen in
die Synthese der DNA-Bausteine ein. Ein weiterer An-
griffspunkt ist das Ribosom. Darauf zielen viele Antibio-
tika wie Aminoglykoside, Tetrazykline (sie wirken auf
die kleinere 30S-Untereinheit des Ribosoms), Makroli-
de, Oxazilidone und Lincosamide (50S-Untereinheit).

Resistenz

Zum Leidwesen vieler hoherer Lebewesen, die Zel-
len mit einem Kern besitzen (Eukaryoten), finden die
Bakterien immer wieder neue Wege, sich gegen An-
tibiotika zu wehren. Eine sehr effektive Strategie be-
steht darin, das innerhalb der Bakterienzelle angegrif-
fene Zielmolekiil zu verdandern. So wird beispielsweise
die Bindungsstelle des Antibiotikums Erythromycin
an der 508 Untereinheit des Ribosoms durch Methy-
lierung der 23S rRNA modifiziert; das Antibiotikum
kann nicht mehr binden und seine hemmende Wir-
kung ausiiben. Ein anderer Weg ist die enzymatische
Modifikation des Antibiotikums durch das Bakterium;
durch den Um- oder Abbau verliert es seine urspring-
lich zerstorerische Wirkung. Beispiele sind der Abbau
der Penicilline durch p-Lactamasen und die Phospho-
rylierung, Adenylierung oder Acetylierung der Ami-
noglykoside durch Phosphotransferasen, Nucleotidyl-
transferasen beziehungsweise Acetyltransferasen. Viele
resistente Bakterien verfiigen auch iiber Pumpsysteme,
die Antibiotika effizient aus dem Zellinneren iiber die
Zellmembran zuriick nach auf3en transportieren. B Die
therapeutische Konzentration dieser Substanzen ist
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dann zu niedrig, um einen Schaden am Zielort in der
Bakterienzelle anzurichten.

Pumpsysteme

Pumpsysteme sind keine neue Erfindung der Natur.
Sie sind nicht aufgrund des Selektionsdrucks durch die
breite Anwendung von Antibiotika entstanden, vielmehr
besitzen Bakterien seit jeher Proteine, die die Aufgabe
haben, das Bakterium vor einer breiten Palette schad-
licher Substanzen zu schiitzen.f Als Beispiel seien hier
Darmbakterien (wie Escherichia coli) genannt, welche die
im Darm allgegenwartigen Gallensalze aus der Bakterien-

Verschiedene
_ Arzneimittel,
¥ Farbstoffe,

Detergenzien,

Gallensalze

p» Antibiotika

AuBere
Membran

Innere
Membran

F Antibiotika sind
aufgrund ihrer
Struktur in ver-
schiedene Klassen
eingeteilt. Sie
greifen das Bakte-
rium, hier ein
Gram-negatives,
an verschiedenen
Stellen an.

E In der Mem-
bran von Gram-
negativen Bakteri-
en findet man
typischerweise
dreiteilige Pump-
systeme, die ver-
schiedene Subs-
tanzen aus der
Zelle pumpen.
Allen gemeinsam
ist das TolC-Pro-
tein, mit dem sie
einen Ausgang in
der auBerem
Membran schaf-
fen.
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Durch Pumpsysteme befdorderte schadliche Substanzen
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Acridine

zelle herauspumpen und somit das Uberleben in diesem
Habitat sichern. Charakteristisch fiir solche Pumpsysteme
ist die breite Substratspezifitdt, das heilt, eine Vielzahl
strukturell sehr unterschiedlicher Molekiile kann von ein
und demselben System transportiert werden.
Normalerweise ist die Tatigkeit dieser Pumpen durch
Regulationssysteme gedrosselt, und es sind relativ weni-
ge Pumpen vorhanden. Unter dem Selektionsdruck bei
Anwesenheit von Antibiotika geschieht es jedoch haufig,
dass diese Pumpen hochreguliert werden und dem Bak-

H Schematische Darstellung des dreiteiligen AcrAB-TolC Efflux-
Systems in E. coli. AcrB (blau) in der inneren Membran erkennt
die Substanzen, die hinausbeférdert werden sollen und tber-
tragt die dazu notwendige Energie (die protonenmotorische
Kraft, roter Pfeil). Arzneimittel werden von der duBeren Doppel-
lipid-Schicht der inneren Membran gefangen genommen und
mithilfe eines gekoppelten Austauschs von Protonen herausge-
presst. TolC (gelb) formt eine Pore in der d&uBeren Membran, die
zu einem langen periplasmatischen Kanal erweitert ist. AcrA
(rot) vermittelt den Kontakt zwischen AcrB und TolC.

Antibiotika-Resistenz

£3 Mit Pumpsystemen wehren sich Bakterien gegen eine brei-
te Palette schadlicher Substanzen wie Farbstoffe, verschiede-
ne Klassen von Antibiotika, Waschmittel, Gallensalze und klei-
ne organische Molekile. Rechts unten die chemische Struktur
zweier Efflux-System-Hemmstoffe.

terium eine massiv erhohte Resistenz gegentiber einer

ganzen Reihe von Antibiotika verleihen. Heute stellen

multiresistente Pathogene, bei denen unter anderem

Pumpsysteme eine zentrale Rolle spielen, ein sehr ernst

zu nehmendes Problem bei Patienten mit einer Immun-

schwache (bedingt beispielsweise durch Chemotherapie
oder HIV) dar, und es existieren Bakterien, die man mit
keinem Antibiotikum mehr bezwingen kann.
Antibiotikaresistenz in Escherichia coli ist hdufig mit
der Aktivitdt des AcrAB-TolC-Pumpsystems H assoziiert,
das nicht nur eine Vielzahl von Antibiotika, sondern auch

Gallensalze, Detergenzien und Farbstoffe aus der Zelle

transportiert. 21 Dieses dreiteilige System besteht aus :

1. einem Substrat:Protonen-Antiporter in der inneren
Membran, » Acridine resistance protein B« (AcrB),

2. einem Kanal in der du8eren Membran, »Tolerance
colicin El« (TolC),

3. einem Membranfusionsprotein im Raum zwischen
den beiden Membranen (Periplasma), » Acridine re-
sistance protein A« (AcrA).

Jede Komponente ist unerldsslich fiir die Funktion des

Systems. Bei Fehlfunktion eines der drei Proteine ist

die natiirliche Widerstandsfahigkeit des Bakteriums

drastisch reduziert.

Energie-Schaltstelle AcrB

Innerhalb des dreiteiligen Komplexes ist die AcrB-
Pumpkomponente fiir die Substratspezifitdt zustandig,
das heilt, sie erkennt die zu transportierenden Subs-
tanzen. Aullerdem ist AcrB die Energie-Schaltstelle fiir
den Transport. Beiderseits der biologischen Membran
herrscht eine ungleiche Verteilung von Anionen und
Kationen. Das fiihrt zu einem chemischen Konzentra-
tionsgefélle und einem elektrischen Membranpotenzi-
al. AcrB nutzt spezifisch das elektrochemische Gefélle
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[@ A: Seitenansicht des aus drei Untereinheiten (diese bilden
ein Trimer) bestehenden AcrB. Die Andockstelle fiir TolC hat
einen sich verengenden Schacht, der in eine zentrale Pore in
der »Porter«<-Doméane miindet. Entgegen den anfanglichen Ver-
mutungen, werden keine Substanzen, das heiBt auch keine An-
tibiotika, durch diese »Pore« transportiert. Die Transmembran-
Domane umschlieBt einen zentralen Hohlraum. B: Die Ansicht
von oben zeigt, dass die drei Monomere von AcrB mitunter
durch Schleifen zusammengehalten werden, die in den be-
nachbarten Monomeren verankert sind. C: Querschnitt durch
die Porter-Domane D: Querschnitt durch die Transmembran-
Doméne, deren Helizes einen groBen Hohlraum umschlieBen.

von Protonen, das heif3t die protonenmotorische Kraft
iiber die Membran, um den Antibiotikatransport durch
Anderungen seiner Konformation voranzutreiben. Die-
ses System zu verstehen, verspricht einerseits, Angriffs-
punkte fiir die Entwicklung neuer Pump-Inhibitoren zu
finden. Andererseits ist es aber auch ein ausgezeichne-
tes Forschungsobjekt, um die Kopplung zwischen dem
Transport der Antibiotika und der protonenmotorischen
Kraft auf molekularer Ebene zu verstehen.

AcrB gehort zur Superfamilie der »Resistance-No-
dulation-cell Division«(RND)-Transporter, zu der auch
das menschliche »Niemann-Pick C1 disease Protein«
(NPC1) und der »Hedgehog Rezeptor Patched« (Ptc) ge-
horen. Das NPC1 spielt eine wichtige Rolle beim Trans-
port von Cholesterin iiber die Membran von Endosomen
und Lysosomen, in denen nicht mehr benotigte Protei-
ne und Fette (Lipide) von der Zelle verdaut werden. Ein
Defekt dieses Proteins fiihrt zur Niemann-Pick-Krank-
heit, bei der sich Cholesterin und andere Lipide im en-
dosomalen/lysosomalen System anhdufen. Die Folge ist
eine schon in der frithen Jugend todlich endende Zersto-
rung der Nervenzellen. Der Hedgehog-Rezeptor Patched
ist am Hedgehog-Signalweg beteiligt, einem wichtigen
Regulator von Wachstum, Differenzierung und Mor-
phogenese, aber auch der Tumorentwicklung. Da eine
strukturelle Verwandtschaft dieser Krankheiten verur-
sachenden Proteine mit der AcrB-Pumpe aus E. coli be-
steht, konnten an diesem System gewonnene Einsichten
in die Energie-Kopplung zwischen elektrochemischem
Gradienten und Stofftransport auch als Leitfaden fiir das
Verstandnis der Transportmechanismen von Niemann-
Pick C1 und Patched-Transportern dienen.

Bauplan der Antibiotika-Pumpe AcrB

Die erste 3D-Struktur von AcrB wurde im Jahre 2002
mittels Rontgenkristallografie gelost (Murakami etal.,
2002). Sie zeigt die funktionelle Einheit des AcrB als sym-
metrisches Homotrimer. Diese Struktur vermochte jedoch
die Wirkungsweise des Antibiotikatransporters nicht zu
erkldren. @ 2006 ist es uns in Kooperation mit der Grup-
pe von Kay Diederichs an der Universitdt Konstanz ge-
lungen, eine neue, hoch auflosende Rontgen-Struktur
des Transporters mit einer asymmetrischen Konformati-
on aufzukldren (Seeger etal., 2006). i Die Interpretation
dieser Struktur brachte Erstaunliches zum Vorschein: Das
AcrB weist bei der Energietransduktion Parallelen zu be-
kannten primdren Transportsystemen auf. Diese beziehen

E1 In seiner mechanischen Wirkungsweise besitzt das AcrB eine
verbliffende Analogie zu einem der bedeutendsten Membran-
proteine, der F,F -ATPase, hier aus den Mitochondrien von Rin-
dern. Obwohl diese Systeme nicht verwandt sind, hat die Natur
offenbar einen konzeptionell &hnlichen Aufbau hervorgebracht.
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4 A: Seitenansicht des AcrB-Trimers. Die drei farblich unterschiedlichen Monomere
befinden sich in drei verschiedenen Zustanden (Konformationen). Blau: locker; gelb:

fest; rot: offen. B: Blick von oben auf die drei Monomere der Porter-Domane. In dem T-

Monomer (engl. tight, gelb) befindet sich eine Tasche, in der ein Antibiotikum-Molekdl
gefangen werden kann. Diese Tasche ist in den beiden anderen Monomeren (O und L)

geschlossen. PN1, PN2, PC1 und PC2 sind Unterdoménen, die sich relativ zueinander be-

wegen, wahrend der Zustand der Monomere von L nach T zu O und zurtick zu L wechselt.

F1 ATPase, Rinder-Mitochondrien
Locker, L

AcrB, Escherichia coli
Locker, L

*
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El In AcrB wurde ein vollig neuer Transportmechanismus postuliert, bei dem Arzneistoffe ahnlich der Nahrung in der Speiseréh-
re oder im Darm durch die Erzeugung von Engstellen in den verschiedenen Tunneln (griin) aus der Pumpe hinausgequetscht

werden. Die Grafik zeigt die Pumpe in drei verschiedenen Zusténden, die zeigen sollen, wie die Kanale in den einzelnen Mono-
meren sich zyklisch im Dreiertakt 6ffnen und wieder zusammenziehen (Zustande der Monomere, blau: locker; gelb: fest; rot: of-

fen). Der Zyklus fihrt Gber blau zu gelb nach rot (locker, fest, offen) wieder zu blau (locker).

ihre Energie aus Licht, Redoxreaktionen oder chemischer
Hydrolyse. Diese Prozesse sind bereits aus den Photosyn-
these-Komplexen in Chloroplasten, der Atmungsket-
te oder den Pumpsystemen in Krebszellen bekannt, die
Chemotherapeutika herauspumpen (P-Glykoprotein).
Auch in Bezug auf die mechanische Wirkungsweise zeigt
das AcrB eine groe Analogie zu einem der bedeutends-
ten Membranproteine, der F,F -ATPase. B

Der Chemie-Nobelpreistrager Paul Boyer postulier-
te schon 1973 (Boyer etal., 1973) fiir die F,F -ATPa-
se einen »binding change«-Mechanismus, der die Wir-

Der »binding change«-Mechanismus

kungsweise dieser molekularen Maschine sehr genau
beschrieb, und zwar lange bevor die strukturellen De-
tails bekannt waren (Abrahams etal., 1994). Bei der of-
fensichtlichen strukturellen Analogie zwischen der F,F -
ATPase und AcrB H lag eine funktionelle Analogie nahe.
Wir und andere postulierten in Anlehnung zur F F -AT-
Pase eine funktionelle (keine physikalische) Rotation fiir
AcrB, die dazu fiihrt, dass die Antibiotika schon abgefan-
gen werden, bevor sie das Zellinnere erreichen. Dies im-
plizierte notwendigerweise, dass Antibiotika zunachst in
einer Untereinheit des AcrB Trimers gebunden werden.

Der »binding change«-Mecha-
nismus wurde in den 1970er
Jahren durch Paul Boyer for-
muliert, um die ATP-Synthese
aus ADP und Phosphat durch
die F,F -ATPase zu erkldren. Der
Mechanismus (a) beruht auf
drei Postulaten:

1) Die Energie aus der proton-
motorischen Kraft wird nicht
benutzt, um ATP zu syntheti-
sieren, sondern um ATP vom
Enzym zu losen.

2) Die F F -ATP-Synthase hat

1.Schritt

Energie ~

drei katalytische Stellen. ATP
kann sich nicht vom Enzym
l6sen, bevor nicht an einer
anderen Stelle ADP und

Phosphat gebunden sind. Dies

bewirkt eine katalytische Ko-
operativitat.

3) Die F,F -ATP-Synthase funktio-
niert durch Rotations-Katalyse.
Eine Asymmetrie bewirkt die
funktionelle Rotation der kata-
lytischen Stellen, und im spezifi-
schen Fall der F F -ATPase wird
diese Asymmetrie erzeugt durch

eine physikalische Rotation,
ndmlich der um den im Ver-
gleich zum Gesamtenzym klei-
nen asymmetrischen y-Stab (in
Abbildung b mit y gezeichnet),
der durch die protonenmotori-
sche Kraft angetrieben wird.
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Der Autor

Prof. Dr. Klaas Martinus Pos, 41, stu-
dierte von 1987 bis 1992 Biologie
an der Universitat Groningen in den
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an der Eidgenéssichen Technischen
Hochschule (ETH) Zirich. Wahrend
seiner Doktorarbeit in der Gruppe von
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sierte das Transportverhalten dieses Membranproteins in
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als Marie-Curie-Fellow in der Gruppe von Prof. Peter Hen-
derson an der Universitat von Leeds und befasste sich mit
Methoden, Membranproteine zu kristallisieren. Zuriick in
Zirich, zuerst an der ETH und dann an der Universitat
Zirich in der Gruppe von Prof. Francois Verrey, entwickelte
sich ein kleines Nebenprojekt, die strukturellen Untersu-
chungen am makromolekularen Efflux-Pumpsystem AcrB,
zur priméren Forschungsrichtung. 2007 wurde Pos fir
diese Arbeit mit dem Gotz-Preis der Universitat Zirich so-
wie mit dem Mercator-Preis ausgezeichnet. Anfang 2009
erhielt er die Venia Legendi auf dem Gebiet der Transport-
physiologie der Medizinischen Fakultat der Universitat Zu-
rich. Martin Pos ist seit dem 1.0Oktober 2008 im Rahmen
des Exzellenzclusters »Makromolekulare Komplexe« Pro-
fessor fuir »Membrane Transport Machineries« am Institut
fir Biochemie der Goethe-Universitat.

pos@em.uni-frankfurt.de
http://www.biochem.uni-frankfurt.de/

Die asymmetrische Struktur lieB auf eine potenzielle An-
tibiotika-Bindungstelle schlief3en, die sich tatsachlich als
solche herausstellte. &1

Kurz nach den strukturellen Analysen konnten wir
mithilfe von Transportexperimenten und dem Einsatz
von reversiblen kovalenten Bindungen Hinweise auf
die funktionelle Rotation bekommen (Seeger etal.,
2008). Mehrere internationale Gruppen haben auf-
grund der neuen asymmetrischen Struktur im Laufe
von nur wenigen Jahren Daten gesammelt, die ver-
mehrt darauf hinweisen, dass AcrB tatsachlich mit-
tels eines »binding change«-Mechanismus Antibiotika
transportiert.
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Die Quetschpumpen-Hypothese

Die funktionelle Rotation war eine der wesentlichen
Erkenntnisse aus den Daten des kristallografisch erhal-
tenen Bauplans dieses Membranproteins. Eine zweite,
nicht weniger bedeutsame Erkenntnis ist, dass es Tun-
nel innerhalb des Transportproteins gibt. Bl Dadurch
konnte ein vollig neuer Transportmechanismus postu-
liert werden, bei dem das Substrat durch die einzelnen
Untereinheiten gleitet. Wie die Nahrung in der Speise-
rohre oder im Darm wird das Antibiotikum durch die
Erzeugung von Engstellen aus der Pumpe hinausge-
quetscht. So pumpt es ein Antibiotikum-Molekiil nach
dem anderen aus der Zelle hinaus. Das Bakterium wird
dadurch resistent gegen das Antibiotikum.

Die durch die Autklarung des Bauplans gewonne-
nen Erkenntnisse konnen helfen, das Phdnomen » An-
tibiotika-Resistenz« durch Efflux-Pumpen besser zu
bekdmpfen. Das AcrAB-TolC und verwandte Systeme,
beispielsweise in Pseudomonas aeruginosa, sind vermehrt
Ursache von post-operationellen Infektionen, die nicht
mehr mit herkdommlichen Antibiotika bekdampft wer-
den konnen. Die AcrB-Struktur bietet jetzt die Mog-
lichkeit, zielgerichtet spezifische Inhibitoren dieser
Pumpe zu entwickeln. *
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»Spielend in den Ruhestand gehen? Wer spater nicht im
Aus landen will, muss wie ich am Ball bleiben und rechtzeitig
privat vorsorgen.*
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