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ABSTRACT: Fluorchinolone sind eine Klasse von weithin verschriebenen Antibiotika mit einem
breiten Wirkungsspektrum gegen grampositive, gramnegative und someatypische Mikroben. Leider
sind diese Medikamente mit bedeutenden unerwiinschten Ereignissen wie Neuropathie,
Tendinopathie, Herzrhythmusstorungen und Nebenwirkungen auf die psychische Gesundheit
verbunden. Der Mechanismus, durch den Fluorchinolone viele dieser Toxizitaten hervorrufen, ist
unbekannt. Der antibakterielle Wirkungsmechanismus beinhaltet eine Stérung des katalytischen
Mechanismus von Typ-ll-Topoisomerase-Bakterien, namlich der Topoisomerase IV und der DNA-
Gyrase. Fluorchinolone hemmen die Fahigkeit der Enzyme, gespaltene DNA zu ligieren und fiihren zu
Einzel- und Doppelstrangbriichen der DNA. Daher besteht ein Interesse daran zu untersuchen, ob die
menschliche Topoisomerase Il an der Vermittlung der mit Chinolonen assoziierten unerwiinschten
Ereignisse beteiligt ist. Frihere Studien zeigen ein gewisses Ansprechen der humanen Topoisomerase
lla und 1B bei hohen Ciprofloxacin-Konzentrationen. Es ist jedoch nicht klar, ob die in diesen Studien
verwendete Ciprofloxacin-Konzentration den Konzentrationen entspricht, die routinemassig bei
Patienten erreicht werden kénnten. In dieser Studie sollten daher drei klinisch relevante
Fluorchinolone zusammen mit zwei dlteren Wirkstoffen untersucht werden, um festzustellen, ob
diese Verbindungen eine Aktivitdt gegen die Topoisomerase aufweisen lla und IIf hat
Medikamentenkonzentrationen, die den typischen Plasmawerten von Patienten ndher kommen. Auf
der Grundlage unserer Erkenntnisse war keines der untersuchten Chinolone in der Lage, die DNA-
Spaltung durch eines der beiden menschlichen Enzyme zu vergiften. Ciprofloxacin, Desethylen-
Ciprofloxacin und das kiirzlich vom Markt genommene Gemifloxacin waren in der Lage, die
Topoisomerase-lI-vermittelte DNA-Relaxation bei Konzentrationen von 200-300uM zu hemmen. Auf
der Grundlage dieser Daten schlagen wir vor, dass die menschliche Topoisomerase Il wahrscheinlich
nicht die Hauptursache fir diese unerwiinschten Ereignisse sein wird und dass zusatzliche Ziele
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identifiziert werden miissen, um die Mechanismen zu klaren, die den Chinolon-Toxizitaten zugrunde
liegen.

Einleitung: Fluorchinolone sind eine weit verbreitete Klasse antimikrobieller Mittel, die erstmals in
den 1960er Jahren in die klinische Praxis eingefiihrt wurden. * Nalidixinsaure, die zufillig als
Verunreinigung in der Synthese des Chloroquin zur Malariabekampfung isoliert wurde, war die erste
Chinolonverbindung und zeigte bakterizide Wirkung gegen gramnegative Bakterien.®? Obwohl sein
Wirkmechanismus damals noch nicht klar definiert war, war seine klinische Anwendung geeignet,
wenn auch beschrankt auf die Behandlung von Harnwegsinfektionen (Harnwegsinfektionen).?3
Nachfolgende Entwicklungen ergaben weitere verwandte Verbindungen, die fluoriert wurden und
einen geringeren Resistenzgrad als Nalidixinsdure zeigten. Diese frilhen Fluorchinolone wiesen eine
begrenzte systemische Bioverfiigbarkeit, folglich niedrige systemische Konzentrationen und eine
mehrfache Tagesdosierung auf.! Die klinische Anwendung dieser Wirkstoffe blieb somit relativ auf
Infektionen des Urogenitaltrakts beschrinkt.*® Strukturelle Modifikationen des Fluorchinolon-
Rickgrats vermehrten sich weiterhin, was zu Verbindungen fiihrte, die pharmakokinetische
Verbesserungen (z.B. einmal tagliche Dosierung) zusammen mit einem deutlich erweiterten
Spektrum an antimikrobieller Aktivitat aufwiesen, das jetzt neben gramnegativen Organismen auch
grampositive, atypische und, fiir einige Chinolone, anaerobe Organismen umfasst.>%> Aus einer
Wirkstoffklasse, die urspriinglich mit einer engen, auf die Behandlung von Harnwegsinfektionen
beschrankten klinischen Indikation entstanden ist, werden die Fluorchinolone heute routinemaRig
bei der Behandlung zahlreicher Infektionen eingesetzt, darunter Infektionen der Atemwege, des
Urogenitaltrakts, des Magen-Darm-Trakts, der Haut und der Weichteile sowie Knocheninfektionen.?
Fluorchinolone stellen eine der am haufigsten verschriebenen Antibiotikaklassen dar, mit ca. 30
Millionen Verschreibungen im Jahr 2016. € Ciprofloxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin gehoren zu
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Die Entwicklung und Ausweitung der Fluorchinolonklasse sowohl in der Anzahl der Wirkstoffe als
auch in ihrer therapeutischen Anwendung wurde von klinischem Enthusiasmus begleitet, jedoch
wurde dieser berechtigte Optimismus durch eine Vorgeschichte etwas gedampft, in der eine
bedeutende Anzahl von Offluorchinolon-Wirkstoffen wegen erheblicher und manchmal todlicher
Toxizitdt vom Markt genommen wurde.®® In den letzten zehn Jahren hat die US Food and Drug
Administration (FDA) zahlreiche Sicherheitswarnungen zu schwerwiegenden unerwiinschten
Wirkungen der derzeit erhaltlichen systemischen Fluorchinolone herausgegeben, in denen auf das
Risiko von Sehnenentziindungen, Sehnenrupturen, Herzrhythmusstérungen und Auswirkungen auf



das zentrale Nervensystem einschlieRlich Anfillen und peripherer Neuropathie hingewiesen wird.”
Das Risiko einer peripheren Neuropathie wird seit 2004 in der Packungsbeilage der Fluorchinolone
angegeben. Im August 2013 wurden jedoch aufgrund einer Uberpriifung durch die FDA, bei der das
Risiko dieser unerwiinschten Wirkung als schnell auftretend identifiziert wurde, Anderungen an der
Kennzeichnung vorgenommen, um diese Warnung zu verstirken und besser zu charakterisieren.® Zu
den im FDA-Bericht beschriebenen Symptomen der peripheren Neuropathie gehoren "Schmerzen,
Brennen, Kribbeln, Taubheit, Schwache oder eine Verdanderung des Empfindens bei leichter
Beriihrung, Schmerzen oder Temperatur oder des Kérperpositionssinns".® In einer fallkontrollierten
Studie an 45-80-jahrigen Mannern von 2001 bis 2011 bestatigten Etminan et al., dass Fluorchinolon-
Anwender ein erhéhtes Risiko hatten, eine periphere Neuropathie zu entwickeln.® Bei einer
Stratifizierung durch den Fluorchinolon-Typ war das Risiko dhnlich. Fluorchinolone sind daftir
bekannt, dass sie die Funktion bakterieller Typ-lI-Topoisomerasen storen, insbesondere die
TopoisomeraselV in grampositiven und die DNA-Gyrase in gramnegativen Bakterien, obwohl es
Ausnahmen von dieser Verallgemeinerung gibt. %' Topoisomerasen sind fiir die Regulierung der
DNA-Topologie verantwortlich und kommen in allen drei Lebensbereichen vor.*? Typ-II-
Topoisomerasen lindern die positive Supercoiling, die wahrend der Transkription und Replikation
auftritt, und dekatatieren die Schwesterchromatiden wahrend der Replikationstermination durch
Erzeugung eines voriibergehenden Doppelstrangbruchs der DNA.*3 Diese Enzyme durchlaufen die
intakte DNA-Helix durch den temporaren Doppelstrangbruch (DSB), bevor sie die DNA wieder
zusammenbinden.%'%415 Die Unterbrechung dieses Mechanismus wurde sowohl in antimikrobiellen
als auch in Krebstherapeutika verwendet. Humansencode zwei Isoformen der Topoisomerase Il:
Topoisomerase Ila und IIB, die bekannte Angriffspunkte fiir Krebsmedikamente sind.**%6Beide
Isoformen finden sich im Zellkern und im Mitochondrium.”-*°Oxidativer Stress und mitochondriale
Dysfunktion wurden in Modellsystemen in Gegenwart von Offluorchinolonen nachgewiesen und als
mogliche Ursachen flir mehrere der beobachteten unerwiinschten Ereignisse bei Patienten
angeboten.?? 23 Autoren einer neueren Studie vermuten, dass, da bakterielle Typ-II-Topoisomerasen
(ahnlich der Topoisomerase 1V) von Fluorchinolonen angegriffen werden, die mitochondriale
Dysfunktion, die in einige der beobachteten unerwiinschten Ereignisse verwickelt ist, durch
Interaktionen zwischen Fluorchinolonen und menschlicher Topoisomerase erklart werden konnte lla
oder 1B in mitochondrien.® Zu diesem Zweck legten die Autoren unter 80pg/mL Beweise dafiir vor,
dass Ciprofloxacin die mtDNA-Replikation beeintrichtigen kann.*® Die Autoren weisen auch darauf
hin, dass die Auswirkungen auf die mitochondriale DNA-Replikation wahrscheinlich durch die
Bytopoisomerase vermittelt werden IIB.

Obgleich die obige Studie eine interessante Hypothese liefert, war das einzige Fluorchinolon, fir das
Daten vorgelegt wurden ciprofloxacin. Darliber hinaus wurden nur sehr wenige Daten vorgelegt, die
belegen, ob diese Verbindung eine direkte Aktivitat auf die menschliche Topoisomerase hat llaor I1B.
Andere Studien der letzten Jahre konzentrierten sich auf die humane Topoisomerase lla und auf
entweder ciprofloxacin oder Moxifloxacin.?* Deshalb haben wir die Aktivitat einer Reihe von
Fluorchinolonen in klinisch relevanten Konzentrationen gegen beide humane Topoisomerasen lla
und lIB. Mit Hilfe einer Reihe enzymologischer Assays zeigen wir, dass Fluorchinolone eine variable
Wirkung gegen die Humantopoisomerase aufweisen lla und 1. Zum Beispiel schien keine der



Verbindungen die DNA-Spaltung mit humaner Topoisomerase signifikant zu erhéhen lla oder 113, was
darauf hindeutet, dass diese Verbindungen keine Antikrebsmittel wie Etoposid gegen die
menschlichen Enzyme imitieren. Bei héheren Arzneimittelkonzentrationen zeigen
Somefluorchinolone, einschlieRlich Gemifloxacin und Ciprofloxacin, jedoch eine hemmende Aktivitat
gegen die durch die menschliche Topoisomerase Il vermittelte DNA-Relaxation. Der Ametabolit von
Ciprofloxacin wirkt sich auch auf die Topoisomerase-ll-vermittelte DNA-Relaxation aus, was darauf
hinweist, dass Somemetabolite eine Aktivitdt gegen menschliche Enzyme aufweisen. Diese in vitro-
Wirkungen treten jedoch nur bei Wirkstoffkonzentrationen auf, die deutlich mehr als eine
GroRenordnung hoher sind als die maximalen Patientenplasmakonzentrationen, die fiir diese
Verbindungen beobachtet wurden. Daher gehen wir davon aus, dass es héchst unwahrscheinlich ist,
dass Patienten hohe Wirkstoffkonzentrationen erfahren, die fiir eine Hemmung der menschlichen
Topoisomerase erforderlich sind lla und IIB. Insgesamt gehen wir davon aus, dass die humane
Topoisomerase Il zwar eine Rolle bei der Influorchinolon-Toxizitat spielen kdnnte, dass aber
wahrscheinlich auch andere Targets beteiligt sind, die identifiziert werden miissen, um Wege zu
finden, Patienten vor diesen schwerwiegenden Toxizitaten zu schitzen.

RESULTS AND DISCUSSION

Fluorchinolone erhéhen die DNA-Spaltung durch die Human-Topoisomerase nicht lla oder I1B.Fir die
aktuelle Studie wurden drei klinisch verwendete Fluorchinolone (Ciprofloxacin, Levofloxacin und
Moxifloxacin) sowie ein vom Markt genommener Wirkstoff (Gemifloxacin) und das Originalchinolon
Nalidixinsdure ausgewahlt (Abbildung 1). Um den Einfluss der Fluorchinolone auf menschliche Typ-II-
Topoisomerasen zu untersuchen, fiihrten wir eine Reihe von DNA-Spaltungstests durch. In diesen
Assays wurde die gereinigte Topoisomerase lla oder 1B ist mit einem negativ (iberdrehten
Plasmidsubstrat (pBR322) kombiniert. Die DNA-Spaltung wird durch Beobachtung von eingekerbten
und linearisierten Plasmidmolekilen in einem Agarosegel Gberwacht. Eine friihere Studie hat gezeigt,
dassciprofloxacin die DNA-Spaltung durch Topoisomerase 1V.2° Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, fiihrt
Etoposid zu einer Zunahme sowohl der DNA-Einschnitte [Einzelstrangbruch (SSB)] als auch der DSBs.
In Patientenserumproben werden Wirkstoffkonzentrationen fir Ciprofloxacin zwischen 3 und
30uM(~1-10ug/mL, sieheTabelle 1) erwartet; daher haben wir einen Bereich bis 300uM getestet, um
festzustellen, ob eine Wirkung auf das Enzym vorliegt. Wie aus den quantifizierten Daten hervorgeht,
verursachte keines der Fluorchinolone einen so signifikanten Anstieg der DNA-Spaltung bei beiden
Isoformen der Topoisomerase Il (Abbildung 2, unteres Panel). Dieser Befund stimmt mit den friiheren
Daten zu Ciprofloxacin und Moxifloxacin aus menschlichen Enzymen tberein.?* Das nichtfluorierte
Chinolon, Nalidixinsdure, verursachte ebenfalls keine signifikante Zunahme der DNA-Spaltung. Das
Ausbleiben einer Zunahme der DNA-Spaltung unterstitzt die Hypothese, dass diese Mittel nicht
dhnlich wie ein Etoposid auf die menschliche Topoisomerase Il wirken, die hindert das Enzym daran,
gespaltene DNA zu ligieren. Dieser Mechanismus wird als "Vergiftung" bezeichnet und findet sich
unter verschiedenen Krebsmedikamenten, darunter Etoposid.** Es gibt jedoch auch andere
Wirkstoffe, die menschliche Topoisomerasen beeinflussen ohne die DNA-Spaltung zu vergiften.®
Daher untersuchten wir die Fahigkeit der Fluorchinolone, die supercoiled DNA-Relaxationsaktivitat
der Enzyme zu hemmen, um festzustellen, ob sie als katalytische Inhibitoren der humanen
Topoisomerase fungieren. lla oder IIB. Einige Fluorchinolone hemmen die Topoisomerase-l|-
vermittelte DNA-Relaxation bei hohen Konzentrationen.'® Wir untersuchten auch die Fahigkeit der
Fluorchinolone, die Relaxation des negativ supercoiled pBR322-Plasmids zu hemmen, indem wir die
gleichen Konzentrationsreihen wie in den DNA-Spaltungsexperimenten verwendeten. In Gegenwart



von ATP, human topoisomerase lla und lIBrelax das Plasmid, das in Abbildung 3 durch die
Umwandlung von supercoiled (SC) Plasmid in entspanntes (Rel) Plasmid in der zweiten Bahn (+T) zu
sehen ist. Bei den Fluorchinolonen ist die Hemmung der Relaxation bei den Konzentrationen um
300uM nur bei Gemifloxacin und Ciprofloxacin zu sehen. Interessanterweise konnte Gemifloxacin bei
300uM mit beiden Enzym-Isoformen die Relaxation vollstandig hemmen. Ciprofloxacin konnte die
Relaxation nur bei der gleichen Konzentration vollstindig hemmen, was durch das Vorhandensein
niedrigerer DNA-Banden (Topoisomere) belegt ist. Um den Einfluss auf die Relaxation weiter zu
testen, wurde eine zusatzliche Serie bei einer Reihe von Wirkstoffkonzentrationen von 10 to300uM
mit Gemifloxacin, Ciprofloxacin und einem Metaboliten vonciprofloxacin, Desethylen-Ciprofloxacin,
durchgefiihrt.2® Obwohl Fluo-Rochinolone in der verabreichten Form aktiv sind, haben sie einen
Unterstoffwechsel, und wir haben untersucht, ob dieser Metabolit eine Aktivitdt gegen die humane
Topoisomerase Il aufweist. Wie in Abbildung 4A zu sehen ist, weisen Ciprofloxacin und Desethylen-
Ciprofloxacin eine begrenzte Fahigkeit zur Hemmung der Relaxation unter 200-300uM auf. Die
Wirkung von Ciprofloxacin im Bereich von 200-300uM stimmt mit den kirzlich unter 80ug/mL
berichteten Ergebnissen liberein, die to~217uM entsprechen. Im Gegensatz dazu zeigt Gemifloxacin
eine signifikante Hemmung der Relaxation bei 50-100uM mit vollstandiger Hemmung durch 200uM.
Obwohl gezeigt wurde, dass Fluorchinolone mit bakteriellen Typ-II-Topoisomerasen wie Gifte wirken
(d.h. die DNA-Spaltung stabilisieren), zeigen sie in den getesteten Konzentrationsbereichen nicht die
gleiche Fahigkeit gegeniliber menschlichen Typ-llI-Topoisomerasen. Wie oben gesehen, vergiftet
Gemifloxacin keine der beiden menschlichen Isoformen, ist aber in der Lage, die Relaxation durch
beide Enzyme zu hemmen (>50uM). Dies deutet darauf hin, dass der Mechanismus der
Fluorchinolon-induzierten Hemmung flir menschliche Enzyme nicht derselbe ist wie der
Mechanismus, der bei bakteriellen Enzymen zu beobachten ist, auf den weiter unten eingegangen
wird. Es gibt katalytische Inhibitoren humaner Typ-lI-Topoisomerasen, die Enzymfunktionen
blockieren, ohne die DNA-Spaltung zu stabilisieren.'*?”28 Diese sind oft mit Interaktionen mit der
ATPase-Domane verbunden, aber sie sind nicht notwendigerweise auf diesen Mechanismus
beschrankt. Zusatzliche Studien zu Gemifloxacin werden erforderlich sein, um den Mechanismus zu
bestimmen, der der Hemmung der menschlichen Topoisomerase zugrunde liegt lla und IIB.Da
Gemifloxacin vom Markt genommen wurde, werden wir keine weitere Charakterisierung dieser
Verbindung gegen menschliche Enzyme vornehmen. Desethylen-Ciprofloxacin vergiftet die Human-
Topoisomerase nicht lla oder [IB.Um zu untersuchen, ob Desethylen-Ciprofloxacin (Abbildung 4B) als
Gift fir Humantopoisomerase Il dienen kénnte, haben wir DNA-Spaltungstests mit dieser Verbindung
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 4C zu sehen ist, erhéht Desethylen-Ciprofloxacin die Doppelstrang-
DNA-Spaltung durch die Humantopoisomerase lla oder 11 auch in Gegenwart der Verbindung
300uM nicht. Die gleichen Ergebnisse wurden bei niedrigeren Desethylen-Ciprofloxacin-
Konzentrationen beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 1: Strukturen von Chinolonen. Das Vorlduferchinolon, Nalidixinsdure, zusammen mit
vier prominenten Fluorchinolonen.
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Abbildung 2: Spaltung der Plasmid-DNA durch Topoisomerase lla und lif in das Vorhandensein von
Chinolonen. A: Die Plasmid-DNA wurde in Abwesenheit (-T) oder Anwesenheit (+T) von
Topoisomerase inkubiert lla(Top2A, Topgel) oder B(Top2B, unteres Gel). Das linearisierte Plasmid
(Lin) ist in der ersten Bahn dargestellt. Die Reaktionen wurden mit 30 oder 300uM Etoposid(Etop) als
Positivkontrolle inkubiert. Die Reaktionen wurden mit 3, 30, or300uM von Nalidixinsdure (NA),
Moxifloxacin (Moxi), Gemifloxacin(Gemi), Ciprofloxacin (Cipro) oder Levofloxacin (Levo)
durchgefihrt. Die Positionen von SSB, DSB und supercoiled (SC) DNA sind links angegeben. Es werden
reprasentative Gele gezeigt, und die Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt. B: Die
Quantifizierung der Doppelstrang-DNA, die in Abwesenheit von Chinolonen spaltbar ist, wird flr
beide Topoisomerase-lI-Isoformen gezeigt. Als Kontrolle wird Etoposid unter 30uM im Vergleich zu
300uM der Chinolone gezeigt. Die gestrichelte Linie stellt den Grad der Spaltung in Gegenwart von
Dimethylsulfoxid (DMSO) dar. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von drei
oder mehr unabhangigen Experimenten.
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Tabelle 1. Hemmung der Plasmid-DNA-Relaxationshemmung und maximale Plasmakonzentrationen

ausgewahlter Fluorchinolone

Relaxationshemmung im gereinigten SystemTop2A (ug/mL)Top2B (ug/mL)maximale
Plasmakonzentrationensb(ug/mL)

gemifloxacin24 (50uM)24 (50uM)1,61+0,51

moxifloxacin6,1+1,3

levofloxacin9,311. 6

ciprofloxacin110 (300uM)110 (300uM)5.4
desethylen-ciprofloxacin110 (300uM)74-110 (200-300uM)<0,81a

relaxation inhibition in purified system™

Top2A (ug/mL) Top2B (ug/mL) maximum plasma concentrations” (ug/mL)
gemifloxacin 24 (50 M) 24 (50 uM) 161 + 0.51
moxifloxacin 61+ 1.3
levofloxacin 93+ 16
ciprofloxacin 110 (300 uM) 110 (300 uM) 54
desethylene-ciprofloxacin 110 (300 uM) 74—110 (200—300 uM) <0.81

A) Niedrigste Konzentration mit signifikantem Einfluss auf die Relaxation.
B) Konzentrationen basierend auf den hchsten Cmax-Werten aus Packungsbeilagen;?®

32statistische Fehlerangaben, wo angegeben.



Abbildung 3. Durch Topoisomerase vermittelte Plasmid-DNA-Relaxation llaand IIBin das
Vorhandensein ausgewahlter Chinolone. Die Plasmid-DNA wurde mit ATP in Abwesenheit (-T) oder
Anwesenheit (+T) von Topoisomerase inkubiert lla(Top2A, oberes Gel) orB(Top2B, unteres Gel). Die
Reaktionen wurden mit 3, 30 oder 300uM von Nalidixinsdure(NA), Moxifloxacin (Moxi), Gemifloxacin
(Gemi), Ciprofloxacin(Cipro) oder Levofloxacin (Levo) durchgeflihrt. Die Positionen des entspannten
(Rel) und des superspiralisierten (SC) Plasmids sind links dargestellt. Es sind reprasentative Gele
dargestellt, und die Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt.
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Abbildung 4. Hemmung der Relaxation der Plasmid-DNA in Gegenwart steigender Konzentrationen
von Fluorchinolonen. A: Plasmid-DNA wurde mit ATP in Abwesenheit (-T) oder Anwesenheit (+T) von
Topoisomerase lla(Top2A, oberes Gel) oder [IB(Top2B, unteres Gel) inkubiert. Die Reaktionen
wurden mit 10-300uM von Gemifloxacin (Gemi), Ciprofloxacin (Cipro) oder Desethylen-Ciprofloxacin
(D-Cipro) durchgefiihrt. 10300uM von Gemifloxacin (Gemi), Ciprofloxacin (Cipro) oder Desethylen-
Ciprofloxacin (D-Cipro). Es sind reprasentative Gele dargestellt, und die Experimente wurden
mindestens dreimal durchgefiihrt. B: Struktur von Desethylen-Ciprofloxacin. C: Quantifizierte
Plasmid-Doppelstrang-DNA-Spaltung mit Topoisomerase lla(Top2A) oder 113(Top2B) in Gegenwart
von 30uM Etoposid (Etop, schwarze Balken) oder 300uM Desethylen-Ciprofloxacin (D-Cipro, rote
Balken) ist dargestellt. Die gestrichelte Linie stellt den Grad der DNA-Spaltung in Gegenwart von
DMSO dar. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von drei oder mehr unabhangigen
Experimenten.



Gemi Cipro D-Cipro
-T +T 10 25 50 100200300 10 25 50100 200 300 10 25 50 100 200 300 uM
RoiReeli Sl A Ao Baiauiall o B R L R _B_R- R N1 R

Top2A

Top2B
B C T D-Cipro: 300 ul

o ) 8;‘ Etoposda 30 uM

I :
v AL B
~ TOH B
L] <
H,N S, L z
N N N s
| | 8
H ) o
/\ 3
4 » z
Desethylene Ciprofloxacin

TopZA TopzB

Obwohl diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Fluorchinolone einen Einfluss auf die gesamte
katalytische Aktivitat der Humantopoisomerase lla und IIB haben kdnnen, ist unklar, ob die
beobachteten Konzentrationen klinisch relevant sind. Zu diesem Zweck werden in Tabelle 1 sowohl
die Ergebnisse der Plasmid-DNA-Relaxation in einem gereinigten System, die oben besprochen
wurden, als auch die in den Packungsbeilagen der Medikamente angegebenen
Plasmakonzentrationen zusammengefasst.?%32 Wie in Tabelle 1 zu sehen ist, wird erwartet, dass
Gemifloxacin unter 24ug/mL und dariber einen signifikanten Einfluss auf die Relaxation hat, was
bedeutet, dass es bei Konzentrationen unterhalb dieses Niveaus eine geringere Auswirkung hatte.
Umgekehrt wird erwartet, dass Ciprofloxacin und Desethylen-Ciprofloxacin erst bei Konzentrationen
Uber 74-110pg/mL einen signifikanten Einfluss auf die Relaxation haben. Wie in Tabelle 1 zu sehen
ist, fallen die maximalen Plasmakonzentrationen in den Bereich 1-10ug/mL. Die
Plasmakonzentrationen dieser Verbindungen missten je nach Fluorchinolon 15-100-fach héher sein,
um einen Einfluss auf die Topoisomerase-II-Aktivitat zu beobachten. Diese Daten deuten darauf hin,
dass die Mehrheit der Patienten, die mit Fluorchinolonen behandelt werden, hochst
unwahrscheinlich Plasmakonzentrationen dieser Medikamente erreichen werden, die hoch genug
sind, um eine signifikante Stérung der Topoisomerase-II-Aktivitdt zu verursachen.?33% Den Daten
zufolge beinhaltet diese Interaktion zwei Schliisselreste in den bakteriellen Enzymen.3334 Eine
Invariante von Ser(manchmal Thr) und Asp/Glu findet sich in GyrA und ParC/GrlA, die Untereinheiten
der heterotetrameren (A2:B2)-Struktur der DNA-Gyrase bzw. Topoisomerase IV sind.Das Fehlen
dieser Reste kann zur Resistenz gegen die Vergiftung bakterieller Topoisomerasen durch
Fluorchinolone beitragen. Dieser Enzym/Drogen-Wechselwirkungsmechanismus wird auch durch den
biochemischen Nachweis mit DNA-Gyrase unterstitzt, was darauf hindeutet, dass dies ein
allgemeiner Mechanismus fiir bakterielle Topoisomerasen vom Typ Il ist.3>3¢ Wie in Abbildung 5 zu
sehen ist, werden diese Riickstande unter reprasentativen Bakterienarten geteilt, von denen bekannt
ist, dass sie fiir Fluorchinolone am anfalligsten sind. Wie bereits friiher erwahnt, fehlen diese
Riickstande bei menschlichen Typ-lI-Topoisomerasen.?* Zu diesem Zweck haben Aldred et al. gezeigt,
dass Mutationen an diesen Positionen in der menschlichen Topoisomerase llarender eine Form sind,



die fir eine Vergiftung durch Ciprofloxacin anfillig ist.2* Basierend auf der Sequenzanalyse wiirden
wir also nicht erwarten, dass die Wildtyp-Human-Topoisomerase lla und IIf durch Fluorchinolone
vergiftet wird, wenn der Vergiftungsmechanismus die gleichen Interaktionen und Metall-lonen-
Briicken nutzt, die in Bakterienenzymen vorkommen. Unsere Daten zeigen bei einer Gruppe klinisch
zugelassener Mittel, dass die humane Topoisomerase lla und [IB nicht durch diese Verbindungen
vergiftet werden, wie durch die Analyse der Aminosaduresequenzdaten vorhergesagt.

Abbildung 5. Ausrichtung der ausgewahlten Enzymsequenz an der Region, von der bekannt ist, dass
sie an Chinolone bindet. Rot hervorgehoben sind die Positionen der Ser- und Asp/Glu-Reste. Gezeigt
sind Sequenzen fir die DNA-Untereinheiten GyraseGyrA und Topoisomerase IV ParC/GrlA
ausEscherichia coli(Ec),Staphylococcus aureus(Sa),Streptococcus pneumonia(Sp),Pseudomonas
aeruginosa(Pa) undHaemophilus influenza(Hi). Alsoshow sind Sequenzen fiirHomo
sapienstopoisomerase Il (hTllaandhTIIB) dargestellt, denen die an der Chinolonsalzbriicke beteiligten
Reste fehlen.

Ec GyrhA GEYHPHGDSAVYDTIVEMAQEF 96
Ec ParC GEYHPHGDSACYEAMVLMADEF 93
Sa GyraA GEYHPHGDESIYEAMVEMAQDF 97
Za Grlh GOYHPHGDEEVYERMVELSQDW 53
Sp Gyri GEYHPHGEDSSIYEAMVREMAQHNW 94
Sp Grla CHFHPHEDSSIYDAMVEMSONW 35
Pa Gyrh GEYHPHGDTAVYDTIVEMAQEEF 26
Pa Grla GEFHPHGDSACYEAMVIMAQEF 100
Hi GyrhA GEFHPHGDSACYEAMVLMAQPF a7
Hi Grla GEYHFHGDSAVYDTIVEMAQEF 97
hTITo S5YH-HGEVELMYTITNLAQNE 775
hTIIf SAYH-HGEOALMUTIVHLAQHE TeE

SCHLUSSFOLGERUNGEN Fluorchinolone stellen eine wichtige Klasse weit verbreiteter Arzneimittel
mit einem breiten Wirkungsspektrum sowohl bei grampositiven als auch bei gramnegativen
Infektionen dar. Leider kommt es bei einem kleinen Prozentsatz der Patienten zu schwerwiegenden
Nebenwirkungen dieser Mittel, darunter toperiphere Neuropathien, Sehnenrupturen,
Herzrhythmusstorungen und verschiedene Nebenwirkungen auf die psychische Gesundheit, auf die
weiter oben eingegangen wurde. Es gibt Hinweise darauf, dass Mitochondrialdysfunktionen bei
einigen dieser Ereignisse wie Neuropathien und Problemen im Zusammenhang mit Muskeln eine
Rolle spielen kdnnten.?%%3 Zu diesem Zweck wurde vorgeschlagen, dass Fluorchinolon-vermittelte
Storungen der humanen Topoisomerase lla und IIB, die in den Mitochondrien vorhanden sind, zu
diesen Toxizititen beitragen kdnnten.'® Auf der Grundlage der Beweise, die wir unter Verwendung
von drei klinisch relevanten Fluorchinolonen vorgelegt haben, konnten wir keinen Einfluss auf die
humane Topoisomerase beobachten lla oder IIB bei klinisch relevante Arzneimittelkonzentrationen.
Unsere Ergebnisse stimmen mit einer aktuellen Studie Uberein, die darauf hinwies, dass die
menschliche Topoisomerase lla und B durch 80pug/mL Ciprofloxacin gehemmt wird, das als
Demonstrationsmedikament zu einer Stérung der mitochondrialen DNA-Replikation fiihren kénnte.*®
Angesichts der hohen Konzentration, die in dieser friiheren Studie verwendet wurde, ist es
unwahrscheinlich, dass die Patienten ausreichende Wirkstoffkonzentrationen erreichen, da die



klinischen Daten diese Art von Auswirkungen auf die Topoisomerase Il in den Mitochondrien
zeigen.'® Die mit den Fluorchinolonen verbundenen unerwiinschten Ereignisse sind nicht signifikant
und erfordern weitere Untersuchungen. Obwohl es moglich ist, dass die humane Topoisomerase lla
und / oder IIB unerwiinschte Ereignisse im Zusammenhang mit Fluorchinolonen hervorrufen kann,
deuten die hier vorliegenden Erkenntnisse darauf hin, dass eine Hemmung der humanen
Topoisomerase Il wahrscheinlich nicht die Art der klinisch beobachteten unerwiinschten Ereignisse
erklaren kann, weshalb wir vorschlagen, dass weitere potenzielle Arzneimittelziele identifiziert und
untersucht werden sollten. Beispielsweise liefern friihere Studien, in denen eine erhéhte Anzahl
reaktiver Sauerstoffspezies und eine verminderte Expression von mitochondrialen Proteinen als
Reaktion auf Fluorchinolone nachgewiesen wurde, wertvolle Hinweise zur Identifizierung von Targets
in menschlichen Zellen.??3” Daher sollten sich die Bemiihungen zur Untersuchung dieser
unerwiinschten Ereignisse darauf konzentrieren, andere Enzyme und Wege zu identifizieren, die
durch diese Verbindungen beeintrachtigt werden.m

METHODE. Enzymes und Materialien.humane Wildtyp-Topoisomerasell (TOP2A) und IIB(TOP2B)
wurden in Saccha-romyces cerevisiaeJEL1top1l-Zellen exprimiert und wie zuvor beschrieben
gereinigt.?® Beide Enzyme enthalten zu Reinigungszwecken einen C-terminalen His-Tag. Die Enzyme
wurden bei -80°Casal mg/ml (4uM fiir Wildtyp) in 50 mM Tris-HCl, pH 7,7, 0,1 mM EDTA, 750 mM
KCl, 5% Glycerin und <40uMdithiothreitol (DTT) (aus der Enzymzubereitung) gelagert. negativ
supercoiled pBR322-DNA wurde aus E.coli unter Verwendung eines Plasmid-Mega-Kits (Qiagen) mit
einer Modifikation des Herstellerprotokolls hergestellt. Etoposid(Sigma) und Chinolone (Cayman
Chemical und LKT) wurden bei 4°C als 20 oder 30 mM Stammlésungen in 100% DMSO bzw.
Topoisomerase lla-vermittelten Relaxation der PlasmidDNA gelagert. Die Reaktionsmischungen
enthielten 22 nM Wildtyp-Topoisomerase lla, 5 nM negativ supercoiled pBR322DNA und 1 mM ATP
in 20ulL aus 10 mM Tris-HCI, pH 7,9, 175 mM KCl, 0,1 mM Na2EDTA, 5 mM MgCl2 und 2,5%Glycerin.
Die Assays wurden durch Zugabe von Enzymen gestartet, und DNA-Relaxationsgemische wurden 15
Minuten bei 37°C inkubiert. Die DNA-Relaxationsreaktionen wurden in Gegenwart von1% DMSO
(Kontrolle), Etoposid oder steigender Konzentration von Fluorchinolonen durchgefiihrt. Die DNA-
Relaxation wurde durch Zugabe von 3L einer Stopplésung (77,5 mM Na2EDTA, 0,77%SDS) gestoppt.
Die Proben wurden mit 2uL Agarosegel-Ladepuffer gemischt, 2 Minuten lang auf 45°C erhitzt und
einer Gelelektrophorese in FSME-Agarosegelen von 1% unterzogen. Das Agarosegel wurde dann 15-
30 Minuten lang in Ethidiumbromid angefarbt. Die DNA-Banden wurden mit UV-Licht unter
Verwendung eines Bio-Rad ChemiDoc MPImaging Systems und Image Lab Software (Hercules, CA)
sichtbar gemacht. Die DNA-Relaxation wurde durch die Umwandlung von supercoiled Plasmid-DNA
in entspannte Topoisomere liberwacht. lla. Die vermittelte Spaltung der Plasmid-DNA wurde mit
dem Verfahren von Fortune und Osheroff durchgefiihrt.3® Die Reaktionsgemische enthielten 150 nM
Wildtyp TOP2A oder TOP2B und 5 nMnegativ supercoiled pBR322 DNA in 20uL aus 10 mM Tris-HClI,
pH 7,9, 100 mM KCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 und 2,5% Glycerin. Die Endreaktionsmischungen
enthielten <1uM DTT, was den von der Enzymzubereitung mitgeflihrten DTT-Rest darstellt. Sofern
nicht anders angegeben, wurden die Assays durch Zugabe von Enzymen gestartet, und die DNA-
Spaltungsmischungen wurden 6 Minuten bei 37°C inkubiert. Die DNA-Spaltungsreaktionen wurden in
Abwesenheit der Verbindung (1%ige DMSO-L6sung als Kontrolle) oder in Gegenwart von Etoposid
durchgefiihrt, oder steigende Konzentrationen von Fluorchinolonen DNA-Spaltkomplexe wurden
durch Zugabe von 2L von 5% SDS, gefolgt von 2ulL von 250 mM Na2EDTA, pH 8,0, abgefangen.
Proteinase K wurde hinzugefiigt (2L einer 0,8 mg/mL Losung), und die Reaktionsmischungen



wurden 30 Minuten bei 37°C inkubiert, um die Digesttopoisomerase lla zu verdauen. Die Proben
wurden mit 2ul von Agarosegel gemischt.

(La Jolla, Kalifornien). Die relative DNA-Spaltung wurde berechnet, indem die DNA-Spaltungsniveaus
in Anwesenheit von DMSO auf 1,
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