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Pyrrolnitrin als Leitsubstanz
far Wirkstoffe, die durch
Aktivierung einer Pilz-
spezifischen Histidin-Kinase

antifungal wirken

Frank Ebel



LUDWIG-
MAXIMILIANS-
UNIVERSITAT
MUNCHEN

o

Herkunft wichtiger Antimyktika

« Azole (Clotrimazol)

« Screening von Uber 600
Trityl-Imidazol-Derivaten

* Polyene (Amphotericin B)

« Streptomyces nodosum

« Vancomyecin, Erythromycin,
Chloramphenicol

« Amphotericin B, Nystatin

e Ecchinocandine

« Papulacandine aus dem
marinen Pilz
« Papularia sphaerosperma




Pyrrolnitrin
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aus Pseudomonas pyrrocinia

[Agr. Biol. Chem., Vol. 28, No. 8, p. 575~576, 1964

Pyrrolnitrin, a New Antibiotic Substance, Produced by

Pseudomonas

Sir:

A new antibiotic substance was isolated
from the bacterial cells of a Pseudomonas.
The antibiotic substance was named Pyrrol-
nitrin.

Pyrrolnitrin was extracted with acetone
from bacterial cells which were grown on
bouillon medium. The oily matter obtained
from concentrate of acetone solution was
extracted again with petroleum benzin. The

for ferric chloride test. The formula C,H,
O,N,Cl, was assigned to Pyrrolnitrin through
elementary analysis and molecular weight
determination (Rast, 243). Anal. Found: C,
46.58; H, 2.42; 0, 12.41; N, 10.82; Cl, 27.23 95.
Caled. for C,,H,O,N,Cl;: C, 46.71; H, 2.33;
O, 12.45; N, 10.89; Cl, 27.68¢;. The in-
frared spectrum of Pyrrolnitrin is shown in
Fig. 1.

The band at 3480 cm~! in the infrared
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Fludioxonil



Aspergilli
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Fludioxonil paper disk assay (5 ug / disk)

37°C

A. fumigatus

4 Wiedemann et al., Int. J. Med. Microbiol., 2016
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S. aurantiacum and
Pseudallescheria boydii

fludioxonil
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Fludioxonil (1 pg/ml)
video starts after 4 h
ends after 9 h

- Growth arrest
- Swelling

- Lysis

- Septation

- Mitosis




Fludioxonil-induced Cell Wall Reorganizations
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galactomannan

Oh 10 h
fludioxonil (1 pg/ml)

McCormick et al., PLoSone, 2012; Wiedemann et al., Int. J. Med. Microbiol., 2016,
7 Schruefer et al., BMC Genomics. 2023
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Impact of Fludioxonil:
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w/o fludioxonil with fludioxonil

Increased Osmotic Pressure and Cell Wall Reorganizations

chitin

galactomannan

- Increased osmotic pressure in the cytoplasm
- Impaired cell wall stability

8 Schruefer et al., Sci Rep, 2021, BMC Genomics 2023
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Fludioxonil-induced lysis of GFP-expressing A. fumigatus hyphae
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48h




Fludioxonil triggers its fungicidal
activity via TcsC
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+ fludioxonil

Fludioxonil (1 pg/ml)
10* 10° 102 10*

AfS35 = delta tcsC

McCormick et al., PLoSone, 2012 AfS35

AtcsC

NaCl (1 M)



High Osmolarity Glycerol (HOG) Pathway

LUDWIG-
MAXIMILIANS-
UNIVERSITAT
MUNCHEN

@ histidine phosphotransfer protein

P @ response regulators
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two-component sensor kinase

MAP kinase cascade

=P = phosphorylation
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| Another target: Ypd1l
LMIU| s ypdl... ., without doxycyclin
" — phenotype resembles that of fludioxonil-treated

wild type hyphae

AMM

AMM
with doxy 24h

w/o doxy

AfS35 ypd1teton ®  AfS35ypdrten
+ ypd1 #2 o + ypd18% #3
AfS35 ypd“l tet-on 0 ® AfS35 ypd'l tet-on
+ ypd1 #5 ) + ypd~| HBYG 49

Af$35 ypd1teton

42h

- Schruefer et al., Frontiers in Fungal Biology, 2021 chitin nuclei



High Osmolarity Glycerol (HOG) Pathway Hyperosmotic stress

LUDWIG-

LMU| s Fludioxonil / Pyrrolnitrin
two-component sensor kinase L
activation
histidin phosphotransfer protein
inhibition

response regulators

Mammals possess no orthologs
of Ypdl and TcsC

13 13

Transcriptional response



Infection of Embryonated Eggs
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infected with AfS35
100

The presence of albumin
has a negative impact on
the antifungal activity of
fludioxonil

80-

i
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Percent survival
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days post infection

AF35/EtOH/EtOH/EOH . .
assipusoetorieod 20 Mg fludioxonil / EtOH

-
-
-+ Af35/FUSO/FS/EtOH atday 1, 2, 3
~o- Af35/FIu50/Flus0/Flus0
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Screening Assay for TcsC-dependent Antifungal Agents
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My
* A. nidulans (RG 1)

w/o fludioxonil : | with fludioxonill

wild type strain (GFP) / AtcsC mutant (RFP)
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I 3 S 6 Plempel u. a.: Experimentzlle Befuide cher vin neves, vral wirksames Antimikotkuin

Deutsche Medizinische Wochenschrift

Experimentelle Befunde liber ein neues,
oral wirksames Antimykotikum
mit breitem Wirkungsspektrum

M. Plempel, K. Bartmann, K. H. Biichel
und E. Regel

Yorschungslzbaratorien der Fachenfubriken Bayer AG,
Werk Elherfeld

Nach den Blut- und Gewebespiegeln, die mit verschiedenen Dosen von Bis-phenyl-{2-chlorphenyl)-
1-imidazolyl-methan (BAY b 5097) bei Versuchstieren und Patienten erreicht werden, kann die
Empfindlichkeitsgrenze pathogener Pilze in vivo mit 4-6 (-8) v/ml angenommen werden. In
diesem Konzentrationsbereich in vivo sicher erreichbar sind 1. alle gepriiften Candida-Arten, vor
allem C. albicans und C. tropicalis, 2. die Dermatophyten der Gattungen Trichophyton und
Microsporan, 3. die Sprofipilze der Gattungen Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis,
Histoplasma capsulatum und Cryptococcus neoformans, 4. die Aspergillen, 5. die Chromomyceten
der Gartungen Phialophora und Hormodendrum, 6. Cladosporium carrioni, In vivo maglicher-
weise noch erreichbar sind die Allescherien, das biphasische Sporotrichon Schenckii sowie
Schimmelpilze der Gattungen Mucor und Blakeslea, die nur ausnahmsweise pathogen sind. Nicht
mehr im In-vivo-Wirkungsspektrum liegen Madurella-Arten und die aufgrund ihrer Zellwand-
struktur zu den Bakterien zahlenden, aerob wachsenden Strahlenpilze Nocardia asteroides

und N. brasiliensis. Nach unseren tierexperimentellen Daten wirkt BAY b 5097 bei oraler
Applikation bei System- und Dermaromykosen in der erforderlichen Dosierung zuverlassig. Die
optimale Therapiedauer im Tierexperiment betriagt bei System-Mykosen 8-12 Tage, bei Dermato-
mykosen 12-16 Tage, eine kiirzere Therapiedauer fithrt zu Rezidiven.

Bis-phenyl- (2 -chlorphenyl) - 1-imidazolylmethan (BAY b
5097) wurde 1967 neben 600 weiteren Tritylimidazol-
Derivaten in den Forschungslaboratorien der Farbenfabri-
ken Bayer AG synthe‘tisiert. Von anderen Tripheny!v
methan-Verbindungen war bekannt, daff sie zur Bildung
reaktiver Carbonium-lonen befihigt sind und molluskizide
sowie blattfungizide Eigenschaften haben.

Chemie wnd allgemeine Eigenschaften: BAY b 5097 ist eine farblose,
kristalline Substanz mit einem Schmelzpunke von 143 °C. Sie reagiert
schwach basisch und bildet mit anorganischen und organischen Sauren
stabile Salze. Beim Erwirmen in wiBrigen Siuren hydrolysiert BAY b
5097 rasch in Imidazol und 2-Chlor-tritylearbinol, gegeniiber Alkali
ist die Substanz stabil. Die Loslichkeit der freien Basc in Wasser,
Benzin und Toluol ist gering, dagegen gur in Aceron, Chloroform,
Essigester und Dimethylformamid.

sowie einige wichtige pharmakokinetische Eigenschaften
von BAY b 5097 zusammengestellt.

Antimycetisches Wirkungsspektrum, Wirkungs-
intensitat und Wirkungstyp

[Das antimycetische Wirkungsspektrum in vitro wurde im Rethenver-
diinnungstest ermittelt, Wirkungsintensitit und Wirkungstyp wurden
im Warburg-Geriir an prolifcricrenden Keimen der Gartungen Tri-
chophyton, Candida und Histoplasma bestimme. Als Nihrsubstrare
dienten fitr Dermatophyten, und Aspergillen Sabourauds »milieu
d'épreuves, fiir Sprofipilze Fleischwasser-Traubenzucker-Bouillon. Be-
briftungstemperatur war 28° C, Bebriitungsdauer 24-96 Seunden.

In der Tabelle 1 sind die minimalen Hemmkonzentratio-
nen von BAY b 5097 gegeniiber verschiedenen Pilzspezies

avmnmakan Than  acslecscanslas L T e

Herkunft wichtiger Antimyktika

 Clotrimazol

 Deutsche Medizinische Wochenschrift.
Band 94, Nr. 26, 1969, S. 1356-1364

« 1967 Uber 600 Tritylimidazol-Derivate getestet

 Trityl = Triphenylmethyl (Schutzgruppe)



Herkunft wichtiger Antimyktika
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Amphotericin B, a polyene-macrolactone from Streptomyces nodosum
(1955)

Vancomycin, Erythromycin, Chloramphenicol

Amphotericin B, Nystatin




Herkunft wichtiger Antimyktika
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* Echinocandins derive from papulacandins isolated from a strain of
Papularia sphaerosperma

> ) Antibiot (Tokyo). 1977 Apr;30(4):289-96. doi: 10.7164/antibiotics.30.289 (3.

Papulacandins, a new family of antibiotics with
antifungal activity, I. Fermentation, isolation,
chemical and biological characterization of
papulacandins A, B, C,Dand E

P Traxler, ) Gruner, J A Auden

WaRMS

WOoRMS name details World Register of Marine Species

Papularia Fr., 1825
AphialD 100235 (urnilsid:marinespecies.org:taxname:100235)

Classification Biota Fungi (Kingdom}) Ascomycota (Phylum (Division)) Pezizomycotina (Subphylum (Subdivision}) Sordariomycetes (Class) Xylariomycetidae (Subclass) xylariales (Order)
Apiosporaceae (Family) Papularia (Genus)



Antagonismus zwischen Pilzen
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 Aspergillus fumigatus

« Malassezia pachydermatis

Tag 2

e Candida albicans

21
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