2. Theoretischer Teil

2.1. ZyKklische Peptide und Proteine

Die Entdeckung der biologischen Wirkung zyklischer Peptide und Proteine geht weit zuriick.
Ein Grofiteil dieser Klasse wurden mit ihren Wirkungsweisen erst in den letzten 10 Jahren
charakterisiert.!® In den siebziger Jahren wurde von Gran et al. die Eigenschaften eines
Extraktes aus Oldenlandia affinis, einer in Afrika beheimateten Pflanze entdeckt, welche
Uteruskontraktionen ausloste. Als Ursache wurde damals ein 29 Aminosduren langes Peptid
namens Kalata B1 identifiziert,”) wobei die Struktur unbekannt blieb. Erst 25 Jahre spiter
wurde es als Genprodukt identifiziert und als zyklisches Peptid aufgeklirt.!'"') Die Klasse
dieser Verbindungen reicht von kleinen Peptidstrukturen, die weniger als 12 Aminosduren
haben, wie zum Beispiel das Cyclosporin A (3), bis hin zu groen DNA-kodierten Proteinen
zwischen 14 und 70 Aminosduren.!” Zyklische Peptide und Proteine, die iiber eine
Amidbindung verkniipft sind, zeichnen sich generell durch eine hohere Stabilitdt aus. Im
Gegensatz zu linearen  Strukturen besitzen sie keinen flexiblen C- oder
N-Terminus und proteolytische Enzyme finden keinen Ansatzpunkt.!'”

Charakteristisch fiir zyklische Peptide und Proteine ist der fast ausschlieBliche Einsatz im
Abwehrsystem des Wirtes. Dennoch unterscheiden sie sich in einigen Merkmalen. Man findet
bei den bisher bekannten zyklischen Vertretern dieser Klasse aus Mikroorganismen
Strukturen ohne Disulfidbriicken. Bei hoheren Organismen werden diese jedoch fast
durchweg ausgebildet.!*! Da das Gebiet der zyklischen Peptide und Proteine ein recht junges
Forschungsfeld ist, sind viele Aspekte der Struktur-Wirkungs-Beziehungen noch ungeniigend
aufgeklart. Die Biosynthesen vieler Peptide sind bislang nicht bekannt oder nur teilweise
verstanden. Viele zyklische Vertreter stammen von azyklischen Vorldufer-Proteinen ab, die
am N-Terminus ein Signalpeptid besitzen, das in den Spaltungs- und Zyklisierungsprozess
integriert ist. Bei mehreren Verbindungen aus Pflanzen und Saugetieren beinhalten sie
auflerdem eine C-terminale Doméne, die bei der fiir die Zyklisierung relevanten
Konformation eine Rolle spielen konnte. Interessanterweise gibt es keine exakt und nur sehr
wenig natiirlich vorkommende, lineare Analoga zu dieser Klasse der zyklischen Naturstoffe.
Daraus ldsst sich schlieBen, dass dieser Schritt effizient und schnell ablduft, nachdem das
lineare Vorlauferpeptid abgespalten wurde.!! Ein enzymatischer Prozess ist daher vermutlich
der entscheidende Weg zur Zyklisierung. Von diesen Enzymen wurden bisher erst wenige

charakterisiert, die die notige Spezifitit fiir die relevanten chemischen Transformationen
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besitzen. Eine  Aufklirung der Biosynthese inklusive dem  enzymatischen

Zyklisierungsprozess des Tyrocidin A (4) veroffentlichten Burkart et al. 2002 (Schema 1).1'¥
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Schema 1: Biosynthese und biomimetische Synthese des Tyrocidin A (4)

Das lineare Vorlduferpeptid wird tiber eine Multidomine der nicht-ribosomalen Synthetase, in
jedem Schritt tiber einen Thioester an ein Tragerprotein verkniipft, aufgebaut. Dies entspricht
dem biologischen Analogon zur Festphasensynthese. Im letzten Schritt wird iiber eine
integrierte C-terminale Thioesterasedoméne (TE) die Zyklisierung durchgefiihrt. Weiterhin
konnten Burkart et al zeigen, dass auch die isolierte Thioesterase-Domine die
Peptidzyklisierung in Losung und an der Festphase (PEGA-Harz) katalysiert.'" An der

Festphase wurde das Peptid itiber einen biomimetischen Linker an das Harz gebunden



(Schema 1). Dabei toleriert die Esterase Variationen der Peptidlinge, wie auch ein breites
Spektrum an unterschiedlichen Aminoséureseitenketten.™ '

In den folgenden Kapiteln 2.1.1-2.1.4 werden die Strukturen einiger biologisch relevanter
zyklischer Peptide und Proteine ndher beschrieben. Dort sind sie in die Wirtsorganismen
unterteilt, angefangen von den am weitesten entwickelten Lebewesen, den Sdugetieren, iiber

Pflanzen, Pilze bis hin zu Mikroorganismen.

2.1.1. ZyKklische Peptide und Proteine in Siugetieren

Ein zyklisches Peptid in Siugetieren ist das RTD-1 (Rhesus theta defensin 1; Abbildung 3).1'®’
Diese zyklische Verbindung stammt aus den Leukozyten der Rhesusaffen und hat 18
Aminosduren in seiner Sequenz. Es gehort mit seinen 6 Cysteinen und 5 Argininen zu den
Cystein-reichen Peptiden. Diese bilden dabei drei Disulfidbriicken aus, die @hnlich einer

Leiter angeordnet sind.
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Abbildung 3: Struktur des RTD-1

Die tibrige Struktur kennzeichnet sich durch zwei -Strdnge, die an den Enden jeweils mit
einem engen Turn im Peptidriickgrat verkntipft sind. Haupteffekt der Zyklisierung ist wohl
die Stabilitdt. Da RTD-1 aufgrund seines antibakteriellen Charakters zur Wirtsverteidigung
gegeniiber Bakterien eingesetzt wird, bringt ihm eine Stabilitdt gegen Proteolyse durch

Exoproteasen einen entscheidenden Vorteil [



RTI:Hnl _ﬂ-l R'I'D'Ih' u
TL L

RTD-1

E cﬁc U c{RHE

S

ljc c@c v

RTD-3 RTD-2

Fl- t:]E-::-[— {Hﬂ cifl c/L- c-ﬂ-ﬂ/g

/3
GHRHT! ¢ —--cﬂw géﬂcucﬂcu

Schema 2: Biosynthese des RTD-1

Die Biosynthese geht von RTDla und RTDI1b aus, die jeweils eine lineare Vorstufe des
RTD-1 kodieren.!"” Diese werden dann in zwei Verkniipfungen miteinander zyklisiert. Zwar
ist die Gensequenz der Vorstufen bekannt, die fiir die Spaltung und Zyklisierung
verantwortlichen Enzyme bislang allerdings noch nicht. Man findet neben dem RTD-1 mit
RTD-2 (ausgehend von RTDIb) und RTD-3 (ausgehend von RTDla) noch zwei weitere

Homodimere im Verhiltnis 29:1:2 (Schema 2).l'"'*]

2.1.2. ZyKlische Peptide und Proteine in Pflanzen

In Pflanzen sind die Cyclotide beheimatet, die mit mehr als 45 Mitgliedern die grofte Gruppe
an zyklischen Proteinen darstellen. Sie haben eine SequenzgréBe von 28-37 Aminosduren und
stammen fast ausschlieBlich aus der in den Tropen ansdssigen Familie der Rubiaceae. Thre
Strukturmerkmale sind die Zyklisierung und 6 Cysteine, die wie im RTD-1 drei
Disulfidbriicken ausbilden. Im Gegensatz zum RTD-1 sind sie nicht wie eine Leiter
angeordnet. Zwei Disulfidbriicken spannen mit dem Peptidriickgrat eine Ebene auf, die von

der dritten geschnitten wird."'” Solche Motive findet man in der Natur nicht nur bei den



Cyclotiden, sondern auch bei kleinen Toxinen®™ oder Wachstumsfaktoren.*" Sie fijhren zu
einer sehr hohen Stabilidt. Die peptidische Ringstruktur dient ebenfalls der Stabilitit, ist
allerdings fiir die dreidimensionale Anordnung der Cyclotide, wie Studien mit offenkettigen
Analoga gezeigt haben, nicht maBgebend.*” Dieses Merkmal fiihrt dazu, dass die Peptide
nicht nur gegeniiber der Hydrolyse durch Proteasen, sondern auch gepaart mit den

Disulfidbriicken gegeniiber thermischer Denaturierung stabil sind.*!

Abbildung 4: Darstellung des Kalata B1 (links) und des MCoTI-II (rechts)

Des weiteren gehoren zu den Merkmalen auch drei B-Faltblattstringe. Cyclotide besitzen
aufgrund dieser komplexen Strukturmerkmale diverse biologische Aktivitdten, wodurch sie in
der Pharmazie haufig auch als Leitstrukturen dienen. Die Cyclotide Circulin A und B zeigen

2] oder das Kalata Bl, wie bereits eingangs

beispielsweise eine anti-HIV-Aktivitit!
erwihnt, fiihrt zu Uterus-Kontraktionen.*® Bei diesem Naturstoff wird vermutet, dass die
eigentliche Aufgabe in der Abwehr von Insekten-Parasiten besteht.!'!] Weitere Cyclotide
wirken antibakteriell oder fungizid.*”? 2000 konnten Hernandez et al. dieser Familie mit
MCoTI-II (Abbildung 4) noch eine weitere Gruppe zuordnen.”® Diese konnten aus den
Samen von Momordica cochinchinensis, einem Rebengewéchs der Familie Curcubitaceae,
isoliert werden. Die Substanzen zeigen die gleichen Strukturmerkmale wie Kalata B1 und
sind die einzigen bisher entdeckten Beispiele, bei der die lineare Form parallel zur zyklischen
Struktur im Organismus vorkommt. Dieser ist der einzige bekannte Vertreter mit diesem
strukturellen Motiv, der ein Trypsin-Inhibitor ist. Die Biosynthese der Cyclotide ist
weitgehend noch nicht bekannt. Im Fall des Kalata B1 konnte gezeigt werden, dass sie durch
eine Multigen-Familie kodiert sind. Die Vorstufen sind mit jeweils einer Signalsequenz iiber

mehrere Doménen verteilt. Diese miissen gespalten und verkniipft werden, wobei weder der

genaue Mechanismus noch mégliche involvierte Enzyme bekannt sind.!'"



Es gibt in Pflanzen auch zyklische Peptidstrukturen, die keine Disulfidbriicken enthalten. In
Abbildung 5 sind vier 2008 verdffentlichte Strukturen (8-11) gezeigt, die Wu et al. aus den
Samen von Annona montana isolieren konnten.*”! Annona montana gehort zu einer grofen
Familie tropischer sowie subtropischer Bdume mit an die 2300 Arten und kommt
hauptséchlich in den tropischen Gebieten Amerikas, Westindiens und dem Stiden Taiwans
vor.”” Aus der Familie Annonaceae konnte bereits eine groBe Anzahl an Naturstoffen isoliert
werden. Viele dieser Substanzen zeigen eine biologische Aktivitit, wie zum Beispiel

(31] (32]

zytotoxische, anti-Malaria, pestizidische?! oder entziindungshemmende ~Aktivitit

(8-11).%%-** %1 (Abbildung 5)
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Abbildung 5: Zyklische Peptide aus Annona montana



2.1.3. Zyklische Peptide in Pilzen
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Abbildung 6: Struktur von a-Amanitin (12) und Phallacidin (13)

Die in Abbildung 6 gezeigten o-Amanitin (12) und Phallacidin (13) sind Toxine zweier
unterschiedlicher Toxinklassen, den Amatoxinen (12) und den Phallotoxinen (13). Beide
werden von Pilzen der Gattung Amanita des Stammes Phalloideae produziert. Nicht alle
Vertreter dieser Gattung produzieren Toxine, einige sind sogar essbar. Dennoch rithren mehr
als 90% aller Pilzvergiftungen von dieser Gattung her. Fiir das o-Amanitin 12 liegt der
LDso-Wert fiir den Menschen bei = 0.1 mg/kg. Ein Pilz der Gattung Amanita bisporigera
kann bis zu 12 mg enthalten, allerdings besitzen nur die Fruchtkérper hohe Konzentrationen

[36]

des Toxins. Der Wirkmechanismus beinhaltet, dass Amatoxine aktiv in die Zellen

aufgenommen werden und die RNA-Polymerase II inhibieren.”! Die Phallotoxine wirken,

indem sie das F-Actin stablhsleren,[ 8

allerdings sind sie aufgrund ihrer schlechten
Resorption fiir eine orale Aufnahme kaum zuginglich.*”) 12 und 13 sind kleine bizyklische
Peptide, mit acht beziechungsweise sieben Aminosiuren. Die Biosynthesen werden nicht von
Peptidsynthetasen durchgefiihrt, sondern sowohl das a-Amanitin (12) als auch das Pallacidin
(13) sind direkt iiber die Gene AMAI und PHAI kodiert.”” Sie werden zunichst als
Vorstufen mit Signalpeptidsequenz am N-Terminus synthetisiert, die dann von
Oligopeptidasen gespalten werden. Die genaue Biosynthese ist noch nicht bekannt, da
Amanita-Pilze schwierig zu kultivieren sind. Dennoch ist klar, dass die Genome von Amanita

bisporigera und Amanita phalloides viele verschiedene Regionen mit Genen besitzen, die zu

AMA1 und PHAl shnlich sind.®”) Sie koénnen somit eine groBe Bandbreite an



verschiedensten 7-10 Aminosduren langen zyklischen Peptiden synthetisieren, die ebenfalls

toxische Wirkung zeigen koénnen.
2.1.4. ZyKlische Peptide und Proteine in Mikroorganismen

Man findet zyklische Peptide und Proteine tiber die gesamte Bandbreite an Mikroorganismen,
dabei dienen sie meist zur Verteidigung.”! Es gibt ein breites Spektrum an verschiedensten
zyklischen Strukturen zu denen auch die in Abbildung 7 gezeigten kleinen Peptide 14-16
gehoren. Auftillig ist, dass Disulfidbriicken in den Naturstoffen der Bakterien, im Gegensatz

zu hoher entwickelten Organismen, eher eine untergeordnete Rolle spielen.
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Abbildung 7: Strukturen von Anabaenopeptid F (14) und Oscillamid Y (15),
Microphycin AL828 (16)

14-16 stammen aus den Cyanobakterien Microcystis sp. Die beiden Protease-Inhibitoren
Anabaenopeptid F (14)P) und Oscillamid Y (15) " sind bereits seit Mitte bis Ende der 90er
Jahre bekannt, wihrend das Microphycin AL828 (16) erst 2008 entdeckt und charakterisiert
wurde.*"! Es handelt es sich um einen Aminoprotease-Inhibitor, der aus acht proteogenen
Aminosduren besteht. Bei diesen Naturstoffen gibt es strukturell kleinere Unterschiede. So ist
16 iiber das Peptidriickgrat zyklisiert, wiahrend bei 14 und 15 eine Lysin-Seitenkette mit dem
C-Terminus verkniipft das zyklische Riickgrat bildet.

10



Ein weiteres Beispiel fiir kleine zyklische Peptide mit bis zu 10 Aminosduren Lénge ist das in

Abbildung 8 gezeigte und in Kapitel 2.1. bereits erwéiihnte Tyrocidin A (4).["*
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Abbildung 8: Struktur des Tyrocidin A (4)

Es besitzt eine P-Faltblattstruktur und gehort zur Klasse kationischer Peptide, die in
verschiedenen Bakterienstimmen zu finden sind. Diese kationischen Peptide wechselwirken
entgegen dem tiblichen Wirkmechanismus von Antibiotika nicht mit spezifischen Proteinen
oder der RNA. Vielmehr wird vermutet, dass ihre Wirkung von unspezifischer Einlagerung in
Zellmembranen herriihrt.[*?) Somit wird die osmotische und ionische Regulierung der Zellen
unterbrochen. Dieser andere Wirkmechanismus macht diese Klasse von Peptiden fiir die

Pharmazie duf3erst interessant.
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