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Theta-Defensine

Cyclische Peptide werden in vielen verschiedenen Organismen vor-
gefunden und zeichnen sich durch ihre Stabilitit und ihre Rolle bei
Abwehrmechanismen aus. Warum wurde in Sdugetieren nur eine
Klasse cyclischer Peptide gefunden? Moglicherweise haben wir noch
nicht griindlich genug nach ihnen geforscht, oder die fiir ihre Erken-
nung notwendigen Techniken sind noch nicht vollstindig entwickelt.
Wir verstehen auch ihre faszinierende Biosynthese aus zwei separaten
Genprodukten noch nicht. Die Bewiiltigung dieser Schwierigkeiten
wird die Anwendung chemischer Hilfsmittel sowie Erkenntnisse iiber
andere Klassen cyclischer Peptide erfordern. Wir stellen hier die
neuesten Entwicklungen bei der Charakterisierung von Theta-Defen-
sinen vor und beschreiben die wichtige Rolle, die die Chemie bei der
Skizzierung ihrer Wirkmechanismen spielte. Dariiber hinaus betonen
wir das Potenzial von Theta-Defensinen als antimikrobielle Substan-
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zen und als Geriiste fiir Peptidwirkstoffe.

1. Natiirliche cyclische Peptide
1.1. Einleitung

Ribosomal synthetisierte cyclische Peptide wurden mitt-
lerweile in Bakterien, Pilzen, Pflanzen sowie Tieren ent-
deckt!" und zeichnen sich durch viele verschiedene GréBen,
Strukturen und biologische Eigenschaften aus (Abbil-
dung 1).5¥ Als die pharmazeutische Industrie begann, sich
fiir Peptidwirkstoffe zu interessieren, erwiesen sich cyclische
Peptide aufgrund ihrer Zersetzungsstabilitét als duBerst viel-

a)

Abbildung 1. Vielfalt cyclischer Peptide. a) Cyclische Peptide kommen
in Bakterien, Pflanzen, Tieren und Pilzen vor. b) Sie unterscheiden sich
in ihren Sequenzen, ihrer Grée und ihren Disulfidverkniipfungen.
Aminosiuresequenzen von AS-48, Kalata B1, RTD-1 und a-Amanitin
mit als graue Linien gezeichneten Disulfidbindungen und mit einem
Stern gekennzeichneten, posttranslational modifizierten Resten.

c) Dreidimensionale Strukturen von AS-48 (PDB 1E68),” Kalata B1
(PDB 1NBT1),l RTD-1 (PDB 2LYF)" und a-Amanitin (PDB 1K83)® in
der Banderdarstellung.
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versprechend.’ !l Theta-Defensine (6-Defensine) sind die
einzige bekannte Klasse cyclischer Peptide aus Sédugetieren
und der Schwerpunkt dieses Aufsatzes. Sie miissen aber im
breiteren Zusammenhang mit weiteren cyclischen Peptiden
verstanden werden, da sie mit jenen géngige Figenschaften
und Probleme teilen. Wir beschreiben, wie einige dieser
Probleme fiir andere Klassen cyclischer Peptide angegangen
wurden und wie diese zu unserem Verstédndnis von 6-Defen-
sinen beitragen konnen.

Die hier beschriebenen cyclischen Peptide sind alle di-
rekte Genprodukte, anzumerken ist aber, dass es viele nicht
ribosomal synthetisierte cyclische Peptide gibt.">!¥ Ein Bei-
spiel hierfiir ist Cyclosporin, ein Pilzpeptid, das als Im-
munsupressivum eingesetzt wird.' AuBerdem gibt es eine
wachsende Zahl bioaktiver Peptide, die kiinstlich cyclisiert
wurden, um die durch ein cyclisches Peptidriickgrat bewirkte,
erhohte Stabilitdt zu nutzen. Ein Beispiel hierfiir ist das cy-
clisierte Kegelschneckengift-Peptid Vcl.1, das in einem Ti-
erschmerzmodell eine erhohte Stabilitit und Potenz auf-
wies.!']

Die Suche nach neuen cyclischen Peptiden ist eine an-
spruchsvolle Aufgabe, da das Fehlen der Termini cyclische
Peptide unempfindlich gegen traditionelle Sequenzierungs-
methoden macht. AuSerdem wird die Suche auf der Ebene
der Nukleinsduren durch die unbekannte Position der ,,Ter-
mini“ und die geringe Grofle des Gens erschwert. Neue
Suchmethoden befinden sich allerdings in der Entwicklung,
insbesondere solche unter Zuhilfenahme der Massenspek-
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trometrie,"” und Daten zu den aufgefundenen cyclischen
Peptiden werden in Cybase gesammelt.'”) Wir erwarten, dass
mit der Entwicklung neuer Entdeckungsmethoden andere
Klassen cyclischer Peptide sowie neuartige Bioaktivitdten
und Anwendungen bekannt werden.

1.2. Bakterielle cyclische Peptide

Von Bakterien produzierte Gen-kodierte cyclische Pep-
tide™ bestehen iiblicherweise aus 30-70 Aminosiuren. Bei
ihnen handelt es sich um die erste beschriebene Klasse ri-
bosomaler cyclischer Peptide; das cyclische Riickgrat von AS-
48, einem Bakteriocin, wurde 1994 aufgeklirt."™ Cyclische
Bakteriocine werden von Bakterien im Stamm Firmicutes
produziert und haben aus a-Helices bestehende kugelformige
Strukturen.”! Cyanobakterien erzeugen Cyanobaktine, die
zusitzlich zur Cyclisierung posttranslationale Modifikationen
aufweisen.” Sowohl cyclische Bakteriocine als auch Cyano-
baktine scheinen zur Verteidigung gegen konkurrierende
Bakterien produziert zu werden und konnten als antimikro-
bielle Wirkstoffe eingesetzt werden. Im Unterschied dazu
spielen die cyclischen Piline eine strukturelle Rolle und
werden fiir den Transfer von genetischem Material verwen-
det.” Der Mechanismus der Biosynthese von bakteriellen
cyclischen Peptiden wird besser verstanden als der ihrer eu-
karyotischen Gegenstiicke, da die Gene, die fiir diese kodie-
ren, oftmals Cluster mit den Genen bilden, die fiir die sie
prozessierenden Enzyme kodieren.'”?!! Die Aufklirung
dieser Mechanismen in Bakterien wird die rekombinante
Herstellung cyclischer Peptide ermoglichen und somit die
Entwicklung von Wirkstoffen auf Basis cyclischer Peptide
vereinfachen.

1.3. Cyclische Peptide aus Pilzen

Pilze der Familie Amanitaceae produzieren zwei Klassen
von cyclischen Peptiden, die Amatoxine und die Phallocidine,
die beide ungewohnliche posttranslationale Modifikationen
aufweisen.>??) Wihrend Phallocidine aus sieben Resten mit
einer Cys-Trp-Sulfidverkniipfung bestehen, setzen sich
Amatoxine aus acht Resten mit einer Cys-Trp-Sulfoxidver-
kniipfung zusammen und sind hydroxyliert.”” Cyclische
Pilzpeptide werden an ihren N- und C-terminalen Prozessie-
rungsstellen von Pro-Resten flankiert, und es wird ange-
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nommen, dass sie durch eine Prolyloligopeptidase cyclisiert
werden.”>?! Sowohl die Amatoxine als auch die Phallocidine
sind fiir den Menschen hochgiftig; Amatoxine inhibieren
durch Bindung an die RNA-Polymerase II die Transkription,
und Phallocidine binden an F-Aktin, das die Faserstruktur
innerhalb der Zelle stabilisiert.?>?)

1.4. Cyclische Peptide aus Pflanzen

Cyclische Peptide aus Pflanzen sind in drei Familien un-
terteilt, die Cyclotide,* die Trypsininhibitoren der Sonnen-
blume?” und Orbitide.®™ Cyclotide bestehen aus ca.
30 Resten und zeichnen sich durch das Motiv des cyclischen
Cystinknotens aus.’®?) Nach der Entdeckung des prototypi-
schen Cyclotids Kalata B1?3! wurden Cyclotide in den Fa-
milien Violaceae, Rubiaceae, Fabaceae, Solanaceae und Cu-
curbitaceae gefunden, und ihre Strukturen, Wirkungen und
Anwendungen wurden ausfiihrlich besprochen.”!! Cyclotide
werden basierend auf ihren Sequenzen und Wirkungen in die
Bracelet-, Mobius- und Trypsininhibitor-Unterfamilien ein-
geteilt.?*? Es wird angenommen, dass die natiirliche Funk-
tion von Cyclotiden aus ihrer Wirkung als pflanzliche Ab-
wehrmolekiile gegen Schidlinge besteht,™ es wurden jedoch
auch mehrere nicht hiermit in Beziehung stehende pharma-
kologische Wirkungen beschrieben, nidmlich eine Anti-HIV-
AktivitiatPY sowie antibakterielle,’> antitumorale,* himo-
lytische®” und uterotonische Wirkungen.®s! Alle diese Akti-
vitdten scheinen den Mechanismus der Membranbindung
gemeinsam zu haben.® Der exakte Mechanismus der Cy-
clotid-Biosynthese ist noch immer unklar; es wird allerdings
angenommen, dass die Cyclotidvorstufe am N-Terminus ge-
spalten wird und eine Asparaginyl-Endopeptidase (AEP)
eine Transpeptidierung zur Bildung des cyclischen Riickgrats
ausfiihrt."”! Zusitzlich zu ihrer offensichtlichen Anwendung
in der Landwirtschaft zum Pflanzenschutz zeigten Cyclotide
Potenzial als stabile Geriiste zum Design von Peptidwirk-
stoffen;*"*! eine mogliche Entwicklung fiir die Zukunft ist
ihre Produktion in ,,Pflanzenfabriken*."

Die Trypsininhibitoren aus Sonnenblumen sind kleiner als
Cyclotide und bestehen nur aus 14 Resten sowie einer Di-
sulfidbindung.””! Die Nukleinsduresequenzen, die fiir die
Familie der cyclischen Peptide aus Sonnenblumen kodieren,
liegen innerhalb von Genen, die fiir Albumin-Samenspei-
cherproteine kodieren und werden durch eine AEP cycli-
siert.*”! Die starke Wirkung des Sonnenblumen-Trypsininhi-
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bitors 1 (SFTI-1) wurde im Hinblick auf das Design poten-
zieller krebshemmender Verbindungen erforscht; chemisch
synthetisierte Analoga von SFTI-1 inhibieren Matriptase!®!
und die Kallikrein-dhnliche Peptidase-4,l46] Proteasen, die an
Brust- bzw. Prostatakrebs beteiligt sind.

In einem vor kurzen erschienenen Bericht wurde die
Bezeichnung Orbitide fiir kleine pflanzliche cyclische Peptide
empfohlen, die zuvor unter der Bezeichnung Cyclolinopep-
tide oder Caryophyllaceae-artige Peptide bekannt waren.*’!
Orbitide bestehen aus fiinf bis zwolf Aminosduren und haben,
im Unterschied zu Cyclotiden, einen groBen Anteil hydro-
phober Reste sowie keine Disulfidbindungen.®*! Es wurden
mehr als 100 Orbitide in zehn Pflanzenfamilien entdeckt, und
analog den Cyclotiden wird angenommen, dass ihre natiirli-
che Funktion in Pflanzen auf einer antiherbivoren oder an-
tibakteriellen Wirkung beruht, wenngleich viele verschiedene
Bioaktivititen in vivo nachgewiesen wurden.”**! DNA-Vor-
stufen von Orbitiden wurden in Saponaria vaccaria identifi-
ziert, und ihre Biosynthese scheint die Spaltung der Vorstufe
durch eine Oligopeptidase, gefolgt von einer durch eine
Serin-Protease vermittelten Cyclisierung, zu umfassen. !

1.5. Cyclische Peptide aus Siugetieren

Seit ihrer Entdeckung 19995 wurden deutliche Fort-
schritte beim Verstdndnis der antimikrobiellen Wirkung von
0-Defensinen erzielt. Viele Fragen sind allerdings noch un-
geklart, besonders im Hinblick auf die Biosynthese. Neueste
Fortschritte bei der Synthese und Charakterisierung von 0-
Defensinen sollten die Bemiithungen zur Losung dieser Pro-
bleme vereinfachen und neue Anwendungen fiir 0-Defensine
aufzeigen. Nachstehend konzentrieren wir uns auf diese
Herausforderungen und Chancen.

2. Sdugetierdefensine
2.1. @-, - und 0-Defensine

Bei Defensinen handelt es sich um Peptide mit mehreren
Disulfidgruppen, die Teil des angeborenen Immunsystems
von Sdugetieren sind, eine Verteidigung gegen mikrobielle
Krankheitserreger bieten und die Immunreaktion regulie-
ren.”>* g-Defensine bestehen aus 29-35 Aminosiuren und
drei Disulfidbindungen in einer I-VI-, II-IV- und III-V-An-
ordnung (Abbildung 2).5>>*! Sechs a-Defensine wurden im
Menschen gefunden: Die menschlichen neutrophilen Peptide
(HNP1-4) und die menschlichen Defensine (HD5 und HD6),
die in den Paneth-Zellen des Darms exprimiert werden.P”! -
Defensine sind gréBer als a-Defensine und bestehen aus ca.
45 Aminosduren und drei Disulfidbindungen in einer I-V-, II-
IV- und II-VI-Anordnung.”>*! Im Menschen sind mehr als
30 B-Defensine vorzufinden, vorzugsweise in Epithelzellen
und dem minnlichen Fortpflanzungssystem.®™ Die dritte
Klasse von Sdugetierdefensinen sind die 6-Defensine (die
wegen ihrer Strukturdhnlichkeit zu dem griechischen Buch-
staben Theta als solche bezeichnet werden), die aus 18 Resten
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Abbildung 2. Siugetierdefensine. a) Saugetierdefensine werden in drei
Klassen unterteilt: a-Defensine (z.B. HNP-4), B-Defensine (z.B. HBD-
3) und 0-Defensine (z.B. HTD-2). Aminosiuren sind durch ihren Ein-
buchstabencode dargestellt, graue Linien stehen fiir Disulfidbindun-
gen, und Disulfidverkniipfungen werden durch rémische Ziffern wie-
dergegeben. b) Dreidimensionale Strukturen von HNP-4 (PDB
1ZMM),P¥ HBD-3 (PDB 1K]6)"® und Retrocyclin-2 (PDB 2ATG)*” sind
in der Binderdarstellung mit grauen Disulfidbindungen abgebildet.

und drei Disulfidbindungen in einer I-VI-, II-V- und III-IV-
Anordnung bestehen.!

2.2. Entdeckung von 0-Defensinen

Das erste cyclische Sdugetierpeptid, Rhesus-6-Defensin-
1 (RTD-1), wurde im Laufe eine Studie zur Defensinexpres-
sion in Leukozyten von Rhesusaffen (Macacca mulata) ent-
deckt.”"! Fraktionierung und Screening eines Leukozytenex-
trakts resultierte in der Isolierung eines aus 18 Resten be-
stehenden Peptids mit potenter antibakterieller Wirkung, und
die Sequenzierung iiberlappender Fragmente fiihrte zur
Strukturaufkldrung des cyclischen Riickgrats. Verdau mit
Thermolysin offenbarte drei parallele Disulfidbindungen, die
inzwischen als cyclische Cystinleiter bezeichnet werden.[”->6%
Eine Suche nach dem fiir RDT-1 kodierenden Gen ergab
iiberraschenderweise zwei Gene (GenBank AF191102 und
AF191103), von denen jedes fiir ein aus neun Resten beste-
hendes RTD-1-Fragment kodiert (Demidefensine RTDla
und RTD1b), gefolgt von drei Resten und einem Stopcodon
(Abbildung 3a).""! Die Gene und Pseudogene von 0-Defen-
sin werden als DEFT- (Defensin Theta) bzw. YDEFT-Gene
bezeichnet. Bei den Genen scheint es sich um verkiirzte Gene
des o-Defensins zu handeln,""! und die beiden kodierten
Demidefensine!® sind durch Spleifien miteinander verbun-
den, um das aus 18 Resten bestehende cyclische 6-Defensin
zu bilden. Bis heute sind 06-Defensine die einzigen bekannten
cyclischen Peptide, die aus zwei separaten Genprodukten
biosynthetisiert werden.!

Eine ungeloste Frage ist, warum heterodimere 0-Defen-
sine héufiger vorkommen als homodimere. Die Isolierung der
Homodimere von RTD1a und RTD1b (RTD-2 und RTD-3)
veranschaulicht, dass n Demidefensingene (n/2)(n+1) 6-De-
fensine ergeben konnen.®? Spiter wurde ein drittes De-
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Abbildung 3. 0-Defensine werden Uber eine binire Ligation von zwei
aus neun Resten bestehenden Demidefensinen synthetisiert.F">*!

a) Demidefensingene enthalten drei Exons und zwei Introns. b) Demi-
defensinvorstufen bestehen aus einer Signalsequenz, einem Proseg-
ment, einem aus neun Resten zusammengesetztem Demidefensin
(RTD-Ta in Hellgrau und RTD1b in Dunkelgrau) sowie einem aus drei
Resten bestehenden Endstiick. Aminoséduren sind durch ihren Ein-
buchstabencode dargestellt, und Sterne repréasentieren Stopcodons.

c) In einem vorgeschlagenen Mechanismus fiir die Biosynthese verbin-
den eine intermolekulare und zwei intramolekulare Disulfidbindungen
(graue Linien) zwei Demidefensine. Das N-terminale Prosegment wird
gespalten, und zwei neue Peptidbindungen ligieren die Demidefensine
unter gleichzeitiger Abspaltung der endstandigen Reste zur Bildung
des cyclischen Peptids.

midefensin, RTD1c, identifiziert, und die sechs entsprechen-
den 0-Defensine RTD-1 bis RTD-6 wurden aus den Neutro-
philen von Makaken isoliert.®! Zwar kann sich die Menge
an 0-Defensinpeptiden zwischen Individuen um den Faktor
drei unterscheiden, allerdings macht RTD-1 etwa 50% der
Gesamtmenge an 0-Defensinen aus.[”! Die Bevorzugung von
heterodimeren gegeniiber homodimeren Spezies und der
hohe Anteil an RTD-1 beziiglich der anderen fiinf Varianten
konnten die Folge der unterschiedlichen Genkopienzahlen
oder verschiedener Expressionsniveaus sein; diese Fragen
bleiben aber offen.

Eine weitere grofle Aufgabe ist es zu verstehen, warum
die Gene von 0-Defensin in Menschen als Pseudogene vor-
liegen und keine 0-Defensinpeptide bilden. Selsted und Mit-
arbeiter bemerkten die Ahnlichkeit der fiir RTD-1 kodieren-
den Gensequenz mit dem Gen, das fiir ein menschliches
Pseudogen idhnlich a-Defensin kodiert (GenBank U10267)5!
und ein Stopcodon in der Signalsequenz aufweist. Lehrer und
Mitarbeiter synthetisierten das 0-Defensin, das aus zwei
Kopien des Pseudogens in Abwesenheit des vorzeitigen
Stopcodons produziert werden wiirde.* Das Peptid wurde

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

D. ). Craik und A. C. Conibear

Retrocyclin genannt und zeichnete dich durch eine potente
Anti-HIV-Aktivitdt und eine geringe Cytotoxitat aus, was der
Frage, warum Menschen keine vererbbaren intakten 6-De-
fensingene haben, eine ironische Wendung verleiht./*"

3. Verteilung und Vielfiltigkeit
3.1. Sequenzvielfalt

Uber die Verteilung und Vielfiltigkeit von 0-Defensinen
ist weniger bekannt als iiber die anderer cyclischer Peptide.
Zum Zeitpunkt des Verfassens dieses Aufsatzes waren
532 Cyclotide seit der Aufklarung ihrer cyclischen Struktur
19952 aus 55 Pflanzenspezies isoliert worden,'”l aber nur
11 verschiedene 0-Defensine aus drei Primatenspezies seit
ihrer Entdeckung 1999.5Y Dieser Gegensatz reflektiert die
hoheren Schwierigkeiten, Gewebeproben von Primaten als
solche von Pflanzen zu erhalten, oder aber das Fehlen effi-
zienter Hilfsmittel zur Entdeckung. Zusitzlich zu den sechs
aus Rhesusaffen (Macacca mulata) isolierten 6-Defensinen
wurden vier 0-Defensin-cDNAs in Leukozyten des Anubis-
pavians erkannt, was darauf schlieBen lisst, dass zehn 6-De-
fensine synthetisiert werden konnen; allerdings wurden nur
fiinf isoliert.® Die beiden aus Leukozyten des Mantelpavians
(Papio hamadryas) isolierten Peptide PhTD-1 und PhTD-3
wurden mithilfe von MALDI-MS sequenziert und wiesen
Sequenzen auf, die mit BTD-1 bzw. BTD-3 identisch
waren.'*! Bis heute werden 0-Defensine, die auf der Peptid-
ebene isoliert wurden, geméfl dem ersten Buchstaben der
Primatenspezies benannt, in der sie vorgefunden wurden. Mit
der Entdeckung von 0-Defensinen in neuen Spezies wird zur
Vermeidung von Mehrdeutigkeiten aber eine systematische
Nomenklatur erforderlich sein.

Fiir das Verstidndnis der Biosynthese von 6-Defensinen
fehlt das Wissen iiber ihre Sequenzvielfalt. Die Sequenzen
aller bekannten, von Genen und Pseudogenen kodierten
Demidefensine sind in Tabelle 1 aufgelistet. Alle auf der
Peptidebene isolierten 0-Defensine enthalten sechs Cystein-
reste. Interessant ist allerdings, dass die Pseudogene von Pan
troglodytes und Pan paniscus nur fiir vier Cysteine kodieren.
Die grofite Sequenzvariation tritt in den vier Resten der -
Schleife sowie der Zahl an Argininresten auf, was eine An-
derung der Ladung von + 2 zu + 6 zur Folge hat.’l Anders als
bei den Cyclotiden wurden keine acyclischen 0-Defensin-
analoga beschrieben, eine Beobachtung, die fiir einen Bio-
synthesemechanismus spricht, der sich von jenem der Cyclo-
tide unterscheidet.

3.2. Verteilung von 0-Defensinen in Primaten

Die Verteilung von 0-Defensinen in Primaten und der
Ursprung des Stopcodons in (pDEFT-Genen werden noch
nicht verstanden. Durch eine phylogenetische Untersuchung
von 21 Spezies der Alt- und Neuweltprimaten wurden neue
DEFT- und yDEFT-Gene ermittelt (Tabelle 1), und man
fand heraus, dass die Gen-stilllegende Mutation in {DEFT-
Genen in einem gemeinsamen Vorfahren von Menschen,
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Tabelle 1: Durch 6-Defensingene (DEFT) und ihre Pseudogene (\}yDEFT) kodierte Demidefensinse-
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wurden keine 6-Defensinpeptide in

quenzen. Menschen gefunden, es liegen aber
Spezies Demidefensin Sequenz® sechs YDEFT-Gene im menschli-
Macaca mulata® ) (Rhesusaffe) DEFT2 (RTD-1a) RCICTRGFC chen Genom vor, fiinf (YDEFT1-5 )
DEFT1 (RTD-1b) RCLCRRGVC auf deﬁ%]Chr°““$°“1 8p23 (gi:
DEFT3 (RTD-1c) RCICVLGIC 501091),"™ vorgelagert dem HNP-
DEFT4 RCICTRGVC 1-Gen, und eins (YDEFT6) auf dem
Chromosom 1q41.”¢7) Wenngleich
Homo sapiens™ " (Mensch) YDEFT1,2,3,5,6 RCICGRGIC Retrocyclin-1 zwei Subtypen des
WDEFT4 RCICGRRIC Thai-HIV-1 inhibiert, zeigte die
Pongo Pygmaeus abelii®”! (Sumatra-Orang-Utan) YDEFT1 RCICRRGVC Sequenzierung von DEFT—Ge.nen
DEFT1.2,4 RCICRRGVC dauerhaft HIV-1-seronegativer
DEFT3 RCICGRGVC weiblicher Prostituierter aus Thai-
land, dass sie alle YWDEFT-Gene
Gorilla gorilla[67] (FIachIand-GoriIIa) WPYDEFT1 RCICGRGIC besaﬁen.[ﬂ] Diese Ergebnisse fiithr-
odvies shrlicher Schi ten zu dem Schluss, dass die weib-
Pan troglodytes®” (Gewodhnlicher Schimpanse) WPYDEFT1 RCIGGRGIC liche HIV-1-Resistenz nicht auf die
Pan paniscus’®” (Bonobo) YDEFT1 RCIGGRGIC 0-Defensinproduktion Zurl..lckzltl-
fiihren war. Trotzdem verbleibt die
Hylobates syndactylus®®” (Siamang) DEFT1 RCICGRGVC Méoglichkeit, dass einige isolierte
Populationen intakte DEFT-Gene
Macaca nemestrina®” (Schweinsaffe) DEFT1 RCICRRGVC zuriickbehalten haben und somit
) e intrinsisch vor HIV  geschiitzt
Colobus guereza kikutensis®” DEFT1 RCVCTRGFC sind 7
(Schwarz-weifler Stummelaffe) ’
Papio anubis’®™! (Anubispavian)/ BTD-a RCVCTRGFC .
Papio hamadryas’® (Mantelpavian) BTD-b RCVCRRGVC 4. Genstruktur und Biosynthe-
BTD-c RCICLLGIC se
BTD-d RCFCRRGVC

[a] Demidefensinsequenz mit Cysteinen fett gesetzt und dem aus drei Resten bestehenden ,,Endstiick*

in Grau.

Schimpansen und Gorillas vor 7.5-10 Millionen Jahren er-
folgte, als die Abstammungsgruppe der Orang-Utans ab-
zweigtel””! Orang-Utans (Pongo Pygmaeus abelii) haben
sowohl intakte als auch stillgelegte Kopien von DEFT-
Genen.® Des Weiteren scheint das Stopcodon aus einer
Serie schrittweiser Mutationen im Codon 17 hervorgegangen
zu sein; CAC/T (Histidin) in Altweltaffen, CAG (Glutamin)
in Orang-Utans und TAG (Stop) in Neuweltaffen.[>¢”]

In Ubereinstimmung mit ihrer Rolle bei der angeborenen
Immunantwort werden 6-Defensine hauptsdchlich im Kno-
chenmark produziert.”!! Sie werden in den Phagozyten,
Neutrophilen und Eosinophilen exprimiert, scheinen nicht
abgesondert zu werden, sind aber in den azurophilen Granula
lokalisiert.®** Vor kurzem wurde aber iiber die Expression
von RTD-1 durch Paneth-Zellen in den Krypten des Diinn-
darms von Rhesusaffen berichtet.” Im Menschen ist die
Expression von {DEFT-Genen im Knochenmark am héchs-
ten, wird aber auch in der Skelettmuskulatur, der Milz, dem
Thymus und den Hoden beobachtet.[*”!

3.3. Menschliche Retrocycline
Macht unsere Unfihigkeit zur immanenten Produktion
von 6-Defensinen uns anfilliger fiir HIV? Diese brennende

Frage wird schwer abschliefend zu beantworten sein. Es
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4.1. Struktur von DEFT-Genen

DEFT-Gene bestehen aus drei
Exons und zwei Introns (Abbil-
dung 3a). Die Exons kodieren fiir ein 76 Reste umfassendes
Propetid, das aus einem Signalpeptid mit 20 Resten, einem
Prosegment mit 44 Resten, einem Demidefensin mit neun
Resten und einem Endstiick mit drei Resten besteht (Abbil-
dung 3b).P! Zwar unterscheiden sich die Strukturen und die
Disulfidverkniipfungen von a- und 0-Defensinen, allerdings
lassen gemeinsame Merkmale ihrer Vorstufenpeptide darauf
schlieBen, dass ein dhnlicher Mechanismus fiir die Prozes-
sierung verantwortlich sein konnte. !

4.2. Biosynthese cyclischer Peptide

Die Aufklarung des Mechanismus der Biosynthese ist fiir
alle Klassen cyclischer Peptide anspruchsvoll, iiber die Bio-
synthese von 6-Defensinen ist aber noch weniger bekannt als
iiber die der anderen Klassen. Es wird angenommen, dass die
Cyclisierung in den verschiedenen Reichen getrennt ent-
standen ist, obwohl dhnliche Merkmale, wie die Protease-
vermittelte Transpeptidierung, vorliegen.l"’” In Cyclotiden
werden konservierte Gly-Leu-Pro-Sequenzen am N-Termi-
nus von sowohl dem Cyclotid als auch dem Propeptid durch
die AEP-Protease erkannt. Es wird angenommen, dass das C-
terminale Propeptid gespalten wird, was es dem N-Terminus
des Cyclotids ermoglicht, das Propeptid an der Erkennungs-
stelle zu ersetzen. Das N-terminale Gly wirkt dann als Nuc-
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leophil und cyclisiert die Peptidkette.'"” Auf dhnliche Weise
wird das TrbC-Pilin in Bakterien gespalten und durch die
TraF-Protease cyclisiert.?®> Auch die Biosynthese von 6-
Defensin involviert wahrscheinlich eine Protease; allerdings
miissen zwei neue Peptidbindungen gebildet werden.

4.3. 0-Defensine: Zusammensetzen der Einzelteile

Wie werden zwei Peptid-und drei Disulfidbindungen
zwischen Demidefensinen gebildet, um ein 6-Defensin auf-
zubauen? Eine wahrscheinliche Erkldrung ist, dass zwei Di-
sulfid-stabilisierte (-Haarnadelstrukturen gebildet werden,
die durch die Disulfidbriicke zwischen den Ketten fiir die
Ligation zusammengehalten werden (Abbildung3c).P!
Struktureigenschaften der Vorstufen konnten die Assoziation
der Demidefensine fiir die Ligation ebenfalls steuern./®”
Mogliche Entwicklungen, die aus der Aufkldrung der Bio-
synthese von 0-Defensin hervorgehen, sind die Identifikation
neuer cyclischer Peptide sowie Erkenntnisse dariiber, wie es
zur Peptidcyclisierung in Sdugetieren kam.

Es gibt keine eindeutigen Hinweise darauf, ob menschli-
che Zellen die Féhigkeit zur Weiterverarbeitung von Demi-
defensinkopien beibehalten haben. In zwei unabhéngigen
Studien wurden menschliche promyelozytische HL-60-
Zellen, die a-Defensine weiterverarbeiten konnen, mit Pro-6-
defensin-cDNA tansfiziert. In der einen Studie wurden weder
vollentwickelte 6-Defensine noch 6-Defensinvorstufen
nachgewiesen,™ in der anderen wurden aber vorhandene
cyclische Retrocycline mit Anti-HIV-Aktivitdt beschrie-
ben.™ AuBerdem wurden in der zweiten Studie Amino-
glycoside verwendet, um das Stopcodon des menschlichen
YDEFT-Gens auszulesen und die endogene Expression von
Retrocyclin wiederherzustellen.™ Zur Identifikation von
Proteinen, die mit Defensinvorstufen wechselwirken und an
deren Verarbeitung beteiligt sein konnten, wurde ein Hefe-
Zwei-Hybrid-System verwendet. Das von stromalen Zellen
abgeleitete factor 2-like protein1 (SDF2L1), ein Teil des
Chaperonkomplexes des Endoplasmischen Retikulums,
wechselwirkte mit a-, - und 6-Defensinen, was darauf
schlieen lésst, dass es eine Rolle bei der Biosynthese oder
dem Packaging spielt."

5. Struktur und Stabilitdt
5.1. NMR-Strukturen von 6-Defensinen in Lésung

Die Strukturen von natiirlichen und modifizierten 0-De-
fensinen wurden mithilfe von NMR-Spektroskopiedaten
aufgeklart, wodurch Kenntnisse iiber ihre Stabilitdt und den
Wirkmechanismus gewonnen wurden. Die iiber drei Disul-
fidbindungen vernetzte (-Faltstruktur wurde mithilfe eines
Molekiildynamikmodells vorhergesagt®!! und spiter anhand
einer NMR-Struktur von RTD-1 (PDB 1HVZ) in Losung
bestitigt.”! Verbreiterte NMR-Signale und geringe Kern-
Overhauser-Effekte (NOE) deuteten darauf hin, dass RTD-
1 flexibel ist (Abbildung 4a).” Die Struktur von syntheti-
schem Retrocyclin (HTD-2; PDB 2ATG) wurde anschlie-
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Abbildung 4. NMR-Strukturen von 0-Defensinen. a) Ensemble der 20
energetisch niedrigsten Strukturen von RTD-1 (PDB THVZ)" mit grau
dargestellten Disulfidbindungen. Hierbei handelt es sich um die zuerst
publizierte 0-Defensinstruktur; sie spricht fiir eine Flexibilitit der
Schleifenregion. b) Das symmetrische 0-Defensin BTD-2 (PDB 2LYE)!"
mit dem Motiv der cyclischen Cystinleiter in Stabdarstellung.

Bend in Gegenwart von Micellen aus Natriumdodecylsulfat
(SDS) bestimmt, die die gestreckte Konformation des Peptids
stabilisieren konnten.® Erst vor kurzem ermoglichten Fort-
schritte bei NMR-Spektroskopiemethoden die Bestimmung
definierter Strukturen von drei 8-Defensinen sowie die Cha-
rakterisierung der cyclischen Cystinleiter (Abbildung 4Db):
RTD-1 (PDB 2LYF); HTD-2 (PDB 2LZI); und das erste
symmetrische 0-Defensin, BTD-2 (PDB 2LYE)." Die
Strukturen bestehen aus zwei stark eingeschrankten [3-
Stringen, die durch p1'-Schleifen miteinander verbunden
sind; heteronukleare NOEs sowie vorhergesagte Ordnungs-
parameter lassen darauf schlieen, dass 0-Defensine starrer
sind als zuvor angenommen.”” Mehrere Strukturen von 0-
Defensinen stehen nun iiber die Protein Data Bank (PDB)
fir Modellierungen und Anwendungen beim Peptiddesign
zur Verfiigung %77

Die mogliche Rolle der Selbstassoziation beim Wirkme-
chanismus von 6-Defensinen ist noch immer unklar. Dichte-
Ultrazentrifugation und NMR-Diffusionsmessungen deute-
ten darauf hin, dass Retrocyclin bei hohen Konzentrationen
Trimere bildet. Auf Grundlage einer selektiven Verbreiterung
der Cysteinsignale wurde ein Modell vorgeschlagen, bei dem
Peptide entlang ihrer Lingsachsen selbstassoziieren, wobei
die Disulfidbindungen nach innen gerichtet sind.’ NMR-
Diffusionsmessungen an RTD-1, BTD-2 und HTD-2 stiitzten
diese Hypothese und erweiterten den Konzentrationsbereich,
was fiir die mogliche Bildung weiterer Aggregationszustinde
spricht.l”
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Die Disulfidverkniipfungen in der cyclischen Cystinleiter
sind bestens bekannt und wurden mithilfe mehrerer Metho-
den bestitigt: einer rechnerischen Methode, die die Ver-
kniipfungen von Disulfidbindungen in Peptiden vorher-
sagt,® einem Vergleich der energieminimierten Strukturen
aller 15 moglichen Disulfidverkniipfungen, der Berechnung
der Wahrscheinlichkeiten jeder moglichen Disulfidverkniip-
fung mit PADLOC™ (Pattern of disulfides from local
constraints) und Messungen der Cystein-Cystein-Abstinde in
einer Struktur ohne die Einschriankungen durch die Disul-
fidbindungen.”

5.2. Thermische und proteolytische Stabilitdt von 0-Defensinen

Die eingeschréankte Struktur von 6-Defensinen macht sie
bemerkenswert stabil, was mit einer Resistenz gegen hohe
Konzentrationen an Proteasen in entziindetem Gewebe in
Einklang ist.’"*¥! Synthetische 0-Defensinanaloga mit vari-
ierender Zahl und Anordnung von Disulfidbindungen ver-
deutlichten die Abhéngigkeit der Struktur und Stabilitdt von
der cyclischen Cystinleiter:"”! Wihrend Analoga mit drei,
zwei oder einer zentralen Disulfidbindung strukturiert und
stabil waren, waren diejenigen ohne Disulfidbindungen oder
cyclisches Riickgrat unstrukturiert und zersetzten sich in
Serum rasch. NMR-spektroskopische Untersuchungen zeig-
ten, dass 0-Defensinanaloga mit zwei oder drei Disulfidbin-
dungen ihre Struktur bei Temperaturen oberhalb von 80°C
beibehielten.””) Im Unterschied dazu waren die Disulfidbin-
dungen fiir die antibakteriellen Eigenschaften oder die Fi-
higkeit zur Membranbindung nicht notwendig; die Cystin-
leiter konnte allerdings eine Rolle bei der molekularen Er-
kennung und der antibakteriellen Wirkung bei physiologi-
schen Salzkonzentrationen spielen.’™ Acyclische 0-Defen-
sinanaloga zeigen eine schwichere antibakterielle Wirkung
als cyclische 8-Defensine, was darauf schlieBen lédsst, dass das
cyclische Riickgrat wichtig fiir die Wirkung ist.”’” Ein p-
Retrocyclinanalogon, das mit der Maf3gabe einer noch gro-
Beren Stabilitit synthetisiert wurde, wies eine potentere Anti-
HIV-Aktivitit auf als L-Retrocyclin.®”

6. Synthese
6.1. Chemische Synthese

Die Zuginglichkeit von 6-Defensinen mithilfe chemi-
scher Synthese (Abbildung 5) vereinfachte Untersuchungen
ihrer Wirkungsweisen und Mechanismen. Frithe Synthesen
nutzten Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Chemie fiir den
Aufbau des Peptidriickgrats durch Festphasenpeptidsynthese
(SPPS), gefolgt von einer Oxidation, um die Termini (Reste 1
und 18) in rdumliche Ndhe zueinander fiir die Ligation zu
bringen, wofiir die Kupplungsreagentien 1-Ethyl-3-(3-dime-
thylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und Hydroxybenzo-
triazol (HOBt) verwendet wurden.P®) Wenngleich diese
Strategie erfolgreich verlief, filhrte Racemisierung der Cys-
teinreste zu geringen Ausbeuten.’” In einer spiteren Studie
wurden drei Methoden fiir die Cyclisierung der oxidierten
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Abbildung 5. Die chemische Synthese von 6-Defensinen besteht aus
drei Schritten: Der Anordnung der Peptidkette auf einem Harz, der Ab-
spaltung vom Harz sowie der Cyclisierung und Oxidation zur Bildung
des kreisférmigen Riickgrats und der drei Disulfidbindungen. Ein
grauer Bereich steht fir das Harz, und die Aminoséuren sind durch
den Einbuchstabencode dargestellt. Die Peptidkette wird vom C- zum
N-Terminus durch Kupplung N-terminal geschiitzter (graues Dreieck)
Aminosiuren an den freien N-Terminus der Peptidkette aufgebaut. Ein-
schub: Cyclisierung durch native chemische Ligation. Die Reaktion
umfasst den Thioesteraustausch eines Thioester-Linkers (COSR) am
C-Terminus des Peptids gegen die freie Thiolgruppe eines N-termina-
len Cysteins. Ein spontaner S— N-Acyltransfer setzt dann die Thiol-
gruppe des Cysteins frei und bildet eine Peptidbindung.

RTD-1-Vorstufe untersucht: 1) O-Benzotriazol-N,N,N',N'-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU) und N,N-
Diisopropylethylamin (DIPEA) in Dimethylformamid
(DMF); 2) (Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phos-
phonium-hexafluorophosphat (BOP) und DIPEA in DMF
und 3) HOBt und EDC in Dimethylsulfoxid (DMSO).[™!
Wihrend mit HBTU infolge von Nebenreaktionen Produkt-
gemische erhalten wurden, ergaben sowohl BOP als auch
EDC/HOBt das gewiinschte Hauptprodukt. Wegen der ein-
facheren Reinigung wurde die EDC/HOBt-Methode emp-
fohlen.™

Die schwierige Aufgabe der Cyclisierung zu 6-Defensin
wurde mittlerweile mithilfe der nativen chemischen Ligation
groftenteils bewiltigt. Die native chemische Ligation"
wurde urspriinglich fiir die Ligation von zwei Peptidketten
entwickelt, ist aber auch fiir die Synthese cyclischer Peptide
ideal, besonders solcher mit mehreren Cysteinresten.® Die
Reaktion umfasst den Thioesteraustausch eines C-terminalen
Thioester-Linkers gegen eine freie Thiolgruppe eines N-ter-
minalen Cysteinrests. Die Bildung der Peptidbindung wird
durch einen irreversiblen S —N-Acyltransfer erreicht, der die
freie Thiolgruppe des Cysteins regeneriert (Abbildung 5,
Einschub).®!! Mehrere natiirliche 6-Defensine und Analoga
wurden mithilfe der tert-Butoxycarbonyl(Boc)-SPPS, gefolgt
von einer Cyclisierung durch native chemische Ligation und
gleichzeitig ablaufender Oxidation, synthetisiert.””! AuBer-
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dem werden in zunehmendem Mafle Fmoc-kompatible Stra-
tegien verfiigbar, und vor kurzem wurden die Cyclisierung
und Ocxidation einer linearen 0-Defensinvorstufe im Ein-
topfverfahren beschrieben.®”!

6.2. Semirekombinante Synthese

Das Fehlen effizienter Cyclisierungsmethoden in vivo er-
schwerte die rekombinante Produktion von 0-Defensinen, es
wurden aber mehrere semirekombinante Vorgehensweisen
beschrieben. RTD-1 und ein Analogon mit drei N-methy-
lierten Resten wurden mittels Umprogrammierung des
Codons in einem zellfreien Expressionssystem syntheti-
siert.™ Die Peptidvorstufen enthielten eine C-terminale Cys-
Pro-Glycolsduresequenz, die sich selbst zu einem Diketo-
piperadinthioester umordnet, der sich anschlieend zur Cyc-
lisierung des Peptids umlagert.®™ Ein Vorteil dieser Vorge-
hensweise ist, dass nichtproteinoge oder N-methylierte
Aminosiuren einbezogen werden konnen. Auflerdem wurde
ein bakterielles Expressionssystem zur Generierung von
RTD-Inteinvorstufen verwendet, die nachfolgend entweder
in vitro oder in vivo iiber einen modifizierten Intein-Spleif3-
mechanismus cyclisiert werden.™! Diese Strategie eroffnet
die Moglichkeit zum rekombinanten Aufbau von Bibliothe-
ken cyclischer Peptide oder von isotopenmarkierten Pepti-
den; allerdings miissen die Ausbeuten fiir eine Produktion im
GroBmaBstab noch verbessert werden.[*)

6.3. Chemisch modifizierte 0-Defensine

Viele 6-Defensinanaloga wurden chemisch synthetisiert,
um ihren Wirkmechanismus zu untersuchen oder die anti-
bakteriellen oder antiviralen Eigenschaften zu optimieren.
Beispiele hierfiir sind Pseudogenprodukte, Lys-Mutanten fiir
Markierungen mit Chromophoren, Tyr-Mutanten und Retro-
sowie Enantioanaloga zur Untersuchung ihrer Anti-HIV-
Aktivitit und der Bindung von Kohlenhydraten.® Che-
mische Synthesen wurden auflerdem zur Erzeugung verein-
fachter Retrocyclinanalogal®! sowie von Disulfidbindungs-
und 0-Defensinanaloga mit nichtnatiirlichen bioaktiven Epi-
topen verwendet.”*”! Die Oxidation ungeschiitzter Cystein-
reste scheint die natiirliche 1I-VI-, II-V-und III-IV-Disulfid-
verkniipfung (in Form einer Leiter) zu ergeben.” Dennoch
wurde in einer Studie, in der RTD-1 mithilfe orthogonal ge-
schiitzter Cysteine synthetisiert wurde, angemerkt, dass die
korrekte Bildung von Disulfidpaaren durch p-Faltblattbil-
dung unterstiitzt wurde.® RTD-1 wurde auch als Beispiel fiir
eine Methode zur Synthese von Peptiden mit mehreren Di-
sulfidgruppen in komplexen Anordnungen herangezogen, die
keine orthogonalen Schutzgruppen erfordert; die Disulfid-
bindungen in RTD-1 wurden durch Watson-Crick-Basen-
paare ersetzt.”” Das resultierende RTD-1-Analogon hatte
eine verdrillte p-Faltblattstruktur dhnlich der von natiirli-
chem RTD-1, eine niedrige hdamolytische Aktivitdt und eine
geringfiigig hohere antibakterielle Wirkung als RTD-1.
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7. Antimikrobielle Wirkung
7.1. Antibakterielle und membranzerstérende Wirkung

Die antimikrobielle Wirkung von 0-Defensinen war der
Grund fiir deren Entdeckung und entspricht wahrscheinlich
ihrer natiirlichen Funktion.F"! Wihrend o-, B- und 8-Defen-
sine alle bei 0.5-5 um antimikrobiell wirken, haben 8-Defen-
sine den Vorteil einer geringeren Empfindlichkeit gegen
physiologische Salzkonzentrationen.’ Das cyclische Riick-
grat konnte eine Rolle bei diesem Mangel an Empfindlichkeit
gegeniiber Salz spielen, denn das acyclische Analogon oRTD-
1 wirkt um den Faktor drei schlechter gegen E. coli und
S. aureus als cyclisches RTD-1.°"Y Dagegen sind die Disulfid-
bindungen fiir die antibakterielle Wirkung nicht essenziell.l’”!
0-Defensine binden auflerdem an bakterielle Toxine und
neutralisieren diese. Retrocyclin-1 und seine Analoga sind
aktive Wirkstoffe gegen Milzbrandbazillen und —sporen und
binden an Milzbrandtoxin.” Acyclische oder reduzierte und
alkylierte Analoga von Retrocyclin sind allerdings inaktiv,
was darauf schlieBen lésst, dass das cyclische Riickgrat und
die Disulfidbindungen eine Rolle bei der Toxinbindung
spielen.’V Dariiber hinaus wirkt Retrocyclin-1 gegen L. mo-
nocytogenes und inhibiert Listeriolysin O, ein porenbildendes
Toxin, das es Bakterien ermoglicht, aus den Phagosomen zu
entweichen.’” Antimykotische Wirkungen gegen C. albicans,
C. neoformans, V. dahliae und F. oxysporum wurden ebenfalls
beschrieben.!-65%

Die Aufkliarung des Mechanismus der antimikrobiellen
Wirkung in der komplexen Umgebung einer Entziindung, in
der zahlreiche Inhibitoren und Enhancer vorhanden sind, ist
anspruchsvoll.® Es wird angenommen, dass die antibakteri-
elle Wirkung von 6-Defensinen iiber ihre Wechselwirkung
mit Membranen oder Glycoproteinen erfolgt, da beide
Enantiomere eine dhnliche antibakterielle Wirkung aufwei-
sen.®™ Wie anhand der Aktivitit von RTD-1 gegen klinische
Isolate von Antibiotika-resistentem S. aureus und P. aerugi-
nosa veranschaulicht, konnen 0-Defensine gegen resistente
Bakterien wirken, da sie die Zellmembran und nicht das
spezifische Enzym angreifen.” Dynamische Differenzkalo-
metrie und Rontgenstreuungsmessungen zeigten, dass 0-De-
fensine selektiv auf anionische Membranen gegeniiber zwit-
terionischen Membranen reagieren und dass die positiv ge-
ladene Seite von 6-Defensinen wohl mit den anionischen
Phospholipid-Kopfgruppen wechselwirkt.”” Oberflichen-
plasmonenresonanz(SPR)-Messungen zufolge hat BTD-2
eine hohere Affinitit fiir anionische Membranen als fiir
zwitterionische; zudem beeinflusst die Zahl an Disulfidbin-
dungen die Membranbindungsaffinitit nicht.”” Messungen
der Membrankriimmung mithilfe von Kleinwinkel-Rontgen-
streuung zeigten, dass 0-Defensine in bakteriellen Mem-
branmodellen eine negative Gauf3sche Kriimmung hervor-
rufen, was eine membranzerstorende Wirkung andeutet, die
von dem Aufbau der kationischen Aminosiuren abhiingt.”
Orientierte Circulardichroismus-Spektroskopie und Ront-
genstrukturanalysen von RTD-1 in Lipiddoppelschichten
zeigten sowohl einen parallel ausgerichteten membran-
gebundenen Zustand des Peptids als auch einen Zustand, in
dem Poren in der Zellmembran gebildet wurden. Der Uber-
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gang zwischen diesen beiden Zustdnden und der exakte Me-
chanismus sind allerdings unklar.”” Festphasen-NMR-spek-
troskopischen Messungen zufolge nimmt '’N-markiertes Re-
trocyclin-2 in Dilauroylphosphatidylcholin(DLPC)-Doppel-
schichten eine Transmembranorientierung an, ist aber in der
dickeren 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcho-
lin(POPC)-Doppelschicht eher in der Ebene (ca. 65°) aus-
gerichtet.’®

7.2. Antivirale Wirkung
Die potente Anti-HIV-Aktivitdt von Retrocyclin wurde

erstmals von Cole et al. beschrieben,®™ und das therapeuti-
sche Potenzial weckte groBes Interesse.® Retrocyclin inhi-

Bindung an CD4

Corezeptorbindung Membranfusion

Abbildung 6. Vereinfachter Mechanismus des Eintritts des HI-Virus in die
Wirtzelle. Das HI-Virus bindet durch Anheften des viralen gp120-Proteins an
einen CD4-Rezeptor der Oberfliche der Wirtzelle an die Zellmembran des
Wirts. Eine Konformationsidnderung von gp120 erméglicht nachfolgend eine
Anbindung an den Corezeptor, und zwar den Chemokinrezeptor CXCR4 oder
CCRS. Die Bindung an den Corezeptor exponiert das hydrophobe gp4-Fusi-
onspeptid, das in die Zellmembran des Wirts inseriert. Jede Untereinheit des
trimeren gp41-Proteins wird anschlieRend zur Bildung des Sechs-Helix-Biin-
dels in der Mitte gefaltet, was die virale Zellmembran und die des Wirts zu-
sammenzieht und eine Membranfusion zur Folge hat. Es wird angenommen,
dass Retrocyclin durch Bindung an das Sechs-Helix-Biindel von gp41 den Ein-

tritt von HI-Viren inhibiert.

biert bei niedrigen mikromolaren Konzentrationen die HIV-
1-Replikation, allerdings nur, wenn die Zugabe zu den Zellen
vor der Infektion erfolgt, da es nicht direkt den Virus inak-
tiviert, sondern dessen Eintritt in die Zelle durch Blockieren
der Fusion der Virushiille mit der Zellmembran verhindert
(Abbildung 6).*%*] Die Inhibierung des Viruseintritts
konnte durch die Féahigkeit von Retrocyclin zur Erkennung
und Bindung von Zuckermolekiilen an der Zelloberfldche
vermittelt werden; ein fluoreszenzmarkiertes Retrocyclin-
analogon bildete auf der Oberfliche von CD4 +-Zellen Fle-
cken.l**¥" Untersuchungen zur Zellfusion sowie SPR-Expe-
rimente zeigten, dass Retrocyclin-1 an die C-Heptad-Repeat-
Segmente von gp41 bindet, was die Bildung eines Sechs-
Helix-Biindels verhindert (Abbildung 6).'%) Docking-Studi-
en zeigten Glutaminsdurereste in den C-Heptad-Repeat-2-
Segmenten von gp4l, an die Argininreste von Retrocyclin
binden konnten. Allerdings hatte eine Mutation dieser Reste
keine Resistenz gegen Retrocyclin zur Folge, da die Muta-
tionen das Virus weniger infektios machten."™ In einer

Angew. Chem. 2014, 126, 10786 —10798

Sechs-Helix-Blndel
Retrocyclin

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

neuen Untersuchung erwies sich RC-101 als wirksam gegen
HIV-Stamme, die resistent gegen den Fusionsinhibitor En-
fuvirtid sind, was darauf hindeutet, dass die beiden antiviralen
Wirkstoffe an unterschiedliche Stellen der Heptad-Repeat-2-
Domine binden.'" AuBerdem wurden die Effekte kom-
pensierender Mutationen in RC-101-resistenten Virusstdm-
men als Beitrag zur Entwicklung Retrocyclin-basierter Fusi-
onsinhibitoren untersucht.!'*?

Die wichtige Rolle der Chemie bei der Aufkldrung der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen von 0-Defensinen wird
durch die vielfiltigen synthetisierten 6-Defensinanaloga
deutlich. Beispielsweise wurde ein wirksameres Retrocyclin-
analogon (Retrocyclin-101) durch Ersetzen von Arg9 mit Lys
entwickelt.'! In einer anderen Studie fand man heraus, dass
ein Retroanalogon von Retrocyclin die HIV-Infektion tat-
sichlich verstiarkt.'”! Die Fihigkeit von Retrocyclin zur
Inhibierung des HIV-Eintritts ist vom HIV-Subtyp ab-
héngig, was moglicherweise auf verschiedenartige Gly-
coproteine  zuriickzufithren ist."®  HIV-infizierte
menschliche Zellen, die in Gegenwart von Retrocyclin-
101 geziichtet worden waren, um eine Selektion hin-
sichtlich einer Resistenz zu erzielen, zeichneten sich nur
durch eine fiinffach geringere Anfilligkeit fir HIV aus.
In den resistenten Viren wurden drei Mutationen iden-
tifiziert, die alle in den Hiillglycoproteinen gp120 und
gp41 auftraten und als Ersatz fiir negative oder neutrale
Reste durch positiv geladene Reste fungierten.'*”!

0-Defensine wirken auBerdem gegen Grippe und
Herpes, wobei ihre Lectin-dhnlichen Kohlenhydrat-
bindenden Figenschaften eine Rolle spielen konn-
ten.'%! Retrocyclin wirkt gegen das Influenza-A-Virus,
indem es an das Surfactantprotein D bindet!""” und den
Viruseintritt durch Vernetzung und Immobilisierung der
Membranglycoproteine inhibiert, die eine Rolle bei der
Membranfusion spielen.'™ Mit Retrocyclin-2 transfi-
zierte Zellen und Hithnerembryos zeigten eine vermin-
derte Infektion mit dem Vogelgrippevirus H5N1, es war
aber unklar, ob die Zellen cyclisches Retrocyclion ex-
primierten.!'”] Chemisch synthetisierte, verkiirzte 0-
Defensinanaloga waren ebenfalls wirksam gegen Influ-
enza A% AuBerdem inhibierte eine Serie von 0-Defensi-
nen und Analoga den Zelleintritt des Herpes-simplex-Virus
durch Binden von Oberflichenglycoproteinen,'! und Re-
trocyclin-2 war ein effektives Mittel zur Prophylaxe gegen das
Herpes-simplex-Virus des Typs 1 in einem Mausmodell fiir
Keratitis."?

8. Anwendungen

Die offensichtlichste Anwendung von 0-Defensinen ist
die als antimikrobielle Substanzen. Wihrend ihre antibakte-
riellen Wirkungen vergleichbar mit denen anderer antimi-
krobieller Peptide sind, hat die potente Anti-HIV-Aktivitét
von 0-Defensinen grofes Interesse auf sich gezogen. In
mehreren Berichten wurde die Verwendung von Retrocycli-
nen in modernen Mikrobioziden zur Verringerung der HIV-1-
Transmission vorgeschlagen.''>"Yl Eine sich auflésende Po-
lyvinylalkoholfilm-Formulierung von RC-101 wurde auf ihre
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Sicherheit und Wirkung als vaginales Mikrobizid in vitro und
ex vivo getestet, Untersuchungen zur Langzeitstabilitdt und
Bioverfiigbarkeit stehen aber noch aus.!'"”!

Es wurde auch vorgeschlagen, dass 6-Defensine als im-
munmodulierende Wirkstoffe eingesetzt werden konn-
ten.®17l Wihrend o- und p-Defensine die adaptive Im-
munantwort stimulieren, unterdriicken 0-Defensine die Pro-
duktion von entziindungsférdernden Zytokinen durch Mo-
dulation der Immunantwort.*>!” In einem polymikrobiellen
Sepsismodell wiesen Méuse nach Verabreichung von RTD-
1 ein geringeres Niveau von Tumornekrosefaktor und Inter-
leukinen auf. Auflerdem waren systemisch verabreichte -
Defensine untoxisch, plasmastabil und stimulierten in er-
wachsenen Schimpansen keine Immunantwort."'”! In einer
fritheren Untersuchung beugte eine Behandlung mit RTD-
1 einer letalen Infektion von Méusen mit einem Maus-adap-
tierten Stamm des Coronavirus vor, welches das Schwere
Akute Respiratorische Syndrom hervorruft.'"® 6-Defensine
neutralisieren allerdings weder Viren noch Lipopolysaccha-
rid, was darauf schlieBen ldsst, dass ihre immunmodulierende
Wirkung sowie die Fahigkeit zur Bindung von Kohlenhydrat-
haltigen Zelloberfldchenrezeptoren dabei helfen, eine Vi-
rusinfektion zu verhindern.”!*¥) AuBerdem konnte die Bin-
dung an Zelloberflichenrezeptoren oder Plasmaproteine die
0-Defensine an den Infektionsstellen konzentrieren.”

0-Defensine sind wegen ihrer eingeschriankten Struktur,
Stabilitdt und geringen Cytotoxitidt sowie ihrer inhdrenten
Bioaktivitdten vielversprechende Gertiste fiir das Design von
Peptidwirkstoffen.””! Das Konzept eines ,,prototypischen
Designtemplats“ wurde auf Tachyplesinanaloga angewendet,
die dhnlich rigide Strukturen wie 6-Defensine, aber nicht den
zusitzlichen Vorteil eines cyclischen Riickgrats haben.[®! Als
Nachweis dafiir, dass 6-Defensine als Geriiste fiir Peptid-
wirkstoffe verwendet werden konnen, diente die cyclische
Cystinleiter von RTD-1 zur Einschrdnkung und Stabilisierung
der Integrin-bindenden Arg-Gly-Asp-Sequenz (RGD) in
einer oder beiden Schleifen.”! Die RGD-haltigen 6-Defen-
sine zeichneten sich durch eine potente und selektive Inte-
grin-bindende Wirkung aus, was veranschaulicht, dass sich das
0-Defensingeriist eine nichtnatiirliche Bioaktivitdt aneignen
kann. Aulerdem deutete die hohere Integrin-bindende Wir-
kung von Analoga mit RGD in beiden Schleifen an, dass die
natiirliche Symmetrie von 6-Defensinen beim Design di-
funktionaler Peptidtherapeutika genutzt werden konnte.”®
Die Entwicklung chemischer Strategien zur Synthese von 6-
Defensinanaloga wird deren Anwendung als Wirkstoffge-
riiste vorantreiben, indem sie einen Zugang zu neuartigen
Molekiilen mit nichtnatiirlichen Aminosduren, Markern,
Mutationen und chemischen Modifikationen eroffnet.

9. Zusammenfassung und Ausblick

In den 1990er Jahren kam mit der Strukturaufkldrung
cyclischer Peptide in Bakterien, Pilzen und Pflanzen und der
Aufdeckung ihres ribosomalen Ursprungs ein neues For-
schungsgebiet auf. Die Entdeckung von 6-Defensinen 1999
zeigte, dass Sdugetiere ebenfalls cyclische Peptide produzie-
ren. Seit dem Jahr 2000 ermdglichen chemische Hilfsmittel
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zur Entdeckung, Sequenzierung, Synthese und Strukturbe-
stimmung die Untersuchung der Struktur und Wirkmecha-
nismen cyclischer Peptide. Wahrend das Interesse an den
antimikrobiellen Eigenschaften von 0-Defensinen zu me-
chanistischen Erkenntnissen fiihrte, blieb die Entdeckung
neuer 0O-Defensine deutlich hinter der anderer Peptide
zuriick. Dartiber hinaus handelt es sich bei der Frage nach
dem Mechanismus der Biosynthese von 6-Defensinen aus
zwei getrennten Genprodukten noch immer um eine der
faszinierendsten und zugleich am schwersten zu beantwor-
tenden auf diesem Gebiet. Das wachsende Interesse der
pharmazeutischen Industrie an Peptid-basierten Wirkstoffen
bei gleichzeitig steigender Zahl validierter Targets fiir Wirk-
stoffe, welche Protein-Protein-Wechselwirkungen storen,
diirfte zu zahlreichen Anwendungen von 6-Defensinen
fithren. Weitere Untersuchungen zu den Strukturen, den
Wirkmechanismen und der Synthese von 6-Defensinen
werden helfen, deren Weiterentwicklung hin zu Therapeutika
voranzutreiben. Fiir die ndchsten Jahre gehen wir von der
Entdeckung neuer 0-Defensine sowie der Entwicklung neu-
artiger Anwendungen auf der Grundlage ihrer vorteilhaften
chemischen Eigenschaften und biologischen Aktivitidten aus.

Unsere Arbeiten an cyclischen Peptiden werden vom Austra-
lian Research Council (grant ID DP0984390) und vom Na-
tional Health and Medical Research Council (grant ID
APP1047857) gefordert. D.J.C. ist ein NHMRC Professorial
Fellow (grant ID APPP1026501). A.C.C. wird durch ein Uni-
versity of Queensland International PhD Scholarship gefor-
dert.
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