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Abstract: Wir stellen hier den rechnergestîtzten Entwurf und
die Optimierung von Peptiden vor, die selektiv Krebszellen
zerstçren kçnnen. Der Designprozess ermçglichte die Ver-
schmelzung von Eigenschaften bekannter Antikrebs-, zellpe-
netrierender und Tumor-adressierender Peptide. Dabei identi-
fizierten maschinelle Lernverfahren vollautomatisch neue
Peptide mit den vorhergesagten Eigenschaften. Ausgehend von
einer als Vorlage fungierenden Aminos�uresequenz haben wir
systematisch die Toxizit�t der Peptide gegen eine Reihe von
Krebszelllinien optimiert, w�hrend gleichzeitig die Aktivit�t
gegen prim�re humane Endothelzellen reduziert wurde. Die
vom Computer generierten Peptide zeigten verbesserte Krebs-
zellpenetration, lçsten Apoptose aus und waren in der Lage,
die zytotoxisch wirksame Konzentration von gleichzeitig ver-
abreichten Chemotherapeutika in vitro zu reduzieren. Diese
Studie demonstriert das Potenzial mehrdimensionaler ma-
schineller Lernverfahren, innerhalb kurzer Zeit neue Peptide
mit den gewînschten Eigenschaften zu erhalten.

Das computergestîtzte Design von Peptiden mit ge-
wînschten biologischen Aktivit�ten ist ein (wieder)aufkom-
mendes Forschungsthema, das die Zukunft der chemischen
Biologie und der Wirkstoff-Forschung nachhaltig beeinflus-
sen wird.[1] Designer-Peptide mit selektiven Zell-adressie-
renden und zugleich onkolytischen Eigenschaften zeigen
Potenzial sowohl fîr den Wirkstoff-Transport als auch fîr die
Leitstrukturentwicklung. Wir stellen hier die Entwicklung
und praktische Anwendung einer Technik vor, die die Kon-
zepte des maschinellen Lernens fîr die Eigenschafts- und
Aktivit�tsvorhersage mit der mehrdimensionalen Peptidop-
timierung verbindet. Der Ansatz hat unmittelbar zu neuarti-
gen Sequenzen gefîhrt, die selektive Aktivit�t – sowohl durch
direkte Membranzerstçrung als auch durch Apoptoseinduk-
tion – fîr Krebszellen aufweisen.

Antikrebspeptide (anticancer peptides, ACPs) repr�sen-
tieren eine exploratorische Substanzklasse fîr die Krebsbe-
k�mpfung. Obwohl ACPs bestimmte Struktureigenschaften

und molekulare Mechanismen mit antimikrobiellen Peptiden
(antimicrobial peptides, AMPs) teilen, z.B. eine oftmals po-
sitive Gesamtladung und eine amphipathische r�umliche
Struktur, sind nicht alle bekannten AMPs auch gleichzeitig
ACPs.[2] Der onkolytische Effekt von ACPs kann teilweise
durch direkte membranzerstçrende Mechanismen, die nicht
an die direkte Wechselwirkung mit Membranrezeptoren ge-
koppelt sind, erkl�rt werden.[2b] Zellpenetrierende Peptide
(cell penetrating peptides, CPPs) sind strukturell ebenfalls
mit ACPs verwandt und kçnnen das Zytosol der Zielzellen
bereits in niedrigen Konzentrationen erreichen, jedoch ohne
dabei eine Zerstçrung der Zellmembran zu verursachen.[3]

CPPs wurden bereits umfangreich in ihrer Funktion als
Wirkstoff-Transportvehikel untersucht.[4] Allerdings sind
nicht alle Peptide mit Antitumoraktivit�t auch selektiv fîr
Krebszellen.[5] Eine systematische Analyse hat gezeigt, dass
ihre Gesamtladung, ihre Hydrophobie und ihr hydrophobes
Moment alleine unzureichend fîr eine Vorhersage der Se-
lektivit�t sind sowie dass AMPs und ACPs nicht durch solche
Grundeigenschaften alleine von CPPs unterschieden werden
kçnnen.[6] Bestimmte CPPs (z.B. TAT-Peptide) zeigen zu-
s�tzlich eine starke antimikrobielle Aktivit�t,[7] und be-
stimmte AMPs, z.B. LL-37, kçnnten fîr den Wirkstoff-
Transport eingesetzt werden.[8] Tumor-adressierende Peptide
(tumor-homing peptides, THPs) rîckten kîrzlich in den
Fokus der Aufmerksamkeit wegen ihrer hohen Affinit�t zu
bestimmten Rezeptoren und/oder Markern, die in Krebszel-
len îberexprimiert sind.[9] Sie sind reich an Arginin- und
Cysteinresten,[10] einschließlich der gut untersuchten RGD-
(Arg-Gly-Asp) und NGR-Sequenzmotive (Asn-Gly-Arg).[11]

THPs kçnnen mit ACPs konjugiert werden, und die daraus
resultierenden Chim�ren haben die F�higkeit, in kultivierten
Krebszelllinien Apoptose auszulçsen und das Wachstum von
Tumoren in M�usen zu unterdrîcken.[12]

Hier haben wir nun einen mehrdimensionalen Peptid-
Design-Ansatz verfolgt, der auf Support-Vektor-Maschinen
(SVMs) basiert.[13] Unser Ziel war es, die Sequenz einer
AMP-Vorlage (Decoralin),[14] fîr die wir in der vorliegenden
Studie Antikrebsaktivit�t nachweisen konnten, durch das
Einbringen von Eigenschaften von sowohl CPPs als auch
THPs gezielt zu modifizieren. Unsere Hypothese besagte,
dass ein solches modifiziertes 11-mer bestimmte Krebszellen
in Konzentrationen, die unterhalb der kritischen membran-
lytischen Konzentration liegen, penetrieren kçnne. Solche
kationischen Designer-Peptide kçnnten dann mçglicherweise
Zytotoxizit�t entfalten, indem sie an Mitochondrien (Orga-
nellen mit einer negativ geladenen Membran) binden und
dadurch Apoptose induzieren.[15] Statt analog zu Liu et al.[16]

eine AMP-Sequenz an eine CPP-Sequenz zu kuppeln, was zu
einem Peptid mit sehr hohem Molekulargewicht fîhren
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wîrde, verfolgten wir hier einen computergestîtzten Ansatz
zur Erzeugung minimalistischer Peptide.

Im ersten Schritt erstellten wir dabei mathematische
Modelle (SVMs) zur Vorhersage von membranaktiven Pep-
tiden. Als Trainingsdaten verwendeten wir annotierte ACPs
(N = 51), CPPs (N = 481) und THPs (N = 669) bis zu einer
L�nge von 16 Aminos�ureresten aus çffentlich zug�nglichen
Datenbanken. Alle Sequenzen wurden fîr die Computer-
analyse durch korrelierte Aminos�ureeigenschaften darge-
stellt (PPCALI-Methode).[17] Dieses Vorgehen resultierte in
einem reellzahligen Vektor fîr jedes Peptid, in dem auch
mçgliche paarweise Aminos�ure-Wechselwirkungen berîck-
sichtigt werden. Wir trainierten anschließend SVM-Klassifi-
zierer fîr jede Gruppe von Peptiden (Tabelle 1). Die SVM-

Modelle waren in der Lage, robuste und kompetitive Vor-
hersagen zu machen.[18] Unter den drei Klassifizierern zeigte
das SVMACP-Modell die hçchste Varianz in der Klassifizie-
rungsgenauigkeit. Trotz eines nur moderaten Matthews-Kor-
relationskoeffizienten (mcc = 0.59� 0.20; mcc-Werte liegen
im Bereich [¢1,1], wobei null eine zuf�llige Klassifizierung
beschreibt), der vermutlich von der geringen Anzahl an ACP-
Trainingsbeispielen herrîhrt, motivierte die hohe Spezifit�t
des SVMACP-Modells von (94� 4)% zur dessen Verwendung
fîr das Peptid-Design.

Vor dem eigentlichen Sequenz-Design îberprîften wir
die Zytotoxizit�t von Decoralin. Das Peptid wurde auf Brust-
Adenokarzinomzellen (MCF7) und prim�ren humanen der-
malen mikrovaskul�ren Endothelzellen (HDMEC) getestet.
Decoralin zeigte Aktivit�t gegen MCF7-Zellen (EC50 = (19�
1) mm) und nur geringe HDMEC-Zytotoxizit�t (EC50 =

(132� 1) mm), wie aus Abbildung 1A ersichtlich ist. Mithilfe
von Glycin-Scanning bestimmten wir, welche Aminos�uren
entscheidend fîr die beobachtete Zytotoxizit�t gegen MCF7-
Zellen waren. Wir entschieden uns fîr Glycin anstelle von
Alanin fîr den Scan, da wir die einzelnen Positionen mit einer
strukturell mçglichst flexiblen (Einfluss auf Turn-Bildung)
und wenig hydrophoben (Einfluss auf Membran-Lipid-In-
teraktion und Amphiphilie) Sonde untersuchen wollten. Die
Mutationen zu Glycin in den Positionen 1, 4 und 11 des 11-
mers waren weitgehend aktivit�tsbewahrend (Abbil-
dung 1B). Dieser Befund l�sst darauf schließen, dass die
terminalen Reste nicht entscheidend fîr den beobachteten
zytotoxischen Effekt sind, im Einklang mit Berichten zur
variablen Rolle der C- und N-Termini bei membranaktiven
Peptiden.[19] Basierend auf den Befunden des Glycin-Scans
generierten wir mit dem Computer 203 = 8000 Variationen
von Decoralin, indem wir an den Positionen 1, 4 und 11 jede
der 20 proteinogenen Aminos�uren zuließen. Wir w�hlten

diese Permutationsstrategie, da wir die Aktivit�t der Peptide
durch die kleinstmçglichen Sequenz�nderungen modulieren
wollten, bei zugleich hoher Wahrscheinlichkeit der Bewah-
rung der Membranaktivit�t.

Tabelle 1: Performance der SVM-Modelle in 10-facher Kreuzvalidie-
rung.[a]

Modell mcc[b] Spezifit�t Empfindlichkeit

SVMACP 0.59�0.20 0.94�0.04 0.77�0.16
SVMCPP 0.76�0.06 0.92�0.02 0.81�0.04
SVMTHP 0.72�0.06 0.90�0.01 0.82�0.03

[a] Angegeben als Mittelwert�s. [b] mcc : Matthews-Korrelationskoeffi-
zient.

Abbildung 1. A) Zytotoxizit�t von Decoralin gegen MCF7- und
HDMEC-Zellen. Die Zellen wurden 24 h mit Peptid behandelt, gefolgt
von 1 h MTT. B) MCF7-Zytotoxizit�t der Variationen von Decoralin
(Deco) im Glycin-Scanning. Die in (A) und (B) dargestellten Daten
entsprechen dem Mittelwert�s (N =3 unabh�ngige Experimente, je-
weils drei technische Replikate). C,D) Vorhergesagte Werte (Score) fír
die vom Computer generierten Sequenzen. Die Werte wurden als Ab-
st�nde zur jeweiligen SVM-Hyperebene berechnet. Die markierten Pep-
tide wurden zur Synthese ausgew�hlt.
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Fîr alle Peptide wurden anschließend SVM-Vorhersage-
werte (Scores) berechnet. Entsprechend unseren frîheren
Arbeiten[20] berechneten wir die Vorhersagewerte als Ab-
stand eines Peptides (repr�sentiert durch den PPCALI-
Vektor) zur trennenden Hyperebene im SVM-Hilbert-Raum.
Diese Werte interpretierten wir als Indikator fîr die Ver-
l�sslichkeit der Vorhersage, jedoch nicht als einen quantita-
tiven Index fîr die Peptidaktivit�t.[21] 146 der 8000 modifi-
zierten Sequenzen erhielten hohe Werte sowohl vom
SVMACP- als auch vom SVMCPP-Modell (Abbildung 1C), und
196 Sequenzen wurden sowohl als ACP als auch als THP
(Abbildung 1D) klassifiziert. Die Decoralinausgangssequenz
selbst erhielt eine perfekte SVMACP-Vorhersage. Selbst wenn
wir Decoralin aus den Trainingsdaten lçschten, wurde De-
coralin konsequent als ACP, aber nicht als CPP oder THP
vorhergesagt. Basierend auf der Zielsetzung fîr hohe Vor-
hersagewerte fîr die Kombinationen ACP + CPP und ACP +

THP w�hlten wir 11 (AC1–11) und sieben (AT1–7) Decora-
linderivate fîr die weitere Analyse.

Wir synthetisierten die Peptide AC1–11 und prîften auf
Zytotoxizit�t gegen vier verschiedene Krebszelllinien und
HDMEC, als Beispiel fîr nicht-transformierte humane
Zellen (Tabelle 2). Decoralin sowie alle elf Derivate zeigten
Aktivit�t gegen s�mtliche Krebszelllinien und vernachl�ssig-
bare Toxizit�t gegen HDMEC (EC50 @ 100 mm). Insbesondere
AC1–5 waren aktiver als Decoralin gegen alle Krebszelllini-
en, wobei mit AC2 eine zweifache Steigerung der Aktivit�t
erreicht werden konnte.

Um festzustellen, ob die erhçhte zellul�re Antitumorak-
tivit�t von gewissen designten Peptiden zumindest zum Teil
durch intrazellul�re Effekte ausgelçst wurde, die gegebe-
nenfalls von einer verbesserten Zellpenetration herrîhrten,
kuppelten wir Fluoresceinisothiocyanat (FITC) N-terminal
an Decoralin und AC1–5 und fîhrten fluoreszenzmikrosko-

pische und durchflusszytometrische Analysen der mit den
Peptiden behandelten Zellen durch. Die mikroskopischen
Aufnahmen lassen darauf schließen, dass diese Peptide tat-
s�chlich in MCF7-Zellen eindringen, wenn sie in niedriger
Konzentration zugegeben werden (1 mm ; Abbildung 2A).
AC1, AC2 und AC5 zeigten signifikant hçhere (p< 0.05)
MCF7-Zellpenetration als Decoralin, aber keine erhçhte
Aufnahme in A549-Zellen (Abbildung 2B,C). AC2 induzierte
signifikant mehr (p< 0.0001) Zellen in frîher Apoptose [(5.2
gegenîber 1.2%, AnnexinV-FITC+/7-Aminoactinomycin
(AAD¢)] und in sp�ter Apoptose und/oder nekrotische
Zellen (15 gegenîber 3.5%, AnnexinV-FITC+/7-AAD+) als
Decoralin, wobei beide Peptide zu einem grunds�tzlich glei-
chen Ausmaß an besch�digten Zellen fîhrten (19%, Anne-
xinV-FITC¢/7-AAD+; Abbildung 2D). Der prozentual
hçhere Anteil an Zellen in der AnnexinV-FITC-negativen
und 7-AAD-positiven Phase bei Decoralinbehandlung legt
nahe, dass die Zellmembran in den meisten der toten Zellen
vçllig zerstçrt wurde. Daher detektierten wir keine F�rbung
dieser Zellen, in �bereinstimmung mit Beobachtungen fîr
andere membranlytische Peptide.[12b] Nach der Behandlung
mit AC2 wurden die Zellen in allen Phasen gefunden. Dies
spricht dafîr, dass AC2 MCF7-Zellen sowohl durch Mem-
branlyse als auch durch intrazellul�re Mechanismen abtçtet.

Decoralin selbst zeigte ausgepr�gte Zellpenetration von
MCF7 und Lungenkarzinomzellen (A549; Abbildung 2B,C),
wodurch die Interpretation zum Mechanismus weiter gestîtzt
wird.[22] Offensichtlich war unser maschinelles Lernmodell in
der Lage, entscheidende Eigenschaften von CPPs zu identi-
fizieren und diese auf die Decoralinderivate zu îbertragen.
Des Weiteren behielten die entworfenen Peptide die Anti-
tumoraktivit�t der Vorlage bei. Wir konnten somit die De-
coralinsequenz entsprechend der Zielsetzung anpassen und
die zus�tzliche F�higkeit zur Zellpenetration fîr MCF7-

Zellen best�tigen. In AC1, AC2 und AC5 wurden
jeweils zwei Serine in der Decoralinsequenz durch
Arginin ersetzt. Das erhaltene Ergebnis ist in
�bereinstimmung mit Arbeiten von Nakase et al.,
wonach das Einfîgen von Argininresten in ACPs die
Membrandurchdringung verbessern kann.[23] Deren
Peptide verloren jedoch ihre Zytotoxizit�t gegen
HeLa-Zellen, was fîr eine empfindliche Struktur-
Aktivit�ts-Beziehung zwischen ACPs und CPPs
spricht. Unsere Peptid-Design-Strategie hat diesem
Umstand durch die SVM-Modelle ad�quat Rech-
nung getragen.

Nicht alle ACPs sind hinreichend selektiv fîr
eine therapeutische Anwendung.[5, 24] Daher wollten
wir Decoralin auf Selektivit�t hinsichtlich Krebszel-
len optimieren. Wir synthetisierten sieben Peptide,
die die vorhergesagten Antikrebs- und Tumor-
adressierenden Eigenschaften aufweisen (AT1–7;
Abbildung 1C). Diese zeigten gegenîber Decoralin
alle eine verbesserte Selektivit�t fîr HDMEC (Ta-
belle 2). Zudem wiesen die Peptide AT1–4 eine
starke Zytotoxizit�t gegen verschiedene Krebszell-
linien auf (Tabelle 2). AT2 und AT4 zeigten selektive
Toxizit�t gegen humane Melanomzellen (LU1205)
und MCF7-Zellen, aber eine vernachl�ssigbare

Tabelle 2: Zytotoxizit�t von Decoralin und dessen durch den Computer als
ACP+ CPP (AC1–11) oder ACP+ THP (AT1–7) vorhergesagten Derivaten.[a]

Name Sequenz MCF7 A549 LU1205 Jurkat HDMEC

Decoralin SLLSLIRKLITNH2 19�1 28�1 18�1 40�1 132�1

AC1 RLLRLIRKLIINH2 11�1 21�1 9�1 39�1 141�1
AC2 RLLRLIRKLILNH2 9�1 14�1 7�1 25�1 125–250
AC3 LLLLLIRKLIKNH2 11�1 22�1 16�1 25�1 125–250
AC4 YLLYLIRKLILNH2 13�1 29�1 14�1 22�1 256�2
AC5 RLLRLIRKLIRNH2 14�1 27�1 16�1 27�1 138�7
AC6 QLLQLIRKLIINH2 22�1 29�1 21�1 35�1 171�1
AC7 QLLQLIRKLIMNH2 33�1 33�1 24�1 46�1 142�2
AC8 MLLMLIRKLILNH2 16�1 58�1 31�1 31�1 262�1
AC9 QLLQLIRKLIRNH2 53�1 60�1 38�1 75�1 260�1
AC10 QLLQLIRKLIKNH2 50–100 54�1 39�1 69�1 ca. 250
AC11 QLLQLIRKLIYNH2 50–100 61�1 29�1 58�1 349�1

AT1 LLLQLIRKLILNH2 10�1 30�1 12�1 53�1 154�1
AT2 TLLLLIRKLILNH2 38�1 79�1 16�1 30�1 348�1
AT3 RLLLLIRKLILNH2 24�1 35�1 18�1 40�1 160�1
AT4 LLLLLIRKLILNH2 25�1 >100 48�1 50�1 278�1
AT5 QLLLLIRKLILNH2 63�1 >100 44�1 39�1 271�1
AT6 QLLLLIRKLIVNH2 77�1 >100 53�1 >100 339�1
AT7 CLLLLIRKLILNH2 >100 >100 76�1 >100 ca. 500

[a] EC50-Werte (mM) sind als Mittelwert�s angegeben (N = 3 unabh�ngige Experi-
mente, jeweils drei technische Replikate).
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Abbildung 2. A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von MCF7-Zellen, die mit 1 mm FITC-markiertem Decoralin sowie den Peptiden AC1–7
behandelt wurden (grín: Peptide, blau: Zellkerne). Repr�sentative Ergebnisse der Durchflusszytometrie sind gezeigt fír B) MCF7- und C) A549-
Zellen (Fluoreszenzintensit�t als Mittelwert�s, N = 3). (Die Statistik vergleicht Decoralin (Deco) mit den Peptidbehandlungen (NS: nicht stimu-
liert, ohne Peptid), *: p<0.05, **: p<0.01.) D) Durchflusszytometrie-Experimente zur Zellapoptose. MCF7-Zellen wurden íber 20 min mit 25 mm
Decoralin oder AC2 behandelt und anschließend mit AnnexinV-FITC und 7-AAD gef�rbt. Die Zahlenangaben in den Quadranten geben prozentua-
le Anteile an Zellen wieder. Das Histogramm gibt die prozentuale Verteilung in den unterschiedlichen apoptotischen Phasen als Mittelwert�s an
(N = 3 unabh�ngige Experimente, jeweils mit drei technischen Replikaten). ****: p<0.0001.
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Wirkung auf HDMEC-Zellen, was fîr die erfolgreiche
Kombination von ACP- und THP-Eigenschaften durch unser
computergestîtztes Peptid-Design spricht.

Schlechte Tumorpenetration kann ein limitierender
Faktor fîr die Wirksamkeit von Tumortherapeutika sein;
daher wurde die Coadministration mit ACPs oder anderen
tumorspezifischen Peptiden als eine vielversprechende
Lçsung fîr den klinischen Einsatz vorgeschlagen.[25] A549-
und MCF7-Zellen zeigten in unserer Studie eine unter-
schiedliche Empfindlichkeit gegen Doxorubicin (EC50 =

(450� 1) bzw. (22� 1) nm) und Epothilon C (EC50 = (49� 1)
bzw. (14� 2) nm). Wir inkubierten A549- und MCF7-Zellen
72 h mit einer Mischung aus ACPs (Decoralin oder AC2) in
Kombination mit entweder Doxorubicin oder Epothilon C.
W�hrend wir keinen signifikanten Synergismus zwischen
Peptid und den Chemotherapeutika in MCF7-Zellen beob-
achten konnten, erhielten wir auf A549-Zellen einen signifi-
kanten (p< 0.0001, F-Test) synergistischen Effekt von De-
coralin und AC2 in Kombination mit Doxorubicin (EC50 =

(260� 1) bzw. (127� 1) nm) oder Epothilon C (EC50 = (31�
1) bzw. (21� 1) nm ; Abbildung S1 der Hintergrundinforma-
tionen). Der Effekt (EC50) des designten Peptides AC2
îbertraf dabei denjenigen von Decoralin. Dies stîtzt die
Hypothese, wonach optimierte ACPs den zytotoxischen
Effekt von Chemotherapeutika verbessern kçnnen.

Maschinelle Lernverfahren ermçglichten die Identifika-
tion von maßgeschneiderten Peptidsequenzen mit einer star-
ken und selektiven zellul�ren Zytotoxizit�t gegen Krebszell-
linien. Unsere Vorhersagemodelle erwiesen sich als geeignet
fîr die Bestimmung der mit der Aktivit�t verknîpften Ei-
genschaften von bekannten ACPs und CPPs. Ausgehend von
einer Beispielsequenz (Decoralin) ermçglichte unser rech-
nerbasierter Ansatz den Entwurf von Sequenzderivaten mit
signifikant verbesserten Eigenschaften bei gleichzeitig mini-
malem Syntheseaufwand. Diese mehrdimensionale Ent-
wurfsmethode erweitert das konventionelle De-novo-Design
von Peptiden, das nur auf einzelne Zielsetzungen ausgerichtet
ist, und bietet eine Alternative zur Entwicklung von Peptiden
mit hohem Molekulargewicht und mçglichen Lçslichkeits-
problemen.

Stichwçrter: Computerchemie · Krebs · Lipidmembranen ·
Maschinelles Lernen · Wirkstoff-Forschung
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