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Antiprotozoische Struktur-Aktivitits-Beziehungen von synthetischen
Leucinostatin-Derivaten und Aufklirung ihres Wirkprinzips

" Michael Brand, Lei Wang, Stefano Agnello, Silvia Gazzola, Flavio M. Gall, Luka Ragu?z,
Marcel Kaiser, Remo S. Schmidt, Amélie Ritschl, Jennifer Jelk, Andrew Hemphill, Pascal Maser,
Peter Biitikofer, Michael Adams* und Rainer Riedl*

Abstract: Leucinostatin A ist eine der potentesten antiproto-
zoischen Verbindungen, die jemals beschrieben wurden, aber
bisher war wenig iiber die Struktur-Aktivitits-Beziehung
(SAR) bekannt. Trypanosoma brucei wurde als Protozoen-
Modellorganismus verwendet, um synthetisch modifizierte
Derivate zu testen. Dabei wurden die vereinfachten, aber
gleichermafien aktiven Verbindungen 2 (ZHAWOC6025) und
4 (ZHAWOC6027) identifiziert. Anschliefiend wurden Modi-
fikationen in allen Teilen des Molekiils durchgefiihrt, um ein
besseres SAR-Verstindnis zu erlangen. Die antiprotozoische
SAR stimmte mit der SAR in Phospholipid-Liposomen iiber-
ein, wobei die Membranintegritit, das Durchlissigkeitsver-
halten und die Dynamik untersucht wurden. Die antiproto-
zoale Wirkung der natiirlichen und synthetischen Leucinosta-
tine liegt in der Destabilisierung der inneren Mitochondrien-
membran, wie durch Ultrastrukturanalyse, Elektronenmikro-
skopie und Mitochondrienfirbung gezeigt wurde. Eine
subletale Langzeitexposition von T. brucei (200 Passagen) und
ein siRNA-Screening von 12'000 Mutanten zeigten keine An-
zeichen einer Resistenzentwicklung gegeniiber den syntheti-
schen Derivaten.

Einleitung

Leucinostatine sind antimikrobielle Peptide (AMP) aus
dem Pilz Purpureocillium lilacinum und gehoren zu den po-
tentesten jemals entdeckten antiprotozoischen Wirkstoffen.
Einige von ihnen gehoren zu den toxischsten oralen Myko-
toxinen. Der Begriff Leucinostatin wurde 1973 fiir eine aus
einer Pilzfermentationsbriihe isolierte Substanz geprigt, die

mehrere Leucine in der Struktur aufwies. Die endgiiltige
Struktur konnte damals noch nicht geklirt werden.'! 1982
wiesen Mori et al. nach, dass das urspriingliche Leucinosta-
tin! in Wirklichkeit ein Gemisch aus mehreren #hnlichen
Verbindungen war, und ermittelten die Struktur der Haupt-
komponente Leucinostatin A (1a) durch Massenspektrome-
trie, NMR, IR und Abbaustudien.

Die Verbindung besteht aus neun o-Aminosduren, dar-
unter cis-4-Methyl-L-Prolin,  (2S)-Amino-(6R)-Hydroxy-
(4S)-methyl-8-oxodecansdure (AHMOD), Hydroxyleucin
und 2-Aminoisobuttersidure (Aib) sowie einer Fettsdure mit
sieben Kohlenstoffatomen am N-Terminus (Abbildung 1).”!

Ein Jahr spéter publizierte dieselbe Gruppe die Struktur
des demethylierten Derivats Leucinostatin B (1b).”! 1989
wurde die Kristallstruktur von Leucinostatin A ermittelt und
die a-helikale Konformation bestitigt.! Mit dem Aufkom-
men der Tandem-Massenspektrometrie konnten mehr als 20
Leucinostatin A-Derivate mit Demethylierung/Oxidation am
N-terminalen Dimethylamin, Methylprolin und Deletionen
oder Oxidation der AHMOD-Seitenkette entdeckt und in
alphabetischer Reihenfolge benannt werden.’® Die Total-
synthese von Leucinostatin A (1a) wurde von Abe etal
(2017) erfolgreich durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt,
dass die Konfiguration der zuvor angenommenen Chiralitét
der AHMOD-Seitenkettenhydroxylgruppe falsch war.["! Der
Biosyntheseweg wurde untersucht, und die an der Biosyn-
these beteiligten Gene, die spezifisch fiir P. lilacinum und
Tolypocladium inflatum ophioglossoides sind, wurden iden-
tifiziert.!"
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Abbildung 1. Strukturoptimierung des Naturstoffs Leucinostatin A zu

den vereinfachten Derivaten. In rot sind die Veridnderungen des Natur-
stoffs hervorgehoben.
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Seit der bahnbrechenden Arbeit von Arai et al., deren
neues Antibiotikum Leucinostatin aus einer Mischung von
Leucinostatin A und B bestand, !l hat sich gezeigt, dass
Leucinostatine a) die Proliferation vieler verschiedener Or-
ganismen hemmen und b) sehr toxisch sind. Leucinostatine
wurden gegen 21 Pathogene in Pilzen (Minimale Hemm-
konzentrationen =MICs: 10-25 M) und gram-positive
Bakterien (2.5-100 pM) getestet. Des Weiteren wurde fest-
gestellt, dass Leucinostatine bei Méusen hochtoxisch mit ei-
nem intraperitonealen (ip) LDs, von 1.6 mgkg™' sind. Mikami
et al. zeigten, dass die ip-LDy, der aufgereinigten Leucino-
statine A (1a) und B (1b) jeweils 1.8 mgkg ' und die orale
LDs, 5.4 mgkg ' bzw. 6.3 mgkg ' betrugen, und stellten fest,
dass diese «zu den giftigsten Mykotoxinen wie T-2-Toxin,
Fusarenon-X und Aflatoxine gehoren».”! Andere Forscher
haben die akute Toxizitédt bestitigt, darunter Ricci et al., de-
ren Leucinostatin A (1a) bei Miusen eine ip-LDs, von
1.1 mgkg ! zeigte.""!

Diese starke Toxizitdt hat den therapeutischen Einsatz
von Leucinostatinen verhindert. Obwohl Leucinostatine zu-
erst als Antibiotika entdeckt wurden,!"! kénnte das Erreichen
der notwendigen systemischen Wirkkonzentrationen (MICs)
zur Eliminierung von bakteriellen oder pilzartigen Pathoge-
nen in Sdugetieren die todliche Dosis tiberschreiten.

Nur eine Gruppe von Erregern, die pathogenen Proto-
zoen, erwies sich als tiberempfindlich gegeniiber Leucino-
statinen. Otoguro et al. zeigten erstmals, dass Leucinostatin A
(1a) Plasmodium falciparum (den Erreger der Malaria tro-
pica) mit einem ICy, von 0.4-0.9 nM und Trypanosoma brucei
(den Erreger der Humanen Afrikanischen Trypanosomiasis
(HAT)) mit einem ICs, von 2.8 nM inhibieren. Tm akuten 7.
brucei HAT-Mausmodell zeigte Leucinostatin B (1b) kurati-
ve Effekte bei einer Dosis von 4x0.3 mgkg™" ip und 4 x
1.0 mgkg ™" ip, wihrend Leucinostatin A (1a) (das aufgrund
der Toxizitit nicht hoher getestet wurde) bei 4 x 0.3 mgkg ' ip
keine Wirkung zeigte."” In einem anderen akuten HAT-
Mausmodell wurde eine von vier Mdusen mit Leucinostatin B
bei 4x1.0 mgkg™" ip geheilt und die mittlere Uberlebens-
dauer wurde von 11.3 Tagen auf 28 Tage verldngert, wihrend
bei 4x0.3 mgkg ' ip keine Miuse geheilt wurden, aber die
mittlere Uberlebensdauer im Vergleich zu unbehandelten
Miusen leicht erhoht war.!'!

Das Wirkprinzip der Leucinostatine wurde mit ihrer all-
gemeinen destabilisierenden Wirkung auf biologische Mem-
branen sowohl in kiinstlichen Membransystemen als auch in
lebenden Zellen erklirt,"*'% was die unspezifische Toxizitit
gegeniiber Bakterien, Pilzen und Siugetierzellen im uM-Be-
reich erkldren konnte. Leucinostatine sind klassische Peptai-
biotika, die einen hohen Anteil an nicht proteinogenen Aibs
besitzen, welche zur Bildung von 3;,-helikalen Strukturen
neigen!"”! und hydrophobe Reste enthalten.!"s Leucinostatine
gehoren ebenfalls zur Unterklasse der AHMOD-haltigen
Aminolipopeptide.'¥!

Uber die strukturelle Voraussetzung fiir die antiproto-
zoische Aktivitdt der Leucinostatine und deren Wirkprinzip
ist wenig bekannt. Vertuani et al. stellten acht Leucinostatin
A-Homologe durch Reduktion, Dehydratisierung und Ace-
tylierung der 4-Methylhex-2-ensidure-, AHMOD- und Hy-
droxy-L-Leucin-Reste her und untersuchten sie auf ihre an-
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tibakterielle Aktivitit.'”) Diese Modifikationen fiihrten nicht
zu einer signifikanten Veranderung der antibakteriellen Ak-
tivitdt und hatten auch keinen Einfluss auf die Sekundér-
struktur. Abe et al. fithrten ein Alanin-Scan durch und zeig-
ten eine SAR auf Tumorzellen und Tumor-Stroma-Interak-
tion.?" Sie berichteten, dass die Acylgruppe am N-Terminus
essentiell fiir die biologische Aktivitit ist. Substitution der
ungesittigten Acylkette durch eine Acetylgruppe fiihrte zu
einer 1000-fachen Abnahme der Aktivitit. Des Weiteren
zeigte das Alanin-Scanning, dass nur die Substitution von
Aib-2 toleriert wurde, wihrend die Verdnderungen an den
Aminosduren Aib-3, Leu-5 und AHMOD-8 die Aktivitdt um
eine GroBenordnung reduzierten. Momose et al. zeigten, dass
Leucinostatin Y mit einer Carbonsdure anstelle eines termi-
nalen Amins weit weniger aktiv gegen Bakterien, Pilze und
Krebszellen war als Leucinostatin A (1a).”!) Umfassende
Struktur-Aktivitédts-Beziehungen (SAR) wurden jedoch nicht
durchgefiihrt, und dringende Fragen blieben unbeantwortet.
Hier prisentieren wir die erste umfassende Struktur-Wir-
kungs-Beziehung von Leucinostatin-Derivaten, bestimmen
die strukturellen Voraussetzungen fiir die in vitro Antipro-
tozoen-Aktivitdt und optimieren die Selektivitdt der Mole-
kiile.

Ergebnisse und Diskussion

Unser Ziel war es, die komplexe Struktur von Leucino-
statin A (1a) zu vereinfachen und gleichzeitig die Wirksam-
keit auf 7. b. rhodesiense zu erhalten. Die Synthesestrategie
basierte auf der mikrowellenunterstiitzten Festphasen-Pep-
tidsynthese (SPPS), gefolgt von einer finalen Amidkopplung
des 9-mer- Carbonsédurepeptids mit dem terminalen Amin in
der Fliissigphase (Schema S1). Im Verlauf der Studie konnte
das antiprotozoische Pharmakophor durch phénotypische in
vitro-Assays nachverfolgt werden, und es wurde ermittelt,
welche Molekiilgruppen fiir die antiprotozoische Aktivitit
verantwortlich sind. Dies fiihrte zu einem umfassenden Ver-
standnis der Struktur-Aktivitdts-Beziehung.

Das Ersetzen des Hydroxyleucins an Position 7 durch ein
einfaches und kommerziell giinstiges Leucin wurde toleriert
und hatte keinen negativen Einfluss auf die biologische Ak-
tivitdt. Der Michael-Akzeptor wurde entweder durch 4-Flu-
orbenzoesdure oder ein Oxazol ersetzt. Der Dimethylamin-
ethylenamid-Linker (6) am C-Terminus wurde mit einem
Cyclobutylamin funktionalisiert, weil davon ausgegangen
wurde, dass dies die metabolische Stabilitdt erhoht und kaum
Auswirkungen auf die antiprotozoische Aktivitdt von 7. b.
rhodesiense hat. Die Seitenkette muss nicht zwingend eine
AHMOD-Gruppe sein. Die Ethyl-cyclohexyl- oder n-Octyl-
Seitenketten fithrten in den potentesten Derivaten 2, 4 und 6
zu sub-nanomolaren Aktivititen, welche vergleichbar mit
dem Naturstoff Leucinostatin A sind (Tabelle 1). Diese Mo-
difikationen ergaben nicht nur dieselbe Aktivitdt gegen 7.
brucei, sondern erhohten auch den Selektivititsindex um das
3- bis 5-fache. Die Hydrophobizitit dieser Seitenkette ist es-
sentiell, da Modifikationen, wie der Austausch durch Glut-
aminsdure (7) oder die kiirzere aliphatische n-Butylkette (8),
die in vitro-Potenz verringern. Das n-Hexylanalogon (10)
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Tabelle 1: Aktivitit von Leucinostatin A und seiner Derivate auf T. b.
rhodesiense sowie die Zytotoxizitat auf L6-Zellen und der berechnete
Selektivititsindex (SI). Die Leucinostatin-Derivate werden mit den
Wirkstoffen Melarsoprol, Pentamidin und Suramin verglichen.
Verbindung T. b. rhod [nM] Zytotox L6 [nM] Sl
. . 0.25 259
Leucinostatin A (1a) (0.17-0.36)" (97-691)" 1036
0.76 3654
2 (0.63-0.91) (3070-4350)"! 4808
361 Gl
3 (287461)" > 8449 >23
0.39 1563
4 (0.35-0.43)™ (1322-1848)4 4007
1.5 5419
3 (1.1-2.1) (4804-6113)E 3613
0.24 885
6 (0.20-0.28)" (32024511 3848
7 > 32000 > 85650 NA
6.5 .
8 (5.0.8.6)" > 87501 > 1346
4.1 .
9 (3125.5)" > 8981 >2190
0.85 5138
10 (0.65-1.1)"! (3953-6677) 6045
39 .
n (2.2-6.8)" > 8749 >2243
1.3 7101
12 (0.6-3.0) (5284-9543) 5462
3.9 6608
13 (2.8-5.6)" (4987-8755)1 1694
72 7169
14 (52-99)t (5187-9909) 100
398 6731
15 (286-553)1 (5597-8095)F! 17
5.8 24220
Melarsoprol (4.8-7.1)¢ (15900-36700)" > 4000
- 1.8 7600
Pentamidin (1.4-2.5)¢ (5900-9900) " > 4000
Surami 3 100000 2800
uramin (28-44)" > >

NA =nicht anwendbar; [a]n=2; [b] n=3; [c] n=4; [d]n=9, [e] n=8.

wies immer noch eine vergleichbare Potenz wie 2 auf. Die
Modifikation dieser Aminosdure hat im Vergleich zur kiirz-
lich veroffentlichten Arbeit von Abe et al. auf Krebszellen
einen viel groBeren Einfluss auf die Parasiten.””! Das Peptid
5, das aus unnatiirlichen D-Aminosduren aufgebaut ist, zeigte
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eine dhnliche Aktivitdt gegen 7. b. rhodesiense wie 2 mit ei-
nem ICs, von 1.5 nM. Dies bedeutet, dass sowohl die links- als
auch die rechtsdrehende Helix aktiv sind, was darauf hin-
deutet, dass diese Verbindungsklasse nicht an ein Protein-
Target bindet. Die am Leucin-Amid an der Position vier des
Peptid-Grundgertists N-methylierte Verbindung 3 fiihrte zu
einer 500-fachen Aktivitdtsverringerung. Studien am Dime-
thylamin des C-Terminus ergaben, dass die Verminderung der
Basizitit des Amins durch Einfiihrung eines o-Akzeptors®
entweder mit einem Morpholin (14) oder einem Difluore-
thylmethylamin (15) die Potenz reduzierte. Die experimentell
ermittelten pK,-Werte der Dimethylamine (4 und 13) betru-
gen 7.3, das Morpholin (14) hatte einen pK, von 5.2 und das
Difluorethylmethylamin (15) einen pK, unter 3.5.

Da diese Verbindungen die gleiche Zytotoxizitit (7 uM)
aufwiesen, ist klar, dass die Erhohung der Basizitdt diese
Verbindungen von einer eher zytotoxischen Verbindung (15,
Selektivititsindex (SI) 17) zu einer hochselektiven Verbin-
dung (13, SI 1694) veriandert. Zusammenfassend wurde eine
synthetische, besser zugéngliche Leitverbindung mit dquipo-
tenter Aktivitdt auf 7. b. rhodesiense, aber reduzierter Zyto-
toxizitdt im Vergleich zum Naturstoff erhalten. Im Vergleich
zu den derzeit verfiigbaren Wirkstoffen sind diese syntheti-
schen Derivate in Bezug auf ihre antitrypanosomale Potenz
iberlegen (Tabelle 1). Um weitere Erkenntnisse tiber die
modifizierten Verbindungen zu gewinnen, wurde eine Ana-
lyse der Sekundérstruktur mittels Zirkulardichroismus-(CD)-
Spektrometrie von Leucinostatin A (1a), 2, 3, 4, 5 und 7
durchgefiihrt.

Alle Leucinostatin-Derivate zeigten helikalen Charakter,
mit Ausnahme der N-methylierten Verbindung 3 (SI-Kapi-
tel 3.1), was eindeutig darauf hinweist, dass die Helix ein
wichtiges Merkmal fiir die antiprotozoische Aktivitét ist. Dies
zeigt, dass die Methylierung des Leucinamides die Helixbil-
dung verhindert und somit zu einer starken Reduktion der
antiparasitdren Aktivitét fiithrt. Der helikale Charakter von 4
wurde durch NMR-NOE-Experimente bestitigt (Abbil-
dung S1). Zusitzlich zeigte die Kinetik des Deuterium-Aus-
tausches der Riickgrat-Amide von 4 in CD;OD, dass die
Riickgrat-Amid-Protonen 2 bis 4 mit einer t, >1 Stunde
bestehen bleiben, wobei 2 die langste Halbwertszeit von etwa
12.5 Stunden aufweist (Abbildung S2).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass ein Helix-bil-
dendes Riickgrat, das basische terminale Amin und die hy-
drophobe Seitenkette fiir die biologische Aktivitét entschei-
dend sind. Da lineare Peptide bekanntermafen schnell me-
tabolisiert werden, wurde die mikrosomale Stabilitidt gemes-
sen. Die beiden Leitverbindungen 2 und 4 zeigten eine sehr
vielversprechende mikrosomale Stabilitdt, insbesondere
Verbindung 4 (>80 % Wiederfindungsrate nach 40 Minuten,
SI-Kapitel 3.5).

Studien zu den morphologischen und zelluldren Wirkun-
gen der Leucinostatin-Derivate wurden an 7. b. brucei
durchgefiihrt, einer Unterart von 7. brucei und Erreger von
Nagana, einer weit verbreiteten Rinderkrankheit in Afrika
stidlich der Sahara. Daher war es notwendig, die hemmenden
Wirkungen der experimentellen Verbindungen auch auf 7 b.
brucei nachzuweisen. Die Aktivititen von Leucinostatin A
(1a) (0.4nM), 2 (6.4nM), 4 (3.6nM) und 7 (> 1000 nM)
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waren vergleichbar mit den Werten, die gegen 7. b. rhodesi-
ense gemessen wurden.

Bestdtigung der In-vivo-Wirksamkeit

Die Verbindungen 2 (intraperitoneal (ip) 3 mgkg ™' zwei-
mal tiglich (bid) fiir 4 Tage und oral (po) 30 mgkg ™' einmal
tidglich (qd) fiir 4 Tage) und 4 (ip 3 mgkg ' bid 2 Tage) wur-
den auf ihre In-vivo-Wirksamkeit anhand des 7. b. brucei
(STIB795) akuten NMRI-Mausmodells getestet. Die Méuse
waren nach der Behandlung mit 2 (fiir 4 Tage) und 4 (fiir
2 Tage) frei von Parasiten (< 10* ParasitenmL™"). Die Uber-
lebensrate der Mause war im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen verldngert (Abbildung 2). Interessanterweise war
2 (po 30 mgkg ' qd 4 Tage) auch bei oraler Verabreichung
wirksam.

100-
2
m .
"é E | A
g ] -e- Vehikel
% 50- -+ 2ip
5 ] - 2po
:g : ¢ —
’-l = 4ip
0 b | I I 1
0 10 20 30 40
Tage

Abbildung 2. Kaplan-Meier-Darstellung des in vivo Experiments im T.
b. brucei (STIB795) akuten NMRI-Mausmodell, behandelt mit Vehikel,
2 (ip und po) und 4 (ip). n=4.

Wirkmechanismus

Friihere Studien haben gezeigt, dass Leucinostatin A (1a)
als Tonophor auf isolierte Mitochondrien- und Chloroplas-
tenpriparate wirken kann'*"%! und die Membranpermeabili-
tdat von Zellen und kiinstlichen Membranen erhoht, indem es
den Transport von ein- und zweiwertigen Kationen erleich-
tert."™ Dariiber hinaus unterlag Leucinostatin A in Modell-
Liposomen einer konzentrationsabhéngigen Selbstaggregati-
on in der Lipiddoppelschicht, wodurch der Lipidphasen-
iibergang und die Membranfluiditédt beeinflusst und die Bil-
dung von Membranporen verursacht wurden."” Ahnliche
Beobachtungen wurden fiir andere kationische antimikrobi-
elle Peptide wie Melittin und Magainin gemacht, die Mem-
branschdden verursachen, indem sie sich in Lipiddoppel-
schichten einfiigen und temporire oder stabile Poren bil-
den.”*!! Solche Poren konnen es Membranlipiden ermdogli-
chen, frei von einer Seite der Doppelmembran zur anderen zu
diffundieren, und kleinen hydrophilen Molekiilen, die Mem-
bran zu durchdringen.

Um zu untersuchen, ob die in der vorliegenden Studie
synthetisierten Leucinostatin-Derivate in der Lage sind, eine
Durchmischung zwischen den Membranschichten von

Angew. Chem. 2021, 133, 15741 -15749


http://www.angewandte.de

GDCh
) —

Phospholipiden zu induzieren, wurden die Peptide zu Lipo-
somen aus Eiphosphatidylcholin (PC), Eiphosphatidylglyc-
erin (PG) und Spuren von [*H]-markiertem Phosphatidyl-
inositol ([?’H]PI), welches durch Behandlung mit Pl-spezifi-
scher Phospholipase C (PI-PLC) hydrolysiert wird, zugege-
ben. In Kontroll-Liposomen sollte die Behandlung mit PI-
PLC zu einer Hydrolyse von etwa 50% des [*H]PI fiihren,
d.h. dem Anteil von [*H]PI, der im #&uBeren Teil der Dop-
pelmembran vorliegt (Abbildung 3a). Im Gegensatz dazu
sollte, wenn Leucinostatine eine Durchmischung zwischen
den Membranschichten von Phospholipiden induzieren, das
gesamte ["H]PI nach Zugabe der Peptide zu den Liposomen
fiir die PI-PLC verfiigbar sein (Abbildung 3a).”! Das Aus-
maf der [PH]PI-Hydrolyse stieg von 50 % in Kontroll-Lipo-
somen auf >80% in Liposomen nach Zugabe steigender

b)
‘ Inositol zyklisch P

+
SS DAG

PI-PLC
— 100

80
PI-PLC

60

40

[3H] PI Hydrolyse %

PI-PLC
20
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Mengen der Peptide 1a, 2 oder 4 (Abbildung 3b). Diese Er-
gebnisse sind konsistent mit einer Peptid-induzierten Trans-
lokation von [PH]PI von der inneren zur duBeren Doppel-
membran der Liposomen. Im Gegensatz dazu wurde keine
Umverteilung von [*H]PI nach Zugabe des nicht-antiproto-
zoischen Peptids 7 zu den Liposomen beobachtet (Abbil-
dung 3b).

Zusitzlich wurde die Bildung von Membranporen unter
Verwendung von Liposomen, die eingeschlossene NBD-
Glucose enthalten, untersucht. Kommt es durch die Zugabe
von den Peptiden zu den Liposomen zu einer Porenbildung,
kann die eingeschlossene NBD-Glucose aus den Liposomen
herausdiffundieren, oder alternativ kann Dithionit in die Li-
posomen eindringen, wodurch die NBD-Fluoreszenz redu-
ziert wird (Abbildung 3¢). Die Zugabe der Verbindungen 1a,
2 und 4 zu mit NBD-Glucose
beladenen Liposomen fiihrte
zu einem vollstdndigen Verlust
der  Fluoreszenz  (Abbil-
dung 3d). Im Gegensatz dazu
wurde nach Zugabe von Pep-
tid 7 keine Reduktion beob-
achtet, was darauf hinweist,
dass die Peptide 1a, 2 und 4
die Porenbildung in Liposo-
men induzierten, wihrend
Peptid 7 keinen Effekt zeigte.
Die oben genannten Erkennt-
nisse, d.h. die vollstindige
Hydrolyse von [PH]PI durch
PI-PLC und die Reduktion
von NBD-Glucose durch Di-

1004

» O o
° o 9

NBD-Glucose Austritt %
S

o
1

Abbildung 3. a) Schematische Darstellung des PI-PLC-Assays. Inkubation von unilamellaren Liposomen
aus Ei-PC und Ei-PA (3:1, Molverhiltnis; griine Symbole) und Spuren von [’H]PI (rote Symbole) mit PI-
PLC fiihrt zur Hydrolyse von [*H] Pl (zu zyklischem Inositolphosphat und Diacylglycerin (DAG)) in der
juReren Doppelmembranschicht, wihrend [*H]PI in der inneren Membran vor dem Enzym geschiitzt ist.
Da sich ’H]PI wihrend der Herstellung der Liposomen gleichmiRig zwischen den beiden Membranen
verteilt, wird erwartet, dass ungefahr 50% durch PI-PLC hydrolysiert wird. In mit Peptiden rekonstituierten
unilamellaren Liposomen wird ’H]PI aus der inneren in die duBere Membranschicht verschoben, wo es
fiir PI-PLC zugénglich wird. b) Die Durchmischungsaktivitat der Peptide 1a, 2, 3, 4 und 7 ist in Konzentra-
tionsabhingigkeit mit einem Peptid-Phospholipidverhiltnis zwischen 0.001 und 0.1 dargestellt. ¢) Schema-
tische Darstellung des eingeschlossenen NBD-Glucose-Assays. Unilamellare Liposomen, die mit NBD-Glu-
kose (oranger Stern) fixiert sind, werden mit Peptiden behandelt. Wenn bei der Peptidzugabe ein Leck
auftritt, wird die NBD-markierte Glucose durch Dithionit (violettes Symbol) gequencht und die Abnahme
des Fluoreszenzsignals gemessen. d) NBD-Glucose-Austritt durch Zugabe der Peptide 1a, 2, 3, 4 und 7

bei einem Phospholipid-Peptid-Verhiltnis (PPR) von 0.1.
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thionit, konnten auch auf eine
peptidinduzierte Lyse der Li-
posomen zuriickzufiihren sein.
Elektronenmikroskopische
Analysen ergaben jedoch, dass
die Liposomen nach der Pep-
tidbehandlung nicht von den
Kontroll-Liposomen zu unter-
scheiden  waren  (Abbil-
dung S3), was ausschlief3t, dass
die Peptide als Detergenzien
eine Lyse der Liposomen be-
wirkten.

Um die Leucinostatin-Ak-
tivitdt bei lebenden Trypano-
somen zu testen, wurden 7. b.
brucei-Blutformen 24 h lang
mit Verbindung 2 behandelt,
bevor die Parasiten mit dem
vom mitochondrialen Mem-
branpotenzial abhéngigen
Farbstoff MitoTracker inku-
biert und fluoreszenzmikro-
skopisch untersucht wurden.
Die typische mitochondriale
Farbung der Kontroll-Trypa-
nosomen fehlte bei den mit
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Abbildung 4. Qualitative und quantitative Immunfluoreszenzfirbung
von NYsm-Parasiten. a) Unbehandelte NYsm-Parasiten wurden mit 4/,
6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI), MitoTracker und Anti-ATOM40 ge-
farbt. b) NYsm-Parasiten wurden einen Tag lang mit 2 behandelt und
mit DAPI, MitoTracker und Anti-ATOM40 gefirbt. c) Die quantitative
Messung des Mitochondrienmembranpotentials mit den Verbindun-
gen 1a, 2, 3, 4, 5 und 7. Die Positivkontrolle Carbonylcyanid m-Chlor-
phenylhydrazon (CCCP) ist ebenfalls gezeigt. DIC=differentieller Inter-
ferenzkontrast.

Verbindung 2 behandelten Parasiten vollstindig (Abbil-
dung 4a,b), was darauf hinweist, dass die Zugabe von Ver-
bindung 2 zu einem Verlust des mitochondrialen Membran-
potenzials fithrte. Ahnliche Ergebnisse wurden mit den Ver-
bindungen 4 und 5 (40 nM Endkonzentration) erzielt. Im
Gegensatz dazu wurden keine Verdnderungen in der MitoT-
racker-Farbung beobachtet, wenn 7. brucei-Blutformen mit
den Verbindungen 3 und 7 behandelt wurden. Um diese Be-
funde zu untermauern, wurde das mitochondriale Mem-
branpotential in den Parasiten vor und nach der Zugabe der
Leucinostatin-Derivate mit dem mitochondrialen Membran-
potential-Farbstoff TMRE quantifiziert. Die Behandlung der
Trypanosomen mit den Verbindungen 1a, 2, 4 und 5 fiithrte zu
einer konzentrationsabhéngigen Abnahme der TMRE-Fluo-
reszenz im Vergleich zu den Kontrollparasiten (Abbil-
dung 4c), was den wirkstoffinduzierten Verlust des mito-
chondrialen Membranpotenzials widerspiegelt. Im Gegensatz
dazu wurden fiir die Verbindungen 3 und 7 keine Veridnde-
rungen der Fluoreszenz beobachtet (Abbildung 4c¢).
Dariiber hinaus zeigte die Untersuchung der wirkstoff-
behandelten Trypanosomen mittels Transmissionselektro-
nenmikroskopie Verdnderungen in der mitochondrialen Ul-
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trastruktur, wobei die mitochondriale Matrix eine reduzierte
Elektronendichte aufwies, wihrend andere intrazelluldre
Strukturen unbeeinflusst schienen (Abbildung 5). Bei der
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung der mit dem
Wirkstoff behandelten Parasiten wurden keine Veridnderun-
gen festgestellt (Abbildung S4). Zusammengefasst zeigen
diese Ergebnisse, dass die Verbindungen 1a, 2, 4 und 5 auf die
Blutstromformen von 7. b. brucei wirken, indem sie die mi-
tochondriale Ultrastruktur beeinflussen und einen Verlust
des mitochondrialen Membranpotenzials verursachen.

Abbildung 5. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen
(TEM) von T. b. brucei Blutstromformen. A zeigt eine stirker vergro-
Rerte Ansicht des Zytoplasmas einer unbehandelten Kontrolle. Der Ein-
schub zeigt die entsprechende niedriger vergréferte Ansicht. Erkenn-
bar sind Kern (nuc) und Teile des Mitochondriums mit einer elektro-
nendichten Matrix. Balken in A=0.25 pm; Einschub=1.2 um. B und C
zeigen Parasiten, die mit 5 nM 4 fiir 2 h behandelt wurden. Das Mito-
chondrium (mito) behielt eine elektronendichte Matrix, aber in vielen
Fillen wiesen die Parasiten unterschiedliche Grade der Vakuolisierung
(vac) auf. Balken in B=0.35 um, C=0.8 um. In D, E und F wurden die
Parasiten mit 40 nM 4 fiir 2 h behandelt. D ist eine Ubersicht mit ge-
ringer Vergréflerung, die umrahmten Bereiche sind in E und F vergré-
Rert. Die sichtbaren Teile des Mitochondriums haben ihre charakteris-
tische elektronendichte Matrix verloren (schwarze Pfeile in E, F) und
erscheinen abgerundet und vergréRRert (F). Die Ultrastruktur der Gei-
el (f) bleibt unverindert. Balken in D=1.2 pm; E=0.45 um;

F=0.3 um.
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In-vitro-Selektion auf Wirkstoffresistenz

Um mehr tiber den trypanoziden Wirkmechanismus zu
erfahren, wurde versucht, resistente Mutanten zu selektieren.
T. b. brucei des ,New York single-marker“ Stammes
(NYsm)®! wurde in vitro subletalen Konzentrationen
(0.5nM-1.5nM) von 2 ausgesetzt. Die Kulturen wurden
etabliert und schliefilich in wirkstoffhaltigem Medium sub-
passagiert. Es gab jedoch keine Anzeichen fiir die Entwick-
lung einer Wirkstoffresistenz. Die Parasitenkulturen starben
immer innerhalb weniger Tage ab, wenn sie 1.5 nM 2 ausge-
setzt wurden, selbst nach 7 Monaten der Selektion. Dies
konnte darauf hinweisen, dass 2 einen grundlegenden Prozess
stort, der nicht ohne weiteres durch eine Mutation in einem
einzelnen Gen iiberwunden werden kann. Nachdem es nicht
gelungen war, durch Vorwiértsselektion resistente Trypano-
somen zu erhalten, wurde ein reverser genetischer Ansatz
angewendet, um auf Resistenz zu selektieren. Zu diesem
Zweck wurde eine in 7. b. brucei NYsm transfizierte RNAi-
Bibliothek verwendet,””) die aus etwa 12000 gepoolten
Transfektanten bestand, welche jeweils eine andere small
interfering RNA (siRNA) unter der Kontrolle eines Tetra-
cyclin-Promotors exprimierten. Dieser Ansatz ist leistungs-
stark fiir die Selektion von Mutanten mit Funktionsverlust,
die eine Wirkstoffresistenz aufweisen, wenn die Expression
eines bestimmten Gens herunterreguliert wird.””! Es wurden
jedoch nach Induktion der siRNA-Expression durch Zugabe
von 1 pgmL ! Tetracyclin und anschlieBender Selektion mit 2
bei 8.6, 17.1 oder 25.7 nM keine resistenten Zellen erhalten.
Eflornithin wurde als Positivkontrolle fiir die Wirkstoffse-
lektion verwendet und fithrte zur
Identifizierung des Aminosiure-
transporters TbAAT6, wie zuvor

Forschungsartikel

Tabelle 2: |sotherme Kalorimetrie-Messungen mit einer Dosis-Wir-
kungs-Messung von 2 und 4. Mit zunehmender Inhibitorkonzentration
wurden die Zeiten bis zum Peak und die Zeiten bis zur Abtétung ver-
kiirzt.

Zeit zum

Beginn Wirk- .
Zeit zum Peak [h] Abtéten

Substanz Konz. [nM]

stoffwirkung [h] [h]
Kein

Wirkstoff 38.3+0.8 108 £1
1.0 22407 39.9+0.8 115£5

2 3.0 33+26 353442 101£15
10 <2 12.8+1.1 27+26

30 <2 15.2£1.5 31433

0.5 55+6 40+25 112+6

4 15 42+£2.1 33.5£3.2 97413
5.0 <2 10.8+1.3 234+0.9

15 <2 13.7£23 28+£3.5

(Tabelle 2). Die Zeit bis zur Abtotung war ebenfalls dosis-
abhingig. Der Wirkungseintritt war bei beiden Leucinostatin-
Derivaten sehr schnell (Tabelle 2).

Wirksamkeit gegen weitere protozoische Parasiten

Ermutigt durch die hohe Aktivitdt von Leucinostatin A
und seinen Derivaten gegen 7. brucei, wurden die Leitver-
bindungen 2 und 4 sowie die weiteren Verbindungen 3, 5§ und
7 auch gegen die Protozoen Trypanosoma cruzi (Erreger der
Chagas-Krankheit), Leishmania donovani (viszerale Leis-

Tabelle 3: Aktivititen von Leucinostatin A (1a), 2-5 und 7 auf verschiedene Parasitenstimme ein-
schlieflich der positiven Kontrollsubstanzen (Miltefosin, Benznidazol und Chloroquin).

gezeigt.*’)
Verbindun L. donovani. axenisch L. donovani. T. cruzi P. falciparum NF54
& Amastigoten [nM] Macrophagen [nM] [nM] [nM]
In vitro pharmakodynamische 1a 1.05" 9.8 234 0.61%
Parameter (0.96-1.15) (5.0-19) (16-33) (0.27-1.40)
. . 116 181 193 4.8
~ Isotherme  Mikrokalorime- 2 (9.1-14) (7.4-42) (145-258) (3.9-5.7)
trie®?! wurde mit den beiden
Leitverbindungen 2 und 4 durch- 3 92590 ND < 2000" 5910
gefithrt, um deren trypanozide (6201-13820) (535-654)
Wirkung in Echtzeit zu iiberwa- a " ”
chen (Abbildung S5). Die beiden 4 3‘2'97 5 39524 bl 9121‘1142 453.46 6
Verbindungen wurden bei dem ein- (3.1-7.9) (39-64) (92-142) (4.3-6.6)
bis dreifligfachen ihrer ECy, unter- 5 4.8 b 311 261
sucht (1 bis 30 nM fiir 2; 0.5 bis (3.3-7.1) (190-510)™ (22-30)
15 nM fiir 4).
Fiir beide Molekiile wurde eine 7 > 85650 ND >2000" > 85651
dosisabhingige = Wachstumshem-
N . 4830 4912
mung beobachtet, d.h. fiir 2 bei Miltefosin (402-530) (3415-7065) ND ND
3 nM und fiir 4 bei 1.5 nM, und sie
reduzierten das Wachstum der ) 19250
Blutstromform von T. b. rhodesi- ~ Benznidazol ND ND (1522-2435) ND
ense erheblich, toteten aber nicht
. . d
alle Parasiten. Bei 5nM 4 oder  cpigroquin ND ND ND 348~962
10 nM 2 wurden die Parasiten in- (3.3-62)

nerhalb von 24 Stunden abgetotet

Angew. Chem. 2021, 133, 1574115749
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ND = nicht bestimmt; [a]n=1; [b]n=2; [c]n=3; [d]n=4; [e] n=6; [[]n=8.
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hmaniose) und Plasmodium falciparum (Malaria tropica)
getestet (Tabelle 3).

Die ICs-Werte lagen im nM-Bereich, mit Ausnahme von
3 und 7 (Tabelle 3), und entsprachen damit den Ergebnissen,
die im 7. brucei-Assay gemessen wurden. Niedrige nM-1Cy,-
Werte wurden gegen die axenisch gewachsenen Amastigoten
von L. donovani beobachtet. Die 1C5-Werte von 2 und 4 auf
intrazelluldre L. donovani betrugen 18 nM bzw. 50 nM, was
darauf hindeutet, dass die Verbindungen ausgezeichnete
zellpenetrierende Eigenschaften besitzen. Dies wurde bei
intrazelluldren 7. cruzi-Parasiten bestitigt. Intra-erythrozy-
tare P. falciparum wurde ebenfalls durch 2 und 4 bei 4.8 nM
bzw. 5.4 nM gehemmt.

Schlussfolgerung

Die Entwicklung von Peptiden als Wirkstoffkandidaten
stellt im Vergleich zu kleinen Molekiilen einige zuséitzliche
Herausforderungen dar, was ihre breite Verwendung bisher
eingeschrénkt hat. Ein Aspekt ist die inhédrente biologische
Instabilitdt von xenobiotischen Peptiden und ihr schneller
enzymatischer Abbau im Korper, der die Exposition be-
grenzt. Nichtsdestotrotz stehen Peptidtherapeutika aufgrund
ihrer ausgepriagten biologischen Aktivitdten sowohl in der
akademischen Welt als auch in der Industrie weiterhin im
Fokus aktueller Wirkstoffforschungs- und Wirkstoffentwick-
lungsprojekte und zeigen steigende Erfolgsraten.t"!

Frithere Berichte zeigten, dass Leucinostatin A sowohl
bei oraler als auch bei intravenoser Verabreichung toxisch
war.['231 Synthetische Modifikationen des Naturstoffs Leu-
cinostatin A ergaben durch Entfernung des Michael-Akzep-
tors und Substitution der AHMOD-Seitenkette entweder
durch n-Octyl- oder Ethyl-cyclohexyl dquipotente Verbin-
dungen. Die Verbindungen 2 und 4 hemmten das Wachstum
von protozoischen Parasiten im tiefen nanomolaren Bereich
und zerstorten kiinstliche Liposomen im gleichen Konzen-
trationsbereich, ohne sie aufzulosen, zu desintegrieren oder
zu lysieren. Die Inhibitoren lieBen die Phospholipide von
einer Hélfte der Membrandoppelschicht in die andere flip-
pen. Interessanterweise blieben die 7. brucei-Parasiten
strukturell intakt, verloren aber die Funktionalitdt bestimm-
ter Membransysteme, vor allem der inneren Mitochondrien-
membran.

Die Leucinostatin-Derivate wiesen die gleiche SAR ge-
gen Trypanosomen und Liposomen auf. Es wurde in dieser
Studie herausgearbeitet, dass die a-helikale Natur der Ver-
bindung, die Protonierung des terminalen Amins und die
Hydrophobizitit der Seitenkette in beiden Testsystemen es-
sentiell sind, was auf das gleiche Wirkprinzip in beiden Sys-
temen hinweist. Der schnelle Wirkungseintritt, gemessen
durch isotherme Mikrokalorimetrie, unterstiitzt diese
Schlussfolgerung.

Die Destabilisierung der inneren Mitochondrienmem-
bran stellt einen Wirkmechanismus dar, der die Zellen auf
einer sehr fundamentalen Ebene auBler Gefecht setzt und
gegen den sie nicht ohne weiteres eine Resistenz entwickeln
konnen. Dies wurde gezeigt, indem 7. brucei sieben Monate
lang subletalen Dosen von 2 ausgesetzt wurde, sowie durch

© 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie versffentlicht von Wiley-VCH GmbH

ein Screening gegen 12’000 siRNA-Knockdown-Mutanten,
wobei keine Resistenz entwickelte wurde.

Im Vergleich zu den klinisch zugelassenen Medikamenten
Melarsoprol, Pentamidin und Suramin sind die Verbindungen
2 (ZHAWOC6025) und 4 (ZHAWOC6027) potenter gegen 7.
brucei und, was vielleicht noch wichtiger ist, zeigten keine
Anzeichen fiir die Entwicklung einer Wirkstoffresistenz. Die
Stoffe 2 und 4 stellen eine neue Verbindungsklasse fiir die
Behandlung von 7. brucei-Infektionen dar und sollten auch
fiir die Anwendung gegen andere parasitdre Erkrankungen in
Betracht gezogen werden.
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