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Kernpunten

¢ De groep van antimicrobiéle peptiden vormt mogelijk
een nieuwe klasse antibiotica tegen de opkomende in-
fecties van resistente bacterién.

e Een lipofiel aminozuur werd gesynthetiseerd dat een-
voudig in ieder peptide ingebouwd kan worden met
vastefase-peptidesynthese.

e Het inbouwen van het lipofiele aminozuur in het anti-
microbiéle peptide anopline zorgde voor een sterk
verhoogde antibacteriéle activiteit met behoud van
selectiviteit.

Inleiding

Er is een groeiende vraag naar ontwikkeling van nieuwe
antibiotica of verbetering van bestaande antibiotica, omdat
er steeds meer gevallen bekend zijn van infecties door resis-
tente bacterién. Deze bacterién zijn resistent tegen een of
meer bestaande antibiotica, bijvoorbeeld meticillineresisten-
te Staphylococcus aureus (MRSA) en vancomycineresistente
Enterococcus (VRE), en er zijn dringend nieuwe verbindingen
nodig tegen deze resistente bacterién [1].

Een relatief nieuwe klasse van antibiotica bestaat uit de
veelbelovende groep van antimicrobiéle peptiden (AMP’s)
[2]. AMP’s werken voornamelijk op het bacteri€le membraan
via niet-specifieke membraanpermeabilisatie. Dit werkings-
mechanisme induceert nauwelijks resistentie, omdat het
voor bacterién erg moeilijk is hun membraansamenstelling
te veranderen, om zo resistent te worden tegen AMP’s. Dit
verklaart de enorme potentie van AMP’s als startpunt voor
de ontwikkeling van nieuwe, op peptiden gebaseerde antibi-
otica, zoals de door de Food and Drug Administration goed-
gekeurde lipopeptiden caspofungine (1) [3] en daptomycine
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ABSTRACT

Synthesis and application of a lipophilic amino acid derivative for
improving membrane anchoring of antimicrobial peptides
OBJECTIVE

To increase the potential of membrane-acting peptides as
possible novel drug-like compounds by increasing lipo-
philicity and thereby enhancing membrane affinity.

DESIGN

An Fmoc-protected enantiomerically pure lipophilic amino
acid (Fmoc-Lad-0H), which contains a nine carbon atom
hydrophobic side chain, was designed. Fmoc-Lad-OH can be
introduced into any peptide sequence using standard solid
phase peptide synthesis to increase the lipophilicity of a pep-
tide without sacrificing important polar segments of a peptide
like for instance the N and C-termini. The antimicrobial deca-
peptide anoplin was chosen as a model peptide to test the hy-
pothesis.

METHODS

Fmoc-Lad-0H was prepared via organic synthesis and incor-
porated into the anoplin peptide sequence using solid-phase
peptide synthesis followed by reversed-phase HPLC purifi-
cation. Biological activity was evaluated using microtiter
dilution bacterial growth assays, haemolytic assays and
membrane vesicle leakage experiments.

RESULTS

All three lipophilic analogues show a dramatic increase in
antimicrobial activity: up to 4-8 times better for Escherichia
coli (Gram-negative) and over one order of magnitude for
Staphylococcus aureus (Gram-positive) compared to anoplin.
Although the haemolytic activity was increased for the lipo-
philic analogues, the concentration at which 50% lysis will
occur (EC50) was still one order of magnitude higher than

the determined MICs. In the membrane vesicle leakage
experiments the lipophilic analogues showed a higher lytic
activity than anoplin, in agreement with the observed MIC
values.

CONCLUSION

Introduction of Lad into anoplin clearly showed a positive
effect, which suggests that Fmoc-Lad-OH could be used as

a general approach to increase membrane affinity of mem-
brane-acting peptides.
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(2) [4], welke actief zijn tegen respectievelijk schimmel- en
bacteriéle infecties (figuur 1).

Lipopeptiden behoren tot een subklasse van de antimi-
crobiéle peptiden, welke een lipofiele alkylstaart of, simpel
gezegd, vetstaart bevatten. Deze lipofiele staart is belangrijk
voor de activiteit omdat hij zorgt voor membraanaffiniteit en
werkt als een soort membraananker (figuur 2). De lengte
van de staart is erg belangrijk, wat blijkt uit twee studies die
laten zien dat analogen van caspofungine en daptomycine
met kortere staarten een sterk verminderde activiteit hebben
[5, 6]. Geinspireerd door deze lipopeptiden zijn door
N-acylering AMP’s gesynthetiseerd met een alkylstaart aan
het N-uiteinde, een eenvoudige manier om alkylstaarten te
koppelen [7-12]. Het gevolg van N-acylering is echter het
verlies van een positief geladen N-uiteinde van het natuurlij-
ke antimicrobiéle peptide. Een positief geladen N-uiteinde
in combinatie met een peptidesequentie met veel arginines
en lysines — aminozuren met allebei een positief geladen zij-
keten — is vaak erg belangrijk voor de activiteit en vooral
voor de selectiviteit [10]. De selectiviteit van AMP’s voor
bacteriéle membranen is een gevolg van de interactie tussen
de positief geladen AMP’s en de negatief geladen bacteriéle
membranen, in tegenstelling tot de netto ongeladen (neutra-
le) humane membranen.

Hier presenteren wij een methode om de membraanaffi-
niteit van AMP’s te verhogen zonder de belangrijke positieve
ladingen, zoals de N-uiteinden en geladen zijketens, op te
offeren. Hiervoor is een lipofiel aminozuurderivaat (Lad)
ontworpen dat een lipofiele staart van negen koolstofatomen
bevat als de aminozuur-zijketen. LLad werd gesynthetiseerd
als een bouwsteen voor peptidesynthese, zodat het gemakke-
lijk op elke positie in een peptidesequentie toegevoegd kan
worden (figuur 2). Met deze methode zijn drie lipofiele ana-
logen gesynthetiseerd van het natuurlijk antimicrobiéle pep-
tide anopline, een decapeptide met de sequentie H-Gly’-
Leu’-Leu’-Lys*Arg’-Ile®-Lys’-Thr®-Leu’-Leu’’-NH,,
waarin Lad op de posities Leu?, Ile® en Leu’’ werd geintro-
duceerd. Deze lipofiele anoplinederivaten bleken tien maal
zo actief te zijn als natuurlijk anopline, terwijl de selectiviteit
voor bacteriéle membranen behouden bleef.

Synthese van het lipofiele aminozuurderivaat
Het lipofiele aminozuurderivaat is te synthetiseren van-
uit het natuurlijk aminozuur L-glutaminezuur (3) in slechts
in vijf stappen, zoals weergegeven in figuur 3 [13]. De syn-
these startte met het introduceren van benzyl-bescherm-
groepen op 3, waardoor diéster 4 werd verkregen in een goe-
de opbrengst van 73% [14]. Vervolgens werd diéster 4
onderworpen aan een gecontroleerde reductie met DIBAL-H,
volgens de werkwijze van Martin e.a. [15], om selectief de
y-benzylester om te zetten naar de aldehydefunctionaliteit,
resulterend in aldehyde 5. Hexyltrifenylfosfoniumbromide
(6) werd omgezet naar ylide 7 en vervolgens werd met alde-
hyde 5 een Wittig-reactie uitgevoerd met als product alkeen
8. In de volgende stap lieten we alkeen 8 reageren met water-

Figuur 1 Chemische structuren van caspofungine en
daptomycine
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De vetstaart welke belangrijk is voor de activiteit, is groen weergegeven.

Figuur 2 Synthese van een lipofiel aminozuurderivaat en

verankering ervan in een biologisch membraan
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stofgas om de dubbele binding te reduceren naar een enkel-
voudige binding en tegelijkertijd de benzyl-beschermgroe-
pen te verwijderen. Er werden meerdere reactiecondities
uitgeprobeerd en een succesvolle reactie werd bereikt door
het gebruik van Pearlman’s katalysator (10% palladiumhy-
droxide op actieve koolstof). Na het verwijderen van de ben-
zylgroepen onstaat een zwitterionisch product (een mole-
cuul dat zowel een negatieve als een positieve lading bevat)
met een amfipathisch karakter. Dit komt door de aanwezig-
heid van een enerzijds sterk geladen (polair) gedeelte en
anderzijds een ongeladen en apolaire vetstaart. Dit zorgde
ervoor dat het product moeilijk te isoleren was en er werd
besloten om na het verwijderen van de katalysator (door fil-
tratie) het ruwe product meteen door te zetten in de volgen-
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Figuur 3 Syntheseroute naar het lipofiele aminozuurderivaat
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Tabel 1 Biologische activiteit van anopline en de lipofiele derivaten
Peptide EC50 (mg/L)* Escherichia coli Staphylococcus aureus
MiC (mg/L)t Tit MiC (mg/L)t Tit
Anopline (10) >500 41 >12,2 20,6 >24.,3
Ano-Lad02 (11) circa 108 5,2-10,3 10,5-20,8 2,5 43,2
Ano-Lad06 (12) circa 39 10,3-20,6 1,9-3,8 2,5 15,6
Ano-Lad10 (13) circa 77 10,3-20,6 3,7-7,5 2,5 30,8
C9-anopline (14) circa 2,5 2,0 2,5 2,0

* Hemolytische activiteit, uitgedrukt als de concentratie van een peptide die 50% hemolyse induceert (EC50 in mg/L).
T Antimicrobiéle activiteit, uitgedrukt als de minimale inhiberende concentratie (MIC in mg/L).

1 Therapeutische index = EC50/MIC; een hoge waarde betekent een hoge bacteriespecificiteit [17].

de reactie. Als laatste stap werd de a-aminogroep succesvol
beschermd met een Fmoc-groep, een beschermgroep welke
standaard gebruikt wordt voor aminozuren bij vastefa-
se-peptidesynthese. Fmoc-Lad-OH (9) was nu klaar om in
een peptide gezet te worden.

Synthese van lipofiele antimicrobiéle peptiden

Het antimicrobiéle peptide anopline werd gekozen om
er het lipofiele aminozuurderivaat in te bouwen. In een eer-
der gepubliceerde studie betreffende de structuur—activi-
teitsrelatie van anopline [16] was gebleken dat het vervan-
gen van de lysine- of arginineresiduen door alanine, of het

modificeren van de N-uiteinden resulteerde in anoplinederi-
vaten met een verhoogde hemolytische activiteit (het doden
van humane rode bloedcellen). Dit demonstreert het belang
van de positieve lading voor de selectiviteit van het antimi-
crobiéle peptide. Ook werd aangetoond dat de antimicrobi-
ele activiteit drastisch afnam wanneer de hydrofobe amino-
zuren leucine op posities 2 en 10 en isoleucine op positie 6
werden vervangen door alanine, wat bevestigt dat de hydro-
fobie van het peptide op deze posities belangrijk is voor de
activiteit. Daarom is besloten het lipofiele aminozuur in de
anoplinesequentie in te bouwen op posities 2, 6 of 10, met
het idee om de activiteit van anopline te verhogen en de
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Figuur 4 Helical wheel representation van anopline

Deze weergave laat de positie van de aminozuren zien in een
voorgestelde alfahelixstructuur. De aminozuurresiduen op posities 2, 6

en 10 vormen samen een hydrofoob gedeelte.

bacteriéle selectiviteit te behouden. De helical wheel represen-
tation in figuur 4 laat zien dat in de veronderstelde actieve
helixstructuur van het peptide de posities 2, 6 en 10 bij
elkaar zitten en een soort hydrofobe plek maken.

De drie lipofiele antimicrobi€le peptiden Ano-Lad02,
Ano-Lad06 en Ano-LLad10 werden gesynthetiseerd via vas-
tefase-peptidesynthese, een methode waarin het peptide
opgebouwd wordt terwijl het gebonden is aan een vaste dra-
ger, vaak een polymeerbolletje. Deze methode heeft als
groot voordeel dat bijproducten van de reactie gemakkelijk
uit het reactiemengsel gefiltreerd kunnen worden, zoals geil-
lustreerd is in figuur 5. Bovendien kan om dezelfde reden
een overmaat aan reagentia worden gebruikt om de reacties
optimaal te laten verlopen. Naast de synthese van de drie
lipofiele anoplinederivaten werd ook een ‘klassiek’ lipofiel
derivaat (C9-anopline) gesynthetiseerd door N-acylering
met decaanzuur. Een overzicht van de structuren van anop-
line (10) en de vier lipofiele analogen (11-14) is weergegeven
in figuur 6.

Biologische activiteit

Peptiden 10-14 werden getest op hun antibacteriéle acti-
viteit, uitgedrukt als de minimale inhiberende concentratie
(MIC), wat de laagste concentratie is van de remmende stof
waarbij zichtbaar de groei van het micro-organisme geremd
wordt. Voor deze test werden twee verschillende bacterie-
stammen gebruikt: een gramnegatieve (Escherichia coli) en
een grampositieve (Staphylococcus aureus). Om te kijken hoe
selectief de peptiden zijn voor bacteriéle membranen ten
opzichte van humane membranen, werden de peptiden ook
getest op rode bloedcellen. Wanneer de peptiden actief zijn
op de membranen van rode bloedcellen is dat te detecteren
door het vrijkomen van hemoglobine. Deze activiteit wordt
uitgedrukt als EC50: de concentratie van het peptide waarbij
50% van de maximale activiteit (maximale hemoglobine-
lekkage) plaatsvindt.

Anopline (10) was actief tegen beide bacteriestammen
met MIC-waarden van 41 en 20,6 mg/L en was zeer selectief
voor bacteriéle membranen aangezien er geen hemolyse was
waargenomen tot een concentratie van 500 mg/L, zoals te

Figuur 5 Schematische weergave van vastefase-
peptidesynthese
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A) Een aminozuur (rood) is aan een harsbolletje gekoppeld. In een
ontschermingsstap wordt de paarse beschermgroep (BG) verwijderd.
Vervolgens wordt er een nieuw aminozuur (blauw) gekoppeld. Deze twee
stappen worden herhaald totdat de volledige sequentie opgebouwd is. In
de laatste stap wordt het peptide van het harsbolletje afgesplitst.

BJ In het reactievat wordt het te koppelen aminozuur toegevoegd aan de
hars en nadat de koppeling klaar is worden de overmaat aan reagentia

en de bijproducten verwijderd door filtratie.

zien in tabel 1 en figuur 7. De lipofiele analoga van anopline
(11-13) waren 4 tot 8 maal zo actief tegen E. coli en zelfs 10
maal zo actief tegen S. aureus als anopline (tabel 1). De
hemolytische activiteit van analogen 11-13 (figuur 7) is
hoger dan die van anopline (39-108 mg/L. versus >500
mg/L), maar de concentratie waarbij 50% lyse optrad
(EC50) was nog een orde van grootte hoger dan de respec-
tieve MIC-waarden. Dit demonstreert dat de lipofiele anop-
linederivaten 11-13 nog steeds selectief zijn voor bacteriéle
membranen (tabel 1). De specificiteit van antimicrobiéle
stoffen voor bacteriéle membranen wordt uitgedrukt als de
therapeutische index (TI) en wordt bepaald als de verhou-
ding van de hemolytische activiteit (EC50 in mg/LL) en de
antimicrobi€le activiteit (MIC in mg/L) [17]. Dit betekent:
hoe hoger de TI, hoe groter de antimicrobiéle specificiteit.
De TI-waarden zijn weergegeven in tabel 1 en vooral anop-
linederivaat 11 bleek veelbelovend wat betreft de antimicro-
biéle specificiteit. Het N-gedecanoyleerde anopline 14 is een

reagentia
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voorbeeld van een niet-selectief antimicrobieel peptide,

Figuur 6 Schematische weergave van de op anopline omdat de EC50 en de MIC in hetzelfde concentratiebereik
gebaseerde gesynthetiseerde peptiden liggen: 5 versus 2,5 mg/L, wat resulteert in een erg lage TI

van 2,0 (tabel 1 en figuur 7).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 In een ander experiment om de biologische activiteit te

bepalen werden peptiden 10-14 getest op hun activiteit in
anopline (10) HNHZ een modelmembraansysteem [18]. Hiervoor werden grote
unilamellaire vesicles (GUV’s, een soort vetbolletjes) gemaakt
met daarin de fluorescerende stof carboxyfluoresceine (CF).
De peptiden werden toegevoegd aan deze GUV’s en wanneer
het peptide interageert met het membraan en de GUV’s
lyseert, dan zorgt het vrijkomen van CF voor een verhoogde
fluorescentie, wat gemeten wordt met fluorescentiespectro-
scopie (figuur 8). Allereerst werden GUV’s geprepareerd met
het lipide 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholine (DOPC),
wat resulteert in een zwitterionisch membraan dat enigszins
lijkt op een (neutraal) humaan membraan. Deze DOPC-
GUV’s werden behandeld met anopline (10; 50 mg/L) en
daarbij werd ongeveer 41% lyse waargenomen (figuur 9A).

Ano-Lad02 (11)

Anoplinederivaten 11-13 bleken een lyse van respectievelijk

De hydrofobe aminozuren zijn aangegeven in groen en de positief 47, 45 en 48% te veroorzaken, terwijl het N-gedecanoyleer-

geladen aminozuren in blauw. de anopline 14 een veel hogere lyse van ongeveer 62%
vertoonde (figuur 9A).

Als model voor een bacteriéle membraan werden nega-

tief geladen GUV’s geprepareerd uit een equimolaire hoe-

Figuur 7 Hemolytische activiteit: anopline vergeleken met veelheid van DOPC en het anionische lipide 1,2-dio-

de lipofiele analogen leoyl-sn-glycero-3-fosfoglycerol (DOPG). De interactie van

anopline (10) met DOPC/DOPG-vesicles resulteerde in onge-

120 ; . .
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A) Neutrale DOPC-vesicles; B) negatief geladen DOPC/DOPG-vesicles.

Grote unilamellaire vesicles (GUV's) waarin de fluorescerende stof De lyse is gemeten bij een peptideconcentratie van 50 mg/L, uitge-
carboxyfluoresceine (CF) is opgesloten, worden behandeld met het peptide. drukt in het percentage van de totaal mogelijke lyse.
Wanneer het peptide een activiteit heeft op het membraan zullen de vesicles DOPC: 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholine; DOPG: 1,2-dioleoyl-sn-

lyseren en komt CF vrij, wat resulteert in een verhoging van de fluorescentie. glycero-3-fosfoglycerol.
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cle-lyse-experimenten bevestigen dat de lipofiele anopline-
peptiden 11-13 een specifieke interactie hebben, met een
verhoogde activiteit voor anionische membranen, terwijl
N-acylering zorgt voor een verhoogde membraanaffiniteit
die echter ten koste gaat van de selectiviteit.

Conclusie

Er is een efficiénte synthese van Fmoc-Lad-OH (9) uit
L-glutaminezuur ontworpen en uitgevoerd in vijf stappen
(figuur 2) en deze is toegepast als bouwsteen in vastefa-
se-peptidesynthese. Het inbouwen van dit lipofiele amino-
zuur in een antimicrobieel peptide verhoogde de affiniteit
van dit peptide voor bacteri€le celmembranen, werkend als
een soort membraananker (figuur 2), terwijl de antimicrobi-
ele specificiteit behouden bleef. Deze resultaten suggereren
dat het inbouwen van lipofiele residuen een algemene
methode kan zijn om de membraaninteractie van medicina-
le antimicrobiéle peptiden te verbeteren.

Dit onderzoek is mede mogelijk gemaakt door NWO ECHO-Grant 700.57.014.
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