
gel/Hexan-Ethylacetat) gibt 0.55 g farblosen 0 1 s  (40%), [a], - 30 (c =1.7, 
CDCI,). Analog verliuft die Darstellung von 12. 

phen 15 Stunden in Benzol auf 90 "C erhitzt [GI. (b)], SO 

erhalt man nach Entfernung des Losungsmittels und Extrak- 
tion des Ruckstands rnit Hexan beim Abkiihlen einen 
schwarzroten Feststoff, der aufgrund der analytischen und 

* cR[ , , , .PMe3 (a ) 
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Dimerisierung von Thiophen zu einer 
S(CH),S-Kette mit [(C,Me,)Rh(C,H,),] ** 
Von Robert M .  Chin und William D. Jones* 

Reaktionen von Thiophenen mit Ubergangsmetallen ha- 
ben Modellcharakter fur die Hydrodesulfurierung fossiler 
Brennstoffe und erlangten in den letzten Jahren verstarktes 
Interesse"]. Zahlreiche Koordinationsmoglichkeiten des 
Thiophens['l und auch Ringoffn~ngsreaktionen[~] sind be- 
kannt. Die einfache Insertion eines koordinativ ungesattig- 
ten Rhodium-[41 oder Iridiumzentr~ms'~~ in die Thiophen- 
C-S-Bindung wurde ebenfalls untersucht [GI. (a)]. Wir 
berichten hier iiber eine Reaktion, bei der eine C-C-Verkniip- 
fung rnit der Spaltung einer C-S-Bindung einhergeht. Wird 
[(C,Me,)Rh(C,H,),] rnit einem 20fachen Uberschul3 Thio- 

[*I Prof. W. D. Jones, R. M. Chin 
Department of Chemistry 
University of Rochester 
Rochester, NY 14627 (USA) 

9 102318) gefordert. 
[**I Diese Arbeit wurde von der National Science Foundation (Grant CHE- 

NMR-spektroskopischen Befunde als 1 identifiziert wur- 
deL6': Im 'H-NMR-Spektrum treten acht getrennte Multi- 

[(C,Me,),Rh,(p,-l,2,3,4-q4-5,6,7,10-q4-S(CH)8S)I 1 

pletts fur die acht Methingruppen auf; ein 'H-COSY-Spek- 
trum (COSY = Correlated Spectroscopy) weist auf deren li- 
neare Verknupfung hin. Zwei getrennte C,Me,-Resonanz- 
signale werden ebenfalls beobachtet. Zwei Tieffeldsignale 
und sechs nach hohem Feld verschobene Dubletts im I3C- 
NMR-Spektrum sind ein Indiz dafiir, dal3 sechs Kohlenstoff- 
atome der Kette an die Metallzentren koordiniert sind. Ein 
13C/'H-HETCOR-Spektrum (HETCOR = Heteronuclear 
Correlation) zeigt, daB diese sechs Kohlenstoffatome direkt 
benachbart sind und sich an einem Ende der (CH),-Kette 
befinden. Verwendet man a-Deuteriothiophen bei dieser Re- 
aktion, so entsteht ein Produkt, bei dem die Intensitat der 
Signale bei 6 = 6.503, 6.009, 4.165 und 3.245 urn die Halfte 
verringert ist, was darauf hinweist, dal3 die S(CH),S-Einheit 
durch Verknupfung zweier a-Thiophen-Kohlenstoffatome 

/- -CIS 

H 

H6 

C26- 

c2 

C28 

Abb. 1. Strukturvon 1 im KriStall (PLUTO). Ausgewihlte Abstinde: Rh 1-S 1 
2.38(2), Rh l -C l  2.11(7), Rhl-C1 2.15(7), Rhl-C3 2.30(7), Rh2-S2 2.36(2), 
Rh2-C4 2.19(6), Rh2-C5 2.11 (7), Rh2-C6 2.31 (7), S I C 1  1.65(8), S2-C8 
1.80(7), C1-C2 1.5(1), C2-C3 1.54(9), C3-C4 1.5(1), C4-C5 1.33(8), C5-C6 
1.4(1), C6-C7 1.5(1), C7-C8 1.4(1). 
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Die Konformation der RGD-Sequenz innerhalb dieser 
Cyclopeptide muB daher der biologisch aktiven Konforma- 
tion strukturell ahnlich sein. Die gegenuber den linearen 
Peptiden hohere Affinitat llBt sich mit einem geringeren 
Entropieverlust wdhrend der Bindung cyclischer Peptide an 
Rezeptoren erklaren. 

Das Peptid 1 inhibiert auch die Vitronectin-vermittelte 
Zelladhasion im submikromolaren Bereich, wahrend 2 hier 
deutlich weniger aktiv ist. Damit ist erstmals gezeigt, daB 
durch Konformationsfixierung in RGD-Peptiden Selektivi- 
tat erreicht werden kann. Wir zeigen im folgenden, daB die- 
ser Befund mit Charakteristika der Raumstrukturen dieser 

serstoffbriicken zwischen Arg'NH und Asp3C0 sowie 
Asp3NH und Arg'CO tritt in 1 ein zweites Wasserstoffbriik- 
kenmuster auf. Dieses zusatzliche Wdsserstoffbriickenpaar 
entspricht weitgehend dem fur das Peptid 2 bestimmten (Ta- 
belle 1).  Dieser Befund ist ein Hinweis auf eine zweite fur das 
Peptid 1 zugangliche Konformation, die aus experimentellen 
Parametern nicht ableitbar war. 

Tabelle 1. Analyse der Wasserstoffbriickenbindungen uber die letzten 70 ps der 
100 ps-MD-Simulation von c(RGDfl) 1 und c(RGDFVJ 2. rDA = Donor-Ac- 
ceptor-Abstand, OoHa = Donor-Proton-Acceptor-Winkel. 

Peptide, die mit Molekiildynamik(MD)-Verfahren erhalten Verb. Donor Acceptor r,, [pm] O,,,, ["I Population Schleife 
wurden, korrelierbar ist. I "/.I 

Arg'NH 341 160 41 grI' 
Asp3NH Arg'CO 294 139 85 Y 

Die aus der Konformationsanalyse beider Peptide resultie- 
renden Konformationen entsprechen einander, soweit es die 
gemeinsame PII'y-Schleifen-Anordnung angeht, sind aber Gly'NH Phe4C0 348 135 20 gI-sh[ft 
im Hinblick auf die relative Lage der RGD-Sequenz in die- Phe4NH Gly'CO 321 134 37 ;ii-shhifr 

BII' 
*/ 

sem gemeinsamen Struktur-Templat vollig verschieden: Ini 
Peptid 1 bildet die RGD-Tripeptidsequenz die y-Schleife mit 
Glycin in deren zentraler Position. Dadurch konnen die Asp- 
und die Arg-Seitenketten annahernd parallel ausgerichtet 
werden. Die D-Aminosaure nimmt wie envartet die Position 
i + 1 der PI1'-Schleife ein. In 2 weisen die fur die Aktivitat 
essentiellen Arg- und Asp-Seitenketten in entgegengesetzte 
Richtungen, so daB die Carboxy- und die Guanidino-Funk- 
tionalitaten sehr weit voneinander entfernt sind (Abb. 2 ) .  

Phe4C0 313 16' 98 
Phe4NH Gly'CO 283 142 95 

Um diese Moglichkeit eines Rezeptor-spezifischen Kon- 
forrnationsiiberganges zu verifizieren, wendeten wir die Me- 
thode des ,,dynamischen Zwanges" (,,dynamic forcing")l6l 
an. Dynamic forcing ist eine Erweiterung des Molekiildyna- 
mikansatzes durch ein harmonisches Potential, das ausge- 
wahlte Torsionswinkel in vorgegebene Zielwerte iiberfiihrt. 
So dienten fur die Simulation des Peptids 1 die Gerustwinkel 
des Peptids 2 als vorgegebene Zielwerte. Umgekehrt sollte 
die Simulation von 2 zu einer Konformation fuhren, die der 
von 1 nahe kommt. 

Bei diesem Ansatz kann man anhand von energetischen 
Parametern eine Vorstellung von moglichen Ubergdngen be- 
kommen. Dabei kl3t sich durch Skalierung der Kraftkon- 
stanten der Zwang regulieren. 

Wahrend der Simulation iiber 30 ps voffzieht das Peptid 1 
den vermuteten Konformationsiibergang schon fur eine ge- 
ringe Kraftkonstante bereits in der Anfangsphase (Abb. 3 
Mitte) und erreicht eine Riickgratkonformation, die iden- 
tisch mit der von 2 ist. 

D 
G 

210 
60 

290 

210 
0 30 0 30 30 

fe oben ist; die Wasserstoffbriicken sind gestrichelt gezeichnet. f [PSI - f l p s l -  t Ips1 - 

Abb. 2. Stereobilder der NMR-spektroskopisch und durch MD-Simulation 
bestimmten Konformationen von c(RGDE1I) I und c(RGDF4 2. Sauerstoff- 
atome sind ausgefiillt, Stickstoffatome punktiert und Kohlenstoffatome als 
leere Kugeln dargestellt. Es sind nur die Wdsserstoffatome polarer Atomgrup- 
pen gezeigt. Der Blickwinkelist in beiden Fillen so gewahlt, daR die DII'-Schlei- 

210 

Abb. 3. Analyse der Dynamic-forcing-Simulationen fur c(RGDFY 2 (Pfeile 
kennzeichnen die extern vorgenommenen Erhohungen der Krdftkonstanten) 
und c ( ~ ~ ~ f l ~  1 von o--30 p~ sowie fiir I von 30- 60 ps. E in kcalmol-I. Aufgrund der Ergebnisse der Inhibierungsversuche Postu- 

lieren wir die fur 2 bestimmte Konformation als die biolo- 
gisch aktive fur die Bindung an den Laminin-PI-Rezeptor. 
Die Konformation von 1 kann, da sie erheblich verschieden Aus der strukturellen Analyse der Trajektorie lassen sich 
zu der von 2 ist, nur die zum Vitronectin-Rezeptor komple- stabile Intermediate als ,,Momentaufnahmen" erhalten 
mentare sein. Diese Annahmen wurden die c(RGDFVJ/La- (Abb. 4). Das Peptid 1 geht zunachst iiber die schon ohne 
minin-PI -Rezeptor- und die c(RGDB)/Vitronectin-Rezep- Zwang eingenommene PIyi-Konformation in eine /III'y,- 
tor-Wechselwirkungen befriedigend erklaren, nicht aber die Schleifenstruktur iiber. Die inverse y-Schleife (yi) Iagert sich 
Bindung des nicht selektiven, aber aktiveren Peptids 1 an den anschlielJend in eine regulare y-Schleife um, so daB die Ziel- 
Laminin-PI -Rezeptor. konformation PII'y, die der von 2 entspricht (Abb. 2 unten), 

Hilfreiche Indizien zur Klarung dieses Verhaltens von 1 erreicht wird. DaB der letzte Ubergang aus sterischen Grun- 
konnten wir aus der Simulation der Molekiildynamik erhal- den gehindert ist, erkennt man an der Energiebarriere bei 
ten. Die Analyse der Wasserstoffbruckenmuster uber eine 5-7 ps (Abb. 3 Mitte). 
70 ps-Trajektorie einer MD-Simulation in einer Dimethyl- Unter gleichen Simulationsbedingungen erreicht das Pep- 
sulfoxid(DMSO)-LosungsmitteIbo~[~~ lieferte fur das Peptid tid 2 die vorgegebene Zielkonformation trotz sukzessiver Er- 
1 ein erstaunliches Resultat. Neben den zu erwartenden Was- hohung der Kraftkonstanten wahrend der Simulation nicht 
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PI b; 

Abb. 4. Wahrend des simulierten Konformationsiiberganges von 1 detektierte 
Intermediate mit stabilen Schleifenstrukturen. 

(Abb. 3 links), Die energetischen Stufen entstehen bei der 
stufenweisen VergroBerung der Kraftkonstanten. Die Struk- 
tur von c(RGDFVJ 2 lauft zu energetisch ungiinstigen Kon- 
formationen, die nicht die gewiinschte, dem Peptid 1 entspre- 
chende Konformation enthalten. 

Wir haben daraufhin die Simulation von 1 auf 60 ps aus- 
gedehnt, wobei ndch 30 ps die Zieltorsionswinkel so gean- 
dert wurden, daI3 das Peptid wieder in seine urspriingliche 
Konformation gezwungen wurde. Auch hier vollzieht das 
Peptid bereits in der Anfangsphase (6 ps nach dem Wechsel 
der Zielkonformation) den induzierten Konformationsuber- 
gang (Abb. 3 rechts). Es wird deutlich, daB die NMR-spek- 
troskopisch bestimmte Konformation die energetisch giinsti- 
gere ist, der postulierte Konformationsiibergang in die 
Laminin-Pl -relevante Konformation aber leicht moglich ist. 

Die Fixierung der essentiellen RGD-Sequenz in konfor- 
mationell eingeschrankten und durch das Struktur-Design 
wohldefinierten Zielmolekiilen fiihrte zu Wirkstoffen hoher 
Aktivitat und Selektivitat. Die Kombination biologischer 
Daten mit den aus der Strukturanalyse gewonnenen Parame- 
tern ermoglicht die Formulierung von Konformations-Akti- 
vitats-Beziehungen und legt dariiber hinaus ein dynamisches 
Model1 der Rezeptor-Substrat-Wechselwirkung nahe. So 
war es durch die aus Computersimulationen gewonnenen 
Informationen letztendlich moglich, das biologische Wirk- 
profil zu erklaren. Ein solches Bild von Rezeptor-Substrat- 
Wechselwirkungen konnte aus den Konformationen zweier 
nativer RGD-Proteine aus der Klasse der Disintegrine, Ki- 
strinC7I und Echistatin[*I, nicht abgeleitet werden, da die 
RGD-Sequenz in beiden Proteinen in exponierten undf2exi- 
blen Schleifenregionen lokalisiert ist, so daB aus diesen 
Strukturen keine Aussagen uber rezeptorgebundene Konfor- 
mationen abgeleitet werden konnen. Die Einbeziehung von 
Dynamik in Struktur-Aktivitats-Studien verdeutlicht ein- 
drucksvoll, wie wichtig es ist, konformationelle Anderungen 
des Substrats wahrend der Bindung an den Rezeptor, die 
durch den vom Rezeptor auf das Substrat ausgeiibten Kon- 
formationsdruck (,,induced fit") verursacht werden, mit in 
Betracht zu ziehen. 

Experimentelles 
Zur Strukturaufklarung wurden MD-Rechnungen mit dem GROMOS-Kraft- 
feld [9] durchgefuhrt, wobei die Abstinde zwischen Protonen als experimentelle 
Randbedingungen in die Simulationen eingingen. Als Startstruktur diente eine 
manuell aufgebaute Konformation, frei von vorgebildeten Sekunddrstruktur- 
elementen, fur die nach Energieminimierung uber 2 ps bei 1000 K, weiteren 3 ps 
bei 500 K und 5 ps bei 300 K eine MD-Simulation im Vakuum durchgefuhrt 
wurde. Die Kraftkonstante fur die experimentellen Abstande betrug 

4000 kJ m o l ~ '  nm-'. Die erhaltene Struktur wurde als Startstruktur fur eine 
Simulation uber 150 ps unter Beriicksichtigung des Solvens verwendet. Die 
Losungsmittelbox hatte eine Kantenlange von ca. 3.5 nm und enthielt 150-180 
DMSO-Molekule [5]. In den ersten 70 ps betrug die Kraftkonstante fur die 
experimentellermittelten Abstinde 1000 kJmol-1nm-2, fur die nichsten 30 ps 
wurde sie auf 500 kJmo1-I nm-' reduriert, und die letzten 50 ps wurden ohne 
experimentelle Vorgaben simuliert, um sicher zu gehen, daB die nach 100 ps 
erreichte Konformation in einem stabilen Konformationsenergieminimum 
liegt. 
Fur die Simulation der Konformationsuberginge von 1 und 2 wurde das im 
Programmpaket DISCOVER implementierte Consistent-Valence-Force-Field- 
(CVFF)-Kraftfeld [lo] verwendet, das um ein harmonisches Potential fur das 
Erreichen der Zieltorsionswinkel erweitert war. Diese Simulationen wurden 
uber 30 ps im Vakuum durchgefuhrt. In den ersten 7.5 ps wurde als Kraftkon- 
stante fur das Dynamic-forcing-Potential 1 kcalrad-2 verwendet. Anschlie- 
Bend wurde sie in 7.5 ps-Schritten auf 2.5, 5 und 10 kcalrad-' erhbht. 
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Selektive Inhibierung der trypanosomalen 
Triosephosphat-Isomerase durch ein Thiopeptid ** 
Von Horst Kessler*, Huns Mutter, Armin Geyer, 
Hans-Jiirgen Diehl, Matthius Kock, Guido Kurz, 
Fred R. Opperdoes, Mia Cullens und Rik K. Wierenga 

Professor Gerhard Quinkert zum 65. Geburtstag gewidmet 

Die Schlafkrankheit ist eine der Tropenkrankheiten, deren 
Eindammung trotz intensiver Forschung bis heute nicht ge- 
lungen ist"]. Der Energiehaushalt der Erreger der Schlaf- 
krankheit ( Trypanosoma brucei brucei) basiert ausschlieBlich 
auf der Glycolyse. Daher ist die Synthese selektiver Inhibito- 
ren der Glycolyse-Enzyme der Parasiten ein erfolgverspre- 
chender Weg zu wirksamen Pharmaka[']. Auf der Suche 
nach Leitstrukturen zur Inhibierung der trypanosomalen 
Triosephosphat-Zsomerase (TIM, EC 5.3.1 .I), einem der 
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