nach der Spaltung der C-S-Bindung entsteht. Die Réntgen-
strukturanalyse (Abb. 1)I"! bestitigt die NMR-spektrosko-
pischen Befunde. Da die Verbindung schwierig zu kristalli-
sieren war, wurde ein erster, mit einem kleinen Kristall
erhaltener Datensatz zur Strukturverfeinerung verwendet.
Es ist bemerkenswert, dal kein symmetrischeres Molekiil
mit einer 1,2,3,4-4*-7,8,9,10-n*-gebundenen S(CH),S-Ein-
heit vorliegt, da [(CsMes)Rh(Polyolefin)]-Komplexe bei
100 °C labil sein sollten'®!, was zu der SchluBfolgerung fiihrt,
daf} die Struktur von 1 die thermodynamisch bevorzugte ist.

Die Bestrahlung (310-380 nm, 25°C) einer 0.034 M L&-
sung von [C;Me)Rh(C,H,),] in [D,]Benzol mit einem neun-
fachen UberschuB Thiophen ergibt geringe Mengen 1 und
eine weitere Verbindung, die vier Tieffeldsignale im 'H-
NMR-Spektrum aufweist [GL (¢)]. Zusitzlich zu einem
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CsMe;,-Signal bei § =1.504 werden Multipletts bei § =
11.834 (ddd, J=19.2, 6.3, 1.6 Hz; 1 H), 9.082 (dd, J = 8.7,
6.8 Hz; 1 H), 8.256 (ddd, J/ = 9.4,7.1,1.3 Hz; 1 H) und 7.575
(ddd, J = 9.0, 7.1, 1.3 Hz; 1 H) beobachtet, was auf die An-
wesenheit von Aldehyd- und/oder Carben-Protonen deutet.
Dieses Zwischenprodukt, dem wir die Struktur 2 zuordnen,
reagiert bei Erwdrmen zum Dimer 1 weiter. Ein zu 2 analo-
ger, stabiler methylsubstituierter Iridiumkomplex, dessen Si-
gnale der Metallacyclus-Protonen ebenfalls tieffeldverscho-
ben sind, ist bekannt!,
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»Dynamischer Zwang*, eine Hilfe fiir das
Verstindnis der Aktivitéit und Selektivitit von
RGD(Arg-Gly-Asp)-Peptiden**

Von Gerhard Miiller, Marion Gurrath, Horst Kessler*
und Rupert Timpl

Fin detailliertes dreidimensionales Bild der Konformatio-
nen von rezeptorgebundenen Substratmolekiilen und der da-
zu komplementiren Rezeptoroberflichen ist eine wesentli-
che Hilfe fiir das gezielte Entwickeln von Pharmaka. Solange
die Raumstruktur des Rezeptors und/oder des Rezeptor-
Substrat-Komplexes nicht bekannt ist, liefern Studien von
konformationell eingeschrankten Modellpeptiden, die biolo-
gisch relevante Signalsequenzen enthalten, wichtige Infor-
mationent!l,

Die Tripeptidsequenz RGD(Arg-Gly-Asp) wurde als uni-
verselle Zellerkennungssequenz in vielen extrazelluliren Ma-
trixproteinen identifiziert, die alle an transmembrane Zellre-
zeptoren, sogenannte Integrine, binden!?., Diese Wechsel-
wirkung beeinfluBt ein breites Spektrum physiologischer
Prozesse, angefangen bei der Zelldifferenzierung iiber die
Blutplittchenaggregation bis hin zur Metastasierung von
Tumoren!®.,

Um die Frage zu beantworten, ob die Spezifitit von
RGD-Peptiden bei der Wechselwirkung mit Integrinen auch
durch die Konformation der RGD-Sequenz bestimmt wird,
synthetisierten wir eine Reihe cyclischer Peptide, in denen
durch gezielten Ersatz von L- durch D-Aminosiuren die kon-
stitutionell gleiche Sequenz in verschiedenen Konformatio-
nen fixiert ist. Die Inhibierungsaktivititen der Peptide erge-
ben ein differenziertes Bild der Wirkprofile!*, Unter ihnen
zeichnen sich die beiden cyclischen Pentapeptide cyclo(Arg-
Gly-Asp-D-Phe-Val) = ¢(RGDFV) 1 und cyclo(Arg-Gly-
Asp-Phe-p-Val) = ¢((RGDFYV) 2 aus. Sie inhibieren die
durch das Laminin-Fragment P1 vermittelte Zelladhdsion
mit einer um fast zwei Gréflenordnungen hoheren Aktivitit
als die zu 2 analoge lineare Sequenz und das als Standard
verwendete Peptid GRGDS (Abb. 1).

. HBL-100 Zellen
Peptide

(RGDFV)

c(RADFV)
<«(RGDFV)
«RGDEV) 1
«(RADFV)
«(RGDEV) 2
RGDFV
GRGDS

T T T TTTIT T T TTT T T -

0.01 0.1 1.0 10 100

Abb. 1. Als Ergebnis der Zelladhisionsuntersuchungen sind die 1C,,-Werte
[107€ m] der Pentapeptide gegeniiber Laminin-P1- (schraffiert) und Vitronec-
tin-vermittelter Tumor-Zelladhdsion (schwarz) gezeigt. Die D-Aminosduren
sind im Einbuchstabencode kursiv und unterstrichen wiedergegeben.

[*] Prof. Dr. H. Kessler, Dipl.-Chem. G. Miiller, Dipl.-Chem. M. Gurrath
Institut fiir Organische Chemie der Technischen Universitit Miinchen
LichtenbergstraBe 4, W-8046 Garching
Dr. R. Timpl
Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried

[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie (Doktoranden-
stipendium G. M.), von der Studienstiftung des deutschen Volkes (Dokto-
randenstipendium M. G.) und von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft gefordert.
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Die Konformation der RGD-Sequenz innerhalb dieser
Cyclopeptide muf} daher der biologisch aktiven Konforma-
tion strukturell dhnlich sein. Die gegeniiber den linearen
Peptiden hohere Affinitdt 146t sich mit einem geringeren
Entropieverlust wihrend der Bindung cyclischer Peptide an
Rezeptoren erkliren.

Das Peptid 1 inhibiert auch die Vitronectin-vermittelte
Zelladhédsion im submikromolaren Bereich, wihrend 2 hier
deutlich weniger aktiv ist. Damit ist erstmals gezeigt, daf3
durch Konformationsfixierung in RGD-Peptiden Selektivi-
tdt erreicht werden kann. Wir zeigen im folgenden, daB3 die-
ser Befund mit Charakteristika der Raumstrukturen dieser
Peptide, die mit Molekiildynamik(MD)-Verfahren erhalten
wurden, korrelierbar ist.

Die aus der Konformationsanalyse beider Peptide resultie-
renden Konformationen entsprechen einander, soweit es die
gemeinsame fSII'y-Schleifen-Anordnung angeht, sind aber
im Hinblick auf die relative Lage der RGD-Sequenz in die-
sem gemeinsamen Struktur-Templat vollig verschieden: Im
Peptid 1 bildet die RGD-Tripeptidsequenz die y-Schleife mit
Glycin in deren zentraler Position. Dadurch kénnen die Asp-
und die Arg-Seitenketten anndhernd parallel ausgerichtet
werden. Die D-Aminosdure nimmt wie erwartet die Position
i +1 der BII'-Schleife ein. In 2 weisen die fir die Aktivitit
essentiellen Arg- und Asp-Seitenketten in entgegengesetzte
Richtungen, so dal3 die Carboxy- und die Guanidino-Funk-
tionalititen sehr weit voneinander entfernt sind (Abb. 2).
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Abb. 2. Stereobilder der NMR-spektroskopisch und durch MD-Simulation
bestimmten Konformationen von c(RGDFV) 1 und ((RGDFV) 2. Sauerstoft-
atome sind ausgefiillt, Stickstoffatome punktiert und Kohlenstoffatome als
leere Kugeln dargestellt. Es sind nur die Wasserstoffatome polarer Atomgrup-
pen gezeigt. Der Blickwinkel ist in beiden Fillen so gewéhlt, daB die BII'-Schlei-
fe oben ist; die Wasserstoffbriicken sind gestrichelt gezeichnet.

Aufgrund der Ergebnisse der Inhibierungsversuche postu-
lieren wir die fiir 2 bestimmte Konformation als die biolo-
gisch aktive fiir die Bindung an den Laminin-P1-Rezeptor.
Die Konformation von 1 kann, da sie erheblich verschieden
zu der von 2 ist, nur die zum Vitronectin-Rezeptor komple-
mentére sein. Diese Annahmen wiirden die c((RGDF})/La-
minin-P1-Rezeptor- und die c(RGDFV)/Vitronectin-Rezep-
tor-Wechselwirkungen befriedigend erkldren, nicht aber die
Bindung des nicht selektiven, aber aktiveren Peptids 1 an den
Laminin-P1-Rezeptor.

Hilfreiche Indizien zur Klirung dieses Verhaltens von 1
konnten wir aus der Simulation der Molekiildynamik erhal-
ten. Die Analyse der Wasserstoffbriickenmuster iiber eine
70 ps-Trajektorie einer MD-Simulation in einer Dimethyl-
sulfoxid(DMSO)-Lésungsmittelbox ! lieferte fiir das Peptid
1 ein erstaunliches Resultat. Neben den zu erwartenden Was-
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serstoffbriicken zwischen Arg'NH und Asp?>CO sowie
Asp?NH und Arg!CO tritt in 1 ein zweites WasserstofTbriik-
kenmuster auf. Dieses zusdtzliche Wasserstoffbriickenpaar
entspricht weitgehend dem fiir das Peptid 2 bestimmten (Ta-
belle 1). Dieser Befund ist ein Hinweis auf eine zweite fiir das
Peptid 1 zugéingliche Konformation, die aus experimentellen
Parametern nicht ableitbar war.

Tabelle 1. Analyse der Wasserstoffbriickenbindungen iiber die letzten 70 ps der
100 ps-MD-Simulation von c(RGDFV) 1 und ¢((RGDFV) 2. ry,, = Donor-Ac-
ceptor-Abstand, @y, = Donor-Proton-Acceptor-Winkel.

Verb. Donor Acceptor rpa [pm]  Opga 1 Population Schleife
[%]

1 Arg!NH Asp*CO 341 160 41 BIr
Asp’NH Arg!'CO 294 139 85 y
Gly’NH Phe*CO 348 135 20 Bl-shift
Phe*NH Gly*CO 321 134 37 v-shift

2 Gly?NH Phe*CO 313 161 98 BIr
Phe*NH Gly*CO 283 142 95 b

Um diese Moglichkeit eines Rezeptor-spezifischen Kon-
formationsiiberganges zu verifizieren, wendeten wir die Me-
thode des ,,dynamischen Zwanges* (,,dynamic forcing**)!®!
an. Dynamic forcing ist eine Erweiterung des Molekiildyna-
mikansatzes durch ein harmonisches Potential, das ausge-
wihlte Torsionswinkel in vorgegebene Zielwerte iiberfithrt.
So dienten fiir die Simulation des Peptids 1 die Geriistwinkel
des Peptids 2 als vorgegebene Zielwerte. Umgekehrt sollte
die Simulation von 2 zu einer Konformation fithren, die der
von 1 nahe kommt.

Bei diesem Ansatz kann man anhand von energetischen
Parametern eine Vorstellung von moglichen Ubergiingen be-
kommen. Dabei 148t sich durch Skalierung der Kraftkon-
stanten der Zwang regulieren.

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

tlps] —=— tips] ——

Abb. 3. Analyse der Dynamic-forcing-Simulationen fir ¢((RGDFV) 2 (Pfeile
kennzeichnen die extern vorgenommenen Erhdhungen der Kraftkonstanten)
und c(RGDFV) 1 von 0--30 ps sowie fiir 1 von 30~60 ps. £ in kcalmol ™',

Aus der strukturellen Analyse der Trajektorie lassen sich
stabile Intermediate als ,,Momentaufnahmen* erhalten
(Abb. 4). Das Peptid 1 geht zunichst iiber die schon ohne
Zwang eingenommene fly-Konformation in eine BIl'y-
Schleifenstruktur itber. Die inverse y-Schleife (y,) lagert sich
anschlieBend in eine regulire y-Schleife um, so daB} die Ziel-
konformation SII'y, die der von 2 entspricht (Abb. 2 unten),
erreicht wird. DaB der letzte Ubergang aus sterischen Griin-
den gehindert ist, erkennt man an der Energiebarriere bei
5-7 ps (Abb. 3 Mitte).

Unter gleichen Simulationsbedingungen erreicht das Pep-
tid 2 die vorgegebene Zielkonformation trotz sukzessiver Er-
hohung der Kraftkonstanten wihrend der Simulation nicht
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Abb. 4. Wihrend 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(RGDFV) 2 1duft 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 nach 30 ps die Zieltorsionswinkel so gedn-
dert wurden, daBl 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 Konformationsiiber-
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-P1-relevante Konformation aber leicht méglich ist.

Die Fixierung der essentiellen RGD-Sequenz in konfor-
mationell eingeschriankten und durch das Struktur-Design
wohldefinierten Zielmolekiilen fiihrte zu Wirkstoffen hoher
Aktivitdt und Selektivitit. Die Kombination biologischer
Daten mit den aus der Strukturanalyse gewonnenen Parame-
tern erméglicht die Formulierung von Konformations-Akti-
vitits-Beziehungen und legt dariiber hinaus ein dynamisches
Modell der Rezeptor-Substrat-Wechselwirkung nahe. So
war es durch die aus Computersimulationen gewonnenen
Informationen letztendlich moglich, das biologische Wirk-
profil zu erkliren. Ein solches Bild von Rezeptor-Substrat-
Wechselwirkungen konnte aus den Konformationen zweier
nativer RGD-Proteine aus der Klasse der Disintegrine, Ki-
strin!”! und Echistatin®, nicht abgeleitet werden, da die
RGD-Sequenz in beiden Proteinen in exponierten und flexi-
blen Schleifenregionen lokalisiert ist, so daB aus diesen
Strukturen keine Aussagen iiber rezeptorgebundene Konfor-
mationen abgeleitet werden kdnnen. Die Einbeziehung von
Dynamik in Struktur-Aktivitits-Studien verdeutlicht ein-
drucksvoll, wie wichtig es ist, konformationelle Anderungen
des Substrats wihrend 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 Strukturaufklirung wurden MD-Rechnungen mit dem GROMOS-Kraft-
feld [9] durchgefiihrt, wobei die Abstinde zwischen Protonen als experimentelle
Randbedingungen in die Simulationen eingingen. Als Startstruktur diente eine
manuell aufgebaute Konformation, frei von vorgebildeten Sekundérstruktur-
elementen, fiir die nach Energieminimierung iiber 2 ps bei 1000 K, weiteren 3 ps
bei 500 K und 5 ps bei 300 K eine MD-Simulation im Vakuum durchgefiihrt
wurde. Die Kraftkonstante fiir die experimentellen Abstinde betrug
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4000 kI mol ~ ! nm ™2, Die erhaltene Struktur wurde als Startstruktur fiir eine
Simulation iber 150 ps unter Beriicksichtigung des Solvens verwendet. Die
Lésungsmittelbox hatte eine Kantenldnge von ca. 3.5 nm und enthielt 150—180
DMSO-Molekiile [5]. In den ersten 70 ps betrug die Kraftkonstante fiir die
experimentell ermittelten Abstinde 1000 kI mol ~ ! nm ~2, fiir die niichsten 30 ps
wurde sie auf 500 kJmol ™! nm ™2 reduziert, 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.

Fiir die Simulation der Konformationsiiberginge von 1 und 2 wurde das im
Programmpaket DISCOVER implementierte Consistent-Valence-Force-Field-
(CVFF)-Kraftfeld [10] verwendet, das um ein harmonisches Potential fiir das
Erreichen der Zieltorsionswinkel erweitert war. Diese Simulationen wurden
iiber 30 ps im Vakuum durchgefiihrt. In den ersten 7.5 ps wurde als Kraftkon-
stante fir das Dynamic-forcing-Potential 1 kcalrad™? verwendet. Anschlie-
Bend wurde sie in 7.5 ps-Schritten auf 2.5, 5 und 10 kcalrad 2 erhdht.
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Selektive Inhibierung der trypanosomalen
Triosephosphat-Isomerase durch ein Thiopeptid **

Von Horst Kessler*, Hans Matter, Armin Geyer,
Hans-Jiirgen Diehl, Matthias Kock, Guido Kurz,
Fred R. Opperdoes, Mia Callens und Rik K. Wierenga

Professor Gerhard Quinkert zum 65. Geburtstag gewidmet

Die Schlafkrankheit ist eine der Tropenkrankheiten, deren
Einddmmung 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 Pharmakal®!. Auf der Suche
nach Leitstrukturen zur Inhibierung der trypanosomalen
Triosephosphat-fsomerase (TIM, EC 5.3.1.1), einem der
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