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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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Schliisselenzyme dieses Proze~ses[~], synthetisierten wir eine 
Reihe cyclischer Hexapeptide, von denen einige eine erstaun- 
liche Wirkung und Selektivitat zeigtenL4]. Zwar sind mehrere 
Strukturen von TIM im Kristall bekannt['], doch konnte 
bisher die Bindungsstelle der peptidischen Inhibitoren am 
Enzym noch nicht lokalisiert werden. 

Hier sol1 iiber die Steigerung der biologischen Aktivitat 
eines cyclischen Peptids berichtet werden, die ausschliel3lich 
durch eine konformationelle Veranderung des Peptidgeriists 
erreicht wird. Siimtliche Seitenketten-Funktionalitaten blei- 
ben dabei unversndert. Die selektive Einfiihrung einer Thio- 
carbonyl-Gruppe in das cyclische Hexapeptid cyclo(G1y'- 
Pro2-Phe3-Val4-Phes-Phe6) induziert eine drastische An- 
derung der Geriistkonformation des Peptids16], was mit einer 
deutlichen Steigerung der biologischen Aktivitgt und Selek- 
tivitat bei der Inhibierung der trypanosomalen TIM einher- 
geht. Der O/S-Austausch (Thionylievung) ist bei konforma- 
tionell eingeschrankten Peptiden rnit hoher Regioselektivitat 
moglichL6 - '1. 

Die Einfiihrung einer Thiocarbonyl-Gruppe als Modifika- 
tion der Peptidbindung bedeutet einen isosteren Ersatz einer 
Carbonyl-Funktion; die lokale Geometrie in unmittelbarer 
Nahe dieses Fragments wird dabei wenig beeinflui3tt7]. 
Durch den gezielten Austausch einer CO-NH-Einheit gegen 
das Schwefel-Analogon kann die Bildung transanularer 
Wasserstoffbriickenbindungen im Peptid beeinflufit werden, 
da das C=S-Fragment schlechtere Acceptor-Eigenschaften 
und die benachbarte NH-Gruppe bessere Donor-Eigen- 
schaften aufweist als das 0x0-Analogon. Durch den groI3e- 
ren van-der-Waals-Radius von Schwefel und die Iangere 
C= S-Bindung wird der {q5,$}-Konformationsfreiraum stark 
eingeschrankt. Wlhrend in einer f i  I-Schleife ein Thiocarbo- 
nyl-Fragment in den Positionen i + I  und i + 2 eingefugt 
werden kann, ist dies in einer PII-Schleife nur in der Position 
i + 2 moglich. In der Position i + 1 wiirde es zu einer ungiin- 
stigen sterischen Wechselwirkung des Schwefels init der Sei- 
tenkette einer L-Aminosaure in der Position i + 2 kommenrsl. 

Die hier beschriebene Thionylierung eines Peptids bewirkt 
eine erhebliche Steigerung seiner inhibitorischen Wirkung 
gegeniiber der trypanosomalen TIM. Whhrend die Aktivitat 
des cyclischen Oxopeptids cyclo(Gly'-Pro2-Phe3-Va14-Phes- 
Phe6) gering ist (Tabelle I), erwies sich das analoge Thiopep- 
tid cyclo(Gly1-Pro2-Phe3-Val4-Phe5 Y[CS-NH]Phe6) als ei- 
ner der wirksamsten Inhibitoren. Zuin Vergleich sind in 

Tabelle 1. Inhibierung von TIM durch cyclische Hexapeptide. 

Peptid 

cyIo(G-P-F-V-F Y[CS-NHIF) 6 >I00  
(.ycku(G-P-F-V-F-F) I50 > 500 
cyc/o(P-F-F-K (Z)-W-F), F 3-008 3 > 125 [b] 
cyclo(P-F-T-K(Z)-W-F), 008 7 > 125 [b] 

[a] lnhibitionskonstanten IC,, fur die Hemmnng der glycosomalen TIM der 
Trypanosomen (gTIM) und des Isoenzyms aus Kaninchenmuskel (R-TIM). 
[b] Auch bei den Isoenzymen ans Hundemuskel, Hefe und E .  coli lieD sich keine 
signifikante Inhibitorwirknng nachweisen. 

Tabelle 1 die Aktivitaten der bislang besten Inhibitoren auf- 
gefiihrtL4]. Diese Inhibitoren sind zudem hochselektiv fur 
trypanosomale TIM. Isoenzyme aus Hunde- und Kanin- 
chenmuskel, Hefe oder E. coli werden nicht gehemmt. 

Diese bemerkenswerte Anderung der biologischen Aktivi- 
tat IaI3t sich durch die Analyse der Raumstrukturen erkllren, 
die fur beide Peptide durch die Kombination von NMR- 
Spektroskopie und Molekiil-Dy namik (MD)-Simulationen 
aufgeklart wurden. In Abbildung 1 sind die aus je 80ps-MD- 

Simulationen in Dimethylsulfoxid (DMSO)['] erhaltenen ge- 
mittelten Strukturen dargestellt. Beide Peptide liegen in Lo- 
sung in zwei sich langsam ineinander umwandelnden 
isomeren Formen vor, die an zwei getrennten Signalsltzen in 
den NMR-Spektren zu identifizieren sind. In beiden Fallen 
unterscheiden sich die Isomere in der Konfiguration an der 
Gly'-Pro2-Amidbindung (cisltruns). Die Muster der inlru- 

A 

Pro2 Pro2 

Abb. 1. Konformation fur  beide Isomere mit Iruns- (links) und cis-Gly'-Pro2- 
Amidbindung (rechts) von cyclo(Gly1-Pro2-Phe3-Val4-Phes-Phe') (oben) und 
cyclo(Gly'-Pro2-Phe3-Va14-Phe5Y[CS-I*1H]Pheb) (unten). Die Strukturen 
stammen aus XOps-MD-Simulationen in DMSO mit dem Programm GRO- 
MOS [14]. Die experimentellen Daten wurden aus 500 MHz- und 600 MH2- 
NOESY- und -ROESY-Messungen abgeleitet und als Distanzbeschrankungen 
bei den Rechnnngen verwendet. Die Seitenkettenkonformationen entsprechen 
(auBer fur  Phe6 im cis-lsomer des Oxopeptids, oben rechts) denen der NMR- 
spektroskopisch bestimmten vorwiegend popnlierten Rotamere. Fur das cis- 
Isomer des Oxopeptids (oben rechts) ist eine experimentelle Bestimmnng der 
Seitenkettenkonformation von Phe' wegen Uberlagerung der Resonanzsignale 
der beiden diastereotopen C,-Protonen nicht moglich [15]. Die Raumstruktu- 
ren des Thiopeptids (unten) weisen in den MD-Simulationen eine hohe Flexibi- 
litat auf; hier ist jeweils nur eine Konformation mit einer BII-Schleife im 
oberen flexiblen Bereich abgebildet. 

molekularen Wasserstoffbriicken in den beiden Peptiden un- 
terscheiden sich deutlich: Im Oxopeptid tritt eine I-Schleife 
rnit einer Wasserstoffbriicke von Gly 'NH nach Va14C=0 
und eine leicht verzerrte j I-Schleife ohne stabilisierende 
Wasserstoffbriicke rnit Pro2 und Phe3 in den Positionen i + 1 
und i + 2 auf. Die cis-tvans-Isomerisierung der Gly'-Pro2- 
Amidbindung hat ntlr geringe Auswirkung auf die Gesamt- 
konformation des Peptids. Die geringer populierte Konfor- 
mation bildet in der Region der cis-Peptidbindung eine 
Schleifenstruktur, die bislang in cyclischen Hexapeptiden 
noch nicht beschrieben ist"O1. Im gegeniiberliegenden Be- 
reich liegt eine P 11'-Schleife vor. 

344 0 VCH E r l u g g r ~ e l l ~ t h a f t  mbH, W-6940 Welnheim 1992 0044-8249/92j0303-0344 $3.50+ ,2510 Angem. Chcm. 104 (i992) Nr.  3 



Im Thiopeptidt61 ist das Muster der Wasserstoffbrucken 
gegeniiber dem im Oxopeptid um eine Position in der Peptid- 
sequenz ,,weitergeschoben". Der starker dirigierende Ein- 
flu6 der Thiocarbonyl-Gruppe zwingt Prolin in die Position 
i + 2 einer pI1'-Schleife (trans-Isomer) oder einer pVIa- 
Schleife" (cis-Isomer; siehe Schema 1). Bei beiden Isomeren 
treten Wasserstoffbriicken zwischen Phe3NH und Phe6C=0 
und zwischen Phe6NH und Phe3C=0 auf; letztere ist durch 
die veranderten Donor-Eigenschaften des Phe6NH-Protons 
in Nachbarschaft zum Thiocarbonyl-Fragment begriindet. 
Sterische Grunde spielen bei der Umorientierung der Schlei- 
fenstruktur fur eine p I-Schleife keine entscheidende Rolle. 
Beide Isomere des Thiopeptids haben sich in MD-Stimula- 
tionen und experimentellen Relaxationsstudien als sehr flexi- 
be1 erwiesenL6]. 

Oxopeptid 

@--Pro 1 - 1  

Thiopeptid 

H-N 
.@ @ 

1 - 1  
Pro - Gly 

Schema 1. Verschiebung des Wasserstoffl~riickenmusters bei selektiver Thiony- 
lierung eines cyclischen Hexapeptids. Die verstirkt gezeichneten Bindungen 
zwischen Gly' und Pro2 in beiden Peptiden weisen eine cis-trans-Isomerie auf. 
Die Carbonylgruppe an Phe5 (oben) wird bei der Thionylierung selektiv ange- 
griffen. l )  Yokoyama-Reagens, 20 Aqniv., 16 h, Raumtemperatur. 

Der dirigierende Einflul3 einer Thioamidbindung konnte 
fur das Entwerfen von Wirkstoffen kunftig ahnlich bedeut- 
Sam sein, wie bislang die konformationelle Kontrolle in cycli- 
schen Hexapeptiden durch eine D-Aminosauref"* 13]. Das 
Studium von Struktur-Wirkungs-Beziehungen der bisher 
synthetisierten Verbindungen zeigt, daI3 offenbar Aminosau- 
ren mit aromatischen Seitenketten-Funktionalitaten in ge- 
eigneter Anordnung fur die biologische Aktivitat wichtig 
sind. Ohne Kenntnis der Raumstruktur des Peptid/TIM- 
Komplexes ist es aber noch verfriiht, die fur eine Aktivitat 
wesentlichen Wechselwirkungen zu spezifizieren. 

Arbeitsvorschrift : 
100 mg (0.15 mmol) cyclo(Gly-Pro-Phe-Val-Phe-Phe) werden in 15 mL wasser- 
freiem THF suspendiert, im Ultraschallbad homogenisiert, rnit 60 mg 
(15 mmol) Yokoyama-Reagens [6b] versetzt und 16 h bei Raumtemperatur ge- 
riihrt; Isolierung und Reinigung durch Flash-Chromatographie (Chloroform/ 
Methanol 1911). Ausbeute: 27 mg (26%) cyclo(Gly-Pro-Phe-Val-PheY[CS- 
NHIPhe). Weitere Einzelheiten siehe Lit. 161. 
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Eine neue Struktur-Magnetismus-Beziehung fur 
flachenverknupfte Ubergangsmetallkomplexe 
mit d3-d3-Elektronenkonfguration"* 
Von Andrea Niemann, Ursula Bossek, Karl Wieghardt *, 
Christian Butzlaff, Aljred X. Trautwein und Bernhard Nuher 

In zweikernigen Ubergangsmetallkomplexen ist die Fla- 
chenverknupfung der Koordinationspolyeder zweier oktaed- 
risch umgebener Metall-Ionen ein haufig beobachtetes 
Strukturelement. In Abhangigkeit von der Art der drei Bruk- 
kenliganden, die oft nur aus je einem Atom bestehen oder 
mit nur einem Atom koordinieren, beispielsweise O2 -, 
OH-, RO-, CI-, Br- und I- ,  konnen die Metall ... Metall- 
Abstande zwischen ca. 2.3 und ca. 4.0 A variieren (Tabel- 
le 1). Verfugen beide Metall-Ionen uber ungepaarte Elektro- 
nen, so kommt es zu intramolekularen Spinaustauschwech- 
selwirkungen und einer ferromagnetischen oder antiferro- 
magnetischen Kopplung. Diese Austauschwechselwirkung 
wird fur Metalle der 1. Ubergangsmetallreihe im allgemeinen 
befriedigend durch das isotrope Heisenberg-Dirac-van-Vleck- 
Model1 rnit dem Spin-Hamilton-Operator H = - 2 JS, S, 
beschrieben, wobei S ,  und S ,  den Gesamtspin an Ion 1 bzw. 
2 angeben und J die Spinaustauschkopplungskonstante in 
cm-' ist"]. J kann aus der Temperaturabhangigkeit der 
magnetischen Suszeptibilitat der Komplexe ermittelt wer- 
den. In homodinuclearen Komplexen rnit d3-d3-Elektronen- 
konfiguration der beiden Metall-Ionen treten antiferroma- 
gnetische Kopplungen auf; die Komplexe sind bei tiefen 
Temperaturen diamagnetisch ( S  = 0-Grundzustand). 2 J 
gibt dann die Energiedifferenz zwischen dem Singulett- 
Grundzustand (S = 0) und dem ersten angeregten Triplett- 
zustand ( S  = 1) an. 

Obwohl viele flachenverkniipfte d3-d3-Zweikernkomplexe 
strukturell charakterisiert werden konnten und temperatur- 
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