Peptidmimetica fiir Rezeptorliganden —
Entdeckung, Entwicklung und medizinische Perspektiven

Von Athanassios Giannis* und Thomas Kolter

Als Neurotransmitter, Neuromodulatoren und Hormone beeinflussen Peptide Giber rezeptor-
vermittelte Signaltransduktion eine Vielzahl physiologischer Prozesse. Auch ihre Rolle bei der
Entstehung und/oder Unterhaltung von Krankheiten konnte in den letzten zwanzig Jahren
eindeutig nachgewiesen werden. Wirkstoffe, die dic biologischen Effekte der bioaktiven Pepti-
de imitieren oder blockieren kdnnen (Agonisten bzw. Antagonisten), kommen somit als Hilfs-
mittel zur Untersuchung peptiderger Systeme und als therapeutische Agentien in Betracht.
Nach anfinglichen pharmakologischen Studien wurde in der Vergangenheit die Eignung
bioaktiver Peptide als therapeutische Hilfsmittel untersucht. Dabei zeigte sich, daf} sie auf-
grund ihrer pharmakologischen Eigenschaften, beispielsweise durch ihren Abbau durch Pepti-
dasen oder durch ihre schlechte Bioverfiigbarkeit, nur in den wenigsten Fallen als Medikamen-
fe eingesetzt werden konnen. Zur Losung dieser Probleme wurden Peptidmimetica, d.h.
Verbindungen, die Peptide in ihrer Interaktion mit Rezeptoren ersetzen konnen, synthetisiert.
Im Vergleich zu den nativen Peptiden zeigen sie erhéhte metabolische Stabilitit, bessere Bio-
verfilgbarkeit und groBere Wirkungsdauer. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden auch
Peptidmimetica mit antagonistischen Eigenschaften entwickelt. Dadurch wurden neue Be-
handlungs- und Therapieformen fiir eine Reihe von Erkrankungen mdglich. Der Zugang zu
Peptidmimetica erfolgt zwar noch weitgehend empirisch (Modifikation der nativen Peptide,
Optimierung von Leitstrukturen), doch auch Methoden fiir ein rationales Design, die unter
anderem auf Strukturuntersuchungen der Peptid-Peptidrezeptor-Komplexe oder Konforma-
tionsenergiestudien basieren, etablieren sich allméhlich.

1. FEinleitung Konformationsgleichgewicht des Peptids

Rezeptor

30 Jahren entdeckt und charakterisiert™ ~2!. Viele von ihnen
wurden sowohl in neuronalen als auch in nicht-neuronalen
Geweben nachgewiesen. Reprisentative Beispiele daflir sind
Somatostatin, Substanz P, Cholecystokinin, Endorphine,
Enkephaline, Angiotensin II und Endothelin. Als Neuro-
transmitter, Neuromodulatoren und Hormone beeinflussen
sie nach Bindung an ihre membranstindigen Rezeptoren die
Zeli-Zell-Kommunikation und kontrollieren eine Reihe vita-
ler Funktionen wie Stoffwechsel, Immunabwehr, Verdau-
ung, Atmung, Schmerzempfindung, Reproduktion, Verhal-
ten, Elektrolythaushalt usw.; deshalb sind sie von enormem
medizinischen Interesse. Die Zahl von nativen und modifi-
zierten Peptiden, die als Medikamente eingesetzt werden,
nimmt stindig zu, und diese Tendenz diirfte in den nichsten
Jahren anhalten',

Aufgrund groBer Fortschritte in der Organischen Chemie
und der Molekularbiologie!™ konnten die meisten bioakti-
ven Peptide in groBeren Mengen hergestellt und fir pharma-
kologische und klinische Untersuchungen zur Verfiigung ge-
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stellt werden. Dadurch wurden in den letzten Jahren nicht Unaewiinschte Gewlinscht
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nur neue Maoglichkeiten zu Behandlung und Therapie einer bio?ogi:ch:r Effekt /\// biologischer Effekt
Reihe von Erkrankungen etabliert, sondern auch Hoffnun- Z/\U

gen in bezug auf die Therapierbarkeit anderer Krankheiten
geweckt, bei denen Peptide eine Rolle spielen. Der Einsatz
von Peptiden als Medikamente wird jedoch durch folgende
Faktoren eingeschrinkt: a) die geringe metabolische Stabili-

Zerstbrung
des Peptids

Abb. 1. Peptide liegen in Lésung ungeordnet in einer Vielzahl von Konforma-
tionen vor, die sich in einem dynamischen Gleichgewicht befinden. Durch Ein-
fithrung einer Konformationseinschrinkung (gestrichelte Linie) in der bioakti-
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wodurch die Wechselwirkung mit alternativen Rezeptoren upd Peptidasen un-
terdriickt oder vermieden wird. Auf diese Weise kann ein gewiinschter biologi-
scher Eftekt erzielt werden. Modifiziert nach Lit. [6].
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tat durch Proteolyse im Magen-Darm-Trakt und im Serum,
b) die schlechte Resorption nach oraler Einnahme, vor allem
aufgrund der relativ hohen Peptidmolekiilmasse und/oder
des Fehlens von Transportsystemen, ¢) die schnelle Aus-
scheidung durch Leber und Nieren und d) die unerwiinsch-
ten Wirkungen durch Wechselwirkung der konformativ fle-
xiblen Peptide mit unterschiedlichen Rezeptoren (Abb. 1).
Dariiberhinaus kann ein bioaktives Peptid seine Wirkung in
mehreren Zellarten und Organsystemen entfalten, zumal
Peptidrezeptoren und/oder -isorezeptoren in einem Organis-
mus weit verbreitet sein konnen.

Aus pharmakologischer und medizinischer Sicht ist es
hdufig erwilnscht, nicht nur die Wirkung der Peptide auf
Rezeptorebene zu imitieren (Agonismus), sondern auch bei
Bedarf den Rezeptor zu blockieren (Antagonismus). Fiir
peptidische Antagonisten gelten dieselben pharmakologi-
schen Uberlegungen, wobei hinzukommt, daf} ihre Entwick-
lung in Ermangelung von Leitstrukturen schwieriger ist; bis
heute ist nicht eindeutig geklirt, welche Faktoren fiir die
agonistische und welche fiir die antagonistische Wirkung
ausschlaggebend sind*2],

In den vergangenen Jahren wurde verstarkt versucht, Pep-
tidmimetica'®~ %! zu entwickeln, die giinstigere pharmako-
logische Eigenschaften haben als ihre Vorbilder. Unter ei-
nem Peptidmimeticum versteht man einen Stoff, der als
Ligand eines Rezeptors den biologischen Effekt eines Pep-
tids auf Rezeptorebene imitieren oder blockieren kann!®- 151,
Als Ligand eines Enzyms kann das Mimeticum als Substrat
oder als Inhibitor dienen. Liganden als Enzyminhibitoren
werden hier nur in gesonderten Fillen angesprochen. Wir
beschrinken uns auf Peptidmimetica als Rezeptorliganden,
zu denen sowohl Peptid- als auch Nichtpeptidliganden ge-
héren.

2. Entdeckung und Entwicklung
von Peptidmimetica

An die pharmakologischen Eigenschaften eines Peptidmi-
meticums werden primir folgende Erwartungen gekniipft:

aldehyde und -mimetica.
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a) metabolische Stabilitit, b) gute Bioverfugbarkeit, ¢) hohe
Rezeptoraffinitit und Rezeptorselektivitit sowie d) geringe
Nebenwirkungen. Ein Hauptproblem bei der Entwicklung
solcher Wirkstoffe ist die Entdeckung einer Leitstruktur, die
dann beispielsweise unter Verwendung von Molecular-Mo-
deling-Programmen optimiert werden kann. AuBerordent-
lich hilfreich sind ebenfalls Kenntnisse iiber die dreidimen-
sionale Struktur des Peptid-Rezeptor-Komplexes, die nach-
folgende Signaltransduktion, deren Koordination und
Wechselwirkung mit anderen Signaltransduktionssystemen
und die Integration im Organismus sowie Kenntnisse liber
Biosynthese, Transport, Freisetzung und Inaktivierung des
Peptids.

Ungeachtet der Art ihrer Wirkung (Neurotransmitter,
Neuromodulator, Hormon) haben biologisch aktive Peptide
einige Gemeinsamkeiten!*®): sie werden in den Ribosomen
als hohermolekulare Formen (Prapro-Formen) syntheti-
siert. Nach Abspaltung eines N-terminalen Signalpeptids
durch Peptidasen entstehen die Pro-Formen. Wihrend des
anschlieBenden vesikuldren Transports zum Golgi-Apparat
werden sie weiter zu ihren aktiven Formen prozessiert und
schlieBlich zu den intrazelluliren Speicherpools transpor-
tiert. Aus diesen Pools werden sie nach Stimulation freige-
setzt (Exocytose). Die Inaktivierung dieser Peptide erfolgt
hauptsichlich durch die Einwirkung von proteolytischen
Enzymen (Endo- und Exopeptidasen).

Bei der Charakterisierung der Rezeptoren und bei der Er-
forschung des Mechanismus der Signaltransduktion sind be-
achtliche Fortschritte erzielt worden. Dagegen bereiten
die Stukturuntersuchungen der Peptid-Rezeptor-Komplexe
Schwierigkeiten, wobei der Einsatz neuerer NMR-Techni-
ken hier vielversprechend erscheint!*7®!,

Als Leitstruktur fiir die Entwicklung von peptidischen Mi-
metica dient im Regelfall das native Peptid selbst, dessen
pharmakologische Eigenschaften optimiert werden sollen.
Mit wenigen Ausnahmen liegen Peptide kleiner bis mittlerer
GroBe (weniger als 30 bis 50 Aminosduren) in verdiinnter
wiBriger Losung ungeordnet in einer Vielzahl von Konfor-
mationen vor, die in einem dynamischen Gleichgewicht sind
(siehe Abb. 1). Hat ein Rezeptorligand per se die biologisch
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aktive, d. h. die rezeptorgebundene Konformation, so ist eine
erhohte Affinitit des Liganden zum Rezeptor zu erwarten,
da die Entropieabnahme bei der Bindung kleiner ist als bei
der Bindung eines flexiblen Liganden. Die biologisch aktive
Konformation kann in Ldsung, in Abwesenheit des Rezep-
tors, gering populiert sein und unterscheidet sich hiufig von
der beispielsweise im festen Zustand durch Réntgenstruktur-
analyse ermittelten Konformation!!”,

Eine allgemein anwendbare und bisher erfolgreiche Me-
thode zur Entwicklung von Peptidmimetica besteht darin,
konformativ fixierte Analoga herzustellen, die die rezeptor-
gebundene Peptidkonformation des endogenen Liganden
mdglichst genau imitieren! *# 18:1%1 Die unmittelbare Fol-
ge des Einsatzes solcher Konformations-Analoga ist zum
einen eine erhohte Proteaseresistenz, d.h. die metabolische
Stabilitat erhoht sich, zum anderen eine erhohte Selektivitit
und damit geringere Nebenwirkungen!®). Als giinstig fiir die-
sen methodischen Zugang erweist sich der Umstand, daB an
der Erkennung des Liganden durch den Rezeptor oft nur
eine geringe Zahl von etwa vier bis acht Aminosdureseiten-
ketten des Peptids beteiligt sind!®*7#. In solchen Fiillen
dient das restliche Molekiilgeriist dazu, die pharmakopho-
ren Gruppen in einer bestimmten rdumlichen Anordnung zu
fixieren. Dariiber hinaus kann in diesem Teil des Peptids, der
an der Wechselwirkung zwischen dem Liganden und dem
Rezeptor nicht direkt beteiligt ist, zusétzliche Bindungsaffi-
nitdt zu anderecn Rezeptortypen (eine ,,Adresse’) oder zu
einer Phasengrenzfliche (der Plasmamembran) lokalisiert
sein, Auch die Halbwertzeit des Liganden kann durch das
Vorliegen von Spaltstellen fiir Proteasen in diesem Molekiil-
bereich kontrolliert sein. Wird die Struktur des Liganden
durch das Entfernen oder Modifizieren dieses Molekiilteils
vereinfacht, resultiert daraus gleichzeitig eine erhdhte Pro-
teaseresistenz durch den Wegfall von Spaltstellen. Die Re-
sistenz gegeniiber Amino- und Carboxypeptidasen kann un-
abhingig davon erhoht werden, indem man den N-Terminus
acyliert und den C-Terminus amidiert.

Ein wichtiger Schritt bet der Entwicklung von konforma-
tiv eingeschrinkten Peptidliganden besteht darin, die fiir die
Rezeptorerkennung erforderlichen Aminosdureseitenketten
zu identifizieren. Dazu wird durch die Synthese verkiirzter
Analoga die fiir die biologische Aktivitit erforderliche Mini-
malsequenz und durch systematische Verdnderung der ein-
zelnen Aminosduren die Bedeutung von Parametern wie Ste-
reochemie, Ladung, Hydrophilie usw. ermittelt. Dann
werden starre Konformationen erzeugt und durch Studien
der Konformations-Aktivitits-Beziehungen die aktivsten
Strukturen gesucht. Diese mehr oder weniger empirische
Vorgehensweise ist zeitraubend und unwirtschaftlich. Neue
Techniken, die die kontrollierte Synthese einer groBen Viel-
falt von Peptiden (Peptidbibliotheken = Peptid Libraries)
und die sorgfiltige Priifung der Rezeptorbindung ermdgli-
chen, sind vielversprechend 2% 211, Die Hoffnung, auf diese
Weise sowohl neue Leitstrukturen zu entdecken als auch
diese beziiglich ihrer pharmakologischen Eigenschaften zu
optimieren, scheint gerechtfertigt.

Die unbefriedigende Bioverfiigbarkeit peptidischer Wirk-
stoffe kann ihren therapeutischen Einsatz erschweren oder
verhindern. Ein allgemein anwendbares Konzept zur Uber-
windung dieser Schwierigkeit steht noch aus. Ungeachtet der
Fortschritte auf diesem Gebiet!??! it is ironic that, with
exception of angiotensin converting enzyme (ACE) inhibi-
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tors and cholecystokinin antagonists (CCK), medicinal che-
mists have been unable to harness the profound pharmaco-
logic effects of peptides by the discovery of bioavailable
analogues*I®], Beriicksichtigt man zusitzlich, daB die Appli-
kation peptidischer Wirkstoffe immunologische Reaktionen
hervorrufen kann'*., so erscheint die Entwicklung nieder-
molekularer Nichtpeptidliganden als zwingend notwendig.

Das Design von Nichtpeptidliganden steht noch am An-
fang: die Entdeckung von Leitstrukturen in umfangreichen
Screenings ist hierbei essentiell. Dazu werden Substanz-
sammlungen (compound libraries) und einzelne Verbindun-
gen, meist aus dem Naturstoffbereich, auf ihre biologische
Aktivitit untersucht. Hiufig sind diese Substanzen bereits
konformativ eingeschriankte Analoga von Peptiden, die die
fur die Rezeptorerkennung erforderliche Merkmale aufwei-
sen. AnschlieBend wird die Struktur hinsichtlich Rezeptoraf-
finitdt, Selektivitdt und anderer pharmakologischer Eigen-
schaften optimiert. Als Beispiel fiir eine Leitstruktur, die
durch umfangreiches Screening im Rahmen eines Pro-
gramms zur Entwicklung von Cholecystokininantagonisten
entdeckt und dann optimiert wurde, sei hier der Pilzmetabo-
lit Asperlicin erwiihnt (sieche Abschnitt 4.5).

Das klassische Beispiel fiir Nichtpeptidliganden sind
Opioidalkaloide, die sich als Mimetica endogener Peptide
erwiesen. So imitiert beispielsweise Morphin 1 den Effekt des
aus 31 Aminosdure bestehenden S-Endorphins 2 (eines en-
dogenen Opioids) an einer fiir beide Verbindungen gleichen

Tyr~Gly—Gly—Phe—Met—Thr —Ser—Glu—Lys~Ser—
GIn—Thr—Pro—Leu-Val-Thr~Phe—Lys—Asn—Ala—
lle—lle—Lys—Asn—Ala—Tyr—Lys—Lys~Gly—Glu

Erkennungsstelle am Rezeptor. Gerade dicses Beispiel zeigt
eindeutig, dal} es mdglich ist, ein relativ groBes Peptid durch
eine niedermolekulare Verbindung zu ersetzen. Neben Mor-
phin gibt es eine Reihe weiterer Wirkstoffe, deren peptidmi-
metischer Charakter erst im nachhinein nachgewiesen wurde
(siche Abschnitte 4 und 5).

Im folgenden Abschnitt werden etablierte Methoden be-
sprochen, die fiir das Design von Peptidmimetica zur Verfii-
gung stehen. Ausgewihlite Beispiele fiir Peptidmimetica (so-
wohl peptidischer als auch nichtpeptidischer Natur)
einschlieBlich der Moglichkeiten ihres therapeutischen Ein-
satzes sowie biologische und biochemische Aspekie der en-
dogenen Peptide sind Gegenstand des vierten Abschnitts.

3. Strategien zur Synthese von Peptidmimetica
3.1. Modifikation von Aminosiiuren

Zahlreiche Moglichkeiten zur Synthese von konformativ
eingeschrinkten und/oder metabolisch stabilen Peptidmime-
tica bestehen auf der Ebene der Aminosduren. So ist der
systematische Austausch einzelner Aminoséduren durch a-C-
alkylierte, z-N-alkylierte und durch D-Aminoséduren iiblich.
Dariiber hinaus kénnen auch o, f-ungesittigte, cyclische und
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B-Aminosiuren sowie Aminosduren mit sterisch anspruchs-
vollen Seitenketten eingefithrt werden. Die Effekte solcher
Substitutionen auf die konformativen Parameter @, ¥, zund
o (zur Definition sieche!** und Abb. 2) sowie auf die biologi-

Abb. 2. Definition der
Diederwinkel @, ¥, y, o
cines Peptids {24 b].

sche Aktivitit der resultierenden Peptide wurden in Uber-
sichten zusammengefaBt!’* 1%, so daB an dieser Stelle nur
exemplarisch auf Struktur und Synthesemoglichkeiten ein-
zelner Verbindungen eingegangen wird.

Schema 1 zeigt die Struktur einiger Analoga der Amino-
saure Phenylalanin (Phe). Die Zahl der méglichen Konfor-

\\
‘I P
NH, X NH,, NH,
3 4 5

CO,H
o £ e
N “N7NCO,H H,N
H

0

6 7 8 9

Schema 1. Sterisch anspruchsvolle und konformativ fixierte Analoga der Ami-
nosdure Phenylalanin, deren Struktur in den Formeln hervorgehoben ist. Die
Stereochemie der chiralen Verbindungen ist nicht dargestellt.

mationen wird durch Einfiihrung sterisch anspruchsvoller
Gruppen (3 und 4) oder rigider Uberbriickungen einge-
schrinkt. 3 und § sind Bestandteil potenter Liganden des
Angiotensin-II-Rezeptors mit agonistischer bzw. antagoni-
stischer Aktivitdt!?3). Ein einfacher priparativer Zugang zu
Indanaminocarbonsiure 5 und zu verwandten Verbindun-
gen gelingt durch Alkylierung des Benzylidenderivats von
Glycinethylester mit geeigneten Elektrophilent?®). Gona-
dotropin-Releasing-Hormon(GnRH)-Antagonisten, die ne-
ben anderen nicht natiirlich vorkommenden Aminosduren
2-Naphthylalanin 4 enthalten, zeigen hohe Affinitit zum Re-
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zeptor bei vernachlissigharer Freisetzung von Histamin
(Verbindung 125). Eine neue enantioselektive Synthese von
(S)-4 sowie weiterer o-Aminosiuren von allgemeiner An-
wendbarkeit wurde jiingst von Corey et al. beschrieben27,
Verbindung 4 sowie andere Phe-Analoga sind auch durch
Alkylierung chiraler Imidazolidinone in optisch reiner Form
erhiltlich 281,

Tetrahydroisochinolincarbonsiure 6 (Tic) ist ein Phenyl-
alanin-Analogon, bei dem die Diederwinke] y nur einen eng
begrenzten Bereich an Werten annehmen kénnen. Die Vor-
zugskonformation und damit die Topologie der Seitenkette
hidngt davon ab, ob Tic N-terminal (y = +60° fiir p-Tic)
oder N-acyliert (y = — 60° fiir p-Tic) in einem Peptid vor-
liegt™?). p-Tic ist Bestandteil verschiedener Opioidantagoni-
sten mit hoher Selektivitit gegeniiber dem p-Rezeptori3®,
Tic sowie andere Phe-Analoga wurden in ein cyclisches
Opioid-Peptid-Analogon eingebaut und die jeweiligen Ef-
fekte auf Konformation und Selektivitdt des Rezeptors un-
tersuch(®Y,

Auch eine asymmetrische Synthese der vier stereoisome-
ren a,f-Dimethylderivate von Phe und Tic[32! auf der Basis
der Imidazolidinon-Methode von Seebach et al.[*3) ist ver-
fiigbar. Das in 3-Position substituierte Prolin 7 wurde in
racemischer Form synthetisiert und die trans-Derivate enan-
tiomerenrein nach Racematspaltung erhalten!®*). Das ent-
sprechende 3-Propylderivat wurde als Norleucin-Analogon
in ein C-terminales Tetrapeptid von Cholecystokinin (CCK)
inkorporiert, das héhere Affinitit zum zentralen CCK-Re-
zeptor zeigte als Boc-CCK selbst3], Das Lactam 8 ist auch
ein Phe-Analogon!3%], das lactam 9 ein C-terminales
Phenylalaninamid-Analogon!'®”..

Das 4-Methyl-substituierte Prolinderivat 10 und Verbin-
dung 11 sind konformativ eingeschrinkte Analoga von Leu-
cin!®®! bzw. Tryptophan (die Struktur der Aminosiuren ist
hervorgehoben, die Stereochemie von 10 und 11 ist nicht
dargestellt). Ein neuer Zugang zu C-alkylierten Peptiden

o H
N _CO,H
2:)\CO H 3
H 2 NH
10 L

wurde von Seebach et al. beschrieben™®®): die Alkylierung
von polydeprotonierten N-Boc-geschiitzten Oligopeptiden
gelingt regio- und stereoselektiv an Glycin- und Sarkosinre-
sten ohne Racemisierung.

3.2. Dipeptid-Analoga

Durch Verbriickung zweier benachbarter Aminosiuren ei-
nes Peptids entsteht ein Dipeptidmimeticum, dessen konfor-
mative Flexibilitdt im Vergleich zu reguliren Dipeptiden ein-
geschrankt ist. Einige Moglichkeiten einer solchen Ver-
briickung werden mit den Strukturmodifikationen an Peptid
12 - Einbau von Lactamen (—13-15) und von Piperazino-
nen (—16, 17) - gezeigt. y- und §-Lactame*!! vom Typ 13
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wurden teilweise als ,, Turnmimetica* konzipiert; in mehre-
ren Fillen fiihrte der Finbau solcher Strukturen in Peptide
zu biologisch aktiven Verbindungen. Auch Synthesen, in de-
nen Seitenketien eingebaut werden konnen, wurden be-
schrieben. Durch Verkleinerung oder VergroBerung des Lac-

o R 4y o 0 >~ 0
HzN\)kNJYk)LOH HN A AN A on
BOH DR oD R
12 13

? 0]
0 ” ~OH 0 7 0
L RH g3
“ 15

i P
HzN\)LN/‘ HNG N”\‘J\OH

NG R ek
RZ* «” “OH R
53

N
O cooH ZHN /1 Gly—Phe—Leu—OMe
N
H o
I
8 8n0 pZ
19

tamrings, Einbau von Heteroatomen*?! oder durch Benzo-
kondensation konnte die strukturelle Vielfalt der Verbindun-
gen vom Typ 13 erweitert werden. Auch Verbindung 183,
der derzeit potenteste Inhibitor des Angiotensin-Converting-
Enzyms (ACE), gehort zu dieser Kategorie (Typ 13, n = 2).
Zu den Dipeptidmimetica gehoren auch Lactame vom Typ
14 (n = 1)** sowie die Verbindungen 29 und 30, bei denen in
einem acht- bzw. siebengliedrigen Ring zwei benachbarte
Methylengruppen formal durch Schwefelatome bzw. durch
benzokondensierte Methingruppen ersetzt wurden. Ein Lac-
tamderivat 15 wurde ausgehend von der Beobachtung konzi-
piert™3! dabB ein entsprechendes Aspartimid, das als Arte-
fakt bei einer Peptidsynthese auftrat, zu einem Octa-
peptidderivat des menschlichen Wachstumshormons (hu-
man growth hormon, hGH) mit biologischer Aktivitat
fithrt'*®!, Der Binbau des Lactams vom Typ 15, das als Race-
mat anfiel, fithrte zu einem biologisch aktiven hGH-Analo-
gon.

Unterschiedlich substituierte 2-Oxopiperazine wie 16 und
17 sind Bestandteil von Leu-Enkephalin-Analogal*”!. Eines
der Piperazinone 16 ist Bestandteil der Struktur von Verbin-
dung 91, einem selektiven Antagonisten des Neuroki-
nin(NK)-2-Rezeptors. Eine Synthese geeignet substituierter
2-Oxopiperazine als Vorldufer von Verbindungen des Typs
17 istin Schema 2 dargestellt™®). Die Konfiguration der Chi-
ralititszentren wird durch die Edukte und die Reaktionsfiih-
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HO \/NBoc -y /Y\ﬁ/ \)LH
OH o i
OH ~OH
23 oM 24
1 Nal0,, H,0 1. H,/Pd—C. MeOH / Ph,P=CHCO,tBu,
2. NaBH,, EtOH, 2. Boc,0, 40% CHCN,
50-60% / 75-80%
° i
R R
HN J\ N JR\ E /ﬁ |
NBoc «_ _NBoc ey
B r\\. L ZHN g o/&
HO HO TOH
25 26 27

Schema 2. Synthese chiraler 2-Oxopiperazine vom Typ 17. Die Stereochemie
der Produkte 25 und 26 wird durch die Edukte und die Reaktionsfiilhrung
eingestellt. 27 ist ein Dipeptid-Analogon mit C-terminaler vinyloger Aminosdu-
re; R = Benzyl, Isopropyl, Methyl. DMF = Dimethylformamid, DCC =
Dicyclohexylearbodiimid, HOBT = Hydroxybenztriazol, Boc = tert-Butoxy-
carbonyl, Z = Benzyloxycarbonyl.

rung eingestellt. Weitere Synthesen chiraler Piperazinone
sind in Lit.[*%1 zusammengestellt.

Eine andere Moglichkeit, zwei benachbarte Aminosduren
zu verbriicken, zeigt beispielsweise das Imidazolin 19159
(Uberbriickung entlang des urspriinglichen Amidsauerstoff-
atoms).

3.2.1. Analoga fiir Dipeptide mit cis-Konfiguration
an der Amidbindung

Der partielle Doppelbindungscharakter der Amidbindung
fiihrt zu £/Z-Isomeren, wobei in Peptiden {iblicherweise nur
die um etwa 8 kJmol ™! stabilere ¢rans-Konfiguration gefun-
den wird. Eine Ausnahme bilden Peptide mit Peptidylprolin-
und Peptidyl-V-alkylaminosdure-Einheiten, bei denen auch
die cis-Konfiguration an der C-N-Bindung nennenswert po-
puliert sein kann'®*1. Amidbindungen mit cis-Konfiguration,
an denen keine Iminosduren beteiligt sind, wurden z.B. in
cyclischen Peptiden!®2! und in der durch Bindung an eine
Modellmembran induzierten Konformation eines linearen
Peptids'®3 gefunden. Auch B-Turns kénnen Amidbindun-
gen mit ¢is-Anordnung enthalten™*, Um ,,cis-Amidbindun-
gen* zu simulieren, die méglicherweise in der biologisch ak-
tiven Konformation eines Peptids enthalten sein kénnen,
wurden entsprechende Dipeptidanaloga synthetisiert. Bei-
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spiele dafiir sind die Verbindungen 2815%), 291561 30137} und
311581 wobei 31 nach Einbau in ein cyclisches Hexapeptid-
Analogon von Somatostatin zu einer biologisch aktiven Ver-
bindung fithrte. Ob sich das Konzept der cis-Amid-Mimetica
in der Praxis bewihrt, bleibt abzuwarten.

M- S.
ziN AN 5- WO

: }\\(OCHS S\(NH Leu—Gly
©/H3C“ 0 LLeu—Arg—Arg—NH

o
28 29
g
PhiHN ,, S
COOH
COOH
NBoc
HyC ~
30 3

3.3. Modifikationen des Peptidriickgrats

Durch Modifikationen des Peptidriickgrats wird in erster
Linie die biologische Halbwertszeit gegeniiber den Stamm-
verbindungen erhdht und erst in zweiter Linie, wenn iiber-
haupt, Konformationseinschriinkung erreicht.

3.3.1. Isosterer Austausch der Amidbindung

Der Austausch einer Amidbindung durch ein geeignetes
Mimeticum!®®! war insbesondere fiir die Entwicklung von
Enzyminhibitoren von Bedeutung. Auf dem Gebiet der Re-
zeptorliganden war dieses Konzept bisher weniger erfolg-
reich. Beispiel dafiir, daB ein Ligand auch nach Austausch
einer Amidbindung durch eine isostere Gruppe biologisch
aktiv sein kann, sind das [Tyr!-(£)-CH=CH-Gly?}-Leu-En-
kephalin-'“®1und das [Phe®-(E)-CF=CH-Gly®]-Substanz-P-
Analogon!®!l. Die Tatsache, daB ein Austausch durch
(CH,NH) zur Entwicklung eines Gastrin-1*1 und Bombe-
sinantagonisten!®3 gefiihrt hat, knnte einen Weg zur Ent-
wicklung von Antagonisten weisen. Das CH,NH-Isoster un-
terscheidet sich vor allem in seinen elektronischen Eigen-
schaften von der Verbindung mit Amidbindung und 143t sich
aus dieser Reduktion mit LiBH,/(CH,),SiC1®*¢7 gewin-
nen. Eine weitere Moglichkeit der Herstellung ist die redukti-
ve Aminierung geeignet geschiitzter o-Aminoaldehyde mit
Aminosiurederivaten!®3, wobei die Aldehydkomponente
racemisieren kann. Schema 3 zeigt ein Beispiel fiir die race-
misierungsfreie Synthese eines solchen Derivats'®®!. In einer
kiirzlich erschienenen Arbeit!®”! wurden Amidsurrogate in
einen CCK-B-Rezeptorliganden eingebaut und der Einfluf3
der unterschiedlichen Strukturen systematisch analysiert
und quantifiziert. Eine exakte Imitation der Amidbindung
hinsichtlich Lipophilie, Geometrie und Wasserstoffbriicken-
donor- oder -acceptoreigenschaften korreliert nicht mit der
gemessenen Rezeptoraffinitit. Offenbar sind andere als die
untersuchten Parameter, moglicherweise konformative Ef-
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OH
HO -Q
HO OH 32
NH
0= X
ZHN 1 2
R' H R
NaCNBH,, MeOH !
57
. ik Mol JY,N N )\”/OCHS
50-907% OHod H O
R2 OH
JA_OCH; 33 OH
CleN J\H/ 3 OH
0
34

Schema 3. Racemisierungsfreie Synthese eines aminomethylenisosteren Pep-
tidderivats; R! = Benzyl, para-Hydroxybenzyl, R* = Methyl.

fekte, dafiir verantwortlich, daBl eine iiberzeugende Imi-
tation der Amidbindung im Grundzustand noch nicht gelun-
gen ist.

3.3.2. Retro-inverso-Isomere

Eine weitere Moglichkeit, das Peptidriickgrat zu verén-
dern, besteht in der Verwendung von Retro-inverso-Modifi-
kationen!®®, Darin sind die dblicherweise vorliegenden
L-Aminosduren eines Peptids durch p-Aminosduren ausge-
tauscht und gleichzeitig die Richtung des Peptids umgekehrt
worden. Zum einen wird dabei mit der Ausnahme von Pro-
linresten die Topologie der Seitenketten weitgehend beibe-
halten, zum anderen sind solche Strukturen keine Substrate
mehr fiir Proteasen. Die Retro-inverso-Modifikation selbst
beinhaltet noch keine konformative Restriktion gegeniiber
dem nativen Peptid. Ein Problem besteht darin, daB bei
nichtcyclischen Peptiden die Endgruppen und damit auch
deren Ladung nicht komplementir zu denen des nativen
Peptids sind und entweder durch Einfiithrung ,.falscher En-
den ersetzt werden miissen oder aber die Retro-inverso-
Struktur in ein groBeres Peptid inkorporiert werden mubB.
Beispiele dafiir zeigen die Schemata 4!7*1 und 5'%*!, Ein neu-

Ty 2
s
N
- NH,
\
>
CH

0._NH,
H 0 H CH; 0 H 0
] g
HZN\E/N NJJ\/NW/I\N/\;/N\“/\NJ’\;/N\D N/J -~ NH,
2 Y R " AN \[\> \L
0 = N3 S
g Y CH

36

Schema 4. Das C-terminale Nonapeptid 35 mit voller Agonistaktivitit von
Bombesin (vgl. 102) und das endgruppenmodifizierte Retro-inverso-Isomer 36
ohne Affinitidt zum Rezeptor.
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BocHN : ?LN \/J\ ;

W 4N COOH
N
H
37
i I i
BocHN\g/LN/ " J\{N' Ay
= 2 HH L 0 o
AN COOH
N
H
38

Schema 5. Das C-terminale N-Boc-Tetrapeptid von Gastrin 37 und das par-
tielle Retro-inverso-Isomer 38, das ein Antagonist des Gastrinrezeptors ist.

eres Beispie! zur Synthese einer solchen Verbindung enthilt
Lit."%!. Die geringe Zahl der Retro-inverso-Derivate!”!], die
tatsdchlich eine vergleichbare Aktivitdt wie die Stammver-
bindung zeigen, deutet darauf hin, da auch das Peptidriick-
grat fiir die Rezeptorerkennung von Bedeutung ist oder daB3
doch Unterschiede in der Topologie!”?! beider Verbindungs-
klassen bestehen.

3.3.3. Weitere Modifikationen des Peptidriickgrats
In einer kiirzlich erschienenen Arbeit!’® konnte gezeigt
werden, daB Peptide, die anstelle von ,,normalen* Amino-

sduren vinyloge Aminosduren 39 enthalten, reich an Sekun-
dérstrukturmerkmale sind. Peptide wie 40, sind konzeptionell

HN/I\)\I/

39 40

é /I\/\ﬂ/ \/&/J\NJ\%AH/I V

1

H 0

Wmév-w

mit Hexose-DNA verwandt und kdénnen die Entwicklung
peptiddhnlicher Substanzen mit modifiziertem Riickgrat ini-
tileren. Ein neuer Zugang zu vinylogen Peptiden vom Typ 27
iiber die chemisch und konfigurativ stabilen Dipeptidalde-
hyde 24 ist ist Schema 2 enthalten®8°],

3.4. Globale Einschrinkungen der Konformation

Globale*® Finschrinkungen der Konformation eines
Peptids konnen dadurch erreicht werden, daf3 die Flexibilitit
des Peptidfadens durch Cyclisierung eingeschriankt wird.
Dazu werden Aminsodureseitenketten, die an der Rezeptor-
erkennung nicht beteiligt sind, miteinander oder mit dem
Peptidgeriist verkniipft. Drei reprisentative Beispiele dafiir
sind die Verbindungen 41-43: durch eine Disulfidbriicke
zwischen zwei Penicillaminresten, einer Amidbindung zwi-
schen einem Lysin- und einem Asparaginsiurerest oder

Angew. Chem. 1993, 105, 1303-1326

durch die Uberbriickung zweier Lysinreste durch eine Succi-
nateinheit werden Teilstrukturen der jeweiligen Peptide zu
Ringen geschlossen.

HO
}:I 0
N, 0
szw N
0 H HN
VL LT
HN-™0

S
41
OH

0

NH’\/\

-N| Trp—Nle—Asp~Phe~NH,
BochN Tyr eN/\( rp—Nle—Asp €

0 SO H H

42

0 H 0
|
Ac=Tyr(SOzH)-HN \AGIy—Trp N \)L Asp—Phe—NH,

Lo

43 M. Gy CHy -
0 0

Verbindung 41 ist ein cyclisches Enkephalin-Analogon mit
Selektivitit fiir den 8-Opiatrezeptor7#; BC 197 42173 und
IMV 30 43171 (IC,,™ =1.3 nM, 10000fach selektiv gegen-
iber dem Cholecystokinin-A-Rezeptor) sind Agonisten des
vorwiegend im Gehirn vorkommenden Cholecystokinin-B-
Rezeptors.

3.5. Imitation von Sekundirstrukturen: p-Turns

Ein entscheidender Nachteil der bisher erwdhnten Metho-
den besteht darin, daB die resultierende Konformation nicht
vorhersagbar ist, so daB3 jedes hergestellte Derivat biophysi-
kalisch beziiglich der Aufstellung von Konformations-Akti-
vitits-Beziehungen untersucht werden muB. Aus diesem
Grund ist es wiinschenswert, iiber Methoden zu verfiigen,
mit denen gezielt eine bestimmte Konformation induzierbar
ist. Zahlreiche Versuche zur Konzeption und Synthese von
Sekundarstrukturmimetica wurden unternommen. Unter ei-
nem Sekundirstrukturmimeticum versteht man einen Bau-
stein, der nach Einfiigen in ein Peptid eine definierte Sekun-
dérstruktur erzwingt. Die Anforderungen an ein derartiges
Konformationsmimeticum sind folgende: die gewiinschte
Konformation soll méglichst genau imitiert werden, und die
Synthesemethode soll die Einfiihrung beliebiger Seitenketten
erméglichen. Dartiber hinaus sind Gesichtspunkte wie die
Stabilitit unter den Bedingungen der Pepitdsynthese und
Schutzgruppenabspaltung zu beriicksichtigen.

Unter einem B-Turn versteht man ein Segment aus vier
Aminosduren (i bis i + 3), das auftritt, wenn ein Peptid-

[*¥] IC, ist die Konzentration eines Antagonisten, bei der die maximale Wir-

kung des Agonisten um 50% herabgesetzt wird.
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N’ . .
NP durch entsprechende Mimetica nachgeahmt![""1.
|K P / S\ Schema 6 zeigt eine Auswahl an Verbindungen, die als
0 [ ] Turn-Mimetica kongioi - )
H,N COOH f-Turn-Mimetica konzipiert und synthetisiert wurden!!'l.
BocHN COCH Die Mehrzahl dieser Verbindungen erwies sich nach dem
Einbau in Modellpeptide als biologisch inaktiv. Verbindung
44 45 59 (Schema 7)1®!) imitiert einen B-Turn in der Sequenz Tyr-
HN NHZ 4 ¢
/ 3 ﬁ HO HO
e F N Sco,Me L2 © ! 0
y "/ N ) %N i+t %N
coMe Dot ;[ b ~ HiC o=/ H NH 0= H 0
N2 0 CO,H NN H-0=(; N H
HO-" ™y~ HO -~y H
N S ~OH 70
~ |
'\\/
NH, Cl
= 3
i H \_/
HN N, S O =0
N\> o N "
E10,C7 ™ PhiN” ™~ NH )\/L
2 I HO,C ~
Is] COCH HZN i 2 58 59
Schema 7. Ausschnitt 58 aus der hypervartablen Region eines monoklonalen
50 5 52 Antikérpers gegen den Reovirus-Typ-3-Rezeptor (Reo 3R). Dargestellt ist die
Sequenz Tyr-Scr-Gly-Ser-Thr mit den an einem B-Turn partizipierenden Ami-
nosduren i bis i + 3. Verbindung 59 ist ein niedermolekulares Mimeticum dieses
¢} Antikdrpers.
€O, Et NHBn L
g z Ph 0 TNTNCO,H
T NHAc Phel 7 £ [ 2
u Ph " H( N/‘ \J BnO BnO
0 Co,Me i KK"\V | fmoc L
2 ; .
0 N —NH,
° NHNHZ 1o =0 0=
53 54 55 8n0—,, o] BnO—.,, N—-NHZ
~
0oBn MeO ™0 2. 1 sz N7
NH N
Lo -
k 60 62
BnO 0
L H
0 —OTBDMS .l
HO A 0= wiz
~TBDMS N"""o
o 63 Y Bn0-—.,, st H, /Pd—C
Schema 6. Auswahl von B-Turn-Mimetica: 44 [78], 45 [79], 46 [80], 47 [81], 48 Q N LTBDM SN 2 R
[82], 49 [83], 50 [84], 51 [85], 52 {86]. 53 [87], 54 [88], 55 [89], 56 [90] und 57 (vgl. , > N0 957
Schema 7). iBuOCOC!, 64 % | “
OTBDMS
64
strang seine Richtung dndert. Besteht dagegen das Segment BrO
aus i Aminosduren, so spricht man von einem y-Turn. LooH
aus drei Aminosduren, s0 Spri em - N 1. Z—Tyr, ;BUOCOC), NMM, 58%
B-Turns werden entsprechend ihrer Konformation klassifi- 4 T TPasE a2 —
ziert, wobei die Torsionswinkel an den Aminosiuren i +1 ) o 2—Pd=C.92%
und 7/ + 2 das Klassifizierungskriterium sind. Diese Winkel En0 “L \ oH
werden mit denen haufig in Proteinen und Peptiden mit Se- N0 TBDMSI_I;I OTBOMS ] 0
kundirstruktur beobachteten verglichen!™ (zur Definition ) %N
der Torsionswinkel vgl. Abb. 2). In linearen Peptiden (und 57 o={ HO
Proteinen) werden Turns vor allem durch die Tendenz zur HO —. /N\NJL ‘‘‘‘ H
Bildung intramolekularer Wasserstoffbriicckenbindungen auf- L H 7N OH
gebaut™ 7%, Der B-Turn ist ein Strukturmotiv, das zahlrei- C*N/ o HN 0
chen biologisch aktiven, cyclischen Peptiden gemeinsam ist
und das in vielen Féllen auch fiir die biologisch aktive Form = NH; Cl
linearer Peptide postuliert wird/’"\. Er ist deshalb die am W/
hiufigsten imitierte Sekundérstruktur. Dabei kann ange- 59 wo

nommen werden, daf die Seitenketten fiir die Eckennung
durch den Rezeptor bedeutsam sind. Auch y-Turns werden,
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wenn auch in geringerem Umfang, in Peptiden gefunden und

Schema 8. Synthese von Verbindung 59
nyl, NMM = N-Methylmorpholin.

. FMOC = 9-Fluorenylmethoxycarbo-
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Ser-Gly-Ser-Thr 58, einem Bestandteil der hypervariablen
Region eines monoklonalen Antikdrpers gegen den Reovi-
rus-Typ-3-Rezeptor®?!, Bei Verbindung 59 handelt es sich
um das erste Beispiel eines auf der Grundlage von Rontgen-
strukturuntersuchungen des Antigen-Antikorper-Komple-
xes entwickelten niedermolekularen Immunglobulinmimeti-
cums. Das Cyclopeptid 59 ist resistent gegeniiber Proteasen
und imitiert Bindung und funktionelle Eigenschaften des na-
tiven Antikérpers. Seine Synthese ist in Schema 8 dargestellt.
Drei weitere biologisch aktive Derivate von B-Turn-Mimeti-
ca sind 65-67. Verbindung 65 ist ein GnRH-Derivat und

0
AN
pyroGlu—His—Trp=Ser—Tyr—NH 7 Arg=Pro—Gly—NH,
0 Y

65

E
<—r\IJ—\/\/N\E/“\Trp—NHz

Arg—Pro—Lys—Pro—GIn—Gln—Phe—Phe 0 \r/

)]\G!y—VGI—-Arg—CHZCl

e 67

-Agonist, bei dem die Aminosdurereste Glycin und Leucin in
den Positionen i +1 und i + 2 eines postulierten B-Turns
durch ein y-Lactam ersetzt sind. Die Verbindung ist in vivo
2.4mal und in vitro 8.9mal so wirksam wie GnRH "3\ Ver-
bindung 66 enthilt das Spirolactam 53 anstelle von Gly® und
Leu!?in [Trp!!]-Substanz-P. Sie ist eine der potentesten pep-
tidischen Antagonisten des Neurokinin-1-Rezeptors®4.
Verbindung 67 imitiert diec Thrombin-gebundene Struktur
des Fibrinpeptids A und ist ein Inhibitor dieser Protease.
Einen Uberblick iiber die Synthese von Verbindung 67 gibt
Schema 9.

4. Beispiele fiir Peptidmimetica
4.1. Opioide (Endorphine, Enkephaline, Dynorphine)

Morphin - der Hauptbestandteil von Opium — wird seit
iiber zweieinhalb Jahrtausenden wegen seiner schmerzstil-
lenden und euphorisierenden Wirkung gebraucht und miB-
braucht. Auf der Suche nach dem Wirkungsmechanismus
von Morphin und mit der Intention, ein Analgeticum zu
entwickeln, das den Patienten nicht abhangig macht, wurden
zahlreiche Morphinderivate hergestellt und untersucht. Mit
deren Hilfe gelang die Entdeckung unterschiedlicher Opioid-
rezeptoren in tierischen Organismen. Der Nachweis solcher
Rezeptoren!®?! legte die Existenz entsprechender endogener
Liganden nahe: der Charakterisierung der Enkephaline
Mitte der 70er Jahre®® folgte die Entdeckung der Endorphi-
ne?®” und Dynorphine!®®!, Diese endogenen Opioide wer-
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Schema 9. Synthese von 67.

den durch Prozessierung!®®) der entsprechenden héhermole-
kularen Vorldufer Proopiomelanocortin, Proenkephalin A
und Proenkephalin B sowohl in Neuronen (Nervenzellen) als
auch in nichtneuronalen Zellen, z.B. in Zellen des Nebennie-
renmarks sowie in Leukocyten (weiller Blutkdrperchen)t %%,
biosynthetisiert. Fiir eine Uberraschung sorgte die Tatsache,
daB kiirzlich Morphin und Codein im Gehirn von Tieren
nachgewiesen wurden'°, Zur Klarung der Frage, ob diese
Substanzen exogenen oder — wie zu Beginn dieses Jahrhun-
ders vermutet!'®2] — endogenen Ursprungs sind, wurden
Zellkulturexperimente durchgefiihrt, die zeigten, daf3 Leber-
zellen aus Méusen die Enzymausstattung fiir die entschei-
dende Stufe der Umwandlung von exogen zugefijhrtem Reti-
culin in Salutaridin (mit Morphinangeriist) haben!?3!!
Nebennieren- und Gehirnzellen sind jedoch nicht in der
Lage, Salutaridin ausgehend von Reticulin zu biosynthetisie-
ren. Aufgrund dieser Ergebnisse bleibt die Frage nach der
Existenz eines kompletten Biosynthesewegs fiir Morphin in
tierischen Organismen weiterhin offen.

Endogene Opioide sind in pharmakologischer Sicht Mor-
phin sehr dhnlich!!°¥: sie haben analgetische Eigenschaften,
fiihren zur kérperlichen Abhdngigkeit und Atemdepression,
unterdriicken den Hustenreflex, stimulieren die Ausschiit-
tung von Vasopressin und hemmen die Magensekretion und
die motorische Aktivitdt des Darms. Daritber hinaus schei-
nen sie als Tumorsuppressoren und als Inhibitoren der Zell-
proliferation zu dienen!'®%!. Die Wirkungen der Opioide
werden iiber rezeptorinduzierte Modulation des intrazelluli-
ren c-AMP- (AMP = Adenosinmonophosphat) und Ca?*-
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Spiegels vermittelt, anscheinend unter Beteiligung von G-
Proteinen!1°¢],

Riickblickend erwiesen sich Opiumalkaloide als Mimetica
der endogenen Opioide. Aus unabhédngigen Untersuchungen
iiber die Wechselwirkung von Opiatrezeptoren mit entspre-
chenden Agonisten und Antagonisten ergab sich, daB es
mindestens drei Typen von Opiatrezeptoren unterschiedli-
cher Spezifitit, anatomischer Lokalisierung (sowohl zentral
als auch peripher im Nervensystem; bei Neuronen pri- und
postsynaptisch) und physiologischer Bedeutung gibt, die mit
p, x und & bezeichnet werden. Kiirzlich wurde der §-Opioid-
Rezeptor erstmals kloniert, in COS-Zellen exprimiert und
pharmakologisch charakterisiert! °¢<1, Man geht davon aus,
daB Dynorphin 74 und Enkephalin 75 die endogenen Ligan-
den der %- bzw. 8-Rezeptoren sind, wihrend ein Peptid mit
Selektivitit fiir den p-Rezeptor noch nicht gefunden wurde
(Schema 10)11971, Der Vergleich der Aminosiuresequenz der
endogenen Peptidliganden, unabhingig von ihrer Rezeptor-

Tyr—-Gly—~Gly—Phe—Leu—Arg—Arg—lle—Arg—Pro-Lys—Leu~Lys
74

N L
ﬁ" j*mr“xg I, Lo
H 0 3

E\O H 0
f ;

NN />
IR I | |
message spacer address
g p 75
NfCH3
OH
HO' M0 N-NH-CO-address

77
| Il I I 78 79
message spacer address

Schema 10. Dynorphin 74, Leu-Enkephalin 75, Oxymorphon 76a (R =
Methyl), Naloxon 76b (R = Allyl), ein universeller Opioidantagonist und syn-
thetische Opioidderivate 77—79. Hybridstrukturen 77 aus Morphinangeriist
(message) und Peptid (address) sind selektive Liganden des 3-Rezeptors (ad-
dress = Phe-Leu-OH) oder des »-Rezeptors (address = Phe-Leu-Arg-Arg-Tle-
OMe). Natrindol 78 ist der erste Nichtpeptidligand fiir den 8-Rezeptor. Bupre-
norphin 79 ist ein Opioid mit geringem Abhingigkeitspotential. Weitere
Liganden mit Selektivitdt fiir die Opioidrezeptortypen sind die Verbindungen
80-83 sowie Morphin 1 (u-Agonist) und DPDP 50 41 (8-Agonist).

spezifitit zeigt, daB ihnen N-terminal das Motiv Tyr-Gly-
Gly-Phe gemeinsam ist. Diese Sequenz ist offenbar fiir die
molekulare Erkennung durch die Opiatrezeptoren essentiell,
fir alle Rezeptortypen gleich und wird nach einem am adre-
nocorticotropen Hormon (ACTH) entwickelten Kon-
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zept!' 8 als | Botschaft* (message) bezeichnet. Eine fiir die
Jeweiligen Rezeptortypen unterschiedliche, benachbarte Se-
quenz, die als ,,Adresse® bezeichnet wird, bewirkt die Selek-
tivitdt. Nach einer modifizierten!'®®! Interpretation dieses
Modells, die auch auf Nichtpeptidliganden der Opioidrezep-
toren ausgedehnt werden kann, ist die Botschaft im Tyr'-
Rest lokalisiert und durch zwei als Spacer fungierende Gly-
cinreste von der Adresse-Sequenz getrennt, die mit Phe
beginnt. Auf der Grundlage dieses Modells gelang es, aus
dem p-selektiven Opioidagonisten Oxymorphon 76a durch
Anfilgen der geeigneten Adresse-Sequenz Liganden vom Typ
77 zu entwickeln, die selektiv an den 8- und den #-Rezeptor
binden. Entsprechend wurde Naltrindol 78 als erster Nicht-
peptidantagonist mit Selektivitit fiir den 3-Opioidrezeptor
synthetisiert!! %%, Der Pyrrolring des Indolrests dient dabei
als rigider Spacer, der den Phenylenrest in der Konformation
hilt, die fiir ihn als Komponente der 3-Adresse relevant ist.
SchlieBlich erscheint der Vergleich der Struktur von Oxy-
morphon 76a mit der von Naloxon 76b interessant: Der
Ersatz der N-Methylgruppe von 76a durch eine N-Allyl-
funktion fithrt zum universellen Opioidantagonisten Nalo-
xon 76b! Weitere Liganden fiir die verschiedenen Opioidre-
zeptoren sind der selektive und irreversible p-Antagonist
p-Funaltrexamin 80!''%! sowie die u-selektiven Agonisten
Tifluadom 81 und U-50488 82[1°% Die C,-symmetrische
Verbindung Norbinaltorphimin (NorBNI) 831''!1 ist ein
hochpotenter Opioidantagonist mit guter Selektivitdt fir
den %-Rezeptor.

80 81

82 83

Eine Fiille anderer Opioidrezeptorliganden peptidischer
und nichtpeptidischer Natur wurde synthetisiert und phar-
makologisch untersucht!19%:112: 1131 \While our knowledge
of the opioid receptor system has increased tremendously,
this new information has not yet led to the development of
a major new therapeutic agent*!'13], Insbesondere ist es
trotz anfinglicher Hoffnungen bis heute nicht gelungen, ein
Opiat mit starker analgetischer Potenz, frei von Abhingig-
keitspotential und atemdepressiver Wirkung (hdufige Todes-
ursache bei Morphiniiberdosierung) zu entwickeln. Doch
sind einige Erfolge und interessante Neuentwicklungen auf
dem Gebiet erzielt worden:

a) Buprenorphin 79 ist ein partieller Agonist des p-Rezep-
tors, der nach sublingualer Applikation zu ca. 50 % resor-
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biert wird (zum Vergleich: nur 5% des oral applizierten
Morphins gelangt in die Blutbahn). Nach erfolgter Resorp-
tion bindet es langsam an den Rezeptor und dissoziiert eben-
falls langsam davon ab. Gerade diese Eigenschaft bedingt
das auBerordentlich niedrige Abhingigkeitspotential. Nach
Abbruch der Medikation werden nur milde Abstinenzer-
scheinungen beobachtet. Dieses pharmakologische Profil
verbunden mit dem Fehlen von atemdepressiven Wirkungen
und psychotomimetischen Effekten haben zum klinischen
Erfolg von Buprenorphin beigetragen! 141,

b) Basierend auf den Erkenntnissen, daB 1) Endigungen
peripherer sensorischer Neuronen Opioidrezeptoren haben
und 2) Leukocyten, die in entziindetes Gewebe einwandern,
kraft ihrer Opioide zu einer Schmerzlinderung fithren kon-
nen!*31, wurde kitrzlich iiber einen neuen Ansatz zur Erzeu-
gung von Analgesie (Schmerzlosigkeit) berichtet. Bei arthro-
skopischen Knieoperationen wurde Morphin intraartikulér
(im Kniegelenk) appliziert und dabei festgestellt, dal die
postoperative Analgesie im Vergleich zu der, die durch intra-
vendse Morphinapplikation erreicht wurde, sowohl stirker
als auch von ldngerer Dauner war. Die bekannten Nebenwir-
kungen von Morphin traten bei dieser Applikationsart nicht
auft''®l Diese Befunde weisen daraufhin, daB zentrale
Opioidrezeptoren nicht das ausschlieBliche Ziel von syste-
misch verabreichtem Morphin sind (Abb. 3) und bekriftigen
die Notwendigkeit der Entwicklung oral wirksamer, poten-
ter Opioidanalgetica, die aber gleichzeitig — zur Vermeidung
der zentralbedingten gravierenden Nebenwirkungen — nicht
imstande sind, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren!17],

¢) Eine aufregende und interessante Moglichkeit zur Phar-
makotherapie des Schmerzes bietet das Benzodiazepinderi-
vat Tifluadom 81, das ein #-Rezeptoragonist ist. Zwar fehlen

spinales Neuron fiir die Leitung
des Schmerzreizes zum Gahim
{zweites afferentes Neuron)

SP-R

priméares sensarisches Neuron
(erstes afferentes Neuron)

spinales Interneuron

absteigendes Neuron
(Schmerzkonirolie)

Abb. 3. Komponenten des Schmerzleitungssystems (OP = Opioid, OP-R =
Opioidrezeptor, SHT = Serotonin (5-Hydroxytryptamin), SHT-R = Sero-
toninrezeptor, SP = Substanz P, SP-R = Substanz-P-Rezeptor). Bestimmte
Interneuronen des Riickenmarks verwenden Opioide als Neurotransmitter. Die
Interneuronen wirken direkt auf die zentralgerichteten Endigungen des primi-
ren sensorischen Neurons (erstes afferentcs Neuron) und unterdriicken dureh
Freisetzung von Opioiden die Leitung des Schmerzreizes von der Peripherie
zum Riickenmark. Ein wichtiger Neurotransmitter an schmerzvermittelnden
Synapsen ist Substanz P. Uber das zweite afferente Neuron wird der Schmerz-
reiz zum Gehirn weitergeleitet. Das vom Gehirn absteigende Neuron moduliert
die Aktivitit des spinalen Interneurons und verwendet dabei unter anderem
Serotonin ais Neurotransmitter. Die Aktivierung der peripheren Endigung sen-
sorischer Neuronen, z.B. bei Entziindungen, fithrt auch zur Freisetzung von
Substanz P im Gebiet der Lision. Dies hat zur Folge, da Leukocyten in dieses
Gebiet einwandern. Endogene Opioide, dic aus Leukocyten freigesetzt werden,
filhren nach Bindung an periphergelegenen Opioidrezeptoren des ersten affe-
renten Neurons zur Reduktion der Intensitit des Schmerzreizes (modifiziert
nach Lit. [258) unter Beriicksichtigung von Lit. [115, 259]).
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Entzindungsmediatoren

immer noch klinische Studien, doch Tierexperimente zeigen,
daB 81 ein effektives Opioidanalgeticum, frei von uner-
wiinschten Wirkungen wie Atemdepression und Abhédngig-
keitserzeugung, ist! 81,

Angesichts der Bedeutung von Substanz P (Abb. 3) und
Cholecystokinin fiir die Schmerzempfindung und der Tatsa-
che, daB potente Substanz-P- und Cholecystokininantagoni-
sten (siche Abschnitte 4.2 bzw. 4.5) nun zur Verfiigung
stehen, kann man die Zukunft der Schmerztherapie opti-
mistisch betrachten.

4.2. Tachykinine (Substanz P, Neurokinin A und B)

Tachykinine sind Peptide von zehn oder elf Aminosiuren
Linge, die als Neurotransmitter oder Neuromodulatoren in
verschiedenen Regionen des zentralen und peripheren Ner-
vensystems fungieren!*'¥]. Gemeinsam ist ihnen eine C-ter-
minale Sequenz Phe-X-Gly-Leu-Met-NH, . Das am lingsten
bekannte und am meisten untersuchte Tachykinin, Substanz
P 84, wurde 1931 von von Euler und Gaddum entdeckt!2,
1971 wurde es sequenziert!* > und durch Festphasensynthe-
se synthetisiert!!??1. Peptide mit ihnlicher Struktur wie die
Tachykinine wurden auch aus niederen Organismen isoliert.

Die Biosynthese der Tachykinine erfolgt {iber zwei Pri-
proteine, aus denen zum einen Substanz P 84 und Neuroki-
nin A 85, zum anderen Neurokinin B 86 durch Prozessieren
freigesetzt werden. Die Rezeptoren fiir Substanz P und die
beiden Neurokinine A und B werden mit NK 1-3 bezeich-
net. Die vermuteten endogenen Liganden sind entsprechend
der unterschiedlichen relativen Affinitit Substanz P fiir
NK 1, Neurokinin A fiir NK 2 und Neurokinin B fiir NK 3.
NK 2 wird im Nervensystem iiberwiegend peripher und
NK 3 zentral gefunden, wihrend NK 1 sowohl zentral als
auch peripher vorkommt. Die Rezeptoren, die aus Sdugetie-
ren sequenziert und exprimiert worden sind 123, gehéren zur
G-Protein-gekoppelten Rezeptorsuperfamilie mit sieben o-
helicalen Transmembransegmenten als gemeinsamem Struk-
turmotiv. Die Transmembransegmente V—VII sind verant-
wortlich fiir die Erkennung der gemeinsamen Tachykinin-
sequenz (Botschaft-Sequenz), wihrend die Segmente I-1V
und der N-terminale (extrazellulire) Teil der Rezeptoren den
variablen Teil der Tachykinine (Adresse-Sequenz) bin-
den''?41, Untereinander sind die einzelnen Rezeptoren stark
homolog und bewirken nach Bindung ihrer endogenen Li-
ganden intrazelluldr eine Freisetzung von 1,4,5-Inositoltris-
phosphat, Diacylglycerol und c-AMP als Second Messenger.

Die physiologische Bedeutung der Tachykinine ist bis heu-
te wenig verstanden, nicht zuletzt aufgrund des Fehlens von
selektiven Antagonisten. Am besten sind die Effekte von
Substanz P untersucht. Sie wirkt kontrahierend auf die glatte
Muskulatur der Atemwege, des gastrointestinalen- und Uro-
genital-Trakts, hat diuretische und natriuretische Eigen-
schaften und ist dariiber hinaus ein potenter Stimulator der
Speichel-, Pankreas- (Bauchspeicheldrise) und Gallensekre-
tion. Substanz P bewirkt in der Peripherie die fiir eine Ent-
ziindung charakteristischen Merkmale einschlieflich Ge-
faBerweiterung (Vasodilatation) und Austreten von Plasma
aus den Gefillen. Sie induziert die Freisetzung von Inter-
leukin-1, Interleukin-6 und Tumornekrose Faktor-a aus
menschlichen Monocyten! *5). Umgekehrt scheinen einige
Cytokine die Biosyntheserate von Substanz P zu erho-
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Arg—Pro—Lys—Pro—Gin—GCln—Phe~Phe—~Gly—Leu-Met—NH, 84
His—Lys—Thr—Asp—Ser—Phe—Val~Gly—Leu~Met—NH, 85
Asp—Met—His—Asp—Phe—Phe—~Val-Gly—Leu~-Met—-NH, 86

A N
Z G R N S

cyclo (Gin—Trp—Phe—Gly—Leu-Met) 92
Boc—-Arg—Ala=0 =Trp-Phe—0—Pro—NieNH, 93

PhCO—Ala—~Ala—p—Trp—Phe—0—Pro—Pro—NleNH, 94

g
NN
FiN- \,'\, 9
Hsc/go - VNN g
= CHS =
¥l
¢

hen!! 26! Diese wechselseitige Beeinflussung von Substanz P
und Cytokinen konnte bei der rheumatischen Arthritis!!?”!
von Bedeutung sein. Bei entziindlichen Darmerkrankungen
(Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) gibt es auch Hinweise fiir
eine Beteiligung von Substanz P am pathophysiologischen
Geschehen!!?#1: Im allgemeinen scheint es so zu sein, da3
spezifische sensorische Neuronen der Hinterwurzelganglien
Substanz P als Ubertrigersubstanz an schmerzvermittelnden
Synapsen verwenden, wihrend dieselben Neuronen durch
Freisetzung von Substanz P in das von ihnen innervierte
Areal ein entziindliches Geschehen wie die rheumatische Ar-
thritis regulieren oder unterhalten kénnen (siche Abb. 3).
Neurokinin A wirkt dhnlich wie Substanz P, wihrend Neu-
rokinin B durch Freisetzung von Liganden der Opiatrezep-
toren schmerzlindernd wirkt. Substanz P und Neurokinin A
erleichtern die dopaminerge Erregungsleitung, und damit

1314

konnte ein Agonist in der Therapie von Morbus Parkinson
niitzlich sein, bei dem ein Untergang dopaminerger Neuro-
nen in der Substantia nigra beobachtet wird. SchlieBlich
wirkt Substanz P neurotroph und ist in der Lage, die neuro-
toxischen Effekte des f-Amyloidproteins aufzuheben, die fiir
die Pathogenese der Alzhcimerschen Erkrankung als ursdch-
lich angesehen werden!!2%,

Bei der Entwicklung von Antagonisten stellte sich heraus,
daB die fiir die biologische Funktion erforderliche Minimal-
sequenz die Reste 7—11 von Substanz P beinhaltet. Der Aus-
tausch von Phe” oder Gly® durch p-Trp oder andere aroma-
tische D-Aminosduren fithrt zu einer antagonistischen
Wirkung der resultierenden Peptide!* *”%. Die auf dieser Ba-
sis entwickelten Verbindungen zeigten zunichst cine um
mehrere GroBenordnungen geringere Affinitdt zu den Re-
zeptoren als die endogenen Liganden und erméglichten auf-
grund iiberlappender Rezeptorspezifitit nur eine unvollstin-
dige Charakterisierung der Rezeptoren.

Der erste potente, kompetitive Nichtpeptidantagonist fiir
den NK-1-Rezeptor ist CP-96345 8713% der aus einem
Screening-Verfahren hervorgegangen ist. Nur das (25,35)-
Enantiomer 87 ist wirksam; es zeigt keinerlei agonistische
Aktivitit und hat eine vergleichbare Affinitit zum NK-1-
Rezeptor wie dessen endogener Ligand Substanz P. Weitere
potente Antagonisten fitr den NK-1-Rezeptor auf Nicht-
peptidbasis sind RP 67580 88!'3!1 ynd das Steroidderivat
8911321, Auch Verbindung 9011331 ist ein Nichtpeptid-NK-1-
Antagonist, wenn auch aufgrund geringerer Affinitdt und
hoher Toxizitit nicht fiir weitere Tests geeignet.

Neuere Beispiele fiir NK-2-selektive Antagonisten auf
Peptidbasis sind Verbindung 9134, das cyclische Hexapep-
tid 921" 351 sowie die Hexa- bzw. Heptapeptide 93 und 9411361,
Kiirzlich wurde SR 48968 95 als potenter selektiver NK-2-
Antagonist beschrieben!'3"!. Die gegenwirtig potentesten
NK-3-Antagonisten sind ein (4-10)-Fragment von Neuro-
kinin A, in dem Val? durch Trp und Gly® durch f-Alanin
ersetzt ist, sowie ein (4—10)-Fragment von Neurokinin B,
das anstelle von Val” MePhe und anstelle von Gly® g-Alanin
enthilt!!33),

Von Tachykininantagonisten verspricht man sich insbe-
sondere entziindungshemmende und schmerzlindernde Ei-
genschaften. Denkbar ist dariiber hinaus ihr Einsatz in der
Asthmatherapie und in der Behandlung einiger autokriner
Tumoren.

4.3. Somatostatin (somatotropin release-inhibiting
factor, SRIF)

Somatostatin 961129 1411 ein cyclisches Tetradecapeptid,
wird vom Hypothalamus gebildet und hemmt die Freiset-
zung des Wachstumshormons (growth hormone (GH))
durch die Hypophyse. In anderen Bereichen des Gehirns
fungiert Somatostatin als Neurotransmitter und Neuromo-
dulator; im peripheren Nervensystem wird eine Beteiligung
von Somatostatin an der Schmerzleitung diskutiert. AuBer-
halb des Nervensystems wird es in sekretorischen Zellen des
Darms, des Pankreas und in den Speicheldrisen gefunden
und dient in diesen Organen als autokriner und parakriner
Regulator. Das von den 8-Zellen des Pankreas gebildete So-
matostatin heramt die Freisetzung von Insulin und Gluca-
gon durch die B- bzw. a-Zellen des Pankreas. Im Verdauungs-
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trakt wird durch Somatostatin die Motilitat gechemmt und
die Blutzufuhr gedrosselt. Auch die Sekretion von Magen-
sdure und Gastrin wird herabgesetzt. Ein weiterer Effekt ist
die Erniedrigung der Sekretion von Pankreasenzymen und
der Absorption von Kohlenhydraten, Triglyceriden und
Wasser.

Somatostatin wird als Praproprotein von 8 kDa syntheti-
siert und durch alternatives Prozessieren zu dem reifen Hor-
mon sowie zu einem ebenfalls aktiven SRIF-28 prozessiert.
Rezeptoren fiir Somatostatin wurden aus unterschiedlichen
Geweben isoliert und biochemisch charakterisiert!*3%1, Der
Somatostatinrezeptor aus Rattenhirn wurde kiirzlich klo-
niert und in COS-1-Zellen exprimiert!!*2], Er gehért zu der
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben
Transmembranregionen. Die Bindung von Somatostatin an
seinen Rezeptor bewirkt eine G-Protein-vermittelte Hem-
mung der Adenylatcyclaseaktivitit und reduzert die Per-
meabilitdt der Plasmamembran fiir Calcium-Ionen!2%,

Das Haupteinsatzgebiet von Somatostatin ist in erster Li-
nie die Behandlung akuter gastrointestinaler Erkrankungen
wie Magengeschwiire und insbesondere lebensgefihrlicher
Blutungen im Magen-Darm-Bereich. Es findet auch Anwen-
dung in der Behandiung von Pankreatitis sowiei nach chirur-
gischen Eingriffen am Pankreas. Somatostatin hat sich dage-
gen bei der Behandlung von Diabetes mellitus nicht
durchgesetzt. Bei Patienten mit Diabetes Typ I (juvenile
Form, absoluter Insulinmangel) wird nach einer Somatosta-
tininfusion eine voriibergehende Erniedrigung des Blutglu-
cosespiegels beobachtet. Der Zustand von Patienten mit Typ
II Diabetes mellitus (Erwachsenendiabetes, relativer Insu-
linmangel) verschlechtert sich nach Somatostatinapplika-
tion durch Hemmung der verbleibenden Insulinsekretion.

Viele Somatostatinagonisten auf Peptidbasis wurden ins-
besondere von der Gruppe von Veber hergestellt und phar-
makologisch getestet. Eine kritische Diskussion dariiber
wurde kiirzlich veréffentlicht!*4?!, Seglitid (MK 678) 97[144]
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ist um ein bis zwei GroBenordnungen wirksamer als Somato-
statin selbst; klinische Untersuchungen mit der Verbindung
wurden jedoch wegen Nebenwirkungen (Steatorrhoe =
Funktionsstérung bei der Resorption von Fetten) abge-
brochen. FEin anderer Somatostatinagonist, Octreotid
(SMS 201-995) 9811451 wird in der Therapie von Akrome-
galie (VergroBerung der Enden von Kérperteilen und innere
Organe durch vermehrte Somatotropinausschiittung durch
die Hypophyse) eingesetzt!'*®\. Erfolgversprechend scheint
auch die Behandlung von Carzinoidtumoren™*” und der
sonst schwer zu behandelnden intestinalen Sclerodermie!*®!
mit Octreotid. ***I-markiertes Octreotid wurde auch erfolg-
reich als diagnostisches Mittel zur Detektion von Tumoren,
die Somatostatinrezeptoren haben, eingesetzt!**°!,

Die Verbindungen 97 und 98 sowie 9919 simulieren ei-
nen B-Turn zwischen Phe” und Thr!® von Somatostatin, ein
Strukturmotiv, das nach umfangreichen Studien zu Struk-
tur-Aktivitdts-Beziechungen postuliert wurde. In Einklang
mit der Theorie, daB eine D-Aminosdure in i + 1-Position
einen p-Turn stabilisiert!* 11, ist in diesen Verbindungen Trp®
durch D-Trp ersetzt.

Als erstes Somatostatinmimeticum auf Nichtpeptidbasis
wurde 100a beschrieben!*%2], 3-Desoxy-f-D-glucose dient
als Geriist zur Fixierung der ersten drei Seitenketten des
postulierten B-Turns: Phe’, Trp® und Lys®. Die Substanz
bindet an einen Somatostatinrezeptor der Hypophyse mit
einem IC,,-Wert von 1.3 puM. Auch eine Verbindung, die an-
stelle der zentralen Desoxyglucose eine 1,2,3,5-tetrasubsti-
tuierte D-Xylofuranose enthilt, zeigt vergleichbare Aktivi-
tatlts3l,

Neuere Untersuchungen mit Verbindung 100a und dem
strukturell dhnlichen Derivat 100b lieferten folgende interes-
sante Aspekte: Bei niedrigen Konzentrationen verhdlt sich
das Derivat 100a als ein Somatostatinagonist, wihrend es
bei héheren Konzentrationen antagonistische Eigenschaften
zeigt und somit der erste Somatostatinantagonist tiberhaupt
ist. Gegenilber dem G-Protein-gekoppelten B,-adrenergen
Rezeptor verhilt es sich auch als Antagonist mit einem [C,-
Wert von 3 umM. Erstaunlicherweise weist 100 a eine viel hohe-
re Affinitit zum Substanz-P-Rezeptor (agonistische Wir-
kung, IC, = 0.18 uM) auf, wihrend das Derivat 100b ein
potenter Antagonist (IC;, = 60 nM) des Substanz-P-Rezep-
tors ist!

4.4. Gastrin-Releasing-Peptid (GRP, Bombesin-27)

Gastrin-Releasing-Peptid (GRP) 101, ein Peptid aus 27
Aminoséuren, ist mit Bombesin 102, einem aus Amphibien
isolierten Tetradecapeptid, eng verwandt. Es wurde im zen-
tralen- und im peripheren Nervensystem sowie auch im
gastrointestinalen Trakt und in neuroendokrinen Zellen der
Lunge nachgewiesen. Es bewirkt die Kontraktion der glatten
Muskulatur des Gastrointestinaltrakts und des Uterus, sti-
muliert die Freisetzung von Gastrin, Glucagon, Pankreas-
amylase, Cholecystokinin und Somatostatint!*4!,

Der GRP-Rezeptor aus Swiss-3T3-Zellen wurde kiirzlich
kloniert, sequenziert und in Xenopus Oocyten (unreife Eizel-
len des afrikanischen Krallenfroschs) exprimiert!!*%!, Br ist
ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der erstaunlicherweise
auch eine Tyrosinkinase stimuliert!* %], Substrat dieser
Kinase ist wiederum die focale Adhésionskinase p125
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Ala~Pro—Val-Ser~Val-Gly—Gly—Gly—Thr~Val-Leu—Ala—Lys~Met~Tyr— Sphinkter Oddi (spezielle SchlieBmuskel), verstirkt die Insu-

Pro—Arg—Gly—Asn—His—Trp—Ala—Val=Gly—His~Leu—Met~NH, linausschiittung, férdert die Enzymsekretion aus dem Pan-
101 kreas und hemmt die Gastrinsekretion und die Entleerung

des Magens.
pyroGIu—Gln—Arg—Leu—Gly—Asn-Gln—Trp—A|c—Vc:l—GIy—His—Leu—Met—NH2 Im Zentralnervensystem fungiert es als Neuromodulator/
102 Neurotransmitter, hat eine angsterzeugende (anxiogene) und

appetithemmende Wirkung, wihrend es auf spinaler Ebene

H die Opiatwirkung antagonisiert und somit antianalgetisch

0 ;%NYO wirkt1641,
Br._- NH Zwei Rezeptorsubtypen konnten charakterisiert werden:
mo der vorwiegend peripher vorkommende CCK-A-Rezeptor
k S sowie der weitgehend zentral vorkommende CCK-B-Rezep-
E‘\;\ tor. Auf molekularer Ebene bewirkt die Bindung eines Ago-
C" c nisten an den CCK-A-Rezeptor in Acinuszellen (Driisenzel-

len) des Pankreas die G-Protein-vermittelte Freisetzung von
103 104 Inositol-1,4,5-trisphosphat und Ca_l'cium-Ionen, die Aktivie-
rung der Proteinkinase C und die Offnung calciumabhdngi-
ger Chloridkanile. Der CCK-A-Rezeptor aus Rattenpan-

(p125¥4%), die nach Phosphorylierung aktiviert wird und kreas ist kloniert, sequenziert und in Fremdzellen (Xenopus
daraufhin auf das Zellwachstum und die Zelladhasion Ein- Oocyten) exprimiert worden!!®*1. Die Sequenz zeigt Homo-
fluB nimmg!! 56®: 156¢) logien zu anderen Vertretern der G-Protein-gekoppelten Re-

Das Interesse an GRP-Antagonisten resultiert aus der zeptorsuperfamilie. Der CCK-B-Rezeptor ist eng verwandt

Tatsache, daB GRP als potenter autokriner/endokriner

Wachstumsfaktor beim kleinzelligen Bronchialcarzinom

(small cell lung cancer, SCLC) wirkt!'*”, GRP-Anta-

gonisten sind in der Lage, in vitro das GRP-induzierte Asp=Tyr(SO_H)-Met~Gly~Trp—Met—Asp—Phe—NH, 105
Wachstum dieser Bronchialcarzinome zu hemmen!™ 38, Zu :
den gegenwirtig potentesten GRP-Antagonisten gehoren
[Leu'4-y-CH,NH-Leu'*]Bombesin!!**) und das Nonapep-
tid pyroGlu-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Phe-y-[CH ,S]Leu-
NH, mit einer Dissoziationskonstante K, von 3 nm!%%. In-
teressanterweise ist das Nonapeptid pyroGlu-Gln-Trp- BocHN\)OL
Ala-Val-Gly-His-Phe-Leu-NH, ein potenter GRP-Agonist Nle~Gly-Trp—Nle—Asp—Phe-NH,
(K, = 0.2 nM)! Dieses Beispiel belegt gleichzeitig den Wert )

der CH,S-Gruppe als ein Isoster der Amidbindung bei der \©\/$03H

Entwicklung von Peptidantagonisten.

Jiingst wurden Synthese und Eigenschaften zweier Nicht-
peptidantagonisten von GRP beschrieben!'¢1). Die Verbin-
dungen 103 und 104 sind Antagonisten der Bindung von 0
GRP an den entsprechenden Rezeptor in Rattenhirn Nie—Gly—Trp—Nie—(NMe)Asp—Phe ~NH,,
(ICs, =1.5 pm). Dieselben Verbindungen sind jedoch bis zu .

| >\SOSH

pyroGIu—Gly—Pro—Trp—Leu—GIu—GIu--GIu—-Glu—Glu—AIc:—Tyr(SO3 )—Gly—Tyr—
Gly—Trp—Met—Asp—Phe—NH, 106

einer Konzentration von 30 pM bei der humanen SLCL-Zell-
Linie N592 inaktiv. Anders als die endogenen Liganden un-
terscheiden diese Mimetica offenbar zwischen artspezifi-
schen Rezeptortypen.

108

0
4.5. Cholecystokinin und Gastrin ‘3°C’TFP‘HN\/IL Asp—(NMe)~Phe~NH,,
.
Das Peptidhormon Cholecystokinin¢ ¢3! (CCK) exi- N
stiert in multiplen biologisch aktiven Formen (CCK-58, N N'TI CHs
CCK-39, CCK-33, CCK-8 105, CCK-4 = Tetragastrin) mit )
gemeinsamem C-Terminus. Es kommt im Nervensystem so-
wohl zentral (CCK-8 ist das héufigste Neuropeptid im Ge-
hirn) als auch peripher vor. Urspriinglich wurde es als ein die
Funktion des Verdauungstrakts regulierendes Hormon 0
nachgewiesen. Strukturell ist es verwandt mit dem Darmhor- WL Asp—Phe-NH
mon Gastrin 106, mit dem es das C-terminale Pentapeptid 0. N z
gemeinsam hat. Ahnlichkeit besteht auch zu dem aus Fro- T l

schen isolierten Decepeptid Caerulein. N0 "
Im Verdauungstrakt stimuliert Cholecystokinin die Kon- @ H
NH

traktion der Gallenblase bei gleichzeitiger Relaxation des

Asp—Phe—NH,

109 110
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oder méglicherweise identisch mit dem peripheren Gastrin-
rezeptor. Es handelt sich dabei um ein Protein von
74 kDal'®®1 das bei Stimulierung durch einen Agonisten ei-
ne G-Protein-vermittclte Phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phat-Hydrolyse bewirkt!*®". Der CCK-B(Gastrin)-Rezep-
tor des Hunds wurde kloniert, sequenziert und in
COS-7-Zellen exprimiert!!®8], Er zeigt ebenfalls Homologien
zu Vertretern der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren.

Es wurden zahlrciche CCK-A-Rezeptoragonisten auf
Peptidbasis entwickelt, die gegeniiber dem endogenen Peptid
eine erhohte metabolische Stabilitit zeigen. Ein Beispiel fir
eine solche Verbindung ist das CCK-7-Analogon 107: ersetzt
man die sdurelabile und fiir die biologische Funktion essen-
tielle Schwefelsdureesterfunktion durch einen Methylsulfo-
nylrest sowie Methionin durch Norleucin, erhoht sich die
Stabilitat bei hoher Rezeptoraffinitdt (K; =1 nm) und voller
agonistischer Aktivitit (Amylasesekretion durch die Bauch-
speicheldriise und Tleumkontraktion)!*6?!, Auch ein Aus-
tausch der Schwefelsiurefunktion durch einen Acetat- oder
Tetrazolylrest wird vom Rezeptor toleriert!” 7%!. Weitere pep-
tidische CCK-A-selektive Agonisten sind A-71378 108
(ICs, = 0.42 nM, Selektivitit 700fach gegenliber dem CCK-
B-Rezeptor)!! 7 sowie A-71623 109 (IC,, = 4 nM, Selektivi-
tdt >1000 fach gegeniiber CCK-B-Rezeptor)!'72l. Es wur-
den auch viele CCK-B-Rezeptoragonisten auf Peptidbasis
entwickelt. Beispiele sind die beiden in Abschnitt 2.4 er-
wihnten cyclischen Verbindungen 42 und 43 oder auch die
konformativ fixierten Derivate A-63387 110 und 111. Ver-
bindung 110 (IC;, = 0.7 nM, 9000fache Selektivitit fiir
CCK-B)!*731 enthilt das in Abschnitt 3.1 vorgestellte Tryp-
tophan-Analogon 11, wihrend die Verbindung 111174 ein
Dioxopiperazin als Dipeptid-Analogon enthilt.

Wihrend das Indikationsgebiet der CCK-Agonisten ein-
geschrinkt zu sein scheint, liegt das therapeutische Potential
von CCK-Antagonisten in der Behandlung von Erkrankun-
gen des Verdauungstrakts (Gastritis, Pankreatitis, endokrine
Tumoren wie Insulinome und Gastrinome), neuropsychiatri-
scher Storungen (Angst, Panik, kognitive Dysfunktion,
Schizophrenie) und Schmerz.

Durch Optimierung von Leitstrukturen wurden potente
Nichtpeptidantagonisten der CCK-Rezeptoren entwickelt.
Proglumid 112, das seit ldngerer Zeit in der Therapie der
Pankreatitis eingesetzt wird, diente als Leitstruktur zur Ent-
wicklung beispielsweise des CCK-A-Antagonisten 11301731,
Auch das Medikament Benzotript 114 war gemeinsam mit
112 ein Vorbild fiir die Entwicklung des CCK-A-Antagoni-
sten 115761 (IC,, = 21 nM). Die Entdeckung des Pilzmeta-
boliten Asperlicin 116!177 als CCK-A-Antagonist (ICs, =
1 um) stellt einen Meilenstein auf diesem Gebiet dar und
ermoglichte die Entwicklung der selektiven und oral aktiven
CCK-A-Antagonisten MK-329 11711781 (frijher 1-364 718,
IC;y = 0.08 nM) sowie des CCK-B-Antagonisten L-365260
11811791 (IC,, = 2 nm). Die Ahnlichkeit von Asperlicin mit
den klinisch bewihrten Benzodiazepinen war hier der
Hauptantrieb zur Synthese der Verbindungen MK-329 und
L-365260. In diesem Zusammenhang ist es erwdhnenswert,
daB einige Benzodiazepine wie Diazepam als schwache
CCK-A-Antagonisten wirken. Auch das Benzodiazepinderi-
vat Tifluadom 81, das zunéchst als x-Opioidrezeptoragonist
entwickelt wurde, stellte sich spiter ebenfalls als CCK-A-
Antagonist heraus!!8°!
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Ausgehend von der Beobachtung, daB fiir die biologische
Aktivitdt an zentralen CCK-Rezeptoren die Minimalse-
quenz des C-terminalen Tetrapeptids von CCK (Trp-Met-
Asp-Phe-NH,) erforderlich ist, wurde zunéchst das Dipep-
tidderivat Boc-Trp-Phe-NH, als schwacher CCK-B-Agonist
synthetisiert!'81!. Die Modifizierung dieser Struktur, unter-
stiitzt durch Untersuchungen zur Konformationsenergie!#?1
des Tetrapeptids Trp-Met-Asp-Phe-NH,, kulminierte in der
Synthese des oral aktiven Dipeptoids CI-988 (frither PD-
134308) 119, das sich als selektiver Cholecystokininantago-
nist herausstellte (IC5, =1.7 nM mit 1000facher Selektivitat
fiir den CCK-B-Rezeptor)!*83. Die Verbindung CI-988 ist
der erstc rational entwickelte Nichtpeptidligand fiir einen
Neuropeptidrezeptor.

CI-988 119 und L-365260 118 haben bei Tierexperimenten
sehr interessante pharmakologische Effekte gezeigt. Sie wir-
ken stark angstlosend, zeigen aber gleichzeitig keine sedie-
rende Wirkung, und die Erzeugung von Abhangigkeit wurde
nicht beobachtet!'84], Beziiglich dieser Eigenschaften sind
sie den Benzodiazepinen weit iiberlegen. Vor einem klini-
schen Einsatz dieser neuartigen CCK-B-Antagonisten sollte
allerdings ein in Tierexperimenten nachgewiesener appetit-
steigernder Effekt beriicksichtigt werden™#*1. Obwohl weder
CI-988 noch L-365260 als Einzelsubstanzen analgetische Fi-
genschaften haben, kénnen sie den analgetischen Effekt von
Morphin verstirken und auch zeitlich verlingern!'#%!, Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dal CCK der physiologische
Opioidantagonist ist[187],
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4.6. Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH, LH-RH)

Das Gonadotropin-Releasing-Hormon GnRH!%8! 120
wird vom Hypothalamus synthetisiert und abgesondert. Im
Hypophysenvorderlappen bewirkt es die Freisetzung der
Gonadotropine, und zwar des luteinisierenden Hormons
(LH) und des follikelstimulierenden Hormons (FSH). Die
LH- und FSH-Freisetzung erfolgt nach Bindung von GnRH
an seinen membranstindigen Rezeptor. Dabei kommt es in-
trazelluldr zu einer G-Protein-vermittelten Aktivierung der
Phospholipase C sowie zu einer Erhdhung der intrazelluld-
ren Konzentration an freiem Ca?*[*8°1 und einer damit ver-
bundenen Aktivierung von Calmodulin. Neuere Untersu-
chungen!?°! belegen auch die Beteiligung von Leukotrienen
als Second Messenger bei der GnRH-induzierten Gonado-
tropinfreisetzung durch Zellen der Hypophyse.

pyroGlu—His—Trp—Ser—Tyr—Gly-Leu—Arg—Pro—Gly—NH, 120
6 9
[p-Leu , Pro NHEt]-GnRH 121
9
{p—Ser(1Bu)®, Pro NHEt]-GnRH 122
6 9
[o—His(Bn), Pro NHE}]-GnRH 123
[p—3-(2—-Naphthylalanin)®]-GnRH 124

1 1 | \ I
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Bei den Gonadotropinen handelt es sich um heterodimere
Glycoproteine mit gemeinsamer - und unterschiedlicher f-
Untereinheit. Sie fungieren als geschlechtsunspezifische
iibergeordnete Sexualhormone: FSH stimuliert die Follikel-
reifung und Ostrogenbiosynthese bei der Frau sowie die
Spermiogenese beim Mann; durch LH wird bei der Frau der
Eisprung, die Gelbkérper- und Ostrogenbildung, beim
Mann die Testosteronausschiittung und die Androgenbio-
synthese ausgeldst.

GnRH wird unter physiologischen Bedingungen pulsartig
ausgeschiittet (Abb. 4)[!#8], Eine kontinuierliche Applika-
tion von GnRH (oder eines GnRH-Agonisten) bewirkt da-
gegen nach einer initialen Erh6hung eine Reduktion und
schlieBlich einen Ausfall der Gonadotropinfreisetzung durch
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Abb. 4. Der Wirkungsmechanismus des Gonadotropin-Reieasing-Hormons
(GnRH) und von GnRH-Agonisten mit langanhaltender Wirkung. Die Be-
handlung von Fertilitdtsstérungen erforderl eine pulsartige Applikation von
natiirlichem GnRH (physiologische Anwendungsart, links). Diese Applika-
tionsart imitiert die physiofogische Sekretion von GnRH durch den Hypothala-
mus. Fur die Suppression der Hypophysen-Gonaden-Achse werden langwir-
kende GnRH-Agonisten als Depotform oder cinmal tiglich verabreicht
(pharmakologischc Anwendungsart, rechts). Nach einer agonistischen Tni-
tialphase A, die mehrere Tage bis Wochen dauern kann, folgt eine langanhalten-
de Hemmung der Gonadotropinsekrction, dic nahezu komplett und selektiv ist
(antagonistische Phase B). Durch die Beendigung der Verabreichung des
GnRH-Antagonisten kann diese Hemmung aufgehoben werden [188].

die Hypophyse. Der genaue molekulare Mechanismus dieses
Phinomens ist zwar nicht eindeutig gekidrt, jedoch spricht
einiges dafiir, daBB es in der Hypophyse zum Verlust von
GnRH-Rezeptoren (down-regulation der Rezeptoren) und/
oder zu deren Entkopplung vom intrazelluliren Effektorsy-
stem kommt. Wie dem auch sei, kann die Wirkung von
GnRH durch die Wahl der Applikationsart von GnRH
(oder seiner Agonisten) sowohl imitiert als auch antagoni-
siert werden!

Durch Verwendung von GnRH-Antagonisten kann die
Unterdriickung der Gonadotropinfreisetzung auf direkte
Weise erfolgen. Vorteilhaft ist, daB hierbei die Initialphase
der vermehrten LH-, FSH- und Sexualhormonsekretion
nicht beobachtet wird. GnRH und seine Analoga werden
hauptsichlich in folgenden Bereichen eingesetzt!*#'):

a) Bei der Behandlung von Fertilitdts(Fruchtbarkeits)-
stdrungen, z.B. bei Patienten mit GnRH-Defizienz. Wegen
der zuvor genannten Griinde ist hierbei die Anwendung ex-
terner Pumpen, durch die natives GnRH pulsartig verab-
reicht wird, erforderlich.

b) Firr die selektive und reversible Suppression der Hypo-
physe-Gonaden-Achse. Hier ist die kontinuierliche GnRH-
Applikation notwendig. Alternativ konnen langwirkende
GnRH-Agonisten oder -Antagonisten verwendet werden.
Als Beispiele von Erkrankungen, die auf diese Art behandelt
werden, sind Endometriose, polycystisches Ovar sowie
Prostatakarzinome hervorzuheben. GnRH-Agonisten wur-
den bisher fiir diese Zwecke vorgezogen, da sie im Vergleich
zu den Antagonisten der ersten Generation insgesamt weni-
ger Nebenwirkungen aufweisen. Letztere werden bei den bis-
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her getesteten Antagonisten im wesentlichen durch Freiset-
zung von Histamin hervorgerufen.

Eine Vielzahl von GnRH-Analoga auf Peptidbasis wurde
bisher synthetisiert. Der Austausch von Giy® in 120 durch
p-Aminosiuren und Substitutionen in Position 10 fithren zu
Agonisten, die um ein Vielfaches wirksamer sind als GnRH
selbst und die sich zum Teil in klinischer Anwendung befin-
den. Darunter sind Leuprolid 121, Buserelin 122, Histrelin
123 mit 15—-20- bzw. 210facher Wirksamkeit von nativem
GnRH. Ein weiterer potenter GnRH-Agonist ist das Aza-
peptid!!®?! [D-Ser(sBu)®,azagly'®-GnRH (Goserelin). Die
verbesserte Wirkung ist bei diesen Verbindungen sowohl auf
die Blockierung kataboler Stellen in Position 6 und 10 als
auch auf die verbesserte Rezeptorbindung und die erhéhte
Hydrophobie, die zur Depotbildung im K6rper und erhohter
Halbwertzeit fithrt, zuriickzufiihren.

Es gibt Hinweise darauf, daB die rezeptorgebundene
Konformation einen Tyr>-Gly®-Leu?-Arg8-B-1I-Turn auf-
weist!'3), Der Einbau eines B-Turn-Mimeticums in diesem
Bereich fithrt zum Peptid 65. Dieses zeigt zwar in vivo nur
2.4fache Wirksamkeit verglichen mit GnRH 94!, [ieferte je-
doch den Beweis der Existenz eines B-Turns in der biologisch
aktiven GnRH-Konformation und leitete die Anwendung
von Lactamen als Turnmimetica ein.

GnRH-Agonisten wie Buserelin!*®3! und Leuprolid*®®!
finden Anwendung in der Behandlung von metastasieren-
dem Prostatakrebs, dessen Wachstum sexualhormonabhén-
gig ist. Hierbei ist die gleichzeitige Anwendung von Antian-
drogenen erforderlich, um ein androgeninduziertes anfing-
liches Aufflackern der Symptomatik zu unterbinden.

Der GnRH-Agonist Nafarelin 124 wurde kiirzlich in der
Therapie der sonst schwer behandelbaren gynikologischen
Erkrankung Endometriose (fiir deren Pathogenese ein er-
hohter Ostrogenspiegel verantwortlich gemacht wird) erfolg-
reich eingesetzt!'?7). Nafarelin hat im Vergleich zu dem bis-
her fiir solche Zwecke verwendeten Steroidderivat Danazol
weniger Nebenwirkungen und wird anscheinend von den Pa-
tientinnen sehr gut vertragen'* %1, In diesem Zusammenhang
ist es auch wichtig anzumerken, daB von vielen Endokrinolo-
gen GnRH-Analoga als der wichtigste Fortschritt seit der
Entdeckung und dem Einsatz synthetischer Ostrogene und
Progestagene im Bereich der Therapie gynikologischer Er-
krankungen angesehen werden!!°®8.

Charakteristisch fiir GnRH-Antagonisten ist, daB die Po-
sitionen 1 und 10 zum Schutz von Exopeptidasen modifiziert
sind und eine D-Aminosiure in Position 2 eingebaut ist. Ein
Beispiel fiir einen Antagonisten mit vernachlissigbarer
Histaminfreisetzung ist Antid 1251991,

Die zufillige Beobachtung!299, dafl das Antimycoticum
Ketoconazol 126, in hohen Dosen oral verabreicht, iiber eine
Senkung des Serumtestosteronspiegels zur Remission von
Prostatakrebs fiihrt, gab AnlaB zu der Entdeckung, daB
Ketoconazol ein schwacher kompetitiver Antagonist des
GnRH-Rezeptors2°11 ist. Seine Affinitit liegt im mikromo-
laren Bereich. Damit steht erstmals eine Leitstruktur auf
Nichtpeptidbasis zur Verfigung, deren Rezeptoraffinitit
noch zu verbessern ist.

4.7. Angiotensin 11 (A 1I)

Das Renin-Angiotensin-System spielt eine bedeutende
Rolle bei der Regulation des Blutdrucks. Das enorme Inter-
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esse an diesem System resultiert aus der hohen Inzidenz von
cardiovaskuldren Erkrankungen wie der Hypertonie und der
Herzinsuffizienz.

Die Biosynthese von Angiotensin II geht von Angiotensi-
nogen aus, ein Protein von etwa 60 kDa Masse, das weitge-
hend von der Leber synthetisiert und in die Blutbahn abgege-
ben wird. In der Niere wird es durch die Aspartylprotease
Renin in das Decapeptid Angiotensin I gespalten, das seiner-
seits durch das weitgehend in der Lunge lokalisierte Angio-
tensin-Converting-Enzym (ACE), einer Carboxypeptidase,
zum biologisch aktiven Angiotensin II 127 umgewandelt
wird. Sein Abbau erfolgt durch C-terminale Abspaltung ei-
ner weiteren Aminosiure und fithrt zu Angiotensin IIL.
Auch das Gehirn kann Angiotensin II synthetisieren. Dieses
Octapeptid galt bis zur Entdeckung von Endothelin-1 als die
stirkste blutdrucksteigernde Substanz. Seine Wirkung auf
den Blutdruck wird direkt durch Vasokonstriktion (GefaB-
verengung) und indirekt durch Ausschiittung von Aldoster-
on durch die Nebennierenrinde vermittelt.

Neben seiner Wirkung auf den Blutdruck vermittelt An-
giotensin IT zahireiche andere Effekte!?°?), etwa die Freiset-
zung von Catecholaminen aus dem Nebennierenmark und
die Stimulierung der Glycogenolyse in der Leber. In der Nie-
re stimuliert es die Prostaglandinsynthese und die Riickre-
sorption von Natrium-Ionen, auch hemmt es die Freisetzung
von Renin und damit seine eigene Biosynthese. Es bewirkt
die Kontraktion des Uterus und stimuliert die Ovulation; im
Gehirn stimuliert es die Freisctzung von Vasopressin und des

Asp—Arg—Val-Tyr—lle—~His—Pro—Phe 127
N__Cl N_ _Cl o
11
N OH

130 N-N

HyC' N(CH
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adrenocorticotropen Hormons (ACTH) durch die Hypo-
physe und wirkt auch als Neuromodulator.

Auf der Basis unterschiedlicher Selektivitdt synthetischer
Liganden konnten zwei Rezeptorsubtypen, AT-1 und AT-2,
unterschieden werden'2°3). Kiirzlich konnte mit Hilfe eines
von AT-1 abgeleiteten Oligonucleotid-Primers ein zusatzli-
cher Rezeptorsubtyp, AT-3, aus der Nebennierenrinde der
Ratte kloniert, sequenziert und in COS-Zellen sowic in Xe-
nopus-QOocyten exprimiert werden 2041,

Alle bekannten physiologischen Effekte von Angioten-
sin 1T werden bisher dem AT-1-Rezeptor zugeschrieben, der
in vielen Geweben (Nebennierenrinde, Leber, Niere, Gehirn,
glatte Muskulatur von GefaBen, Bronchien und Verdauungs-
trakt) nachgewiesen werden konnte, und dessen cDNA aus
verschiedenen Spezies (Rind{2°*!, Ratte!2°%! Mensch!2°7)
kloniert und in COS-Zellen exprimiert wurde. Eine G-Pro-
tein-vermittelte Wirkung mit unterschiedlichen Second-
Messenger-Systemen, darunter die Hemmung der Adenylat-
cyclaseaktivitit, die Erhéhung der intrazelluldiren Konzen-
tration der Ca-Ionen durch die Mobilisierung intrazelluldrer
Speicher oder durch die Offnung von Calciumkanilen sowie
durch die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-Hydrolyse,
konnte nachgewiesen werden. Der Rezeptorsubtyp AT-2,
der verglichen mit AT-1 vermehrt im Nebennierenmark und
im Uterus gefunden wird und anders als AT-1 durch disulfid-
reduzierende Agentien nicht inaktiviert wird, ist offenbar
nicht mit einem G-Protein gekoppelt. Seine biologische
Funktion ist nicht bekannt.

Es gibt Hinweise darauf, daBl Angiotensin II eine Rolle bei
der Embryonalentwicklung spielt. Moglicherweise wird
durch den AT-2-Rezeptor cine Wachstumsfaktor-dhnliche
Wirkung von Angiotensin [T vermittelt’2°®!, In Aorta20°!
und Hirn'% der Ratte wurde eine entwicklungsabhiingige
unterschiedliche Expression der beiden Rezeptoren AT-1
und AT-2 beobachtet.

Prinzipiell gibt es mehrere Mdglichkeiten der pharmako-
logischen Becinflussung des Renin-Angiotensin-Systems.
Dies kann z.B. durch Verabreichung von Renininhibitoren,
ACE-Inhibitoren und von Antagonisten des A-IT-Rezeptors
geschehen. In der Behandlung der Hypertonie haben sich
ACE-Inhibitoren bewdhrt. Neben der Entwicklung oral
wirksamer Renininhibitoren ist seit einiger Zeit eine rege
Aktivitdt auf dem Gebiet der Entwicklung von Angiotensin-
[I-Analoga zu verzeichnen. Wihrend A-II-Agonisten fiir
biochemische und pharmakologische Untersuchungen von
Interesse sind (z.B. der Charakterisierung und Lokalisation
der verschiedenen A-II-Rezeptoren) sind A-II-Antagonisten
von hohem therapeutischen Potential. Zu den neueren Li-
ganden des A-II-Rezeptors auf Peptidbasis gehort [Sar!, (2',
3,4, 5, 6-Br;)Phe®]-All, ein starker nichtkompetitiver An-
tagonist mit in vivo langanhaltender Wirkung!?' . Derivate
von [Sar']-All, in denen Phe® durch f,§'-Diphenylalanin 3
ersetzt wurde, sind potente Agonisten des A-II-Rezeptors,
wihrend [Sar’]-A-IT-Analoga mit 2-Naphthylalanin 4 und
2-Amino-2-indancarbonsdure 5 anstelle von Phe? Anta-
gonisten darstellen. Globale Einschrinkung der konformati-
ven Flexibilitdt fiihrte zum Agonisten [HCy? *]-All sowie
zum Antagonisten [Sar!, HCy>' >, 11e®]-AIl mit jeweils hoher
Affinitdt zum Rezeptor (HCy = Homocystein)!212], Peptid-
antagonisten mit Selektivitit fiir den AT-2-Rezeptorsubtyp
sind [p-Aminophenylalanin®}-AII!?'?! oder Nicotinsiure-
Tyr-(N-Z-Arg)-Lys-His-Pro-IleOH[214],
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Der erste potente, oral wirksame Nichtpeptidantagonist
des AT-1-Rezeptors und Prototyp einer Reihe von Verbin-
dungen dhnlicher Struktur?®? ist DuP 753 (MK-954)
1282151 (IC,, =19 nm). Verbindung 128 wurde durch Uber-
lagerung der Leitstruktur von S-8308 129, einem schwachen,
aber spezifischen Antagonisten des AT-1-Rezeptors2'®), mit
der Struktur von Angiotensin I1 unter Zuhilfenahme von
computer modeling entwickelt. In klinischen Versuchen
konnte der Blutdruck von Versuchspersonen konzentra-
tionsabhiingig gesenkt werden. Diese Entdeckung war der
Beginn intensiver Forschungsaktivititen auf diesem Gebiet,
die in der Konzeption potenter und selektiver Antagonisten
des AT-1-Rezeptors wie SK&F 108566 130 (IC,, =
1 nm)*?7 und A-81988 131 (K, = 0.76 nm; K, fiir AT-
2 >10000 nm)218] gipfelten. Auch selektive Antagonisten
des AT-2-Rezeptors wurden ermittelt: PD-123319 132,
ein Nichtpeptidantagonist des AT-2-Rezeptors (IC;, =
34 nM)21%], steht hier stellvertretend fiir weitere Verbindun-
gen dhnlicher Struktur.

Untersuchungen mit 128 und anderen Nichtpeptid-
liganden lieferten Hinweise darauf, daB insbesondere Angio-
tensin I nach Aufnahme in die Zelle durch Hemmung der
c¢GMP-Phosphodiesterase gegenteilige Effekte (Relaxation
der glatten Muskulatur) wie Angiotensin II nach Bindung an
den AT-1-Rezeptor bewirkt!22%. Kontrollierte klinische Stu-
dien mit nichtpeptidischen A-II-Antagonisten stehen noch
aus, so daB} derzeit die Eignung solcher Wirkstoffe zur Be-
handlung cardiovaskuldrer Erkrankungen nicht beurteilt
werden kann.

4.8. Endothelin

Endothelin-1 133122!]_ein Peptid aus 21 Aminosiuren mit
stark gefidfiverengender Wirkung (10mal stirker als Angio-

H-Cys—Ser—Cys—Ser—-Ser-—Leu..
l\ldef
HO~Trp—lle—lle~Asp—Leu—His—Cys—Phe—Tyr—Val—Cys—Glu—-Lys ~ 5P
133
H- Cys—Ser—Cys—Ser—Ser~Trp-.
Leu

HO-Trp—lle—lle—Asp—Leu—His—Cys~Phe-Tyr=Val~Cys—Glu—Lys -~ Asp

154
H—S:ys—waCys—Phta--Thr—Tyr\L

HO=-Trp—lle—-lle—Asp—Leu—His—Cys—~Tyr—Tyr—Val-Cys—Glu—Lys -~ Asp

135

N Ho ‘
H.COH =

Ho L @ (I Yorfon

HO =

H O S
OH ©

O;P/N JL N OH l
(A NTE HOOC " ™NHAc

0" OHx_H O

cyelo(~p—Glu—Ala—dllo—p—lle-Leu—p~Trp=) 137

cycia (=p—Trp—p—Asp~Pro—p ~Val~Leu—) 138
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Blutpléttchen

Endothelzelle )

Muskelzelle

tensin IT), wurde 1988 aus kultivierten Endothelzellen iso-
liert!222], Spiter wurden zwei verwandte Peptide, Endothe-
lin-2 134 und Endothelin-3 135 gefunden?2?, Sie sind mit
den Sarafotoxinen (Schlangen-Toxine) sowohl in strukturel-
ler als auch in pharmakologischer Hinsicht verwandt. Endo-
theline gehoéren zu einer Reihe von Substanzen, die von
Endothelzellen (Zellen der Gefi3innenwand) sezerniert wer-
den koénnen und die regulierende Wirkung von Endothelzel-
len auf den Tonus der GefaBmuskulatur und somit auf den
Blutdruck vermitteln (Abb. 5)122'], Neben den Endothelinen

G A e

Hamoglobin
Thrombin
Bradykinin  SHT, ADp  FGl2 EDRF-NO ET-1
Scherbean- *®
spruchung

glatte

Abb. 5. Produktion von Prostacyclin (PGI2), Endothelial-Derived-Relaxing-
Faktor-Stickstoffmonoxid (EDRF-NO) und Endothelin-1 (ET-1) in Zellen der
GefiaBinnenwand (Endothelzellen). Durch den EinfluB von Thrombin, Brady-
kinin oder durch Scherbeanspruchung setzen die Blutpléittchen (Thrombocy-
ten) Serotonin (SHT) und Adenosindiphosphat (ADP) frei. Die Stimulation der
Zellrezeptoren durch Serotonin oder Adenosindiphosphat fiihrt zur Freiset-
zung von gefilaktiven Mediatoren. Das aus der Arachidonsiure gebildete
Prostacyclin relaxiert die glatte Muskulatur der GefiBe und hemmt die Aggre-
gation der Blutpldttchen durch Erhdhung der Konzentration von cyclo-Ade-
nosinmonophosphat (cAMP). Das aus L-Arginin gebildete EDRF-NO ruft die
gleichen Effekte hervor, allerdings iber die Erhéhung des cyclo-Guanosin-
monophosphat(cGMP)-Spiegels. Prostacyclin und EDRF-NO wirken durch
die gleichzeitige Erhdhung der cAMP- und cGMP-Konzentration synergistisch
bei der Hemmung der Blutplittchenaggregation. Himoglobin inaktiviert
EDRF-NO. Endothelin-1 wird dureh Proteolyse des Big-Endothelins (Big-ET)
in den Endothelzellen erzeugt. Nach Exocytose bindet es an Membranrezepto-
ren der glatten Muskelzellen und fithrt zur Kontraktion der GefaBmuskulatur
[224).

gehdren zu diesen Substanzen'?#) unter anderem Prostacy-
clin und der seit kurzem als Stickstoffmonoxid identifizierte
endothelium-derived-relaxing-factor (EDRF-NO). Die En-
dotheline bewirken eine langandauernde Kontraktion von
Arterien und Venen, vermindern die Ausscheidung von Na-
trium-Ionen durch die Nieren und vermitteln eine Reihe von
biologischen Effekten wie die Kontraktion der glatten Bron-
chial-, Darm- und Uterusmuskulatur!??21. Tm Zentralner-
vensystem scheinen sie an der Regulation der GnRH-Sekre-
tion beteiligt zu sein!223},

Die Biosynthese des am besten untersuchten Endothelin-1
verlduft liber ein Priproendothelin (203 Aminosduren) und
ein Proendothelin (39 Aminoséuren). Dieses auch ,,big endo-
thelin‘* genannte Peptid wird durch das Endothelin-Conver-
ting-Enzym gespalten, das durch den Metalloprotease-Inhi-
bitor Phosphoramidon 136 hemmbar ist!?26!. Bisher wurden
zwei Endothelin(ET)-Rezeptortypen ET, mit Selektivitat fiir
Endothelin-1 und ETy ohne Selektivitit fiir Isopeptide, iso-
liert. Sie wurden anschlieBend sequenziert, kloniert und ex-
primiert>27], Die Rezeptoren weisen sieben Transmembran-
regionen auf. Sie sind iiber G-Proteine zum Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat-Second-Messenger-System gekop-
pelt und bewirken die Mobilisierung von Calcium-Ilonen aus
intrazelluldren Speichern. Interessanterweise wird, nachdem
Endothelin an seinen Rezeptor (Swiss 3T3 Zellen) gebunden
ist, auch eine Tyrosinkinase stimuliert! %21, Endotheline und
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ihre Rezeptoren kommen sowohl in peripheren Geweben als
auch in unterschiedlichen Regionen des Gehirns vor[228],

Ein lineares Endothelin-1, bei dem alle vier Cysteinreste
durch Alanin ersetzt worden sind, wirkt als selektiver Ago-
nist fiir den ET,-Rezeptori22?), Wird die duBere der beiden
Disulfidbriicken in Endothelin-1 durch eine Amidbindung
zwischen Diaminopropionsidure und Asparaginsaure in Po-
sition 15 (den Positionen der duBeren Cysteinreste) ersetzt,
so resultiert ein spezifischer, potenter Antagonist fiir den
ET,-Rezeptor!**%, Die Autoren diskutieren eine direkte Be-
teiligung der dufleren Disulfidbriicke bei der Erkennung von
Endothelin-1 durch seinen Rezeptor, moglicherweise durch
einen Disulfidaustausch zwischen Ligand und Rezeptor 231},

Durch Screening wurde ein weiterer selektiver ET,-Anta-
gonist gefunden!??2], und zwar das Cyclopeptid 137. Eine
auf dieser Verbindung aufbauende Struktur-Aktivitdts-Ana-
lyse fiihrte zu Verbindung 138 mit verbesserter Affinitdt und
Selektivitat fiir den ET,-Rezeptor!23). Offenbar wirkt diese
Verbindung als nichtkompetitiver Antagonist!2*4l. Als selek-
tiver Antagonist fiir den ETg-Rezeptor wurde kiirzlich
TRL1038[Cys'*-Cys'*})-Endothelin-1(11-21)[2331 und als er-
ster Nichtpeptidantagonist des ET-Rezeptors das Anthra-
chinonderivat 139 beschrieben!26),

Neben pharmakologischen und pathophysiologischen
Aspekten liegt das wesentliche therapeutische Potential von
ET,-selektiven Antagonisten in der Behandlung von Blut-
hochdruck. Andere mogliche Anwendungsgebiete firr ET,-
Antagonisten liegen in der Behandlung von Arteriosklerose,
Vasospasmen im Gehirn und Herz, Asthma und Funktions-
stérungen der Niere. Uber das Potential von ET,-Rezeptor-
antagonisten 148t sich derzeit keine konkrete Angabe ma-
chen, zumal die physiologische Bedeutung des ETy-Rezep-
tors noch unklar ist. Eine gegenteilige Wirkung zu der des
ET,-Rezeptors, d.h. Relaxation der Gefdfmuskulatur und
somit ein blutdrucksenkender Effekt, wird diskutiert(?37!

4.9. Verschiedenes

Eine Reihe linger bekannter Wirkstoffe erwiesen sich im
nachhinein als Mimetica endogener Peptidliganden. Ergin-
zend zu den zuvor besprochenen Beispielen seien hier noch
folgende erwihnt:

a) Das Antibioticum Erythromycin hat sich als ein Ago-
nist des Polypeptids Motilin, das fiir die Koordination der
Kontraktionen des Magen-Darm-Trakts verantwortlich ist,
erwiesen!??%, Aufgrund dieser Eigenschaft wurde Ery-
thromycin zur Behandlung der diabetisch bedingten Stérung
der Magenentleerung erfolgreich eingesetzt und somit sein
Indikationsgebiet erweitert!239],

b) Die in der Therapie des Diabetes mellitus Typ II seit
langem verwendeten Medikamente der Sulfonylharnstoff-
gruppe sind Mimetica der Endosulfine, d.h. der endogenen
Peptidliganden des Sulfonylharnstoffrezeptors24°),

c) Die endogenen Liganden des Benzodiazepinrezeptors —
eines integralen Bestandteils des GABA ,-Rezeptors (GA-
BA = y-Aminobuttersiure)?4!) — sind peptidischer Na-
turl2421,

Weitere Nichtpeptidliganden fiir Peptidrezeptoren sind
der Glucagon-Rezeptor-Antagonist CP-99711 14012431, der
Vasopressin-V 1-Rezeptor-Antagonist OPC-21268 1411244,
der Neuropeptid Y-Antagonist He-90481 14212431 sowie der
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Glycoprotein(GP)-II b-IIl a-Antagonist 143 (hochpotenter
Inhibitor der Thrombocytenaggregation)?#%], der Antago-
nist 1441247} des immunstimulierenden Tetrapeptids Tuftsin
{Thr-Lys-Pro-Arg) und des ersten nichtpeptidischen Oxyto-
cin-Antagonisten 14502481,

Das Steroidderivat 146'2**! wurde kiirzlich als Analogon
eines postulierten Typ-I-B-Turns 147 der Glycoprotein-
(Gp)II b-I11 a-gebundenen Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) des
Fibrinogens synthetisiert. Das Steroidderivat 146 bindet am
GpllIb-1IT a-Rezeptor und zeigt einen IC,,-Wert von 100 puM,
wenn Fibrinogen als Ligand verwendet wird. Dagegen ist
das Peptid cyclo-(Arg-Gly-Asp-Phe-D-Val) 148 mit einem
IC,,-Wert von 2 pm viel potenter'?°%, Die fiir das Glycopro-
tein{(Gp)ITb-1IIa relevante RGD-Konformation wird an-
scheinend durch 148 besser imitiert. Gemall NMR-spektro-
skopischen Untersuchungen nimmt der Arg-Rest dieses
Cyclopeptids die Position i + 2 eines BII'-Turns ein, withrend
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der Asp-Rest die zentrale Position eines y-Turns ein-

nimmt (231,

5, Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung von Rezeptorliganden auf Peptidbasis
wird trotz der eingangs erwihnten Nachteile sicherlich auch
in Zukunkt aktuell bleiben?%2). Die Erfolge auf diesem Ge-
biet sind nicht von der Hand zu weisen. Die eindeutige Ten-
denz der letzten Jahre ist die Konzeption oral wirksamer
Nichtpeptidliganden fiir Peptidrezeptoren. Bedeutsam ist
dabei die Erkenntnis, daB es prinzipiell moglich ist, die Wir-
kung eines relativ groBen Peptids auf Rezeptorebene mit
niedermolekularen Verbindungen zu imitieren oder aber
auch zu blockieren. Die Opioidalkaloide sind hierfiir Para-
debeispiele. Der peptidmimetische Charakter weiterer Wirk-
stoffe wie Ketoconazol, Erythromycin, Sulfonylharnstoffe
und Benzodiazepine wurde erst vor kurzem entdeckt.

Die meisten der bisher bekannten Peptidrezeptoren sind
an Guanin-Nucleotid-bindende Proteine (G-Proteine)!?33!
gekoppelt. Betrachtet man nun die Strukturen der zuvor be-
sprochenen Nichtpeptidliganden, so fallt auf, daB sie hiufig
hydrophobe und insbesondere aromatische Strukturelemen-
te enthalten. Dies weist auf die Existenz lipophiler Doménen
an der Ligandbindungsstelle dieser Rezeptoren hin. Aroma-
tische Reste am Liganden scheinen im allgemeinen eine zen-
trale Rolle bei seiner Erkennung und bei der nachfolgenden
Rezeptoraktivierung zu spielen. Die Eliminierung solcher
Reste fithrt hdufig dazu, daB die Wirkung am Rezeptor in-
vertiert wird!254, Dies zeigt beispielsweise eindrucksvoll der
Vergleich der Strukturen 100a (Substanz-P-Agonist) und
100b (Substanz-P-Antagonist).

Ein Hauptproblem bei der Konzeption von Liganden fiir
Peptidrezeptoren mit giinstigen pharmakologischen Eigen-
schaften war und ist die Entdeckung einer Leitstruktur. Daf}
dies auch rational geschehen kann, zeigt eindeutig Verbin-
dung 119: Die korrekte riumliche Plazierung der pharmako-
phoren Gruppen eines peptidischen CCK-Agonisten lieferte
ein ,,Peptoid® mit hoher Affinitit und antagonistischen Ei-
genschaften am CCK-Rezeptor. In diesem Fall diente ein
endogenes Peptid als Leitstruktur. Ahnliches gilt auch fiir
das Immunglobulinmimeticum 59, das auf der Basis von
Rontgenstrukturanalysen eines Antigen-Antikérper-Kom-
plexes synthetisiert wurde. Diese Verbindung wie auch der
Somatostatinagonist Octreotid 98, der GnRH-Agonist 65
und der Thrombininhibitor 67 demonstrieren eindeutig den
Wert des Konzepts der konformativen Einschrinkung und
der Verwendung von Sekundérstrukturmimetica bei der Ent-
wicklung von Liganden, die die rezeptorgebundene Konfor-
mation eines Peptids imitieren. Zunehmend hilfreich bei der
Untersuchung der bioaktiven Peptidkonformation erweist
sich die NMR-Spektroskopie. AuBerordentlich wichtig ist
dabei die Tatsache, daB3 die Rezeptorproteine mit Hilfe mole-
kularbiologischer Methoden in groBeren Mengen und bei
Bedarf — z.B. durch Expression in Fremdzellen — auch isoto-
penmarkiert zur Verfiigung gestellt werden kénnen. Die Be-
deutung der NMR-Spektroskopie beim Studium von Peptid-
Rezeptor-Komplexen!! 7®! unter physiologischen Bedingungen
wurde spitestens am Beispiel des Cyclosporin A und seiner
Interaktion mit dem Protein Cyclophilin gezeigt!!7* ¢, Eine
allgemeine Methode fiir die Nutzung solcher Erkenntnisse
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beim Konformationsdesign!?®®! steht allerdings noch aus.
Ziel eines solchen Designs ist hdufig die Konzeption geeigne-
ter Gerliste (scaffolds), die die fiir die Rezeptorbindung er-
forderlichen funktionellen Gruppen in passender rdumlicher
Anordnung tragen. Struktur-Aktivitits-Untersuchungen
haben gezeigt, dall zum einen nur eine relativ kleine Peptid-
sequenz bestehend aus vier bis acht Aminosiduren fiir die
biologische Wirkung verantwortlich ist, zum anderen das
Amidgeriist an der Besetzung des Rezeptors und seiner Akti-
vierung nicht beteiligt ist!*?+ 254!, Konformations-Aktivitits-
Untersuchungen belegen dariiber hinaus, daB3 diese Sequen-
zen gefaltete und kompakte bioaktive Konformation, im
allgemeinen der GroBe 10 x 15 A, aufweisen. Dies sind die
gleichen Dimensionen, die ein Benzodiazepin wie 117 (MK-
329) oder ein cyclisches Hexapeptid wie 99 einnimmt[®,
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Als vielseitig hat sich das Benzodiazepingeriist erwiesen,
das nicht nur Neuropeptidmimetica (z.B. Tifluadom 81,
MK-329 117 und 1-365260 118), sondern auch HIV-Pro-
teaseinhibitoren (HIV = human immunodeficiency virus)
aufweisen?*®1. Somit scheint es, daB Benzodiazepine!?3™!
wie auch verwandte Strukturen sowohl Chemiker als auch
Kliniker noch fiir ldngere Zeit beschiftigen werden.

Die biochemische und pharmakologische Eigenschaften
der Verbindungen 100a, b deuten schlieBlich auf das Poten-
tial des Kohlenhydratgeriists beim Design von Nicht-
peptidliganden hin. Kohlenhydrate bieten den Vorteil der
Strukturvielfalt und der leichten Derivatisierung mit einer
Vielzahl von funktionellen Gruppen[?5°!,

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die
finanzielle Unterstiitzung. Thomas Kolter dankt dem Land
Nordrhein-Westfalen fiir ein Graduiertenstipendium.
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