HIGHLIGHTS

Die p-Schleife als Selektivitétsschalter: fI oder pII’? — Das ist hier die Frage**

Gerhard Miiller*

Ein zentrales Thema der medizinisch-chemischen Forschung
ist die Entdeckung meist niedermolekularer Substanzen, die
moglichst selektiv die Funktion von Enzymen oder Rezeptoren
modulieren. Die Entwicklung einer identifizierten Leitstruktur
hin zum potentiellen Wirkstoffkandidaten verlduft nach einem
repetitiven Muster, wobei aufeinanderfolgende Generationen
von Analoga synthetisiert und biologisch charakterisiert wer-
den. Der Medizinische Chemiker sucht dabei immer wieder
nach neuen, fiir ein Indikationsgebiet patentierbaren molekula-
ren Templaten, die ihm die Kontrolle iiber die rdumliche Orien-
tierung von interaktionsfihigen Gruppen und damit iiber den
sterisch kontrollierten Aufbau des Pharmakophors ermdgli-
chen.

Die Natur verfiigt offenbar tiber einen universellen Satz sol-
cher Prisentationsmodule, da biochemische Abldufe hdchste
Anforderungen an die molekulare Erkennung stellen. So ist die
biologische Aktivitit endogener Peptidhormone hiufig in expo-
nierten Schleifenregionen kodiert, in denen zwei bis vier fiir die
Aktivitat essentielle Aminosduren z. B. in fS-Schleifenkonfor-
mationen vorliegen!!!. Diese §-Schleifen hat man sich als Struk-
turprinzip zum Design biologisch aktiver Oligopeptide zunutze
gemacht, wofiir das Forschungsgebiet der antiadhésiven Arg-
Gly-Asp(RGD)-Mimetica (RGD ist eine universelle Zelladhi-
sionserkennungssequenz'?!) ein exzellentes Beispiel ist'3). Mit
graduell verfremdeten RGD-Peptidanaloga sowie mit nicht-
peptidischen RGD-Mimetica versucht man die endogen vor-
handenen Rezeptoren aus der Familie der Integrine selektiv zu
adressieren!*!. Die Wechselwirkung z. B. mit dem blutpléttchen-
assoziierten oy, ff;-Integrin hemmt die Thrombusbildung, wih-
rend das tumorzellassoziierte a ff,-Integrin das Adhédsionsver-
halten metastatisierender Zellen zu beeinfluBen scheint. RGD-
Mimetica eignen sich somit zur Entwicklung von Anti-
thrombotica und als Inhibitoren der fiir das Tumorwachstum
notwendigen Neubildung von Blutgefd3en (Angiogenese), was
sie als potentielle antimetastatische Therapeutica'>* qualifi-
ziert. Darliber hinaus beginnt man die Bedeutung der Integrine
in den pathogenen Mechanismen der Osteoporose zu verstehen,
was ein ernstzunehmendes biomedizinisches Potential birgt!>),

Diese therapeutisch vielversprechenden Perspektiven moti-
vierten anfang der 90er Jahre mehrere Arbeitsgruppen zum Stu-
dium cyclischer RGD-Peptidel?!, da deren Strukturen Riick-
schliisse auf die biologisch aktive, d. h. rezeptorkomplementire
Konformation zulassen'. Aus dem systematischen Studium
von fB-Schleifen als Prisentationsmodulen resultierten hoch-
aktive, vor allem aber rezeptorselektive Adhésionsantagoni-
stent371, In diesem Zusammenhang berichteten kiirzlich Wis-
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senschaftler vom amerikanischen Pharmaunternechmen Du-
Pont-Merck {ber die Strukturaufkldrung einiger RGD-Peptide
(1a—c, Abb. 1), die eine ausgesprochene o, f,-Integrin-Selekti-
vitit aufweisen®l,
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Abb. 1. Vergleich eines aus zwei -Schleifen aufgebauten cyclischen Hexapeptids
(links) mit der Grundstruktur der cyclischen Peptide 1a-c und 3a,b (rechts).

Diese Verbindungen resultierten aus einer bei DuPont-Merck
systematisch angelegten Untersuchung von Struktur-Aktivi-
tits-Bezichungen cyclischer RGD-Peptidanalogal®, die basie-
rend auf der experimentell aufgeklarten rdumlichen Struktur
des disulfidverbriickten Pentapeptids cyclo-(1,5)-[Ac-Cys-(NMe)-
Arg-Gly-Asp-Pen-NH,] (Pen: Penicillamin, §,5-Dimethylcy-
stein) 2 (SK & F 106 760) der Firma SmithKline Beecham %! ra-
tional entworfen wurden. Die primére Zielsetzung war damals
die Entwicklung aktiver Antithrombotica, also selektiver o, ;-
Integrin-bindender RGD-Mimetica, woraus bei DuPont-Merck
die Verbindung DMP 728 3a als Entwicklungssubstanz hervor-
ging™,

Die Kernaussage der von der DuPont-Merck-Gruppe vorge-
stellten Arbeit!®) bezieht sich auf den Austausch der Dipeptid-
einheit D-Abu-(NMe)Arg (in 3a, p-Abu: D-2-Aminobutter-
sdure) sowie D-Ala-(NMe)Arg (in 3b) gegen L-Xxx-Arg
(Xxx = Ala, Proin 1a bzw. 1¢), wonach aus einer oy, f35-selekti-
ven Verbindung ein o,f,-selektives Peptid resultiert (Tabelle 1).
Dies scheint a priori nicht sonderlich erwihnenswert, da zum
einen bereits 1991 von der Gruppe um H. Kessler die Struktur des
aktiven o, fi;-selektiven cyclischen Pentapeptids cyclo-[-Arg-Gly-
Asp-D-Phe-Val-] 4 publiziert wurde®* ¥ und zum anderen sich
heute bereits mehrere oral verfiigbare, nichtpeptidische oy, f4-
Antagonisten in Phase III der klinischen Entwicklung befinden*l.

Tabelle 1. Vergleich der biologischen Aktivitidten der diskutierten DuPont-Merck-
Peptide mit denen des tumorzellassoziierten («,f8,-) und des blutplittchenassoziier-
ten (oyeff;-) Integrins. Yaa = L-Arg.

Verbindung Xaa R IC; (o, f3) [mM]  ICso(2y,B5) [nM]  B-Schleifentyp
1a L-Ala  H 20 18000 I
1b Aib H 36 9000 1
1c L-Pro H 13 45000 I
3a p-Abu  CH, 500 2 r
3b D-Ala  CH,; 500 8 Ir
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Stellt man allerdings die von Bach et al. beschriebenen Resultate
in Beziehung zu den experimentell aufgeklarten dreidimensiona-
len Strukturen der hier angesprochenen Peptide, sind die Kon-
formations-Wirkungs-Daten duBlerst interessant und diskus-
sionswiirdig.

Die Strukturen der Peptide 1a—c¢, 3a und 3b entsprechen
weitgehend dem generischen Strukturtemplat eines aus zwei
B-Schleifenmodulen aufgebauten cyclischen Hexapeptids!”!
(Abb.1). Da dem meta-Aminomethylbenzoesdure(Mamb)-
Baustein in 1a—¢, 3a und 3b am C2-Atom des Benzolrings eine
Wasserstoffbriickenbindungs-Donorfunktionalitidt fehlt, wird
anders als beim cyclischen Hexapeptid nur eine Wasserstoff-
briickenbindung zwischen Gly-NH und Mamb-CO gebildet.
Diese stabilisiert eine f-Schleife mit den Aminosiuren 1-Ala
(1a), L-Pro (1¢), D-Abu (3a) bzw. D-Ala (3b) in der (7 + 1)- und
L-Arg (1a, 1¢) bzw. L-(NMe)Arg (3a, 3b) in der (i + 2)-Posi-
tion. Der wesentliche Strukturunterschied zwischen dem o, f35-
selektiven DMP 728 3 und den «,f8;-selektiven Peptiden 1a-c
besteht im Typ der B-Schleife. Wihrend alle L-Xaa'* !-L- Arg"+2
Peptide den Typ BI bilden, liegen die Sequenzen D-Abu’*!-L
(NMe)Arg'*? in 3a und p-Ala’* '-L-(NMe)Arg'*2 in 3b als
BII'-Schleife vor. Abgesehen von der beziiglich der Peptid-Ring-
ebene entgegengesetzten Orientierung der Wasserstoffbriicken-
bindung unterscheiden sich die Schleifen des Typs f1 und SII in
der relativen Orientierung des eingehenden und ausgehenden
Peptidstranges (Abb. 2).
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Abb. 2. Stereodarstellung einer BI- (oben) und einer BIU'-Schleife (unten). Aus
Griinden der Ubersicht sind nur die Schweratome und die Amidwasserstoffatome
der Modellverbindungen Ac-L-Ala-L-Ala-NHCH, (oben) bzw. Ac-D-Ala-L-Ala-
NHCH, (unten) dargestellt. Die linke Struktur zeigt die Schleife in der Aufsicht und
die rechte in einer Art Newman-Projektion, wobei die vier C,-Atome (als Kugeln
dargestellt) der -Schleife einen Pseudodiederwinkel aufspannen.

Betrachtet man den Pseudodiederwinkel, der von.den vier
C,-Atomen der Aminosiduren in den Schleifenpositionen i bis
i + 3 aufgespannt wird, so findet man fiir die fI-Schleife mit 49°
(unter Annahme von Idealwerten fiir die Riickgrattorsionen')
eine anndhernd synclinale (+ sc, gauche) Stellung, wihrend fiir
die BII'-Schleife eine synperiplanare (— sp, eclipsed) Anordnung
(—3° fiir Idealwerte der Riickgrattorsionen!!)) resultiert
(Abb. 2). Dieser Unterschied im S-Schleifentyp hat profunde
Auswirkungen auf die relative vektorielle Orientierung der Arg-
und Asp-Seitenketten und damit auf das differenzierende Selek-
tivitatsprofil der Peptide. Diese das Pharmakophor konstituie-
renden Aminosidureseitenketten sind in den Peptiden la-c
pseudodiaxial angeordnet, wihrend die SII'-Schleife in 3a und
3b cine didquatoriale Ausrichtung erméglicht (Abb. 3).
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Abb. 3. Vergleich der dreidimensionalen Struktur von 3a (oben) mit {¢ (unten;
Stereodarstellung). Aus Griinden der besseren Ubersicht sind nur die Riickgratato-
me sowie die C;- und C,-Atome der Arg- und Asp-Seitenketten gezeigt. Die Struktur
von 3a wurde der Cambridge-Kristallstruktur-Datenbank (Code: HAJRAP) ent-
nommen.

Den Autoren ist es in dieser Studie gelungen!®!, die Rezeptor-
selektivitdt mit der vektoriellen Orientierung der Arg- und Asp-
Seitenketten zu korrelieren. Der Wechsel im f-Schleifentyp von
BII" nach BI fiihrt zu einem invertierten Selektivititsprofil der
beschriebenen Peptide. Dieser Befund deckt sich mit den Struk-
turcharakteristika des bereits erwdhnten «,f3,-selektiven Proto-
typ-Peptids 418 12131 Die in Abbildung 4 gezeigten superposi-

Abb. 4. Stereodarstellung der superpositionierten Strukturen von 1¢ und 4 (magen-
ta). Als Referenzatome zur Uberlagerung dienten die C,- und C,-Atome der Arg-
und Asp-Seitenketten. Von 4 sind auBler den Riickgratatomen nur die Arg- und
Asp-Seitenketten gezeigt.

tionierten Strukturen der RGD-Sequenz von 4 und 1c¢ deutet
auf eine unerwartete Korrespondenz hin, obgleich die Erken-
nungssequenz in 1¢ an der ,,Langsseite* der generischen Hexa-
peptid-Templatstruktur positioniert ist (siche Abb. 1), wihrend
sie in 4 eine extrem enge y-Schleife bildet! 2!,

Die fI-Schleife z. B. von 1¢ ermdglicht eine anndhernd synpe-
riplanare Orientierung zweier Seitenketten in (i 4+ 2)- und
(i + 4)-Stellung, was offenbar fiir die «,f;-Komplementaritit
wesentlich ist. Diese Orientierung 148t sich nur noch durch In-
korporation des RGD-Tripeptids in die Positionen i, i +1 und
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i+ 2 einer reguldren y-Schleife realisieren, wie mit 4 gezeigt
wurde. Allein aus dieser von Bach et al. erarbeiteten Struktur-
analogie 140t sich ein neues Peptid-Designprinzip ableiten. Das
Mamb-Pro-Element aus 1c¢ kann in cyclischen Pentapeptiden
der Art cyclo-[-Mamb-Pro-Xaa-Yaa-Zaa-] als Strukturklammer
eingesetzt werden, die im Xaa-Yaa-Zaa Tripeptidbereich eine
y-Schleifen-kompatible Konformation induziert.

Diese Ergebnisse liefern somit nicht nur ein verfeinertes Phar-
makophormodell, das z. B. als Suchprofil fiir 3D-Struktur-
Datenbankrecherchen zur Leitstrukturfindung o,f,-selektiver
RGD-Mimetica herangezogen werden kann, sondern sensibili-
sieren dariiber hinaus fiir die Fragestellung nach kontrollierter
Variation des B-Schleifentyps zur rdumlichen Feinjustierung
pharmakophorer Gruppen. Unter den Medizinischen Chemi-
kern wird dem ,,Peptid-Designer* unter anderem durch die hier
diskutierten Arbeiten ein Regelwerk zur sterischen Kontrolle
iiber die Ausrichtung funktioneller Gruppen zur Verfliigung ge-
stellt. Es ist mehrfach gezeigt worden, daB sich in cyclischen
Peptiden positionsspezifisch p-Schleifen induzieren lassen, in-
dem z. B. Prolin, Glycin, b-Aminosduren oder a,a’-dialkylierte
Aminoséuren als schleifeninduzierende Elemente in die Sequenz
eingebaut werden!® 71, Die DuPont-Merck-Arbeiten!®®- 111 zgj-
gen dariberhinaus an einem eminent wichtigen biomedizini-
schen Anwendungsbeispiel, welche Bedeutung der Kontrolle der
B-Schleifenarchitektur im Hinblick auf die Selektivitdt zu-
kommt.

Das Potential der $-Schleife als préddestiniertes Prasentations-
templat wird angesichts der zahlreichen Projekte der aktuellen
Pharmaforschung, die auf die Entwicklung von Peptidrezeptor-
agonisten sowie -antagonisten abzielen, erst deutlich*#!, Stell-
vertretend seien hier nur die Peptidrezeptoren aus der Familie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren genannt!!>!, Vor diesem
Hintergrund gewinnen die hier diskutierten Uberlegungen zur
Struktur fast Modellcharakter und sollten sich im Rahmen
eines strukturbasierenden Wirkstoffdesigns auf verwandte For-
schungsprojekte projizieren lassen. Im Sinne einer Wirkstoffent-
wicklung wire es fiir die Zukunft wiinschenswert, auf nicht-
peptidische B-Schleifenmimetica zuriickgreifen zu kénnen! ¢l
die nicht nur die Kontrolle iiber den nachzubildenden Schleifen-
typ erméglichen, sondern optional funktionalisierbar sind, so
daB jede Di-, Tri- oder Tetrapeptidsequenz realisiert werden
kann. Zweifelsfrei ist dies eine groBe Herausforderung an den
strukturchemisch motivierten Synthetiker, wiirde aber dariiber
hinaus auch einen bisher vernachlissigten Aspekt in der che-
misch-pharmazeutischen Forschung aufgreifen.

AbschlieBend 148t sich feststellen, dall gerade das For-
schungsgebiet der antiadhdsiven RGD-Mimetica ein exzellen-
tes Beispiel fiir die Komplementaritét des rationalen, struktur-
orientierten Ansatzes zur Wirkstoffindung und den Screening-

Verfahren ist, und somit beide Ansitze in naher Zukunft zu
nichtpeptidischen «, f,-selektiven RGD-Mimetica fithren wer-
den.
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