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Integrinantagonisten und andere niedermolekulare Verbindungen als Inhibitoren 
der Angiogenese - neue Wirkstoffe in der Tumortherapie"" 

Athanassios Giannis* und Frank Rubsam 

Die Angiogenese (Neovascularisation) ist der ProzeR der Bil- 
dung neuer Blutkapillaren aus einem bereits existierenden Blut- 
gefalj. Sie ist von fundamentaler Bedeutung bei physiologischen 
und pathologischen Vorgangen, z. B. bei Embryonalentwick- 
lung, Wundheilung, chronischen Entzundungen und malignen 
Prozessen.['] Da fur das Tumorwachstum eine adaquate Blut- 
versorgung notwendig ist, wurde von Folkman Anfang der sieb- 
ziger Jahre die Ansicht vertreten, daR Angiogenese-Inhibitoren 
ein Potential in der Krebstherapie aufweisen.[*I Nachfolgende 
Untersuchungen ergaben, daR nicht nur das Tumorwachstum, 
sondern auch die Metastasenbildung von der Angiogenese ab- 
hangt.r31 In den letzten Jahren wurden viele endogene Regulato- 
ren der Angiogenese isoliert und identifiziert. Zu den wichtigen 
positiven Regulatoren zahlen Wachstumsfaktoren wie der 
Fibroblastenwachstumsfaktor (basic Fibroblast Growth Fac- 
tor, bFGF) ,  der Wachstumsfaktor fur das vasculare Endothel 
(Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) und der Tumor- 
nekrosefaktor a (TNF-a). Ein weiteres Protein, das den Fort- 
schritt der Neovascularisation auf verschiedenen Stufen kon- 
trolliert, stammt von den Endothelzellen (secreted protein, 
acidic, cysteine-rich, SPARC); die Proteolyse von SPARC fuhrt 
zu Fragmenten, die die Sequenz Gly-His-Lys enthalten und so- 
wohl in vivo a k  auch in vitro die Angiogenese ~timulieren.[~I Zu 
den negativen Regulatoren gehoren unter anderem Thrombo- 
spondin 1, Angiostatin, Thrombozytenfaktor 4 und Interfe- 
ron CI. Der komplexe ProzeR der Angiogenese umfaRt folgende 
Phasen (Abb. 1): a) Aktivierung von Endothelzellen (EC) und 
Perizyten durch die Wachstumsfaktoren, b) Abbau der Basal- 
membran des BlutgefiiRes durch Proteinasen (Collagenasen, 
Plasminogen-Aktivator) , c) Migration (und Proliferation) von 
EC und Perizyten in Richtung des angiogenen Stimulus, d) Bil- 
dung eines neuen Kapillarlumens, e) Auftreten von Perizyten 
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Abb. 1, Schematische Darstellung der Angio- 

(Pfeil) werden von den Endothelzellen Pro- 
teinasen (Collagenasen und Plasminogen-Akti- 
vator) sezerniert, die die Basalmembran des 
BlutgefaBes abbduen (B). C) Die Endothelzellen 
proliferieren und wandern anschliefiend inner- 
halb der extrazelluliren Matrix in Richtung des 
angiogenen Stimulus. Die Migration innerhalb 
dcr extrazelluliren Matrix wird durch die anhal- 
tende Sekretion von Proteinasen ermoglicht. 
P: Perizyt, EC: Endothelzelle, BM: Basalmem- 
bran, PEC: proliferierende Endothelzelle, 
MEC: wandernde Endothelzelle. 

genese. A) Durch einen angiogenen Stimulus B 

um das sich formierende GefkB, f) Bildung einer neuen Basal- 
membran, g) Vereinigung der vorderen Enden zweier sich neu 
bildender GefaBe (Anastomose), so daR der BlutfluR ermoglicht 
wird. 

Beachtliche Fortschritte wurden in den letzten Jahren in der 
Erforschung der biochemischen Grundlagen der Angiogenese 
erzielt. Der Mechanismus der Migration von Endothelzellen 
innerhalb der extrazellularen Matrix wurde eingehend unter- 
sucht: So wird die Adhasion von Endothelzellen an der extrazel- 
lularen Matrix durch die Wechselwirkungen des membranstan- 
digen Integrins zVp3 (Vitronectin-Rezeptor) mit der Tripeptid- 
sequenz R G D  (Arg-Gly-Asp) ~ermit teI t . [~ '  Die Bindung des in 
multivalenter Form existierenden Liganden durch das Integrin 
fuhrt zur Bildung von Integrinclustern[61 (Abb. 2). Dadurch 
wird eine intrazellulare Signalkaskade initiiert, durch die so- 
wohl die Wanderung der Endothelzellen aufrechterhalten als 
auch die Zellen vor dem programmierten Zelltod (Apoptosis) 
geschutzt werden. Wird das a,@,-Integrin dagegen mit loslichen 
monovalenten RGD-Liganden oder mit ihren Analoga besetzt, 
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Abb. 2. c&-Integrin und Angiogenese. Durch die Einwirkung von Wachstums- 
faktoren auf Endothelzellen wird die Expression des Integrins ~ $ 7 ~  stimuliert. Wah- 
rend der anschlieDenden Wanderung der Endothelzellen in Richtung des angioge- 
nen Stimulus (Pfeil) bindet das a$,-Integrin an die in multivalenter Form existie- 
rende RGD-Sequenz der extrazellularen Matrix (EM). Dadurch kommt es zur 
Aggregation der Integrinrezeptoren auf der Zellmembran (A) und zur intrazellull- 
ren Akkumulation von Proteinen des Cytoskeletts wie Talin, Paxilin, ti-Actinin, 
Tensin, Vinculin und F-Actin. Dies bewirkt die Aufrechterhaltung des Migrations- 
prozesses, dient als Signal fur das Uberleben der Endothelzellen und fiihrt zur 
Bildung eines neuen BlutgefaOes. Die Aufhebung der Integrin-Aggregation durch 
losliche monovalente RGD-Analoga (B) fiihrt zum programmierten Zelltod (Apop- 
tosis) der wandernden Endothelzellen und somit zur Verhinderung der GeWDbil- 
dung; = Integrin, 0 RGD, A RGD-Analogon. 

sterben die migrierenden Endothelzellen ab und die Neovascu- 
larisation wird verhindert. 

Die RGD-Sequenz ist Teilstruktur von Proteinen der extra- 
zellularen Matrix wie des Vitronectins, Fibronectins, Osteopon- 
tins, Thrombospondins und des von-Willebrand-Faktors. Sie 
kommt auch im Blutprotein Fibrinogen vor, das ma5geblich an 
der Gerinnung beteiligt ist. Die RGD-Gruppe dient nicht nur 
als Ligand fur das aJ,-Integrin, sondern auch als Ligand fur 
weitere Integrine, z. B. clspl, aJ1, a J S ,  clvp6, sowie fur das 
Thrombozytenintegrin allbp3 (Fibrinogen-Rezeptor) . Die Spezi- 
fitat der Wechselwirkung ist auf die Kombination der unter- 
schiedlichen Konformationen der RGD-Sequenz in den jeweili- 
gen Proteinen sowie auf Beitrage von Aminosauresequenzen in 
der Nahe der RGD-Teilstruktur zurii~kzufiihren.[~~ Struktur- 
Aktivitlts-Untersuchungen ergaben, dal3 durch minimale 
Strukturmodifikationen in linearen RGD-haltigen Peptiden 
(wie Ersatz des Glycins durch Alanin oder des Aspartats durch 
Glutamat) die Erkennung und Bindung der resultierenden Pep- 
tide durch die Integrine verhindert wird.['] 

Die Suche nach RGD-Analoga wurde bisher dominiert vom 
Bedarf an potenten, selektiven und oral verfugbaren alIbP3-An- 
tagonisten. So wurden Nichtpeptid-RGD-Analoga syntheti- 
siert, die zur Zeit als gerinnungshemmende Agentien klinisch 
getestet werden.['] Sie sind die ersten klinisch wertvollen Anti- 
Integrine, durch die ein wichtiger Beitrag zur Behandlung 
thromboembolischer Erkrankungen geleistet wird. Angesichts 
dieser beachtlichen Erfolge und der Bedeutung der Angiogenese 
bei Tumorwachstum und Metastasenbildung suchen zahlreiche 
Gruppen der pharmazeutischen Industrie und der Universitaten 
intensiv nach RGD-Analoga, die als Liganden des Endothelzel- 
len-Integrins clJ3 die Angiogenese blockieren konnen. Inhibito- 
ren der Angiogenese kommen nicht nur als Antikrebsmittel in 
Betracht, sondern auch als Mittel zur Behandlung von Erkran- 
kungen wie der diabetischen Retinopathie und der Arthritis 
(fuhrt zur Erblindung bzw. Zerstorung der Gelenke). 

Ein groDes Problem beim Design von a&,-Antagonisten ist 
das der Selektivitat. Ein solcher Antagonist sol1 eine hohe Affi- 

nitat zum Vitronectin-Rezeptor haben und daruber hinaus gun- 
stige pharmakokinetische Eigenschaften aufweisen. Langfristi- 
ges Ziel ist das Design von potenten, selektiven und (da es not- 
wendig sein wird, die Angiogenese fur einen langeren Zeitraum 
zu blockieren) oral wirksamen Nichtpeptid-Liganden. Entschei- 
dende Beitrage zum Verstlndnis der RGD-a,P,-Wechselwir- 
kung und damit zur Entwicklung solcher Wirkstoffe lieferte die 
Arbeitsgruppe von Kessler. Bereits 1991 wurde die RGD-Se- 
quenz in verschiedene Cyclopeptide inkorporiert und deren Af- 
finitat und Selektivitlt gegenuber Integrinen untersucht.["I Das 
Cyclopentapeptid cyclo(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) (c(RGDFV)) 
1 erwies sich als potenter und selektiver clJ,-Ligand. 

1 

Der IC,,-Wert fur die Bindung von 1 sowohl an losliches als 
auch an immobilisiertes aJ,-Integrin betragt 50 nM." Seine 
Affinitat zu diesem Integrin ist somit ahnlich der des endogenen 
Liganden Vitronectin (ICso = 25 nM). In der Verbindung 1 bil- 
det die RGD-Sequenz eine y-Schleife mit Glycin in der zentralen 
Position. So werden, gemal3 NMR-spektroskopischer Untersu- 
chungen in Losung, die Seitenketten des Arginins und des 
Aspartats parallel ausgerichtet. Die D-Aminosaure nimmt er- 
wartungsgemaD die i + I-Position einer PI1'-Schleife ein. Der 
NMR-spektroskopisch ermittelte Abstand zwischen den p-C- 
Atomen der Asp- und Arg-Seitenketten in 1 liegt bei ca. 
0.69 nm. Er ist damit wesentlich kurzer als der Abstand, der fur 
die Erkennung durch den Fibrinogen-Rezeptor als optimal gilt 
(0.75-0.85 nm). Diese Ergebnisse wurden durch Bach et al. be- 
statigt." 21 Kurzlich synthetisierten Kessler et al. alle Stereoiso- 
mere des Peptids 1 sowie die seiner retro-Sequenz (32 Pepti- 
de) .I1 31 Ein wichtiges Ergebnis der anschlieoenden biochemi- 
schen und NMR-spektroskopischen Untersuchungen ist, daR 
die retro-inverso-Verbindung c(vFdGr) eine drastisch vermin- 
derte Affinitat zum aJ,-Integrin aufweist, da sie eine andere 
Konformation hat als 1. Noch wichtiger ist allerdings, dal3 ein 
anderes Peptid, c(VfdGr), trotz gleicher Orientierung aller Sei- 
tenketten wie Peptid 1 fast keine Affinitat zum Vitronectin- 
Rezeptor aufweist, d. h. nicht nur die Seitenketten, sondern auch 
das Peptidruckgrat (durch die Bildung mindestens einer Wasser- 
stoffbrucke) ist an der Rezeptorbindung beteiligt. In der glei- 
chen Studie wurde nachgewiesen, daD fur die biologische Aktivi- 
tat von 1 eine voluminose, lipophile Seitenkette an der Position 
4 (D-Phe) notwendig ist. Dagegen kann der L-Valinrest durch 
jede beliebige Aminosaure ersetzt werden. 
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Die Eignung von 1 als Angiogeneseblocker wurde durch Un- 
tersuchungen von Brooks et al. belegt.I5I Die Autoren implan- 
tierten humanes Tumorgewebe (Melanom) auf die Chorioallan- 
toismembran (CAM) von zehn Tage alten Hiihnerembryonen. 
Durch die Implantation wird tumorbedingt die Angiogenese 
initiiert (durch Expression des Integrins a,p3 auf Endothelzel- 
len) und das Tumorgewebe mit BlutgefaBen versorgt. Nach 24 h 
wurde eine einzige Dosis des Peptids 1 (300 mg pro 100 mL) 
intravenos appliziert, was nach weiteren zwei Tagen zur Unter- 
brechung der Neovascularisation im Tumorgewebe fuhrte. Ein 
Kontrollpeptid cyclo(Arg-Ala-Asp-D-Phe-Val) hatte keinen 
EinfluB auf das Wachstum neuer BlutgefaDe. Ahnliche Ergeb- 
nisse wurden auch durch Gabe monoklonaler Antikorper gegen 
das a,p,-Integrin erhalten. Hierbei fand auch die Regression 
(Ruckbildung) von unterschiedlichen, auf die CAM implantier- 
ten Tumoren statt. Die Behandlung hatte keinen EinfluR auf 
bereits existierende GefaBe der CAM. Durch diese Studien wird 
erstmalig nachgewiesen, daD a&-Antagonisten ein Potential 
aufweisen in der Therapie von malignen Erkrankungen und in 
der von Erkrankungen, fur die eine ubermaBige Angiogenese 
charakteristisch ist. Die antiangiogene Therapie wird im allge- 
meinen gut toleriert, hat nur eine geringe Toxizitat zur Folge, 
und es entwickelt sich keine Resistenz. Dabei wurden unter an- 
derem der Thrombozytenfaktor 4 sowie der Pilzmetabolit 
Fumagillin 2 (Schema 1) und sein synthetisches Derivat AGM- 
1470 (oder TNP-470) 3 eingesetzt, welches der potenteste nie- 
dermolekulare Inhibitor der Angiogenese ist (IC50 = 10 pg pro 
mL) .[I4] Die angioinhibitorische Wirkung von AGM-1470 be- 

2 

4 

clqcl 
YN 

6 

ruht zum Teil auf der Hemmung von Cyclin-abhangigen Kina- 
sen in Endothelzellen.r'51 

Ein weiterer Angiogeneseblocker ist das bekannte und wegen 
seiner teratogenen Wirkung vom Markt genommene Medika- 
ment Thalidomid 4 (Contergan) . Nach oraler Einnahme 
(200 mg pro kg) inhibiert es die bFGF-induzierte corneale 
Neovascularisation bei Kaninchen." 61 Daruber hinaus fuhrt 
Thalidomid zur verminderten Expression der 0-Integrine." 'I 

Dies konnte sowohl die angioinhibitorische als auch die terato- 
gene Wirkung des Thalidomids erklaren. 

Derzeit sind mehrere Wirkstoffe mit angioinhibitorischer 
Wirkung in praklinischer oder klinischer Priifung.['bl Abgese- 
hen von den Wirkstoffen AGM-1470 und Thalidomid werden 
auch oral wirksame Proteinase-Inhibitoren (Inhibitoren des Ab- 
baus der Basalmembran) eingesetzt. Hierzu gehort das Antibio- 
tikum Minocyclin 5 ,  das auch ein Collagenase-Inhibitor ist." 
Das Antiulcusmedikament Irsogladin 6 unterdriickt den Abbau 
der Basalmembran iiber die Hemmung der Biosynthese des 
Plasminogen-Aktivator~.~' 91 Erwahnenswert ist auch der in ei- 
nem Screening-ProzeB entdeckte Pilzmetabolit Eponemycin 7. 
Dieser Naturstoff hemmt die Proliferation und Migration der 
Endothelzellen (IC50 = 77 bzw. 740 nM)  und inhibiert somit die 
Neovascularisation.IZo1 Der Ostradiolmetabolit 2-Methoxy- 
ostradiol8, der keine Glucocorticoid-Aktivitat aufweist, ist eine 
Verbindung endogenen Ursprungs mit angioinhibitorischer 
Wirkung (IC50 = 130 nM).1211 Der Wirkungsmechanismus ist 
bisher unbekannt. 

Durch die Untersuchung der molekularen Aspekte der An- 
giogenese wurde das Verstandnis fur viele pathologische Prozes- 
se vertieft. Die von Folkman vertretene Ansicht, daB Angio- 
genese-Inhibitoren ein Potential in der Krebstherapie aufwei- 
sen, initiierte die Suche nach solchen Verbindungen. So wurde 
ein tragfahiges Konzept entwickelt, das den Weg fur die Etablie- 
rung alternativer Therapieformen fur maligne Erkrankungen 
ebnet. Praklinische Studien ergaben, daB Angiogenese-hhibito- 

3 ren per se nicht zur Heilung von Tumoren fuhren, wohl aber den 
therapeutischen Effekt der konventionellen Chemotherapie ver- 
starken und daB solche Wirkstoffe nach vorangegangener kon- 
ventioneller Therapie die eventuell noch vorhandenen Metasta- 
sen in einen mikroskopischen Ruhe-Status zwingen (dormant 
state) .[lbl Da die antiangiogene Therapie allgemein gut vertrig- 
lich ist, werden Inhibitoren der Neovascularisation wahrschein- 
lich breite Anwendung in der Behandlung von Erkrankungen 
finden, die mit einer iibermaBigen Angiogenese einhergehen, wie 
Rheuma, Arthritis und diabetische Retinopathie. Die meisten 
Wirkstoffe wurden bisher in Screening-Prozessen gefunden. Die 
von Kessler et. al. aufgestellten Struktur-Wirkungs-Beziehun- 
gen bilden eine Basis fur die rationelle Entwicklung eines nieder- 
molekularen a$,-Antagonisten. Dabei wird man sicherlich auf 
allgemeine Prinzipien des Designs von Peptidmimetika[221 und 
auf die Erfahrungen zuriickgreifen, die beim Design von ~ l ~ ~ J 3 , -  

Antagonisten gewonnen wurden. 

Y 

5 

7 

8 

Schema 1. Niedermolekulare Inhibitoren der Angiogenese. 

Stichworte: Cytostatica * Biochemie - Peptide * Struktur-Wir- 
kungs-Beziehungen 
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Deracemisierung durch enantiodifferenzierende Inversion an 1,3-Diolen 

Anthony P. Davis* 

Fur die Umsetzung achiraler Molekiile zu enantiomerenrei- 
nen chiralen Verbindungen"] werden gewohnlich zwei Metho- 
den verwendet. Einerseits kann ein chirales Reagens, ein Kataly- 
sator oder eine Hilfsgruppe fur eine enantioselektive Synthese 
genutzt werden, wobei die Symmetrie der Ausgangsverbindung 
durch asymmetrische Induktion aufgehoben wird und dia- 
stereo- oder enantiomerenangereicherte Verbindungen entste- 
hen. Andererseits fiihren einfache achirale Reagentien zu einem 
racemischen Gemisch chiraler Verbindungen, das durch Wech- 
selwirkung mit einem chiralen Agens getrennt werden kann. 
Wahrend bei der ersten Methode das enantiomerenreine Pro- 
dukt prinzipiell zu 100 % aus dem achiralen Edukt gebildet wer- 
den kann, ist die zweite Methode in den meisten Fallen auf 50 % 
Umsatz begrenzt. Nur unter bestimmten Voraussetzungen ist 

eine ,,dynamische Race- 
A mattrennung" moglich, 

bei der das enantiodiffe- Sn * pn 

renzierende Reagens, der li Katalysator oder das 
komplexierende Agens 
durch Aquilibrierung der 
Ausgangsenantiomere 

Enantiomeren. S ,  und S ,  stehen fur die En- das enanthnerenreine 

ss ----+--@ ps 

Schema 1. Dynamische Racemattrennnng 
eines iquilibrierenden Gemisches von 

antiomere des Substrats, A fur das zur Tren- 
nung genutzte Agens (Reagens, Katalysator 
oder Komplexiernngsagens) und PR fur das 

Produkt in quantitativer 
liefert (Sche- 

enantiomerenreine Produkt. ma I).''] 

[*I Prof. A. P. Davis 
Department of Chemistry, Trinity College 
IRL-Dublin 2 (Irland) 
Telefax: Int. + 116712826 
E-mail: adavis@mail.tcd.ie 

Ein alternativer Weg zu enantiomerenreinen Verbindungen 
wurde im Laufe der letzten Jahre insbesondere von Harada, 
Oku und Mitarbeitern e n t ~ i c k e l t . ~ ~ ]  Wie bei der dynamischen 
Racemattrennung geht man von racemischen Gemischen aus, 
und die Umsetzung zum gewiinschten Produkt kann zu 100% 
stattfinden. Anders als die Methode der dynamischen Racemat- 
trennung beruht dieser Weg nicht auf der Aquilibrierung der 
Ausgangsenantiomere. Stattdessen werden die Enantiomere 
von einem chiralen Agens differenziert und durchlaufen Reak- 
tionssequenzen, die zu einem einzigen enantiomerenreinen Pro- 
dukt fiihren. 

Die von der japanischen Gruppe entwickelte Methode basiert 
auf den Spiroketalen l.[3a1 Das [6,6]bicyclische Geriist induziert 
Wechselwirkungen und Anordnungen, die stark den stereoche- 
mischen Verlauf vieler Reaktionen von 1 beeinflussen, was 
hauptsachlich auf die Isopropylgruppe zuriickzufiihren ist. Die- 
se bestimmt die Konformation des von Menthon abgeleiteten 
Rings (siehe 1 a) und fixiert die des 1,3-Dioxanrings (siehe 1 b), 
so daB die Konformation 2 nicht eingenommen wird. Wichtige 
Folgen davon sind, daB a) die Substituenten an den Positionen 2 
und 4 des Dioxanrings nur eine von zwei moglichen Orientie- 
rungen einnehmen konnen (in l b  mit aq. bezeichnet), um 1,3- 

la l b  2 
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