
Unter den Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adha- 
sionsrezeptoren spielt das qa- In tegr in  eine 
besondere Rolle. Dessen Blockierung ist fur 
die Behandlung unterschiedlicher Erkran- 
kungen wie Krebs, Osteoporose, akutes Nie- 
renversagen und Retinopathie von Bedeu- 
tung. Neuartig ist vor allem die Inhibierung 
der Angiogenese, wodurch man Krebsmeta- 
stasen geradezu ,,verhungern" lassen kann. 
Das Bild zeigt die Uberlagerung der Struk- 
turen eines hochaffinen und hochspezifi- 
schen peptidischen Inhibitors (helle Kugeln) 
fur qp3  sowie einer auf der Basis der Pep- 
tidkonformation entwickelten nichtpeptidi- 
schen Wirksubstanz (dunkle Kugeln). 
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selektiven Inhibitoren des a&-Integrins fur eine neuartige Krebstherapie 
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Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasionen der Blutgerinnung, der Osteoporose und terdrucken die tumorinduzierte Angio- 
spielen eine entscheidende Rolle im bio- dem Krebsgeschehen beteiligt sind. Eine genese (Neubildung von BlutgefaDen) . 
logischen Geschehen. Sie regeln unter selektive Inhibierung von einzelnen In- Gesundes Gewebe mit ausgebildeten 
anderem im Rahmen der Signaltrans- tegrin-Subtypen ist daher von eminen- BlutgefaBen wird offenbar nicht tan- 
duktionskaskade das Gleichgewicht tem pharmazeutischem Interesse. Mit ei- giert. Dies eroffnet einen neuen, hoff- 
zwischen Leben und Tod (Apoptose) der nem neuartigen Verfahren zum ,,raum- nungsvollen Weg fur die Tumortherapie. 
Zelle. Eine wichtige Klasse von Oberfla- lichen Screening" ist es moglich, hochse- 
chenrezeptoren sind die Integrine, von lektive und aktive Inhibitoren fur Inte- Stichworte: Cyclopeptide Integrine * 

denen eine ganze Reihe von Subtypen grine und speziell fur den a,P,-Subtyp zu Rezeptoren Struktur-Aktivitats-Bezie- 
existieren, die an verschiedenen biologi- erhalten. Diese a,/&-Antagonisten sind hungen 
schen Prozessen wie der Embryogenese, im nanomolaren Bereich aktiv und un- 

1. Einleitung 

Physiologische Prozesse sind von Zell-Zell- und Zell-Matrix- 
Wechselwirkungen entscheidend gepragt. So sind Embryogene- 
se, Zelldifferenzierung, Hamostase, Wundheilung und Immun- 
antwort nur einige Beispiele fur Vorgange, bei denen adhasive 
Wechselwirkungen von Zellen eine bedeutende Rolle spielen. 
Schon im fruhesten embryonalen Stadium bestimmt die Adha- 
sion der Zellen untereinander und mit der extrazellularen Ma- 
trix in Verbindung mit Zellwachstum und Zellteilung die 
morphologische Entwicklung. Bei Verletzungen unterstutzen 
Wechselwirkungen mit den Proteinen der extrazellularen Matrix 
die Wundheilung, denn sie ermoglichen die Anheftung der Blut- 
plattchen an die Wundrander und somit eine Unterbindung der 
Blutung durch Aggregation der Blutplattchen unter Bildung 
eines Blutpfropfens.[' - 

Um die Effektivitat des Immunsystems gewahrleisten zu kon- 
nen, mussen sich die Leukozyten auf der Suche nach infektiosen 
Organismen im Korper einerseits frei bewegen konnen, anderer- 
seits aber auch an verschiedenste Zellen und Proteine der extra- 
zellularen Matrix binden konnen. Dies ist notig, um die Endo- 
thel- und Basalmembranbarrieren zu uberwinden, an die Stellen 
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der Infektion zu gelangen und dort an fremdes Antigen prasen- 
tierende Zellen zu binden. In diesem Zusammenspiel zwischen 
Adhasion und freier Beweglichkeit iibernehmen ganz unter- 
schiedliche Adhasionsrezeptoren wichtige Aufgaben.[63 'I 

Eine Vorstellung von der Komplexitat der Zelladhasionsvor- 
gange gewinnt man auch, wenn man bedenkt, daD wahrend der 
Evolution zwei Milliarden Jahre lang lediglich Einzeller existier- 
ten und sich erst in den letzten 600 Millionen Jahren mehrzellige 
Organismen entwickelt haben. Ein komplexes Netz aus Infor- 
mationsiibertragung, Spezialisierung und funktionalem Zusam- 
menwirken war notig, um die neuen Lebensformen in Genotyp 
und Phanotyp zu organisieren.[81 So wurde erkannt, daB die 
Zelladhasion auch in Signaltransduktionskaskaden und damit 
in die Informationsiibertragung zwischen den Zellen eingebun- 
den ist.['] Aber auch die Bindung an die extrazellulare Matrix 
kann zu einer Signaliibertragung ins Innere der bindenden Zelle 
und damit zu Umorientierungen des Cytoskeletts sowie zu funk- 
tionalen Anderungen des zellularen Verhaltens fuhrenr'Os ''] 
und z. B. die Apoptose["- 14] (programmierter Zelltod) unter- 
binden oder eine Wachstumsstimulation einleiten. 

Die Aufklarung der molekularen Vorgange dieses Zusam- 
menwirkens ist eine spannende Aufgabe fur die moderne Zell- 
biologie, die Medizin und die Chemie. Storungen der hochkom- 
plexen Regelkreise zwischen Zelladhasion und Zellwan- 
derung spiegeln sich in pathogenen Veranderungen wider. So 
kann eine unkontrollierte Koagulation der Thrombozyten zu 
Schlaganfall, Embolie oder Herzinfarkt fiihren.[4. ' ''I Adh" a- 
sionsphanomene haben auch fur die Tumormetastasierung eine 
entscheidende Bedeutung, denn auf dem Weg vom Primartumor 
zu den Orten der Sekundartumore gehen Tumorzellen eine 
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Reihe von adhlsiven Wechselwirkungen ein.[' 9. "1 Im Zusam- 
menhang mit der Osteoporoser2' - 2 4 1  und bei Krankheitsbil- 
dern, bei denen eine unkontrollierte Bildung von Blutge- 
faI3et-1'~~ - 2 7 1  beobachtet wird, wie bei Arthritis, bei einigen 
Erkrankungen des Augesr2*] sowie beim Tumorwachs- 
turn,[". wird ein Therapieansatz diskutiert, der auf der Inhi- 
bierung adhasiver Wechselwirkungen beruht. 

Es gibt vier groRe Klassen von Zelloberflachenrezeptoren, die 
an Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen beteiligt sind : 
Cadherine, Selektine, die Rezeptoren der Immunglobulin-Su- 
perfamilie und die Integrine. Im folgenden Kapitel wollen wir 
auf die Integrine und dort speziell auf das a,P,-Integrin und 
seine Rolle bei verschiedensten Erkrankungen eingehen. An- 
schlieRend werden wir die Entwicklung von selektiven Antago- 
nisten unter Verwendung von Stereoisomeren-Bibliotheken 
(,,spatial screening") sowie die konformativ kontrollierte Unter- 
suchung der Struktur-Aktivitats-Beziehung (SAR) besprechen 
und am Ende auf die Entwicklung nichtpeptidischer Inhibitoren 
eingehen. 

2. Die Integrine 

Die Integrine sind heterodimere transmembrane Glycopro- 
teine, die aus einer a- und einer fl-Untereinheit bestehen. Die 
groRere a-Untereinheit enthllt ca. 1100 Aminosluren und ist 

hlufig aus zwei unterschiedlich langen Aminosiiureketten auf- 
gebaut, die iiber eine Disulfidbriicke verbunden sind. Der 
extrazelluliire Teil der a-Einheit ist durch drei bis vier Bereiche 
von jeweils 12 bis 15 Aminosauren am N-Terminus gekenn- 
zeichnet, die zweiwertige Kationen (Ca2+,  Mg2+)  binden. In 
ihrer Sequenz lhnelt die a-Einheit den EF-Hand-Strukturen 
der Calcium-Bindungsmotive anderer Proteine wie Calmodu- 
lin.[311 Ein Seq~enzverg le ich[~~]  der Ca2 +-bindenden EF-Hand 
mit den entsprechenden a-Integrin-Sequenzen zeigt eine Kon- 
servierung von fiinf der sechs oktaedrischen Bindungsstellen 
in Calmodulin. Lediglich anstelle der Glutaminskure 104 (-Z 
in Schema 1 [341) befindet sich eine lipophile Aminosaure. 
Man nimmt an, daB die Asparaginsaure der RGD-haltigen Li- 
ganden (siehe unten) bei der Bindung diese fehlende Stelle be- 
s e t ~ t . [ ~ ~ ]  

357 

Schema 1. Sequenzvergleich der EF-Hand aus Calmodulin (3CLN) und drei einzel- 
nen calciumbindenden Wiederholungseinheiten aus z-Untereinheiten von Integri- 
nen[34]. 
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Rontgenstrukturuntersuchungen[3s. 361 der A-DomCne der x -  
Untereinheit weisen ebenfalls auf eine Metallionenbindungsstel- 
le hin, die fur die Ligandbindung wichtig zu sein scheint. Dies 
wird durch Unters~chungen[~ '  -401 bestatigt, die ergaben, daR 
die Funktion der Integrine von zweiwertigen Metallionen ab- 
hangt und daR die Affinitiit zu ihren Liganden teilweise durch 
Zugabe von Mn2+-Ionen gesteigert werden kann. 

Die /3-Untereinheit besteht, rnit Ausnahme der P,-Einheit[411 
(ca. 1750 Aminosauren), aus nicht ganz 800 Aminosauren und 
enthalt vier hochkonservierte, cysteinreiche Domanen von je ca. 
40 Aminosauren nahe der transmembranen Region sowie eine 
groBe Schleife am N-Terminus des extrazellularen Teils. Beide 
Untereinheiten haben eine kurze membranstiindige Region 
(20- 30 Aminosauren) und eine cytoplasmatische Domlne (20- 
50 Aminosauren) . An der Bindung extrazellularer Liganden 
sind beide Untereinheiten beteiligt. Die Kontaktstellen befinden 
sich in Domanen nahe den N-Termini.['.42-451 

Der C-Terminus der P-Untereinheit[2' 421 verbindet iiber in- 
trazellulare Proteine wie T a l i r ~ , [ ~ ~ ]  V i n c ~ l i n [ ~ " ~ ~ ]  und cc-Acti- 
nin[491 den Rezeptor rnit dem Aktinfilament des Cytoske- 
letts.["] Damit ermoglichen die Integrine den Zellen sowohl eine 
feste Bindung zur extrazellularen Matrix und zu anderen Zellen 
als auch die Informationsiibertragung in das Zellinnere 
(Abb. 1). 

n n 

Schema 2. Die Mitglieder der einzelnen Integrin-Subfamilien. Jedes Integrin be- 
steht aus einer a- und einer P-Untereinheit (Abb. 1). Die verschiedenen Subtypen 
haben unterschiedliche Proteinsequenzen. Die hervorgehobenen Linien kennzeich- 
nen die Integrine, die iiber die RGD-Sequenz an den Liganden binden. 

ligt. Sie kommen vor allem auf Leukozyten vor und sind auch 
als Very-Late-Activation(VLA)-Antigene bekannt, denn einige 
P,-Integrine (cclP, und cc2P1, auch als VLA-1 und VLA-2 be- 
zeichnet) werden erst nach Antigenaktivierung der T-Zellen ex- 
primiert. Im Zusammenhang mit dem Entziindungsgeschehen 
sind sie von groBer Bedeutung bei der Kontrolle der Lokalisa- 
tion von Leukozyten nach dem Durchdringen der Endothel- 
schicht.[21 6 ,  501 

Die B,-Integrine werden auch als Leukocyte Cell Adhesion 
Molecules (LeuCAM) bezeichnet und kommen hauptslchlich 
auf Leukozyten und auf Mikroglia-Zellen des neuronalen 

Ligandbindungs- 
region 

extrazellulare 

Abb. 1. Schematische Darstellung der lntegrine und der Wechselwirkung rnit Proteinen des Cytoskeletts. 

Es gibt eine groRe Zahl unterschiedlicher Integrine. Bekannt 
sind 8 P- und 15 cc-Untereinheiten (Schema 2). Dariiber hinaus 
sind einige der cc-Untereinheiten (vor allem a,) rnit verschiede- 
nen P-Untereinheiten assoziiert, die in drei Hauptfamilien, die 
Pl-, die [j,- und die P,-Subfamilie, eingeteilt werden.[2. 3- 6*421  

Die weit verbreiteten p,-Integrine spielen eine zentrale Rolle 
bei der Gewebeorganisation, denn sie sind an der Bindung von 
Zellen an Molekiile der extrazellularen Matrix in Muskeln, im 
Nervensystem sowie in Endothel- und Epithelschichten betei- 

Gewebes vor. Dieser Familie gehoren drei 
Rezeptoren an (Schema 2), denen eine be- 
deutende Rolle im Immunsystem zu- 

Die Familie der &-Integrine besteht aus 
drei Rezeptoren, dem a,,,P,-Integrin 
(,,Blutplattchenrezeptor") , dem Vitronec- 
tin-Rezeptor ccvP3 und dem cc,p,-Inte- 
grin,[50] wobei letzteres noch nicht voll- 
standig charakterisiert ist. Das a,,P3-Inte- 
grin,[531 auch als GPIIb/IIIa bezeichnet, 
ist wahrscheinlich der bestuntersuchte 
Rezeptor der P,-Subfamilie. Es wird vor 
allem auf von Megakaryozyten abstam- 
menden Zellen wie den Blutplattchen expri- 
miert, konnte aber auch auf Melanomazel- 
len[s4~ nachgewiesen werden. Das 
cc,,,P,-Integrin bindet mit unterschiedlicher 
Stiirke an eine groRe Zahl extrazellularer 
Matrixproteine wie Fibrinogen, Fibronec- 
tin, Vitronectin, dem von-Willebrand-Fak- 
tor und Thrombospondin.[1*236*s61 

Dieser Rezeptor spielt eine wesentliche 
Rolle bei der primaren und sekundiren HB- 
mostase. Er ermoglicht zum einen die Anla- 
gerung von Blutplattchen an die Stellen vas- 

kommt,[2. 51.  521 

kularer Defekte; dazu heften sich aktivierte Blutplattchen an 
kollagene Bindegewebsfasern der Wundrander an. Zum ande- 
ren kommt es durch Aggregation der Blutplattchen uber das 
Fibrinogen zur Pfropfbildung und damit zum VerschluD des 
verletzten Gewebes. Storungen der Hamostase konnen zu Em- 
bolien, Schlaganfall oder Herzinfarkt fUhren.[" - 591 

Das aJ,-Integrin wird auf einer wesentlich groReren Zahl 
von Zelltypen exprimiert als das cc,,,~3-Integrin.[601 Seine Funk- 
tionen werden im folgenden diskutiert. 
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3. Die Rolle des a$,-Integrins 
im Krankheitsgeschehen 

Das a,p,-Integrin befindet sich auf fast allen Zellen mesen- 
chymalen Ursprungs.['] Die vollstandige Aminosauresequenz 
seiner a,-Untereinheit konnte durch cDNA-Untersuchungen er- 
mittelt werdenI6'] und weist die in Abschnitt 2 beschriebenen 
integrintypischen Domanen auf. Es bindet eine groDe Zahl ver- 
schiedener Liganden, zu denen neben den oben erwahnten an 
aIIbP3 bindenden Matrixproteinen unter anderem Tenascin, de- 
naturiertes Kollagen Typ I und Osteopontin gehoren.[501 Der 
Vitronectin-Rezeptor ist an vielen Zelladhasionsphanomenen 
beteiligt und spielt unter anderem bei der Angi~genese,"~~ 
bei der T~rnormetastasierung,[~~~ bei der Phagozytose von Zel- 
len, die in die Apoptose i ibergehe~~, [~~I  bei der Knochenresorp- 
tion ('', 231 und beim akuten Nierenversagen""] eine Rolle. 
Dariiber hinaus besteht eine Verbindung zwischen dem Vitro- 
nectin- und dem Urokinase-Rezeptor (uPAR = urokinase-type 
plasminogen activator receptor), d. h. dem Plasminogen-Akti- 
vatorsystem der Proteolyse. So konnte eine Kopplung zwischen 
der aJ,- und der uPAR-Expression in metastasierenden Mela- 
nomzellen festgestellt ~ e r d e n . [ ~ ~ ]  AuBerdem wird eine mogliche 
Regulierung der Integrinfunktion durch den Urokinase-Rezep- 
tor d i ~ k u t i e r t . ~ ~ ~ ]  

Bei der Bildung von Tumormetastasen treten unterschiedliche 
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen auf (Abb. 2). 
Beim Verlassen des Primartumorverbands, bei der Wanderung 

Abb. 2. Phasen der Tumormetastasierung. A) Ablosen der Krebszellen vom Pri- 
martumor und Invasion; B) Wanderung im Blut- oder Lymphsystem; C) Adhasion 
im Kapillarsystem; D) Extravdsation; E) Festsetzen im Gewebe und tumorindu- 
zierte Angiogenese. 

der Tumorzellen im lymphatischen System und in den Blutge- 
faBen, beim Festsetzen im Kapillarsystem des Zielorgans sowie 
bei der Extravasation spielen diese Wechselwirkungen eine 
wichtige Rolle.[3.66-701 V' iele Studien iiber die Expression von 
Integrinen auf Tumorzellen zeigen, daD Integrine, die vor allem 
bei der Bildung fester Kontakte und bei der Gewebeorganisa- 
tion zum Einsatz kommen, haufig in geringerem MaBe expri- 

miert werden."' - 751 Hingegen werden Integrine, die hauptsach- 
lich an der Migration durch das Gewebe beteiligt zu sein schei- 
nen, verstarkt gebildet. Vor allem a,P,-Integrin, das die Bindung 
an extrazellulare Matrixproteine bewirkt, wird auf vielen Tu- 
m~rze l la r ten , [~~]  wie Osteosarkomen, Neuroblastomen, Lun- 
gen-, Brust-, Prostata- und Blasenkarzinomen sowie Glioblasto- 
men[771 und invasiven M e l a n ~ m e n , ~ ~ '  exprimiert. 

Die Bildung von neuen kapillaren BlutgefaBen, die aus Endo- 
thelzellen aufgebaut sind, spielt eine Schliisselrolle bei der Ent- 
wicklung von Organen, bei der Wundheilung und bei Entziin- 
dungen. Die dabei ablaufenden Adhasionsprozesse sind stark 
reguliert, d. h. sie begrenzen sich auf die beteiligten Zellen und 
sind nur fur kurze Zeitraume (einige Tage) aktiviert, um dann 
wieder vollig unterbunden zu werden. Die Aktivierung der En- 
dothelzellen und die Regulierung beim Aufbau neuer Kapilla- 
ren wird von Cytokinen und Wachstumsfaktoren wie bFGF 
(basic fibroblast growth factor), VEGF (vascular endothelial 
growth factor), TNF-c( (tumor necrosis factor) und Angiogenin 
iibernommen.[''] Die stimulierten Endothelzellen exprimieren 
Proteasen, welche die Basalmembran abbauen, so daD die En- 
dothelzellen in Richtung des Stimulus in das Gewebe oder Tu- 
morstroma eindringen konnen.[291 Das chemotaktische wie 
haptotaktische Verhalten wird dabei von Zelladhasionsrezepto- 
ren kontrolliert.[82g 831 Das Ausbleiben von speziellen Zell-Ma- 
trix-Wechselwirkungen veranlaBt dagegen die an der Angioge- 
nese beteiligten Endothelzellen ~ f f e n b a r , ~ ' ~ ]  in die Apoptose 
uberzugehen, was die Neovaskularisation unterbindet . 

Auch bei vielen Krankheiten werden neue BlutgefaBe gebil- 
det, die Angiogenese lauft dann allerdings ungeregelt ab. So 
werden bei der rheumatischen Arthritis die Knorpel der Gelen- 
ke durch eindringende neue BlutgefaDe zerstort. Bei Diabetes 
konnen BlutgefaDe in der Retina wuchern, in den Glaskorper 
eintreten (Retinopathie) und dort zu Blutungen und somit zur 
Erblindung fiihren.[26. 841 Die Beteiligung des x,p,-Integrins an 
der Neovaskularisation in der Retina konnte im Model1 der 
hypoxischen Maus nachgewiesen ~ e r d e n . [ ' ~ ]  AuDerdem 1aDt 
sich die Expression von c(& und/oder a,p,-Integrinen durch 
Wachstumsfaktoren induzieren.IS6] In beiden Fallen fiihren die 
von uns entwickelten a,b,-Antagonisten (siehe unten und 
Lit.['7, ''I) zu einer deutlichen Verringerung der KapillargefaD- 
proliferation im retinalen Gewebe. 

Brooks et al.[". 841 haben gezeigt, daB das cc,P,-Integrin auf 
Zellen der BlutgefaBe des Granulationsgewebes vorhanden ist, 
nicht aber auf Zellen der BlutgefaDe des normalen Gewebes. Die 
Expression von a,p, wird dabei durch Angiogenesefaktoren wie 
bFGF und TNF-a stirn~liert .[ '~~ Spezifische aJ,-Antikorper 
wie LM 609, aber auch unser Cyclopeptid cycle(-Arg-Gly-Asp- 
~ -Phe -va l - ) [ ' ~~  blockieren die bFGF-induzierte Angiogenese, 
haben aber keinen Effekt auf schon existierende BlutgefaDe. 
Krebszellen sind ebenfalls auf die Angiogenese angewiesen. Sie 
gewahrleistet eine ausreichende Versorgung des Tumors mit 
Nahrstoffen, die fur sein aggressives Wachstum erforderlich 
sind.lZ6. 29,  901 Dariiber hinaus werden die neu gebildeten Blut- 
bahnen von den Krebszellen haufig genutzt, um in den Blut- 
kreislauf zu gelangen. 

Auch die tumorinduzierte Angiogenese kann durch die ge- 
nannten aJ,-Antagonisten inhibiert werden (Abb. 3 ) .  Fur diese 
Experimente wurde eine Melanom-Zellinie (human M21 -L) 
ausgewahlt, die selbst keine a,p,-Integrine aufweist, so daR man 
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cyclo(WADfV) cyclo(RGDfV) cyclo(RGDfV) 

Abb. 3. Inhibierung der tumorinduzierten Angiogenese dnrch cyc/o(-RGDfV-) 
(Mitte). Im linken Bild erkennt man, daB das inaktive cyclo(-R/lADfV-) mit sehr 
ahnlicher Sequenz die Angiogenese von Tumorimplantaten auf Huhnerembryonen 
nicht verhindert. Die benachbarte gesunde CAM (chick chorioallantoic mem- 
brane), in der BlutgefPBe ausgebildet sind, wird durch die Peptide nicht geschPdigt 
(rechts). 

davon ausgehen kann, daR die Blockierung der Angiogenese 
direkt durch Antagonisierung von Zellen der BlutgefiiBe er- 
reicht wird.fE9I Untersuchungen an menschlichem aJ,-negati- 
ven Brustkrebsgewebe in einem chimaren Mensch/Maus-Mo- 
dell ergaben eine Verringerung der gebildeten menschlichen 
BlutgefaRe zum Tumor und eine deutliche Einschrankung der 
Tumorzellproliferation durch a,P,-Antikorper.[911 Die Blockie- 
rung der tumorinduzierten Angiogenese durch Inhibierung des 
aJ,-Integrins ist somit auch beim Kampf gegen die Metastasen- 
bildung ein vielversprechender an sat^.[^'] 

Auch im Knochenstoffwechsel spielen integrinvermittelte 
Zelladhasionsvorgange eine Rolle. So wird die Osteoclasten- 
oberflache an extrazellulare Knochenmatrixproteine wie 
Osteopontin oder Knochen-Sialoprotein uber das a,fi,-Integrin 
a n g e b ~ n d e n . ~ ~ ~ ]  Die Matrixkomponenten liegen dabei als zell- 
gebundene oder freie Liganden des Integrins aJ3 vor.[2'1 Es 
wurde gezeigt, daB a,& sowohl auf der Zelloberflache von 
menschlichen Osteoclasten als auch auf der von Ratte oder 
Huhn in ausreichender Zahl exprimiert ~ i r d . [ ~ ~ ]  Dariiber hin- 
aus wurde in In-vitro-Versuchen festgestellt, daR synthetische 
Peptide, welche die Aminosauresequenz Arg-Gly-Asp enthal- 
ten, die Knochenresorption durch isolierte Osteoclasten inhibie- 
ren.[". 951 Auch mit dem Disintegrin Echistatin (P,-selektiv) 
konnte in ersten In-vivo-Studien an Ratten eine Knochenre- 
sorption inhibiert ~ e r d e n . [ ~ ~ ]  Wegen dieser Wechselwirkungen 
ist der Einsatz von aJ,-Antagonisten wohl auch ein sinnvoller 
therapeutischer Ansatz, um einen vermehrten Knochenabbau 
zu ~ n t e r b i n d e n . ~ ~ ~ .  971 

Beim akuten Nierenversagen spielen ebenfalls pathophysiolo- 
gische Adhasionsphanomene eine Rolle. So wurde nachge- 
wiesen, daD abgeloste nekrotische Endothelzellen eine Ischamie 
im tubularen Lumen v e r u r s a ~ h e n . [ ~ ~ ~  991 In neueren Untersu- 
chungen wurden im Urin von Patienten auch lebensfahige Epi- 
thelzellen nachgewiesen. Dies legt nahe, daR die Exfoliation von 
Epithelzellen bei der Bildung von GefiiiDverengungen eine Rolle 
spielt.['OO1 Analoge Untersuchungen an Versuchstieren ergaben, 
daB Integrine an der Ablosung der Zellen vom Epithelgewebe 
beteiligt sind.["'. '''I Durch direkte Gabe von peptidischen 

aJ,-Antagonisten wie cycle(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) in die 
Nierenarterie konnte die Regenerationsphase nach Eintreten 
des Nierenversagens wesentlich verkiirzt ~ e r d e n . ~ ' ' ~ .  '04] Au ch 
im Fall der Restenose, einem Verstopfen von kapillaren Blutge- 
faBen durch abgeloste Endothelzellen, die z. B. nach Herzin- 
farkten oder operativen Eingriffen im Bereich der Herzkranzge- 
faRe beobachtet wird, kann eine Koagulation von Endo- 
thelzellen durch aJ,-Antagonisten verhindert werden. 

4. Die RGD-Sequenz 

An den Zell-Matrix-Wechselwirkungen der Integrine sind 
mehrere extrazellulare Matrixproteine beteiligt. So besteht die 
Basalmembran, eine Grenzschicht zwischen Epithel und dem 
darunterliegenden Bindegewebe, zum Teil aus solchen Protei- 
nen.[1051 Man findet dort unter anderem das fur die Struktur 
maogebliche Kollagen sowie die Glycoproteine Lami- 
nin[106' lo7] und Fibronectin.[108- Extrazellulare Matrix- 
proteine, die im Plasma vorkommen und an der Hamostase 
beteiligt sind, sind Fibrinogen,[113. Thrombospon- 
din[1'5,1161 und der von-Willebrand-Faktor.[' 1 7 ,  Vitronec- 

ist ein Glycoprotein, das sowohl im Bindege- 
webe als auch im Plasma auftritt. AuRerdem fungieren auch 
Osteopontin und Knochen-Sialoprotein, die im Zusammenhang 
mit der Osteoporose eine Rolle   pi el en,'^^. 12'] sowie Tenas- 
tin" 241 als Liganden speziell fur c Q 3 .  Diese extrazellularen 
Matrixproteine weisen mehrere Motive auf, die als potentielle 
Zellbindungsregionen in Frage k~mmen. [~ ' ]  Ein zentrales Zell- 
erkennungsmotiv, das in einem GroRteil der Matrixproteine 
vorkommt, besteht aus der schon erwahnten Aminosaure- 
sequenz Arg-Gly-Asp 
(RGD; Schema3) und 
wird als universelle Zeller- 
kennungssequenz be- 

tin[' 19 - 12  11 

zeichnet[1,6s44s 119 ,1251  

(Tabelle 1). 
Weiterhin bindet Fibri- HN 

I 

I 
OH 

nogen auch iiber die H&NH, 
GGAKQAGDV-Sequenz 

Arg Gly Asp der y-Kette an das aIIbP3- 
Integrin.[1261 Die RGD- 
Sequenz dient als Grund- Schema 3. Die RGD-Sequenz. 

lage fur die Entwicklung 
verschiedenster Antagonisten, vor allem zur Inhibierung der 
Blutplattchenaggregation, in letzter Zeit aber auch, um Inhibi- 
toren des aJ,-Integrins zu entwickeln. 

Die Ursache der teilweise trotz gemeinsamer Erkennungs- 
sequenz hohen Selektivitat einzelner Integrine fur bestimmte 
Adhasionsproteine ist noch ungeklart. Es werden zusatzliche 
Bindungsregionen, aber auch unterschiedliche Konformationen 
der RGD-Sequenz diskutiert.['] Wir werden im weiteren zeigen, 
daR man mit konformativ eingeschrankten RGD-Peptiden eine 
hohe Rezeptorselektivitat und gleichzeitig eine stark erhohte 
Aktivitat erreichen kann. Die Konformationsuntersuchungen 
an naturlichen Matrixproteinen konzentrieren sich bisher auf 
das F i b r o n e ~ t i n ~ ' ~ ~ ]  und hier vor allem auf die Typ-111-Module. 
Das zehnte Typ-111-Modul, das eine RGD-Sequenz enthalt, 
wurde sowohl NMR-spektroskopisch[Iz8. als auch durch 
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Tabelle 1. Die bisher bekannten Bindungsstellen der Integrine[SO] 

Integrin Ligand Bindungssequenz 

x , p ,  Kollagen DGEAIRGD 
Lam i n 1 n ? 

rJ1, Laminin KQNCLSSRASFRGCVRNLRLSR 
Kollagen I ;  Epiligrin ? 
Fibronectin R G D  

x J ,  Fibronectin 
VCAM-I 

IDAPS/LDV/REDV/X-D-Y 
? 

x J ,  Fibronectin R G D  

x,pI Fibronectin, Vitronectin R G D  

xLp2 ICAM-1 KELLLPGNNRKV 
ICAM-2, ICAM-3 ? 

Komplement 3bi ? 
aMpl Fibrinogen GGAKQAGDV 

Fibrinogen GPRP 

allb/3, Fibrinogen GGAKQAGDViRGD 
Fibronectin, Vitronectin, RGD 
vWF, Thrombospondin 

x J ,  Vitronectin, Fibronectin, RGD 
Fibrinogen, Kollagen, 
Thrombospondin, Thrombin, 
Osteopontin, Knochen- 
Sialoprotein, Tenascin 

ctLR,p3 Entactin RGD 

x J ,  Vitronectin RGD 

x J 6  Fibronectin RGD 

Rontgen~trukturuntersuchungen['~~~ aufgeklart. Von einer 
analogen Domane im Tenascin," 241 der dritten Fibronectin- 
Typ-111-Domane ist ebenfalls eine Kristallstruktur bekannt. Bei 
beiden Strukturen befindet sich das RGD-Motiv in einer weit 
vom Protein-Core wegreichenden PI1'-Schleife zwischen zwei 
P-Faltblattern. Man nimmt an, dalj diese Schleife in Losung 
flexibel ist, so daR keine Aussagen iiber ihre Konformation am 
Rezeptor gemacht werden konnen. Auch neueste Rontgen- 
s t r u k t ~ r - [ ' ~ ' ~  und NMR-~pekt roskopische[ '~~~ Untersuchun- 
gen an einem groljeren Segment des Fibronectins, den Domanen 
sieben bis zehn, lieferten keine weiteren Informationen iiber die 
Konformation der RGD-Sequenz. 

Die RGD-Sequenz ist auch in Schlangengiften vorhanden. 
Bei den meisten dieser ,,Disintegrine" handelt es sich um Toxine, 
die in die Blutgerinnungskaskade eingreifen und Blutungen her- 
vorrufen, die Herz- und Kreislaufversagen zur Folge haben.['331 
Die Untersuchung einiger Disintegrine ergab, daR sie wirksame 
Inhibitoren der Blutplattchenaggregation ~ind.[~'I Die Struk- 
turaufkllrung gelang bis jetzt fur K i ~ t r i n , ~ ' ~ ~ .  1351 E chista- 

und F l a ~ o r i d i n . [ ' ~ ~ ]  Auljerdem sind die Elemente 
der Sekundarstruktur des Albolabrin['431 bekannt. Bei allen 
diesen Strukturen befindet sich die RGD-Sequenz im Turn-Be- 
reich einer flexiblen Schleife, der keine eindeutige Vorzugskon- 
formation zuzuordnen ist. D e n d r ~ a s p i n , [ ' ~ ~ ~  auch als Mam- 
bin['451 bezeichnet, das im Schlangengift der Gattung Elapidae 
vorkommt, enthalt ebenfalls die RGD-Sequenz. Dies ist unge- 
wohnlich, da die Gattung keine Hamotoxine, sondern Neuroto- 
xine verwendet. So weist Dendroaspin auch das fur Neuroto- 
xine iibliche Faltungsmuster auf, ohne jedoch neurotoxisch zu 
wirken. Die fur die Neurotoxine untypische RGD-Sequenz be- 
findet sich, analog zu den Hamotoxinen, an der Spitze einer 

tin[136-141] 

flexiblen Schleife, und in der Tat inhibiert das Dendroaspin die 
Blutplattchenaggregation in ahnlichem MaB wie die Hamoto- 
xine. 

Auch Blutegel verfiigen iiber Polypeptide, die die Blutgerin- 
nung beeinflussen. So inhibiert Hirudin die Funktion des 
Thrombins. Ornatin und Decorsin blockieren die Bindung von 
Fibrinogen an das Integrin a,,,P, und unterbinden damit die 
Blutplattchenaggregation. Auch die Struktur des RGD-haltigen 
Decorsins zeigt eine Schleife, in der sich die RGD-Sequenz be- 
findet. Im Unterschied zu den oben genannten Strukturen ist 
diese Schleife gut charakterisiert. Die RGD-Sequenz liegt in 
einer sehr gestreckten Konformation vor, bei der die pharmako- 
phoren Gruppen in entgegengesetzte Richtungen orientiert 
sind. Da allerdings Decorsin sowohl als auch a,P3 mit 
hoher Affinitat inhibiert, mulj angenommen werden, da13 die 
RGD-Sequenz auch in dieser gut bestimmten Schleife noch 
Moglichkeiten hat, sich an den jeweiligen Rezeptor anzupas- 
sen.['461 

Diese Strukturuntersuchungen deuten darauf hin, da13 die 
hohe Aktivitat der Disintegrine vor allem auf der guten Anpas- 
sungsfahigkeit der zur Blockierung der Integrine benotigten 
RGD-Sequenz beruht. Somit geben die Strukturen dieser im 
RGD-Teilbereich flexiblen Verbindungen kaum Aufschlulj iiber 
die rezeptorgebundene Konformation, die fur das Design neuer 
selektiver Wirkstoffe wichtig ist. 

5. Design selektiver aJ,-Integrin-Antagonisten 

Die Entwicklung neuer Antagonisten peptidischer Liganden 
beginnt im allgemeinen mit der Suche nach der Erkennungs- 
sequenz. Im hier beschriebenen Fall fiihrte ein Sequenzvergleich 
der integrinbindenden Proteine auf die RGD-Seq~enz .~ '~ '  - 1491 

Seit kurzem werden auch biologische oder chemisch syntheti- 
sierte Peptidbibliotheken hierfiir verwendet. Durch eine 
,,Phagenbibliothek" gelang es tatsachlich, die RGD-Sequenz 
wiederzufinden [' 501 und gleichzeitig die aus dem Sequenz- 
vergleich als giinstig erkannten flankierenden Aminosauren zu 
identifi~ieren.~'~ 'I Neue Entwicklungen wenden sich ver- 
starkt Nichtpeptid-Bibliotheken zu, die als Leitstrukturen fur 
Pharmaka dienen konnen." 5 2 1  

Zu Beginn unserer Arbeiten war die RGD-Sequenz bereits 
bekannt," 5 3 1  und man wuBte, dalj schon geringfugige Modifi- 
kationen ( z .  B. der Ersatz von Asp durch Glu und von Gly 
durch D-Ala oder L-Ala) zum Verlust der Bindungseigenschaf- 
ten fiihren." 54, ' 551 U nser Ziel war es daher, zunachst durch 
Fixieren der raumlichen Struktur[' 561 eine hohe Aktivitat und 
Rezeptorselektivitat zu erreichen. Da aber die Konformation im 
rezeptorgebundenen Zustand, die ,,bioaktive Konformation", 
nicht bekannt war, synthetisierten wir eine Bibliothek stereoiso- 
merer cyclischer Peptide, mit denen die optimale Struktur fur 
die einzelnen Rezeptorsubtypen eingegrenzt werden kann 
(,,spatial screening"). Wir haben bereits fruher gezeigt, dalj die 
Cyclisierung dam geeignet ist, hohe Aktivitat und Selektivitat 
zu erzielen, wenn die optimale Konformation im Cyclus angena- 
hert ist (matched-Fall) .11561 Dieser Ansatz hat sich auch im Fall 
der RGD-Peptide als erfolgreich erwiesen." 571 Der Aktivi- 
tatsvergleich des im weiteren noch detailliert diskutierten 
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cycle(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) mit den linearen Sequenzen -D- 
Phe-Val-Arg-Gly-Asp-, -Val-Arg-Gly-Asp-D-Phe- und -Arg- 
Gly-Asp-D-Phe-Val- zeigt deutlich geringere Aktivitaten und Se- 
lektivitaten bei den linearen Peptiden (Schema 4). 

cyclo(-RGDW-) 0.002 415 

(a) Ac-WRGD-NH, 0.03 3.0 

(b) Ac-VRGDf-NH, 0.04 38.0 

(c) Ac-RGDW-NH, 0.19 8.0 
Schema 4. Vergleich der Aktivitaten (IC,,[pmol]) und Selektivitaten (Verhaltnis 
aus Aktivitdten am Blutplittchen- und Vitronectin-Rezeptor) des a,&selektiven 
Cyclopeptids cycle(-Arg-Gly-Asp-o-Phe-Val-) und seiner offenkettigen Analoga. 
(Die Daten fur die linearen Peptide wurden von G. Holzemann, MerckKGaA. zur 
Verfiigung gestellt.) 

Die Verwendung cyclischer Peptide ist heute ein Standardver- 
fahren fur die Bestimmung der bioaktiven Konformation und 
die Entwicklung von Pharmaka. Wir mochten jedoch bemer- 
ken, daB die Cylisierung das Molekiil oft in einer raumlichen 
Struktur fixiert, in der es nicht die bioaktive Konformation ein- 
nehmen kann. Die Aktivitat ist dann drastisch vermindert (mis- 
matched-Fall). Die Suche nach der besten Cyclisierung ist nach 
wie vor schwierig und auch oft nicht erfolgreich. 

5.1. Stereoisomere Peptidbibliotheken 

5.1.1. Auswahl dev Gvundstvuktuven 

In stereoisomeren Peptidbibliotheken sol1 die gewiinschte 
,,bioaktive Sequenz" unter Erhaltung der Konstitution, d. h. 
aller biologisch relevanten Gruppen, in verschiedenen raumli- 
chen Strukturen fixiert vorliegen. Dazu wird zunachst eine Ver- 
bindung mit moglichst rigider Basiskonformation gesucht. Dies 
kann z. B. ein Cyclopeptid sein. Um ihre Beweglichkeit einzu- 
schranken, sollten die cyclischen Peptide moglichst klein sein; 
sie miissen allerdings groB genug sein, damit alle notigen phar- 
makophoren Gruppen beriicksichtigt werden konnen. Wir ha- 
ben uns daher auf cyclische Penta- und Hexapeptide be- 
schrankt, da bei groBeren Cyclopeptiden bereits eine hohere 
Dynamik zu erwarten i ~ t . [ ' ~ ~ ]  

Von homodeten Cyclopeptiden weiB man, daB ihre Konfor- 
mation besonders stark von der Konfiguration der sie aufbauen- 
den Aminosauren bestimmt wird. Die Wechselwirkung von 
funktionellen Gruppen der Seitenketten mit dem Peptidriick- 

AUFSATZE 

grat," 591 wie sie von Ser oder Thr in der i-Position von P-Schlei- 
fen oder von Asn['601 beschrieben ist, sowie Verzweigungen am 
P-C-Atom sind dagegen zweitrangig. Wir haben daher zunachst 
alle moglichen Cyclopenta- und Cyclohexapeptide aus L-Ala 
und D-Ala hergestellt und ihre Konformation in Losung NMR- 
spektroskopisch und durch Molekiildynamik(MD)-Rechnun- 
gen bestimmt (Schema 5).r1611 Zusatzlich wurde als weitere 

Schema 5. Cyclische Penta- und Hexapeptide aus u- (grauer Kreis) und L-Alanin. 
Die Cyclopeptide rnit hoherem Anteil an D-Ala als an L-Ala wie cyc!o(-L-Ala-D- 
Ala,.) sind Enantiomere der gezeigten Verbindungen. 

Variable Glycin, die einzige a-Aminosaure ohne Seitenkette, so- 
wie D- und L-Prolin eingebracht. Prolin bewirkt sterische Hinde- 
rungen beziiglich des $-Winkels und erzwingt eine Einschran- 
kung des 6-Winkels im Ring zwischen + 60" und - 60". 

Unter den Verbindungen befanden sich einige, die eine einzige 
Konformation stark bevorzugen; bei anderen gibt es deutliche 
Hinweise, daB mehrere Konformationen im schnellen Gleichge- 
wicht miteinander ~tehen.["~I 1st eine Konformation extrem be- 
vorzugt, was haufig nicht ganz korrekt mit einer ,,starren Konfor- 
mation" gleichgesetzt wird, 1aDt sie sich als Templat fur ein raum- 
liches Screening verwenden. Ein Beispiel moge dies verdeutlichen : 

Cyclische Hexapeptide bevorzugen oftmals eine Struktur rnit 
zwei P-Schleifen.['621 In einem cyclischen Hexapeptid aus L- 

Aminosauren rnit der biologisch aktiven Sequenz ABC stehen 
demnach drei Konformationen im Gleichgewicht, in denen die 
Sequenz ABC jeweils eine andere Position im Ring einnimmt 
(Schema 6a). Es ist bekannt, daB eine D-Aminosaure, speziell 
D-PrOh, die i+ I-Position einer PI1'-Schleife stark bevorzugt. 
Damit 1aBt sich die Sequenz ABC gleichsam in den drei Positio- 
nen fixieren, je nachdem, welche Aminosaure der Sequenz in der 
D-Konfiguration vorliegt (Schema 6 b). Wir haben dieses Prin- 
zip bereits beim Design der bioaktiven Konformation der bin- 
denden Schleife von Tendamistat, einem a-Amylase-Inhibitor, 
g e n ~ t z t . [ ' ~ ~ .  1641 1st die bioaktive Konformation unbekannt, so 
laBt sich durch Synthese der sechs Cyclopeptide rnit der Amino- 
sauresequenz ABCDEF, in denen jeweils eine der Aminosauren 
in der D-Konfiguration vorliegt, die gewiinschte Sequenz ABC 
in verschiedenen raumlichen Positionen fixieren (Schema 6 c) . 
Dabei bleibt die Konstitution und damit auch die Abfolge der 
funktionellen Gruppen in der Sequenz erhalten. Eine Korrela- 
tion mit den biologischen Aktivitaten fiihrt somit zur Identifika- 
tion der raumlich optimalen Anordnung. 
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f A e  F d E 

(c) E B D  A C  F 

D c c  B B A 

C D b  C a B 

B E A  D F C 

A F F  E E D 

Schema 6. Anordnung einer angenommenen bioaktiven Aminosauresequenz ABC 
(schraffierte Kreise) in cyclischen Hexapeptiden. Die Pfeile weisen auf die Orientie- 
rung der Wasserstoffbriickenbindung in den p-Schleifen hin. a) Die bevorzugte 
pJ-Konformation eines Hexapeptides ermoglicht die annahernd gleiche Population 
dreier Konformationen, wenn das Cyclohexapeptid nur L-Aminosauren enthalt. 
b) Fixierung der bioaktiven Sequenz ABC in drei Positionen durch eine struktur- 
induzierende Aminosaure (D-Xaa oder Prolin). c) Bevorzugte Konformation der 
Sequenz ABCDEF rnit jeweils einer D-Aminosaure in sechs moglichen Hexapepti- 
den. Durch die Strukturinduktion der D-Aminosaure (grauer Kreis) in der i+ 1-Po- 
sition einer BII'-Schleife wird die aktive Sequenz auf dem Stammtemplat verscho- 
ben. 

5.1.2. Steveoisomeve RGD- Peptid- Bibliothek 

Bei der Suche nach selektiven und aktiven Verbindungen, die 
an Integrine binden, haben wir die RGD-Triade, die am C-Ter- 
minus rnit der lipophilen Aminosaure Phenylalanin flankiert 
war, in verschiedene cyclische Penta- und Hexapeptide einge- 
baut und die Chiralitat der Aminosauren systematisch variiert. 
Die Wahl von Phenylalanin resultierte aus dem Sequenzver- 
gleich von RGD-haltigen Proteinen. Hierbei gehen wir zunachst 
davon aus, daD die Konformationen der Peptide in erster Nahe- 
rung denen der analogen ,,Alaninpeptide" entsprechen. Abbil- 
dung 4 zeigt, daD in der Tat die Konformationen von c~c~o( -D-  
Ala-Ala,-) und cycle(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) weitgehend 
iibereinstimmen. Die Aminosauren D-Ala bzw. D-Phe bestim- 
men die Konformationen der Cyclopeptide. 

Die zentrale Aminosaure Glycin in der RGD-Sequenz macht 
das Vorgehen allerdings etwas uniibersichtlicher, da Glycin so- 
wohl als D- als auch als L-Aminosaure fungieren kann und zu- 
satzlich eine durch die geringere sterische Hinderung bedingte 

Abb. 4. Konformationen von cycle(-D-Ala-Ala,-) und c~clo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe- 
Val-) in DMSO; gezeigt ist die zeitlich gemittelte Trajektorie einer auf NMR-Daten 
beruhenden rMD-Simulation (rMD = restrained molecular dynamics). 

groI3ere Flexibilitat einbringt. Die Konformationen der Cyclen 
sind daher nicht vollstandig vorhersehbar und wurden in unse- 
rem Fall auch jeweils durch NMR-Spektroskopie in Kom- 
bination rnit Distanz-Geometrie(DG)- und/oder Molekul- 
dynamik(MD)-Rechnungen bestimmt. Mit diesem Verfahren 
entdeckten wir tatsachlich Hexapeptide, die gegeniiber dem li- 
nearen Referenzpeptid -Gly-Arg-Gly-Asp-Ser- deutlich hohere 
Aktivitat am Blutplattchenrezeptor allbB3 aufweisen." 5 7 9  1651 

Fur das allb/3,-Integrin gibt es allerdings schon hochpotente 
peptidische[166. 16'] und auch nichtpeptidische['68- 1 7 3 1  Inhibi- 
toren, die sich gegenwartig z. T. in der klinischen Entwicklung, 
also kurz vor der Markteinfiihrung als Antithrombolytika, be- 
finden. 

Bei unseren aktivsten He~apeptiden['~I (z. B. cycle(-Arg-Gly- 
Asp-D-Phe-Leu-Gly-), IC,o(al,b/33/Fb) = 3 JLM) befindet sich die 
RGD-Sequenz in einer BII-Schleife rnit C'(Arg)-C'(Asp)-Ab- 
standen von ca. 560 pm und entsprechenden CP(Arg)-@(Asp)- 
Abstanden zwischen 700 und 780pm. Peishoff et al.[174- 1 7 6 1  

stellten in homodeten prolinhaltigen Hexapeptiden rnit ahnli- 
chen Aktivitaten ebenfalls eine geknickte RGD-Konformation 
in einer /3-Schleife fest. Die wesentlich aktiveren Peptidanaloga 
rnit IC,,-Werten im nanomolaren Bereich weisen demgegen- 
iiber eher eine gestreckte Anordnung der RGD-Sequenz 
a ~ f . [ " ~ -  l a 3 ]  Neuartig und von besonderem Interesse war je- 
doch, daB geeignete cyclische Pentapeptide gegenuber den auf 
Krebszellen iiberexprimierten av/3,-Integrinen aktiver und se- 
lektiver sind (Schema 7) . L a 7 ]  Die Untersuchungen der stereoiso- 
meren Peptid-Bibliothek lieferten rnit eyelo(-Arg-Gly-Asp-D- 
Phe-Val-) und cyc/o(-Arg-Gly-Asp-Phe-D-Val-) zwei hochaktive 
Inhibitoren der Bindung von Vitronectin an avP3 . [165,  lX4] Di ese 
Pentapeptide blockieren die Zelladhasion verschiedener huma- 
ner Zellinien (Fibrosarkom HT1080, Melanom A375 und 
Brustepithel HBL100)rs7. "9  la4] und geben im Test am isolier- 
ten, immobilisierten aV/3,-Integrin IC,,-Werte im nanomolaren 
B e r e i ~ h . " ~ ~ ]  Somit war die Moglichkeit eroffnet, die Tumorme- 
tastasierung iiber diesen Rezeptor selektiv zu beeinflussen. Von 
besonderem Interesse war die Inhibierung der tumorinduzierten 
Angiogenese (siehe oben). Dabei zeigte sich, daR die beteiligten 
Endothelzellen durch Wechselwirkung mit den Cyclopeptiden 
ein Apoptosesignal erhalten, das wahrscheinlich durch die Blok- 
kierung der av/3,-Integrine und der damit verbundenen Auflo- 
sung von fokalen Adhasionspunkten ausgelost wird. Diese Be- 
funde machten die Cylopeptide zu Kandidaten fur einen neuen 
Turnor~irkstoff.[ '~~ - 
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0.006 

(5.0) Referenzpeptid 
GRGDSPK 

oT '10 
('1 0) 

Schema 7. Relative Inhibierung der Zelladhasion, Q = IC,,/IC,,,,,, durch RGD- 
Cyclopentdpeptide. Die Angaben beziehen sich auf den aJ,-Rezeptor. In Klam- 
rnern sind die entsprechenden Werte fur den Blutplattchenrezeptor ( I ~ ~ , , ~ ~ )  angege- 
ben. Je kleiner der Wert, desto groaer ist die biologische Aktivitat (desto geringer ist 
die Konzentration des Peptides, die eine Inhibierung von 50% bewirkt). 

5.1.3. Dreidimensionale Stuuktur, Dynamik 
und retro-inverse Peptide 

Die Struktur-Aktivitats-Untersuchungen der Cyclopeptide 
ergaben fur den Fall, daI3 sich Glycin in der i+ I-Position einer 
y-Schleife befindet, eine hohe a,P,-Selektivitat.[' s71 Die Tripep- 
tidsequenz RGD ist in den a,P,-selektiven Strukturen stark ge- 
knickt, wahrend sie in a,J,-selektiven Peptiden eher gestreckt 
ist. Allgemein wird die relative Orientierung der Vektoren, die 
durch die C"-@-Bindung eingenommen wird, als entscheidend 
dafur angesehen, wie die Pharmakophore dem Rezeptor ange- 
boten werden (auf diesem Verfahren beruht z. B. das Programm 

In den cyclischen Pentapeptiden sind diese Vek- 
toren fur die beiden Aminosauren Asp und Arg nahezu parallel 
zur gleichen Seite des Ringes orientiert. Eine ahnliche Anord- 
nung weisen auch die a,,,P,-aktiven Strukturen auf. Der Ab- 
stand zwischen den C'-Atomen (547pm) und den CP-Atomen 
(668 pm) von Arg und Asp in den a,B,-selektiven Pentapeptiden 
ist durch die stark geknickte y-Schleife besonders klein.["'- 1921 

Bach et al.['91. 19'] untersuchten kurzlich Peptidanaloga der 
Sequenz cycle(-Xaa-Yaa-Gly-Asp-Mamb-), wobei Xaa D- und 

L-Aminosauren und Yaa NMe- 

Xaa 
R2 

H-N P o  
) = - - - H - N  

Mamb ASP 
Schema 8. Konstitution des 
Cyclopeptids cycle(-Yaa-Gly-Asp- 
Mamb-Xda-). 

Arg oder Arg sind (Mamb = 

meta- Aminometh ylbenzoesau- 
re; Xaa = D-, L-Ala, Aib, Pro, 
D-Abu; Schema 8). Sie zeigten, 
daI3 beim Einbau der Dipeptid- 
einheit D-Xaa-NMeArg hoch 
aktive a,,$,-Antagonisten ent- 
stehen und beim Einbau von 
L-Xaa-Arg selektive a,P,-Anta- 
gonisten. Die Strukturen unter- 
scheiden sich dabei hauptsach- 
lich im Schleifentyp, der von 
diesen Dipeptideinheiten gebil- 

det wird. So entsteht im ersten Fall eine PI1'-Schleife mit der 
D-Aminosaure in der i+ I-Position, im zweiten Fall eine PI- 
Schleife rnit der L-Aminosaure in der i+ I-Position, die ahnlich 
zur Konformation von cycle(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) eine y- 
Schleife um das Glycin ermoglicht. Dies hat zur Folge, daI3 bei 
den a,P,-Antagonisten die CB(Arg)-CP(Asp)-Abstande wie bei 
den cyclischen Pentapeptiden['s71 mit 630 bis 660 pm deutlich 
kurzer sind als bei den a,,,P,-Antagonisten. Auch Burgess 
et al." 931 fanden im a,P,-selektiven Peptid cycle(-Arg-Gly-Asp- 
Arg-Gly-Asp-) eine Struktur, bei der sich das Glycin in der 
i+ I-Position einer y-Schleife befindet. 

Um die stereochemischen Anforderungen naher zu beleuch- 
ten, haben wir nahezu alle Stereoisomere des Pentapeptids cy- 
do(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) und der Retro-Sequenz cyclo- 
(-Val-Phe-Asp-Gly-Arg-) hergestellt.['941 Die Verwendung der 
Retro-Sequenz basiert auf einer Annahme von Prelog, Gerlach 
und Owtsch inn ik~w, [ '~~~  '961 di e zeigten, daR eine Umkehrung 
der Aminosaureabfolge rnit einer Inversion aller Aminosauren 
kombiniert werden mu& wenn die Seitenketten die gleiche 
Orientierung einnehmen sollen. Dieses Konzept wird haufig an- 
gewendet, um durch partiellen Einbau von Retro-Sequenzen 
rnit D-Aminosauren enzymatisch stabile Verbindungen zu erhal- 
ten. Oft findet man auch aktive Strukturen in retro-inversen 
P e ~ t i d e n . ~ ' ~ ~ ]  Allerdings gilt die Analogie von Stammpeptid 
und seinem Retro-Inversen nur, wenn die Ruckgrat-Konforma- 
tion vernachlassigt ~ i r d . [ " ~ ,  ' 971 Tatsachlich ist das Retro-ln- 
verse des hochaktiven cycle(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) um vier 
bis funf Zehnerpotenzen weniger aktiv (Abb. 5 ) .  Das Retro- 
Stereoisomer cyclo(-D-Val-D-Phe-D-Asp-Gly-Arg-) weist eine 
erstaunlich hohe a,P,-Aktivitat auf, obwohl Asp in der D-Kon- 
figuration vorliegt, was normalerweise zu einem volligen Verlust 
der Aktivitat fuhrt. Da dieses Peptid sehr flexibel ist, sind detail- 
lierte Strukturaussagen nicht moglich. Es bleibt festzuhalten, 

cycle(-RGDfV-) 
0.006 

cycle(-vFdGr-) 
3.5 

cycle(-VfdGr-) 
5.0 

cycle( -v fdGR-) 
0.004 

Abb. 5. Stereoisomere und Retro-Stereoisomere des Pentapeptids cych(-RGDfV-). 
Angegeben ist die relative Inhibierung der Zelladhasion Q = IC,,/IC,,,,, ([C,,,,,: 
bezogen auf das lineare Referenzpeptid GRGDSPK) am 1,S,-Integrinrezeptor. 
Links oben: Stdmmpeptid. Rechts daneben das retro-inverse Peptid. Unten links ist 
ein Retro-Peptid gezeigt, das die gleiche Anordnung der Seitenketten, aber eine 
umgekehrte Peptidbindungsrichtung aufweist. Rechts unten befindet sich ein hoch- 
aktives Retro-Peptid (siehe Abschnitt 5.3.1). 

Angew. Chem. 1997, 109, 1440-1456 1449 



AUFSATZE H. Kessler et al. 

dalj in der y-Schleife von cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) noch 
erhebliche Flexibilitat vorhanden i ~ t . [ ' ~ ~ ]  Insbesondere die Pep- 
tidbindungen zwischen Arg und Gly sowie zwischen Gly und 
Asp weisen gemLD Ensemblerechnungen unterschiedliche Orien- 
tierungen auf, in denen zwar die auBere Geometrie der y-Schleife 
einigermaljen ungestort ist, die interne Wasserstoffbruckenbin- 
dung zwischen Asp-NH und Arg-CO aber gebrochen i ~ t . ~ ' ~ ~ ]  

Die Dynamik der Cyclopeptid-Konformationen laljt sich mit 
einem Model1 verstehen, das die Cyclopeptidkonformationen 
auf die Konformationen des Cyclopentans zuriickfiihrt.[2001 Da- 
zu wird jede trans-Peptidbindung in eine (E)-Ethen-Einheit und 
jede cis-Peptidbindung in eine (Z)-Ethen-Einheit umgewandelt. 
Diese werden nun nach Dunitz und Waser[2011 entweder durch 
eine ,,lange" Bindung fur die trans-Doppelbindung oder durch 
eine CH,-Gruppe fur die cis-Doppelbindung ersetzt. Bei einem 
Cyclopeptid mit all-trans-Peptidbindungen fuhrt dies zum ent- 
sprechenden Cycloalkan, als waren nur die a-Kohlenstoffatome 
relevant. Somit sollte ein Cyclopentapeptid eine Envelope-Kon- 
formation (vier C"-Atome in einer Ebene) bevorzugen, die aber 
einer schnellen Pseudorotation unterliegt. Die Rontgenstruk- 
turanaiyse eines cyclischen Pentapeptids zeigt eine solche Kon- 

In gleicher Weise lassen sich die Konformationen anderer Cy- 
clopeptide auf die von Cycloalkanen zuriickfuhren.[200.2311 W. ie 
in Cycloalkanen werden 1,3-diaxiale oder ekliptische Anord- 
nungen der CP-Atome vermieden. Dies ist wegen des groRen 
Abstandes der Cb-Atome iiber die Peptidbindung hinweg zu- 
nachst verwunderlich. Wir erklaren dieses Verhalten mit Allyl- 
spannungen, die in der in Schema 9 gezeigten Anordnung mini- 

O f  2-NL 

5.2. Konformativ kontrollierte SAR 

Die Peptide cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) und cyclo(-Arg- 
Gly-Asp-Phe-D-Val-) der ersten Generation dienten als Aus- 
gangspunkt, um den EinfluD der Aminosauren, welche die 
RGD-Sequenz flankieren, zu u n t e r s ~ c h e n . [ ~ ~ ~ .  2061 Diese Struk- 
tur-Aktivitats-Untersuchungen wurden unter ,,konformativer 
Kontrolle"12071 durchgefiihrt, d. h. es wurde der EinfluD der 
Seitenketten dieser Aminosauren auf die biologische Aktivi- 
tat untersucht und gleichzeitig durch NMR-spektroskopische 
Konformationsbestimmung sichergestellt, daB trotz der veran- 
derten Konstitution die Konformation erhalten blieb. Die beob- 
achteten Aktivitatsunterschiede mussen dann auf die Variation 
der Seitenkettenfunktionen zuruckgefuhrt werden. Wie wichtig 
diese Kontrolle ist, machten die Modifikationen von Peptidbin- 
dungen (Thioamid, reduzierte Amidbindungen) deutlich, durch 
welche die Konformation vollig geandert wurde.[2081 Damit ein- 
her ging eine drastische Verringerung der biologischen Aktivi- 
tat. Allerdings 1aDt sich dann nicht sagen, ob dies auf die gean- 
derte Konstitution oder die geanderte Konformation zuruck- 
zufiihren ist (siehe unten). 

Es stellt sich heraus, daB eine hydrophobe Aminosaure 
neben der Asparaginsaure die Aktivitat fur das a,p,-Integrin 
erhoht, wahrend die Aminosaure in der nachsten Position 
nahezu beliebig ersetzt werden kann, ohne die Aktivitat zu 
beeinflussen. Von Mullen et al.[2091 haben verschiedenste disul- 
fidverbruckte cyclische RGD-Peptide untersucht. So weist das 
a,D,-selektive, disulfidverbruckte Peptid Gly-Pen-Arg-2- 
Ala- '-Arg' -Gly2-Asp3-Asp4-Val'-Cys-Ala eine Konformation 

auf, in der sich die RGD-Sequenz in einer nicht 
naher definierten P-Schleife befindet, an die sich 
die Asp-Asp-Val-Sequenz in einem P-Faltblatt 
anschlieDt. Auch hier scheint die RGD-Sequenz 
in einer geknickten Konformation vorzuliegen. 
AuDerdem ergaben diese Untersuchungen, dalj 
auch in dieser Substanzklasse eine der RGD-Se- 
quenz folgende lipophile, P-verzweigte Amino- 
saure die Aktivitat erhoht. Allerdings befindet 
sich diese Aminosaure dort nicht in genau der 
gleichen Position wie in den Cyclopentapep- 
tiden. 

Untersuchungen an Phagenbibliotheken der 
Sequenz Cys-Xaa,-Cys und Cys-Xaa,-Cys be- 
statigten, daB das a,p,-Integrin eine Bindungsta- 

H )  ( H  H sche fur eine hydrophobe Aminosaure hat.[' 501 

Viele der a,P,-bindenden Sequenzen enthalten 
benachbart zur Aspardginsaure Ser oder Thr 
und in der nachsten Position eine hydro- 

H 3yc< a r 0 

2-N.. 
+?A,, 0 )  ( H  => -j\ '...,, 

Schema 9. Schematische Darstellung des Dunitz-Waser-Konzepts und dessen Anwendung auf 
Amidbindungen in Peptiden. Das Prinzip der Minimisierung der Allylspannung fiihrt dam,  da8 
sterische Effekte iiber die Amidbindung hinweg vermittelt werden. 

miert sind. Damit werden die sterischen Effekte an den a-Koh- 
lenstoffatomen iiber die Amidbindung ,,weitergeleitet" (man 
vergleiche hierzu die Konformationsstudien in Lit.[2o31). Zu- 
sltzlich zu diesem grundsatzlichen sterischen Konformations- 
verhalten konnen bei Peptiden Wasserstoffbriickenbindungen 
eine (allerdings un te rge~rdne te [~~~ ' )  Rolle spielen. Aus der hier 
diskutierten Andlogie zu Cyclohexankonformationen folgt, daD 
bei Cyclopentapeptiden oft mehrere Konformationen zu beriick- 
sichtigen sind, wahrend cyclische Hexapeptide mit all-trans-Pep- 
tidbindungen cyclohexananaloge Konformationen einnehmen. 

phobe Aminosaure wie Phe, Leu oder Ile. Auch 
Healy et al.[' untersuchten Peptidliganden fur das a,p,-Inte- 
grin mit Phagenbibliotheken. Aus den qualitativen Bindungsda- 
ten konnten sie allerdings keine deutliche Korrelation zwischen 
Aktivitat und flankierenden Aminosauren feststellen. Peptide 
mit zwei Cysteinen N- und C-terminal zur RGD-Sequenz in den 
Bindungsassays waren die aktivsten Verbindungen. Diese Er- 
gebnisse bestatigen, daI3 konformativ eingeschrankte Peptide 
eine hohe Affinitat zum a,P,-Integrin aufweisen, wenn sie eine 
geknickte Konformation einnehmen konnen, wie sie einer 7 -  
Schleife entspricht. 
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5.3. Peptidmimetika 

Zu einem besseren Verstandnis der Anforderungen an die 
Struktur eines biologisch aktiven Substrats kann die Modifika- 
tion von Peptidbindungen beitragen (Thiopeptide, Ketomethy- 
lenanaloga, reduzierte Peptide usw.). So kann die Bedeutung 
einzelner Strukturelemente (z. B. einer Amidbindung innerhalb 
der aktiven Sequenz) fur die Substrat-Rezeptor-Wechselwir- 
kung untersucht werden. Dabei ist zu beachten, daD die Ge- 
samtkonformation des Peptides durch den Einbau eines Peptid- 
bindungsisosters oder Peptidmimetikums nicht verandert 
werden darf. Nur so konnen die Effekte der Konfiguration auf 
die biologische Aktivitlt von denen der Konformation getrennt 
bewertet werden.[207] 

5.3.1. EinfuJ dev Amidbindungen 

Um den EinfluD der Amidbindungen auf die Aktivitlt einer 
Verbindung zu untersuchen, gibt es unterschiedliche Moglich- 
keiten. Beispielsweise kann die Amidbindung durch Peptidbin- 
dungsisostere ersetzt,[" O1 das Amidproton durch Alkylierung 
eliminiertI2' oder durch Einsatz von retro-inversen Peptiden 
die Orientierung der Amidbindung umgekehrt werden.[2121 Der 
Ersatz der Amidbindung zwischen Asp und Gly durch eine 
Thioamidbindung I' 3, ' 41 (C(S)NH) sowie der Peptidbindung 
zwischen Phe und Val durch eine reduzierte Amidbindung[2081 
(CH2NH) in der Leitstruktur cyc/o(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) 
lieferten in beiden Fallen eine Verbindung mit drastisch vermin- 
derter Aktivitlt. in  welchem Umfang die konstitutiven Ande- 
rungen dieser Amidbindungen zum Aktivitltsverlust beitragen, 
kann nicht abgeschitzt werden, da die Modifikationen auch 
eine Konformationslnderung induzierten und somit ein Ver- 
gleich mit der Leitstruktur nicht mehr moglich i ~ t . [ ' ~ ~ ]  

Die Methylierung der einzelnen Amidbindungen in cyclo- 
(-Arg-Gly-Asp-~-Phe-Val-) lieferte funf Substanzen, von denen 
cycle(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-N-Me-Val-) sowohl eine hohe Akti- 
vitat als auch Selektivitat a ~ f w e i s t . [ ' ~ ~ .  2151 Die anderen vier 
Cyclopeptide sind deutlich weniger aktiv. Aber auch die N-Me- 
thylierung der Peptidbindungen induzierte in allen funf Cyclo- 
pentapeptiden eine Anderung der Struktur. So zeigt das N-Me- 
Val-Peptid eine deutlich aufgeweitete PI1'-Schleife im Bereich 
der N-methylierten Amidbindung, die aber kaum einen EinfluB 
auf die Konformation der RGD-Sequenz hat. Fur die anderen 
vier Peptide ist die vollstlndige Konformationsanalyse noch 
nicht abgeschlossen, so daD die Kllrung der Ursache des Aktivi- 
tatsverlustes noch aussteht. 

Ein Beweis fur die Beteiligung mindestens einer Amidbindung 
des Cyclopeptids an der Bindung am Rezeptor kam unerwartet 
aus der Untersuchung der retro-inversen Peptide (siehe oben 
sowie Lit.[194. 2141). Unter den stereoisomeren Retro-Peptiden 
fand sich mit cyclo(-Val-D-Phe-D-Asp-Gly-D-Arg-) eine Verbin- 
dung, in der sich simtliche Seitenketten nahezu ideal auf diejeni- 
gen im hochaktiven Stammpeptid projizieren lassen (Abb. 5). 
Die Aktivitat des Retro-Peptids ist aber um ca. vier Zehnerpo- 
tenzen niedriger.1' 941 Da im Retro-Peptid die Anordnung samt- 
licher Amidbindungen invertiert ist, mu0 der Aktivitatsunter- 
schied auf die nunmehr ungunstige Lage einer oder mehrerer 
Peptidbindungen zuruckgefuhrt werden. 

5.3.2. Weiteve Einschvankungen dev Flexibilitat 

Das rationale Drug-Design basiert darauf, moglichst detail- 
lierte Informationen iiber die Struktur des Substrates und des 
Rezeptors sowie iiber die zur Bindung beitragenden Wechselwir- 
kungen zu erhalten. Sind dreidimensionale Strukturen des Re- 
zeptors oder des Rezeptor-Substrat-Komplexes nicht bekannt, 
so ist man auf indirekte Schlusse aus der Struktur der Substrate 
angewiesen. Deshalb werden zum Studium der Struktur-Aktivi- 
tats-Beziehungen sehr starre Verbindungen benotigt.[1561 Ob- 
wohl der Konformationsraum in den hier besprochenen cycli- 
schen Pentapeptiden bereits stark eingeschrinkt ist," 571 haben 
diese immer noch Moglichkeiten zu konformativer Beweglich- 
keit.[206, 2 1 6 1  Vor allem im Bereich der y-Schleife ist die Struktur 
nur schlecht definiert.[198.2061 Ensemblerechnungen ergaben, 
daB noch Flip-Bewegungen der beiden Peptidbindungen der y- 
Schleife um die 4- und $-Winkel moglich sind.['99*2171 

Um die Flexibilitat der Pentapeptide weiter einzuschrlnken, 
wurden nichtpeptidische Bausteine (Turn-Mimetika)["*. 2191 in 
die Leitstruktur cyc/o(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) integriert.[2201 
Da Modifikationen der RGD-Sequenz die Aktivitlt der Peptide 
stark bee inf l~ssen , [ '~~ .  155* 15'] wurde das D-Phe-Val-Dipeptid 
durch verschiedene Mimetika ersetzt (Schema 10). Diese Turn- 
Mimetika sollen die bIi'-Schleife fixieren, was indirekt auch die 
Flexibiliiit im y-Schleifen-Bereich verringern sollte. 

(S)-ANC (R)-ANC 

61' 

i o  
BTD Spiro 

Schema 10. P-Turn-Mimetika. Die abgebildeten Bausteine wurden anstelle des Di- 
peptids -D-Phe-Val- in die p-Schleife des Stdmmpeptids cyclo(-RGDfV-) eingebaut. 

Es zeigt sich aber, daI3 nur die (S,S)-Spiro-Pro-Leu-Einheit 
die gewiinschte Struktur mit dem Turn-Mimetikum in der i+ 1- 
und i + 2-Position der Pi1'-Schleife einnimmt. Die Peptidana- 
loga cyclo( -Arg-GI y-Asp-( 5')-ANC-) , cyc/o(-Arg-GI y-Asp-( R)- 
ANC-) und cycle(-Arg-Gly-Asp-BTD-) lieferten Strukturen, in 
denen Glycin als D-Aminosaure-Mimetikum die i + 1-Position 
der PI1'-Schleife bevorzugt und die ,,P-Turn-Mimetika" sich im 
Bereich der jeweiligen y-Schleife befinden. Die Untersuchungen 
liefern mit cycle(-Arg-Gly-Asp-(R)-ANC-) (IC50(av/33/ 
Vn) = 0 . 8 n ~ )  immerhin einen der aktivsten Inhibitoren des 
cc,P,-Integrins. 

Neben der Einschrankung der Beweglichkeit cyclischer Pen- 
tapeptide kiinnen solche Mimetika auch zusatzliche Konforma- 
tionsrlume zuganglich machen. Dazu wurde die von Feigel 
et a1.[2211 als Turn-Mimetikum eingesetzte S-Aminomethy1-2- 
thiophenessigsaure (Ate), die beim Ersatz des D-Phe-Val-Dipep- 
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tides sieben statt sechs Ringatome fur den Aufbau des cycli- 
schen Peptides liefert, in cyc/o(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) einge- 

(IC,,(a,P,jVn) = 2 n ~ )  sowie Selektivitat (ICso(allb&/Fb) = 
3 3 0 0 n ~ )  fur a J 3 .  

Vielfach findet man, daD eine zu groBe Starrheit des Molekiils 
eine Verminderung oder sogar den vollstandigen Verlust an bio- 
logischer Aktivitat mit sich bringt. Dies wird oft dahingehend 
interpretiert, dal3 molekulare Beweglichkeit fur den Bindungs- 
prozeB notwendig ist. Wir sind aber der Auffassung, daD in den 
meisten Fallen die optimale Anpassung nur noch nicht erreicht 
ist. Es sollte dann prinzipiell moglich sein, die Aktivitat weiter 
zu steigern, wenn es gelingt, die optimale (matched) Struktur 
noch besser anzunahern. Meist (aber nicht immer, siehe z. B. die 
Bindung des Cyclosporins an C y c l ~ p h i l i n [ ~ ~ ~ ~ ) ,  wird die biolo- 
gische Aktivitat bei molekularen Wechselwirkungen durch die 
thermodynamische Stabilitiit des Rezeptor-Substrat-Komplexes 
und nicht durch die Kinetik der Komplexbildung bestimmt. 
Dann lohnt es sich in jedem Fall, starre Molekule, welche die 
pharmakophoren Gruppen in einer anderen raumlichen Struk- 
tur anbieten, zu synthetisieren, um damit eine hohere Aktivitat 
zu erzielen. 

baut.[lss. 2221 D' iese Verbindung zeigt eine sehr hohe Aktivitat 

6. Nichtpeptidische a&-Integrin-Antagonisten 

Ein wichtiges Ziel der pharmazeutischen Forschung ist es, 
ausgehend von peptidischen Leitstrukturen nichtpeptidische, 
moglichst oral verfugbare Arzneimittel herzustellen, da Peptide 
unter physiologischen Bedingungen oft ungunstige biologische 
Eigenschaften aufweisen. So werden Peptide im Organismus 
durch Proteasen leicht gespalten. In unserem Fall wurde durch 
die Fixierung in der Cyclopentapeptidstruktur allerdings er- 
reicht, daB die Peptide durch Exo- und Endopeptidasen nicht 
abgebaut werden. Ganz sicher ist dies fur die retro-inversen 
Strukturen vorhersehbar, die hohe Anteile der enzymatisch 
nicht spaltbaren Peptidbindungen neben D-Aminosauren ent- 
halten. AuBer der Cyclisierung kann auch der Einsatz von Pep- 
tidmimetika zu erhohter Proteasestabilitat fiihren. Ein weiterer 
Punkt ist die schnelle Ausscheidung peptidischer Verbindungen 
mit einer molaren Masse von 500- 1000 je nach ihrer Lipophilie 
durch den Leber-Gallen-Kana1 oder iiber die Niere. Daher sind 
in der Regel nichtpeptidische Arzneimitteln gesucht. Das Dog- 
ma, das oraler Verfiigbarkeit hochste Prioritat einraumt, wird 
allerdings durch die individuell unterschiedliche Resorption im 
gastrointestinalen Trakt wieder fragwurdig. Im Fall schwerwie- 
gender Erkrankungen ist eine intravenose, intraperitoneale oder 
subcutane Applikation sicher zuzumuten und bei den auf extra- 
zellulare Rezeptoren gerichteten Wirkstoffen, die keine Zell- 
membran durchdringen miissen, auch angezeigt. 

Ein Ubergang vom Peptid zum Nichtpeptid wird moglich, 
wenn z. B. aus Struktur-Aktivitits-Untersuchungen an einer Bi- 
bliothek stereoisomerer cyclischer Peptide hervorgeht, daB fur 
die antagonistische Wirkung Seitenkettenfunktionalitaten und 
vor allem deren durch das Peptidruckgrat vorgegebene raumli- 
che Orientierung auschlaggebend sind. Naturlich konnen auch 
andere pharmakophore Strukturelemente, z. B. eine aktivitats- 
bestimmende Amidbindung, in eine nichtpeptidische Struktur 
integriert werden. 

Wie die Untersuchungen am a,,~,-Integrin ergaber~,[ '~~I 
spielt im Fall der RGD-Sequenz der Abstand zwischen den 
pharmakophoren Gruppen (Carboxy- und Guanidinofunktion 
von Asp bzw. Arg) eine grol3e Rolle fur die Aktivitat und Selek- 
tivitat potentieller Antagonisten. Dies bietet prinzipiell die 
Moglichkeit, jedes beliebige Templatmolekiil, das den pharma- 
kophoren Gruppen eine gewiinschte raumliche Orientierung 
vorgibt, als Grundgeriist zu verwenden. 

Da sich ein direktes De-novo-Design selbst dann noch als 
schwierig erweist, wenn die raumliche Struktur des Rezeptors 
bekannt ist, sind vorhandene Strukturdaten eines Leitpeptids 
von groBem Vorteil. Hier kann durch Vergleich mit der dreidi- 
mensionalen Struktur dieses Peptids versucht werden, ein geeig- 
netes nichtpeptidisches Templatmolekiil zu kons t r~ ieren . [ '~~]  
Dieses sollte fur eine selektive Wirkung eine moglichst starre 
Grundstruktur aufweisen (,,Cyclopeptideffekt", Imitation eines 
starren Peptidruckgrats) und den pharmakophoren Gruppen 
eine definierte raumliche Orientierung vorgeben. 

Beim all,/3,-Integrin ist dieser Ubergang weitgehend vollzo- 
gen und viele nichtpeptidische, teils oral verfugbare Antagoni- 
sten ausreichender Aktivitat und Selektivitat sind beschrie- 
ben.[l6'% 7 3 -  2 2 5 1  Die meisten dieser Verbindungen enthalten als 
basische N-terminale Gruppierung eine Guanidino- oder Benz- 
amidino-Funktion und eine C-terminale Carbonsaure in defi- 
niertem Abstand. 

Konformationsstudien haben ergeben, daD eine halbschalen- 
formige Konformation eines potentiellen Templatmolekuls zur 
Prasentation der RGD-Sequenz fur die Aktivitat von Bedeu- 
tung i~ t . [ ' ' ~ -  "'I Hiermit kann eine Konformation, die der na- 
turlichen RGD-Sequenz in einem Peptid (z. B. innerhalb einer 
Schleife) entspricht, besonders gut nachgeahmt werden. Dies ist 
unter anderem in Benzodiazepinen verwirklicht worden, welche 
die gewunschte gewolbte Konformation und die eingeschrank- 
ter Flexibilitit des Siebenring-Systems aufweisen. Dadurch wird 
den pharmakophoren Gruppen der RGD-Sequenz die grund- 
satzliche raumliche Orientierung bereits vorgegeben. 

Die Entwicklung selektiver Antagonisten des a,fl,-Integrins 
ist hingegen noch nicht so weit fortgeschritten. Einige nicht- 
peptidische a,j,-Antagonisten resultierten aus den Untersu- 
chungen der schon bekannten a,,,fi,-selektiven Verbindungen 
auf Basis der Benzodiazepine, die auch schwache Aktivitat am 
a,P,-Integrin aufwiesen. Durch Variation der Seitenketten wur- 
den zuerst im mikromolaren Bereich aktive a,$,-Antagonisten 
hergestellt, die als mogliche Medikamente gegen Osteoporose 
beschrieben sind.[226. 2271 Wie in Schema 11 verdeutlicht, fiihren 
vor allem Verinderungen im Bereich der Guanidinofunktion zu 
einer Verbesserung der a,/l,-Selektivitat. Durch Ubergang von 
einer Benzamidin- zu einer Aminopyridineinheit kann die Akti- 
vitat am a,B,-Integrin z. B. um den Faktor 10, die a,-Selektivi- 
tat sogar um den Faktor 300 gesteigert werden. 

Ein deutlicher Fortschritt gelang kiirzlich durch den Einsatz 
eines Benzimidazolrestes als Arginin-Mimetikum.[2281 Das re- 
sultierende Benzodiazepin (Schema 12) weist eine Aktivitat fur 
das a,P,-Integrin im nanomolaren Bereich auf und ist somit fur 
diesen Rezeptor um den Faktor 15 000 selektiver als fur aIlbf13. 

Eine Uberlagerung der dreidimensionalen Strukturen 
des Cyclopeptids cyc/o(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) und des 
3-0~0-1,4-benzodiazepin-Templats (siehe ganzseitige Dar- 
stellung auf S. 1440) zeigt deutlich, daD sich das Arginin- 
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Schema 11. Nichtpeptidische zJ3- (allbB,-) Integrin-Antagonisten rnit Benzodiaze- 
pin-Grundstruktur. Fur eine Auswahl von Verbindungen sind die Aktivitat (je klei- 
ner der Wert, desto hoher ist die Aktivitit) und die Selektivitat (Quotient der Akti- 
vitaten) hei der Bindung an den isolierten zJ3- und z,,,B,-Rezeptor angegehen. 

Schema 12. Ein nichtpeptidischer aJ,-Antagonist. Die Einfiihrung einer Benzimi- 
dazol-Seitenkette fiihrt zu nanomolarer Aktivitlt: IC,, = 0.002 pmol (ql,B3/ 
zJ, =15000). 

Mimetikum in Position sieben des Benzodiazepins fur eine 
Wechselwirkung rnit dem a,P,-Integrin optimal eignet.[2291 

Vergleicht man die Struktur dariiber hinaus mit a,,P,-selekti- 
ven Analoga, so scheint vor allem der verkurzte Abstand zwi- 
schen der basischen Funktion und der Carboxygruppe fur die 
a,,!l,-Selektivitlt wichtig zu sein. Diese Ergebnisse bestatigen 
somit friihere Untersuchungen, die fur a,P,-Antagonisten einen 
verkiirzten Abstand zwischen diesen funktionellen Gruppen, wie 
man ihn in einer y-Schleife findet, diskutieren.[881 Ein Vergleich 
der basischen Funktionen hochaktiver a,,,~,-Antagonisten mit 
denen aJ,-selektiver Antagonisten legt nahe, dab eine Side-on- 

Wechselwirkung rnit dem Rezeptor uber zwei Stickstoffatome 
fur eine starke Bindung an das a,P,-Integrin gunstig ist. 

Eine weitere Klasse von aJ,-Antagonisten ist auf ein analo- 
ges Wirkspektrum ausgerichtet (Restenose, Osteoporose, Tu- 
mormetastasierung) . Es handelt sich hierbei um Verbindungen 
rnit einer para-Hydroxybenzoesaurearnid-Grundstrukt~r,~~~~~ 
deren mannigfaltige Variation aller Liganden eine Vielzahl un- 
terschiedlicher Verbindungen zulaBt. Exemplarisch sind in 
Schema 13 einige Strukturvarianten dargestellt. 

Schema 13. Nichtpeptidische zJ,-Integrin-Antagonisten rnit para-Hydroxy- 
henzoesaureamid-Grundstruktur. Angahen zur hiologischen Aktivitat liegen nicht 
vor. 

Der Schritt vom nichtpeptidischen, oral verfiigbaren, selekti- 
ven und hochaktiven a,P,-Antagonisten zum Therapeutikum 
ist sicherlich nicht groD. Viele dieser Verbindungen werden sich 
zur Zeit im Stadium toxikologischer oder klinischer Untersu- 
chungen befinden. Dies erklart, dal3 sie vor allem in der Patentli- 
teratur beschrieben sind, es erschwert aber auch den Vergleich 
von biologischen Aktivitaten sowie von Angaben uber Biover- 
fiigbarkeit und metabolische Stabilitat im Rahmen dieses Bei- 
trags. 

7. Zusammenfassung 

Durch selektives Eingreifen in Adhasionsprozesse der Zelle 
lassen sich viele physiologische und pathologische Prozesse be- 
einflussen. Gerade die Biochemie der Zelladhasion und die da- 
mit verkniipfte Signaltransduktionskette wird zur Zeit intensiv 
untersucht. Die hier beschriebene Strategie ist ein Ansatz, um 
bioaktive Verbindungen auf einem semirationalen Weg zu fin- 
den, auch wenn die dreidimensionale Struktur des Rezeptors 
oder des Rezeptor-Substrat-Komplexes nicht bekannt sind. Auf 
rationalem Weg werden Informationen uber die Konstitution 
der Substrate - aus Sequenzvergleich oder Peptidbibliotheken - 
genutzt, um durch Design von raumlichen Strukturen Verbin- 
dungsbibliotheken zu erstellen. Dadurch laljt sich die gewunsch- 
te Wirkung im Hinblick auf Aktivitat und Selektivitat opti- 
mieren. 

Verbindungen rnit hoher Aktivitat und Selektivitlt fur das 
a,,$,-Integrin zeichnen sich durch einen gegeniiber den aIIbP3- 
Antagonisten verkiirzten Abstand zwischen der Guanidino- 
und der Carboxylatfunktion - der in den Peptiden durch eine 
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geknickte Konformation a m  Glycin (y-Schleife) erreicht wird - 
sowie durch eine hydrophobe Gruppe in der auf die RGD-Se- 
quenz folgenden Aminoslure aus. Sterische Anforderungen im 
Bereich des Glycins werden fur eine starke Bindung an das cxVP3- 
Integrin nicht toleriert. 

Dieses Verfahren sollte sich auch auf andere Integrinrezepto- 
ren anwenden lassen und so zu einem umfassenderen Verstlnd- 
nis der Bedeutung von Integrinrezeptoren im zelluliiren Gesche- 
hen fuhren. Voraussetzung hierfiir ist jedoch, daB die Rezeptor- 
subtypen zur Untersuchung ihrer Inhibierung isoliert werden 
konnen. Die hier vorgestellten cyclischen Pentapeptide und die 
inzwischen entwickelten Benzodiazepinderivate sind somit ak- 
tive und selektive a,P,-Antagonisten zur Behandlung verschie- 
dener Krankheitsbilder wie Restinose, Osteoporose, akutes Nie- 
renversagen oder Retinopathie und ermoglichen daruber hinaus 
eine neue Form der Krebstherapie durch Inhibierung der tu- 
morinduzierten Angiogenese. 

Zahlreiche Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe haben auf dem 
RGD-Gebiet mitgewirkt. Besonders hervorzuheben ist die initiie- 
rende Bearbeitung durch Dr. M .  Gurrath und Dr. G.  Muller. In 
der Folge waren beteiligt: IM. Dechantsreiter, Dr. A .  Geyer, Dr. 
M .  Koppitz, Dr. M .  Kranz, Dr. E. Graf von Roedern, J .  Schmitt 
und Dr. J. Wermuth. Fur die biologischen Tests wahrend der An- 
fangsphase danken wir Prof. R .  Timpl (Max-Planck-Institut, 
Martinsried) und Prof. J.  Engel (Biozentrum Basel). Die nephro- 
logischen Studien wurden von Prof. M .  S. Goligorsky (Stony 
Brook) durchgefuhrt. Seit 1992 werden alle Arbeiten in enger 
Zusammenarbeit mit Merck KGaA (Darmstudt) fortgefuhrt. 
Hier gilt unser Dank insbesondere: Dr. A .  Jonczyk, Dr. S. L. 
Goodman und Dr. G.  Holzemann. A n  den Konformationsuntersu- 
chungen waren Prof. D.  Mierke, Dr. W. Schmitt und R .  Gratias 
beteiligt. Hiljireiche Diskussionen verdunken wir daruber hinaus 
Dr. R .  Geiger, Dr. J .  Knolle undDr. W. Konig (Hoechst A G )  . Fur 
die ,finanzielle Unterstutzung danken wir Merck KGaA (Darm- 
stadt) , der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds 
der Chemischen Industrie. 
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