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Hormone - und hier besonders die Ge- 
schlechtshormone - waren die ersten 
Wachstumsfaktoren, die als unfreiwilli- 
ge Helfer des Krebses enttarnt wurden. 
Der Brustkrebs der Frau und das Pro- 
statacarcinom des Mannes sind die be- 
kanntesten der als hormonabhangig 
geltenden Tumore. Ein Blick in die 
Krebsstatistik zeigt, da13 der Brustkrebs 
nach wie vor die haufigste Tumorer- 
krankung der Frau ist; beim Mann 
spielt im fortgeschrittenen Alter das 

Prostatacarcinom eine ahnlich dominie- 
rende Rolle. Die operative Ausschaltung 
der Hauptproduktionsstatten der Ge- 
schlechtshormone Ostrogen und Testo- 
steron durch Entfernung der Eierstocke 
bzw. durch Kastration sind altbekannte 
und oft effektive, wenn auch wegen der 
psychischen Belastung durch solche 
Eingriffe problematische Therapien. 
Die moderne Hormontherapie beim 
fortgeschrittenen Brustkrebs und Pro- 
statacarcinom versucht, dem Patienten 

solche unwiderruflichen operativen Ein- 
griffe so lange wie moglich zu ersparen: 
durch Hormon-Antagonisten, z. B. 
LHRH-Antagonisten, die das eigentli- 
che Hormon an der 'Entfaltung seiner 
wachstumsfordernden Wirkung hin- 
dern. 

Stichworte: Cytostatica * Konforma- 
tionsanalyse - LHRH-Antagonisten * 

Peptidmimetica Rezeptoren 

1. Einleitung 

Das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) Gonadore- 
lin (synonym mit LHRH (luteinizing hormon-releasing hor- 
mon) sowie mit Gonadoliberin) spielt mit seinem spezifischen 
Rezeptor eine zentrale Rolle in der Neuroendokrinologie."' Das 
Decapeptid LHRH, entdeckt von A. Schally und R. Guille- 
min,[*] wird in den Zellkorpern hypothalamischer Neuronen 
gebildet und pulsatil in die Blutbahn sekretiert. Es stimuliert die 
Ausschuttung der geschlechtsspezifischen Sexualhormone in 
Testes und Eierstocken. Intensive Forschung fuhrte zur Er- 
kenntnis, daI3 spezifische Rezeptoren fur LHRH und syntheti- 
sche Analoga auch in der Hirnanhangdruse und anderen Gewe- 
ben (z. B. T~morze l len)~~]  sowie in Organen vorhanden sind. 

Drei Konzepte der therapeutischen Anwendung haben sich 
herauskristallisiert. Erstens die Wiederherstellung der normalen 
Physiologie durch die Gabe von LHRH uber Infusionspumpen, 
um infertile Manner und Frauen mit fehlgesteuerter endogener 
LHRH-Sekretion zur Fruchtbarkeit zu verhelfen, und zweitens 
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die Verwendung langanhaltender LHRH-Agonisten, die in De- 
potform zu einer Desensibilisierung der hypophysaren Rezepto- 
ren und damit zu einer Unterbrechung der Signalkaskade fuh- 
ren. Folge ist die biochemische ,,Kastration", die gerade bei 
hormonabhangigen Erkrankungen, wie Prostatakrebs, Brust- 
krebs und Endometriose, neue Therapiemoglichkeiten eroffnet. 
Obwohl Superagonisten allgemein gut vertragen werden, ist de- 
ren Nachteil ein initialer Stimulus der Hormonsekretion (Ostro- 
gen, Testosteron) , bevor es zu einer Rezeptorverarmung oder 
,,Down"-Regulierung und einer kurzfristigen Verschlimmerung 
des Krankheitsbildes k ~ m m t . [ ~ ]  Dies hat zur Entwicklung des 
dritten Konzepts, der Verwendung von LHRH-Antagonisten, 
gefuhrt.L5l Bisher wurden weltweit ca. 5000 LHRH-Analoga 
synthetisiert und in vitro oder in vivo getestet.[6a-c1 Wahrend 
LHRH-Agonisten bereits seit etwa zehn Jahren am Markt sind 
(siehe Abschnitt 2), befinden sich die am weitesten entwickelten 
LHRH-Antagonisten noch immer in der Phase der klinischen 
Erprob~ng[~I  (Abb. 1). 

In Erganzung bereits vorliegender Ubersichten zu LHRH- 
Agonisten und -Antagonisfenfs - berucksichtigt dieser Bei- 
trag nicht nur aktuelle Entwicklungen in der Synthese, sondern 
auch solche hinsichtlich der Etablierung des humanen Rezep- 
tors zur spezifischen Charakterisierung von Wirkstoffen sowie 
gegenwartige Ansatze und Fortschritte bei der Suche nach und 
der Entwicklung von Peptidmimetica. 
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2. LHRH-Peptide als Therapeutica 

2.1. Agonisten 

Die ersten Jahre nach der Entdeckung des Gonadorelins wa- 
ren gekennzeichnet durch die Suche nach starker wirksamen 
Agonisten, weil deren therapeutisches Potential beispielsweise 
als Antitumorwirkstoffe oder in der Gynakologie offensichtlich 
war.[5. Solche ,,Superagonisten" bewirken letztlich sehr effi- 
zient eine reversible Unterdriickung der Freisetzung von Stero- 
id-Sexualhormonen. Allen modernen Superagonisten ist der 
Austausch von Glycin6 im nativen LHRH gegen andere, immer 
D-konfigurierte Aminosauren gemeinsam; einige weisen C-ter- 
minal statt Glycinamid einen Ethylamidrest (Buserelin, Leupro- 
relin) oder Azaglycinamid (Goserelin) auf. In allen klinisch rele- 
vanten Superagonisten sind acht von zehn Aminosauren der 

Abb. 1. Antiturnorwirkung von LHRH-Agonisten und -Antagonisten beim M ~ ~ ~ ,  
FSH = Follikel-stimulierendes Horrnon, ACTH = adrenocorticotropes Hormon. 
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Tabelle 1. Struktur von LHRH und am Markt befindlichen LHRH-Agonisten (angegeben sind bei diesen nur die gegeniiber L H R H  verinderten AminosPurereste) 

Name (Firma) Struktur 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

LHRH Glp[a] His TrP Ser TY r GIY Leu Arg Pro Gly-NH, 
Buserelin (Hoechst) o-Ser( tBu) Gly-NHEt 
Nafarelin (Syntex) ~ - ( 2 ) N a l  
Leuprorelin (Abbott, Tdkeda) o-Leu Gly-NHEt 
Goserelin (Zeneca) D-Ser(tBu) Azagly-NH, 
Histrelin (Ortho) o-His(Bz1) Gly-NHEt 
Triptorelin (Ferring) 0-Trp 

[a] Glp = Pyroglutaminsiure. 

LHRH-Sequenz konserviert; durch Tausch in maximal zwei Po- 
sitionen wird die relative biologische Wirkung, beispielsweise 
die Hormonsuppression bei Tumorpatienten, bis zu einem Fak- 
tor von 100 bei subcutaner Applikation ge~teigert .~~. ' '3  Ta- 
belle 1 faDt die wichtigsten derzeit am Markt befindlichen 
Derivate zusammen. Buserelin'" (Profact, Suprecur), Leu- 
prorelin'" (Carcinil, Enatone), Triptorelin'" (Decapeptyl) 
und Goserelin'" (Zoladex) (Handelsnamen in Deutschland) 
sind die umsatzstlrksten Produkte; weltweit wurden mit diesen 
Peptiden im Jahre 1994 entsprechende Wirkstoff-Formulierun- 
gen im Wert von ca. zwei Milliarden DM umgesetzt; davon iiber 
die Halfte allein von den Firmen Abbott und Takeda rnit Leu- 
prorelin. Fur die Jahrtausendwende wird ein Gesamtmarktvo- 
lumen von etwa 2.4 Milliarden DM fur alle LHRH-Indikatio- 
nen erwartet.[lzb1 

Die jihrlichen Produktionsmengen von Peptid-Arzneimitteln 
liegen in den GroDenordnungen von unter 100 kg bei Buserelin 
und deutlich iiber 100 kg beim Marktfiihrer Leuprorelin. Die 
Wirkstoffe werden in dieser GroDenordnung nur durch klassi- 
sche organische Synthese per Fragmentkondensation in Losung 
hergestellt. Bei der Firma Hoechst z. B. wird das Nonapeptid 
Buserelin aus den Bausteinen Glp-His, Trp-Ser-Tyr und D-Ser(t- 
Bu)-Leu-Arg-Pro-NHEt synthetisiert, wobei das N-terminale 
Dipeptid nach Kupplung von Tri- und Tetrapeptidbaustein zum 
entsprechenden C-terminalen Heptapeptid zur Gesamtsequenz 
kondensiert wird. Von entscheidender Bedeutung fur den Erfolg 
der Peptidsynthese im technischen MaDstab ist die Beherr- 
schung der jeweiligen physikochemischen ProzeBparameter wie 
Konzentrationen, Prazipitationen, Separationen, Reaktions- 
temperaturprofile und Aufreinigungstechniken, welche sich na- 
turgemaD gravierend von denen im LabormaDstab unterschei- 
den.[' 3a1 

2.2. Antagonisten 

Allen Superagonisten ist als intrinsische Aktivitat die anfang- 
liche voriibergehende Stimulation der Gonadotropin-Freiset- 
zung gemein. Zur Vermeidung dieses therapeutisch kontrapro- 
duktiven Effekts wurde bald nach der Etablierung von 
hochaktiven Agonisten auch nach entsprechenden Antagoni- 
sten gesucht, die diese initiale Hormonausschuttung nicht be- 
wirken. Ein letztes groDes Hindernis fur den klinischen Einsatz 
von hochwirksamen Antagonisten war das immanente anaphy- 
laktische Potential dieser Peptide. 

Ausgehend von der Sequenz des nativen LHRH wurden in 
rascher Folge alle Positionen der Peptidkette auf ihren jeweili- 

gen Beitrag zur biologischen Wirkung unter Beriicksichtigung 
der Nebenwirkungen studiert. Die nachhaltigsten friihen Ver- 
besserungen antagonistischer Aktivitat ergaben sich mit D-Phe' 
statt Histidin, rnit D-Aminosauren in Position 6 statt Gly6 und 
rnit D-Ala' statt des C-terminalen Glycins. Die schrittweise 
weitere Optimierung fiihrte zu dem inzwischen bei allen moder- 
nen Antagonisten iiblichen Schema einer Abfolge von D-Na1'- 
~-Phe(4-Cl) '-~-Pal~ (Nal = 2-Naphthylalanin, Pal = 3-Pyri- 
dylalanin) als hydrophobem Cluster sowie immer zu einer 
D-konfigurierten aromatischen oder aliphatischen, jedoch hy- 
drophilen Aminocarbonsaure6 und der C-terminalen hydrophi- 
len Sequenz Xxx8-Prog-~-Ala' O, bei der Xxx entweder Arginin 
oder Isopropyllysin ist. Die schrittweise Optimierung ist in meh- 
reren Ubersichtsartikeln ausgezeichnet d~kumentiert."~, ' 51 

Antagonisten der zweiten Generation bewirkten im Tierexpe- 
riment vorubergehende Odembildung in Gesicht und Extremit- 
aten infolge z. T. erheblicher Histaminfreisetzung durch Mast- 
zellendegranulation. Beobachtet wurden ferner Cyanosen und 
eine Beeintrachtigung der Atmung." 61 Als Ursache fur diese 
intolerablen Nebeneffekte wurde die Kombination von D-Argi- 
nin in Position 6 rnit den drei aromatischen Aminosauren im 
N-Terminus der Sequenzen angesehen." 71 Fur die gewiinschte 
biologische Potenz von Antagonisten ist unter anderem eine 
(R)-konfigurierte basische Aminosaure in Position 6 notwendig; 
der Durchbruch zu nebenwirkungsfreien hochaktiven Antago- 
nisten gelang A. V. Schally rnit den Derivaten SB-75 (INN: Ce- 
trorelix) und SB-88 durch Einbau von hydrophilen, nicht- 
basischen Aminosluren mit Carbamoylfunktion in den 
Seitenketten (D-Citrullin6 (D-Cit6), D-Homocitrullin6).['71 Die 
biologische Wirkung solcher von nennenswertem anaphylakti- 
schen Potential freien Sequenzen ist ausschlieBlich auf solche 
mit (R)-konfigurierten Aminosauren in Position 6 beschrankt ; 
Peptide mit L-Citrullin6 sind vermutlich wegen des ra- 
schen enzymatischen Abbaus in vivo nahezu unwirksam" 81 

(Abb. 2). 
Cetrorelix wird heute ausschlieljlich und mittlerweile im Kilo- 

gramm-MaBstab durch klassische Fragmentkondensation in 
Losung gewonnen. Zwei langjahrig optimierte und detailliert 
ausgearbeitete konvergente Synthesestrategien fiihren wahlwei- 
se iiber das N-terminale Tripeptid D-Nal'-D-Cpa2-D-Pa13 oder 
das C-terminale Tripeptid A ~ - g ~ - P r o ~ - ~ - A l a ' ~  und die jeweils 
komplementaren Heptapeptide Ser4-~-Ala" bzw. D-Nal' - 
Leu7 zum geschiitzten Decapeptid rnit tert-Butyl-Seitenketten- 
schutz, an dessen salzsaure Entfernung die Endreinigung durch 
praparative HPLC anschlieat. Die fur die biologische Aktivitat 
und zur Vermeidung raschen enzymatischen Abbaus notwendi- 
ge C- und N-terminale Funktionalisierung des acetylierten De- 
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Abb. 2.  Stabilitat von [o-Cit6]SB-75 (Cetrorelix; rot) und [~-Cit~]SB-75 (gelb) unter 
dem EinfluD von Humanserum (HPLC-Peptidgehalt x[%] iiber 60 h). 

capeptidamids wird bereits auf der Stufe der terminalen Tripep- 
tide durch Acetylierung der freien cr-Aminogruppe von Napht- 
hylalanin' rnit Acetylhydroxysuccinimid bzw. durch Verseifung 
des endstandigen Alaninmethylesters rnit Ammoniak in Metha- 
nol e r r e i ~ h t . [ ' ~ ~ ' ~ I  

Folkers et al. gelang die sukzessive Verbesserung von aktiven 
Antagonisten durch konsequente und systematische Modifika- 
tionen sowohl in der jeweiligen Sequenzposition als auch von 
Seitenkettensubstitutionen; die besten Erfolge wurden mit kom- 
plexen Substituenten in den Positionen 5, 6 und z. T. 8 erzielt. 
Ausgehend von Antide, einem hochpotenten, aber schlecht was- 
serloslichen Decapeptid rnit Nicotinoyl(Nic)-substituiertem 
Lysin' oder rnit D-Lysin6 (Schema I), wurden die Analoga [Lys- 
(Pic)',~-Lys(6ANic)~]Antide = Nictide, [~-3-Qal',c-PzAC- 
Ala',~-Lys(Pic)~,Arg']Antide = Argtide und [LyS(PiC)',D- 
Lys{Sar(Pic)j6]Antide = Sartide synthetisiert und hinsichtlich 
ihrer biologischen Wirkung ~harakter i s ie r t~ '~  - 231 (Pic = 
Picolinoyl, 6ANic = 6-Aminonicotinoyl, c-PzACAla = cis-3- 
(4-Pyrazinylcarbonylaminocyclohexyl)alanin, Qal = 3-(3-Chi- 
nolyl)alanin, Sar = Sarcosin = N-Methylglycin) . 

Flouret et al. berichteten uber 104 Analoga von Antide, des- 
sen klinischer Einsatz wegen ungunstiger Loslichkeitseigen- 
schaften stark beeintrachtigt ist. Beschrieben wird der Aus- 
tausch der Antide-typischen Nicotinoylgruppe gegen eine 
Vielzahl anderer Acylsubstituenten und der von Lysin gegen 
andere kurzkettige Aminosauren wie 2,3-Diaminopropionsaure 
oder 2,4-Diaminobuttersaure sowie die biologische Wirkung in 
Abhangigkeit der M~difikationen.~~] Xiao et al. synthetisierten 
einige wirksame Antagonisten (Tx-Serie) rnit nichtnaturlichen 
Aminosauren in den Positionen 5 und 6; die aktivste Sequenz 
Tx-44 enthalt statt Tyrosin' die von Phenylalanin abgeleitete 
Aminosaure 4-(Morpho1inomethyl)phenylalanin (Mop) 261 

Entscheidende Beitrage lieferten Rivier et al., deren Optimie- 
rungen zum Decapeptid Azalin rnit neuartigen Modifikationen 
in Position 5 und 6 fuhrten, wo sich aminotriazolsubstituiertes 
p-Aminophenylalanin bzw. Lysin befinden.12'. ''I Azalin B 
durfte zu den derzeit aktivsten Antagonisten weltweit gehoren. 
Den aktuellen Stand der Arbeiten bei der ,,Azalin-B-Familie" 
dokumentierte Rivier in einer U b e r s i ~ h t . [ ~ ~ ]  

Einen interessanten Ansatz zur Auffindung von gut wasser- 
loslichen Antagonisten publizierten Roeske et al.f301 Syntheti- 
siert wurden Decapeptide rnit seitenkettenmodifizierten D - G ~ u ~ -  
sowie D-Lys6-Derivaten, wobei stark polare und hydrophile 
Gruppen, z. B. Taurin, verwendet wurden. Die hochste antiovu- 
latorische Aktivitat (AOA) wurde bei D-Lys6-Substitution rnit 

Gulonsaure und D-Glu6-Substitution rnit Tris(hydroxymethy1)- 
aminomethan (Tris) erhalten (75 bzw. 50% AOA, 1 pg, Ratten- 
modell). Deghenghi beschrieb ein hochaktives Decapeptid rnit 
minimaler Histaminfreisetzung und guter Wasserloslichkeit. 
Dieses Antarelix benannte Peptid unterscheidet sich von SB-75 
(Cetrorelix) durch den Austausch von D-Citrullin6 gegen D- 

Homocitrullin6 und von Arginin' gegen Is~propyllysin'.[~'~ 321 

Durch die Verwendung von Lys(iPr)' kann das Histamin- 
freisetzungspotential weiter verringert werden. 

Die Firma Organon bearbeitet nach Lizenznahme den ur- 
sprunglich von der Firma Syntex stammenden Antagonisten 
Ganirelix (RS-26306), ein Decapeptid rnit neuartigen alkylmo- 
difizierten D-Aminosauren und D-Homoarginin-Bausteinen in 
Position 6 und 8.[331 Die Entwicklung einer ahnlichen Vorstufe 
namens Detirelix ([Arg'IGanirelix) war von Syntex eingestellt 
worden. Ramorelix (HOE 013) der Firma Hoechst ist ein Pep- 
tid-Antagonist rnit dem loslichkeitsverbessernden Zucker-Ami- 
nosaurebaustein O-a-L-Rhamnosyl-D-Serin6, seine biologische 
Aktivitat ist fur eine klinische Verwendung als Antitumorwirk- 
stoff jedoch moglicherweise unz~re ichend. [~~.  351 Die Firma 
Schering bearbeitete ebenfalls Peptid-Antagonisten rnit nicht- 
proteinogenen Aminosauren, wie E-dialkylierten Lysinresten 
oder Benzodiazepin-Arninocarbonsa~ren.[~~~ 371 ZK-I 57348 
enthalt N-6-Morpholinolysin in den Positionen 6 (D-Morlys) 
und 8 (L-Morlys); biologische Daten wurden nicht veroffent- 
licht. Ein interessanter Ansatz zur Herstellung oral verfugbarer 
LHRH-Antagonisten wird von der australischen Firma Bio- 
tech Pty. verfolgt, die sich rnit der Synthese von Antide-Vit- 
amin-B,,-Konjugaten beschaftigt. Die Derivate ahneln in ihrer 
In-vitro- und In-vivo-Wirkung Antide, sind aber erheblich bes- 
ser wasserloslich und somit parenteral a p p l i ~ i e r b a r . [ ~ ~ ~  391 In 
Schema 1 sind relevante Derivate sowie bekannte Kandidaten 
fur die Weiterentwicklung zusammengestellt. 

Die Suche nach Peptiden und Peptidmimetica der nachsten, 
d. h. der ,,vierten" Generation mit verbesserter pharmakologi- 
scher Wirkung halt weltweit unvermindert an. AuDer der klassi- 
schen Indikation der Therapie hormonabhangiger Tumore las- 
sen sich rnit LHRH-Antagonisten auch nichtmaligne Gewebs- 
veranderungen, z. B. Uterus-Myom oder die benigne Prostata- 
Hyperplasie (BPH) rnit Aussicht auf Erfolg behandeln. In der 
modernen Reproduktionsmedizin haben LHRH-Antagonisten 
signifikante Vorteile gegenuber den bisher ausschliel3lich ange- 
wendeten Agonisten. 

Die hochaktiven Decapeptide SB-88 und SB-75 (Cetrore- 
l i ~ ) [ ~ ~ ]  werden heute in mehreren Laboratorien als Leitstruktu- 
ren zur Auffindung stabiler, gut wasserloslicher Derivate rnit 
lang andauernder In-vivo-Aktivitat verfolgt. Bei Peptid-Anta- 
gonisten sucht man Cetrorelix-Analoga mit Modifikationen 
speziell in den Positionen 5,  6 und 7. Dort werden nicht- 
proteinogene Aminosauren, D-Alkylderivate und Aminosauren 
mit spezifisch variierter Seitenkette eingesetzt. Charakteristi- 
sche Substitutionsmuster solcher Modifikationen von Cetrore- 
lixanaloga sind in Abbildung 3 am Beispiel von D-LYS~ gezeigt. 

Die besten Derivate rnit jeweils hochster Rezeptoraffinitat 
ergeben sich bislang durch geeignete Modifikationen der 8-Ami- 
nofunktion von D-LYS~ mit polaren, hydrophilen Carbonsau- 
ren. Mit T-148 fanden Schally et al. eine Sequenz, in der Bisace- 
tyl-2,3-diaminopropionsaure an die E-Aminofunktion von 
[~-Lys~]SB-75 gebunden ist und die in vitro hochaktiv i ~ t . [ ~ ' ]  
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Schema 1. Strukturen von ausgewahlten LHRH-Autagonisten (als Basis dient Cetrorelix als die klinisch am weitesten entwickelte 
Substanz). hArg = Homoarginin, Anis = Anisol, Aph = p-Aminophenylalanin, FPS = 4-Fluorphenylpropionsaure, Hci = Homo- 
citrullin, Mop = Morpholinomethylphenylalanin, Morlys = N-Morpholinolysin, Nic = Nicotinoyl, Rha = Rhamnosyl. 

I Ac-D-Nal-D-Cpa-D-Pal-Ser-Xxx-D- Yyy-Zzz-Pro-D-Ala-NH2 

N H ~  

Xxx E Tyr oder andere Aminostiure 

Yyy = Leu oder andere Aminoslure 
Z u  = Arg oder Lys(iPr) 
R = Carbonsluren 

Beispiel : T-148 

Ac-~-Nal-D-Cpa-~-Pal-Ser-Tyr-~-Lys(Ac~Dap)-Leu-Arg-Pro- D - A I ~ - N H ~  

Abb. 3. Seitenkettenvariation von [D-Lys6]Cetrorelix-Analoga. Ac,Dap = 
N2,N3-DiacetyI-2,3-diaminopropionsaure. 

Auch Zuckerbausteine vom Typ der D-Glucopyranuronsauren 
als D-Lys6-Seitenkette fuhren zu hochaktiven Antagonisten rnit 
langandauernder Hormonsuppression in v iv0 . [~ ' ,~~1  Insertio- 
nen von cr-Aminocarbonsauren in andere als Position 6 des Pep- 
tidgrundgerusts bewirken im Einzelfall auch hohere Rezeptor- 
affinitat, aber bislang keine Wirkungssteigerung in v~vo.[ '~] 

Ein auffalliges Beispiel fur einen deutlichen Wirkungsverlust 
durch Chiralitatsumkehr an einer sensiblen Stelle des Molekul- 
gerusts rnit charakteristischer Abfolge optisch aktiver Zentren 
ist D-24308, ein L-Cpa2-Analogon von Antarelix (Schema 1) : 

Mit dem Austausch von D-Cpa' durch L-Cpa' geht die biologi- 
sche Aktivitat hier vollig verloren. 

Als gutes Beispiel fur die intensive Forschung nach effektive- 
ren Antagonisten durch Verwendung von Restriktionen, Cycli- 
sierungen und Sequenzverkurzungen seien die Arbeiten von Ha- 
viv et al. h e r v ~ r g e h o b e n . [ ~ ~ - ~ ~ ]  A-76154 der Firma Abbott ist 
ein Octapeptid-Antagonist rnit einer LHRH-Rezeptoraffnitat 
in der Grooenordnung wirksamer Decapeptide wie A-75998 
oder , ,Nal -Gl~ ' ' . [~~]  Molekulare Restriktionen wie Kopf- 
Schwanz-Cyclisierungen konnen bei Peptiden, aber auch bei 
heterocyclischen Leitstrukturen, rnit verbesserter Stabilitat und 
Wirkdauer einhergehen, wenn die Restriktion die bioaktive 
Konformation einschlieDt (matched core) .["I Ahnliches kann 
fur Dimerisierung und partielle Dimerisierung durch Anbin- 
dung geeigneter (Partial-) Sequenzen, z. B. an die D-Lys6-Seiten- 
kette, sowie fur die Cyclisierung unter Verknupfung von C-Ter- 
minus und Molekulmitte gelten. Folgerichtig wurden einige 
Cyclopeptide rnit LHRH-Sequenzen synthetisiert (siehe Sche- 
ma 2, 3). Ihre konformativen Eigenschaften werden in Ab- 
schnitt 3 diskutiert. 

3. Struktur und Konformation 

Die Modellierung von Peptiden wie LHRH zur ,,Auf- 
klarung" der biologisch aktiven Konformation begann bereits 
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in den siebziger Jahren rnit der Entwicklung von 
Potentialfunktionen, um die Energie- und Entro- 
piebetrage zu untersuchen, die zur Stabilisierung 
der Konformation einer Peptidkette in Losung 
beitragen.[s3, 541 Erste NMR-Untersuchungen 
rnit LHRH deuteten auf keine Vorzugskonfor- 
mation in Losung hin.[55. 59,601 Monahan et al. 
erklarten den signifikanten Unterschied zwi- 
schen [Ala6]LHRH und [ D - A ~ ~ ~ I L H R H  sowohl 
in der In-vitro- als auch in der In-vivo-Wirkung 
rnit der Bildung einer P-Schleife im Ser4-Tyr5- 
Gly6-Leu7-Segment von LHRH.[561 Diese An- 
nahme wurde von anhand von 
empirischen Konformationsanalysen von LHRH 
und analogen Verbindungen gestiitzt (Abb. 4). 
Die Substitution des Segmentes Tyr5-Gly6- 
Leu7-Arg8 durch ein sterisch eingeschranktes 
y-Lactam[6'1 als Model1 fur eine PI1'-Schleife, 
lieferte eine LHRH-analoge Verbindung, die 
sowohl in vitro als auch in vivo potenter als 
LHRH war. 
Molekiildynamik(MD)-Simulationsrechnun- 

I 1 I 
Schema 2. Strukturen von cyclisierten LHRH-Analoga, deren Konformationen aufgeklart wurden. 

. .  

gen von Struthers et a1.[62a, b] stiitzten das Vorliegen einer PII- 
Schleife und deuteten auf eine raumliche Trennung der hydro- 
phoben Seitenketten Trp3, Tyr5 und Leu7 hin, die moglicherwei- 
se mit einem hydrophoben Bereich des Rezeptors wechselwir- 

Abb. 4. Konformation von LHRH (reproduziert nach den Angaben in 
Lit. [57,58]). 

ken k ~ n n t e n . [ ~ ~ ]  Diese Rechnungen fiihrten zur Synthese des 
cyclischen LHRH-Antagonisten ~yclo(-A~~~-Pro'-~-Cpa~-~- 
Trp3-Ser4-Tyr5-Trp6-Leu7(N-Me)-Args-Pro9-P-Ala'o-) I (Sche- 
ma 2), der aber an den Rezeptor schwacher bindet als LHRH. 
Diese cyclische Verbindung wies zwei PI1'-Schleifen a ~ f , [ ~ ~ ]  die 
durch ein internes Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen ge- 
bildet werden. Der stabilisierende Effekt wurde ferner durch die 
iso-sterische Substitution der CONH- durch CH,NH-Gruppen 
in allen Positionen der Aminosaurenkette des Antagonisten 

[o-Nal'(N-Ac),D-Phe2, 3,~-Arg6,Phe7, D-A~~"]LHRH auljer in 
Position 9 u n t e r ~ u c h t . [ ~ ~ ~ l  Diese Substitution hat eine Vermin- 
derung oder gar das Fehlen der antiovulatorischen Aktivitat im 
biologischen Test zur Folge. Allerdings setzt eine derartige 
Interpretation voraus, dalj diese Modifikation nicht zu geander- 
ter Bindung am Rezeptor fiihrt. Es ist allerdings bekannt, daB 
auch Amidbindungen eines Substrates bei der Bindung am Re- 
zeptor beteiligt 

Um die Wechselwirkungen zwischen LHRH-Antagonisten 
und dem Humanrezeptor besser zu verstehen, wurden Cetro- 
relix in einer Kopf-Schwanz-Cyclisierung zum cyclischen Cetro- 
relix (,,Cyclorelix'') sowie Antarelix zu Cyclo-Antarelix und 
SB-88 zu Cyclo-SB-88 ~ m g e s e t z t [ ~ ~ ]  (Schema 3 ) .  Alle drei 
Cyclopeptide binden deutlich schwacher als die linearen Deri- 
vate (siehe Abschnitt 5.2). NMR-Untersuchungen in Methanol 
und DMSO ergaben keine Hinweise auf bevorzugte Konfor- 
mation(en) fur diese cyclisierten Verbindungen, so daB weiter- 
fiihrende Erkenntnisse iiber die Konformation der rezeptor- 
gebundenen Verbindung nicht erhalten werden konnten.[661 2D- 
NMR-Untersuchungen rnit LHRH in unterschiedlichen Lo- 
~ u n g s m i t t e l n [ ~ ~ ~  und NMR-Untersuchungen rnit Cetrorelix in 
Dimethylsulfoxid (DMSO), Trifluorethanol (TFE), H,O und 
Natriumdodecylsulfat(SDS)/H,0[681 deuten auf eine bevorzugt 
gestreckte Konformation von LHRH und eine mogliche Fal- 
tung im Segment Tyr5-Args von Cetrorelix hin, die aber keine 
Ahnlichkeit mit einer PI1'-Schleife hat. 

Die Suche nach aktiven LHRH-Antagonisten mit einge- 
schrankten Konformationen wurde von Dutta et al. fortge- 
~ e t z t . [ ~ ~ -  701 Aus der gezielten Cyclisierung hea re r  Peptide re- 
sultierten cyclische Derivate, bei denen die Seitenketten der 
Aminosauren in Position 5 und 8 einen Teil des Ringsystems 
bildeten. Die potenteste Verbindung dieser Reihe war AC-D- 
Cpa1-~-Cpa2-~-Trp3-Ser4-cyclo(Glu5-~-Arg6-Leu7-Lys8)- 
Pro9-~-Ala"-NH, 11, welche eine dreifach starkere Ovulations- 
inhibierung im Vergleich zu der der entsprechenden linearen 
Verbindung aufwies. Als Ergebnis der rechnerischen Konforma- 
tionsanalyse dieses Antagonisten und seines linearen Analogons 
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Einen neuartigen Ansatz zum De- 
sign von LHRH-Antagonisten ver- 
suchten Struthers et al.,[721 die aus der 
Analyse von MD-Simulationen von 
I[731 und - gestutzt durch NMR-Un- 
tersuchungen - eine vermeintlich re- 
zeptorbindende Konformation fur 
LHRH-Antagonisten vorschlugen. In- 
vitro-Untersuchungen ergaben fur die 
Bindung am LHRH-Rezeptor aller- 
dings einen K,-Wert > 100nM, der um 
ein Vielfaches hoher war als der KD- 
Wert der Bindung der entsprechenden 
linearen Verbindung (K,  = 0.21 nM). 
Zur Erklarung dieser Befunde wurden 
zwei Annahmen gemacht : 1. Der freie 
N- und der freie C-Terminus der line- 
aren Derivate spielen eine wichtige 
Rolle fur die Rezeptorbindung. 2. Die 
Anpassung des cyclischen Antagoni- 

Schema 3. Cyclisierte Analoga von Cetrorelix und strukturverwandten Verbindungen (Codenummern). 

wurden bicyclische LHRH-Antagonisten hergestellt, bei denen 
die Aminosauren 5 und 8 sowie beide Termini verbruckt wur- 
den.[7 'I Die Untersuchung dieser Verbindungen ergab Struktu- 
ren, bei denen eine 8-Schleife zwischen Position 3 und 6 vorhan- 
den war (Abb. 5 ) .  Da generell die In-vivo-Ergebnisse fur die 
bicyclischen Peptide ungunstiger ausfielen als die fur monocycli- 
sche 5,s-uberbruckte Derivate, war dies ein weiterer Hinweis 
darauf, daR freie Endgruppen eine wichtige Rolle bei der Bin- 
dung am Rezeptor spielen. 

Abb. 5. Konformation des Antagonisten bicyclo(f -10/5-8)(-D-CpaL-D-Cpa2-D- 
Trp3-Ser4-GluS-~-Arg6-Leu'-Lys'-Pro9-~-Al~'o-) (reproduziert nach den Angaben 
in Lit.[71]). 

sten in der Rezeptorbindungstasche 
war nicht optimal. 

Durch Optimierung gelangte man zum Antagonisten Ac- 
A33 4-pro1-~-Fpa2-~-Trp3-cyclo(Dap4-Tyr5-~-Trp6-Leu7-Arg8- 
A S ~ ~ ) - G ~ ~ ' ~ - N H ,  111 (Fpa = 4-Fluorphenylalanin), bei dem 
die Seitenketten von Dap4 und Aspg verbruckt sind. Die Bin- 
dungskonstante von 111 betragt K, = 55 nM. Durch Verbruk- 
kung der Aminosauren 4 und 10 wurde A C - A ~ . ~ - P ~ O ' - D - F ~ ~ ~ -  
~ - T r p ~  -cyclo(Asp4-Tyr' - D -(2)Na16 - Leu7 -Arg8 -Pro9 - Drp")- 
NH, IV[74, 751 (Drp = 2,3-Diaminopropionsaure) synthetisiert, 
wobei eine pII'-Schleife im Segment 5-8 durch zwei H-Brucken 
stabilisiert wird. AuRerdem wurde der EinfluR des Einbaus von 
L-Tic (Tetrahydroisochinolylalanin) in unterschiedliche Positio- 
nen des linearen Antagonisten Ac-D-Na11-~-Cpa2-~-Pa13-Ser4- 
Tyr'-~-Pal~-Leu~-Arg~-Pro~-~-Ala'~-NH, durch Molekulme- 
chanik-Rechnungen un te r~uch t . [~~]  Die Substitution von D-Tic 
in Position 6 scheint zur Erhaltung einer PI1'-Schleife beizutra- 
gen. Es ist bekannt, daB eine D-Aminosaure, die durch L-Ami- 
nosauren flankiert ist, eine PI1'-Schleife stark induziert. Die 
D-Aminosaure besetzt dann die (i+ 1)-Position. Besonders 
stark wirkt D-Pro, das D-Tic ent~pricht.[ '~~] Weitere mi- 
metische Modelle fur PII-Schleifen wurden von Rizo und 
Gierasch in einem Ubersichtsartikel iiber theoretische Betrach- 
tungen von konformativ eingeschrankten Peptiden disku- 
tiert.[771 

Der Effekt der N-Methylierung an a-Amidbindungen bei 
LHRH-Agoni~ten[~~]  und -Antag~nisten[~'] fuhrte zu dem 
uberraschenden Ergebnis der Umwandlung einiger Agonisten 
in Antagonisten. In der Mehrzahl waren die N-methylierten 
Agonisten weniger aktiv als die entsprechenden nicht- 
methylierten. Bei den Antagonisten waren alle Tyr5(N-Me)-De- 
rivate uberraschend gut wasserloslich. Insbesondere bei der Se- 
quenz Ac-~-(2)Nal'-~-Cpa~-~-(3)Pal~-ser~-Tyr~(N-Me)-D- 
Lys(Ni~)~-Leu~-Lys(iPr)~-Pro~-~-Ala'~-NH, (A-75998) war 
die Konformationsanderung entscheidend sowohl fur die Los- 
lichkeit als auch fur die Bindungsaffinitlt am Rezeptor. Durch 
die N-Methylierung wird das cisltrans-Isomerenverhaltnis ver- 
andert und die Bildung der H-Brucke verhindert, was zu einer 
schlechteren Assoziation sowie maRiger Kristallisation fuhrt. 
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Zusatzlich wird durch die Methylierung eine Wasserstoffbruk- 
kenbindung gebrochen, die sonst zur Stabilisierung der PII- 
Schleife beitragt. Ein weitergehender Versuch, durch Methylie- 
rung von C,-Atomen gezielt die Konformation von LHRH- 
analogen Verbindungen zu andern, wurde von Liff et al. unter- 
n~mmen.[~']  Solche Substitutionen fuhrten jedoch zu keinen 
wesentlichen Konformationsanderungen. 

Umfangreiche theoretische Konformationsanalysen an nati- 
vem LHRH sowie an LHRH-Agonisten und -Antagonisten lie- 
ferten Nikiforovich und Marshall.[80. 811 Fur LHRH wurde eine 
hohe Flexibilitat festgestellt, im Einklang rnit bisherigen NMR- 
Untersuchungen mit linearen Peptiden entsprechender Ketten- 
lange. Das Fragment Tyr5-Gly6-Leu7-Arg8 nimmt, da Gly wie 
eine D-Aminosaure fungiert, eine Vorzugskonformation an, 
ohne jedoch eine ausgepragte PII-Schleife zu bilden. Rechnun- 
gen deuten auf unterschiedliche Konformationen im Segment 
5-8 fur Agonisten und Antagonisten hin. Die Geometrie der 
N-terminalen Tripeptide war allerdings bei Agonisten und An- 
tagonisten ahnlich. 

Ein weiterer Versuch, die ,,biologisch aktive Konformation" 
von LHRH und Analoga zu bestimmen, wurde durch NMR- 
und MD-Untersuchungen am konformativ eingeschrankten bi- 
cyclischen Antagonisten bicycl0(4-10/5-8)(Ac-~-(2)Nal'-~- 
Cpa2-~-Trp3-Asp4-Glu5-~-Arg6-Le~7-Lys8-Pro9-Drp' O-NH,) 
V untergenommen.[821 Hier konnte die Existenz einer PI1'- 
Schleife im Segment 5-8 (D-Arg in (i+ l)-Position) belegt wer- 
den. Der zusatzliche 5,8-RingschluR veranderte die Konforma- 
tion der 4,lO-Brucke in der ursprunglichen monocyclischen 
Verbindung nur unwesentlich. NMR-Untersuchungen an eini- 
gen cyclisierten LHRH-Antagonisten und deren linearen Ana- 
logs (bester cyclischer Antagonist : Ac-D-Cpa'-D-Cpa2-D- 
Trp3-Ser4-cyclo(Glu5-~-Arg6-Leu7-Lys8)-Pro9-~-Ala' O-NH, 
VI) ergaben eine Struktur, bei der wie in Lit.[711 beschrieben eine 
p-Schleife im Segment 3 -6 vorhanden war.[831 Dariiber hinaus 
waren die Seitenketten 1 und 10 durch ein Netz aus H-Brucken 
in unmittelbare raumliche Nahe gekommen. Diese cyclischen 
Verbindungen wiesen im Antiovulationsassay (AOA) eine hohe- 
re Potenz als die entsprechenden linearen Peptide auf. 

Neueste Erkenntnisse iiber die mogliche Konformation von 
rezeptorgebundenen LHRH-Antagonisten wurden von Rizo 
et al. in einer Studie rnit dem bicyclischen LHRH-Antagoni- 
sten bicyclo(4-10/5,5'-8)(Ac-~-(2)Nal'-~-Cpa~-~-Pa1~-Asp~- 
Glu5(Gly)-~-Arg6-Leu7-Dbu8-Prog-Dpr'o-NH2) VII (Dbu = 
2,4-Diaminobutterslure) gew~nnen.['~I Dieser Antagonist ent- 
halt eine PII-Schleife im Bereich Glu5-~-Arg6, eine PI'-Schleife 
im Bereich ~ -Arg~-Leu '  und eine fiII-ahnliche Schleife zwischen 
Pro' und der Seitenkette von Dpr". Der Vergleich rnit den 
Ergebnissen aus Lit.["] macht deutlich, daI3 4-10/5-8-bicycli- 
sche Peptide - trotz doppelter Einschrankung - mehrere, unter- 
schiedliche Konformationen annehmen konnen. 

Die biologischen Aktivitaten der bisher untersuchten cycli- 
sierten LHRH-Agonisten und -Antagonisten waren nie wesent- 
lich hoher als die der lineare Derivate. Deutlich wird, daR 
die Enden frei sein mussen, um sich an der Rezeptorbindung 
beteiligen zu konnen. Obwohl NMR-Untersuchungen und 
MD-Simulationen auf die Existenz einer 1-Schleife im Seg- 
ment 5-8 oder 3-6 hinweisen, bleibt die hohe Flexibilitat 
von Oligopeptiden weiterhin das Hauptproblem bei der 
Suche nach der biologisch aktiven Konformation und der Opti- 

mierung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Es wird immer 
klarer, daI3 neue Ansatze zur Losung dieses Problems erforder- 
lich sind. 

4. Rezeptorassays 

4.1. Der pituitare LHRH-Rezeptor - 
ein Rhodopsin-ahnlicher G-Protein-gekoppelter 
Serpentin-Rezeptor 

Nach der Isolierung des hypothalamischen Peptides LHRH 
und dessen Sequenzbestimmung im Jahr 1971 durch A.V. 
Schally und Mitarbeiter['. 8 5 1  gelang erst 1984 die Klonierung 
der entsprechenden cDNA. Diese kodiert das Vorlauferprotein 
aus 92 Aminosauren, aus dem durch proteolytische Prozessie- 
rung das Decapeptid gebildet wird.[861 Nach intensiver For- 
schung gelang es 1992 mehreren Arbeitsgruppen, den hochaffi- 
nen Rezeptor fur LHRH aus der murinen gonadotropen 
aT3-1-Zellinie zu k l ~ n i e r e n . ' ~ ~ .  881 Diese immortalisierte murine 
Hypophysenzellinie zeigt eine recht hohe LHRH-Rezeptor-Ex- 
pression, was die Isolierung der cDNA durch Expressionsklo- 
nierung in Oocyten von Xenpous luevis ermOgli~hte.[*~, 
Basierend auf der cDNA-Sequenz des murinen LHRH-Rezep- 
tors wurden die homologen cDNA-Gene des Menschen, der 
Ratte, des Rindes und des Schafs kloniert.[" -''I Die Homolo- 
gie des murinen Rezeptors zu dem der Ratte und dem des Men- 
schen betrlgt 97 bzw. 89%. Der pituitare, hochaffine Rezeptor 
fur LHRH gehort zur rhodopsinahnlichen Familie von G-Pro- 
tein-gekoppelten 7-Helix-Rezeptoren, welche auch als Serpen- 
tin-Rezeptoren bezeichnet werden (eine Ubersicht findet sich bei 
Iismaa et al.[981). Zu dieser Familie zahlen beispielsweise die 
Rezeptoren fur die Peptide Somatostatin, Thyrotropin-Rele- 
asing Hormon (TRH), Cholecystokinin (CCK) sowie fur die 
Neurokinine A und B und fur Substanz P.["] Die cDNA des 
humanen LHRH-Rezeptors kodiert ein Protein aus 328 Amino- 
sauren. Auffallend ist, daR das Rezeptorprotein nahezu keine 
C-terminale, cytoplasmatische Domane (nur zwei Aminoslure- 
reste) aufweist und die fur viele G-Protein-gekoppelte Rezepto- 
ren typische Jignature-Sequenz" von DRY'40 nach DRS14' 
verandert ist.['ool Daruber hinaus wurde das chromosomale 
Gen des humanen LHRH-Rezeptors, bestehend aus 3 Exons 
und 2 Introns, kloniert.['O'l 

LHRH induziert sowohl in kultivierten gonadotropen Zellen 
der Hypophyse als auch in der uT3-l-Zellinie eine dosisabhangi- 
ge Synthese des sekundaren Botenstoffs (second messenger) D- 

rnyo-Inosit-l,4,5-trisphosphat (InsP,) und einen biphasischen 
Anstieg der intrazellularen Ca2 +-Konzentration [Ca? '1 
(Abb. 6).['021 Da diese Signale durch das Pertussis-Toxin nicht 
gehemmt werden, konnte eine Beteiligung der Gi- und Go-Sub- 
familie trimerer G-Proteine ausgeschlossen werden." 03] Neuere 
Arbeiten an der gonadotropen aT3-1-Zellinie ergaben, daR die 
Signalweiterleitung nach Aktivierung des Rezeptors uber ein 
G-Protein des Subtyps GJG, erfolgt und so uber Phospholipa- 
se-C-Subtyp P (PLCP) an den Inositphospholipid-Signalweg 
koppelt.[' 04] Auch in rekombinanten Zellen ist der heterolog 
exprimierte LHRH-Rezeptor funktional, d. h., die Stimulation 
rnit Agonisten fuhrt nach G-Protein-Kopplung zur Synthese 
beispielsweise von InsP, .[93, loS1 
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Neben der Bestimmung 
der Bindungsaffinitat, aus- 
gedruckt als Dissoziations- 
konstante &[nM], 1st die 
Charakterisierung der funk- 
tionellen Eigenschaften ei- 
nes Liganden von Bedeu- 
tung. In fruhen Arbeiten 
wurden hierzu kultivierte 
primare Zellkulturen z. B. 
aus Huhnerhypophysen ver- 
wendet, deren Agonist-sti- 
mulierte oder Antagonist- 
inhibierte Freisetzung von 
luteinisierendem Hormon 
(LH) man durch ein Radio- 
immunoassay (RIA) be- 
~ t immte . [ '~ '~  Diese verlal3- 
liche, aber aufwendige Me- 
thode ist durch Bestim- 
mungen von intrazellularen 
Botenstoffen wie InsP, an 
permanenten Zellinien oder 

entsprechenden Reportergen-Testsystemen vereinfacht worden. 
In Abbildung 7 a  ist ein Nachweis von InsP, nach Stimulation 

Abb. 6. Vereinfachte Darstellung des Signaltransduktionsweges des LHRH-Rezeptors. DAG = Diacylglycerol. 

4.2. Der humane LHRH-Rezeptor - Klonierung, 
heterologe Expression und rekombinante Systeme 
fur die Testung von LHRH-Antagonisten 

Fur die Auffindung und die Charakterisierung von potenten 
LHRH-Antagonisten fur klinische Anwendungen ist die Klo- 
nierung des humanen Rezeptors von groI3er Bedeutung, wird 
hierdurch doch die Erstellung relevanter, einfacher Testsysteme 
moglich. In der Vergangenheit wurde eine erste In-vitro-Cha- 
rakterisierung von Peptid-LHRH-Antagonisten in klassischen 
Rezeptor-Ligand-Bindungstests rnit iodinierten LHRH-Deriva- 
ten durchgefuhrt, zumeist unter Verwendung von grob gereinig- 
ten Membranfraktionen aus Ratten-Hypophysen.['06. '''I Da 
verschiedentlich eine speziesabhangige Bindung von LHRH- 
Derivaten beschrieben wurde, war diese Vorgehensweise prag- 
matisch, aber nicht ~nproblematisch.[~'~ lo8, lo'] Insbesondere 
wird dies fur nichtpeptidische Rezeptorliganden zutreffen, da 
diese wahrscheinlich auch rnit nichtkonservierten Aminosaure- 
resten aul3erhalb der Peptidbindungstasche des Rezeptorpro- 
teins wechselwirken. Dies wurde z. B. fur den Neurokinin-I-Re- 
zeptor mit Substanz P als endogenem Ligand und chemisch sehr 
diversen antagonistischen, nichtpeptidischen Verbindungen ge- 
zeigt." "1 Aufgrund dieser Uberlegungen wurde nun der huma- 
ne LHRH-Rezeptor stabil in Saugerzellinien wie Maus-L-Zellen 
exprimiert. Den Rezeptor uberexprimierende Einzelzellklone 
wurden isoliert und in Rezeptor-Ligand-Bindungstests an intak- 
ten Zellen unter physiologischen Bedingungen eine pharmako- 
logische Charakterisierung und Validierung des Testsystems un- 
ter Verwendung des authentischen Hormons sowie relevanter 
LHRH-Superagonisten und -Antagonisten vorgen~rnmen.[ '~~] 
Eine Vielzahl weiterer, strukturell unterschiedlicher Peptid- 
LHRH-Antagonisten wurden in Kompetitionsexperimenten 
rnit ['251]Cetrorelix auf diese Weise getestet. Das Ergebnis fur 
klinisch relevante und cyclisierte Peptide wird in Abschnitt 5 
diskutiert (siehe Abb. 8). 

Abb. 7. Charakterisierung der Funktion peptidischer LHRH-Antagonisten. a) Sti- 
mulation der InsP,-Synthese durch LHRH sowie durch den Superagonisten [D- 
Trp6]LHRH (Triporelin/Decapeptyl) in Maus-L-Zellen, die den humanen LHRH- 
Rezeptor iiberexprimieren. Die InsP,-Menge bezieht sich auf 4 x lo6 Zellen; als 
Kontrolle wurden nicht mit Peptid stimulierte Zellen verwendet. b) Hemmung der 
Stimulation von l O n M  LHRH durch einige Antagonisten (1 und 10nM). Hier ist die 
zellulare InsP,-Konzentration [YO] relativ zu dem spezifisch durch 10 nM LHRH 
maximal induzierten InsP,-Signal angegeben (100% entsprechen 7.63 bzw. 
11.68 pmol InsP, auf 4 x lo6 Zellen). 
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rnit LHRH und dem Superagonisten [ D - T ~ ~ ~ I L H R H  beispiel- 
haft fur die rekombinante, den humanen LHRH-Rezeptor 
uberexprimierende Zellinie gezeigt. Das Agonist-stimulierte Si- 
gnal wird dabei dosisabhangig durch einen Antagonisten wie 
Cetrorelix bis auf das Niveau nichtstimulierter Zellen verringert 
(Abb. 7b).['051 

Ausgewahlte Peptide werden derzeit durch Messung der 
Testosteronkonzentration im Serum mannlicher Ratten in vivo 
getestet. Ein potenter LHRH-Antagonist fuhrt hier bei einer 
einmaligen subcutanen Applikation zu einer andauernden 
Testosteronsuppression. Nach unserer bisherigen Erfahrung 
korreliert die Wirksamkeit im Tier in der Regel gut rnit den in 
vitro am humanen LHRH-Rezeptor bestimmten Bindungsaffi- 
nitaten. In den Fallen, in denen trotz hoher Bindungsaffinitat 
keine In-vivo-Wirksamkeit auftrat, sind vermutlich pharmako- 
kinetische Eigenschaften des Peptids entscheidend. Zukunftig 
werden auch transgene Tiere fur eine In-vivo-Testung sehr wich- 
tig werden. 

5. Vergleichende Untersuchungen 

5.1. Vergleich klinisch relevanter Antagonisten 

Bezuglich ihrer Bindungsaffinitat als auch der funktionellen 
Eigenschaften wurden einige, z. T. klinisch relevante Peptid- 
LHRH-Antagonisten am humanen LHRH-Rezeptor getestet. 
Hierbei handelt es sich um Cetrorelix (SB-75, D-20761), SB-88 
(D-20455), Antide (Serono), Antarelix (D-23234), Ganirelix 
(Organon/D-24598) sowie ein sequenzverkiirzter Antagonist 
von Abbott, [Pro8-NHEtIA-761 54 (D-24710). In entsprechen- 
den Kompetitionsbindungstests rnit [1251]Cetrorelix als mar- 
kiertem Liganden und unterschiedlichen Konzentrationen des 
zu testenden Peptides wurde die Bindungsaffinitat als Dissozia- 
tionskonstante KD[nM] bestimmt (Abb. 8, Tabelle 2). Danach 
weist Cetrorelix die groI3te Affinitat zum humanen Rezeptor 
auf, gefolgt von seinem Analogon SB-88. 
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Abb. 8. Bindungsaffnitat selektierter peptidischer LHRH-Antagonisten. Dosis- 
Wirkungs-Kurven entsprechender Kompetitionsbindungstests rnit [' Z51]Cetrorelix 
als markiertem Ligand sind exemplarisch fur die Peptide Cetrorelix (KO = 0.18 nM), 
Antarelix (KD = 0 . 2 6 n ~ ) ,  Ganirelix (KD = 0.4511~) und Cyclorelix (KD = 9.81 nM) 
gezeigt. Die Auswertung mehrerer Experimente und eine vergleichende Darstellung 
der Bindungsaffinititen ist in Tabelle 2 gezeigt. 

Tabelle 2. Bindungsaffnitaten klinisch relevanter Peptid-LHRH-Rezeptorantago- 
nisten [a]. 

Peptid Bindungsaffnitat &[nM] 

LHRH 3.610&0.89 (4) 
Cetrorelix (D-20761) 0.202i0.03 (10) 
SB88 (D-20455) 0.209i0.002 (2) 
Antarelix (D-23234) 0.233i0.04 (3) 
Antide (Bachem) 0.360i0.13 (3) 
Ganirelix (D-24598) 0.405k0.04 (2) 
[Pro8-NHEtIA-761 54 (D-24710) 2.371 50.69 (2) 

[a] Die Bindungsaffnitaten der Peptid-LHRH-Antagonisten wurden in Kompeti- 
tionsbindungstests mit ['251]Cetrorelix als markiertem Ligand bestimmt. Die Dosis- 
Wirkungs-Kurven und die Dissoziationskonstanten KDk un (n  = Zahl der 
Experimente, angegeben in Klammern) wurden mit dem Programm EBDA/ 
Ligand 3.0[133] berechnet. Zum Vergleich ist die Bindungsaffnitat des authenti- 
schen Liganden LHRH angegeben. 

In einem funktionalen Assay an der fur die Radioligand-Bin- 
dungstests verwendeten Zellinie wurden nun selektierte Peptid- 
Antagonisten getestet (siehe Abb. 7b). Hier bestimmt man die 
Hemmung der durch Stimulation rnit 1 0 n ~  LHRH induzierten 
Synthese von InsP, durch den jeweiligen Antagonisten in den 
Konzentrationen 1 und 10nM. Auch hier ist Cetrorelix in der 
Lage, die Bildung des sekundaren Botenstoffs am wirksamsten 
zu hemmen. 

5.2. Vergleich cyclisierter, antagonistischer 
LHRH-Derivate 

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitat am humanen LHRH- 
Rezeptor wurden die cyclisierten Peptid-LHRH-Antagonisten 
cyclisiertes Cetrorelix (,,Cyclorelix", D-23620), Cyclo-Antarelix 
(D-24236), Cyclo-SB-88 (D-24307) und partialcyclisiertes Ce- 
trorelix (,,Halbcyclorelix", D-24418) getestet. Die entsprechen- 
den Bindungsaffinitaten sind in Form der Dissoziationskon- 
stanten KD [ n ~ ]  in Tabelle 3 angegeben. Alle Cyclopeptid- 
Analoga der potenten Antagonisten weisen eine deutlich schwa- 
chere Bindung als die linearen Vorstufen auf. 

Tabelle 3. Bindungsaffnitaten cyclisierter Peptid-LHRH-Rezeptorantago- 
nisten[a]. 

Peptid Bindungsaffinitat K,[~M] 

Cyclorelix (D-23620) 12.87+ 3.1 
Cyclo-Antarelix (D-24236) 13.645 1.69 
Cyclo-SB 88 (D-24307) 24.74510.57 
Halbcyclorelix (D-24418) 10.41 i 0 . 2 7  

[a] Die Bindungsaffinitaten der cyclisierten LHRH-Antagonisten wurden in einem 
Kompetitionsbindungstest rnit ['z51]Cetrorelix als markiertem Ligand bestimmt. 
Die Dosis-Wirkungs-Kurven und die Dissoziationskonstanten KD+ urn ( n  = Zdhl 
der Experimente, hier n = 2) wurden rnit dem Programm EBDA/Ligand 3.0[133] 
berechnet. 

6. LHRH-Rezeptor-Modellierung 

Die Struktur eines Rezeptors, der an ein G-Protein gekoppelt 
ist, konnte bisher nicht bestimmt werden. Erkenntnisse uber die 
Molekiilstruktur und die Funktionalitat des Rezeptors wurden 
nur durch zielgerichtete Mutagenese-Experimente gewon- 
nen,[111-1131 D urch Molecular-Modeling-Rechnungen kann 
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die rdumliche Struktur eines Rezeptors naherungsweise ermit- 
telt werden. Hoflack et al. haben ein Modell fur die Bindung 
und die Aktivierung des Gonadothyrotropinhormons am Re- 
zeptor vorgeschlagen.[1141 Fur den LHRH-Rezeptor wurde ein 
Modell von Kuhne et a1.[1151 entworfen, das sich auf die be- 
kannte Kristallstruktur von Bakteriorhodopsin[' 16] und auf 
veroffentlichte Befunde iiber Rinderrhodopsin stiitzt.[" 7.  18] 

Durch Homologie-Modeling wurden die Aminosauren des hu- 
manen LHRH-Rezeptors auf die sieben transmembranalen He- 
lices des Bakteriorhodopsins positioniert. In gIeicher Weise und 
unter Berucksichtigung von Daten der Brookhaven Protein-Da- 
tenbank wurden die extrazellularen Schleifen modelliert.[l'gl 
Die Orientierung der Helices konnte durch Hydropathie-Stu- 
dien fixiert werden. Nach der Minimierung der Energie des Ge- 
samtmodells mit dem AMBER-Kraftfeld wurde eine MD-Si- 
mulation uber 100 ps durchgefiihrt. Unter den Bedingungen 
dieser Simulation war die Modellstruktur stabil; die relative 
Anordnung der sieben Helixes zueinander anderte sich wenig. 
Die prolinhaltigen Helixes bildeten dabei den typischen 
,,Knick" fur solche Strukturen (Abb. 9). Dieses Modell konnte 
Aufschlusse iiber die biologisch aktive Konformation von 
LHRH-Agonisten und -Antagonisten ermoglichen und da- 
durch den Weg zur Optimierung von Struktur-Wirkungs-Bezie- 
hungen vereinfachen. 

Abb. 9. Energieminimierte Struktur eines Modells des humanen LHRH-Rezep- 
tors. 

7. Die Suche nach Peptidmimetica fur den 
LHRH-Rezeptor 

Die Suche nach Peptidmimetica als Wirkstoffe ist weltweit im 
Gange; prominente Beispiele dafur sind Angiotensin-II-Anta- 
gonisten vom Typ Losartan sowie (substituierte) Benzodiazepi- 
none als hochaffine Liganden des Somatostatin-Rezeptors. Eine 
rasch anwachsende Zahl von Publikationen behandelt Endo- 

thelinrezeptor-Antagonisten (Ro 46-2005, L-744453), Wachs- 
tumshormon-Analoga (MK-0677), CCK-Antagonisten (MK- 
329), Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisten (Win-64338) und 
Substanz-P-Antagonisten (CP-99994).['20-1241 Intensive An- 
strengungen werden speziell auf dem Gebiet der Fibrinogen-Re- 
zeptor-Antagonisten unternommen, um die native Arg-Gly- 
Asp(RGD)-Sequenz zu ersetzen und zu oral gut wirksamen 
Substanzen zu gelangen.[1251 

Seit einigen Jahren verstarken sich auch Bestrebungen, 
LHRH-rezeptoraffine Substanzen zu finden, welche nicht die 
charakteristischen stoffspezifischen Eigenschaften und auch 
Nachteile von Peptiden (kurze Halbwertzeit, mangelnde Biover- 
fiigbarkeit) haben, aber dennoch eine hohe Bindungsaffinitat 
aufweisen. Solche Substanzen sollten nach Moglichkeit oral 
applizierbar und im Organismus hinreichend stabil sein sowie 
ahnlich giinstige pharmakologische Parameter wie Peptid-An- 
tagonisten aufweisen. Mogliche Hinweise auf die LHRH-mime- 
tische Wirkung des Antimycoticums Ketoconazol stammen aus 
klinischen Untersuchungen zu dessen EinfluB auf Prostatakrebs 
und Testosteronsuppression."26. '"I W eitergehende ' Untersu- 
chungen bei der Firma Abbott ergaben eine schwache antagoni- 
stische Wirkung von Ketoconazol und modifizierten Analoga 
(Schema 4) in vitro und in vivo, wobei die biologische Aktivitat 
solcher Derivate moglicherweise nicht vornehmlich durch 
LHRH-Antagonismus vermittelt wird.['28, 

Ketoconazol a-cl 

Ketoconazol-Partialgerust mit Dipeptidbaustein 

Schema 4. LHRH-Mimeticd auf Basis der Ketoconazol-Teilstruktur[128,129] 

Von der Firma Abbott stammen mehrere Publikationen zur 
mimetischen Stabilisierung und Modifizierung von Peptiden 
(Pseudo-Peptide) , z. B. durch Verwendung von N-Alkylamino- 
sauren, Cyclisierungen und Sequenzverkiirzung ohne Wir- 
kungs~e r lus t . [~~ ,  51, 7 8 ,  1301 

Komplexe hochsubstituierte Stickstoff-Heterocyclen schei- 
nen, wie von der Firma McNeil dargelegt (Schema 5 ) ,  LHRH- 
antagonistisches Potential aufzuweisen." 351 In Patenten der 
Firma Takeda wurden Benzodiazepine, Benzodiazepinone, he- 
terocyclische benzosubstituierte Alkylamine und kiirzlich auch 
Thienopyridincarbonsauren als LHRH-Rezeptorantagonisten 
mit submikromolarer Rezeptorbindungsinhibierung beschrie- 
ben, die unter anderem fur die Verwendung als Antitumorwirk- 
stoffe bei hormonabhangigen Tumoren geeignet sind.[13 1* 331 
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Wir danken H. Kessler, Technische Univer- 
sitat Miinchen, fur zahlreiche NMR-spektro- 
skopische Untersuchungen und Ratschlage bei 
der Abfassung des Manuskripts sowie A .  IZ 
Schally, Tulane University, New Orleans, fur 
die Einfiihrung in das Thema ,,Endokrino- 
logie " und seine stetige Unterstiitzung. Die 
Zusammenarbeit rnit H.  Michel und M. Reil- 
under, Max-Planck-Institut, Frankfurt, sowie 

Me0 OMe G. Krause und R.  Kiihne, Forschungsinstitut 
Molekulare Pharmakologie, Berlin, auf dern 
Gebiet des humanen LHRH-Rezeptors wurde 

Takeda, EP 679642 A, Takeda, WO 95/28405 McNeil, US-A 4678784 

vom Bundesministerium fur  Bildung und For- 
schung (BMBF; Forderkennzeichen: 
0310697) gefordert. 

Schema 5. LHRH-Antagonist-Peptidmimetica [131,132] 

Eine Leitstruktur aus der zuletzt genannten Substanzklasse be- 
findet sich derzeit in praklinischer Priifung. 

Bei ASTA Medica werden ebenfalls Substanzen bearbeitet, 
die ein hohes Potential als antagonistische LHRH-Mimetica 
aufweisen sollten. Basierend auf eigenen Arbeiten rnit sequenz- 
verkiirzten und cyclisierten Peptiden und bestatigt durch jiingste 
Veroffentlichungen von der Firma Takeda, in denen Cyclo- 
pentapeptide rnit AffinitIt zum humanen LHRH-Rezeptor in 
der GroBenordnung von IC,, = 0.07 p~ beschrieben wur- 
den," 341 werden sowohl kurzkettige Cyclopeptide als auch nie- 
dermolekulare Mimetica auf Basis kondensierter Heterocyclen 
synthetisiert und evaluiert. Die Suche nach Leitstrukturen wird 
dabei durch den Einsatz von Substanzbibliotheken und Hoch- 
durchsatz-Screeningsystemen erleichtert und weiter beschleu- 
nigt.[136. 1371 

8. Zusammenfassung und Ausblick 

LHRH-Agonisten sind gut etablierte, umsatzstarke Pharma- 
wirkstoffe rnit einem Anwendungsschwerpunkt in der Tumort- 
herapie und der Gynlkologie. Trotz friihzeitig aufgenommener 
Suche und intensiver weltweiter Forschungstatigkeit ist derzeit 
noch kein LHRH-Antagonist auf dem Markt; die besten Chan- 
cen dafiir werden der am weitesten entwickelten Substanz Ce- 
trorelix, einem Wirkstoff mit verbesserter Selektivitat, hoher 
Stabilitiit und langer Wirkdauer, eingeraumt. 

Durch molekularbiologische Verfahren konnten humane Re- 
zeptorassays etabliert und funktionelle Tests konzipiert werden, 
so daR klinisch relevanter Antagonisten gezielter optimiert und 
charakterisiert werden konnen. Hier konnten intensive Konfor- 
mationsanalysen sowohl an linearen als auch an cyclisierten 
Analoga noch keinen Ansatzpunkt fur eine Wirkungs- sowie 
Bioverfiigbarkeits-Steigerung liefern. Trotz fortgeschrittener 
Formulierungsverfahren wurde das Ziel einfacher, kostengiin- 
stiger Darreichungsformen hier bisher noch nicht zufriedenstel- 
lend erreicht. 

Peptidmimetica sind bei ahnlichen Wirkeigenschaften den ih- 
nen zugrundeliegenden Peptiden hinsichtlich Herstellungsauf- 
wand und Applikationsweise in aller Regel klar iiberlegen; mit 
den vorhandenen Ansatzen und Leitstrukturen wird die Suche 
nach solchen pharmakologisch derart bedeutsamen Substanzen 
kiinftig noch weiter intensiviert werden, um mit der vierten Ge- 
neration von LHRH-Derivaten der Herausforderung an die 
moderne Pharmaforschung erfolgreich begegnen zu konnen. 
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