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Das rationale Design biologisch aktiver Molek�le bedarf
einer wiederholten Abfolge von Schritten zur Aufkl�rung der
Rezeptorstruktur, gefolgt vom Entwurf eines potenziellen
Liganden, dessen Synthese und der Bestimmung seiner bio-
logischen Aktivit�t. Leider kennt man derzeit weit mehr
Proteinsequenzen als dreidimensionale Proteinstrukturen.
Der bislang beste theoretische Ansatz zur L'sung dieses
Problems ist das Erstellen von Homologiemodellen. Es ist
m'glich, ein geeignetes dreidimensionales Modell f�r das
strukturell unbekannte Protein aufzubauen, wenn die Se-
quenzhomologie �ber 40% liegt. Ein so erstelltes Homolo-
giemodell ist f�r rationales Wirkstoffdesign geeignet.[1] Hier
beschreiben wir die Anwendung unseres k�rzlich ver'ffent-
lichten Homologiemodells des a5b1-Integrins[2] auf die Ent-
wicklung hoch aktiver (bis in den subnanomolaren Bereich)
Liganden mit Selektivit�t gegen das eng verwandte avb3-In-
tegrin. Basierend auf Struktur�berlegungen wurde die Se-
lektivit�t in beide Richtungen hin ver�ndert. Die syntheti-
sierten Liganden k'nnten dazu beitragen, die Rolle beider
Integrine in vivo aufzukl�ren, und k'nnen als Leitstrukturen
f�r die antiangiogenetische Krebstherapie fungieren.

Integrine sind heterodimere Zelladh�sionsrezeptoren, die
an einer Vielzahl pathologischer Prozesse wie der Metasta-
sierung von Tumoren, Thrombose, Entz�ndungen und
Osteoporose beteiligt sind.[3] Sie sind daher seit geraumer
Zeit wichtige Ziele in der pharmazeutischen Industrie.[4] Seit
Brooks et al. berichteten, dass das von uns entwickelte
Cyclopentapeptid cyclo(-Arg-GlyAsp-d-Phe-Val-) (= c(-RG-
DfV-)),[5a] das die Integrine avb3 und avb5 bindet, durch
Angiogenese-Inhibierung das Tumorwachstum hemmt,[6]

wurden viele avb3-Liganden entwickelt, von denen einige
bereits klinische Tests durchlaufen.[7] So befindet sich das
cyclische, N-methylierte Pentapeptid c(-RGDf[NMe]V-)[5b]

als „Cilengitide“ derzeit in der klinischen Phase II f�r die
Behandlung von Glioblastomen.

In j�ngster Zeit wurde die proangiogenetische Wirkung
der av-Integrine durch Knock-out-Experimente ernsthaft
infrage gestellt. So zeigten av-Knock-out-M�use verst�rkt
Angiogenese, w�hrend b3/b5-defizit�re M�use keine signifi-
kanten Ver�nderungen aufwiesen.[8,9] Dagegen konnte die
proangiogenetische Funktion des a5b1-Rezeptors klar nach-
gewiesen werden, was den Forschungsschwerpunkt immer
mehr Richtung a5b1 verlagerte.[10,11] Anders als im Fall der
Integrine avb3 und aIIbb3, deren aufgekl�rte Kristallstruk-
turen detaillierte Einblicke in die Bindung von Liganden er-
m'glichten,[12, 13] gibt es vom a5b1-Integrin nur unzureichende
Daten zu Struktur und Bindungsverhalten.[14]

Der Mangel an Liganden[15,16] f�r das a5b1-Integrin
bewog uns, diesen Rezeptor n�her zu untersuchen. Erste
Anhaltspunkte f�r die Struktur neuer m'glicher a5b1-Li-
ganden lieferte das Homologiemodell des a5b1-Integrins im
Komplex mit dem k�rzlich publizierten Liganden SJ749.[2,16]

Die große Ihnlichkeit zwischen den Integrinen avb3 und
a5b1 (53% Jbereinstimmung von av mit a5, 55% Jber-
einstimmung in der Kopfgruppe von b3 mit b1) sollte es er-
m'glichen, die Qualit�t unseres Modells durch die Synthese
einer Bibliothek maßgeschneiderter Liganden zu pr�fen.
Analog zu anderen RGD-�hnlichen Liganden enthalten
unsere Verbindungen ein Carboxylat und eine basische
funktionelle Gruppe im Abstand von ca. 13 L. Beim Ver-
gleich beider Bindungstaschen fallen zwei Regionen auf,
deren Mutationen zum Erreichen von Selektivit�t zwischen
a5b1- und avb3-Integrinen genutzt werden k'nnen: In der b-
Untereinheit sind (b3)-Arg214 und (b3)-Arg216 durch (b1)-
Gly217 bzw. (b1)-Leu219 ersetzt, was zu einer Aufweitung
der a5b1-Bindungstasche f�hrt (die wichtigen Mutationen
sind in Abbildung 1 hervorgehoben). Dadurch sollte a5b1 im
Unterschied zu avb3 Liganden tolerieren, an deren Grund-
ger�st sich sterisch anspruchsvolle Reste befinden. Des Wei-
teren sorgt dieMutation von (av)-Asp150 zu (a5)-Ala159 f�r
eine schw�cher saure Bindungsstelle in der a5-Untereinheit,
deren Gestalt zus�tzlich dadurch ver�ndert ist, dass (av)-
Thr212 gegen (a5)-Gln221 ausgetauscht ist. Damit k'nnte
auch durch eine Inderung der basischen Gruppe Selektivit�t
induziert werden.

Basierend auf dem Tyrosingrundger�st, das bereits er-
folgreich in Integrinliganden zum Einsatz gekommen war,[17]

wurde eine Reihe von Liganden synthetisiert und unter Be-
r�cksichtigung der durch das Modeling gewonnenen Er-
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kenntnisse modifiziert. Die m'glichen Bindungsmodi der
Liganden wurden mit dem Programm AutoDock[18] (siehe
Hintergrundinformationen) ermittelt, das seine Zuverl�ssig-
keit bei der Vorhersage von Ligand-Rezeptor-Komplexen
bereits in fr�heren Studien am avb3-Integrin unter Beweis
gestellt hatte.[19]

Abbildung 1 zeigt den Liganden 3b, angedockt an die
a5b1-Bindungstasche, zusammen mit mutierten avb3-Ami-
nos�ureresten (gelb). Das Carboxylat koordiniert das in der
MIDAS (metal-ion-dependent adhesion site) befindliche
Metallion (Ca2+ oder Mn2+) der b-Untereinheit, w�hrend das
basische Aminopyridin eine schmale Furche an der Oberseite
der (a5)-b-Propellerdom�ne ausf�llt und dabei Wasserstoff-
br�cken zum hoch konservierten (a5)-Asp227 bildet. Das
Tyrosinger�st erm'glicht eine p-Stapelwechselwirkung mit
dem parallel ausgerichteten (a5)-Phe187; das Gleiche gilt f�r
die Mesitylengruppe und (b1)-Tyr127. Ausschlaggebend f�r
die a5b1-Selektivit�t ist die sperrige Mesitylengruppe, die
diese Position in avb3 wegen des Raumanspruchs von (av)-
Arg214 nicht einnehmen kann. W�hrend das Carbamid 3b
planar ist, ist im Sulfonamid 3c die Mesitylengruppe um 908
um die SO2-N-Bindung verdreht und zeigt dadurch in Rich-
tung der a-Untereinheit (Abbildung 2). Diese Position ist in
beiden Integrintypen m'glich und f�hrt zu einem Verlust der
a5b1-Selektivit�t – wenngleich eine nanomolare Affinit�t
erhalten bleibt.

Da durch die Docking-Experimente auch alternative
Bindungsmodi zug�nglich sind, k'nnte man dar�ber disku-
tieren, ob die sperrige Mesitylengruppe unbedingt diese Po-
sition einnehmen muss. Bei den alternativen Modi ragt die
hydrophobe Mesitylengruppe allerdings aus dem Rezeptor
heraus und ist damit der w�ssrigen Umgebung ausgesetzt, was
zu einemVerlust an Bindungsenthalpie f�hrt. Die Bedeutung,
die eine hydrophobe Gruppe in unmittelbarer N�he zur
Carboxygruppe des Liganden f�r die Bindungsaffinit�t hat,
konnte bereits fr�her aufgezeigt werden.[20] Im Fall von 3b

bildet die Mesitylengruppe eine p-p-Wechselwirkung mit
(b1)-Tyr127 und eine Wasserstoffbr�cke zum Carbonylsau-
erstoffatom von (b1)-Asn218 im R�ckgrat.

Auff�llig ist, dass das ortho-Substitutionsmuster am
Arylrest (3b, 3d, 3 f) sowohl f�r die Aktivit�t als auch f�r die
Selektivit�t entscheidend ist (Tabelle 1). Ersteres k'nnte mit
einer gesteigerten Hydrophobie, letzteres mit der einge-
schr�nkten Flexibilit�t des Arylrests erkl�rt werden. Als
wirksamster Ligand dieser Reihe zeigt 3 f die h'chste Affi-
nit�t zu a5b1 (IC50= 0.7 nm) bei gleichzeitig guter Selektivit�t
gegen avb3 (ca. 300fach). Die para-Isopropoxygruppe kann
dabei dank ihrer r�umlichen Orientierung eine Wasserstoff-
br�cke zu dem im (b1)-SDL (SDL: specifity-determining
loop) gelegenen (b1)-Ser171 bilden.

Zus�tzlich zu den a-Tyrosinliganden wurde eine Reihe
von Verbindungen mit b-Tyrosinger�st synthetisiert. Da eine
Vielzahl bekannter avb3-Liganden in b-Position zum Carb-
oxylat substituiert ist,[20, 21] verwundert es nicht, dass 6e eine
hohe Affinit�t zu avb3, aber nur eine mittlere Affinit�t zu
a5b1 aufweist. Diese Pr�ferenz ist bei allen b-Tyrosinliganden
zu beobachten. Da der sperrige Substituent in b-Position re-
lativ flexibel ist, sollte diese Selektivit�t nicht ausschließlich
mit einer Wechselwirkung mit (b3)-Arg214 zusammenh�n-
gen. Betrachtet man die Unterschiede zwischen der a5- und
der av-Untereinheit genauer, fallen zwei Mutationen auf
(siehe auch Abbildung 1): Zum einen ist (a5)-Ala159 durch
(av)-Asp150 ersetzt, das einen zus�tzlichen Wasserstoff-
br�ckendonor an der basischen Gruppe bevorzugt (eine
Wasserstoffbr�cke wird mit (av)-Asp218 gebildet); zum an-
deren verk�rzt die Mutation von (av)-Thr212 zu (a5)-Gln221
den Teil der Bindungsstelle, der die basische Gruppe des Li-
ganden bindet, weshalb die l�ngeren b-Aminos�uren besser
in die avb3-Bindungstasche passen.

Abbildung 1. B+nderdarstellung der Bindungstasche des a5b1-Inte-
grins (a5 blau, b1 rot) mit dem vorhergesagten Bindungsmodus von
3b (grau). Wichtige Aminos+uren im Rezeptor sind hervorgehoben,
die zugehKrigen Reste im avb3-Rezeptor gelb eingef+rbt und in Klam-
mern aufgef,hrt. Das Metallion in der MIDAS-Region ist als violette
Kugel gezeigt. N-Atome sind blau, O-Atome rot und H-Atome weiß
dargestellt; gr,ne gepunktete Linien entsprechen H-Br,cken.

Abbildung 2. Mberlagerung der Rezeptoroberfl+chen (Connolly-Oberfl+-
chen-Darstellung) von a5b1 (grau) und avb3 (durchscheinend rot). 3b
(gelb) und 3c (grau; S-Atom orange) wurden an den a5b1-Rezeptor
angedockt. Der Mesitylenrest von 3b w,rde in avb3 mit (b3)-Arg214
in Konflikt kommen, das in a5b1 nicht vorhanden ist. Die resultieren-
de a5b1-Selektivit+t geht im Fall des Sulfonamids 3c wegen der unter-
schiedlichen Ausrichtung des Mesitylenrests verloren.
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F�r den eindeutigen Nachweis, dass die k�rzere a5b1-
Bindungstasche genutzt werden kann, um die Selektivit�t f�r
avb3 zu erh'hen, f�hrten wir eine Methylgruppe in allen
m'glichen Positionen des 2-Aminopyridinrings ein (Tabel-
le 1). Wie erwartet hatte eine 4-Substitution (6c) keinen
Einfluss auf die Selektivit�t, da die Methylgruppe aus dem
Rezeptor herausragt. Eine Substitution in 6-Position (6a)
hatte hingegen massiven Einfluss auf die a5b1-Affinit�t. Eine
Erkl�rung f�r die �berraschend niedrige Aktivit�t von 6d ist
eine durch intramolekulare sterische Hinderung erzwungene
Drehung des Pyridinrings aus der Ebene, was die Bildung
einer zweiz�hnigen Salzbr�cke zu (a5)-Asp227 oder (av)-
Asp218 einschr�nkt. Wegen der hohen Sequenz�bereinstim-
mung zwischen avb3 und avb5 (65% Jbereinstimmung von
b3 mit b5)[22] nehmen wir an, dass die beschriebenen Modi-
fikationen die gleichen Auswirkungen auf das Bindungsver-
halten des avb5-Integrins haben. 6a ist ein sehr guter Ligand

f�r avb3 mit vergleichsweise niedriger Affinit�t gegen a5b1.
3 f und 6a erm'glichen daher die Untersuchung der Rolle von
a5b1 und avb3 in biologischen Systemen. Wie erwartet
weisen beide Liganden eine niedrige Affinit�t zum Blut-
pl�ttchen-Integrin aIIbb3 auf (IC50> 10 mm f�r 3 f, ca. 1 mm
f�r 6a), was bei der Entwicklung von Leitstrukturen f�r die
antiangiogenetische Krebstherapie von großer Bedeutung ist.

Die Verbindungsreihe aus Tabelle 1 wurde durch O-Al-
kylierung von a- oder b-Tyrosinmethylester mit einer Reihe
von Aminopyridylalkoholen unter Mitsunobu-Bedingungen
hergestellt. Der Aminopyridylalkohol 1 wurde durch nu-
cleophile aromatische Substitution aus dem kommerziell er-
h�ltlichen 2-Brompyridin und 3-Aminopropanol bei 150 8C in
95% Ausbeute erhalten (Schema 1).[23] Die methylsubstitu-
ierten Aminopyridylalkohole wurden aus den jeweiligen 2-
Chlormethylpyridinen durch Oxidation mit meta-Chlorper-
benzoes�ure zum N-Oxid (78–89%),[24] nucleophile aroma-
tische Substitution (> 95%) und Reduktion unter H2-Atmo-
sph�re mit einem Pd-Katalysator (60–82%) erhalten
(Schema 2). Die Aminopyridylalkohole wurden anschließend
mit den Boc-gesch�tzten a- oder b-Tyrosinmethylestern in
einer Mitsunobu-Reaktion mit Tributylphosphin und Azo-
dicarbonyldipiperidid (ADDP) umgesetzt. Die Tyrosinether
2 und 5a–e wurden so in niedrigen bis m�ßigen Ausbeuten
(15–68%) erhalten.[25]

Schema 1. Synthese der Liganden 3a–f : a) 3-Aminopropanol, 150 8C,
12 h; b) N-Boc-Tyrosinmethylester, PBu3, ADDP, THF, 0 8C, 8 h;
c) w+ssr. HCl, Dioxan, 1 h; d) Benzoylchlorid, NaHCO3, Dioxan/
Wasser, 0.5 h (a); aromatische Carbons+ure, HATU, DIPEA, DMF, 3 h
(b,d,e,f) oder Mesitylensulfonylchlorid, DIPEA, DMF, 8 h (b); e) LiOH,
Methanol, H2O, HPLC-Reinigung. Boc= tert-Butoxycarbonyl, HATU=
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluoro-
phosphat, DIPEA=Diisopropylethylamin.

Tabelle 1: IC50-Werte der synthetisierten a5b1- und avb3-Liganden.

Nr. Verbindung R IC50 [nm]
[a] a5b1 IC50 [nm]

[a] avb3

1 3a 243 190

2 3b 2.5 703

3 3c 46 3.4

4 3d 3.1 1624

5 3e 416 318

6 3 f 0.7 279

7 6a 3946 13

8 6b 215 2.5

9 6c 67 0.9

10 6d 6969 245

11 6e 264 1.2

[a] IC50-Werte stammen aus einem kompetitiven ELISA-Test. Dabei
wurden die immobilisierten nat,rlichen Integrinliganden Fibronectin
und Vitronectin sowie die entsprechenden gelKsten Integrine a5b1 und
avb3 verwendet (Details siehe Hintergrundinformationen).
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Die niedrigen Ausbeuten der Mitsunobu-Reaktion ließen
sich durch Einsatz N-Boc-gesch�tzter Aminopyridylalkohole
steigern; 5c konnte sogar nur auf diese Weise erhalten
werden. Die vollst�ndig gesch�tzten Ligandvorstufen wurden
mit HCl in Dioxan/Wasser von der Boc-Schutzgruppe befreit,
und das freie Amin wurde je nach Ligandenklasse mit einer
aktivierten aromatischen Carbons�ure (HATU, DIPEA in
DMF f�r die Liganden 3b,d,e,f) oder mit Benzoylchlorid und
NaHCO3 in Dioxan/Wasser (6a–e, 3a) acyliert. Das Sulfon-
amid 3c wurde mit Mesitylensulfonylchlorid und DIPEA in
DMF hergestellt. In der letzten Stufe wurde der Methylester
mit f�nf Iquivalenten LiOH in Methanol/Wasser gespalten
und die Verbindung durch pr�parative Umkehrphasen-HPLC
gereinigt (Synthese und Charakterisierung der Verbindungen
finden sich in den Hintergrundinformationen).

Vor dem Hintergrund einer steigenden Bedeutung des
a5b1-Integrins in der Entwicklung antiangiogenetischer
Krebsmedikamente stellen wir hier den nichtpeptidischen
Integrinliganden 3 f vor, der a5b1 mit Aktivit�ten im subna-
nomolaren Bereich und hoher Selektivit�t bindet. Durch
minimale Modifizierungen gelang zudem die Herstellung von
Liganden, die bevorzugt an avb3 binden. Diese Liganden
zeigen nur sehr geringe Aktivit�t gegen den aIIbb3-Rezeptor.
Auf der Basis eines Homologiemodells f�r a5b1, der Analyse
der Bindungsmodi sowie ausgedehnter Studien zu Struktur-
Aktivit�ts-Beziehungen schlagen wir ein Modell f�r das ra-
tionale Design von a5b1-Liganden vor, das f�r die Entwick-
lung von Leitstrukturen und in biologischen Studien zur Se-
lektivit�t von Integrinen verwendbar ist.
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Schema 2. Synthese der Liganden 6a–e : a) 4a–e, N-Boc-b-Tyrosinme-
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