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Die geriiststarre Aminosiure f3-Acc verleiht Integrinliganden Aktivitiit

und Selektivitat**

Sylwia Urman, Katharina Gaus, Yi Yang, Ulf Strijowski, Norbert Sewald,* Silvia De Pol und

Oliver Reiser*

Wechselwirkungen zwischen der extrazelluldren Matrix und
Membranproteinen sind fiir Zelladhésion, Gewebebildung
und Signaltransduktion iiber die Zellmembran von Bedeu-
tung. Wichtige Proteine fiir die Zelladhision sind die Inte-
grine. Viele dieser Integrine, z. B. os; und o,f3;, erkennen die
Tripeptidsequenz -Arg-Gly-Asp- (RGD) in ihren Liganden.
Die Entdeckung der Rolle der RGD-Sequenz fiir Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Wechselwirkungen hat zur Entwicklung
einer grof3en Zahl von RGD-Peptiden und -Peptidmimetika
fiir potenzielle therapeutische Anwendungen gefiihrt. Losli-
che Derivate solcher Verbindungen sind in der Lage, als
kompetitive Inhibitoren die Wechselwirkung zwischen RGD
enthaltenden Proteinen und den entsprechenden Integrinen
zu unterbinden, wihrend immobilisierte RGD-Peptide die
Zellanbindung an kiinstliche Implantate unterstiitzen.!
Integrine spielen bei zahlreichen Krankheiten eine ent-
scheidende Rolle: Integrin a,f3; fordert die Angiogenese, ein
notwendiger Vorgang fiir Tumorwachstum und Metastasie-
rung, reguliert die Adhidsion von Krebszellen und ist am
Verlauf der Osteoporose beteiligt.”! Integrin osB; ist zwar
ebenfalls an der Angiogenese beteiligt, spielt aber vorwie-
gend bei entziindlichen Prozessen eine Rolle, etwa bei
Asthma oder rheumatoider Arthritis.”! Daher ist die Ent-
wicklung neuer, peptidischer Liganden mit hoher Aktivitat
und Selektivitit fiir die unterschiedlichen Subtypen der In-
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tegrine eine bedeutende Aufgabe fiir Biochemie und medi-
zinische Chemie.

Fiir das rationale Design biologisch aktiver Peptide ist die
Voraussage ihrer dreidimensionalen Struktur notwendig. Das
»rdumliche Screening® (spatial screening) von Peptiden und
Peptidmimetika ist in diesem Zusammenhang ein wichtiges
Konzept™ und wird bei der Suche nach einer unbekannten
aktiven Konformation einer Erkennungssequenz eines Li-
ganden angewendet. Rdumliches Screening zur Entwicklung
von Peptidliganden umfasst die Synthese einer Bibliothek
von stereoisomeren Cyclopeptiden, wobei die Cyclisierung
eine Finschriankung der Peptidkonformation bewirkt. Ein
Erkennungsmotiv, z.B. die RGD-Sequenz, wird mit einem
sekundirstrukturinduzierenden Molekiilfragment, etwa einer
D-Aminosiure,” einer N-Alkylaminosiure® oder einer j-
Aminosiure®® kombiniert.

Das cyclische Pentapeptid cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Val-), 1, wurde von Kessler et al. im Rahmen des raumlichen
Screenings als hoch aktiver und selektiver Ligand des Inte-
grins o,f; entwickelt.® Der Austausch von Valin durch sein
N-methyliertes Derivat fiihrte zum Peptid cyclo-(-Arg-Gly-
Asp-D-Phe-N(Me)-Val-), das noch héhere biologische Akti-
vitat und Selektivitat fiir Integrin a,f3; mit einem ICs-Wert im
subnanomolaren Bereich aufweist.”! Dieses Peptid wird ge-
genwirtig unter dem Namen Cilengitide als Tumorthera-
peutikum in klinischen Studien untersucht.['*!!

Die Gegenwart von f-Aminosduren stabilisiert ausge-
wihlte Konformationen in Cyclopeptiden, wodurch eine en-
tropiebedingt verbesserte Rezeptorbindung erreicht wird,
solange die biologisch aktive Konformation noch zugénglich
ist. Wenn in ein Cyclopentapeptid eine einzelne $-Amino-
sdure eingebaut wird, nimmt sie bevorzugt die zentrale Posi-
tion einer y-Schleife ein, die um eine Methyleneinheit er-
weitert ist und daher Pseudo-y-Schleife (¥y) genannt wird.[®!
Der konformative Einfluss einer 3-Aminosdure kann sogar
den einer D-Aminosdure iibersteigen, weshalb 3-Aminosiu-
ren zunehmend als herausragende <y-Schleifenmimetika er-
kannt werden.®

Derivate von cis-p-Aminocyclopropancarbonsiure (f3-
Acc)>] haben sich als niitzliche Bausteine zur Stabilisie-
rung von Sekundirstrukturen in Peptiden erwiesen," was fiir
die Synthese von kurzen Neuropeptid-Y-Analoga mit hoher
Affinitit zum Rezeptorsubtyp Y; genutzt wurde.'"”! B-Acc
kann als Chimére aufgefasst werden, die sich hinsichtlich
ihrer konformativen Préferenz wie f-Aminosduren und hin-
sichtlich ihrer Fahigkeit zur Bildung von Wasserstoffbriicken
wie Methylaspartat verhilt.

Wir stellen hier die Synthese, Untersuchung der biologi-
schen Aktivitdt und Strukturbestimmung neuer Liganden des
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Integrins a,3; vor. Die Pentapeptide cyclo-(-Arg-Gly-Asp-
(+)-p-Acc-Val-) (3) und cyclo-(-Arg-Gly-Asp-(—)-p-Acc-
Val-) (4) enthalten die zueinander enantiomeren Bausteine
(+)/(=)-B-Acc in Nachbarschaft zum RGD-Motiv. Zellad-
hésionstests zeigten eine hohe Affinitét dieser neuen Peptide,
deren Effizienz mithilfe einer Strukturanalyse im Rahmen
von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen erklart werden kann.
Die linearen Peptide wurden durch Festphasensynthese nach
der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)/fBu-Schutzgruppen-
strategie erhalten.'® Die B-Acc-Derivate wurden dabei als
Dipeptide (Abbildung 1) eingefiihrt.

a) COOtBu b) COOtBu
H H
Fmoc\N/L'rN ~COOMe FmOC‘N/([(N"‘ COOMe
H o H o ;

COOH COOH

Abbildung 1. Die in die cyclischen RGD-Peptide eingebauten Dipeptide
Fmoc-Asp (OtBu)-(+)-p-Acc-OH (a) und Fmoc-Asp(OtBu)-(—)-p-Acc-
OH (b).

Die biologische Aktivitdt der Peptide 1-4 wurde in Zell-
adhésionsassays mit zwei Krebszelllinien untersucht. Die
Adhision der K562- und WM115-Zellen an ihre Liganden
Fibronectin und Vitronectin wird vorwiegend durch die In-
tegrine asf3; bzw. o,B; vermittelt.”! Die Fihigkeit der RGD-
Peptide 3 und 4, die Adhésion von K562- und WM115-Zellen
an ihre Liganden zu inhibieren, wurde mit der der zuvor be-
schriebenen Peptide cyclo-(-Arg-Gly-Asp-pD-Phe-Val-) (1)
und cyclo-(-Arg-Gly-Asp-p-Phe-Val-f-Ala-) (2)P! verglichen
(Tabelle 1).

Tabelle 1: In Zelladhisionstests mit WM115- und K562-Zellen be-

stimmte 1Csp-Werte der Cyclopeptide.

Peptid WM115, o, B, K562, s, K562/
ICso™ [um] ICso [um] WM1158

1 0.2 (0.06) 18.5 (6.4) 92.5

2 1.4 (0.40) 9.1 (5.3) 6.5

3 0.02 (0.002) 1.5 (0.5) 75.0

4 0.6 (0.23) 1.8 (0.7) 3.0

[a] In Klammern ist die Standardabweichung gegeben. [b] Verhiltnis der
ICsp-Werte der Cyclopeptide aus den Testreihen mit K562 und WM115.

Das Referenzpeptid 1 inhibierte die Adhésion von
WM115-Zellen an Vitronectin mit 1Cs;=0.2 um, in guter
Ubereinstimmung mit den Daten von Aumailley et al. fiir die
Inhibitionswirkung dieses Peptids.””! Peptid 3, das (+)-B-Acc
enthilt, zeigte eine zehnfach erhohte Affinitét (ICs, =20 nm),
wihrend die Inhibitorwirkung des diastereomeren Peptids 4
ungefdhr im gleichen Bereich wie die von 1 lag. Das Hexa-
peptid 2 dagegen hatte nur einen moderaten Einfluss auf die
Adhision von WM115-Zellen an Vitronectin (IC5y=1.4 um).

Die durch Integrin asp; vermittelte Zelladhédsion von
K562-Zellen an Fibronectin wurde durch die Peptide 3 und 4
mit ICs-Werten von 1.5 bzw. 1.8 um nahezu gleich stark in-
hibiert. In diesem Assay waren beide Peptide 3 und 4 etwa

Angew. Chem. 2007, 119, 4050 —4053

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

fiinf- bis sechsmal aktiver als das Referenzpeptid 2, das sei-
nerseits doppelt so aktiv wie Peptid 1 war. Die Peptide 3 und 4
hatten einen stdrkeren Einfluss auf die Wechselwirkung zwi-
schen Vitronectin und Integrin o,f; als auf die Wechselwir-
kung zwischen Fibronectin und Integrin asf3;. Das Verhiltnis
der ICs;-Werte aus beiden Tests (K562/WMT115) sollte eine
grobe Abschitzung der Selektivitit der Peptide beziiglich der
Integrine asf3; und o.f; ermoglichen. Die Peptide 1 und 3
zeigten eine hohere Selektivitit zugunsten von Integrin o, ;.
Die signifikant erhohte Affinitdt von 3 zu Integrin a,f; muss
eine Konsequenz der Einfiithrung des rigiden -Acc-Derivats
sein, wobei 3 der bislang aktivste bekannte Ligand fiir das
Integrin o, f3; ist.

Abstandsinformationen aus NOESY-Spektren wurden fiir
Distanzgeometrierechnungen verwendet. Die dabei erhalte-
nen Strukturen wurden einem Clustering nach der Ahnlich-
keit ihrer Riickgrattorsionswinkel unterzogen.!"”! Fiir 3 und 4
wurde jeweils ein Cluster, der tiber 95% aller Strukturen
umfasste, gefunden und nachfolgend als Startstruktur fiir
Molekiildynamikrechnungen unter Beriicksichtigung der ex-
perimentell ermittelten Abstandsinformationen genutzt
(restrained MD). Erneutes Clustering der so erhaltenen
Konformere nach ihren Riickgratstorsionswinkeln ergab fiir 3
einen Hauptcluster, der mehr als 87 % der in der Trajektorie
auftretenden Strukturen umfasste. Fiir 4 wurden zwei Cluster
erhalten, von denen der dominierende 80% der in der Tra-
jektorie auftretenden Strukturen enthielt. Die zentralen
Strukturen der Hauptcluster fiir 3 und 4 (Abbildung 2)
wurden als Startstrukturen in Rechnungen mit freier Mole-
kiildynamik eingesetzt. Wéahrend das Riickgrat beider Pep-
tide recht starr um die [3-Acc-Reste blieb, wurde eine relativ
hohe Dynamik in der RGD-Sequenz beobachtet, was auch
von anderen cyclischen Pentapeptiden bekannt ist.’! Aus
diesem Grund basiert die hier vorgestellte Konformations-
analyse auf den Strukturen, die aus der Rechnung mit ein-
geschrinkter Molekiildynamik (restrained MD) resultierten,
da diese aus experimentellen Abstandswerten erhalten
wurden.

Der Abstand zwischen den CP-Atomen von Asp und Arg
bestimmt, ob die RGD-Sequenz eher gestreckt oder geknickt
ist. In fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass das RGD-Motiv
in Peptidliganden von Integrin a,f; eine geknickte Konfor-
mation mit einem Abstand zwischen den CP-Atomen von Asp
und Arg von ungefihr 650 pm einnimmt."” Da p-Amino-
sduren die i+ 1-Position einer PII'-Schleife bevorzugen,
nimmt die RGD-Sequenz von cyclischen Pentapeptiden wie
cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) eine geknickte Konforma-
tion mit Glycin in der zentralen Position einer y-Schleife ein,
wodurch hoch aktive Liganden des Integrins a,3; mit einem
Abstand von 668 pm zwischen den CP-Atomen von Asp und
Arg erhalten werden.?" In dem bereits frither untersuchten
Peptid cyclo-(-Arg-Gly-Asp-Phe-D-Val-) wurde Asparagin-
sdure in der zentralen Position der y-Schleife gefunden. Bei
diesem Peptid betrigt der Abstand zwischen den CP-Atomen
von Asp und Arg 905 pm. Daher ist in diesem Fall die RGD-
Sequenz stdrker gestreckt und das Peptid weniger aktiv und
weniger spezifisch fiir a,f3;. Das Referenzpeptid 2 ist ebenfalls
durch eine gestreckte RGD-Sequenz charakterisiert, mit
930 pm Abstand zwischen den CP-Atomen von Asp und Arg,
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Abbildung 2. Uberlagerung (oben) und schematische Darstellungen
(Mitte, unten) der Strukturen von 3 (blau) und 4 (rot), die durch Mole-
kiildynamikrechnungen unter Berlicksichtigung experimenteller Ab-
standsinformationen erhalten wurden; W3 =Pseudo-B-Schleife; die
Pfeile kennzeichnen Wasserstoffbriickenbindungen.

was gut mit der geringeren Affinitdt und Selektivitat fiir o35
korreliert.

Durch die eingebauten [-Acc-Reste enthalten 3 und 4
konformativ stark eingeschrinkte Aminosduren. In der
Struktur von 3 findet man Glycin in der zentralen Position
einer y-Schleife, wie auch aus den Torsionswinkeln abgelesen
werden kann. Wegen der starren Cyclopropaneinheit muss
der u-Winkel in (4)-f-Acc nahezu null sein. (+)-B-Acc be-
setzt die i+ 1-Position einer Pseudo-f3-Schleife. In 4 ist Asp
dagegen im Zentrum einer y-Schleife positioniert. Diese
Struktur hat die Torsionswinkel einer 3;,-Helix zwischen den
Aminosduren (—)-f-Acc und Gly, sodass eine Konformation
resultiert, die frither als BIII-Schleife bezeichnet wurde, mit
Valin in der i + 1- und Arginin in der i + 2-Position.

Fiir 3 wird fiir die zentrale Struktur im Hauptcluster ein
Abstand von 706 pm zwischen den CP-Atomen von Asp und
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Arg gefunden. Fiir 4 findet man einen signifikant groBeren
Abstand (826 pm), der auch fluktuiert im Verlauf der Tra-
jektorie. Fiir die meisten Konformationen des Peptids 3 liegt
dieser Abstand zwischen 600 und 800 pm, wihrend er bei 4
zwischen 700 und 900 pm betrdgt. Der Abstand der C*-
Atome ist beim Peptid 3 ebenfalls kiirzer als beim Peptid 4.
Wihrend dieser Abstand fiir die Mehrheit der in der Tra-
jektorie beim Peptid 3 auftretenden Strukturen zwischen 525
und 650 pm liegt, zeigen die meisten Strukturen von 4 Werte
zwischen 600 und 700 pm. Dies l4sst darauf schlieen, dass die
Konformation der RGD-Sequenz in 4 stirker gestreckt ist als
in 3. Im Peptid 3 befinden sich die - und y-Schleife in der
gleichen Position wie im hoch aktiven Peptid cyclo-(-Arg-
Gly-Asp-p-Phe-Val-), obwohl sich der Typ der p-Schleife in
den beiden Peptiden unterscheidet. Dagegen ist 4 dhnlich zu
cyclo-(-Arg-Gly-Asp-Phe-p-Val-), da es wie 2 eine stirker
gestreckte RGD-Sequenz aufweist.

Zusammenfassend gelang uns die Synthese von zwei
neuen Cyclopeptiden, die den rigiden Baustein 3-Acc mit
entgegengesetzter absoluter Konfiguration enthalten. Die
hierdurch induzierten konformativen Einschrdnkungen fiihr-
ten zu einer erhohten biologischen Aktivitét gegeniiber a,f3;.
Das aktivere Diastereomer cyclo-(-Arg-Gly-Asp-(+)-p-Acc-
Val-), 3, inhibiert die Bindung von Vitronectin an Integrin
o,p; mit einem ICs;-Wert von 20 nM und ist damit zehnmal
aktiver als das Referenzpeptid cyclo-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-
Val-), 1. Die Strukturanalyse zeigte, dass die RGD-Sequenz in
3 eine y-Schleife mit Glycin in der zentralen Position ein-
nimmt. Diese Befunde in Kombination mit den biologischen
Tests bestétigen die bislang postulierten Struktur-Aktivitéts-
Beziehungen, nach denen die gegeniiber o,f3; aktivsten Pep-
tide eine geknickte RGD-Sequenz aufweisen.
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