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Die geringe orale Bioverfiigbarkeit von Peptiden beruht zum
grofen Teil auf der Inaktivierung im gastrointestinalen Trakt
infolge verstdrkten enzymatischen Abbaus durch eine ganze
Reihe von Peptidasen in der (enterozytischen) Biirsten-
saummembran der Darmwand!" und in der schlechten intes-
tinalen Permeation.’! Zusitzlich sorgt die Instabilitit der
Peptide gegen Peptidasen in der systemischen Blutzirkulation
fiir eine schnelle Eliminierung (d.h. eine kurze Halbwerts-
zeit). Daher sind Peptide in ihrer Anwendung als Arznei-
mittel meist auf die Klinik beschrinkt. Verschiedene Strate-
gien wurden verfolgt, um den enzymatischen Abbau zu re-
duzieren und die Aufnahme in den Blutkreislauf zu erreichen.
Beispiele hierfiir sind der Prodrug-Ansatz, Peptidomimetika
und Strukturvariationen, wie die kovalente Verkniipfung mit
Polyethylenglycol (PEG),”! oder Lipiden,” aber auch che-
mische Modifikationen wie die Cyclisierung,”! die Substitu-
tion mit p-Aminosiuren und die N-Methylierung.[! Cyclische
Peptide zeigen eine verbesserte chemische Stabilitdt und
damit auch eine liangere biologische Halbwertzeit als ihre li-
nearen Analoga.l! Allerdings sind weitere Modifikationen
notwendig, um Peptide mit erhohter enzymatischer Stabilitét
und verbesserter oraler Bioverfiigbarkeit zu erhalten. Eine
der vorgeschlagenen Techniken zur Steigerung enzymatischer
Stabilitit von Peptiden ist die N-Methylierung.**! Wir ent-
wickelten Kkiirzlich eine vereinfachte Methode, die eine
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schnelle und effiziente N-Methylierung von Peptiden in der
Festphasensynthese ermoglicht.'”! Diese Synthesemoglich-
keit erlaubte uns, den Einfluss einer multiplen N-Methylie-
rung des Peptidriickgrates auf die Konformation des Peptid-
riickgrates und auf die biologische Aktivitdt zu untersu-
Chen.[ll,lZ]

Angesichts der Bioverfiigbarkeit des hochgradig N-me-
thylierten peptidischen Arzneimittels Cyclosporin A, das als
Immunsuppressivum in der Transplantationsmedizin ver-
wendet wird, versuchten wir herauszufinden, ob der hohe
Grad von N-Methylierung in Verbindung mit der Cyclisie-
rung dafiir verantwortlich ist, dass Cyclosporin oral verfiigbar
ist, obwohl es alle Lipinski-Regeln,™” mit denen man ge-
meinhin orale Bioverfiigbarkeit vorherzusagen bemiiht ist,
verletzt. Somit wiren die oben erwédhnten Nachteile der
Peptide als Arzneimittel beseitigt, vorausgesetzt man kann
die biologische Aktivitit und die Rezeptorselektivitidt be-
wahren. Daher entschieden wir uns, die komplette Bibliothek
aller moglichen N-methylierten Analoga des Veber-Hirsch-
mann-Peptids zu durchmustern. Das Veber-Hirschmann-
Peptid ist das cyclische Hexapeptid cyclo(-PFWKTF-) (1;
Abbildung 1), das selektiv fiir die Somatostatinrezeptor-
Subtypen sst2 und sst5 ist.'! Octreotid (Sandostatin),™! ein
anderes synthetisches Somatostatin-Analogon mit dhnlichem
Wirkspektrum, wird derzeit als Arzneimittel zur Therapie der
Agromegalie und fiir die symptomatische Behandlung intes-
tinaler endokriner Tumoren eingesetzt. Allerdings wird es
wegen der geringen oralen Bioverfiigbarkeit parenteral ver-
abreicht. Die N-Methylierung von 1 fiihrt zu 31 N-methy-
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Abbildung 1. Das Veber-Hirschmann-Peptid, cyclo(-PFWKTF-) (1). Alle
Peptidbindungen wurden N-methyliert. Die aktiven Analoga (siehe Ta-
belle 1) resultierten aus der N-Methylierung der Positionen, die durch
Pfeile gekennzeichnet sind. Die Nummerierung entspricht der Num-
merierung im nativen Somatostatin.
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lierten Analoga (2°—1). Wir erhofften, dass die multiple N-
Methylierung das cyclische Hexapeptid cyclo(-PFWKTF-) in
ein biologisch aktives Analogon iiberfithren konnte, das oral
bioverfiigbar ist.

Die Bibliothek der 30 (das fiinffach N-methylierte Ana-
logon konnte nicht erhalten werden) linearen N-methylierten
Peptide wurde an fester Phase synthetisiert und anschlieBend
in Losung cyclisiert. Wahrend die Synthese der linearen
Peptide problemlos verlief, war die Cyclisierung der ent-
scheidende Schritt. Alle Kopf-Schwanz-Cyclisierungen
wurden am freien N-Terminus mit der Methode der ,,festen
Base* (Diphenylphosphorylazid (DPPA) und NaHCO;) er-
reicht."® Entscheidend fiir die Cyclisierungsausbeute ist auch
die Wahl der Sequenz der linearen Vorstufe. Da die bekannte
Struktur des Stammpeptids cyclo(-PFWKTF-) eine PII'-
Schleife iiber p-Trp® und Lys’ sowie eine BVI-Schleife iiber
Phe" und Pro® enthilt,"”! wurde Lys® als C-terminale Ami-
nosiure in allen Fillen, in denen Thr'® nicht N-methyliert war,
an das Tritylchloridpolystyrol(TCP)-Harz gekniipft. Die
Cyclisierung wird durch die Schleifenstruktur unterstiitzt,
weil die C- und N-terminalen Enden sich trotz der dynami-
schen Struktur der linearen Vorstufe wéahrend der Cyclisie-
rung anndhern. Bei der Herstellung des Analogons 8 in gro-
Berer Menge ergab die Cyclisierung mit HATU/HOBt und
Collidin exzellente Ausbeuten.®!

In-vitro-Screening der N-methylierten cyclischen Hexa-
peptid-Bibliothek durch Bindung an alle fiinf humanen SRIF-
Rezeptor-Subtypen (hsst1-5) ergab, dass nur sieben Analoga
mit dhnlicher Aktivitdt wie das urspiingliche Peptid, d.h. im
nanomolaren Bereich, selektiv an die Rezeptor-Subtypen
hsst2 und hsst5 binden (Tabelle 1). Diese sieben erhaltenen

Tabelle 1: pK,-Werte fiir die N-methylierte Unterbibliothek (Peptide 1-8)
und zum Vergleich fiir Octreotid gegen die Rezeptoren hsst2 und hsst5,
die in CCL-39-Zellen exprimiert wurden. Gemessen wurde die Verdrin-
gung des Radioliganden ['*I]LTT-SRIF28.)

Peptid N-methylierte hsst 2 (pKy) hsst 5 (pKy)
Aminoséure
Octreotid - 9.18 7.71
1 - 8.01 7.82
2 Lys’ 8.60 8.19
3 Phe! 7.93 8.28
4 p-Trp® 7.61 7.87
5 Lys®, Phe" 7.96 7.39
6 p-Trpd, Lys® 7.60 7.19
7 p-Trp?, Phe’ 7.16 7.47
8 D-Trp?, Lys®, Phe" 7.21 7.22

Verbindungen wurden an Ratten verfiittert, um die Aufnah-
me in das Blut zu priifen. Interessanterweise zeigten lediglich
1 und 8 eine signifikante Aufnahme ins Blut mit einer Plas-
makonzentration von 242ngmL™' nach 30min und
151 ngmL ™" nach 1 h fiir 8 im Vergleich zu 158 ngmL ™" und
38 ngmL " nach derselben Zeit fiir das Stammpeptid 1. Daher
entschieden wir uns, die pharmakologischen Eigenschaften
und den Transport von 1 und 8 detaillierter zu untersuchen.

Die enzymatische Stabilitdt der Peptid-Unterbibliothek
wurde im Rattenserum untersucht. Bei keinem der Peptide
wurde nach 7 Stunden ein signifikanter Abbau beobachtet
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(sieche Hintergrundinformationen). Zusitzlich zur Serumsta-
bilitdt wurden die Analoga 1 und 8 auch auf ihre Stabilitit im
gastrointestinalen (GI) Trakt gegen Enzyme, die aus der
Biirstensaummmebran (Biirstensaummembranvesikel,
BBMYV) isoliert wurden, untersucht. Diese Enzyme enthalten
eine Reihe von Peptidasen, die fiir die Verdauung von Pep-
tiden und Proteinen in der Darmwand verantwortlich sind.””
Sie konnen daher als In-vitro-Hilfsmittel dienen, um die
Stabilitidt der Peptide im GI-Trakt zu untersuchen. Wie man
in Abbildung 2 erkennen kann, wurde das nichtmethylierte
Stammpeptid 1 durch die intestinalen Enzyme abgebaut.
Nach 30 bzw. 90 Minuten Inkubation waren 15 bzw. 25 % des
Peptids zerstort. Im Vergleich dazu war das Analogon 8 unter
den Versuchsbedingungen iiber 90 Minuten stabil gegen en-
zymatischen Abbau.
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Abbildung 2. Stabilitat der Peptide 1 (@) und 8 (0) in Biirstensaum-
membranvesikeln (BBMVs). Die zu testenden Molekiile wurden mit
gereinigten BBMVs gemischt und bei 37°C 90 Minuten inkubiert,
n=4. Die Daten sind als Mittelwert+ SEM ausgedriickt (SEM = Stan-
dardfehler des Mittelwerts). Die statistische Analyse ergab einen
,student’s t test“-Wert von P<0.05.

Die intestinale Permeabilitéit der Peptide wurde mit dem
In-vitro-Modell Caco-2 bestimmt und mit Mannitol als
Marker fiir parazelluldre Permeabilitidt verglichen. Die be-
rechneten Permeabilititskoeffizienten (P effektiv, P,,,) der
getesteten Verbindungen sind in Abbildung 3 dargestellt. Die
Permeabilitdten der Analoga 1-4, 6 und 7 waren niedriger als
1x10°cms™'. Das Analogon 5 erwies sich als besser (1.8 x
10° cms™!), aber interessanterweise hatte 8 den hochsten P,
Wert (4 x 10° cms™), der sogar den von Mannitol iibersteigt.

Um einen moglichen aktiven Transportmechanismus der
Permeation zu iiberpriifen, wurde 8 auf die Permeabilitédt von
der apikalen zur basolateralen Seite (A zu B) und in der
umgekehrten Richtung (basolateral nach apikal, B zu A)
untersucht (siche Hintergrundinformationen). Es zeigte sich,
dass die Permeabilititsrate in beide Richtungen gleich war,
weshalb ein aktiver Transport von 8 unwahrscheinlich ist.

Ein neuer kolorimetrischer Assay®'! wurde benutzt, um zu
testen, ob die Peptide mit Doppelschichtliposomen als
Modell fiir Zellmembranen interagieren. Vergleicht man die
Analoga mit gleicher Zahl von N-Methylgruppen miteinan-
der (Abbildung 4), so zeigt sich, dass die beiden Analoga 6
und 7 verstirkt (>85%), das Analogon 5 (<20%) jedoch
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Abbildung 3. Permeabilitatskoeffizienten P,,, der acht biologisch akti-
ven Analoga im Vergleich zu Mannitol (parazellulirer Marker) fur
Caco-2-Monoschichten.

Zahl der N-Me-Gruppen

Abbildung 4. Der Einfluss der Position der N-Me-Gruppen auf die
Interaktion der Peptide mit dem Modell der Zellmembran (% Zellant-
wort, CR). Die Analoga mit gleicher Zahl von N-Methylgruppen (eine
Methylgruppe: Peptide 2—4, zwei Methylgruppen: Peptide 5-7) wurden
zusammen mit 1 und 8 auf die Interaktion mit dem Modell der Lipo-
somendoppelschicht getestet.

schwach mit der Vesikelmembran in Wechselwirkung treten.
Analogon 1 zeigt vernachldssigbare Interaktion mit der
Membran, ist also nicht in der Lage, durch die Modellmem-
brandoppelschicht zu dringen. 8 hingegen interagiert signifi-
kant mit der Membran. Diese Ergebnisse belegen, dass es
keine lineare Korrelation fiir die Interaktion mit der Mem-
bran (gemessen durch die Farbreaktion) mit steigender Zahl
von N-Methylgruppen gibt, obwohl die lipophile Natur der
Analoga, d.h. der clogP-Wert mit der Zahl der N-Me-Grup-
pen zunimmt. Anders gesagt belegen die Daten, dass bei
gleicher Zahl von N-Methylgruppen deren Position wichtig ist
(Abbildung 4).

Die pharmakokinetischen Parameter der Analoga 1 und 8
unterscheiden sich signifikant: Sie zeigen einen fiinffachen
Unterschied in der Eliminierungshalbwertszeit (15.5 £2 bzw.
74+ 6 min) und einen zehnfachen Unterschied im Vertei-
lungsvolumen im Gleichgewicht (V, 0.3+0.1 bzw. 3.7+
1.3 Lkg"). Zusitzliche markante Unterschiede werden auch
bei der oralen Gabe von 1 und 8 gefunden. Bei einer um eine
GroBenordnung hoheren oralen Gabe der Peptide als bei
intravenoser (i.v.) Verabreichung (d.h. 10 mgkg™' anstelle
von 1 mgkg ™), konnte Peptid 1 nur in einer von vier Ratten
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tiberhaupt nachgewiesen werden, weswegen ein pharmako-
kinetisches Profil fiir die orale Gabe von 1 nicht erstellt
werden konnte. Andererseits war es mit der selben Dosierung
bei 8 moglich, ein volles Profil der zeitabhdngigen Konzen-
tration im Blut zu erstellen (Abbildung 5). Die berechnete
absolute orale Verfiigbarkeit des Analogons 8 war 9.9 %.
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Abbildung 5. Plasmakonzentrations-Zeit-Profile (Mittel £ SEM) nach
oraler (0, 10 mgkg™') und intravensser (@, 1 mgkg™') Verabreichung
von 8, n=4.

Die Bedeutung der N-Methylierung wurde in zwei bio-
logischen Medien, Blut und Darmwand (BBMVs), unter-
sucht, die unterschiedliche Arten von peptidspaltenden En-
zymen enthalten. Das pharmakokinetische Verhalten der
bioaktiven Peptide im Korper wird durch diese Enzyme
entscheidend bestimmt. Die Peptide erwiesen sich als im
Blutserum der Ratte stabil. Das war zu erwarten, da ja alle
acht Peptide klein und cyclisch sind® %! und die Enzyme im
Serum nur begrenzte Diversitdt haben. Andererseits zeigt
sich bei der Wirkung der gereinigten Enzyme der Biirsten-
saummembran auf die beiden Extremfille — das nichtme-
thylierte Peptid 1 und das trimethylierte Peptid 8 —, dass die
N-Methylierung einen groen Beitrag zur Stabilitdt von 8
liefert. Diese Beobachtung konnte auch die hohe Stabilitét
von Cyclosporin A im humanen Serum erkliren,” die sich
durch die relativ lange biologische Halbwertszeit von
6.2 Stunden im Menschen zu erkennen gibt.””! Cyclosporin A
ist dhnlich wie 8 cyclisch, vielfach N-methyliert und zeigt
ebenfalls metabolische Stabilitit gegen die aggressiven
Enzyme der Darmwand. Die enzymatische Stabilitdt wird
wahrscheinlich durch den synergistischen Effekt von Cycli-
sierung und mehrfacher N-Methylierung bewirkt.

Fin weiterer Faktor, der die orale Verfiigbarkeit von
Peptiden begrenzt, ist die Permeation durch die Darmwand.
In Féllen, in denen die Substanzen nicht aktiv transportiert
werden, konnen sie durch passiven Diffusionsmechanismus
entweder durch die Zellmembran (transzelluldr) oder zwi-
schen den Enterozyten (parazellulirer Weg) eindringen.
Hydrophile Molekiile bevorzugen den parazelluliren Weg,
um die intestinale Barriere zu iiberschreiten, wéihrend lipo-
phile Molekiile transzelluldr aufgenommen werden.”” Dieser
Weg ermoglicht wegen der im Vergleich zum parazelluldren
Weg deutlich groBeren Oberfliche einen intensiven Fluss.””)
Es wurde vermutet, dass bei zunehmender Lipophilie der
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Peptide die Permeabilitédt aufgrund der transzelluliren Ab-
sorption verbessert werden konnte.”®! Ein moglicher Ansatz,
um gesteigerte Lipophilie zu erhalten, besteht in multipler N-
Methylierung. Auf diese Weise konnten die strukturellen
Anderungen eine mogliche Verschiebung von parazellulirem
hin zu einem transzelluldren Absorptionsmechanismus er-
zeugen. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen des
Caco-2-Permeabilititsmodells, zeigten alle Peptide auller
Peptid 8 P, -Werte, die niedriger oder dhnlich gro wie der
P,,,-Wert von Mannitol, einem Marker fiir parazelluliren
Transport, waren. Trotzdem war der Permeabilitidtskoeffizi-
ent von 8 signifikant hoher als der des nicht N-methylierten
Analogons 1 (68% Steigerung), was vermuten ldsst, dass
multiple N-Methylierung die intestinale Permeabilitit selbst
in der wassrigen Umgebung der Poren in den ,tight junc-
tions“, in denen der parazelluldre Transport erfolgt, erhoht.
Die Moglichkeit auf erhohte Permeation aufgrund von akti-
ven Transportmechanismen von 8 konnte dadurch ausge-
schlossen werden, dass kein Unterschied zwischen der Per-
meationsrate des Peptids gefunden werden konnte, wenn es
von der apicalen zur basolateralen Seite oder umgekehrt ge-
messen wurde (siehe Hintergrundinformationen).

Um modellabhingige Ergebnisse ausschlieSen zu konnen,
wurden zusitzliche In-vitro-Methoden wie MDCK-Zellen!
und ,,side by side“-Diffusionskammern”” verwendet, um die
Transportcharakteristika von 8 zu bestétigen. Der Permea-
bilitdtskoeffizient, der in diesen Modellen gefunden werden
konnte, war in derselben GroBenordnung wie beim parazel-
luldren Transport (Daten nicht gezeigt).

Die Analoga 1 und 8 wurden beziiglich ihrer oralen Bio-
verfiigbarkeit in vivo bei i.v.- und p.o.-Gabe an Ratten un-
tersucht (Abbildung 5). Wihrend das Veber-Hirschmann-
Peptid nicht oral verfiigbar war, betrug die absolute orale
Bioverfiigbarkeit des N-methylierten Peptids 8 ungefiahr 10 %
der verabreichten Dosis. Zusétzlich wurden auch Verdnde-
rungen in anderen pharmakokinetischen Parametern gefun-
den. Das hohere Verteilungsvolumen von 8 gegeniiber 1 (3.7
bzw. 0.3 Lkg™") lisst vermuten, dass 8 mit den biologischen
Membranen interagieren kann, wahrend die Verteilung von 1
auf das Blut und die interstitielle Fliissigkeit beschrankt ist.
Ein Unterschied wurde auch in der Halbwertszeit von 1 und 8
im Plasma gefunden, der auf eine Verminderung des pro-
teolytischen Abbaus oder der hepatischen und/oder renalen
Ausscheidung zuriickgefiihrt werden kann. Der transzellulire
Transport umfasst eine Wechselwirkung des Molekiils mit der
hydrophoben Membran und die anschlieBende Durchque-
rung der apikalen und basolateralen Membranen, um
schlieBlich in den Blutkreislauf zu gelangen. Tatséchlich
konnte eine gesteigerte Wechselwirkung der N-methylierten
Peptide mit einem Modell der Zellmembran beobachtet
werden (Abbildung 4). Bis jetzt ist dieses liposomale Modell
jedoch darauf beschrénkt, die Wechselwirkung mit der
Membran zu untersuchen, was eine obligatorische aber nicht
ausschlieBliche Bedingung ist, die Membran zu durchqueren.
Die im Membran-Vesikel-Modell beobachtete verstdrkte
Wechselwirkung von 8 konnte erkldren, warum 8 im Ver-
gleich zu 1 im In-vitro-Permeabilitdtsmodell nur eine be-
grenzte Zunahme der Absorption und ein gestiegenes Ver-
teilungsvolumen zeigt. Die Tatsache, dass Peptide mit glei-
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cher Zahl von N-Methylgruppen unterschiedlich mit der li-
posomalen Membran interagieren, zeigt, dass zuséitzliche
Faktoren einschlieBlich der Konformation die Interaktion
beeinflussen.

Es ist interessant festzustellen, dass in allen sieben bio-
aktiven Analoga der Unterbibliothek die BII'- und die pVI-
Schleifen erhalten sind. Dies gilt sogar fiir die Tris-N-Me-
thylverbindung (siche das Analogon 8, Abbildung 6), was mit
fritheren Resultaten iibereinstimmt, in denen diese zwei
Schleifen das Peptid in der bioaktiven Konformation
halten.!'”

Abbildung 6. Stereodarstellung von cyclo(-PFMewMeKTMeF-) (8), be-
stimmt durch NMR-Spektroskopie und Molekiildynamikrechnungen
(siehe Hintergrundinformationen).

Generell beobachteten wir eine steigende Bindungsaffi-
nitit, wenn das Molekiil MeLys’ enthilt, wihrend durch Me-
D-Trp® oder MePhe!! die Aktivitit sinkt. Die geringen An-
derungen der Aktivitdt konnen durch eine Konformations-
analyse dieser Analoga erkldrt werden. Goodman et al.
schlugen eine gebogene Konformation des Peptids als bio-
aktive Konformation vor, die durch zwei zusétzliche y-
Schleifen um Phe’ und Thr' stabilisiert wird.?!! Die gebogene
Konformation kann sich mit den Resten Lys’, p-Trp® und
Phe'! tief in den Rezeptor einschieben. Die N-Methylierung
von Lys’ verstirkt die Stabilitit der gebogenen Konformation
mit reduzierter Flexibilitdt um die PII'-Schleife und resultiert
in einem potenteren Analogon. N-Methylierung an p-Trp®
oder Phe"' vermindert die Aktivitdt durch den Verlust der
Stabilisierung der y-Schleifen. In diesem Zusammenhang ist
es interessant zu sehen, dass das Me-D-Trp®-Analogon weni-
ger aktiv ist als das MePhe''-Analogon. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die riumliche Orientierung von Phe'!
von Bedeutung ist. Obwohl bei der N-Methylierung von Phe'!
die gebogenen Konformation, bei der der Phenylring tief in
den Rezeptor eingebettet wird, weniger giinstig ist, behélt die
Verbindung ihre biologische Aktivitit in der Groenordnung
der Stammverbindung bei. Das zeigt, dass die multiple N-
Methylierung auch zur Aufkldrung feiner Details der bioak-
tiven Konformation herangezogen werden kann.['!

Um die Bedeutung des Restes Phe!! fiir die biologische
Aktivitdt zu untersuchen, haben wir das zu 8 epimere Ana-

Angew. Chem. 2008, 120, 26332637


http://www.angewandte.de

logon cyclo(-PFMewMeKTMef-) synthetisiert, in dem
MePhe'"" durch das enantiomere b-MePhe'! ersetzt wurde. Im
Unterschied zu 8 weist dieses Peptid eine trans-Peptidbin-
dung auf, die zur Bildung einer pII-Schleife anstelle der fVI-
Schleife um Phe!! und Pro® fiihrt, wodurch das tiefe Ein-
dringen des Phenylringes in den Rezeptor und damit die
Aktivitdt verloren gehen. Auch die Membranpermeabilitit
dieser Verbindung geht im Vergleich zu 8 verloren. Daraus
schlieBen wir, dass Phe'' und seine Umgebung nicht nur fiir
die biologische Aktivitdt, sondern auch fiir die Bioverfiig-
barkeit von Bedeutung sind.

Insgesamt haben wir nachgewiesen, dass die multiple N-
Methylierung die intestinale Permeabilitdt und die enzyma-
tische Stabilitidt beeinflusst. Eine Verbesserung dieser Ei-
genschaften ist der Schliissel zur Verbesserung der Biover-
fiigbarkeit von Peptiden. Wie unsere Ergebnisse zeigen, kann
die multiple N-Methylierung die biologische Verfiigbarkeit
ohne Verdnderung der biologischen Aktivitdt und Selektivitat
verbessern. Dies konnte von grofer Bedeutung fiir die
Pharmaentwicklung sein, weil so ein einfacher Zugang zur
Entwicklung oral verfiigbarer peptidischer Arzneimittel zur
Verfiigung stiinde.
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