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Die Inhibierung der Zelladh�sion durch Integrinliganden ist
ein vielversprechender Angriffspunkt f�r neue Medikamente.
Alle Integrine haben eine Metallionen-abh�ngige Bindungs-
tasche (MIDAS), in der f�nf der sechs m�glichen Koordina-
tionsstellen des Metallions bereits besetzt sind. Der Ligand in
der extrazellul�ren Matrix stellt die sechste Koordinations-
stelle in Form der Carboxygruppe eines Asparagins�urerestes
zur Verf�gung, wie im Fall der bekannten RGD-Tripeptid-
sequenz. Bisher enthielten alle Proteine sowie niedermole-
kulare peptidische und nichtpeptidische Liganden eine
Carboxygruppe zur Bindung an das Metallion, und jeder
Versuch zum Austausch der Carboxygruppe gegen isostere
Gruppen scheiterte. Wir berichten hier erstmals �ber den
Einsatz von Hydroxams�uren zu diesem Zweck, wobei die
Bindungsaffinit�t der neuen Liganden erhalten bleibt oder
sich verschiebt. Dies ist von besonderer Bedeutung, da die
Carboxygruppe unter neutralen pH-Bedingungen ionisiert
vorliegt, wodurch eine hohe H�rde f�r das pharmakodyna-
mische Verhalten der Integrinliganden aufgebaut wird.
Hydroxams�uren liegen hingegen unter denselben Bedin-
gungen nicht ionisiert vor.

Integrine bilden eine Familie von heterodimeren, trans-
membran�ren, bidirektionalen Adh�sionsrezeptoren, die
Zellen mit den ger�stbildenden Proteinen der extrazellul�ren
Matrix verbinden.[1] St�rungen der Integrinfunktion sind mit
einer Vielzahl von pathologischen Prozessen, wie Thrombo-

se,[2] Krebs,[3] Osteoporose[4] und Entz�ndungen,[5] verbun-
den, was sie zu wichtigen Zielstrukturen f�r die Pharmafor-
schung macht. Unter den 24 bekannten Heterodimeren haben
die Integrine avb3, avb5 und a5b1 besonderes Interesse ge-
funden: Sie sind Schl�sselfaktoren der Angiogenese (der
Bildung und Reifung neuer Blutgef�ße) – eines Prozesses, der
eine bedeutende Rolle bei der Tumorentwicklung und Me-
tastasierung spielt.[3, 6] In den nat�rlichen Liganden aller drei
Integrine findet sich dasselbe tripeptidische Erkennungs-
motiv: Arginin-Glycin-Aspartat (RGD).[7] Die F�higkeit
einzelner Integrine zur selektiven Bindung an unterschiedli-
che r�umliche Anordnungen eines Bindungsmotivs sowie die
große Bedeutung der Integrine f�r die Medizin veranlassten
Forscher dazu, eine immense Zahl an peptidischen und
nichtpeptidischen Liganden zu entwerfen.[8] So befindet sich
z. B. ein potenter avb3-Ligand, das cyclische Peptid Cilengi-
tid[9] [cyclo(RGDfNMeV)] momentan in der klinischen Pha-
se III f�r Patienten mit Glioblastoma multiforme, w�hrend
das aIIbb3-bindende Peptidmimetikum Tirofiban[10] bereits
ein zugelassener Gerinnungshemmer ist. Die Anwendung
RGD-basierter Medikamente wird jedoch durch ihre
schlechten pharmakologischen Eigenschaften behindert, die
zu einem gewissen Anteil das Ergebnis des Zwitterionen-
charakters des RGD-Motivs sein d�rften. Die Verbesserung
der pharmakologischen Parameter war das Thema der neu-
esten Forschungsarbeiten, in deren Verlauf haupts�chlich die
Polarit�t und Starrheit des Grundger�stes oder die Art des
Basenrestes ver�ndert und die Synthese von Propharmaka
versucht wurde.[11]

W�hrend bei der Entwicklung von Peptidmimetika die
Guanidiniumgruppe von Arginin bereits durch vielz�hlige
basische Heterocyclen ersetzt wurde, ist die Carboxygruppe
von Aspartat als S�urefunktion das am st�rksten konservierte
Merkmal aller bisherigen Liganden; unseres Wissens ist bis-
lang noch von keiner Substitution der Carboxygruppen be-
richtet worden. Die S�urefunktion ist an der ausschlag-
gebenden Koordination des zweiwertigen Metallkations der
in allen Integrinen vorhandenen MIDAS beteiligt.[12] Zwar
konnte das Metallion bisher noch nicht sicher bestimmt
werden (es wird �ber Ca2+, Mg2+ oder Mn2+ diskutiert), un-
bestritten ist jedoch die Bedeutung der Kation-Carboxylat-
Wechselwirkung.[13] Wir konnten zeigen, dass die Selektivit�t
der Integrine a5b1 und avb3 – der wichtigsten Integrine in
der Angiogenese – durch Ver�nderung der Ligandenl�nge
und sperriger Substituenten nahe der Metallkoordinations-
stelle in beide Richtungen umgeschaltet werden kann.[14]

Obwohl diese Position sehr empfindlich gegen Modifikatio-
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nen zu sein scheint – mehrere Versuche, das Carboxylat durch
Tetrazol oder Sulfons�ure zu ersetzen, scheiterten – dachten
wir �ber Alternativen zu Carbons�uren nach, die zu einem
anderen Bindungsmodus und damit einer Ver�nderung im
Selektivit�tsprofil f�hren k�nnten.

Wir hielten Hydroxams�uren f�r vielversprechend, da sie
je nach der Umgebung als zwei- oder einz�hnige Liganden
wirken und bekanntermaßen viele Metalle gut koordinie-
ren.[15] Zun�chst untersuchten wir die Liganden 2 (siehe
Schema 1), um einen Beleg f�r unser Denkmodell zu erhalten
(2a : IC50: 60 nm f�r a5b1 und 131 nm f�r avb3); wir beob-
achteten, dass der IC50-Wert von 2c f�r a5b1 auf 6700 nm stieg
und f�r avb3 auf 53 nm sank. Diese Befunde veranlassten uns
zu einer systematischen Untersuchung des Potenzials der
Hydroxams�uren als Integrinliganden wie auch der struktu-
rellen und elektronischen Aspekte der beobachteten Selek-
tivit�t. In unserer vorangegangenen Studie hatten wir gefun-
den, dass die r�umliche Orientierung des aromatischen
Restes in der N�he der Carbons�ure entscheidend f�r die
Selektivit�t des Liganden ist – ein Mesitylencarboxamid f�hrt
zu a5b1-Selektivit�t, w�hrend eine Sulfonamidgruppe bise-
lektive Liganden ergibt.[14b–d] Daher erwarteten wir, dass die
Substitution des Carboxylats durch ein Hydroxamat einen
großen Einfluss auf die Positionierung dieser Gruppe haben
w�rde. Hierf�r wurden sechs Ligandenpaare, welche die 2-
Aminopyridingruppe als basischen Rest gemein haben, syn-
thetisiert und auf ihr Aktivit�ts- und Selektivit�tsprofil hin
untersucht. Des Weiteren fertigten wir Hydroxamatanaloga
eines avb3-selektiven Liganden an, der auf einem b-Ho-
motyrosin beruht. Zus�tzlich erstellten wir eine andere Ver-
bindungsbibliothek auf Grundlage einer Leitstruktur mit
einem Tetrahydropyrimidin als basischer Gruppe und einem
Benzosulfonamidsubstituenten, das bereits zuvor Liganden
mit hoher Affinit�t f�r avb3 und moderater Affinit�t f�r a5b1
ergeben hatte.[14b,c] Die �berf�hrung der Carbons�ure in
einen Ester, ein Amid, ein Azylhydrazin und eine N-Me-
thylhydroxams�ure sollte die Frage beantworten, ob andere
Carbons�urederivate �hnlich ver�nderte Affinit�ten und Se-
lektivit�ten wie die Hydroxams�ure zeigen.

Die Synthese aller Liganden begann ausgehend von lite-
raturbekannten Vorstufen (1, 3, 4 und 11).[14b,c] Nach Boc-
Entsch�tzung mit verd�nnter Salzs�ure in Dioxan wurden die
resultierenden Amine entweder mit aromatischen Carbon-
s�uren oder mit aromatischen Sulfonylchloriden entspre-
chend dem gew�nschten Selektivit�tsprofil acyliert. W�hrend
die Verseifung der Methylester mir LiOH in Methanol/
Wasser die Carbons�uren ergab, ließen sich die Hydroxam-
s�uren am besten erhalten, indem die Verseifungsl�sung mit
einem �berschuss Hydroxylamin versetzt wurde.[16] Eine
zuvor untersuchte Prozedur mit Kaliumcyanid-katalysierter
Aminolyse des Methylesters (11!12b ; siehe Schema 2)
wurde wegen der geringeren Ausbeute und l�ngeren Reak-
tionszeit verworfen. Im Unterschied zu den restlichen Hy-
droxams�ureliganden wurde 2 b durch Kupplung der freien
S�ure an O-Benzylhydroxylamin mit anschließender Hydro-
genolyse erhalten. Dieser Reaktionsweg erwies sich als
schwer zu steuern, da manchmal eine �berreduktion zum
Amin erfolgte, und wurde daher bei der Synthese der anderen
Hydroxams�ureliganden nicht mehr genutzt (Schema 1). Die

zweite Serie von Verbindungen ging von Vorstufe 11 aus, die
in die Derivate 12a–f umgesetzt wurde (Schema 2). Alle Li-
ganden wurden durch HPLC an reverser Phase (RP-HPLC)

gereinigt und durch ELISA („enzyme-linked immunosorbent
assay“) ausgewertet, f�r das die immobilisierten nat�rlichen
Integrinliganden Fibronectin und Vitronectin sowie die ge-
l�sten Integrine a5b1 bzw. avb3 verwendet wurden.

Rechnungen wurden durchgef�hrt, um die Selektivit�t
der Inhibierung des avb3- oder a5b1-Integrinrezeptors durch
die Liganden 5–9 besser zu verstehen. Tabelle 1 zeigt, dass die
unterschiedlichen metallkoordinierenden Gruppen zusam-
men mit den sperrigen Substituenten in der a-Position ent-
scheidend f�r die Inhibierung der Aktivit�t wie auch f�r die
Rezeptorselektivit�t sind. Um diesen Einfluss zu untersu-
chen, wurden die Inhibitoren automatisch mithilfe von Au-
toDock4 (AD4) in unser publiziertes Homologiemodell des
a5b1-Integrins[14a] und in die Kristallstruktur des avb3-Re-
zeptors im Komplex mit Cilengitid (PDB-Code: 1L5G)[17]

nach Entfernung des cokristallisierten Inhibitors gedockt. Da

Schema 1. Synthese der Hydroxams�ure- und Carbons�ureliganden
5–10. Reagentien und Bedingungen: a) HCl/H2O/Dioxan; dann
b) PhCOCl, NaHCO3, THF/H2O oder MesCOOH, HATU, DIPEA, DMF
oder ArSO2Cl, DIPEA, DMF; c) LiOH, MeOH/H2O (S�uren) oder
LiOH, w�ssr. NH2OH, MeOH/H2O (Hydroxams�uren). Alle Verbindun-
gen wurden durch RP-HPLC unter Verwendung von MeCN/H2O mit
0.1% TFA als Laufmittel gereinigt. Details und analytische Daten siehe
Hintergrundinformationen. Bn = Benzyl, Boc= tert-Butoxycarbonyl,
DIPEA = Diisopropylethylamin, HATU = 2-(1H-7-Azabenzotriazo-1-yl)-
1,1,3,3-tetramethyluronium-hexaphosphat, Mes = 2,4,6-Trimethylphenyl,
TFA = Trifluoressigs�ure.
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die AD4-Ergebnisse mit den Standardladungen (Gasteiger)
f�r die Liganden und das Protein die Koordinationsgeometrie
der metallkoordinierenden Gruppen nicht ganz zufrieden
stellend wiedergaben, f�hrten wir orientierende Ab-initio-
Rechnungen am Manganion in der MIDAS-Region, an seiner

koordinierenden Aminos�ure (Unterseite des Manganzen-
trums) und am Liganden selbst durch (siehe Hintergrundin-
formationen f�r Details). Unter Verwendung der durch Ab-
initio-Rechnungen erhaltenen Ladungen gelang eine ge-
nauere Wiedergabe der experimentellen Bindungsgeometrie
von Cilengitid, was eine Grundvoraussetzung f�r das Docken
von 5–9 war.

Gem�ß unseren Docking-Studien koordiniert 9a im In-
tegrin a5b1 das Metallion mit einem der zwei Sauerstoffato-
me des Carboxylats, w�hrend das andere Sauerstoffatom eine
H-Br�cke mit der R�ckgrat-NH-Gruppe von (b1)-Asn218
bildet, �hnlich wie die Carboxygruppe in der Struktur von
Cilengitid im Kristall (Abbildung 1). Der Isopropyloxyphe-

nylrest f�gt sich sehr gut in die b1-Region ein, wo er eine p-p-
Wechselwirkung mit (b1)-Tyr127 (Abstand zwischen den
Schwerpunkten der Ringe: 6.1 �) eingeht. In dieser Anord-
nung liegt die p-Isopropyloxygruppierung in der N�he der
(b1)-Ser171-Seitenkette (Abstand der beiden Sauerstoffato-
me: 3.6 �), die aus dem (b1)-SDL (specificity-determining
loop) herausragt und wahrscheinlich eine H-Br�cke bildet.
Das Tyrosinger�st von 9a befindet sich in der N�he von (a5)-
Phe187, wodurch es dem basischen Rest m�glich ist, eine
gabelf�rmige Salzbr�cke mit dem hochkonservierten (a5)-
Asp227 aufzubauen. All diese Wechselwirkungen sind ein-
deutig f�r die subnanomolare Aktivit�t von 9a in Bezug auf
den a5b1-Rezeptor verantwortlich, wogegen seine (1000fach)
verminderte Affinit�t f�r avb3 von uns bereits zuvor der
sterischen Hinderung zwischen dem Isopropyloxyphenylrest
von 9a und der (b3)-Arg214-Seitenkette zugeschrieben wur-
de.[14b,c]

Schema 2. Synthese der Liganden 12a–f. Reagentien und Bedingun-
gen: a) HCl/Dioxan; b) PhSO2Cl, DIPEA, DMF; c) H2/Pd/C, MeOH;
d) KCN, NH2OH, MeOH/H2O; e) LiOH, MeOH/H2O; f) Rink-Amid-
harz, TBTU, HOBt, DIPEA, NMP, dann 95 %TFA; g) NH2NHBoc,
TBTU/HOBt, DMF; h) LiOH, NHMeOH, MeOH/H2O. Details und
analytische Daten siehe Hintergrundinformationen. HOBt =1-Hydroxy-
1H-benzotriazol, NMP= N-Methylpyrrolidinon, TBTU= 2-(1H-Benzotri-
azo-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat.

Tabelle 1: IC50-Werte der Integrinliganden f�r a5b1 und avb3.

R2 n R1 IC50 [nm]
a5b1[a]

IC50 [nm]
avb3[a]

5a -OH
0

243 207
5b -NHOH 2470 14

6a -OH

0

2.5 703
6b -NHOH 1244 72

7a -OH

0

284 1.9
7b -NHOH 296 11

8a -OH

0

46 3.4
8b -NHOH 132 4.8

9a -OH

0

1 279
9b -NHOH 40 13.5

10a -OH
1

264 1.2
10b -NHOH 4500 12

[a] IC50-Werte wurden durch ELISA mit den immobilisiertem nat�rlichen
Integrinliganden Fibronectin und Vitronectin und den gel�sten Integ-
rinen a5b1 bzw. avb3 erhalten (siehe Hintergrundinformationen f�r
Details).

Abbildung 1. In die Bindungstasche des a5b1-Integrins gedocktes 9a
(pink); weiß H, blau N, rot O. Die a5- und b1-Untereinheiten sind
durch die gelbe bzw. gr�ne Oberfl�che dargestellt. In beiden Unterein-
heiten sind die f�r die Ligandenbindung wichtigen Aminos�uren als
St�bchen hervorgehoben. Das Metallion in der MIDAS-Region ist
durch eine magentafarbene Kugel dargestellt.
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Beim Docken des Hydroxams�ureanalogons 9b in avb3
wurden sowohl ein zweiz�hniger (O,O)-Chelatmodus als auch
ein einz�hniger (O)-Koordinationsmodus gefunden. �berra-
schenderweise wurde allerdings die zweiz�hnige (O,O)-Che-
latbindung, die in biologischen Systemen am h�ufigsten be-
obachtet wird, in unseren Docking-Studien nur selten ge-
funden und ergab auch keinerlei plausiblen Bindungsmodus.
Tats�chlich kann, sofern ein zweiz�hniger (O,O)-Chelat-
modus betrachtet wird, aufgrund der Form der Bindungsta-
sche und der Gegenwart von (b3)-Ser121, (b3)-Glu220 und
(b3)-Ser123, die das Metallion direkt in der MIDAS koordi-
nieren, der basische Rest des Liganden nicht korrekt in die
enge Furche oben auf der Propellerdom�ne von av eingesetzt
werden, wo die Kontakte mit (b3)-Asp218 und/oder (b3)-
Asp150 vermutet werden. Dagegen brachte einer der mit dem
AD4-Programm berechneten, einz�hnigen Koordinations-
modi den Liganden in eine sehr sinnvolle Position, die es ihm
erm�glichte, zus�tzlich zur Koordination des Metallions in
der MIDAS-Region p-p-Wechselwirkungen mit (av)-Tyr178
�ber sein Tyrosinger�st, eine hydrophobe Wechselwirkung
mit (b3)-Tyr122 �ber den Isopropyloxyphenylrest sowie eine
gabelf�rmige Salzbr�cke zwischen dem basischen Rest und
(av)-Asp218 einzugehen (Abbildung 2).

Tabelle 1 zeigt, dass bei der Substitution der Carboxy-
gruppe von 9a durch einen Hydroxamatrest (9b) die Akti-
vit�t f�r den avb3-Rezeptor erhalten bleibt. Legt man den
Bindungsmodus von 9a (in a5b1, Abbildung 1) graphisch
�ber jenen von 9b (in avb3, Abbildung 2), sieht man eine
Abw�rtsbewegung des Isopropyloxyphenylrestes des Hy-
droxamatderivates (Abbildung 3), die f�r die Aktivit�t f�r
avb3 verantwortlich sein d�rfte. Dar�ber hinaus ist der Ab-

stand zwischen dem metallkoordinierenden Sauerstoffatom
und dem sperrigen Rest in der a-Position wegen der Struk-
turunterschiede zwischen Carbon- und Hydroxams�uren (die
einen gr�ßeren Abstand zwischen den beiden Sauerstoff-
atomen haben) f�r 9b gr�ßer als f�r 9a. Als Konsequenz
dessen erm�glicht die Koordination durch das Hydroxamat
bei 9b eine Verschiebung des Isopropyloxyphenylrestes zur
a-Untereinheit hin und damit eine Orientierung, in der die
Isopropyloxyphenylgruppe eine hydrophobe Wechselwir-
kung mit (b3)-Tyr122 eingehen kann (Abbildung 3). Weiter-
hin ist die Selektivit�t von 9b in Bezug auf 9a invertiert; 9b
bevorzugt tendenziell die Inhibierung des avb3-Rezeptors
anstatt des a5b1-Rezeptors. Unseren Befunden zufolge ist
dies mit dem gewachsenen Abstand zwischen den sauren und
basischen Gruppen im Fall der Hydroxams�ure in 9b zu be-
gr�nden (siehe oben). In �bereinstimmung mit unseren
k�rzlich publizierten Ergebnissen[14b,c] verringert die Mutati-
on von (av)-Thr212 zu (a5)-Gln221 im a5b1-Rezeptor den
f�r den basischen Rest des Liganden verf�gbaren Raum,
weshalb Verbindungen mit einer k�rzeren Kette bevorzugt an
den a5b1-Rezeptor binden. Dementsprechend verliert 10 b,
das gegen�ber den Hydroxamaten nochmals um eine Me-
thylengruppe verl�ngert ist, vollst�ndig seine Aktivit�t f�r
a5b1. Bei 8a haben fr�here Docking-Experimente gezeigt,
dass das Vorhandensein eines Sulfonamids der Mesitylen-
gruppe ein Zur�ckfalten in Richtung der a-Untereinheit er-
m�glicht, was dem Liganden eine Inhibitoraktivit�t f�r beide
Rezeptoren verleiht. Die leicht h�here Aktivit�t von 8a f�r
avb3 kann dem polaren Kontakt zwischen den Sulfonamid-
sauerstoffatomen und der Guanidingruppe von (b3)-Arg214
zugeschrieben werden. Entsprechend zeigt das Hydroxamat-
analogon 8b eine geringere Affinit�t f�r das a5b1-Integrin als
sein Carboxylatanalogon 8a ; die Ursache scheint hier wieder

Abbildung 2. In die Bindungstasche des avb3-Integrins gedocktes 9b
(blau); weiß H, blau N, rot O. Die av- und b3-Untereinheiten sind
durch gelbe bzw. gr�ne Oberfl�chen dargestellt. In beiden Untereinhei-
ten sind die f�r die Ligandenbindung wichtigen Aminos�uren als St�b-
chen hervorgehoben. Das Metallion in der MIDAS-Region ist durch
eine magentafarbene Kugel dargestellt.

Abbildung 3. �berlagerung der Bindungsmodi von 9b (blau) in avb3
und 9a (pink) in a5b1; weiß H, blau N, rot O. Lediglich die Oberfl�-
che von a5b1 ist gezeigt.
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im gr�ßeren Abstand zwischen dem metallkoordinierenden
Sauerstoffatom und dem basischen Rest zu liegen. In Bezug
auf das Selektivit�tsprofil von 8b kann ein �hnlicher Einfluss
wie in 9b angenommen werden.

Um zu untersuchen, ob weitere Derivate der Carbon-
s�uren und Hydroxamate ebenfalls an Integrine binden
k�nnen, verglichen wir sechs unterschiedliche C-Termini
eines Liganden, von dem eine hohe avb3-Aktivit�t in seiner
Carbons�ureform 12c angenommen wurde. Tabelle 2 zeigt

die herausragend hohe Affinit�t der Hydroxams�ure 12b im
Vergleich zu den anderen Derivaten. Es ist bemerkenswert,
dass die Hydroxamate trotz ihrer reduzierten Acidit�t [pKS

(N-Hydroxyacetamid) = 9.40; zum Vergleich: pKS (HOAc)
= 4.76],[18] immer noch f�hig sind, das MIDAS-Metallion
effizient zu binden. Die niedrige Affinit�t von 12 e ist das
Ergebnis der Substitution des MIDAS-bindenden Sauer-
stoffatoms durch eine Hydrazid-NH2-Gruppe mit schlechten
Koordinationseigenschaften. Ein noch drastischerer Effekt
wird f�r das Amid 12 d beobachtet. �hnlich wie bei 12 e kann
eine Restbindungsaffinit�t beim Methylester 12 a erkannt
werden. Die Empfindlichkeit des Bindungsmodus in Bezug
auf zus�tzliche Substituenten wird durch die niedrige Affini-
t�t der N-methylierten Hydroxams�ure 12 f belegt.

Auf Grundlage eines Homologiemodells von Integrin
a5b1 und fr�heren Studien zu den Struktur-Aktivit�ts-Be-
ziehungen gelang uns die erstmalige Substitution der allge-
genw�rtigen Carbons�urefunktion in Integrinliganden. Auf-
w�ndiges Molecular Modeling der MIDAS-Region von avb3
und a5b1 half bei der Aufkl�rung des Bindungsmodus dieser
neuen Ligandenklasse und der beobachteten Selektivit�ten
f�r avb3. Unsere Ergebnisse brechen mit dem Dogma der
Unverzichtbarkeit von Carbons�ure-funktionalisierten
RGD-Mimetika und k�nnten neue Leitstrukturen f�r die
pharmazeutische Forschung ergeben.
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