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Die Umlagerung von Asparagin zu Isoaspartat ist eine uner-
wiinschte Nebenreaktion der Peptidsynthese,!! die meist zu
Strukturen fiihrt, die ihre biologische Aktivitdt verlieren
(Schema 1).”! Die Isoaspartat-Bildung tritt auch in vivo auf
und resultiert normalerweise in einem Verlust der Protein-
funktion. Dieser Prozess wurde daher als biologische Uhr
angesehen, weil er die Lebensdauer von Proteinen be-
schriankt.!l Curnis et al. haben jedoch kiirzlich gezeigt, dass
die Desamidierung des Asn-Gly-Arg(NGR)-Motivs zu
isoDGR im extrazelluldren Matrixprotein Fibronektin (FN)
zu einer erweiterten Proteinfunktion fiihrt, indem eine neue
Adhisionsbindungsstelle fiir Integrine geschaffen wird.”*
Hier stellen wir basierend auf dem isoDGR-Motiv hochak-
tive Kopf-Schwanz-cyclisierte Pentapeptide vor, die Selekti-
vitat fiir die nahe verwandten avp3- und o5f1-Integrine
aufweisen und durch rdumliches Screening von Peptidbi-
bliotheken” in vitro sowie durch Zellstudien identifiziert
wurden.

Integrine sind heterodimere Transmembran-Adhésions-
rezeptoren, die in fundamentale Prozesse wie Migration,
Proliferation, Differenzierung und Zellbestand involviert
sind.®! Die Peptidsequenz Arg-Gly-Asp (RGD) ist das
wichtigste Motiv bei der Integrin-vermittelten Zelladhision
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Schema 1. Die Desamidierung von NGR verlduft durch Hydrolyse
eines Succinimid-Intermediats, was in Abhéngigkeit von benachbarten
Aminosiuren, Temperatur und lonenstirke zur Bildung von isoDGR
oder DGR fiihrt.”!

an extrazelluldre Matrixproteine, z.B. FN, Vitronektin und
Fibrinogen.”! Das RGD-Tripeptid in FN wird hierbei von
mindestens vier verschiedenen Integrinen (a5f1, avfx, a8f1
und alIbp3) erkannt, was zur Bildung einer zellumgebenden
FN-Matrix fiihrt.'"” Eine Mutation der RGD-Sequenz im
»10th type III repeat FN“-Modul (Abbildung SI_1 in den
Hintergrundinformationen) zu RGE in Méiusen verhindert
die Integrinbindung an das mutierte Motiv.!”! Interessanter-
weise kann FN, welches die RGE-Mutation trégt, trotz dieses
Bindungsdefekts mithilfe des Integrins avf33 weiterhin FN-
Fibrillen bilden.!”! Aus diesem Grund wurde spekuliert, dass
das isoDGR-Motiv, welches in einer der NGR-Sequenzen im
»Sth type I repeat FN“-Modul (Abbildung SI_1) gebildet
wird, als neue Integrinbindungsstelle fungiert.”! Diese Ver-
mutung wurde jedoch kiirzlich in einer Studie infrage gestellt,
bei der rekombinantes FN mit Mutationen im NGR-Motiv
verwendet wurde.'""! Obwohl beide FN-Schliisselrezeptoren
avp3 und aSP1 das gleiche Ligandenerkennungsmotiv tragen,
ist ihre Funktion nicht identisch. Nach Bindung an FN ver-
mitteln sie unterschiedliche Zellsignale und fiithren zu ver-
schiedenen Verhaltensweisen von Zellen, was wichtige Aus-
wirkungen auf viele physiologische und pathophysiologische
Prozesse wie Wundheilung, Angiogenese und Krebsmetasta-
sierung hat.l”
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Um die Hypothese, dass die Desamidierung von NGR zu
isoDGR zur Bildung eines neuen Bindungsepitops fiir das
Integrin avB3 fiihrt, zu tberpriifen, haben wir versteifte
isoDGR-Peptide hinsichtlich ihrer Integrin-Subtyp-Affinita-
ten untersucht. Des weiteren haben wir, inspiriert durch
unsere vorherige Erkenntnis, dass die Konformation der
RGD-Sequenz die Selektivitdt zwischen avp3 und dem
Thrombozyten-Integrin allbf3 steuert,’™! diese Peptide be-
ziiglich ihrer Bindungsselektivitit gegeniiber den nahe ver-
wandten Integrinen avp3 und o5f1 untersucht. Hierfiir er-
stellten wir verschiedene Bibliotheken Kopf-Schwanz-cycli-
sierter Pentapeptide, welche das isoDGR-Aminosduremotiv
enthalten. Neue, biologisch aktive Peptide mit dieser Sequenz
konnten als Modellverbindungen fiir die vielfachen, NGR-
tragenden Module von FN und anderen Matrixkomponenten
dienen und moglicherweise dazu beitragen, die Struktur-
Wirkungs- und  Struktur-Selektivitiats-Beziehung  der
isoDGR-Sequenz aufzuklédren.

In unserem ersten Ansatz synthetisierten wir eine kleine
Bibliothek an Peptiden, basierend auf der Retrosequenz des
hochaktiven, Integrin bindenden cyclischen Peptids
c(-RGDFV-),4 7 B. ¢(-VfisoDGR-), mithilfe eines p-Ami-
nosédure-Scans. Diese Peptide zeigten jedoch durchweg nur
miBige bis schwache Affinititen fiir avp3 und keine Aktivitét
gegeniiber a5f1 (Verbindungen I bis V in den Hintergrund-
informationen). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit denen
einer Retrosequenz-Studie von Wermuth et al.'™! Daraufhin
erstellten wir eine zweite kleine Bibliothek mit Sequenzen,
welche die GNGRG-Schleifen in FN (Module I-5 und I-7;
Abbildung SI_I) nachahmen.['® Die isoDGR-Sequenz wurde
durch zwei Glycine flankiert, und ein D-Aminosdure-Scan
wurde durchgefiihrt. Die In-vitro-Untersuchungen zeigten
jedoch keine oder nur schwache Bindung der Peptide an die
avp3- und a5p1-Integrine (siche Peptid 1 in Tabelle 1 und
Peptide 14 und 21 in den Hintergrundinformationen).

Tabelle 1: Inhibition der Bindung léslicher avp3- und a5p1-Integrin-
Kopfgruppen an FN bzw. Vitronektin durch Kopf-Schwanz-cyclisierte
isoDGR-Pentapeptide.?!

Cyclisches Peptid IC5 0581 [nMm] 1C5p avP3 [nM]
1 ¢(GisoDGRG) >2000 256 (+24)

2 c(FisoDGRG) >2000 633 (&524)
3 c(fisoDGRG) 838 (+160) 377 (£272)
4 ¢(GisoDGRF) 816 (& 345) 168 (+63)

5 c(GisoDGRY) >2000 521 (+39)

6 c(HpheisoDGRG) >2000 >1000

7 c(hpheisoDGRG) 83 (£21) 410 (£107)
8 ¢(GisoDGRHphe) >1000 203 (4:49)

9 ¢(GisoDGRhphe) 558 (105) 102 (+45)
10 c(PhgisoDGRG) 57 (+8) 753 (£150)
11 ¢(phgisoDGRG) 19 (£4) >1000

12 ¢(GisoDGRPhg) >2000 467 (+£162)
13 ¢(GisoDGRphg) 406 (+£191) 89 (+19)
Cilengitid 15 (&3) 0.54 (0.15)

[a] Inhibitionskonstanten wurden mit einem kompetitiven Festphasen-
bindungs-Assay (ELISA) ermittelt (siehe die Hintergrundinformationen
fir Details). Hphe: L-Homophenylalanin, hphe: p-Homophenylalanin,
Phg: L-Phenylglycin, phg: p-Phenylglycin. Das hochaktiv an avB3 bin-
dende, cyclische Pentapeptid Cilengitid, c¢(-RGDf'*V-),l”! wurde als
Kontrollverbindung verwendet.
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Zum Erfolg fiihrte uns schlieBlich eine dritte Bibliothek,
welche die beiden oben erklirten Vorgehensweisen kombi-
niert: die cyclischen isoDGR-Peptide wurden durch eine
aromatische Aminoséure und ein Glycin flankiert. Durch das
Peptid ¢(-RGDfV-) ist es bekannt, dass die aromatische
Gruppe von Phenylalanin essenziell fiir die Bindung an das
avf3-Integrin ist, wohingegen Valin durch andere Amino-
sduren (z.B. Lysin) ohne Beeintrichtigung der Rezeptoraffi-
nitit ersetzt werden kann."' Folglich synthetisierten wir cy-
clische isoDGR-Peptide, die L- und D-Phe als aromatischen
Rest enthielten (Tabelle 1, Peptide 2-5). Da die Strukturen
dieser Peptide von der fiir ¢(-RGDfV-) beobachteten ab-
weichen konnen, was z.B. zu unterschiedlichen Abstinden
zwischen der Integrinbindungstasche und der aromatischen
Gruppe fithren kann, beschlossen wir, ebenso die rdumliche
Positionierung des pharmakophoren Phenylrests zu variieren,
indem wir zusitzlich Homophenylalanin (Hphe; Tabelle 1,
Peptide 6-9) und Phenylglycin (Phg; Tabelle 1, Peptide 10—
13) verwendeten.

Interessanterweise bestimmt die relative Position der
isoDGR flankierenden Reste (aromatische Aminosiure und
Glycin) die Affinitdt der Pentapeptide fiir die Integrine avf3
und a5p1. Dieser Effekt wurde hauptsichlich dann beob-
achtet, wenn der aromatische Rest in Form von p-Phenyl-
glycin eingefiihrt wurde, was die Bedeutung der Wechselwir-
kung zwischen der aromatischen Gruppe und der Integrin-
bindungstasche bestétigt. Hervorgehoben werden soll an
dieser Stelle vor allem, dass das Peptid 11 eine vergleichbare
Aktivitat fiir a5p1 aufweist wie der Antikrebswirkstoff Ci-
lengitid, jedoch inaktiv gegeniiber avf3 ist (sieche Tabelle 1).
Unserem Wissen nach ist dies das erste cyclische Peptid ba-
sierend auf einer retro-RGD-Sequenz, das eine nanomolare
Aktivitdt und Selektivitdt fiir a5p1 zeigt. Es gibt lediglich das
natiirliche Peptid ¢(CRRETAWAC)™! und cyclische RGD-
Peptide mit B-Aminosiuren,??! fiir die in Zellstudien #hn-
lich gute Aktivititen und Selektivititen gezeigt wurden.
Dieses biologische Profil kann zur Aufkldrung der moleku-
laren Wirkungsweise von Cilengitid beitragen. In der Tat ist
es noch nicht vollstindig verstanden, ob die Antitumorakti-
vitdt von Cilengitid seiner avp3- oder a5p1-Inhibierung zu-
geschrieben werden kann. Dariiber hinaus belegen unsere
Ergebnisse, dass Kopf-Schwanz-cyclisierte Pentapeptide,
welche die isoDGR-Sequenz enthalten, niitzliche Template
fiir das Adressieren verschiedener Integrin-Subtyp-Rezepto-
ren darstellen.

Um das Selektivititsprofil der interessantesten Peptide zu
verstehen, wurden die dreidimensionalen Strukturen von 11
und 13 mit Flissigphasen-NMR-Spektroskopie und Mole-
kiildynamik(MD)-Rechnungen® > bestimmt (Abbildung 1)
und sowohl an den avf3- (Rontgen-Kristallstruktur des Ci-
lengitid-avp3-Komplexes®!) als auch an den a5p1-Rezeptor
(Homologiemodell®!) gedockt. (Eine detaillierte Beschrei-
bung der Strukturrechnungen findet sich in den Hinter-
grundinformationen.)

Gemil den Docking-Resultaten bindet das Peptid 11 an
den a5B1-Rezeptor durch Koordination der isoAsp-
Carboxylatgruppe an das Metallion der MIDAS (Metallion-
abhingige Adhésionsstelle) sowie durch Bildung einer zwei-
zdhnigen Salzbriicke zwischen der Arg-Guanidiniumgruppe
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Abbildung 1. Stereostruktur der cyclischen Pentapeptide 11 (oben) und
13 (unten), welche das isoDGR-Motiv enthalten und an verschiedene
Integrinrezeptor-Subtypen binden. Das Peptid 11 zeigt eine nanomola-
re Affinitdt gegeniiber o531, wohingegen das Peptid 13 an das avf33-
Integrin bindet.

und (a5)-Asp227 und einer H-Briicke mit der Riickgrat-
Carbonylgruppe von (05)-Ala222 (Abbildung 2). Eine wei-
tere H-Briicke wurde zwischen der Gly-NH-Gruppe des
Peptids und der (f31)-Ser221-Seitenkette detektiert. Interes-
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Abbildung 2. Gedockte Struktur von 11 (weifd) in der a5p1-Integrin-
Bindungstasche. Die a5- und 1-Untereinheiten sind durch eine dunk-
lere bzw. hellere tiirkise Oberfliche gekennzeichnet. In beiden Unter-
einheiten sind die Aminosiure-Seitenketten, die relevant fiir die Ligan-
denbindung sind, als Stabmodelle hervorgehoben. Das Metallion der
MIDAS-Region ist als lilafarbene Kugel dargestellt. Der Einbuchstaben-
code wurde fiir folgende Aminosiuren verwendet: A=Ala, D =Asp,
F=Phe, G=Cly, L=Leu, S=Ser, Y=Tyr.

santerweise liegt D-Phg in der Nihe von (f1)-Tyr127 (Ab-
stand der Ringmittelpunkte: 5.6 A), was eine m-7-Wechsel-
wirkung wahrscheinlich macht. Es fillt auf, dass das D-Phg in
Richtung der weiten Tasche unterhalb der spezifitdtsbestim-
menden Schleife (SDL) weist, die aus den Aminosiuren ($1)-
Leu219, (B1)-Ser171 und (B1)-Gly217 besteht. Dieser vor-
hergesagte Bindungsmodus konnte die beobachtete hohe
Aktivitdt von 11 gegeniiber dem a5f1-Rezeptor erkliren.
Wie vorhersehbar ist, kann der beschriebene, begiinstigte
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Bindungsmodus von 11 am avf3-Rezeptor nicht gefunden

werden (siehe die Hintergrundinformationen fiir Details).
Zusétzlich zu der Wechselwirkung mit dem Metallion und

mit (av)-Asp218 (Abbildung 3) wird D-Phg in der energetisch

Abbildung 3. Gedockte Struktur von 13 (gelb) in der avf33-Integrin-Bin-
dungstasche. Die a5- und 1-Untereinheiten sind durch eine dunklere
bzw. hellere tiirkise Oberfliche gekennzeichnet.

giinstigsten Konformation des an avf33 gebundenen Peptids
13 zwischen die aromatischen Seitenketten von (av)-Tyrl78
und (B3)-Tyrl66 platziert. Im Besonderen weisen die Hy-
droxygruppen beider Tyr-Reste in Richtung der Seite des D-
Phg-Rings, wodurch eine giinstige Wechselwirkung eintritt
und eine H-Briicke zwischen der p-Phg-NH- und der (av)-
Tyr178-OH-Gruppe gebildet wird.

In einer alternativen Bindungskonformation, die nur
wenig energiereicher ist, wird D-Phg in dieselbe Tasche ge-
dockt, bildet jedoch eine Kation-ri-Wechselwirkung mit der
(B3)-Arg214-Seitenkette (Abbildung SI_2). Bemerkenswer-
terweise scheinen die giinstigen Wechselwirkungen mit (av)-
Tyrl78, ($3)-Tyrl66 und (P3)-Arg214, allesamt charakteris-
tisch fiir avp3, die Ursache fiir den Riickgang der aSp1-Af-
finitdt zu sein. Ein Vergleich der Bindungsmodi von 11, 13
und Cilengitid in avB3 findet sich in den Hintergrundinfor-
mationen.

Integrinselektive ~ Verbindungen konnen verwendet
werden, um Zellen mit spezifischen Integrinprofilen zu atta-
ckieren, wie es beispielsweise der Erfolg des avf3- und a5p1-
selektiven cyclischen Peptids Cilengitid in klinischen Studien
an Glioblastomen zeigt.” Um die Bindungskapazitit und
-spezifitidt von 11 und 13 auch in lebenden Zellen zu testen,
vorinkubierten wir Mausfibroblasten, die ausschlieflich ent-
weder avp3 oder a5p1 exprimierten, mit steigenden Kon-
zentrationen an 11 und 13, bevor sie an FN geheftet wurden
(siehe die Hintergrundinformationen fiir Details). Die Ab-
nahme der Zellbindung an FN, vermittelt durch avp3 oder
a5p1, ist mit den Bindungskonstanten der cyclischen Peptide
gegeniiber den entsprechenden Integrinen verkniipft. Anzu-
merken ist, dass aufgrund der verschiedenen Exprimie-
rungsniveaus der Integrine auf den verschiedenen Zell-Linien
(linke und rechte Spalte) nur relative Bindungsaktivitdten
verglichen werden konnen (Tabelle 2). Die Resultate korre-
lieren jedoch gut mit den kompetitiven Festphasenbindungs-
Assays (siehe Tabelle 1). Fiir 11 ist der ICy-Wert zum Blo-
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Tabelle 2: Bindungsaktivititen von Kopf-Schwanz-cyclisierten isoDGR-
Pentapeptiden gegeniiber Mausfibroblasten, die selektiv entweder a531-
oder avf3-Integrin-Heterodimere exprimieren !

Cyclisches Peptid 1Cso a5B1 [uM] 1Cso avB3 [um]
11 ¢(phgisoDGRG) 4.2 1.0

13 ¢(GisoDGRphg) 87 035
Cilengitid 2.0 0.009

[a] Die Konzentrationen von Kopf-Schwanz-cyclisierten isoDGR-Penta-
peptiden zur Inhibierung der Zelladhision an FN wurden mit einem
zelluldren Adhidsionsblockade-Assay getestet (siehe die Hintergrundin-
formationen fiir Details). Die gezeigten 1Cso-Werte fiir die verschiedenen
Rezeptoren (mittlere und rechte Spalte) kénnen nicht miteinander ver-
glichen werden, da die Integrinexpression der jeweiligen Zelllinien un-
terschiedlich ist.

ckieren des Integrins a5p1 etwa 20-mal niedriger als der fiir
13 und damit dhnlich zu dem der Referenz Cilengitid. Dem-
gegeniiber war die ICsy, um avfp3 zu blockieren, fiir 13 etwa
dreifach niedriger als fiir 11. Wir konnten somit zeigen, dass
die Verbindungen 11 und 13 selektiv an a5p1 bzw. avp3 in
Zellen binden, was mit den Werten der durch Verwendung
gereinigter, 16slicher Rezeptoren gewonnenen Bindungs-
konstanten tibereinstimmt.

Peptide, welche das NGR- oder isoDGR-Motiv enthalten,
werden dhnlich wie RGD-Peptidel'*>!7?"l eingesetzt, um die
Neubildung von Tumorgefif3systemen zu blockieren oder
zum molekularen ,, Targeting* und zur molekularen Bildge-
bung zu nutzen,® was zukiinftig zu einem wichtigen Mittel
fir den Wirkstofftransport und die Tumortherapie werden
kann. Es wurde beobachtet, dass eine freie a-Aminogruppe in
Nachbarschaft zu isoDGR die Integrinaffinitit verringert,
wohingegen deren Acetylierung die Affinitdt zwar erhoht,
jedoch einen Verlust der Spezifitit zur Folge hat.”” In unserer
Studie haben wir Kopf-Schwanz-cyclisierte isoDGR-Penta-
peptide ohne freie o-Aminogruppen verwendet, was einen
direkten Vergleich der Konfiguration und der chemischen
Eigenschaften der flankierenden Reste zulie3. Die relative
Starrheit der kleinen cyclischen Peptide beweist die Wich-
tigkeit des aromatischen Rests in den benachbarten Amino-
sdauren hinsichtlich der Selektivitit dieser Substanzen gegen-
iiber den Integrinen a5p1 und avB3. Des weiteren wurden die
Orientierungen der bindungsrelevanten Reste untersucht und
Hinweise auf eine stereochemische Kontrolle der Aktivitét
gefunden. Somit sind unsere Ergebnisse fiir das rationale
Design von isoDGR-Wirkstoff-Konjugaten und Fusionspro-
teinen von Interesse. Dariiber hinaus spielen diese Resultate
eine essenzielle Rolle fiir die Entwicklung von Proteinen, die
durch eine NGR-isoDGR-Umlagerung einen kontrollierten
Wechsel von Bindungsaffinititen gegeniiber verschiedenen
Integrin-Subtypen in In-vivo-Studien ermoglichen.
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