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Erhohung der avf33-Selektivitit des Angiogenese hemmenden
Wirkstoffs Cilengitid durch N-Methylierung**

Carlos Mas-Moruno, Johannes G. Beck, Lucas Doedens, Andreas O. Frank, Luciana Marinelli,
Sandro Cosconati, Ettore Novellino und Horst Kessler*

Cilengitid [¢(RGDf(NMe)V)] ist ein cyclisches RGD-Penta-
peptid, das sich zurzeit in klinischer Phase I1I zur Behandlung
von Hirntumoren und in Phase II zur Therapie anderer
Krebsarten befindet.!'! Die tumorhemmenden Eigenschaften
dieses Peptids beruhen auf seiner antagonistischen Aktivitat
gegeniiber angiogenesefordernden Integrinen wie avf3, avps
oder a5B1. Die spezifischen Funktionen dieser Integrin-
Subtypen wihrend der Angiogenese sind jedoch weder ein-
deutig noch vollstdandig verstanden. In dieser Arbeit priasen-
tieren wir di-N-methylierte Analoga des Stammpeptids
c¢(RGDf{V), welche ihre nanomolare avp3-Bindungsaktivitit
behalten, jedoch ihre Aktivitit gegeniiber den Integrinen
avp5S und/oder a5P1 verloren haben. Hochaktive und selek-
tive Peptide dieser Art fiir avp3 sind wichtige Werkzeuge, um
die spezifische Rolle dieses Integrins wihrend der Angioge-
nese und bei Krebserkrankungen zu untersuchen.

Integrine sind heterodimere Rezeptoren, die Zell-Zell-
und Zell-ECM-Wechselwirkungen (ECM = extrazelluldre
Matrix) steuern und fiir eine Vielzahl zelluldrer Funktionen
essentiell sind.”! Der Umstand, dass viele Integrine an pa-
thologischen Prozessen wie der Tumorangiogenese beteiligt
sind, regte zu Untersuchungen ihrer Eignung als Therapeu-
tika an.®l Viele Integrinrezeptoren erkennen und binden die
Tripeptidsequenz RGD, die ein bedeutendes Zelladhésions-
motiv in ECM-Proteinen darstellt."! Die Nachahmung dieser
Tripeptidsequenz mittels RGD-Peptiden oder Peptidmime-
tika ist ein vielversprechender Ansatz, um Integrine, welche
an der Angiogenese beteiligt sind, anzugreifen und somit
krebshemmende Wirkstoffe zu entwickeln.!"*!
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Es ist bekannt, dass ov33 und avf5 an zwei verschiedenen
angiogenetischen Pfaden beteiligt sind.® Wihrend die An-
giogenese von avfB3 abhingig ist, wenn sie durch den basalen
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) oder den Tumorne-
krosefaktor-a eingeleitet wird, hdngt sie von avf5 ab, wenn
sie durch den vaskuldren Endothelwachstumsfaktor (VEGF)
oder den transformierenden Wachstumsfaktor-o ausgelost
wird. Beide Integrine wurden weiterhin als wichtige Ver-
mittler bei der Sauerstoffmangelregulation in Glioblastomen
beschrieben.”! Andererseits zeigten Miuse, denen entweder
av oder B3 und B3 fehlten, eine starke Angiogenese. Diese
verbliiffenden Resultate sind in der Fachliteratur umstritten
und haben unser Verstdndnis hinsichtlich der Rolle der
beiden Integrine wihrend der Angiogenese in Frage ge-
stellt.’? Das Integrin a5p1 wird zudem stark in wachsenden
GefidBlen exprimiert, was durch mehrere angiogenetische
Stimuli wie bFGF, jedoch nicht durch VEGF ausgelost
wird."" Da avf3, avp5 und a5l teilweise iiberlappende
Ligandenaffinititen aufweisen,*® leuchtet es ein, dass a5p1
die pro-angiogenetische Aktivitit der anderen Integrine
tibernehmen kann. In einer jiingeren Studie konnte gezeigt
werden, dass Cilengitid, in geringen Konzentrationen einge-
setzt, die VEGF-vermittelte Angiogenese paradoxerweise
stimuliert.'’ Obwohl die in dieser Arbeit verwendeten Do-
sierungen deutlich unter therapeutischen Konzentrationen
lagen und deshalb wahrscheinlich keine pro-angiogenetischen
klinischen Effekte zu erwarten sind,'"? wird es klar, dass ein
besseres Verstdndnis Angiogenese hemmender Wirkstoffe
von Noten ist.!"!

Sowohl wir als auch andere Arbeitsgruppen konnten
zeigen, dass N-Methylierung von Peptiden die Selektivitit
gegeniiber bestimmten Rezeptoruntergruppen steigern
kann." Solche biologischen Effekte werden oft durch die
Einfiihrung konformativer Einschrinkungen ausgelost, was
zum Auftreten einzelner bevorzugter Konformere fiihrt, die
essentiell fiir die biologische Aktivitit sind.[*¢"15 Wir ver-
muteten daher, dass zusétzliche N-Methylierungen von Ci-
lengitid zu einem verbesserten Selektivititsprofil fithren
sollten. Demzufolge konstruierten wir eine Bibliothek mit
allen di-N-methylierten Analoga von ¢(RGDfV) (Abbil-
dung 1).

Es ist wichtig, zu beriicksichtigen, dass die Synthese von
NMe-Peptiden (vor allem wenn diese cyclisch sind) nicht frei
von Herausforderungen ist, die sorgfiltig beachtet werden
miissen.* 1l Obwohl sie kommerziell erhiltlich sind, sind
viele N-methylierte Aminosduren weiterhin teuer. Aus
diesem Grund synthetisierten wir durch Reduktion der ent-
sprechenden Oxazolidinone unter Freidinger-Bedingungen
NMe-Reste von Gly, Val und p-Phe in Losung.'”] Alternativ
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Abbildung 1. Unsere Bibliothek di-N-methylierter Analoga von
¢(RGDAV).

wurden Arg und Asp mithilfe des Miller-Scanlan-Proto-
kolls,"™ das spiter durch Biron et al."! optimiert wurde, an
der Festphase methyliert; dies ist mit der Verwendung siu-
reempfindlicher Seitenkettenschutzgruppen vereinbar. Dar-
iiber hinaus gibt es weitere Limitierungen: Beispielsweise
fithrte die Anwesenheit von NMeGly am C-Terminus zu einer
Diketopiperazinbildung. AuBlerdem benotigten wir starke
Kupplungsreagentien wie HATU, um die Kupplungseffizienz
zu steigern. Ein weiterer kritischer Schritt war die Cyclisie-
rung: Um diese zu begiinstigen,
wurden NMe-Aminosduren am N-
Terminus vermieden, und wann
immer moglich wurde Gly am C-
Terminus fixiert, um Racemisie-
rung zu verhindern. SchlieBlich
wurden Reaktionszeiten und ver-
wendete  TFA-Konzentrationen
optimiert, um Peptidfragmentie-
rung wihrend der Seitenketten-
entschiitzung zu vermeiden. Die
Synthese von Peptid 4, welche die
beschriebenen Uberlegungen zu-
sammenfasst, ist in Schema 1 ge-
zeigt (siehe Hintergrundinforma-
tionen fiir eine detaillierte Be-
schreibung der Synthesen aller
Analoga).

Der Einfluss der zusétzlichen
N-Methylierung auf die Integrin-
bindungsaktivitit und -selektivitét HN
von Cilengitid wurde mithilfe
eines Festphasenbindungsassays
getestet, wobei Bindung an die
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Demgegeniiber wiesen die Analoga, deren Val N-methyliert
war (1-4), eine Aktivitdt im unteren nanomolaren Bereich
gegeniiber dem avp3-Rezeptor auf. Diese Ergebnisse zeigen,
dass NMeVal moglicherweise aufgrund der Erzeugung einer
bevorzugten bioaktiven avf3-Bindungskonformation ein es-
sentieller Rest zur Erhaltung der Rezeptoraktivitit ist.*2"!
Die vollstindig inaktiven Analoga 9 und 10 sind an p-Phe N-
methyliert. Es ldsst sich somit vermuten, dass dieser biologi-
sche Effekt durch den Verlust eines H-Briicken-Donors an
dieser Position ausgelost wird;?! andererseits weist Peptid 2,
das ebenfalls NMe-D-Phe besitzt, eine bemerkenswerte, na-
nomolare antagonistische Aktivitét auf. In dieser Hinsicht ist
ebenfalls der Effekt von NMeArg interessant. In einer fri-
heren Studie zeigte ein Peptid mit einer einzelnen N-Me-
thylierung dieses Restes einen ICs,-Wert von 5.5 nM.P¥ In der
vorliegenden Arbeit fanden wir bei Anwesenheit von
NMeArg Peptide mit Aktivitdten im superpotenten (1.9 nm,
4), mittleren (142 nM, 5), niedrigen (> 1000 nM, 8) und sehr
niedrigen Bereich (>10000 nm, 10). Diese Daten zeigen
deutlich, dass die biologische Aktivitidt der Peptide stdrker
von ihrer Gesamtkonformation und weniger von lokalen Ef-
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pro-angiogenetischen  Integrine
avp3, avp5 und a5p1 sowie an den
Pléttchenrezeptor allbf3 unter-
sucht wurde (Tabelle 1). Diejeni-
gen Analoga, die kein NMeVal
aufwiesen (5-10), zeigten unab-
héngig von den Positionen der N-
methylierten Reste eine drastisch
reduzierte avf3-Bindungsaktivi-
tat. Dieser Effekt wurde vor allem
fiir die Peptide 9 und 10 beob-
achtet, die ihre antagonistische
Aktivitat fiir den Vitronektinre-
zeptor vollstidndig verloren haben.
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Schema 1. Festphasensynthese von 4. a) Fmoc-Gly-OH, DIEA, DCM; b) Piperidin-NMP (1:4); c) Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, TBTU, HOBt, DIEA, NMP; d) NBS-Cl, Collidin, NMP; e) Ph;P, MeOH, DIAD, THF;

f) HS-CH,-CH,-OH, DBU, NMP; g) Fmoc-NMeVal-OH, HATU, HOAt, DIEA, NMP; h) Fmoc-b-Phe-OH,
HATU, HOAt, DIEA, NMP; i) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, TBTU, HOBt, DIEA, NMP; j) HFIP-DCM (2:8);

k) DPPA, NaHCO;, DMF; |) TFA-DCM-H,O-TIS (60:35:2.5:2.5). Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl,
DIEA = Ethyldiisopropylamin, DCM = Dichlormethan, NMP = N-Methylpyrrolidin, TBTU = O-(Benzo-
triazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-tetrafluoroborat, NBS-Cl = Nitrobenzolsulfonylchlorid,

DIAD = Diisopropylazodicarboxylat, DBU =1,5-Diazabicyclo[5.4.0]undec-5-en, HATU = O-(7-Azabenzo-
triazol-1-yl)-tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HFIP = Hexafluorisopropylalkohol, DPPA = Di-
phenylphosphorylazid, TFA=Trifluoressigsiure, TIS =Triisopropylsilan.
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Tabelle 1: Zehn di-N-methylierte Analoga von Cilengitid einschlieflich ihrer Bindungsaktivitit (ICs, in

nm) gegeniiber avB3, avps, a5p1 und allbf3.®

in einem gewissen Umfang beein-
flusst: Diese Modifizierung fiihrte

Peptid avp3 avps aspl allbp3 avps/  asp1/ zum Verlust der H-Briicke zu (3)-
avp3 avf3  D216-CO, und es kommt — was
Gl c(-R-GDFV)  0.65(x0.07) 11.7(£1.5) 13.2(x0.6) 815(=60) 18 20 noch bedeutender erscheint — zu
1 c(RGDFV)  59(£25) >3000 270(+95)  >1000 >500 46 einer offensichtlichen Umlagerung
2 c(-R-G-DfV-)  36.2(%8.7) >10000 > 2000 >10000 >250 55 der unteren Halfte des Peptids
3 c(RGD-fV)  132(£18)  313(+122)  >1000 >2000 24 >75  (siehe Abbildung 3b). Dies erklart,
4 C(RGDFV)  1.9(+03) 409(+32)  39.5(x£1.3)  >1000 2 21 wieso 1 eine im Vergleich zu Ci-
5 c(RGDfV)  142(433) >10000 > 2000 >10000  >70  >14joroiid uneefihr 10-fach geringere
6  Cc(RGDfV)  173(12) >10000 > 5000 >10000  >58 >29 e on ovB3 aufweist (5.9 v
7 c(RGD-fV)  965(+96) >10000 >1000 >10000 - - - >
8  c(RGDfV)  >1000 >10000 10000 > 2000 - - bzw. 0.65 nm). Fiir das Docking an
9  c(-RGDfV)  >10000 >10000 >10000 >2000 - - den avf3-Rezeptor wurden 100
10 c(-RG-DfV)  >10000 >10000 >10000 >10000 - - Homologiemodelle generiert, die

[a] Die Reste in fett+ kursiv sind N-methyliert.

fekten einer einzelnen N-Methylierung abhingt.”” Bemer-
kenswerterweise sind die meisten Verbindungen der Biblio-
thek inaktiv gegeniiber den Integrinen avf5 und a5p1. Beim
Blick auf die Peptide 1-4 (hochaktiv fiir avp3) weist lediglich
4 eine nanomolare Aktivitdt fiir die beiden vorher genannten
Rezeptoren auf, wobei die Selektivitdtsverhéltnisse denen
von Cilengitid sehr dhneln. Im Unterschied hierzu ist die
Aktivitdt der Peptide 1 und 2 gegeniiber avf5 stark bzw.
vollstdandig unterdriickt; die Verhiltnisse der Selektivitdten
sind im Vergleich zu Cilengitid stark angestiegen (> 500-fach
fiir 1 und > 250-fach fiir 2). Molekiil 3 weist keine verbesserte
Selektivitit gegeniiber avp5, jedoch gegeniiber a5p1 auf. Im
Vergleich zu Cilengitid zeigen diese Peptide alle eine ent-
weder vergleichbare oder verbesserte Selektivitit gegentiber
olIbf3. Fiir die Analoga 5-10 wurde eine starke Verringerung
der Bindungsaktivitit beziiglich avp5 und a5f1 beobachtet.
Diese Peptide sind wegen ihrer niedrigen (oder fehlenden)
Affinitdt fir avp3 jedoch von geringerem biologischen In-
teresse.

Um diese Resultate zu verstehen und die gefundenen
Selektivitdaten besser erkldaren zu konnen, wurden drei Pep-
tide fiir Strukturuntersuchungen ausgewihlt: Peptid 1, ein
selektiver Ligand mit nanomolarer Aktivitdt fir avp33 und
geringer Aktivitit fiir avp5; Peptid 4, das aktiv gegeniiber
beiden Rezeptoren und deshalb nicht selektiv ist; und Peptid
10, das vollstidndig inaktiv gegeniiber beiden Integrinen ist.
Basierend auf NMR-Zuordnungen (Tabelle S2 in den Hin-
tergrundinformationen), ROEs, homo- und heteronuklearen
skalaren Kopplungen, HN-Temperaturgradienten und Dis-
tanzgeometrierechnungen konnten eindeutige, bevorzugte
Strukturmodelle fiir alle drei Peptidriickgrate generiert
werden (Abbildung 2). Die Strukturen von 1, 4 und 10 weisen
ausgeprigte Unterschiede auf, die detailliert in den Hinter-
grundinformationen zusammen mit zusétzlichen Informatio-
nen zu deren Dynamik beschrieben sind. Diese Peptidstruk-
turen wurden zu Molekulardocking-Studien in die Rontgen-
struktur von avf3 und in ein neu konstruiertes avf5-Homo-
logiemodell eingesetzt. Das Docking von 1 in avf3 zeigte,
dass dieses Peptid in dhnlicher Weise wie Cilengitid mit dem
Rezeptor wechselwirken kann (Abbildung 3a). Gleichwohl
soll angemerkt werden, dass die Substitution des Asp-Restes
in Cilengitid durch NMeAsp in 1 den Bindungsmodus zu avp3
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sich in ihren Konformationen der

spezifitdtsbestimmenden  Schleife

(SDL) unterschieden. Vor den Do-
ckingrechnungen wurden alle 100 Modelle beziiglich ihrer
Fahigkeit, das unspezifische Cilengitid zu binden, getestet;
lediglich solche Strukturen, die binden konnten, wurden im
Weiteren fiir das Docking von 1, 4 und 10 beriicksichtigt. Wie
vorherzusehen war, nahm Cilengitid eine Bindungsstellung
ein, die dem experimentell bestimmten, gebundenen Zustand
in avp3 dhnelt.” Interessanterweise ergab die Auswertung
der mehrfach durchgefiihrten Dockingsimulationen mit den
fiir avp5 ausgewahlten Modellen, dass im Fall von 1 kein gut
definierter Bindungsmodus identifiziert werden kann. Somit
kann gefolgert werden, dass in diesem Fall die Asp-N-Me-
thylierung einen ausgeprigten Einfluss auf die Bindung an
avpS hat. Zur weiteren Charakterisierung dieses Verhaltens
wurde der vorhergesagte 1/avf3-Komplex mit der model-
lierten avp5-Rezeptorstruktur iiberlagert. Abbildung 3¢ ver-
deutlicht, dass die ($3)-A252/(p5)-D279-Mutation eine be-
merkenswerte Einschrankung des verfiigbaren Raumes zur

W ﬁr

W
e S %}
D-Phe ¥
Asp A\Gﬁ;g\%i ?/\g j}i
10 . "
D- Phe 9 ;
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=2 »\’7’}
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Abbildung 2. Stereoansicht der Strukturen von 1, 4 und 10, wie sie
durch NMR-basierte Distanzgeometrierechnungen und anschlieRende

Energieminimierungen gewonnen wurden (siehe Hintergrundinforma-
tionen fiir Details).
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Abbildung 3. a) Struktur von 1 (gelb), die in die avp3-Bindungstasche
gedockt wurde. Die av- und 33-Untereinheiten sind als rosa bzw. tiirki-
se Oberflichen gekennzeichnet. In beiden Untereinheiten sind diejeni-
gen Aminosiureseitenketten als Stabmodelle dargestellt, die wichtig
fiir die Ligandenbindung sind. Das Metallion in der MIDAS-Region ist
durch eine violette Kugel reprisentiert. Zur Vergleichbarkeit sind die
Réntgenkristallographiestruktur von Cilengitid (weifle Stibe) (b) als
auch der (5)-D279-Rest (blaue Kugeln) eingezeichnet. Rote Kreise
heben die N-Methylierung in (a) und (c) hervor.

Folge hat. Die Methylgruppe von NMeAsp kann deshalb nur
schwer in der gleichen Weise wie im 1/ovp3-Komplex ge-
bunden werden. Dies wiederum scheint die RGD-Bindung an
avps stark zu beeinflussen.

Die Dockingstudien waren ebenfalls hilfreich, um zu er-
kldren, wieso die N-Methylierung des Arg-Restes (4) keine
Auswirkung auf das Zustandekommen der avf3/avp5-Se-
lektivitdt hat (Tabelle 1). Tatséchlich beeinflusst eine solche
Modifizierung die Bindung von 4, welche durch die konser-
vierte RGD-Sequenz sichergestellt ist, nicht, wéhrend sie eine
unterschiedliche Konformation im Vergleich zu Cilengitid
induziert (Abbildung S1). Demgegeniiber offenbart das Do-
cking von 10, dass dieses Peptid nicht gleichzeitig an die

Angew. Chem. 2011, 123, 9668 -9672
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Metallion-abhingige Adhisionsstelle (MIDAS) und an den
B-Propeller der av-Untereinheit in effizienter Weise binden
kann. In der Tat zeigt ein Vergleich der NMR-Losungs-
struktur von 10 mit der Rontgenkristallographiestruktur des
gebundenen Cilengitids, dass die Doppelmethylierung der
Arg- und D-Phe-Reste (10) einen deutlichen Unterschied in
der Distanz zwischen den Arg- und Asp-Ca-Atomen (5.0 A
und 6.4 A fiir 10 bzw. Cilengitid) und den Orientierungen der
Co-Cp-Bindungsvektoren der beiden Reste herbeifiihrt
(Abbildung S2). Beide Merkmale sind bekannt fiir ihre
Wichtigkeit hinsichtlich der Integrinbindung und -selektivi-
tat.'*>! Somit scheint die doppelte N-Methylierung in 10,
anders als in 1 und 4, eine kontraproduktive Peptidkonfor-
mation zu induzieren, welche die Bindung an die Integrine
avf3 und avp5 nicht zulésst.

Wir konnten zeigen, dass die Doppelmethylierung von
Peptidriickgraten eine Feineinstellung der biologischen Ak-
tivitdt durch die Erzeugung bevorzugter bioaktiver Konfor-
mationen ermoglicht. Einige Mitglieder unserer Bibliothek
di-N-methylierter ¢((RGDfV)-Peptide behalten nanomolare
Affinitdt fiir avp3, sind jedoch vollstandig inaktiv gegeniiber
den Integrin-Subtypen avp5 und a5f1, was eine Verbesse-
rung der Selektivitit von Cilengitid zur Folge hat. Molekiile,
die solche Selektivitéitsprofile aufweisen, stellen neue, viel-
versprechende Werkzeuge dar, um die Rolle nahe verwandter
Integrine in essentiellen biologischen Prozessen zu untersu-
chen.
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