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Die Architektur von Proteinmakromolekiilen hingt funda-
mental von der sequenziellen Anordnung der Peptidbindun-
gen in definierten Konformationen ab. Ausgehend von den
drei Torsionswinkeln (¢, 1 und o) jedes Aminosdurerestes ist
die Amidbindung (w) aufgrund ihres partiellen Doppel-
bindungscharakters intrinsisch gehindert und beschriankt sich
daher mehr oder weniger auf eine cis- oder trans-Konforma-
tion (Abbildung1).'! Im Allgemeinen nehmen Amid-
bindungen bevorzugt eine trans-Konformation ein, da diese
ungiinstige Wechselwirkungen mit benachbarten Aminosiu-
ren minimiert.'¥ Nichtsdestotrotz sind cis-Amidbindungen,
wenn sie auftreten, in der Regel unerlésslich fiir eine Bio-
aktivitit.”

Betrachtet man die cis/trans-Verteilung zwischen nicht-
Prolyl-Peptidbindungen und Xaa-Pro-Motiven, so steigt der
cis-Anteil drastisch von ca. 0.03% auf ca. 6%.'""* Diese
Eigenschaft resultiert direkt aus der fiir Prolin charakteristi-
schen cyclischen und sterisch gehinderten Seitenkette und
dem sich daraus ergebenden starken strukturellen Einfluss
auf die vorangegangene Peptidbindung.”

Die cis-trans-Isomerisierung (CTT) erweitert biomoleku-
lare Systeme tiiber die strukturelle Besonderheit der cis-
Amidbindung hinaus um eine kinetische Dimension. Tat-
sédchlich handelt es sich bei der CTI nicht nur um einen der
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte fiir die Protein-
faltung,” sondern vielmehr erméglicht die CTI auch eine
zeitabhingige konformative Schaltung und somit eine dyna-
mische Modulierung von Struktur und Aktivitit.”!
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Abbildung 1. Allgemeine Darstellung der eingebauten Triazolyl-Amid-
Mimetika in einem Peptidriickgrat. a) trans-Amid-Mimetika durch 1,4-
disubstitutierte 1,2,3-Triazole, b) cis-Amid-Mimetika durch 1,5-disubsti-
tuierte 1,2,3-Triazole. Die Riickgrat-Atome sind als Stibe und die Sei-
tenketten als Kugeln dargestellt. Die Lewis-Struktur ist mit der entspre-
chenden Stereoinformation iiberlagert. N blau, C hellgrau, O rot, Sei-
tenketten gelb; H-Atome wurden zur besseren Ubersicht weggelassen.
Die betrachteten trans- und cis-Amid-Bindungen, die den Diederwinkel
definiern (w-Torsionswinkel), und die jeweiligen Triazol-basierten Mi-
metika sind durch schwarze Umrandungen hervorgehoben.

In den letzten zehn Jahren wurde iiber den Einbau ver-
schiedener Strukturmimetika fiir cis-Amide in Peptide und
Proteine berichtet, darunter Pseudoproline,***! disubstituier-
te Tetrazole!® und Triazole.”** So wurde beispielsweise eine
Asn-cis-Pro-Bindung in boviner Pankreas-Ribonuclease
(RNase A) durch eine Triazolyl-Einheit mittels Ligation ex-
primierter Proteine!® ersetzt, ohne dass dabei die katalytische
Aktivitit verloren ging.” Insgesamt zeigte sich, dass sich
disubstituierte 1,2,3-Triazole, entsprechend ihres Substituti-
onsmusters, als funktionelle Surrogate sowohl fiir cis- als auch
fiir trans-Amidbindungen eignen (Abbildung 1).2%°!

Unseres Wissens konnten bislang keine detaillierten Er-
kenntnisse iiber die molekulare Architektur und die struk-
turellen Anforderungen eines auf einer 1,5-disubstituierten
1,2,3-Triazolyl-Einheit basierenden, bioaktiven cis-Amid-
Mimetikums wihrend der Bindung an sein Zielenzym erhal-
ten werden.

Hier demonstrieren wir die Anwendungsmoglichkeit
modularer Triazol-basierter Peptidriickgrat-Elemente, um
sowohl cis- als auch trans-Amide innerhalb der funktionellen
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Schleife eines Bowman-Birk-Proteaseinhibitors (BBI)!"”! zu
fixieren. Hochauflosende Kristallstrukturen zeigten sehr de-
tailliert die strukturellen Besonderheiten von hochpotenten
Peptidomimetika sowohl mit eingebauten cis- als auch trans-
Triazolyl-Amid-Surrogaten bei der Bindung an bovines
Trypsin. Unsere Ergebnisse liefern neue Informationen iiber
das Verhalten von Triazolyl-Einheiten in aktiven Biomole-
kiilen und erlauben eine Neubewertung ihrer sterischen und
elektronische Homologie zur nativen Peptidbindung.

Als Modellpeptid wurde der hochpotente Sunflower-
Trypsininhibitor 1 (SFTI-1) aus Helianthus annuus gewihlt.!'"
In der nativen Form ist seine 14 Aminosiuren lange Sequenz
GRCTKSIPPICFPD Cystin-verbriickt, Kopf-Schwanz-cycli-
siert und enthélt als essenziellen Bestandteil fiir seine Bio-
aktivitit eine Ile-cis-Pro-Amid-Bindung.'” Vor kurzem
haben wir den FEinfluss geringfiigiger Verdnderungen auf
Struktur und Aktivitdt innerhalb der formgebenden Regio-
nen, wie z. B. der Disulfidbriicke, untersucht und die Eignung
der offenkettigen Variante (SFTI-1[/,/4]) als Testsystem de-
monstriert.®! Aufgrund der stark konservierten kanonischen
Konformation der funktionellen Schleife von Proteaseinhi-
bitoren haben schon sehr geringe sterische Verdnderungen im
sub-Angstrom-Bereich die Bioaktivitit der untersuchten
Peptidomimetika deutlich beeinflusst.!*!

Neben dem Cystinmotiv ist die cis-Amidbindung zwi-
schen Ile7 und Pro8 ein prominentes Strukturelement inner-
halb der Inhibitorschleife von SFTI-1[7,/4] und entscheidend
fiir die Bioaktivitit (Abbildung 2).') Demnach erschien der
Austausch dieses konformativen Archetypus durch ein 1,5-
disubstituiertes 1,2,3-Triazolmimetikum als ein vielverspre-

1 H-Gly-Arg-Cys-Thr-Lys-Ser-lle-Ala-Pro-lle-Cys-Phe-Pro-Asp-OH
| J

2 H-Gly-Arg-Cys-Thr-Lys-Ser-lle-Pro-Ala-lle-Cys-Phe-Pro-Asp-OH
| J

7 N

3 H-Gly-Arg-Cys-Thr-Lys-Ser-NH N-N

Pro-lle-Cys-Phe-Pro-Asp-OH
o ]

4  H-Gly-Arg-Cys-Thr-Lys-Ser~NH \ N\)LPrO—IIe—Cys—Phe—Pro—Asp-OH

r
5 H-Gly-Arg-Cys-Thr-Lys-Ser-lle-N

J NJ\F[Ie-CyS-Phe-Pro-ASp-OH
N:N o] |

6 H-Gly-Arg-Cys-Thr-Lys-Ser-lle-N

=

N, O
N-N_J—lle-Cys-Phe-Pro-Asp-o

: |
Abbildung 2. Ubersicht der synthetisierten Substanzen: [Ala®]SFTI-1-
[1,74] (1), [Al2®|SFTI-1[T,74] (2), [IcA¥SFTI-1[1,14] (3), [ItA#|SFTI-1-
[1,14] (4), [PcA®*|SFTI-1[1,14] (5), [PtA®°|SFTI-1[1,74] (6). Die unter-
suchten cis- (zwischen lle7 und Pro8) und trans-Amide (zwischen Pro8
und Pro9) sind fett hervorgehoben.
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chendes Konzept, obwohl vorhergehende Versuche, dieses
spezielle Motiv durch nichtnatiirliche Surrogate zu ersetzen,
nicht erfolgreich waren.'"! Folglich sollte ein cis-Amid-
Mimetikum nicht nur die vorgegebenen sterischen Anforde-
rungen genau erfiillen, sondern auch eine vergleichbare che-
mische Umgebung erzeugen.

Untersuchungen zeigten, dass die Substitution von Pro8
durch ein Alanin (Abbildung 2, Substanz 1) zu einem drasti-
schen Verlust der inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber Trypsin
fiihrte."” Dies wurde offensichtlich durch die konformative
Heterogenitédt und den Verlust des stabilisierenden cis-Amid-
Effekts des Prolins verursacht. Zur Validierung und um die
Konsistenz unserer Ergebnisse abzusichern, bezogen wir die
entsprechenden Pro—Ala-Mutanten 1 und 2 mit in diese
Arbeit ein.

Zusitzlich ersetzten wir noch die nachfolgende trans-
Amidbindung durch ein entsprechendes 1,4-disubstituiertes
Gegenstiick 6 und synthetisierten iiberdies SFTI-1[7,14]-
Derivate mit entsprechend falschem Substitutionsmuster des
Triazols (4 und 5). Zum besseren Verstdndnis verwenden wir
fiir die eingefiihrten Dipeptid-Surrogate einen Dreibuchsta-
bencode, der den Einbuchstabencode der nachgeahmten
Aminosduresequenz benutzt. Die Konformation der Amid-
bindung, die durch das Triazol fixiert wird, wird durch ein ,,c*
oder ,,t“ symbolisiert.

Konformativ eingeschrinkte nicht-Prolyl-Peptidriick-
gratmotive sind leicht durch Festphasenpeptidsynthese zu-
ginglich. Alle Peptide und Peptidomimetika wurden an der
festen Phase unter Verwendung von kommerziell erhéltlichen
Synthesebausteinen oder synthetischen Vorstufen hergestellt
(Schema 1 und Hintergrundinformationen). (S)-2-Azidopro-
pansédure (7) und die Fmoc-geschiitzen Alkin-Komponenten
8 und 9 wurden nach Literaturvorschrift hergestellt.!"™!

Zuerst wurde Azid 7 in Position 8 oder 9 der wachsenden
Peptidkette unter Anwendung von In-situ-Aktivierung in
DMF unter milder Mikrowelleneinstrahlung eingebracht. Die
nachfolgende Synthese der 1,4- oder 1,5-disubstituierten
1,2,3-Triazole 14-17 wurde durch Kupfer(I)- oder Ruthe-
nium(II)-katalysierte ~Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC
bzw. RUAAC) an der festen Phase erreicht.”*7131 Die mi-
krowellengestiitzte Fmoc-SPPS wurde fortgefiihrt, bis die
Peptidsequenz vervollstandigt war. Die cyclischen Peptide
und Peptidomimetika 1-6 wurden nach acidolytischer Spal-
tung, Fillung, Oxidation durch DMSO oder Luft und chro-
matographischer Aufreinigung im Multimilligramm-MaBstab
erhalten. Um Einblicke in die rdumlichen Aspekte der Kon-
formation der reaktiven Schleife wihrend der Bindung an
eine Serin-Protease zu erhalten, wurden Computerstudien
(Hintergrundinformationen) und kristallographische Analy-
sen entsprechend einer durch uns modifizierten Literatur-
vorschrift’”! durchgefiihrt. Letztere fithrten zu hochaufge-
l6sten Kristallstrukturen der Komplexe von bovinem Trypsin
mit [IcA™®|SFTI-1[1,14] (4) und [PtA*|SFTI-1[1,14] (6)
(Abbildung 3). Das Inhibitionsvermogen aller synthetisierten
SFTI-Derivate wurde in enzymkinetischen Studien mit Ak-
tivzentrum-titriertem Trypsin unter Verwendung des chro-
mogenen Substrats Boc-QAR-pNA bestimmt. Die effektiven
und Substrat-unabhéngigen Inhibitionskonstanten (K;*** und
K)) wurden wie bereits friiher berichtet bestimmt.'"'%] Wie in
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10,12,14,15: R'= Pro-lle-Cys(Trt)-Phe-Pro-Asp(tBu)

11,13,16,17: R'= lle-Cys(Trt)-Phe-Pro-Asp(tBu)
Schema 1. a) Azid- und Alkin-Bausteine (2S5)-2-Azidopropansiure (7),
(25,3S)-N-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-1-ethinyl-2-methylbutylamin
(8) und (25)-N-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-2-ethinylpyrrolidin (9).
b) Kupplung der Azidoaminoséure an das Harz 12 und 13. c) Synthese
der oxidierten Peptidomimetika 3—6. Fmoc-SPPS: Fmoc-gestiitzte Fest-
phasenpeptidsynthese; HATU: 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
Tetramethyluronium-hexafluorophosphat; DIEA: N,N-Diisopropylethyl-
amin; MW: Mikrowellen; RUAAC: Ruthenium(ll)-katalysierte Azid-
Alkin-Cycloaddition mit [Cp*Ru(cod)Cl] (Cp*=CsMes, cod = Cycloocta-
dien) als Katalysator; CuAAC: Kupfer(l)-katalysierte Azid-Alkin-Cyclo-
addition mit CuSO,, Natriumascorbat und DIEA zur Katalyse; mehrfa-
che Reaktionspfeile am Ende der Synthesesequenz: Fmoc-SPPS, acido-
lytische Spaltung, Fillung, DMSO- oder Luft-vermittelte Oxidation und
chromatographische Aufreinigung.

Tabelle 1 zu sehen ist, fithrte die ,,falsche® Konformation an
beiden untersuchten Positionen zu einem drastischen Verlust
der Inhibitoraktivitét. So fithrte der Austausch des Alanins an
Position 8 (SFTI-Derivat 1) zum Verlust des cis-stabilisie-
renden Effekts von Prolin und damit zu einer dynamischen
Unordnung der Inhibitorschleife. Das Fixieren der trans-
Konformation an dieser Position durch ein 1,4-disubstituier-
tes 1,2,3-Triazol hatte einen noch drastischeren Effekt: Pep-
tidomimetikum 4 besaf3 die geringste Aktivitdt aller unter-
suchter Verbindungen. Umgekehrt zeigte die Variante mit
einer festen cis-Konformation unter Verwendung eines 1,5-
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Abbildung 3. Vergleich der Inhibitorschleifen von SFTI-1 und den Pep-
tidomimetika 3 und 6 in den zugehérigen Protease-Inhibitor-Komple-
xen. Strukturen wurden an Lys5 der Inhibitoren ausgerichtet. Darge-
stellt sind die Orientierungen der Seitenkette von Tyr39 des Trypsins
(Oberfliche) vor (gestrichelte Aufenlinien) und nach Energieminimie-
rung (durchgingig) und die gebildeten Wasserstoffbriicken (Software:
YASARA structure, Kraftfeld: AMBERO3, Grafik: POVRay). Inhibitoren
sind als Stibe dargestellt; N blau, O rot; H-Atome wurden zur besse-
ren Ubersicht weggelassen. a) natives bicyclisches SFTI-1 (C weiR,
PDB-ID-Code: 1SFl). b) [IcA7%|SFTI-1[1,14] (3; durchgingige Umran-
dung, C zitronengelb, PDB-ID-Code: 4ABJ) in Uberlagerung mit 1SFI
(dtinn, weiR). c) [PtA*°|SFTI-1[1,14] (6; durchgingige Umrandung, C
orange, PDB-ID-Code: 4ABI) in Uberlagerung mit 1SFI (diinn, weiR).

substituierten Triazolyl-Bausteins zwischen Ile7 und Ala8
(Substanz 3) eine deutliche Steigerung der Bioaktivitdt im
Vergleich zu Substanz 1, wenn auch nicht im Bereich des
Ausgangspeptids SFTI-1[1,/4]. Dies lédsst sich durch die
Kristallstrukturen des Wildtyp-Inhibitors und 3 im Komplex
mit Trypsin (Abbildung 3) erkldren. Daraus geht hervor, dass
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Tabelle 1: Inhibitorische Aktivititen der Substanzen 1-6 und mono-
cyclischem SFTI-1[1,74] (Wildtyp, wt).["!

Verbindung Sequenz K; [nm]® Relative
Aktivitat

1 GRCTKSIAPICFPD 178 £25 16l

2 GRCTKSIPAICFPD 32405 1

3 GRCTKS[IcA]PICFPD 3445 0.2

4 GRCTKSJ[ItA]PICFPD 302450 1.7

5 GRCTKSI[PcA]ICFPD 255442 80t

6 GRCTKSI[PtA]ICFPD 63+1.38 24

wt GRCTKSIPPICFPD 0.2+0.03 -

[a] Die Fehler von K und K\, wurden durch Fehlerfortpflanzung er-
mittelt (siehe Hintergrundinformationen). Die relativen Aktivititen
wurden als Verhiltnis des K-Wertes der jeweiligen Verbindung bezogen
auf [b] 1 oder [c] 2 berechnet.

SFTI-1in der Lage ist, tiber den Carbonyl-Sauerstoff von Ile7
eine Wasserstoffbriicke mit der phenolischen Hydroxygruppe
von Tyr39 nahe der Bindungstasche der Protease zu bilden.
Diese Erkenntnis wird durch Computerstudien gestiitzt, da
eine auf die Kristallstruktur (pdb: 1SFI) angewendete Ener-
gieminimierung (AMBER-Kraftfeld) zur Bildung der ent-
sprechenden Wasstoffbriicke fiihrte, die zur Bindungsenthal-
pie von SFTI-1[1,14] beitragen kann. Weiterhin wurden fiir
die Atome N2 und N3 in 1,23-Triazolen Wasserstoffbrii-
ckenakzeptoreigenschaften gefunden,™ die teilweise die
fehlenden natiirlichen Interaktionen kompensieren konnten.

Gemil unserer Erwartungen hatten sowohl der Aus-
tausch des Alanins an Position 9 (2) als auch das Fixieren der
trans-Konformation mithilfe des 1,4-disubstituierten 1,2,3-
Triazols zwischen Pro8 und Ala9 (6) keinen ausgeprigten
Einfluss auf die Bioaktivitét. Dies l4sst sich anhand der Tat-
sache erkldren, dass bei diesen Verbindungen kaum signifi-
kante Verdnderungen im Vergleich zur nativen Konformation
stattfanden und in diesem Bereich auch keine fiir die Akti-
vitdt essenziellen Wechselwirkungen zwischen Position 9 und
Trypsin in der Kristallstruktur beobachtet werden konnten
(Abbildung 3¢). Demgegeniiber bewirkte das gezielte Ein-
fithren konformativer Stérungen (5) einen drastischen Ver-
lust der Bindungsaffinitit.

Allerdings muss erwidhnt werden, dass das 1,4-disubsti-
tierte 1,2,3-Triazol, bedingt durch seine intrinsische Archi-
tektur, als trans-Amid-Element den Abstand zwischen den a-
Kohlenstoffen der angrenzenden Aminosiurereste um 1.3 A
vergrofert. Dagegen bleiben im Fall des 1,5-disubstituierten
1,2,3-Triazolyl-cis- Amid-Mimetikums die Bindungsldange und
die rdumliche Anordnung nahezu vollstindig erhalten (Zu-
nahme des Abstands der a-Kohlenstoffe: 0.376 A). Interes-
santerweise zeigte die Kristallstruktur des Peptidomimeti-
kums 6, dass die Hauptorientierung des eingebauten 1,4-di-
substituierten 1,2,3-Triazols signifikant von der Geometrie
des erwarteten Wasserstoffbriickenprofils abweicht (siche
Hintergrundinformationen).”

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass 1,4- und 1,5-
disubstituierte 1,2,3-Triazole als funktionsfdhige Surrogate
zur Erzeugung fixierter trans- oder cis-Konformationen in die
Sequenz synthetischer Peptide eingefiihrt werden konnen.
Nur Peptidomimetika, die den nativen Amid-Isomeren ent-
sprechen, zeigten ein hohes Inhibitionsvermogen (zweistelli-
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ge nanomolare Kj). Unser Ansatz ermoglicht die Einfiihrung
der eher ungewohnlichen cis-Konformation in empfindliche
und strukturgebende Bereiche der funktionellen Schleife des
Bowman-Birk-Inhibitors SFTI-1 durch den Einbau von nicht-
Prolyl-Riickgrateinheiten. Der Austausch des Prolins, das fiir
die Bildung der essenziellen cis-Amidbindung wichtig ist,
durch eine andere der 19 natiirlichen Aminsduren, fiihrt fiir
gewoOhnlich zur Bildung des ungewiinschten trans-Isomers.
Die gezeigte Synthesestrategie ermoglicht es prinzipiell, jede
gewiinschte Seitenkette zu integrieren, ohne dabei die
Riickgratstruktur zu zerstoren, was einen Zugang zu mafige-
schneiderten cis-Amid-Mimetika erlaubt, die vorher vom
rationalen Design ausgeschlossen waren.

Generell stellt SFTI-1 ein wertvolles Grundgeriist zur
Entwicklung selektiver Proteaseinhibitoren mit diagnosti-
scher und therapeutischer Relevanz dar.''®'! Da alle BBIs
ein konserviertes cis-Pro-Motiv in ihrer funktionellen
Schleife aufweisen, konnen die fiir SFTI-1-Derivate erhalte-
nen Daten und strukturellen Erkenntnisse fiir die gesamte
Inhibitorfamilie angewendet werden.* Da sich jedoch
andere Trypsin-artige Proteasen von pharmazeutischer Re-
levanz in ihrer Aminosdurenzusammensetzung in raumlicher
Néhe zur Enzymbindungstasche unterscheiden konnen, sollte
der Verlust der Bindungsaffinitit fiir das cis-Amid-Mimeti-
kum 3, der mutmaBlich durch Verdnderungen im intermole-
kularen Wasserstoffbriickenmuster bewirkt wird, kein gene-
relles Problem sein.

Die Verwendung von Triazol-basierten Peptidomimetika
kann fiir verschiedene biochemische Anwendungen von
Nutzen sein, da sie, anders als native Amidbindungen, nicht
fuir proteolytische Hydrolyse zugénglich sind. Dadurch kann
eine verbesserte metabolische Stabilitit erwartet werden.*!
Die gesammelten kristallographischen Daten liefern zudem
grundlegende Informationen fiir die weiterfithrende For-
schung zur Verbesserung von peptidomimetischen Protease-
inhibitoren durch Einfithrung von nichtnatiirlichen (Triazol)-
Einheiten in ihren aktivitdtsdefinierenden Regionen.
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