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Der Chemokinrezeptor CXCR4 gehort zur Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und bildet mit
seinem natiirlichen Liganden CXCL12 (frither SDF-1 ge-
nannt) einen zentralen Teil des Kommunikationssystems im
menschlichen Korper. Die Bandbreite seiner Funktionen
reicht dabei vom Dirigieren der Stammzellen wihrend der
Embryogenese iiber die Entwicklung von kardiovaskuldrem,
hématopoetischem und Gehirngewebe bis hin zur Signalge-
bung im Nerven- und Immunsystem.!®! Dariiber hinaus ist
CXCR4 einer der zwei wichtigsten Korezeptoren, die vom
humanen Immundefizienzvirus (HIV) beim Eintritt in die
Zelle verwendet werden, wobei Viren, die CXCR4 nutzen,
eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese von AIDS
spielen.”® Damit ist CXCR4 ein wichtiger Angriffspunkt fiir
die Therapie einer Vielzahl von Krankheiten, wie Entziin-
dungen, Krebs® und HIV/AIDS."'" Die vor Kurzem erteilte
Zulassung des CXCR4-Antagonisten AMD3100 (Mozobil)
als Medikament fiir die Stammzellmobilisierung ebnet den
Weg fiir die Entwicklung weiterer Wirkstoffe gegen Krank-
heiten, die mit CXCR4 in Verbindung stehen.!"'Y Da mo-
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mentan noch keines der von der FDA zugelassenen HIV-
Medikamente gegen CXCR4 wirkt, wére dieser Rezeptor ein
interessanter Angriffspunkt fiir die Entwicklung einer neuen
Klasse von Wirkstoffen gegen HIV.

Einer der interessantesten CXCR4-Antagonisten wurde
vom natiirlichen bicyclischen Peptid Polyphemusin II abge-
leitet, das schrittweise zum monocyclischen T140 reduziert
wurde." Letzteres und seine Derivate sind selektiv fiir
CXCR4 und haben als inverse Agonisten Vorteile gegeniiber
partiellen Agonisten wie AMD3100.%34 Bei unserer Suche
nach hochaffinen CXCR4-Liganden als geeignete Radio-
pharmaka fiir die molekulare Bildgebung!>'" verwenden wir
das Konzept des Liganden-basierten Designs, das sich auf
konformative Uberlegungen und Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen (SAR) stiitzt. Hier stellen wir erstmals CXCR4-
Antagonisten mit pikomolarer Affinitdt vor und erklédren
ihren Bindungsmodus sowie ihre Eigenschaft, die HIV-In-
fektion von Zellen zu inhibieren.

Die Arbeiten von Fujii etal. haben gezeigt, dass der
peptidische CXCR4-Antagonist T140 von 14 Aminosduren
auf ein vom N- zum C-Terminus cyclisiertes Pentapeptid
verkleinert werden kann, das eine Bindungsaffinitit (ICs,)
von 8 nM (FC131; 1a) aufweist."® Dieses Peptid wurde weiter
zum N-Methylanalogon cyclo(-p-Tyr'-pD-[NMe]Arg*Arg’-
Nal*-Gly>-) (Nal=r-3-(2-Naphthyl)alanin) 1b modifiziert,
woraus eine weitere Erhohung der Bindungsaffinitit folgte
(ICs,=3 nm; Abbildung 1).) Dies ist die hochste bekannte
CXCRA4-Bindungsaffinitédt von cyclischen Pentapeptiden.

1a: Xaa? = L-Arg; R! = H; R% = C(=NH){-NH,)
1b: Xaa? = D-Arg; R' = Me; R? = C(=NH)(-NH,)

1c: Xaa? = p-Om; R = Me; RZ=H
DTVF R Xaa?

/_LI_
NH,

H
N
<\‘: NH
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Abbildung 1. Konstitutionell dhnliche cyclische Pentapeptide, die durch
die Einfithrung einer N-Methylgruppe und einer veranderten Chiralitat
in Position 2 ein unterschiedliches Konformationsverhalten aufweisen.

Trotz der hohen Affinitdt des N-methylierten Peptids
weist sein NMR-Spektrum zwei Konformationen in langsa-
mem Austausch miteinander auf. Die Hauptkonformation ist
dhnlich zu der von 1a und wird von Ueda et al.l!)! fiir die
bioaktive Konformation gehalten. Wir haben die beiden
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Konformationen von 1¢ (ICyy= (6 £ 1) nM) in Wasser NMR-
spektroskopisch unter anschlieBender Zuhilfenahme von
Molekiildynamik(MD)-Simulationen bestimmt,
detaillierten Einblick in die verschiedenen Bindungsmodi zu
erhalten. Bei diesen Experimenten wurde das Ornithin’-
(Orn?)-Derivat anstatt von Arg® verwendet, wie wir es fiir
unsere vorhergehenden Arbeiten zur molekularen Bildge-
bung verwendet hatten.'7! Es ist davon auszugehen, dass
diese Substitution keinerlei Einfluss auf die Riickgratkon-
formation hat; unter Verwendung von peptoidischen Penta-
peptiden, die nur in einer Konformation vorlagen, konnte die
Affinitdt dieser Liganden weiter gesteigert werden.

Die von uns in Wasser bestimmte Struktur des Haupt-
konformers 1c¢ ist derjenigen in DMSO sehr dhnlich (Abbil-
dung 2).' Der einzige groBere Unterschied zwischen beiden

um einen

Abbildung 2. Das Haupt- (trans-Amidbindung zwischen p-Tyr' und p-
Orn?, orange) und Nebenkonformer (cis, blau) von 1¢ weisen eine
dhnliche Gesamtstruktur des Peptidriickgrats auf, wenn man von der
Orientierung des N-Methylamids zwischen b-Tyr' und p-Orn? absieht,
die von trans nach cis geflippt ist. Beide Strukturen sind die reprisenta-
tivsten Konformere aus der jeweiligen unbeschrinkten MD-Trajektorie
in explizitem Wasser (siehe Hintergrundinformationen fiir weitere De-
tails). Aliphatische Protonen sind nicht gezeigt.

Strukturen ist die bevorzugte Orientierung der Peptidbin-
dung zwischen Nal* und Gly’. Die Nebenkonformation weist
eine cis-Peptidbindung an der Stelle der N-Methylierung auf,
worauf bereits die groBe ROE-Intensitit (ROE =rotating
frame nuclear Overhauser effect) zwischen den beiden H*-
Atomen an Tyr' und Orn? (siehe Hintergrundinformationen)
schlieBen lisst. Dies zeigt, dass die Allylspannung, die durch
die Einfithrung der N-Methylgruppe entsteht, stark genug ist,
um einen Flip der Peptidbindung von trans nach cis auszu-
16sen.)

Abbildung 2 zeigt, wie nah die Seitenketten von Tyr' und
Orn? in Losung beieinander stehen und dass sie einander
zugewandt sind. Ein dhnliches Phdnomen ist bei Somatosta-
tinpeptiden beobachtet worden, bei dem hydrophobe Wech-
selwirkungen die Haupttriebkraft fiir die bevorzugte Seiten-
kettenorientierung sind.”!! Nach diesen ersten konformativen
Untersuchungen wurden neue Analoga entworfen, bei denen
die Orn-(bzw. Arg-)Seitenkette vom a-Kohlenstoff- zum be-
nachbarten Stickstoffatom tiibertragen wird. Dies geschah
unter der Annahme, dass diese Umwandlung in ein Peptoid®
Strukturen begiinstigt, in denen die Peptidbindung (cis—trans)
in ihrer trans-Konformation fixiert ist. Eine dhnliche konfor-
mative Auswirkung des Peptoidmotivs mit verbesserten bio-
logischen Eigenschaften ist bereits frither beobachtet
worden.”!
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Zur Synthese der Peptoide wurde D-Orn durch p-Ala
ersetzt, und die Aminoalkylgruppen am N“-Atom wurden
mithilfe der Fukuyama-Mitsunobu-Reaktion an der festen
Phase eingefiihrt und mit der iiblichen Fmoc-Chemie kom-
biniert.?! Im Detail wurde dabei ein mit o-Nitrobenzosulfo-
nyl (o-Nosyl; Ns) geschiitztes Amin mithilfe eines Alkohols
unter Mitsunobu-Bedingungen alkyliert. Nach der Abspal-
tung der Ns-Gruppe wurde das sekundidre Amin mit 2-(7-
Aza-1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-he-
xafluorophosphat (HATU) acyliert. Die linearen Pentapep-
tide wurden mit Diphenylphosphorylazid (DPPA) und
NaHCO; in verdiinnter Losung cyclisiert. Die Entschiitzung
mit Trifluoressigsdure (TFA) mit nachfolgender HPLC-Auf-
reinigung lieferte die in Tabelle 1 aufgefiihrten Peptide. Vor
der Alkylierung wurden die Aminoalkohole mit tert-But-
oxycarbonyl (Boc) geschiitzt; 7-Aminoheptan-1-ol wurde
nach Literaturvorschriften synthetisiert.”>%")

Die Peptoide 2-8 (siche Hintergrundinformationen)
zeigten alle, unabhingig von der N-Alkylkettenldnge n,
mindestens doppelt so starke Bindung an CXCR4 wie das
Ausgangspeptid 1¢ (Abbildung 3 und Tabelle 1). p-Ala im
Riickgrat des aktivsten Liganden 4 wurde durch L-Ala (7)
und Gly (6) ausgetauscht. 6 und 7 zeigten eine um zwei
GroBenordnungen verringerte Affinitdt, was darauf schlieBen
lasst, dass sowohl die Methylgruppe als auch deren Chiralitét
in der Seitenkette des D-Ala wichtig sind, um die Konfor-
mation nahe an der bioaktiven zu halten.

4 hat eine subnanomolare Affinitit, die 20-mal hoher ist
als die von 1e¢, und weist auf der NMR-Zeitskala eine einzige

Tabelle 1: Werte fiir die Affinitit der Bindung an CXCR4 (ICs) und Anti-
HIV-Aktivitat (ECso) der synthetisierten Verbindungen.

Verb. n R' R? 1Cso [nM]™! ECs [nM]™
1b - N-Me-p-Arg 31 66+5.7

2 4 Me H 0.9+0.1 n.d.

3 5 Me H 1.64+0.3 n.d.

4 6 Me H 0.3+0.2 53+3.7

5 7 Me H 2.4+0.8 n.d.

6 6 H H 10049 n.d.

7 6 H Me 94438 979+ 84
8 6 Me H 0.04-0.02 29415
AMD3100 6514371 365+35.0

[a] Gemessen gegen ['*I]FC131. Durchschnittswert von mindestens drei
Experimenten. [b] Durchschnittswerte + Standardabweichung von 3-5
Infektionsbestimmungen. [c] Aus Lit. [19] tibernommen. [d] Das Amin in
der N-Alkylkette ist durch eine Guanidingruppe ersetzt. [e] Gemessen
gegen [®1]SDF1-q.B

D-Tyr!

: N
H- o NH2

H
Gly® 2: 7)J\/ NH
L Arg

0]

T

Abbildung 3. Peptoide mit unterschiedlicher N-Alkylkettenlinge n und
verschiedener Chiralitit. Siehe Tabelle 1 fiir weiterfiihrende Informatio-
nen.
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Konformation auf, die der Hauptkonformation von 1c¢ ent-
spricht; die alkylierten Amidbindungen von 1¢ und 4 haben
eine dhnliche Orientierung (Abbildung 4). Dies bestitigt die
Annahme, dass es sich bei der Hauptkonformation von 1¢ um
die bioaktive handelt,"” in der die Tyr'-Seitenkette und die N-
Alkylgruppe zueinander in einer gestapelten Konformation
angeordnet sind. Diese rdumliche Anordnung fiihrt zu einer
Hochfeldverschiebung der Protonen des zweiten Kohlen-
stoffatoms nahe dem Amid in der N-Alkylkette zu Werten
von 0.58 und 1.17 ppm, wéhrend die y-Protonen eines Argi-
ninrests bei durchschnittlich 1.56 ppm liegen. Des Weiteren
ist die Nal-Gly-Peptidbindung in entgegengesetzter Richtung
zu jener in 1lc orientiert (Abbildung 4). In einem abschlie-
Benden Optimierungsschritt wurde die Guanidinfunktion
wieder in die Aminoalkylkette eingefiihrt. Dies fiihrte dazu,
dass 8 eine fast zehnmal hohere Affinitét als 4 hat, was 8 zum
hochstaffinen, bisher bekannten CXCR4-Liganden macht.
Um die enorme Affinitdt der synthetisierten Peptoide
aufzukldren, wurde der aktivste Ligand 8 in die kiirzlich pu-
blizierte Rontgenkristallstruktur von CXCR4 im Komplex
mit dem CVX15-Peptid gedockt (Abbildung 5; PDB-Eintrag
30E0).”! Der beste Bindungsmodus, der mit dem Docking-
programm Glide gefunden wurde, positioniert 8 in dieselbe
Rezeptorregion, die von CVX15 besetzt wird (siche zum
Vergleich Abbildung 2a in den Hintergrundinformationen),
wobei die Tyr'-Seitenkette eine gut ausgerichtete m-m-Wech-
selwirkung mit F189 und eine Wasserstoffbriicke mit der
Riickgrat-CO-Gruppe von Y190 eingeht (Abbildung 2 in den
Hintergrundinformationen). Das benachbarte N-alkylierte
Ala? ist optimal ausgerichtet, um die lange Guanidinoalkyl-
kette in eine negativ geladene Region des Rezeptors zu
platzieren (siche Abbildung3 in den Hintergrundinforma-
tionen). Daraus ergibt sich eine starke ionische Wechselwir-
kung der endsténdigen Guanidingruppe mit D262 und E277.
Die gleiche Wechselwirkung wird durch das Arg" des
CVX15-Peptids in der Kristallstruktur gebildet (siche Ab-
bildung 2a in den Hintergrundinformationen). Im Einklang
mit den SAR-Daten ist die CXCR4-Affinitidt von der Lénge
der N-Alkylgruppe und der Art des geladenen Rests abhin-

Abbildung 4. 4 liegt anders als seine N-methylierte Ausgangsverbin-
dung Tc nur in einer Konformation vor. Die Tyr'-Seitenkette und der N-
Alkylrest gehen eine hydrophobe Wechselwirkung ein, welche die trans-
Konformation stabilisiert. Aliphatische Protonen sind nicht gezeigt.
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Abbildung 5. Konformation des Peptoids 8, gebunden an die CXCR4-
Struktur im Kristall, gemafl Berechnung mit der Software Glide. Rezep-
tor: griines Stab- und Biandermodell, Ligand: orangenes Stabmodell,
H-Briicken: gelbe gestrichelte Linien. Nur die miteinander wechselwir-
kenden Reste sind gezeigt.

gig. Die beinahe zehnfach hohere Bindung von 8 gegeniiber
jener von 4 wird durch die doppelte Salzbriicke zwischen der
Guanidingruppe und E277 sowie D262 verursacht. Fiir letzt-
genannte Aminosdure haben Mutagenesestudien gezeigt,
dass ihr Austausch die antagonistische Aktivitdt von Bicy-
clamen unterbindet.” Eine Wasserstoffbriicke und elektro-
statische Wechselwirkungen werden auch durch Arg’ in 8
gebildet, wodurch polare Kontakte mit D97 und D187 ent-
stehen, wihrend Nal* im inneren Teil des Rezeptors einge-
bettet ist und eine wohlorientierte Kation-rt-Wechselwirkung
mit R188 aufbaut. Diese Wechselwirkung wird weiter durch
die Wasserstoffbriicke zwischen dem Carbonylsauerstoffatom
von Nal* und der Guanidingruppe R188 des Rezeptors ver-
starkt.

Die Peptoidstrukturen konnen zwar als enge Analoga von
la—c angesehen werden, allerdings ermoglicht es die gut de-
finierte (trans-)Konformation der Amidbindung zwischen
Tyr' und dem N-alkylierten Ala® dem Liganden, mit einer
Rezeptorregion zu wechselwirken, die zuvor von der Aus-
gangsverbindung nicht adressiert wurde (siche Abbildung 5
sowie Abbildung 2b in den Hintergrundinformationen). Sehr
wahrscheinlich liegt darin der Grund fiir die erhohte Affinitéit
von 8.

Die duBlerst hohe Bindungsaffinitdt hat uns dazu veran-
lasst, das Potenzial dieser Verbindung zur Inhibition einer
HIV-Infektion zu untersuchen. Zu diesem Zweck haben wir
ein Testsystem verwendet, das den vollstindigen HIV-Re-
plikationszyklus umfasst und fiir die Entdeckung und Analyse
der Effektivitdt von HIV inhibierenden Molekiilen optimiert
wurde.’” Dieses Testsystem basiert auf HIV-infizierbaren
Zellen, die den CD4-Rezeptor, CXCR4 als Korezeptor sowie
ein Reportergen, das durch HIV-Infektion aktiviert wird und
dadurch ein rot fluoreszierendes Protein exprimiert, tragen.

Alle getesteten Verbindungen inhibierten die Infektion
der Reporterzellen durch HIV-1(LAI), einen prototypischen

Angew. Chem. 2012, 124, 82348237



Virenstamm, der CXCR4 fiir den Zelleintritt nutzt (Tabel-
le 1).°" 4 und 8, mit den hochsten CXCR4-Affinititen, zeig-
ten mit ECs-Werten von (53 +3.7) und (29 + 1.5) nM auch die
stirksten Anti-HIV-Aktivititen. 7, mit der geringsten
CXCR4-Affinitat, wies auch die schwichste Anti-HIV-Akti-
vitdt auf und war 30-mal weniger aktiv als 8. Die Verbin-
dungen 4, 8 und 1b zeigten alle eine stirkere Anti-HIV-Ak-
tivitdt als AMD3100. Keine der Verbindungen konnte die
Infektion von CCRS exprimierenden Reporterzellen durch
HIV-1 (ADS) verhindern. Dies ist ein HIV-1-Isolat, das iiber
den CCR5-Korezeptor in Zellen eindringt,"? wenn es an
HIV-infizierbaren Zellen, die den CCRS5-Korezeptor expri-
mieren, getestet wird (siche Abbildung 1 auf Seite S6 in den
Hintergrundinformationen). Dies bestatigt die Spezifitit der
getesteten Verbindungen fiir CXCR4 nutzende HIV-1-Vari-
anten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Zahl
der moglichen Konformationen eines bekannten CXCR4-
Liganden durch den Einsatz eines Peptoidmotivs auf eine
einzige aktive Konformation beschrinkt werden kann. In
Kombination mit Struktur-Wirkungs-Beziehungen konnte die
Bindungsaffinitdt auf das 400- bis 1500-Fache von Liganden
wie KRH-1636 oder AMD3100, die sich momentan in der
klinischen Entwicklung befinden, erhoht werden. !
AMD3100 ist von der FDA fiir die Behandlung von Nicht-
Hodgkin-Lymphomen und multiplen Myelomen zugelassen.
Seine Eigenschaften, zusammen mit den generellen Vorteilen
modifizierter, cyclischer Peptide als Medikamente (z.B. bio-
kompatibler Metabolismus, hohe Stabilitdt gegen Enzymab-
bau, Selektivititsprofil),*>* machen das hier vorgestellte
peptoidische Pentapeptid zu einem vielversprechenden
Kandidaten fiir kiinftige medizinische Anwendungen bei
Krankheiten, die mit CXCR4 in Verbindung stehen.’

Eingegangen am 16. Mérz 2012,
verdnderte Fassung am 2. Mai 2012
Online veroffentlicht am 3. Juli 2012
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