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Fixierte cyclische Peptide

‘/iele Proteine entfalten ihre biologische Aktivitdit iiber kleine expo-

Angewandte

Aus dem Inhalt

nierte Oberflichenregionen aus gefalteten Peptiden mit wohldefinier-

ten dreidimensionalen Strukturen, Epitope genannt. Kurze syntheti-
sche Peptidsequenzen, die diesen bioaktiven Proteinoberflichen ent-

sprechen, bilden in Wasser keine thermodynamisch stabilen protein-

dhnlichen Strukturen. Die Bildung proteinihnlicher biologisch aktiver

Konformationen (Stringe, Helices, Kehren) kann jedoch durch Cyc-

lisierung in Verbindung mit anderen molekularen Verstrebungen in-
duziert werden. Letztere helfen bei der Feinabstimmung der dreidi-

mensionalen Struktur. Solche fixierten cyclischen Peptide konnen

dhnliche biologische Aktivititen und Wirkungen wie das als Vorbild
dienende Protein haben, sodass sie als biologische Sonden und Leit-
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strukturen fiir Therapeutika, Diagnostika und Impfstoffe dienen
konnen. Dieser Aufsatz beleuchtet Beispiele fiir cyclische Peptide, die
dreidimensionale Strukturen von Strang-, Kehren- oder Helixab-
schnitten von Peptiden und Proteinen nachahmen und beschreibt ei-
nige weitere Elemente, die in cyclisch peptidischen Naturstoffen und
synthetischen makrocyclischen Peptidomimetika vorkommen, dort die
Peptidstruktur verfeinern und ihr biologische Aktivititen verleihen.

1. Einfiihrung

Wechselwirkungen von Proteinen mit anderen Proteinen,
DNA, RNA und niedermolekularen Substanzen vermitteln
die meisten biologischen Vorginge, die Leben, Wachstum,
Reproduktion, Altern, Krankheit und Tod bestimmen.'? Die
Funktionen der Proteine werden durch spezifische dreidi-
mensionale Strukturelemente ausgemacht, die aus hochge-
ordneten Faltungen des Polypeptidriickgrats hervorgehen.!!
Oft ist die Wirkung von Proteinen auf kleine, strukturell de-
finierte Regionen begrenzt, die durch die Faltung des Riick-
grats erzeugt und durch die Proteinumgebung stabilisiert
werden. Sie erhalten oft einen Entropievorteil durch die
Vorformung in eine spezifische, wenn auch noch formbare
Gestalt mithilfe eines Bindungspartners.”>®! Es besteht groBes
Interesse daran, diese funktionalen Polypeptidregionen in
niedermolekularen Substanzen kiinstlich zu erzeugen, vor
allem weil man erwartet, dass die strukturelle Mimikry auch
eine funktionelle Mimikry erzeugt und man so zu biologisch
aktiven niedermolekularen Verbindungen kommt.*?® Die
ersten unter diesem Aspekt betrachteten Zielproteine
wurden intensiv auf f- und y-Kehren™ und spiter auf -
Striinge,”! B-Faltblitter” und a-Helices™ untersucht (Abbil-
dung 1), die durch polare Amid-NH- und CO-Gruppen im
Peptidriickgrat gebildet werden. Dies geschieht durch Was-
serstoffbriicken, die die Sekundirstruktur des Proteins indu-
zieren und stabilisieren. Kurze synthetische Peptidsequenzen,
die kleinen gefalteten Proteinepitopen entsprechen, neigen
jedoch nicht dazu, in Wasser thermodynamisch stabile
Strukturen auszubilden:;® Grund sind die konkurrierenden
Wasserstoffbriicken zwischen Wasser und den polaren
Atomen des Peptidriickgrats, die die Bildung der Peptid-
struktur behindern.
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Abbildung 1. Protein (1), zwei Stringe in einem p-Faltblatt (2), -, -
oder y-Kehre (3).
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Es gibt ein groBes Potenzial fiir die Nachbildung von
Proteinoberflichen mit kleinen Molekiilen; meist konzen-
trierte sich die Forschung stattdessen aber auf die einfachere
Variante, biologisch aktive Peptide zu modifizieren und Ver-
strebungen einzufiigen, um ihre Wirkung zu verstirken.
Peptide besitzen umfangreiche biologische Aktivititen, doch
werden ihre Einsatzmoglichkeiten als Wirkstoffe durch Pro-
teasesensitivitdt, kaum vorhandene Membranpermeabilitét
oder orale Bioverfiigbarkeit, schnelle Eliminierung und me-
tabolische Instabilitiit stark eingeschriankt.'”! Kurze Peptide
haben normalerweise fast keine oder eine zufillige Struktur
in Wasser, wihrend die Zielmolekiile fiir eine Bindung ge-
wohnlich eine spezifische Konformation erkennen. Um einige
dieser Mingel zu beheben, ist die Cyclisierung oft als Mittel
eingesetzt worden, um die Flexibilitdt der Peptidkonforma-
tion einzuschranken. Um die Resistenz des Peptides gegen
Proteasen zu erhohen, werden oft die freien N- und C-Ter-
mini entfernt, die von Amino- bzw. Carboxypeptidasen an-
gegriffen werden. Die umfangreiche Veroffentlichungstétig-
keit zu dieser Zeit haben wir vor zwanzig Jahren kommen-
tiert, als wir auf dem sich entwickelnden Gebiet der makro-
cyclischen Peptidomimetika (,,wie man Peptide in bioaktive
Konformationen zwingt*) Beispiele fiir natiirliche und syn-
thetische bioaktive makrocyclische Peptide beleuchtet haben,
die verschiedene molekulare Verstrebungen, weniger frei
rotierende Bindungen und stabilere Peptidkonformationen
aufwiesen als acyclische Analoga.” Die Art der Verstre-
bungen korrelierte mit ihren Effekten auf die dreidimensio-
nalen Strukturen und die moglichen biologischen Aktiviti-
ten.’* Man stellte fest, dass die Entwicklung makrocyclischer
Peptidomimetika gro3e Erwartungen auf die strukturelle und
funktionelle Nachbildung von Proteinoberflichen weckte.!
Die Entwicklung kleiner synthetischer cyclischer Peptide,
deren Struktur durch zusitzliche molekulare Verstrebungen
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feinabgestimmt wurde, um damit Elemente der Protein-Se-
kundirstruktur nachzuahmen und die Proteinoberflédchen hin
zu niedermolekularen Verbindungen zu verkleinern, ist seit-
dem der Realisierung viel ndher gekommen. Inzwischen sind
cyclische Peptide bekannt, die Peptidriickgrate nachbilden,
die in Strénge, Faltblitter, Helices oder Kehren gezwungen
sind; dieser Aufsatz beschreibt einige Beispiele fixierter
cyclischer Peptide, die das Potenzial fiir die Nachahmung von
Proteinstrukturen besitzen.

In den vergangenen Jahren ist das Interesse an Peptiden
und cyclischen Peptiden wieder erwacht, da erkannt wurde,
dass diese Molekiile einen schnellen Zugang zu relativ wenig
verwerteten chemischen Verbindungen mit hoherem Mole-
kulargewicht jenseits des chemischen Raumes der ,,Regel der
Fiinf“ bieten,'! die aber kleiner sind als Antikérper. Es wird
zunehmend klar, dass wertvolle Richtlinien,""! die entwickelt
und erfolgreich angewendet wurden, um oral bioverfiigbare
kleine Molekiile zu erhalten, zu Regeln in der Medizinal-
chemie geworden sind, die die chemische Diversitidt stark
eingeschrinkt haben; !9 es ist jetzt aber erforderlich, groBere
und weniger hydrophobe Oberfldchenregionen zu erreichen,
die an vielen Protein-Protein-Wechselwirkungen (PPIs) be-
teiligt sind. Cyclische Peptide sind Kandidaten, um die
nichste Ebene des chemischen Raumes hoherer Molekular-
gewichte jenseits der klassischen kleinen organischen Mole-
kiile zu erforschen, und sie konnen auch spezifische Wech-
selwirkungen zwischen Proteinen besser reproduzieren.
Dieser Aufsatz beriicksichtigt hauptsichlich neue Publika-
tionen aus den letzten zwanzig Jahren iiber cyclische Peptide,
die Peptidstringe, -kehren oder -helices nachahmen und
schlieBt mit einem Ausblick auf wenig begangene Wege zu
fixierten Peptidstrukturen, die durch in der Natur vorkom-
mende cyclische Peptide inspiriert sind.
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2. Cyclische Peptid-f3-Stringe

B-Strange und p-Faltbldtter machen etwa 30% der Pro-
tein-Sekundérstrukturen aus. Peptidische [-Striange!® sind
ausgedehnte ,lineare“ Peptide, die meist in Proteinen als
antiparallele, parallele oder fassformige B-Faltblitter gepaart
sind,”! wobei die Stringe durch eine Fliche von Wasser-
stoffbriicken zusammengehalten werden, die die Struktur
stabilisieren. Anhand charakteristischer diedrischer Torsi-
onswinkel (¢, C'-N-C*-C’, und 3, N-C*-C'-N; 4, Abbildung 2)
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Abbildung 2. Peptid als 3-Strang mit den Torsionswinkeln ¥ und ¢
(4); Tripeptid-Makrocyclen werden iiber die Seitenketten von i und
i+2 zum Ring geschlossen (5, 6). Boc =tert-Butoxycarbonyl.

lassen sich Striange und Faltblitter (z.B. antiparallel, ¢ =
—139°, 3 =135°; parallel, ¢ =—119°, v =113°) von a-Helix
(—58°, —47°) und B-Kehren (z.B. Typ I —60°, —30°) unter-
scheiden. Aminosiuren, die in Proteinen eine Strangbildung
begiinstigen, sind die verzweigten Reste Val, Ile, Thr, au3er-
dem Tyr, Cys, Trp und Phe. Eine entscheidene Eigenschaft des
[B-Strangs ist, dass aufeinanderfolgende Seitenketten (also i,
i+1) in entgegengesetzte Richtungen orientiert sind, sodass
erst jede zweite Seitenkette einer Peptidsequenz (also i, i+ 2)
auf der gleichen Seite des Stranges oder Faltblatts liegt und
damit fiir einen moglichen Ringschluss zu einem cyclischen
Peptid zur Verfiigung steht (z.B. 5, 6; Abbildung 2).

Stringe werden nun fiir sich als wichtige Erkennungs-
motive bei PPIs mit Proteasen,'”, Amyloiden,™ Proteinen
des Haupthistokompatibilititskomplexes (MHC),' Trans-
ferasen,” SH2-Dominen,' PDZ-Dominenproteinen”
und anderen PPIs angesehen, bei denen ein isolierter
Strang!'” oder ein Strang innerhalb eines Faltblatts”! erkannt
wird. Die am besten untersuchten Zielstrukturen fiir ein f3-
Strang-Mimetikum® sind Polypeptide in Wechselwirkung mit
Proteasen,!'? Enzymen also, die fiir Synthese und Durchsatz
aller Proteine und bei der Entwicklung vieler krankhafter
Zustdnde wichtig sind. Mit Proteaseinhibitoren werden
Bluthochdruck, HI- und Hepatitis-C-Virusinfektionen, Dia-
betes Typ 2, Krebserkrankungen, multiple Myelome, Parasi-
teninfektionen, Thrombopenie, Schlaganfall und entziindli-
che Erscheinungen behandelt.'®! Eine Eigenschaft Hunderter
von Proteasen ist, dass sie in ihren Substraten und Inhibitoren
einen Peptid-B-Strang erkennen. Belege dafiir wurden in iiber
1500 Cokristallstrukturen von mehr als 100 Aspartat-, Serin-,
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Cystein-, Metallo-, Threonin- und Asparaginproteasen mit
Substraten und Inhibitoren gefunden.'? Wir und andere
haben durch Bindungen zwischen Seitenketten (z.B. 5, 6)
oder zwischen Seitenkette und Hauptkette (z.B. 7-15) cycli-
sche Derivate von Peptidsubstraten und -inhibitoren erzeugt,
die nur 2 oder 3 Aminosiuren lang waren.'*) Wichtig ist, dass
diese Ringstrukturen die sie bildenden Peptidreste in einer
Konformation mit einem p-Strang-Riickgrat arretieren, die
auch im aktiven Zentrum von Proteasen aufrechterhalten
wird (7) (Abbildung 3).”*?? Solche cyclischen p-Stringe

11 [22]

Abbildung 3. Die HIV-1-Protease (HIVPR) bindet Substrate (7), Inhibi-
toren (8, 9) und Bicyclen (10) in einer gemeinsamen (3-Strangkonfor-
mation (11) (Enzym nicht gezeigt), die Tripeptidabschnitte werden
durch die Ringe nachgeahmt.'219-22

waren wirksame (K; 0.1-50 nm) und selektive Inhibitoren
(z.B. 8,9) der HIV-1-Protease und waren auch zellpermeabel
mit hoher antiviraler Aktivitdt (IC5, 1-50 nM) in infizierten
Zellen.”! Wir zeigten fiir die HIV-1-Protease, dass eine
solche ,,Vorab-Organisation” von fB-Stringen die Affinitit
von Substraten/Inhibitoren fiir die Enzyme um das 10- bis 10*
fache steigert und dass cyclische Peptidstrange mit Peptiden,
nicht-peptidischen Verbindungen (8, 9) oder untereinander
(10) verkniipft werden konnten, wobei sie immer die [3-
Strangkonformation des Riickgrats in Losung und bei Bin-
dung an die Protease behielten.?*??!

Die charakteristischen ¢-Winkel fiir aufeinanderfolgende
Peptidreste eines Stranges schlagen sich in 'H-NMR-Kopp-
lungskonstanten nieder (*/yucu, 8-10 Hz),'®?? die leicht von
denen aufeinanderfolgender Reste in o-Helix-Kehren
(*Jxtcne <6 Hz) und von isolierten Kehren unterscheidbar
sind.
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12 Renin : K; 0.3 nM [24a] 13 Renin : K; 56 "M [24b]
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18 PncP : K; 0.8 uM [27a]

19 PncP : K; 0.4 nM [27b]

21 HCV-NS3: K;0.4 nM [28c,d]
Simeprevir, TMC435350

22 HCV-NS3: K;0.2nM [28e€]
Vaniprevir, MK7009

24 Thr: K;20nM
Trp : Ki 14 nM [30c]

25 NEP : K; 0.8 nM [31a]

Abbildung 4. Strukturen und Aktivititen anderer makrocyclischer Inhibitoren von Aspartat-, Serin-, Metallo-

und Cysteinproteasen.?*~2

Ahnlich wurden cyclische Peptid-p-Stringe als Inhibito-
ren vieler anderer Proteasen entwickelt (Abbildung 4), dar-
unter andere Aspartat-Proteasen'™ (z.B. Renin (wie 12—
14),*" B-Secretase (wie 15, 16),! Plasmepsine (wie 17),7
Penicillopepsin (wie 18, 19)),*"" Serin-Proteasen'™ (z.B.
HCV-Protease (wie 20-22),! Plasmin,® Thrombin/Trypsin
(wie 23, 24),5" Tryptase, Prolyl-Endopeptidase), Metallopro-
teasen™ (z.B. Angiotensin-umwandelndes Enzym (ACE),
neutrale Endopeptidase NAP (wie 25), Thermolysin, Ami-
nopeptidase, MMP1, -3, -8, -9 (wie 26), TNFa-umwandelndes
Enzym (TACE)), und Cystein-Proteasen wie Calpaine (wie

www.angewandte.de

26 MMP-1K; 3nM [31b]
MMP-3 K; 24nM
MMP-9 K; 3nM

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

D. P. Fairlie et al.

o 27)PU Solche Makrocyclen
enthalten  funktionalisierte
Seitenketten von Tyr (z.B. 8§,
9, 20, 26, 27), His (12), Glu
(13), Ser (14), Phe (15, 16),
Lys (17), Cys (19) oder von
Thr, Trp, Arg, Orn, Asp, Pro,
Asn und weitere Derivate.
Diese erleichtern die Ringbil-
dung und konnen weitere
Konformationseinschriankun-
gen einbringen, durch die die
cyclischen Peptide eine Form
einnehmen konnen, die das f3-
Strang-Peptidriickgrat nach-
ahmt. Viele dieser und andere
Makrocyclen wurden mit
einer Protease cokristallisiert.
Die Kiristallstrukturen zeigen,
dass die Makrocyclen gut in
das aktive Zentrum der Pro-
tease passen, wihrend die
Seitenketten in die Vertiefun-
gen eindringen, die die sub-

14 Renin : K; 1.3 nM [24c]

17 Pimll : K; 0.2 nM [26a]

COOH

20 HCV-NS3 [28a]

JO_H stratbindenden =~ Ho6hlungen
/\,\\,T;an o der Proteasen umgeben. Die

o o0 o\% Makrocyclen sind aktive und
N Jkr(n .y selektive Inhibitoren spemfl-
L H scher Proteasen (z.B. Abbil-
\L g i; dung 4),® einige mit hoher
/’L’" o Aktivitdt in Zellen und im

HN™ “NH Tier. Die HIV-1-Protease-

23 m? ?i Mnhl/lao] inhibitoren 8 und 9 und ihre
o Analoga haben eine starke
anti-HIV-Aktivitat. Die He-
patitis  C-NS3/4A-Protease-
i inhibitoren®®! 21 (Simeprevir,

(? o o TMC435350)*4 ynd 22 (Va-
Js P w  niprevir, MK-7009],%%! die
CNT TN von ilteren Makrocyclen®"!
Y wie Ciluprevir (BILN-2061)

abgeleitet sind, wirken in
27 Calpain2 ICs 70 nM [32] Zellen und im Menschen
HCV-hemmend. Simeprevir

wurde 2013 von der FDA fiir
die Behandlung von HCV-In-
fektionen zugelassen.
BACEI1-Inhibitoren (z.B. 15)
senken die Amyloidspiegel in Gehirn und Plasma von Méu-
sen.! Inhibitoren von Calpain-2 (26) verhindern die Lin-
sentriibung beim Schaf und den kortikalen Katarakt im
Tier.*

Es gibt eines grofes, noch unerschlossenes Potenzial fiir
den Entwurf von (-Strang- und (-Faltblatt-Mimetika, mit
denen die Protein-Protein-Wechselwirkungen gestort oder
die Bindung eines der Partner nachgeahmt werden soll.*”
PPI spielen sich oft an groen polaren Regionen der Ober-
fliche mit nur flachen Einbuchtungen ab, die oft nicht ef-
fektiv von kleinen hydrophoben Molekiilen besetzt werden

Angew. Chem. 2014, 126, 13234—13257
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konnen. Weil eine Seite eines p-Stranges oft dem Losungs-
mittel zugewandt ist, steht nur jede zweite Seitenkette fiir
eine Verkniipfung zur Verfiigung, um einen -Strang-nach-
ahmenden Makrocyclus zu bilden, der seinerseits mit einem
anderen -Strang-Makrocyclus 3, (z.B. fp in 10), a-helicalen
Makrocyclen (z.B. o, afa), acyclischen Peptidketten oder
nichtpeptidischen Anhéngen (z.B. 8, 9) verbunden werden
kann. Der Einsatz von Makrocyclen als Matrizen fiir
Strangmimetika kann ein wertvoller neuer Ansatz sein, um
Testverbindungen zu entwerfen, mit denen sich die Bedeu-
tung von B-Strangoberflichen schwieriger oder weniger gut
als Zielstruktur geeigneter Proteine ausloten lédsst. Bereits aus
den wenigen Beispielen fiir Makrocyclen, die oben beschrie-
ben wurden, wird klar, dass Verstrebungen innerhalb der
Ringstruktur (z.B. aromatische Ringe, Heterocyclen, Amide,
Ester, Cycloalkane, Disulfide, N-Methylierungen, D-Reste)
weitere Einschrankungen der Makrocyclen-Konformation
einbringen konnen, die die Rezeptorselektivitit, Zellper-
meabilitit und Bioverfiigbarkeit beeinflussen konnen, wie
dies an anderer Stelle beschrieben ist.F#121%321 Wenn man
versteht, wie individuelle molekulare Verstrebungen die
Struktur der Makrocyclen, die Rezeptorbindung und die
Membranpermeabilitidt beeinflussen, hat man den Schliissel
zu einer rationalen Herstellung bioaktiver Makrocyclen als
neue biologische Sonden und Leitstrukturen in der Hand.

3. Cyclische Peptidkehren

Kehren (,,turns*) sind Motive, bei denen die Richtung von
Peptidstrangen und -helices umgekehrt werden. Kehren zu-
nehmender GroBe werden definiert als y-, - oder a- (und
andere) Subtypen anhand benachbarter ¢- und ¥-Winkel von
3, 4 oder 5 aufeinanderfolgenden Aminosduren in einer
Peptidsequenz (Abbildung 5); anhand von 7-, 10- und 13-
gliedrigen durch H-Briicken geschlossenen Ringen; und
anhand von Abstdnden zwischen den Resten Ca,...Cayy,,
Ca,...Ca;5 (<5.5A) und Ca,...Ca;y (<6.5A) (Abbil-
dung 5). Es gibt umfangreiche chemische Literatur iiber die
B- und y-Kehren-Subtypen,®>3! die durch verschiedene ¢-
und y-Winkel klassifiziert sind. Es gibt viele niedermoleku-
lare Mimetika fiir Kehren mit bekannten biologischen Akti-
vitdten, von denen manche zu Wirkstoffen weiterentwickelt
wurden.¥!

Die Cyclisierung von Peptiden ist bislang die verbreitetste
Methode zur Stabilisierung von Kehren. Sie kann auf unter-

o b
04 R; Y2 4
\ ] ¢y "2 \' }/9\ ; "
o, Rin » 1 2 5 - 1 H - Rita
R, HN ¢h N [ "
i N N__R "iN
HN>_<\ N/\\[RM jo,_H i+3 _0-H-N o
R;:
P T o\en 9TF Re
e} m\i\l H R; - o i+4
y-Kehre B-Kehre a-Kehre
28 29 30

Abbildung 5. v-, - und a-Kehren, definiert anhand ihrer Torsionswin-
kel.
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schiedliche Arten herbeigefiihrt werden (Kopf-Schwanz;
Kopf-Seitenkette; Seitenkette-Schwanz; Seitenkette-Seiten-
kette). Viele chemische Reaktionen wurden zur Cyclisierung
eingesetzt, von Disulfid- und Lactambildung iiber Ring-
schlussmetathese bis zur Klick-Chemie. Die Chemie der
Peptidcyclisierung wurde an anderer Stelle detailliert darge-
stellt.®! Allerdings reicht die Cyclisierung alleine oft nicht
aus, um eine Kehrenstruktur zu stabilisieren.’*! Andere
Kehren induzierende Strukturelemente werden oft benotigt,
um ein cyclisches Peptid in eine Kehre zu zwingen (Abbil-
dung 6). Eine Methode ist, eine cis-Amidbindung in eine

31 32 33
o)
fo) (o]
OY\ J\( N ’ Hj\ J\fo
N H N
HN__O
NH I ON_O HN"™0 é P

Abbildung 6. Cyclische Peptide mit Kehren-induzierenden Elementen
wie D-Aminosiuren (31), L-Prolin (32), p-Prolin (33), N-Methylierung
(34), aromatische Linker (35) oder Kombinationen aus einigen dieser
Elemente (36).

Peptidkette einzufiihren; dadurch entsteht ein Motiv, das der
B-Kehre analog ist.’™) Dies lasst sich in vielen Fillen durch
den Einbau eines Prolinrings, von Glycin, einer p-Amino-
sdure oder einer N-Methylgruppe in die Peptidstruktur er-
reichen. Prolin kommt in der Natur unter allen Aminosiduren
in zuriickgebogenen Kehren am héaufigsten vor, wihrend
Glycin die kleinste Seitenkette (gerade einmal ein Proton)
und damit die grofite Flexibilitdt in der Konformation hat
(weil die Seitenkette de facto fehlt). Glycin kann folglich p-
und L-Aminosduren ohne sterische Hinderung nachahmen.
Der Einbau von b-Aminoséuren in Peptide induziert Kehren,
die dann durch eine nachfolgende Cyclisierung erweitert oder
an Ort und Stelle fixiert werden konnen.P®! Eine N-Methy-
lierung kann einen dhnlichen Effekt wie Prolin haben, indem
sie teilweise die cis-Amid-Konformation begiinstigt, was die
Ausbildung von Umkehrschleifen in cyclischen Peptiden er-
moglicht.’”! Statt der N-Methylierung kann auch eine N-4-
Azidobutylgruppe den gleichen Zweck erfiillen.” Auch die
Triazolgruppe, die bei der Klick-Reaktion entsteht, induziert
als Nachahmung von cis-Prolin eine Kehre.™ Pseudoproli-
ne! und Heterocyclen®! wurden ebenfalls genutzt, um
Kehrenstrukturen in cyclische Peptide einzufiihren. Mit 45-
Azidoprolinen lassen sich cyclische all-cis-Peptide erzeu-
gen."? Eingeschrinkt bewegliche cyclische Peptide, die f-
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Kehren nachahmen, wurden vielfach verwendet, um an G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) zu binden, die be-
vorzugt Kehrenkonformationen erkennen.P** Beispiele
dafiir sind weiter unten gezeigt.

Eine Familie von cyclischen -Kehren-Peptiden, die den
C-Terminus eines 74 Aminosduren langen proinflammatori-
schen humanen Proteins (Komplement C5a) nachbilden
sollen, ist mit cyclo-(2,6)-Phe-[Orn-Pro-(b-Cha)-Trp-Arg]
(37, Abbildung 1) verwandt.**" Die Peptide enthalten einen
Pentapeptid-Makrocyclus, der durch eine 2—6-Lactambrii-
cke zwischen einer Seitenkette und dem C-Terminus ge-
schlossen wird. Zwischen 1980 und 1995 suchten viele Phar-
maunternehmen nach Antagonisten, um die Bindung des C-
Terminus von C5a an den GPCR der Immunzellen zu blo-
ckieren. Die Hoffnung auf oral verfiigbare, voll aktive Ant-
agonisten als mogliche anti-inflammatorische Wirkstoffe
erwies sich aber als triigerisch. Weil bekannt war, dass GPCRs
zur Bindung von Proteinkehren neigen®*! und dass die
Cyclisierung Peptide in bioaktive Konformationen zwingen
kann,® wurden cyclische Analoga (z.B. 37) des C-Terminus
von C5a (38, Abbildung 7) entwickelt, um eine y- und (-

HN NH S5
T i €
y-NH, o
HN
37 38 39
Abbildung 7. a) Cyclische C5aR-Antagonisten (37); R=AcNH (3D53
oder PMX53),1l R=H (3D624 oder PMX205);!*l b) Helixbiindel in hu-

manem C5a (38) mit aktivierendem C-Terminus (fett); c) NMR-Struk-
turen (39) von Peptiden auf dem Weg zu 37.1*/

Kehre in kurzen acyclischen Peptiden zu stabilisieren (39,
Abbildung 7). Die Cyclen stellten eine Pro-(p-Cha)-
Kehren-induzierende Verstrebung dar; damit erzielten sie
eine 10°fach hohere Affinitit fiir den CS5a-Rezeptor als der
Hexapeptid-C-Terminus von C5a, einen starken und voll-
stindigen Antagonismus (ICs,=~ 30 nm) mit hoher Selektivi-
tdt, langer Verweilzeit und oraler Verfiigbarkeit in Dosen von
0.3-5.0 mgkg™' in Nagermodellen von Entziindungen und
anderen Erkrankungen. Dies war die erste Nachbildung einer
»helicalen* (aber nicht a-helicalen) Proteinkehre, die in kli-
nischen Phase-TI-Studien getestet wurde.”

Somatostatin ist ein 14 Aminosiduren langes cyclisches
Peptid AG[CKNFFWKTFTSC], das im Zentralnervensys-
tem, im Gastrointestinaltrakt und in endokrinen Geweben
exprimiert wird.*®! Das Octapeptid Sandostatin (Octreotid)
ist ein stark wirksames Analogon von Somatostatin mit ldn-
gerer Halbwertszeit, das in der Klinik gegen Krebs und
Akromegalie eingesetzt wurde. NMR-*! und Rontgenstruk-
turanalysen™ zeigen, dass Sandostatin im Bereich um bD-
Trp8-Lys9 eine $-Kehre vom Typ II oder II' ausbildet, die in
dem Hexapeptid 40 (durch die Verkniipfung von Prolin mit b-
Trp8) und der bicyclischen Verbindung 41 stabilisiert werden
(Abbildung 8).*¥ In jiingeren Ansitzen wurden ein Dicarba-
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" "
b b g
42 43

Abbildung 8. Somatostatin-Analoga mit unterschiedlichen Kehren-Ver-
steifungen.

Linker 42, Biphenylgeriiste 43 oder die cyclische a-Amino-
sdure [1S,28,5R]-2-Amino-3,5-dimethyl-2-cyclohex-3-encar-
bonsiure 44 anstelle von Prolin eingebaut.®’!! Andere Keh-
renmimetika fiir GPCRs als Zielproteine umfassen Agonis-
ten (45-52) von Melanocortin, Bradykinin, Casmorphin,
Endothelin, Enkephalin, GHRP-2, Gonadotropin-freiset-
zendes Hormon, Oxytocin und Vasopressin (Abbil-
dung 9).5*%" Nicht nur fiir GPCRs wurden verstrebte cycli-
sche Peptide entwickelt, sondern auch, um die Kehren vieler
anderer Proteine und Peptide nachzubilden. Dazu gehoren
die Integrine, eine wichtige Klasse von Oberflidchenrezepto-
ren, die an Wechselwirkungen zwischen Zellen und zwischen
Zellen und Matrix beteiligt sind. Hoch wirksame und selek-
tive Inhibitoren wurden entwickelt, indem die Pharmako-
phorsequenz RGD in kleine cyclische Peptide eingefiihrt
wurde, die dieses Motiv in Kehrenkonformation priasentieren.
So gelangte man zu Cilengitid (53) (Abbildung 10), das in
klinischen Studien gegen Glioblastom getestet wurde.! Fi-
xierte Kehrenstrukturen wurden auch bei der Entwicklung
von antibakteriellen Analoga von Gramicidin S (54) und an-
tiviralen Substanzen gegen HIV und Hepatitis verwen-
det.[59,60]

Im Gegensatz zu Mimetika von 3-Kehren sind nur wenige
Mimetika von a-Kehren bekannt.!! Cyclische Tetrapeptide
wurden durch (i,i 4+ 3)-Briicken zwischen Seitenkette und C-
Terminus (55) oder durch (i + 3,i)-Briicken zwischen Seiten-
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Abbildung 9. Andere makrocyclische Agonisten und Antagonisten von
GPCRs.

Abbildung 10. Der RGD-Integrin-Antagonist Clengitid (53) und das
Gramicidin-Analogon 54.

kette und N-Terminus (56) verstrebt (Abbildung 11). Die
CD-Spektren in 10 mm Phosphatpuffer waren denen der
Peptid-o-Helices sehr dhnlich. NMR-Analyse und MD-Si-
mulationen weisen 55 als a-Kehre vom Typ Ia-RS aus, wih-
rend 56 zum Typ Ila gehort. Diese cyclischen Peptide sind
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Abbildung 11. Mimetika fuir nichtklassische a-Kehren.

pseudoplanar ohne helicale Neigung und bilden a-Kehren in
einer Reihe von Proteinstrukturen nach.’®"

Auch die y-Kehre wurde in einer Reihe kleiner cyclischer
Peptide fixiert.”! Wegen der stark verspannten Natur der vy-
Kehre wurden die cyclischen Geriiste im Allgemeinen durch
Verkniipfungen im Peptid-Riickgrat geschlossen. Aktuell mit
v-Kehren-Mimetika entwickelt wurden Analoga von Angio-
tensin (57), Melanocyten stimulierendem Hormon, Desmo-
pressin (58) und Oxytocin (59) (Abbildung 12).1?

o e

f
@j Q%«,H 0

AspArg N HN—>7
\—HlsProPhe g OH
57 )\{/
o)
Y NP
;ﬁ NHy HN
O NH ﬂ i N
HO\Q\j\ HN O
NH 2 P
)\ ( o) (¢}
[o] N J\ \)J\
NH
=

59
Abbildung 12. Beispiele fiir Geriiste, die y-Kehren begiinstigen.

Die (3-Haarnadelschleife mit ihren beiden hintereinander
liegenden, durch Wasserstoffbriicken verbundenen antipar-
allelen B-Strangen und der dazwischenliegenden Kehre oder
Schleife ist in der Natur weit verbreitet. Es kommen ver-
schiedene Formen vor, die sich in Kettenldnge, Wasserstoff-
briickenmuster und Kehren- oder Schleifenmotiven unter-
scheiden. Mimetika wurden meist entworfen, indem man eine
Haarnadel-Sequenz in eine halbstarre Matrize einfiigte, die
die Haarnadelstruktur stabilisiert; dafiir kommt z.B. hetero-
chirales Diprolin (D-Pro-L-Pro) wie in 60 in Frage (Abbil-
dung 13). Diese Verbindung unterbricht die Wechselwir-
kung zwischen dem Zelladhésionsmolekiil CD2 und seinem
Liganden CDS58. Die mit NMR-Spektroskopie aufgeloste
Struktur und Molekulardynamik-Simulationen deuten auf
eine f-Haarnadelstruktur in 61 hin. Das pD-Pro-L-Pro-Motiv
wurde auch bei der Entwicklung antimikrobieller (62) und
antiviraler Peptide, Protease-Inhibitoren und PPI-Inhibitoren
eingesetzt. Andere Geriiste basieren auf Motiven, die Kehren
nachahmen (63) und fixieren die Haarnadelstruktur durch
Klick-Chemie (64).1°
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tion lasst sich der Entropieverlust durch die

HO R Faltung iiberwinden; auBerdem wird der
- oy o Abbau durch Proteasen verhindert, die die
A’N ~ N ﬁo EN%”J\(NY\”J\/NY\NH NH ausgestreckte (f-Strang-) Konformatior} er-
0N <\ No? e o%\“‘v\NJ\NHZ kennen.”” Der Durchmesser der a-Helix ist
N e L Kfo o R b O R 0 Oj/NH " . zu grof, um ins aktive Zentrum der meisten
ENH L AN “ N AL A NI AN I AN N Proteasen (mit Ausnahme einiger Hefeprote-
N 2 i H § i H § i H NH
. asen) zu passen.
HO [¢] ‘H
60 R*=Arg 61 NH,
—s , .
o o o 4.1. Seitenketten-Bindungen
H H R OH o)
MN >~NH NH, . . . . .
ont 1o oA HO__ o e Historisch gesehen ist die am meisten be-
ij/'w /I(Z \(,,kfo Wj J?O Ny N S0 nutzte Methode, um Helices zu induzieren
o or HO‘& N AN HNIWNHZ oder in einem Peptid zu stabilisieren, die
o HN__O OHN o oM o 97N Kniipfung von kovalenten Amidbindungen
! o e NH | HN N zwischen den Seitenketten von Lysin/Ornithin
AN OH 0 NH; 5 P o . . .
5 o o NH o == und Glutamin-/Asparaginsdureresten, die 2
a1 S HN HN-Z oder 3 Positionen auseinanderliegen. Ein
0 62 63 °© Uberblick iiber die Synthese lactamver-
H2N>=NH briickter Peptide zur Stabilisierung von a-
HN W Helix-Strukturen wurde an anderer Stelle ge-
2! .
0 geben.™ Die ersten Forschungen™ konzen-
HN N=N O ] Nr trierten sich auf die Charakterisierung heli-
N OO N N on caler Peptide gegen biologische Zielstruktu-
N HNTB N o ren. Insbesondere i—i-+4- und i—i+ 3-Bin-
= HN . . .
0 HN dungen zwischen Seitenketten wurden in 15—
(7 "‘/‘/I:NH o)\"“\t 30 Reste lange Peptide eingefiihrt, um die
A LTI i L Y Bioaktivitdt zu verbessern. Gezeigt wurde
ﬁ N\i/&o © dies an Peptidhormonen wie Neuropep-
O NN tid Y, Dynorphin A,”™!  Parathormon
o

Abbildung 13. Verbriickte Makrocyclen mit 3-Haarnadelschleifen.

4. Cyclische Peptidhelices

Helices entstehen durch aufeinanderfolgende Kehren, die
durch Wasserstoffbriicken iiber die Kehren hinweg verbun-
den sind. In Proteinen findet man a-Helices, 3;,-Helices und
n-Helices. Mehrere aufeinanderfolgende (-Kehren bilden
eine 3,;,-Helix mit i + 3 —i-Wasserstoffbriicken zwischen dem
Amidproton und dem Carbonylsauerstoff des Peptidriick-
grats. Aufeinanderfolgende a-Kehren eines spezifischen Typs
(¢p=—58°, 1 = —47°) definieren a-Helices und bilden i + 4 —
i-Wasserstoffbriicken. Die n-Helix entsteht bei i +5—i-Was-
serstoffbriicken und kommt im Allgemeinen bei weniger als 7
Aminosduren langen Sequenzen nicht vor.

Die a-Helix macht etwa 40% der Sekundérstrukturmo-
tive in Proteinen aus. In der PDB haben > 60 % aller kom-
plexierten Proteine eine o-Helix an ihrer Beriihrungsfli-
che.”! Die Entwicklung von Methoden, um helicale Regio-
nen an Protein-Protein-Kontaktflichen nachzubilden, hat
groBe Aufmerksamkeit auf sich gezogen,”” doch haben kurze
Peptide nur eine geringe Neigung, in Wasser unter physiolo-
gischen Bedingungen Helixstrukturen auszubilden, und sie
haben nur eingeschrinkte biologische Stabilitdt. Durch die
Fixierung eines Peptides in der bioaktiven Helix-Konforma-
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(PTH),’! CRFE/" Galanin,® Calcitonin,”

GCN4,7 Secretin®! und GLP-1.%2 Dennoch

gab es kein klares Bild, welche Lactambriicke

zur Stabilisierung einer a-Helix am besten

geeignet ist. Eine Reihe von Lactambriicken
wurde verwendet, um das LXXLL-Motiv in GRIP-1-Coak-
tivatorpeptiden zu stabilisieren.®*® Die Glu(i)—Lys(i+4)-
Briicke (65, Abbildung 14) brachte eine 10-fach bessere
Hemmung des Thyroidrezeptors (ICs, 0.62 um) (66, Tabelle 1)
als die Lys(i)— Asp(i+4)-Briicke (ICs, 5.8 um). Nachfolgende
Untersuchungen mit cyclo-(7,11)-EKHKIX;-[ERX,X;K]|DS
als Gertist, in dem X,—X; durch hydrophobe Reste ersetzt
wurden, deckten eine Selektivitit fiir Ostrogenrezeptor-Iso-
formen auf.[ed

H H N J\ o_ 0
HOQN HOON N QLo

0 /_Wksl o) /'Wﬁ >=o o H ITJ

L M " ke

N HN N 1o

HjD,ﬁ ):o HjDNQ HJDNP

)k “““ t j”vv 2 j (o]
: . Ayt
65 67 75

Glu (i) — Lys (i+4)  Lys(i)—= Asp (i+4)  Ser (i)—= Ser (i+4)

Abbildung 14. Lactam- und Esterbriicken i—i-+4 zur Stabilisierung der
a-Helices.
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In einer systematischen Untersuchung aus dem Jahr 2005
wurden Kombinationen von Seitenketten fiir einen makro-
cyclischen Lactamringschluss in einem Modell-Pentapeptid
untersucht. Dabei erwies sich Lys(i)— Asp(i+4) (67, Abbil-
dung 14) gegeniiber anderen Lactambriicken fiir die Stabili-
sierung der a-Helix als iiberlegen.® Die cyclischen Penta-
peptide wie Ac-cyclo-(1,5)-[ KARAD]-NH, bilden mit einem
a-Helixanteil von ca. 100% in phosphatgepufferter Salzlo-
sung (PBS) die kleinsten a-Helices, die in wissriger Losung
bekannt sind.*** Sie werden weder durch helixinduzierende
(TFE; 2,2,2-Trifluorethanol) noch durch helixdenaturierende
(8M Guanidinium) Reagentien beeinflusst, sind protease-
resistent und kénnen aneinandergekoppelt werden.®l Diese
aullergewohnlichen Eigenschaften hingen davon ab, dass
das Peptid o-Helix-begiinstigende Reste (Ala, Leu, Met,
Arg, Gln, Glu, Lys)™® enthilt und an N- und C-Terminus
amidderivatisiert ist, um dort drei o-Helix-definierende
Wasserstoffbriicken zu bilden. Nicht cyclisierte Sequenzen
haben nur einen vernachlidssigbaren o-Helix-Anteil in Was-
ser[84:72,84-85]

Viele cyclo-(1,5)-[KXXXD]-lactamverbriickte Module
sind in biologisch aktive Peptidsequenzen von Protein-o-
Helices eingefiigt worden, um die Proteine durch kleinere
synthetische Molekiile zu ersetzen, die aber die Wirkstdrke
und Stabilitédt in biologischen Fliissigkeiten und gegeniiber
Proteasen behalten.”?! Diese Methode wurde angewendet
(Tabelle 1) auf die Hemmung der viralen Fusion (RSV: 68,
69;® HIV-Rev: 70),'? antibakterielle Substanzen (CSP-1)
(71),%1 ORL-1-Rezeptoragonisten (72) und -antagonisten
(73)®7 sowie Transkriptionsfaktor-Antagonisten (cFos)
(74).%81 Agonist 72 16ste langdauernde Schmerzlinderung bei
Maiusen aus, die durch die gleichzeitige Verabreichung von 73
umgekehrt werden konnten.®” Eine Lactambriicke wurde vor
kurzem genutzt, um das pu-Conotoxin-KIITA-Protein zu ver-
kleinern, doch hatten die Analoga eine verringerte biologi-
sche Aktivitit."

Eine Alternative zu Lactambriicken sind diesterver-
briickte Peptidfragmente, z.B. vom Parathormon (PTH,_
)% Die Verbindungen wurden durch Acylierung der Sei-
tenketten von Ser6 und Ser10 mit Adipinsdure zu einem 23-
gliedrigen Ring geschlossen (75, Abbildung 14). Der Diester
76 (Tabelle 1) war aktiver als das entsprechende Glu(i)—
Lys(i+4)-lactamverbriickte Peptid, auch wenn das cyclische
Peptid zwei Atome groBer war und im NMR-Spektrum we-
niger kompakt erschien. Die Verkniipfung von zwei Serin-
Seitenketten mit Dicarbonséduren erzeugt Briicken variabler
Lénge mit zwei Estergruppen, die mogliche Wasserstoffbrii-
ckenakzeptoren sind.

Kohlenwasserstoffbriicken sind in den letzten Jahren zu-
nehmend zur Stabilisierung von Helixstrukturen in Peptiden
genutzt worden.®*®!! Die Verstrebung von Peptiden mit
Kohlenwasserstoff-Linkern zwischen den Seitenketten wurde
zuerst an dem Modellpeptid Boc-V[XLAibVX]L-OMe ge-
zeigt, das an den Positionen i und i +4 O-Allyl-geschiitztes
Serin oder Homoserin trigt.”*) Die Querverbindung wurde
durch eine Metathesereaktion gekniipft und ergab Peptide
mit einem erhohten Helixanteil, der sich im CD-Spektrum
nachweisen lie. Die Rontgenstrukturanalyse eines cycli-
schen Bis-Homoserinpeptids nach Ringschlussmetathese und
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Reduktion der Doppelbindung deutete auf eine Stabilisie-
rung der a-Helix durch die Cyclisierung hin.”™"’

Die nidchste Generation Kohlenwasserstoff-verbriickter
Peptide enthielt nichtnatiirliche o,o-disubstituierte Amino-
sduren mit a-Methylgruppen und Seitenketten unterschied-
licher Langen mit endstdndigen Alkengruppen. Diese Ami-
nosduren konnen an den Positionen i —i + 3 (77), i —i + 4 (78)
und i—i+ 7 (79) in das Peptid eingebaut sein (Abbildung 15).

DS} 4 ON
H N
O/,’LWI&' ON/_WA
Fio e Y
[Ne) H

H

H O\ ”JJ\\O

H
S5 (i)—S5 (i+4) 79
R5 (/) — S8 (i+7)

RS (i)—= 85 (i+3)

Abbildung 15. Verschieden lange Alkyllinker zwischen den Positionen

i—i+3, i—i+4 und i—i+7. Die Stereochemie der a,a-disubstituier-
ten Aminosiuren (S oder R) ist zusammen mit der Zahl der Kohlen-

stoffatome (5 oder 8) angegeben.

Anschlieende Vernetzung iiber Ringschlussmetathese ergab
cyclische Peptide, in denen eine oder zwei Kehren der a-
Helix stabilisiert sind. Die Technik wurde ,, Kohlenwasser-
stoff-Heftung* (hydrocarbon stapling) genannt. Die i —i + 3-
und i—i-+4-Kohlenwasserstofflinker konnen im Tandem
kombiniert werden, um noch stabilere, bicyclische Peptide zu
erhalten.” ! In einer aktuellen Untersuchung®™ wurde
nachgewiesen, dass ein ,geheftetes“ BID-Peptid ohne o-
Methylgruppen in den iiberbriickten Aminosduren den glei-
chen Helixanteil und die gleiche Affinitdt und Protolysesta-
bilitdt wie ein Peptid mit a-Methylaminosduren hat. Koh-
lenwasserstoff-Linker wurden bei der Entwicklung von Inhi-
bitoren fiir zahlreiche Protein-Protein-Wechselwirkungen
(Tabelle 1) eingesetzt. Parallel zur kommerziellen Verfiig-
barkeit der Aminoséuren, die fiir die Synthese solcher Pep-
tide notwendig sind, wird sich auch das Feld der Anwen-
dungen weiter ausdehnen.

Der Einsatz dieser i —i+ 4-Linker in bioaktiven Peptiden
(Tabelle 1) wurde erstmals im BID-BH3-Peptid™ (80) ge-
zeigt; damit wurden Affinitdt und Stabilitéit verbessert. Eines
der verstrebten Peptide fiihrte in Mausen zur Tumorregres-
sion von humanen Leukidmie-Xenografts. Die Peptide binden
direkt an Bax und 16sen eine mitochondriale Apoptose aus.
Photoreaktive Analoga von BIM (81) und BAD (82) aus der
BH3-Familie wurden auch mit einem Benzophenon enthal-
tenden Peptid entwickelt, um die Bcl-2-Wechselwirkungen zu
untersuchen.”” Auch ein Inhibitor von Mcl-1”! wurde vor-
gestellt (83). Mit 84 wurde ein Antagonist des onkogenen
terndren NOTCH-1-Transkriptionsfaktor-Komplexes entwi-
ckelt. Das 15 Aminosduren lange Peptid von MAMLL1,, 3
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blockiert die Bindung des vollstindigen MAMLI1 an den
terndren Komplex, unterdriickt die Signalgebung durch
NOTCH-1 und hat eine Antileukimie-Wirkung in vivo.”
Inhibitoren der p53-hDM2/hDMX-Wechselwirkung wurden
unter Einsatz einer i —i + 7-Klammer entwickelt (85-87). Die
eingangs erwdhnte Verbindung 82 hat hohe Helixanteile, eine
gute Affinitit fir HDM2 und Wirksamkeit in Miusen.'"]
Peptide mit vergleichbarer Stabilisierung (86) aus einer an-
deren Familie"”! hemmen MDM2 und reaktivieren p53
starker als 85 und die niedermolekularen Nutline. Aileron
Therapeutics berichtete vor kurzem iiber 870" und seine
beeindruckende Affinitdt und gute anti-MDM2-Aktivitit in
Krebszelllinien und einem Maus-Xenograft-Tumormodell.

Kohlenwasserstoff-Linker werden noch immer fiir ver-
schiedene Zielstrukturen eingesetzt (Tabelle 1), darunter
EZH2-EED (88),[" ER/Coaktivator (89),'! HIV (90),1%!
ein kardiovaskulirer Transporter!® und Diabetes.'%! Aktu-
elle Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass die Einfiihrung eines
solchen Linkers keine Garantie fiir biologische Aktivitt!'"’]
oder Zellpermeabilitéit bietet; letztere ist aufgrund der en-
docytotischen Aufnahme stark sequenzabhingig.'®! Die
Stabilisierung der Helixbildung in einem Peptid verbessert
nicht immer die Bioaktivitdt, und verbesserte In-vitro-Affi-
nititen korrelieren nicht zwangsldufig mit der zelluldren
Aktivitat. Kristallstrukturen von verstrebten Peptiden nach
Bindung an MDM2, den Ostrogenrezeptor und MCL-
1 zeigen, dass Wechselwirkungen des Linkers mit einem
Protein manchmal entscheidend fiir die Verbesserung der
Aktivitdt sind. Kohlenwasserstoff-Linker koénnen einem
Peptid gegeniiber dem linearen Analogon hohere Zellper-
meabilitit verleihen.'" Die Membrangingigkeit ist ent-
scheidend fiir den Angriff auf intrazelluldre Proteine wie
Transkriptionsfaktoren.

Die Chemie der Huisgen-Reaktion, einer 1,3-dipolaren
Azid-Alkin-Cyclisierung, wurde erfolgreich zur Entwicklung
verbriickter helicaler Peptide eingesetzt. Dazu werden spe-
zielle Aminosduren mit Aziden und Alkinen als funktionellen
Gruppen verwendet, insbesondere ein azidfunktionalisiertes
Norleucin und L- (91, Abbildung 16) oder p-Propargylalanin
(92, Abbildung 16) an den Positionen i und i + 4 des Peptids.
Peptide, die vom Parathormon (PTH) abgeleitet sind!"'” und

o o
W D
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H o) |
Fl| N 2LN/-WH
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N
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oN y
e "R

N oS
Ho HN9/8 oHNj/;
A Ao N
[ H H

95 X=S

91
Nle-N3 (i) — *L-Pra (j+4)  D-Cys (i)—L-Cys (i+4)

92 97 X=C
Nle-N3 (i) — *D-Pra (i+4)  D-Cys (i) —L-Cth (i+4)

Abbildung 16. Helixstabilisierung in Peptiden mit i—i+ 4-Triazolver-
bindungen (91-92) oder i—i~+ 3 Disulfid- (95) und Thioethercyclisie-
rung (97). Nle-N3 = Azidonorleucin, Pra=Propargylalanin, Cth = Cysta-
thionin.
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mit L-Azidonorleucin und L-Propargylalanin cyclisiert
wurden, weisen Helixstrukturen auf. Ein- und zweifach mit
der Klick-Reaktion cyclisierte Peptide aus BCL9 wurden mit
L-Azidonorleucin und L- oder D-Propargylalanin hergestellt
und wirken als Peptidinhibitoren von (3-Catenin (93, 94; Ta-
belle 1)."Y Allerdings war die Kombination aus L-Azido-
norleucin und p-Propargylalanin besser, sowohl um die Bil-
dung der a-Helix zu stabilisieren als auch um die Affinitét fiir
[-Catenin zu verbessern.

Auch makrocyclische Disulfide wurden zur Stabilisierung
helicaler Konformationen eingefiihrt, wobei D- und L-Cystein
die Positionen i und i+3 besetzen (95, Abbildung 16).
Werden sie in NR-Box-Peptide eingebaut, hemmen sie wir-
kungsvoll ERa und ERf (93, Tabelle 1). Auffillig ist, dass die
iiber Disulfide cyclisierten Peptide wirksamer sind als die
frither beschriebenen lactamverbriickten Peptide.''?! Eine
spatere Untersuchung mit L-Cystathionin an Position i+ 3
(wodurch ein redoxstabiles cyclisches Peptid entsteht; 97,
Abbildung 16) erbrachte noch eine weitere leichte Steigerung
der Aktivitét (98, Tabelle 1).

a-Helices lassen sich in Peptiden mit zwei Cysteinresten
auch mit Arylresten stabilisieren (99-102, Abbildung 17). In
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NOR ) Houng s NS of F
i I A j / HoHNg g
N N= j /
H 0s H N
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L-Cys (i)—L-Cys (i+4)  L-Cys (i) — L-Cys (i+4)
D-Cys (i) — *L-Cys (i+7)

100 X=N
D-Cys (i) — = D-Cys (i+7)

Abbildung 17. Helix-Stabilisierung von Peptiden mit zwei Cysteinresten
durch i—i+7- und i—i-+4-Briickenbildung mit Arylresten (99-102).

den gezeigten Beispielen wurde die Briicke zwischen den
Cysteinresten in den Positionen i und i+ 7 mit Bis-Arylme-
thylendibromiden gebildet. Mcl-1-Peptide,['¥! die nach dieser
Strategie hergestellt wurden, hatten D-Cystein an Position
i und L-Cystein an Position i +7 (99, Abbildung 17); Ergeb-
nisse waren eine um den Faktor 20-30 verbesserte Affinitét
und ein groBerer Helixanteil als in dem acyclischen Vorléufer.
Durch N-Methylierung, N-terminale Carbamoylierung und
Mutagenese wurde das Verschwinden der Nettoladung des
Peptids erreicht, was mit grof3erer Zellpermeabilitit einher-
ging (103, Tabelle 1). MDM2/MDMX-Inhibitoren mit einem
leicht modifizierten Arylrest (100, Abbildung 17) hatten D-
Cysteine an beiden Positionen (104),1' sodass die Biaryl-
briicke giinstige Wechselwirkungen mit dem Protein eingehen
konnte. Von Calpastatin abgeleitete aktivitdtsbasierte
Sonden, die gegen Calpain gerichtet waren, enthielten eine
kurze spezifititsbestimmende Sequenz, die mit Dibromxylol
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zur Helixstabilisierung verbriickt war (101, Abbildung 17;
105, Tabelle 1).'""1 Ein Perfluorbenzol-Linker (102, Abbil-
dung 17) verbindet chemoselektiv die Seitenketten von zwei
Cysteinresten an den Positionen i und i+4 in einem unge-
schiitzten Peptid zum HIV-Capsidzusammenbau und ver-
besserte Bindung und Aufnahme in die Zelle (106).'°
Azobenzol-Briicken wurden an Cysteinen in den Posi-
tionen i und i+4, i+7 und i + 11 angebracht (107-109, Ab-
bildung 18). Der Azobenzolrest durchlief bei UV-Bestrah-
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Abbildung 18. Helixstabilisierung bei Biscystein-Peptiden durch i—
i+4- und i—i+ 7-Verbriickung mit Diazobenzolresten (107-109) und
bei Bislysin-Peptiden mit einer Diacylpyrazolin-Einheit (113).

lung eine cis/trans-Isomerisierung, die grofe Konforma-
tionsdnderungen vom Zufallsknéuel hin zur a-Helix ausloste.
Wenn der Azobenzolrest mit den Positionen i und i + 4 (107)
oder i+ 7 (108) verkniipft war, stabilisierte nur die cis-Kon-
formation die Helixbildung. Wenn demgegeniiber aber die
Positionen i und i+ 11 verbriickt wurden (109), stabilisierte
nur die trans-Konformation die Helixbildung. Diese Methode
wurde mit Erfolg angewendet, um aktive BID- (110, Tabel-
le 1) und Bak-nachbildende (111, 112; Tabelle 1) Peptide
gegen das anti-apoptotische Bcl-X; zu entwickeln.['”

Baut man Lysine an den Positionen i und i + 4 ein, acyliert
sie mit Methacrylat und Carboxytetrazol und bestrahlt sie mit
UV-Licht, erleichtert man eine 1,3-dipolare Cycloadditions-
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reaktion zu einer fluoreszierenden Pyrazolin-Briicke, die die
Helixbildung verbessert (113, Abbildung 18). Dieser Ansatz
diente zur Unterbrechung der Wechselwirkung zwischen p53
und MDM2/MDMX (Tabelle 1; 114). Die vernetzten Peptide
hatten zwar nur eine méBige In-vivo-Aktivitét, doch erleich-
terte die fluoreszierende Briicke die Aufnahme des Peptids in
die Zelle im Vergleich zu den acyclischen Ausgangspepti-
den 18!

4.2. Vergleich helixinduzierender Linker

Der Einfluss verschiedener Linker auf den a-Helixanteil
der cyclischen Pentapeptide 115-120 wurde in wéssriger
Losung mit NMR- und CD-Spektroskopie bestimmt (Abbil-
dung 19).'" Der Lys-Asp-Lactamlinker (115) stabilisierte die
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Abbildung 19. Vergleich von cyclischen Pentapeptiden 115-120 mit un-
terschiedlichen Linkern beziiglich ihrer a-Helixanteile in 10 mm Phos-
phatpuffer (pH 7.2, 298 K) mittels CD-Spektroskopie.!'"”

a-Helixbildung doppelt so gut wie die Kohlenwasserstoff-
(116) und Triazol-Linker (117), die auch eine gewisse 3
Helixbildung unterstiitzen, wihrend die Thioethercyclen
(118-120) in PBS nur einen geringen Helixanteil haben. Die
Zugabe des helixstabilisierenden Losungsmittels TFE stei-
gerte nach der CD-Analyse den o-Helixanteil bei allen Ver-
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bindungen mit Ausnahme von 115, die unbeeinflusst blieb
und bereits in Wasser die optimale a-Helixbildung zeigte.

4.3. Wasserstoffbriicken-Surrogate

Ein alternativer Ansatz zur Fixierung von Helixstruktu-
ren durch Quervernetzung der Seitenketten ist, eine i —i + 4-
Wasserstoffbriicke durch ein Wasserstoffbriicken-Surrogat
(HBS) in Form einer kovalenten Bindung zu ersetzen. Diese
verkniipft den N-Terminus des Peptids und den Amidstick-
stoff des i +4-Restes und ahmt damit ziemlich genau die 13-
gliedrige wasserstoffbriickenstabilisierte a-Kehre in kanoni-
schen a-Helices nach (121, Abbildung 20). Die RinggroBe ist

o) o o
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o "Il o " "N
0 |
N, M NG H N/Jy H
10 ! o
HN‘F‘[ HN’NILL\ J\\
2 "
S
121 122 123 124
wasserstoff- Hydrazon Alkenyl Disulfid X= S
verbriickte 125
o-Kehre

Thioether X=C

Abbildung 20. Wasserstoffbriicken in einer a-Helix-Kehre (121) und
Wasserstoffbriicken-Surrogate (122-125).

entscheidend fiir die Bildung und Induktion stabiler artifizi-
eller o-Helices.'”'?!! Der HBS-Ansatz wurde zunichst mit
einem kovalenten Hydrazon zwischen i und i+ 4 umgesetzt
(122, Abbildung 20). Auch wenn der Ansatz erfolgreich war,
hat er aufgrund der begrenzten Stabilitdt des Hydrazons nur
eingeschriankte Anwendungsmoglichkeiten.'”?! Das Hydra-
zon wurde durch einen Alkenyl-Linker ersetzt, der durch den
Einbau von Alkenen in das Peptid und anschlieende Ring-
schlussmetathese!'’! synthetisiert wurde (123, Abbildung 20).
Die Chemie fiir die Synthese dieser Molekiile an der Fest-
phase wurde verfeinert'®! und modifiziert, indem die Al-
kenbriicke durch ein Disulfid oder einen Thioether ersetzt
wurde (124, 125; Abbildung 20).">! Eine 1.15-A-Rontgen-
kristallstruktur eines kurzen HBS-stabilisierten Peptides
wurde gelost; sie passte zu der einer kanonischen a-Helix.['*!
HBS-Peptide mit gekoppelten Alkenyl-Linkern wurden
gegen verschiedene Zielstrukturen getestet (Tabelle 1), dar-
unter p53 (126),1*" BelxL (127),[1 HIV gp41 (128),1*) HIF-
1o (129)13% und Ras (130).1131

4.4. Ungewdéhnliche Helixnachahmungen

In einem ungewohnlichen Ansatz zur Nachbildung bio-
aktiver Helices wurden cyclische (3-Haarnadel-Peptide ver-
wendet (Abbildung 21). Das Riickgrat cyclischer Deca- oder
Tetradecapeptide mit eingebautem D-Pro-L-Pro-Motiv bildet
eine gut definierte 3-Haarnadel-Matrize. In den cyclischen
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Abbildung 21. a-Helix-Nachbildung mit cyclischen $-Haarnadel-Pepti-
den mit einer D-Pro-L-Pro-Einheit zur Induktion der Richtungsumkehr.

Peptiden liegen die Seitenketten so, dass sie ungefdhr die
Position wie in einer a-Helix einnehmen. Die Strategie war,
die Positionen i, i +4 und i + 7 in der p53-Helix (131),l*% die
Positionen i, i+1,i+4,i+5,i+8 und i +9 in der HIV-Rev-
Helix (132)!"* und die sulfatierten Tyrosinreste an den Posi-
tionen i und i + 4 der CCR4-Helix (133) nachzubilden.['"

5. Aus der Natur ins Labor

Hinweise auf die Synthese spezifischer Formen cyclischer
Peptide kamen auch aus der Natur, wo eine diverse Gruppe
molekularer Verstrebungen die dreidimensionale Struktur
sichert, eine hohe funktionale Kapazitit verleiht, gro3e Sta-
bilitdt erzielt und die Membranpermeabilitét cyclischer Pep-
tide ermoglicht.™ In der Natur werden die meisten cycli-
schen Peptide ribosomal synthetisiert, in deren Verlauf
mRNAs zu Peptidketten mit L-Aminosduren translatiert
werden. Oft folgt eine posttranslationale Modifikation und
eine Cyclisierung durch Enzyme."*! Daneben gibt es in der
Natur aber auch vielféltige nichtribosomale Synthesen, in
denen auch nichtproteinogene Aminosduren und ihre Deri-
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Tabelle 1: Einige biologisch aktive Helices, die mit unterschiedlichen Methoden stabilisiert wurden.

Formel- Linker- Sequenz® a-Helix Aktivitat Lit.
Nummer strukturtyp®

Lactambriicken

66 65 Ac-EKHKIL[XRLLX]DS GRIPT K= 0.62 pm (83]

68 67 Ac-FP[XDEFX][XSISX]N-NH, RSV-F-Protein ICsp=36 nm [85]

69 67 Ac-1Nal-XDEFX][XSISX]N-NH, ICs=0.18 nm [72]

70 67 Ac-TRQAXRNRX]RRXRERX]-NH, HIV,, 5 Rev ICso =50 nm [72]

7 67 E-Nle-RLIXKFFX]XFILX]RKK-NH, Sp CSP-1 ICso=0.5 pm [72,86]
72 67 FGG-(4F) F-[XARSX]XANQX]-NH, Nociceptin ECyo=0.04 nwm [72,87]
73 67 Bn-GGG-(4F) F-[XARSX]XANQX]-NH, ICso=7.5 nwm (87]

74 67 Ac-Cha-RXEIYX]LRXKANX]LRXHIAX]-Cha-NH, cFos K=7.25 pm [88]

Diester-Linker
75 75 Aib-V-Aib[XL-Nle-HX]-Har PTH EC;,=0.2 nm [90]

Kohlenwasserstoffbriicken

80 78 EDIIRNIARHLAXVGDX]-Nle-DRSIW BID BH3 ICo=40 nM [96,97]
81 78 IWIAQELRXIGDX]FNAYYARR BIM BH3 ICso=16 nM [97]
82 78 NLWAAQRYGRELR[X-Nle-SDX]FVDSFKK BAD BH3 ICs=60 nMm [97]
83 78 KALETLRRVGDGV[XRNHX|TAF Mcl1 BH3 K, =0.84 pm [98]
84 78 BA-ERLRRRIXLCRX]HHST MAMLI ICso=16 nM [99]
85 79 Ac-QSQQTFXNLWRLLX]QN-NH, p53 Ko =50 nm [100]
86 79 Ac-TSF[XEY-(6CI)W-ALLX]QN-NH, p53 Ko=6nm [101]
87 79 Ac-LTF[XEYWAQ-Cba-X]SAA-NH, p53 K,=0.9 nm [102]
88 78 FSSNR[XKILX]RTQILNQQWKQRRIPQPYV EZH2 Ko =468 nm [103]
89 78 YTXLIHX]LIEESQNQQEKNEQELLELXKWAX]LWNWF HIV GP41 ICso=2.5 nM [104]
90 78 EKHKIL[XRLLX]DS GRIP1 Ko=75nM (ERc) [105]

Ko =155 nm (ERP)

Triazol-Linker

93 91 Ac-LSQEQLEHR[XRSLX]TLRDIQRMLF-NH, Bcl9 Ki=330 nm [
94 92 Ac-LSQEQLEHR[XRSLX]TLRDIQRMLF-NH, Bcl9 Ki=130 nm [
Disulfid-/Thioether-Linker

96 95 RIXILX|GRLLQ-NH, NR-Box K=11nm [112a]
98 97 RIXILX]GRLLQ-NH, RB-Box Ki=6.9 nm [112b]

Cystin-Linker

103 99 Moc-MeA-MeA[XGRAIGDX]VNLAQALLN-NH, Mch ICp=22 nm [114]
104 100 LTF[XLRAIGDX]S-COOH p53 ICso=5.4 nm [115]
ICso=14 nm
105 100 EtO-Epoxysuccinat-BAAIPPKY[XELLX]K-NH, Calpain-ABP Ki=10.2 um [116]
106 102 ITFXDLLX]YYGKKK-NH, HIV CAP Ko=1 um [117]
110 107 DIIRNIARHLA[XDVCX]IDRSI BID Kp=55nm [118]
m 108 GQVGR[XLAIIGDX]INR BAK Kb =42 nm [118]
112 109 G[XVGRALAIIGDX]INR BAK Kp=21nm [118]

Pyrazolin-Linker
114 113 LTF[XHYWAQLX]S p53 IC5o=6.2 M [117]

Wasserstoffbriicken-Surrogate!®

126 123 [-QE--GASDLWKLLS-NH, p53 Ko =160 nm [127]
127 123 [-QV-]-GRQLAIIGD-K(Ac)-INR-NH, Bak-BH3 Ko =69 nm [128]
128 123 [-MT--WEEWDKKIEEYTKKI-NH, HIV GP41 Ko =42.7 um [129]
129 123 [-FE--GIYRLELLKAEEAN-NH, Ras Ko =28 um [130]
130 123 [-EL--ARALDQ-NH, HIF1a Ko =690 nm [137]

[a] Die Zahlen verweisen auf die Linkertypen, wie sie durch die Strukturen im Text gezeigt sind. [b] [X...X] verweist auf Makrocyclus-bildende Linker, bei
denen die Seitenketten der jeweiligen Reste beteiligt sind. [c] [-...-] verweist auf ein Wasserstoffbriicken-Surrogat. 1Nal=1-Naphtylalanin; (4F)F =4-
Fluorphenylalanin; Cha = Cyclohexylalanin; Aib = a-Aminoisobuttersiure; Har=Homoarginin; Nle = Norleucin; (6Cl)W = L-6-Chlortryptophan;

Cba = Cyclobutylalanin; BA=f-Alanin; Moc = Methoxycarbonyl; MeA = N-Methylalanin; K(Ac) = Acetyllysin.

vate enzymatisch eingebaut werden; anschlieBend folgt die  hier besprochen, um die Vielfalt der Verstrebungen zu de-
Cyclisierung.*”! Jeder Teil einer Aminoséure kann als Linker ~ monstrieren und Synthese und Anwendung neuer cyclischer
zur Cyclisierung der Peptide dienen. Einige Beispiele werden  Peptide anzuregen.
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5.1. Monocyclische Peptide

Die einfachsten natiirlichen cyclischen Peptide sind mo-
nocyclisch; die Bindungen fiir den Ringschluss versteifen das
Peptid. Die einfachste und verbreitetste Cyclisierung ist eine
konventionelle Kopf-Schwanz-Makrocyclisierung, die die
geladenen N- und C-Termini entfernt. Eine solche Cyclisie-
rung induziert oft intramolekulare Wasserstoffbriicken, die
helfen, polare Oberfldchenregionen zu verbergen. Beispiels-
weise ist der Pilzmetabolit Cyclosporin A (134; Abbil-
dung 22) bekannt fiir die immunsuppressive Wirkung und
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e \\‘.-Kfo
HO o) J\HN;\)\
O N ~

136

Abbildung 22. Oral bioverfiigbare monocyclische Peptide.

wird verwendet, um Organabstofung nach einer Transplan-
tation zu verhindern.'®® Dieses elf Aminosiuren groBe
Peptid hat sieben N-methylierte Aminosduren, die iibrigen
vier sind an Wasserstoffbriicken beteiligt, die eine gute
Membranpermeabilitdt verleihen und die Verbindung zu
einer der wenigen bekannten oral verfiigbaren cyclischen
Peptide machen. Der Pilzmetabolit Antamanid (135), eben-
falls ein Immunsuppressivum, erreicht seine Lipophilie auf
anderem Wege, ndmlich mit vier Prolinresten, die die Amid-
NH-Donoren und frei drehbare Bindungen in dem Deca-
peptid reduzieren.'! Das Heptapeptid Sanguinamid A (136)
ist ein cyclisches Thiazol-Peptid aus der Meeresschnecke H.
sanguineus. Es wird durch drei heterocyclische Ringe ver-
strebt, eine cis-Phe2-Pro3-Amidbindung und ein Ile-Thiazol-
Dipeptidmimetikum, die zusammen zwei transannulare, an-
tiparallele Wasserstoftbriicken induzieren; 136 wird zu einem
gewissen Teil oral von Ratten adsorbiert.'*! In diesem Fall
schirmt die Cyclisierung zusammen mit molekularen Ver-
strebungen, Wasserstoffbriicken und hydrophoben Seiten-
ketten polare Atome von der Solvatisierung durch Wasser ab

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

D. P. Fairlie et al.

und ermoglicht einen passiven Transport aus dem Darm in die
Zellen.

Die Kondensation benachbarter Aminosduren (wie in
136) ist auf viele verschiedene Arten moglich, unter anderem
in einer groBen Gruppe von Azotiden™!! (Thiazol-, Thiazo-
lin-, Thiazolidin- und/oder Oxazol-, Oxazolin-Peptide), die in
cyclische Peptide eingebaut sind. Diese Heterocyclen (Ab-
bildung 23) verstreben die Konformation des Makrocyclus
und erleichtern die Proteinbindung, beispielsweise in den sehr
wirksamen Enzyminhibitoren GE2270A (137)!1 und
Largazol (138),!'”! die iiber einen acyclischen ,,Arm* an das
Protein binden.

S
o o'

X
H

S

OM\

138

137

Abbildung 23. Verstrebte monocyclische Azotide.

Ein anderer Typ von Cyclisierung verlduft iiber die
Kupplung einer Seitenkette an einen Peptidterminus. Eine
solche Bindung findet man z.B. in den Polymyxinen, katio-
nischen cyclischen Heptapeptiden wie Colistin (139, Abbil-
dung 24), die hauptséchlich gegen Gram-negative Bakterien
antibiotisch wirken. Hydrophobe (N*-Fettsdurekette und
eine D-Leu-L-Leu-B-Kehre vom Typ II') und hydrophile (3

140

Abbildung 24. Monocyclische Peptide mit Ringschluss zwischen Sei-
tenkette und Terminus.
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oder 4 kationische Aminosiduren) Komponenten in solchen
cyclischen Peptiden erzeugen amphiphile Oberfliachen, die
detergensdhnliche Wechselwirkungen mit Bakterienmem-
branen eingehen und bakterizid wirken.'** Microcystin LR
(140) ist ein Reprisentant vieler cyclischer Heptapeptide, die
durch eine alternative Kupplung zwischen Seitenkette und N-
Terminus entstehen und p-Glu, N-Methyldehydroalanin, b-
Ala, pD-Methyl-Asp und die -Aminosidure Adda enthalten.
Diese makrocyclischen Cyanotoxine werden in giftigen
blaugriinen Algenbliiten von Cyanobakterien gebildet. Sie
hemmen die Proteinphosphatasen 1 (ICs, 1.7 nM) und 2A
(ICsy 0.04 nMm), sind nach oraler Aufnahme lebertoxisch und
sind Tumorpromotoren.['*]

Kupplungen zwischen Seitenketten sind ebenfalls héufig.
Ein typisches Beispiel ist das Hypophysenhormon Oxytocin
(141; Abbildung 25), ein Nonapeptid mit einer Cys-Cys-Di-
sulfidbriicke, die eine cyclische Hexapeptidverbindung bildet,

HO

)j% JW:Q

Jf i

142

n—,

Abbildung 25. Cyclische Peptide, die iiber die Seitenketten verlinkt
sind.

die in die Furche des Trigerproteins Neurophysin ragt.'*!

Oxytocin bildet eine -Kehre an den Resten Tyr2-Asn5 und
aktiviert seinen GPCR auf der Zelloberfliche. Dadurch
werden wihrend der Schwangerschaft Wehen ausgelost.
Wihrend der Stillzeit kommt es zum Einschie3en der Milch;
auflerdem werden unterschiedliche Verhaltensformen aus-
gelost. Manchmal erzeugt die Cyclisierung einen Prodrug-
Status, der die Membranpassage ermoglicht, nach der die
bioaktive Verbindung aus der geschiitzten Form freigesetzt
wird. Meist wird dies durch eine Ester-Schutzgruppe an einer
Alkohol- oder Carbonsduregruppe erreicht, doch auch die
reduktive Spaltung der Disulfidbriicke zu Thiolen ist moglich,
wie bei dem bicyclischen Wirkstoff Romidepsin 142,17
einem sehr aktiven Hemmstoff gegen die Histondeacetylase-
Enzyme.

5.2. Andere cyclische Peptide mit Disulfid-Ringschluss

Auch in der Natur kommen Disulfidbriicken oft als viel-
seitige Verbindung zwischen Seitenketten vor;*! es entste-
hen stark komprimierte globuldre Strukturen als Folge
komplexer Faltmuster. Diese gefalteten Strukturen erzielen
spezifische Konformationen, die selektiv an Hohlungen oder
Gelenkregionen der Zielproteine binden, wo sie in vielen
Fillen ausgezeichnete selektive biologische Wirkungen ent-
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falten. Viele der Verbindungen sind ribosomal synthetisierte,
cysteinreiche Toxine, die man in Spinnen,!'*! Skorpionen,['*"!
Schlangen,™! giftigen Meerestieren, Eidechsen, Pflanzen
und in einigen Sdugern findet.*? Die selektive Kombination
von Cysteinen wird dadurch begiinstigt, dass die Disulfid-
bindung reversibel ist. Auf diese Art werden die stabilsten
Peptidkonformationen gebildet. Einige Spinnentoxine ent-
halten bis zu sieben unterschiedliche Disulfidbriicken. Der
Trypsin-Inhibitor-1 der Sonnenblume!™™! und die a-Conoto-
xine aus dem Gift der Kegelschnecken gehoren zu den
kleinsten Verbindungen dieser Klasse.* Ein Beispiel fiir die
letztgenannte Gruppe ist Vcl.l (143; Abbildung26), ein
starker nAChR-Antagonist.’ Die a-Conotoxine enthalten
zwei Disulfidbriicken, die die Faltung in ein a-Helix-Motiv
(144) erleichtern.>¥

/S\s NH,

Ho/’ Ny )\( N, HN

OH HN

Ao va
N \N @

“Hz 143

144
Abbildung 26. Chemische Struktur und Form von a-Conotoxin Vcl.1.
Cysteinreiche Peptide werden auch im Immunsystem ex-

primiert.!*®! Ein Beispiel ist das humane p-Defensin 2 (145;
Abbildung 27), das als antimikrobielles Peptid hauptsichlich

145 146

S (0]

Abbildung 27. (-Defensin 2 (145), Kalata-B1 (146), Linaclotid (147).
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als Reaktion auf Hautverletzungen gebildet und ausgeschie-
den wird. Es enthélt drei Disulfidbriicken, die eine [3-Falt-
blattstruktur aus drei -Stringen und einem a-Helix-Motiv
stabilisieren. FEine verwandte Klasse von makrocyclischen
Lactampeptiden mit Quervernetzungen iiber die Seitenket-
ten wurde aus Pilzen, Pflanzen und Tieren isoliert.!'’8! Zu
diesen gehoren die Cyclotide, die ein Cystinknotenmotiv aus
drei Disulfidbindungen tragen.™ Ein solcher Knoten findet
sich auch in vielen Peptiden ohne die Lactamcyclisierung.!™>
Eines der am besten untersuchten Cyclotide ist Kalata Bl
(146), das hamolytisch, stark insektizid und HIV-hemmend
wirkt."® Diese Effekte kommen hauptsichlich durch die
selektive Bindung an Phospholipide in Membranen zustande,
durch die sie Undichtigkeiten verursachen.'®® Linaclotid
(147) ist ein weiteres stark gespanntes Peptid aus 14 Resten
mit drei intramolekularen Disulfidbriicken zwischen C1-C6,
C2-C10 und C5-C13.' Es wurde unter der Bezeichnung
Linzess durch die US FDA zur Behandlung des Reizdarm-
syndroms zugelassen. Linaclotid ist ein Homologes des En-
terotoxins STa, das von E. coli gebildet wird und Durchfille
auslost. Angriffspunkt der Verbindung ist der Guanylatcyc-
lase-C-Rezeptor Typ C im Diinndarm, wo er die Darmbe-
wegung und den Durchfluss steigert.

5.3. Bicyclische Peptide

Synthetische bicyclische Peptide sind eine immer wichti-
ger werdende Verbindungs-
klasse, die fiir biologische Ak-
tivitdten interessant ist. Die

D. P. Fairlie et al.

(,,phage panning“) wurden wirksame Inhibitoren des Plas-
minogenaktivators vom Urokinasetyp und danach von Kal-
likrein identifiziert. Ringe unterschiedlicher Gro3e wurden
untersucht, um Alternativen zu der bicyclischen TMBM-
Verstrebung zu finden. Bicyclische Bisdisulfid-Peptidinhibi-
toren von uPa wurden ebenfalls mit Phagendisplay gesucht;
hier waren die Peptide zwar selektiv, aber weniger wirksam
als TBMB-cyclisierte Peptide. Auch iiber eine Festphasen-
strategie zur Herstellung bicyclischer Inhibitoren von TNF-
a (150) wurde berichtet.""”! Die Peptide tragen C-terminal
einen Diaminopropionsiurerest (Dap) und im Inneren der
Sequenz Lysin. Die Cyclisierung erfolgt iiber einen planaren
Trimesinsédurerest, der gleichzeitig die N-terminale und die
Seitenketten-Aminogruppen der Dap- und Lys-Reste acy-

OH
X NH
OH wl o
HOGL 1 N\)J\NH
o /o
o
Oy NH, 0=S_HN
N
N N“To
H.NOC °
148

Peptide sind durch natiirlich
vorkommende bicyclische Pep-
tide wie o-Amanitin,'"*? Phal-
loidin,'"®!  Bouvardin™®* und
Moroidin* inspiriert. So ist a-
Amanitin (148; Abbildung 28)
ein cyclisches Octapeptid, in
dem eine transannulare Briicke
zwischen den Trp-Cys-Seiten-
ketten zwei aneinandergren-
zende Makrocyclen mit einer
oxidierten = Thiogruppe er-
zeugt.'”! Die Verbindung ist
ein starkes Pilzgift (LD,
0.1 mgkg ). Sie hemmt die
RNA-Polymerase II,['*") was zu
Leberversagen und Tod
fiihrt.['0]

Die Natur hat die Entwick-
lung vieler synthetischer bicy-
clischer Peptide inspiriert (Ab-
bildung 29). Peptide  aus
Phagen mit drei Cysteinresten
wurden durch Umsetzung mit
1,3,5-Trisbrommethylbenzol
(TBMB) zu Bicyclen umge-
wandelt (149).1%! Uber mehre-
re Anreicherungsrunden
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Abbildung 29. Kinstlich entworfene bicyclische Peptid-Inhibitoren (149-152).

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2014, 126, 13234—13257


http://www.angewandte.de

Fixierte cyclische Peptide

liert. Das bicyclische Decamer hatte einen Ky, von 450 nM fiir
die Hemmung von TNF-a. Auch bicyclische Peptidinhibito-
ren der Grb2-SH2-Domine wurden entwickelt (151).1%1 Ein
in mikromolaren Konzentrationen wirksames cyclisches Di-
sulfid mit elf Aminosdureresten mit dem Schliisselmotiv Glu-
Tyr-Asn wurde zuséitzlich Kopf-Schwanz-cyclisiert, wodurch
die Aktivitdt sich leicht verbesserte. Eine weitere Verstre-
bung des Makrocyclus mit einer Lys-Asp-Lactambriicke
ergab einen im sub-mikromolaren wirksamen Inhibitor, der
60-mal wirksamer, 200-mal selektiver und iiber 24 h in Serum
stabil war. Mit einem &hnlichen Ansatz wurde auch ein neuer
bicyclischer Inhibitor von uPa (152) entwickelt. Das Disulfid-
cyclisierte Peptid wurde nochmals Kopf-Schwanz-cyclisiert
und durch den Einbau einer inneren Disulfidbriicke weiter
optimiert. Das bicyclische Peptid hatte eine verbesserte, aber
noch moderate Hemmstirke (26 pm).!'*!

5.4. Multicyclische Peptide

Die Natur hat viele Peptide mit multicyclischen Motiven
geschaffen. Beispiele sind die Lantibiotika wie Nisin (153)
und das kompaktere Mersacidin (154) (Abbildung 30).07
Die auffélligste Vernetzung innerhalb der Lantibiotika ist ein

HN S0
o
NH, HoN oH /s NH
:/\) /LNY\NH b NS0 HN
HO ~_ o N
fNHH <0 f o HHN o ﬁ T
o%j‘/ Y\N ,H)k)/ ~ /K s “,
o ° "o 0
HN
=N
153

Abbildung 30. Nisin (153), Mersacidin (154), Vancomycin (155).
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Thioether, der durch den Angriff eines Cysteinyl-Thiols auf
2,3-Didehydroalanin oder 2,3-Didehydrobutyrin gebildet
wird. Die entstehenden Strukturen binden an Phospholipid
II, wodurch es zur Porenbildung und/oder zur Blockade der
Membranbiosynthese kommt.'””! Beide Verbindungen sind
stark antibakteriell, und Nisin wird schon seit iiber 40 Jahren
in der Lebensmittelkonservierung eingesetzt.['’"!

Eine Gruppe sehr starrer Peptide sind die Glycopeptid-
Antibiotika wie Vancomycin (155),'" ein injizierbares An-
tibiotikum, das als letzte Therapiemoglichkeit in Kliniken
zuriickgehalten wird, um Infektionen mit multiresistenten
Gram-positiven Bakterien wie dem methicillinresistenten
Staphylococcus aureus zu behandeln. Die Starrheit resultiert
aus der Bildung von zwei Ringen durch die Kondensation von
zwei B-Hydroxychlortyrosinen ($-hTyr) mit einem Trihydro-
xyphenylglycin (HRP) und einem dritten Ring durch die
Kondensation von 4-Hydroxyphenylglycin (HPG) mit einem
3,5-Dihydroxyphenylglycin (3,5-DPG). Vancomycin bindet
das D-Ala-p-Ala-Motiv des Pentapeptid-Vorldufers des bak-
teriellen Membranpolymers und hemmt dadurch die enzy-
matische Vernetzung, in deren Folge die Zellwand der Bak-
terien destabilisiert wird."””

6. Zusammenfassung und Ausblick

In den Abschnitten 2—4 dieses Aufsatzes wurden die ver-
schiedenen Arten des Ringschlusses beleuchtet und wie damit
das Riickgrat kurzer Peptidsequenzen in Strang-, Kehre- oder
Helixstrukturen gezwungen werden kann, die den Sekun-
darstrukturmotiven in Proteinen &hneln. An einigen Bei-
spielen konnte man sehen, wie die Forscher spezielle Struk-
turen optimierten, um eine spezifische biologisch aktive
Protein- oder Peptidoberfliche nachzubilden. Oft entsteht
aus dieser strukturellen Mimikry eine wirkungsvolle und
enorm selektive biologische Aktivitit, die die Wirksamkeit
und Spezifitit eines Protein widerspiegelt. In einigen Féllen
konnten verstrebte Makrocyclen bis zu klinischen Studien
und zugelassenen Wirkstoffen weiterentwickelt werden.

Im letzten Abschnitt 5 wurde sehr kurz vorgestellt, wie die
Bildung von Makrocyclen in der Natur in Verbindung mit
uniibersehbar vielen Arten molekularer Verstrebungen vor-
kommt, um Peptidfragmente zu formen und zu schiitzen und
so Verbindungen mit starker biologischer Wirkung zu bilden.
Die in der Natur zu findende Kombination aus Ringschluss-
Linkern und molekularen Verstrebungen ist eine wirksame
Mischung, um die Form kurzer Peptidsequenzen fein abzu-
stimmen, um so Rezeptoraffinitit, Selektivitit, Funktion und
Membranpermeabilitdt zu steigern. Wie dies erreicht wird
und wie daraus beispielsweise aktive Enzyminhibitoren,
Proteinagonisten und -antagonisten, Antiinfektiva, Tumor-
regulatoren und andere medizinische Verbindungen werden,
kann wichtige Hinweise darauf liefern, wie Chemiker versu-
chen konnen, die Proteinfunktion in kleineren, bioverfiigba-
reren Molekiilen zu verankern. In der Mehrzahl aller Fille
haben natiirlich vorkommende cyclische Peptide noch unbe-
kannte dreidimensionale Strukturen, und grofere Anstren-
gungen, diese Strukturen zu 16sen, versprechen viele wichtige
neue Einsichten.
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Der Schwerpunkt liegt dabei auf minimalistischen An-
sidtzen, um die kleinsten Strukturelemente (o, 3, ) der Pro-
teine in kleinen cyclischen Peptiden abzubilden. Natiirlich
gibt es viele weitere Beispiele, in denen auch viel groflere
Motive eine diskontinuierliche Proteinoberfliche bilden, die
dann nachgebildet werden soll (o, B,, afa, faf, usw.). Auch
auf diesem Gebiet hat es Fortschritte dadurch gegeben, dass
cyclische Peptide eingebaut wurden, doch befindet sich das
Gebiet noch in den Anfingen, wohl zum Teil auch deshalb,
weil es Schwierigkeiten gibt, eine rationale Kontrolle auszu-
tiben und grofere Strukturen vorherzusagen. Im nichsten
Jahrzehnt erwarten wir auf diesem Feld signifikante Fort-
schritte.
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