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Protein-Protein-Interaktionsinhibitoren

P rotein-Protein-Interaktionen (PPIs) spielen auf allen Ebenen der

Angéwandte

Aus dem Inhalt

Zellorganisation eine wichtige Rolle, was die Entwicklung von PPI-

Inhibitoren duflerst interessant macht. Die Herstellung von selektiven
Inhibitoren ist wegen der relativ flachen und ausgedehnten Protein-

Protein-Interaktionsflichen oftmals sehr aufwendig. Derartige Inhi-

bitoren konnen beispielsweise durch das Nachahmen von Peptidli-
ganden in deren bioaktiver Konformation generiert werden. Fiir die
Entwicklung so genannter Peptidmimetika steht eine Reihe von An-
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satzen zur Verfiigung, die eine Ausrichtung der Seitenkettenfunktio-
nalititen in Analogie zu einer bestimmten Peptidsekundiirstruktur
ermoglichen. In diesem Aufsatz fithren wir eine neue Klassifizierung
von Peptidmimetika (Klasse A-D) ein, die eine klare Zuordnung der
bestehenden Strategien erlaubt. Basierend auf dieser Klassifizierung
werden Strategien erirtert, die bereits fiir ein strukturbasiertes Design
von PPI-Inhibitoren durch Stabilisierung oder Nachahmung von
Kehren, f5-Faltblattstrukturen und Helices angewendet wurden.

1. Einleitung

Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) sind fiir viele zellu-
lare Prozesse essenziell und beeinflussen biologische Funk-
tionen durch die Verdnderung von Proteineigenschaften, z. B.
Enzymaktivitdt, subzelluldare Lokalisierung und/oder Bin-
dungseigenschaften. Daher wird die Modulation von PPIs als
vielversprechende Strategie fiir die Entwicklung von neuar-
tigen Therapeutika angesehen."! Im Unterschied zu den de-
finierten Proteintaschen, die im Allgemeinen durch nieder-
molekulare Binder erkannt werden, sind die Grenzflichen
der PPIs vergleichsweise flach und mit einer durchschnittli-
chen Ausdehnung von 800-2000 A2 sehr groB.?! PPIs kénnen
zwischen zwei strukturierten Proteindoménen, einer struk-
turierten Doméne und einem relativ kurzen Peptid oder
zwischen zwei kurzen Peptidabschnitten auftreten. In vielen
Fillen tragen zusidtzlich noch schwache Kontakte in der
Umgebung der Interaktionsfliche zur Bindung bei, was die
Komplexitit und Vorhersage von PPI-Eigenschaften weiter
erschwert.”! Zahlreiche Untersuchungen von PPI-Grenzfla-
chen (orange/rot, Abbildung 1a) haben ergeben, dass ein-
zelne Aminosdureseitenketten hauptsidchlich zur Gibbs-
Energie einer Protein-Protein-Bindung beitragen. Diese so
genannten Hot-Spots (rot, Abbildung 1a) iiberlagern hiufig
mit strukturell konservierten Proteinregionen und stellen
eine charakteristische Eigenschaft von PPI-Grenzflichen
dar.>*

PPI-Modulatoren konnen die Aufkldarung biologischer
Prozesse unterstiitzen und gelten als vielversprechende
Kandidaten in der Wirkstoffentwicklung."”# Leider eignen
sich in vielen Fillen die iiblicherweise verwendeten nieder-
molekularen Wirkstoffstrukturgeriiste nicht als selektive PPI-
Inhibitoren. Dies ist darauf zuriickzufiithren, dass PPIs grof3-
flachig und oft sehr flach sind und die meisten niedermole-
kularen Wirkstoffe in wohldefinierte Taschen eines Proteins
binden. Folglich weicht der chemische Raum traditioneller
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niedermolekularer Wirkstoffbibliotheken von dem der PPI-
Inhibitoren ab.[’! Diese Tatsache hat die Suche nach alterna-
tiven Strategien angeregt, die unter anderem fragmentba-
sierte Screens oder naturstoffinspirierte Bibliotheken um-
fassen.l!! Dariiber hinaus werden computergestiitzte Hilfs-
mittel genutzt, um strukturell diversere Bibliotheken zu ge-
nerieren oder um computergestiitzte Screens mit verbesser-
ten virtuellen Bibliotheken durchzufiihren.'"'?l In einem
strukturbasierten Ansatz werden Peptidliganden, die von
Proteininteraktionsflichen abgeleitet werden, als Startpunkt
fiir die Entwicklung von PPI-Inhibitoren verwendet. Solche
Bindungsepitope sind durch die Sekundérstruktur der zu-
grundeliegenden Polypeptidkette und der daraus resultie-
renden Ausrichtung der Aminosdureseitenketten definiert.
Sekundirstrukturelemente konnen, basierend auf der Riick-
gratkonformation, in reguldre (-Stringe und Helices (mit
spezifischen, repetitiven Diederwinkelbereichen)* ' und in
irreguldre, nichtrepetitive Kehren oder Schleifen (mit einem
breiten Diederwinkelbereich) unterteilt werden (Abbil-
dung 1b).1%" Peptide neigen dazu, ihre definierte Sekun-
dérstruktur zu verlieren, sobald sie aus der stabilisierenden
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Abbildung 1. Beispiel einer PPI mit Interaktionsfliche und Hot-Spots: a) Links: Kristallstruktur eines Komplexes zwischen Ras (hellblau) und der
Ras-Bindungsdomine von RalGDP (grau, PDB: 1LFD).P! Rechts: Die gleichen Proteine mit ihrer PPI-Grenzfliche (orange/rot). Hot-Spots sind rot
markiert. Proteine sind in der Oberflichen- und Cartoondarstellung dargestellt (interagierende Reste sind hervorgehoben).l¥l b) Peptidsekundar-

strukturen in der Cartoondarstellung.

Umgebung einer Proteindoméne entfernt werden und frei in
Losung vorliegen. Stattdessen liegt ein Ensemble von Kon-
formationen vor. Dieses erhohte MaB an Flexibilitat macht
die Peptide anfilliger fiir einen proteolytischen Abbau und
fiihrt zu einem Verlust an Affinitit zum Zielprotein.['¥!

Die effiziente Stabilisierung oder Nachahmung von Pep-
tiden in ihrer bioaktiven Konformation gilt als ein wichtiges
Ziel und ist nicht nur fiir die Entwicklung von PPI-Inhibitoren
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entscheidend. Eine Vielzahl an Strategien wurde erarbeitet,
um so genannte Peptidmimetika zu entwickeln — Verbin-
dungen, die eine Projektion der Seitenkettenfunktionalitdten
in Analogie zur Peptidsekundirstruktur ermoglichen.' In
der Literatur werden Peptidmimetika unterschiedlich defi-
niert: angefangen bei restriktiven Definitionen, die nur den
Ersatz des Peptidriickgrats mit verschiedenen Molekiilge-
riisten berticksichtigen, bis hin zu sehr allgemeinen, die zu-
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sétzlich modifizierte Peptidsequenzen fiir verbesserte biolo-
gische Eigenschaften einbeziehen.® 2 In diesem Uber-
sichtsartikel definieren wir Peptidmimetika als Verbindun-
gen, die ganz allgemein die Bindungseigenschaften von na-
tiirlichen Peptidvorldufern nachahmen. In der historischen
Betrachtung sind Typ-I-Mimetika kurze Peptide, die die To-
pographie einer Sekundérstruktur replizieren. Diese Mime-
tika unterscheiden sich vom Ausgangspeptid nur durch Sub-
stitutionen, die die Stabilisierung der erwiinschten Konfor-
mation ermoglichen (oftmals einer a-Helix). Typ-II-Mimeti-
ka bezeichnen funktionale Mimetika, die ein niedermoleku-
lares Strukturgeriist aufweisen und nicht unbedingt alle
Seitenketteninteraktionen des Ausgangspeptids abbilden. Zu
den Typ-III-Mimetika z&hlt man nichtpeptidische Template,
die dem Startpeptid zwar topologisch dhnlich sind, jedoch
keine atomgenaue Ubereinstimmung aufweisen.”>?!! Diese
historische Klassifizierung von Peptidmimetika wird jedoch
weder den neusten Fortschritten gerecht, noch ermoglicht sie
eine klare Zuordnung aller Strategien. Des Weiteren bildet
sie den Abstraktionsgrad relativ zur Startsequenz nur unzu-
reichend ab. Aus diesen Griinden fithren wir hier eine neue
Klassifizierung von Peptidmimetika ein. Basierend auf der
Ahnlichkeit zum Ausgangspeptid unterscheiden wir die vier
Klassen A-D, wobei A die Klasse mit den meisten und D die
mit den geringsten Ahnlichkeiten darstellt (Abbildung 2).

Peptide

natirliche Peptidsequenzen, die von Proteinen
und (nicht)ribosomalen Peptiden stammen

Klasse A - modifizierte Peptide

Peptide, die hauptsachlich aus a-Aminosauren
bestehen und nur wenige Modifikationen tragen

Klasse B - modifizierte Peptide / Foldamere

peptidartig

Peptide mit vielen Rlckgrat- und Seitenketten-
modifikationen, einschlieBlich Foldamere

Klasse C - Strukturmimetika
niedermolekulare Verbindungen, deren Substituenten M
in Analogie zu Peptidseitenketten ausgerichtet sind

Klasse D - mechanistische Mimetika

niedermolekulare Verbindungen, die die Wirkungs-
weise eines biologisch aktiven Peptides imitieren

niedermolekular

Abbildung 2. Verwendete Klassifizierung von Peptidmimetika: Zur Ver-
anschaulichung sind ein o-helikales Peptid und entsprechende Helix-
mimetika gezeigt. Modifizierungen sind in Rot hervorgehoben.

Die Klassen A und B enthalten demnach peptiddhnliche

Strukturen (d.h., Typ-I-Mimetika werden differenzierter be-

trachtet, und Typ-III-Mimetika sind teilweise enthalten),

wohingegen die Klassen C und D niedermolekulare Struk-
turgeriiste einschlieBen (d.h., Typ-1I- und teilweise Typ-111I-

Mimetika werden erfasst):

o Klasse-A-Mimetika sind Peptide, die hauptsichlich aus
der Aminosduresequenz des Mutterpeptids bestehen. Es
wird nur eine begrenzte Anzahl an modifizierten Amino-
sduren eingefiihrt, um die bioaktive Konformation zu
stabilisieren. Das Riickgrat und die Seitenketten von
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Klasse-A-Mimetika iiberlagern sehr gut mit der bioakti-
ven Konformation des Vorlduferpeptids.

o Klasse B enthilt Klasse-A-Mimetika, die durch den Ein-
satz verschiedener nichtnatiirlicher Aminosiduren und
isolierter niedermolekularer Bausteine und/oder erhebli-
cher Riickgratdnderungen weiter modifiziert wurden.
Foldamere, z.B. - und o/B-Peptide, und Peptoide, deren
Seitenkettenausrichtung topologisch dem Vorlduferpeptid
nachempfunden ist, gehoren ebenfalls dieser Klasse an.

o Klasse C umfasst sehr stark modifizierte Strukturen mit
niedermolekularem Charakter, deren Peptidriickgrat
komplett ersetzt wurde. Das zentrale Geriist projiziert die
Substituenten in Analogie zur Orientierung der entschei-
denden Reste (z.B. Hot-Spots) der bioaktiven Konfor-
mation des Vorlduferpeptids.

e Klasse-D-Mimetika sind Verbindungen, die die Wir-
kungsweise von bioaktiven Peptiden nachahmen, ohne
dabei eine direkte Verbindung zu dessen Seitenketten-
funktionalititen aufzuweisen. Diese Verbindungen
konnen durch Affinitidtsoptimierung von Klasse-C-Mi-
metika generiert oder durch das Screening von Substanz-
bibliotheken (auch computergestiitzt) identifiziert
werden.

Dieser Aufsatz fasst Strategien zusammen, die ausgehend
von Peptidliganden fiir eine strukturbasierte Entwicklung von
PPI-Inhibitoren angewendet wurden. Aus diesem Grund
werden Screening-Ansétze nicht betrachtet. Vielmehr richten
wir den Fokus auf die Stabilisierung oder Nachahmung von
Peptiden, die weder die Grofle noch die Komplexitit des
Inhibitors mafBgeblich vergroBern. Daher werden Strategien
wie die Ubertragung von Bindungsepitopen auf Miniproteine
oder peptidische Toxine nicht beriicksichtigt.) Durch post-
translationale Modifikation (z.B. Phosphorylierung und
Lipidierung) vermittelte Interaktionen werden ebenfalls
nicht diskutiert, da sie hauptsichlich durch die Erkennung der
Modifikation getrieben sind. Der Aufsatz ist folgendermaf3en
aufgeteilt: Der methodische Teil (Abschnitt2) beschreibt
allgemein Ansitze fiir die Stabilisierung und Nachahmung
von Peptiden mit einem Schwerpunkt auf Strategien, die fiir
die Entwicklung von PPI-Inhibitoren verwendet wurden.
Abschnitt 3 beschreibt die Anwendungen dieser Methoden
zur Inhibition biologisch relevanter PPIs.

2. Methodik
2.1. Kehrenmimetika

Mit einer Anzahl von zwei bis sechs Aminosduren sind
Kehren (turns) irreguldre Sekundarstrukturen, die sich von
Helices und B-Faltblattstrukturen durch nichtrepetitive Di-
ederwinkel des Riickgrats unterscheiden. Der Begriff Schleife
(loop) wird oft als Synonym gebraucht; allerdings bezeichnen
Schleifen in diesem Aufsatz irreguldre Abschnitte der Poly-
peptidkette, die sich auflerhalb von Helix- und B-Faltblatt-
strukturen befinden.”?! Urspriinglich wurden Kehren als
Regionen bezeichnet, die ein Zuriickfalten der Polypeptid-
kette ermoglichen und so die Bildung von globuldren Pro-
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teinen ermoglichen.” In den letzten Jahrzehnten wurden
diverse allgemeine Definitionen aufgestellt. Eine weitver-
breitete klassifiziert Kehren in Ubereinstimmung mit dem H-
Briickenmuster zwischen den Riickgratcarbonylgruppen des
Restes an Position i und den Riickgratamidprotonen an Po-
sition i+ n.?! Dies fiihrt zu den vier Kehrenfamilien vy, P,
o und 7 mit n =2, 3, 4 bzw. 5 und entsprechend drei bis sechs
Aminosduren (Abbildung3a). Ein umgekehrtes H-Brii-

y-Kehre
b)
Makrocyclisierung ‘ ‘ N-Methylierung

,\ :
Kehren, Schleifen und :
. irreguléare Strukturen
\S

Kehren-induzierende Strukturmimetika

Aminoséuren L

| Yoo

Abbildung 3. Kehren mit allgemeinen Stabilisierungs- und Mimetika-
Ansitzen: a) Chemische Strukturen einer y-, - und a-Kehre; stabilisie-
rende H-Briicken sind als orange gestrichelte Linien dargestellt; teil-
nehmende Reste sind durch orange Pfeile markiert. b) Allgemeine Stra-
tegien fiir Kehrenstabilisierung und -mimikry (rot markiert; Klassen A
und B: gelb hinterlegt; Klasse C: blau hinterlegt).

ckenmuster findet man zwischen dem Amidproton der
Hauptkette an Position i und der Carbonylgruppe an Position
i+n fir 8- und e-Kehren mit n=1 bzw. 2./ Weiterhin
konnen sich dhnliche Riickgratkonformationen bilden, so
genannte offene Kehren, bei denen man statt einer H-Briicke
einen spezifischen Ca,-Ca,,,-Abstand vorfindet.’**! Inner-
halb einer Kehrenfamilie konnen basierend auf den unter-
schiedlichen Riickgratkonformationen und Diederwinkeln ¢
und iy Untergruppen oder Kehrentypen definiert werden.
Nach den ersten Untersuchungen durch Venkatachalam®”
wurde die Klassifizierung der 3-Kehrentypen mehrmals an-
gepasst,>>4 bis sich letztlich die heute iiblichen f-Kehren des
Typs I, 11, IT', VIal, VIa2, VIb, VIII und I'V von Hutchinson
und Thornton durchgesetzt haben.* Ahnliche Untersu-
chungen wurden auch fiir die tibrigen Familien durchgefiihrt.
Erst durch eine kiirzlich durchgefiithrte Analyse der Keh-
renriickgratkonformationen bekannter Proteinstrukturen
konnte eine Vereinheitlichung der Klassifizierung aller Keh-
renfamilien umgesetzt werden.'-3! Beriicksichtigt man, dass
nichtrepetitive Kehrenregionen gehéuft in schwachen und
kurzlebigen Heterodimeren™! auftreten, konnte diese Klas-
sifizierung ein Rational fiir die Entwicklung neuartiger PPI-
Inhibitoren darstellen. AuBler den erfassten Kehrenkonfor-
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mationen gibt es noch so genannte Kehrenmotive, die aus
iiberlagerten Kehrenstrukturen bestehen.F”* Auch wenn
diese noch nicht detailliert im Kontext der PPIs untersucht
wurden, kommen Kehrenmotive vermehrt in Schleifenre-
gionen von strukturierten Proteindoménen vor, die wiederum
fiir PPIs von groBer Bedeutung sind.”

Das Nachahmen PPI-relevanter Kehren gilt als vielver-
sprechende Strategie fiir die Entwicklung von PPI-Inhibito-
ren. Durch Makrocyclisierung, Kehren-induzierende Ami-
nosduren, und N-Methylierungen (Abbildung 3b) konnen
bestimmte Riickgratkonformationen von Peptidliganden
stabilisiert werden, wodurch Mimetika der Klassen A und B
entstehen. Eine Kombination dieser Modifikationen kann
den Stabilisierungseffekt weiter verstirken und ist fiir die
Entwicklung hoch-affiner Liganden oft unerldsslich. Alter-
nativ konnen Strukturmimetika (Klasse C) generiert werden,
bei denen das komplette Peptidriickgrat durch ein nieder-
molekulares Strukturgeriist ersetzt wird und die Seitenketten
entsprechend der Peptidkehrenreste ausgerichtet sind.
Obwohl Kehren wichtig fiir PPIs und Kehrenmimetika viel-
versprechend fiir die Entwicklung entsprechender Inhibito-
ren sind, wurde bisher nur iiber wenige Beispiele berichtet. In
den meisten Féllen handelt es sich dabei um Inhibitoren von
Enzymen (z.B. Proteasen) oder von Peptidligand-Protein-
Interaktionen (z.B. Ligand-aktivierte G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren). Um das zugrundeliegende Konzept von Keh-
renmimetika zu diskutieren, stellen wir hier einige Beispiele
fir Inhibitoren von Peptidligand-Protein-Interaktionen vor.
Dabei fithren wir zunidchst Ansédtze zur Entwicklung von
Mimetika von Einzelkehrenstrukturen ein, um anschlieBend
Mimetika von Kehrenmotiven zu diskutieren.

2.1.1. Strategien zur Entwicklung von Kehrenmimetika
2.1.1.1. Makrocyclisierung

In natiirlichen Peptiden und Proteinen kommen Makro-
cyclisierungen, z.B. tiber Disulfid- oder Thioetherbriicken,
héufig als konformativ einschridnkendes Element in Kehren-
strukturen vor.**#!! Anhand dieser natiirlichen Vorkomm-
nisse wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Cyclisie-
rungsstrategien entwickelt, z.B. die Riickgrat-, Seitenkette-
Riickgrat- und Seitenkette-Seitenkette-Cyclisierung.[**!
Erste Beispiele fiir makrocyclische Peptide als Kehrenmi-
metika wurden fiir Peptidliganden berichtet, deren Zielpro-
teine membranassoziierte Rezeptoren sind. Auf diesem
Gebiet haben Kessler und Mitarbeiter Pionierarbeit geleistet,
indem sie eine Struktur-Wirkungs-Beziehung von Riickgrat-
cyclisierten Peptiden mithilfe von NMR-Spektroskopie auf-
gestellt haben.™ Die Auswirkungen von N-Methylierungen
und Epimerisierungen auf die konformative Flexibilitat
wurden an cyclischen Penta- und Hexapeptiden untersucht.
Grubbs und Mitarbeitern ist es dagegen gelungen, die Di-
sulfidverkniipfung in natiirlichen Peptiden unter Beibehal-
tung der urspriinglichen bioaktiven Konformation durch eine
Kohlenwasserstoffbriicke zu ersetzen.*’! Eine weitere Cycli-
sierungsstrategie fiir die Entwicklung bioaktiver PPI-Inhibi-
toren baut Bindungsmotive in so genannte Cysteinleitern ein,
die natiirlicherweise in 6-Defensinen als parallele Anordnung
von Disulfiden fiir die Stabilisierung der Kehrenstruktur
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vorkommen.*! Alternativ wurden Peptidepitope auf Lasso-
peptide iibertragen, um eine Priorganisation der bioaktiven
Konformationen zu ermoglichen.” Diese genetisch kodier-
ten Peptide bilden einen Makrocyclus, bei dem der C-termi-
nale Schwanz durch den Ring gefidelt ist. Ublicherweise wird
diese Konformation durch sperrige Seitenketten eingefro-
ren.® Kiirzlich wurde ein Ansatz zur Synthese bicyclischer
Peptide durch Verkniipfung von Thiol-haltigen Aminosduren
vorgestellt. Dabei konnen entweder drei natiirliche Cysteine
durch ein trifunktionales Molekiil iiber stabile Thioether-
bindungen verbriickt werden, oder zwei natiirliche Cysteine
konnen mit einer nichtnatiirlichen Dithiol-haltigen Amino-
siure zwei Disulfidbriicken bilden.*”” Diese Strategien
wurden zwar bislang noch nicht fiir die strukturbasierte
Entwicklung von PPI-Inhibitoren eingesetzt, bieten jedoch
angesichts der so gewonnenen konformativen Einschrankung
und Strukturdiversitét vielversprechende Ansétze.

2.1.1.2. Kehren-induzierende Aminoséiuren

Da die Cyclisierung alleine nur unzureichend die Popu-
lation einer einzigen Konformation sichert, werden hiufig
weitere einschriankende Elemente eingebaut. Im Falle von v-
Kehren wird z.B. oft ein sterisch anspruchsvoller Reste an
Position i + 1 beobachtet.'”-?! Andere Aminosiuren wie Pro,
Gly, Asn und Asp kommen in p-Kehren vermehrt vor.1%!7]
Prolin, die einzige proteinogene Aminosdure mit einem se-
kundéren Riickgratamin und einem im Riickgrat befindlichen
Ring, spielt fiir die Proteinfaltung eine einzigartige Rolle, da
dadurch keine H-Briicken gebildet werden kénnen und die
konformative Flexibilitit eingeschrankt wird. Das sekundére
Amin stellt auerdem einen sperrigeren Substituenten dar,
wodurch das cis-trans-Gleichgewicht der Amidbindung auf
die cis-Seite verschoben wird.’!! Weiterhin werden p-Kehren
durch D-Aminosduren an Position i+ 1 induziert®>" und
durch p-Prolin (D-Pro oder p) stabilisiert.”>” Kessler und
Mitarbeiter fithrten eine rdumliche Analyse an cyclischen
Pentapeptiden durch, um den Einfluss von D-Aminoséduren
zu priifen. Beginnend mit all-L-Peptiden wurde eine Amino-
sdure nach der anderen gegen ihr D-Enantiomer ausge-
tauscht.’! Die stabilste pII'/y-Konformation enthielt eine b-
Aminosédure an Position i + 1 der $-Kehre II'. Ferner werden
nichtproteinogene Aminosduren wie Zuckeraminosiduren
(SAAs) eingesetzt, um Kehrenkonformationen zu begiinsti-
gen.” Eine weitere hiufig verwendete Aminosiure ist die o-
Aminoisobuttersdure (Aib), die bekanntermaB3en konforma-
tiv einschriankt und p-Kehren induziert."”) Da p-Haarnadeln
aus zwei durch eine Kehrenstruktur verkniipften -Strdngen
bestehen, sind Kehren-induzierende Aminosiduren ebenfalls
wertvolle Bausteine fiir die Stabilisierung von f-Faltblatt-
strukturen (Abschnitt 2.2.1).

2.1.1.3. N-Methylierung

Normalerweise sind Proteine nur an den Seitenketten N-
methyliert. Allerdings findet man bei nichtribosomalen na-
tiirlichen Peptiden, hauptsidchlich aus marinen Schwidmmen
und Pilzen, hiufig N-Methylierungen am Riickgrat. Das oral
verfiigbare und als Therapeutikum verwendete Cyclospo-
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rin A ist ein prominentes Beispiel fiir ein natiirliches cycli-
sches Peptid, das mehrfach N-methyliert vorliegt.®" Im All-
gemeinen kann die Methylierung des Amidstickstoffatoms
mehrere Auswirkungen auf die Struktureigenschaften eines
Peptids haben:” Die N-Methylierung veriandert das H-Brii-
ckenmuster durch Verringerung der Anzahl der H-Brii-
ckendonoren. Wie auch schon fiir Prolin beschrieben, bewirkt
die N-Methylierung zusitzlich eine Begiinstigung des cis-
Konformers im cis-trans-Gleichgewicht der Amidbindung.
Des Weiteren beeinflusst die erhohte sterische Hinderung die
konformative Freiheit der benachbarten Aminosiuren.*” N-
Methylierungen konnen durch die genannten Auswirkungen
die komplette Riickgratkonformation beeinflussen. Vor allem
fiir kurze cyclische Peptide bewéhrte sich die N-Methylierung
als niitzliches, konformativ einschriankendes Element. Kessler
und Mitarbeiter untersuchten die Konformationen 30 Riick-
grat-cyclisierter Pentaalanine, die aus vier L- und einer D-
Aminosidure bestanden und mono-, di-, tri- oder tetra-N-
methyliert waren. Es wurde festgestellt, dass sieben dieser
Peptide in nur einer Konformation existieren, von denen
wiederum sechs an der b-Aminosidure methyliert sind. Dieser
Befund stimmt mit der Beobachtung iiberein, dass N-Me-
thylierungen Proline nachahmen konnen, die bekannterma-
Ben in ihrer p-Konfiguration B-Kehren stabilisieren.>”
Weiterhin haben neun Peptide zwar mehrere Konformatio-
nen eingenommen, jedoch war eine Konformation mit mehr
als 80% bevorzugt.® %! Die Identifizierung allgemeiner
Richtlinien fiir die Peptidligandenentwicklung ist kompli-
ziert, da die Auswirkungen von Modifikationen stark von der
Peptidsequenz abhidngen und gerade bei PPIs bereits geringe
Konformationsénderungen eine signifikante Wirkung auf
Affinitdt und Selektivitdt haben. Dariiber hinaus tragen N-
Methylierungen zu einer erhohten Proteaseresistenz bei, die
in Kombination mit Makrocyclisierung und Einfiithrung
nichtnatiirlicher Aminosduren weiter verstirkt werden
kann.[” Insgesamt konnen diese Eigenschaften hochwirksa-
me bioaktive Verbindungen hervorbringen, wie fiir cyclische
Pentapeptide und den klinischen Kandidaten Cilengitide
beschrieben wurde.[**]

2.1.1.4. Strukturmimetika

Der Austausch des gesamten Peptidriickgrats einer Keh-
renstruktur durch ein niedermolekulares Grundgeriist ist ein
alternativer Ansatz, der Verbindungen mit verbesserter
oraler Verfiigbarkeit und giinstigeren pharmakokinetischen
Eigenschaften produzieren kann. In der Tat kommen solche
Verbindungen den Lipinskis ,,Rule of Five“ in vielen Féllen
ndher, sodass sie vielversprechend fiir die Wirkstoffentwick-
lung sind.[®) Die Substituenten Kehrenstruktur-nachahmen-
der Grundgeriiste sollten rdumlich wie die Seitenketten des
entsprechenden Kehrentyps ausgerichtet sein. Viele Mimeti-
ka der Klasse C wurden auf Basis des Strukturabgleichs der
Kehrenkonformation entwickelt, wobei man hauptsédchlich
bei der Entwicklung von Inhibitoren von Peptidligand-Pro-
tein-Interaktionen erfolgreich war. Beispielsweise werden
Peptidliganden, die eine Kehrenstruktur enthalten™ und mit
niedermolekularen Bindern nachgeahmt wurden, von einer
Untergruppe G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCRs)
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Abbildung 4. Grundgeriste, die -Kehrenkonformationen nachahmen:
Bicyclisches Peptid 1,/ Benzodiazepine 2, Glucosederivate 3,'”! spi-
rocyclische Mimetika 4,%% trans-Pyrrolidin-3,4-dicarboxamide 5.%%

erkannt. Anhand der Ergebnisse dieser Studien wollen wir
die allgemeinen Konzepte fiir die Entwicklung von Kehren-
Strukturmimetika vorstellen. Ob diese auch fiir die Ent-
wicklung von PPI-Inhibitoren geeignet sind, bleibt abzuwar-
ten. Wegen ihres erhohten Vorkommens und der griindlichen
Charakterisierung fungieren f-Kehren (Abbildung 4, links)
als primire Zielmotive fiir Strukturmimetika (Klasse C),
wobei das bicyclische Peptid 1 eines der ersten Beispiele ist
(Abbildung 4)."! Nagai und Sato zeigten, dass diese bicycli-
sche Verbindung die Riickgratkonformation von p-Ala-L-Pro
in Gramicidin S mit einer Typ-II'-f-Kehre nachbildet. Diese
Befunde bildeten die Basis fiir weitere konformativ einge-
schrinkte bicyclische Grundgeriiste mit unterschiedlichen
RinggroBen.>” Benzodiazepine (2; Abbildung 4) sind die
prominentesten Beispiele fiir Kehrenmimetika.”! Wegen der
zwei eindeutigen Konformationen des zentralen siebenglie-
drigen Rings kann das Grundgeriist fiir die Nachahmung fast
aller p-Kehrentypen verwendet werden.”” Ein weiteres
Grundgeriist, das als §-Kehrenmimetikum verwendet wird
und fiir die Nachahmung des cyclischen Peptids Somatostatin
eingesetzt wurde, ist Glucose (3; Abbildung 4)."1 Tetrahy-
dropyran-basierte 3-Kehrenmimetika wurden ebenfalls in die
Peptidsequenzen von PPI-Inhibitoren eingebaut.” Eine al-
ternative Klasse von f-Kehrenmimetika stellen spirocyclische
Verbindungen dar (4; Abbildung 4), die urspriinglich von
Robinson und Mitarbeitern™ beschrieben und von Gmeiner
und Mitarbeitern im Detail untersucht wurden.’™* Erst
kiirzlich wurde festgestellt, dass trans-Pyrolidin-3,4-dicar-
boxamide (5; Abbildung 4) B-Kehren nachahmen, die ein
Prolin an Position i+1 beherbergen.™ In einer erneuten,
detaillierten Studie von Miiller et al. wurde allerdings fest-
gestellt, dass einige der beschriebenen Kehrenmimetika die
gewiinschte Kehrenstruktur nicht korrekt wiedergeben.®

2.1.2. Mimetika von Kehrenmotiven

Kehrenmotive werden zum einen als iiberlappende Keh-
renkonformationen definiert, wie das Shellman-Motiv,?"*! in
denen eine H-verbriickte Typ-I-B-Kehre von einer H-ver-
briickten Typ-I-n-Kehre eingerahmt wird, wobei die letztge-
nannte als abschlieBendes Motiv wirkt.®® Zum anderen de-
finieren sie spezifische Kehren, wie das Asx-Motiv, in der eine
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Aspartat- oder Asparaginseitenkette an Position i mit einem
Riickgratamid an Position i+2 wechselwirkt.®” Obwohl
schon vor Jahrzehnten beschrieben, wurden iiberlappende
Kehren bislang noch nicht eingehend untersucht,**®! vor
allem nicht im Kontext von Mimetika-Ansdtzen. Angesichts
ihrer hohen Relevanz in PPIs®**! und der Moglichkeit der
computergestiitzten Analyse von iiberlappenden Kehren-
strukturen"”*! kénnte die Suche nach Kehrenmotivmimetika
neue Klassen von PPI-Inhibitoren hervorbringen. Als frithes
Beispiel sind die Arbeiten von Gellman und Mitarbeitern zu
nennen. In einem Peptid, das durch Phagen-Display generiert
wurde™ und Hot-Spots in der letzten Kehre einer a-Helix
und in der darauffolgenden Kehrstruktur enthéalt, wurden o-
durch B-Aminosiuren ersetzt.”! Das finale Peptid weist eine
erhohte Proteaseresistenz auf und zeigt, dass die Nachah-
mung von Kehrenmotiven grundsitzlich moglich ist. Bisher
gibt es nur ein Beispiel, in dem ein stabilisiertes natiirliches
Kehrenmotiv als Starpunkt fiir die Entwicklung eines PPI-
Inhibitors fungiert.”>*! Grossmann und Mitarbeiter entwi-
ckelten auf Basis der Kristallstruktur eines humanen Adap-
terproteins und eines bakteriellen Virulenzfaktors eine kleine
Bibliothek konformativ eingeschrinkter Peptide. Ausge-
wihlte hydrophobe Reste, die fiir die Wechselwirkung es-
senziell sind, wurden durch Kohlenwasserstoffbriicken er-
setzt. Die Optimierung der Briickenldnge und Konfiguration
fithrte zu einem makrocyclischen Peptid, das die Wechsel-
wirkung der beiden Proteine in vitro inhibiert. Die hohe Di-
versitidt an Kehrenmotiven und ihre intensive Beteiligung an
PPIs erschwert die Identifikation allgemeiner Prinzipien fiir
die Entwicklung derartiger Mimetika, was eventuell die
bisher geringe Anzahl an Beispielen erklirt.

2.2. §-Strang- und f-Faltblattmimetika

B-Strange sind Strukturelemente, in denen das Peptid eine
ausgedehnte Konformation mit wohldefinierten Diederwin-
keln einnimmt, wodurch die Amidbindungen fast coplanar
und die Seitenketten abwechselnd iiber und unter dieser
Ebene ausgerichtet sind. Die Bildung eines (3-Faltblatts durch
parallele und antiparallele Ausrichtung mehrerer B-Stringe
wird durch die Bildung von H-Briicken zwischen zwei {3-
Stringen unterstiitzt (Abbildung 5a,b). B-Faltblitter sind
stark an der Bildung von tertidren und quartdren Protein-
strukturen, Proteinaggregation und PPIs beteiligt. Die Ver-
bindung zweier antiparalleler -Stringe iiber eine Kehre
fithrt zu einer B-Haarnadel, die durch ein fortgesetztes H-
Briickenmuster zwischen den beiden Stréngen stabilisiert
wird.® Der leichte Zugang iiber die Peptidfestphasensyn-
these fiihrte zu einer eingehenden Untersuchung der Fal-
tungseigenschaften® und forderte den Zugang zu pB-Haar-
nadel-Mimetika.

Es wurden mehrere Strategien zur Synthese von modifi-
zierten (-Stridngen, f-Haarnadeln und (B-Faltblittern entwi-
ckelt.”*®! Allgemein konnen drei Ansitze fiir die Synthese
von (-Faltblattmimetika der Klassen A und B unterschieden
werden: die Verwendung von Kehrenmimetika fiir die Initi-
ierung der B-Faltblattanordnung, kovalente und nichtkova-
lente Makrocyclisierung (Riickgrat- oder Seitenkette-Sei-
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Abbildung 5. (-Faltblitter mit allgemeinen Stabilisierungs- und Mime-
tika-Ansédtzen: a) Cartoondarstellung paralleler (oben) und antiparalle-
ler B-Faltblatter (unten). b) Chemische Struktur einer parallelen (oben)
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gelb; Klasse C: blau).

Macrocyclisierung

tenkette) und die Nutzung von B-Strang-férdernden Amino-
sduren (Abbildung 5c, gelb). Bedingt durch die intrinsische
Komplexitit der -Faltblattstruktur wird in vielen Féllen eine
Kombination der genannten Ansétze bendtigt, um eine aus-
reichende Stabilisierung zu erreichen. Ein weiterer Ansatz
umfasst die Verwendung niedermolekularer (3-Strang-Struk-
turmimetika (Klasse C, blau; Abbildung 5c¢). Allerdings ist
deren angemessene Funktionalisierung und Diversifizierung
schwierig, und es wurde bisher noch nicht iiber Strategien fiir
die Bildung komplexer f-Faltblattmimetika berichtet.

Kehrenmimetika
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Grundsétzlich gibt es sehr wenige Beispiele fiir den Einsatz
von B-Faltblattmimetika als PPI-Inhibitoren. Allerdings sollte
eine Reihe der Strategien, die fiir die Stabilisierung und
Nachahmung von (3-Faltblittern beschrieben wurden (z. B. als
Inhibitoren von Proteasen),”” auch fiir die Entwicklung von
PPI-Inhibitoren anwendbar sein. Aus diesem Grund werden
hier auch Beispiele erortert, die noch nicht fiir die PPI-Inhi-
bition verwendet wurden.

2.2.1. Stabilisierte [3-Faltblattstrukturen
2.2.1.1. f-Haarnadel-induzierende Kehrenmimetika

In Analogie zu den bereits genannten Einzelkehrenmi-
metika wurde eine Vielzahl von Kehrenmimetika zur Stabi-
lisierung von f-Haarnadeln verwendet (Abbildung 6; siche
Abschnitt 2.1.1). D-Aminosduren an Kehrenposition i+ 1
wurden genutzt, um Typ-II'-B-Kehren und dadurch die f-
Haarnadelbildung zu begiinstigen.’*®! Des Weiteren unter-
stiitzen die Gegenwart N-alkylierter Aminosduren und die
Kombination aus Prolinen und aromatischen Resten in der
Kehrenregion eine effiziente Initiierung der (-Haarnadel-
struktur.l! Dipeptidtemplate, wie p-Pro-L-Pro (6)1%*7%! und
D-Pro-Gly,P"1%1%] werden genutzt, um antiparallele p-Haar-
nadeln zu stabilisieren, wihrend p-Pro-DADME (1,2-Di-
amino-1,1-dimethylethan) parallele (-Faltblattanordnungen
begiinstigt.'”" 1% Andere Dipeptide, wie Aib-Gly!'"™ und
Asn-Gly, wurden ebenfalls genutzt, um die B-Faltblattkon-
formation zu induzieren.!"®™"! Ebenfalls niitzlich fiir die In-
itiierung von p-Haarnadeln in p-""" und a-Peptiden™ sind
auf Di-B-peptiden basierende Kehren. Bisher ist b-Pro-L-Pro
(6) das einzige Kehrenmimetikum, das tatsichlich fiir die
Stabilisierung (-Haarnadel-abgeleiteter PPI-Inhibitoren ge-
nutzt wurde (in Kombination mit Macrocyclisierung, siehe
Abschnitt 2.2.1.2).114115]

Verschiedene niedermolekulare Grundgeriiste sind ge-
eignete Strukturalternativen fiir peptidische Kehrenmimeti-
ka, bisher allerdings ohne Anwendungen fiir PPI-Inhibitoren.
Beispiele sind Dibenzofuranderivate (7),"%!"71 Oligoharn-

Makrocyclisierung

: s & r

N Rt F N-N NH NH
11 /

N

S/S N HN- ON—
1 12 13 14
Strukturmimetika
R? R3

Abbildung 6. p-Faltblattmimetika: Kehrenmimetika: L-Pro-p-Pro (6), Dibenzofuranderivate (7), Oligoharnstoff (8), Azobenzol (9); Makrocyclisie-
rung: Riickgrat- (10) oder Seitenketten-Seitenketten-Verbriickung tber Disulfid (11) und 1,2,3-Triazolring (12), Seitenkette-Seitenkette-rt-7-Wechsel-
wirkung (Trp-Trp) (13) und Kation-rt-Wechselwirkung (N°-Trimethylornitin-Trp) (14); B-Strang-induzierende Aminosauren: 1,6-Dihydro-3 (2H)-pyri-
dinon (Ach, 15), Hao-Baustein (16), Diphenylacetylen-Baustein (17); Strukturmimetika: Piperidin-Piperidinon-basierte Strangmimetika (18); Klas-
sen A und B: gelb; Klasse C: blau. Kasten: im Zusammenhang mit PPI-Inhibition genutzte Strukturen.
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stoffe (8),1%12 Azobenzole (9)?" und andere.'?"?! Durch
das H-Briickenmuster gestiitzt, konnen Oligoharnstoffe (8) [3-
Haarnadeln und komplexere f-Faltblattanordnungen be-
giinstigen. Azobenzole (9) ermdglichen eine lichtkontrollier-
te f-Haarnadelbildung, und auch Beispiele fiir Metallionen-
kontrollierte p-Faltblattformationen wurden beschrieben.
Dabei wirken Kupfer-,"1*¥) Ruthenium-,"*!! Eisen-,"*? Zink-
1301331 ynd Platinkomplexe™ als Verbriickungselement fiir
parallele und antiparallele B-Faltblattstrukturen.

2.2.1.2. Makrocyclisierung

In der Natur erfiillen Makrocyclen diverse biologische
Funktionen. Ein anschauliches Beispiel ist die Tachyplesin-
Familie, gewonnen aus Hidmozyten des Pfeilschwanzkreb-
ses,'®! die aus wirkungsvollen antimikrobiellen Peptiden be-
stehen, die als Inhibitoren der HIV-Replikation fungieren.!>!
Tachyplesine sind amphipathische Peptide, deren zwei Di-
sulfidbriicken eine antiparallele -Haarnadelkonformation
stabilisieren. Die Gegenwart von Disulfidbriicken in na-
tiirlichen Peptiden unterstreicht die Relevanz der Makrocy-
clisierung fiir die Stabilisierung isolierter 3-Haarnadelstruk-
turen. An Tachyplesin wurden wegweisende Arbeiten
durchgefiihrt, die mehrere vereinfachte Peptidanaloga her-
vorbrachten,!** %! zum Teil mit modifizierten Grundgeriis-
ten." In Analogie zu natiirlich vorkommenden, konforma-
tiv eingeschrankten (-Haarnadeln wurden kovalente und
nichtkovalente Makrocyclisierungsstrategien fiir die Stabili-
sierung von p-Faltblattanordnungen verwendet. Um das ty-
pische terminale Aufbrechen der (-Haarnadelstruktur zu
verringern, werden Ansitze genutzt, die auf kovalente Ma-
krocyclisierung und nichtkovalente Kappungsmotive zu-
riickgreifen (Abbildung 6). Kovalente Makrocyclisierungen,
hauptsichlich Riickgratverkniipfungen (10), werden oft ge-
nutzt, um eine terminale Entfaltung zu verhindern und die H-
Briicken zwischen zwei Striingen zu verstirken.!"*! Nicht-
kovalente Kappungsmotive basieren hauptsichlich auf elek-
trostatischen Wechselwirkungen,'>*"l mit einer Ausnahme,
die hydrophobe Kontakte nutzt.'**! Andersen und Mitarbei-
ter beschrieben ein Kappungsmotiv, das aus einem N-termi-
nal acetylierten Trp und einer C-terminalen Trp-Thr-Gly-Se-
quenz besteht.!'*)) Eine Edge-to-Face-Wechselwirkung zwi-
schen den beiden Indolen sowie H-Briicken zwischen den
polaren Gruppen des Thr, Gly, Trp und der Alkanoylgruppe
sind in diesem Fall fiir die Stabilisierung verantwortlich.

Kovalente und nichtkovalente Makrocyclisierungen
konnen auch iiber die Seitenketten entlang des Strangs der f3-
Haarnadel erfolgen. Disulfidbriicken (11) zwischen zwei
Cysteinen, die sich an Aminosdurepositionen ohne H-Brii-
ckenbeteiligung befinden, fithren zu einer Haarnadelstabili-
sierung, die genutzt werden kann, um stabile™®*'%?l und
komplexere quartire B-Faltblattstrukturen zu bilden.['™® Eine
weitere kovalente Wechselwirkung, die fiir die Stabilisierung
von B-Haarnadeln genutzt wird, ist der tiber die Klickche-
mie® 1% gebildete 1,2,3-Triazol-Baustein (12). Kiirzlich
wurde dieser fiir die Synthese eines PPI-Inhibitors einge-
setzt.™™" Alternativ kénnen so genannte Tryptophan-Zipper
(13) zu einer P-Haarnadelstabilisierung beitragen, 1%
wobei die Tryptophane so positioniert werden, dass sie die H-
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Briickenbildung nicht storen und sich moglichst in Nachbar-
schaft zur p-Kehre befinden. Tryptophane sind auch an Kat-
ionen-t-Wechselwirkungen (14) zwischen Seitenketten be-
teiligt, wobei der stabilisierende Effekt dieser strangiiber-
greifenden Paarung stark von der Kettenlinge und dem
Methylierungsgrad der basischen Aminosiure abhingt.*-1¢]

2.2.1.3. -Strang-verstirkende Aminosduren

Eine sehr niitzliche Strategie, um (-Faltblattstrukturen zu
induzieren und zu stabilisieren, ist die Verwendung von
konformativ eingeschriankten Bausteinen, die das typische H-
Briickenmuster des 3-Faltblatts nachbilden und damit als {3-
Strangmimetika fungieren (Abbildung 6). Dazu gehoren 1,6-
Dihydro-3(2H)-pyridinon (Ach, 15),'! die nichtnatiirliche
Aminosidure Hao (5-Hydrazino-2-methoxybenzoylsiure,
16),0%! der Diphenylacetylenrest 17! und andere.!'*”! Bart-
lett und Mitarbeiter waren die ersten, die Ach (15) fiir die
Stabilisierung von 3-Strangen und f-Haarnadeln beschrieben.
Der Baustein kann weiter funktionalisiert’®! und in der
Festphasensynthese eingesetzt werden, um Oligomere zu
synthetisieren.'®! Analog dazu sind Hao (16) und dessen
Derivate"” rigide Aminosiuren, die das Muster der H-Brii-
ckendonoren und -akzeptoren in einem (3-Strang nachahmen,
um so die Bildung einer gut gefalteten (3-Faltblattstruktur zu
ermdglichen. Hao (16), beschrieben von Nowick et al., wurde
des Ofteren in Kombination mit Oligoharnstoff-Templaten
(8)"Y oder Ornithin verwendet.'’? Dariiber hinaus zeigten
sich Hao (16) und andere Reste auch fiir die Initiierung der
intermolekularen B-Faltblattbildung niitzlich.""’*¥ Hamilton
und Mitarbeiter nutzten einen Diphenylacetylenrest (17), um
zwei Striinge in einem antiparallelen p-Strang anzuordnen.!'*!
Dieser Rest ersetzt jeweils eine Aminosdure pro Strang,
sodass zwischen den beiden Stréngen die charakteristischen
H-Briicken der f-Faltblattstruktur nachgebildet werden und
eine kovalente Uberbriickung entsteht. Der Einsatz von f-
Aminosduren fiir die Verstairkung der sekundiren [(3-Falt-
blattstruktur stellte sich als schwierig heraus, da die Struk-
tureigenschaften von a- und B-Peptiden stark voneinander
abweichen. Der einzelne, isolierte Einsatz von 3-Aminosiu-
ren fiihrt zu partiell ungefalteten Strukturen,'” und a,0-Di-
peptid-Substitutionen erzielen nur moderate Resultate.['
Bisher wurden keine dieser 3-Strang-verstirkenden Amino-
sduren fiir das Design von PPI-Inhibitoren beschrieben.

2.2.2. §-Strang-Strukturmimetika

Aufbau und Zusammenhalt eines p-Faltblatts hingen
stark von den H-Briicken-vermittelten Wechselwirkungen
zwischen Aminosiduren ab, die sich an voneinander entfern-
ten Stellen in der Polypeptidkette befinden. Dadurch wird das
Design von selbstorganisierenden 3-Faltblattstrukturen mit
niedermolekularen Grundgeriisten erschwert. Bisher wurde
als Basiseinheit der p-Faltblattstruktur lediglich der -Strang
nachgeahmt (Abbildung 6). Zu den wenigen publizierten
Beispielen gehoren die 1,3-substituierten Triazololigomere
von Arora und Angelo,'”” die 2,2-disubstituierten Indolin-3-
one von Hamilton und Wyrembak,'™ die Pyrrolinon-basier-
ten Strukturgeriiste von Smith et al.'! und die Piperidin-
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Piperidinon-basierten Verbindungen (18) von Burgess und
Mitarbeitern.'™ Das zuletzt genannte Beispiel wurde bereits
als PPI-Inhibitor eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine
durch modulare Synthese leicht zugéingliche, chirale Struktur
mit eingeschrédnktem Rotationsfreiheitsgrad und fehlenden
Positionen fiir eine Enolisierung. Interessanterweise wurde
dieses Strukturgeriist fiir die Nachahmung sowohl von f3-
Stréngen als auch von helikalen Konformationen entwickelt.

2.3. Helixmimetika

Helices sind repetitive Sekundérstrukturelemente, die 30—
40% der strukturierten Proteindominen ausmachen.™ Sie
werden durch intramolekulare H-Briicken zwischen sequen-
ziellen Aminosdureresten stabilisiert (i und i+n; Abbil-
dung 7a). Die allgemeine Nomenklatur fiir Helices ist wie

a) a-Helix m-Helix
helikale H-Briickenmuster: 319 3.613 4.44¢
| !

H oo [ H oyl H O
\NIJYNQLN‘ %N%ﬂlﬁrNiJ\
H O = 'H |O H (o ¢

i i+1 i+2 i+3 i+4 i+5
b)

Seitenketten»Seitenketten»Vererckung‘ ‘

N-terminale Kappe

Foldamere Strukturmimetika

Pyt L5 owp

Abbildung 7. Helices mit entsprechenden Stabilisierungs- und Mimeti-
ka-Ansidtzen: a) Chemische Struktur einer Peptidkette, Helix-stabilisie-
rendes H-Briickenmuster ist durch orangefarbene Pfeile hervorgeho-
ben. b) Cartoondarstellung einer a-Helix und allgemeine Strategien fiir
die Helixstabilisierung und -mimikry (rot hervorgehoben; Klassen A
und B: gelb; Klasse C: blau).

a-Helix
/i-//

\

folgt: die Basiszahl gibt die Anzahl der pro Helixumdrehung
enthaltenen Aminosdurereste an und die tiefgestellte Zahl
die Anzahl der Atome des Rings, der durch die H-Briicke
zwischen Carbonylgruppe an Position i und Amidproton an
Position i + n entsteht.'8"18 In natiirlichen Proteinen werden
nur 3,-, 3.6;5- und 4.4,.-Helices beobachtet, auch wenn
andere theoretisch stabil wiren.') Nur die 3,,-Helix, beste-
hend aus repetitiven $-Kehren, behielt die Nomenklatur bei.
Die 3.6,5- und 4.4,,-Helices sind aus aufeinanderfolgenden o-
bzw. n-Kehren aufgebaut und daher auch besser als a- bzw. -
Helix bekannt. Wihrend die m-Helix nur selten in Protein-
sekundirstrukturen vorkommt,'®134 tragen 3,,-Helices zu
10% aller helikalen Regionen in globuliren Proteinen bei.!s
Die restlichen 90 % sind a-Helices. Basierend auf vorhande-
nen Strukturdaten™ tragen in 62% aller PPIs Helices zur
Protein-Protein-Interaktionsfliche bei,['®” was die hohe Re-
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levanz fiir a-Helices in diesem Kontext verdeutlicht. Seit
Anfang der 1980er Jahre wurden unterschiedliche Stabilisie-
rungsansitze beschrieben.® Die prominentesten Strategien
zur Herstellung von Mimetika der Klasse A nutzten entweder
Seitenketten-Seitenketten-Verbriickungen oder die Einfiih-
rung stabilisierender N-terminaler Kappen (Abbildung 7b).
Der Einsatz von Foldameren bietet eine Strategie zur Syn-
these von Helixmimetika der Klasse B. Foldamere sind
Peptid- und Nukleinsédure-inspirierte Oligomere, die starke
Abweichungen in der Riickgratstruktur gegeniiber Peptiden
aufweisen. Zusétzlich wurde von mehreren Strukturmimetika
(Klasse C) berichtet. Diese Strukturgeriiste enthalten stab-
formige Template, von denen die Substituenten in Analogie
zu den Seitenketten einer a-Helix ausgerichtet werden
konnen.

2.3.1. Seitenketten-Seitenketten-Verbriickung

a-Helices werden durch intramolekulare H-Briicken
zwischen dem Carbonylsauerstoffatom und dem Amidproton
an den Positioneni bzw. i+ 4 stabilisiert. Eine zusitzliche
Stabilisierung kann durch die Bildung einer Salzbriicke zwi-
schen Aminosdureresten erfolgen (z.B. Glutaminsidure und
Lysin), die sich auf der gleichen Seite der Helix befinden.
Dieser stabilisierende Effekt wurde in frithen Beispielen fiir
Klasse-A-Mimetika genutzt, um die helikale Konformation
zu begiinstigen."™ Spiter wurden kovalente Verkniipfungen
an den Positionen i,i+3 oder i,i+4 eingebaut, um eine
Kehre der Helix zu verbriicken, und an Positionen i,i + 7, um
zwei Kehren der Helix zu verbriicken. Zu den ersten Bei-
spielen kovalenter Verbriickungen zihlen eine Amidbindung
zwischen Glutaminsiure und Lysin™” oder ein Disulfid zwi-
schen zwei Cysteinanaloga.'”"! Die Kombination aus Seiten-
kettenverbriickung und helixbegiinstigender a-Kohlenstoff-
methylierung™®® fiihrte zu einer Technik namens ,,hydrocar-
bon peptide stapling“.®” Diese Peptide enthalten eine Ver-
briickung, die ausschlieBlich aus Kohlenwasserstoffen besteht
und durch Ringschluss-Metathese (RCM) gebildet wird. Al-
ternativ werden a-Helices durch Ubergangsmetall-vermit-
telte oder supramolekulare Seitenketten-Seitenketten-Inter-
aktionen stabilisiert.'”*'" Kiirzlich wurde von einer gene-
tisch kodierten Proteinverbriickung!'*®® berichtet, bei der eine
nichtnatiirliche, elektrophile Aminosdure in die Proteinse-
quenz eingebaut wird, um eine Verkniipfungsreaktion mit
einem benachbarten nukleophilen Rest (z.B. Lysin, Histidin
oder Cystein) zu ermdglichen. Die resultierende intramole-
kulare Verbriickung wurde so gestaltet, dass ein Teilabschnitt
der a-Helix innerhalb einer Proteindoméne stabilisiert wird.
Im Allgemeinen miissen Position und Lénge der Seitenket-
tenbriicke sorgfiltig gewéhlt werden, um die Bindung an das
Zielprotein nicht zu beeintrachtigen und eine effiziente He-
lixstabilisierung zu erreichen. Ansétze, die mit Erfolg auf die
Generierung von PPI-Inhibitoren angewendet wurden,
schlieBen Thiol-, Lactam- sowie Triazol-basierte Verbrii-
ckungen und ,,hydrocarbon staples“ ein.
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2.3.1.1. Thiol-basierte Verbriickungen

Eines der ersten konformativ eingeschriankten Peptide
wurde tiber eine Disulfidbindung zwischen einer in Position i
eingefithrten 2-Amino-6-mercaptohexansdure und einem
Cystein in Position i+ 7 generiert. Um eine korrekte Aus-
richtung fiir die Verbriickung zu gewihrleisten, wurde das D-
Isomer der 2-Amino-6-mercaptohexansidure verwendet. Ver-
briickte Peptide haben einen héheren o-helikalen Charakter
als ihre acyclischen Pendants."" Die Verbriickung von b- and
L-Cysteinen an Positionen i bzw. i 4+ 3 erwies sich ebenfalls als
brauchbar fiir die konformative Stabilisierung von a-helika-
len Peptiden (19; Abbildung 8a).'”! Die Linkerldnge kann

a) Thiol-basierte Verbriickungen
i, i+3 /S‘S

: \ 058
TR O

o,
) \ (
i, id g@z ; %%
Ky

C) Lactamverbriickung

ool

21
Abbildung 8. Thiol- und Lactam-basierte verbriickte a-helikale Peptide:
a) Disulfidverbriickung von p- und L-Cystein an Position i,i+3 (19), m-
Xylol-verbriickte L-Cysteine an Position i,i+4 (20), Diaryl-verbriicktes
p-Cystein und L-Cystein an Position i,i+ 7 (21). b) Azobenzol-basierte
verbriickte L-Cysteine an Position i,i+7 (22). c) Lactambriicke zwi-
schen Asparaginaminsidure und Lysin an Position i,i+4 (23).

b) photoschaltbare Verbriickung

|7
i, i+ so;
N

unter Umstdnden den Anteil helikaler Bereiche und die
Zielproteinerkennung beeinflussen. Langere Disulfidverbrii-
ckungen wurden durch den Einsatz von Homocystein erhal-
ten,”™ allerdings sind S-S-Briicken unter den reduktiven
Bedingungen im Zytosol eukaryotischer Zellen labil und
wurden daher durch stabilere Thioetherreste ersetzt. Auch
hier kann statt Cystein Homocystein eingesetzt werden, um
die Linkerlinge der Disulfidverbriickung beizubehalten.”"!]
Unter allen proteinogenen Aminoséduren zeichnet sich Cys-
tein durch eine einzigartige Reaktivitit aus, die es ermoglicht,
Elektrophile zu gestalten, die selektiv mit Thiolseitenketten
reagieren. Eine Reihe biselektrophiler Verbindungen wurde
genutzt, um zwei passend ausgerichtete Cysteine zu verbrii-
cken und dadurch die helikale Konformation zu stabilisieren.
Biselektrophile Mono- und Diaryllinker wurden fiir Klasse-
A-Peptidmimetika mit erhohtem a-helikalem Charakter
eingesetzt. Circulardichroismus(CD)- und-NMR-Spektro-
skopieuntersuchungen haben gezeigt, dass verbriickte Pep-
tide mit L-Cysteinen an Positionen i und i +4 und einem ri-
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giden Linker, wie m-Xylol, die ausgeprégteste a-Helizitét
aufweisen (20; Abbildung 8a).”"” Lingere Verbriickungen,
z.B. ausgehend von Bis(arylmethylenbromiden), erzielten die
besten Resultate fiir Peptide mit p-Cystein in Position i und
L-Cystein an i+7 (21; Abbildung 8a). Diese verbriickten
Peptide zeigen eine erhohte Zellpermeabilitit und wurden als
PPI-Inhibitoren eingesetzt.?*?*! Perfluorierte Aryllinker
werden ebenfalls fiir die Stabilisierung von a-Helices genutzt
und zeichnen sich zusitzlich durch eine erhohte Proteasere-
sistenz und zellulire Aufnahme aus.”* Schaltbare Azoben-
zolgeriiste stellen besondere Thiol-basierte Verbriickungen
dar (22; Abbildung 8b).?""% Die Photoisomerisierung zwi-
schen dem cis- und trans-Isomer des Azobenzolrests ermog-
licht es, den helikalen Charakter des Peptids zu steuern. Die
Azobenzolverbriickung wurde bisher als Bis(iodacetamid)
oder Bis(chloracetamid) eingefiihrt, das mit einem Cystein in
Position i und i+ 7 oder i und i + 11 reagieren kann. In der
i,i+7-Anordnung ist die o-helikale Konformation mit dem
cis-Azobenzolrest ausgepragter, wohingegen die trans-Kon-
figuration in der i,i+ 11-Verbriickung zu einer erhdhten a-
Helizitiat fiihrt.”?¥! Azobenzol-verbriickte Peptide wurden
bereits als schaltbare PPI-Inhibitoren eingesetzt.*'*]

2.3.1.2. Lactamverbriickung

Zeitgleich zu den Disulfid-verbriickten Peptiden wurde
berichtet, dass eine Amidbindung zwischen Lysin und Aspa-
raginsdure an Positionen i bzw. i +4 a-Helizitdt induzieren
kann (23; Abbildung 8c)."""! Weiterhin ist die Reaktion zwi-
schen zwei Glutaminsduren an i und i 4 7 mit einem Diamino-
funktionalisierten Baustein moglich, wodurch zwei Amid-
bindungen innerhalb einer Verbriickung entstehen %2
Potente PPI-Inhibitoren wurden durch die Einfithrung zweier
benachbarter Lactamverbriickungen erhalten.”'”) Ein #hnli-
cher Ansatz setzt zwei Lactamverbriickungen tiber Kreuz ein,
wodurch Peptide mit hohem helikalem Anteil enstehen.'*

2.3.1.3. Triazolverbriickungen

[1,2,3]-Triazole werden iiber die Kupfer-katalysierte Azid-
Alkin-[3+2]-Cycloaddition, auch bekannt als Klick-Reakti-
on, generiert und sind wertvolle Strukturen in der organi-
schen Chemie und Wirkstoffentwicklung.?'>?*"! Der Aus-
tausch der Lactamverbriickung gegen einen [1,2,3]-Triazol-
ring fithrt zu Peptiden, die einen @hnlichen a-helikalen Anteil
haben.”!! Um diesen Anteil zu verstirken, wurden zwei
Triazolverbriickungen eingebaut, was zusétzlich in einer ho-
heren Affinitdt und Proteasestabilitit des Peptids resultier-
te.’”?l Des Weiteren konnen Peptide, die durch zwei Azido-
gruppen an den Positionen i und i+ 7 modifiziert sind, mit
einem Linker, der zwei Alkinreste tréagt, in einer ,,Doppel-
Klick“-Reaktion reagieren. Diese Reaktion erméglicht eine
vielseitige ~ Einfilhrung  zusitzlich  funktionalisierter
Linker.’”? Durch die Befestigung von Argininresten an
den aromatischen Linker konnte ein modifiziertes Peptid mit
verbesserter zellulidrer Aufnahme generiert werden 2%
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2.3.1.4. a-Methylierte Kohlenwasserstoffverbriickungen

Verdine und Mitarbeiter fithrten die Hydrocarbon-Pep-
tide-Stapling-Technik ein (Abbildung 9a)."? Sie kombiniert

a) a-Methylierte Kohlenwasserstoffverbriickungen
— i, i+7 /

’%—Eﬁ’ E@i
=y

surrogate
Abbildung 9. RCM-verbriickte a-helikale Peptide: a) Stapled-Peptide:
verbriickte a-methylierte Bausteine an Position i, I+4 (24) und i,i+7
(25); b) H-Briickensurrogate: kovalenter Austausch der H-Briicke zwi-
schen der N-terminalen Aminosiure (i) und der Aminosaure an Positi-
oni+3 (26).

zwei Ansitze zur Stabilisierung von o-Helices: 1) die Me-
thylierung von a-Kohlenstoffatomen und 2) die Einfiihrung
kovalenter Seitenketten-Seitenketten-Verbriickungen. Bei
der Synthese von so genannten Stapled-Peptiden werden
wihrend der Festphasenpeptidsynthese a-Methyl-a-alkenyl-
aminosduren eingebaut. In Analogie zu den schon beschrie-
benen Homoserin-O-allylethern®’?*! werden auch diese
modifizierten Aminosduren {iiber Ringschlussmetathese
(RCM) verbriickt. Es wurde beobachtet, dass eine minimale
Verbriickungsléinge fiir einen hohen RCM-Umsatz notwendig
ist und dass nicht alle makrocyclischen Peptide eine erhchte
o-Helizitdt aufweisen. Die besten Resultate wurden mit
Modifikationen an Positionen i und i+ 4 oder i und i 47 er-
zielt. Fiir Stapled-Peptide, die eine Helixkehre iiberspannen,
werden zwei S-konfigurierte nichtnatiirliche Aminoséduren an
den Positionen i und i+ 4 iiber einen Cg-Linker verbunden
(24). Die Umfassung zweier Helixkehren wird durch den
Einsatz eines R-konfigurierten Bausteins an Position i und
eines S-konfigurierten an i+ 7 erreicht (25), wobei ein C;;-
Linker verwendet werden muss.'” Des Weiteren wurden
i,i +3-Stapled-Peptide mit einer R-konfigurierten Amino-
sdure an Position i und einer S-konfigurierten an i+ 3 mit
einem Cg oder CgLinker beschrieben® " und kiirzlich
auch als PPI-Inhibitoren eingesetzt.**! Eine Erweiterung
der Verbriickungstechnologie wird erreicht, indem zwei iso-
lierte Kohlenwasserstoffverbriickungen gleichzeitig einge-
baut werden.™ Durch zwei Verbriickungen, die iiber einen
zentralen Spiroring verbunden sind, konnen so genannte
Stitched-Peptide aufgebaut werden.” Gegeniiber konven-
tionell verbriickten Peptiden sind Stitched-Peptide chemisch
und proteolytisch stabiler und zeigen eine erhohte Zellper-
meabilitit, allerdings wurden sie bisher noch nicht fiir die
Entwicklung von PPI-Inhibitoren eingesetzt. Im Allgemeinen
haben Stapled-Peptide einen hoheren o-helikalen Anteil,
eine verbesserte Proteasestabilitdt und in vielen Fillen eine
hohere Zellpermeabilitdt als ihre natiirlichen Vorldu-
fer.”**>" In einigen Fillen ist jedoch eine umfangreiche Se-
quenzoptimierung notig, um eine effiziente Zellpermeabilitét
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zu gewihrleisten.” > Wegen der Robustheit der RCM-
Reaktion™ und der verbesserten pharmakokinetischen Ei-
genschaften der Stapled-Peptide wurde diese Technik viel-
fach fiir die Stabilisierung von a-helikalen Peptiden und die
Entwicklung von PPI-Inhibitoren angewendet.

2.3.2. N-Terminale Kappe

Aus einer Strukturdatenanalyse geht hervor, dass sich
Proteinreste, die H-Briicken eingehen konnen, mit erhohter
Wahrscheinlichkeit am N-terminalen Ende einer a-Helix
befinden. Eine Erkldrung dafiir sind Helix-fordernde Sei-
tenketten-Riickgrat-Interaktionen.®>2*l  Zum  Beispiel
bilden Aspartat oder Asparagin, die sich am duBersten N-
terminalen Ende einer a-Helix (i) befinden, oft eine H-
Briicke zum Riickgratamid an Position i + 2. Die Einfiihrung
von artifiziellen N-terminalen Kappungsmotiven, so ge-
nannten N-Caps, kann fiir die Initiierung der a-Helixbildung
genutzt werden. Da die Initiierung der Helixbildung der
energetisch ungiinstigste Schritt ist, sind N-Caps in der Lage,
mehrere Kehren einer o-Helix zu stabilisieren.”"!! Die er-
folgreichsten N-Caps fiir die Entwicklung von PPI-Inhibito-
ren sind H-Briickensurrogate (HBSs), in denen die H-Briicke
zwischen der N-terminalen Aminosdure (i) und dem Amid-
proton an Position i + 3 gegen einen kovalenten Linker aus-
getauscht wird. Unter diversen Linker-Typen bilden Hydra-
zon-, Thioether- und Kohlenwasserstoffverbriickungen (26;
Abbildung 9b) die prominentesten Beispiele.?*?*! Der
Einbau der letztgenannten fithrt zu Peptiden mit erhohter
Bioverfiigbarkeit und Affinitdt zum Zielprotein und ermog-
licht eine Stabilisierung, ohne dabei eine Aminosiureseiten-
kette zu opfern.**2*! Dies ist vor allem dann wichtig, wenn
alle Aminosdurereste an der Erkennung des Zielproteins
beteiligt sind.”*”

2.3.3. Foldamere

Foldamere sind nichtnatiirliche oligomere Strukturen mit
vorhersehbaren Faltungseigenschaften.?*22 Innerhalb der
Foldamere bilden (-Peptide, Peptoide, Hybride und eine
Mischung aus a-Peptiden und Peptoiden mogliche Struktur-
geriiste fiir die Entwicklung von Inhibitoren Helix-vermit-
telter PPIs. Foldamere vereinen die Faltungseigenschaften
von a-helikalen Peptiden mit proteolytischer™?! und meta-
bolischer Stabilitit (Abbildung 10).2

2.3.3.1. -Peptide

p-Peptide sind die bestuntersuchten Foldamere mit de-
tailliert charakterisierten Faltungseigenschaften.?>>% Sie
werden durch Kupplung von 3-Aminosduren synthetisiert,
die eine zusitzliche Riickgratmethylengruppe tragen. Es gibt
folgende B-Aminosiuretypen: B> oder f*-Bausteine, die eine
Seitenkette entweder an C, oder C; haben, und f**-Bausteine,
die an beiden Kohlenstoffatomen substituiert sind. 3-Peptide
konnen mehrere helikale Konformationen einnehmen, z.B.
die 14-Helix (3;,-Helix) oder 12-Helix (2.5,,-Helix). 14-Heli-
ces bestehen aus P’-Aminosiuren und werden durch 14-
gliedrige Ringe stabilisiert, die durch H-Briicken zwischen
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Abbildung 10. Foldamere: a) a-Peptide, -Peptide und Peptoide (N-al-
kyliert); b) a-Peptid und a/p-Peptid in Stabdarstellung (Cartoondar-
stellung der Helix ist transparent). 3-Aminoséuren sind rot hervorge-
hoben; c) Haufig verwendete 3-Aminoséuren in a/p-Peptiden (ACPC:
trans-2-Aminocyclopentancarbonsiure, APC: trans-3-Aminopyrrolidin-4-
carbonsiure, BD: B*-Glutamat als Beispiel fiir 3*-Aminosauren).

den Amidprotonen an Position i und den Carbonylsauer-
stoffatomen an Position i + 2 entstehen, wodurch drei Reste
eine Kehre bilden. Die 14-Helix hat die fiir a-Helices typische
linkshéndige Chiralitdt, aber einen entgegengesetzten Ge-
samtmakrodipol. Die Seitenketten sind auf insgesamt drei
Seiten der Helix ausgerichtet. Die 12-Helix ist durch H-Brii-
cken zwischen dem Carbonylsauerstoffatom an Position i und
dem Amidproton an i + 3 stabilisiert, wodurch auf eine Kehre
2.5 Reste kommen. Die Orientierung des Makrodipols ent-
spricht der einer a-Helix. In organischen Losungsmitteln
haben p-Peptide eine hohere Tendenz, Helices zu bilden, als
die entsprechenden a-Peptide; in wéssrigen Losungen aller-
dings scheint es genau umgekehrt zu sein. Um eine korrekte
Faltung auch in wissrigen Losungen zu erreichen, wurden
verschiedene Ansétze entwickelt: der Einbau von cyclischen
B-Aminosiuren,?*>" intramolekularen Salzbriicken (B*-
Glu/f*-Lys und B*-Glu/p*-Orn),* 2% y_verzweigten B*-Ami-
nosduren am ersten Seitenketten-Kohlenstoffatom oder
Kohlenwasserstoff- bzw. Dietherverbriickungen®'*? sowie
Stabilisierung des Helixmakrodipols.®]

Durch den Einbau von cyclischen -Aminosduren mit
unterschiedlichen sterischen Anspriichen ist es moglich, einen
gewissen Helixtyp zu begiinstigen. Der sechsgliedrige ACHC-
Baustein bevorzugt die Bildung einer 14-Helix, wohingegen
die fiinfgliedrige ACPC-Einheit die 12-Helix begilinstigt
(ACHC = trans-2-Aminocyclohexancarbonsidure, ACPC=
trans-2-Aminocyclopentancarbonsiure). Wie bei den a-Pep-
tiden ist ein groBer Nachteil der -Peptide deren schlechte
Zellpermeabilitiat. Die Einfithrung von kationischen Berei-
chen sowie Kohlenwasserstoff- oder Dietherbriicken kann
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dabei zu einer Verbesserung der zelluliren Aufnahme
fithren. !

2.3.3.2. a/f-Peptide

Die Kombination aus a- und f-Aminosduren fiithrt zu
einem breiten Spektrum an heterogenen Foldameren mit
unterschiedlichen, = modulierbaren  Faltungseigenschaf-
ten.?*2% Folglich wurden o/f-Peptide eingesetzt, um eine
simultane Verbesserung der a-Helixnachahmung und Pro-
teaseresistenz zu erlangen.”’! Dabei werden o-Aminosiuren
fir die Oberflichenerkennung genutzt, wihrend B-Amino-
siuren (hauptsichlich rigide cyclische f-Aminosiuren und p*-
Glu-B*-Lys-Paare fiir intramolekulare Salzbriicken) einge-
setzt werden, um die helikale Konformation zu unterstiit-
zen.”® Fiir die Bildung einer stabilen Helix werden weniger
Reste benotigt als bei a-Peptiden.?®) Withrend acyclische -
Aminosduren und -verzweigte a-Aminosduren die Helizitét
absenken, fithren o,o-disubstituierte Reste zu verbesserten
Faltungseigenschaften.”™ Die Kombination aus o/p- und a-
Peptiden und der Einbau von Mustern wie ,,aofooaf“ oder
»ooaf“ sind niitzliche Ansétze fiir die Entwicklung von PPI-
Inhibitoren.

2.3.3.3. Peptoide

Peptoide sind aus a-Aminosduren aufgebaut, die ihre
Seitenketten am Amidstickstoff- statt am a-Kohlenstoffatom
tragen.?”"?7 Diese Foldamere ermoglichen ein hohes MaB an
Diversitdt, sind gegeniiber Proteasen hoch resistent und
zeigen eine verbesserte Zellpermeabilitdt. Peptoide konnen
auch chirale Helices #dhnlich zur Typ-I-Polyprolinhelix
bilden.”’* Die Amidbindungen nehmen eine cis-Geometrie
ein, und der Makrodipol ist a-helikalen Peptiden entgegen-
gesetzt orientiert. Die Gegenwart chiraler Seitenketten kann
die helikale Konformation unterstiitzen. Bei Peptoiden wird
die helikale Struktur iiblicherweise nicht von H-Briicken
stabilisiert, wodurch sie in diversen Losungsmitteln und pH-
Bereichen bestidndig ist. Die Kombination aus a-Aminosiu-
ren und Peptoidmonomeren erbrachte bereits potente PPI-
Inhibitoren.*>?%

2.3.4. Helix-Strukturmimetika

Wihrend Foldamere noch einen Peptidcharakter auf-
weisen, schlugen Hamilton etal. ein komplett anderes
Strukturgeriist fiir die Nachahmung von a-Helices vor. Sie
beschrieben den Austausch des gesamten Peptidriickgrats
durch eine stabformige, niedermolekulare Struktur, die die
Seitenkettenprojektion von Resten mit einem relativen Ab-
stand von i, i+4 (oder i+3) und i+7 nachahmt (Abbil-
dung 11).”""! Ziel war es, die Oberfliche einer a-Helix ak-
kurat nachzuahmen, von einer modularen und divergenten
Synthese zu profitieren und verbesserte pharmakokinetische
Eigenschaften zu erlangen (z.B. Proteaseresistenz, orale
Verfiigbarkeit). Das erste entsprechende Mimetikum basierte
auf einem funktionalisierten Terphenylgeriist (Abbildung 11,
rechts). Spater wurden weitere Strukturgeriiste untersucht;
diese konnen je nach Beschaffenheit ihrer konformativen
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Helix-Struktur-
mimetika

a-Helix

Abbildung 11. Konzept von a-Helix-Strukturmimetika (Klasse C). Links:
Stab- und Cartoondarstellung einer a-Helix. Die Seitenketten i, i+ 4
und i+ 7 sind als Sphiren dargestellt. Rechts: Stabdarstellung und
chemische Struktur eines Terphenyl-Strukturmimetikums. Die Substitu-
enten R', R* und R® ahmen die dreidimensionale Projektion der Seiten-
ketten i, i+4 und i+ 7 einer a-Helix nach.

Rigiditdt in folgende Gruppen eingeteilt werden: sterisch
gesteuerte, H-Briicken-gesteuerte und kovalent einge-
schrinkte Strukturgeriiste. Natiirlich ist auch eine Kombina-
tion dieser Ansitze moglich. Fiir eine allgemeine Ubersicht
zu o-Helix-Strukturmimetika verweisen wir auf die ein-
schligige Literatur.”*?™! Wir widmen uns in den folgenden
Abschnitten den Strukturen, die fiir die Entwicklung von PPI-
Inhibitoren verwendet wurden.

2.3.4.1. Sterisch gesteuerte Strukturgeriiste

Im Terphenylgeriist 27 wird einerseits die Coplanaritit
der Phenylringe durch Konjugation der aromatischen Ringe
favorisiert; andererseits bewirken sterische Wechselwirkun-
gen der ortho-Substituenten eine Verdrehung der Ringe zu-
einander (Abbildung 12).%7 Diese gestaffelte Konformation
ahmt zwei Kehren einer a-Helix nach. Terphenyl-basierte
Inhibitoren wurden fiir eine Reihe von PPIs entwickelt. Al-
lerdings sind diese niedermolekularen Strukturen konfor-
mativ sehr heterogen und nur unter hohem Syntheseaufwand
zuginglich.”* %! Hinzu kommt, dass Terphenyle sehr hy-
drophob und schlecht wasserloslich sind. Um diesen negati-
ven Eigenschaften entgegenzuwirken, wurden die aromati-
schen Ringe durch fiinf- und sechsgliedrige Heterocyclen er-
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Abbildung 12. Chemische Strukturen der sterisch gesteuerten a-Helix-
Strukturmimetika: Terphenyl- (27), heterocyclische (28 und 29) und
Pyrrolopyrimidin-Strukturgeriiste (30). Die grau hervorgehobenen Sub-
stituenten ahmen die Seitenketten einer a-Helix an den Positionen i,
i+3/4 und i+ 7 nach.
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setzt (Abbildung 12). Die resultierenden amphiphilen, hete-
rocyclischen Strukturgeriiste (28) sind polarer, weil sich die
Heteroatome auf einer Molekiilseite akkumulieren und die
andere Seite fiir intermolekulare Wechselwirkungen genutzt
wird.®225] Wie bei den Terphenylen bestimmen sterische
Faktoren die rdumliche Anordnung des Geriists. Des Weite-
ren wurden Strukturgeriiste mit neuen Anordnungen der
Substituenten entwickelt. Hamilton et al. haben z.B. eine
Reihe Pyridylpyridon-abgeleiteter Verbindungen (29) entwi-
ckelt, welche die Positionen i, i +3 und i+ 4 einer a-Helix
nachahmen. Die Mimikry der bioaktiven Konformation des
LXXLL-Motivs, das vom Coaktivatorprotein des Estrogen-
rezeptors stammt, konnte durch Rontgenstrukturanalyse be-
stitigt werden.”® Diese Strukturgeriiste wurden erstmals
auch fiir die Inhibition hydrophiler PPIs genutzt.”®” Spiter
entwickelten Lim und Mitarbeiter Pyrrolopyrimidine (30);*!
diese haben ein rigideres Geriist mit einer hetero-bicyclischen
Struktur, welche die Orientierung der Reste i, i +3 (oder i +
4) und i+7 einer a-Helix nachahmt (Abbildung 12). Die
unkomplizierte Festphasensynthese ermdglichte die Synthese
ganzer Bibliotheken, und es konnte gezeigt werden, dass
diese wasserloslichen Verbindungen auch zellpermeabel sind.

2.3.4.2. H-Briicken-gesteuerte Strukturgeriiste

Oligoamide (31-34) sind leicht durch Festphasensynthese
zuginglich (Abbildung 13a), sodass die Seitenketten leicht
variiert und Bibliotheken erstellt werden kénnen.” Die in-
tramolekularen H-Briicken stellen sicher, dass die Substitu-
enten auf einer Seite der Verbindung ausgerichtet sind, was
die Helixnachahmung ermoglicht. Oligoamide konnen in vier
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Abbildung 13. Chemische Strukturen H-Briicke-gesteuerter a-Helixmi-
metika: Oligopicolinamid oder Trispyridylamid (31), 3-O-alkyliertes
(32), 2-O-alkyliertes (33), N-alkyliertes Oligobenzamid (34), Terephthal-
amid (35) und Benzoylharnstoff (36). Die grau hervorgehobenen Sub-
stituenten ahmen die i-, i+ 3/4- und i+ 7-Seitenketten einer a-Helix
nach.
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Subklassen aufgeteilt werden: die Oligopicolinamide oder
Trispyridylamide (31),”*! die 3-O-alkylierten Oligobenzami-
de (32),®"%2 die 2-O-alkylierten Oligobenzamide (33)%*!
und die N-alkylierten Oligobenzamide (34).”**%* Struktur-
untersuchungen bestétigen, dass das Trispyridylamidgeriist 31
durch zwei um das Amidproton zentrierte H-Briicken ver-
festigt ist (Abbildung 13). Interessanterweise erzeugen diese
H-Briicken eine deutliche Strukturspannung, wodurch die
Kriimmung des Strukturgeriists und eine ekliptische Konfor-
mation der i-, i +4- (oder i+ 3-) und i+ 7-Seitenketten ver-
ursacht wird. Da es bei den O-alkylierten Oligobenzamiden
(32 und 33) nur eine H-Briicke gibt, sind sie flexibler und
weniger gekriimmt. Die Kombination aus Pyridin- and Phe-
nylringen ermoglicht eine Justierung der Riickgratkriim-
mung,®® wobei dies auch durch Veridnderung des Substitu-
tionsmusters am aromatischen Ring moglich ist. Folglich sind
2-O-alkylierte Oligobenzamide (33) weniger gekriimmt als 3-
O-alkylierte (32). Gegeniiber den Trispyridylamiden erhoht
ein Gemisch aus Pyridin und Phenylringen die Hydrophobie
und Flexibilitit des Geriists, was eine stdrker gestaffelte
Substituentenanordnung und letztlich potentere PPI-Inhibi-
tion ermdglicht. N-Alkylierte Oligoamide (34) sind bisher die
strukturell einfachsten Oligoamide. Versuche, die Seite des
Strukturgeriists zu funktionalisieren, die nicht fiir die Er-
kennung benotigt wird, wurden von Wilson und Mitarbeitern
unternommen.®”?® Allerdings bewirkte eine Verbesserung
der Loslichkeit gleichzeitig eine Absenkung der Inhibitor-
aktivitdt. Ein dimeres Mimetikum aus N-alkylierten Oligo-
amiden, das keine positive Kooperativitit aufweist, wurde
durch Klick-Chemie zuginglich gemacht.”?*! Die Signifikanz
stereogener Substituenten wird durch die Arbeiten von
Wilson et al. deutlich, die kiirzlich ein Hybridmimetikum
beschrieben, das Monomere der 2-O-, 3-O-, und N-alkylier-
ten Oligoamide und a-Aminosiuren kombiniert.*™! Oligo-
amid-basierte Strukturgeriiste wurden bereits als PPI-Inhi-
bitoren beschrieben. So stellten DeGrado et al. ein Thioester-
substituiertes Arylamidgeriist,*”!! Hamiltons Gruppe ein Bi-
phenyl-4,4'-dicarboxamidgeriist’™ sowie Boger und Whitby
eine vereinfachte Version des 3-O-alkylierten Oligobenz-
amids vor,”®! wodurch die Synthese groBer Substanzbiblio-
theken fiir ein Screening von PPI-Inhibitoren moglich ist.
Generell scheinen Oligoamide weniger wirksame PPI-Inhi-
bitoren zu liefern als das Terphenyl-Strukturgeriist, allerdings
sind sie leichter zugénglich und modifizierbar.
Terephthalamide (35; Abbildung 13b) sind rigide und
wasserlosliche Helixmimetika, die leichter synthetisierbar als
Terphenyle sind.®™ Der eingeschrinkte Rotationsfreiheits-
grad um die Amidbindungen und die intramolekulare H-
Briicke ordnen die funktionellen Gruppen wie die i-, i + 4-
und i + 7-Reste einer a-Helix an. Unter den Terephthalami-
den wurden, dhnlich wie bei den Terphenylen, wirksame PPI-
Inhibitoren gefunden, allerdings mit einem Loslichkeits- und
Synthesevorteil. Bei a-Helix-vermittelten PPIs gehen die
kritischen Wechselwirkungen héufig iiber die drei Seitenket-
ten hinaus, die normalerweise von nichtpeptidischen PPI-
Inhibitoren nachgeahmt werden (i, i +4 und i+ 7). Wasser-
16sliche Benzoylharnstoffe (36) sind vielversprechende Mi-
metika, weil das Strukturgeriist miihelos und fortlaufend
verldangert werden kann (Abbildung 13b) und hoch asym-
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metrische Substitutionen ermoglicht.*™! Dabei sind die aro-
matischen Ringe des Terphenylgeriists durch sechsgliedrige,
H-Briicken-vermittelte Ringe ersetzt. Dies fiihrt zu einer er-
hohten Hydrophilie, einer gewissen Rigiditdt und einer ge-
staffelten Anordnung der Substituenten. Die modulare Syn-
these amphiphiler Benzoylharnstoffe, die simultan die i-, i +
1,i+4-,i+6-undi+8-oderdiei-, i+1-,i+4-,i+7-und i+
8-Positionen einer a-Helix nachahmen, wurde beschrie-
ben.’ Benzoylharnstoffe koénnen damit zwei a-helikale
Kehren einer o-Helix nachahmen. Thre Fihigkeiten als PPI-
Inhibitoren wurden bisher noch nicht getestet.

2.3.4.3. Kovalent eingeschrdinkte Strukturgeriiste

Oligooxopiperazine (OHMs, 37) wurden erstmals von
Arora und ToSovsk4 beschrieben (Abbildung 14).5”! Promi-
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Abbildung 14. Chemische Strukturen kovalent eingeschrankter a-Helix-
Strukturmimetika: Oligooxopiperazin (37) und Spiroligomer (38). Die
grau hervorgehobenen Substituenten ahmen die i-, i+3/4- und i+ 7-
Seitenketten einer a-Helix nach.

nente Eigenschaften dieses Aminosidure-abgeleiteten Geriists
sind die Abwesenheit aromatischer Ringe und das chirale
Riickgrat. Strukturuntersuchungen bestétigen die Nachah-
mung der i-, i+4- und i+ 7-Substituenten einer a-Helix,
wenn die Amide die bevorzugte trans-Konformation ein-
nehmen. Ein Oxopiperazindimer hat ungefdhr die Linge
einer achtmeren o-Helix und hat eine wohldefinierte Struk-
tur, die stark von der Cyclisierung des Peptidriickrats unter-
stiitzt wird. Die Chiralitdt kann die Vororganisation dabei
weiter fordern und ist damit eine wertvolle Eigenschaft dieses
Gertists. Spiroligomere (38) sind ebenfalls chirale, kovalent
eingeschriinkte Strukturgeriiste (Abbildung 14).5%! Dabei
bestimmen die einzelnen Spiromonomere die dreidimensio-
nale Struktur und die Ausrichtung der Substituenten. Bei der
Synthese werden zuerst in der so genannten Anordnungs-
phase die Bis(aminosduren) an der Festphase gekuppelt. In
der Verfestigungsphase werden die Diketopiperazinringe
geschlossen, um das finale, rigide Geriist zu bilden.”*31! Fiir
stark eingeschrinkte Diketopiperazine (mit fiinf oder sechs
Substituenten) wurde eine Reaktion entwickelt, die mit der
Festphasensynthese kompatibel ist.*'! Konfokale Mikrosko-
pie zeigte eine gute Zellpermeabilitidt des Strukturgeriists
durch passive Diffusion.”"!! Des Weiteren konnte mit den
Spiroligomeren die Annahme, dass chirale Strukturen eine
hohere Inhibierungsaktividt zur Folge haben, bestitigt
werden. Als letztes Beispiel sind die von Zhang et al. be-
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schriebenen Strukturmimetika auf Basis von Cross-Acridin
zu nennen. Diese sind am Terminus funktionalisiert und
ahmen dadurch die i-, i+3-, i+5- und i+ 7-Seitenketten
einer a-Helix nach. Die Struktur ist achiral und aromatisch.
In diesem Fall wird die nachahmende Wirkung durch die
Gegenwart von Doppel- oder Amidbindungen und die starke
Rigiditit des multicyclischen Strukturgeriists unterstiitzt.*!

3. Protein-Protein-Interaktionsinhibitoren

Peptid-inspirierte PPI-Inhibitoren wurden fiir verschie-
dene Zielproteine generiert. Einige Proteine haben sich im
Laufe der Zeit zu Modellsystemen entwickelt, an denen die
Eigenschaften von Peptidmimetika getestet werden konnten.
Dazu gehoren z.B. die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs), die Apoptoseregulatoren MDM2/MDMX und die
BCL-2-Proteinfamilie. In Abschnitt 3 diskutieren wir die
neuesten Entwicklungen der Mimetika der Klassen A—C fiir
diese Modellsysteme und weitere Proteine, einschlieflich den
kleinen GTPasen, Transkriptions- und Enzymregulatoren
sowie pathogenen Proteinen.

3.1. Transmembranrezeptoren

Transmembranrezeptoren sind wichtige Signalvermittler
zwischen extra- und intrazelluldaren Ereignissen. Ihre Fehl-
funktion wird mit pathogenen Zustédnden, wie metabolischen
Storungen oder Krebs, in Verbindung gebracht.F!331l Re-
zeptoren reagieren auf die Bindung von Effektoren, die nie-
dermolekulare Verbindungen, Peptidhormone oder auch
Proteinliganden sein konnen. Fiir manche Signalnetzwerke ist
die Bindung eines zusétzlichen Cofaktors notwendig. Einige
peptidstammige PPI-Inihibitoren wurden fiir die Bindung
bestimmter Rezeptoren entwickelt; dazu gehoren z.B. heli-
kale p-Peptide, die die Wechselwirkung zwischen dem Sca-
vengerrezeptor B und dem High-Density-Lipoprotein inhi-
bieren,®'”! oder a/p-Peptide, die die Rezeptorbindungsstelle
des Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) binden.™
Eine Hyperaktivitdt der Epidermal-Growth-Factor-Rezep-
tor(EGFR)-Tyrosinkinase wird bei der Entstehung und Pro-
gression verschiedener Krebsarten beobachtet.*¥! EGFR-
Inhibitoren binden entweder die extrazelluldre Rezeptor-
bindungsstelle®® und die intrazellulire Adenosintriphos-
phat-Bindungsstelle,*'**! oder sie behindern die Wechsel-
wirkung zwischen EGFR und dem Cofaktor Grb2 (Growth
factor receptor-bound protein 2).F*” Ein fiir die Rezeptor-
aktivitdt entscheidender Schritt ist die Dimerisierung, die
iiber eine Coiled-Coil-Struktur vermittelt wird.’*!! Schepartz
und Mitarbeiter konnten diese Dimerisierung mit Stapled-
Peptiden inhibieren® und eine Aktivitit in zellbasierten
Assays nachweisen.’”! In diesen Assays zeigen die entspre-
chenden Peptide mit offenen Verbriickungen, d.h. zwei Ole-
finseitenketten, interessanterweise eine &hnliche Aktivi-
tat.P*! Kiirzlich wurde von einem weiteren Inhibitor der
EGFR-Dimerisierung berichtet, der aus einem nichthelikalen
Peptid mit einer Triazolylverbriickung besteht.['*”
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GPCRs sind eine gro3e Familie von Transmembranre-
zeptoren, die durch eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden,
darunter auch Peptidhormone, aktiviert werden konnen.
Inhibitoren der Peptidligand-Rezeptor-Wechselwirkung, die
thematisch hier nicht abgehandelt werden konnen, sind in
einem Ubersichtsartikel von Fairlie und Mitarbeitern zu-
sammengefasst.”” Die Ahnlichkeit der Wechselwirkungen
von Rezeptoren mit Peptiden und Proteinen ldsst darauf
schlieBen, dass die grundlegenden Konzepte der Hemmung
von Peptid-Rezeptor-Wechselwirkungen auch fiir die Ent-
wicklung von PPI-Inhibitoren gelten konnten. Beispielsweise
wurden Benzodiazepine in Angiotensin II eingebaut, da die
bioaktive Konformation von Angiotensin II eine B-Kehre
enthilt. Das finale Peptidmimetikum zeigte eine Affinitét zu
AT1- und AT2-Rezeptoren.”™! In einem weiteren Beispiel
wurde ein Agonist des Somatostatinrezeptors entwickelt,
indem auf einem Glucosegeriist Somatostatinseitenketten in
einer B-Kehrenkonformation angeordnet wurden.”! Eine
trans-Pyrollidin-3,4-dicarboxamid-Strukturbibliothek brachte
hochaffine Liganden des humanen Opioidrezeptors hervor.*!
trans-Pyrollidin-3,4-dicarboxamid und das Glucosegrundge-
riist entsprechen Kehren-Strukturmimetika (Klasse C).*!
GPCR-Proteineffektoren, wie der Melanocortinrezeptor
(MCR), interagieren mit Agouti (ASP) und dem Agouti-
verwandtem Protein (AGRP). Die NMR-Struktur der C-
terminalen Bindungsstelle enthiillt einen Cysteinknoten, der
drei kritische Reste in einer Kehrenstruktur anordnet.*3*")
Das isolierte Bindungsmotiv kann chemisch durch den
Einbau einer Lactam- statt Disulfidverbriickung stabilisiert
werden.”! Andere GPCRs erkennen ihre Bindungspartner
iiber helikale Interaktionsdominen. Im Falle des vasoaktiven,
intestinalen Peptidrezeptors 2 (VPAC,) zeigte ein Stapled-
Peptid eine erhohte Wirksamkeit,®”) wohingegen helikale
o/B-Peptide die Interaktion zwischen Parathormon und dem
Parathormon-assoziertem Peptidrezeptor inhibieren.*")

In Wirbeltieren sind Integrine fiir die Interaktion der
extrazelluldren Matrixproteine mit der Zelloberfliche und
fir die Zell-Zell-Adhision wichtig. Die Fehlregulation be-
stimmter Integrinrezeptoren wird mit einigen Erkrankungen,
darunter Krebs, assoziiert.’"® Integrine sind aus einer a- und
einer (-Untereinheit aufgebaut und viele erkennen ihre
Bindungspartner iiber eine Arg-Gly-Asp(RGD)-Sequenz
(Abbildung 152).”"" Um konformative Einschrinkungen
einzubauen, fiihrten Kessler und Mitarbeiter RGD-Sequen-
zen in cyclische Pentapeptide ein, wodurch sich deren Akti-
vitit und Bioverfiigbarkeit erhohten.’>** Die weitere Opti-
mierung mittels NMR-Spektroskopie-basierter Strukturun-
tersuchungen fithrte zur Identifikation des makrocyclischen
Inhibitors cyclo(RGDfV) oder Cilengitide.”* Interessanter-
weise ist das D-Phenylalanin (f) an weiteren hydrophoben
Kontakten zum Zielprotein beteiligt und tragt zugleich zur
konformativen Einschrankung des Makrocyclus bei. Die Va-
linseitenkette zeigt keine direkten Wechselwirkungen,®! was
den Austausch gegen ein Lysin und weitere anschlieende
Modifikationen ermdoglichte.’*! Andere Verinderungen, wie
die Substitution der Amidbindungen durch Thioamide, die
Retroinversion™® oder die Einfiihrung einer Kehren-indu-
zierenden Aminosiure oder eines Kehrenmimetikums,*>+3*]
fiihren zu einer reduzierten Affinitit infolge der verédnderten
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Sequenz auch in so genannte ,,Cysteinleiter“-Peptide einge-
baut werden."”! Diese natiirlich vorkommenden cyclischen
Peptide beherbergen mehrere, parallel angeordnete Disul-
fidbriicken. Integrinrezeptoren konnen auch die LDV-Keh-
renstruktur erkennen.’! Basierend auf dieser kurzen Se-
quenz wurden cyclische Peptide entwickelt, die BTD (f3-
Kehrendipeptid) als Kehren-induzierendes Element enthal-
ten.’! Andere sind durch eine Riickgratcyclisierung der drei
Aminosduren langen Kehre gekennzeichnet, wodurch die
Seitenkettenanordnung unverindert bleibt.}*”

3.2. Apoptoseregulation
3.2.1. MDM2 und MDMX

\/ Vi cyclo(RGDf-N(Me)V)
o N / MDM?2 und MDMX (auch bekannt als MDM4 und
NH NH O HDM4/HDMX) inhibieren den Tumorsuppressor p53. Als

Reaktion auf zelluldren Stress vermittelt der Transkriptions-
faktor pS3 die Expression von Genen, die an Schutzmecha-
nismen, wie DNA-Reparatur, Zellzyklusarrest und Apoptose,
beteiligt sind.’*** Die Bindung von MDM2 und MDMX an
die N-terminale Transaktivierungsdoméne von p53 blockiert
diese Beschiitzerfunktion entweder, indem sie die Ubiqui-
tinylierung und anschlieBende Degradation durch das Pro-
teasom einleitet,**! oder durch direkte Antagonisierung.*!
Da MDM2 und MDMX in vielen Krebsarten hochreguliert
sind, ist ihre Wechselwirkung mit p53 ein priméres Ziel bei
der Bekdmpfung von Krebserkrankungen. Die Kristallstruk-
turen eines Komplexes zwischen MDM?2 und der p53-Trans-
aktivierungsdoméne offenbaren eine a-helikale Konformati-
on der p53-Interaktionsdomine (Abbildung 16a).5*"! Zu den
p53-Hot-Spots gehdren Phel9, Trp23 and Leu26.5*”) Diese

RGD-Sequenz —

Abbildung 15. RGD-Integrin-Wechselwirkung: a) Kristallstruktur der
RGD-Sequenz aus Fibronectin, das an die ay- (orange) und B;-Unter-
einheit (grau) des Integrinrezeptors bindet (PDB-Code: 4MMX);.

b) Chemische Struktur des cyclischen Pentapeptids cyclo(RGDf-
N(Me)V) (f=pb-Phenylalanin) und die mit Fibronectin RGD (graublau)
uberlagerten Kristallstrukturen (grau/rot, PDB-Code: 1L5G)P*"*%
(rot=konformativ einschrinkende Aminosiuren).

Konformation. Die N-Methylierung des Valins zu cyclo-
(RGDf-N(Me)V) kombiniert eine hohe Rezeptoraffinitit
und -selektivitdt mit verbesserter Biostabilitdt und oraler
Verfiigbarkeit (Abbildung 15b).” Alternativ kann die RGD-

und kristallographische Daten des dhnlich angeordneten p53-
MDMX-Komplexest®! wurden als Startpunkt fiir eine Ent-
wicklung entsprechender PPI-Inhibitoren genutzt. Hierfiir
wurden auch Startsequenzen verwendet, die aus Phagen-

SAH-p53-8
p53

/

C) p53 LSQET|F|SDLWKL[LIPEN
SAH-p53-8 Q S QO T|F|RN LIWR L|LIS,O N
ATSP-7041 LTF BEYWAQJS\SS ARA

&

0] x

b) d) cl
0
(Y Belea ®
N
4 cl
P rEWD O
=t 78A } QI I\
p )N NH
© o}
—0 Nutlin-3a

Abbildung 16. MDM2-p53-Wechselwirkung: a) Kristallstruktur von MDM2 (grau) mit der p53-Transaktivierungsdomine (blau; PDB-Code:
1YCR).P*“1 b) Uberlagerte Kristallstrukturen von p53 (blau; PDB-Code: 1YCR) und des cyclischen B-Haarnadelpeptids 78A (grau/rot; PDB-Code:
2AXI). Die p-Pro-L-Pro(p-P)-Verbriickung ist rot hervorgehoben."™ ¢) Sequenzen der Stapled-Peptide (links). Uberlagerte Kristallstrukturen (rechts)
von p53 (blau; PDB-Code: 1YCR) und SAH-p53-8 (grau/rot, PDB-Code; 3V3B). Die Verbriickung ist rot hervorgehoben. (Die Seitenketten der einge-
rahmten Aminosauren sind in der Stabdarstellung gezeigt.)**! d) Uberlagerte Kristallstrukturen von p53 (blau; PDB-Code: 1YCR) und Nutlin-3a
(rot; PDB-Code: 4HG7).P*% Alle iberlagerten Kristallstrukturen wurden aus Strukturen der Komplexe mit MDM2 oder MDMX entnommen.
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Display-Selektionen gewonnen wurden. Die daraus resultie-
renden Peptide pDi®*! und PMIP* zeigen eine duale inhi-
bitorische Wirkung fiir die p53-MDM2- und p53-MDMX-
Wechselwirkung, was fiir eine effiziente Antikrebsaktivitat
wiinschenswert ist. Alternativ lieferte eine Kombination aus
Spiegelbild-Phagen-Display-Technik und nativer chemischer
Ligation proteolytisch stabile p-Peptidinhibitoren der p53-
MDM2-Wechselwirkung; allerdings sind diese Peptide nur
unzureichend zellpermeabel.'*3! Auch die mRNA-Display-
Technik hat das Screening groBerer Peptidbibliotheken er-
moglicht,® jedoch sind diese Peptide oft proteolytisch in-
stabil und zellundurchléssig.

Derartige peptidische Binder bildeten jedoch die
Grundlage fiir die Entwicklung von Peptidmimetika. Ein &l-
teres Beispiel eines Klasse-A-Mimetikums, das HDM2 in vi-
tro im nanomolaren Bereich bindet, besteht aus einem mo-
difizierten Octapeptid mit vier nichtnatiirlichen Aminosiu-
ren.’3¥ Dieses Peptid fordert die Akkumulation von p53 in
Krebszellen, wodurch der Zelltod durch Apoptose eingeleitet
wird.’®) Auch hier sind die Nachteile eine geringe Zellper-
meabilitdt und Proteaseresistenz. Spéter gelang es Robinson
und Mitarbeitern, die kritischen Reste der p53-Helix auf eine
cyclische f-Haarnadel zu iibertragen. Eine Riickgratmakro-
cyclisierung und der Einbau einer D-Pro-L-Pro(p-P)-Kehre
wurden genutzt, um die B-Faltblattstruktur zu stabilisieren.
Das modifizierte Peptid zeigte eine gute Affinitit zu
HDM2." Die Sequenzoptimierung durch den Einsatz
nichtnatiirlicher Aminoséduren fiihrte zu Klasse-B-Mimetika
mit verbesserten Affinititen (Abbildung 16b).'"™ Dieser in-
novative Ansatz brachte eine der wenigen stabilisierten f3-
Faltblattstrukturen hervor, die als PPI-Inhibitor genutzt
wurden, und veranschaulicht eindrucksvoll die Austausch-
barkeit von Sekundérstrukturen.

Um die Limitationen beziiglich Zellpermeabilitidt und
Proteasestabilitit zu iiberwinden, wurden Thiol- und Tria-
zolverbriickungen sowie die Hydrocarbon-Peptide-Stapling-
Technik fiir die Entwicklung von Klasse-A-Helixmimetika
untersucht. Der Einbau einer Bisarylverbriickung in Position
i und i+ 7 der pDi-Sequenz fiihrte zu Peptiden mit moderat
erhohter a-Helizitdt und Bioverfiigbarkeit, aber einem pro-
minenten Anstieg der Zellgéngigkeit. Eine D,L-Dicystein-
verkniipfte  6,6'-Bis(brommethyl)-3,3-bipyridin(Bpy)-Ver-
briickung triagt durch zusétzliche Kontakte zu MDMX zur
Bindungsaffinitit bei.”® Eine Verbriickung, die auf der
photoinduzierten 1,3-dipolaren Cycloaddition basiert,
brachte Peptide mit hoher Affinitdt zu MDM2 und MDMX
hervor. Durch den Einbau positiv geladener Aminosduren
wurde die Zellgéngigkeit verbessert, und die duale Inhibition
konnte in Zellen nachgewiesen werden.’®) Im Vergleich zum
Wildtyp-Peptid haben die modifizierten Peptide eine &hnli-
che Affinitédt, aber eine verbesserte Proteaseresistenz. Die
Inkorporation von Arg-Resten in den Linker fiihrte zu zell-
gingigen Peptiden.”**! Alternativ brachten auch HBS-sta-
bilisierte Helices®®? and Metallopeptide!'” MDM2-Binder
hervor.

Eine Reihe a-helikaler, pS3-abgeleiteter Stapled-Peptide
(SAH-p53; Abbildung 16¢) mit Verbriickungen an i und i 47
zeigten eine hohere oa-Helizitdt, MDM?2-Bindungsaffinitét
und Proteaseresistenz als das Startpeptid. Das Ersetzen ne-
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gativ geladener Aminosduren fithrte zu zellpermeablen
Klasse-A-Mimetika mit In-vivo-Aktivitat.”**  Kristall-
strukturen zeigen, dass die Kohlenwasserstoffverbriickung
direkt an der MDM2-Bindung teilnimmt, was die deutliche
Affinitétssteigerung durch das Hydrocarbon Peptide Stapling
erklirt.’™ Andere Stapled-Peptide, die als Dualinhibitoren
von MDM2 und MDMX fungieren, tragen eine Reihe mo-
difizierter Seitenketten.”*! Vor kurzem berichtete beispiels-
weise Aileron Therapeutics von Stapled-Peptiden, die auf
dem pDi-Peptid basieren. Kandidaten wie ATSP-7041 zeigten
eine hohe Selektivitdt und Affinitédt fiir MDMX und MDM?2
bei zusitzlich verbesserten pharmakokinetischen Eigen-
schaften. Ein Kandidat dieser Serie befindet sich zurzeit in
klinischen Studien.’®! ATSP-Peptide binden an mutierte
Formen von MDM?2, die nicht fiir niedermolekulare p53-
MDM2-Inhibitoren der Nutlinfamilie zugénglich sind (Ab-
bildung 16¢).2%3%! Nutline sind Klasse-D-Peptidmimetika,
die die p53-MDM2-Wechselwirkung inhibieren konnen.B*”
Hochdurchsatzscreenings mit Bibliotheken niedermolekula-
rer Verbindungen erbrachten die urspriingliche Leitstruktu-
ren, aus denen die Nutline entwickelt wurden, die mit hoher
Affinitdt die p53-Bindungsstelle von MDM2 binden. Das
rigide Strukturgeriist ermdglicht eine effiziente Nachahmung
der fiir die Bindung wichtigen Substituentenanordnung
(Abbildung 16d). Einige Mitglieder der Nutlinfamilie indu-
zieren einen pS53-abhingigen Zellzyklusarrest und Apoptose
in Krebszellen und inhibieren sogar Tumorwachstum in
Xenograft-Modellen. !

Foldamere sind validierte Strukturgeriiste fiir die Ent-
wicklung von Klasse-B-Mimetika und erwiesen sich auch fiir
die pS3-MDM2-Inhibition als niitzlich. Die Reste, die den
grofiten Beitrag zur p53-MDM2-Wechselwirkung leisten
(Phel9, Trp23 und Leu26), wurden in die Erkennungsseite
eines 14-Helix-p-Peptids integriert. Die helikale Struktur
wurde mit dem elektrostatischen Makrodipolansatz einge-
schrankt, ~wodurch  mikromolare Binder generiert
wurden.P="!l Diverse Methoden und verbesserte Verfahren
fiir die Synthese und Evaluierung MDM?2-bindender (3-Pep-
tide wurden beschrieben.’’>¥ Die verhiltnismiBig schlechte
Bindungsaffinitét ldsst jedoch darauf schlielen, dass die 14-
Helix die p53-MDM2-Wechselwirkung nicht ausreichend
abbildet. Eine moderate Verbesserung der biologischen Ak-
tivitdt konnte durch die Einbindung nichtnatiirlicher Seiten-
ketten erreicht werden.”’**! Die Zellpermeabilitit wurde
durch Konjugation mit zellgingigen Peptiden®” oder den
Einbau von p-Homoargininen®”"! oder Seitenketten-Seiten-
ketten-Verbriickungen verbessert.”?®? HBS-o/B-Peptide, die
das Muster aoof tragen und deren Hot-Spots a-Aminosédu-
ren sind, brachten affine und konformativ rigidere MDM2-
Binder hervor.’”® AuBerdem wurden auch achirale Peptoide
mit hoher Flexibilitdt entworfen, die die p53-MDM?2-Wech-
selwirkung moderat inhibieren.”!

Strukturmimetika (Klasse C) wurden erst kiirzlich fiir die
Inhibition der p53-MDM2-Wechselwirkung verwendet.
Dabei fungierten Terphenyle (27) mit aliphatischen Gruppen
an den Termini und grofen aromatischen Gruppen im Zen-
trum als Mimetika der p53-Peptidsequenz. Diese Mimetika
zeigen gute MDM2-Affinititen und -Selektivititen™" und
sowie Aktivitit in zellbasierten Assays.**!! Zellgingige Pyr-
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Abbildung 17. PPls der BCL-2-Proteinfamilie: a) liberlagerte Kristallstrukturen von BIM (orange; PDB-Code: 2NL9) und NoxaB (blau; PDB-Code:
2NLA) in Komplex mit MCL-1.P%! b) Uberlagerte Kristallstrukturen von NoxaB (blau; PDB-Code: 2NLA) mit (links) dem Bisaryl-verbriickten Peptid
Bph-Noxa2 (grau; PDB-Code: 4g35, c= p-Cystein)? und (rechts) dem Stapled-Peptid MCL-1 SAHB,, (grau; PDB-Code: 3MK8).%*" Die Verbri-
ckungen sind rot hervorgehoben. (Die Seitenketten der eingerahmten Aminoséuren sind in der Stabdarstellung gezeigt.) c) Uberlagerte Kristall-
strukturen von BIM (orange; PDB-Code: 2NL9) und o,/B-Peptid a/B-2 (grau/rot; PDB-Code: 4BPI).*® B-Aminosauren sind rot hervorgehoben (BE,
BQ, BR, BD und BA sind B*-Aminosauren, die E, Q, R, D bzw. A entsprechen). d) Strukturmimetika des helikalen MCL-1-Bindungspeptids.?'2383%

rolopyrimidine (30) wurden ebenfalls fiir die Inhibition der
p53-MDM2- und p53-MDMX-Wechselwirkung genutzt und
forderten die pS53-abhédngige Apoptose in kultivierten
Krebszellen. Wenngleich weniger wirksam, inhibieren H-
Briicken-gesteuerte 3-O-alkylierte (32),27%2 2-O-alkylierte
(33)* und N-alkylierte Oligobenzamide (34)%*2%*1 sowie
Hybridel™ den p53-HMD2-Komplex in vitro. Kovalent ein-
geschriankte OHMs (37) konnten ebenfalls MDM?2 in vitro
binden,®®! und die Spiroligomere (38) stéren den p53-
HDM2-Komplex und l6sen {iiberraschenderweise eine
HDM2-Akkumulierung in Zellen aus, wahrscheinlich durch
Behinderung des proteolytischen Abbaus.*!!!

3.2.2. BCL-2-Proteinfamilie

Die BCL-2-Proteinfamilie ist entscheidend an der Regu-
lation der Apoptose beteiligt. Sowohl pro-apoptotische (z.B.
BAK, BAX, BID, BIM, NOXA, HRK, PUMA, BAD) als
auch anti-apoptotische Mitglieder (z.B. BCL-xL, BCL-2,
BCL-w, MCL-1, Al) sind Teil eines komplexen PPI-Netz-
werks.®*3] Wechselwirkungen zwischen Proteinen dieser
beiden Klassen sind an der Erkennung zelluldren Stresses und
der Modulation apoptotischer Signalwege beteiligt. Pro-
apoptotische Proteine werden unterteilt in Effektoren, di-
rekte Aktivatoren und Derepressoren oder Sensibilisatoren.
Effektoren (z.B. BAK, BAX) und anti-apoptotische Proteine
haben vier BCL-2-Homologiedoménen (BH1-BH4) mit
einem gemeinsamen Faltungsmotiv, wodurch die hydrophobe
so genannte BC-Tasche entsteht. Diese vermittelt die Bin-
dung an einen a-helikalen Teil von BH3-only-Proteinen, zu
denen sowohl direkte Aktivatoren (BID, BIM, PUMA) als
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auch Derepressoren/Sensibilisatoren (BAD, NOXA, HRK)
zahlen. An der Wechselwirkung sind hoch konservierte hy-
drophobe und polare Reste beteiligt (Abbildung 17a). Die
notige Selektivitit, um die Interaktionen innerhalb der BCL-
2-Proteinfamilie genau abzustimmen, wird durch Variationen
in der BH3-Sequenz gewihrleistet.?**% Mitglieder der BCL-
2-Proteinfamilie gelten als hochinteressante Zielproteine in
der Wirkstoffentwicklung, und ihre Modulation wurde durch
unterschiedliche Ansitze erreicht. Relevante PPIs zwischen
BCL-2-Mitgliedern wurden beispielsweise durch Klasse-A-
Helixmimetika inhibiert, die Thiol- oder Kohlenwasserstoff-
verbriickungen aufweisen oder H-Briickensurrogate enthal-
ten. Des Weiteren wurden Klasse-B-Helixmimetika, wie o/f3-
Peptide, sowie sterisch und H-Briicken-gesteuerte Klasse-C-
Mimetika als Inhibitoren entwickelt.

Um einen selektiven MCL-1-Binder zu generieren, wurde
ein NOXA-abgeleitetes Peptid durch eine Bisarylverbrii-
ckung zwischen D-Cys (c) in Positioni und L-Cys in i+7
stabilisiert. Die Kristallstruktur des Komplexes zeigt eine
intramolekular Edge-to-Face-n-i-Wechselwirkung zwischen
der Arylverbriickung und dem MCL-1-Peptid (Abbil-
dung 17b).?* Basierend auf dieser Kristallstruktur wurden
weitere Modifikationen fiir eine Aktivitédtssteigerung vorge-
nommen. Die Hydrophobie wurde durch den Austausch
nichtwechselwirkender, geladener Aminosiduren gegen Ala
und durch N-Methylierungen am Riickgrat erhoht. Eine
Vielzahl an ,stabilisierten o-Helices der BCL-2-Doméne*
(SAHBs) wurde mit der Hydrocarbon-Peptide-Stapling-
Technik synthetisiert. Die Einfiihrung einer Kohlenwasser-
stoffverbriickung erhohte die Helizitét, Proteasestabilitédt und
Zellgingigkeit dieser BH3-abgeleiteten Peptide, allerdings
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konnten diese nur einige der PPIs zwischen Proteinen der
BCL-2-Familie inhibieren. Eine SAHB der BH3-Doméne des
BID-Proteins induziert die Apoptose in Leukédmiezellen
in vitro und in vivo.*"! Ein MCL-1-abgeleitetes SAHB inhi-
biert die Bildung des BAK-MCL-1-Komplexes, wodurch der
Zelltod durch Caspase-abhéngige Apoptose induziert wird.
In der Kristallstruktur dieses Stapled-Peptids im Komplex mit
MCL-1 wird deutlich, dass die Verbriickung direkt an der
Bindung beteiligt ist (Abbildung 17b). Um wirksame PPI-
Inhibitoren zu generieren, musste dafiir eine Reihe von
Stapled-Peptiden synthetisiert werden.”®”’ SAHBs wurden
auch dazu genutzt, die zelluldre Regulation der BCL-2-Pro-
teinfamilie besser zu verstehen.”>%] H-Briickensurrogate
wurden fiir die Stabilisierung der BAK BH3-Helix verwen-
det, wodurch die Helizitat und Proteasestabilitidt zwar erhoht
wurden, aber die Bindungsaffinitidt verringert wurde. Eine
anschlieBende Sequenzoptimierung fiithrte schliellich zu
einem Peptid mit erhohter Bindungsaffinitzt.**"

Klasse-B-Peptidmimetika  fungierten ebenfalls als
Hemmer von PPIs zwischen BCL-2-Proteinen. Reine (3-Pep-
tide eigneten sich zwar nicht, aber heterogene (z.B. a/f§
Peptide) und chiméire Foldamere (z.B. a/ff + ) brachten die
erwiinschten Inhibitoren hervor. Das oofacof-Riickgrat
wurde auf das PUMA-BH3-abgeleitete Peptid angewendet,
um Foldamere mit hohen Bindungsaffinitdten zu BCL-xL und
MCL-1 zu generieren.® Weitere Liganden dieser Proteine
wurden durch die Nachahmung der BIM-BH3-Helix mit dem
aoof-Muster hergestellt.?® Interessanterweise hingt in
beiden Fillen die Selektivitét stark von der Anzahl und Po-
sition der a-zu-p*-Substitutionen ab. Ein chimires Peptid (o
B+0) mit einem 6-meren a-Peptid am C-Terminus und
einem 9-meren o/f-Peptid am N-Terminus zeigt eine zehn-
fach hohere Affinitdt als das natiirliche BAK-16-mer und
konnte die Bildung des BAK-BCL-xL-Komplexes wirksam
inhibieren.”””! Das N-terminale Fragment besteht aus a- und
B-Aminosduren im 1:1-Wechsel und stellt eine neue helikale
Anordnung namens 14/15-Helix dar.”®' Eine Erhohung der
Proteasestabilitdt und Selektivitédt innerhalb der BCL-2-Mit-
glieder und eine Cytochrom-c-Freisetzung konnten ebenfalls
gezeigt werden. Weiterfithrende Optimierungen fithrten zu
Foldameren mit verbesserter Proteasestabilitidt, aber ver-
nachlissigbarer Zellpermeabilitit.?%3%)

Als Prototypen der Klasse-C-Helixmimetika fungierten
Terphenyle fiir die Anordung der Hot-Spot-Reste helikaler
BH3-Peptide.[**" Einige der resultierenden Terphenyle
(40) unterbinden die Wechselwirkung von BCL-xL, BCL-2
und MCL-1 mit BAX bzw. BAK oder mit BIM bzw. BAD in
kultivierten Zellen. Diese Inhibition leitet eine Caspase-ab-
hiingige Apoptose ein.”™™ Einige Pyridazin-haltige heterocy-
clische Strukturgeriiste! sowie H-Briicken-gesteuerte Mi-
metika, wie Trispyridylamide,®™ Benzoylharnstoffel>4l
und Biphenyle,*™ inhibierten ebenfalls die Bildung des
BAK-BCL-xL-Komplexes in vitro. Die Untersuchung ver-
schiedener Oligoamidstrukturgeriiste ergab, dass Verbin-
dungen mit einem hoheren Phenylringanteil gegeniiber dem
Pyridinringanteil wirksamere Inhibitoren des Komplexes er-
geben, wahrscheinlich bedingt durch ihre hohere Hydropho-
bie und Flexibilitit. Dieser Trend iibertrigt sich jedoch nicht
auf zellbasierte Experimente, da hier auch die Zellpermea-
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bilitdt und Selektivitit entscheidende Beitrige liefern."**
Eine dieser Verbindungen (41) wurde eingehender unter-
sucht, und es wurde festgestellt, dass die Unterbindung der
BAK-BCL-xL- und BAK-MCL-1-Komplexbildung in
Krebszelllinien Apoptose induziert und in der Lage ist, das
Tumorwachstum in einem Mausmodell zu inhibieren.
Auch Terephthalamide sind in der Lage, die BAK-BCL-xL-
Komplexbildung in humanen Zellkulturen zu unterbin-
den.[F*+4%1 NMR-Spektroskopie und computergestiitzte Stu-
dien bestitigten eine Bindung an die Interaktionsstelle des
BAK-BH3-Peptids. AuBerdem wurden BIM-MCL-1- und
BIM-BCL-2-PPIs mit Cross-Acridin-Geriisten (42) adres-
siert.”!

3.3. Kleine GTPasen

Als schalterartige Proteine haben kleine GTPasen zwei
bestimmte Konformationen, die durch ihre Bindung an
Guanosindiphosphat (GDP) oder -triphosphat (GTP) defi-
niert sind."*! Die Bindung an GTP bewirkt die Einstellung
der aktiven Konformation, wodurch die Interaktion mit Ef-
fektorproteinen moglich wird, was nachgeschaltete Signal-
prozesse ermoglicht. Die Nukleotidbindung wird wiederum
durch PPIs reguliert: Mit dem Guanin-Nukleotid-Aus-
tauschfaktor (GEF) wird der GDP/GTP-Austausch vermit-
telt, und mit GTPase-aktivierten Proteinen wird die Hydro-
lyse des gebundenen GTPs gefordert. Eine Fehlfunktion der
GTPase-Regulation wird mit einer Vielzahl an Erkrankun-
gen, im Besonderen mit der Entstehung von Krebs, in Ver-
bindung gebracht. Ein wichtiges Beispiel ist das proto-On-
kogen Ras, das seinen Namen einer Unterfamilie verwandter
Proteine verleiht, z.B. Rab (Ras-verwandt im Gehirn) und
Rho (Ras-Homologie).*”? Da sehr viele PPIs an der Regu-
lation kleiner GTPasen und der Signalweiterleitung beteiligt
sind, gestaltet sich die Suche nach geeigneten Inhibitoren sehr
schwierig.*® Ein erfolgreiches Beispiel ist die Nutzung einer
HBS-stabilisierten a-Helix aus einem GEF-Protein von Ras
(Sos). Das modifizierte Peptid HBS3 bindet GDP-gebunde-
nes Ras mit mikromolarer Affinitdt und inhibiert den Nu-
kleotidaustausch durch Sos in vitro und in Zellkultur.**! Die
Hydrocarbon-Peptide-Stapling-Technik wurde genutzt, um
die o-Helix des Rab6-interagierenden Proteins (ein Effektor
der Rab-GTPasen) zu stabilisieren. Das i,i + 4-Stapled-Peptid
StRIP3 bindet die aktive Form von Rab8a im mikromolaren
Bereich und konnte mit der Effektorbindung in vitro kon-
kurrieren.™” Zusitzlich zu diesen Klasse-A-Mimetika be-
richteten Hamilton und Mitarbeiter von Klasse-C-Mimetika.
Diese sind auf einem 5-6-5-Imidazol-Phenyl-Triazol-Struk-
turgeriist aufgebaut und zielen auf Cdc42-Bindung ab. Cdc42
ist ein Mitglied der Rho-GTPase-Familie. Durch die Mimikry
dreier Aminosduren (Leu, Lys, Gln) des GEF-Proteins Dbs
ist das Molekiil in der Lage, den Dbs-geférderten Nukle-
otidaustausch in vitro zu inhibieren (ICs,= 67 um).?*"
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3.4. Transkriptionsregulation

Wegen der hiaufigen PPI-Beteiligung an der Regulation
der Transkription ist die selektive Modulierung dieses Vor-
gangs durch synthetische Verbindungen sehr anspruchsvoll.
Paradebeispiele sind embryonale Signalwege, wie die
NOTCH-, Wnt- und Hedgehog-Signalkaskaden. Eine Hy-
peraktivierung solcher Signalwege wird mit verschiedenen
Krebsarten in Verbindung gebracht."'"! Ein bahnbrechendes
Beispiel fiir die direkte Inhibition eines Transkriptionsfak-
torkomplexes durch Peptidmimetika wurde von den Gruppen
um Verdine und Bradner vorgestellt.*!" Sie beschreiben die
Entwicklung eines Hydrocarbon-Stapled-Peptids fiir die In-
hibition des NOTCH-Signalwegs. Die Aktivierung der
NOTCH-Zielgene wird durch die Bindung von Proteinligan-
den an die NOTCH-Transmembranrezeptoren ermoglicht,
wodurch der proteolytische Abbau der intrazelluldren
Domine von NOTCH (ICN) ausgelost wird.'? Daraufhin
translokalisiert die ICN in den Nukleus, wo sie durch Bildung
eines trimeren Komplexes mit dem DNA-gebundenen Tran-
skriptionsfaktor CSL und dem Coaktivatorprotein der Mas-
termind-like(MAML)-Familie die Transkription initiiert. Das
i,i +4-Stapled-Peptid SAHMI1 basiert auf der o-helikalen
Bindungsdoméne von MAML und bewirkt eine effiziente
Inhibition der Trimerbildung in vitro sowie eine robuste
Zellgangigkeit.*!! Zellbasierte Assays bestitigen die Inhibi-
tion der NOTCH-abhingigen Genexpression. In einem
Mausmodell der T-Zell-Akuten Lymphatischen Leukédmie
zeigte eine SAHM1-Behandlung spezifische antiproliferative
Effekte.*!!! Hydrocarbon-Stapled-Peptide wurden auch auf
die Wnt-Signalkaskade gerichtet.??>2342541344 Der kanoni-
sche Wnt-Signalweg wird durch die Bindung extrazelluldrer
Whnt-Proteinliganden an einen Rezeptorkomplex aktiviert.
Dadurch kommt es zur intrazelluldren Inhibition eines Mul-
tiproteinzerstorungskomplexes, der aus Proteinen wie Axin
und Proteinkinasen besteht. In Abwesenheit des Wnt-Li-
ganden ist dieser Komplex fiir den Abbau des Proteins [3-
Catenin verantwortlich. Die Inhibition des Zerstorungskom-
plexes in Gegenwart des Wnt-Liganden verursacht eine Ak-
kumulation des -Catenins und dessen Translokation in den
Nukleus. Dort bindet es an Transkriptionsfaktoren der LEF/
TCF-Familie und an Coaktivatoren, wie das B-Zell-CLL/
Lymphom-9-Protein (BCL9), wodurch die Transkription von
Whnt-Zielgenen aktiviert wird."'” Eine direkte Bindung von
B-Catenin ist ein seit langem bestehendes Ziel in der Wirk-
stoffentwicklung.[***! Basierend auf den o-helikalen B-Caten-
in-Bindungsepitopen von Axin und BCL9 wurden die i,i +4-
Stapled-Peptide StAx-35R™®* und SAH-BCL9;** entwi-
ckelt. StAx-35R verhindert die Komplexbildung zwischen (3-
Catenin und LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren und inhibiert
die Zielgene, die unter der Kontrolle des kanonischen Wnt-
Signalwegs stehen, in zellbasierten Assays.”!! Es wurde ge-
zeigt, dass die korrekte subzelluldre Lokalisierung fiir die
effiziente Inhibition der Signalkaskade essenziell ist.**) An-
dererseits erwies sich SAH-BCLY9; als wirksamer Inhibitor
der Wechselwirkung zwischen (3-Catenin und BCL9, wodurch
ein Teil der Wnt-Zielgene, die das Stammzell-dhnliche Ver-
halten in einigen Krebsarten kontrollieren sollen, gechemmt
werden. In einem Xenograft-Modell der Maus reduziert
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SAH-BCLY9; das Tumorwachstum, die Metastasierung und
Invasion.*¥ Stapled-Peptide wurden ebenfalls genutzt, um
andere Aspekte der Genexpression zu modulieren. Der
Komplex zwischen EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) und
EED (embryonic ectoderm development and suppressor of
zeste 12 homolog) ist entscheidend fiir die Methylierung von
Histonen und wurde durch ein EZH2-abgeleitetes Stapled-
Peptid inhibiert.*'” Des Weiteren sind Protein-Protein-
Komplexe am DNA-Verteidigungsmechanismus!*®! und an
der Regulation der mRNA-Transkription beteiligt und
konnten durch Stapled-Peptide gehemmt werden.[*"!
Estrogenrezeptoren sind Transkriptionsfaktoren, die
durch Steroidhormone aktiviert und durch Coaktivatorpro-
teine zusétzlich reguliert werden. Thre Hyperaktivitat wird
mit verschiedenen Krankheiten, aber vor allem mit der
Krebsentstehung in Verbindung gebracht.'”! Coaktivator-
proteine binden den Rezeptor iiber eine so genannte nukleare
Rezeptorbox (NR-box), die im gebundenen Zustand aus
einem a-helikalen LXXLL-Motiv besteht (Abbildung 18a).
Altere Ansitze fiir die Stabilisierung des Bindungsmotivs in

a) NR&A HKILHRLLODSS

(/ \ Estrogen-
rezeptor a

b) PERM-1

’,/'/\NRCA HKI[LJHRLIJODSS
PERM-1 K¢ I|L|CRLLO

- , v

N—,|

/\NRCA HK I

LlHoLLloDs s
__—sp2 HKLHQ:Si QDS

Abbildung 18. Estrogenrezeptor(ER)-Coaktivator-Wechselwirkung:

a) An ERa gebundenes Coaktivatorpeptid NRCA (grau; PDB-Code:
2QGT). b) Oben: tiberlagerte Kristallstrukturen von NRCA (blau; PDB-
Code: 2QGT) und Disulfid-verbriicktem PERM-1 (grau; PDB-Code:
1PCQ) (links). Cys und p-Cys (c) sind rot und das Disulfid gelb hervor-
gehoben; Sequenzen der verbriickten Peptide (rechts). Unten: Uberla-
gerte Kristallstrukturen von NRCA (blau; PDB-Code: 2QGT) und Stap-
led-Peptid Sp2 (grau; PDB-Code: 2YJA) (links). Die Verbriickung ist rot
hervorgehoben. Sequenzen der Stapled-Peptide (rechts). Die Seitenket-
ten der eingerahmten Aminoséuren sind in der Stabdarstellung ge-
zeigt. c) Uberlagerte Kristallstrukturen von NRCA (blau; PDB-Code:
2QGT) und 44 (grau/rot; CCDC: 636896).
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der aktiven Konformation nutzen die Verbriickung von Sei-
tenketten iiber Disulfide (PERM-1; Abbildung 18b), Lacta-
me oder Thioether." ! Ein Lactam-verbriicktes Peptid
wurde zusétzlich durch nichtnatiirliche Aminosiduren modi-
fiziert, wodurch die Selektivitdt zwischen Rezeptorsubtypen
erhoht werden konnte.'® Beruhend auf der Kristallstruktur
des ERoa-gebundenen Nuklearer-Rezeptor-Coaktivator-
(NRCA)-Peptids 2 (Abbildung 18a) wurden i, + 4-Stapled-
Peptide entwickelt. Eine Serie von Peptiden mit variierenden
Verbriickungspositionen wurde eingehender untersucht.!”!
Es zeigten sich dabei signifikante Unterschiede der Bin-
dungsmodi, Affinitditen und Selektivititen. Insbesondere
konnte eines der entscheidenden Leu durch einen Baustein
ersetzt werden, der an der Makrocyclisierung beteiligt ist
(Sp2; Abbildung 18b). In diesem Fall ist die hydrophobe
Verbriickung an der Bindung beteiligt, wiahrend der Rest des
stabilisierten Peptids gut mit dem Wildtyp iibereinstimmt. "]
Hamilton und Mitarbeiter fithrten ein Strukturmimetikum
anlehnend an Pyridylpyridonderivate mit Substitutionen an
den 2-Pyridyl- und 1,5-Pyridonpositionen (z. B. 44) ein. Diese
Verbindungen konkurrieren mit der natiirlichen Bindungs-
sequenz in vitro. Die Kristallstruktur des ungebundenen 44
offenbart eine gute Ubereinstimmung der hydrophoben
Reste mit den Leu-Seitenketten des helikalen LXXLL-
Motivs (Abbildung 18c).

Die Interaktion zwischen Hypoxie-induzierenden Tran-
skriptionsfaktoren (HIFs) und den p300/CBP-Coaktivator-
proteinen ist eine weitere PPI, die mit dem Auftreten von
Krebs in Verbindung gebracht wird. HIFs werden bei zellu-
larem Sauerstoffmangel aktiviert. In Krebszellen kann die
Wechselwirkung mit Coaktivatoren von HIFs die Expression
von Genen auslosen, die die Invasion, Angiogenese und einen
modifizierten Metabolismus fordern.*?”! Die Wechselwirkung
zwischen HIF-1lo und p300/CBP wird durch zwei kurze a-
Helices in HIF-1a vermittelt. Basierend auf diesen Peptid-
sequenzen entwickelten Arora und Mitarbeiter verschiedene
Peptidmimetika. Anfangs handelte es sich um H-Briicken-
surrogate  (26), die wirksam die Komplexbildung
hemmen.?***! Die stabilisierten Peptide zeigten eine inhi-
bitorische Wirksamkeit in Krebszell-basierten Assays und in
murinen Tumor-Xenograft-Modellen. Des Weiteren testeten
sie Klasse-C-Peptidmimetika auf ihre Fahigkeit, die HIF-1a-
p300/CBP-Wechselwirkung zu hemmen 42451 Aromati-
sche Oligoamide (32 und 34) wurden genutzt, um die drei
aliphatischen Seitenketten der HIF-1a-Sequenz anzuordnen,
und zeigten eine inhibitorische Wirkung in vitro.*?! Oligo-
oxopiperazin-Helixmimetika (OHMs, 37) ermoglichten die
erwiinschte ~ Anordnung  aliphatischer und  polarer
Reste.*4 Das resultierende Klasse-C-Mimetikum OHM-
1 konkurriert nicht nur mit der HIF-la-Bindung in vitro,
sondern reduziert zusétzlich die Expression Hypoxie-indu-
zierter Gene in zellbasierten Assays und ist in murinen
Tumor-Xenograft-Modellen aktiv. Diese bemerkenswerten
Resultate unterstreichen das Potenzial der auf dem Oligo-
oxopiperazin-Strukturgeriist basierenden o-Helixmimetika.
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3.5. Enzymregulation

In medizinalchemischen Ansdtzen werden Enzyme
hauptsdchlich durch die Bindung niedermolekluarer Sub-
stanzen an das aktive Zentrum oder an die Cofaktorbin-
dungsstelle inhibiert. Die Regulation der Enzymfunktion in
Zellen geschieht allerdings héufig tiber PPIs, was den Einsatz
von Peptidmimetika nahelegt. Oft sind konservierte Prote-
indominen, wie SRC Homology 3 (SH3), PDZ und WW, an
diesen regulatorischen PPIs beteiligt.*!! Diese Dominen er-
kennen bestimmte Peptidabschnitte innerhalb flexibler Re-
gionen ihres Proteinbindungspartners. SH3-Doménen binden
z.B. an PXXP-Sequenzen, wobei X eine variable Aminosédure
darstellt, die eine Spezifitit fiir die Subtypen ermoglicht.[**4]
Es wurde gezeigt, dass SH3-Doménen Proline aufgrund der
N-Substitution und nicht aufgrund ihrer cyclischen oder
sperrigen Eigenschaften erkennen. Folglich fiihrte der Einbau
N-alkylierter Reste zu Peptoid-Peptid-Hybriden, die sich als
wirksame und hochselektive Liganden der SH3-Doménen
herausstellten.”™ Die subzellulire Lokalisierung der Prote-
inkinase A (PKA), ein Schliisselprotein bei der Regulation
der von cyclischem AMP abhéngigen Signalwege, wird durch
die A-Kinase-Anchoring-Proteine (AKAPs) bestimmt. Diese
PPIs werden iiber helikale Peptidstrukturen vermittelt und
wurden als Startpunkt fiir die Entwicklung von Stapled-Pep-
tiden verwendet. Diese Klasse-A-Mimetika zeigen eine hohe
proteolytische Stabilitidt, gute Zellgéngigkeit und Isoform-
spezifitit, die es ermoglicht, in vitro und in kultivierten Zellen
die PKA-RII-AKAP-Komplexbildung selektiv zu inhibie-
ren."”! Piperidin-Piperidinon-basierte Verbindungen (18)
wurden als Strukturmimetika des -Strangs genutzt, der an
der Homodimerisierung von a-Antithrombin beteiligt ist.[**!
Diese Klasse-C-Mimetika sind in der Lage, die Dimerisierung
zu hemmen, wodurch die Oligomerisierung von o-Anti-
thrombin katalysiert wird.

3.6. Pathogene Zielproteine

Infektionskrankheiten sind die zweithédufigste Todesur-
sache weltweit.*””! Sie werden durch pathogene Mikroorga-
nismen, wie Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten, verur-
sacht. Der Lebenszyklus dieser Krankheitserreger ist von
vielen PPIs abhéngig, die fiir essenzielle Funktionen, wie die
Wirterkennung, Reproduktion oder Abwehrmechanismen,
wichtig sind. Daher ist die Entwicklung von Verbindungen,
die pathogene PPIs selektiv inhibieren, eine vielverspre-
chende Strategie. Eine Vielzahl von strukturbasierten Ent-
wicklungsstrategien wurde genutzt, um PPI-Inhibitoren zu
generieren, die bestimmte Aspekte der viralen oder bakteri-
ellen Infektion bekdmpfen. Das humane Immundefizienzvi-
rus (HIV) ist ein Primirziel fiir die Anwendung einer Reihe
Peptid-abgeleiteter PPI-Inhibitoren, wobei der Fokus auf der
Virusassemblierung und dem Eintritt in die Wirtzelle liegt.
Ein Schliisselprozess der HIV-Infektion ist die Anordnung
beider ,,immature-like viral particles“ und, nach dem pro-
teolytischem Abbau, der ,,mature viral capsids“."**! Phagen-
Display-Screenings lieferten eine helikale Peptidsequenz
(CAI), die die Anordnung dieser Partikel in vitro hemmt,
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ohne dabei ausreichende Zellgingigkeit zu zeigen.””” Die
Hydrocarbon-Peptide-Stapling-Technik fithrte zum Stapled-
Peptid NYAD-1, das einen erhohten a-helikalen Anteil und
eine erhohte Bindungsaffinitit in vitro hat. NYAD-1 ist zwar
zellpermeabel und inhibiert die HIV-Infektion in zellbasier-
ten Assays,*" allerdings wurden fiir NYAD-1 und dessen
Analoga eine schlechte Loslichkeit und eine Tendenz zur
Aggregation festgestellt.>!

Glykoprotein 41 (gp41) ist ein HIV-Transmembranpro-
tein, das fiir die Fusion der Virushiille und der Membran der
Wirtzelle verantwortlich ist. Der Fusionsprozess besteht aus
der Einfligung des N-terminalen ,,coiled coil“ von gp41 in die
Wirtzelle, gefolgt von einer Strukturumlagerung, die zur
Bildung des so genannten ,,six a-helix bundle® fiihrt. Diese
Umlagerung bringt die Virushiille und die Wirtmembran in
unmittelbare Nachbarschaft zueinander und miindet in der
Virusfusion.*?) Das ,six o-helix bundle* (Abbildung 19a)
besteht aus drei inneren a-Helices, die vom N-terminalen
Heptad-Repeat des gp41l (NHR, orange) stammen, und drei
duBeren a-Helices des C-terminalen Heptad-Repeat (CHR,
blau; Abbildung 19). Der FDA-zugelassene Wirkstoff Enfu-
virtide ist ein CHR-abgeleitetes, unmodifiziertes und
36 Aminosiuren langes Peptid."* Enfuvirtide zeigt die all-
gemeine Anwendbarkeit von Peptiden als antivirale Wirk-
stoffe und stimulierte die Entwicklung von Klasse-A-Helix-
mimetika. Eine Reihe CHR-abgeleiteter Peptide wurde
durch die Einfiihrung einer (z.B. HIV-C14linkmid)®?'®! oder
zweier Lactamverbriickungen (z.B. HIV31; Abbildung 19b)
generiert.® In zellbasierten Assays zeigen die aktivsten
Peptide dieser Reihe inhibitorische Aktivitdten gegen eine
virale Infektion im mikromolaren Bereich. Die CHR-Se-
quenz fungierte auch fiir HBS-Peptide als Templat. Nachdem
ihre Loslichkeit durch den Austausch nichtwechselwirkender
Aminosduren durch basische oder saure Reste verbessert
worden war, zeigten sie eine mikromolare Inhibition der
Zellfusion."*! Die Peptidsequenz von Enfuvirtide wurde als
Startpunkt fiir die Entwicklung von Stapled-Peptiden mit
zwei  Kohlenwasserstoffverbriickungen  genutzt. Diese
Double-Stapled-Version von Enfuvirtide (SAH-gp41; Abbil-
dung 19¢) hat gegeniiber dem unmodifizierten Peptid einen
erhohten a-helikalen Charakter sowie eine erhohte Pro-
teasestabilitidt, orale Bioverfiigbarkeit und inhibitorische
Aktivitit beziiglich der HIV-1-Fusion.?

Kurze p-Peptide, die hydrophobe Reste des CHR-Peptids
enthalten, wurden ebenfalls fiir die Inhibition der Six-Helix-
Bundle-Bildung hergestellt. Diese Klasse-B-Mimetika
nehmen eine 14-Helix-Konformation ein, die durch elektro-
statische Makrodipolstabilisierung und Salzbriicken zwischen
den auf einer Seite der Helix befindlichen Ornithin- und den
Glutaminsiure-Seitenketten unterstiitzt wird.[*! Eine ver-
besserte Inhibition der Bundle-Bildung konnte durch die
Optimierung des zentralen Tryptophans erreicht werden.[*")
Die Entwicklung langer, CHR-abgeleiteter, heterogener o/f3-
Peptide miindete in helikale Foldamere. Das aofooof-
Muster fiihrte zu Foldameren, in denen sich alle 3-Reste auf
der Losungsmittel-ausgesetzten Helixseite befinden.* Die
groBe Anzahl an B-Aminosduren macht diese Foldamere
vergleichsweise felxibel, wodurch sie deutlich an inhibitori-
scher Aktivitét verlieren. Chimére Peptide, die einen aus a-
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Abbildung 19. ,Six helix bundle“ der gp-41 CHR- und NCH-Helices:

a) Kristallstruktur des ,,six helix bundle* mit drei CHR- (blau) und drei
NHR-Helices (orange) (PDB-Code: 1AIK).1*% b) Zwei Beispiele fiir
Lactam-verbriickte, stabilisierte CHR-abgeleitete a-Helices: HIV 311
und C14linkmid einschlieRlich der iiberlagerten Kristallstrukturen des
entsprechenden CHR-Fragments (blau; PDB-Code: TAIK) und Cl4link-
mid (grau; PDB-Code: 1GZL).”"® Die Amidverbriickung ist rot hervor-
gehoben. c) Sequenz des CHR-abgeleiteten Double-Stapled-Peptids
SAH-gp41.7% d) Chimares Peptid a-a,/B-8, abgeleitet von einer mutier-
ten CHR-Form (mtCHR). Uberlagerte Kristallstrukturen von mtCHR
(blau; PDB-Code: 3F4Y) und a-o/B-8 (grau; PDB-Code: 3G7A).1* B-
Aminosauren sind rot hervorgehoben (X=AXPC, Z=APC, BE ="
Glutamat). e) CHR-abgeleitetes Terphenyl-Strukturmimetikum.®® (Die
Seitenketten der eingerahmten Aminosduren sind in der Stabdarstel-
lung gezeigt.)

Aminosiduren bestehenden Abschnitt mit einer o/f-Region
kombinieren, zeigten eine verbesserte Bindung zum NHR,
allerdings wieder eine verminderte Proteasestabilitidt. Ein
Austausch der einfachen -Aminosduren gegen cyclische er-
hohte den helikalen Anteil und fiihrte zu erhohter Protease-
stabilitit, Bindungsaffinitit und antiviraler Aktivitit (o-o/f-
8; Abbildung 19d).*") Des Weiteren wurde gezeigt, dass der
Einbau von benachbarten sauren und basischen B-Amino-
siuren den helikalen Charakter erhohen kann.*” Auch
Strukturmimetika (Klasse C) wurden entwickelt. Dazu ge-
horen Terphenyle mit liphophilen Substituenten (43), die fiir
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die Bindung der NHR-Peptide entwickelt wurden und die
Bundle-Bildung und Zellfusion in zellbasierten Assays inhi-
bieren.”® Chemokinrezeptor-Subtyp CXCR4 ist ein huma-
ner GPCR und einer der wichtigsten Korezeptoren, die am
Eintritt von HIV in die Wirtzelle beteiligt sind.*!! Natiirliche
Disulfid-verbriickte (-Haarnadeln der Tachyplesinfamilie
und ihre zahlreichen Analoga zihlen zu den ersten Inhibito-
ren des CXCR4-vermittelten HIV-Eintritts."¥ % Die Ver-
einfachung dieser 3-Haarnadelstrukturen lieferte sehr aktive
Riickgrat-cyclisierte Pentapeptide,'!! die durch den Einbau
von Peptoidmonomeren fiir eine erhohte konformative Ein-
schriankung noch verbessert werden konnten.*’!

Der Fusionsmechanismus bei HIV ist hoch konserviert
unter verwandten Viren, einschlielich des Respiratory-Syn-
cytial-Virus (RSV). Das F1-Glykoprotein ist das fiir die RSV-
Wirtzellen-Fusion verantwortliche Transmembranprotein. In
Analogie zu den Anti-HIV-Strategien wurde auch der RSC-
Eintritt in die Wirtzelle durch Peptide blockiert, die von der
HRC-Region des F1-Glykoproteins stammen. Diese a-heli-
kalen Peptide wurden mit zwei Lactamverbriickungen stabi-
lisiert und zeigen eine inhibitorische Wirkung gegen die RSV-
Fusion.”"*2 Auf #hnliche Weise fiihrten Double-stapled-
Peptide zu einer Inhibition der RSV-Infektion. Bemerkens-
werterweise ermoglichte die intranasale Verabreichung
dieser Peptide und Konjugation mit Nanopartikeln eine In-
vivo-Aktivitat.*! Der Eintritt des Hepatitis-C-Virus (HCV)
in die Wirtzelle verlduft teilweise iiber die Wechselwirkung
zwischen dem Glykoprotein E2 der Virushiille und dem hu-
manen CD81-Rezeptor.[****] Eine der beiden extrazelluli-
ren Schleifen von CD81 fungierte als Templat fiir die Ent-
wicklung linearer Peptide, die schwache Hemmung der
CD81-HCVE2-Wechselwirkung bewirken."! Eine i,i+7-
Stapled-Version dieses Peptids zeigte einen erhohten a-heli-
kalen Anteil, eine verbesserte Proteasestabilitit und eine si-
gnifikant erhohte Inhibition des HCV-Eintritts.[*

Das Gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa
injiziert Virulenzfaktoren in die Wirtzelle, um so bestimmte
Signalwege zu manipulieren. Einer dieser Faktoren ist das
Protein Exoenzym S (ExoS), dass in der Wirtzelle einen
Komplex mit dem humanen Adapterprotein 14-3-3 bildet.
Diese PPI ist dabei die Voraussetzung fiir einige der patho-
genen Wirkungen von ExoS und wird zwischen einer 11-
meren Peptidsequenz von ExoS und der globuldren Doméne
von 14-3-3 gebildet (Abbildung20a). Im gebundenen Zu-
stand nimmt die kurze 14-3-3-Erkennungssequenz von ExoS
eine Konformation aus verschiedenen tiberlappenden Kehren
ein, wobei fiinf hydrophobe Reste intensiven Kontakt mit
einem lipophilen Bereich auf 14-3-3 eingehen.[**¥! Basierend
auf dieser Sequenz wurde eine Reihe von cyclischen Peptiden
entworfen, bei denen zwei dieser hydrophoben Reste durch
eine Kohlenwasserstoffverbriickung ersetzt wurden.”” Ge-
geniiber der Startsequenz zeigte das Peptid mit der hochsten
Affinitdt zu 14-3-3 (Bss12; Abbildung 20a) eine 20-fach ver-
besserte Bindung. Die Kristallstruktur von B¢s12 in Komplex
mit 14-3-3 belegt, dass die Konfiguration des Riickgrats sehr
gut mit der des Ausgangspeptides iiberlagert (Abbil-
dung 20b). Es wurde weiterhin gezeigt, dass fss12 in der Lage
ist, die Interaktion zwischen 14-3-3 und einem Fragment von
ExoS invitro zu inhibieren. Damit ist dies der erste PPI-
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Abbildung 20. 14-3-3-ExoS-Wechselwirkung: a) Kristallstruktur der 14-
3-3-Bindungssequenz von Exoenzym S (ExoS, blau) im Komplex mit
14-3-3 (grau; PDB-Code: 4N7G). Sequenzen von ExoS und dem zuge-
horigen cyclischen Peptidinhibitor Bss12 sind gezeigt. (Die Seitenketten
der eingerahmten Aminoséuren sind in der Stabdarstellung gezeigt.)
b) Uberlagerte Strukturen von ExoS (blau; PDB-Code: 4N7G) und cy-
clischem Peptid Bss12 (grau; PDB-Code: 4N84). Die Verbriickungen
sind rot hervorgehoben.?

Inhibitor, der durch eine rationale Stabilisierung eines Keh-
renmotivs generiert wurde.

4. Zusammenfassung

Die Entwicklung von Liganden, die selektiv ein be-
stimmtes Zielprotein binden, ist mitunter ein sehr an-
spruchsvolles Unterfangen. Liefert das Screening groBer
Substanzbibliotheken mit biochemischen oder zellbasierten
Assays eine Startstruktur, kann diese durch einen iterativen
Prozess optimiert werden. Die Identifikation selektiver PPI-
Inhibitoren aus klassischen niedermolekularen Substanzbi-
bliotheken stellt sich allerdings als besonders anspruchsvoll
heraus, da Protein-Protein-Interaktionsflachen grundlegend
andere Strukturanforderungen stellen. Ein alternativer
Ansatz fiir die rationale Entwicklung von Inhibitoren nutzt
als Startpunkt peptidbindende Epitope aus Protein-Protein-
Komplexen. Die in der Proteindatenbank gespeicherte,
enorme Strukturinformation!® bietet dabei eine wertvolle
Quelle fiir die strukturbasierte Entwicklung neuer Liganden.
Kurze, unmodifizierte Peptide haben wegen ihrer Flexibilitét
im ungebundenen Zustand oft eine verringerte Affinitit zum
Zielprotein sowie eine geringe Proteasestabilitdt und Zell-
permeabilitit. Des Weiteren kann die Strukturumgebung
eines Bindungsepitops (z.B. eingebettet in einer globuldren
Doméne oder einer flexiblen Region) die Bindungseigen-
schaften eines isolierten Peptids beeinflussen. Durch Nach-
ahmung der bioaktiven Konformation eines Peptidabschnitts
konnen Peptidmimetika mit verbesserten Bindungsaffinita-
ten und Bioverfiigbarkeiten erhalten werden. Dieser Aufsatz
bietet einen umfangreichen Uberblick iiber strukturbasierte
Ansitze fiir die Entwicklung von Peptidmimetika als PPI-
Inhibitoren. Jegliche Art sekundirer Strukturelemente —
Kehren, p-Faltblitter oder Helices — wurde als PPI-Erken-
nungsmotiv identifiziert,*® sodass ihre Nachahmung fiir die
Entwicklung von PPI-Inhibition genutzt werden konnte. In-
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teressanterweise scheint die riumliche Gesamtanordnung der
Sekundérstrukturelemente an PPI-Flichen limitiert zu
sein,™ wodurch nur bestimmte Sekundirstrukturmimetika
fiir verschiedene Zielproteine genutzt werden konnen. Die
Bindungsselektivitidt wird tiber die entsprechenden Seiten-
ketten-nachahmenden Substituenten bestimmt. Fiir repetiti-
ve Sekundirstrukturen, besonders fiir a-Helices, wurde diese
Herangehensweise erfolgreich umgesetzt. Einen allgemein-
giiltigen Ansatz fiir die Nachahmung von irreguldren Keh-
renstrukturen gibt es bisher jedoch noch nicht.**"

Die Nachbildung der bioaktiven Konformation eines
peptidbindenden Epitops ist die erste Hiirde bei der Ent-
wicklung von Peptidmimetika. Die zweite ist es, diese Inhi-
bitoren mit geeigneten pharmakokinetischen Eigenschaften
auszustatten. Dabei ist es anspruchsvoll, eine Balance zwi-
schen beiden Anforderungen zu finden. Zum Beispiel fordert
eine geringe Abweichung von der Struktur des Ausgangs-
peptids zwar die Bindungseigenschaften, erschwert jedoch die
Sicherstellung einer guten Bioverfiigbarkeit. Im Gegenzug
liefern niedermolekulare Strukturgeriiste wirkstoffdhnliche
Eigenschaften, eignen sich jedoch schlechter fiir die Bindung
weitldufiger Proteinoberflachen. Natiirlich wird die rationale
Entwicklung von Peptidmimetika umso schwieriger, je weiter
man sich von der Originalstruktur entfernt. Um den Ab-
straktionsgrad vom Mutterpeptid zu verdeutlichen und eine
klare Zuordnung der verschiedenen Ansitze zu ermoglichen,
fithren wir hier eine neue Klassifizierung fiir Peptidmimetika
ein. Klasse-A-Mimetika umfassen konformativ einge-
schrinkte Peptide mit moderaten Modifikationen. Sie stellen
die Peptidmimetika mit der stirksten Ahnlichkeit zum Aus-
gangspeptid dar. Fiir alle Sekundirstrukturelemente wurde
dabei die Makrocyclisierung als einschrankendes Element
genutzt. Besonders fiir a-Helices wurden zahlreiche Verbrii-
ckungsarchitekturen entwickelt. Von diesen brachten bisher
die Stapled-Peptide die meisten biologisch aktiven Mimetika
hervor. Jiingste Vergleichsstudien lassen darauf schlieBen,
dass auch andere Cyclisierungsansitze helikale Klasse-A-
Mimetika mit vergleichbaren Verbesserungen der Bindungs-
eigenschaften hervorbringen konnen.P?#1421 - Allerdings
muss die Auswirkung dieser Verbriickungsstrategien auf die
Bioverfiigbarkeit des resultierenden Mimetikums noch im
Detail untersucht werden. Weiterfithrende Modifikationen
von Klasse-A-Mimetika oder die Nutzung von Foldameren
filhren zu Klasse-B-Mimetika, die besonders stabil gegen
proteolytischen Abbau sind. Wegen der recht starken Ver-
anderung relativ zum Mutterpeptid haben Foldamere oft re-
duzierte inhibitorische Aktivitdten, die jedoch durch Opti-
mierungen wieder ausgeglichen werden konnen. FEinige
Klasse-B-Mimetika weisen zwar eine hohere Zellpermeabi-
litat auf als ihre Peptidanaloga, jedoch fehlt eine allgemeine
Untersuchung dieser Eigenschaften. Bei Klasse-C-Mimetika
(Strukturmimetika) ist das gesamte Peptidriickgrat durch ein
niedermolekulares Strukturgeriist ersetzt. Diese grundlegen-
de Verdnderung und der Fakt, das oft nur einige der Epi-
topreste nachgeahmt werden, machen den Entwicklungspro-
zess besonders anspruchsvoll. In vielen Féllen muss durch
zusitzliche Optimierung die Selektivitdt zum Zielprotein
wiederhergestellt werden; allerdings wird dies durch den oft
hohen Syntheseaufwand erschwert. Nur eine sehr kleine
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Anzahl an Klasse-C-PPI-Inhibitoren wurde in komplexen
Krankheitsmodellen getestet, wodurch die Evaluierung der
pharmakologischen Eigenschaften schwierig ist. Im PPI-
Kontext basieren die meisten Klasse-C-Mimetika auf heli-
kalen Peptiden, wohingegen es kaum geeignete Strukturmi-
metika fir p-Faltblatt- und Kehrenstrukturen gibt. Fiir
Kehren sind einige Klasse-A- und Klasse-C-Mimetika vor-
handen, die Enzyme oder Peptid-Protein-Wechlselwirkungen
inhibieren konnen. Die dabei genutzten Ansétze sollten sich
eigentlich auch auf die zukiinftige Entwicklung von PPI-
Inhibitoren anwenden lassen. Zuletzt konnten Klasse-D-Mi-
metika (mechanistische Mimetika), die in Screening-Ansit-
zen identifiziert wurden, weitere PPI-Inhibitoren liefern, da
neue und strukturell diversere Substanzbibliotheken entwi-
ckelt wurden, die sich fiir die Bindung von weitldufigen Pro-
teinoberflachen besser eignen.

Der Entwicklungsprozess eines Peptidmimetikums um-
fasst normalerweise eine mafigebliche, initiale Modifikation
des Peptids, das in ein Mimetikum der Klasse A, B oder C
miindet. Meistens folgt dann eine iterative Optimierung, die
eine erhohte Affinitdt und Bioverfiigbarkeit zum Ziel hat. Bis
auf wenige Beispiele fiihren Modifikationen allerdings nur
selten zu einem Peptidmimetikum der néchsthoheren
Klasse.’®! Hiufig wird der zweite iterative Optimierungs-
schritt tiberhaupt nicht ausgefiihrt, sodass das Potenzial der
meisten Peptidmimetika nicht vollstindig abgeschitzt werden
kann. Zum Teil, besonders fiir Klasse-C-Mimetika, ist dies
durch einen erschwerten Synthesezugang begriindet. Die
Vereinfachung des Optimierungsprozesses und die Ubertra-
gung bevorzugter Struktureigenschaften zwischen den Pep-
tidmimetikaklassen sind daher wiinschenswert und konnten
PPI-Inhibitoren mit verbesserten biologischen Aktivitidten
hervorbringen. Allgemeine Schlussfolgerungen miissen
jedoch mit Bedacht gezogen werden, da weder die Sekun-
ddrstrukturen noch die Peptidmimetikaklassen untereinander
mit der gleichen Intensitdt untersucht wurden. Klasse-A-
Helixmimetika stellen dabei mit der hochsten Anzahl an
Beispielen fiir biologisch aktive Inhibitoren die am weitesten
entwickelte Gruppe. Dies kann den Vergleich verschiedener
Nachahmungsstrategien verzerren. Interessanterweise haben
einige Strukturgeriiste das Potenzial, mehr als eine Sekun-
dérstruktur nachzuahmen (z. B. Helices und p-Haarnadeln!""!
oder Helices und bestimmte Kehrenstrukturen),® wodurch
der Anwendungsbereich bereits entwickelter Peptidmimetika
erweitert wird.

In den letzten Jahren erfuhren peptidbasierte Wirkstoffe
eine Renaissance, die durch die Genehmigung von sechs
Peptidwirkstoffen im Jahr 2012 gekront wurde.! Dieser
Trend ist bemerkenswert, wenn man die Limitationen un-
modifizierter Peptide bedenkt, und wird zum Teil durch die
Entwicklung verbesserter Wirkstofftransportsysteme getra-
gen [ Peptidmimetika haben das Potenzial, diesen Trend zu
unterstiitzen. Dies erfordert jedoch ein noch besseres Ver-
stdndnis der Vorteile und Limitationen der einzelnen Mime-
tika-Ansitze. Ein wichtiges Ziel ist die Entwicklung allge-
meiner Prinzipien, die je nach Eigenschaften des Zielproteins
angewendet werden konnen. Ist dies etabliert, werden die
Grenzen der verschiedenen Mimetikaklassen immer mehr
verwischen. Bisher ist die selektive Inhibition intrazelluldrer
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PPIs mit oral verfiigbaren Peptidmimetika noch nicht gelun-
gen und bleibt eines der ultimativen Ziele in der Wirkstoff-
entwicklung. Angesichts der neuesten Entwicklungen und der
stetig wachsenden Kenntnisse iiber die Beeinflussung von
Rigiditdt und Bioverfiigbarkeit scheint dieses Ziel jedoch
erreichbar zu sein.
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