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Kleine Ursache, grofie Wirkung: Modifikation der Guanidiniumgruppe
im RGD-Motiv reguliert die Integrinsubtypselektivit:it
Tobias G. Kapp, Maximilian Fottner, Oleg V. Maltsev und Horst Kessler*

Abstract: Durch ihre einzigartige Rolle als Wasserstoffbrii-
ckendonor und ihre positive Ladung ist die Guanidinium-
gruppe eine wichtige pharmakophore Gruppe, welche hdiufig
in synthetischen Liganden zu finden ist. Meist wird davon
ausgegangen, dass eine chemische Modifizierung der Guani-
diniumgruppe zum Verlust ihrer Wirkung fiithrt. In dieser
Arbeit zeigen wir, dass N-Methylierung, N-Alkylierung und N-
Acylierung der Guanidiniumgruppe genutzt werden kann, um
die Integrinsubtypselektivitit des Integrinliganden Cilengitide
gezielt zu beeinflussen. Anhand der Beispiele des avf6/a501-
biselektiven Peptids c(isoDGRkphg) sowie des avf6-selekti-
ven Liganden ¢(FRGDLAFp(NMe)K(Ac)) konnen wir au-
Perdem zeigen, dass auf diese Weise die Bindungsaffinititen
dieser Liganden im Hinblick auf eine erhohte avf6-Subtyp-
selektivitit abgestimmt werden konnen. Auflerdem beschrei-
ben wir eine neuartige Strategie zur Funktionalisierung von
Integrinliganden. Durch das Einfiihren langerer N-Alkyl- und
N-Acylguanidiniumgruppen gelang es uns, einen bisher un-
bekannten Verankerungspunkt fiir die Funktionalisierung des
Molekiils zu finden, und gleichzeitig die Subtypselektivitit zu
erhohen.

I ntegrine regulieren sowohl die Adhésion von Zellen unter-
einander als auch zur extrazelluliren Matrix (,,inside-out-
bzw. ,,outside-in“-Weiterleitung des Signals)."! Ein gemein-
sames Merkmal der Integrinfamilie ist deren heterodimere
Struktur, bestehend aus einer o- und einer p-Untereinheit.”
Diese Untereinheiten bilden in Sdugetieren 24 bekannte
Subtypen, welche je nach Bindungspartner in Klassen einge-
teilt werden konnen (z.B. Laminin, Kollagen). Acht dieser
Subtypen bilden die Gruppe der Arg-Gly-Asp-bindenden
(RGD) Integrine.P’! Diese Tripeptidsequenz ist in einer Viel-
zahl von extrazelluliren Matrixproteinen (ECM-Proteine),
wie etwa in Vitronektin und Fibronektin, anzutreffen. In-
tegrine sind an vielen pathologischen Prozessen beteiligt,
beispielsweise der Metastasierung von Krebs und der Blut-
gefiBbildung von Tumoren.”! Die strukturellen Unterschiede
der verschiedenen Subtypen sind hédufig gering, da die meis-
ten an dieselben ECM-Proteine — wenn auch hiufig mit stark
unterschiedlicher Bindungsaffinitdt — binden koénnen. Bei-
spielsweise erkennt der Subtyp avp3 die ECM-Proteine Vi-
tronektin, von-Willebrand-Faktor, Fibrinogen, Osteopontin
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und Fibronektin.”! Das stellt die Entwicklung von selektiven,
synthetischen Liganden vor grofle Herausforderungen, ins-
besondere wenn es sich um Subtypen handelt, welche haufig
koexprimiert sind, die aber in unterschiedlichen physiologi-
schen und pathologischen Kontexten eine Rolle spielen. In
diesem Zusammenhang sind besonders die Subtypen avf3
und a5p1 von Bedeutung, da beide stark bei der Tumor-
angiogenese und -entwicklung beteiligt sind.”! Das Hauptziel
der frithen Ligandenentwicklung war vorrangig, Liganden mit
einer hohen avf33-Affinitit zu erhalten. Der Selektivitit ge-
geniiber anderen Subtypen (mit Ausnahme von allbf3)
wurde damals wenig Beachtung geschenkt.

Das rdumliche Screening von cyclischen RGD-Peptiden
fithrte zur Entwicklung von ¢(RGDf(NMe)V) (Cilengiti-
de),®? welches die hochste avp3-Bindungsaffinitit dieser
Ligandenklasse besitzt (0.54 nm). Daneben weist Cilengitide
auch eine relativ hohe aSp1-Affinitit auf (15.4 nm).51% Als
spater die biologische Bedeutung der einzelnen Subtypen
klarer wurde, manifestierte sich der Bedarf an subtypspezi-
fischen Peptiden. In einem parallelen Ansatz wurden von
unserer Arbeitsgruppe und anderen""! auch Peptidomimetika
untersucht, die vor kurzem zur Entwicklung von avf33- bzw.
aSB1-selektiven Liganden fiihrten. Diese Verbindungen
wurden fiir medizinische (z.B. molekulare Bildgebung) oder
biophysikalische Studien funktionalisiert. Die Aufkldrung der
unterschiedlichen Rollen der Integrinsubtypen eroffnet neue
Wege fiir eine zukiinftige Anwendung dieser Liganden (z.B.
in der personalisierten Medizin).!"?

Die Kiristallstruktur der extrazelluliren Domine von
avp3 in Komplex mit Cilengitide zeigte erstmals den Bin-
dungsmodus von RGD-Integrinliganden mit ihrem Rezep-
tor.®! Die Schliisselinteraktionen bei RGD-bindenden Inte-
grinsubtypen sind die Interaktion mit der MIDAS-Region
(metal-ion dependent adhesion site), welche sich in der f3-
Untereinheit befindet, und die starke, zweizédhnige side-on-
Wasserstoffbriickeninteraktion (Guanidinium-Carboxylat) in
der a-Untereinheit. Vor kurzem brachte die Aufkldrung der
Kiristallstruktur von a5p1 in Komplex mit einem peptidischen
Liganden einen bemerkenswerten und wichtigen Unterschied
des Bindungsmodus der Guanidiniumgruppe in der av- bzw.
a5-Rezeptortasche zu Tage." In der a5-Untereinheit ist die
Guanidiniumgruppe an zwei Wechselwirkungen beteiligt: der
zweizdhnigen side-on-Interaktion von HN; und HN,;, mit
Asp227 und der end-on-Interaktion von HN,; und HN,, mit
GIn221. In der av-Untereinheit ist die zweizdhnige side-on-
Wechselwirkung mit Asp218 dagegen die einzige Interaktion
(Abbildung 1). In Kenntnis dieses strukturellen Einblicks
interessierte uns, ob dieser kleine Unterschied fiir die ratio-
nale Entwicklung von peptidischen Integrinliganden genutzt
werden konnte. Im Modellsystem eines biselektiven Ligan-
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Abbildung 1. a) Bindung eines linearen RGD-Peptids an die Subtypen
a5P1 (oben) und avp3 (unten). Die Unterschiede bestehen vor allem
in der Interaktion der Guanidiniumgruppe von Arginin mit der Bin-
dungstasche der a5- bzw. av-Untereinheit (siehe Vergréferung im
Kasten). Fiir 531 werden zwei Interaktionen beobachtet (,,side on“
und ,end on“), fiir avP3 existiert nur eine side-on-Interaktion. b) Kon-
zept zur Generierung der Subtypselektivitat: Eine biselektive Guanidi-
niumverbindung (Mitte) wird an N,, (rechts) methyliert — Verbesse-
rung der Selektivitat fiir avp3 durch Blockieren der end-on-Interaktion
mit Q221, Ny-Methylierung (links) blockiert die side-on-Interaktion mit
D218, die end-on-Interaktion ist weiter méglich — Verbesserung der
a5p1-Selektivitat.
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Abbildung 2. Cilengitide (1) und modifizierte Guanidiniumderivate
2-7.

Fiir die Synthese der Verbindungen 2, 4, 5, 6 und 7 wurde
zunéchst das lineare, orthogonal Dde-geschiitzte Peptid H-
Asp(O'Bu)-p-Phe-(NMe)Val-Orn(Dde)-Gly-OH durch
Festphasenpeptidsynthese (SPPS) hergestellt, in Ldsung
cyclisiert und die Dde-Schutzgruppe anschlieSend abgespal-
ten (Abbildung 3). Die Endverbindungen wurden nach ent-
sprechender Guanidinylierung und Abspaltung der sédurela-
bilen Seitenkettenschutzgruppen erhalten. Fiir die Guani-
dinylierung selbst wurden zwei verschiedene Vorschriften
verwendet. Die terminal monoalkylierten Verbindungen 2
und 6 wurden nach der Umsetzung mit entsprechend alky-
lierten Derivaten von N,N'-Di-Boc-1H-pyrazol-1-carboxami-

den sollte durch jeweils unterschiedliche Modifi- f\ NBoc P;;::'%:}LD f\ NBoc 10 . DIPEA
kation der Guanidiniumgruppe der Argininsei- \NIN_<NHBoc - = \N/N;"/:(N_ Gk i A&WL» 26
tenkette theoretisch zwei Liganden mit entge-
gengesetzter Subtypselektivitit erhalten werden o P -
konnen. Im ersten Fall wiirde das Blockieren der { B=0, ¥ _sp, 3 + pq 10Aq.DIPEA,

. s A owF) = T
end-on-Wechselwirkung (Modifikation an N,;) zu ~ "N" "NH Boch™ “NH, BocN™ “NHAc
einer erhohten avp3-Selektivitit fithren, da ein Q s s 3Aq. HoCl,
signifikanter Beitrag zur Bindung an a581 weg- it HNJ\NH,\NJ\N/ + pq _10eqDIPEA iE
fallen wiirde. Umgekehrt wiirde die Storung der _)( oHN)_g-N‘C I . (DMF)  —>
Interaktion mit avp3 durch die Modifizierung an o—/(__2=0 HN e — NBoc )
HN; nur noch die end-on-Interaktion ermogli- w P1,R=H EN\'N _—— %
chen, wodurch die a5p1-Selektivitit verbessert /" P2,R=Me (BHIF)

wiirde. Fiir unsere Studie wéhlten wir das avp3/
aSp1-biselektive Peptid Cilengitide als Modell-
system. Um die Interaktionen zu blockieren,
wurden einzelne Protonen der Guanidiniumgrup-
pe gezielt gegen Methylgruppen ausgetauscht. Diese Modi-
fikation verhindert eine Wasserstoffbriickeninteraktion und
bringt gleichzeitig nur minimale sterische und elektronische
Verédnderungen in das System ein. Um unsere Hypothese zu
tiberpriifen, wurden vier methylierte Derivate von Cilengitide
synthetisiert, darunter eine di- und eine tetramethylierte
Verbindung (Abbildung 2).
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Abbildung 3. Synthese der Verbindungen 2-7.

din erhalten. Diese konnen durch Reaktion von N,N’-Di-Boc-
1H-pyrazol-1-carboxamidin mit dem entsprechenden Alko-
hol (z.B. Ethanol fiir eine Ethylgruppe) unter Mitsunobu-
Bedingungen erhalten werden.™! Die Vorliduferverbindung
zur Synthese des acetylierten Guanidiniumderivats 7 wurde
ausgehend von S-Methylpseudothioharnstoff synthetisiert
(Hintergrundinformationen, SI)."! Bei der Umsetzung zu 4
und 5 wurde das orthogonal entschiitzte Peptid mit den ent-
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sprechenden, kommerziell erhéltlichen Thioharnstoffen N,N'-
Dimethylthioharnstoff und N,N,N'.N'-Tetramethylthioharn-
stoff in Gegenwart von NEt; als Base und HgCl, als Aktivator
umgesetzt. 3 wurde nach N-Methylierung der Seitenkette von
Ornithin an der Festphase, Cyclisierung, 0o-Ns-Abspaltung in
Losung und Guanidinylierung mit N,N'-Di-Boc-1H-pyrazol-
1-carboxamidin erhalten (SI).

Die Ergebnisse der In-vitro-Evaluierung der Liganden
stimmten erstaunlich gut mit dem oben beschriebenen,
theoretischen Modell iiberein. Fiir die Verbindung 2, bei der
die Guanidiniumgruppe an N, methyliert ist, war die Bin-
dungsaffinitdt fir a5p1 komplett aufgehoben (>1 um), wo-
hingegen die avp3-Affinitdt von 0.54 nm auf 8.4 nm abnahm
(Tabelle 1). Die terminale Methylgruppe verhindert dabei die

Tabelle 1: Bindungsaffinititen von Cilengitide (1) und der Derivate 2-7
fur die Subtypen avf3 und a5p1.9

avP3 [nm] a5p1 [nm]
1! 0.54-+0.04 15.4+1.7
2 8.4+0.8 i.a.
3 i.a. 51+£4.2
4 i.a. i.a.
5 i.a. i.a.
6 0.934+0.1 i.a.
7 6.5+0.5 15.3+0.9

[a] Die Werte wurden in einem Festphasenbindungsassay nach eta-
blierter Methode ermittelt.”® Das Selektivitatsprofil gegeniiber anderen
Integrinen ist in den Sl gezeigt. i.a.: >1000 nwm. [b] Cilengitide.

end-on-Bindung; dagegen blockiert die Ny-Methylierung die
side-on-Interaktion. In der av-Untereinheit, wo diese side-on-
Bindung die einzige Interaktion ist, fithrt die Modifizierung
zu einem totalen Verlust der Bindungsaffinitéit. In der Bin-
dungstasche der o5-Untereinheit ist die side-on-Bindung
ebenfalls blockiert, jedoch ist eine end-on-Bindung weiter
moglich, woraus sich bei Verbindung 3 eine Erhchung der
Selektivitdt zugunsten aSP1 ergibt, jedoch mit etwas redu-
zierter Gesamtaffinitat (51 nm). Des Weiteren sollte eine
Verbindung mit hoherem Methylierungsgrad, bei der sowohl
die side-on- als auch die end-on-Bindung blockiert ist, keine
Integrin-Bindungsaffinitit mehr besitzen. Die Evaluierung
von 4 und 5 bestitigte diese Voraussage, die Verbindungen
waren inaktiv sowohl gegeniiber avf3 als auch gegeniiber
a5P1 (jeweils > 1 um).

Nach genauer Betrachtung des Modells der av-Bin-
dungstasche und unter Beachtung der Tatsache, dass in avf33-
selektiven Peptidomimetika, die in unserer Arbeitsgruppe
entwickelt wurden, 6-Methyl-2-aminopyridin als Mimetikum
fiir die Guanidiniumgruppe eingesetzt wurde,!'”! vermuteten
wir, dass auch groflere Alkylsubstituenten als die Methyl-
gruppe in der Bindungstasche toleriert werden kénnen. Tat-
sdchlich konnten wir zeigen, dass durch terminale Ethylie-
rung der Guanidinimgruppe ein Ligand mit einer wesentlich
verbesserten Bindungsaffinitdt dargestellt werden kann. Mit
einer Bindungsaffinitdt von 0.93 nm blieb in Verbindung 6 die
hohe avf3-Affinitdt von Cilengitide nahezu erhalten, wobei
fir a5p1 und alle weiteren untersuchten Integrine keine
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Bindung beobachtet wurde. Unter den bisher in der Literatur
beschriebenen Integrinliganden besitzt 6 demnach einen der
besten Werte fiir die avp3-Bindungsaffinitit sowie ein ex-
zellentes Selektivitédtsprofil (sieche SI). Es ist bekannt, dass die
Basizitdt von Acylguanidinen (pK,~ 8) im Vergleich zu der
unmodifizierten Guandiniumgruppe (pK,~13) um etwa 4-5
GroBenordnungen reduziert ist,'® fiir Alkylguanidine wird
ein pK,-Wert von 11-12 berichtet.”) Daraus resultiert, dass in
physiologischer Umgebung Guanidine und Alkylguanidine
generell positiv geladen vorliegen, wohingegen Acylguani-
dine dort zumindest teilweise ungeladen sind. Diese redu-
zierte Basizitdt wird hdufig zur gezielten Beeinflussung der
pharmakokinetischen Eigenschaften, beispielsweise zur Ver-
besserung der Bioverfiigbarkeit, genutzt. Des Weiteren
bilden Acylguanidine sowohl im geladenen als auch im un-
geladenen Zustand ein planares System. Zusétzlich zu den
oben beschriebenen N-alkylierten Guanidiniumderivaten
wurde auch eine Verbindung mit einer terminal acetylierten
Guanidiniumgruppe (7) untersucht. Interessanterweise
wurde fiir 7 der bei den monoalkylierten Derivaten beob-
achtete Wechsel der Subtypselektivitdt nicht beobachtet.
Dagegen wurde eine Erhohung der a5pB1-Selektivitit beob-
achtet: Wihrend die Bindungsaffinitit fiir a5f1 nahezu
konstant blieb, nahm die avp3-Affinitdt von 0.54 nm (Cilen-
gitide) auf 6.5nm ab. Als mogliche Erkldrung fiir diesen
Effekt nehmen wir an, dass die Carbonylgruppe der Acetyl-
gruppe mit einem Amidproton von GIn221 in der a5-Unter-
einheit wechselwirkt und so die nicht mehr vorhandene In-
teraktion zwischen HN,; und der Carbonylgruppe von
GIn221 kompensieren kann.

Uberrascht vom drastischen Einfluss dieser relativ einfa-
chen Anderungen auf die Selektivitiit entschieden wir uns,
diese Methode auch auf andere Systeme anzuwenden, um so
das Selektivitétsprofil von Integrinliganden gezielt anpassen
zu konnen. Insbesondere wollten wir untersuchen, ob eine
terminale Alkylierung der Guanidiniumgruppe generell dazu
geeignet ist, durch die Blockierung der end-on-Interaktion
mit GIn221 die a5p1-Bindungsaffinitit signifikant zu ernied-
rigen bzw. komplett zu verlieren. Das erste untersuchte
System war das avp6/a5p1-biselektive, cyclische Peptid
c(isoDGRkphg) (10).”" Nach der Methylierung an N,; nahm
die aSP1-Affinitdt von 8.3 auf 120 nm ab, wohingegen die
avp6-Affinitit leicht von 18 auf 13 nm zunahm (Tabelle 2). In
einem weiteren Beispiel untersuchten wir das kiirzlich von

Tabelle 2: Bindungsaffinititen der Verbindungen 10-14 fiir avf6 und
a5p1.1

avf36 [nm] a5PB1 [nm]
10 ¢(isoDGRkphg) 18+2.5 8.3+0.7
1 ¢(isoDGR(Me)kphg)®! 1342.1 120415
12 ¢(FRGDLAFp(NMe)K(Ac)) 0.26+0.04 7249
13 ¢(FR(Me)GDLAFp(NMe)K (Ac))™ 1.3+0.23 ia.
14 ¢(FR(Et)GDLAFp(NMe)K(Ac))®! 0.284+0.03 ia.

[a] Die Werte wurden in einem Festphasenbindungsassay nach eta-
blierter Methode ermittelt.”” Das Selektivititsprofil gegeniiber anderen
Integrinen ist in den Sl gezeigt. i.a.: >1000 nwm. [b] Der jeweilige Sub-
stituent an N, des Arginins ist in Klammern nach R angegeben, z.B.
R(AIk). Kleinbuchstaben (z.B. phg, k) kennzeichnen eine b-Aminosaure.
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uns entwickelte Nonapeptid ¢(FRGDLAFp(NMe)K(Ac)
(12), welches ein helikales Strukturmotiv strukturell imi-
tiert.”?! Dieses Peptid besitzt eine sehr hohe avf6-Bin-
dungsaffinitdt von 0.26 nm sowie eine Restaffinitdt von 72 nm
fir a51. Genau wie in den vorigen Beispielen gelang die
Anwendung der Modifizierungsmethode auch hier: Die
Bindungsaffinitét fiir a5f1 wurde durch die N,;-Methylierung
der Guanidiniumgruppe von Arginin auf >1 um reduziert
(13). Allerdings verringerte sich durch die Methode auch die
avp6-Affinitit signifikant, was jedoch, analog zum Fall von
Cilengitide, durch den Wechsel zu einem Ethylsubstituenten
kompensiert werden konnte (14 avf6: 0.28 nm).

Wie oben gezeigt, erlaubt uns die Substitution der Gua-
nidiniumgruppe, die Subtypselektivitit fiir av- bzw. a5-ent-
haltende Integrine gezielt zu beeinflussen. Bei Betrachtung
der strukturellen Bedingungen in den Bindungstaschen der
beiden oa-Untereinheiten scheint es, als wiare der Raum in
Verldngerung zu HN,,, jeweils frei. Eine lange N-Alkyl- bzw.
N-Acylkette an N,, wiirde eine neue Art der Funktionali-
sierung von Integrinliganden erlauben, wobei gleichzeitig die
Bindungswechselwirkung stattfinden kann und eine Anbin-
dungsmoglichkeit geschaffen wird. Um dieses Konzept erst-
malig zu verifizieren, wurden zwei funktionalisierbare Ver-
bindungen hergestellt: ein mit 6-Acetylaminohexansiure
acyliertes Derivat (8) sowie ein mit 6-Acetylaminohexyl al-
kyliertes Derivat (9) (Abbildung 4). Zur Herstellung von 8

NH
Q ”: Jl\ /\/\/\/NHAC
“NTON
H H 8
/ 0O 3
%, S'L avp asp1
/ 0 19£21nM > 1000 nM

NH O

How */' Jk/\/\/NHA
N, o AN c
H H 9

as5p1
> 1000 nM

avfp3
21+24nM

Abbildung 4. Funktionalisierung von Cilengitide tiber die Guanidinium-
gruppe.

und 9 wurde das orthogonal Dde-entschiitzte Peptid P1 in
Losung mit der jeweiligen Vorlduferverbindung umgesetzt.
Das alkylierte Reagens wurde dabei ausgehend von N,N'-Di-
Boc-1H-pyrazol-1-carboxamidin, die acylierte Verbindung
dagegen aus N-(tert-butoxycarbonyl)-S-methylpseudothio-
harnstoff hergestellt (siche SI).

Die Ergebnisse der In-vitro-Evaluierung bestétigten
unsere Hypothesen. Durch beide Modifikationen konnten
jeweils die ersten Guanidinium-funktionalisierten Integrin-
liganden erhalten werden, die Affinitdten fiir avp3 betrugen
jeweils um 20 nMm mit kompletter Selektivitéit gegeniiber aS31.
Die bei Verbindung 7 beobachtete Interaktion, die zu einer
verbesserten aSP1-Affinitét fithrte, ist bei 9 durch sterische
Hinderung nicht moglich. Stattdessen zeigt der lineare
Aminohexansédurerest aus der Bindungstasche hinaus. Das
Gleiche wurde auch fiir den Hexylguanidinium-Linker be-
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obachtet. Die Bindungsaffinitidten fiir diese neue Klasse von
funktionalisierten Derivaten sind vergleichbar mit der Affi-
nitdt der Verbindung ¢(RGDfK(AhxAc)), dem ,,Goldstan-
dard“ funktionalisierter Integrinliganden.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass durch einfa-
che Modifikationen der Guanidiniumgruppe die Integrin-
subtypspezifitit in zwei unterschiedliche Richtungen beein-
flusst werden kann. Die erhaltenen, isomeren Verbindungen,
die sich lediglich in der Position der Methylgruppe an der
Guanidiniumgruppe unterscheiden, zeigen ein exakt entge-
gengesetztes Selektivitdtsprofil gegeniiber av- und aS-ent-
haltenden Subtypen. Des Weiteren wurde die Anwendbarkeit
dieser Methode anhand von zwei weiteren Systemen de-
monstriert, wobei dabei die Selektivitit von avf36 gegeniiber
a5p1 deutlich verbessert werden konnte. Zuletzt konnten wir
zeigen, dass iiber die Substitution der Guanidiniumgruppe
auch eine Funktionalisierung von Integrinliganden moglich
1st.
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