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Modifizierte Peptide und Peptidmimetica als potentielle Tumorhemmer 

Rob M. J. Liskamp* 

Wegen der Nachteile, die ihr Einsatz in biologischen Systemen 
mit sich bringt, konnen (unmodifizierte) Peptide nur in gerin- 
gem Umfang als Medikamente eingesetzt werden. Ein nicht-mo- 
difiziertes lineares Peptid wird leicht abgebaut, beispielsweise 
\ion Proteasen, es ist meist zu gut wasserloslich, um die Zell- 
membran und damit auch die Blut-Hirn-Schranke 7u durch- 
dringen, und es wird rasch ausgeschieden. Hinzu kommt noch, 
daD es sich bei Peptiden urn flexible Strukturen handelt, deren 
biologisch aktive Konformation meist nur eine von mehreren 
tausend moglichen Konformationen ist. 

Der Wunsch, diese Nachteile zu beheben und dadurch zu 
pharmazeutisch nutzbaren Verbindungen zu kommen, fiihrte 
zur Entwicklung modifizierter Proteine und Peptidmimeti- 
ca". '1. Alle bedeutenden pharmazeutischen Firmen betreiben 
heutzutage Forschungs- und Entwicklungsarbeiten auf diesem 
Gebiet, und die Zahl der moglichen Anwendungen dieser Sub- 
stanzen steigt stetig an. Die Bedeutung modifizierter Peptide 
und Peptidmimetica zeigt sich in mehreren ihrer Anwendungs- 
moglichkeiten. So wurden sie beispielsweise bisher eingesetzt 
zur Entwicklung von Medikamenten, die den Blutdruck und die 
Blutgerinnung regulieren, zur Entwicklung von Inhibitoren der 
HIV-Protease und von Immunsuppressiva und zur Entwicklung 
von Neuropeptiden und deren (Ant)agonisten. 

Zwei unlangst erschienene Arbeiten beschreiben eine neue 
vielversprechende Anwendungsmoglichkeit modifizierter Pepti- 
de und Peptidmimetica als potentielle Krebsmedikamente zur 
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Behandlung von Tumoren, bei denen onkogene Ras-Proteine 
(siehe unten) Transformation und abnormes Grollenwachstum 
ausgelost habenc3, 'I. Zwei Forschungsergebnisse aus diesen 
Veroffentlichungen sind besonders bemerkenswert : 
- Die Hemmung der malignen Transformation fand nicht auf 

der DNA-Ebene statt; 
- die Hemmung wurde durch die Inhibierung der posttransla- 

tionalen Modifikation der Proteine bewirkt. 
Bei der herkommlichen Krebs-Chemotherapie wirkt das Me- 

dikament meist auf die DNA ein. Der Eingriff in das genetische 
Material oder seine Beschadigung fiihrt dazu, daI3 Zellwachs- 
tum und unkontrollierte Zellteilung zum Stillstand kommen. 
Diese Medikamente zerstoren jedoch meist auch andere Zellen, 
die sich haufig teilen und beispielsweise am Aufbau des Kno- 
chenmarks, der Schleimhaute, des Gastrointestinaltraktes und 
der Haarfollikel beteiligt sind. Hierdurch entstehen die wohlbe- 
kannten Nebenwirkungen. Zusltzlich bedeutet der Eingriff in 
den genetischen Code, daD diese Substanzen von Natur aus 
carcinogen und/oder mutagen wirken. Daher ist die Entwick- 
lung von Medikamenten, die auf anderen zellularen Ebenen 
wirken, von besonderem Interesse. 

Der direkteste Weg hierzu ist, die Spaltung eines groBeren 
Vorlauferproteins in die eigentlich aktive Form, die an einer 
biologischen Umsetzung -die man verhindern will - beteiligt ist, 
mit Hilfe von modifizierten Peptiden oder Peptidmimetica zu 
unterbinden. Ein Beispiel hierfiir sind die Inhibitoren der HIV- 
Protease. Man nimmt an, daI3 sie die Spaltung der Peptidbin- 
dung zwischen Phenylalanin und Prolin in einem Vorlhuferpro- 
tein von HIV verhindern. Dadurch werden die Proteine, die zum 
Zusammenbau neuer Viruspartikel notig sind, nicht mehr gebil- 
det, und die Ausbreitung von HIV vermindert sich. Andere, 
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indirekte und eventuell besser zu regulierende Verfahren, zielen 
auf die Modifizierung der Proteine, nachdem sie an den Riboso- 
men synthetisiert wurden und bevor sie ihre volle Funktion 
entfalten konnen (posttranslationale Modifikation). Modifi- 
zierte Peptide und Peptidmimetica sollen hier inhibierend wir- 
ken. Die posttranslationale Modifikation von Proteinen kommt 
haufig v0rr5I und ist in bezug auf die modifizierten Proteine oft 
hochselektiv. Daher bewirkt der Eingriff in einen bestimmten 
posttranslationalen ProzeB eine sehr spezifische Intervention in 
unerwunschte zellullre Prozesse. Ein moglicher Ansatz, um in 
die Carcinogenese einzugreifen, bestand darin, die posttransla- 
tionale Phosphorylierung zu hemmen. Dieser ProzeR wird von 

I OH 

L-731,735 

Proteine an Membranen anlagern. Genauso konnten aber auch 
der Isoprenylrest und der Methylester dazu beitragen, da13 das 
Protein an einen spezifischen membranstandigen Rezeptor kop- 
pelt['], 

Das Ras-Protein ist ein faszinierendes Beispiel fur ein Euka- 
ryontenprotein, das farnesyliert wird (Schema I). Ras ist ein 
Protein, das an Guanosintriphosphat (GTP) bindet. Wenn GTP 
an Ras bindet, wird die Zellteilung ausgelost. Normales Ras- 
Protein hat GTPase-AktivitHt, und das gebundene GTP wird 
zu GDP hydrolysiert, so daB das Mitose auslosende Signal recht- 
zeitig abgestellt wird. Es gibt jedoch in ca. 50 % aller menschli- 
chen Coloncarcinome und in 90 % aller Pankreascarcinome 

I 

L-731,734 

SMe 

BZA-20: R = H 
0ZA-SB R = Me 

der Proteinkinase C (PKC) oder von Tyrosinkinasen katalysiert, 
und man nimmt an, daR PKC an der Carcinogenese beteiligt 
&I6]. Diese Hemmung der PKC-katalysierten Phosphorylie- 
rung wirkt aber verheerend auf normale Zellen, da in ihnen auch 
viele andere Proteine von PKC phoshoryliert werden und nicht 
nur jene, die an der Transformation beteiligt sind. So gesehen 
scheint der Eingriff in eine sehr spezifische posttranslationale 
Modifizierung wie die Farnesylierung vielversprechender und 
zukunftstrachtiger fur die Entwicklung von Krebsmedikamen- 
ten zu sein. Eukaryontische Polypeptide mit einem Cysteinrest 
an vierter Stelle vom C-Terminus aus sind im Prinzip Kandida- 
ten fur eine posttranslationale Modifikation, an der die S-H- 
Gruppe des Cysteins beteiligt ist. Die S-H-Gruppe kann in einer 
durch Farnesylproteintransferase (FPTase) katalysierten Reak- 
tion von Farnesylpyrophosphat (FPP) alkyliert werden. FPP 
gehort zu den Isoprenoiden und ist auch an der Biosynthese des 
Cholesterins beteiligt. Diesem Schritt konnen spater weitere 
posttranslationale Modifikationen folgen : die Abspaltung der 
drei Aminosaurereste am C-Terminus und danach dessen Ver- 
esterung zum Methylester"'. Die Rolle der Farnesylierung oder 
Geranylgeranyherung ist derzeit noch nicht klar. Der hydro- 
phobe Isoprenylrest konnte dafur verantwortlich sein, daB sich 

norrnale Zellteilung 

norrnaies 
Ras-Protein - Anlagerung an 

die Zellrnembran 

mutierte 
Ras-Proteine 1 

Tmnsforrnation 

Schema 1. Posttranslationale Modifi- 
rierung durch Farnesylierung. Der 
Cysteinrest in der Konsensus-Sequenz 
CAAX (C, Cystein; A, aliphatische 
Aminosaure; X, Serin oder Methionin) 
in der Nahe des C-Terminus des Ras- 
Proteins wird yon Farnesylpyrophos- 
phat farnesyliert. Die Reaktion wird 
yon der Farnesylproteintransferase 
(FTPase) katalysiert. Das farnesylierte 
Protein kann danach an die Plasma- 
membran anbinden. Die Farnesylie- 
rung mutierter Ras-Proteine und ihre 
Bindung an die Plasmamembran fuhrt 
zur Transformation. Modifizierte Pep- 
tide [4] (L-731,735 und L-731,734), ba- 
sierend auf der Konsensus-Sequenz 
CAAX, sowie Peptidmimetica [4] 
(BZA-2B und BZA-SB), denen die 
Konsensus-Sequenz und die vermu- 
tete CAAX-Schleifenkonformation zu 
Grunde liegen, wirken als kompetitive 
Inhibitoren der Ras-Farnesylierung. 

mutierte Ras-Proteine, deren GTPase-Aktivitat beeintrichtigt 
ist. Diese Beeintrachtigung der GTPase-Aktivitat hat zur Folge, 
daB das mutierte Ras-Protein fest an GTP gebunden bleibt und 
dadurch ungehemmtes Zellwachstum und maligne Transforma- 
tion stattfindet. Sowohl das normale als auch das onkogene 
Ras-Protein mussen farnesyliert sein, um an die Zellmembran 
zu binden und anschliel3end biologisch aktiv zu werden. Im 
Falle des mutierten Ras-Proteins scheint die Fahigkeit zur 
Transformation von Zellen von der Farnesylierung abzuhan- 
gen. Wenn man nun diese unterbindet, d a m  kann sich Ras nicht 
mehr an die Membran an lager^^''^. Dies wire ein einfacher und 
eleganter Weg, um die Transformation zu verhindern. 

Tetrapeptide mit Aminosauresequenzen, die mit den Sequen- 
Zen im C-Terminus der Proteine, die von der FTPase farnesyliert 
werden, identisch sind, konnen mit Ras um die Farnesylierung 
konkurrieren. Um zu verhindern, daR die andere Isoprenylie- 
rungsreaktion (das Anbringen einer Geranylgeranylgruppe) ge- 
hemmt wird, kann man Peptide einsetzen, die die Konsensus-Se- 
quenz CAAX enthalten. C steht hierbei fur Cystein, A ist eine 
aliphatische Aminosaure und X steht fur Serin oder Methionin. 
Bei den von der Merck-Gruppe konstruierten modifizierten 
Peptiden wurden die N-terminalen Peptidbindungen reduziert, 
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um das Molekiil gegen Angriffe von Aminopeptidasen zu schiit- 
zenL3]. Zusatzlich wurden Serin oder Methionin am C-Terminus 
durch Homoserin oder dessen Lacton ersetzt. Man nahm an, 
da13 das Lacton besser in Zellen eindringen kann, da ihm 
die geladene Carboxygruppe fehlt. Die beiden Verbindungen 
L-731,735 und L-731,734 (siehe Schema 1) zeigten eine hohe 
Wirksamkeit als Inhibitoren von aufgereinigter FTPase, wobei 
die Homoserinverbindung aktiver war (IC,,* 18 nM) als das 
Lactonderivat (IC5,, 282 nM). 

Aus Zellen, die mit dem onkogenen ras-Gen transformiert 
und mit L-731,734 behandelt worden waren, konnte nur losli- 
ches Ras isoliert werden, das heifit kein isoprenyliertes und da- 
her membranstandiges Ras. Das beweist, daS das modifizierte 
Peptid tatsachlich die posttranslationale Farnesylierung stort. 
An Hand der Inhibierung des Wachstums bindungsunabhangi- 
ger Rat-I-Zellen, die rnit v-IUS transformiert worden waren, 
konnte die cytostatische Wirkung der Verbindung nachgewiesen 
werden. Das modifizierte Peptid war ab einer Konzentration 
von 1 mM in der Lage, das Wachstum dieser Zellen in Agar zu 
verhindern. 

An der Universitat von Texas und bei Genentech ging man 
noch einen Schritt weiterL4]. Zur kompetitiven Hemmung der 
Farnesylierung des Ras-Proteins ist eine Tetrapeptidsequenz 
notwendig, die der CAAX-Konsensus-Sequenz entspricht und 
man postulierte, daR das Tetrapeptid in Schleifenkonformation 
an die FPTase bindet. Das N-terminale Cystein und das C-ter- 
minale Methionin kHmen hierdurch in unmittelbare Nach- 
barschaft zum Zn2+-Ion, von dem bekannt ist, da13 es fur die 
Bindung des Peptids an die FPTase notwendig ist. Ein Benzo- 
diazepingeriist wurde benutzt, um die schleifenartige Konfor- 
mation der beiden mittleren Aminosauren in der Konsensus- 
Sequenz nachzuahmen. Am Benzodiazepingeriist waren der N- 
terminale Cysteinrest und ein C-terminaler Methionin-, Serin- 
oder Leucinrest angebracht*"I. Mehrere Strukturmerkmale 
(siehe Schema 1) in den Peptidmimetica waren fur eine wirk- 
same Hemmung der Farnesylierung notwendig: a) Die binden- 
de Aminogruppe zum Cysteinrest hin muS N-methyliert sein, 
b) die Konfiguration am C-3 Atom muS die richtige sein (diese 
ist bisher noch nicht ermittelt, nur eines der beiden Diastereo- 
mere ist aktiv), c) Methionin am C-Terminus hat die beste Wir- 
kung und d) im in-vitro-Assay zeigte die freie Saure (BZA-2B) 
die besten Ergebnisse (IC50 0.85 nM); bei Versuchen mit einer 
Zellinie aus dem Ovar des chinesischen Hamsters hingegen war 
der Ester (BZA-5B) und, etwas weniger ausgepragt auch das 
Amid, aktiver. Dies deutet darauf hin, da13 die letztgenannten 
Verbindungen aufgrund ihrer verringerten Polaritat besser in 
die Zelle eindringen konnen. Fast vollstandig gehemmt wurde 
die Farnesylierung bei einer Esterkonzentration von 25 PM, die 
freie Saure hingegen mu13 hierfiir in einer Konzentration 250 I,LM 
vorliegen. BZA-2B hemmte selektiv nur die Farnesylierung und 
nicht die Geranylgeranylierung und wurde selbst auch nicht 
farnesyliert. 

Wenn man Rat-I-Fibroblasten, die mit einer aktivierten 
Mutante von H-Ras transfonniert wurden, fiinf Tage lang mit 

[*I IC,, ist die Konzentration, bei der eine 50prOZ. Inhibierung teilgercinigter 
FPTase aus Rinderhirn auftrat. 

einer 200 ~ L M  Losung des Peptidmimeticums BZA-2B behandelt, 
dann andert sich deren Phanotyp : die mehrlagigen Zellklumpen 
der transformierten Form wandeln sich in eine einlagige Zell- 
schicht um. Das Wachstum von Ras-transformierten Rat-1 -Zel- 
len wurde in Gegenwart des Esters BZA-SB, der in einer Kon- 
zentration von 25 p~ vorlag, nach zehn Tagen zu 90% 
gehemmt. 

Fassen wir zusammen: Ein neues und wichtiges Anwendungs- 
gebiet von modifizierten Peptiden und Peptidmimetica ist ihr 
Einsatz als Inhibitoren der Ras-Farnesylierung" ', 12] . H' ier- 
durch wird die Transformation und letztendlich auch die Carci- 
nombildung gehemmt. Ebenso wird deutlich, daB diese Verbin- 
dungen fur einen fein abgestimmten Eingriff in komplexe 
biochemische und biologische Systeme taugen. Wenn Ablaufe 
wie der Proteintransport und die Signaliibertragung in der Zelle 
erst einmal besser verstanden sein werden, sollte es also moglich 
sein, mit entsprechend modifizierten Peptiden oder Peptidmi- 
metica in diese Prozesse einzugreifen oder sie selektiv zu hem- 
men. 

Planung, Synthese und Anwendung modifizierter Peptide, 
Peptidmimetica und peptidahnlicher Verbindungen wie der Pep- 
toide ist ein Forschungsgebiet, dalj schnell wachst und standig 
an Bedeutung gewinntr13]. Diese Forschung kann und wird aber 
nur dann weiter gedeihen, wenn Forscher aus vielen Disziplinen 
eng miteinander zusammenarbeiten, wie es in den hier diskutier- 
ten Arbeiten geschehen ist. 

Modifizierte Peptide sind definiert als Peptide, deren Aminosauresequenz im 
wesentlichen unverandert vorliegt, die aber z.B. nichtnatiirliche Aminosauren, 
modifizierte Cysteinreste oder phosphorylierte Aminosauren enthalten. 
Peptidmimetica sind Verbindungen, die die Struktur eines Peptids nachahmen 
undioder den biologischen Effekt des Peptids auf Rezeptorebene imitieren [2]. 
Daher konnen die unterschiedlichsten Molekiile als Peptidmimetica wirken; 
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