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Peptidmimetica — maBgeschneiderte Enzyminhibitoren

Joachim Gante*

Professor Hans Joachim Langmann zum 70. Geburtstag gewidmet

Peptide und Proteine — die UUbergiinge
zwischen diesen Verbindungsklassen
sind flieBend — sind in vielerlei Hinsicht
essentielle Bestandteile von Organis-
men. Wiahrend den Proteinen vor allem
biokatalytische Aufgaben sowie solche
als wichtige Gewebebestandteile zu-
kommen, haben die Peptide vor allem
als Hormone, Neurotransmitter und
Neuromodulatoren eine wichtige Funk-
tion im Organismus. Schon seit langem
bedient man sich in der medizinischen
Chemie der Peptide und ihrer Analoga
als Arzneimittel zur Therapie pathologi-
scher Zustinde, die zumeist durch eine
Storung des Wechselspiels zwischen

Botenstoffen oder Enzymsubstraten ei-
nerseits sowie ihren Adressaten — den
Rezeptoren und Enzymen — andererseits
gekennzeichnet sind. Die Entwicklung
geht dabei aus biochemischen und bio-
physikalischen Griinden immer mehr in
die Richtung chemischer ,,Trojanischer
Pferde*, der Peptidmimetica. Dabei
steigen die Erfolgsaussichten fiir die
Wirksamkeit dieser Verbindungen in der
Regel mit dem Ausmall des Tiu-
schungseffekts, d.h. proportional zur
Wandlung eines Peptids zum Nicht-
peptid. Rationales Design ist zu einem
Schlagwort geworden, das gerade fiir die
Konzeption von Peptidmimetica aktuel-

~
le Gultigkeit erlangt hat. Neue Compu-
terprogramme leisten dabei eine unver-
zichtbare hilfreiche Arbeit. Bei allem
Fortschritt ist man vom Endziel, dem
De-novo-Design von Peptidmimetica,
noch weit entfernt. Das rationale Design
macht jedoch deutliche Fortschritte,
und im Hinblick auf das Ganze kann
man schon jetzt sagen: Der Peptidche-
mie insgesamt haben die Peptidmimeti-
ca bisher zu einem enormen Auftrieb
verholfen. Das diirfte sich fortsetzen, so
daB die Peptidchemie der Zukunft von
einer Art symbiotischer Allianz aus Pep-
tiden und Nichtpeptiden geprégt sein
konnte!

_/

1. Einleitung

Peptidmimetica''! haben in den letzten Jahrzehnten eine im-
mense Bedeutung fiir Organiker und Chemiker in der medizini-
schen Forschung erlangt. Im biologisch-chemischen und phar-
mazeutischen Bereich bieten sie interessante Vorteile gegeniiber
den physiologisch aktiven Peptiden, die als natiirliche Wirkstof-
fe von immenser Bedeutung fiir den Organismus sind. Die Ver-
stirkung der Wirksamkeit, die Erhohung der Selektivitat zur
Verminderung von Nebenwirkungen, die Schaffung oraler Bio-
verfiigbarkeit sowie die Verlangerung der Wirkungsdauer durch
Verhinderung des enzymatischen Abbaus im Organismus sind
fiir die Entwicklung von Peptidmimetica von wesentlicher Be-
deutung!?!.

Mit Hilfe computergraphischer Methoden, moderner NMR-
Techniken sowie der Kristallstrukturanalyse lassen sich gezielt
maBgeschneiderte Wirkstoffe konstruieren (Drug Design) und
synthetisieren, deren Strukturvielfalt vom leicht verdnderten
Peptid bis zum reinen Nichtpeptid reicht. Dabei fihrt das
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,,Fischen® in Peptidbibliotheken! sowie das Auffinden vollig
neuer nichtpeptidischer Strukturen im empirischen Massen-
screening oft zu neuen Leitstrukturen, von denen ausgehend
durch Strukturvariation die gewiinschten Wirkstoffeigenschaf-
ten optimiert werden kénnen.

Die Synthese solcher Verbindungen kann das ganze Instru-
mentarium der Organischen Chemie erfordern. Die moderne
Peptidchemie — zu der auch die Mimetica zihlen — lebt also nur
noch zum Teil von ihren traditionellen Synthesetechniken.

Die Entwicklung von Peptidmimetica basiert im wesentlichen
auf der Kenntnis der konformativen, topochemischen und elek-
tronischen Gegebenheiten des nativen Peptidwirkstoffs sowie
der seiner Adresse, d. h. des Rezeptors oder der Bindungsstelle
eines Enzyms, mit denen er interagiert. Das Design von Peptid-
mimetica als potentielle Wirkstoffe sollte insbesondere auf zwei
Strukturgegebenheiten ausgerichtet sein: 1. eine giinstige Paf-
form (Gesamtkonformation), wenn notwendig durch den Ein-
bau versteifender Elemente stabilisiert, im Hinblick auf die ent-
sprechende komplementére rdumliche Situation am Wirkort;
2. die Plazierung bestimmter Strukturelemente (z.B. funktionel-
ler Gruppen, polarer und hydrophober Bereiche) an definierten
Stellen, um erwiinschte Wechselwirkungen (z.B. Wasserstoff-
briickenbindungen, elektrostatische oder hydrophobe Wechsel-
wirkungen) zu erméglichen.
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Bei der Enzyminhibition beispielsweise setzen beide Struktur-
bedingungen die Kenntnis der entsprechenden sterischen Gege-
benheiten des Enzym-Substrat-Komplexes sowie des Katalyse-
mechanismus, d.h. der Arbeitsweise des Enzyms voraus.
Letzteres gibt, als Voraussetzung fiir ein gezieltes Vorgehen, un-
ter anderem dariiber Auskunft, welche Reaktanten an welcher
Stelle des Komplexes an einer Reaktion beteiligt sind. Aufler-
dem spielt die Kenntnis der bioaktiven Konformation eines
Wirkstoffs beim Drug Design eine herausragende Rolle. Neben
spektroskopischen Methoden (NMR) und der Kristallstruktur-
analyse ist das Molecular Modeling ein wichtiges Hilfsmittel bei
solchen Untersuchungen.

Aufgabe dieser Ubersicht soll es sein, Grundsétzliches und
Zusammenhdnge der soeben geschilderten Art niher zu ver-
deutlichen. Die immense Fiille des vorliegenden Materials ge-
bietet eine Beschrankung auf wenige charakteristische und we-
sentliche Beispiele. Nach der Behandlung allgemeiner Struktur-
und Syntheseaspekte sollen hier insbesondere aktuelle Anwen-
dungsbeispiele fiir Peptidmimetica aus dem Bereich der — thera-
peutisch relevanten — Enzyminhibition vorgestellt werden. Die
Beeinflussung von Rezeptoren durch solche Wirkstoffe (z.B.
CCK-Antagonisten, Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten) ist
in einer erst kiirzlich in dieser Zeitschrift erschienenen Ubersicht
eingehend behandelt worden2®!.

2. Maglichkeiten zur Modifizierung der
Peptidstruktur

Strukturell stehen grundsétzlich die im folgenden diskutierten
Moglichkeiten zur Mimetisierung eines Peptids zur Verfligung.
Das Ergebnis der Mimetisierung kann von der leicht verdnder-
ten Ausgangsstruktur bis zum reinen Nichtpeptid reichen.

2.1. Modifizierungen in der Seitenkette von
Aminosiureresten

Zu den Modifizierungen in der Seitenkette von Aminosiuren
zihlt der schon lange praktizierte Austausch von natiirlichen
gegen nichtnatiirliche Seitenketten sowie der
Austausch von L- gegen D-Aminosduren
(Schema 1). Ein jiingeres Beispiel zeigt, daf3
diese Analogisierungsart noch immer aktuell
ist: Eine durch Methylierung in 2',6'- und

-NH-CH-CO-
Schema 1.

B-Position modifizierte Tyro- CH, NH
sinseitenkette fithrt zur Ein- HO i 1
schrinkung der Rotation COOCH

um die CP-C'-Bindung und H,C CHs

kann damit zur Begiinstigung
bioaktiver Konformationen beitragen (1)1,

2.2. Modifizierungen am Peptidriickgrat

Mit der Modifzierung des Peptidriickgrats ist der zumeist
isostere oder isoelektronische Austausch von Einheiten der Pep-
tidkette sowie das Einfiigen zusitzlicher Kettenglieder ge-
meint!'??). Die hdufigsten Modifizierungen sind in Tabelle 1 zu-
sammengestellt.

2.3. Konformationsstabilisierende Cyclen ({Uberbriickung)

Die Konformation von Peptiden kann durch den Einbau un-
terschiedlich langer, versteifender Briicken zwischen Teilen des

o}
QO iy
HN 0o H (o]
o]
2 9 3 [10] 4 1] 5 [12]

A N

10 [17]

Schema 2. Uberbriickungen bei Peptidmimetica.
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Tabelle 1. Die hiiufigsten Modifizierungen am Peptidriickgrat.

Austausch einzelner Kettenglieder

R
o}
Depsi Aza Thio
reduziert
-(CO)- 16
Ketomethylen Bora [5] n=12
P=0O(OH)
171
(8]

zweifacher Austausch an der
Peptidbindung

Verldngerung der Peptidkette

R
|
-NH CH-CO-

NH~CO
Retro-Inverso

{of

CH(OH)-CH,
Hydroxyethylen

(E)-Alken

CH,-CH,

Carba

gElln

P=0(OH)-CH,

Molekiils stabilisiert oder fixiert werden (Schema 2)!?*!. Die
Uberbriickung kann innerhalb eines Aminoséurerests vorlie-
gen, wie bei 2 und 3, oder mehrere Aminosédurereste um-
fassen, wobei in diesem Fall meistens zwei Aminosdure-
reste betroffen sind (Dipeptid-Analoga). Sie kann die ver-
schiedensten Verkniipfungspunkte haben und sich auf unter-
schiedliche Bereiche des Riickgrats erstrecken. Dabei kann
der Briickenschlag von Seitenkette zu Seitenkette (4 und 5),
von Riickgrat zu Riickgrat (6) oder von der Seitenkette
zum Riickgrat (7-9) erfolgen. Dariiber hinaus kann
eine vollstindige oder sogar ausschlieBliche Einbeziehung
der Peptidbindung in den Cyclus vorliegen (10 und
11).

Zu den die Peptidbindung einbeziehenden Mimetica sind
auch Peptidazole wie 12 zu rechnen, iiber die vor kurzem
eine interessante Arbeit erschienen ist!'®l. Hexapeptid-Ana-
loga mit einer dieser Einheiten zeigen eine bis zu zehnfach
hohere Substanz-P-antagonistische Wirkung als das Peptid-Ori-
ginal.
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2.4. Induktion und Stabilisierung von Sekundiirstrukturen
(B- und y-Schleifen, x-Helices)

Das Einfrieren peptidischer Sekundirstrukturen durch Mi-
metisierung ist ein wichtiges Hilfsmittel in der Wirkstoff-For-
schung. Man erhofft sich hiermit die Fixierung bioaktiver Kon-
formationen, sofern sie durch solche Strukturelemente
wesentlich geprégt sind.

Neben a-Helix- und Faltblattstrukturen sind die Schleifen
(turns oder loops) als Wendepunkte in der Peptidkette wichtige
Konformationsbauelemente fiir Peptide und Proteine!2®!. Der
offenbar wichtigste Wendepunkt, die B-Schleife, wird aus vier
Aminosduren gebildet. Ihre Stabili-

sierung erfolgt durch eine Wasser- o] R*
stoffbriicke zwischen der Carbonyl- R:'w)k )\"/\
gruppe der ersten Aminosdure und 'i‘

der NH-Gruppe der vierten Amino- ° N\H H 0}_
sdure (Schema 3). Eine zweite Was- j\/\ T
serstoffbriickenbindung kann zur R N N\\
weiteren  Stabilisierung der p- bR

Schleife beitragen. Eine y-Schleife
wird in dhnlicher Weise aus drei
Aminosduren gebildet.

Wenige Beispiele aus der immensen Fiille des bereits in neu-
eren Ubersichten!*% 2!l zusammengefafiten Materials sollen
zeigen, daB die Strukturmerkmale von noch erkennbaren Pep-
tidketten bis zu vollig nichtpeptidischen Komponenten reichen
(13-20 in Schema 4).

Schema 3. Struktur einer typi-
schen f-Schleife.

O\\ 20 H (e}
H,C s CH, s H
~N N Hi, N
o | 0 H "/H
H 0
HN ° NH O
13 [22] 14 [23] 15 [24]

C
- -
: s

—HN

o o)
17 (28]

o} R
COOH o)_il\ NA&‘
o)
Y —HN/\N\’ o 00
O TNV
__NH @ /

18 [27] 19 {28] 20 {29]
Schema 4. Charakteristische - (13- 17) und y-Schleifenmimetica (18-20).

Wihrend mit 13 beispielsweise zwei antiparallele Peptidket-
ten erzeugt werden!22?), kénnen mit dem gleichen tricyclischen
Grundgeriist durch Anderung der Ankergruppen neuerdings

Angew. Chem. 1994, 106, 1780-1802
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auch f-Faltblattmimetica mit entsprechenden parallel verlau- . . . COOH
fenden Ketten aufgebaut werden?2%!, NH_ 0 YQO COOH NH o Z /g/
Kiirzlich wurde iiber a-Helix-Induktoren vom Typ cyclischer HZNWN ¥ 0.00oH H,N)L NH/\/\HLN/WI NH
Hydrazide wie 21 und 22 (Schema 5) berichtet!®®). AuBerdem CH, ANHT O °
wurde ein neues Q-Schleifenmimeticum beschrieben!31l. Als Q- 24 25
Schleifen werden konformativ stabilisierte, groBere Kurven ei- (Ro43-8857) - Arg Gy - Asp
N nu
T 2
o) NH
H
~NH— H s
H:C,; N o 3=o
0 co— ” HN
S o Vi
COH
21 22 ) o cof

Schema 3. a-Helix-Tnduktoren,

ner Peptidkette bezeichnet, an der 6—16 Aminosédurereste be-
teiligt sind. Das Q-Schleifenmimeticum 23 imitiert die Se-
quenz 41 -48 im Interleukin-1e, einem wichtigen Mediator im-
munologischer und entziindlicher Prozesse*?..

COl_(I)H COOH
N.

L
G X

NH

(o]
o) NH 23

He
C

e

Q-Schleifen kommen in vielen Proteinen vor, kénnen dort
B-Stringe miteinander verbinden und sind in der Regel fest an
der Proteinoberfliche verankert. Man vermutet, daB3 sie unter
anderem eine wichtige Rolle bei der biologischen Erkennung
spielen. Man hat nachgewiesen, daB3 Q-Schleifen durch Komple-
xierung auch an der Inhibiernng von Trypsin beteiligt sind3,

2.5, Geriistmimetica

Bei Geriistmimetica (scaffold mimetics) sind an einem meist
vollig artfremden Rickgrat die fiir die Effektivitit an der Ziel-
struktur erforderlichen Seitenkettenelemente des Peptid-Origi-
nals verankert. Solche Verbindungen erscheinen im Hinblick auf
die Generierung einer oralen Bioverfiigbarkeit — ein schwerwie-
gendes generelles Problem bei Peptiden - besonders interessant.
So ist es nur folgerichtig, bevorzugt Grundkérper oder Struk-
turelemente aus dem Bereich der Naturstoffe und der bewihrten
Pharmazeutica zu verwenden, deren orale Resorbierbarkeit be-
kannt ist. Wichtig bei solchen Verbindungen ist auBlerdem die
relative Starrheit ihrer Konformation, die oft ein Zusammenfal-
len (hydrophobic collapse)!®# der Struktur zu einer inaktiven
Konformation (siehe Abschnitt 6) verhindert.

In Schema 6 ist eine Reihe wichtiger Gerlistmimetica und ihrer
Peptid-Originale wiedergegeben. Verbindung 24 ist als Mimeti-
cum des Sequenzabschnitts Arg-Gly-Asp (RGD) 25 des Fibri-
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26 27

OH
R=H, R =0Bn (L-363,301)
R=R'=H
R=Ac, R'= OBn 29
28
N
3
- NH
N
o N ;
N O CONH,
)
AN

Schema 6. Charakteristische Geriistmimetica (links) und ihre Peptid-Originale
(rechts).

nogens ein potenter Adhésionsrezeptor(Gpllb/I1la)-Antago-
nist (Hemmung der Thrombocytenaggregation) mit den fiir die
Wirksamkeit wichtigen Endgruppen (Amidin-, Carboxysubsti-
tuent) in der richtigen Position®"}

Wihrend in 24 das Grundgeriist noch peptidische Ziige auf-
weist, liegt in Verbindung 26 ein typisches Geriistmimeticum
vor, dessen Steroidgeruist die entsprechenden Gruppen trigt.
Tatséiichlich hat sie eine ~ wenn auch schwache — GpllIb/HIa-
antagonistische Wirkung®®®!, Wie aus Schema 6 ersichtlich,
vermag das Mimeticum eine offenbar wirksamkeitsrelevante
B-Schleife im Bereich der RGD-Sequenz 27 zu imitieren.

B-p-Glucose dient als Geriist fiir Mimetica wie 28 des schon
linger bekannten, an den Somatostatinrezeptor bindenden,
cyclischen Hexapeptids 291371,

Bemerkenswert an diesen 3-Schleifen-imitierenden Mimetica
ist, daB sie je nach Konzentration agonistisch oder antagoni-
stisch auf den Rezeptor wirken konnen. Die Acetylierung fiihrt
erstaunlicherweise unter ,,Umpolung** zu einem selektiven Sub-
stanz-P(SP)-Antagonisten, dem ersten neutralen Effektor dieser
Art iiberhaupt 3%,

Ein wirksames Analogon des tripeptidischen Thyreotropin-
Releasing-Hormon (TRH) 31 ist 308371,
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2.6. Nichtpeptidische Mimetica

Diese zumeist im Zufallsscreening groBer Substanzpools, zu
denen auch Kulturfiltrate von Mikroorganismen und Pilzmeta-
boliten zdhlen, entdeckten Verbindungen gehOren den unter-
schiedlichsten Substanzklassen der Organischen Chemie an und
haben keine offensichtliche Strukturbeziechung zu den natiirli-
chen peptidischen Liganden. Fiir diese Gruppe von Peptidmi-
metica wurde der Terminus Limetics (aus ligand mimetics zu-
sammengesetzt) geprigtt*?l. Die Vielseitigkeit der Strukturen
kommt in den Verbindungen 32—36 zum Ausdruck (Schema 7).

Cl

$0,-CH,
CH, HO  CH;COOH
35 {43]

36 [44]

Schema 7. Peptidmimetica mit vollstindig nichtpeptidischen Strukturen: Das Anal-
geticum Morphin 32, der CCK-Antagonist 33, das Antimykoticum Ketoconazol
34, der Oxytocin-Antagonist 35 und der Angiotensin-II-Antagonist DuP 753 36.

In der Reihe der Angiotensin-II-Antagonisten vom Typ
DuP 753 36 wurde ein sehr erfolgreiches Drug Design mit Hilfe
von Molecular Modeling durchgefiithrt!*3), Dabei wurde die
hochwirksame Struktur 37 aus einer Reihe dhnlicher Verbin-
dungen durch Uberlagerung mit der vermutlichen bioaktiven
Konformation des Angiotensin II (A II) 38 systematisch heraus-
optimiert (Schema 8). Aus der vorgeschlagenen Uberlagerung
ergab sich unter anderem, daf3 die Butylgruppe von 37 rdumlich
der Tle®-Seitenkette von 38 entspricht. Die N-C-N-Einheit des
Imidazolrings sowie die Acrylat-Doppelbindung in 37 imitierten
Peptidbindungen, wihrend die Thienylgruppe die Stelle des
Phe®-Phenylrings einnimmt. Dieser Heterocyclus bewirkt ge-
geniiber dem entsprechenden Mimeticum mit Phenylring eine
Verfiinffachung der Bindungsstirke sowie eine Erhdhung der
Wirksamkeit nach oraler Applikation. In neuerer Zeit wurde -
auf den soeben geschilderten Daten aufbauend — ein verfeinertes
Angiotensin-II-Modell entwickelt, das eine vergroBerte Kon-

1784

HOOC.
37 Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

Angiotensin lf 38

Schema 8. Uberlagerung der berechneten Konformation von 37 mit der von Angio-
tensin I 38.

gruenz auch strukturell stirker unterschiedlicher A-II-Antago-
nisten aufweist!®],

Die Weiterentwicklung der Oxytocin-Antagonisten vom Typ
der Verbindung 35 (siche Schema 7) ergab dic Verbindung 39
mit einem IC,,-Wert kleiner 10 nmM!7%,

CH,

e 5{
L/N S0, . fo) 39

S0,-CH,

Z
I
5

3. Synthesebeispiele

Die Synthese von Peptidmimetica gestaltet sich mit steigen-
dem Mimetisierungsgrad gegeniiber der Peptidherstellung hidu-
fig wesentlich aufwendiger. Zum einen ist die Kettenverlinge-
rung in der Regel nicht so einfach wie die bei den Peptiden, zum
anderen kann man hier nicht aus dem chiralen Pool optisch
aktiver Aminosduren schépfen, sondern muB} eine den Peptid-
Originalen entsprechende definierte Stereochemie erst auf-
bauen. Bei der groBen Strukturvielfalt der Peptidmimetica ist
das gesamte Instrumentarium der Organischen Chemie gefor-
dert! Die Synthesemdglichkeiten seien anhand einiger weniger
Beispicle aus dem Bereich der Riickgrat-modifizierten Peptide
dargelegt.

3.1. Carbapeptide

Eine der hdufigst bearbeiteten Substanzklassen bei Riickgrat-
modifizierten Peptiden sind die Carbapeptide. Im engeren Sinne
sind dies Peptide, deren NH-Einheit in der Amidbindung
gegen eine CH,-Gruppe ausgetauscht wurde (Ketomethylen
W (COCH,)), im weiteren Sinne sind auch die Modifizierungen
Hydroxyethylen (y(CHOHCH,)) und (CH,CH,) (siche Ta-
belle 1) dazuzurechnen. Ketomethylen-*®1 und Hydroxyethy-
lenpeptid-Analoga!*®! spielen besonders in der Chemie der En-
zyminhibitoren eine Rolle®®!, wobei Substanzen mit letzterer
Dipeptid-analoger Gruppierung zu den wirksamsten Inhibito-
ren des Renins'®Y und der HIV-1-Protease!®?! (siche Ab-
schnitt 5.2.1 bzw. 5.5) zéihlen.

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802
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Ketomethylen-Analoga hat man erstaunlicherweise sogar in
der Natur gefunden. So wurden von Umezawa et al. potente
Hemmer der Arginylaminopeptidase, die Arphamenine A 40
und B 41, sowie weitere Stereoisomere aus Chromobacterium

HN

.

A

HN™ "NH

con 40 R=H

41 (R=0OH)

2

violaceum isoliert, strukturell aufgekldrt und neuerdings auch
synthetisiert!>*!. Sie sind von groBem therapeutischem Interes-
se, z.B. als Immunmodulatoren, Opioidpeptid-Abbauhemmer
und Carcinostatica*#.

Die Synthesemdglichkeiten fiir W (CHOHCH,)-Dipeptid-
Analoga sind in einer neueren Ubersicht beschrieben wor-
den'™?!. Beim Aufbau der in o-Stellung substituierten Hydroxy-
ethylen-Dipeptid-Einheit 42 kommt es vor allem auf die Schaf-

fung einer einheitlichen Stereoche-

R 0 mie an allen drei Stereozentren an.
SHNT SN 42 Die Ausgangsverbindung ist ein
OH R enantiomerenreines Aminosiure-

derivat (aus dem chiralen Pool),
so daBl die Stereoselektivitit der Reaktion vorprogrammiert
ist[49: 551
Eine relativ elegante Synthese (Schema 9) geht vom Boc-ge-
schiitzten Aminoaldehyd 43 aus, setzt diesen mit Lithiumpro-
piolsdureester zu 44 um, hydriert (Bildung des Lactons 45), me-
talliert, alkyliert mit Methallylbromid und hydriert zum a-sub-
stituierten Lacton 46161, Dieses 146t sich mit Nucleophilen
(OH™, NHR) zum linearen Peptid-Analogon o6ffnen.

/6\ Li-C=C-CO,Et
_

=C—CO,E
Boc—HN CHO Boc—HN C=C—Cokt
OH
a3 4 (des>10:1)
1. HyPW/BasSO, 1. LiN(SiMe,),
2.4 Boc—HN Boc—HN
3. Trennung 2. )J\/ Br .
fo) 3. Hy/Pd/C o)
45 46

(trans : ¢cis =15 : 1)

Schema 9. Aufbau von Hydroxyethylen-Dipeptideinheiten nach Fray et al. [56].
Boc = terz-Butoxycarbonyl.

In einer neueren Synthese, die ebenfalls Aldehyde als Edukte
verwendet, allerdings nur zu c-unsubstituierten Produkten
fithrt, werden titanierte Propionsdureester als Homoenolat-
Komponenten eingesetzt7],

Interessante neue Aspekte der Synthese von Ketomethylen-
peptid-Analoga haben sich in letzter Zeit durch Verwendung
von fi-Ketosulfonen 48a, b und -sulfoxiden 48c ergeben, die

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802

durch Umsetzung geschiitzter Aminosdureester und -imidazoli-
de 47 mit lithiiertem Methylphenylsulfon'®® bzw. Dimethylsul-
fon und Dimethylsulfoxid*®) erhalten werden (Schema 10).
Aus den Verbindungen 48 lassen sich durch Metallierung und
Umsetzung mit Bromessigester zu 49 mit nachfolgender
reduktiver Entschwefelung die entsprechenden Carbaglycyl-
Dipeptid-Analoga 50 herstellen.

a) Ph-S0,-CHU,

R oder R
X - &(\ -
Z_HN/k(( b) CH4-80,,-CH, Ll Z-HN SOnRZ
o} o]
47a: (X = OMa) 48a: n=2 R?>=Ph

48b: n=2,R?=Me
~N - n= 2 = M
47h:(X=-N\Q) 48c: n=1,R e

a) NaH

1 _R? R
b) Br/\o::o,R3 B So"%O ps A-Hg CO.R?
e z-HN)ﬁ]/K/ e Z—HN z
o) [o]
49a: n=2,R%=Ph 50
48b: n=2,R?=Me

49c: n=1,R2=Me

Schema 10. Aufbau von Ketomethylen-Dipeptideinheiten nach Lygo [58] und Gan-
te et al. [59]. Als Schutzgruppe witd entweder Benzyloxycarbonyl (Z) oder der
Boc-Rest eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden'®®), dafl mit verzweigten a-Brom-
carbonsdureestern ein «-Substituent eingefithrt werden kann.
Verwendet man aus dem chiralen Pool der Aminoséauren leicht
zugingliche enantiomerenreine Halogenverbindungen, sollten
die stereoisomerenreinen Analoga nahezu aller natiirlichen
Aminosduren zuginglich sein. Darliber hinaus sind mit dieser
neuen Methode auch y(CH,CH,)- und (CH=CH)-Dipeptid-
Analoga erhiltlich38},

Ein anderes Vorgehen ermoglicht die Synthese der Ketome-
thylen-Analoga von Arginyldipeptidderivaten, die sich als
hochwirksame und proteaseresistente Thrombininhibitoren
(siehe Abschnitt 3.3) herausgestellt haben®® (Schema 11). Das

HN” ~“NH-Tos ,OMe HN” “NH-Tos
HN
M, OMe 52
OH BOP
Boc-NH Boc-NH N. Me
(o] (o}
)|
MgBr-(CH,),-CH=CH,
HN™ "NH-Tos HN”™ "NH-Tos
RhClyNalO,
-—
Boc-NH (CH,),-COOH Boo-NH (CH,),-CH=CH,
0 o)
54 n=1-4 53

Schema 11. Aufbau von Ketomethylen-Analoga von Arginyldipeptidderivaten
nach DiMaio et al. [60]. Tos = Tosyl.
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aus der geschiitzten Aminosédure 51 hergestellte ¥,0-Dimethyl-
hydroxamsiure-Derivat 5211 wird in einer Grignard-Reaktion
in 53 und in der anschlieBenden Sharpless-Oxidation!®%! in die
gewiinschten Carbonséduren 54 iberfithrt. Kiirzlich wurde iiber
cine verbesserte Synthese der Vorstufen fiir Arginyldipeptidmi-
metica mit Hilfe von N-a-Boc-Arg-Z, berichtet!®¥,

3.2. Azapeptide

Eine inzwischen in der pharmazeutischen Chemie zu Bedeu-
tung gekommene Klasse Riickgrat-modifizierter Peptide sind
Azapeptide!®*. Bei diesen Peptid-Analoga ist die x-CH-Gruppe
eines oder mehrerer Aminosédurereste in einer Peptidkette iso-
elektronisch unter Erhalt der Seitenkette durch ein N-Atom

ersetzt (Schema 12).

q . Da  N-N(R)-CO-
o . Einheiten in der Regel
-NH+« CH .- CO- -NH+ N «-CO-

(Ausnahme: C-termi-
nale Azaaminosdu-

- - —

Peptid Azapeptid
Schema 12. Durch den isoelektronischen Aus- reeSt?r) i BeStandte.ﬂ
tausch der «-CH-Einheit in einer Peptidkette ge- substituierter Semi-

gen ein N-Atom entstehen Azapeptide. carbazide sind, ist der

Aufbau von Azapep-
tiden sehr einfach aus substituierten Hydrazinen oder Hydrazi-
den durch Anfligung einer Aminocarbonylgruppe zu bewerk-
stelligen. Welche Moglichkeiten zur Herstellung von Aza-
aminosdureresten bestehen®4, ist schematisch in Schema 13 ge-
zeigt.

Azapeptide kénnen auch durch die beliebige Direktverkniip-
fung von Azaaminosdureresten synthetisiert werden, so daB mit
repetitiven Synthesesequenzen — wie in Schema 14 am Beispicl

Isocyanate;
!
~NH-NH O=C=N-
Ativierte Ester
o :
-NH-N-C-OR Ak
R o]
! RO-C-fi-
-NH-NH
Azolide; o
R PO | S
“NH -—= | -NH-N-C-N-
Séurechloride:
79 :
-NH-N-C-Cl AN
R 0
! Cl-Co-
~NH-NH
4- iazol- -QN
R
/ .
HN-

P}J—-N
Ao
Schema 13. Mogliche Strategien zur Azapeptidsynthese.
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(PNO,CgH,0),CO
Z-NH-NH, e >

Z-NH-NH-CO,CH,-p-NO,

HpN-NH-CO-NH-CH,-CO,-C,-Hs

HN-NH, - H,0

v

Z-NH-NH-CO-NH-NH,

l {(P-NO,CgH,0),C0

Schema 14. Direktverkniipfung von Azaaminosiureresten.

C-terminal aktivierter Ester!®®! gezeigt — grundsitzlich jedes
reine* Azapeptid zugéinglich sein sollte.

Kiirzlich wurde das erste derartige Analogon einer biologisch
aktiven Substanz, ndmlich 55 in Schema 135, vorgestellt, bei dem
alle Azareste mit der Nitrophenylester-Methode aufgebaut wur-
den!®S!. Im Gegensatz zum Peptid-Original, einem hochwirksa-
men Reninhemmer!®3!, und den schon friiher synthetisierten
Priparaten, die jeweils nur einen Azaaminosdurerest enthalten
(Aphe-1%?!, Agly-17% und Aile-1"'1-Rest), zeigt dieses All-Aza-
peptid 55 — wahrscheinlich aus konformativen Griinden — keine
hemmende Wirkung gegeniiber dem Renin.

Boc—{Aphe}-{Agy }—NH ™~ Ale ™)
OH O N
55

Schema 15. Der durch ein vorangestelltes A erweiterte Dreibuchstabencode von
Aminosiuren bezeichnet die entsprechenden Azaaminosiuren [67].

Dal} lingerkettige Azapeptide auch durch Festphasensynthe-
sen zugdnglich sind, konnten Gray et al. mit dem Einbau von
Azaglutaminresten in Polyproteinsequenzen des Poliovirus und
Adenovirus demonstrieren!’?). C-terminale Azaaminosiure-
ester 57 sind aus den Hydraziden 56 und Chlorkohlensiure-
estern leicht zuginglich!54?: 65.67-731 (Schema 16).

Solche Azapeptide sind hochinteressante und therapeutisch
relevante Inhibitoren von Serin- und Cysteinproteasen!®”), Das

R R
| crcoRvB
RCONHNH ——2 0y R—CO-NH-IL-COZH'
56 57

Schema 16. Aufbau C-terminaler Azaaminosiurereste. R = Aminosiure- oder Pep-
tidrest, R = H, Alkyl, Benzyl, R” = Alky!, Aryl.

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802
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)OK/ gleiche gilt fiir die Aza-Ana-
) Cl' loga 58 der Aminosiure-
R CO-NH /\I]/NH oga er Aminosdure
o (chlormethylketone 59, die

58 analog den Azaestern 57

59; ))((: gﬂz durch einfache Hydrazinacy-

lierung herstellbar sind 741,

4. Neuere Modifizierungsprinzipien

Als neuere Entwicklungsrichtungen bei Peptidmimetica mit
héchst interessanten Anwendungsaspekten, insbesondere bei
Riickgrat-modifizierten Peptiden, sind der Einsatz vinyloger
Aminosduren als Bausteine, spezieller Oligopyrrolinone sowie
das neuartige Prinzip der Peptoide hervorzuheben.

4.1, Vinylogpeptide

Vinylogpeptide — keine eigentlichen Peptidisostere und kon-
zeptionell mit der Hexose-DNA verwandt — kénnen Sekundir-
strukturen dhnlich denen der Peptide bilden, was sie unter ande-
rem als potentielle Rezeptor- und Enzymliganden interessant
macht. So zeigt die Kristallstrukturanalyse von 60, das a-Me-
thylgruppen enthilt, eine Sekundérstruktur mit antiparalleler
f-Faltblattstruktur, wihrend 61 die entsprechende Parallel-
struktur aufweist!7%1,

Mo Me
M/]; OMe ,'/(;O;/)'z OMe
Boc{- socf

) 0

60 61

Erstaunlicherweise finden sich derartige Peptid-Analoga so-
gar in der Natur. Im Meeresschwamm Theonella kommen cycli-
sche peptidische Strukturen — Cyclotheonamid A 62 und B 63 —
mit vinylogem Tyrosin und einer weiteren ungewdhnlichen Ami-

OH
Q o] N&H
l,%(U\H z [o]
(o] oo '2";/ N)J\H
NH O H
m YNNG
T
62 R=H

63 R=Me

nosiure, dem a-Ketoarginin, vorl7¢!, Diese Naturstoffe inhibie-
ren Thrombin, ein wichtiges Enzym der Blutkoagulations-Kas-
kade, und sind somit als potentielle Antithrombotica fiir die
medizinische Chemie von Interesse (sieche Abschnitt 5.3).

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802

4.2. Oligopyrrolinone

Beobachtungen zur Relevanz von §-Strang-Konformationen
fiir die Bindung von Inhibitoren an proteolytische Enzyme fiihr-
ten kirzlich unter Einbeziehung des Molecular Modeling zur
Konzeption eines neuartigen peptidmimetischen Systems, bei
dem ein stark modifiziertes Riickgrat in cyclische, wiederum
aminosiurevinyloge Strukturen integriert wird!””), so daB
Oligopyrrolinone resultieren. Schema 17 zeigt den Kettenab-
schnitt 64 einer derartigen Verbindung im Vergleich zu einer
Tetrapeptideinheit aus Pferde-Angiotensinogen 65, fiir das eine
parallele §-Faltblattstruktur im kristallinen Zustand nachge-
wiesen wurde.

64

Schema 17. Stukturvergleich zwischen dem Oligopyrrolinon 64 und dem Peptid 65.
Ar = Aryl.

Das Mimeticum hat alle fiir dic Bildung einer analogen
Sekundarstruktur erforderlichen Merkmale: Nicht nur die Di-
ederwinkel ¢, ¢ und w sowie die Ausrichtung der Seitenketten
sind vollig addquat, sondern auch die Strukturvoraussetzungen
fiir die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen sind gege-
ben, wie sie fiir den Aufbau von f-Strang-Konformationen not-
wendig sind.

Obwohl die Kette vollig atypisch ist und die einzelnen Amino-
sdurereste senkrecht zur Kette siechen, entspricht die Orientie-
rung der Amin- und Carbonylgruppen im Vinylogpeptid fast
exakt der des Peptids. Ferner sind die Pyrrolinon-NH-Gruppen,
obwohl nicht zum Riickgrat gehorend, als vinyloge Einheiten
hinsichtlich ihrer Basizitit der des Amidstickstoffatoms ver-
gleichbar, so daB sie ebenfalls durch intra- und intermolekulare
Wasserstoffbriickenbildung zur Stabilisierung der f-Konforma-
tionen beitragen sollten.

Die Ergebnisse der Modelluntersuchungen konnten durch
Synthese der Verbindung 66 (Schema 18) weitgehend bestatigt
werden. Die Kristallstrukturen von 65 und 66 belegen die
rdumliche Uberlappung von Seitenketten und Carbonylgrup-
pen. Ferner zeigen sie die Bildung einer antiparallelen f-
Faltblattstruktur bei 66, wodurch eindrucksvoll demonstriert
wird, dall die Pyrrolinon-N-Atome als H-Bindungsdonoren
zwischen den Stringen der gewiinschten f-Konformation fun-
gieren.
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[l 66

Schema 18. Formeibild und Struktur im Kristal] von 66, einer Oligopyrrolinonein-
heit.

Die Synthese dieser Peptidmimetica ist insofern von besonde-
rer Relevanz, als sie den iterativen Aufbau der Kette durch eine
stets sich wiederholende Reaktionssequenz ermoglicht.

4.3. Peptoide

Hochinteressante Aspekte bietet das in der letzten Zeit publi-
zierte neue Konzept der peptidanalogen Oligomere, der Pepto-
ide!”®l. Hierbei handelt s sich um peptidartig verkniipfte N-al-
kylierte Glycine, bei denen durchgehend ein formaler Austausch
der a-CHR- durch NR-Gruppen (Azaprinzip) und umgekehrt
der NH- (der Peptidbindung) durch CH,-Einheiten (Carbaprin-
zip) vorgenommen wurde. Die Positionen der Seitenketten und
Carbonylgruppen der Original-Peptidkette 67 veridndern sich
dabei nicht, wie beim Ver-
gleich mit der Peptoidket-
te 68 ersichtlich ist (Sche-
ma 19).

Schema 19. Vergleich der Kettensegmente
von Peptidketten 67 und Peptoidketten
68.

Die Aminosduresequen-
zen von Peptoiden und
Peptiden sind gegenliufig
ausgerichtet. Insofern er-
innert dieses Prinzip an die
schon ldnger bekannten
Retro - inverso - Peptidmi-
metica, iber die kiirzlich
eine ausfithrliche Uber-

sicht erschienen ist!’*!. Da
die den normalen Amino-
sduren entsprechenden Seitenketten an die N-Atome gebunden
sind und nur CH,-Gruppen (statt NH) auftreten, sind Peptoide
natiirlich nicht mehr chiral. Die meisten dieser Peptoidamino-
sduren konnten bisher synthetisiert werden, die Oligomere las-
sen sich mit beliebiger Kettenldnge aus den entsprechenden Mo-
nomeren analog den Peptiden nach der Festphasenmethode am
Rink-Amidharz® herstellen. Dabei werden entweder die an
der Aminogruppe und Seitenkettenfunktion geschiitzten (bei-
spielsweise mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) oder ¢Bu)
N-Alkylglycine — automatisch oder manuell — an die Polymer-
NHR-Gruppen mit den Kupplungsreagentien PyBOP (Benzo-
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triazol-1-yloxy-tris(pyrrolidino)phosphonium-hexafluorophos-
phat) oder PyBrOP (Brom-tris(pyrrolidino)phosphonium-hexa-
fluorophosphat) gekoppelt und verlingert!’®?) oder neuerdings
die entsprechenden polymeren Bromacetylverbindungen (Sub-
monomer-Festphasensynthese) mit den jeweiligen Aminen repe-
titiv zu 69 umgesetzt!’8"! (Schema 20). Durch das neue Verfah-
ren eriibrigt sich die NH,-Schutzgruppe sowie die vorherige

A 7
HN o HNwwww| P
)
Fmoc—N""~COOH Br ~GOOH
. R R

-
Fmoc—N" (Pl
)

l—Fmoc

a)

{
Br'\n’N @
&)

l R—NH,

R

()
(o}
|-

N
o_R

R R
| \ \/lL] i X
N 69
HN/\g{N n/\([)(

Schema 20. Festphasensynthesen von Peptoiden. R = R’ = H oder geschiitzte Sei-
tenkette; X = NH,, OH; # < 23; P = Polymerharz. a) Die Reaktionsschritte wer-
den n-mal wiederholt; b) das Peptoid wird entschiitzt und vom Harz abgespalten.

Herstellung des Monomers da die Untereinheiten direkt am
Harz erzeugt werden. Die geschiitzten monomeren Glycine sind
leicht erhiltlich (Schema 21).

0P COM + HNTR H;/Pd HN T CO,H

2 .
/ R \
HO,C”Cl , H,NTR Fmoc-OSu

o KOHagq., & /
Fmoc-N"~CO,H

HO,C” “NH, + H\NHz L
R

Schema 21. Aufbau von Peptoidmonomeren [78 a]. Der Rest R ist jeweils geschiitzt.

Konformationsuntersuchungen (Ramachandran-Plot!®!1, Mo-
lecular Modeling) zeigen, daB Peptoide konformativ viel flexi-
bler sind als Peptide. Das Fehlen von CO-HN-Wasserstoffbriik-
ken (keine NH-Gruppen in der Kette!) hat natiirlich Einfluf} auf
die Sekundirstrukturen, Wie Versuche zeigen, sind Peptoide
durch die wichtigen proteolytischen Enzyme Papain, Chymo-

Angew. Chem. 1994, 106, 1780--1802
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trypsin und Thermolysin nicht abbaubar, was im Hinblick auf
die Entwicklung oral wirksamer Pharmazeutica von groler
Wichtigkeit ist.

Erste Untersuchungen zeigten, dal3 Pcptoide biologisch akti-
ver Peptide als Enzymhemmer gleich wirksam wie die Peptid-
Originale sein konnen. So hat die Wirkungsstirke der Analoga
von Ac-Trp-Arg-Tyr-OMe (Inhibitionskonstante K; =100 um)
einem z-Amylaseinhibitor, die gleiche Gréflenordnung wie die
der nativen Verbindung, wobei die Wirksamkeit der Retro-
Sequenz Ac-Whtyr-Narg-Nhtrp-NH, (X; = 200 uM) deutlich
besser ist als die der ,,Vorwirts*“-Sequenz Ac-Nhtrp-Narg-
Nhtyr-NH, (K; = 350 pm) 1,

Ein anderes Beispiel: Die analoge Peptoidsequenz des die 3C-
Protease des Hepatitis-A-Virus inhibierenden Peptids Ac-Glu-
Leu-Ala-Thr-Gln-Ser-Phe-Ser-NH, zeigt eine Inhibition nur
bei der Retro-Sequenz, die etwa gleich stark wie beim Peptid-
Original ist. Interessant im Hinblick auf die AIDS-Problematik
ditrfte auch der Befund sein, daB Peptoid-Analoga von Peptid-
sequenzen aus HIV-Tat-Protein ebenfalls an TAR-RNA bin-
den.

Der grofite Wert der Peptoide liegt vielleicht jedoch in der
Moglichkeit, wie bei den Peptiden in automatisierten multiplen
Synthesen Peptoidbibliotheken, die das Auffinden neuer nicht-
peptidischer Leitstrukturen in einem Simultan-Screening er-
moéglichen sollten, aufzubauen.

5. Enzyminhibition durch Peptidmimetica
5.1. Einleitung

Enzyminhibition!®?!ist — wie eingangs schon erwidhnt — neben
der Interaktion mit Rezeptoren!?* ein weiter und hochaktueller
Anwendungsbereich fiir Peptidmimetica. Hier sind es naturge-
miB die Proteasen!®?, die aufgrund der sequentiellen Struktur
ihrer Substrate ein lohnendes ,,Betitigungsfeld” fiir Peptid-
Analoga darstellen. Proteasen sind essentiell fiir den Ablauf
biologischer Vorginge, wobei ihre Funktion sehr mannigfaltig
ist. So gibt es Proteasen, die Peptidhormone und Neuromodula-
toren aus inaktiven Precursor-Molekiilen freisetzen konnen
(z.B. Renin, ACE (Agiotensin Converting Enzyme)), solche, die
andere Enzyme (z.B. Gerinnungsfaktoren) aktivieren, und an-
dere Peptidasen (z.B. Enkephalinase), die biologische Antwor-
ten durch Abbau des entsprechenden Messenger-Peptids unter-
binden.

Es verwundert nicht, daB3 solche Enzyme zur Aufrechterhal-
tung der optimalen Funktion von endogenen Proteaseinhibito-
ren reguliert werden!®#!, Es ist leicht einzusehen, daB man mit
von auflen zugefithrten (exogenen) Inhibitoren soicher Enzyme
unter Umsténden in den Féllen korrigierend eingreifen kann, in
denen das biologische Gleichgewicht pathologisch gestort ist.
Ziel der Konzeption solcher Inhibitoren ist eine méglichst starke
(reversible oder irreversible) Bindung an das Enzym in Konkur-
renz mit dem natiirlichen Substrat. Die Wirkung eines Inhibi-
tors beruht auf der mehr oder weniger stark ausgepriagten Ver-
dringung des Substrats von der Bindungsstelle.

¥} Peptoid-Nomenklatur: Vor dem Dreibuchstabencode von Aminosiiuren wird
bei den entsprechenden Peptoiden ein N gesetzt oder Nh, wenn es sich um das
(Seitenketten-YHomologe handelt.

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802

Fiir das Design von effektiven Peptidmimetica dieser Art ist
oft die Kenntnis der Arbeitsweise eines Enzyms von groler
Relevanz, weshalb hier die Klassifizierung der Proteasen in be-
zug auf den Reaktionsmechanismus kurz erliutert werden soll.
Die Proteasen sind unter diesem Aspekt in vier Gruppen (mit
Beispielen zugehdriger Enzyme) cinteilbar/®2%! (Tabelle 2):
Serinproteasen nutzen die Hydroxygruppe in der Seitenkette

Tabelle 2. Klassifizierung der Proteasen anhand ihres Reaktionsmechanismus und
ihrer zugehorigen Enzyme.

1. Serinproteasen
Chymotrypsin

2. Cpysteinproteasen
Kathepsine B, C, HL.

Kallikrein Papain
Elastase
Plasmin
Subtilisin
Thrombin
Trypsin

3. Aspartylproteasen 4. Metalloproteasen
HIV-Protease ACE
Kathepsin D, E Collagenase
Pepsin Enkephalinase
Renin

eines Serinrests an der Bindungsstelle als Nucleophil®s!. Cy-
steinproteasen enthalten eine Cystein-SH-Gruppe in Nachbar-
schaft zu einem Histidin-Imidazolring als mechanistisch wichti-
ges Element der Bindungsstelle™®8, Aspartylproteasen nutzen
die f-Carboxygruppe 7zweier Asparaginsiurereste im katalyti-
schen Zentrum unter Bildung eines tetraedrischen Ubergangzu-

stands zwischen cinem Wassermolekiil und der hydrolytisch zu
spaltenden Peptidbindung!®”! (Schema 22). Auch bei Metallo-

R H R \/<C/\%—/

o) |
/NH N\(‘ P\
H HTN
. "o “\f o
0 .
Asp-35 Asp-218 Asp-35%  © Asp-218
3 R AN R
c NH; \/(}C\/ \LL /
ZnN 7
)
\ Q - _ CH/O H H A
o H o -0
H H 0o Q—
Asp-35° | Asp-218 Asp-35 Lo Asp-218

Schema 22. Mechanismus der Katalyse durch Aspartylproteasen. A bezeichnet den
tetraedrischen Ubergangszustand.

proteasen mit einem Zn-Ion in der Bindungsstelle wird ein tetra-
edrischer Ubergangszustand durchlaufen. Das Zn-Ion komple-
xiert einerseits ein Wassermolekiil, andererseits aktiviert es als
Lewis-Saure die zu spaltende NH-CO-Bindung?®®l.

Proteasen werden auch nach ihrer Substratspezifitit unter-
schieden, d.h. nach ihrer Fahigkeit, benachbarte Peptidbindun-
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gen von bestimmten Aminosduren oder solche innerhalb cha-
rakteristischer Aminosduresequenzen zu erkennen und zu spal-
ten'®2° Dafiir cxistieren Erkennungsstellen (recognition
sites) im Enzym, denen bestimmte Positionen auf der Substrat-
oder Inhibitorseite gegeniiberstehen.

Zur Charakterisierung der Spaltstelle eines Substrats nume-
riert man die Aminosduresequenzen gemafl einem Vorschlag
von Schechter und Berger® hiervon ausgehend fortlaufend
sowohl zum N-Terminus als auch zum C-Terminus hin. Die
Spaltstelle wird demgemiB als die P,-P’-Position bezeichnet,
der auf der Enzymseite die entsprechende S,-S)-Position gegen-
iibersteht (Schema 23).

Schema 23. Nomenklatur der Spezifitdt von Proteasen nach Schechter und Berger
[89]. Die Aminosdurereste des Substrats werden mit P oder P’ bezeichnet, die ent-
sprechenden des Enzyms mit S bzw. S'. Der Pfeil kennzeichnet die Spaltstelle, den
Ausgangspunkt fir die Numerierung der Sequenz. N steht fir den N-Terminus, C
fiir den C-Terminus des Substrats.

5.2. Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Systems

Eine der wichtigsten therapeutischen Eingriffsméglichkeiten
fiir Enzymhemmer besteht in der Beeinflussung des Renin-An-
giotensin-Systems (RAS). Diesem Verbindungskomplex sind
die Renininhibitoren!®® sowie die Hemmer des Angiotensin
Converting Enzyme (ACE)"®" zuzuordnen.

Das RAS ist durch eine Abfolge enzymatischer Reaktionen
gekennzeichnet, an deren Ende die Freisetzung des stark blut-
drucksteigernden Octapeptids Angiotensin IT (A TT) 38 steht,
und die therapeutischen Ansitze zielen letztendlich auf eine Sen-
kung des A-I1-Spiegels ab, um die Verminderung eines A-IT-ab-
hingigen, pathologisch erhghten Blutdrucks auf den Normal-
wert zu erreichen. Dieses Ziel kann — wie aus Schema 24
ersichtlich ist — durch Eingriff an unterschiedlichen Stellen er-
reicht werden.

Zuniachst wird das globulire Protein Angiotensinogen 70
zwischen den Aminosdureresten Leu!®-Val'! vom hauptsich-
lich in der Niere vorkommenden Renin, einer Aspartylprotease,
zum biologisch inaktiven Decapeptid Angiotensin I (A T) 71 ge-
spalten. Durch Hemmung dieses Enzyms kann man also schon
an dieser Stelle der Kaskade die Bildung von 38 im gewiinschten
Sinne beeinflussen.

In der zweiten Stufe wird A1 71 vom Enzym ACE, einer
Metalloprotease, unter Abspaltung eines Dipeptids zu Angio-
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10 1
Asp-Arg-Val-Tyr-Dle-His-Pro-Phe-His-Leu < Val-Ile-His..... 70
Angiotensinogen
Renin
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe His-Leu 7
Angiotensin [
ACE
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe ] 38
Angiotensin I
Vasokonstriktion Aldosteron (1)
Blutdruckerhthung < Natrium- und

Wasserretention

Schema 24. RAS-Kaskade: Freisetzung und physiologische Wirkungen von Angio-
tensin II 38.

tensin IT 38 gespalten. Hier liegt der Angriffspunkt der ACE-
Hemmer zur Senkung des A-IT-Spiegels.

Eine grundsitzlich andere Moglichkeit der A-1I-Beeinflus-
sung besteht in der Blockade des A-II-Rezeptors durch A-II-
Antagonisten, d.h. es wird hierbei nicht auf die A-IT-Genese
eingewirkt (siche Abschnitt 2.6).

5.2.1. Renininhibitoren

Ausgehend vom natirlichen Substrat Angiotensinogen 70
148t sich bei den Renininhibitoren tendenziell eine kontinuier-
liche Entwicklung vom reinen Peptid zum ,,ausgepragten** Pep-
tidmimeticum anhand markanter Struktureinheiten aufzeigen,
wie es in Schema 25 dargestellt ist.

Die Strukturen in Schema 25 zeigen exemplarisch die Ent-
wicklungslinie von 73 (RIP = Renin Inhibiting Peptide)!®?), ei-
nem Analogon des Substrats Angiotensinogen, bis zu einem
Ubergangszustands-Analogon 76'°3], dem kaum noch das Pep-
tid anzusehen ist.

Entscheidend fiir die inhibierende Wirkung von Verbin-
dung 73 ist der Austausch der Leu-Val-Einheit in P,;-P}-Position
eines Human-Angiotensinogen-Fragments 72 durch Phe-Phe,
wodurch das Octapeptid durch Renin nicht mehr gespalten wer-
den kann.

Fine erhebliche Steigerung der Wirksamkeit der Reninhem-
mer konnte durch Anwendung des UTbergangszustands-Analo-
gieprinzips®#) erreicht werden. Bei solchen Analoga wurde in
der P,-P|-Position anstelle der zwei Aminosduren eine Dipeptid-
analoge Einheit eingefiihrt, die als Ersatz der Carbonylgruppe

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802
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—Hig - Pro - Phe - His— Leu'%-val* - val . e — 72
Pro - His - Pro - Phe - His — Phe—Phe ~ Val - Tyr - Lys 73
e {RIP)

‘Leu - Phe - NH, 74
(SCRIP)

75

(CGP 38.560)

76
' (EMD 65 010)

Schema 25. Entwicklung von Reninhemmern.

der Amidbindung im Zentrum eine sp*-Hydroxymethylengrup-
pe aufweist wie 74 (SCRIP = Statine Containing Renin Inhibi-
ting Peptide)®3). Diese imitiert damit den tetraedrischen Uber-
gangszustand bei der Hydrolyse des natiirlichen Substrats (siche
Schema 22).

Den AnstoB fiir die Verwendung solcher Reste hat die Beob-
achtung von Umezawa et al.[®%! gegeben, daB ein aus Kulturfil-
traten von Mikroorganismen isolierter peptidischer Aspartyl-
proteaschemmer, das Pepstatin 77, aufgrund der in ibm ent-

OH O.

SN ° ; 3

0.

H
e

e

Statin Statin

haltenen y-Amino-f-hydroxycarbonsdure Statin eine am Me-
chanismus angreifende Wirkungsweise hat. Es resultiert da-
durch eine wesentlich festere Bindung an das Enzym, und die
Persistenz des Inhibitors an der Bindungsstelle wird durch seine
enzymatische Inertheit erheblich gesteigert.

Solche Dipeptid-analogen Einheiten kdnnen, wie in 75, auch
noch ein zusitzliches C-Atom im Riickgrat enthalten (Hy-
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droxyethylen-Typ, siche Abschnitt 3.1) und damit wieder die
Kettenldnge eines Dipeptids aufweiseni®7).

Aus den Strukturen in Schema 25 ist auBerdem ersichtlich,
daB die Zahl der Aminosiurereste im Molekiil erheblich redu-
ziert werden kann, ohne dall die hohe Hemmaktivitit dieser
Verbindungen — die IC;,-Werte liegen simtlich im nanomolaren
Bereich — dadurch beeintrichtigt wird. Von der damit verbunde-
nen Reduzierung des Peptidcharakters und des Molekularge-
wichts erhofft man sich eine Steigerung der oralen Bioverfiig-
barkeit der Renininhibitoren, die bislang noch unbefriedigend
1st.

Eine Weiterentwicklung in diese Richtung ist die Verwendung
von C-terminalen Dihydroxykomponenten wie in Verbin-
dung 76 als mimetischer Ersatz fiir die bisherige Peptidbindung
in diesem Molekitlbereich®®, Auch am N-Terminus ist — wie
aus den Strukturen in Schema 25 ersichtlich — die Verwendung
von Komponenten méglich, die nur noch durch die Riickgrat-
linge und die Seitenkette an die urspriingliche Aminosaure erin-
nern (75) oder vollig atypische Komponenten, wie in 76, haben.
Neben den gezeigten Strukturen ist eine Fiille dhnlicher Verbin-
dungen entwickelt worden!®®], die zum Teil eine deutliche orale
Bioverfiigbarkeit aufweisen.

Was Mimetisierung — und zwar eine nur punktuell am Riick-
grat durchgefithrte — hinsichtlich einer Wirksamkeitssteigerung
einbringen kann, 148¢ sich schlieBlich sehr gut an einem Renin-
hemmer vom Carba-Typ demonstrieren!®*! (Schema 26). Beim

ICs0 (m)

H - His - Pro - Phe - His - lle-His-OH 78 313

H - His - Pro - Phe - His - L lle-His-OH 79 0.5

H - His - Pro - Phe - His - [NH lle-His-OH 80 0.003

Fo] A\

it

Schema 26. Auswirkungen der Mimetisierung (Carba-Typ) auf die Aktivitit eines
Reninhemmers.

Ubergang von einem rein peptidischen Inhibitor 78 zum Carba-
peptid 79 tritt eine ca. 600fache, bei weiterer Variation zum Di-
hydrocarbapeptid 80 eine erneute ca. 170fache Wirksamkeits-
steigerung auf.

Bei beiden Modifizierungen kann sehr anschaulich der bio-
chemische Angriffspunkt nachgewiesen werden: Bei 79 verhin-
dert die gegeniiber dem Peptid-Original 78 fehlende Spaltbar-
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keit der isosteren Ersatz-Peptidbindung eine Freigabe der Bin-
dungsstelle durch wegdiffundierende Spaltprodukte, wie sie
beim natiirlichen Substrat stattfindet. Beim Ubergang zur Ver-
bindung 80 kommt nun noch der Ubergangszustands-Effekt
hinzu, der durch zusédtzliche Wechselwirkungen eine noch fe-
stere Bindung an das Enzym bewirkt.

5.2.2. ACE-Hemmer

Ausgangspunkt bei Mimetica fiir Hemmer des Angiotensin
Converting Enzyme (ACE), einer Metalloprotease mit einem
Zn-Ion in der Bindungsstelle, ist das Nonapeptid Teprotide 81
(Schema 27). Es zeigte sich, daf} diese aus Schlangengift isolierte

Pro - Arg-Pro-Trp-p - Glu

COOH ~rN

o H 0 CooH
O CH, @
|
HOHNJ\/N\n\“ 87
0

Is
COCH

Schema 27. Entwicklung von ACE-Hemmern.

Substanz die an ihr festgestellte Bradykinin-potenzierende Ei-
genschaft der Hemmung des ACE verdankt!®®!, Spiter wurde
festgestellt, daB schon die abgewandelte C-terminale Teilse-
quenz Ala-Pro 82 —wenn auch sehr schwach — das ACE hemmt.
Ferner wurde angesichts der seinerzeit bekannten Hemmwir-
kung von Benzylbernsteinsdure!!°% auf die mit dem ACE me-
chanistisch eng verwandte CarboxypeptidaseA (CPA) das o-
Methylsuccinylprolin 83" synthetisiert, wobei erwartet
wurde, dal} die Carboxygruppe an das Zn-Ton koordiniert und
so die Enzymbindung verstiarkt wird. Tatsichlich erwies sich 83
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81
- O COOH
GH,
WY
O CooH
Ala Pro
0 CH,
83
HO/U\/'\”/N/? CH ‘R=H
O CooH FIO\n/?\N ° N 85 b p gt
o M 6 oon
CH,
Hs\)\(N 84 N
: N
o RO ; 86

als 100mal wirksamer als 82. Die Einfilhrung der noch stérker
Zn-koordinierenden Mercaptogruppe anstelle des Carboxyl-
rests fithrte schlieBlich zum noch einmal 1000fach wirksameren
Captopril 84, einem ACE-Hemmer, der sich als oral wirksamer
Blutdrucksenker und Priparat gegen Herzinsuffizienz seit Jah-
ren sehr erfolgreich auf dem Markt befindet!°%],

Ein anderer Entwicklungsweg, bei dem auch der Alaninrest
aus Ala-Pro 82 beibehalten wurde, fithrt¢ zum Enalapril 85,
einem ebenfalls sehr erfolgreichen, blutdrucksenkenden Phar-
macon!!°2l, Als cntscheidend fur die gute Enzymbindung wird
hier — neben der zusitzlichen Carboxygruppe — die Phenylethyl-
Seitenkette angeschen, die im Vergleich zu 84 einc zusitzliche
hydrophobe Wechselwirkung mit der S,-Einheit des Enzyms
einzugehen vermag (Schema 28). Aus Schema 28b ist dariiber
hinaus ersichtlich, dal wie beim Captopril eine kationische
Gruppe des Enzyms eine Ionenbindung mit der Carboxygruppe
des Prolinrests eingeht, ein Donor-H-Atom des Enzyms an die
Carbonylgruppe des Alanins und die N-Carboxyalkylgruppe an
das Zn-Ton des Enzyms bindet.

a) S, $) S;
/(SHZ—CH—(I{—NQ ‘\‘
R O !
g C0;
Zn'* ¥
b) S, ‘r\(y 8) 5;

c ANTN
: N
: \
}l{ Me '
CH——N—&H—C—N}/:] :
X-H € H-X H 0O ;
0/'.\\0‘ 01- /'

Schema 28. Bindende Wechselwirkungen zwischen der Bindungsstelle von ACE und
Captopril 84 (a) [103] bzw. Enalapril 85 (b) [102a, 104].

Ubrigens ist nur der Ethylester 85b fiir die orale Anwendung
geeignet, da die freie Sdure 85a nicht resorbiert wird82%!, Erst
im Organismus — sozusagen vor Ort — wird der Ester enzyma-
tisch zur aktiven Sdureform gespalten und stellt somit ein
Prodrug dar.

Die Weiterentwicklung dieses Prinzips fithrte schlieBlich zum
Cilazapril 86!"°%) einer Verbindung mit sehr hohem Mimetisie-
rungsgrad.

Eine vollig neue Klasse von ACE-Inhibitoren, bei der erstma-
lig (unbewuf3t?) das Peptoid-Prinzip bet einer bewédhrten Wirk-
stoffgruppe angewendet wurde, wurde kiirzlich beschrie-
ben!!®®] Diese Strukturen zeichnen sich durch 1,2-Cyclo-
alkandicarbonsdure-Reste als Proliniquivalente aus, deren eine
Carboxygruppe amidartig mit einer Aminoalkylgruppe ver-
kniipft ist, die den Zn-chelatisierenden Substituenten in Form

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802
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einer Mercapto-, Carboxy- oder Hydroxamsduregruppe trigt
(88).

. R= -CHy-CHy-SH,
. {CH,)

R n -CHp-COOH,
RN 88 -CHy-CONHOH
O COOH R'= H,Alkyl

n= 12

Wihrend fiir die Wirksamkeit solcher Verbindungen die 2R-
Konfiguration unverzichtbar ist, ist in 1-Position sowohi die S-
als auch die R-Konfiguration zulissig. Das steht im Wider-
spruch zu den klassischen ACE-Hemmern, bei denen die S-Kon-
figuration an der C-terminalen Carboxygruppe erforderlich ist.

Als wirksamstes Produkt mit einem IC ; ,-Wert von 7 nM — und
damit dem Captopril vergleichbar — hat sich die Hydroxamsiu-
re 87 (18,2 R-cis-Form, siehe Schema 27) herausgestellt'! %€, Sie
ist in vitro und in vivo bei verschiedenen Tierspezies wirksam
und wird als extrem gering toxisch bezeichnet. Das Priparat
befindet sich in der klinischen Priifung. Sowohl von Captopril
als auch von Enalaprilat ist inzwischen eine Vielzahl von hoch-
potenten Analoga unter Variation aller Molekiilbereiche syn-
thetisiert worden!*°7!,

5.3. Thrombininhibitoren

Thrombin, eine dem Trypsin dhnliche Serinprotease, ist ein
Schliisselenzym im Koagulationssystem! %81, Es wirkt auf viel-
filtige Weise koagulationsfordernd, hauptséchlich durch Spal-
tung von Fibrinogen zu Fibrin, aber auch durch Aktivierung der
Faktoren V, VIII und XIIl sowie durch Aktivierung des Pro-
teins C mit Hilfe von Thrombomodulin an der Oberfliche von
Endothelzellen!!%®], Thrombin induziert ferner die Plittchenag-
gregation und férdert die Endothelzellen-Proliferation, die Frei-
setzung des Plasminogenaktivators sowie Kontraktion und Di-
latation der Gefd3wand[t!?),

Aufgrund dieser Aktivititen von Thrombin sollte seine geziel-
te Hemmung eine wirksame Kontrolle pathophysiologischer
Zustinde wie Thrombose und Arteriosklerose sowie eine Herz-
infarktprophylaxe ermoglichen.

Die Moglichkeiten der Thrombinhemmung, auch durch
nichtpeptidische Strukturen, sind vielfaltig. Beispielsweise wird
dieses Enzym durch Heparin, ein Gemisch sulfatierter Polysac-
charide, inhibiert. Heparin wirkt indirekt durch Beeinflussung
aktivititsregulierender Faktoren auf das Enzym!'*!!. Ebenfalls
indirekt wird Thrombin durch Vitamin-K-Antagonisten wie
Warfarin gehemmt{!12],

Da solche Priparate — vorwiegend aufgrund mangelnder Spe-
zifitdt — gravierende Nebenwirkungen zeigen, war man frithzei-
tig an der Entwicklung spezifischerer und direkt wirkender
Thrombininhibitoren interessiert. Dazu gehoren das Hirudin 89
—ein aus dem Blutegel (Hirudo medicinalis) isoliertes Polypeptid
mit 65 Aminosidureresten (Schema 29) sowie daraus entwickelte
Analogal '3,

Hirudin bildet einen nichtkovalenten Komplex von sehr ho-
her Affinitdt mit Thrombin und schirmt durch Bindung an un-
terschiedliche Fixierungspunkte dieses Enzyms den Zutritt von
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89

Schema 29. Struktur von Hirudin 89.

Substratmolekiilen sterisch ab!'!'#!, Mit einer Inhibitionskon-
stante K; von 20 fM ist Hirudin der stirkste bisher bekannte
Thrombininhibitor™ %, War 89 lange Zeit nur miithsam und in
kleinen Mengen erhiltlich, so kann man es inzwischen biotech-
nologisch durch Expression in Hefe oder E. coli in groflen Men-
gen und hoher Reinheit gewinnen. Dem auf diese Weise herge-
stellten rec-Hirudin fehlt zwar die Sulfatgruppe am Tyr®*-Rest,
aber das beeintrachtigt die Aktivitat nur wenig. Das Ciba-Gei-
gy-Praparat CGP 39393 ist mit einem K;-Wert von 230 fM
duBerst wirksam und befindet sich in fortgeschrittener klini-
scher Priifung™*¢.

Auch Hirudinfragmente haben sich als wirksam herausge-
stellt, so z.B. die 10—12er-Peptide des C-Terminus!* '™\, Auf die
Thrombininhibierung durch die Naturstoffe Cyclotheonamid A
und B 62 bzw. 637% wurde bereits hingewiesen (siche Ab-
schnitt 4.1).

Die Entwicklung einer duBlerst interessanten Reihe von Pep-
tidmimetica zur Beeinflussung der Thrombinaktivitit setzt bei
Substrat-Analoga an. Dieses sind Inhibitoren, die anstelle des
Thrombinsubstrats Fibrinogen die Bindungsstelle besetzen und
so die normale Funktion des Enzyms hemmen. Diese Substanz-
klasse leitet sich von der Fibrinogen-Teilsequenz Phe-Pro-Arg
90 (Schema 30) ab, die sich vor der zu spaltenden Peptidbindung
befindet! *8!. Die hier sehr gut zu demonstrierende Entwicklung
vom Peptid bis zum ,.kompletten Peptidmimeticum, das keine
natiirliche Aminosdure mehr enthilt, sei an den Strukturen in
Schema 30 gezeigt.

Der Austausch der Aminosdure Phe gegen D-Phe sowie ein
zusitzlicher Austausch der Carboxygruppe des Arg-Rests erga-
ben neben dem entsprechenden Chlormethylketon!*!®!, Alde-
hyd2%1 und Nitril!*2!! als effektivste Verbindung schlieBlich
das Boroargininderivat 91 mit extrem hoher Wirksamkeit (K, =
3.6 pmY)[1221 Man hat festgestellt, daB} diese Verbindung den
tetraedrischen Ubergangszustand der katalysierten Reaktion
imitiert'!23], Kiirzlich wurde nachgewiesen, daB das N-Acetyl-
derivat von 91 in vivo wirksam ist und sowohl die vendse als
auch die arterielle Thrombose beeinfluBt[!24],

Der ndchste Mimetisierungsschritt fithrte zum hochwirksa-
men Sulfonamidderivat 92 (Argatroban, MD 805), basierend
auf der Beobachtung, daB schon der einfache Tosylargininme-
thylester thrombininhibierend wirkt!'?%), Der Ersatz von Argi-
nin durch die nicht natiirliche Aminosdure p-Amidinophenyl-
alanin und die Einfilgung eines Glycinrests in das Molekiil
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Schema 30. Entwicklung von Thrombininhibitoren.

fithrten unter anderem zur Verbindung 93261 (NAPAP), bei der
die nichtnatiirliche p-Konfiguration des abgewandelten Phenyl-
alaninrests um den Faktor 1000 wirksamer ist als die des L-Iso-
mers! 27, SchluBpunkt dieser Reihe ist Verbindung 941128 das
Azaglycin-Analogon der hochwirksamen Verbindung 95[12°),

NH

NH,

0o
LSO -
H,G O;—NH NH/\[(
0o

H.C o CH,
CH,

CH,
S

einer Weiterentwicklung des NAPAP-Prinzips. Flir 94 wird eine
erhebliche Wirksamkeitssteigerung beschrieben. Auflerdem
sind solche Azapetide resistent gegenitber dem enzymatischen
Abbau, so daB zusitzlich zur Wirksamkeitssteigerung eine er-
hohte Stabilitit im Organismus zu erwarten ist.
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Als Weiterentwicklungen der geschilderten Prinzipien zu Ver-
bindungen mit verbesserten Eigenschaften sind der Austausch
von D-Phe gegen die entsprechende versteifte Aminosdure
D-Tic (Tetrahydroisochinolincarbonsiure) beim Tripeptidal-
dehyd-Typ 96!13% sowie Kombinationen mit dem Hirudinmotiv

(Hirulog 1 und Hirulog 4) zu erwéihnen, bei denen D-Phe-Pro-
Arg tiber unterschiedlich lange Spacer aus Glycinresten mit der
Hirudinsequenz 53—64 verkniipft ist!*3). Der Ersatz des Spa-
cers durch eine variable Zahl von w-Aminopentenoylresten in
dieser Reihe fithrt zu Produkten mit erheblich héherer Wirk-
samkeit!!32], Weitere neuere Variationen verwenden Keto-
methylenarginyl-Dipeptidreste!* **! sowie Diphenylmethylreste
anstelle der Phe-Seitenkette! 341,

Die Art der Bindung der Thrombininhibitoren an das Enzym
ist schon immer Gegenstand eingehender Untersuchungen ge-

a) 1

b)

Schema 31. a) Bindung cines Substrats an eine Trypsin-artige Serinprotease. 1: hy-
drophobe Gruppen, 2: Tasche fir Oxygruppe, 3: Erkennangstasche. C: C-Termi-
nus, N: N-Tetminus, H: His*3, S: Ser?®’, 8: B-Autolysestetle. b) Hydrophobes
Zusammenbrechen bei der Inhibitorbindung an Thrombin. 1: zusitzliche Schleife
der Reste 47— 50 mit zwei Taschen, und zwar der P-Tasche (proximal zu Ser?°*) und
der D-Tasche (distal zu Ser°®). Diese Schieife ist im Trypsin nicht vorhanden. 2:
hydrophobe Gruppe in der D-Tasche, 3: hydrophobe Gruppe in der P-Tasche.
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wesen. Neuerdings konnte festgestellt werden, dal} bisher aufler
acht gelassene intramolekulare, hydrophobe Wechselwirkungen
fiir Inhibitoren des Argatroban- und NAPAP-Typs fiir die Bin-
dung sehr wichtig sein kénnen.

War man bisher davon ausgegangen, daBl die Thrombininhi-
bitoren generell in gleicher Weise binden wie das Substrat (sub-
strate-like)[**%], so wurde bei Kristallstrukturuntersuchungen
eine davon abweichende Bindungsweise fiir Inhibitoren der ge-
nannten Typen (inhibitor-like) festgestelit{!27- 1361, Die bioakti-
ven Konformationen weisen danach hydrophobe Wechselwir-
kungen zwischen der Tetrahydrochinolyl- und Piperidingruppe
im Argatroban 92 bzw. zwischen der Naphthyl- und Piperidin-
gruppe im NAPAP 93 auf (Schema 31) und unterliegen damit
einem hydrophoben Zusammenbruch (hydrophobic collapse;
Erklarung siehe Abschnitt 6). Die hydrophoben Reste inter-
agieren, wie Schema 31 zeigt, ausschlieBSlich mit den hydropho-
ben Taschen, die von den Aminosaureresten 4750 des Enzyms
(Tyr-Pro-Pro-Trp) gebildet werden.

5.4. ECE-Hemmer

GroBe Aktualitit hat in der letzten Zeit der Einsatz von Inhi-
bitoren des Endothelin Converting Enzyme (ECE) als therapeu-
tisches Prinzip im Kreislaufbereich erlangt. Endothelin-1 (ET-1)
ist ein aus Endothelzellen isolierbares 21er-Peptid mit zwei Di-
sulfidbriicken, 98, das stark gefdlverengende und blutdruckstei-
gernde Wirkung hat. 98 wird aus einem Vorlduferpeptid, dem
Big ET-1 97 mit 38 Aminosduren, durch eine ECE-vermittelte
hydrolytische Spaltung der Trp?!-Val*?-Bindung freigesetzt
(Schema 32)1371,

Schema 32. Big-Endothelin-1 97 und Endothelin-1 98.

Endothelin existiert in mehreren Isoformen ET-1 98, ET-2
und ET-3, wobei 98 eine herausragende Rolle beim Menschen
zuzukommen scheint. Alle pharmakotogischen Untersuchun-
gen haben deshalb bevorzugt diese Isoform zum Gegenstand.
Erhohte ET-Spiegel scheinen bei pathophysiologischen Zustin-
den wie Bluthochdruck!!?®], akutem Nierenversagen!!3*! sowie
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bei coronarem und cerebralem Vasospasmus!* %! eine wichtige
Rolle zu spielen, so dal} dic Senkung iiberhohter ET-Spiegel —
erreicht durch Hemmung seiner enzymatischen Freisetzung —
als Therapieziel attraktiv erscheint. Parallele Bemiihungen mit
dem gleichen Ziel beziehen sich auf die Blockade des Endothe-
lin-Rezeptors mit entsprechenden Antagonisten!?®!,

Der Aufbau und die Struktur des ECE ist noch weitgehend
ungeklirt, so dall Konzeption und Synthese von Inhibitoren erst
am Anfang stehen. ECE wird einerseits von Inhibitoren der
Metalloprotease Neutrale Endopeptidase (NEP), beispiels-
weise Phosphoramidon 99141 und einfacheren Analoga wie
10011423 sowie von den Chelatbildnern EDTA und o-Phenan-
throlin gechemmt, was darauf hindeutet, dafl ECE eine Metallo-
protease ist!'#2® (Schema 33).

HO ,,’CH3 “
OH
el
7 %
o=p—\ \
(I)H O COM
|
N
OH H
I, NH COOH 100

o
\Ji(NH w1
Bog-NH NH 0 (:)H 0

0
R
L2
NH 102
g OH

0

Schema 33. ECE-Inhibitoren. 102: R =1-Naphthyl, K;=2.3x10"%mM; R =
2-Naphthyl, K, = 3.1 x107° m.

Andererseits gibt es Hinweise darauf, daB die ECE-Aktivitit
moglicherweise von den Aspartylproteasen Cathepsin D und/
oder Cathepsin E hervorgerufen wird!*43!, Ein weiterer Hinweis
auf eine Aspartylprotease findet sich in dem neueren Befund,
daB eine aus der Lunge der Ratte isolierte Enzymaktivitit sehr
effektiv von Pepstatin 77, einem potenten Pepsininhibitor, ge-
hemmt wird'***. Dies war der AnlaB, von Reninhemmern be-
kannte Strukturprinzipien von Ubergangszustands-Analoga
(stehe Abschnitt 5.2.1) fiir die ECE-Hemmung zu optimieren,
Dabei resultierten zwei Gruppen von Inhibitoren vom Statin-
101 und Diol-Typ 102!'**), die zum Teil gegeniiber Renin und
Cathespin D cine hohe ECE-Spezifitiit aufweisen.
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5.5. Inhibitoren weiterer Proteasen

Neben den ausfiihrlich behandelten Inhibitoren therapeutisch
relevanter Enzyme sollten cinige aktuelle Entwicklungen auf
diesem Gebiet kurze Erwihnung finden.

Inhibitoren der HIV-1-Protease sind neben grundsitzlich an-
deren Behandlungsansitzen!"*> zu einem interessanten An-
griffspunkt in der AIDS-Therapie geworden[?* 1481, Diese fiir
die Replikation des Virus essentielle Aspartylprotease ist fiir das
proteoiytische Prozessieren (processing) der gag- und gag-pol-
Polyproteine zu infektiosen Virionen verantwortlich™47, Die
HIV-1-Protease ist als Aspartylprotease grundsétzlich der Be-
einflussung durch Substanzen vom Reninhemmer-Typ mit Sta-
tin- oder Hydroxyethyleneinheiten (siche 103 in Schema 34)

103 [148]
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Schema 34. Inhibitoren der HIV-1-Protease. A: Reninhemmer-Typ (103); B: Hy-
droxyethylamin-Typ (104, 105); C: C,-(pseudo)symmetrischer Typ (106-108); D-
Phosphinsdure-Typ (109).

zugiinglich#®1. Weitere hochwirksame Inhibitoren gehdren
zum Hydroxyethylamin-Typ (104 und 105)['4° 13°1 Neyere
Entwicklungen basieren auf der Beobachtung, daB die HIV-1-
Protease als C,-symmetrisches Homodimer kristallisiert, bei
dem jede Kette je einen fiir die Katalyse wichtigen Aspartatrest
beisteuert 1. Hierauf basierend wurden verschiedenartige In-
hibitoren synthetisiert, deren Peptidbindung durch C,-symme-
trische und C,-pseudosymmetrische Bausteine ersetzt wurde
(106~ 108)[1 S1a,1 521.

Als dullerst wirksam haben sich auch Phosphinsaurederivate
wie 109 herausgestellt, deren zentrale CHOH-Gruppe durch ei-
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ne isostere Einheit ausgetauscht ist!*33!, Weiterentwicklungen
der hier geschilderten Prinzipien sind in der neueren Literatur
beschriebenf! 3471611,

Steigendes Interesse besteht neuerdings an den Inhibitoren
der Neutralen Endopeptidase (NEP), einer Zn-Metalloprote-
ase. Sie spielt im physiologischen Geschehen eine Doppelrolle:
Im Zentralnervensystem inaktiviert sie die Enkephaline, endo-
gene Opioidpeptide!!®2 wihrend das Atriale Natriuretische
Peptid (ANP), ein vom Herzvorhofgewebe sezernierter peptidi-
scher Vasodilatator mit blutdruckregulierender Funktion!¢3],
von der NEP proteolytisch abgebaut wird. Die Hemmung dieses
Enzyms kann sowohl der Schmerzminderung als auch der Sen-
kung zu hohen Blutdrucks dienen. Es verwundert nicht, dafi die
bisher entwickelten Inhibitoren dieser Metalloprotease struk-
turell den Hemmern des ACE gleichen, das derselben Protease-
klasse angehért. Charakterisitsche, als ANP-Abbauhemmer
bevorzugt fiir die Kreislaufindikation bearbeitete Struktu-
ren sind Candoxatril 1101%4, Thiorphan (111)1*¢3! ynd
Sch 39370 (112)!1%8) (Schema 35). Neuere Entwicklungen, zu-
meist Analoga der hier gezeigten Strukturen, finden sich in der

jiingeren Literatur*67 1701,

'_P:\_,Otx}i
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Schema 35. ANP-Abbauhemmer. Candoxatril: 110, R = 5-Indanyl; Candoxa-
trilat: 140, R = H.

Inhibitoren der Elastase, einer Serinprotease, sind fiir die Be-
kimpfung des Lungenemphysems interessant!?> 17!t Von der
Hemmung der Collagenase, einer Metalloprotease, erhofft man
sich insbesondere Arzneimittel zur Bekimpfung der rheumato-
iden Arthritis, einem pathologischen Zustand, an dem dieses
Enzym durch exzessive Proteolyse beteiligt ist!82 1721, Inhibito-
ren der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen), einer
Gruppe von Enzymen, die bei der Proteinfaltung involviert sind
und das Immungeschehen beeinflussen konnen, sind neuerdings
ebenfalls von Interesse'®* 1731 Mit Inhibitoren von Cysteinpro-
teasen, zu denen auch das Papain gehort, kénnten pathologi-
sche Zustinde beeinflufit werden, die durch Fehlfunktion sol-
cher Proteasen beim Prozessieren biologisch aktiver Peptide
hervorgerufen werden!®2" 174] Tnhibitoren der die Neuropepti-
de Neurotensin und Neuromedin abbauenden Enzyme kénnten
eine effektive Schmerztherapie erméglichen! 751,

Die Effizienz unterschiedlicher Peptidmimetisierungen 148t
sich wohl an keinem Beispiel deutlicher demonstrieren als an

Angew. Chem. 1994, 106, 1780—1802
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dem zweier kiirzlich unabhingig voneinander publizierter,
strukturell unterschiedlicher Verbindungen, die als Inhibitoren
des Enzyms Farnesyl-Protein-Transferase (FPT) hochinteres-
sante Moglichkeiten der Krebsbekimpfung er6ffnen. Sowohl
113 mit einer neuartigen, cyclischen Dipeptid-analogen Einheit
vom Benzodiazepin-Typ!'! 7% als auch das Tetrapeptid-analoge
Lacton 1141774 gekennzeichnet durch zwei reduzierte Amid-
bindungen am N-Terminus, vermogen sehr effektiv das Wachs-
tum bestimmter Tumorzellarten zu hemmen (Schema 36).

114

Schema 36. X = Met-COOH, Ser-COOH, Leu-COOH, Met-COOMe, Met-
CONH,.

Die Substanzen sind gegen onkogene Ras-Proteine gerichtet,
die entscheidend an der Entstehung der meisten menschlichen
Bauchspeicheldriisen- und Dickdarmtumoren beteiligt sind.
Diese aufgrund von Punktmutationen entstehenden onkogenen
Ras-Proteine bediirfen der Ankniipfung einer Farnesylgruppe
an eine Cystein-SH-Gruppe der C-terminalen Tetrapeptid-Ein-
heit des Proteins, um sich an die Innenseite der Zellmembran
anheften zu kdnnen. Nur in diesem Zustand vermdgen sie eine
ungehemmte Zellteilung zu induzieren. Der Ansatz zur Desakti-
vierung solcher Proteine hat nun zum Ziel, die Ubertragung des
Farnesylrests durch Inhibierung der diesen Vorgang katalysie-
renden Farnesyl-Protein-Transferase zu verhindern* 731,

Im Gegensatz zu anderen Ansitzen dieser Art!? 71791 unter
anderem mit entsprechenden dem C-Terminus analogen Tetra-
peptiden!!7%-18%1 kdnnen die hier vorliegenden Mimetica sol-
cher Peptide die Zellmembran durchdringen und sind zudem
wesentlich resistenter gegen abbauende Enzyme.

Es konnte gezeigt werden, dafl diese Verbindungen schon in
sehr geringer Konzentration die Kupplung der Farnesylgruppe
an das mutierte Ras-Protein und damit dessen Anheftung an die
Zellmembran verhindern, so daB tatsichlich das Zellwachstum
gehemmt wird. In der Zellkultur zeigen die Substanzen grol3e
Selektivitdt bei dullerst geringer Toxizitit.

6. Schlufibetrachtungen und Ausblick:
hydrophober Zusammenbruch, De-novo-Design

Neue Impulse beim rationalen Design neuer Wirkstoffe mo-
gen von der inzwischen gewonnenen Erkenntnis tiber das offen-
bar als recht allgemein giiltig erkannte Phdnomen des hydro-
phoben Zusammenbruchs ausgehen, auf dessen Natur und
Auswirkungen hier zum Abschlul wegen seiner méglichen zu-
kunftsweisenden Aspekte bei der Planung neuer Peptidmimetica
kurz eingegangen werden soll.

Angew. Chem. 1994, 106, 17801802

Betrachtet man die Gesamtheit der Peptidmimetica-Struktu-
ren, fallt auf, daB sie als gemeinsames Strukturmerkmal mit
vielen Pharmacophoren von Arzneimitteln konformativ fixierte
oder zumindest in ihrer Flexibilitit eingeschrinkte hydrophobe
Gruppen enthalten. Diese Einschrinkung der konformativen
Beweglichkeit verhindert intramolekulare hydrophobe Wechsel-
wirkungen, die in wifriger Umgebung — d.h. also auch am
Rezeptor und an der Bindungsstelle — zu einem Zusammen-
bruch einer bioaktiven Konformation unter Verlust der Wirk-
samkeit fithren wiirde. Dieses Phinomen wird als hydrophober
Zusammenbruch bezeichnet 8],

Thm liegt der hydrophobe Effekt™#* zugrunde, der bei allen
biologischen Prozessen eine wichtige Rolle spielt. Er besagt, dal
komplexe Molekiile beim Ldsen in Wasser die Tendenz zeigen,
die Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Gruppen und
dem Losungsmittel auf ein Minimum zu reduzieren. Aufgrund
dieses Effekts haben sich z.B. bei Proteinen Strukturen heraus-
gebildet, die hydrophobe Wechselwirkungen fiir die Bindung
von Liganden an Rezeptoren nutzen. Bei den Enzymen tragen
solche hydrophoben Taschen ganz wesentlich zur Fixierung von
Substraten und Inhibitoren bei. Das Konstruktionsmuster der
Proteine scheint ideal fiir die Stabilisierung solcher hydropho-
ber Taschen, z.B. bei den Bindungsstellen von Enzymen, zu sein,
und der hydrophobe Zusammenbruch in Abwesenheit des Li-
ganden wird dadurch verhindert.

Umgekehrt erscheint auf der Seite des Liganden eine derartige
Konformationsstabilisierung oft ebenfalls witnschenswert, um
die fiir eine Interaktion mit der Bindungsstelle des Enzyms er-
forderliche Prisentation hydrophober Gruppen zu gewdhrlei-
sten. Ohne diese beispielsweise durch versteifende Grundgeriiste
erreichbare Stabilisierung witrde der Wirkstoff zu einer inakti-
ven Konformation hydrophob kollabieren.

Der hydrophobe Zusammenbruch eines Liganden kann aber
auch wiinschenswert sein, da in manchen Fillen nur die kolla-
bierte Konformation bioaktiv ist. Das kann beim Cyclosporin
AUB3 aber auch bei den Thrombininhibitoren (siche Ab-
schnitt 5.3) sehr gut gezeigt werden.

Das Design von Peptidmimetica sollte in jedem Fall bertick-
sichtigen, ob ein hydrophober Zusammenbruch verhindert oder
herbeigefithrt werden soll. In der Regel wird es in Zukunft also
fur das Auffinden neuer peptidmimetischer Grundstrukturen
wichtig sein und bleiben, nach Geristen (scaffolds) Ausschau zu
halten, die aufgrund ihrer Starrhcit einen hydrophoben Zusam-
menbruch essentieller Gruppen in waBrigem Medium verhin-
dern. Die bisher aufgefundenen Geriiste wie das Zucker- oder
Steroidgrundgeriist (siche Abschnitt 2.5) scheinen diese Bedin-
gungen zu erfiillen.

Ein zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht erreichbares Ziel ist
das De-novo-Design von Peptidmimetica. Noch werden natiir-
liche Substrate, Inhibitoren oder eine Screening-Leitstruktur
(Pflanzen- oder tierische Extrakte, Isolate aus Mikroorganis-
men, chemische Bibliotheken) als Ausgangspunkt einer Ent-
wicklungssequenz bendtigt. De-novo-Design aber bedeutet:
Entwicklung ohne einen solchen Ausgangspunkt. Im Falle eines
Inhibitors heiBt das z.B., daB eine Struktur nur aufgrund der
Kenntnis der Aminosiuresequenz des Enzyms oder des natiirli-
chen Wechselwirkungspartners entworfen wird.

Die Entwicklung innerhalb der medizinischen Chemie bis
zum Endpunkt des De-novo-Designs wire sicherlich von enor-
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mem praktischen Wert fiir dieses Forschungsgebiet. Man denke
nur an den extrem hohen Forschungsaufwand bei der gegenwir-
tig noch vorherrschenden, zum groBen Teil auf Empirie beru-
henden konventionellen Vorgehensweise bei der Entwicklung
eines Arzneimittels. Dieser Aufwand ist sichtbarer Ausdruck
der statistischen Tatsache, dafl immer noch tausende Verbin-
dungen synthetisiert und getestet werden miissen, um einer von
ihnen den Weg zur ersechnten Marktreife zu ebnen, wihrend der
Rest im Netz der strengen pharmakologischen, toxikologischen
und klinischen Qualifikationspriifungen hangenbleibt. Mit Hil-
fe einer De-novo-Entwicklung kénnte diese Ausschuflrate si-
cherlich auBerordentlich stark reduziert werden.

Einen Schritt in diese Richtung gehen sicherlich Computer-
programme, z.B. CAVEATI!34, die das Ziel der Berechnung
neuer Wirkstoffstrukturen nur aufgrund der Kenntnis der
Bindungsstelle verfolgen. Neuerdings wurde das Programm
DESIGN vorgestellt!#%], mit dessen Hilfe ein Templat zur Mi-
metisierung des Enzyms Thioredoxin entworfen wurde.

Ein rationales Design von Peptidmimetica ist hingegen, wie
dieser Uberblick aufzeigen sollte, in gewissem Umfang bereits
heute moglich. Dazu leisten die verfeinerten Methoden der Kon-
formationsanalyse (z.B. NMR-Spektroskopie, Kristallstruktur-
analyse) sowie die neuen Computerprogramme einen wichtigen
Beitrag. Das rationale Design hat sich schon jetzt bei dem Be-
miihen, Strukturen von Peptiden mit ihrem biologischen Infor-
mationsgehalt in niedermolekulare nichtpeptidische Verbindun-
gen zu iibersetzen, als sehr hilfreich erwiesen.

Aber auch die Synthesechemie hat bereits groBe Aufgaben
bewiltigt. Ohne die modernen Methoden der Organischen Che-
mie wire der Aufbau komplexer Molekille mit bestimmten
funktionellen Gruppen und hydrophoben Elementen an einem
nichtpeptidischen Grundgeriist sowie mit einer definierten Ste-
reochemie wohl kaum moéglich.

Ohne Zweifel bedarf es der gemeinsamen Anstrengung von
Organikern und in der medizinischen Forschung arbeitenden
Chemikern sowie der Hilfe vieler an der Chemie des Lebens
gleichermaBen interessierter Nachbardisziplinen. Dieser Kraft-
akt dient schlieBlich dem Design von lebensvertriglichen Mole-
kiilen sowie der Entwicklung des synthetischen Intrumenta-
riums, das die Bricke zwischen spezifisch chemischen,
strukturellen, konformativen, topograpischen und dynami-
schen Gegebenheiten einerseits und der biologischen Aktivitat
andererseits schligt. Bezogen auf unsere Thematik heil3t das:
Die Bemiihungen um effektive Peptidmimetica reihen sich
zwanglos in die aufgezeigte Tendenz ein, und aufgrund des be-
reits Erreichten sowie der begriindeten Hoffnung auf weiteren
Fortschritt ist auch die Realisierung der Zielvorgabe malge-
schneiderter, peptidmimetischer Enzyminhibitoren als sehr
chancenreich anzusehen!!8¢1,
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