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1 EINLEITUNG

Die zunehmende Aufklirung molekularer Wechselwirkungen von Peptiden in biologischen
Systemen weckt das Interesse, sie als korpereigene Wirkstoffe in der Therapie einzusetzen.
Dem gezielten Einsatz von Peptiden als Pharmaka zur Behandlung pathologischer Erkran-
kungen steht jedoch deren geringe metabolische Stabilitit entgegen, da diese ztigig von kor-
pereigenen Proteasen im Gastrointestinaltrakt und im Serum abgebaut werden. Zudem fehlen
hiufig Transportsysteme zum Uberwinden von Kérperbarrieren. Kleine, lineare Peptide, die
leicht synthetisch zuginglich sind, haben auBlerdem keine definierte Sekundirstruktur und
konnen dadurch zu unspezifischen Interaktionen mit verschiedenen Rezeptoren fithren, was
einem gezielten Therapieeinsatz entgegensteht.

Es ist daher unbedingt notwendig, Zielpeptide chemisch so zu modifizieren, dass die Biover-
tiigbarkeit verbessert und die Selektivitat erh6ht wird. Allein durch die Cyclisierung von Pepti-
den wird deren metabolische Stabilitit entscheidend erhéht, da sie Proteasen keine Angriffs-
fliche mehr bieten. Der Austausch von L- durch D-Aminosduren fihrt des Weiteren zu einer
deutlichen Einschrinkung der konformationellen Freiheit cyclischer Peptide und neben einer
weiter gesteigerten Proteasestabilitit unter Umstidnden zu einer starken Erhohung der Selekti-
vitit beztiglich verwandter Rezeptoren. Es ist auBerdem moglich, die Struktur des Peptidgeri-
stes so zu verandern, dass die peptidische Struktur nicht mehr erkennbar ist. Dabei ist allein
das Vorhandensein der pharmakophoren Gruppen in der richtigen dreidimensionalen Anord-
nung solcher Peptidomimetika ausreichend fiir die spezifische Wechselwirkung von Substrat

und Rezeptor unter Beibehalt des physiologischen Effekts.



2 EINLEITUNG

Es ist heute durch ausgereifte Techniken moglich, Einblicke in Funktion und Struktur biolo-
gisch relevanter Protein- bzw. Peptidsysteme auf molekularer Ebene zu bekommen und durch
gezielte Synthese von Protein- bzw. Peptidstrukturen darauf Einfluss zu nehmen. Durch Bio-
sensoren ist es iberdies moglich, Echtzeit-Informationen von Substrat-Protein-Interaktionen
zu erhalten, um sich so mit minimalem Substanzbedarf thermodynamische und kinetische In-
formationen von Testsystemen zu verschaffen.

Ein aktuelles Gebiet der Peptidchemie ist der Einsatz von Peptiden als Mimetika biologisch
relevanter Strukturen. Aufgrund der schier endlosen Anzahl von Kombinationen proteinoge-
ner Aminoséduren ist es moglich, durch Sereenings von biologischen makromolekularen Rezep-
toren gegen riesige randomisierte Peptidbibliotheken potentielle Peptidliganden zu generieren.
Dadurch identifizierte Peptidsequenzen konnen als Startpunkte fiir weiterfithrende Studien
dienen, um die Wechselwirkungen zu spezifizieren.

Werden derartige Screenings auf Rezeptoren fiir spezifische Kohlenhydratsequenzen angewandt,
lassen sich unter Umstinden Peptidsequenzen erhalten, die an entsprechenden Rezeptoren
binden und folglich als Glykomimetika wirken. Dadurch kann sich Zutritt verschafft werden
zu der groflen Zahl von Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen im lebenden Organismus, die fir
eine Vielzahl wichtiger biologischer Prozesse von entscheidender Bedeutung sind. Somit lie-
Ben sich durch relativ leicht zugingliche Peptide z. B. spezifische kohlenhydratvermittelte
Wechselwirkungen von Zellen beeinflussen, ohne in mithsamen Prozessen die Kohlenhydrate
isolieren oder synthetisieren zu missen.

In dieser Arbeit wird die Synthese und die biosensorische Untersuchung einer Peptidbiblio-
thek vorgestellt. Dabei werden glykomimetische Peptide modifiziert, um diese in affinere und
spezifischere Substanzen zu Uberfithren. Die Ausgangspeptide dienen als Kohlenhydratmime-
tika fir die L2/HNK-1-Kohlenhydratsequenz, die in vielen biologischen Abldufen eine wich-
tige Rolle spielt. Durch die Optimierung der Struktur der Peptidliganden wire es moglich, eine
potentielle Ausgangsverbindung zu erhalten, die als Ausgangspunkt fiir weitere pharmakologi-
sche Untersuchungen dienen konnte. Sie konnte somit zu einem Therapeutikum fihren, mit
dem es moglich wire, das Wachstum verletzter motorischer Nerven zu beschleunigen, um
Lihmungen von Patienten zu heilen. Des Weiteren wire es vorstellbar, schwere neurale Er-
krankungen zu behandeln, die mit einer Demyelinierung der Nerven einhergehen. Der
Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Synthese der Peptide und der Untersuchung ihrer biolo-

gischen Aktivitit, um sie neuralen Zellexperimenten zuzufihren.



ALLGEMEINER TEIL 3

2 ALLGEMEINER TEIL

2.1 L2/HNK-1-Kohlenhydrat-Erkennungssequenz

Molekiile der neuronalen Erkennung sind Kohlenhydrat-tragende Glykoproteine, Glykolipide
oder Proteoglykane, die auf der Zelloberfliche oder in der extrazelluliren Matrix zu finden
sind. Diese Molekiile regulieren Zellwechselwirkungen wihrend der Entwicklung, die Modifi-
zierungen der synaptischen Aktivitit, das Wachstum und die Regeneration beschidigter Net-
venverbindungen.

Ein funktionell interessantes Glykan dieser molekularen Erkennungsmaschinerie des neuralen
Systems ist das 1.2/HNK-1-Kohlenhydrat. Entdeckt wurde es 1981 von Abo und Balch, als
diese einen monoklonalen IgM-Antikorper aus Mausen isolierten, der gegen ein Membrananti-
gen einer kultivierten humanen T-Zelllinie gerichtet ist. Es konnte gezeigt werden, dass dieser
Antikorper spezifisch mit einem Antigen auf einer Untergruppe humaner natirlicher Killer-
zellen interagiert, wovon sich der Name HNK-1 (buman natural killer cells) ableitet. Zudem wur-
de die proteolytische Stabilitit des 1.2/HNK-1-Epitops erkannt, was auf seine nichtpeptidi-
sche Struktur hindeutete.!"! 1984 wurde durch biochemische Analysen an Glykoproteinen, die
das Epitop des HNK-1-AntikGrpers tragen, gezeigt, dass das Antigen ein Kohlenhydrat ist
und weitere Antikérper, die 1.2-Antikorper, gegen das Epitop etabliert.”) Obwohl zunichst als
Antikoérper in der Leukozyten-Forschung entwickelt, konnte bald nach der Entdeckung ge-
zeigt werden, dass der HNK-1-Antikorper viele Zellen des neuralen Systems markierte.”! Ta-
belle 1 zeigt eine Auswahl 1.2/HNK-1-tragender Glykoproteine, Proteoglykane und Glyko-
lipide.



4 ALLGEMEINER TEIL

Tabelle 1: Auswahl von Molekiilen, die das L2/HNK-1-Epitop tragen.

Molekiilart: Molekiile:

I Glykoproteine

a) integrale Membran-Glykoproteine Mitglieder der Ig-Uberfamilie:
neural cell adhesion molecule (N-CAM)PI
neuron-glia-CAM (Ng-CAM)P!
nerve growth factor-inducible large excternal glycoprotein (NILE)S)
ng-CAM related-CAM (Nt-CAM)!)
myelin-associated glycoprotein (MAG) Pl
andere:
peripheral myelin glycoprotein (Po,)P!
myelin/ oligodendrocyte glycoprotein IMOG)10)
Schwann cell membrane glycoprotein (SAG)IM
ol B1 integrin?!

b) Glykoproteine der extrazelluliren Matrix [7, tenascin, cytotactin, myotendinons antigen, hexabranchion, human
lioma-mesenchymal extracellular matrix antigen!'

ependymin!¥

c) Enzyme acetylcholinesterase B, butyrylcholinesterase EI

5 -nucleotidasel*l

IT Proteoglykane cyetotactin-binding proteoglycan™’)
chondroitin sulphate proteoglycan'®

III Glykolipide 3-sulfoglucuronylneolactotetraosylceramide,

3-sulfoglncuronylneolactobexaosylceranmidel')

211 Struktur des L2/HNK-1-Epitops

Die Kohlenhydratstruktur, die mit HNK-1-Antikérpern interagiert, wurde bald nach der Ent-
deckung des Epitops von Chou" fiir das antigenprisentierende Glykolipid humaner peripher-
er Nervenzellen charakterisiert. Sie wurde als 3-Sulfoglucuronylneolactotetraosylceramid fur
das sulfatierte Glykosphingolipid SGGL-1 (sulfatiertes Glucuronylglykosphingolipid-1) und
als 3-Sulfoglucuronylneolactohexaosylceramid, das aus sich wiederholenden Einheiten von N-
Acetyllactosamin aufgebaut ist, fir das Glykosphingolipid SGGL-2 charakterisiert. Aus diesen
Studien folgte, dass das L2/HNK-1-Epitop zumindest die 3-Sulfoglucuronsiure-Einheit ent-
hilt, jedoch schien auch das Neolactosyl-artige Riickgrat essentiell. In Glykoproteinen kommt
das Epitop an verzweigten Mannose-reichen Oligosacchariden, N-glykosidisch an Asparagin-

1829 Tm Proteoglykan Chondroitinsulfat ist das Epitop iiber das

Seitenketten gebunden, vor.
Poly-(N-acetyllactosaminyl)-Oligosaccharid verankert.” Mit der vollstindigen Aufklirung der

Struktur des Glykoproteins P, und dem Vergleich mit bekannten Strukturen von Glykolipiden
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wurde das L2/HNK-1-Epitop als 3-O-Sulfo-GlcA(B-1—3)Gal(B-1—4)GlcNAc charakteri-
siert (Abbildung 1).*”

HoOC Ho  OF
HO o 0 OH
HO,SO 0 0 ©
OH OH  HO OR
NHAC
Abbildung 1: Struktur des L2/HNK-1-Epitops (3-O-Sulfo-f-D-glucopyranosyluronsiure)-

(1—3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyrano-
sidl19c, 22]

2.1.2 Funktion des L2/HNK-1-Epitops

Das L2/HNK-1-Epitop witd von vielen neuralen Erkennungsmolekiilen exprimiert und ist in
die Interaktion neuraler Zellen wihrend der Entwicklung, in die Regeneration des peripheren
Nervensystems (PNS), in die Synapsen-Plastizitit sowie in pathogene Prozesse involviert. Die
hohe phylogenetische Konservierung des L2/HNK-1-Epitops, es wird sowohl in Wirbeltie-

ren, Insekten™ als auch in Blutegeln®

gefunden, weist auf die Bedeutung der Struktur in bio-
logischen Systemen oder die entwicklungsgeschichtlich frithe Entstehung hin. Die Expression
des L2/HNK-1-Epitops ist temporir und lokal auf spezifische Entwicklungsprozesse limitiert
und nur Subpopulationen unterschiedlicher Molekiile tragen zu unterschiedlichen Zeiten der
Entwicklung das Kohlenhydrat, was auf eine entwicklungsabhingige Feinregulierung der Ex-
pression unabhingig von der Proteinsequenz hindeutet. So wird das Epitop im Neuralrohr des
Frosches von den ersten Neuronen noch vor der Axonbildung produziert und bleibt auf der
Oberfliche des sich bildenden Axons erhalten, bis dieses ausgewachsen ist. Mit fortschreiten-
der Reife des Axons nimmt die Expression des Epitops ab, erscheint aber gleichzeitig in der
Myelinschicht. Die Molekiile, die es dabei tragen, sind in Abhangigkeit des Entwicklungsstan-
des verschieden.” Diese alternierende Expression ist in Nerven verschiedener Spezies nach-
gewiesen.”’

Das 1.2/HNK-1-Kohlenhydrat ist essentiell fur die Migration fetaler Neuralrohr-Zellen in ver-
schiedenartigen Spezies.”” AuBerdem wird es zumindest bei Ratten, Hasen und Menschen im

embryonalen Reizleitungssystem des Herzens gefunden.”
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Bei der Selektion und Stabilisierung synaptischer Verbindungen spielt das Kohlenhydrat eine
entscheidende Rolle. So erscheint das Epitop auf der mit der Oberfliche von Gliazellen ver-
bundenen ATP spaltenden 5°-Nucleotidase wihrend der frihen postnatalen Entwicklung des
visuellen Kortex der Katze zu einer Zeit, in der die Synaptogenese und Umordnung der Syn-
apsenverbindungen stattfindet, und verschwindet nach diesen Vorgingen wieder.””" Auch in
der sich entwickelnden Hithner-Retina scheint das Epitop, ein Marker fir die Differenzierung
und Herstellung der finalen synaptischen Konfiguration zu sein.”” Uberdies wird das Kohlen-
hydrat mit der Gedichtnisfestigung im Fisch in Zusammenhang gebracht. Intraventrikulire
Injektion von Antikorpern gegen das 1.2/HNK-1-Epitop und gegen Ependymin, ein sekreto-
risches Glykoprotein im Hirn, das das Epitop trigt, verursacht verminderte Gedachtnisfesti-
gung, beeinflusst aber nicht das Abrufen bereits gefestigter Kenntnisse.”'! Bei Mausen fiihrt
die intrahippocampale Applikation von L2-412-Antikérpern zu dhnlichen Ergebnissen, wo-
durch dem Epitop eine wichtige Funktion in der Hippocampus-abhingigen kontextuellen Ge-
déchtnisbildung in Siugern zugewiesen wird."”

Des Weiteren ist die Kohlenhydratsequenz von immunologischem Interesse, so ist sie in die
initiale Bindung des humanen Cytomegalovirus (HCMV), ein B-Herpesvirus, an die Wirtszelle

involviert, wobei hier SGGL-Glykolipide eine entscheidende Rolle im Bindungsprozess des
Virus spielen.” Der HNK-1-Antikérper gehért zu einer Gruppe von Antikérpern (IgMy-Ak),

die die Remyelinierungen in einem Virus-induzierten Maus-Modell von Multipler Sklerose be-
wirken. Dabei scheint die Wechselwirkung des HNK-1-Antikérpers mit dem Myelin-assoziier-
ten Glykoprotein (MAG) von Bedeutung zu sein, ein Hauptinhibitor der axonalen Regenerati-
on in vitro.? Zudem spielt das Epitop bei der Demyelinierung von Axonen bei neuropathi-
schen Patienten eine Rolle (Kapitel 2.1.5).

In vielen Geweben, die das L.2/HNK-1-Epitop prisentieren, bleibt es in Karzinomen etrhal-
ten. So wird es im neuroendokrinen Lungenkarzinom, bei von Schwannschen Zellen abgelei-
teten Tumoren, vielen Typen von neoplastischen Neuroepithel-Tumoren und Prostatatumo-
ren gefunden.m Generell scheint das L2/HNK-1-Epitop in den meisten neurocktodermalen
und neuroendokrinen Tumoren prisent zu sein.”” Somit kann das Kohlenhydrat als Marker
neurogener Tumore genutzt werden, jedoch nur in Verbindung mit der Detektion durch ande-

re Antikérper, da 1.2/HNK-1-Antikérper auch weitere nichtkarzinoide Gewebe erkennen.””
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2.1.3 Molekulare Interaktionen des L2/HNK-1-Epitops im Nervensystem

Die Feinregulierung von Zellwechselwirkungen stellt eine wichtige Voraussetzung fiir die Spe-
zifizierung der Nervenzellkontakte dar, was letztlich der geordneten Entwicklung des neu-
ralen Netzwerks zugrunde liegt. Das zellulire Wechselspiel in der komplexen Umgebung des
Nervensystems wird von Erkennungsmolekiilen der Zelloberfliche und der extrazelluliren
Matrix gesteuert. Die Zellwechselwirkung wird durch Ausbildung molekularer Komplexe mit
den entsprechenden Zielmolekiilen und durch die Ubermittlung des Erkennungssignals ins
Zellinnere reguliert. Die Signalibertragung durch second messenger Systeme innerhalb der Zelle
wirkt sich dabei auf die Ionenkanile und —pumpen sowie auf das Zytoskelett aus.”

Zu der stindig wachsenden Familie der Erkennungsmolekiile gehéren Molekiile mit Immun-
globulin-dhnlichen und Fibronectin-homologen Dominen sowie mit epidermalen Wachs-
tumsfaktor-Domainen. Weitere Familien von Erkennungsmolekilen sind Cadherine, Integrine,
Proteoglykane, Glykolipide, und Glykan-bindende Lectine. Fir die Erkennungsprozesse sind
durch diese Molekile vermittelte Protein-Protein- und Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen
verantwortlich, wobei auch Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Interaktionen einen wichtigen Bei-
trag dazu leisten sollen.” Neben dem 1.2/HNK-1-Kohlenhydratepitop sind z. B. a-2,8-ver-
kntpfte Polysialinsdurederivate und Mannose-reiche Glykane haufig vorkommende Kohlen-
hydratsequenzen dieser Molekiile. Da Kohlenhydrate mit hoher Spezifitit und riesiger Vielfalt
in biologischen Systemen unabhingig von der Proteinsequenz synthetisiert und mehrere ver-
schiedene Glykane an eine Glykosylierungsstelle gebunden werden kénnen sowie aufgrund
der Tatsache, dass oft viele Glykosylierungsstellen in einem Protein vorhanden sind, stellen
Kohlenhydrate in der Zell-Zell-Erkennung - je nach Zelltyp und Entwicklungsstand - eine ide-
ale Méglichkeit zur Adressierung von Proteinen und Zellen dar.

P, ist ein neurales Erkennungsmolekiil, das im Menschen sowohl Rezeptor als auch Donor
des L2/HNK-1-Kohlenhydrats ist. Es ist das Hauptglykoprotein des Myelins im PNS und so-
wohl in homophilen Protein-Protein- als auch Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen, wie
1.2/HNK-1-Epitop-Protein-Interaktionen, involviert.”” Aufgrund dieser Tatsache wird ange-
nommen, dass Kohlenhydrate und insbesondere das L2/HNK-1-Epitop sowohl an der Bil-
dung der Myelinspirale aus den Schwannschen Zellen wihrend des Myelinaufbaus, als auch an
der Stabilisierung der kompakten Myelinschicht im adulten Individuum durch #ans-Wechsel-
wirkungen von P zwischen gegeniiberliegenden Zelloberflichen oder zwischen Zelloberfla-
che und extrazellulirer Matrix teilhaben. Es scheint ferner moglich, dass P, innerhalb der Zell-

membran mit sich selbst interagiert (cis-Wechselwirkung) und Cluster bildet. Diese sollen zur
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Signaltransduktion ins Zellinnere beitragen und die Expression weiterer Erkennungsmolekiile,
die fur die Myelinierung relevant sind, veranlassen. Dass diese Vorstellung der Signaltransduk-
tion moglich scheint, zeigen Beobachtungen bei P-Knockont-Miusen, bei denen die Expressi-
on von Erkennungsmolekilen, die relevant fur die Myelinierung sind, stark verdndert ist.
Uberdies scheint P, direkt die Expression des 1.2/HNK-1-Epitops zu beeinflussen, da in den
Myelin-ahnlichen Hiillen motorischer Axone der hypomyelinierten peripheren Nerven der P-
Knockont-Miuse keine 1.2/HNK-1-Immunreaktivitit detektierbar ist.*”

Weitere Rezeptoren fur das 1.2/HNK-1-Epitop sind die extrazelluliren Matrix-Glykoproteine
Laminin und Merosin (plazentale Laminin-Isoform),"*"" die beide in verschiedenen Entwick-
lungsstadien des Nervensystem exprimiert werden und unter anderem das Neuritenwachstum
fordern.™ Laminin ist ein selbstaggregierendes, multifunktionelles Glykoprotein, das aus drei
Untereinheiten (a1, B1, y1) aufgebaut ist.*” Die a1-Kette formt eine superspiralisierte a-Helix
(coiled coil). Der C-Terminus dieser Kette bildet finf globulire G-Dominen (G1-G5) und er-
tullt verschiedene Funktionen, so z. B. die Erkennung sulfatierter Kohlenhydrate. Laminin ist

Rezeptor der sulfatierten Glykosaminoglykane Heparin und Heparansulfat sowie fir das

L2/HNK-1-Epitop. Diese werden jedoch von verschiedenen Dominen der fiinf G-Unterein-
heiten der al-Kette gebunden. Das L.2/HNK-1-Kohlenhydratepitop wird von der G2-Domi-

ne der al-Kette komplexiert, wobei bewiesen werden konnte, dass die spezifische Bindung an
das L2-HNK-1-Epitop nicht von der nativen Struktur der G2-Domine abhingt, sondern di-
rekt tiber die Peptidsequenz KGVSSRSYVGCIKNLEISRST dieser Domine erfolgt.*! Die
Blockierung der G2-Domaine fithrt dabei zur Inhibierung der Bindung von Laminin an Ner-
venzellen, wodurch gezeigt wutde, dass das L2/HNK-1-Kohlenhydrat direkt an der Adhision
von Laminin an Zellen beteiligt ist. Das Vorhandensein zweier Bindungstaschen fiir die struk-
turell verwandten Glykane und die Inhibierung der Laminin-Bindung machen deutlich, dass
sich Heparin bzw. Heparansulfat und das L2/HNK-1-Epitop in ihrer Funktion nicht gegen-
seitig vertreten konnen. Da Integrine ebenfalls das Epitop tragen konnen, ist es denkbar, dass
die Interaktion mit Laminin durch das L2/HNK-1-Kohlenhydratepitop vermittelt wird und
nicht nur durch Protein-Protein-Interaktionen, zumal die Bindungstaschen beider Molekiile
im gleichen Bereich des Laminins liegen.** *! Es konnte durch die Analyse von Membranfrak-
tionen kleiner zerebraler' Neuronen nachgewiesen werden, dass diese ein haupt-1.2-412-im-

munreaktives Glykoprotein bilden, das als neurales Zelladhidsionsmolekul L1 identifiziert wur-

! das GroBhirn betreffend
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de. Die Bindung von L1 an Laminin konnte durch Zugabe von Fab-Fragmenten des L2-412-
Antikorpers reduziert werden, was beweist, dass L1 direkt tiber das L.2-HNK-1-Epitop an La-
minin komplexiert. Dariiber hinaus konnte aufgezeigt werden, dass andere Glykoproteine, die
das Kohlenhydratepitop tragen, an der Zelladhision an Laminin beteiligt sind.*!

Andere Rezeptoren fiir die 1.2/HNK-1-Sequenz sind die L- und P-Selectine."*! Selectine (E-,
L- und P-Typ) sind eine Familie von strukturell und funktionell verwandten Zelloberflichen-
adhisionsproteinen, die an Kohlenhydrate binden. Sie sind auf Endothelzellen, Lymphozyten
und Blutplittchen zu finden und binden auch Sialyl-Lewis-verwandte Strukturen,*’ die z. B.
beim Homing der Lymphozyten eine wichtige Rolle spielen, wobei nicht bekannt ist, ob die
gleichen Bindungsstellen fir die beiden Kohlenhydratsequenzen benutzt werden. Sie sind
wichtig bei adhisiven Wechselwitkungen von Zellen des vaskuliren Endothels. L2/HNK-1-
tragende Glykolipide sind Liganden fiir L- und P-Selectine, nicht aber fir den E-Typ. Dabei
ist es nicht entscheidend, ob das Epitop an der Glucuronsiure sulfatiert ist oder nicht, allein
das Kohlenhydrat ist hinreichend fiir die Bindung an Selectine.** Lymphozyten nutzen Selec-
tine, um L2/HNK-1-tragende Nervenerkennungsmolekiile spezifisch zu binden und stellen
somit eine vom L2/HNK-1-Epitop vermittelte mogliche Verbindung zwischen Immun- und
Nervensystem dar."! Eventuell sind sie dabei auch in pathogene Demyelinierungsprozesse des

ZNS und PNS durch Bindung an L2-HNK-1-prisentierende Molekiile des Myelins beteiligt.

2.1.4 Funktion des L2/HNK-1-Epitops wihrend der Reinnervation des PNS und des
Wachstums von Motoaxonen

Auf der Suche nach méglichen Funktionen des L2/HNK-1-Epitops mit monoklonalen Anti-
korpern konnten Zell-Zell-Wechselwirkungen blockiert werden.*” Kompetitionsstudien mit
dem isolierten Kohlenhydrat zeigten, dass das Epitop Einfluss auf das Neuritenwachstum, die
Adhision zwischen Neuronen und Gliazellen sowie die Neuritenfaszikulation® hat.™” Hier
lieferten insbesondere Untersuchungen an Femoralnerven® der Maus interessante Ergebnisse.

Von besonderem Interesse bei der Feinregulierung der Zell-Zell-Adhision im Nervensystem
ist die Tatsache, dass das 1.2/HNK-1-Kohlenhydratepitop in der Maus selektiv von den Mye-
lin-bildenden Schwannschen Zellen motorischer Axone, jedoch nicht auf den Myelin-bilden-
den Schwannschen Zellen sensorischer Axone und nur schwach in den nicht-myelinierenden

Schwannschen-Zellen sensorischer Nervenzweige exprimiert wird. Das L2/HNK-1-Kohlen-

2 Bindelung der Neuriten
3 femoral = den Oberschenkel betreffend
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hydrat ist in den Motoaxon-bekleidenden Schwannschen Zellen im kompakten Myelin, in der
Basalmembran und auf deren Zelloberfliche nachweisbar — in den Bereichen, aus denen mo-
torische Axone nach Schidigung peripheraler Nerven wieder auswachsen. So ist das Epitop
im Muskelzweig des Femoralnervs und in der ventralen® Spinalwurzel zu detektieren, aber we-
der im Hautzweig noch in der dorsalen’ Spinalwurzel der adulten Maus.”" Analysen der Mye-
linschichten von Muskel- und Hautzweig der Femoralnerven der adulten Maus zeigen, dass
das L.2/HNK-1-Epitop sowohl auf SGGL-1 als auch auf SGGL-2 lokalisiert und MAG im
Muskelnerv das einzige 1.2-HNK-1-antikérperreaktive Glykoprotein ist.”

Das L.2/HNK-1-Kohlenhydrat fordert 7z vitro selektiv die Entwicklung von Neuriten aus mo-
torischen Axonen, was durch Wachstumsexperimente bewiesen wurde, indem Motoneuronen
auf den Haut- und Muskelzweigen tiefgefrorener Sektionen des Femoralnervs wachsen gelas-
sen wurden. Die Neuriten wachsen dabei verstirkt auf den 1.2/HNK-1-exprimierenden moto-
rischen und weniger auf den sensorischen Zweigen, die das Epitop nicht ausbilden. Im Ge-
gensatz dazu zeigen sensorische Neuronen auf beiden Zweigen das gleiche Neuritenwachs-
tum. Somit wird das Neuritenwachstum motorischer Neurone von 1.2/HNK-1-enthaltendem
Substrat erhoht, wihrend sensorische Neuronen unbeeinflusst bleiben. Ferner ist das Epitop
in der Maus zur richtigen Zeit in der richtigen Zellregion prisent, um die Regeneration von
Nerven zu beeinflussen, und hat einen selektiven Effekt auf Motoneuronen 7 vitro. So bleibt
es im motorischen im Gegensatz zum sensorischen Zweig abgetrennter Nervenstimpfe vier-
zehn Tage stark exprimiert.”"™ Es wird vermutet, dass die Funktion des 1.2/HNK-1-Epitops
darauf beruht, dass es fiir motorische Axone eine wegweisende Pridisposition reprasentiert,
um die spezifische Reinnervation ihrer Zielstrukturen zu gewahrleisten. So wird das Epitop
auch tatsidchlich entlang der Route exprimiert, der die motorischen Axone wihrend des
Nachwachsens nach einer peripheren Nervenschidigung folgen.”'

Der Femoralnerv erhilt von einem dorsalen Wurzelganglion ein sensorisches und ventral ein
motorisches Axon, distal dazu teilt er sich in einen Haut- (nur sensorische Axone) und einen
Muskelzweig (motorische und sensorische Axone). In einem Experiment wurde zum einen
der ventrale Zweig zur Unterbindung der Efferenz’ und zum anderen das dorsale Ganglion
zur Unterdrickung der Afferenz’ gekappt. Im deafferenten Muskelzweig wird die L.2/HNK-

1-Immunreaktivitit nicht beeinflusst und entspricht der nicht-deafferenten Kontrolle. Im Ge-

*+ ventral = Bauchseite, bauchwirts; ventrales Nervensystem: Reaktion des Gehirns auf sensor. Informationen durch motor. Nervenimpulse
5 distal = Rucken, riickwirts; distales Nervensystem: sammelt sensorische Informationen der Sinnesorgane und leitet diese an das Gehirn

¢ Nervenimpulse von Sinnesorganen zum ZNS - sensorische Informationen

7 Nervenimpulse vom ZNS zur Peripherie (z. B. zum Muskel) - motorische Informationen
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gensatz dazu ist in deefferenten Nerven die L2/HNK-1-Immunreaktivitit statk vermindert
und nur wenige Schwannsche Zellen reagieren positiv, was auf die Bedeutung motorischer
Axone fur die L2-HNK-1-Immunreaktivitit dieser Zellen hinweist. In weiteren Versuchen
wurde der Femoralnerv proximal® durchteilt und nachwachsende Motoaxone wurden daran
gehindert, die Muskulatur zu erreichen, um den Einfluss der Zielgewebe zu unterdriicken, die
die starke Expression des L2/HNK-1-Epitops im Motoaxon bedingen koénnten. Die L2-
HNK-1-Immunreaktivitit der motorischen Axone bleibt dabei erhalten, wihrend die der Ziel-
ort-unterdriickten Hautaxone weiterhin minimal ist. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass die Expression des L2-HNK-1-Epitops der Schwannschen Zellen des Muskelzweiges un-
abhingig von der Innervation’ des Muskels ist und von der Wechselwirkung zwischen Axon
und dieser Zelle abhingt. In Implantationsexperimenten konnte des Weiteren bewiesen wer-
den, dass Schwannsche Zellen, die zuvor mit Motoaxonen assoziiert waren, ihre erworbenen
Fihigkeiten in Bezug auf das L.2/HNK-1-Kohlenhydrat beibehalten. Sie exprimieren effizien-
ter L2/HNK-1-Kohlenhydrate als Schwannsche Zellen, die zuvor sensorische Axone myeli-
nierten - eine Art ,,Erinnerung an vorherige axonale Verbindungen. Daher beeinflusst die
von Schwannschen Zellen vermittelte Expression des L2/HNK-1-Epitops bevorzugt die Re-
innervation von Muskelnerven durch Regeneration motorischer Axone des PNS."’

Dass das L2/HNK-1-Epitop wichtig fur das Wachstum peripherer Nerven und die Steuerung
wihrend der Nervenentwicklung 7z vivo ist, konnte erstmals durch Studien an Embryonen von
Zebrafischen gezeigt werden. Diese Experimente, bei denen den Embryonen 1.2-412-Antikor-
per injiziert wurden und die zu Stérungen des Wachstums einzelner Nerven fithrten, weisen

dem Kohlenhydratepitop eine signifikante Rolle als Regulator des Axonwachstums zu.P"

2.1.5 Antikorper gegen L2/HNK-1-Kohlenhydrate

Zusitzlich zum HNK-1-Antikorper!! gibt es einige andere Antikorper gegen das Kohlenhy-
dratepitop. Aus Ratten wurden nach der Immunisierung mit einer Plasmamembranfraktion die
bereits erwihnten, monoklonalen L2-Antikorper 334 (IgM), 336 (IgG), 344 (IgM), 349 (IgM),
392 (IgM) isoliert. Der IgG-Antikorper 1.2-412 wurde durch Immunisierung von Ratten mit
einer Fraktion aus Membranen isolierter Glykoproteine des Miusegehirns erhalten.” ¥ Alle

Antikorper reagieren mit Glykoproteinen oder Glykolipiden, die das L2/HNK-1-Epitop

8 zur Korpermitte hin
 Verbindung eines Nerven mit dem Zielgewebe
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tragen. Somit ist davon auszugehen, dass sie die gleiche oder eine eng verwandte Kohlenhy-
drateinheit erkennen. Die Unterschiede der Antikérper bei Immunreaktionen reflektieren
wohl unterschiedliche Affinititen oder kleine strukturelle Differenzen der Epitope.?”

Der HNK-1- und der L.2-412-Antikérper wurden in Bezug auf ihre Bindungsfihigkeit an syn-
thetische Glykolipide untersucht. Dabei zeigte sich, dass fir die Immunreaktivitit des HNK-
1-Antikérpers die Sulfatgruppe der Glucuronsiureeinheit unbedingt erforderlich ist.”” Im Ge-
gensatz dazu erkennt der 1.2-412-Antikorper sowohl die sulfatierte als auch die unsulfatierte
Kohlenhydrateinheit.””

Eine weitere Gruppe von Antikorpern, die das L2/HNK-1-Epitop etkennen, sind autoimmu-
ne humane IgM aus dem Serum neuropathischer Patienten. Diese IgM binden an die Kohlen-
hydratregion humaner MAG und saurer Glykolipide.” Es wird vermutet, dass die von den
Antikérpern erkannten Epitope eine wichtige Rolle in der peripheren Neuropathie spielen.
Die kausale Rolle der humanen L2/HNK-1-autoimmunen Antikérper in der Neuropathie
wurde durch Beobachtungen bestirkt, die bei Versuchen mit adoleszenten Hithnern gemacht
wurden. Durch Injektion von Seren von Patienten mit Gammopathie-assoziierter Neuropathie
wurde die demyelinierende Wirkung demonstriert, wobei die Demyelinierung der bei der hu-
manen Neuropathie dhnelt, was die Involvierung der autoimmunen humanen IgM in die Zer-
stérung von Nervengewebe unterstreicht.” In adulten Miusen kommt es zu weniger starken
Beschidigungen der Myelinschicht, jedoch werden hier nicht-myelinierende Schwannsche Zel-
len und Axone, in denen das 1.2/HNK-1-Epitop exprimiert wird, beschidigt.” Diese Diffe-
renzen der beiden Studien liegen wahrscheinlich in den unterschiedlichen Entwicklungsstadien
der Miuse begrundet. In diesem Zusammenhang ist die Bindung von Interleukin-6 (IL-6) an
das L2/HNK-1-Epitop interessant. Interleukine sind Proteine, die die Wechselwitkung von
Leukozyten beeinflussen und erméglichen. Durch Ausschalten des Mause-11-6-Gens wird die
experimentelle allergische Encephalomyelitis (EAE) unterdriickt und die damit einhergehende

Demyelinierung von Nerven EAE-sensitiver Miusestimme verhindert.”!

2.1.6 Isolierung und Synthese der L2/HNK-1-Kohlenhydrate

Ein Haupthindernis bei der Erforschung der biologischen Funktion des L.2/HNK-1-Kohlen-
hydrats ist die schlechte Verfiigbarkeit. Aus biologischen Systemen lisst es sich nur in gerin-
gen Mengen isolieren, so liefert ein Kilogramm boviner canda equina lediglich 2,5 mg des Epi-

tops. Aullerdem ist der Einsatz von aus Rindern gewonnenen Substanzen in klinischen Stu-
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dien seit dem auftreten der bovinen spongiformen Encephalopathie (BSE) nicht mehr moglich.
Hingegen ist die chemische Synthese einer solch komplizierten Kohlenhydratstruktur, wie sie
das L2/HNK-1-Epitop darstellt, ein sehr aufwendiger Prozess. Die stereokontrollierte Total-
synthese des an SGGL-2 gebundenen Kohlenhydrats ist beschrieben und erfolgt tber die Syn-
these eines Glykoheptosyl-Donors, der dann mit dem Ceramid gekuppelt und anschlieBend
sulfatiert wird.” Eine weitere Synthese eines 1.2/HNK-1-immunoreaktiven Pentasaccharids,
jedoch mit biotinylierter Endfunktion, geht von Tri- und Disaccharid-Einheiten aus mit an-
schlieBender Biotinylierung der anomeren OH-Gruppe iiber einen Aminoethyl-Linker.”” Die
Synthesen erfordern 15-20 zum Teil recht zeitintensive Synthesestufen, wobei schon von sehr
komplexen building blocks ausgegangen wird. Sie sind somit kaum von praktischer Bedeutung.
Aufgrund der Wichtigkeit in biologischen Systemen wire es jedoch wiinschenswert, hinrei-
chende Mengen des L.2/HNK-1-Kohlenhydrats zu besitzen, um seine Funktionen besser auf-
kliren zu kénnen. Von besonderem therapeutischem Interesse sind hierbei die Regeneration
vetletzter peripherer Nerven, demyelinierende Autoimmun-Krankheiten und die Modulation
von Synapsen. Eine mégliche Losung dieses Problems stellt die Synthese von Mimetika fur
diese Kohlenhydratstruktur durch andere, leichter zugingliche Stoffklassen dar, wie z. B. die in
dieser Arbeit vorgestellte Synthese glykomimetischer Peptide.

Ein moglicher Weg zur Auffindung von Peptiden als Kohlenhydratmimetika ist das randomi-
sierte Peptid Phage-Display (RPPD) gegen L2/HNK-1-Antikérper. Randomisierte Peptidbiblio-
theken liefern dabei eine reichhaltige Quelle molekularer Diversitit und bilden eine gute Basis
zur Identifizierung moglicher Peptidliganden fiir den Zielrezeptor. Das RPPD ist eine Selekti-
onstechnik, bei der mit einem Protein eines Bakteriophagen fusionierte Peptide auf der Ober-
fliche eines Virions exprimiert werden. Das Phage-Display stellt eine Verbindung riesiger Bi-
bliotheken randomisierter Peptidsequenzen und der dazugehorigen DNA-Sequenzen dar. Da-
mit ist es moglich, schnell und effizient Peptidliganden fir die verschiedensten Zielmolekiile
zu erhalten. So wurde ein RPPD mit einer Phagen-Bibliothek mit randomisierten 15-mer Pep-
tiden mit dem L2-412-Antikérper durchgefithrt. Die dadurch erhaltene Peptidsequenz mimi-
kriert verschiedene wichtige Funktionen des L.2/HNK-1-Kohlenhydratepitops. Es bindet 7
vitro an Motoneurone und foérdert iz vitro im Vergleich zu sensorischen bevorzugt das Neuri-
tenwachstum motorischer Axone.""

Trotz der Probleme, die Peptide durch die geringe metabolische Stabilitit, die nicht optimale
Bioverfiigbarkeit sowie die hohe Immunogenitit mit sich bringen, stellen Glykomimetika po-

tentielle Leitstrukturen fir Wirkstoffe in der Arzneimittelforschung dar.
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2.2 Molekulare Mimikry von Kohlenhydraten durch Peptide

Die Mimikry ist eine im Tierreich weitverbreitete Strategie der Tarnung und Verteidigung. Ab-
geleitet vom Griechischen mimos (nachahmen) beschreibt die Mimikry das Imitieren oder das
starke Ahneln von Tieren und wurde in der Chemie als Synonym fiir das Nachahmen chemi-
scher Verbindungen, insbesondere derer Strukturen und Wirkung, durch andere Substanzklas-
sen etabliert.

Das rationale Design biologisch wirkender Substanzen beginnt nach der Entdeckung bioakti-
ver Naturstoffe oft mit der Modifizierung derer Strukturen. Nach Synthese und Test dieser
Verbindungen folgt dann die weitere Strukturoptimierung zur Steigerung der Aktivitit und Se-
lektivitit. Der Ansatz der molekularen Mimikry zur Verbesserung der Substanzen geht von
der Verwendung nichtverwandter Substanzklassen aus, die aber eine vergleichbare oder bes-
sere Wirkung hervorrufen als der Naturstoff selbst.””

Die Suche nach Substanzen, die in der Lage sind, Kohlenhydrate zu mimikrieren (Glykomime-
tika), ist fur viele Gebiete der Biochemie und pharmazeutischen Chemie relevant. Kohlenhy-
drate sind in viele biologische Prozesse involviert, bei denen die spezifische molekulare Erken-
nung der Kohlenhydrate durch Proteine der initiale Schritt ist. Diese umfassen z. B. die Im-
munabwehr und —regulierung, die Regulation der Proteinfaltung und des Proteintransports,
die Fertilisation, die Metastasierung sowie Zell-Zell-Wechselwirkung und Zelladhasion, wie die
im vorherigen Kapitel beschriebenen Erkennungsvorginge im Nervensystem. Da Oligosac-
charide auf der Zelloberfliche von Tumorzellen und pathogenen Mikroorganismen spezifisch
exprimiert werden, stellen diese Kohlenhydrate mégliche Ziele fiir Vakzine gegen diese dar.!
Die Entwicklung Kohlenhydrat-haltiger Therapeutika ist jedoch, wie bereits in Kapitel 2.1.6
beschrieben, aufgrund der schwierigen Synthese, dem nur geringen Vorkommen in biologi-
schen Systemen und der Neigung zur schnellen Metabolisierung ein groBes Problem. Zu-
dem sind Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen in der Regel durch niedrige Affinititen ge-
kennzeichnet, obgleich die Affinitit durch multivalente Expression der Kohlenhydrate in phy-
siologischen Systemen erhoht werden kann.”’! Typischerweise liegen diese Affinititen im mM-
Bereich, wenngleich es auch héher affine Ausnahmen gibt. So bindet das Arabinose-bindende
Protein die Arabinose mit einem K,-Wert von 0,1 uM und das Cholera-Toxin, eine hetero-
hexamere Verbindung, die zu der AB.-Gruppe bakterieller Toxine gehért, bindet das Gy -

Pentasaccharid mit einer Bindungskonstante von 1 pM. Glykomimetika, die im Vergleich zu
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Kohlenhydraten andere Funktionalititen tragen, kénnen potentiell mit erhohter Affinitdt an
ithren Rezeptor binden und als Ersatz fir Kohlenhydratepitope in Medikamenten Anwendung
finden. Weitere Vorteile wiren die erhohte Stabilitit gegen abbauende Enzyme und eine bes-
sere Bioverfugbarkeit.

Es gibt eine ganze Reihe Glykomimetika, die in einer starken Strukturverwandtschaft zu Koh-
lenhydraten stehen. Das Cholera-Toxin, das tber die funf identischen B-Untereinheiten an
den Zelloberflichen-Liganden (G,;;-Gangliosid) bindet, um die A-Untereinheit in die Zielzelle
zu ubertragen, kann durch ein Mimetikum des Gangliosids (Abbildung 2) inhibiert werden.
Die A-Untereinheit ist ein Enzym, das in die Signaltransduktionskaskaden eingreift, und zu
einer Uberstimulierung der Adenylat-Cyclase fiihrt.” Das Gangliosid-Analogon, in dem der
Glucoserest am reduzierenden Ende des G,;-Gangliosids durch einen Cyclohexandiolrest er-

setzt ist, weist nahezu identische konformative und bindende Eigenschaften auf./””

Gal(p1,4)GalNAcf-O Gal(p1,4)GalNAcp-0 ©OH
COOtBu Q
NeuAco—O COOtBu NeuAca—O on OGlycosylceramid

Gyi-Mimetikum Gangliosid G,
bindet an CT wie G, CT-Rezeptor

Abbildung 2: Inhibitor der Cholera-Toxin(CT)-Bindung an Gum: ein Gy-Mimetikum auf
einem Cyclohexan-Grundgeriist(¢’]

Peptide stellen jedoch eine Klasse von Verbindungen dar, die keine Gemeinsamkeiten mit der
Struktur von Kohlenhydraten zu haben scheinen. Daher ist bei ithnen der Ursprung ihrer Mi-
mikry nicht evident.”” Sie sind jedoch synthetisch leichter zuginglich und kénnen in einer rie-
sigen Vielfalt in Peptidbibliotheken prasentiert werden, die in Sereenings gegen Kohlenhydrat-
bindende Substanzen einsetzbar sind. Zudem sind eine Vielzahl peptidomimetischer Ansitze
bekannt, mit deren Hilfe die Strukturen der Peptide weiter optimiert werden kénnen, um die
Affinitit und metabolische Stabilitit zu erhohen.

Die ersten peptidischen Kohlenhydrat-Mimetika identifizierten 1992 Oldenburg et al.”™ und
Scott et al.”"! Es sind Liganden des Lectins Concanavalin A (Con A) und stellen Mimetika ei-
nes Mannose-enthaltenden Oligosaccharids dar. 1993 wurde von Hoess et al.”? das erste Pep-
tid, das die Kohlenhydrat-Bindung an einen Antikérper mimikriert, entdeckt. Das Peptid ist
ein Mimetikum des Lewis-Y-Antigens (Le") und konnte sich bei der Entwicklung eines Krebs-

vakzins als nutzlich erweisen. Daraufhin folgte eine Reihe weiterer Peptide, die spezifisch be-
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stimmte Kohlenhydrat-Strukturen mimikrieren. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht tiber die weite-

ren bis dato entdeckten Kohlenhydrat-Mimetika.

Tabelle 2: Durch biochemische Screenings identifizierte glykomimetische Peptide
Die aufgefithrten Peptide stellen meist nur eine Auswahl von weiteren identifizierten
Peptiden dat. Mit # gekennzeichnete Peptide rufen auch Immunantworten gegen das
Kohlenhydrat hervor.
Jahr Peptid Protein-Rezeptor Kohlenhydrat-Target
1994 SFGSGFGGGY*# anti-GlcNAc mAk; GleNAc-  GleNAcP
spezifische Lectine
1995 HFVQH mlgA C5 Shigella flexcner: 5a LS4
DITWDQLWDLMK E-Selectin sialyl-Lewis X[
CARIYYRYDGTAYC# mAk 1E4 N. meningitidis C Polysaccharid (Poly-o.-(2-
ARIYYRYDGFAY# 9) -s ialyls'a',ure) [76]
cyclo-iWyRyN Hefe-a-Glucosidase a-verkniipfte Glucosidel’"]
1996 GLQYTPSWMLVGH# mAk 2H1 Cryptococcus neoformans Kapselpolysacc.
SYSWMYE (Glucuronoxylomannan) 8l
1997 YPPYEXXXY mAk AD117m; mAk H11; R.  Lactotetraosylceramid und
conl. Lectin; B_Glucosidase Neolactotetraosylceramidl79J
YDWLMF mAk 12A1 C. neoformans Kapselpolysaccharid
WLWEW mAk 13F1 (Glucuronoxylpmannan)®!
CYKPLGALTHC# mlgA 13 Shigella flexneri 5a Lipopolysaccharid
CKVPPWARTAC# mlgA 13, C5 (LPS)i1
YYPYD?#* YYRYD¥#, anti-Tumor-assoziiertes Lewis- Tumor-assoziiertes Lewis-Antigen(®?
YYRGD# Antigen Ak
DRPVPY mAk SA-3 Streptococens Gruppe A Zellwand-
MCPPLYSPSACA mAk Strep 9 polysaccharid/®’
NYPMDH mAk Sel55.4 Salmonella B O-Antigen®3]
MDWNMHAA mAk SYA/J6 Shigella flexner: Y LPS O-Antigen(®3]
DVEYPYPYASGS# Con A, anti-a.-Methyl-mannosid o.-Methyl-mannosid®4
Ak
1998 DAHWESWL IB4-Lectin; anti-o.-Gal Ak Gal-0-(1-3)-Gall®3
WHWRHRIPLQLAAGR mAk KA 17 GD1a Gangliosid (56!
APWLYGPA* mAk B3 Lewis Y71
yryygl mAk HGAC 39 Streptococens Gruppe A Zellwand-
polysaccharid®
FDTGAFDPDWPA# mAk S9 Streptococens Gruppe A Zellwand-
polysaccharid®)
1999 ACTPYAMLPGCK mAk MG21 polysialyliertes GD3-Gangliosid”
PHCKVNRGC mAk SEAM 28 N. meningitidis B Polysaccharid (Poly-a-(2-
8)-sialylsdure)P1l
PPSFCPNFIPCTDGL mAk A15-6B3 Brucella abortus, B. melitensis LPS (Poly-o.-4-
YGPWCDDTPQACRSWP mAk B66-2C8 formamido-perosamin)®Z
2000 DLWDWVVGKPAG mAk NS19-9 sialyl-Lewis Al
FSLLW#* mAk BR55 Lewis Y4

IELLQAR

mAk 7LE; E-Selectin

Lewis A; sialyl Lewis X%
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GEASGLCCRWSSLKGC#  mAk 9C10 N. meningitidis A Polysaccharidl®l

2001 DHQRFFV, SHVPNAF mAk HmenB1, mAk HmenB3 [\ meningitidis B Polysaccharid (Poly-ai-(2-
VVSTGSH mAk HmenB13 8)-sialylsiure)’”

GMDGTQLDRW# mAk 2E9 C. neoformans Polysaccharid®®l
YDSeYeSe, EGEWPVYP RHAMM Hyaluronanl®)

mAk 2C7 N. gonorrhoeae Zellwandoligosaccharid'%]
FHENWPS# mAk DJ2.8 Cand. al. Phosphopeptidomannan(1®1]
FYGRY*# Concanavalin A a-verk. Mannosid HIV-Hillprot.[4
SGQARVLYSEFINAL# mAk 4 Strep. pnen. 4 Kapselpolysacc.[102]

2002 EWVDV-Konsensusseq. P-Selectin Glykoproteinligand 1 (PSGL-1)[1%3]
ACSWLHQPYC# mAk 9-2-1.379 Meningococ. Lipooligosaccharid104
FLHTRL-Konsensusseq. mAk 1.2-412 L2/HNK-1-Epitopl*4

2003 NCVSPYWCEPLAPSARA  BS-I-B4-Lectin Gal-0,(1-3)-Gal porc. vas. Endothell1%3]
IDWNMHAA Molecular Modelling an Shigella flexner: Y Lipopolysaccharid O-

SY.A/ J6-Fab-Fragment Antigenl100]

2004 GFSYYRPPWIL# mAk 1E4 N. meningitidis C Kapselpolysacc.[!?7

TYDYF chicken galectin-14 D-Galactosel!%8]

Der groBte Teil der in Tabelle 2 aufgefihrten Mimetika resultiert aus dem Sereening gegen Anti-
kohlenhydrat-Antikorper, wihrend nur wenige Glykomimetika fir andere Kohlenhydrat-bin-
dende Proteine identifiziert wurden. Einige der Studien zeigen, dass die Peptide nicht nur an
Antikohlenhydrat-Antikérper binden, sondern dass diese auch Immunantworten gegen die ur-
springlichen Kohlenhydrate hervorrufen.

Zelloberflichenpolysaccharide von Bakterien sind wichtige virulente Faktoren und Antigene.
Sie rufen jedoch oft nur schwache immunogene Effekte hervor, wie T-Zell-unabhingige Im-
munantworten ohne Gedichtnisfunktion oder nur sehr geringe bzw. gar keine Immunant-
worten bei Kindern unter zwei Jahren. Um diese Probleme zu umgehen, wurden Saccharide
mit Proteinen und Peptiden verbunden. Diese Glykokonjugate lieferten eine T-Zell-abhingige
Immunantwort und kénnen direkt als Antigene genutzt werden."” Jedoch fiihrt diese Strate-

gie nicht immer zum Erfolg.mo]

Kohlenhydrat-mimikrierende Peptide kénnen dabei, wie in
Tabelle 2 zu erkennen ist, durch ithr immunogenes Potential und groB3e Variabilitit im Bin-
dungsbereich durch die komplementarititsbestimmenden Regionen (CDR, complementarity-de-
termining region) Abhilfe schaffen. Sie bieten zudem im Gegensatz zu den urspringlichen Koh-
lenhydraten die Mdglichkeit zur Feinregulierung der Immunantwort, z. B. gegen bestimmte

Epitope, um Autoimmun-Reaktionen zu verhindern™ oder bei pathogenen Kohlenhydrat-

strukturen, die in dhnlicher Form im Menschen vorkommen."""! In Analogie zu Epitopen
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spricht man in der Literatur bei Immunantwort-vermittelnden, Kohlenhydrat-mimikrierenden
Peptiden von Mimotopen.

Das erste Peptid, dass diese Eigenschaften aufwies, wurde schon 1994 von Shikhman et al.
identifiziert. Das Dekapeptid, ein Mimetikum gegen N-Acetylglucosamin, 16st in Méusen als
BSA-Konjugat eine anti-GlcNAc-Antwort aus.

Westerink et al."* identifizierten ein 13-mer Peptid basierend auf der Sequenzanalyse der Vi;-
CDR3-Region (variable Region der schweren Kette (beary)) des antiidiotypischen Antikorpers
anti-id Ak 2-6F9"" der das Kapselpolysaccharid (MCPS) von Neisseria meningitidis Serogruppe
C mimikriert und fiir dessen glykomimetische Figenschaften diese Region verantwortlich ist.
Da kleine Peptide allein eher geringe Immunantworten auslosen, wurde das Peptid mit einem
dufleren Membranlipoprotein von N. meningitidis Serogruppe B (Proteosom), das T-Zell-ab-
hingige Immunantworten vermittelt und als Adjuvans eingesetzt, als Mitogen fir B-Zellen
dient,!"”! komplexiert. Die Immunisierung von Miusen lieferte eine starke anti-MCPS IgM-
und IgG-Antikorper-Antwort und schiitzte die Méuse vor einer letalen Dosis von Neisseria mze-
ningitidis Serogruppe C. Ein Vergleich der Aminosiuresequenzen der V,;-CDR-Region des
Idiotypen anti-MCPS-Antikorpers mit denen des Anti-anti-Idiotypen AntikOrpers aus der
Immunisierung der Miuse zeigte, das die Bindungsregionen strukturell eng verwandt waren,
obwohl sie nicht gleichen Genfamilien angehérten.!™

Ein anderes Beispiel immunogener, Kohlenhydrat-mimikrierender Peptide ist das Le"-mimi-
krierende Peptid APWLYGPA. Die Immunisierung mit diesem Peptid induzierte die Bildung
von Antikorpern, die an Le” binden und Immunisierung mit Le" fihrte zu Antikérpern, die
das Peptid binden." In anderen Studien wurde eine Reihe von Peptiden mit zuvor identifi-
zierten Kohlenhydrat-mimetischen Motiven (YPY, WRY, YRY) gegen Tumor-assoziierte
Lewis-Antigene auf ihre immunogene Potenz hin untersucht. Die gebildeten Antikérper hat-
ten die Figenschaft, das Abtoten von Tumorzelllinien zu stimulieren, die die Kohlenhydrat-
Antigene auf ihrer Oberfliche exprimierten. Wie diese und die anderen Studien in Tabelle 2
zeigen, haben glykomimetische Peptide ein gro3es Potential bei der Entwicklung neuer wirk-

samer Vakzine.

2.2.1 Molekulare Grundlagen

Durch die biochemischen Untersuchungen konnte die funktionelle Mimikry der Peptide eta-

bliert werden, wobei die molekulare Grundlage der Mimikry damit nicht beschrieben ist. Dass
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es sich bei mimetischen Prozessen um eine strukturelle Mimikry handelt, in denen bestimmte
Gruppen des Peptids bestimmte funktionelle Gruppen der Kohlenhydrate nachahmen, wurde

82a, 87, 115

von einigen Autoren postuliert.[ I Bei mimetischen Proteinen wurde durch Strukturauf-

klirung die strukturelle Mimikry bewiesen, im Kamel V-Antikérper-Lysozym-Komplex!'‘l

und im Schweine a-Amylase-Inhibitor-Komplexes liegen strukturell gleiche Bindungsmotive
vor"'"

Einige der in Tabelle 2 enthaltenden Peptide zeigen eine breite Kreuzreaktivitit, indem sie An-
tikorper-Antworten gegen eine Vielfalt verschiedener Kohlenhydratstrukturen induzieren und
weisen somit auf eine strukturelle Nachahmung von Kohlenhydraten hin. Das Konzept der

strukturellen Mimikry entspricht der Immunnetzwerktheorie!'™®

von Jerne. In diesem theore-
tischen Netzwerk stimuliert ein Antigen die Produktion eines Antikérpers (Akl, urspriing-
licher Idiotyp), der wiederum die Bildung eines Antikérpers (Ak2, Anti-Idiotyp) induziert usw.
Das Idiotop von Ak2 kann dabei mit dem originalen Antigen strukturell gleich sein, was impli-
ziert, dass dieser die gleiche Form besitzt und die gleichen Bindungskontakte mit Akl eingeht
wie das urspriingliche Antigen. Entsprechend diesem Modell kann zwar angenommen werden,
dass ein Peptid strukturell mit dem Kohlenhydrat vergleichbar ist, wenn es in der Lage ist, an
einen Antikorper gegen dieses Kohlenhydrat zu binden. Jedoch ist eine strukturelle Mimikry
dafir nicht unbedingt notwendig. Ist das Peptid strukturell nicht dhnlich und interagiert es mit
einer anderen Region oder in einer anderen Art und Weise mit dem Antikorper, so entspricht
dies keiner strukturellen Mimikry mehr, aber eine spezifische Kreuzreaktivitit bzw. funktionel-
le Mimikry kann noch immer vorliegen.*”

Interessante Ergebnisse in Bezug auf die Art der Mimikry zeigten kristallografische Untersu-
chungen von Con A und dem Peptid DVWYPYPYASGS", das in biochemischen Studien als
funktionelles Mimetikum identifiziert wurde. Ein Vergleich mit einer an Con A bindenden
Trimannose, die von dem Peptid mimikriert wird, deutete darauf hin, dass es sich beim Pep-
tid-ConA-Komplex um keine normale strukturelle Mimikry handelt. Das Peptid, das mit ande-
ren Peptiden, die an Con A binden, das YPY-Motiv teilt, ist zwar gerade im Vergleich des
YPY-Motivs mit der Trimannose strukturell eng verwandt, jedoch wird das Peptid in einer zu
der Kohlenhydrat-Bindungsstelle benachbarten separaten Bindungsregion komplexiert.!"” Es
zeigte sich aber in Docking-Studien, dass die Trimannoseeinheit in der Peptid-Bindungsregion
wie das Peptid gebunden wird und, dass umgekehrt das Peptid auf gleiche Art und Weise wie

das Kohlenhydrat von dessen Bindungsstelle gebunden wird. Diese Experimente wiesen da-

rauf hin, dass es sich bei der Peptid-Bindungsstelle um eine zusatzliche Kohlenhydrat-binden-
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de Untereinheit von Con A handelt. Die deutlich héher affine Bindung eines Mannose-reichen
Neoglykoproteins im Vergleich zu der Trimannoseeinheit unterstreicht dieses Ergebnis.!"™

Dass es sich bei der Kohlenhydrat-Mimikry durch Peptide nicht immer um eine strukturelle
Mimikry handelt, ist bei der Strukturaufklirung verschiedener mimetischer Peptide und ihrer
Rezeptoren erkannt worden. Das Peptid GLQYTPSWMLVG wurde als Mimetikum fur das
Kapselsaccharid des Pilzes Cryprococcus neoformans erhalten. Der Komplex aus dem Dodecapep-
tid und dem monoklonalen anti-Kohlenhydrat Antikérper zeigt bei Oberflichenplasmonreso-

nanzmessungen einen K,-Wert von 295 nM und inhibiert die Bindung des mAk an das Poly-
saccharid. Kristallografische Untersuchungen™ zeigten, dass das Peptid zwei Strukturmotive
in der Bindungstasche ausbildet, einen SBII-Tum und einen inversen y-Turn, wodurch nahezu
alle Aminosaureseitenketten in der Bindungstasche fixiert werden. Zwei nicht besetzte hydro-
phobe Taschen weisen jedoch auf eine nicht optimale Komlementaritit des Mimetikums hin.
Zudem unterhilt das Peptid nur wenige Kontakte zur schweren Kette des mAk, die oftmals
fir die Spezifitit der Antikorper wichtig ist."* Dieses sind Hinweise darauf, dass es sich hier
nicht um eine strukturelle Mimikry handelt, jedoch lisst sich diese Vermutung nicht mit letzter
Sicherheit belegen, da keine Kiristallstruktur des Kohlenhydrat-mAk-Komplexes vorliegt. Un-
terstrichen wird der Verdacht aber dadurch, dass das Peptid nur eine schwache Immunant-
wort in Miusen auslést.”™ Trotz der schlechten Ubereinstimmung mit der Bindungstasche
des mAk diente es als Grundlage fiir ein rational designtes Peptid, das in der Lage sein sollte,
mit der schweren Kette des mAk zu interagieren und die Bindungstasche besser auszufiillen.
Ausgehend von der Sequenz des Peptids, von dem sechs Aminosaurereste erhalten blieben
und durch Anfiigen sechs weiterer randomisierter Reste an die N- und C-Termini, wurde eine
Phage-Display-Bibliothek entwickelt. Das Sereening lieferte zwar ein lingeres, aber 100-fach
stirker bindendes Peptid.!'*”
GLQYTPSWMLVG, obwohl es im Vergleich zu Kohlenhydrat-Protein-Interaktionen eine

Insgesamt weisen diese Ergebnisse daraufhin, dass das Peptid

hochaffine Bindung mit dem Antikdrper eingeht, keine strukturelle Mimikry darstellt.

Ein weiteres Beispiel eines Kohlenhydrat-mimikrierenden Peptids, das nur ein funktionelles
Mimetikum darstellt, ist das Oktapeptid MDWNMHAA, ein Mimetikum des Oberflichen O-
Antigens des Pathogens Shigella flexneri Y. In kristallografischen Studien zeigte dieses Peptid
im Vergleich zum Kohlenhydrat deutliche Abweichungen bei der Bindung an das Fab-Frag-
ment des SYA/J6-Antikorpers, obwohl es vergleichbar affin ist. Es bildet deutlich mehr van-
der-Waals-Bindungen aus und involviert im Gegensatz zum Antigen zwolf Wassermolekiile in

die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen. Trotz des Ausbildens einer deutlich
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erhohten Anzahl von Kontakten aufgrund der besseren Komplementaritit ist es aufgrund en-
tropischer Effekte kein wesentlich besserer Ligand als das Kohlenhydrat selbst.!"”) Diese Stu-
die fihrt erstmals den Nachweis auf atomarer Ebene, dass fir die Wechselwirkung peptidi-
scher Glykomimetika mit ihren Rezeptoren keine strukturelle Mimikry vorliegen muss.

Insgesamt haben peptidische Kohlenhydrat-Mimetika ein grof3es Potential in der pharmazeuti-
schen Forschung. Wie in vielen Studien gezeigt werden konnte, sind sie in der Lage, Kohlen-
hydrate effektiv nachzuahmen und bieten somit die Méglichkeit, diese Strukturen in Organis-
men effektiv zu inhibieren bzw. sie immunologisch zu vertreten. Sie bieten exzellente Aussich-
ten als Vakzine gegen verschiedene Pathogene und kénnten zudem als Antikarzinom-Vakzine
thren Einzug in die Tumor-Therapie halten. Hyaluronan-mimkrierende Peptide, die an den
RHAMM-Rezeptor binden, der eine wichtige Rolle bei der Metastase spielt und von Tumort-
zellen uberexprimiert wird, konnten ebenfalls Anwendung in der Tumorbehandlung oder bei
der Zelladressierung von Medikamenten gegen Tumore finden.”” Peptidliganden fiir E-Selec-
tine, die das Ro//ing von Leukozyten und ihre Adhidsion an E-Selectine inhibieren, sind wich-

tige Leitstrukturen fiir die Entwicklung antiinflammatorischer Therapeutika.™ ">
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2.3 Peptide

Peptide und Proteine spielen in praktisch allen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Sie
katalysieren als Enzyme chemische Reaktionen, sind als Hormone wichtige Regulatoren biolo-
gischer Prozesse oder als Immunglobuline verantwortlich fiir die Immunabwehr. Sie dienen
Mikroorganismen als Toxine zur Verteidigung oder haben antibiotische Figenschaften. Pepti-
de sind Polyamid-Oligomere mit bis zu 50 Aminosiduren, Oligomere mit mehr als 50 Amino-
sauren werden als Proteine bezeichnet. Die Aminosauren sind durch Amidbindungen (Peptid-
bindungen) zwischen der Aminogruppe der einen und der Carboxylgruppe der folgenden Ein-

heit verbunden. Natiirliche DNA-codierte Peptide und Proteine enthalten 21, in seltenen Fal-
len auch bis zu 22 verschiedenen o-Aminosauren. Diese proteinogenen Aminosiuren sind,
abgesehen von Glycin, C*-substituierte Aminosiuren und unterscheiden sich nur durch ihre
Seitenketten. Alle DNA-codierten a.-Aminosiuren aul3er Glycin sind chiral und liegen in Pro-
teinen als L-Isomere vor.
Ein Hauptmerkmal der Peptidkette ist die Struktur der Peptidbindungen, wobei die C—N-
Bindungen durch die Delokalisierung der freien Elektronenpaare des Carbonylsauerstoffs ei-
nen hohen Doppelbindungscharakter tragen (Abbildung 3a). Die Resonanzstruktur der Bin-
dung reduziert die Basizitit des Stickstoffatoms und schrinkt die Rotation um die C—N-Ach-
se ein. Dadurch wird ihr Starrheit und Planaritit verliehen, was wichtige Konsequenzen fiir die
definierte dreidimensionale Struktur der Peptide hat. Die Linge der Bindung liegt mit 0,132
a) b) 0 nm zwischen der Linge einer C—N-
2 Q Einfach- (0,149 nm) und -Doppelbin-
/lkN/ )kN/ < NG
| | s "H  dung (0,127 nm). Die Co—CO- und
H trans H trans O N
I \ © 1, Co—NH-Bindungen sind dagegen rei-

ne Einfachbindungen mit grofler Rota-

o9 2 tionsfreiheit."”* Die Rotationsbartiere
N® _ 'i' _ I \H der Peptidbindung betrigt ca. 105

H cis cis A N
B ) \ kJ/mol, was die Existenz zweier Rota-

Abbildung 3: a) Resonanzstabilisicrung der Peptidbin-  Mmete begrindet (Abbildung 3b). In der

dung; b) cis/ trans-Isometie der Peptidbin-
dung; c) cis/ trans-Isomerie der Xaa-Pro-

Bindung!'l guriert, jedoch liegen bei ca. 6,5 % der

Regel ist die Peptidbindung #rans-konfi-
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Xaa—Pro-Bindungen (Abbildung 3c) ¢s-Bindungen vor, wobei die Energie der #ans-Bindung

hier nur 8 kJ/mol niedriger als die der ¢is-Bindung ist.!'*”!

2.3.1 Peptidsynthese

Die effiziente Bildung einer Peptidbindung erfordert die Aktivierung der Carboxylgruppe ei-
ner Aminosdure mit einer elektronenziechenden Abgangsgruppe. Diese erhoht die positive Par-
tialladung des Carbonylkohlenstoffatoms, wodurch dessen Reaktivitit gegentiber der nucleo-
philen Aminogruppe stark ansteigt. Um den gerichteten Verlauf der Bildung der Peptidbin-
dung zu garantieren, ist es wichtig, unbeteiligte Funktionalititen mit Schutzgruppen zu mas-
kieren. Dabei werden zwei Arten von Schutzgruppen unterschieden, permanente Schutzgrup-
pen bleiben wihrend der gesamten Synthese mit der wachsenden Peptidkette verbunden und

schiitzen vor allem funktionelle Gruppen der Seitenketten, temporire Schutzgruppen blockie-
ren dagegen nur wihrend eines Kupplungscycluses die a-Aminogruppen der neuen Amino-
saure. Nach anschlieBender Abspaltung der temporiren o-Aminoschutzgruppe kann der

nichste o-Amino-geschiitzte Baustein angefiigt werden. Cyclische Wiederholungen dieses
Syntheseprinzips etlauben die Synthese von Peptiden gewiinschter Linge und Sequenz.
Fischer wandte in seiner klassischen Peptidsynthesemethode zur Aktivierung der Carboxyl-

funktion Sdurechloride an."*

I Die Siurehalogenidmethode spielt zwar heutzutage wie viele der
klassischen Methoden eine untergeordnete Rolle, erlebte aber in der vergangenen Dekade eine
Renaissance. Seit der Einfithrung der sogenannten Kupplungsreagenzien werden klassische
Methoden zur Peptidsynthese, die darauf basieren, die Siurekomponente vor der eigentlichen
Peptidbindungskniipfung in einer Vorstufe in das aktivierte Derivat zu Uberfiihren, nur bei
speziellen Syntheseproblemen eingesetzt. Kupplungsreagenzien sind Aktivierungsreagenzien,
bei denen die Carboxylgruppe in Anwesenheit der Aminokomponente aktiviert wird.

Die ersten cingefiihrten Reagenzien dieser Art sind die Carbodiimide (Abbildung 4).* Eine
Grundvoraussetzung des Kupplungsreagenzes ist dabei das inerte Verhalten gegentiber prima-
ren und sekundiren Aminen. Diese Eigenschaft ist bei den Carbodiimiden (A) aus theoreti-
scher Sicht nicht ganz erfillt, da sie mit Aminen zu Guanidinium-Derivaten reagieren kénnen.
Diese Nebenreaktion ist aber unter den Bedingungen der Peptidsynthese sehr langsam gegen-
tber der schnellen Addition der Carboxylgruppe (B) und kann daher nicht mit der Sdureakti-
vierung konkurrieren. Die Carbodiimidvariante ist eine der bedeutendsten Aktivierungsme-

thoden der modernen Peptidchemie. Hierbei sind das N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid!*”



24 ALLGEMEINER TEIL

(DCC) und das N,N’-Diisopropylcarbodiimid'*! (DIC) die herausragenden Reagenzien. Die
Entfernung der als Nebenprodukte entstehenden Harnstoffderivate (F) kann Probleme berei-
ten. Daher finden haufig Carbodiimide Anwendung, deren Harnstoffderivate, wie bei 1-(3-Di-
methylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochlorid"*! (EDC), durch Extraktion mit wissri-
ger Sdure abtrennbar sind. Ein weiterer Vorteil des letztgenannten Carbodimids ist, dass es

auch in wissriger Losung einsetzbar ist.

0
M+ Ren=cEN-R?
R 0
B + A e}
H
l o) R1
Base
R\’&O RN R?
0 | AN N\\N H |
(0] _N\ = N/
_ ' G OH
REO L c X=CH: HOBt
X=N: HOAt
o o SN
I | "
— /
R ~07 "R R3-NH, x~ N
~’ ° Y
Ho
R3-NH) 5 R3-NH,
R3
L,
E H
+
0
F
R2_ R2
H H

Abbildung 4: Mechanismus der Peptidkupplung durch Carbodiimide

Ein weiteres Problem dieser Methode ist die Racemisierung'’ bzw. Epimerisierung an C* iiber
Oxazolonbildung von N-Acyl-, nicht jedoch Urethan-geschiitzten Aminosiuren und die ba-
senkatalysierte intramolekulare Acylgruppenwanderung vom O-Acyl- (C) zum N-Acyl-Iso-
10 Hierbei sei bemerkt, dass die beschriebene ,,Racemisierung® im klassischen Sinne einer Epimerisierung entspricht, jedoch hat sich in der

Peptidchemie der Begriff der ,, Racemisierung® etabliert und wird in dieser Arbeit beibehalten - im vollen Bewusstsein, dass es sich im
engeren Sinne um eine Epimerisierung handelt und die Racemisierung eigentlich die Entstehung eines epimeren Gemisches beschreibt.
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harnstoffderivat (I) unter Abbruch der Reaktion. Zur Unterdriickung dieser Nebenreaktionen
kann der Reaktionsmischung als Additiv HOBt"™ oder dessen Aza-Analogon HOAt" (G)
zugesetzt werden (Ko6nig-Geiger-Protokoll™). Ein alternativer Syntheseweg entsteht durch
die Bildung symmetrischer Anhydride (J) durch die Reaktion des O-Acyl-Isoharnstoffderivats
(C) mit einem weiteren Siuredquivalent (B). Das gebildete Anhydrid bildet dann das aktivierte
Sdurederivat und reagiert mit der Aminofunktion (D) weiter zum Peptid (E), wobei gleichzei-
tig die Bildung des N-Acyl-Nebenprodukts (I) unterdriickt wird. Aus diesem Grund wird oft
mit einem zweifachen Uberschuss an Siureedukt gearbeitet und das Carbodiimid dient im
engeren Sinne nur der Voraktivierung zur Bildung der Anhydride, bevor die Mischung mit der
Aminkomponente versetzt wird.

Der durch Zusatz von HOBt und HOAt gebildete Aktivester (H) steht mit zwei N-Acyl-Tau-
tomeren im Gleichgewicht, bei denen die Acylgruppe mit jeweils einem der anderen Stick-
stoffatome der Triazol-Einheit verbunden ist, wobei fiir die Existenz des 2-N-Acyl-Derivats

der strukturelle Beweis aussteht.!"” Allerdings sind die O-Acyl-Varianten deutlich reaktiver als

= N N ihre N-Acyl-Tautomere."” Der Einsatz von HOAt ist bei
\ \
x | N/N @:N/N “H racemisierungsanfilligen Kupplungen vorzuziehen, da es im
\ \ NR
' 0 \O % Vergleich zu HOBt die Racemisierung deutlich stirker un-
" Toe Ve :
ﬁ;ﬁo o terdriickt." Ein Grund fiur die hohere Effizienz von
K L HOAt liegt im Nachbargruppeneffekt des 7-Aza-Stickstoft-

atoms und der Ausbildung eines siebengliedrigen cyclischen Ubergangszustandes (K)."*¥ Hin-
gegen wird beim HOBt-Ester unter Einbeziehung des N-Atoms der 2-Position der Triazol-
gruppe ein weniger effektiver sechsgliedriger Ubergangszustand!™! (L) diskutiert.

HOBt und das Aza-analoge HOAt sind Additive bei Kupplungsreaktionen, die die tiberakti-
vierten Zwischenprodukte der Carbodiimidmethode in die weniger reaktiven Aktivester iiber-
fihren. Sie bilden in Form von Guanidinium- und Phosphoniumsalzen eine eigene Klasse von
Kupplungsreagenzien, die gegenwirtig zu den am haufigsten verwendeten Kupplungsreagen-

zien gehoren. Hier seien vor allem die Guanidiniumsalze TBTUM HBTU™, sowie das Aza-

Me,N analoge HATU" und
2 '\¢+—NMe, o-R
; / ] die Phosphoniumsalze
= | N X @[ | PR,
N N X BOP!M* sowie
+{ 7" R=P[N(CH BOP
Sy N v=CH; X=BF,: TBTU N IN(CH)el, - .
- — L y— . erwanhnt.
SRVl wer ]| veor
Y=N: X=PFg HATU 3 Wobei der BOP-Ein-

satz zunehmend geringer wird, da es als Nebenprodukt das toxische und kanzerogene Hexa-
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methylphosphorsiuretriamid (HMPT) bildet, was bei PyBOP nicht der Fall ist. Die gezeigten
Phosphonium- und Guanidiniumsalze sind in Gegenwart einer tertidren Base (z. B. Diisopro-
pylethylamin (DIPEA) oder Collidin (TMP)) in der Lage, die N-geschutzte Carboxylkompo-
nente vollstindig in den Aktivester (M) umzuwandeln (Abbildung 5)."*" Die Reaktion verliuft
dabei tGber eine Zwischenspezies (L), die durch eine intramolekulare Acylgruppenwanderung
in den Aktivester tiberfithrt wird. Die Vorteile der Guanidinium- und Phosphoniumsalze lie-
gen in der geringen Toxizitt, der einfachen Handhabbarkeit, der hohen Reaktionsgeschwin-

digkeit sowie der sehr geringen Neigung der Aktivester zur Racemisierung.

0 0 R
y ; o
PR LN o) —P o R
\ 4 >‘R N/ | \N +
N
V™ L%\)X—R NN Me,N” “NMe,
F~NM
Me,N © MeN Nive, L M

Abbildung 5: Mechanismus der Aminosiureaktivierung mit Guanidiniumsalzen

In Analogie zu den gezeigten Phosphonium-Reagenzien BOP und PyBOP sind seit kiirzerem
die Uroniumverbindungen O-TBTU bzw. O-HATU synthetisch zuginglich. Diese Unter-
scheiden sich von den Guanidinium-Verbindungen durch die Lage des C"(NMe,),-Substituen-
ten, der sich bei diesen ,,echten® Uroniumverbindungen, wie fir TBTU und HBTU urspriing-
lich postuliert, am 1-Oxy-Substituenten befindet."*!! Diese Reagenzien zeichnen sich durch
eine deutlich gesteigerte Reaktivitit aus, sind jedoch kommerziell noch nicht erhiltlich. Ein
moglicher Grund der erhohten Reaktivitit liegt in der Lage des oben erwahnten Gleichge-
wichts der HOBt-Acyl-Derivate. Wahrend bei den Guanidiniumsalzen im Gleichgewicht deut-
liche Mengen der N-Acyl-Derivate vorliegen, sind bei den Uroniumsalzen unter Verwendung
von Collidin als tertidrer Base fast nur die wesentlich reaktiveren O-Aktivester nachweisbar.
Jedoch verlagert sich das Gleichgewicht bei Verwendung von DIPEA zugunsten der N-Acyl-

Tautomere und die Reaktivitit nimmt deutlich ab.!*"

2.3.2 Festphasenpeptidsynthese

Die klassische Peptidsynthese in Losung war bis zu Merrifields Entdeckung der Festphasen-

synthese die dominierende Synthesemethode zur Peptiddarstellung. Hierbei laufen alle Reakti-
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onsschritte homogen in Lésung ab, wobei das Peptid durch sukzessive Ankupplung von Ami-
nosauren vom C-terminalen Ende her aufgebaut wird. Dabeti stellt das groB3te Problem bei der
Synthese lingerer Peptide die oft auftretende schwere Loslichkeit der wachsenden Peptidkette
dar, was zum Teil nur unvollstindige Kupplungen gewihrleistet und die Synthese lingerer
Peptide teilweise unmoglich macht.

Die 1963 von Merrifield (Nobelpreis fiir Chemie 1985) beschriebene Peptidsynthese!'* an ei-
nem unloslichen polymeren Triger revolutionierte die Peptidchemie nachhaltig und wirkte
sich auf viele andere Gebiete der organischen Chemie aus, z. B. Oligonucleotidsynthese und
kombinatorische Chemie.

Die Festphasenpeptidsynthese (so/id phase peptide synthesis, SPPS) folgt dabei einem einfachen,
pSG cyclisch wiederholbaten Schema von o-N-

s )\H/O Schutzgruppenabspaltung, C-Aktivierung
H L und Kupplung. In Abbildung 6 ist der sche-
(e}

matische Ablauf der SPPS wiedergegeben.

l Spaltung der

a-AMINOSCAUZgruppe  Dyje Synthese beginnt mit dem Ankniipfen

ﬁ’SG des C-Terminus der ersten Aminosiure des

Peptids tber einen Linker an den polymeren

O
H,N -L' k .
2 )\g/ W_" Triger (Synthescharz), wobei die Synthese

ESG' vom C- zum N-Terminus verlduft. Die o.-
Kupplung
tSG. .
H)\é( Aminoschutzgruppe der am Polymer veran-

kerten Aminosdure wird abgespalten und mit
w)k )ﬁ( einer zuvor oder 7z situ C-terminal aktivierten

- e — . -
186~ nxer "’ Aminosidure gekuppelt. Danach beginnt der

Synthesecyclus von neuem bis die letzte

p Spaltung vom Harz
Entschitzung

Aminosdure des Peptids angekntpft ist. An-

schlieBend wird das Peptid vom Harz abge-
H,N
X:  Aktivierungsgruppe \H/U\ w spalten, dabei entschtitzt oder im geschutzten
pSG: permanente Schutzgruppe
tSG: temporare Schutzgruppe Zustand weiter derivatisiert. Alle Teilschritte
der Synthese laufen dabei in Losungsmitteln
Abbildung 6: Festphasenpeptidsynthese L .
ab, die ein optimales Quellen des Harzes und
eine hohe Homogenitit garantieren.

Das wachsende Peptid bleibt wihrend der gesamten Synthese am Harz immobilisiert. Reagen-

zien und Nebenprodukte werden durch Filtrieren des Harzes und Waschen abgetrennt. Um
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eine hohe Ausbeute zu gewihtleisten, ist es hier moglich, einen hohen Uberschuss an Reagen-
zien einzusetzen, ohne diese aufwindig abtrennen zu miissen. Zudem bietet die Festphasen-
synthese die Moglichkeit, die Synthese zu automatisieren. Bei der SPPS muss darauf geachtet
werden, dass die Kupplungen quantitativ erfolgen. So entstehen z. B. bei einer Ausbeute von
95 % pro Kupplung, die bei der klassischen Synthese in Losung als gut zu bezeichnen ist, bei
einem Peptid aus 100 Aminosduren nur 0,6 % des gewtlnschten Produkts. Das heif}t, es
kommt zu einer groen Anzahl strukturell verwandter, nur schwer trennbarer Fehlsequenzen
und insgesamt zu schlechten Ausbeuten. Es missen deshalb bei der Festphasensynthese die
Ausbeuten nahe bei 100 % liegen, um auch bei lingeren Sequenzen ein befriedigendes Ergeb-
nis zu erzielen. Eine Kupplungsausbeute von 99,9 % (90,5 % Ausbeute bei 100 AS) ist bei

modernen Kupplungsreagenzien tiblich und erstrebenswert.

2.3.3 Schutzgruppen

Bei der Wahl geeigneter Schutzgruppen muss auf gewisse Anforderungen der angewandten
Gruppen geachtet werden. So ist es entscheidend, dass sich die permanenten und temporiren
Schutzgruppen so zueinander verhalten, dass sie unabhingig voneinander abgespalten werden
konnen. Alle Schutzgruppen mussen so labil sein, dass sie am Ende der Synthese ohne Schi-
digung des Peptids entfernt werden kénnen. Fir den a-Aminoschutz haben sich Schutzgrup-
pen vom Urethan-Typ, wie Boc und Fmoc, bewihrt, wihrend fur den Schutz der Carboxyl-
funktionen vornehmlich Ester, wie Benzyl oder zer~-Butyl, verwendet werden. Prinzipiell ha-
ben sich zwei Schutzgruppenkonzepte etabliert.

Die Boc/Benzyl-Taktik basiert auf der abgestuften Acidolyse der temporiren und permanen-
ten Schutzgruppen. Die Boc-Gruppe wird dabei mit 20-50%iger TFA gespalten, wihrend die
permanenten Benzylgruppen wegen der erhéhten Siurestabilitit nicht angegriffen werden. Sie
werden simultan bei der Abspaltung des Peptids vom Harz mit wasserfreier Flusssdure oder
anderen starken Sauren entfernt.

Diese Taktik bedingt einige Nachteile, so ist die Synthese von Peptiden mit labilen Peptidbin-
dungen (Asp-Pro und Aib-Pro), die unter den Abspaltbedingungen gespalten werden kénnen,
nur schlecht moglich. Die Strategie ist zur Synthese geschutzter Peptide nicht anwendbar und

erfordert durch den Einsatz von HF, das auch ein groBes Gefahrenpotential aufweist, teure
Laborausstattungen. Ein Vorteil ist aber, dass Peptide, die zur Ausbildung von fB-Faltstruktu-

ren neigen, besser synthetisiert werden kénnen, da diese durch die wiederholte Acidolyse im-
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mer wieder aufgebrochen werden und somit die Reaktionen nicht negativ beeinflussen kon-
nen.

Die Synthese von Peptiden tiber die Fmoc/ #er+-Butyl-Schutzgruppentaktik!*! ist durch die or-
thogonalen Spaltbedingungen der temporiren und permanenten Schutzgruppen der Boc/Ben-
zyl-Taktik tberlegen. Als orthogonal werden zwei verschiedene Schutzgruppen bezeichnet, die
durch unterschiedliche chemische Mechanismen gespalten werden, wobei die eine im Beisein

% Das Konzept basiert auf dem Einsatz der temporiren,

der anderen gespalten werden kann.
basenlabilen Fluorenyl-9-methoxycarbonylgruppe (Fmoc)'*! (I), die gegeniiber sekundiren
Aminen, wie Piperidin und 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en"*! (DBU) labil ist (Il) (Abbil-
dung 7). Hierbei bietet der Einsatz von Piperidin den Vorteil, dass das reaktive Dibenzofulven

(IMl) abgefangen wird (IV) und sollte daher der Fmoc-Abspaltlsungen immer zugesetzt wet-

den.

O H " Base +H' O H HNQ
. o\n/N\R—> 04{0 oo . + H/N—R—» . y
e U e U 3O

Abbildung 7: Baseninduzierte Spaltung der Fmoc-Gruppe

Der permanente Seitenkettenschutz vom fer+-Butyl-Typ wird unter sauren Bedingungen de-
blockiert. Der Zusatz von Scavengern, wie Triisopropylsilan (TIS) oder Ethandithiol (EDT),
zum Abspaltreagenz dient dabei zum Abfangen reaktiver Carbokationen und verhindert mog-
liche Nebenreaktionen."*"! Eine Behandlung der permanenten Schutzgruppen mit 1-2%iger
TFA wird toleriert und erméglicht die Synthese geschiitzter Peptidfragmente, die nach ihrer
Abspaltung vom Harz weiter modifiziert werden kénnen. Die Bildung von B-Faltblattstruktu-
ren kann z B. durch Zusatz strukturbrechender Losungsmittel*! (DMSO, Trifluorethanol
(TFE), Hexafluorisopropanol (HFIP)) unterbunden werden. Weitere Moglichkeiten, die Ag-
gregation und Assoziation der Peptidkette zu verhindern, bestehen im Einbau von Pseudopro-
lindipeptidderivaten*, die nach der Synthese durch die TFA-Spaltung in Threonin- oder
Serinreste umgewandelt werden, oder durch den Einsatz von Aminosidurederivaten, die neben

der Fmoc-Gruppe z. B. noch einen o.-Amino-Hmb-Schutz tragen.
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In Abhingigkeit vom Syntheseproblem kann jedoch auf eine Vielzahl weiterer Schutzgruppen
zugegriffen werden. So gibt es Schutzgruppen, die z. B. unter Pd(0)-Katalyse, mit Hydrazin,
Thiolen, Fluoriden oder durch Enzyme gespalten werden kénnen.

Die Harze der Festphasensynthese miissen einige Eigenschaften mit sich bringen, um in der
Synthese Anwendung zu finden. Sie mussen unter den Reaktionsbedingungen chemisch inert,
unloslich und leicht filtrierbar sein. Dabei hat sich eine Reihe von Polymeren etabliert, wie
1-2 % Divinylbenzen(DVB)-vernetztes Polystyren, Tentagel und Cellulose. Es ist, wie zuvor
erwihnt, darauf zu achten, dass sie in den benutzten Losungsmitteln eine gute Quellbarkeit
besitzen. So quillt mit 1-2 % DVB-vernetztes Polystyren in DMF um den Faktor 3,5, in DCM
um das Finffache und in Methanol um den Faktor 0,95."°" Das wichtigste Merkmal der Tri-
germaterialien sind aber deren Linker, wobei es auch hier eine gro3e Anzahl verschiedener
Systeme gibt, so dass fiir jedes Syntheseproblem ein geeignetes Harz gefunden werden kann.
Das klassische von Merrifield eingesetzte Harz (Abbildung 8) ist ein Kopolymer aus Styren
und 1-2 % DVB, das durch Chlormethylierung in ein Chlormethylderivat funktionalisiert
wird."* An dieses kann dann durch Substitution des Chloratoms durch die Carboxylatgruppe
eines Cisiumsalzes einer N-geschiitzten Aminosiure die erste Aminosaure gekniipft werden.
Das Harz wird in der Boc-Strategie eingesetzt und das Peptid kann durch wasserfreie Fluss-
saure oder TFMSA vom Polymer gespalten werden.

Bei der Fmoc/Zer+-Butyl-Taktik hat sich als Standard das Wang-Harz!"? etabliert, ein 1 %
DVB-vernetztes Polystyren, an das ein sdurelabiler p-Hydroxybenzyl-Linker gebunden ist. Es
ist saurelabiler als das Merrifield-Harz und kann mit 95%iger TFA gespalten werden, wobei in
der Regel auch die permanenten Schutzgruppen entfernt werden. Als Alternative stehen der
Strategie sehr sadurelabile Linker zur Verfligung, die zur Synthese voll geschiitzter Peptide ge-
nutzt werden kénnen. Hier sei vor allem der o-Chlortrityl-Linker (Barlos-Harz)!"™! erwihnt,

der durch milde Bedingungen (0,5-1 % TFA bzw. HFIP/DCM 1:4°Y) gespalten werden kann.

CI\—@—L ) O

Merrifield-Harz

HO “ O ¢
e C

Wang-Harz o-Chlortrityl-Harz

Abbildung 8: Ausgewihlte Linker der Fmoc- und Boc-Strategie
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Neben den gezeigten Linkern gibt es eine Vielzahl anderer, die unter anderen Bedingungen ge-
spalten werden. Einige seien hier nur kurz erwihnt, so sind safety-catch-Linker™ gegen diverse
Nucleophile labil, wenn sie vor ihrer Spaltung in einem separaten Schritt aktiviert werden. Hy-

[156]

cram-Linker werden unter Pd(0)-Katalyse gespalten, ™ photolabile Linker durch Licht bestim-

mter \X/ellenléir1ge.“5 7

2.3.4 Cyclopeptide

Neben ihrem Vorkommen als natiirliche bioaktive Metaboliten in Form von Hormonen, Anti-
biotika, Ionen-Transportsystemen, Toxinen etc. sind Cyclopeptide in lebenden Organismen
gegentiber proteolytischem Abbau deutlich resistenter als ihre linearen Verwandten und daher
oft vielversprechende Kandidaten fiir die Erforschung pharmakologischer Wirkstoffe. Sie stel-
len aufgrund ihrer reduzierten konformationellen Flexibilitit, sowie der Moglichkeit, bestim-
mte Funktionalititen in einer definierten und vorhersagbaren Weise zu prisentieren, z. B. auch
interessante Mimetika fiir die Erforschung der Proteinfaltung dar."* Neben der erhéhten me-
tabolischen Stabilitit weisen sie oft eine groBere Rezeptor-Selektivitit, gesteigerte Aktivitit
und bessere Bioverfiigbarkeit auf. Zudem dienen sie als Analoga biologisch aktiver Peptide zur
Aufklirung der Struktur-Aktivitits-Beziehung. Durch ihre konformationelle Restriktion sind
sie ferner ideale Modellsysteme fur Sekundirstrukturelemente und dienen als Modelle zum Mi-
mikrieren von A-Faltblatt- sowie £ und y-Schleifen-Strukturmotiven.

Von homodeten Cyclopeptiden, die nur Peptidbindungen enthalten, werden die heterodeten
Cyclopeptide, die neben Peptidbindungen noch Disulfid-, Ester- bzw. Thioesterbindungen
enthalten kénnen, unterschieden."” Auf letztere wird hier jedoch nicht niher eingegangen.
Topologisch werden neben Kopf-Schwanz-Cyclen (iber das Peptidriickgrat, backbone-Cyclen),
Seitenketten-cyclisierte, Seitenkette-Kopf- bzw. Seitenkette-Schwanz-cyclisierte Peptide unter-
schieden. Dabei sind die kleinsten cyclischen Peptide Cyclodipeptide, Diketopiperazine
(DKP), die oft als unerwiinschte Nebenprodukte in Losungs- und Festphasensynthese gebil-
det werden."”” Dabei wird die Bildung der Diketopiperazine z. B. durch die Art der Linker be-
einflusst. So beglinstigen Linker, die gute Abgangsgruppen bilden, wie die Benzylgruppe des
Wang-Harzes, oder elektronenschiebend wirken, die Bildung der DKP, wihrend sterisch an-
spruchsvolle Linker, wie die des Trityltyps, die Entstehung der DKP unterdriicken.*> '*" Di-
ketopiperazine sind als Bausteine fiir Substanzbibliotheken in der kombinatorischen Chemie

fir die Arzneimittelforschung von Interesse.'”! Gezielte Synthesen an der Festphase gehen
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dabei entweder von Aminosiuren, die am Harz in sekundire Amine tiberfithrt werden!'*"

oder iiber die a-Aminogruppe an das Syntheseharz gebundene Aminosiuren!*""!

aus.
Fir die Synthese homodeter Cyclopeptide mit vier und mehr Aminosauren sind prinzipiell alle
Methoden einsetzbar, die zur Synthese von Pepidbindungen angewandt werden. Jedoch sind
Ringschlussreaktionen wesentlich langsamer als die Synthesen von Peptidbindungen in line-
aren Peptiden, was zu unerwinschten Nebenreaktionen, wie Racemisierung der C-terminalen
Aminosiure!” oder N-Guanidinylierungen des N-Terminus in Gegenwart von Guanidinium-
salzen,"'* fithren kann (Kapitel 4.3.7). Um das Racemisierungsproblem zu umgehen, sollte, wo
moglich, tber C-terminale Glycin- oder Prolinreste cyclisiert und auf Kupplungsreagenzien
vom HOAt-Typ zuriickgegriffen werden, die sich durch sehr geringe Racemisierungen und
hohe Ausbeuten auszeichnen.

Des Weiteren besteht das Problem der Cyclooligomerisierung, was bei kleineren Peptiden
durch die vornehmlich #rans-konfigurierte Peptidbindung bedingt ist, da lineare Vorldufer eine
gestreckte Konformation bevorzugen. Cyclisierung unter hoher Verdiinnung (10°-10* M Pep-
tid-Losung) minimiert jedoch dieses Problem.

Bei kleinen Peptiden mit weniger als sieben Aminosiureresten hat die Sequenz einen gewissen
Einfluss auf die Cyclisierung, so wirken sich Schleifen-induzierende oder cs-Peptidbindung-
ausbildende Bausteine, wie D-Aminosduren, Prolin, Glycin bzw. N-alkylierte Aminosiuren,
durchaus positiv auf die Reaktionsgeschwindigkeit aus. So sind reine I-konfigurierte Tetra-
und Pentapeptide ohne diese Aminosduren nur sehr schwer, Tripeptide gar nicht zu cyclisie-
ren. Neben der Cyclisierung des linearen Peptids in Losung besteht die Moglichkeit der Cycli-
sierung am Syntheseharz (on-resin-Cyclisierung) im Anschluss an die Synthese der linearen Se-
quenz (Abbildung 9). Dabei wird die hohe Verdinnung zur Vermeidung von Oligomeren
durch eine geringe Beladung des Harzes erreicht (Pseudoverdiinnung). Die Synthese ist mit
hohen Uberschiissen an Kupplungsreagenzien ausfithrbar, durch anschlieBendes Waschen
leicht aufzureinigen und automatisierbar. Eine Voraussetzung ist die Immobilisierung des
Peptids iiber eine Seitenkettenfunktion oder iiber eine Riickgrat-Amidbindung.""™ Eine zweite
ist der Schutz der C-terminalen Carboxylgruppe, wobei in der Fmoc-Chemie vor allem —OAl,
-ODmb," -ODmab als orthogonale Schutzgruppen zu den siurelabilen permanenten und
der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe fiir den C-Terminus einsetzbar sind (dreidimensionales

Schutzgruppenkonzept).
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Abbildung 9: on-resin-Cyclisierung mit Abbildung 10: Cyclisierung am safety-catch-
Seitenkettengruppen-Immo- Syntheseharz
bilisierung

Eine Variante der on-resin-Cyclisierung stellt die Cyclopeptidsynthese tUber safety-catch-Linker
dar (Abbildung 10). Dazu wird das Peptid nach der Synthese der linearen Sequenz N-terminal
Trityl-geschiitzt. Aktivierung des Linkers und anschlieBende Entschiitzung des N-Terminus
liefert durch intramolekularen nucleophilen Angriff der Aminogruppe auf das terminale Car-
bonyl-Kohlenstoffatom unter gleichzeitiger Spaltung vom Harz das Cyclopeptid.'*

Eine sehr innovative und vorteilhafte Methode basiert auf einer Modifizierung der von Kent
entwickelten nativen chemischen Ligation."”! Die erste Adaption dieser Technik zur Cycli-
sierung von Peptiden durch regioselektive intramolekulare Transthioveresterung mit anschlie-
Bender Ringkontraktion fithrten Tam und Zhang durch (Abbildung 11)."*” Diese native Liga-
tionsmethode nutzt das Gleichgewicht der Ring-Kette-Tautomere aus, das fiir lineare Peptide
mit N-terminalem Cystein und C-terminalem Thioester existiert. Das in diesem Prozess
intermedidr generierte Thiolacton unterliegt dann einer irreversiblen Acylgruppenwanderung
vom S-Thiolacton zum N-Lactam unter Ausbildung des Riickgrat-cyclisierten Peptids. Diese
Methode beinhaltet einige Vorteile gegentuber konventionellen Cyclisierungsmethoden, so
kann die Reaktion mit ungeschitzten Peptiden in hoch konzentrierten Lésungen (= 20 mM)
durchgefithrt werden. Sie ist konzentrationsunabhingig, ohne dass Oligomere gebildet oder
die Ausbeuten beeinflusst werden. Die Cyclisierung verlduft bei milden pH-Werten um 6,0-7,5
und ist auch beim Vorliegen konkurrierender Seitenkettengruppen wie die e-Aminogruppe

von Lysin oder von Thiolgruppen weiterer Cysteinreste hoch selektiv.
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Abbildung 11: Thiol-vermittelte intramolekulare native chemische Ligation

Eine Abwandlung dieser Methode ist die Thiogip-Synthese!™ (Thio-ReiB3verschluss), bei der
Peptide mit N-terminalem Cystein, C-terminalem Thioester und einer oder mehreren weiteren
Thiolgruppen cyclisiert werden kénnen. Dabei bildet zunichst die dem C-Terminus nichstge-
legene Thiol-Funktion das cyclische Thiolacton aus. Das Thiolacton wandert dann durch
Transthioveresterungen tiber die nachsten Thiolgruppen bis zum N-terminalen Cystein und
bildet dort durch die irreversible Acylgruppenwanderung vom S-Thiolacton auf die terminale
Aminogruppe das Lactam. Durch die sukzessive Ringexpansion wird die entropische Barriere
erniedrigt und dies bedingt sehr hohe Reaktionsgeschwindigkeiten. Mit dieser Methode kénn-
ten sich sehr groB3e Peptid-Makrocyclen aufbauen lassen, die durch andere Methoden nicht zu-
ganglich sind, da sich die Enden der linearen Vorldufer nicht nahe genug kommen.

Ein entscheidender Nachteil dieser Thiol-vermittelten Cyclisierungen ist jedoch der Bedarf

eines N-terminalen Cysteins. So wurde von Kent eine Methode entwickelt, bei der kein N-ter-
minales Cystein bend6tigt wird. Bei dieser Variante wird an die a-Aminogruppe eines N-termi-
nalen Glycins eine Oxyethanthiol-Funktion gekniipft, die in der Lage ist, den Cysteinrest zu
mimikrieren. Die Synthese verlauft tiber die gleichen Zwischenstufen, abschlieBende reduktive
Entfernung der Oxyethanthiol-Funktion mit Zink, liefert das Cyclopeptid."™

Somit stehen fiir den synthetischen Chemiker eine Vielzahl von Methoden bereit, um je nach

Syntheseproblem die gewtinschten Cyclpeptide darzustellen und diese in biologischen Seree-

nings oder in Modellstudien zu untersuchen.
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2.4 Oberflichenplasmonresonanz

Die Messung von Protein-Kohlenhydrat-Bindungskonstanten ist nicht trivial und so wurde
eine grole Anzahl verschiedener Methoden entwickelt, um diese Affinititen zu bestimmen.
Hier haben sich im wesentlichen vier Techniken durchgesetzt (Hemmung der Himagglutina-
tion (HIA), ELLA-Test (engyme-linked lectin assay), isothermale Mikrokalorimetrie und Oberfla-
chenplasmonresonanz), von denen hier die letztere genauer beschrieben werden soll.
Oberflichenplasmonresonanzmessungen sind sehr populire Analysemethoden, um qualitative
und quantitative Untersuchungen reversibler, makromolekularer Wechselwirkungen biologi-
scher Systeme zu eruieren. Dabei wird die spezifische Bindung eines mobilen Reaktanden an
einen auf einer Sensoroberfliche immobilisierten Bindungspartner untersucht, wobei zum
Unterschied zu anderen Methoden weder ein Chromophor noch ein Labeling des Bindungs-
partners notig ist. Die Messung liefert dabei Echtzeit-Informationen tber den Bindungspro-
zess und kann von mM- bis hin zu pM-Affinititen angewandt werden. Zwei weitere Vorteile
insbesondere in Bezug auf die oft nur in sehr geringen Mengen zuginglichen Makromolekiile
stellen der nur sehr geringe Substanzbedarf, sowie die geringen Anforderungen beziiglich der
Reinheit eines der Bindungspartner dar.

Der Begriff Oberflichenplasmon wurde im Jahr 1960"™ von Stern und Farrell geprigt,

172

obwohl das Phinomen der Oberflichenplasmonen schon 1912 von Wood"™ beschrieben

wurde, als dieser ein Metallgitter mit in der Einfallsebene polarisiertem Licht, senkrecht zum
Gitter, bestrahlte und im reflektierten Licht eine scharfe Linie im Kontinuum beobachtete, die
ihre Lage mit dem Einfallswinkel dnderte. Erst in den frithen 40er Jahren jedoch wurde das
Phinomen als Anregung elektromagnetischer Oberflichenwellen an der Metall-Luft-Grenz-
fliche erklirt."” Ausgang der 70er Jahre wurde das Potential der Oberflichenplasmonteso-

[174]

nanz fiir die Charakterisierung diinner Schichten' ™ und Verfolgung von Prozessen auf Metall-

175 176]

oberflichen!™ erkannt. Erst 1983 entwickelten Nylander und Liedberg!" erste Biosensoren
auf Grundlage der Oberflichenplasmonresonanz.

Das theoretische Verstindnis von Oberflichenplasmonen leitet sich aus der Plasmabeschrei-
bung der Maxwell-Theorie ab, in der freie Elektronen in Metallen als Elektronenflissigkeit
hoher Dichte (Plasma) beschrieben werden. Oberflichenplasmone stellen dabei Ladungsdich-
tefluktuationen auf der Oberfliche dieser Plasmen dar,l'”” Wellen oszillierender Oberflichen-

ladungsdichte, die iiber die Metalloberfliche wandern."™
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Die Oberflichenplasmone kénnen an dinnen Metallschichten durch reflektierte Photonen
oder durch Elektronen, die die Metalloberfliche passieren, unter Resonanzbedingung angeregt
werden, wobei im Folgenden nur auf die photonische Anregung eingegangen wird. Die opti-
sche Anregung der Plasmone ist nur an Grenzflichen von Medien mit Dielektrizititskonstan-

179 s
I wobei eine Reso-

ten entgegengesetzten Vorzeichens (z. B. Metall«->Dielektrikum) méglich,!
nanzkopplung zwischen Licht und freien Metallelektronen erfolgen muss. Hierbei ist eine
direkte Anregung der Oberflichenplasmonwelle an einer planaren Metall-Dielektrikum-
Grenzfliche von der Seite des Dielektrikums nicht méglich, da der Impuls der Oberflichen-
plasmonwelle immer groBer ist als der Impuls des Lichtes im Dielektrikum."* Eine Anregung
wird z. B. bei der von Kretschmann und Otto entwickelten Technik der Prismen-Koppler er-
reicht, die den Effekt der abgeschwichten Totalreflexion (ATR, attenuated total reflection)™™ nut-
zen. Bei dieser Art von Biosensoren, die auch im in dieser Arbeit verwendeten Biacore™ 3000
Anwendung finden (Abbildung 12), wird Licht an der Grenzschicht zwischen einem Glaspris-

ma, das mit einer sehr dinnen Metallschicht bedampft ist, und einer Probenlésung totalreflek-

tiert.

Probenlésung evaneszentes Feld

Nsurf
Metallschicht

Lichtquelle Detektor

. b
Prisma B

o

Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines SPR-Biosensors mit Prismen-Koppler
(TR: Totalreflexion, ng.s Brechungsindex der Losung in der Umgebung der
Sensoroberfliche, I(z): Intensitit des evaneszenten Feldes im Abstand z zur
Sensoroberfliche)

Hierbei werden Plasmone an der duleren Grenzschicht der Metallschicht in die angrenzende
Losung Resonanz-angeregt, indem eine, durch das einfallende Licht unter Totalreflexion an

dem Glasprisma generierte, evaneszente elektromagnetische Welle in die Metallschicht ein-
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dringt und oberflichliche Ladungsdichtewellen (Oberflichenplasmone) erzeugt, die parallel
zur Grenzschicht verlaufen. Die Amplitude des elektromagnetischen Feldes der Oberflichen-
plasmone fillt dabei exponentiell mit dem Abstand senkrecht zur Oberfliche ab und reicht
wenige Hundert Nanometer in das angrenzende Medium des Sensors (Abbildung 13), wobei
die Anregung auch innerhalb der Metallschicht erfolgt. Das elektromagnetische Feld der
Oberflichenplasmone ist dabei hoch asymmetrisch verteilt, ca. 90-95 % des Feldes sind im
Dielektrikum konzentriert. Die Anregung der Plasmone kann nur unter einem definierten
Einfallswinkel (Resonanzwinkel) erfolgen, wobei der Wellenvektor des Lichts (bzw. Impuls
des Photons) der in der Ebene der Metalloberfliche auf den Wellenvektor der Plasmone trifft,
gleichen Betrag und gleiche Richtung bei gleicher Frequenz haben muss. Treten die beiden
Wellen in Wechselwirkung miteinander, kommt es durch Resonanz zum Energietransfer. Die-

ser Effekt wird Oberflichenplasmonresonanz (SPR, surface plasmon resonance) genannt.
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Abbildung 13: Simulierte Amplitude des evaneszenten Feldes als Funktion des Abstandes
von der Prisma-Metall-Grenzschicht (normalisiert auf héchsten Wert)

Durch die Resonanzkopplung kommt es zum Energieverlust des reflektierten Lichtes und bei
variierendem Einfallswinkel fihrt sie zu einem scharfen Minimum der Lichtintensitit des re-
flektierten Lichtes (Abbildung 14), dieses Signal wird primir in einem SPR-Spektrum aufge-

zeichnet. Der Resonanzwinkel hingt dabei direkt vom Brechungsindex (bzw. der Dielektrizi-

titskonstanten) der Probe in der evaneszenten Welle oberhalb der Sensoroberfliche ab.



38 ALLGEMEINER TEIL

Adsorptions- und Desorptionsprozesse von Makromolekiilen an der Sensoroberfliche fithren
zu einer Anderung des lokalen Brechungsindex und haben somit eine Verschiebung des Reso-
nanzwinkels zur Folge, die in guter Niherung bis zu einer Beladung von ca. 50 ng/mm?® pro-
portional zur Konzentration der Makromolekiile auf der Sensoroberfliche ist."®"! Da die Ein-
dringtiefe der evaneszenten Welle (maximal 200-400 nm) nur einem Bruchteil der Wellenlinge
des eingestrahlten Lichts entspricht und exponentiell mit dem Abstand zur Metallschicht ab-
fallt (Abbildung 13), ist sie nur fir die Metall-Dielektrikum-Grenzschicht sensitiv und Interak-

tionen mit dartiber liegenden Molekiilen der angrenzenden Losung spielen keine Rolle """
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Abbildung 14: ‘Theoretisches SPR-Spektrum an der Grenzfliche Prisma-Silber-Wasser mit
dem Intensititsabfall bei 3 = SRresonanz
Anregungswellenlinge 632 nm, Ag-Schichtdicke 60 nm, 3: Einfallswinkel,
Y Rresonanz: Resonanzwinkel

Andere Biosensoren, die den Effekt der evaneszenten Welle nutzen, sind z. B. Resonanz-Spie-
gel-Sensoren oder Gitter-Koppler. Sie werden hier nicht weiter beschrieben, besitzen aber eine
geringere Empfindlichkeit als die im Biacore® 3000 verwendeten Prismen-Koppler, fiir nihere

Einzelheiten sei auf die Literatur verwiesen.'”” '#4

2.4.1 Immobilisierung

Obwohl SPR-Messungen kein Iabeling der zu untersuchenden Molekiile voraussetzen, muss

einer der Bindungspartner auf der Sensoroberfliche immobilisiert werden, wobei die Sensor-
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oberfliche als makroskopisches Label/ angesehen werden kann. Das Immobilisieren biologi-
scher Makromolekiile ist dabei eher von Nachteil, da die bindenden Liganden in der Regel
Molekiile kleineren Molekulargewichts sind und somit zu einem kleineren Bindungssignal fith-
ren als ithre makromolekularen Bindungspartner. Ein weiterer Nachteil ist die geringere Sen-
sorbeladung bei hiufig reduzierter Aktivitit und unspezifischer Adsorption."” Jedoch hingt
es vor allem von der Fragestellung und Art beider Reaktanden ab, welcher der beiden Bin-
dungspartner immobilisiert werden kann oder sollte.

Fir die Immobilisierung steht eine ganze Reihe verschiedener Techniken zur Verfiigung. Eine
weit verbreitete Sensoroberfliche ist eine mit der Goldschicht kovalent verbundene carboxy-
methylierte Dextran-Matrix, die ein flexibles, hydrophiles Gel bildet. Diese Matrix zeichnet
aufgrund der gelartigen Struktur eine hohe Bindungskapazitit aus, was zu einem Anstieg des
SPR-Signals fithrt, da das evaneszente Feld effektiver wirkt. Im Gegensatz zu reinen Gold-
bzw. alkylmodifizierten Oberflichen neigt sie zu geringeren unspezifischen Oberflichensi-
gnalen und bietet den Bindungspartnern eine bessere Zuginglichkeit zu den immobilisierten
Makromolekiilen."®! Die Dextran-Matrix kann auf vielfiltige Art und Weise derivatisiert wer-
den und erlaubt es, ein breites Spektrum funktioneller Gruppen (-NH,, -SH, -CHO, -OH,
-COOH) anzusprechen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Mogliche Derivatisierungen der Dextran-Matrix zur Immobilisierung von
Makromolekiilen auf der Sensoroberfliche
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Eine weitverbreitete Immobilisierungsmethode stellt die Aktivierung der Carboxylgruppen der
Dextran-Matrix zum N-Hydroxysuccinimidester mittels N-Hydroxysuccinimid (NHS) und 1-
(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethyl-carbodiimid (EDC) (Kapitel 2.3.1) und anschlieBender
Kupplung mit einer Aminogruppe des zu immobilisierenden Molekiils dar (Variante des
Wiinsch-Weygand-Protokolls"®). Die Effektivitit der Immobilisierung hingt von der elektro-
statischen Anziehung der Molekiile zur negativ geladenen Matrix ab. Daher ist bei Proteinen
in Puffern zu arbeiten, deren pH-Wert unterhalb des pI-Wertes liegt!™ '*’. Bei unbekanntem
pI-Wert wird mittels pH-Scouting (SPR-Messung des zu immobilisierenden Proteins mit der
Sensoroberfliche bei verschiedenen pH-Werten) der pH-Wert ermittelt, bei dem eine optimale
Interaktion zwischen Sensoroberfliche und Protein besteht. Jedoch besteht bei ungtinstigem
Puffermilieu die Méglichkeit der Denaturierung der Proteine."™ Ein weiterer Nachteil der
NHS/EDC-Immobilisierungsmethode ist die unspezifische Kupplung an verschiedene NH,-
Gruppen (verschiedene Lysin-Seitenketten) des zu kuppelnden Proteins, was zu Subpopula-

[187

tionen verschiedener Affinititen fithren kann.!"®” Aufgrund dieser Nachteile sind eine Reihe

spezifischerer Methoden entwickelt worden, wie der Thiol/Disulfid-Austausch oder die Al-
dehyd-Kupplung."*!

Eine indirekte Kupplungsmethode basiert auf der hohen Affinitit der Avidin-Biotin-Wechsel-
wirkung. Dabei wird Avidin bzw. Streptavidin auf der Dextran-Matrix immobilisiert und bio-

155191 Rine verwandte Methode nutzt immobilisierte spe-

tinylierte Makromolekiile gebunden.
zifische Antikorper, die einen der Bindungspartner hoch affin binden.!"™ Es gibt eine Vielzahl
weiterer Methoden, die auf verschiedenen Wechselwirkungen beruhen, hier seien nur einige
aufgezihlt: Chelatbindung von Oligohistidin-Tags iiber Nickel-Komplexe!™, Verankerung

[192]

von mit Lipidankern modifizierten Molekilen in Lipidschichten" ™ und direkte Einbettung

von Membranproteinen in membranahnlichen Doppelschichtenlmj.

2.4.2 Massentransfer-Limitierung

Bei Bindungsprozessen kann es durch Massentransportprobleme und sterische Effekte auf der
Sensoroberfliche zu Artefakten kommen. So fihren durch die Immobilisierung hervorgeru-
fene Konformationsinderungen in der Bindungsregion oder sterische Einschrinkungen des
Zugangs des mobilen Bindungspartners zum Rezeptor zu Anderungen der Bindungseigen-
schaften. Nichtspezifische Immobilisierungstechniken kénnen zu Subpopulationen verschie-

dener Orientierungen und Affinititen fihren. Hohe lokale Konzentrationen immobilisierter
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Spezies auf der Sensoroberfliche kénnen zur sterischen Beeinflussung benachbarter Bin-
dungsstellen beitragen. Basierend auf empirischen Beobachtungen, dass einfach exponentielle
Bindungsprozesse vor allem im unteren Konzentrationsbereich des mobilen Bindungspartners

erhalten werden, haben O’Shannessy und Winzor!"”!

vorgeschlagen, die Datenanalyse auf
solche Bindungsereignisse zu beschrinken, die eine einfache 1:1-Kinetik pseudo-erster Ord-
nung zeigen. Diese Datensitze enthalten die meisten Informationen tber die am besten zu-
ganglichen Bindungsstellen, die als beste Vertreter fur die Affinitit in Losung angesehen
werden konnen. Signifikante Bindungen zu sterisch beschrinkten Orientierungen der Bin-

dungstaschen mit geringeren Affinititen treten danach nur bei hohen Konzentrationen an

mobilen Reaktanden auf.

@
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Faktoren, die den Transport des mobilen Bin-
dungspartners (®) zur Sensoroberfliche mit dem immobilisierten Bindungs-
partner (Y) beeinflussen

Massentransfer-Limitierungen (Abbildung 16"™) kénnen ebenfalls Ursache komplexer Bin-
dungskurven sein. Dabei handelt es sich um Limitierungen der Bindungskinetik durch unzu-
reichenden Transport des mobilen Bindungspartners zur Sensoroberfliche.

Im Unterschied zu Bindungsprozessen homogen verteilter Reaktanden in Lésung miissen im

Flusssystem des Biosensors drei zusitzliche Transportstufen beherrscht werden: A) der ma-
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kroskopische Transport durch das System und tber die Sensoroberfliche, der von der Fluss-
geschwindigkeit der Losung abhingt; B) die Diffusion durch die stationire Grenzschicht
(laminarer Fluss) oberhalb der Sensoroberfliche, die von der Flussgeschwindigkeit der Lo-
sung, der Flusszellengeometrie und dem Diffusionskoeffizienten des mobilen Reaktanden in
Losung bestimmt wird und C) die Diffusion durch oder innethalb der Immobilisierungsma-
trix, die von der GréBe und Ladung des mobilen Reaktanden, der Dicke und Dichte der Dex-
tranmatrix und dem Diffusionskoeffizienten des mobilen Reaktanden in der Polymerlésung
beeinflusst wird.

Sowohl wihrend der Assoziation als auch der Dissoziation kann es zu Massentransfer-Limitie-
rungen kommen, wobei der Effekt als das Nicht-Aufrechterhalten der Ausgangskonzentration
der mobilen Spezies auf der Sensoroberfliche und in der Umgebung der Bindungsstellen wih-
rend des Bindungsprozesses angesehen werden kann. In der Assoziationsphase einer schnellen
Oberflichenbindung konkurrieren die immobilisierten Bindungsstellen um ein limitiertes An-
gebot an Bindungspartnern, was zu einer lokalen Verringerung des mobilen Bindungspartners
nahe der Oberfliche fiihrt, da die Regenerierung durch die Transportrate limitiert ist."” In der
Dissoziationsphase kommt es durch eine nicht abnehmende Konzentration des mobilen Re-
aktanden zu einer Rickbindung an nicht besetzte Bindungsstellen, falls die Dissoziationsrate
hoher ist als die Transportrate. All diese Prozesse beeinflussen die Bindungskinetik und fithren
zu einer Transport-kontrollierten Bindung, mitunter weit entfernt von der Diffusionskontrolle
in Losung, was zu Geschwindigkeitskonstanten fithren kann, die um Gréenordnungen klei-

ner sind als die realen intrinsischen Geschwindigkeitskonstanten der Wechselwirkung.”
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3 AUFGABENSTELLUNG

Zur Optimierung pharmakologisch wirksamer Peptidsequenzen ist es wichtig, Peptide mit de-
finierter dreidimensionaler Struktur potentiellen Rezeptoren anzubieten. Dadurch lassen sich
tiir Wechselwirkungen notwendige strukturelle Voraussetzungen erkennen und mogliche The-

rapeutika gegebenenfalls verindern, um affinere und spezifischere Wirkstoffe zu generieren.

Basierend auf bekannten tiber Phage-Display gegen den 1.2-412-Antikorper erhaltenen Peptidse-
quenzen, die als Mimetika fiir das .2/HNK-1-Kohlenhydratepitop dienen, sollen strukturell
fixierte cyclische Peptide synthetisiert werden, um Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleiten
zu konnen. Die linearen L2/HNK-1-Kohlenhydrat-mimikrierenden Peptide besitzen die Ei-
genschaft, das Neuritenwachstum motorischer Neurone zu férdern. Mit Hilfe affinerer Cyclo-
peptide soll diese Eigenschaft gesteigert werden, um eventuell geschidigte Nerven regenerie-
ren zu koénnen. Zudem konnen affine Cyclopeptide Leitstrukturen fiir optimierte pharma-
kologische Substanzen liefern.

Es sollen dabei tberlappende hexamere Teilsequenzen der linearen Dodecapeptide TFKLE-
STTLEYY, TFQLSTRTLPES und des Oktapeptids FLHTRLFV als Ausgangspunkte fiir
Strukturoptimierungen dienen. Es sollen Hexapeptide durch Cyclisierung und den Einbau von
D-Aminosduren konformativ fixiert und fir biologische Systeme stabilisiert werden. Dazu
werden Cyclopeptide einem D-Aminosiure-Scaz unterworfen, um den strukturellen Einfluss
der verschiedenen Peptidkonformationen der Ausgangssequenz auf die Bindungseigenschaf-
ten der Cyclopeptide an den 1.2-412-Antikérper zu untersuchen.

Die linearen Dodecapeptide und ihre randomisierten Peptidsequenzen sollen synthetisiert und

als Referenzen fir die Struktur-Affinitits-Beziehungen dienen.
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Ausgehend von standardisierten Cyclopeptidsynthesen soll eine optimierte Syntheseroute ent-
wickelt werden, um ungewiinschte Nebenreaktionen, wie Cyclodimerisierungen, zu minimie-
ren oder ginzlich zu eliminieren. Dabei sollen verschiedene Synthesewege erarbeitet und ver-
glichen werden.

Des Weiteren ist eine Syntheseroute fur Histidin-enthaltende cyclische Peptide zu erarbeiten.
Da bei diesen Synthesen unter Standardbedingungen hiufig Nebenprodukte unter Verinde-
rung des Imidazolrings des Histidins auftreten, sollen alternative Synthesemethoden entwickelt

werden, bei denen diese Nebenprodukte gar nicht auftreten oder deutlich unterdriickt werden.

Zur Untersuchung der Antikrper-Peptid-Wechselwirkungen soll ein Oberflichenplasmonre-
sonanztest entwickelt werden, mit dem die verschiedenen synthetisierten Peptide auf ihre
Affinitit zum L2-412-Antikrper untersucht werden kénnen. Konzentrationsabhingige Bin-
dungsstudien der Peptide am 1.2-412-Antikérper sollen dabei Aufschluss tiber die Komplex-
gleichgewichtskonstanten der Antikorper-Peptid-Interaktionen geben. Die synthetisierten line-
aren Ausgangssequenzen und ihre randomisierten linearen Homologen sollen bei diesen Un-
tersuchungen als Referenzen dienen.

Basierend auf den Bindungsstudien soll ein affines Cyclopeptid iiber einen Alanin-Sean ermit-
telt werden, bei dem der Austausch einer Aminosdure der Sequenz gegen einen Alaninrest die
Bindungseigenschaften dieses Cyclopeptids nicht negativ beeinflusst. Darauf stitzend soll ein
Cyclopeptid synthetisiert werden, das an der Alaninposition mit einem Linker versehen wird,
um das Peptid fiir Oberflichenplasmonresonanzstudien direkt auf der Chipoberfliche zu im-

mobilisieren und inverse Bindungsstudien durchzufithren.

Zur Erhirtung der erhaltenen Ergebnisse der Bindungsstudien sollen die affinen Cyclopeptide
in Neuritenwachstumsexperimenten getestet werden, um deren Potenz in Zelltests zu unter-

streichen.

Korrelationen der Neuritenwachstumsexperimente und der Oberflichenplasmonresonanzstu-
dien sollen abschlieend strukturelle Voraussetzungen fiir potentielle peptidische Wirkstoffe

tir die Behandlung beschidigter peripherer motorischer Nerven aufzeigen.



SPEZIELLER TEIL 45

4 SPEZIELLER TEIL

4.1 Glykomimetikasequenzen

In dieser Arbeit wird auf Peptidsequenzen zurtickgegriffen, die in der Arbeitsgruppe von Pro-
fessorin M. Schachner'" erarbeitet wurden. Im Folgenden werden diese Sequenzen und Expe-
rimente, die thre mimetischen Eigenschaften untermauern, kurz beschrieben. Es handelt sich
dabei um das bereits erwihnte Peptid von M. Simon-Haldi (Kapitel 2.1.6), das Gber Phage-Dis-
play mit einer randomisierten 15mer Peptidbibliothek aus 2+10° verschiedenen filamentésen
fUSE5-Phagen erhalten wurde.”” Jeder der Phagen prisentiert dabei ein 15mer-Peptid, das
mit dem plIl-Protein des Phagen N-terminal fusioniert ist. Die Phagen wurden durch Screening
gegen den L.2-412-Antikoérper selektiert, wobei gebundene Phagen durch pH-S$4if eluiert
wurden. Phagen darauf folgender Phage-Display-Runden wurden nach dem Amplifizieren mit
unspezifischen Ratten IgG zum Unterdriicken unspezifischer Wechselwirkungen prainkubiert.
Es konnten mit der verwendeten Peptidbibliothek verschiedene Peptide erhalten werden, wo-
bei ein Phage mit der Peptidsequenz FLHTRLFVSDWYHTP niher untersucht wurde. Dieser
Phage bindet im Gegensatz zu einem nicht-selektierten Kontrollphagen der Bibliothek an den
L2-412-Antik6rper. Er bindet nicht an Kontroll-IgG und -IgM der Ratte und nicht an den
HNK-1-Antikorper, der nur die sulfatierte Form des L2/HNK-1-Kohlenhydratepitops et-
kennt. In Kompetitionsstudien hemmen dieser Phage, ein 14mer-Peptid, das die C-terminale

Sequenz des Phagenpeptids reprisentiert, und ein synthetisches L2-HNK-1-Kohlenhydrat-

11 Zentrum fir molekulare Neurobiologie, Institut fiir Biosynthese neuraler Strukturen, Universitit Hamburg
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analogon die Bindung des 1.2-412-Antikorpers an isolierte 1L.2/HNK-1-Glykolipide gleicher-
mafen.*

Zur Steigerung der Selektivitit wurden Phage-Display-Experimente unter modifizierten Eluti-
onsbedingungen durchgefihrt. Die gebundenen Phagen wurden nicht durch einen unselekti-
ven pH-Shift sondern entweder durch Inkubation mit einer Mischung L.2/HNK-1-tragender
Glykoproteine des adulten Miusegehirns oder mit dem synthetischen L2/HNK-1-Kohlenhy-
dratanalogon eluiert. Die hierbei isolierten Phagen tragen interessanterweise Peptide, die alle
eine gemeinsame Konsensussequenz tragen. Die isolierten Sequenzen stimmen mit den sechs
Resten des N-Terminus des obigen Peptids tiberein, wobei der Hexasequenz jeweils zwei hy-
drophobe Aminosiuren folgen. Als Gibereinstimmendes Motiv der Peptide kann somit folgen-
de Konsensussequenz angegeben werden:

FLHTRLXX, X = hydrophobe Aminosiuren (F, V oder 1)/

Weitere Tests zeigten, dass diese Peptidsequenz in der Lage ist, als Kohlenhydratmimetikum
fur das L2/HNK-1-Epitop zu dienen. Da motorische Neuronen signifikant lingere Neuriten
als sensorische Neuronen auf L2/HNK-1-Glykolipid-tragenden Substraten ausbilden, wurden
Neuritenwachstumsexperimente mit motorischen und sensorischen Neuronen von Hithner-
embryonen durchgefihrt. Als positive Kontrolle dienten 1.2/ HNK—l—Glykolipide.mb] Die Ex-
perimente zeigten, dass das 14mer-Peptid und ein kirzeres Oktapeptid mit der Konsensusse-
quenz (FLHTRLFV) die Neuriten motorischer Neuronen deutlich zum Wachstum stimulie-
ren. Wihrend die Positivkontrolle (.2/HNK-1-Glykolipid) das Wachstum der Neuriten eben-
falls stimulierte, besal3 ein randomisiertes Peptid diese Eigenschaft nicht. Zudem beeinflussten
das 14mer- und das Oktapeptid den Grad der Polaritit der Neuriten, der definiert ist durch
das Verhaltnis der Linge des lingsten Neuriten zur Durchschnittslinge aller Neuriten der
Zelle. Je hoher dabei die Polaritit ist, desto grof3er ist die Neigung eines Neuriten der Zelle
sich von den anderen abzuheben, vermutlich dhnlich dem Axon 77 vivo. Hierbei erwies sich je-
doch das Oktapeptid im Gegensatz zum 14mer als effektiver, aus welchem Grund ist nicht ge-
klirt. Diese Resultate zeigen, dass die L2/HNK-1-Glykomimetika nicht nur das Neuriten-
wachstum begtinstigen, sondern dass sie besonders im Vergleich zu den vermeintlichen Den-
driten das putative Axon stimulieren. Wachstumsexperimente mit Neuronen des dorsalen
Wurzelganglions zeigten jedoch bei der Prisenz der verschiedenen Substrate keinen Einfluss,
weder auf das Neuritenwachstum noch auf die Polaritit.*" Diese Studien unterstreichen Beob-
achtungen, wonach sensorische Neuronen indifferent auf die 1.2/HNK-1-Kohlenhydratepi-

tope reagieren.”™ Zudem konnte direkt die Bindung des Oktamers an die Motoneuronen
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nachgewiesen werden, indem biotinyliertes Oktapeptid mit einem Meerrettich-Peroxidase-
Streptavidin-Konjugat und anschlieSender Farbreaktion mit Diaminobenzidin auf dem Moto-
neuronen nachgewiesen wurde.
Zudem wird auf zwei weitere Peptide zurtickgegriffen, die beim Phage-Display mit der oben be-
schriebenen Sequenz erhalten wurde:

TFKLSETTLEYY

TFQLSTRTLPFS
Ein auffallendes Merkmal dieser Peptidsequenzen ist der hohe Anteil hydroxylierter, aromati-
scher sowie cyclischer Aminosdurereste. Von den 15 Aminoséduren der Sequenz FLHTRLFV-
SDWYHTP gehoren zehn zu diesen Gruppen. Sieben der zwolf Aminosiuren der Sequenz
TFKLSETTLEYY sind Aminosauren, die den drei erwihnten Gruppen angehéren. In der Se-
quenz TFQLSTRTLPES gehéren sogar acht von zwolf Aminosiuren dazu. Die Anhdufung
aromatischer, cyclischer und Hydroxylgruppen-tragender Aminosiuren scheint ein Merkmal
von Peptiden zu sein, die Kohlenhydrate mimikrieren. Ein Vergleich mit anderen Kohlenhy-
dratmimetika (Tabelle 2, Seite 16) zeigt Ubereinstimmungen in der Art der Aminosiuren, so
enthalten viele einen hohen Anteil aromatischer Reste, die den Kohlenhydraten in ihrer Grof3e

197811 Die Aminosiuren Serin und Threonin kommen

und cyclischen Gestalt dhneln kénnten.
zwar in den bekannten Sequenzen weniger hiufig vor, stellen aber offensichtlich durch ihre
Hydroxylgruppen eigentlich eine ideale Basis zur Nachahmung etwaiger Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Kohlenhydrat-OH-Gruppen und Rezeptor dar. Diese Sequenzhomologi-

en stellen einen mdéglichen Hinweis auf die diskutierte strukturelle Mimikry dar (Kapitel 2.2.1).

4.2 Peptid-Design

Ist die Erkennungssequenz eines peptidischen Liganden bekannt, so ist es moglich, durch die
Fixierung der rdumlichen Struktur eine erhéhte Aktivitit und Rezeptorselektivitit zu errei-
chen. Die Verwendung cyclischer Peptide stellt heute ein Standardverfahren fir die Bestim-
mung der biologisch aktiven Konformation und die Entwicklung von Pharmaka dar. Es
konnte gezeigt werden, dass Cyclisierungen dazu geeignet sind, hohe Aktivitit und Selektivitit
zu erzielen, wenn die optimale Konformation im Cyclus angenihert ist (watohed-Fall)."™™ In
solchen Fillen erweisen sich die cyclischen Strukturen als deutlich aktiver und selektiver als die
linearen Analoga."” Jedoch kommt es hiufig durch die Cyclisierung zu einer riumlich fixier-

ten Struktur, in der das Peptid nicht die bioaktive Konformation einnehmen kann (wzsmatched-
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Fall), wodurch die Aktivitit drastisch vermindert wird. Die Suche nach der optimalen Cyclisie-
rung ist oft ein langer, schwieriger Weg.”"!

Ist die Konformation einer Peptidsequenz im rezeptorgebundenen Zustand, die ,bioaktive
Konformation®, nicht bekannt, so stellen zum Auffinden dieser Konformation stereoisomere
Peptidbibliotheken eine Mdéglichkeit dar, die optimale Struktur einzugrenzen (spatial screening).
Dazu wird die ,,bioaktive Sequenz® unter Erhaltung der Konstitution, d. h. aller biologisch re-
levanter Gruppen, durch bestimmte Strukturbildner systematisch verindert und in verschie-
denen Konformationen dem Rezeptor angeboten. Um zu detaillierten Struktur-Wirkungsbe-
ziechungen zu gelangen, miissen die Molekile in moglichst starrer Konformation fixiert sein,
wie es bei Cyclopeptiden der Fall ist. Die Cyclopeptide sollten moglichst klein sein, d. h., ma-
ximal sechs Aminosduren umfassen, da bei grofleren Peptiden bereits eine zu hohe Dynamik
zu erwarten ist. Durch backbone-Cyclisierung ist es moglich, die raumliche Beweglichkeit stark
zu reduzieren, und die konformationelle Entropie dieser Cyclopeptide erniedrigt sich dadurch
entscheidend. Liegt dabei die biologisch aktive Konformation im Rahmen des induced fit, fihrt
die Einschrinkung der konformationellen Freiheitsgrade aus entropischen Griinden zu einer
erhohten Bindungsaffinitit zum Rezeptor.

Bei homodeten Cyclopeptiden hingt die Konformation entscheidend von der Konfiguration
der sie aufbauenden Aminosiuren ab. Wechselwirkungen funktioneller Gruppen der Seiten-
ketten mit dem Peptidrickgrat, wie sie von Setin oder Threonin in der ~Position von f-

[201]

Schleifen oder von Asparagin beschrieben sind,”" sowie Verzweigungen am f-C-Atom spie-

len bei der Ausbildung der Konformation nur eine untergeordnete Rolle. Cyclische Hexapep-

P2 Dieses Strukturmotiv spielt

tide bevorzugen meistens eine Struktur mit zwei f-Schleifen.
eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der Tertidrstruktur, der Proteinfaltung und bei der in-
termolekularen Erkennung. Eine f-Schleife bildet in der Proteinstruktur eine Umkehr der

Richtung des Peptidriickgrats und besteht aus einer vier Aminosiurereste umfassenden Se-

quenz (7 bis 7+3). Dabei bilden normalerweise Reste mit starken Schleifen-induzierenden Ei-
genschaften fB-Schleifen aus, wodurch das Polypeptidriickgrat eine Konformation einnimmt,

in der der Abstand zwischen Ca[_ und C“m kleiner als 7 A ist. Es wurden tber 10 verschiedene

S-Schleifentypen identifiziert und klassifiziett.

In einer f-Schleife ist die CO-Gruppe der Aminosdure der /~Position tber eine Wasserstoff-
briickenbindung mit der NH-Gruppe der Aminosdure der 743-Position verbunden. Es ist zu-

dem bekannt, dass D-Aminosiuren und L-Prolin die 7+1-Position einer S11"-Schleife stark be-
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vorzugen (Abbildung 17). In diesem Typ der S-Schleife werden bestimmte Torsionswinkel
zwischen den Aminosiuren der f-Schleife (®,,,= 60°, ¥, ,= -120°, @, ,= -80°, '¥,,,= 0°) aus-
gebildet.

BII"-Schleife

p-Aminoséaure

B-Schleife

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Struktur eines Cyclo-
hexapeptids mit D-Aminoséure in der +1-Position

In einem cyclischen Hexapeptid mit L-Aminosiuren der Sequenz ABCDEF und der biolo-
gisch aktiven Sequenz ABC stehen demnach drei Konformationen miteinander im Gleichge-
wicht, in denen die Sequenz ABC jeweils eine andere Position im Ring einnimmt (Abbildung
18a). Da cine D-Aminosiure die /+1-Position in der SII’-Schleife bevorzugt, ist es moglich,
durch den gezielten Austausch einer L-Aminosdure der Teilsequenz DEF durch eine entspre-
chende D-Aminosiure d, e, f, in einem sogenannten D-Aminosaure-Scaz je nach Wahl der aus-
getauschten Aminosaure, die aktive Sequenz in drei rigiden Konformationen zu fixieren (Ab-
bildung 18b). Dadurch wird die Zielsequenz bei gleicher Konstitution und gleicher Abfolge
der funktionellen Gruppen in der Sequenz in unterschiedlichen rdumlichen Positionen prisen-
tiert. Eine Korrelation mit der biologischen Aktivitit kann somit zu der rdumlich optimalen

Anordnung fithren.*!
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Strukturen der Cyclohexapeptide

D-Aminosiuren @ sind durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet, die Pfeile
symbolisieren die Orientierungen der Wasserstoffbriickenbindungen

Ist die bioaktive Konformation der Hexapeptidsequenz nicht bekannt, ldsst sich durch Synthe-
se der sechs Cyclopeptide der Sequenz ABCDEF, in denen jeweils eine der Aminosiuren in
der D-Konfiguration vorliegt, die Sequenz ABC in sechs verschiedenen rdumlichen Positionen
fixieren (Abbildung 18¢).”™ Ein Vergleich der in Abbildung 18c iibereinander liegenden Cy-
clopeptide zeigt aber, dass sich diese in ihrer Struktur sehr dhneln. So ist das Peptid
c(ABCDE() strukturell in das Peptid c(ABcDEF) durch eine 180°-Drehung tiberfihrbar. Die
beiden Peptide sind jedoch nicht absolut deckungsgleich, da die Aminosiuren A/a und F/f als
Enantiomere vorkommen. Dessen ungeachtet ist die Position der Aminosduren in den f-
Schleifen identisch. Infolgedessen ldsst sich der D-Aminosdure-Scan eines Cyclohexapeptids
durch die Synthese dreier cyclischer Peptide c(aBCDEF), c(AbCDEF), c(ABcDEF) bzw.
c(ABCdEF), c(ABCDeF), c(ABCDE() in guter Naherung vereinfachen, entsprechend Abbil-
dung 18b.

4.3 Synthese stereoisomerer Peptidbibliotheken

4.3.1 Zielstrukturen

Ausgehend von den oben beschriebenen Peptidsequenzen FLHTRLEFV, TFKLSETTLEYY
und TFQLSTRTLPFES werden durch die Synthese verschiedener Cyclohexapeptide stereoiso-
mere Peptidbibliotheken erzeugt. Zur Festlegung der Sequenzen werden die drei Ausgangsse-

quenzen in Hexapeptide mit iiberlappenden Sequenzen unterteilt. Die erhaltenen Hexamere
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werden dann in die cyclischen Peptide tiberfiithrt, wobei aus jeder Sequenz drei Cyclopeptide
unter Austausch je einer L-Aminosaure durch ihr D-Isomer (Abbildung 18b) generiert werden.

Festlegung der Hexapeptidsequenzen:

a) FLHTRLFVS:

Ausgehend von diesen Hexapeptidsequenzen stellen folgende Cyclohexapeptide (Tabelle 3)
durch den Austausch je einer L-Aminosdure durch ihr D-Isomer die Grundlage der Peptidbi-
bliothek dar. Da, wie oben erwihnt, die Cyclisierung neben affineren Liganden (matched-Fall)
auch deutlich weniger affine Cyclopeptide (mismatched-Fall) hervorbringen kann, dienen die li-
nearen Hexapeptidsequenzen als Referenzen. Dazu wird neben den cyclischen Peptiden jede
Hexapeptidsequenz in der linearen all-L-Form synthetisiert, um die Auswirkung der Konfor-
mationsanderungen auf die Wechselwirkung zwischen Hexapeptidsequenzen und 1.2-412-An-
tikorper besser abschitzen zu konnen.

Zur Beurteilung des Finflusses der gewihlten Hexapeptidsequenzen auf die Peptid-Antikor-
per-Interaktionen dienen die tuber Phage-Display erhaltenen Ausgangssequenzen der Glykomi-
metika als Vergleichssubstanzen. Die randomisierten Sequenzen der Ausgangspeptide dienen
zur Kontrolle der Sequenzen insgesamt, denn fithren auch diese zu einer Wechselwirkung, so
hingt die glykomimetische Wirkung der Ausgangspeptide nicht von deren Sequenz ab.

Zur genaueren Beurteilung der Reduzierung des D-Aminosédure-Seans von sechs auf drei Cy-
clopeptide pro Hexasequenz wird von den Sequenzen TFKLSE und LSETTL zusitzlich je ein
Peptid dargestellt, das einem der drei anderen Peptide der Sequenzreihe (Abbildung 18c) laut
obiger Annahme analog ist (Tabelle 3, &ursiv gesetzte Peptide).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die zu synthetisierenden Peptide, D-Aminosiu-

ren werden der Konvention folgend im Einbuchstabencode mit Kleinbuchstaben abgekiirzt:
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Tabelle 3: Zielpeptide der Peptidbibliothek

Ausgangssequenz Peptidreihe Zielpeptide Nr.
a) FLHTRLFV 1) FLHTRL23  H-FLHTRL-OH’ 1)
c(FLHTRL) )
c(FIHTRL)" 3)
c(FLhTRL)" (4)
c(FLHtRL)" (5)
c(FLHTtL)" (6)
c(FLHTRID)* @)
2) TRLFVS H-TRLFVS-OH (8)
C(tRLFVS) 9)
c(TRLFvS) (10)
c(TRIFVS) (12)
b) TFKLSETTLEYY 3) TFKLSE H-TFKLSE-OH (12)
(((FKLSE) (13)
C(TfKISE) (14)
c(TFKLSE) (15)
((TFKISE) (16)
4) LSETTL H-LSETTL-OH (17)
(LSETA) (18)
c(LSETTI) (29)
c(ISETTL) (20)
¢(LsETTL) (22)
5) TTLEYY H-TTLEYY-OH (22)
C(tTLEYY) (23)
C(THLEYY) (24)
C(TTIEYY) (25)
c) TFQLSTRTLPFEFS 6) TFQLST H-TFQLST-OH (26)
c(TFQLsT) (27)
(TFQLSY) (28)
(tFQLST) (29)
7) LSTRTL H-LSTRTL-OH (30)
c(ISTRTL) (32)
c(LsTRTL) (32)
c(LStRTL) (33)
8) RTLPFS H-RTLPFS-OH (34)
c(RTLPFS) (35)
c(RtLPES) (36)
c(RTIPFS) 37)
d) lineare Ausgangspeptide
FLHTRLFV H-FLHTRLEV-OH (38)
TFKLSETTLEYY H-TFKLSETTLEYY-OH  (39)
TFQLSTRTLPES H-TFQLSTRTLPFS-OH (40)
e) randomisierte Peptide:
FLHTRLFV H-HFTLRL-OH (41)
TFKLSETTLEYY H-LTYTEFSYLKET-OH (42)
TFQLSTRTLPES H-TSFTPLRFTSQL-OH (43)

* mit * gekennzeichnete Peptide wurden im Rahmen der dieser Arbeit vorausgegangenen Diplomarbeit [203] synthetisiert
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4.3.2 Allgemeine Festphasenpeptidsynthese

Die Synthese der cyclischen Hexapeptide erfolgt in drei Stufen:
1. Aufbau der linearen Sequenz
2. Cyclisierung

3. Abspaltung der permanenten Schutzgruppen und Aufreinigung tiber RP-HPLC

Die Darstellung der analogen linearen Hexapeptide geschieht auf gleiche Weise unter Auslas-
sung der Stufe 2. Der Aufbau der linearen Sequenzen verlduft iiber Festphasenpeptidsynthese
(SPPS) am polymeren Triger. Als Syntheseharz wird das 2-Chlortrityl-Harz"*? verwendet. Der
2-Chlortrityl-Linker bietet den Vorteil, dass synthetisierte lineare Peptide unter Erhalt ihrer
permanenten Schutzgruppen mit 0,5-1%iger TFA gespalten werden kénnen. Die an den Sei-
tenfunktionalititen vollgeschiitzten Peptide kénnen im Anschluss cyclisiert werden. Die line-
aren Hexapeptide, die nicht cyclisiert werden, kénnten zwar auch mit dem weitaus billigeren
Wang-Harz"* synthetisiert werden, da bei diesen Peptiden nach Beendigung des Aufbaus der
Sequenz die permanenten Schutzgruppen simultan mit der Spaltung vom Harz entfernt wer-
den. Jedoch ist bei diesem Synthescharz durch die Spaltbedingungen (50-100 % TFA) die
Analytik geschiitzter Peptide z. B. iber MALDI-ToF-Massenspektrometrie nicht moglich, was
aber bei unklarem Syntheseverlauf zur eindeutigen Charakterisierung der Peptidzwischenstu-
fen vonnoten ist. Aus diesem Grund wird auf den Einsatz des Wang-Harzes verzichtet. Au-
Berdem relativiert sich der Kostenvorteil des Harzes insbesondere bei teuren Aminosdurederi-
vaten, da bei der Beladung des Wang-Harzes unter Verwendung von Standardprotokollen ein
viel hoherer Uberschuss an Aminosiuren eingesetzt wird als dies tblicher Weise beim 2-

Chlortrityl-Harz der Fall ist.

4.3.3 Permanente Schutzgruppen

Die Synthese simtlicher Peptide etfolgt tiber die Fmoc/#r+-Butyl-Schutzgruppentaktik, wobei
die a-Aminogruppe mittels der basenlabilen Fluorenyl-9-methoxycarbonylgruppe (Fmoc) ge-
schiitzt wird. Zum Schutz der Seitengruppenfunktionalititen bieten sich orthogonal zu spal-
tende, sdurelabile Schutzgruppen an. Im Folgenden wird kurz auf die permanenten Schutz-

gruppen fiir die verwendeten trifunktionellen Aminoséduren eingegangen (Abbildung 19).
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Der Schutz der e-Aminogruppe des Lysins ist unabdingbar, da Acylierungen dieser Gruppe
ansonsten zu verzweigten Peptidketten fiihren. Finen optimalen Schutz dieser Funktion bietet
dabei die zer~-Butyloxycarbonylgruppe (Boc).

Gleiches gilt fiir die Carboxylseitenkettenfunktion von Glutamat wihrend der Peptidsynthese.
Hier stellen in der Regel die #er~Butylester die Standardderivate der Fmoc-Taktik dar.

Durch die starke Basizitit der Guanidiniumgruppe des Arginins liegt diese unter normalen Be-
dingungen in protonierter Form vor, daher wird die Notwendigkeit einer Seitenschutzgruppe
kontrovers diskutiert. Bei aktivierten ungeschiitzten Argininderivaten kann es aber zu unge-
wollten Cyclisierungen der Seitenkette kommen, wobei 6-Lactame gebildet werden. Nicht zu-
letzt wegen der besseren Loslichkeit wird die Synthese iiber die geschiitzten Argininderivate
bevorzugt. Hier besitzt die Gruppe der Tosylschutzgruppen eine besondere Bedeutung, wobei
die eng verwandten Pmc-""Y und Pbf-Gruppen® wegen ihrer schnelleren Abspaltkinetik in
der Fmoc/ fer+-Butyl-Taktik standardmaBig ihre Anwendung finden. Eine andere Méglichkeit,
Arginin-haltige Peptide zu synthetisieren, besteht im Einbau entsprechender Ornithinderivate

mit anschlieBender Umwandlung der 8-Aminogruppe in die Argininseitenkettengruppe.””!

oy %éﬁi L
H o:?:o OZTZO | |

Boc Pmc Pbf Trityl tert-Butylether und -ester

Abbildung 19: Permanente Schutzgruppe der Seitenkettenfunktionen

Bei Glutamin (bzw. Asparagin) kann die Amidgruppe der Seitenkette ungeschiitzt bleiben, je-
doch kann es dann wihrend der Kupplung zur basenkatalysierten Dehydratisierung der Amid-
gruppe des aktivierten Glutaminderivats unter Ausbildung des entsprechenden Nitrils kom-
men.” Eine weitere Nebenreaktion von aktiviertem Glutamin ist in Analogie zum Arginin
die intramolekulare Cyclisierung der Seitenkette, die zu Glutarimiden™ und in schwach sau-
rem Milieu zu Pyroglutamatderivaten™ fithrt. Aus diesen Griinden ist die Synthese mit Sei-
tenketten-geschiitztem Glutamin vorzuziehen, obendrein sind die ungeschiitzten Derivate in

DCM und DMF nur sehr schlecht 16slich. Uberdies wird durch den Seitenkettenschutz die
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Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen unterbunden, die zur Stabilisierung von Se-
kundarstrukturen beitragen und somit zu reduzierten Kupplungsausbeuten fithren. Aus diesen
Griinden wird in der Fmoc-Taktik bevorzugt mit N-Trityl-geschiitzten Derivaten gearbeitet.
Da die Hydroxylgruppen der Aminosduren Serin, Threonin und Tyrosin mit Acylierungsrea-
genzien reagieren konnen, werden sie im allgemeinen bei der Fmoc/zer~-Butyl-Taktik als zers-
Butylether geschitzt.

Die Strategie zum Schutz von Histidinderivaten wird in Kapitel 4.4.1 im Detail diskutiert, hier
sei nur angemerkt, dass die Methode der Wahl der Fmoc-Taktik zum Schutz des Imidazolrin-
[210]

ges meistens Trityl-geschutztes™ " Histidin ist.

4.3.4 Racemisierung

Racemisierungen kénnen prinzipiell wihrend jeder Kupplung einer Aminosiure an ein Peptid
auftreten. Es gibt zwei Hauptmechanismen, die zur Racemisierung beitragen, so die direkte
Enolisierung (Abbildung 20). Hier fithrt die Abstraktion des a-Protons eines Aminosiurederi-
vats zu einem Carbanion, das reprotoniert werden kann und so zum Verlust der chiralen
Integritit fihrt. Liegt die Aminoséure als freie Sdure vor (R, = H) wird die Enolisierung unter
normalen Peptidsynthese-Bedingungen durch die Bildung des Carboxylatanions verhindert. Ist
die Aminosaure aber durch einen Ester geschiitzt oder liegt sie in aktivierter Form vor, kann
es zur Racemisierung iiber diesen Mechanismus kommen. Jedoch hat dieser Mechanismus nur
einen geringen Anteil am Racemisierungsgrad wihrend der Aminosiurekniipfung.”!! Er tritt
aber vermehrt bei langsamen Kupplungen auf, wenn sich die aktivierte Spezies gentigend

lange im basischen Milieu befindet.

| TS GO I U 1%,
‘11, ORZ Base X ORZ H+ ORZ
RO N’i\ﬂ/ RO N/l\T/ RO” N
H H ) H
o) o) o)

Abbildung 20: Direkte Enolisierung von Aminosiure- und Peptidderivaten

Die erhéhte Racemisierungsgefahr von Serinderivaten®” kann ebenfalls auf diesen Mechanis-

R mus zuriickgefiihrt werden. Hier wird die Enolform aber iiber einen sechsgliedri-

R\N/g( gen Ring stabilisiert, wie nebenstehend gezeigt. Analoge Strukturen tragen zur er-
H

or: hohten Racemisierung der Cysteinderivate bei.
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Der basenkatalysierte Mechanismus der Racemisierung verlduft aber tiber die Bildung von
5(4H)-Oxazolonen (Abbildung 21).*"” Diese Intermediate koénnen schnell aus aktivierten
Aminosidure- und Peptidderivaten durch Einwirkung von Basen gebildet werden. Der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt ist dabei die Abstraktion des Amidprotons unter simulta-
ner Bildung des Oxazolons.”'¥ Abspaltung des o-Protons der Aminosiure fithrt zu einem re-
sonanzstabilisierten Carbanion, das wiederum reprotoniert werden kann und zum racemischen
Oxazolon reagiert. Die Ring6ffnung liefert dann das racemische Aminosiure- bzw. Peptidde-
rivat.

Die Rate der Oxazolon-Bildung hingt dabei entscheidend von der Art des a-Aminosubstitu-
enten ab. So verlduft die Entstehung bei einfachen Acyl- oder Benzoyl-substituierten Amino-
sduren sowie bei Peptidbindungen sehr schnell. Daher sind Segmentkondensationen und Cy-

clisierungen besonders betroffene Reaktionen.

H ﬁ&w xﬁﬁ b’“ﬁ oy

H
L Base

Abbildung 21: Mechanismus der Racemisierung von Aminosiure- und Peptidderivaten
durch 5(4H)-Oxazolon-Bildung

5(4H)-Oxazolon Carbanion rac. Oxazolon

Andererseits wird diese Reaktion bei Urethan-geschiitzten Aminosiurederivaten unter-
driickt.”™ Der Grund fiir die Unterdriickung liegt darin, dass diese Derivate weniger bereitwil-
lig Oxazolone bilden und dass, falls sie gebildet werden, die Urethangruppe das durch Depro-
tonierung entstehende Carbanion destabilisiert.”! Somit stellt die Racemisierung bei Kupp-
lungsreaktionen normaler Synthesen linearer Peptide keine Gefahr dar.

Die Bildung von Oxazolonen am C-Terminus von aktivierten Peptiden kann ebenfalls die chi-

rale Integritit der vorletzten Aminosdure negativ beeinflussen. Dabei fithrt das gebildete Oxa-

zolon durch Deprotonierung des o-H-Atoms der vorletzten Aminosiure zu einem stabilisier-

ten Anion, das nach Reprotonierung wiederum zur Racemisierung dieser Position beitrﬁgt.l217J
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Abbildung 22: Racemisierung der vorletzten Aminosiure eines Peptids tiber den Oxazolon-
Mechanismus

Prinzipiell kénnen alle chiralen DNA-codierten Aminosauren iiber den Oxazolon-Mechanis-
mus racemisieren. Jedoch hingt der Grad der Racemisierung der einzelnen Aminosiuren bei
definierten Bedingungen von der Art des Losungsmittels und der Kupplungsmethode ab. In
polaren Solvenzien, wie DMF, racemisieren sterisch gehinderte Aminosduren (Ile, Val) starker
als weniger sterisch anspruchsvolle (Ala, Leu, Phe), jedoch ist diese Ordnung in DCM genau
umgekehrt.”"™ Somit ist insbesondere bei Cyclisierungen von Peptiden, die keine Glycin- oder
Prolinreste enthalten, darauf zu achten, dass tiber racemisierungsunempfindliche Aminosiuren

cyclisiert wird.

4.3.5 Kniipfung der ersten Aminosiure an das 2-Chlortrityl-Harz

Die Verkniipfung der ersten Aminosdure mit dem Linker des Syntheseharzes erfolgt in einer
separaten Stufe. Bei einer Standardbeladung erfolgt die Substitution des Linker-Chlorids in ba-
sischer Losung mit einem 1,5-fachen Uberschuss an Aminosiure in Bezug auf die Linkerbela-
dung des Harzes. In der Regel werden dabei Beladungen von 1 mmol Fmoc-geschiitzter Ami-
nosaure pro Gramm Harz erhalten. Werden die Peptide direkt am Harz cyclisiert, wird das
Harz mit maximal 0,2-0,3 mmol Aminosiure pro Gramm Harz beladen, um dadurch einen
Verdunnungseffekt zu erreichen (Pseudoverdiinnung).

Die Beladungsbestimmung erfolgt tiber die UV-spektroskopische Detektion des Absorptions-
maximums des Piperidin-Dibenzofulven-Adduktes, das bei der Abspaltung der Fmoc-Gruppe
mit Piperidin entsteht. Das Absorptionsmaximum liegt bei 290 nm und der Substitutionsgrad

wird mittels einer Korrelationsgeraden (Kapitel 6.2.1, Protokoll 2) ermittelt.

4.3.6 Aufbau der linearen Peptidsequenz

Der Aufbau der linearen Peptidsequenz erfolgt in einem automatisierten organischen Synthe-

seautomaten nach einem Standardprotokoll (Kapitel 6.2.2). Die basenlabile Fmoc-Gruppe
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wird durch eine Mischung aus 2 % DBUP" und 2 % Piperidin in DMF gespalten, wobei der
Zusatz des Piperidins vor allem zum Abfangen des gebildeten Dibenzofulvens dient.

Die Kupplungen erfolgen aufgrund der hohen Reaktionsgeschwindigkeit, der relativ geringen
Racemisierung und Kosten mit TBTU!" im basischen Miliecu (DIPEA). Um quantitative Um-
sitze zu erhalten, wird mit dreifachem Uberschuss an Kupplungsreagenz und Aminosaure so-
wie sechsfachem DIPEA-Uberschuss in Bezug auf die Harzbeladung gekuppelt. Sollten ein-
zelne Kupplungsschritte nicht komplett verlaufen, werden die Kupplungen wiederholt. Die
eingesetzten Losungsmittel beeinflussen dabei entscheidend die Effizienz und Dauer der
Kupplung, hier zeigen Dimethylformamid (DMF), N-Methyl-pyrrolidin-2-on (NMP) und Di-
methylsulfoxid (DMSO) die besten Resultate.””” Obwohl DMSO den beiden anderen 1.6-
sungsmitteln tiberlegen ist, erfolgen alle Syntheseschritte aus Kostengriinden in DMF.

Zur Kontrolle der Synthese wird eine kleine Menge des Harzes nach Syntheseende entnom-
men, das Peptid gespalten und per RP-HPLC und MALDI-ToF-MS analysiert. Da die erhal-
tenen Chromatogramme in der Regel Gemische aus dem Peptid, dem Abspaltreagenz, Neben-

und Spaltprodukten wiedergeben, kénnen diese nicht niher quantifiziert werden.

4.3.7 Cyclisierung der Peptide

Die Synthesen der Cyclopeptide der FLHTRL-Reihe' verlaufen mit einigen Problemen, so
entstehen wihrend der Cyclisierung neben den Cyclohexapeptiden auch Cyclodimere als Ne-
benprodukte. Da diese bei der Aufreinigung der Cyclopeptide iiber semipriparative RP-HPLC
erhebliche Schwierigkeiten verursachen, soll eine Methode entwickelt werden, mit der es mog-
lich ist, die Bildung oligomerer Nebenprodukte vollstindig zu unterdriicken.

Die urspriinglich angewandte Methode zur Cyclisierung der Peptide erfolgte in hochverdiin-
nter Losung mit einer Anfangskonzentration des lineares Peptids von max. 0,2 mM. Dabei
wird das Peptid in DMF vorgelegt, anschlieBend das Kupplungsreagenz HATU und die Base
DIPEA hinzugegeben und nach Beendigung der Reaktion aufgearbeitet. Als mogliche Losung
zur Unterdriickung der Oligomerisierung kommen zwei Synthesestrategien in Betracht.

Als Variation der urspriinglichen Methode wird zum einen eine Losungssynthese unter Zuhil-
fenahme einer Spritzenpumpe angewandt. Da HATU in basischen Lésungsmitteln jedoch nur
sehr begrenzt haltbar ist - so sind nach einer Stunde 64 % HATU in DIPEA-haltigem DMF

hydrolysiert"') - kann es, ebenso wie das Peptid selbst, nicht im Reaktionskolben vorgelegt

12 Synthese erfolgte im Rahmen der dieser Arbeit vorausgegangenen Diplomarbeit [203]
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werden. Zudem wiirde es zu einer erhShten Gefahr der Guanidinylierung des N-Terminus
beitragen (Abbildung 24). Ein alternatives Kupplungsreagenz zu HATU soll aber aufgrund
dessen hoher Reaktionsgeschwindigkeit und effizienter Unterdriickung von Racemisierungen
nicht zum FEinsatz kommen. Hohe Reaktionsgeschwindigkeiten sind bei diesem Ansatz der
Cyclisierung extrem wichtig, um die Ansammlung linearen Edukts in der Reaktionslésung
tber den Reaktionsverlauf zu verhindern, da es sonst wiederum zur erhéhten Oligomerisie-
rung beitragen wirde. Bezlglich der Racemisierung stellen Cyclisierungsreaktionen ebenfalls
besondere Anspriiche, da, wie oben bereits erwihnt, Cyclisierungen von Peptiden, die kein C-
terminales Glycin oder Prolin enthalten, aufgrund der langsamen Reaktionskinetik einer er-
héhten Racemisierungsgefahr unterliegen!” Somit wird die Synthese mittels Zweikanal-Sprit-
zenpumpe durchgefithrt, mit der das geloste Peptid und das Kupplungsreagenz gleichzeitig,
aber getrennt voneinander, mit sehr langsamer Tropfgeschwindigkeit zu einer DIPEA-haltigen
Losung gegeben werden. Ein weiterer Vorteil dieser Reaktionsfihrung liegt in der verwen-
deten Menge DMF, die nur bei maximal 10 % des urspriinglich eingesetzten Volumens liegt.

Zum anderen kommt als alternativer, aber weniger vielseitig einsetzbarer Syntheseweg die on-
resin-Cyclisierung zum Finsatz, bei der der Ringschluss direkt am Syntheseharz erfolgt (Kapitel
2.3.4). Diese Synthesen sind aber auf Aminosiduresequenzen reduziert, die Seitenketten mit
funktionellen Gruppen enthalten, tiber die das Peptid an einem geeigneten Linker immobili-
siert werden kann. Sie bieten jedoch gegentiber den Losungscyclisierungen den Vorteil der
leichteren Aufarbeitung. Die Synthese basiert auf einem dreidimensionalen Schutzgruppen-
konzept, bei dem der C-Terminus mit einer Schutzgruppe blockiert wird, die orthogonal zu
den temporiren und permanenten Schutzgruppen des Peptids ist. Es stehen als C-terminale
Schutzgruppen verschiedene Alternativen zur Verfiigung, so Allylester™!, die unter Pd(0)-Ka-
talyse gespalten werden, sowie Fluor-labile Trimethylsilylethylester™. Des Weiteren kommen

die Dmb-Funktion"®, die unter sehr milden sauren Bedingungen entschiitzt wird, sowie die

[223 [224

von der Dde-Gruppe” abgeleitete, Hydrazin-labile Dmab-Schutzgruppe™* in Frage. Da die
selektive Entfernung der Allylester hohe Anforderungen an das Abspaltreagenz stellt und die
Silylschutzgruppe gegeniiber milden sauren Bedingungen labil ist, was die Analyse der Abspal-
tung erschwert, finden diese hier keine Verwendung. Ein entscheidender Nachteil der Dmb-
Schutzgruppe ist, dass die Synthese des Peptids an einem Linker erfolgen muss, der gegeniiber
sehr milden sauren Bedingungen inert ist, daher ist z. B. der 2-Chlortrityl-Linker nicht einsetz-

bar. Die Synthese am Wang-Harz verhindert jedoch eine detaillierte Analyse der geschiitzten
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Peptide. Es ist vor allem nicht moglich, den Verlauf der Entschiitzung des C-Terminus zu
kontrollieren.

Aus diesen Grinden kommt die Dmab-Schutzgruppe zum Einsatz, die zwei entscheidende
Vorteile bietet. Zum einen kann sie unter sehr milden Bedingungen (2 % Hydrazin in DMF)
gespalten werden und weist zum anderen eine sehr schnelle Abspaltkinetik auf. So ist die Spal-
tung der Dmab-Gruppe (Abbildung 23) nach 5-7 Minuten komplett vollzogen. Jedoch ist da-
rauf zu achten, dass bei Synthesen mit Fmoc-Schutz dieser ebenfalls wihrend der Hydrazino-
lyse gespalten wird. Daher wird die Dmab-Schutzgruppe nur als quasi-orthogonal bezeichnet.
Mechanistisch verlduft die Spaltung der Dmab-Gruppe unter Cyclokondensation des Hydra-
zins an die Dimedonuntereinheit unter Bildung eines Tetrahydroindazol-Derivats und Abspal-
tung eines p-Aminobenzylesters. Der labile Ester unterliegt dann einer spontanen 1,6-Elimi-
nierung unter Freisetzung der Carboxylfunktion und eines Chinoniminmethids (Abbildung

2 3) . [224]

2 % Hydrazin
A -
DMF
R N N
H--0 N

Dmab 6,6-Dimethyl-3-(2-methylpropyl)-4-
0x0-4,5,6,7-tetrahydro-1H-indazol
+

1,6-Eliminierung

@) 0]
Son + mor( oy LT (8
p-Aminobenzylester

Abbildung 23: Hydrazinolytische Spaltung der Dmab-Schutzgruppe

Als Kupplungsreagenz der on-resin-Cyclisierung kommt nicht das HOAt-analoge Guanidini-

umsalz HATU sondern das Carbodiimid DIC unter Zusatz des Additivs HOAt zum Einsatz.

[225

Dieses wurde fiir die on-resin-Cyclisierung gewihlt, da Erfahrungen™ zeigten, dass gerade

Ringschlussreaktionen am Harz mit Guanidiniumsalzen als Aktivierungsreagenzien zu uner-

wunschten Nebenreaktionen fiihren kénnen. Infolge dieser Nebenreaktion wird der N-Termi-

163

nus des linearen Peptids guanidinyliert und die Acylierung unterbrochen."*! Guanidinylie-
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rungen'> ¥’ (Abbildung 24) unter Verwendung HOBt- bzw. HOAt-analoger Kupplungsrea-
genzien treten vor allem bei Peptidkupplungen auf, die sehr langsam verlaufen, so ist sie bei
normalen Synthesen linearer Peptide normalerweise nicht zu beobachten, jedoch bei langsa-
men Cyclisierungen. Dass diese Nebenreaktion insbesondere beim Ringschluss am Synthese-
harz stattfindet, kann am sterischen Anspruch des Linkers liegen, der den Angriff der N-ter-
minalen a-Aminogruppe auf die C-terminale Carboxylfunktion zusitzlich erschwert. Linker
vom Trityltyp tben einen grof3en sterischen Einfluss auf den C-Terminus aus. Dies zeigen die

Effekte der Linker in Bezug auf die Bildung der Diketopiperazine (Kapitel 2.3.4).

Me,N
+ NMe

EI

Y= CH; X=BF,: TBTU
Y=N; X=PFg HATU

o] R? | 9y o) R1
N OH Base N N OH
H | H
R" e) R" (@]
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guanidinyliertes Nebenprodukt
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Abbildung 24: Nebenproduktbildung durch N-terminale Guanidinylierung

Um diese Nebenreaktion im voraus auszuschlieBen, wird auf die Carbodiimide als Aktivie-
rungsreagenzien zuriickgegriffen, die aber wesentlich langsamere Reaktionsgeschwindigkeiten
aufweisen. Die Reaktionsgeschwindigkeit sollte sich im Gegensatz zur oben beschriebenen
Losungssynthese jedoch nicht negativ auf die Ringschlussreaktion auswirken. Zur Unter-
driickung von Racemisierungen wird unter Zusatz von HOAt cyclisiert. Das hier verwendete
DIC bietet gegentiber dem klassischen DCC den Vorteil, dass das entstehende Harnstoffderi-
vat bessere Loslichkeitseigenschaften besitzt und ohne Probleme vom Synthescharz entfernt
werden kann.

Als weitere Variante kiime die in Kapitel 2.3.4 vorgestellte Cyclisierung am safety-catch-Harz"*"
in Frage. Diese wird jedoch aus analytischen Griinden nicht angewandt, da die Aktivierung
sehr zeitraubend ist und erst nach 24 h Synthesekontrollen durchgefithrt werden kénnen.

Die cyclischen Peptide der Hexasequenzen TFKLSE (13-16) und LSETTL (18-21) wurden di-
rekt am Harz cyclisiert, zudem wurden einige Cyclopeptide dieser Reihen in Losung cyclisiert.
Tabelle 4 gibt eine Ubersicht tiber die Cyclopeptide der beiden Peptid-Reihen und zeigt den
13 Zur Terminologie der Konversion ciner Aminogruppe in cine Guanidiniumgruppe durch eine CarbamimidoylgruppeP?7 siehe [226a].

Hier wird die im neuen Houben-Weyl (Peptides Volume E22a) 260 gebriuchliche Terminologie (engl.) , guanidinylation benutzt - in der
Hoffnung, dass sich diese als einheitliche Bezeichnung durchsetzt.
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Vergleich zwischen der Losungscyclisierung mittels Spritzenpumpe und der on-resin-Cyclisie-
rung. Zur besseren Veranschaulichung sind die Peptidsequenzen entsprechend der Synthese-
rethenfolge aufgeftihrt, d. h. Aminosduren, die rechts in der Klammer stehen, bilden den C-
Terminus wihrend der Synthese. So verlduft zum Beispiel die on-resin-Cyclisierung des Peptids
c(TfKLSE) (14) tiber das C-terminale Glutamat, wihrend der Ringschluss des gleichen Peptids
c¢(SETEKL) in Losung (14) Gber C-terminales Leucin erfolgt.

Die Wahl der C-terminalen Aminosaure des linearen Vorlduferpeptids muss bei Peptidsequen-
zen, die keine Glycin- oder Prolinreste enthalten, abgewigt werden. Sie sollten nicht racemisie-
rungsanfillig sein und keine sperrigen Seitenketten tragen, um die Cyclisierung nicht zu et-
schweren. Deshalb wird hier in der Regel bei den Peptiden, die in Losung cyclisiert werden,
tber C-terminales Leucin cyclisiert, da Leucin in DMF nur eine geringe Racemisierungsnei-
gung zeigt.”"® Der Ringschluss am Syntheseharz wird iiber C-terminales Glutamat durchge-
fihrt, da die alternativen Serin- bzw. Threoninreste ein zu hohes Racemisierungsrisiko tragen
und Lysin nur in einer der beiden Hexapeptidsequenzen vorkommt.

Die Cyclisierungen am Harz werden mit einem 80 umol- und die Losungscyclisierungen mit
einem 100 umol-Ansatz durchgefihrt. Die in obiger Tabelle angegebenen Ausbeuten beziehen
sich auf die in hoher Reinheit erhaltenen Peptide nach der Aufreinigung tber HPLC. Dabei
werden die Ausbeuten auf die urspriinglichen Ansatzgrof3en bezogen. Die linearen Rohpro-
dukte fur die Cyclisierungen in Lésung werden direkt weiter eingesetzt und nicht aufgereinigt,
da dies bei geschiitzten Peptiden zu problematisch ist. Da die ermittelten Rohausbeuten der
linearen Peptide aufgrund anderer Spaltprodukte in der Regel tiber 100 % liegen, wird bei der
Cyclisierung von einer Ansatzgré3e von 100 umol ausgegangen.

Bei der Reinigung der Cyclopeptide tiber RP-HPLC werden Fraktionen mit zu gro3er Durch-
mischung direkt verworfen. Werden nach der Aufreinigung der Peptide mehr als 10 mg
sauberes Produkt erhalten, werden Mischfraktionen nicht weiter aufgereinigt. Somit ist bei den
Cyclisierungen in Losung davon auszugehen, dass die Ausbeuten noch hitten gesteigert

werden konnen, jedoch wurde aus Zeit- und Kostengriinden darauf verzichtet.
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Tabelle 4: Vergleich der Cyclisierung am Harz und in Losung

Ausbeute Nebenprodukte

mg %  Dimere andere

Nr. Peptid Methode

13 Cc(tFKLSE) on-resin 5 9 + -
13 ¢(SEtFKL) Lésung 23 33 - -
14 (TfKLSE) on-resin 1 2 + +a
14 ¢(SETIKL) Lésung 21 30 - -
15 ¢(TFkLSE) on-resin 6 1 + -
16 c(TFKISE) on-resin - - + -
16 c(FKISET) Lésung 14 20 - -
18 Cc(TtLLSE) on-resin 3 6 + +b
18 c(LSETtL) Lésung 12 19 - -
19 ¢(TTILSE) on-resin 2 4 + +b
19 ¢(LSETTl) Lésung 30 46 - -
20 (TTLISE) on-resin - - + +b
20 Cc(SETTL) Losung 18 28 - -
21 c(TTLLsE) on-resin - - + +

21 c¢(LsETTL) Losung 11 17 - -

2 lineares Peptid; b Nebenprodukt mit +14 Da

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich ist, verlaufen die Cyclisierungen in Lésung insgesamt wesentlich
besser. So liegen die Ausbeuten mit 17-46 % wesentlich hoher als die der on-resin-Cyclisierung,
die zwischen zwei und elf Prozent liegen, wobei die Peptide (16), (20) und (21) durch Cyclisie-
rung am Harz nicht in reiner Form erhalten werden konnten. Zudem sind bei allen Synthesen
am Harz Cyclodimere als Nebenprodukte entstanden. Abbildung 25a zeigt das MALDI-ToF-
Massenspektrum des Rohprodukts der on-resin-Cyclisierung von ¢(TFKISE). Es ist neben dem
Produktpeak [M+Na]" bei 7/3 = 940,9, deutlich das Cyclodimer-Nebenprodukt ([2M+Na] "
m/ % = 1858,8) zu sehen. Neben weiteren Peaks, die partiell ungeschiitztem Produktpeptid und
Cyclodimer zuzuordnen sind, enthilt das Rohgemisch einen intensiven Peak bei /3=
1063,0, bei dem es sich um N-terminal guanidinyliertes lineares Peptid handelt. Der Peak ent-
spricht der Summe der Massen des linearen Peptids (935,6 g¢/mol) und der Carbamimidoyl-
Einheit*" des Diisopropylcarbodiimids (—C[=N(C,H,)|—=NH(C,H.); 127,1 g/mol). Das resul-

tierende guanidinylierte Nebenprodukt liegt aufgrund der hohen Basizitit der Guanidinium-
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gruppe protoniert vor. Der resultierende Peak entspricht daher im Gegensatz zu anderen
Peaks des gezeigten MALDI-ToF-Massenspektrum, die als Alkalimetall-Pseudomolekilionen
[M+Na]"- oder [M+K]"-Peak vorliegen, dem [M]"-Peak. Dieser ist wegen der positiven La-
dung der Guanidiniumgruppe aber wahrscheinlich deutlich tiberreprisentiert (Kapitel 4.4.2).
Zudem erscheint der Molekilpeak des entschiitzten guanidinylierten Nebenprodukts bei
[M]"(guanidinyliert, entschiitzt): 7/ = 823,4, wihrend dieser Peak bei negativer Polaritit des
MALDI-ToF-Massenspektrometers, deutlich unterdriickt, um zwei Masseneinheiten ver-
schoben ist ([M-2H]: »/z = 821,4). Die Tatsache, dass das Carbodiimid bei dieser Cyclisie-
rung in der Lage ist, den N-Terminus zu guanidinylieren, ist ein weiterer Hinweis auf die sehr
gehinderte und langsam verlaufende Reaktion, da diese sonst zu langsame Nebenreaktion hier
zur Konkurrenzreaktion wird (Kapitel 2.3.1). So waren die Cyclisierungen am Harz auch erst
nach 48 h beendet und im Fall von ¢(TfKLSE) (14) wurde nach dieser Zeit noch lineares
Edukt nachgewiesen.

Das MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts der Losungscyclisierung von ¢(FKISET)
(16) (Abbildung 25b) zeigt hingegen nur Peaks, die direkt dem gewiinschten Cyclohexapeptid
zuzuordnen sind. Es enthilt neben dem Produktpeak bei /3= 9959 [M+Na]" nur kleinere
Peaks, die dem partiell geschiitzten Cyclohexapeptid zuzuordnen sind. Es konnen weder Cy-
clodimere noch andere Nebenprodukte nachgewiesen werden.

Die Entstehung der Cyclodimere wihrend der on-resin-Cyclisierung zeigt, dass trotz vermeint-
licher Pseudoverdinnung die Peptide in raumlicher Nihe zueinander am Harz gebunden und
nicht homogen im Polymer verteilt sind. Diese Ergebnisse werden auch durch Untersu-
chungen von Harzkugeln unterstiitzt, bei denen die Homogenitit und Produktverteilung

durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen ermittelt wurden (Abbildung 26).%*
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Abbildung 25: Vergleich der MALDI-ToF-Massenspektren der Rohprodukte des geschiitz-
ten Peptids (16) nach a) der on-resin-Cyclisierung und b) der Lésungscycli-
sierung

Sie zeigen zwar bei abgesittigter Harzbeladung eine homogene Produktverteilung im Harz
(Abbildung 26a), jedoch fithren substochiometrische Beladungen zu einer inhomogenen An-
hdufung der Produktmolekile im duBleren Bereich der Harzkugeln, wihrend im Innern die
Konzentration stark abnimmt (Abbildung 26¢-h).”* Daher ist eine Cyclodimerisierung trotz
niedriger Harzbeladung extrem wahrscheinlich. Zu optimieren wire die homogene Verteilung
durch Zusatz einer organischen Sdure (z. B. Benzoesiure), die als Kompetitor eingesetzt wird,
um die Linkerplitze konkurriert und so die Homogenitit der Aminosiureverteilung erhalt

(Abbildung 26b). Diese Methode der Harzbeladung wurde hier jedoch nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 26: Intensititsprofile physikalischer Harzschnitte aufgenommen mit einem Fluo-
reszenz-Mikroskop[?28]
Die Harzkugeln wurden zuvor mit verschiedenen Mengen aktivierten 5,6-Carboxyte-
tramethylrhodamins (CMTR) oder mit einer Mischung von aktiviertem CMTR und
Benzoesiure als Kompetitor beladen. a) 1 Aquiv. CMTR; b) 0,02 Aquiv. CMTR, 0,98
Aquiv. Benzoesiure; c) 0,1 Aquiv. CMTR,; d) 0,05 Aquiv. CMTR; ¢) 0,025 Aquiv.
CMTR; f) 0,01 Aquiv. CMTR; g) 0,005 Aquiv. CMTR; h) 0,001 Aquiv. CMTR.

Zum Grad der Racemisierung der einzelnen Cyclisierungen kann keine exakte Aussage ge-
macht werden, da daftr gesonderte detaillierte HPLC-Studien nétig sind. Es miissten epimere
Peptide synthetisiert werden, um die Peaks genau zuordnen zu koénnen. Koelutionsstudien
konnten dann genauen Aufschluss Uber die erfolgte Racemisierung geben. Die erhaltenen
Chromatogramme weisen aber darauf hin, dass sich die Racemisierung der beiden Cyclisie-
rungsmethoden in der gleichen GroBenordnung (1-8 %) bewegt, wobei die Losungscyclisie-
rung auch hier etwas glnstiger scheint, da ihr Racemisierungsanteil eher im unteren angege-
benen Bereich liegt. Jedoch lassen die beiden Methoden keinen direkten 1:1-Vergleich zu, da
unterschiedliche Kupplungsreagenzien benutzt und iber verschiedene C-terminale Reste cycli-
siert wird. Die insgesamt etwas besseren Resultate der Cyclisierung in Losung spiegeln aber die
besseren Figenschaften des Guanidiniumsalzes HATU wider. Dass die Racemisierung der Lo-
sungssynthese in dieser Hohe auftritt, kann auch an der hohen Ausgangskonzentration an
DIPEA liegen, das insgesamt zwar nur mit einem zweifachen Uberschuss eingesetzt wird, aber
gerade zu Beginn der Reaktion liegt der Uberschuss bei einem Vielfachen in Bezug auf die
tatsdchliche Konzentration des Peptids in Losung. Es kann somit ohne weiteres zu einer Eno-
lisierung oder Oxazolon-Bildung kommen, die zum Verlust der chiralen Integritit fiihrt. Auch
eine Racemisierung der vorletzten Aminosdure (Abbildung 22) kommt hierbei in Betracht, was

die teilweise recht komplexen Chromatogramme erkliren kénnte. Die insgesamt hohere Race-



SPEZIELLER TEIL 67

misierung der on-resin-Cyclisierung kann an der Wahl der Aminosdure, am Kupplungsreagenz
oder am sterisch anspruchsvollen Linker liegen.

Neben den beschriebenen Dimeren kam es bei der Reihe der LSETTL-Peptide noch zu einem
weiteren Nebenprodukt, dass jedoch unabhingig von der Cyclisierung durch die Art der Auf-
arbeitung bedingt ist. Dieses Nebenprodukt weist eine um +14 Da erhohte Masse auf (Abbil-
dung 28), so liegt dessen protoniertes Pseudomolekiilion [M+H]" bei 7/5 = 659,8 im Gegen-
satz zum [M+H]"-Peak des Cyclopeptids mit 7/5 = 645,9. Das Nebenprodukt entsteht, wenn
das Peptid unter hoher Siurekonzentration vom Harz gespalten wird und zum Waschen des
Harzes mit polarem Losungsmittel Methanol eingesetzt wird. Dadurch wird in der vereinigten
Abspaltlésung ein geeignetes Milieu geschaffen, das zur siurekatalysierten Veresterung der

Carboxylseitengruppe von Glutamat unter Bildung des Methylesters fiihrt.

Detector 1-220nm
¢(T(D-T)LLSE)prepl
Area Percent
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Abbildung 27: Semipriparatives RP-HPL-Chromatogramm des Rohprodukts von c(TtLLSE)

Das Nebenprodukt ist dabei nach HPLC-Analyse mit bis zu 40 % der Rohausbeute entstan-
den (Abbildung 27). Gestarkt wird die Annahme, dass es sich dabei um den Methylester han-
delt, durch die Tatsache, dass das Nebenprodukt, neben der héheren Retentionszeit im RP-
HPL-Chromatogramm, im MALDI-ToF-MS keine Peaks aufweist, die den Pseudomolekiil-
ionen der Salze der Sduregruppen entsprechen.

Abbildung 28 zeigt einen Vergleich der MALDI-ToF-Massenspektren des Peptids c(TtLLSE)
(18) und des um +14 Da schwereren Nebenprodukts. So zeigt das MALDI-ToF-Massenspek-
trum des Peptids Peaks bei 72/ = 689,9 [M-H+2Na]" sowie 7/z = 705,9 [M-H+Na+K]", die
den Pseudomolekiilionen der Salze der Sdure entsprechen. Peptide mit sauren Seitenketten-
gruppen oder freiem C-Terminus zeigen in der Regel zu den tblichen protonierten und Alkali-

metall-ionisierten Pseudomolekiilionen [M+H]"-, [M+Na]"- und [M+K]" zusitzliche Peaks
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der entsprechenden Salze der Sduregruppen im MALDI-ToF-Massenspektrum. Das um +14
Da schwerere Nebenprodukt zeigt diese zusitzlichen Pseudomolekiilionen der Salze nicht. So
dass daraus geschlossen werden kann, dass es sich um ein an der Sdurefunktion modifiziertes

Nebenprodukt handelt.
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Abbildung 28: Vergleich det MALDI-ToF-Massenspektren von ¢(TtLLSE) (18) und dem
+14 Da schwereren Nebenprodukt

Aus den erhaltenen Daten der Cyclisierungen in Tabelle 4 ist insgesamt ersichtlich, dass die
Synthese der Cyclopeptide mittels Zweikanal-Spritzenpumpe in Losung in besserer Ausbeute
und mit weniger Nebenprodukten erhalten werden kann. Die Entstehung der Cyclooligomere
ist mit dieser Synthesetechnik vo6llig unterdriickt. Eine bessere Unterdriickung der Racemisie-
rung konnte eventuell durch das Zutropfen von DIPEA tber eine weitere Spritzenpumpe et-
reicht werden. Fir die Synthese der anderen Cyclopeptide aus Tabelle 3 wird daher die Cycli-

sierung in Losung angewandt.
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Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die dargestellten Cyclopeptide, linearen Analoga

und randomisierten Peptide sowie die erhaltenen Ausbeuten:

Tabelle 5: Dargestellte Cyclopeptide und lineare Peptide

e . . Ausbeut
Ausgangssequenz  Peptidreihe Nr. Zielpeptide us euo/e
mg 0
a) FLHTRLFV 2) TRLEFVS (8) H'TRLFVS-OH 22 30
(9) c(FVStRL) 8 1
(10) c(FvSTRL) 12 17
(11) c(FVSTRI) 15 21
b) TFKLSETTLEYY 3) TFKLSE (12) H-TFKLSE-OH 38 53
(13) c(tFKLSE) 23 33
(14) <(TfKLSE) 21 30
(15) c(TFKLSE) 6 1
(16) c(TFKISE) 14 20
4) LSETTL (17) HISETTL-OH 12 18
(18) c(LSETtL) 12 19
(19) c(LSETTI) 30 46
(20) c(ISETTL) 18 28
(21) c(LsETTL) 11 17
5) TTLEYY (22) H-TTLEYY-OH 12 15
(23) c(tTLEYY) 9 12
(24) <(TtLEYY) 5 7
(25) c(TTIEYY) 5 7
) TFQLSTRTLPFS 6) TEFQLST (26) H-TFQLST-OH 19 27
(27) <(TFQLST) 12 18
(28) c(TFQLSt) 16 24
(29) c(tFQLST) 1 16
7) LSTRTL (30) H-LSTRTL-OH 23 33
(31) c(STRTL) 13 19
(32) c(LsTRTL) 16 24
(33) c(LStRTL)
8) RTLPFS (34) H-RTLPFS-OH 49 68
(35) c(RTLPFS) 22 31
(36) c(RtLPFS) 20 29
(37) c(RTIPFS) 24 34
d) lineare Ausgangspeptide: Nr.
FLHTRLFV (38) H-FLHTRLFV-OH 31 30
TFKLSETTLEYY (39) H-TFKLSETTLEYY-OH 5 3
(44) H-TFKLSETTL-OH 16 15
TFQLSTRTLPFS (40) H-TFQLSTRTLPFS-OH 12 8
(45) H-TFQLSTRTL-OH 15 14
e) randomisierte Peptide: Nr.
FLHTRLFV (41) H-HFTLRL-OH 47 60
TFKLSETTLEYY (42) H-LTYTEFSYLKET-OH 10 7

TFQLSTRTLPFS (43) H-TSFTPLRFTSQL-OH 48 45
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4.3.8 Synthese der linearen Ausgangspeptide

Die Synthese der linearen Peptide (44) und (45) wurde durchgefiihrt, da zwei Proben der line-
aren Dodecapeptide (39) bzw. (40), die von der Arbeitsgruppe von Professorin M. Schachner'
zur Verfigung gestellt wurden und C-terminal cysteinyliert vorlagen, weder in Wasser noch in
DMSO oder Mischungen der beiden Losungsmittel 16slich waren. SPR-Studien miissen jedoch
in wissrigen Systemen durchgefiihrt werden, da im Biacore® 3000 nur wissrige Puffer mit ma-
ximal 10%igem DMSO-Zusatz vermessen werden kénnen. Daher mussten verkiirzte lineare
Peptide mit eventuell besserer Loslichkeit synthetisiert werden. Die verkiirzten linearen Pepti-
de (44) und (45) sollten daher als Referenzen fir die SPR-Studien der Peptidreihen 3 und 4
bzw. 6 und 7 dienen, die alle eine gute Loslichkeit in Wasser besitzen. Parallel dazu wurden die
Ausgangspeptide (39) und (40) neu synthetisiert. Die Synthese des Peptids (39) TFKILSE-
TTLEYY bereitete dabei erhebliche Probleme, da das Rohprodukt mit einem Deletionspeptid
verunreinigt war, dessen Sequenz um einen Threoninrest verkiirzt war. Die Synthese des Pep-
tids mit zweifachem Kuppeln aller Threoninreste erzielte ebenfalls kein befriedigendes Ergeb-
nis.

Ein Hauptproblem bei der Synthese lingerer linearer Peptide liegt in Sequenz-abhingigen un-
vollstindigen Acylierungsreaktionen. Dabei bereiten nach Merrifield vor allem Peptidsequen-

zen in Bereich der Reste 12-17 Probleme,””

nach Kent hingegen Sequenzen mit einem Ab-
stand von 5-15 Aminosiuren vom C-terminalen Rest am Syntheseharz.”” Solche Sequenzen
werden auch ,,schwierige Sequenzen® (difficult sequences) genannt, wobei zufillige und nicht-
zufillige (random bzw. nonrandom) schwierige Sequenzen voneinander unterschieden werden.
Beide sind durch reproduzierbare, unvollstindige Acylierungen und nur limitierte Verbesse-
rungen durch Mehrfachkupplungen charakterisiert. Willkiirliche schwierige Sequenzen sind

dabei mit der Einfihrung sterisch gehinderter Aminosauren assoziiert, wihrend nichtwillkiir-

liche durch die Sequenz-abhingige Bildung sekundirer Strukturelemente (f-Faltblattstruktu-

ren) bestimmt werden, die weitere Acylierungen verhindern.!”!

Die letztere Gruppe schwieriger Sequenzen kann durch empirische Berechnungen in gewis-
pp g q p g g

sem Mal3e vorhergesagt werden.” Die Neigung einer Aminosidure in einer willktrlichen He-

lixstruktur vorzukommen und somit die Synthese zu etleichtern, oder aber in einer geordneten

Sekundirstruktur, die die Synthese behindert, wird durch ihren P,-Wert ausgedriickt. Hier ha-
ben Aminosiuren die keine Bereitschaft zeigen, S-Faltblattstrukturen einzugehen, P,-Werte

gréBer als 1,0 (P.[Pro] = 1,64; P.[Gly] = 1,47). Aminosiuren, die verstirkt in B-Faltblattstruk-
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turen zu finden sind, haben hingegen P,-Werte kleiner als 1,0 (P.[Phe] = 0,76; P_[Leu] = 0,75)
Die Tendenz einer Peptidkette, eine willktirliche Helixstruktur anzunehmen, wird durch den
Mittelwert der Summe aller P.-Werte der einzelnen Aminosiuren der entsprechenden Sequenz

ausgedruckt (Gleichung (1)).
(P =P )/n m

Sequenzen mit <P§>—Werten > 1.0 zeigen nahezu quantitative Acylierungsreaktionen, wah-
rend Sequenzen mit Werten von 0,9-1,0 lingere Reaktionszeiten oder Mehrfachkupplungen

erfordern. Sind die <P:> -Werte < 0,9 konnen S-Faltblattstrukturen gebildet werden und hatt-

niackige Acylierungsprobleme auftreten.
Die Berechnungen der <P§>—Werte fir die beiden Dodecapeptide (39) und (40) nach Glei-

chung (1) liefern folgende Ergebnisse:
(P )[39]=091
(P:)[40]-0,98

Die Werte der beiden Peptide liegen zwar jeweils im Bereich von 0,9 bis 1,0 und sollten daher
durch Mehrfachkupplungen zuginglich sein, jedoch liegen die berechneten <P:> -Werte in bei-
den Fillen in Grenzbereichen. Da die angegeben Bereiche nur Richtwerte sind und keine ab-
solute Zuordnung darstellen konnen, scheint Peptid (39), das auch durch Mehrfachkupp-
lungen schlecht zuginglich ist, eine f-Faltblattstruktur auszubilden, die die vollstindige Acylie-

rung behindert. Im Falle von Peptid (40) ist vor allem dem Vorhandensein des Prolinrestes zu

verdanken, dass sich der <P§> -Wert nahe 1,0 bewegt. Dass Peptid (39) eine S-Faltblattstruktur

annimmt, wird durch die Loslichkeit des Rohprodukts untermauert, das in vielen Losungsmit-
telgemischen Gele bildet. Es 16st sich ohne Gelbildung nur in DMSO und TFA. Gestirkt
durch diese Beobachtungen wurde zum Aufbrechen vermeintlicher S-Faltblattstrukturen die
Synthese unter Zusatz von DMSO durchgefithrt. Dabei wurde das Syntheseharz vor jeder
Aminosaurekupplung mit 20 % DMSO in DMF gewaschen und die Kupplungen im gleichen
Losungsmittelgemisch durchgeftihrt. Diese Synthesestrategie fihrte zum Erfolg, und es
konnte kein Deletionspeptid mehr nachgewiesen werden.

Insgesamt betrachtet verliefen die Synthesen der linearen Hexapeptide unproblematischer als
die ihrer cyclischen Analoga. Dennoch wurden auch hier maximale Ausbeuten von nur 68 %

erzielt. Ein méglicher Grund daftr kénnte in der Bildung von Diketopiperazinen liegen. Ein
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anderer Grund kann in der oben beschriebenen, leichten Racemisierbarkeit des Serins bzw.
Threonins liegen, da analytische HPL-Chromatogramme den Verdacht nahe legen, dass es
schon wihrend der Synthese der linearen Peptide zu Racemisierungen gekommen ist.

Die erhaltenen linearen Peptide (38)-(45) sind bis auf Peptid (39) alle in wissrigem Puffer 16s-
lich, Peptid (39) unter Zusatz von 1 % DMSO. Somit ist davon auszugehen, dass die er-

haltenen C-terminal cysteinylierten Peptide (39) und (40) nicht mehr in Ordnung waren.

4.4 Synthese Histidin-haltiger Cyclopeptide

4.4.1 Racemisierung und Schutzgruppen von Histidin

Die Synthese der Peptide (1) bis (7) mit der Sequenz FLHTRL, die in der dieser Arbeit
vorausgegangenen Diplomarbeit synthetisiert wurden, bereitete unter anderem wegen des
Histidinrestes erhebliche Probleme. Allgemein stellt die Synthese Histidin-haltiger Peptide ein
besonderes Problem der Peptidchemie dar. Trotz einer breiten Auswahl verschiedener Schutz-
gruppen sind die Probleme nicht ginzlich gelost. Schwierigkeiten entstehen durch die zwei
nicht dquivalenten aber gleich reaktiven Stickstoffatome des Imidazolrings, die als n- und 1-
Stickstoff bezeichnet werden (Abbildung 29) und der mit ithnen verbundenen hohen Racemi-

sierungsanfilligkeit.
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Abbildung 29: Tautomerie des Imidazolrings von L-Histidin

Beim Schutz des Ringsystems ist vor allem die Lage der Schutzgruppe wichtig, da diese ent-
scheidend die Racemisierungsneigung des Histidins beeinflusst. Die Besonderheit des Histi-
dins ist die leichte Racemisierbarkeit wiahrend der Aktivierung und Kupplung, auch bei Ureth-
an-geschitzter a-Aminogruppe. Neben den normalen Racemisierungsmechanismen verlduft
sie hier Uber zwei zusitzliche Wege (Abbildung 30). Die eine Route erfolgt tber den intra-
molekularen nucleophilen Angriff des n-Sickstoffatoms des Imidazolrings auf die aktivierte

Carbonylgruppe unter Ausbildung eines bicyclischen Kations (A). Die folgende Enolisierung
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fithrt zum Verlust der chiralen Integritit. Der andere Weg verlauft tiber die a-Protonen-Ab-

straktion durch das basische n-Stickstoffatom unter direkter Bildung des zwitterionischen

Enolats (B). AnschlieBende Reprotonierung fithrt zum racemischen Gemisch.*”
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Abbildung 30: Racemisierungsmechanismus des aktivierten Histidins

Da in beiden Mechanismen das n-Stickstoffatom involviert ist, hingt die Unterdriickung der
Racemisierung aktivierter Histidinderivate von der effektiven Blockierung dieses Stickstoff-
atoms ab. Jedoch ist ein regiospezifischer Schutz des n-Stickstoffs recht schwierig, da beide
N"™-Atome nahezu gleiche Reaktivitit zeigen. Fine Alternative stellen Schutzgruppen dar, die
einen elektronenziehenden Effekt ausiben und durch die Reduzierung der Elektronendichte
im Imidazolring das N™-Atom deaktivieren. Hierbei spielt die Lage der Schutzgruppe keine
Rolle, und auch der Schutz des N*-Atoms unterdriickt die Racemisierung effizient.

In der Fmoc/ fer-Butyl-Taktik kann die N™-zer-Butoxymethylgruppe™ (Bum) verwendet wer-
den, die die Racemisierung wirksam unterdriickt. Jedoch sind Bum-Derivate wegen der kom-
plizierten Synthese sehr teuer (sie kosten ca. das 30fache der Trt-Derivate). Zudem bildet sich
unter Abspaltbedingungen Formaldehyd, der zu weiteren Nebenreaktionen fiihrt.

Die Methode der Wahl ist die Synthese iiber Trityl-geschiitzte Fmoc-Histidinderivate.”" Sie
sind Uber das N'-Atom substituiert, jedoch reduziert die Tritylgruppe die Basizitit des Imida-
zols und der sterische Anspruch verhindert gleichzeitig die basenkatalysierte Enolisierung, so
dass diese Derivate unter normalen Bedingungen die Racemisierung effektiv unterdricken.
Probleme bereiten hier vor allem langsame Kupplungen der Segmentkondensation oder

Kupplungen nach sterisch anspruchsvollen Aminosduren.
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4.4.2 Guanidinylierung

Die Synthese der Peptidrethe FLHTRL, die zum Grof3teil im Rahmen einer dieser Arbeit vor-

Pl erfolgte ebenfalls mit der Fmoc/ #ert-Bu-

ausgegangenen Diplomarbeit synthetisiert wurden,
tyl-Schutzgruppentaktik, wobei die N'™-Trityl-Schutzgruppe fiir den Schutz der Histidinreste

eingesetzt wurde.
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Abbildung 31: MALDI-ToF-MS des Rohprodukts der Cyclisierung eines FLHTRL-Peptids

Probleme bereitete dabei vor allem die gro3e Siurelabilitit der Trt-Gruppe. Selbst mittels sehr
behutsamer Spaltmethoden ist es nicht moglich, das geschiitzte Peptid ohne einen gréf3eren
Anteil partiell Trt-entschiitzter Peptide zu erhalten. Auch sehr kurze Abspaltzeiten mit 0,5%-
iger TFA und direkter Neutralisation mit Pyridin oder Spaltung mit 20%igem HFIP in DCM
bzw. Mischungen aus Essigsaure, TFE, DCM (2:2:0) fiihrten zu partiell Trt-entschiitzten Pep-
tiden. Dabei bereitete vor allem die Cyclisierung der Peptide der FLHTRI-Reihe gro3ere Pro-
bleme (Tabelle 3), da es wihrend der Ringschlussreaktion zur Bildung eines N'™-guanidinylier-
ten Nebenprodukts kommt (Abbildung 31).

Das in Abbildung 31 gezeigt MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts der Cyclisie-
rung des Peptids c(FLHTRI) zeigt einen sehr intensiven Basispeak bei 7/ = 1174,8, der dem
Trityl-entschiitzten und N™-guanidinylierten Nebenprodukt [M-Trt-H+C,N,H,,]* entspricht.
Aufgrund der positiven Ladung liegt das Nebenprodukt jedoch deutlich berreprisentiert vor,
was ein Vergleich mit dem analytischen HPL-Chromatogramm zeigt. Wihrend der Anteil des
Cyclopeptids im direkten Vergleich mit dem guanidinylierten Nebenprodukt im analytischen

HPL-Chromatogramm bei 82,6 % liegt, ist die Intensitit des vollgeschiitzten Cyclopeptids im
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MALDI-ToF-MS mit einer Intensitit von ca. 7 % in Bezug auf den Basispeaks des Nebenpro-
dukts deutlich unterdriickt. Jedoch betrigt der Anteil des Nebenprodukts nach HPLC-Analyse

bei einigen Synthesen bis zu 50 %o.

1500+
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Abbildung 32: Analytisches HPL-Chromatogramm des Rohprodukts von c(FLHTRI)
nach der Cyclisierung in Lésung
Die Werte im Chromatogramm geben die Flichenprozente der Peaks wieder

Ein Beweis, dass es sich bei dem Nebenprodukt um das am Imidazolring des Histidinrestes
guanidinylierte Peptid handelt, liefert die Reaktion von Fmoc-His-OAl mit Tetramethylchloro-
formamidiniumhexafluorophosphat (TCFH) in Gegenwart von Triethylamin (Abbildung 33).
Die Umsetzung erfolgt in Analogie zur Synthese der Guanidiniumsalze TBTU!" und

HATU™" aus HOBt bzw. HOAL.
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Abbildung 33: Umsetzung von Fmoc-His-OAl mit TCFH

Ob es sich bei dem Produkt um das in Abbildung 33 dargestellte N*- oder aber das N™-Derivat
handelt, kann nicht gesagt werden, da das Produkt nicht isoliert werden konnte. Jedoch zeigt
das MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts, dass sich das guanidinylierte Histidinde-
rivat gebildet hat (Abbildung 34). Das Massenspektrum zeigt neben schwachen Peaks der
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Pseudomolekiilionen von Fmoc-His-OAl ([Edukt+H]" bei 7/ = 418,5; [Edukt+Na]" bei
m/ 3 = 440.,5) bei /5 = 516,6 einen intensiven Basispeak des Molekiilions [M]".
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Abbildung 34: MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts der Umsetzung von
Fmoc-His-OAl mit TCFH

4.4.3 Synthesestrategien

Da, wie bereits erwahnt, die Spaltung des geschiitzten linearen Peptids vom Harz immer einen
deutlichen Anteil Trt-entschiitztes Peptid bedingt - so entstehen in einer Loésung 0,5%iger
TFA nach einer Stunde ca. 75 % Trt-entschiitztes Peptid, in 20%iger HFIP-Losung ca. 45 % -
wurden alternative Synthesewege erarbeitet, die die Synthese Histidin-haltiger Cyclopeptide
ohne die Bildung des guanidinylierten Nebenprodukts ermdglichen.

Dabei muss von einem Synthesekonzept ausgegangen werden, bei dem keine sauren Abspalt-
bedingungen Anwendung finden, um die Entstehung des Trt-entschiitzen linearen Vorldufer-
peptids zu verhindern. Es werden drei verschiedene Synthesewege angewandt, von denen zwei
Synthesen eine direkte on-resin-Cyclisierung erlauben und eine Synthese, in der das lineare Pep-
tid in Losung cyclisiert wird. Die Peptide, die am Harz cyclisiert werden, werden tiber den Imi-
dazolring des Histidins immobilisiert und verlaufen tber ein dreidimensionales Schutzgrup-
penkonzept. Hierbei werden die Allyl- bzw. die Dmab-Gruppe als C-terminale Schutzgruppen
des Histidins eingesetzt. Das Peptid, das in Lésung cyclisiert wird, wird an einem neuartigen
Dmab-Linker synthetisiert, der von der Dmab-Schutzgruppe abgeleitet wurde und wie diese
Hydrazin-labil ist.”* Eine denkbare Synthese iiber eine safety-catoh-Linker-Strategie kann nicht
durchgefiihrt werden, da His(Trt)-Derivate wihrend der Iodacetonitril-Aktivierung des Lin-

kers am Imidazolring alkyliert werden und sich die Peptide zersetzen.!
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Abbildung 35: Synthese des Dmab-Linker-Harzes mit Fmoc-Aminosiure-Kupplung
(i) DIC/DMAP, DMF, RT, 1h, 79 %; (ii) THF, Riickfluss, 20h, 74 %; (iii) Fmoc-
Leu-F, Pyridin, DCM, RT, 20h, 92 %; (iv) TFA, TIS, H,O (95:2,5:2,5), 3h; (v) Ami-
nomethylpolystyren-Harz (200-400 Mesh, 0,6 mmol/g), HATU, DIPEA, DMF, 0,27
mmol/g; (vi) Fmoc-Gly-OH, HATU/DIPEA, DMF, 0,16 mmol/g

Die Synthese des Dmab-Linkers kann auf zwei Wegen erfolgen (Abbildung 35). Zunichst
witd Dimedon durch DCC/DMAP aktivierte zer+-Butylglutarsiure acyliert. Das daraus ent-
standene C-Acylierungsprodukt wird entweder tiber Route A an der OH-Gruppe durch p-
Aminobenzylalkohol substituiert, gefolgt von der Kniipfung der Aminoséure iiber das Fmoc-
Aminosaurefluorid, das durch Umsetzung der Fmoc-geschitzten Aminosiure mit Cyanurflu-
orid darstellbar ist. AnschlieBende zer+-Butyl-Spaltung der Glutarsdureeinheit und Immobilisie-
rung am Aminomethyl-Linker-Harz durch DIC/HOA¢t-vermittelte Kupplung liefert das Ami-
nosiure-beladene Dmab-Linker-Harz. In der alternativen Syntheseroute B wird das C-Acylie-
rungsprodukt direkt entschiitzt und an das Aminomethyl-Harz gekuppelt. Die Kondensation
des p-Aminobenzylalkohols und die Kupplung des Fmoc-Aminosaurefluorids erfolgen direkt

am Harz.
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Die angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf die Syntheseroute A, da die Ausbeuten der
Route B ab der Beladung des Harzes mit dem entschiitzten C-Acylierungsprodukt nicht be-
stimmt werden konnen. Die abschlieBende Beladungsbestimmung zeigt aber, dass das Harz
Uber die Route B mit einer geringeren Beladung vorliegt, was den Riickschluss zulisst, dass
die direkte Kondensation des p-Aminobenzylalkohols am Harz schlechter verlduft. Die Route
B hat zwar den Nachteil, dass die Synthese schlechter kontrolliert werden kann, aber den Vor-
teil, dass beliebige Aminosidurederivate einsetzbar sind. Route A ist aber beziiglich der Aus-
wahl der einsetzbaren Aminosduren limitiert, da vor der Beladung des Aminomethyl-Harzes
die zer~-Butyl-Schutzgruppe der Glutarsiureeinheit abgespalten werden muss. Somit toleriert
diese Variante keine siurelabilen permanenten Schutzgruppen, was den Einsatz des Linkers in
der Fmoc/#ert-Butyl-Taktik auf C-terminale Aminosduren ohne Seitengruppenfunktionalititen
reduziert. Eine Entfernung der zer~-Butyl-Schutzgruppe vor der Aminosiure-Kupplung fithrte
zur Zersetzung des p-Aminobenzylalkohol-Substituenten. Alternativ wire eine andere Schutz-
gruppe, wie Allyl- oder Dmab-Schutz, der Glutarsidureeinheit vorstellbar.

Als Test fiir die Synthese mittels Dmab-Linker-Methode wurde ein Cyclopeptid gewahlt, dass
reich an Histidinresten ist. Es handelt sich dabei um das Peptid c((GHGHGHG), ein Hepta-
peptid, dass die Zn(ID)-Bindungsstelle der Carboanhydrase mimikriert.”” Zum direkten Ver-
gleich wurde das Peptid auf konventionelle Weise am 2-Chlortrityl-Harz synthetisiert, mit
0,5%iger TFA gespalten und unter hoher Verdinnung tber eine Zweikanal-Spritzenpumpe
cyclisiert (Abbildung 30).
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Abbildung 36: MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts von ¢((GHGHGHG) nach
der herkémmlichen Synthesemethode
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% Intensity

Das in Abbildung 36 gezeigte MALDI-ToF-MS zeigt das Rohprodukt der Cyclisierung des
Peptids c(GHGHGHG) nach der herkémmlichen Methode. Die Cyclisierung wurde mit 1,1
Aquivalenten HATU, 1,0 Aquivalenten HOAt und 3,3 Aquivalenten DIPEA durchgefiihrt.
Neben dem nur mit geringer Intensitit vorkommenden Pseudomolekiilion des Zielpeptids
[M+H]" bei 7/ = 640,9 sind vor allem, die Molekiilionen der guanidinylierten Nebenproduk-
te [M+guan.]” bei 7/3 = 739,0, [M+Trt+guan.]” bei »/3 = 980,8 bzw. [M+2Trt+guan.]” bei
m/z = 12229 zu erkennen. Zudem liegt ein kleiner Peak bei 72/ = 756,9, der dem uncyclisiet-
ten, guanidinylierten Peptid entspricht.

Die Synthese des Cycloheptapeptids am Dmab-Linker-Harz erfolgt ebenfalls iber Fmoc/ zert-
Butyl-Schutzgruppentaktik und Aufbau der linearen Sequenz durch Kupplung mit TBTU. Das
lineare Vorlauferpeptid GH(Trt)GH(Trt)GH(T1rt)G wird durch zweimal 10miniitige Spaltung
mit 2 % Hydrazin in DMF vom Harz gespalten. Die Cyclisierung wird in Analogie zu obiger
Synthese mit 1,1 Aquivalenten HATU, 1,0 Aquivalenten HOAt und 3,3 Aquivalenten DIPEA
durchgefithrt. Die Peptid- und HATU-L6sungen werden iiber eine Zweikanal-Spritzenpumpe
zu der DIPEA-Losung getropft. Abbildung 37 zeigt das Rohprodukt des entschiitzten
Cyclopeptids c(GHGHGHG) nach erfolgter Cyclisierung. Es ist neben den Pseudomolekiil-
ionen [M+H]" bei 7/z = 641,3, [M+Na]" bei 7/3=663,3 sowie [M+K]" bei »/3= 679,3
kein guanidinyliertes Nebenprodukt zu erkennen, somit kann diese Synthesemethode auch er-

folgreich fir die Darstellung Histidin-reicher Cyclopeptide eingesetzt werden.
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Abbildung 37: MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts von c(GHGHGHG) nach

der Cyclisierung des am Dmab-Linker synthetisierten linearen Vorlduferpep-
tids
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Die beiden anderen Routen tber die on-resin-Cyclisierung erfolgen durch die direkte Immobili-
sierung der Histidinderivate am 2-Chlortrityl-Harz tber die Imidazol-Seitenkettengruppe. Die
o-Carboxy-geschiitzten Derivate werden zuvor ausgehend von Fmoc-His(Trt)-OH dargestellt
(Abbildung 38). Dabei wird das C-terminal Allyl-geschiitzte Histidinderivat™” durch die
DCC/HOBt-vermittelte Allylierung mit Allylalkohol erhalten. Durch anschlieBende Acidolyse
wird Fmoc-His-OAl in hoher Ausbeute erhalten. Analog erfolgt die Synthese des am C-Ter-
minus Dmab-geschiitzten Derivats. Hietbei wird Dmab-OH durch DCC/HOBt eingefiihtt
und die N"™-Trityl-Schutzgruppe abschlieBend mit TFA gespalten.
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Abbildung 38: Synthese von Fmoc-His-OAl und Fmoc-His-ODmab

Zur Kontrolle der drei verschiedenen Reaktionswege wurde das Peptid c((LHTRL) (2) tber
diese Routen synthetisiert. Der Aufbau der linearen Peptide erfolgte nach Standardsynthese
mit TBTU/DIPEA vermittelter Aminosdurekupplung. AnschlieBend folgte die Spaltungen
der C-terminalen Schutzgruppen bzw. des Hydrazin-labilen Linkers. Hierbei bereitete vor
allem die Spaltung der Allylgruppe Probleme. Die Entfernung dieser Gruppe mit Palladium
(hier: Pd(PPh,),) verlduft iiber einen Transfer der Allylgruppe des intermedidr gebildeten n-
Allyl-Palladium-Komplexes auf ein Nucleophil (Scavenger), das in der Lage ist, die Allylgruppe
abzufangen (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Pd-katalysierte Entschiitzung von Allylestern
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Es wurden verschiedene Nucleophile der Abspaltlésung zugesetzt. Hier verliefen die Spal-

tungen unter Zusatz von N-Methylmorpholin™® bzw. Phenylsilan® als Scavenger negativ. Erst

240]

durch den Einsatz von Dimedon™" als Nucleophil gelang es, die Allylgruppe zu spalten, je-

doch erfolgte dies auch nicht zu 100 %. Ob es bei der Spaltung zu einer Ubertragung der
Allylgruppe auf die Aminofunktion unter Ausbildung eines Allylamins kam, die als Nebenre-

[241

aktion bekannt ist,”*!! oder ob sich ein Gleichgewichtzustand ausgebildet hat, kann nicht ge-

sagt werden. Auch nach mehrmaligem Spalten mit einem Aquivalent frischem Tetrakis(triphe-
nylphosphin)palladium(0) wurde keine komplette Spaltung der Allylgruppe erhalten, so dass
das erhaltene Cyclisierungsprodukt neben dem Cyclopeptid noch allyliertes lineares Peptid
enthielt. Nach RP-HPLC-Analyse betrigt der Anteil an allyliertem Nebenprodukt noch 44 %.
Ein entscheidender Nachteil ist zudem, dass die Spaltung unter Inertgas erfolgen soll, somit ist
diese Syntheseroute nur schlecht auf einen Syntheseautomaten zu tibertragen.

Die Synthese tiber das C-terminal Dmab-geschiitze Peptid verlief weniger problematisch. Je-
doch zeigte sich hier bei der Kontrolle der Hydrazinolyse der Dmab-Gruppe im MALDI-
ToF-Massenspektrum ein um +105 Da schwereres Nebenprodukt (Abbildung 40), bei dem es

[242

sich um p-Aminobenzyl-substituentes Peptid handelt.”*” Die 1,6-Eliminierung des 4-Amino-

benzyl-Intermediats ist langsam genug, dass es im Massenspektrum direkt nach der Hydrazi-

nolyse nachgewiesen werden kann, jedoch zerfillt es nach einiger Zeit in das Zielpeptid.
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Abbildung 40: MALDI-ToF-Massenspektrum des entschiitzten linearen Rohprodukts
H-fLHTRL-OH (2) direkt nach det Hydrazinolyse der Dmab-Schutzgruppe
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ie anschlieBende Cyclisierung verlief ohne Probleme. Weder dimere Nebenprodukte noch gua-

nidinylierte Spezies konnten beobachtet werden (Abbildung 41).
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Abbildung 41: MALDI-ToF-Massenspektrum des entschiitzten cyclischen Rohpeptid
c(fLHTRL) (2) nach der on-resin-Cyclisierung

Die Synthese des Peptids (2) tiber den Dmab-Linker-Weg erfolgte ebenfalls problemlos. Die
Spaltung des linearen Vorlauferpeptids vom Harz mit 2 % Hydrazin in DMF erfolgt quantita-
tiv nach zweimal 10minttiger Hydrazinolyse. Das Rohprodukt wird nach MALDI-ToF-MS in
reiner Form erhalten (Abbildung 42). Die Entstehung des partiell Trt-entschiitzten Peptids mit
dem Pseudomolekiilion [M-Trt+Na]" bei 7/3 = 1117,0 ist auf eine Abspaltung wihrend der
MALDI-ToF-MS-Messung zurtickzufiihren. Es konnten nach der Cyclisierung keine guanidi-
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nylierten Nebenprodukte identifiziert werden.

Abbildung 42: MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts des linearen Peptids
H-fLHTRL-OH (2) nach der Hydrazinolyse des Dmab-Linkers
Im Vergleich der drei angewandten Synthesewege erscheint die Synthese tiber den Hydrazin-

labilen Dmab-Linker am unproblematischsten. Der Vorteil liegt hier vor allem in der freien
Wahl der C-terminalen Aminosiure, wenn die Synthese des Linkers tber die Route B
(Abbildung 35) gewihlt wird. Somit kénnten Glycin-enthaltende Peptide tber C-terminales
Glycin cyclisiert werden, wihrend die beiden anderen Routen eine Cyclisierung tiber C-termi-
nales Histidin erfordern und somit einem erhéhten Racemisierungspotential ausgesetzt sind.
Zudem erscheint dieser Weg ratsamer, da die Gefahr der Entstehung von Cyclodimeren, ob-
wohl hier bei beiden on-resin-Cyclisierungen nicht beobachtet, geringer ist und falls moglich

eine vorherige Reinigung der geschiitzten Vorlduferpeptide moglich wire.

4.4.4 Hydrazinolyse der Guanidiniumgruppe des Nebenprodukts

Arginin-haltige Peptide lassen sich alternativ zur Einfithrung tiber geschiitzte Argininderivate

durch die selektive Guanidinylierung von Ornithin-enthaltenden Peptiden
Py

darstellen. Bei der klassischen Synthese von Arginin-haltigen Peptiden

/L tber Ornithin wird das entschiitzte Ornithin mit 1-Guanyl-3,5-dimethyl-

HN" “NH-HNO;  pyrazolnitrat™*> >

1-Guanyl-3,5-di- . S .
methyl-pgllrazolnitrat unter Ausbildung von Guanidiniumderivaten.

umgesetzt. Das Reagenz reagiert mit primaren Aminen

Nach Analogiebetrachtung dieses Reagenzes mit dem guanidinylierten Imidazolring des Histi-
dins wurde versucht, die entstandenen guanidinylierten Nebenprodukte direkt zu spalten. Die
strukturelle Verwandschaft legt nahe, dass durch Zusatz eines primiren Amins zum guanidi-
nylierten Nebenprodukt eine Abspaltung der Guanidiniumgruppe durch nucleophilen Angriff
des Amins auf das Kohlenstoffatom dieser Gruppe erfolgen sollte.

Zur Spaltung der unerwinschten Guanidiniumgruppe wird das isolierte guanidinylierte Ne-
benprodukt von Peptid c(fLHRTL) (2) in seiner geschiitzten Form mit 2 % Hydrazin in DMF
versetzt. Wie das MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts der Spaltung in Abbildung
43 zeigt, erfolgt die Spaltung der Guanidiniumgruppe mit Hydrazin glatt zum gewtnschten

Histidin-entschitzten Peptid ¢c(fLHTRL) (2) mit »/z= 1098,1 fur das Pseudomolekilion
[M+Na]".
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Abbildung 43: MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohprodukts des guanidinylierten Ne-
benprodukts von c(fLHTRL) (2) nach der Umsetzung mit Hydrazin

Somit ist es auch mdglich, das erhaltene Nebenprodukt nach der Cyclisierung durch Umset-
zung mit Hydrazin direkt in das Zielpeptid zu tiberfithren. Wird das Rohprodukt des Testpep-
tids c((GHGHGHG) in gleicher Weise mit 2 % Hydrazin behandelt, erhilt man ebenfalls das
deguanidinylierte Peptid mit /5 = 662,8 fiir das [M+Na] " -Ion, wobei das MALDI-ToF-Mas-
senspektrum (Abbildung 44) im Vergleich zum Rohprodukt der Cyclisierung (vergleiche Ab-
bildung 36) nun auch deutlich das Pseudomolekiilion [M+H,O+Na]" bei /3 = 680,8 des

nicht cyclisierten Edukts zeigt.

662.8

100’ [M+Na]+
901
801
701 680.8
601 [M+H,0+Na]"

% Intensity

Mass (m/z)

Abbildung 44: MALDI-ToF-Massenspektrum des entschiitzten Rohprodukts der Cyclisie-
rung von c(GHGHGHG) nach der Umsetzung mit 2 % Hydrazin in DMF
(vergleiche Abbildung 36)



SPEZIELLER TEIL 85

4.5 Oberflichenplasmonresonanzstudien

Wie bereits in Kapitel 2.4 beschrieben, stellen Oberflichenplasmonresonanzmessungen eine
Methode dar, um Interaktionen zwischen zwei Bindungspartnern zu untersuchen. Die Mes-
sungen liefern dabei Echtzeit-Informationen tiber den Bindungsprozess und kénnen in einem
weiten Affinititsbereich angewandt werden. Insbesondere ist das Biacore®-System ideal ge-
eignet, Wechselwirkungen biologischer Systeme in wissrigen Medien zu untersuchen.

Im Biacore® 3000 ist die Sensoroberfliche Teil eines mobilen Chips, der einen mit Gold be-
schichteten Glastrdger enthilt und optisch mit dem Instrument gekoppelt ist. Das Messsystem
enthilt vier Flusskammern mit einer Gré3e von 2,10 mm x 0,55 mm x 0,05 mm (Linge x
Breite x Hohe) und einer Detektionsfliche von 0,2 mm’. Die Flusszellen sind dabei sowohl
unabhingig als auch gegeneinander schaltbar, um zeitgleich Referenzmessungen durchzufih-
ren.

Die zeitabhingige Anderung des Brechungsindex in der Umgebung der Sensoroberfliche
wihrend der Bindung wird héufig in RU (resonance units) angegeben, wobei ein RU in etwa ei-
nem Pikogramm des Analyten pro Quadratmillimeter Sensoroberfliche entspricht, tberein-
stimmend mit einer Winkelinderung von 0,0001° 124 1812l Bindungskurven, bei denen die Bin-
dung an die Sensoroberfliche in RU gegen die Zeit aufgezeichnet werden, werden als Senso-

gramme bezeichnet (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Schematisches Sensogramm einer SPR-Messung
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Zur Bestimmung der Affinititen der Peptide der Peptidbibliothek werden die Interaktionen

der verschiedenen Peptide mit dem IgG,, 1.2-412" untersucht. Dabei zeigt ein erhaltenes

rat
Sensogramm normalerweise einen wie in Abbildung 45 gezeigten Kurvenverlauf. Der Assozi-
ationsphase, in der die Probe tber die Oberfliche mit dem immobilisierten Rezeptor geleitet
wird und in der die Bindung erfolgt, schlief3t sich die Dissoziationsphase an. In dieser werden

zuvor gebundene Liganden durch den Systempuffer wieder eluiert. AnschlieBende Regenerati-

on mit einem geeigneten Regenerationspuffer, fihrt wieder zum Ausgangszustand.

4.5.1 Immobilisierung des L2-412-Antikérpers

Zur Bestimmung der Affinititen der Cyclopeptide muss der IgG, -Antikérper 1.2-412 auf der
Chipoberfliche immobilisiert werden. Fiir die gesamten hier durchgefiithrten Messungen wird
der CMb5-Sensorchip gewihlt. Diesen zeichnet eine hohe Stabilitit der carboxymethylierten
Dextran-Matrix, eine hohe Bindungskapazitit und eine grof3e Breite an Kupplungsmoglichkei-
ten aus. Er ist ideal fiir die Immobilisierung von Makromolekiilen geeignet.

In den durchzufiihrenden Experimenten werden die Peptide, die eine sehr geringe Masse ge-
geniiber dem Antikdrper, mit einer Masse von ca. 143000 Da (Abbildung 46), besitzen, iiber
den immobilisierten Antikorper geleitet. Diese Messmethode fithrt nur zu einer geringen Mas-
senidnderung der Chipoberfliche, weshalb der Antiképer mit einer hohen Beladungsdichte auf
der Sensoroberfliche immobilisiert werden muss, um gut detektierbare Bindungssignale zu er-

halten.

142530

00- .
! [M]

901
801
707 71246

60 [M]2+
50+
40
301
201
10+

% Intensity

Mo s kol U SO S .Y o,

70000 115000 160000 205000 250000
Mass (m/z)

28006

Abbildung 46: MALDI-ToF-Massenspektrum des IgG.-Antikérpers L.2-412
Matrix: Sinapinsiure; Accelerating Voltage: 25 kV; Grid Voltage: 93 %; Guide
Wire Voltage: 0,3 %; Delay-Time: 1700 nsec; Low Mass Gate: 4500 Da; Scans: 100
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Um eine optimale Durchdringung der negativ geladenen Matrix durch den Antikorper fiir des-
sen Immobilisierung zu gewihrleisten und da der pI-Wert des Antikorpers unbekannt ist, ist
es erforderlich, im pH-Scouting den idealen Puffer und pH-Bereich fir die Immobilisierung zu
eruieren. Bei zu hohem pH-Wert und negativ geladenem Makromolekul wird dieses von der
Matrix abgestoBen, und es kann keine Immobilisierung erfolgen. Zu niedrige pH-Werte er-
schweren hingegen eine effektive Kupplung.

Bei dem in Abbildung 47 gezeigten pH-Sconting wurden 1 ul. der 1.2-412-Antikorper-Losung
(14 mg/mL) mit je 75 uL. Puffer versetzt und mit einem Fluss von 5 ul./min fiinf Minuten in-
jiziert. Der Kurvenverlauf zeigt, dass neben 10 mM Acetat-Puffern vor allem 5 mM Maleat-
Puffer fir die Immobilisierung geeignet scheinen. Hierbei zeigt der 5 mM Maleat-Puffer (pH
0,0) die héchsten RU-Werte. Da die Kurven insgesamt einen Verlauf aufweisen, bei dem die
maximalen RU-Werte fur die jeweiligen Puffer sprunghaft erreicht werden, was sehr stark an
ungewtiinschte Bu/k-Effekte (durch Anderung der Dichte der Lésungen verursachte sprung-
hafte Anderung des Signals) erinnert, werden mit dem 5 mM Maleat-Puffer (pH 6,0) verdiin-
nte Antikérperproben vermessen, um einen gleichmifligen Anstieg des Sensorsignals zu er-

halten.

[RU] 55000 -

45000 +

35000 -

25000 -

15000 -

5000 -

- 5000 T T T T T T T 1
-50 0 50 100 150 200 250 300 350

Zeit [s]

Abbildung 47:  pH-Scouting des L2-412-Antikoérpers
== Acetat 10 mM pH 5,5 ohne Antikorper; == HPS-EP 10 mM HEPES pH
7,4; == Borat 10 mM, 1 M NaCl pH 8,5; == Acetat 10 mM pH 4,0;
== Maleat 5 mM pH 5,0;  Acetat 10 mM pH 5,0; == Acetat 10 mM pH 5,5;
== Maleat 5 mM pH 6,0



88 SPEZIELLER TEIL

Fir die Messung der Verdiinnungsreihe des 1.2-412-Antikérpers wird jeweils 1 uL. der verdiin-
nten Antikorper-Losung mit 75 ul. des 5 mM Maleat-Puffer (pH 6,0) versetzt und bei einem
Fluss von 5 uL./min fiir fiinf Minuten tber die Sensoroberfliche geleitet (Abbildung 48).

[RU

45000 -

35000 -

25000 -

Resonanzsignal

15000 -

5000 -

-5000 : : : : : : : ‘
-50 0 50 100 150 200 250 300 350
Zeit [s]

Abbildung 48: Verdinnungsreihe des L2-412-Antikorpers in 5 mM Maleat-Puffer (pH 6,0)
je 1 pull == 1:100-; == 1:40-; == 1:30-; == 1:10-; == 1:6-; 1:5-; 1:3-Verdinnung
der Antik6rperstammlésung in 75 ul. 5 mM Maleat pH 6,0

Die durchgefihrten Experimente zeigen, dass fir die Immobilisierung 5 mM Maleat-Puffer
(pH 6,0) mit einem Mikroliter einer 1:5-1:6-Verdiinnung des Antikérpers in 75 pl. des Puffers
fir die Immobilisierung ideal ist.

Die Immobilisierung des Antikorpers wird mit der in Kapitel 2.4.1 beschriebenen Variante des
Wiinsch-Weygand-Protokolls"™ durchgefiihrt. Diese kann zwar eine nicht einheitliche Orien-
tierung der immobilisierten Rezeptoren hervorrufen, da die Aminogruppen der Makromoleku-
le unspezifisch angesprochen werden, jedoch garantiert sie eine effiziente Kupplung mit hoher
Matrix-Beladung. Die einzelnen Stufen der Immobilisierung (Abbildung 49) werden mit einer
Flussgeschwindigkeit von 5 ul./min durchgefiihrt. Um unspezifische Wechselwirkungen der
Peptide mit der Dextran-Matrix des Sensorchips vom Messsignal zu subtrahieren, wird eine
Referenzzelle vor die Messzelle geschaltet, in der kein Antikérper immobilisiert wird. In dieser
wird die Matrix lediglich aktiviert und anschlieBend mit Ethanolamin deaktiviert. Zur

Aktivierung der Sensoroberfliche (A) wird uber 14 Minuten eine EDC/NHS-Lésung tber
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diese geleitet. AnschlieBend wird der Ak L.2-412 mit oben beschriebener Verdinnung in 5
mM Maleat-Puffer (pH 6,0) tiber 14 Minuten auf der Oberfliche der Messzelle immobilisiert
(B). Zur Deaktivierung nicht umgesetzter NHS-Ester werden diese mit Ethanolamin (14

Minuten) in beiden Zellen gecappt (C).

[RU] 40000 -
35000 - B
30000 -
25000 -
20000 -

15000 -

Resonanzsignal

10000 -

5000 - A

0 +—

-5000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Zeit [s]

Abbildung 49: Sensogramm der Immobilisierung des 1.2-412-Antikérpers auf einem CM5-
Chip (Immobilisierungsniveau: 18000 RU)
A: EDC/NHS-Aktivierung; B: Immobilisierung Ak 1.2-412; C: Capping

Nach der erfolgten Immobilisierung des Antikérpers ist eine Equilibrierung der Sensoroberfli-
che erforderlich, dafiir wird diese mit Systempuffer (HBS-P) tiber 20 Stunden gespiilt. Mit der

beschriebenen Methode werden Immobilisierungsniveaus von 18000-20000 RU erreicht.

4.5.2 Test der Massentransfer-Limitierung

Wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben, kann es wihrend der SPR-Messung zu Massentransfer-Pro-
blemen kommen. Diese werden durch Transportlimitierungen der Probenlésung zum Rezep-
tor verursacht. Hohe Beladungsdichten auf Sensoroberflichen begtinstigen dabei diese Effek-
te. Aus diesem Grund werden Untersuchungen durchgefiihrt, die Hinwiese auf Massentrans-
tferprobleme geben kénnen. Werden Proben des Liganden mit gleicher Konzentration aber
verschiedenen Flussraten tiber eine Rezeptoroberfliche geleitet, sollten alle Bindungsereignisse

trotz verschiedener Flussgeschwindigkeiten gleiche Bindungskurven zeigen.
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Zur Bestimmung, ob bei den hohen Beladungsdichten, mit denen in dieser Arbeit gearbeitet
werden, Massentransferprobleme auftreten, wird das Peptid ¢(StTFQL) (28) mit einer Kon-
zentration von 300 uM bei vier verschiedenen Flussraten fur 120 Sekunden tber die Sensor-

oberfliche geleitet.
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Abbildung 50: Test der Massentransfer-Limitierung (Immobilisierungsniveau 18000 RU)
Flussrate: == 15 pl./min; == 25 pl./min; == 35 pl./min; == 55 pl./min

Wie anhand der Kurvenschar obiger Sensogramme zu erkennen ist, steigt mit der Zunahme
der Flussgeschwindigkeit auch das Signal der Bindungskurven an. Es ist somit davon auszu-
gehen, dass es bei der hohen Beladung, wie es auch zu vermuten ist, zu Massentransfer-Limi-
tierungen kommt.

Um den Effekt bei niedrigerer Oberflichenbeladung zu ermitteln, wird eine Sensoroberfliche
mit niedrigerer Beladung erzeugt (Abbildung 51). Dazu wird nach der Aktivierung der Ober-
fliche mit NHS/EDC durch wiederholte, intervallartige Injektionen des Antikérpers (Ak-Lo-
sung analog zur hohen Beladung) eine Oberfliche generiert, die nur ca. 1/3 der Beladung des

hohen Immobilisierungsniveaus aufweist.
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[RU] 35000 -
30000 - B
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Abbildung 51:  Sensogramm der Immobilisierung mit niedrigem Beladungsniveau (5900 RU)
A: NHS/EDC-Aktivierung; B: sechs Antikorperinjektionen a 60-120 s; C: Capping

Zur Kontrolle der Massentransfer-Limitierung wird wieder das Peptid ¢(StTFQL) mit einer
Konzentration von 300 uM bei verschiedenen Flussraten fir 120 Sekunden tiber die Sensor-
oberfliche geleitet. Wie anhand Abbildung 52 zu erkennen ist, ist auch bei der niedrigen Im-
mobilisierung eine deutliche Massentransfer-Limitierung zu beobachten. Insgesamt ist das
Messsignal im Vergleich zu Sensoroberfliche mit hoher Beladung deutlich niedriger. Wahrend
nach 120 Sekunden bei einem Fluss von 25 pl./min und hohem Immobilisierungsniveau 25
RU erreicht werden, liegt das Signal nach dieser Zeit bei gleicher Flussrate und niedriger Be-
ladung bei ca. 2,5 RU, was lediglich einem Zehntel des Wertes der hohen Immobilisierung
entspricht.

Da bei der geringen Beladung ebenfalls Massentransferprobleme auftreten, die erhaltenen Sig-
nale aber deutlich niedriger ausfallen, wird fiir die SPR-Messungen der Peptidbibliotheken die
hohe Beladungsdichte der Sensoroberfliche beibehalten. Es ist fir die Auswertung nur darauf
zu achten, dass diese Effekte die erhaltenen Werte beeinflussen kénnen. Diese gelten jedoch
fir alle Peptide, so dass es trotzdem moglich sein sollte, unterschiedliche Affinititen der Pepti-
de zu erhalten. Zwar werden eventuell fehlerbehaftete absolute Werte erhalten, relative Ande-

rungen der Affinititen je nach Struktur und Sequenz sollten aber zu beobachten sein.
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[RU] 45 _
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Abbildung 52: Massentransfer-Limitierung bei niedrigem Immobilisierungsniveau (5900 RU)
Flussrate: == 25 pl./min; == 35 pl./min; == 45 pl./min

4.5.3 Bindungsstudien der Peptidbibliothek

Zu Bestimmung der Affinititen der Peptide (1)-(45) der Peptidbibliothek werden fiir jedes
Peptid Konzentrationsreihen vermessen, aus deren Kurvenscharen sich dann die K,-Werte
bestimmen lassen.

Erste Bindungsstudien der Cyclopeptide wurden in HBS-EP-Puffer (pH 7,4) durchgefiihrt.
Da dieser Puffer jedoch EDTA enthilt und sich die Sensoroberfliche durch EDTA-angerei-
cherten Puffer regenerieren liel3, wurde das System auf HBS-P-Puffer (pH 7,4) umgestellt.
Durch die Umstellung wurden deutlich bessere Sensogramme erhalten (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Vergleich der Sensogramme von 800 pM c(LsTRTL)
— in HBS-EP-Puffer (pH 7,4); — in HBS-P-Puffer (pH 7,4)
Testmessungen des Peptids ¢(FLHtRL) (5) zeigten, dass das im HBS-P-Puffer geloste Peptid
mit zunehmender Standzeit abnehmende Resonanzsignale liefert (Abbildung 54). Aus dieser
Beobachtung wurde gefolgert, dass es in der Peptidlésung zu Aggregationserscheinungen

kommen muss - entweder intermolekular oder zwischen Peptid und Geta3wand.

[RU] 35 7
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Abbildung 54: Sensogramme des Peptids (5) c¢(FLHtRL) nach verschiedenen Zeitpunkten
des Losens in HBS-P-Puffer (pH 7,4)
= frisch gelOst; == nach 1 h; == nach 3 h
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Um diesen Effekt zu eliminieren, werden Konzentrationsreihen der Peptide in einem Bereich
von 50-3000 uM vor der SPR-Messung in hochreinem Wasser angesetzt und anschlieSend in
den Biacore”-VorlagegefiBen lyophilisiert. Erst unmittelbar vor der Injektion werden die lyo-
philisierten Proben durch das Biacore®-Gerit direkt in den VorlagegefiBen in HBS-P-Puffer
gel6st, gemischt und injiziert.

Die Messungen der ecinzelnen Peptidlosungen der Konzentrationsrethen erfolgen bei einer
Flussrate von 25 ul./min. Dabei verlaufen sie nach folgendem Cyclus. Die Peptide werden
wihrend finf Minuten injiziert und 19 Minuten nach Ende der Injektion wird die Sensorober-
fliche zweimal drei Minuten mit 10 mM Glycin (pH 2,5) regeneriert. Hat die Sensoroberfliche
danach noch nicht das Basislinienniveau erreicht, wird nochmals Regenerationspuffer injiziert.
Abbildung 55 zeigt als Kurvenschar die erhaltenen Sensogramme der Konzentrationsreihe des

Peptids (19) ¢(SETTIL).

[RU] 250 -
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Abbildung 55: Sensogramme der Konzentrationsreihe des Peptids (19) ¢(SETTIL)
= 50 pM; == 100 pM; == 200 pM; == 300 uM; == 400 pM; == 500 uM
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4.5.4 Datenanalyse

Die Datenanalyse der erhaltenen Kurvenscharen der Konzentrationsreihe erfolgt tiber lineare

241 da die Kurvenanpassung tber das BIAevalua-

Regression der Geraden des Scatchard-Plzs
tion3.2-Programm keine befriedigenden Ergebnisse liefert und die angepassten Bindungskur-
ven auch mit Massentransferkorrekturen zum Teil gro3e Abweichungen von den experimen-
tellen Daten zeigen. Die Datenanalyse Gber Scatchard-Pl#s wird auch durch die Analyse der
randomisierten Peptide (41)-(43) gestiitzt (Kapitel 4.5.5).

Unter Annahme einer einfachen 1:1-Wechselwirkung zwischen Peptid B und Antikérper A

gilt fur deren Interaktion im Gleichgewicht

_ [AB]
° [AlB]

©)
Da die Konzentration des Komplexes [AB] gleich der Konzentration an gebundenem Ligand
[Blo ist, folgt aus obiger Gleichung unter Annahme konstanter Konzentration [B] durch un-

endlich schnellen Austausch mit der dartberflieBenden Losung von B und mit [Alior Gesamt-

bindungsstellen

Bl, = (Al - [B1,) ©

D

Unter der Voraussetzung, dass die Konzentration adsorbierter Liganden mit dem Sensorsignal

R linear korreliert ([AB] = R)"" und konstanter Konzentration [B] = fo, folgt aus Gleichung

(3) tur das Gleichgewicht der beiden Bindungspartner

— _‘max _ REQ . (4)

Zur Darstellung des Scatchard-Plots werden der Quotient aus dem Resonanzsignal im Gleich-
gewicht (Req) und der Ausgangskonzentration des Peptids (fo) gegen das Resonanzsignal im
Gleichgewicht (Req) aufgetragen (Abbildung 56). Nach Gleichung (4) gibt die Steigung der an-
gepassten Regressionsgeraden den negativen Kehrwert der Gleichgewichtsdissoziations-

konstanten Kp.
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Abbildung 56: Scatchard-Plot der Konzentrationsreihe von c(SETTIL) 50-500 pM
die schwarze Linie zeigt die Regressionsgerade, y: Geradengleichung;
R2: Korrelationskoeffizient; Kp: Gleichgewichtsdissoziationskonstante

Im folgenden Kapitel werden die einzelnen Peptidreihen im Vergleich zu ihren linearen Aus-
gangspeptiden diskutiert. In der Regel wird zur Analyse der SPR-Daten die lineare Regression
der Geraden des Scatchard-Plhzs fir die niedrigen Konzentrationsbereiche bis 500 uM oder
1000 uM durchgefihrt, da die Daten fiir héhere Konzentrationen oft kein lineares Verhalten
mehr zeigen. Nur bei linearem Verhalten erfolgt die Analyse tber den gesamten Konzentrati-
onsbereich. Diese Abweichung von der Linearitit stehen im Einklang mit den in Kapitel 2.4.2
beschriebenen empirischen Beobachtungen, dass einfach exponentielle Bindungsprozesse vor
allem im unteren Konzentrationsbereich des mobilen Bindungspartners erhalten werden.!"”"
Danach ist die Beschrinkung der Datenanalyse auf solche Bindungsereignisse, die eine einfa-
che 1:1-Kinetik pseudo-erster Ordnung zeigen, zulissig, da diese Datensitze die meisten In-

formationen uber die am besten zuginglichen Bindungsstellen enthalten, die als beste Vertre-

ter fur die Affinitit in Losung angesehen werden kénnen.

4.5.5 SPR-Analyse der Glykomimetika-Ausgangssequenzen

Als Referenzen fur die Peptide der Peptidbibliothek dienen die linearen Ausgangssequenzen
der uber Phage-Display gefundenen Glykomimetika (Peptide (38)-(40)). Die randomisierten
Peptide (41)-(43) dienen als Negativkontrollen und sollten im SPR-Experiment keine Bindung

zeigen.
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Abbildung 57: Vergleich der Kp-Werte der linearen Ausgangssequenzen

Abbildung 57 zeigt den Vergleich der tiber Scatchard-Plts erhaltenen K,-Werte der linearen
Peptide H-FLHTRLFV-OH (38), H-TFKLSETTLEYY-OH (39), H-TFQLSTRTLPFS-OH
(40). Die Peptide (44) und (45) sind die C-terminal um drei Aminosiurereste verkiirzten Aus-
gangssequenzen: H-TFKLSETTL-OH (44) und H-TFQLSTRTL-OH (45).

Die K-Werte der Ausgangssequenzen (38)-(40) liegen mit Werten von 417-791 uM in einem
Bereich, der auch fir Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen typisch ist. Die K,-Werte der
verkiirzten Peptide (44) und (45) zeigen hingegen eine geringere Affinitit im Vergleich zu
ithren lingeren Ausgangspeptiden. Hier zeigt vor allem das Peptid (45) eine deutliche Abwei-
chung mit einem Ky-Wert von 2652 uM vom K-Wert des Peptids (40) mit 417 uM. Diese
deutlich geringere Affinitit deutet auf eine wichtige Rolle der Wechselwirkung der C-termina-
len Aminosdurereste mit dem L2-412-Antikorper hin. Somit sollte fir die Cyclopeptide der
Peptidreihe 8 mit der Sequenz RTLPES eine héhere Affinitat als fir die cyclischen Peptide der
Peptidrethen 6 und 7 der Ausgangssequenz TFQLSTRTLPES erwartet werden. Der nur ge-
ringfiigio erhéhte Ki,-Wert des Peptids (44) zeigt dagegen, dass dieses Peptid schon einen Se-
quenzbereich abdeckt, der fiir die Bindung des Ausgangspeptids an den Antikérper wichtig ist.
Somit kann fur die ersten beiden Peptidreihen der Sequenz TFKLSETTLEYY eine erhéhte
Bindungskonstante erwartet werden.

Die SPR-Messungen der randomisierten Peptide (41)-(43) fiihren ebenfalls zu Bindungskur-
ven, jedoch zeigen die Scatchard-Plh#s dieser Peptide eine positive Steigung der Geraden (Ab-
bildung 58). Nach Gleichung (4) folgt somit fiir die K,-Werte ein negativer Wert, was jedoch

physikalisch keinen Sinn macht. Somit stellen die randomisierten Peptide Negativkontrollen
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der Ausgangssequenzen dar und die erhalten Bindungskurven der randomisierten Peptide sind

nicht auf spezifische Interaktionen mit dem Antikérper zurtickzuftihren.

Reg/fo -
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0,02
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Req
Abbildung 58: Scatchard- Plot der Konzentrationsreihe von H-TSFTPLRFTSQL-OH 100-1000 pM

Interessanterweise wird den randomisierten Peptiden durch die Kurvenanpassung des BIA-
evaluation-Programms ein positiver K,-Wert zugeordnet, was nicht im Einklang mit den er-
haltenen Scatchard-P/zs steht. Daher wird die Strategie, die erhaltenen Daten nicht tiber das
Fittingprogramm zu analysieren sondern durch lineare Regression der Scatchard-Plss, durch
die Resultate der Analyse der randomisierten Peptidsequenzen untermauert.

Ein moglicher Grund fur die trotzdem erhaltenen Bindungskurven kann in der unterschied-
lichen Oberflichenbeschaffenheit der Mess- und der Referenzzelle liegen. Da es wihrend der
SPR-Messung zur Interaktion der Peptidlésung mit beiden Matrixoberflichen kommt und
diese Wechselwirkung aber aufgrund der unterschiedlichen Beladung der Mess- und der Refe-
renzzelle verschieden sind, fuhrt die Subtraktion der Kurven nicht zu einer Nulllinie. Die er-
haltenen Kurven resultieren eher aus einem Bu/k-Effekt der Peptidlésung als aus einer echten

Bindung.

4.5.6 SPR-Analyse der TFKLSETTLEYY-Reihe

Zur Analyse der TFKLSETTLEYY-Ausgangssequenz stehen die Peptide (12)-(25), (39), (44)
sowie das randomisierte lineare Peptid (42) zur Verfiigung. Die Peptide H-TFKLSETTLEYY-
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OH (39) und c(TTIEYY) (25) werden im Gegensatz zu den anderen Peptiden fir die Messung
in 1%igem DMSO in HBS-P-Puffer gelost, da sie nicht in rein wissrigen Puffern 16slich sind.
Die in Abbildung 59 gegeniibergestellten K,-Werte der Peptide zeigen deutliche Unterschiede
in ihren Affinititen gegentber dem Ak 1.2-412 auf. Hier besitzen vor allem in den Peptidrei-
hen 4 und 5 einige Peptide deutlich geringere K,-Werte als das Referenzpeptid (39). Hingegen
haben die Peptide der Reihe 3 K,-Werte, die im Bereich des K,-Werts des linearen Ausgangs-
peptids oder deutlich dariiber liegen. Somit ist der N-terminalen Sequenz TFKLSE des Pep-
tids (39), nur ein geringer Beitrag zur Wechselwirkung mit dem Antikérper zuzuschreiben.
Diese Interaktion wird, nach den K-Werten der Peptidreihen 4 und 5 zu urteilen, vor allem
auf die mittleren und C-terminalen Bereiche der Ausgangssequenz zurtickzufithren sein. Hier
zeigen schon die linearen Hexapeptide H-SETTLL-OH (17) und H-TTLEYY-OH (22) eine
deutlich stirkere Interaktion mit dem Antikorper als das Ausgangspeptid (39). Was darauf zu-
ruckzuftihren sein konnte, dass es zwischen dem N-terminalen Bereich von Peptid (39) und
dem Antikérper zur AbstoBung kommt, die in den beiden linearen Peptiden (17) und (22)
nicht erfolgen kann.

Die Cyclopeptide der Reihe 5 zeigen zwar auch héhere Affinititen als das Ausgangspeptid, je-
doch fihrt hier die Cyclisierung nicht zu einem weiteren Abfall der K-Werte im Vergleich
zum linearen Hexapeptid (22). Somit konnte durch die Cyclisierung dieser Peptide keine affi-
nere Struktur modelliert werden. Jedoch handelt es sich bei Peptid ¢(TtLEYY) (24) um eine
klare mismatched-Struktur, bei der die Cyclisierung zu einem starken Abfall der Gleichgewichts-
konstanten gefithrt hat.

Der Ubergang zu den Cyclopeptiden unter Einbau je einer D-Aminosiure der Peptidreihe 4
tithrt bei den Peptiden (18), (19) und (21) zu einer weiteren Abnahme der Dissoziationsgleich-
gewichtskonstanten und somit hoheren Affinitit der Peptid-Antikérper-Interaktion. Mit ei-
nem K,-Wert von 67 uM stellt das Peptid ¢(SETTIL) (19) dabei die affinste Verbindung aller
Peptide in Abbildung 59 dar. Es handelt sich dabei um den matched-Fall, bei dem die Cyclisie-
rung zu einem deutlichen Affinititsgewinn fihrt. Dagegen stellt das Peptid (20) den wismat-
ched-Fall dieser Peptidreihe dar, da hier der K,-Wert ca. achtmal hoher liegt als der des line-
aren Hexapeptids (17). Dass bei den gezeigten Peptiden der Peptidreihe 4 besonders hohe Af-
finititen zu beobachten sind, begriindet auch die relativ hohe Affinitit des verkiirzten linearen
Peptids (44) (Abbildung 57), das im Gegensatz zum anderen verkiirzten Peptid (45) deutlich

affiner ist.
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Abbildung 59: Vergleich der Kp-Werte der Peptide (12)-(25) mit det TFKLSETTLEYY-
Ausgangssequenz
= Ausgangspeptid; == Peptidreihe 3; == Peptidreihe 4; == Peptidreihe 5;
gepunktete Linie: Kp(H-TFKLSETTLEYY-OH) = 791 uM

Ein Vergleich der K,-Werte der Peptide ¢(SETtLL) (18) und c(sETTLL) (21) sowie der Pepti-
de c(tFKLSE) (13) und c(TFKISE) (16) zeigt, dass die in Kapitel 4.2 gemachte Annahme, den
D-Aminosiure-Scan eines Cyclohexapeptids auf die Synthese von drei Cyclopeptiden zu be-
schrinken, eine zuldssige Vereinfachung ist. Zwar zeigen diese Peptide keine identischen Affi-
nititen, was auch nicht angenommen wurde, da ihre Strukturen lediglich dhnlich sind, jedoch

liegen die Ky-Werte der Peptidpaare in der gleichen Gréenordnung.

4.5.7 SPR-Analyse der TFQLSTRTLPFS-Reihe

Bei den SPR-Studien des Ausgangspeptids H-TFQLSTRTLPFS-OH (40) wurden die Peptide
(26)-(37) sowie das verkiirzte Peptid (45) untersucht. In Abbildung 60 sind die ermittelten K-
Werte der einzelnen Peptide gegeneinander aufgetragen.

Auffillig sind hier die geringen Wechselwirkungen der Peptide der Reihe 7 mit dem Antikor-
pet. Sie zeigen alle deutlich geringere Affinititen als die Ausgangssequenz (40), wodurch sich
auch die schlechte Affinitit des verkiirzten linearen Peptids (45) erkliren ldsst (Abbildung 57).
Die Peptide der Peptidreihe 6 zeigen zwar im Vergleich zur Reihe 7 niedrigere K,-Werte,
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diese sind aber bis auf Peptid (27) hoher als der Referenzwert des Peptids (40). Das Peptid
c(sSTTFQL) (27) zeigt mit der deutlich gestiegenen Affinitit, dass es eine glnstigere Struktur

fir die Wechselwirkung mit dem AntikGrper prisentiert.
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Abbildung 60: Vergleich der Kp-Werte der Peptide (26)-(37) mit det TFQLSTRTLPFS-Aus-
gangssequenz
= Ausgangspeptid; == Peptidreihe 6; == Peptidreihe 7; == Peptidreihe 8;
gepunktete Linie: Kp(H-TFQLSTRTLPEFS-OH) = 417 uM

Die hochsten Affinititen zeigen hier aber die Cyclopeptide (35) und (36) der Peptidreihe 8.
Dass die C-terminale Peptidsequenz RTLPES einen entscheidenden Einfluss auf die Wechsel-
wirkung der Ausgangssequenz mit dem Antikérper hat, wurde schon bei der Analyse der ver-
kiirzten Peptidsequenz (45) gemutmal3t. Die Peptide ¢(RTLPES) (35) und c(RtLPES) (36) un-
terstreichen diese Annahme. Das Peptid (35) stellt hier insgesamt das affinste Peptid dar und
liegt mit einem Kj-Wert von 73 uM im gleichen Bereich wie das Peptid ¢(SETTIL) (19) mit ei-
nem Kj-Wert von 67 uM. Es stellt bei diesen Peptiden den matched-Fall dar und prisentiert
wie Peptid (19) dem Ak L.2-412 eine hochaffine Struktur.

Die linearen Hexapeptide (30) und (34) zeigen sehr starke Abweichungen zu den anderen Pep-
tiden in Abbildung 60. Es kénnen jedoch nur Vermutungen angestellt werden, warum gerade

die linearen Peptide der beiden Peptidreihen 7 und 8 so niedrige Affinititen gegentiber dem
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Antikorper zeigen. Allein durch die Sequenz kénnen diese hohen K-Werte nicht verursacht
sein, da sonst die Cyclopeptide (35)-(37) ebenfalls deutlich geringere Interaktionen mit dem
Antikorper zeigen sollten. Somit liegt der Verdacht nahe, dass diese Wechselwirkungen even-
tuell durch den N-Terminus der beiden linearen Peptide verursacht wird. Dieser konnte viel-
leicht von einer fiir die Bindung wichtigen Seitenkettengruppe abgestof3en werden. Jedoch er-
klirt dies nicht, warum die linearen Hexapeptide (17), (22) sowie (26) deutlich geringere K-
Werte besitzen.

Betrachtet man die Werte der Peptide aus Abbildung 60 insgesamt, scheint die Bindung der
Ausgangssequenz (40), lediglich auf die Wechselwirkung der N- sowie C-terminalen Sequen-
zen zuriickzufiihren sein, wihrend die mittlere Teilsequenz keinen entscheidenden Beitrag lei-
stet und nicht in die Interaktion involviert scheint. Diese kénnte somit der Bindungstasche des

Antikoérpers abgewandt sein und lediglich als Verkniipfungsglied er beiden Termini dienen.

4.5.8 SPR-Analyse der FLHTRLFV-Reihe

Fir die Untersuchung der FLHTRLFV-Ausgangssequenz stehen fur die SPR-Messungen die
Peptide (1)-(11), sowie (38) zur Verfugung. Dabei zeigen vor allem die Peptide (2)-(7) im ho-
heren Konzentrationsbereich der Scatchard-Plts starke Abweichungen von der Linearitit.
Hier folgt einem linearen Bereich mit stirker abfallender Steigung bis zu einer Konzentration
von ca. 500 uM ein linearer Bereich mit geringer negativer Steigung. Insgesamt zeigen die Pep-
tide der Reihe 1 im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Peptiden keine oder nur minimale
Dissoziationskurven. Thre Resonanzkurven ahneln eher Rechtecksignalen mit einem soforti-
gen Signalanstieg bei Injektionsbeginn und direktem Signalabfall auf Basislinienniveau nach
Injektionsende.

Die K,-Werte der zwei in Abbildung 61 dargestellten Peptidreihen zeigen voneinander abwei-
chende Affinititsbereiche. Insgesamt liegen die K,-Werte der Peptidreihe 2 deutlich héher als
die der Peptidreihe 1, so besitzen sie mit Werten zwischen 1278 uM und 3475 uM eine stark
verringerte Affinitit im Vergleich zum Ausgangspeptid (38) mit einem K,-Wert von 566 uM.
Die Peptide der Peptidreihe 1 liegen hingegen zum Teil im Bereich des Ausgangspeptids (38),
Peptid (2) sogar darunter. Dieses Peptid stellt mit einem Ky-Wert von 346 uM den niedrigsten
Wert der beiden Peptidreihen dar. Im Vergleich zu den Peptiden in Abbildung 59 und Abbil-

dung 60 liegt dieser Wert jedoch nur im mittleren Bereich der affineren Peptide.
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Abbildung 61: Vetrgleich der Kp-Werte der Peptide (1)-(11) mit der FLHTRLFV-Ausgangs-
sequenz
= Ausgangspeptid; == Peptidreihe 1; == Peptidreihe 2;
gepunktete Linie: Kp(H-FLHTRLFV-OH) = 566 uM

Von Interesse ist bei den gezeigten K-Werten wieder die Affinitit der linearen Hexapeptide.
Wiahrend das Peptid (8) einen sehr hohen K,-Wert hat, ist die Bestimmung des K,-Wertes
von Peptid (1) nicht moglich, da der Scatchard-P/z eine ansteigene Gerade zeigt. Somit stehen
die Affinititen dieser beiden linearen Peptide im Einklang mit den oben beschriebenen Pep-
tiden (30) und (34). Warum gerade die linearen Peptide in den SPR-Experimenten so geringe

Affinititen zeigen, kann abschlieBend nicht geklirt werden.

4.6 Inverse SPR-Experimente

Zur weiteren Untersuchung der Antikérper-Peptid-Wechselwirkungen sollen inverse SPR-Ex-
perimente beitragen, bei denen die Interaktionsstudien in umgekehrter Richtung durchgefiihrt
werden. Dazu ist es nétig, ein affines Peptid auf der Sensoroberfliche zu immobilisieren, um

dann die Bindung des L.2-412-Antikérpers an dieses Peptid zu untersuchen.
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4.6.1 Alanin-Scan des Peptids c(SETTIL)

Zur Wahl eines geeigneten Cyclopeptids fir die Immobilisierung stehen die hochaffinen Pep-
tide c(SETTIL) (19) und c¢(RTLPES) (35). Es wurde das Peptid (19) ausgewahlt, da es neben
dem niedrigen K,-Wert auch zur Peptidreihe 4 gehort, die insgesamt sehr affine Peptide her-
vorgebracht hat. Um das Peptid auf der Sensoroberfliche kovalent zu fixieren, muss es tiber
einen geeigneten Linker verfligen, iiber den es an die Matrix gebunden wird.

Der Linker muss dabei an einer Stelle des Peptids angebracht werden, die fir die Antikérper-
Peptid-Interaktion nicht von entscheidender Wichtigkeit ist. Zur Ermittlung dieser Bindungs-
stelle wird in einem Alanin-Scan das Peptid (19) durch Austausch je einer Aminosdure gegen
eine Alanineinheit in sechs verschiedene Peptide umgewandelt. Durch den Austausch wird da-
bei die spezifische Wechselwirkung einzelner Aminosaurereste mit dem Antikérper unterbun-
den, und es kénnen Regionen des Peptids identifiziert werden, die nicht oder nur minimal an
der Wechselwirkung zwischen Peptid und Antikorper teilhaben. Dies Stellen kénnen dann ge-
gen geeignete Aminosidurereste ausgewechselt werden, an die ein Linker gekniipft werden

kann.

Tabelle 6: Dargestellte Peptide fiir den Alanin-Scan von c(SETTIL)

Ausbeute

Nr. Peptid mg %

46 cGSETTIA) 10 17
47 c(ETTILA) 9 14

48 C(TTILSA) 13 22
49 Cc(TILSEA) 12 20

50 c(LSETA) 8 13
51 cOSETTal) 15 25

In Tabelle 6 werden die fir den Alanin-Sean synthetisierten Cyclopeptide aufgefiihrt. Die Syn-
these erfolgt analog zur Darstellung der anderen Cyclopeptide tiber den Aufbau der linearen
Votlduferpeptide durch Fmoc/#r~-Butyl-Taktik am siurelabilen 2-Chlortrityl-Harz. Anschlie-
Bende Spaltung der geschiitzten Peptide und HATU/HOAt-vermittelte Cyclisierung in L6-

sung mittels Zweikanal-Spritzenpumpe fiihrt zu den Zielpeptiden.
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Die SPR-Bindungsstudien werden analog zu den obigen SPR-Experimenten durchgefithrt. Bei
einem Fluss von 25 pL./min wird das Peptid fir finf Minuten iiber die Sensoroberfliche gelei-
tet, die nach einer Dissoziationsphase mit Glycin-Puffer (pH 2,5) regeneriert wird. Die erhal-
tenen Daten werden tber lineare Regression des Scatchard-Plof analysiert. In Abbildung 62

sind die K,-Werte der einzelnen Peptide des Alanin-Scans aufgefiihrt.
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Abbildung 62: Vergleich der Kp-Werte der Peptide des Alanin-Scans von Peptid (19)
c(SETTIL)
gestrichelte Linie: Kp(c(SETTIL)) = 67 pM;
gepunktete Linie: Kp(H-TFQLSTRTLPFS-OH) = 417 uM

Bei der Auswertung der Daten des Alanin-Scans ist darauf zu achten, dass bei affinen Cyclo-
peptiden Aminosédurereste gegen Alaninreste ausgetauscht wurden, die fiir die Interaktion zwi-
schen Peptid und Ak L.2-412 weniger wichtig sind. Bei Peptiden, die dann keine oder nur ge-
ringe Affinititen zeigen, sind hingegen Aminosaurereste ausgetauscht worden, die essentiell
fir die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung sind.

Die in Abbildung 62 aufgetithrten K,-Werte der Peptide des Alanin-Scans zeigen drei Berei-
che. Die Peptide (48) und (49) zeigen keine Wechselwirkung mit dem Antikorper (ansteigende
Gerade im Scatchard-Plof), wihrend die Cyclopeptide (50) und (51) schwache Affinititen auf-
weisen. Dagegen besitzen die cyclischen Peptide (46) und (47) noch eine Affinitit, die zwar ge-
ringer ist als die des urspriinglichen Peptids ¢(SETTIL) (19) aber deutlich iiber der des Aus-
gangspeptids (40) liegt. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass der Glutamat-
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rest, beide Threonineinheiten sowie der D-Leucinrest fir die Interaktion zwischen den Bin-
dungspartnern sehr wichtige Gruppen darstellen. Die Sequenz ETTI sollte somit unverindert
bleiben. Die Seitenkettengruppen von L-Leucin und Serin spielen offenbar eine weniger wich-
tige Rolle. IThr Austausch fithrt nur zu einem geringen Verlust der Affinitit, wobei das Peptid
(46), bei dem der L-Leucinrest ausgewechselt wurde, insgesamt den niedrigsten Ky-Wert be-
sitzt. Somit sollte der Austausch des L-Leucin- bzw. Serinrestes von Peptid (19) gegen eine

Linkereinheit die Bindung des Peptids an den Antikérper am wenigsten negativ beeinflussen.

4.6.2 Synthese des Linker-verkniipften Peptids

Zur Synthese des Linker-verkniipften Cyclopeptids muss zuvor eine Aminosaure synthetisiert
werden, die Uber ihre Seitenkettengruppe mit einem geeigneten Linker verknupft ist. Diese

wird dann wihrend des Aufbaus der linearen Peptidsequenz direkt in das Peptid eingebaut.

O
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Fmoc-Lys(Boc)-OH —— Fmoc-Lys-OHl NEt,/DMF

Abbildung 63: Syntheseschema von Fmoc-Lysin(Linker)-OH
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Als Ausgangsaminosiure dient dabei Fmoc-Lys(Boc)-OH, das tber die zuvor entschiitzte e-
Aminogruppe der Seitenkette mit dem Linkermolekiil verkniipft wird. Das Syntheseschema
der Linker-verknupften Aminoséure ist in Abbildung 63 dargestellt.

Als Linker kommt das hydrophile N-8-Amino-3,6-dioxaoctanyl-bernsteinsdureamid zum Ein-
satz. Dieses wird in Boc-geschiitzter Form (lll) tber die Umsetzung von 1,8-Diamino-3,6-oc-
tan (I) mit Di-zer+-butyldicarbonat und anschlieBender Acylierung mit Bernsteinsaureanhydrid
zuganglich. Um ungewtiinschte Nebenreaktionen zu umgehen, wird Verbindung (lll) in einer
separaten Synthesestufe NHS-aktiviert. Der NHS-Aktivester (IV) fithrt durch Kupplung an die
e-Aminogruppe von Fmoc-Lysin zum Boc-geschiitzten Linker-Aminosdurebaustein (V).

Zur Durchfihrung der inversen SPR-Studien wird das Peptid (46) c(SETTIA) des Alanin-Scans
als Grundmotiv fur das Linker-substituierte Cyclopeptid gewihlt. Dieses Peptid wird zum ei-
nen wegen der etwas héheren Affinitit und zum anderen wegen des grofleren Abstandes der
Alanineinheit zu den fir die Bindung an den Antikorper essentiellen Glutamat- und Threonin-
resten dem Peptid (47) c(AETTIL) vorgezogen.

Die Synthese des Linker-verkniipften Zielpeptids c(K(Linker)SETTI) (52) erfolgt am 2-Chlor-

trityl-Harz mit C-terminalem D-Leucin analog zu den anderen Cyclopeptiden.

911.2
1007 [M+Na]*
907

80 927.2

707 [M+K]"
60
50
40+
30 [M+H]"
201 8d9.0

10
L AJA M.

l ‘ ‘ ‘ ‘
800 800 1100 1400 1700 2000
Mass (m/z)

% Intensity

Abbildung 64: MALDI-ToF-Massenspektrum von c(K(Linker)SETTI) (52)

4.6.3 SPR-Experimente mit immobilisiertem Peptid

Zur Durchfithrung der inversen SPR-Experimente wird das Peptid c(K(Linker)SETTI) (52)
auf einem CM5-Chip immobilisiert. Die Immobilisierung erfolgt in Wasser bzw. 5 mM Male-
at-Puffer (pH 6,5), der zuvor beim pH-Scouting als geeigneter Immobilisierungspuffer ermittelt

wurde. Nach der NHS/EDC-Aktivierung der Dextran-Matrix wird das Peptid (52) in drei ver-
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schiedenen Konzentrationen tber die Sensoroberfliche geleitet (Abbildung 65), da die op-
timale Konzentration des Peptids zur Immobilisierung im pH-Sconting wegen des starken Bulk-
Effekts der Puffer schlecht abzuschitzen ist. Nach dem abschlieBenden Ethanolamin-Capping

wird ein Immobilisierungsniveau von 280 RU erhalten.
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Abbildung 65: Immobilisierung des Peptids c(K(Linker)SETTI) (52) auf einem CM5-Chip
(Immobilisierungsniveau: 280 RU)
A: EDC/NHS-Aktivierung; B: Immobilisierung c(K(Linker)SETTI); B; 7 min
225 uM (52) in Wasset; B, 10 min 3 mM (52) in 2,5 mM Maleat pH 6,5; B3: 10 min
2,8 mM (52) in 2,5 mM Maleat pH 6,5; C: Ethanolamin-Capping

Die Bindungsstudien des L.2-412-Antikorpers an das immobilisierte Cyclopeptid wurden in
HBS-P-Puffer durchgefithrt. Es wurden verschiedene in HBS-P-Puffer geloste Konzentrati-
onen des Antikorpers (8 ug/mL bis 70 pg/ml) getestet, wobei von keinem Konzentrations-
bereich Bindungssignale erhalten wurden. Da fiir weitere Versuche nicht mehr geniigend Anti-
korper zur Verfiigung stand, konnten weder héhere Konzentrationen des Antikorpers noch
andere Bindungspuffer getestet werden. Zudem konnte die Immobilisierung des Cyclopeptids
Probleme bereitet haben, da die Basisline der Cyclopeptid-immobilisierten Sensoroberfliche
stark abfallend verlief. Des Weiteren ist es moglich, dass der Linker des Peptids zu Bindungs-
problemen gefithrt hat, da dieser eventuell durch seine Position die Wechselwirkung mit dem
Antikoérper hitte unterbinden kénnen. Andererseits konnte seine Linge der limitierende Fak-

tor sein, falls das Peptid nicht in die Bindungsregion des Antikorpers vordringen kann.
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4.7 Neuritenwachstumsexperimente

Wie in Kapitel 2.1.4 beschrieben, wird das Wachstum motorischer Neuriten in Anwesenheit
L2/HNK-1-tragender Substrate ethoht, wihrend das Wachstum sensorischer Neuriten davon
unbeeinflusst bleibt.”"™ Die gleichen Effekte zeigen, die in Kapitel 4.1 beschriebenen, Wachs-
tumsexperimente von Motoneuriten in Gegenwart glykomimetischer Peptide.””

Um die biologische Aktivitit der fur diese Arbeit synthetisierten Peptide zu ermitteln und zum
Untermauern der Ergebnisse der SPR-Studien, wird eine Auswahl von Peptiden in Wachs-

tumsexperimenten von Motoneuronen untersucht. Diese Versuche werden freundlicherweise

von Frau Dr. G. Loers'* durchgefiihrt.

4.7.1 Neuritenwachstumsexperimente mit motorischen Miuseneuronen

Zur Untersuchung des Neuritenwachstums werden zunichst motorische Neuronen des
Riickenmarks von Miuseembryonen isoliert und diese mit den entsprechenden Substraten
24 h inkubiert. Zum besseren Anhaften der Zellen auf den Boden der Zellkulturgefille wer-
den diese zuvor mit Poly-L-Ornithin (PLO) beschichtet und anschlieend die Substrate (Pepti-
de bzw. Laminin) zugesetzt. Den Wachstumsexperimenten dienen PLO bzw. Kollagen als Ne-

t,*? als Positivkontrolle.

gativkontrolle und Laminin, das das Neuritenwachstum forder
In den Zelltests werden neben den Ausgangspeptiden (38)-(40), jeweils die affinsten Peptide
der Peptidreihen 1 und 3-8 sowie weniger affine Peptide der Reihen 4 und 5 untersucht. Dabei
sollen die letztere zeigen, ob sich die tiber SPR-Experimente bestimmten Affinititen in den

Wachstumstests widerspiegeln. Zudem dienen die randomisierten linearen Peptide (41)-(43)

als Negativkontrollen und sollten zu keiner Beeinflussung des Wachstums fiihren.

14 Zentrum fir molekulare Neurobiologie, Institut fiir Biosynthese neuraler Strukturen, Universitit Hamburg, Arbeitsgruppe Prof. M.
Schachner
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4.7.2 Peptide der TFKLSETTLEYY-Reihe

Erste konzentrationsabhingige Wachstumsexperimente von Miuseneuronen mit dem laut
SPR-Studien affinsten Peptid ¢(SETTIL) (19) (Tabelle 7) haben gezeigt, dass das Peptid bei
einer Substratmenge von 100 pg/ml (155 uM) das Wachstum der Neuriten mit einem Faktor
von 1,72 bezogen auf die Negativkontrollen (PLO, Kollagen) maximal stimuliert. Das Peptid
c(TELST]I) stellt die randomisierte Sequenz von Peptid (19) dar und zeigt als Negativkontrolle

wie PLO und Kollagen ebenfalls keinen Einfluss auf das Wachstum der Neuriten.

Tabelle 7: Neuritenwachstum in Abhingigkeit der Substratmenge von Peptid (19)

Substrat Neuritenldnge [pm]
PLO 96,8 +/- 15,1
Kollagen 99,1 +/-19,9
Laminin 2194 +/-228
¢SETTIL) 1 pg/mL 984 +/-139
c¢(SETTIL) 10 pg/mL 1333 +/- 18,0
c¢(SETTIL) 50 pg/mL 163,1 +/-19,9
¢(SETTIL) 100 ug/mL 167,0 +/- 20,2
c(TELSTI) 100 pg/mL 98,8 +/-12,0

Aufgrund dieser FErgebnisse werden die weiteren Wachstumsstudien mit einer Peptidkonzen-
tration von 100 pug/mL dutrchgefiihrt. Allerdings wird hierdurch ein direkter Vergleich von
Peptiden mit sehr unterschiedlicher Masse erschwert, da nicht bei gleichen Konzentrationen
gearbeitet wurde. In Abbildung 66 sind die Ergebnisse der Zelltests der von der Ausgangs-
sequenz (39) abgeleiteten Peptide dargestellt. Die Werte beziehen sich auf die prozentuale Ab-

weichung von der PLO-Negativkontrolle.
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Abbildung 66: Stimulation des Neuritenwachstums motorischer Mauseneuronen unter Zusatz
der vom Ausgangspeptid (39) abgeleiteten Peptide nach 24 h Inkubation
(100 pg/mL Peptid, 20 pg/mL Laminin), prozentuale Abweichung bezogen auf PLO
(100 %), die gepunktete Linie reprisentiert den %-Wert des Ausgangspeptids (39)
Ergenisse von Frau Dr. G. Loers'* zur Verfiigung gestellt

In Analogie zu den SPR-Daten (Kapitel 4.5.7, Abbildung 59) besitzt das Peptid c¢(SETTIL)
(19) (Kp = 67 uM) auch in den Wachstumsexperimenten der Miuseneuronen mit einem Fak-
tor von 1,72 bezogen auf die PLO-Negativkontrolle den eindeutig hochsten stimulatorischen
Faktor der in Abbildung 66 dargestellten Peptide. Nur die Positivkontrolle Laminin liegt mit
einem Faktor von 2,07 tber dem Wert von Peptid (19). Auffillig ist bei den dargestellten
Daten vor allem der hohe stimulatorische Faktor von 1,51 des linearen Ausgangspeptids (39),
da der im Vergleich zu den anderen getesteten Peptiden hohe K,-Wert (791 uM) dieses Pep-
tids eine geringere Wachstumsbeeinflussung vermuten lief3.

Der Vergleich der Werte in obiger Abbildung der Peptidrethe 4 (Peptide (17)-(20)) mit den
SPR-Daten zeigt, dass diese nicht immer direkt miteinander tibereinstimmen. Zwar ist, wie zu
erwarten, Peptid (19) mit dem kleinsten K,-Wert das stimulatorisch aktivste und Peptid (20),

das laut SPR-Daten eine mizsmatched-Struktur prisentiert, das inaktivste, jedoch liegen die Fak-
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toren der beiden anderen Peptide nur auf dem Niveau von Peptid (42) mit der randomisierten
Peptidsequenz. Hier wire vor allem fiir Peptid (18) mit einem K,-Wert von 95 uM eine stir-
kere Stimulation zu erwarten gewesen.

In Peptidreihe 5 (Peptide (22)-(25)) liegt ebenfalls die Stimulation des Neuritenwachstums von
Peptid (24), einer mismatched-Struktur laut SPR-Analyse, mit nur 5 % erwartungsgemal3 auf
dem Niveau von PLO. Die Peptide (22) (K = 102 uM) und (25) (K, = 220 pM) zeigen mit
einem Faktor von ca. 1,30 die beste Wachstumsstimulierung dieser Reihe. Auffillig ist hier der
relativ hohe Wert von Peptid c(TTIEYY) (25), das jedoch mit Peptid c(SETTIL) (19) die Teil-
sequenz TTI teilt. Diese Teilsequenz ist laut Alanin-Scan (Kapitel 4.6.1) wichtig fir die Affini-
tit von Peptid ¢(SETTIL) (19) und veranschaulicht im Wachstumsexperiment die Bedeutung
dieses Strukturmotivs fur die glykomimetische Eigenschaft der beiden Peptide. Peptid
c(tTLEYY) (23), das mit 226 uM einen dhnlichen K,-Wert besitzt wie Peptid (25), zeigt eine
nur sehr geringe Stimulation, enthalt aber auch nicht die TTIl-Sequenz der beiden zuvor be-

schriebene Peptide.

4.7.3 Peptide der TFQLSTRTLPFS- und FLHTRLFV-Reihe

Die Ergebnisse der Neuritenwachstumsexperimente der von den Ausgangspeptiden (40) und
(38) abgeleiteten Peptide sind in Abbildung 67 dargestellt. Beide Ausgangspeptide besitzen sti-
mulatorische Einflisse (Faktor(40) = 1,44; Faktor(38) = 1,48), die im gleichen Bereich von
Ausgangspeptid (39) (Faktor(39) = 1,50) liegen. Auch hier zeigt wiederum das laut SPR-Ana-
lyse affinste Peptid ¢(RTLPES) (35) der aufgefiihrten Peptide den héchsten stimulatorischen
Faktor, der dhlich wie im Fall von Peptid (19) bei 1,71 liegt. Dieser Befund ist auch deutlich, in
den in Abbildung 68 dargestellten mikroskopischen Aufnahmen zu erkennen, bei denen im
Fall von Peptid (35) (A) dhnlich wie bei der Laminin-Kontrolle (C) eine deutlich vetlingerte
Neuritenbildung im Vergleich zur Negativkontrolle (B) zu erkennen ist. Die abgebildete Ne-
gativkontrolle zeigt das Wachstum auf PLL (Poly-L-Lysin) entspricht aber der PLO-Kontrolle.
Interessanterweise zeigen somit die Peptide (19) und (35) nicht nur annihernd identische K-
Werte (K(19) = 67 uM; K,(35) = 73 uM), sondern besitzen auch nahezu gleiche stimulatori-
sche Eigenschaften (Faktor(19) = 1,72; Faktor(35) = 1,71). Die anderen Werte der abgebilde-
ten Peptide weichen mehr oder minder stark von den SPR-Daten ab. So zeigt das Peptid
c(RtLPFES) (36) mit einem K,-Wert von 128 uM keine stimulatorischen Effekte, wihrend das
Peptid ¢(LsTRTL) (32) mit einem Ky-Wert von 1662 uM einen deutlichen stimulatorischen
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Einfluss (Faktor(32) = 1,31) austbt. Die wachstumsanregenden Eigenschaften von Peptid (32)

kénnten mit der mit Peptid (35) iibereinstimmenden Teilsequenz T(S)RTL zusammenhingen.
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Abbildung 67: Stimulation des Neuritenwachstums motorischer Miduseneuronen unter Zusatz
der von den Ausgangspeptiden (40) und (38) abgeleiteten Peptide nach 24 h
Inkubation
(100 pg/mL Peptid, 20 pg/mL Laminin), prozentuale Abweichung bezogen auf PLO
(100 %), die gepunkteten Linien reprisentieren die %-Werte der Ausgangspeptide (40)

bzw. (38)
Ergenisse von Frau Dr. G. Loers!* zur Verfigung gestellt

Insgesamt betrachtet zeigen die Wachstumsexperimente mit Mauseneuronen, dass die hohen
Affinititen als Ergebnisse der SPR-Studien der Peptide (19) und (35) in den Zellstudien unter-
mauert werden. Sie sind in der Lage, die L.2-HNK-1-Kohlenhydratstruktur nicht nur in Pep-
tid-Antikorper-Bindungsstudien sondern auch direkt in Zelltests zu mimikrieren. Die in Bezug
auf die SPR-Studien relativ hohen stimulatorischen Faktoren der linearen Ausgangspeptide
(38)-(40) konnten darauf hinweisen, dass es bei der SPR-Analyse zu nicht naher bestimmbaren
Beeintrichtigungen gekommen ist, was auch im Einklang mit den zumeist sehr schlechten
Bindungseigenschaften der linearen Hexapeptide stiinde (Kapitel 4.5.7). Jedoch muss bei der

Beurteilung der stimulatorischen Einfliisse auch bedacht werden, dass hier nicht bei konstan-



114 SPEZIELLER TEIL

ten Konzentrationen gearbeitet wurde, wodurch vor allem ein direkter Vergleich der Cyclo-

peptid mit ihren linearen Ausgangspeptiden erschwert und fehlerbehaftet sein wird.

Abbildung 68: Mikroskopische Aufnahmen des Neuritenwachstums nach 24 h Inkubation
A: ¢(RTLPFS) (100 pg/mL), B: PLL (0,1 %), C: Laminin (20 pg/mL)
VergroBerung: 200x;
Aufnahmen von Frau Dr. G. Loers!* zur Verfiigung gestellt
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4.7.4 Polarititen der motorischen Miuseneuriten

Der Grad der Polaritit, definiert als Verhiltnis der Linge des lingsten Neuriten zur Durch-
schnittslinge aller Neuriten der Zelle, ist in Kapitel 6.6.1.1 (Tabelle 10) aufgefiihrt. Je hoher
dabei die Polaritit ist, desto groBer ist die Tendenz eines Neuriten, die anderen Neuriten zu
dominieren und vermutlich mit dem Axon 7 vivo zu korrespondieren.

In den Wachstumsexperimenten der motorischen Neuronen von Miusen liegt die Polaritit
der Negativkontrolle bei 1,39, wihrend der Wert von Laminin 2,51 betrigt. Die Polaritit der
meisten getesteten Peptide liegen mit Werten von 1,40 bis 1,60 im unteren Bereich. Bei den
Peptiden (19) und (35) betragen die Werte 1,80 bzw. 1,86 und zeigen damit eine deutlich
gesteigerte Tendenz, das Wachstum eines bestimmten Neuriten zu stimulieren. Somit liegen
auch hier die beiden stimulatorisch aktivsten Peptide wieder im gleichen Bereich.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Cyclopeptide (19) und (35) nicht nur das Wachstum be-
schleunigen, sondern auch das Wachstum des putativen Axons (lingster Neurit) stirker beein-

flussen als das Wachstum der putativen Dendriten (kiirzere Neuriten).

4.7.5 Neuritenwachstumsexperimente mit humanen Motoneuronen

Um die glykomimetischen Eigenschaften der Peptide in Bezug auf humane Motoneuronen zu
untersuchen, wurden erste Tests mit den Ausgangspeptiden (38)-(40) sowie den randomisier-
ten Sequenzen durchgefithrt. Dazu wurden analog zu den Miuseneuronen, motorische Neu-
ronen des Ruckgrats von Embryonen der 15.-16. Schwangerschaftswoche isoliert und 24 h
mit dem Substrat inkubiert. In Abbildung 69 ist die Stimulation des Neuritenwachstums bezo-
gen auf die PLO-Negativkontrolle dargestellt, wie bei den anderen Tests dient auch hier Lami-

nin als positive Kontrolle.
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Abbildung 69: Stimulation des Neuritenwachstums humaner Motoneuronen unter Zusatz der
Peptide nach 24 h Inkubation
(100 pg/mL Peptid, 20 pg/mL Laminin), prozentuale Abweichung
bezogen auf PLO (100 %)
Ergenisse von Frau Dr. G. Loers!* zur Verfigung gestellt

Wiahrend bei den humanen motorischen Neuronen das Peptid (38) keine signifikante Stimula-
tion zeigt, fithren die Peptide (39) und (40) auch hier zur Stimulation des Neuritenwachstums.
Allerdings liegen die %-Werte fir das Peptid (39) (Faktor(39) = 1,34) und das Peptid (40)
(Faktor(40) = 1,40) insgesamt niedriger als bei den motorischen Neuronen von Mdusen, wih-
rend Laminin im gleichen Bereich stimuliert.

Diese Daten deuten jedoch daraufhin, dass ebenfalls fiir die affinen Cyclopeptide (19) und
(35) eine signifikante Stimulation des Wachstums humaner Motoneuronen zu erwarten ist, je-

doch stehen diese Experimente noch aus.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Glykomimetische Peptide stellen eine ideale Mdglichkeit dar, komplexe Kohlenhydratstruk-
turen zu mimikrieren. Sie sind somit potentielle Ausgangsstrukturen fiir pharmakologische
Wirkstoffe, um direkt die Kohlenhydratfunktionen im Organismus nachzuahmen. Insbeson-
dere besitzen dabei Cyclopeptide mit funf bis sechs Aminosaureresten aufgrund ihrer rigiden
Konformation die Eigenschaft, Peptidteilsequenzen in definierten Schleifenmotiven durch
Einfihrung strukturbildender Aminosaurereste in raumlich je nach Sequenzposition verschie-
dener Anordnung zu prisentieren. Dadurch ist es moglich, Interaktionen zwischen potentiel-
len Peptidliganden und biologischen Rezeptoren durch strukturelle Modifikationen zu opti-
mieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf drei Ausgangspeptide (38)-(40) zurlickgegriffen, die iiber
randomisiertes Peptid Phage-Display gegen den HNK-1-erkennenden 1.2-412-Antikérper erhal-
ten wurden. Diese Peptide besitzen die Eigenschaft, die insbesondere im sich entwickelnden
Nervensystem wichtige L2-HNK-1-Kohlenhydraterkennungssequenz zu mimikrieren. In bio-
logischen Kontrollexperimenten zeigen sie in Analogie zum 1.2/HNK-1-Kohlenhydratepitop
stimulatorische Einflisse auf das Neuritenwachstum mototischer, nicht aber sensotischer
Neurone. Somit kénnen ausgehend von diesen Glykomimetika affinere Cyclopeptide Start-
strukturen fiir potentielle pharmakologische Therapeutika darstellen, mit denen spezifisch die
Regeneration von Motoneuronen beschidigter peripherer Nerven positiv beeinflusst werden
konnte. Ebenso wire die Therapie von autoimmunen Demyelinierungserkrankungen denkbar,

die unmittelbar mit dem L2-HNK-1-Kohlenhydratepitop zusammenhingen.
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Ausgehend von den drei linearen Peptiden (38)-(40) wurde eine Peptidbibliothek synthetisiert,
die aus cyclischen Hexapeptiden sowie deren linearen Grundsequenzen besteht. Zur konfor-
mationellen Restriktion der Cyclopeptide und zur definierten Prisentation der Aminosiu-
reseitenketten wurden die Hexapeptidsequenzen einem D-Aminosdure-Scaz unterworfen, um
somit potentiell affinere Cyclopeptide als die linearen Ausgangspeptide zu erhalten. Die
Synthese der Peptide erfolgte Gber Festphasenpeptidsynthese am sdurelabilen 2-Chlortrityl-
Harz. Der Aufbau der linearen Sequenzen vetlief unter Fmoc/#r#-Butyl-Schutzgruppentaktik
mit TBTU als Kupplungsreagenz unter Basenzusatz (DIPEA).

Die Cyclisierung der Peptide der Peptidreihen 3 und 4 wurde auf zwei verschiedene Arten
durchgefiihrt, um eine Methode zu entwickeln, bei der die Entstehung oligomerer Nebenpro-
dukte unterdriickt wird. Dabei verlief der eine Weg tiber die on-resin-Cyclisierung mit dreidi-
mensionaler Schutzgruppentaktik (Fmoc/Zr+Butyl/Dmab) und DIC/HOAt als Kupplungs-
reagenzien, wobei die Carboxylseitengruppe von a-Carboxyl-Dmab-geschiitztem Glutamat
am Syntheseharz immobilisiert wurde. Der andere Weg erfolgte tiber die Losungscyclisierung
des linearen Vorlduferpeptids mit einer Zweikanal-Spritzenpumpe unter Verwendung von
HATU als Kupplungsreagenz unter hoher Verdinnung, wobei das Peptid und das Kupp-
lungsreagenz simultan zu einer DIPEA-Losung getropft werden. Es zeigte sich, dass letztere
Synthesemethode ohne Probleme verliuft, da sowohl die Entstehung von Cyclodimeren un-
terdriickt wird als auch Cyclisierung in allen Fillen quantitativ erfolgt. Zudem ist die Wahl der
C-terminalen Aminosaure vollig flexibel, was besonders beim Vorhandensein racemisierungs-
unempfindlicher Aminosédurereste vorteilhaft ist. Hingegen kam es trotz geringer Harzbela-
dung (Pseudoverdinnung) bei allen oz-resin-Cyclisierungen zur Bildung der ungewtinschten cy-
clodimeren Nebenprodukte. Die weiteren Synthesen der Cyclopeptide der Peptidreihen 5-8
erfolgte demzufolge tber die Losungscyclisierung mit Spritzenpumpe und HATU als Kupp-

lungsreagenz.

PO Grug-

Da die Synthese Histidin-enthaltender Cyclopeptide ein besonderes Problem darstellt,
den fiir diese Peptide alternative Synthesestrategien erarbeitet. Aufgrund der extrem sdurelabi-
len Trityl-Schutzgruppe, die als Standardschutzgruppe in der Fmoc/ 7er#-Butyl-Schutzgruppen-
taktik dient, kommt es wihrend der Cyclisierung Histidin-haltiger Peptidsequenzen mit Kupp-
lungsreagenzien des Guanidiniumtyps zu einer mehr oder minder starken Guanidinylierung

der Imidazol-Seitenkettengruppe des Histidins. Um diese Nebenproduktbildung auszuschal-

ten, wurden drei verschiedene Cyclisierungsstrategien fir das Peptid c(fLHTRL) (2) unter-
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sucht, bei denen keine acidolytische Spaltung von Peptid bzw. temporirer Schutzgruppe von-
noten ist.

Die eine Synthesemethode beruht auf der dreidimensionalen Fmoc/#r#Butyl/Allyl-Schutz-
gruppentaktik und on-resin-Cyclisierung, bei der a-Carboxyl-Allyl-geschiitztes Histidin tber
den Imidazolring am 2-Chlortritylharz immobilisiert wurde. Da die nach dem Aufbau der line-
aren Sequenz folgende Allylspaltung mit Palladium erhebliche Probleme bereitete, konnte mit
dieser Methode kein komplett Allyl-entschtitztes Peptid erhalten werden. Somit lieferte die
Cyclisierung mit HATU neben dem gewtinschten Cyclopeptid ¢c(fLHRTL) (2) noch C-termi-
nal Allyl-geschiitztes acyclisches Nebenprodukt.

Eine verwandte Synthesemethode verlief tber ein dreidimensionales Schutzgruppenkonzept
mit Dmab-Schutz der a-Carboxylfunktion des Histidins. Die Allyl-analoge Strategie mit on-re-
sin-Cyclisierung lieferte nach der Hydrazinolyse und Cyclisierung mit HATU das gewtinschte
Cyclopeptid cfLHTRL) (2) ohne die Bildung von Cyclodimeren oder guanidinylierten Neben-
produkt.

Die dritte Synthesestrategie verlief iiber einen neuartigen Linker, der von der Dmab-Schutz-
gruppe abgeleitet ist und ebenfalls unter milden hydrazinolytischen Bedingungen gespalten
wird. Dieser Weg erfordert keine on-resin-Cyclisierung und das erhaltenen lineare Peptid wurde
mittels Lésungscyclisierung unter Verwendung einer Zweikanal-Spritzenpumpe und HATU in
das Cyclopeptid (2) tberfiuhrt. Hierbei konnten ebenfalls weder Cyclodimere noch guanidinyl-
ierte Spezies beobachtet werden.

Insgesamt ist die letzte Syntheseroute den beiden anderen durch die freie Wahl der C-termina-
len Aminosiaure iberlegen. Daneben besteht bei on-resin-Cyclisierungen die Gefahr der Bil-
dung von Cyclodimeren.

Abgeleitet von der Synthese Arginin-haltiger Peptide tber die post-synthetische N-Guanidin-
ylierung von Ornithinderivaten wurde aullerdem versucht, die am Histidin guanidinylierten
Nebenprodukte direkt zu deguanidinylieren. Zur Spaltung der Guanidiniumgruppe wurde das
isolierte guanidinylierte Nebenprodukt in seiner geschiitzten Form mit 2 % Hydrazin in DMF
versetzt, wobei die Spaltung der Gruppe das gewtnschten Histidin-entschiitzten Peptid

lieferte.

Die insgesamt 45 Peptide der synthetisierten Peptidbibliothek, einschlieBlich der linearen Aus-
gangspeptide sowie der randomisierten Ausgangssequenzen, wurden in Oberflichenplasmon-

resonanz-Experimenten auf ihre Affinitit zum L2-412-Antikérper untersucht. Dabei wurde
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der Antikérper auf der Chipoberfliche eines Biacore®-Sensorchips immobilisiert und die
Peptide konzentrationsabhingig analysiert. Die Auswertung tuber lineare Regression der
Scatchard-Plots lieferte die Ky-Werte der einzelnen Peptide. Hierbei zeigten die Ausgangspep-
tide Ky-Werte in einem Bereich von 400-800 pM, der fir Kohlenhydrat-Protein-Wechselwir-
kungen typisch ist. Von den analysierten Cyclopeptiden zeigte eine Reihe von Peptiden K-
Werte, die zum Teil deutlich darunter lagen. Die affinsten Peptide stellen die Peptide
c¢(SETTIL) (19) und c(RTLPFES) (35) dar, die mit ihren K, -Werten von 67 uM (19) bzw.
73 uM (35) deutlich affinere Strukturen prisentieren (matched-Fille) als die entsprechenden li-
nearen Ausgangspeptide (39) und (40). Neben den affineren Peptiden zeigten einige Peptide
auch eine deutlich reduzierte Bindungsfihigkeit, so stellt das Peptid ¢(SETTLI) (20) mit einem
Ky-Wert von 2140 uM einen deutlichen mismatched-Fall dar, bei dem die Cyclisierung und der
Einbau einer D-Aminosdure zu einem drastischen Abfall der Affinitit fuhrt, da die fur die
Wechselwirkung wichtigen Seitenketten dem Antikorper in einer falschen Struktur angeboten
werden. Die randomisierten Peptide (41)-(43) zeigen ansteigende Geraden im Scatchard-Plot
und besitzen somit, wie erwartet, keine Bindungseigenschaften gegeniiber dem 1.2-412-Anti-
korper.

Eine Gegeniiberstellung der Kj,-Werte der Peptide ¢(SETtLL) (18) und ¢(sETTLL) (21) und
der Peptide c(tFKLSE) (13) und ¢(TFKISE) (16) zeigt aulerdem, dass die Reduktion des D-
Aminosiure-Scans eines Cyclohexapeptids auf drei verschiedene Cyclopeptide eine zuldssige
Vereinfachung ist. Die Peptide zeigen zwar keine identischen Affinititen, dennoch liegen die

K,-Werte der Peptidpaare im gleichen Bereich.

Fir weitergehende Untersuchungen, vor allem inverse SPR-Experimente, sollte ein Cyclopep-
tid direkt auf der Sensoroberfliche immobilisiert werden. Um dieses zu ermdglichen, musste
in einem Alanin-Scan des affinen Peptids ¢(SETTIL) (19), bei dem jeweils eine Aminosdure ge-
gen einen Alaninrest ausgetauscht wird, eine Position in der Peptidsequenz gefunden werden,
die gegen eine andere Aminosaure ohne Beeintrichtigung der Bindungseigenschaften ausge-
tauscht werden kann. Uber diese Aminosiure kann dann ein Linker eingefiihrt werden, iiber
den das Peptid auf der Sensoroberfliche verankert werden kann.

Die SPR-Analyse der sechs durch den Alanin-Scan erhaltenen Peptide (46)-(51) zeigt, dass ins-
besondere die Teilsequenz ETTI des Cyclopeptids (19) von groB3er Wichtigkeit fir die Interak-
tion mit dem L-2-412-Antikorper ist. Somit fihrt ein Austausch dieser Reste zu einer erheb-

lichen Reduzierung der Peptid-Antikérper-Interaktion. Der Ersatz des Serin- bzw. L-Leucinre-
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stes zeigt hingegen nur einen geringen Einfluss auf die Affinitdten, womit ein Austausch dieser
Reste gegen eine andere Aminosiure moglich sein sollte. Als Linker wurde das hydrophile N-
8-Amino-3,6-dioxaoctanyl-bernsteinsdureamid gewihlt, das einen gentigend groflen Abstand
zur Dextran-Matrix der Sensoroberfliche garantieren sollte.

Zur Synthese des Linker-Peptids wurde der Linker direkt als building-block gekuppelt an Fmoc-
Lysin eingesetzt. Das synthetisierte Cyclopeptid wurde anschlieend auf der Sensoroberfliche
immobilisiert, jedoch konnten mit dem L.2-412-Antikorper keine Bindungskurven erhalten
werden. Da nicht gentigend Antikérper vorlag, konnten erforderliche Optimierungen des Bin-

dungspuffer nicht durchgeftihrt werden.

Zur Bestatigung der tber SPR experimentell bestimmten Affinititen wurden einige Peptide in
Neuritenwachstumstests auf ihre glykomimetischen Eigenschaften untersucht.” Dabei stellte
sich heraus, dass die in den SPR-Studien affinsten Peptide (19) und (35) in den Wachstums-
tests ebenfalls die stirksten stimulatorischen Einfliisse auf das Neuritenwachstum von Moto-
neuronen der Miuse ausiiben. Beide besitzen mit einem stimulatorischen Faktor von ca. 1,70
auch hier dhnliche Figenschaften und zeigen einen stirkeren Einfluss auf das Wachstum als
ithre linearen Ausgangspeptide mit stimulatorischen Faktoren um 1,50. Jedoch muss hier
beachtet werden, dass nicht bei gleichen Substratkonzentrationen gearbeitet wurde, sondern
bei konstanten Substratmengen von 100 ug/ml. Somit ist der Vergleich der Peptide
insbesondere zwischen linearen Ausgangspeptiden und Cyclopeptiden erschwert.

Die Wachstumsexperimente zeigen teilweise auch deutliche Abweichungen von den erhalten-
en SPR-Daten. So zeigen die schon erwiahnten Ausgangspeptide relativ hohe stimulatorische
Faktoren um 1,50, die anhand der K-Werte nicht erwartet wurden. Andere Peptide wie das
Peptid c(LsTRTL) (32) zeigen im Gegensatz zu den geringen Affinititen im SPR-Experiment
(Kp(32) = 1662 uM) gute Wachstumsstimulierungen (Faktor 1,31), wihrend Peptide mit deut-
lich besseren Affinititen, wie c¢(sTTFQL) (27) mit einem Ky-Wert von 142 uM, keinen stimu-
latorischen Einfluss besitzen (Faktor 0,92). Ebenfalls zeigt das Peptid ¢(TTIEYY) (25) einen
deutlichen stimulatorischen Faktor von 1,32, was auf die Teilsequenz TT1 zurtickzufiihren ist,
die es mit dem sehr affinen Peptid ¢(SETTIL) (19) teilt. Dieses Ergebnis unterstreicht die Re-
sultate des Alanin-Scans, die auf die Wichtigkeit dieser Teilsequenz hinwiesen und untermauert
die Bedeutung der iiber den Alanin-Seazn erhaltenen Sequenz ETT] fir die glykomimetische Ei-
genschaft des Peptids (19).

15 Die Neuritenwachstumsexperimente wurden von Frau Dr. G. Loers, ZMNH Hamburg, durchgefiihrt.
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Zudem zeigen beide Peptide auch einen positiven Einfluss auf den Grad der Polaritit der
Neuriten. Sie scheinen somit, nicht nur das Wachstum der Neuriten im Allgemeinen anzure-

gen sondern insbesondere das Wachstum des putativen Axons.

Erste Wachstumsexperimente mit embryonalen, humanen Motoneuronen der Ausgangspepti-
de (38)-(40) zeigen auch hier stimulatorische Einflusse, die darauthin deuten, dass auch hier

die Cyclopeptide (19) und (35) das Wachstum der Neuriten anregen kénnten.

AbschlieBend kann durch die Ergebnisse der Wachstumsexperimente der Motoneuronen die
glykomimetische Funktion der beiden tiber SPR-Studien ermittelten Peptide ¢(SETTIL) (19)
und c(RTLPES) (35) bewiesen werden. Es ist somit gelungen, zwei cyclische Hexapeptide zu
ermitteln, die in der Lage sind, die L2/HNK-1-Kohlenhydratsequenz zu mimikrieren. Sie be-
sitzen sowohl die Eigenschaft, an den L2-412-Antikrper zu binden, als auch die Funktion,
das L.2/HNK-1-Epitop in Zellstudien zu ersetzen, und konnen damit als Leitstruktur fir wei-

tergehende Strukturoptimierungen dienen.

Zur besseren Gegentiberstellung der Ergebnisse miussen in weiteren Untersuchungen konzen-
trationsabhingige Testreihen die besseren glykomimetischen Eigenschaften der Peptide (19)
und (35) im Vergleich zu den Ausgangspeptiden (39) und (40) unterstreichen. Weiterfithrende
Experimente mit humanen Motoneuronen der Peptide (19) und (35) missen deren Einfluss
auf das Neuritenwachstum im humanen System belegen. Des Weiteren wiren vergleichende
Studien mit L2/HNK-1-tragenden Substraten erforderlich, um direkte Vergleiche zwischen
den Glykomimetika und der L2/HNK-1-Kohlenhydratstruktur anzustellen. Ebenso witen
SPR-Experimente mit dem L2/HNK-1-Substrat wiinschenswert, um die Affinitit zwischen
L.2-412-Antikérper und Kohlenhydratepitop zu bestimmen und mit den K-Werten der Pepti-
de zu vergleichen.

Zudem sollen iz vivo Experimente zeigen, ob die Peptide (19) und (35) mit den hochsten sti-
mulatorischen Effekten in Regenerationsversuchen nach Verletzung peripherer Nerven von

Miusen regenerierende Eigenschaften besitzen.

In immunologischen Untersuchungen kénnte durch Injektion der Peptide, die zur Erh6hung
der Immunogenitit an geeignete Substrate gekuppelten sind, in Mausen oder Ratten unter-

sucht werden, ob diese gegen die Peptide Antikorper bilden, die ebenfalls eine L.2/HNK-1-
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Immunantworten hervorrufen. Dadurch wiirde ein weiterer Beweis erbracht werden konnen,

dass die Peptide das 1.2/HNK-1-Kohlenhydratepitop mimikrieren.

Ferner konnten weitere Studien mit dem immobilisierten Linker-Peptid zur Bestimmung der
K,-Werte tiber inverse Experimente beitragen. Derartige Experimente sind mit deutlich gerin-
gerer Oberflichenbeladung durchzufiihren, da die hohe Antikérpermasse zu stirkeren Reso-
nanzsignalen fithrt. Es kénnten SPR-Studien durchgefiihrt werden, die ohne Massentransfer-

Limitierungen verlaufen und genauere K-Werte erwarten lieSen.

Zudem konnte ein Linker-Peptid, das sich in SPR-Studien als affin gegentiber dem 1.2/ HNK-
1-AntikOrper beweist, ein potentielles Affinitats-Labe/ fiir die affinititschromatografische Auf-
reinigungen des Antikorper aber auch fiir andere L2/HNK-1-Rezeptoren darstellen und
konnte in Biacore®—Experimenten als moglicher Ligand zum ,,Fischen® neuer makromoleku-

larer .2/HNK-1-Rezeptoren dienen.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Materialien und Methoden

Chromatografie:
Diinnschichtchromatografie: DC-Fertigplatten (Kieselgel 60 F,;,), Fa. Merck
Detektion: UV (254 nm), MinUVIS, Fa. Desaga.
Flashchromatografie: Kieselgel 60 (40-63 um), Fa. Merck.
Sdulenchromatografie: Kieselgel 60 (63-200 um), Fa. Merck
HPILC:
analytische HPLC: Autosampler: Thermo Separation Products AS 100

Controller:  Thermo Separation Products SN 4000

Detektor: Thermo Separation Products UV 6000
LP

Pumpe: Thermo Separation Products P 4000

Vorsiule: Vydac™ High Performance Guard
Column Protein & Peptide C18

Saule: Vydac™ 218 TP54 Efficiency Protein
and Peptide, C18,5 um, 250 x 4,6 mm,;
Phenomenex®, Jupiter C18, 5 um, 250 x
4,6 mm

Software: Chrom Quest Version 2.51



EXPERIMENTELLER TEIL 125

Eluent A: 95 % H,0, 5 % Acetonitril, 0,1 % TFA
FEluent B: 95 % Acetonitril, 5 % H,O, 0,1 % TFA

Methode A: Gradient fir die Synthesekontrolle

Zeit (min) Eluent A Eluent B Fluss [mL/min] UV-Detektion (nm)
0 100 0
5 100 0
30 20 80
35 0 100 1 220/254
45 100 0
50 100 0

Methode B: Gradient fiir die Kontrolle der Reinheit nach der semipraparativen HPLC

Zeit (min) Eluent A Eluent B Fluss [mL/min] UV-Detektion (nm)
0 100 0
3 100 0
20 60 40 1 220/254
25 100 0
30 100 0
semipraparative HPLC: Controller: ~ Thermo Separation Products SN 4000

Detektor: Thermo Separation Products UV 1000

Pumpe: Thermo Separation Products P 4000

Vorsaule: Vydac™ High Performance Guard
Column Protein & Peptide C18

Saule: Vydac™ 218 TP 1022 Efficiency Protein
and Peptide C18, 250 x 22 mm

Software: Chrom Quest Version 2.51

Eluent A: 95 % H,0, 5 % Acetonitril, 0,1 % TFA

Eluent B: 95 % Acetonitril, 5 % H,0, 0,1 % TFA



126 EXPERIMENTELLER TEIL

Methode C: Gradient fir die Aufreinigung entschutzter Cyclopeptide

Zeit (min) Eluent A Eluent B Fluss [mL/min] UV-Detektion (nm)
0 92 8
5 92 8
40 55 45 5 220 bzw. 254
45 92 8
50 92 8

Methode D: Gradient fir die Aufreinigung entschiitzter, hydrophilerer Peptide

Zeit (min) Eluent A Eluent B Fluss [mL/min] UV-Detektion (nm)
0 92 8
5 92 8
40 70 30 5 220 bzw. 254
45 92 8
48 92 8

Methode E: Gradient fiir die Aufreinigung entschiitzter, sehr hydrophiler Peptide

Zeit (min) Eluent A Eluent B Fluss [mL/min] UV-Detektion (nm)
0 100 0
30 85 15
A5 55 45 5 220 bzw. 254
50 100 0
MAILDI-ToF-Massen-
spektrometer: Voyager-DE™ BioSpectrometry™ Workstation,

Fa. PerSeptive Biosystems

Matrix: 2,5-Dihydroxybenzoesiure, a-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure, Sinapinsdure

Laser: LSI-Stickstofflaser, A = 337 nm
Pulsbreite: 3 ns

Wiederholungsrate: 20 Hz

Fluglinge: 940 mm
Delay-Time: 100 ns
Accelerating 1 oltage: 20 000 V
Grid Voltage: 94 %

Guide Wire 1 oltage: 0,05 %
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Scans: 50

Low Mass Gate: 500 Da

Kalibrierung: Polyethylenglykol, extern
Software: Voyager Instrument Control Panel

Version 5.10, Data Explorer Version
4.0.0.0, Fa. Applied Biosystems
POMWIN, M. Meldal, Carlsberg Lab.

NMR-Spektroskopie: DRX-500 (‘H-Messfrequenz 500,13 MHz), Fa. Bruker

chemische Verschiebung als 6-Skala in ppm.

Oberflichenplasmon-
resonang-Messung: Biacore® 3000, Fa. Biacore AB
Sensorchips: CM5-Sensorchip research grade
Software: BIAcore 300 Control Software Version 3.0
BIAevaluation Version 3.2
Microsoft™ Excel 2000
Peptidsynthesizer: ACT 496 Multiple Organic Synthesizer
Fa. Advanced ChemTech
Reaktionsgefille: 16er Teflon®-Reaktionsblock
Sofware: Multiple Organic Synthesizer
Version 1.33.12
Polarimetrie: DIP-360, Fa. Jasco
Stickstoffgenerator: NGM-11, Fa. CMC Instruments
Ultraschallbad: Sonorex Super 10 P, Fa. Bandelin
UV -Spektrometer: Unicam Spektralphotometer Helios Gamma, Fa.

Spectronic Unicam

ZLentrifuge: Centrifuge 5810 R, Fa. Eppendorf
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Losungsmittel und Chemikalien:

Lésungsmittel fiir die Synthese:

Dichlormethan:
Diethylether:
IN,N-Dimethylformamid:

Ethylacetat:
THEF:
Tolnol:

HPIL.C-Lasungsmittel:
Acetonitril:

Wasser, reinst:

TFEA:

Aminosanrederivate/ Harze /

Kupplungsreagenzien:

Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch destilliert
und wenn noétig nach gingigen Methoden absolutiert
Calciumchlorid, anschlieBend Calciumhydrid
Kaliumhydroxid, anschlieBend Natrium

Ninhydrin (ca. 100 mg/L), 3 h unter Rickfluss,
anschlieBend Vakuumdestillation bei 55 mbar
Calciumchlorid

Kaliumhydroxid, anschlieBend Natrium

Natrium

Merck (gradient grade)
Reinstwasseranlage Milli Q, Fa. Millipore
Solvay Fluor and Derivative GmbH

von den Firmen Advanced ChemTech, Aldrich,
Bachem, Biacore, Fluka, Iris Biotech, Novabiochem

erworben

6.2 Allgemeine Peptidsynthese

6.2.1 Allgemeine Synthesevorschriften

Protokoll 1: Harzbeladung

Fir die Beladung des 2-Chlortrityl-Harzes werden fiir die optimale Beladung aufgrund der

Empfindlichkeit des Linkers gegentiber Wasser trockene Losungsmittel und Aminosduren be-

noétigt. Die Aminosauren werden vor dem Einsatz im Hochvakuum getrocknet.

Das Synthescharz wird 30 min in trockenem DCM quellen gelassen (10 mL/g Harz). Es wet-

den 1,0-1,5 Aquivalente der geschiitzten Aminosiure (bezogen auf die Linkerbeladung des

Harzes) in trockenem DCM gelést. Vier Aquivalente DIPEA in Bezug auf die Aminosiure

werden zu der Aminosidureldsung gegeben. Durch Zusatz von wenig DMF wird bei Bedarf

das Losen der Aminosiure komplettiert.
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Die Losung wird zu dem gequollen Harz gegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur geschut-
telt. Ist die Beladung beendet, wird Methanol (1 mI./g Harz) zu der Suspension gegeben und
fir weitere 15 min geschittelt, um nicht umgesetzte Linkereinheiten zu deaktivieren. Das
Harz wird abgefiltert, mit DCM (4x), DMF (4x) und DCM (4x) intensiv gewaschen und im
Vakuum getrocknet. Nach der Beladungsbestimmung wird ggf. vor lingerer Lagerung die
Fmoc-Gruppe abgespalten.

Um geringere Beladungen zu erhalten, wird die Menge an eingesetzter Aminosaure reduziert.
Aminosauren, die iiber ihre Seitenfunktionalititen immobilisiert werden, werden nach der glei-

chen Methode an den Linker gekntpft.

Protokoll 2: UV-spektroskopische Beladungsbestimmung

Die Beladungsbestimmung erfolgt iiber die UV-spektroskopische Detektion des Absorptions-
maximums bei 290 nm des Piperidin-Dibenzofulven-Adduktes.

Zuniachst wird eine Kiivette mit 3 mLL der Abspaltlosung befullt (20 % Piperidin in DMF), um
den Nullabgleich der Basislinie des UV-Spektrometers durchzufihren. Dann wird in die Ka-
vette 1 mg des beladenen Harzes eingewogen und die Suspension vermischt. Nach Erreichen
eines konstanten Absorptionswertes (A) wird der Wert abgelesen. Die Beladung des Harzes

(mmol/g) wird nach folgender Korrelationsgleichung berechnet.”"’

Beladung = — A ©)
Einwaage *1,65

Protokoll 3: manuelle Fmoc-Spaltung

Vor der Verlingerung der Peptidkette muss die Fmoc-Gruppe abgespalten werden. Aulerdem
ist es zur lingeren Aufbewahrung von beladenen Syntheseharzen empfehlenswert, die Fmoc-
Gruppe abzuspalten. Dazu wird das 30 min gequollene Harz fiir 5 min mit 20 % Piperidin in
DMF (10 mI./g Harz) versetzt und danach das Harz abfiltriert. Diese Prozedur wird noch-
mals wiederholt, wobei die Piperidin-Losung 10 min einwirkt. Nach dem Filtrieren wird das

Harz intensiv mit DMF (6-8x) und DCM (3x) neutral gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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6.2.2 Automatisierte Festphasenpeptidsynthese

Die Synthese der Peptide erfolgt mit Hilfe eines Syntheseautomaten durch die cyclische Wie-

derholung des folgenden allgemeinen Syntheseprotokolls:

Abspaltung der temporiren Fmoc-Schutzgruppe
Waschen nach der Fmoc-Entschiitzung
Kupplung der neuen Fmoc-geschiitzten Aminosaure

Waschen nach der Kupplung

Dieser Cyclus wird solange wiederholt, bis alle Aminosauren gekuppelt sind. Danach wird die
Fmoc-Schutzgruppe des N-Terminus abgespalten, gefolgt von einem intensiven Waschschritt
mit DCM und der Abspaltung des Peptids vom Harz. Die einzelnen Schritte sind Tabelle 8
aufgefithrt. Die angegebenen Volumina beziehen sich auf Synthesen mit 100-300 mg Syn-
theseharz. Alle Schritte werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Liegt die erste Aminosiure
am Syntheseharz entschiitzt vor, entfallen die Stufen 2 und 3 fiir den ersten Cyclus. Die Rea-
genzien werden nach Beendigung der jeweiligen Stufe durch Stickstoff abgedriickt. Verlaufen
Kupplungen unvollstindig, sind die Stufen 4 und 5 fir die entsprechende Aminosiure zu wie-
derholen. Die Synthesekontrolle erfolgt per MALDI-ToF-Massenspektrometrie und analyti-
scher RP-HPLC (Methode A).

Tabelle 8: Standardprotokoll fiir die automatisierte Peptidsynthese

. . Volumen Wiederholungen
Stufe Operation Reagenzien . .
[mL] x Zeit [min]

12 Quellen DMF 5 2x 30

2% DBU, 2 % Piperidin in

b _ 5

2 Fmoc-Spaltung DMF 4 1x51x20
3b Waschen DMF 5 7x7

3 Aquiv. Fmoc-Xaa-OH,
4 Kupplung 3 Aquiv. TBTU, 3-6 1x45

6 Aquiv. DIPEA in DMF
5 Waschen DMF 5 5x7
6 Waschen DCM 5 5x5

b . .
* nur zu Beginn der Synthese; ~ nach Beendigung der Synthese zur Entschiitzung des N-Terminus
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6.2.3 Cyclisierung der Peptide
6.2.3.1 Cyclisierung in Lésung
Protokoll 4: Cyclisierung in Lésung

Das geschiitzte lineare Peptid wird in 10-20 mL DMF gel6st. Das gel6ste Peptid wird bet
Raumtemperatur mit einer Zugabegeschwindigkeit von max. 1 mL/h mit einer Zweikanal-
Spritzenpumpe zu einer Losung von DIPEA (2-3 Aquivalente bezogen auf das Peptid) in 50
ml. DMF getropft. Analog dazu werden 1,0-1,5 Aquivalente HATU und 1,0 Aquivalente
HOAL, in der gleichen Menge DMF wie das Peptid gelost, tiber die zweite Spritze zu der
Losung getropft. Nach Beendigung der Zugabe wird 30 min nachgertihrt und anschlieBend
das Losungsmittel im Hochvakuum bei maximal 40°C abdestilliert. Zur Entfernung
Uberschussiger Kupplungsreagenzien und Nebenprodukte wird das Peptid mit eiskaltem
Wasser versetzt. Das ausgefallene Cyclopeptid wird bei 0°C und 4000 U/min fur 30 min
zentrifugiert und vom Uberstand dekantiert. Der Riickstand wird in Wasser im Ultraschallbad
aufgeschlimmt und lyophilisiert. Die Synthesekontrolle erfolgt tber MALDI-ToF-
Massenspektrometrie und analytische RP-HPLC (Methode A).

6.2.3.2 on-resin-Cyclisierung

6.2.3.2.1 Entschiitzung der C-terminalen Carboxylgruppe

Protokoll 5: C-terminal Dmab-geschiitzte Peptide

Das geschiitzte lineare Peptid wird am gequollenen Harz mit 2 % Hydrazin in DMF versetzt
(10 mL/g Harz). Nach 5 min Mixen bei Raumtemperatur wird das Harz abfiltriert und die
Prozedur fiir 10 min wiederholt. Das Peptid wird anschlieBend intensiv mit 10 % DIPEA in
DMF (10x), DMF (10x), DCM (5x) und Diethylether (5x) gewaschen. Die Kontrolle der
Dmab-Abspaltung erfolgt Gber analytische RP-HPLC und MALDI-ToF-Massenspektrome-

trie.

Protokoll 6: C-terminal Allyl-geschiitzte Peptide

Das Harz mit dem geschiitzten linearen Peptid wird in trockenem DCM fiir 30 min gequollen.
Dann werden drei Aquivalente Dimedon und ein Aquivalent Tetrakis(triphenylphosphin)pal-
ladium(0) zugegeben und 2 h bei Raumtemperatur unter Argon geschiittelt. Das Harz wird ab-

filtriert und intensiv mit DMF (5x), 0,5 % DIPEA in DMF (10x), 0,5 % Natriumdiethyldithio-
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carbamat-Trihydrat in DMF, DMF (5x) und DCM (5x) gewaschen. Die Kontrolle der Allyl-
Spaltung erfolgt tiber analytische RP-HPLC und MALDI-TolF-Massenspektrometrie.

Protokoll 7: on-resin-Cyclisierung mit DIC/HOAt

Das Harz wird fir 30 min in DMF gequollen. AnschlieBend wird das Harz abfiltriert. Es wer-
den 1,5 Aquivalente DIC und 1,0 Aquivalente HOAt geloést in DMF (10 mIL/g Harz) zugege-
ben. Nach 20 h Schiitteln bei Raumtemperatur erfolgt Synthesekontrolle mit MALDI-ToF-
MS, verliuft diese negativ werden nochmals 1,5 Aquivalente DIC und 1,0 Aquivalente HOAt
zugesetzt und nach maximal 48 h wird die Cyclisierung abgebrochen. Es wird intensiv mit
DMF (5x), DCM (5x) gewaschen. Das Peptid wird anschlieBend unter gleichzeitiger Entfer-

nung der permanenten Schutzgruppen vom Harz gespalten (Protokoll 10).

Protokoll 8: on-resin-Cyclisierung mit HATU

Zum gequollenen Harz werden 1,0-1,5 Aquivalente HATU und 1,0 Aquivalente HOAt gel6st
in DMF gegeben (10 mL/g Harz). Es wird 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt und mit DMF
(5x) und DCM (5x) intensiv gewaschen. Die Synthesekontrolle erfolgt mit analytischer RP-
HPLC und MALDI-ToF-Massenspektrometrie. Das Peptid wird anschlieend unter gleichzei-

tiger Entfernung der permanenten Schutzgruppen vom Harz gespalten (Protokoll 10).

6.2.4 Spaltung geschiitzter Peptide vom 2-Chlortrityl-Harz
Protokoll 9 A: TFA-Spaltung:

Vor der Spaltung des Peptids vom Harz wird dieses mit trockenem DCM (5x) gewaschen.
Dann wird 0,5-1%ige TFA in DCM zugegeben (20 mL/g Harz) und fur 5 min bei Raumtem-
peratur gemixt. Dieser Vorgang wird 10-15mal wiederholt. Nach Beendigung der Spaltung
wird die vereinigte Losung im Vakuum eingeengt, wiederholt mit DCM versetzt und wieder

eingeengt. AnschlieBend wird der Riickstand in Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Protokoll 9 B: HFIP-Spaltung:

Das mit DCM gewaschene Harz wird bei Raumtemperatur mit 20 % HFIP in DCM versetzt
(10 mIL/g Harz) und fir 1 h geschiittelt. Die Reaktionsmischung wird abfiltriert und das Harz
mit der Spaltlésung und DCM nachgewaschen. Die Losung wird im Vakuum eingeengt und
wiederholt mit DCM versetzt und wiederum eingeengt. Der erhaltene Ruckstand wird in Was-

ser aufgenommen und lyophilisiert.
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Protokoll 9 C: Spaltung mit verdiinnter Essigsdure/Trifluorethanol:

Das Syntheseharz wird mit einer Losung aus 20 % Essigsaure und 20 % TFE in DCM
(10 mL/g Harz) versetzt und bei Raumtemperatur fir 1 h geschittelt. Danach wird Hexan (ca.
das 15fache Volumen) zugegeben und im Vakuum eingeengt. Falls n6tig, wird weiteres Hexan
hinzugesetzt und wiederum eingeengt. Der erhaltene Rickstand wird in Wasser aufgenommen

und lyophilisiert.

Protokoll 10: Spaltung der permanenten Schutzgruppen

Zur Spaltung der permanenten Schutzgruppen wird das Peptid bzw. das Harz mit dem Peptid
mit einer Abspaltlésung aus 95 % TFA, 2,5 % TIS und 2,5 % Wasser versetzt. Alternativ wird
Reagenz K (82,5 % TFA, 5 % Phenol, 5 % Wasser, 5 % Thioanisol, 2,5 % EDT) zugegeben.
Die Losung wird bei Raumtemperatur geschiittelt und je nach Schutzgruppen nach 1-3 Stun-
den bei positiver MALDI-ToF-MS-Kontrolle im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird mit
kaltem Diethylether versetzt (ca. 10 mL) und fir 30 min auf Eis gestellt. Das ausgefallene, ent-
schiitzte Cyclopeptid wird bei 0°C und 4000 U/min fir 30 min zentrifugiert. Die Lésung wird
dekantiert und der Riickstand erneut in kaltem Ether aufgenommen. Nach erneuter Zentrifu-
gation wird das erhaltene Rohpeptid in Wasser suspendiert und lyophilisiert. AnschlieBend
wird das Peptid in einem Minimum Lésungsmittel (DMF, DMSO, TFA bzw. Wasser) gelost
und tber semipraparative RP-HPLC aufgereinigt. Dabei wird die Elutionslésung bei Peptiden

mit aromatischen Seitenketten zusitzlich bei einer Wellenlinge von 254 nm detektiert.

Protokoll 11: Kaiser-Test

Der quantitative Umsatz der Kupplungsreaktionen kann mittels Kaiser-Test kontrolliert wer-
den. In einem Reagenzglas werden dazu 2-3 Tropfen der Losungen 1-3 zu einer geringen
Menge des Syntheseharzes gegeben. Die Losung wird fir etwa 5 min auf ca. 100°C erhitzt.
Verfirben sich das Syntheseharz und die Losung blau (positive Reaktion) ist die Kupplung
nicht quantiativ verlaufen. Bleiben beide farblos bis leicht gelblich (negative Reaktion) ist die

Kupplung beendet.

Lésung 1: 5 g Ninhydrin in 100 mL Ethanol
Lidsung 2: 80 g Phenol in 20 mL Ethanol
Lésung 3: 2 ml. 0,001 M wissrige KCN in 98 mL Pyridin
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6.3 Synthese der Peptide

H-TRLFVS-OH (8)

C;;HssN,O, (721,86 g/mol)

Die Synthese erfolgt an Fmoc-Ser(/Bu)-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (125 mg, 100 umol, Be-
ladung: 0,8 mmol/g). Nach Aufbau der linearen Sequenz und Entschiitzung des N-Terminus
wird das Peptid nach Protokoll 10 unter gleichzeitiger Spaltung vom Harz entschiitzt. Die Rei-
nigung tiber RP-HPLC erfolgt mit Methode C.

Ausbeute: 22 mg, 30 umol (53 %)

HPLC,, . (Methode A): t; = 13,4 min

analyt.

Reinheityp; ¢ (%): 100

MALDI-ToF-MS, . icotopisch 711/Z

berechnet: 722,42 [M+H]"; 744,40 [M+Na]"; 760,38 [M+K]"

gemessen: 722,61 [M+H]"; 744,59 [M+Na]"; 760,58 [M+K]";
766,60 [M+2Na-H]|"

c(tRLFVS) (9)

C4;H5 N, Oy (703,85 g/mol)

Die Synthese des linearen Vorldufers des Cyclopeptids erfolgt am 2-Chlortrityl-Harz mit C-
terminalem Fmoc-Leucin (100 mg, 100 umol, Beladung: 1 mmol/g). Die Cyclisierung wird
nach Protokoll 4 durchgefihrt.

Ausbeute: 8 mg, 11 umol (11 %)

HPLC,, . (Methode A): t; = 13,9 min
Reinheitp;  (%): 99

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 704,41 [M+H]"; 726,39 [M+Na]"; 742.37 [M+K]"
gemessen: 704,46 [M+H]"; 726,43 [M+Na]"; 760,42 [M+K]"

c(TRLEFvS) (10)

C4;H4 N, Oy (703,85 g/mol)
Synthese: analog zu Peptid (9)
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Ausbeute: 12 mg, 17 umol (17 %)
HPLC,, . (Methode A): t; = 14,2 min
Reinheityp; . (%): 98

MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 704,41 [M+H]"; 726,39 [M+Na]"; 742.37 [M+K]"
gemessen: 704,76 [M+H]"; 726,71 [M+Na]"; 760,71 [M+K]"

c(TRIFVS) (11)

C4;H4,N, Oy (703,85 g/mol)
Synthese: analog zu Peptid (9), jedoch mit C-terminalem Fmoc-D-Leucin
Ausbeute: 15 mg, 21 umol (21 %)

HPLC,, .. (Methode A): t; = 14,0 min
Reinheityp; . (%0): 97

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ Z
berechnet: 704,41 [M+H]"; 726,39 [M+Na]"; 742.37 [M+K]"
gemessen: 704,24 [M+H]"; 726,21 [M+Na]"; 760,25 [M+K]"

H-TFKLSE-OH (12)

C;;Hs; N0, (723,83 g/mol)

Das lineare Peptid H-TFKLSE-OH wird mit 125 mg Fmoc-Glu(O/Bu)-beladenem 2-Chlortri-
tyl-Harz (100 pmol, Beladung: 0,8 mmol/g) synthetisiert. Nach Beendigung der Synthese wird
das Peptid nach Protokoll 10 gespalten und nach Methode C tiber RP-HPLC aufgereinigt.
Ausbeute: 38 mg, 53 umol (53 %)

HPLC, . .(Methode A): t; = 12,4 min

analyt.

Reinheit,gp;  (Y6): 100

MALDI-ToF-MS,,,,.isotopisch /2
berechnet: 724,39 [M+H]"; 746,37 [M+Na]"; 762,34 [M+K]"
gemessen: 724,60 [M+H]"; 746,57 [M+Na]"; 762,54 [M+K]";
768,57 [M+2Na-H]"; 784,50 [M+K+Na-H]"
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c(tFKLSE) (13)

Cy;H; N, O, (705,82 g/mol)

on-resin-Cyclisiernng: Das lineare Peptid H-tFKLSE-ODmab wird mit 115 mg (80 umol) Fmoc-
Glu(O-2-Chlortritylharz)-ODmab (Beladung: 0,7 mmol/g) synthetisiert. Nach Aufbau der li-
nearen Sequenz wird die Dmab-Schutzgruppe nach Protokoll 5 gespalten. Nach der Cycli-
sierung am Harz nach Protokoll 7 erfolgt die Spaltung vom Harz unter Verwendung von Pro-
tokoll 10. Die priparative Reinigung tiber RP-HPLC mit Methode C liefert das Produkt.
Ausbeute: 5 mg, 7 umol (9 %)

HPLC,,,,. (Methode B): t; = 12,7 min
Reinheityp; o (%0): 96

MALDI-ToF-MS, . icotopisch 11/Z
berechnet: 706,38 [M+H]"; 728,36 [M+Na]"; 790,31 [M+K]"
gemessen: 706,56 [M+H]"; 728,62 [M+Na]"; 744,56 [M+K]";
750,62 [M+2Na-H]"

Lésungscyclisierung: Das lineare Peptid wird am Fmoc-Leucin-beladenen Harz aufgebaut
(100 mg, 100 pmol, Beladung: 1,0 mmol/g). Nach Beendigung der Synthese wird das geschiit-
zte Peptid nach Protokoll 9 B vom Harz gespalten. Die Cyclisierung nach Protokoll 4 unter
nochmaligem Zusatz von Kupplungsreagenz liefert nach 48 h und Spaltung der permanenten
Schutzgruppen mittels Protokoll 10 das Rohprodukt des Cyclopeptids. Nach priparativer
Aufreinigung tber RP-HPLC mit Methode C wird das Produkt erhalten.

Ausbeute: 23 mg, 33 umol (33 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 12,6 min
Reinheityp; - (%): 98

MALDI-ToF-MS,,,,.isotopisch /2
berechnet: 706,38 [M+H]"; 728,36 [M+Na]"; 790,31 [M+K]"
gemessen: 706,63 [M+H]"; 728,70 [M+Na]"; 744,66 [M+K]";
750,70 [M+2Na-H]|"; 766,64 [M+K+Na-H]|;
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c(TfKLSE) (14)
C,;H;,N,O,, (705,82 g/mol)

on-resin-Cyclisiernng: analog Peptid (13)
Ausbeute: 1 mg, 1 umol (2 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 13,0 min

Reinheityp;  (%): 98

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 706,38 [M+H]"; 728,36 [M+Na]"; 790,31 [M+K]"
gemessen: 706,69 [M+H]"; 728,68 [M+Na]"; 744,66 [M+K]"

Lidsungscyclisierung: analog Peptid (13)
Ausbeute: 21 mg, 30 umol (30 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 13,8 min

analyt.
Reinheityp;  (%0): 98

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 706,38 [M+H]"; 728,36 [M+Na]"; 790,31 [M+K]"
gemessen: 706,37 [M+H]"; 728,15 [M+Na]; 744,12 [M+K]"

c(TFKLSE) (15)

Cy;H;, N, Oy, (705,82 g/mol)
on-resin-Cyclisiernng: analog Peptid (13)
Ausbeute: 6 mg, 9 umol (11 %)
HPLC,, . (Methode B): t; = 13,5 min

Reinheitp; . (%): 99

MALDI-ToF-MS,,,.oicotopisch /2
berechnet: 706,38 [M+H]"; 728,36 [M+Na]"; 790,31 [M+K]"
gemessen: 706,26 [M+H]"; 728,29 [M+Na]"; 744,30 [M+K]";
750,29 [M+2Na-H]"
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c(TFKISE) (16)

Cy;H; N, O, (705,82 g/mol)
on-resin-Cyclisiernng: analog Peptid (13)
Ausbeute: 0 mg, 0 pmol (- %)

HPLC,, . (Methode B): t; = - min
Reinheitp;  (%): -

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 706,38 [M+H]*; 728,36 [M+Na]"; 790,31 [M+K]"

gemessen: -

Lidsungscyclisierung: analog Peptid (13), jedoch ausgehend von Fmoc-Threonin-beladenem 2-
Chlortrityl-Harz
Ausbeute: 14 mg, 20 umol (20 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 12,0 min
Reinheityp;  (%): 99

MALDI-ToF-MS,,,.oicotopisch /2
berechnet: 706,38 [M+H]"; 728,36 [M+Na]"; 790,31 [M+K]"
gemessen: 706,71 [M+H]"; 728,73 [M+Na]"; 744,70 [M+K]";
750,70 [M+2Na-H]"

H-LSETTL-OH (17)

C,sHsN(Oy, (662,75 g/mol)

Das lineare Peptid H-LSETTL-OH wird mit 100 mg (100 umol) Fmoc-Leucin-2-Chlortrityl-
Harz (Beladung: 1,0 mmol/g) synthetisiert. Nach Beendigung der Synthese wird das Peptid
nach Protokoll 10 gespalten und nach Methode C iiber RP-HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 12 mg, 18 umol (18 %)

HPLC,,,,. (Methode B): t; = 13,1 min

Reinheit,gp  (%): 96
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MALDI-ToF-MS, ., ;.ocopien M/
berechnet: 663,36 [M+H]"; 685,34 [M+Na]"; 701,31 [M+K]"
gemessen: 663,22 [M+H]"; 685,22 [M+Na]"; 701,14 [M+K]";
707,14 [M+2Na-H]"; 718,15 [M+K+Na-H]*

c(LSETtL) (18)

C,sHN(Oy, (644,73 g/mol)

on-resin-Cyclisiernng: Das lineare Peptid H-TtLLSE-ODmab wird mit 115 mg (80 pmol) Fmoc-
Glu-ODmab-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (Beladung: 0,7 mmol/g) synthetisiert. Nach Auf-
bau der linearen Sequenz wird die Dmab-Schutzgruppe mit Hydrazin nach Protokoll 5 ent-
fernt. Nach der Cyclisierung am Harz mittels Protokoll 7, weiterem Zusatz von Kupplungs-
reagenz nach 20 h und Beendigung der Cyclisierung nach 48 h erfolgt die Spaltung vom Harz
unter Verwendung von Protokoll 10. Die priparative Reinigung iiber RP-HPLC mit Methode
C liefert das Produkt.

Ausbeute: 3 mg, 5 umol (6 %)

HPLC,, ,..(Methode B): t; = 14,3 min

analyt.
Reinheityp;  (%0): 98

MALDI-ToF-MS,,,,icowpisch /2
berechnet: 645,74 [M+H]"; 667,72 [M+Na]"; 683,83 [M+K]"
gemessen: 645,87 [M+H]"; 667,83 [M+Na]"; 683,84 [M+K]";
689,87 [M+2Na-H]"; 705,86 [M+K+Na-H]"

Losungseyclisierung: Das lineare Peptid H-LSETtL-OH wird am Fmoc-Leucin-beladenen Harz
aufgebaut (100 mg, 100 pmol, Beladung: 1,0 mmol/g). Nach Beendigung der Synthese wird
das geschiitzte Peptid mit Protokoll 9 B vom Harz gespalten. Die Cyclisierung nach Protokoll
4 liefert nach Spaltung der permanenten Schutzgruppen mittels Protokoll 10 das Rohprodukt
des Cyclopeptids. Nach priparativer Aufreinigung tiber RP-HPLC mit Methode C wird das
Produkt erhalten.

Ausbeute: 12 mg, 19 umol (19 %)
HPLC,,,,. (Methode B): t; = 16,0 min

Reinheityp; . (%0): 100
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MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 645,74 [M+H]"; 667,72 [M+Nal"; 683,83 [M+K]"
gemessen: 667,55 [M+Na]"; 683,51 [M+K]"

c(LSETTI) (19)

C,sH,sN,O,, (644,73 g/mol)
on-resin-Cyclisiernng: analog Peptid (18)
Ausbeute: 2 mg, 3 umol (4 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 14,9 min
Reinheityp;  (%): 99

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 645,74 [M+H]"; 667,72 [M+Na]"; 683,83 [M+K]"
gemessen: 645,73 [M+H]"; 667,74 [M+Na]"; 683,71 [M+K]"

Losungscyclisierung: analog Peptid (18), jedoch mit C-terminalem Fmoc-D-Leucin

Ausbeute: 30 mg, 46 umol (46 %)

HPLC,,,,.(Methode B): t; = 14,0 min

Reinheityp; . (%0): 100

MALDI-ToF-MS,,,,icowpisch 1/Z
berechnet: 645,74 [M+H]"; 667,72 [M+Na]"; 683,83 [M+K]"
gemessen: 645,93 [M+H]"; 668,01 [M+Na]"; 683,94 [M+K]";

689,89 [M+2Na-H]"

c(ISETTL) (20)

C,sHN(Oy, (644,73 g/mol)
on-resin-Cyclisiernng: analog Peptid (18)
Ausbeute: - mg, - umol (- %)

HPLC,,,, . (Methode B): t; = - min
Reinheitypy . (Yo): -

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 645,74 [M+H]"; 667,72 [M+Na]"; 683,83 [M+K]"

gemessen: -
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Losungscyclisierung: analog Peptid (18)
Ausbeute: 18 mg, 28 umol (28 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 15,4 min
Reinheityp; o (%): 100

MALDI-ToF-MS,....scotpiscn /7
berechnet: 645,74 [M+H]"; 667,72 [M+Na]"; 683,83 [M+K]"
gemessen: 645,76 [M+H]"; 667,76 [M+Na]"; 683,69 [M+K]";
689,70 [M+2Na-H]"

c(LsETTL) (21)

C,sH,sN,O,, (644,73 g/mol)
on-resin-Cyclisiernng: analog Peptid (18)
Ausbeute: 1 mg, 2 umol (2 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = - min
Reinheitp;  (%): -

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 645,74 [M+H]"; 667,72 [M+Na]"; 683,83 [M+K]"

gemessen: -

Lidsungscyclisierung: analog Peptid (18)
Ausbeute: 18 mg, 28 umol (28 %)

HPLC,,,,. (Methode B): t; = 16,2 min
Reinheityp;  (%0): 98

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 645,74 [M+H]'; 667,72 [M+Na]"; 683,83 [M+K]"
gemessen: 645,92 [M+H]'; 667,47 [M+Na]; 683,41 [M+K]"
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H-TTLEYY-OH (22)

Cy,H;,N,O; (788,86 g/mol)

Das lineare Peptid H-TTLEYY-OH wird ausgehend von 110 mg (100 umol) Fmoc-Tyr(Bu)-
2-Chlortrityl-Harz (Beladung: 0,9 mmol/g) synthetisiert. Nach Beendigung der Synthese wird
das Peptid nach Protokoll 10 abgespalten und nach Methode D tber RP-HPLC aufgereinigt.
Ausbeute: 12 mg, 15 umol (15 %)

HPLC,,,,.(Methode B): t; = 13,4 min
Reinheityp; . (%0): 100

MALDI-ToF-MS,,,,icowpisch /2
berechnet: 789,37 [M+H]"; 811,35 [M+Na]; 827,32 [M+K]"
gemessen: 789,02 [M+H]"; 811,09 [M+Na]"; 827,09 [M+K]";
833,11 [M+2Na-H]"; 849,08 [M+K+Na-H]"

c(tTLEYY) (23)

C;;H; N(O,, (770,85g/mol)

Das lineare Vorlduferpeptid H-EYYtTL-OH wird mit 100 mg (100 pmol) Fmoc-Leucin-2-
Chlortrityl-Harz (Beladung: 1,0 mmol/g) synthetisiert. Nach Beendigung der Synthese wird
das lineare, geschiitzte Peptid nach Protokoll 9 A vom Harz gespalten. Die Cyclisierung nach
Protokoll 4 liefert nach Spaltung der permanenten Schutzgruppen mit Reagenz K das Rohpro-
dukt. Dieses wird mit Methode D tber RP-HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 9 mg, 12 umol (12 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 10,6 min
Reinheityp; - (%): 98

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 771.36 [1\/[+H]+; 793,34 [M+Na]+; 809,31 [1\/[+I<]+
gemessen: 771,65 [M+H]"; 793,04 [M+Na]*; 809,08 [M+K]"

c(TtLEYY) (24)

C;:H; N(O,, (770,85g/mol)
Synthese: analog Peptid (23)
Ausbeute: 5 mg, 7 umol (7 %)
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HPLC,,,,. (Methode B): t; = 10,8 min
Reinheityp; o (%): 100

MALDI-ToF-MS, . icotopisch 711/Z
berechnet: 771.36 [M+H]"; 793,34 [M+Na]"; 809,31 [M+K]"
gemessen: 770,70 [M+H]"; 792,73 [M+Na]"; 808,77 [M+K]";
830,81 [M+K+Na-H]"

c(TTIEYY) (25)
Cy,H; N,O,, (770,85¢/mol)
Synthese: analog Peptid (23), jedoch mit Fmoc-D-Leucin am C-Terminus

Ausbeute: 5 mg, 7 umol (7 %)

HPLC, .. (Methode B): t; = 10,8 min

analyt.

Reinheitypy (%0): 100

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ Z
berechnet: 771.36 [M+H]"; 793,34 [M+Na]"; 809,31 [M+K]"
gemessen: 771,39 [M+H]"; 793,45 [M+Na]"; 809,48 [M+K]"

H-TFQLST-OH (26)

C;;H,uNO, (695,78 g/mol)

Das lineare Peptid (26) wird an Fmoc-Thr(/Bu)-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (125 mg;
100 umol; Beladung: 0,8 mmol/g) synthetisiert. Nach Aufbau der linearen Sequenz wird das
Peptid mit Protokoll 10 vom Harz gespalten und mit Methode D tber RP-HPLC aufgereinigt.
Ausbeute: 19 mg, 27 umol (27 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 12,8 min
Reinheityp; ¢ (%): 100

MALDI-ToF-MS,,,,.isotopisch /2
berechnet: 696,36 [M+H]"; 718,34 [M+Na]"; 734,31 [M+K]"
gemessen: 696,59 [M+H]"; 718,59 [M+Na]"; 734,68 [M+K]";
740,65 [M+2Na-H]|"
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c(TFQLsT) (27)

C,H,;N,O,, (677,76 g/mol)

Das lineare Vorlauferpeptid von (27) wird an Fmoc-Leucin-beladenem 2-Chlortrityl-Harz
(100 mg; 100 umol; Beladung: 1,0 mmol/g) synthetisiert. Nach Aufbau der lineaten Sequenz
wird das Peptid mit Protokoll 9 A vom Harz gespalten und in Losung nach Protokoll 4 cycli-
siert. Das nach Protokoll 10 entschiitzte Peptid wird mit Methode D tber RP-HPLC aufgerei-

nigt.
Ausbeute: 12 mg, 18 umol (18 %)

HPLC,,,,. (Methode B): t; = 12,7 min
Reinheitp; - (%0): 95
MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 678,35 [M+H]"; 700,33 [M+Na]"; 716,30 [M+K]"
gemessen: 678,35 [M+H]"; 700,37 [M+Na]; 716,36 [M+K]"
c(TFQLSY) (28)

C;H,N,O,, (677,76 g/mol)
Synthese: analog Peptid (27)
Ausbeute: 16 mg, 24 umol (24 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 12,9 min
Reinheity,; - (%): 94
MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 678,35 [M+H]"; 700,33 [M+Na]"; 716,30 [M+K]"
gemessen: 678,69 [M+H]"; 700,64 [M+Na]"; 716,61 [M+K]"
c(tFQLST) (29)

C;H,N,O,, (677,76 g/mol)
Synthese: analog Peptid (27)
Ausbeute: 11 mg, 16 umol (16 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 12,9 min

Reinheity gy (%0): 93
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MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 678,35 [M+H]*; 700,33 [M+Nal; 716,30 [M+K]*
gemessen: 678,46 [M+H]"; 700,49 [M+Na]"; 716,45 [M+K]"

H-LSTRTL-OH (30)

C,yH;sN Oy, (689,82 g/mol)
Synthese: analog Peptid (22)
Ausbeute: 23 mg, 33 umol (33 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 11,8 min
Reinheityp; . (%0): 98

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 690,42 [M+H]"; 712,40 [M+Na]"; 728,37 [M+K]"
gemessen: 690,64 [M+H]"; 712,62 [M+Na]"

c(ISTRTL) (31)

C,,H;;N,O, (671,80g/mol)

Das lineare Vorlauferpeptid wird an Fmoc-Leucin-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (100 mg;
100 umol; Beladung: 1,0 mmol/g) synthetisiert. Nach Aufbau der linearen Sequenz wird das
Peptid mit Protokoll 9 A vom Harz gespalten und in Lésung nach Protokoll 4 cyclisiert. Das
nach Protokoll 10 entschiitzte Peptid wird mit Methode D tiber RP-HPLC aufgereinigt.
Ausbeute: 13 mg, 19 umol (33 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 15,2 min

analyt.
Reinheityp; - (%): 97
MALDI-ToF-MS,.,....ccoopiscn /2

berechnet: 672,40 [M+H]"; 694,39 [M+Na]"; 710,36 [M+K]"
gemessen: 672,73 [M+H]"; 694,72 [M+Na]"

c(LsTRTL) (32)

C,,H;:N,O, (671,80g/mol)
Synthese: analog Peptid (31)
Ausbeute: 16 mg, 24 umol (33 %)
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HPLC,,,,. (Methode B): t; = 15,2 min
Reinheitp; . (%0): 100

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 672,40 [M+H]"; 694,39 [M+Na]"; 710,36 [M+K]"
gemessen: 673,00 [M+H]; 695,03 [M+Na]; 711,00 [M+K]"*

c(LStRTL) (33)

C,,H;:N,O, (671,80g/mol)
Synthese: analog Peptid (31)
Ausbeute: 14 mg, 21 umol (21 %)

HPLC,, ,..(Methode B): t; = 14,7 min

analyt.
Reinheityp; . (%): 99

MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 672,40 [M+H]"; 694,39 [M+Na]"; 710,36 [M+K]"
gemessen: 672,74 [M+H]"; 694,73 [M+Na]"; 710,73 [M+K]"

H-RTLPFS-OH (34)

C4;H;N,O, (719,85 g/mol)
Das lineare Peptid (34) wird mit Fmoc-Ser(/Bu)-2-Chlortrityl-Harz (125 mg, 100 umol, Bela-
dung: 0,8 mmol/g) synthetisiert. Nach Aufbau der linearen Sequenz wird das Peptid vom
Harz unter gleichzeitiger Entfernung der permanenten Schutzgruppen nach Protokoll 10 ge-
spalten. Die Reinigung tiber RP-HPLC mit Methode D liefert das Produkt.
Ausbeute: 49 mg, 68 umol (68 %)
HPLC,, .. (Methode B): t; = 12,7 min
Reinheityp; o (%): 100
MALDI-ToF-MS,,,,.isotopisch /2
berechnet: 720,40 [M+H]"; 742,39 [M+Na]"; 758,36 [M+K]"
gemessen: 720,71 [M+H]"; 742,68 [M+Na]"; 758,63 [M+K]";
764,68 [M+2Na-H]"; 780,62 [M+2Na-H]"
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c(RTLPFS) (35)

Cy3H; Ny Oy (701,83g/mol)

Das lineare Vorlduferpeptid von (35) wird ausgehend von Fmoc-Prolin-2-Chlortrityl-Harz
(145 mg, 100 umol, Beladung: 0,7 mmol/g) synthetisiert. Nach Aufbau der linearen Sequenz
wird das Peptid vom Harz unter Verwendung von Protokoll 9 A gespalten und nach Protokoll
4 cyclisiert. Die Entfernung der permanenten Schutzgruppen nach Protokoll 10 und Reini-
gung tiiber RP-HPLC mit Methode C liefert das Produkt.

Ausbeute: 22 mg, 31 umol (31 %)

HPLC,,,,. (Methode B): t; = 15,3 min
Reinheityp; ¢ (%): 100

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 702,39 [M+H]"; 724,38 [M+Na]"; 740,35 [M+K]"
gemessen: 702,13 [M+H]'; 724,14 [M+Na]"; 740,26 [M+K]"
c(R(LPFS) (36)

Cy3H; N,Oy (701,83g/mol)
Synthese: analog Peptid (35)
Ausbeute: 20 mg, 29 umol (29 %)

HPLC,,,,. (Methode B): t; = 16,0 min
Reinheityp; ¢ (%): 100

MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 702,39 [M+H]*; 724,38 [M+Na]"; 740,35 [M+K]"
gemessen: 702,56 [M+H]"; 724,53 [M+Na]"; 740,51 [M+K]"
c(RTIPFS) (37)

Cy3H; N,Oy (701,83g/mol)
Synthese: analog Peptid (35)
Ausbeute: 24 mg, 34 umol (29 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 15,4 min

Reinheitypy (%0): 100



148 EXPERIMENTELLER TEIL

MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 702,39 [M-+H]*; 724,38 [M-+Nal; 740,35 [M+K]*
gemessen: 702,47 [M+H]"; 724,43 [M+Na]"; 740,48 [M+K]"

H-FLHTRLFV-OH (38)

C;,H,,N,;0,, (1032,27 g/mol)

Die Synthese des linearen Ausgangspeptids (38) erfolgt an Fmoc-Valin-2-Chlortrityl-Harz
(110 mg; 100 uM; Beladung: 0,9 mmol/g). Zur Komplettierung der Kupplungen werden die
Aminosauren Fmoc-Phe-OH und Fmoc-Arg(Pbf)-OH doppelt gekuppelt. Nach der Spaltung
des Peptids mit Protokoll 10 erfolgt die Aufreinigung mit Methode C tber RP-HPLC.
Ausbeute: 31 mg, 30 umol (29 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 15,7 min
Reinheityp; o (%): 100

MALDI-ToF-MS,,,,.isotopisch /2
berechnet: 1032,60 [M+H]"; 1054,58 [M+Na]"; 1070,56 [M+K]"
gemessen: 1033,69 [M+H]"; 1055,72 [M+Na]"; 1071,73 [M+K]";
1077,83 [M+2Na-H]"; 1093,70 [M+K+Na-H]";

H-TFKLSETTLEYY-OH (39)

C.oH,3N;0,; (1494,68 g/mol)

Das Ausgangspeptid (39) wird an 110 mg (100 umol) Fmoc-Tyr(Bu)-2-Chlortrityl-Harz (Bela-
dung: 0,9 mmol/g) synthetisiert. Zur Komplettierung der einzelnen Kupplungsschritte vor
allem der Threoninreste wird jede Aminosiure doppelt gekuppelt. Die Kupplung wird analog
zu Stufe 4 in Tabelle 8 durchgefiihrt, jedoch werden die Reagenzien in 20 % DMSO in DMF
gelost. Vor dem Kupplungsschritt wird das Harz mit 20 % DMSO in DMF intensiv gewa-
schen (4 x 5 mL, 5 min). Das Peptid wird anschlieBend mit Reagenz K nach Protokoll 10 ge-
spalten und mit Methode D aufgereinigt.

Ausbeute: 5 mg, 3 umol (3 %)
HPLC,, .. (Methode B): t; = 14,5 min

Reinheityp; . (%0): 98



EXPERIMENTELLER TEIL 149

MALDI-ToF-MS,,,,,icowpisch 1/Z
berechnet: 1494,74 [M+H]"; 1516,72 [M+Na]"; 1532,69 [M+K]"
gemessen: 1494,01 [M+H]"; 1516,07 [M+Na]"; 1532,20 [M+K];
1538,23 [M+2Na-H]"; 1554,19 [M+K+Na-H]"

H-TFKLSETTL-OH (44)

C,H,gN, O, (1039.21 g/mol)

Das Peptid (44) wird an Fmoc-Leucin-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (100 mg, 100 umol, Bela-
dung: 100 mmol/g) aufgebaut, wobei die Kupplungen mit Fmoc-Thr(Bu)-OH zweimal
durchgefiihrt werden. Die Spaltung nach Protokoll 10 und Aufreinigung mit Methode D lie-
fert das Produkt.

Ausbeute: 16 mg, 15 umol (15 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 14,4 min

analyt.
Reinheityp; - (%0): 95

MALDI-ToF-MS, . icotopisch 711/Z
berechnet: 1039,57 [M+H]"; 1061,55 [M+Na]"; 1077,52 [M+K]"
gemessen: 1040,29 [M+H]"; 1062,32 [M+Na]"; 1078,36 [M+K];
1084,38 [M+2Na-H]"; 1106,57 [M+3Na-2H]"

H-TFQLSTRTLPFS-OH (40)

CeH (N, Oy (1397,61 g/mol)

Die Synthese des Ausgangspeptids H-TFQLSTRTLPEFS-OH (40) erfolgt an Fmoc-Ser(/Bu)-2-
Chlortrityl-Harz (125 mg, 100 umol, Beladung: 0,8 mmol/g). Es werden alle Aminosduren
doppelt gekuppelt. Die Spaltung nach Protokoll 10 mit Reagenz K liefert nach Aufreinigung
mit Methode D das Produkt.

Ausbeute: 12 mg, 8 umol (8 %)

HPLC,,,,. (Methode B): t; = 15,4 min

Reinheityp  (%): 98
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MALDI-ToF-MS,,,,icowpisch /2
berechnet: 1397,74 [M+H]"; 1419,72 [M+Na]"; 1435,70 [M+K]"
gemessen: 1397,63 [M+H]"; 1419,70 [M+Na]"; 1435,65 [M+K];
1441,69 [M+2Na-H]"; 1457,73 [M+K+Na-H]"

H-TFQLSTRTL-OH (45)

C,-H;N ;045 (1066,24 g/mol)
Synthese: analog zu Peptid (44)
Ausbeute: 15 mg, 14 umol (14 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 14,2 min
Reinheityp; o (Y0): 97

MALDI-ToF-MS, . icotopisch 11/Z
berechnet: 1066,59 [M+H]"; 1088,57 [M+Na]"; 1104,55 [M+K]"
gemessen: 1067,50 [M+H]"; 1089,55 [M+Na]"; 1105,51 [M+K];
1111,58 [M+2Na-H]"

H-HFTLRL-OH (41)

Cy,HyN,, Oy (785,95 g/mol)
Synthese: analog zu Peptid (38), jedoch mit C-terminalem Fmoc-Leucin

Ausbeute: 47 mg, 60 umol (60 %)

HPLC, .. (Methode B): t; = 8,5 min

analyt.

Reinheitypy (%0): 100

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ Z
berechnet: 786,46 [M+H]"; 808,44 [M+Na]"; 824,42 [M+K]"
gemessen: 786,18 [M+H]"; 808,11 [M+Na]"

H-LTYTEFSYLKET-OH (42)

C.oH,3N;0,; (1494,68 g/mol)
Synthese: analog zu Peptid (40), jedoch mit Fmoc-Thr(/Bu)-2-Chlortrityl-Harz
Ausbeute: 10 mg, 7 umol (7 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 14,6 min

analyt.
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Reinheity gy (%0): 99

MALDI-ToF-MS,,,.oicotopisch /2
berechnet: 1494,74 [M+H]"; 1516,72 [M+Na]"; 1532,69 [M+K]"
gemessen: 1494,70 [M+H]"; 1516,67 [M+Na]"; 1532,87 [M+K]";
1538,74 [M+2Na-H]"; 1554,82 [M+K+Na-H]";
1560,85 [M+3Na-2H]"; 1577,12 [M+K+2Na-2H]"

H-TSFTPLRFTSQL-OH (43)

CeH (N, Oy (1397,61 g/mol)
Synthese: analog zu Peptid (40), jedoch mit Fmoc-Leu-2-Chlortrityl-Harz
Ausbeute: 48 mg, 45 umol (45 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 16,1 min
Reinheityp; . (%0): 98

MALDI-ToF-MS,,,,.isotopisch /2
berechnet: 1397,74 [M+H]"; 1419,72 [M+Na]"; 1435,70 [M+K]"
gemessen: 1396,36 [M+H]"; 1418,29 [M+Na]"; 1434,64 [M+K]";
1440,30 [M+2Na-H]"

c(SETTIA) (46)

C,sH,,N,O,, (602,65 g/mol)

Das lineare Vorlduferpeptid wird an Fmoc-Alanin-2-Chlortrityl-Harz (100 mg, 100umol, Bela-
dung: 1 mmol/g) synthetisiert. Nach Aufbau der linearen Sequenz wird das Peptid vom Harz
unter Verwendung von Protokoll 9 A gespalten und nach Protokoll 4 cyclisiert. Die Spaltung
der permanenten Schutzgruppen nach Protokoll 10 und Reinignung iiber RP-HPLC mit Me-
thode C liefert das Produkt.

Ausbeute: 10 mg, 17 umol (17 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 12,7 min

analyt.
Reinheityp;  (%0): 98
MALDI-ToF-MS,.,....ccoopiscn /2

berechnet: 603,30 [M+H]"; 625,28 [M+Na]"; 641,25 [M+K]"
gemessen: 603,28 [M+H]"; 626,27 [M+Na]"; 642,27 [M+K]"
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c(ETTILA) (47)

C,sHsN,O,, (628,73 g/mol)
Synthese: analog Peptid (46)
Ausbeute: 9 mg, 14 umol (14 %)

HPLC,, . (Methode A): t; = 16,6 min
Reinheityp; ¢ (%): 95
MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 629,35 [M+H]"; 651,33 [M+Na]"; 667,31 [M+K]"
gemessen: 629,35 [M+H]"; 651,50 [M+Na]"; 667,52 [M+K]"
c(TTILSA) (48)

C,HyNO, (586,69 g/mol)
Synthese: analog Peptid (46)
Ausbeute: 13 mg, 22 umol (22 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 15,2 min
Reinheityp; ¢ (%): 100

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ Z
berechnet: 587,34 [M+H]"; 609,32 [M+Na]"; 625,30 [M+K]"
gemessen: 587,80 [M+H]"; 609,83 [M+Na]"; 625,84 [M+K]"

c(TILSEA) (49)

C,yH,;NO,, (614,70 g/mol)
Synthese: analog Peptid (46)
Ausbeute: 12 mg, 20 umol (20 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 15,2 min
Reinheityp; . (%0): 100

MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 615,34 [l\/[+H]+; 637,32 M-I—Nar; 653,29 [I\/I+I<]+
gemessen: 615,75 [M+H]"; 637,74 [M+Na]"; 653,76 [M+K]"
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c(ILSETA) (50)

C,,H,N,O,, (614,70 g/mol)

Synthese: analog Peptid (46)

Ausbeute: 8 mg, 13 umol (13 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 15,8 min

Reinheityp; ¢ (%0): 100

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 615,34 [M+H]"; 637,32 [M+Na]"; 653,29 [M+K]"
gemessen: 615,47 [M+H]"; 637,59 [M+Na]"; 653,66 [M+K]"

c(SETTaL) (51)

C,sH,N,O, (602,65 g/mol)
Synthese: analog Peptid (46), jedoch mit C-terminalem Fmoc-Leucin
Ausbeute: 15 mg, 25 umol (13 %)

HPLC,, .. (Methode B): t; = 11,5 min
Reinheityp o (%): 95

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ Z
berechnet: 603,30 [M+H]"; 625,28 [M+Na]"; 641,25 [M+K]"
gemessen: 603,42 [M+H]"; 625,54 [M+Na]"; 641,57 [M+K]"

c(K(Linker)SETTI) (52)

CysHN,Oy5 (889,01 g/mol)

Die Synthese des Linker-verkniipften Peptids (52) erfolgt am 2-Chlortrityl-Harz mit C-termi-
nalem D-Leucin (100 mg, 100 pmol, Beladung: 1 mmol/g). Nach Aufbau der linearen Sequenz
unter Verwendung von Fmoc-Lysin[Linker(Boc)|-OH und Abspalten des geschiitzten linearen
Peptids nach Protokoll 9 B erfolgt die Cyclisierung nach Protokoll 4. Nach der Aufreinigung
des entschutzten Peptids mit Methode E tiber RP-HPLC wird das Produkt erhalten.
Ausbeute: 5 mg, 6 umol (6 %)

HPLC,, . (Methode B): t; = 11,2 min

Reinheitypy (%0): 100
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MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 889,48 [NH—H]Jr; 911,46 M-I—Nar; 927,43 [I\/I+I<]+
gemessen: 889,22 [M+H]"; 911,16 [M+Na]"; 926,99 [M+K]"

6.4 Synthese der Histidin-enthaltenden Cyclopeptide

6.4.1 Synthese des Dmab-Linkers
6.4.1.1 Glutarsiure-mono-zert-butylester (I)

Zu einer Suspension von 6,84 g (0,06 mol) Glutarsidureanhydrid in 60 mL Toluol werden 3,4 g
(0,3 mol) NHS und 1,17 g (0,01 mol) DMAP gegeben. AnschlieBend werden 28 mL (0,3 mol)
ter+-Butanol sowie 4,2 mL (0,03 mol) Triethylamin zugesetzt. Es wird fur 1 d unter Ruckfluss
erhitzt.

Nach dem Erkalten wird die Losung eingeengt, in 30 mL Ethylacetat aufgenommen und drei-
mal mit 10%iger Zitronensaure gewaschen. Danach wird einmal mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Flashchromatografie (Petrolether:Ethylacetat = 3:1)
ergibt das Produkt als leicht gelbliches Ol.

Ausbeute: 4,66 g; 24,8 mmol (41 %)

Summenformel: C,;H, O,
Molmasse: 188,23 g/mol

'H-NMR (500 MHz, CDCL,, TMS): & [ppm] = 1,45 (s, 9H, C(CH.),), 1,92 (m, 2H, CH,),
2,30 (t, 2H, ] = 7,3 Hz, CH,COO#Bu), 2,42 (t, 2H, °] = 7,3 Hz, CH,COOH), 10,23 (s, 1H,
COOH)

IR (KBr): v = 2979, 2935, 1728, 1456, 1417, 1392, 1369, 1319, 1253, 1151, 1054 cm’'

6.4.1.2 5-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-5-hydroxy-pentansiure-tert-
butylester (II)

4,2 ¢ (30 mmol) Dimedon werden in 15 mL. DMF gel6st. Zu dieser Losung wird eine Mi-

schung aus 4,6 g (24,5 mmol) Glutarsiure-mono-zerz-butylester und 3,8 mL (24,5 mmol) DIC

gelost in 15 mL DMF getropft. Zu der Reaktionsmischung werden weitere 3 g (21 mmol) Di-

medon in 15 mL. DMF gegeben. Es wird unter Argon bei Raumtemperatur 24 h geriihrt.
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Nach den Einengen im Vakuum wird der Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen. Die organi-
sche Phase wird dreimal mit 1 M KHSO,-L6ésung und fiinfmal mit gesattigter NaHCO,-Lo-
sung extrahiert. Die vereinigten NaHCO;-Phasen werden dreimal mit DCM ausgeschiittelt.
AnschlieBend werden die vereinigten organischen Phasen tber NaSO, getrocknet und im Va-
kuum eingeengt. Abschliefende Sdulenchromatografie (Petrolether: Ethylacetat = 2:1) ergibt
das Produkt als oranges Ol. Die Umkristallisation aus Petrolether mit wenig Ethylacetat ergibt
gelbe Kristalle.

Ausbeute: 6,02 g; 19,4 mmol (79 %)

Summenformel: C-H,O,
Molmasse: 310,39 g/mol
Schmelzpunkt: 45°C

'H-NMR (500 MHz, CDCL,, TMS): & [ppm] = 1,08 (s, 6H, CH,), 1,45 (s, 9H, C(CH,),) 1,92
(m, 2H, CH,), 2,30 (t, 2H, ] = 7,3 Hz, CH,COO#Bu), 2,35 (s, 2H, COCH,), 2,54 (s, 2H,
COCH,), 3,08 (t, 2H, °] = 7,3 Hz, CH,C=), 18,11 (s, 1H, OH)

IR (KBr): v = 3317, 2966, 2933, 1730, 1668, 1556, 1452, 1407, 1390, 1367, 1313, 1257, 1147,
1053 cm™

6.4.1.3 Route A:

6.4.1.3.1 5-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-5-(4-hydroxymethyl-
phenylamino)-pentansiure-tert-butylester (l1l)

1,14 ¢ (3,7 mmol) Il und 0,91 g (7,4 mmol) p-Aminobenzylalkohol werden in 15 mL trocken-

em THF gelost und zum Sieden erhitzt. Nach 16 h unter Reflux wird die Losung eingeengt

und in Ethylacetat aufgenommen. Es wird finfmal mit 0,5 M KHSO,-Loésung extrahiert und

die organische Phase anschlieBend tiber NaSO, getrocknet. Nach dem Einengen ergibt die

Siulenchromatografie (Petrolether:Ethylacetat = 1:1) das Produkt als gelbes Pulver.

Ausbeute: 1,14 g; 2,75 mmol (74 %)
Summenformel: C,,H;;NO;
Molmasse: 415,53 g/mol

Schmelzpunkt: 119-120°C
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'H-NMR (500 MHz, CDCl,, TMS): & [ppm] = 1,08 (s, 6H, CH,), 1,35 (s, 9H, C(CH,),),
1,74 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2,21 (t, 2H, ’] = 7,5 Hz, CH,COO/MBu), 2,40 (s, 2H, COCH,), 2,50
(s, 2H, COCH,), 2,91 (m, 2H, CH,C=), 4,74 (s, 2H, CH,Ph), 7,15 (m, 2H, CH"™), 7,44 (m,
2H, CH™™), 15,00 (s, 1H, NH)

IR (KBr): v = 3369, 2969, 2952, 2933, 2867, 1726, 1623, 1598, 1579, 1554, 1458, 1413, 1378,
1355, 1334, 1263 1224, 1155, 1054, 1016 cm*

6.4.1.3.2 (9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-essigsdurefluorid (1V)
Fmoc-Gly-F

1,8 ¢ (6 mmol) Fmoc-Glycin werden in 30 mL trockenem DCM vorgelegt und 1,62 g (12
mmol) Cyanurfluorid zugegeben. AnschlieBend werden 0,5 mL Pyridin zugesetzt. Es wird 3 h
bei Raumtemperatur geriihrt.

AnschlieBend wird mit Eiswasser extrahiert und tiber NaSO, getrocknet. Nach dem Einengen
wird aus DCM/Petrolether 1:1 umkristallisiert. Es werden weile Kristalle erhalten.

Ausbeute: 1,21 g; 2,75 mmol (74 %)
Summenformel: C-H, FNO,
Molmasse: 299,30 g/mol

Schmelzpunkt: 144,6°C (Lit. 134-135°C)P*

6.4.1.3.3 5-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexyliden)-5-{4-[2-(9 H-fluoren-9-ylmethoxy-
carbonylamino)-acetoxymethyl]-phenylamino}-pentansiure-
tert-butylester (V)

Fmoc-Gly-Dmab(/Bu)-Linker

1,2 g (3,0 mmol) lll werden in DCM gel6st und 0,81 g (2,7 mmol) Fmoc-Gly-F (IV) zugegeben.
AnschlieBend werden 218 pl. (2,7 mmol) Pyridin zugesetzt. Es wird bei Raumtemperatur tiber
Nacht gerithrt. Danach wird eingeengt und tber Saulenchromatografie (Petrolether: Eth-
ylacetat = 1:1) aufgereinigt. Das Produkt wird als gelbe Kiristalle erhalten.

Ausbeute: 1,58 g; 2,27 mmol (86 %)

Summenformel: C,,;H,,N,Oq

Molmasse: 694,83 g/mol
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'H-NMR (500 MHz, CDCL,, TMS): & [ppm] = 1,08 (s, 6H, CH,), 1,34 (s, 9H, C(CH,),),
1,75 (m, 2H, CH,), 2,22 (t, 2H, °] = 7,3 Hz, CH,COO/MBu), 2,40 (s, 2H, COCH,), 2,49 (s, 2H,
COCH,), 2,91 (m, 2H, CH,C=), 4,07 (d, 2H, ] = 54 Hz, C°H,), 424 (t, 1H, °] = 7,0 Hz,
CH™9), 442 (d, 2H, °] = 7,3 Hz, CH,™9), 5,22 (s, 2H, CH,Ph), 5,33 (t, 1H, ’] = 5,2 Hz,
NHCH,), 7,18-7,76 (m, 12H, CH*"™), 15,09 (s, 1H, NH)

6.4.1.3.4 5-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-5-{4-[2-(9 H-fluoren-9-
ylmethoxycarbonylamino)-acetoxymethyl]-phenylamino}-pentansiure (V1)

Fmoc-Gly-Dmab-Linker

1,58 g (2,27 mmol) des zer~-Butylesters V werden mit 10 mL Abspaltreagenz (95 % TFA, 2,5 %
TIS, 2,5 % Wasser) versetzt und 3 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Es wird eingeengt, in
Ethylacetat und DCM aufgenommen. Das Produkt fillt als weil3e Kristalle aus.

Ausbeute: 0,99 g; 1,87 mmol (68 %0)

Summenformel: C,;H,;N,Oq
Molmasse: 638,72 g/mol
Schmelzpunkt: 178-179°C

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d,): 3 [ppm] = 0,99 (s, 6H, CH,), 1,61 (m, 2H, CH,), 2,10 (t,
2H, ] = 7,6 Hz, CH,COOH), 2,38 (s, 41, COCH,), 2,83 (t, 2H, ] = 7,6 Hz, CH,C=), 3,85 (d,
2H, ] = 5,5 Hz, C*H,), 4,22 (t, 1H, °] = 6,7 Hz, CH™), 4,31 (d, 2H, °] = 6,7 Hz, CH,™),
5,17 (s, 2H, CH,Ph), 7,81 (t, 1H, °] = 6,0 Hz, NHCH,), 7,28-7,89 (m, 12H, CH""™), 12,06 (s,,,
1H, COOH), 15,01 (s, 1H, NH)

IR (KBr): v = 3428, 3288, 3073, 2952, 1749, 1728, 1707, 1626, 1580, 1541, 1451, 1407, 1349,
1280, 1251, 1231, 1186, 1047, 1015, 754
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6.4.1.3.5 (29)-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-4-methyl-pentansiurefluorid
(V1)

Fmoc-Leu-F

2,1g (6 mmol) Fmoc-L-Leucin werden in 30 mL. DCM vorgelegt und 0,81 g (6 mmol) Cyanur-
fluorid zugetropft. Zu dieser Mischung werden 0,5 mL (6 mmol) Pyridin gegeben und 4 h bei
Raumtemperatur unter Argonatmosphire gerthrt.

Die Reaktionsmischung wird mit Eiswasser versetzt und der Niederschlag abfiltriert. Die orga-
nische Phase wird tiber NaSO, getrocknet und eingeengt. Das Produkt wird als weil3e Kristalle

erhalten.

Ausbeute: 2,06 g; 5,9 mmol (98 %)
Summenformel: C,;H,,FNO,
Molmasse: 355,41 g/mol
Schmelzpunkt: 96-97°C (Lit. 95-96°C)P*!

[a]’*:-7,0 (c = 1,02 in Ethylacetat)
D

6.4.1.3.6 (25)-(9 H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-4-methylpentansiure-4-
[4-tert-butoxycarbonyl-1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-butyl-
amino]-benzylester (VIII)

Fmoc-Leu-Dmab(/Bu)-Linker

Zu einer Losung von 1g (2,41 mmol) Il in 30 mL trockenem DCM werden 0,86 g
(2,41 mmol) Fmoc-Leu-F und 195 pl. (2,41 mmol) Pyridin gegeben. Es wird bei Raumtempe-
ratur unter Argon gerthrt. Nach vollstindigem Umsatz (DC-Kontrolle: Ethylacetat:Petrol-
ether = 1:1) werden weitere 195 ul. Pyridin sowie 0,43 g (1,2 mmol) Fmoc-Leu-F zugesetzt
und tber Nacht weiter geriihrt.

AnschlieBend wird eingeengt und tber Siulenchromatogratie (Ethylacetat:Petrolether = 1:1)
aufgereinigt. Das Produkt wird als weil3e Kristalle erhalten.

Ausbeute: 1,66 g; 2,2 mmol (92 %)
Summenformel: C,;H. ,N,O,

Molmasse: 750,94 g/mol
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'H-NMR (500 MHz, CDCl,, TMS): 8 [ppm] = 0,95 (m, 6H, CH(CH,),), 1,08 (s, 6H,
C(CH.)), 1,34 (s, 9H, C(CH,),), 1,55-1,71 (m, 3H, CH,C’H), 1,75 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2,22
(t, 2H, °] = 7,6 Hz, CH,COOMBu), 2,40 (s, 2H, COCH,), 2,50 (s, 2H, COCH,), 2,90 (t, 2H, °]
= 7,8 Hz, CH,C=), 4,22 (t, 1H, ] = 6,9 Hz, CH™), 4,41 (d, 2H, ] = 6,9 Hz, CH,"™), 4,46
(m, 1H, C*H), 5,16-5,22 (m, 3H, CH,Ph, N®H), 7,16-7,77 (m, 12H, CH"™), 15,08 (s, 1H,
NH)

6.4.1.3.7 (25)-(9 H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-4-methyl-pentansiure-4-[4-
carboxy-1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-butylamino]-benzylester
(1X)

Fmoc-Leu-Dmab-Linker

1,5 g (2 mmol) VIII werden mit einer Mischung aus 95 % TFA, 2,5 % TIS und 2,5 % Wasser
versetzt und 3 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Es wird im Hochvakuum getrocknet. Das
gelbliche Rohprodukt wird direkt bei der Harzbeladung weiter eingesetzt.

Ausbeute: 1,59 g (verunreinigt)
Summenformel: C,,H,,N,Oq
Molmasse: 694,83 g/mol

Schmelzpunkt: 162°C

[a]*:-18,0 (c = 1 in Methanol)
D

'H-NMR (500 MHz, CDCL,, TMS): & [ppm] = 0,95 (m, GH, CH(CH,),), 1,10 (s, GH,
C(CH,), 1,55-1,71 (m, 3H, CH,C’H), 1,78 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2,33 (m, 2H, CH,COOH),
2,40 (s, 2H, COCH,), 2,50 (s, 2H, COCH,), 2,90 (m, 2H, CH,C=), 4,19 (t, 1H, °] = 6,9 Hz,
CH"™9), 4,35-4,55 (m, 3H, C*H, CH,™), 5,05-5,33 (m, 3H, CH,Ph, N*H), 7,13-7,77 (m,
12H, CH*"™), 14,93 (s, 1H, NH)

IR (KBr): v = 3341, 2958, 1718, 1553, 1450, 1419, 1342, 1271, 1168, 1047, 814, 781
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6.4.1.3.8 Beladung des Aminomethylpolystyren-Harzes mit Fmoc-Xaa-Dmab-Linker

Das Aminomethylpolystyren-Harz (200-400 Mesh, 0,6 mmol/g) wird fir 1h in DMF (10
ml./g Harz) quellen gelassen. Zum Harz werden 1,2 Aquivalente (bezogen auf die Harzbela-
dung) Fmoc-Xaa-Dmab-Linker, 1,2 Aquivalent HATU sowie 2,4 Aquivalente DIPEA gege-
ben. Es wird 2 h geschiittelt. Nach dieser Zeit wird zur Kontrolle der Kupplung ein Kaiser-
Test (Protokoll 11) durchgefiihrt. Bei positivem Test werden nochmals 0,6 Aquivalente
HATU, 4 Aquivalente DIPEA sowie 0,5 Aquivalente Fmoc-Xaa-Dmab-Linker zu der Reakti-
onsmischung gegeben und weiter geriihrt.
Fallt der Kaiser-Test negativ aus, wird das Harz abfiltriert und intensiv mit DMF (5x) und
DCM (5x) gewaschen.
Beladungsbestimmung: analog Protokoll 2

Fmoc-Gly-Dmab-Linker: 0,33 mmol/g

Fmoc-Leu-Dmab-Linker: 0,27 mmol/g

6.4.1.4 Route B:
6.4.1.4.1 5-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-5-hydroxy-pentansiure (X)

2 g (6,45 mmol) Il (5-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-5-hydroxy-pentansdure-zert-bu-
tylester) werden in einer Losung aus 95 % TFA, 2,5 % TIS und 2,5 % Wasser 3 h bei Raum-
temperatur geschiittelt. AbschlieBend wird die Losung eingeengt und in Ethylacetat aufge-
nommen. Es wird funfmal mit gesittigter NaHCO;-Losung extrahiert und mit konzentrierter
Salzsdure angesduert. Nach dreimaligem Extrahieren mit Ethylacetat werden die vereinigten
organischen Phasen iiber NaSO, getrocknet. Nach dem Einengen wird das Produkt als weil3er
Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1,6 g; 6,3 mmol (98 %)
Summenformel: C;H, O
Molmasse: 254,29 g/mol
Schmelzpunkt: 64-65°C

'H-NMR (500 MHz, CDCl,, TMS): & [ppm] = 1,09 (s, 6H, CH,), 1,99 (m, 2H, CH,), 2,41
(s, 2H, COCH,), 2,48 (t, 2H, °] = 7,3 Hz, CH,COOH), 2,56 (s, 2H, COCH,), 3,12 (t, 2H, *] =
7,0 Hz, CH,C=), 8,54 (s,,, 1H, COOH), 18,16 (s, 1H, OH)
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IR (KBr): v = 2963, 2937, 1783, 1725, 1632, 1568, 1420, 1319, 1276, 1226, 1169, 1042, 925,
901, 859, 806

6.4.1.4.2 Beladung des Aminomethyl-Harzes mit 5-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxo-
cyclohexylidene)-5-hydroxy-pentansiure (XI)

1 ¢ Aminomethylpolystyren-Harz (200-400 Mesh, 0,6 mmol/g) wird in 15 mI. DMF vorge-
legt. 0,38 g (1,5 mmol) der Sdure X werden in DMF gel6st und 0,2 g (1,5 mmol) HOBt dazu-
gegeben. Diese Mischung wird dem Harz zugesetzt und 0,57 g (1,5 mmol) HATU hinzugege-
ben. Es wird 3 h bei Raumtemperatur geschittelt. Verlauft der Kaiser-Test (Protokoll 11) po-
sitiv. werden nochmals 0,28 g (0,75 mmol) HATU zugesetzt und weiter gertthrt. Das Harz

wird abfiltriert mit DMF (3x) und DCM (3x) intensiv gewaschen und im Vakuum getrocknet.

6.4.1.4.3 Synthese des Dmab-Linker-Harzes (XII)

1 g Harz aus Xl wird in 10 mL trockenem THF vorgelegt und 150 mg (1,2 mmol) p-Amino-
benzylalkohol gelost in THF zugesetzt. Die Suspension wird fiir 1 d refluxiert. Danach werden
weitere 100 mg (0,8 mmol) p-Aminobenzylalkohol zugesetzt und fur weitere 3 d refluxiert.

Das Harz wird abfiltriert und intensiv mit THF (3x), DMF (3x) und DCM (3x) gewaschen.

IR (NaCl): v = 3681, 3617, 3434, 3081, 3062, 3020, 2975, 2925, 2850, 1722, 1673, 1600, 1583,
1538, 1492, 1452, 1423, 1369, 1214, 1170, 1068, 1047, 1029 cm’”

6.4.1.4.4 Fmoc-Gly-OH Beladung des Dmab-Linker-Harzes (XIII)

1 ¢ Dmab-Linker-Harz (XIl) wird in 15 mL. DCM/DMF 9:1 gequollen. Es werden 445 mg
(1,5 mmol; 2,5 Aquivalente bezogen auf die Aminomethyl-Harzbeladung) Fmoc-Gly-OH in
DMF gelost und zum Harz gegeben. AnschlieBend werden 202 mg (1,5 mmol) HOBt, 0,57 g
(1,5 mmol) HATU sowie 514 uL. (3 mmol) DIPEA zugesetzt. Es wird fur 3 h geschiittelt und
danach wird das Harz abfiltriert. Es wird intensiv mit DMF, DCM, Methanol (je 3x) gewa-
schen.

Beladungsbestimmung: 0,16 mmol/g
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6.4.1.5 Testpeptid: (GHGHGHG) (XIV)

C,H;N,;0; (639,64 g/mol)
Das Testpeptid wird herk6mmlich tber Fmoc/tert-Butyl-Taktik und TBTU-Kupplung im
Syntheseautomaten dargestellt (Tabelle 8). Dabei wird das Peptid an zwei verschiedenen Har-

zen aufgebaut. Die Synthesen werden nur per MALDI-ToF-MS analysiert.

6.4.1.5.1 Syntheseroute A: klassisch an 2-Chlortrityl-Harz

Nach Aufbau der linearen Sequenz an Fmoc-Glycin-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (100 mg,

100 umol, Beladung: 1 mmol/g) wird das Peptid nach Protokoll 9 A mit 0,5%iger TFA vom

Harz gespalten, wobei die Abspaltlosung mit dem Peptid in einen Vorlagekolben filtriert wird,

in dem Pyridin zum Neutralisieren der TFA vorgelegt wird. Die Lésung wird eingeengt, im

Hochvakuum getrocknet und lyophilisiert.

Zur Cyclisierung wird das Peptid (100 umol) in 10 mL. DMF gel6st und gemeinsam mit einer

10 mL-Losung von 42 mg (110 umol) HATU und 14 mg (0,1 mmol) HOAt tiber eine Zweika-

nal-Spritzenpumpe in eine Losung aus 56 uL. (0,33 mmol) DIPEA in 50 mLL. DMF getropft

(Flussgeschwindigkeit: 0,5 mL/h).

MALDI-ToF-MS » M/ z: (entschutztes Peptid nach Protokoll 10)

berechnet: 640,27 [M+H]"; 662,25 [M+Na]"; 678,23 [M+K]";
738,35 [M+guanidinyliert] " (C;,H,,N,;0-)

gemessen: 641,04 [M+H]"; 663,11 [M+Na]"; 678,99 [M+K];
658,96 [M+H,O+H]", 739,23 [M+guanidinyliert]"

monoisotopisc

6.4.1.5.2 Syntheseroute B: an Dmab-Linker-Harz

An 300 mg (100 umol) Fmoc-Glycin-beladenes Dmab-Linker-Harz (Beladung: 0,33 mmol/g)
wird das Peptid aufgebaut. Das lineare Vorlauferpeptid GH(Trt) GH(Trt)GH(Ttt)G wird ana-
log zu Protokoll 5 mit 2 % Hydrazin in DMF gespalten. AnschlieBend wird das Harz intensiv
mit DMF (5x) und DCM (5x) gewaschen. Die organischen Phasen werden vereint, im Vaku-
um eingeengt, im Hochvakuum getrocknet und lyophilisiert. Die Cyclisierung erfolgt analog
zu Syntheseroute A.
MALDI-ToF-MS,,,,icowpisch 1/Z (entschiitztes Peptid nach Protokoll 10)
berechnet: 640,27 [M+H]"; 662,25 [M+Na]"; 678,23 [M+K]"
gemessen: 641,30 [M+H]"; 663,3 [M+Na]"; 697,3 [M+K]"
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6.4.1.5.3 Spaltung der Guanidiniumgruppe von c(GHGHGHG)

Eine Probe des entschiitzten guanidinylierten Nebenprodukts von Peptid ¢(GHGHGHG)
wird mit einer 2%igen Hydrazin-Lésung in DMF versetzt. Nach 1 h wird mittels MALDI-
ToF-MS kontrolliert.
MALDI-ToF-MS,,,,isotopisch /2 (entschiitztes Peptid nach Protokoll 10)
berechnet: 640,27 [M+H]"; 662,25 [M+Na]"; 678,23 [M+K]"
gemessen: 662,80 [M+Na]"; 680,84 [M+H,O+Na]"

6.4.1.6 (25)-(9 H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(imidazol-4-yl)-propion-
sdureallylester (XV)
Fmoc-L-His-OAl
3,25 g (5,24 mmol) Fmoc-His(Trt)-OH werden in 65 mL trockenem DCM gel6st und auf 0°C
gekihlt. Zu dieser Losung werden 1,3 g (6,3 mmol) DCC gelost in 3,3 mL (48,2 mmol) Allylal-
kohol gegeben. Nach Zusatz von 0,85 g (6,3 mmol) HOBt wird 1 h bei 0°C gerthrt. Die Lo-
sung wird vom Eis genommen und ber Nacht bei Raumtamperatur weiter geriihrt.
Danach wird die Reaktionsmischung auf 0°C abgekiihlt und der Niederschlag abfiltriert. Die
Losung wird im Vakuum am Rotationsverdampfer eingeengt und der Riickstand in Ethylace-
tat aufgenommen. Es wird dreimal mit 100 mL Carbonat-Puffer pH 9,5 (6,9 g K,CO;, 8,4 ¢
NaCOj auf 300 mL Wasser) gewaschen. Die Ethylacetatphase wird iiber NaSO, getrocknet
und anschlieBend eingeengt. Nach der siulenchromatografischen Aufarbeitung (DCM:
Methanol = 10:1) wird Fmoc-His(Trt)-OAl als weiller Feststoff erhalten.
Ausbeute: 3,12 g; 4,73 mmol (90 %)

Summenformel: C;H,.N,;O,
Molmasse: 659,79 g/mol

Schmelzpunkt: 67°C

[a]* : -22,0 (c = 1 in Methanol)
D

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d,, TMS): & [ppm] = 2,83-2,90 (m, 2H, C"H,), 4,15-4,55 (m,
GH, C*H, CH,", CH™*, CH,™), 5,11-5,25 (m, 2FH, CH,") 5,86-5,74 (m, 1H, CH™), 6,70 (s,
1H, CH™), 7,02-7,05 (m, 6H, CH"™™ ™), 7,75 (d, 1H, °] = 7,9 Hz, N*H), 7,25-7,89 (m, 18H,
CH™""™oc CH™ CH"™)



164 EXPERIMENTELLER TEIL

IR (KBr): v = 3316, 3151, 3040, 2975, 2855, 1770, 1672, 1539, 1450, 1268, 1205, 1135, 1085,
1051, 989, 938, 835, 798

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 660,30 [M+H]"; 682,28 [M+Na]"; 698,26 [M+K]"
gemessen: 682,62 [M+Na]"; 698,67 [M+K]"

3,1 g (4,7 mmol) Fmoc-His(Trt)-OAl wird mit einer Mischung aus 16 mL. DCM und 10 mL
TFA versetzt und 1 h bet Raumtemperatur geschiittelt. Da nach dieser Zeit die Spaltung laut
MALDI-ToF-MS noch nicht komplettiert ist, werden 0,5 mLL TIS zu der Mischung gegeben.
Nach einer weiteren Stunde Schiitteln bei Raumtemperatur ist die Reaktion beendet. Die Lo-
sung wird im Vakuum eingeengt und in Ethylacetat aufgenommen. Es wird dreimal mit 100
mL wissriger 1 M KHSO,-L6ésung gewaschen. Da in der DC-Kontrolle (DCM:Methanol =
10:1) noch Edukt zu erkennen ist, wird die Ethylacetatphase tiber NaSO, getrocknet und
eingeengt. Der Riickstand wird in einer Mischung aus 10 mLL DCM, 10 mL. TFA und 0,5 mL
TIS gel6st und fiir 60 h bei Raumtemperatur geriihrt.

Nach dem Finengen wird wie oben aufgearbeitet. Die sdulenchromatografische Reinigung
(DCM:Methanol = 10:1) ergibt Fmoc-His-OAl als weil3e Kristalle.

Ausbeute: 1,96 g; 4,70 mmol (99 %)

Summenformel: C,,H,;N,O,

Molmasse: 417,47 g/mol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d,, TMS): § [ppm] = 3,06-3,30 (m, 2H, CBHZ), 4,07 (t, 1H,°]
= 6,7 Hz, CH™), 4,25 (d, 2H, ] = 6,1 Hz, CH,"™), 4,45 (s, 1H, NH'"), 4,51-4,62 (m, 3H,
C*H, CH,™), 5,17-5,29 (m, 2H, CH,™) 5,76-5,81 (m, 1H, CH"), 6,39 (d, 1H, ’] = 6,1 Hz,
N*H), 7,00 (s, 1H, CH"™), 7,20-7,68 (m, 8H, CH"™"™), 8,32 (s, 1H, CH"™)
MALDI-ToF-MS,,,,.isotopisch /2
berechnet: 418,18 [M+H]"; 440,16 [M+Na]"; 456,13 [M+K]"
gemessen: 417,97 [M+H]"; 440,02 [M+Na]"; 456,07 [M+K]"
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6.4.1.7 (25)-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-(imidazol-4-yl)-
propionsiure-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-3-methyl-
butylamino]}-benzylester (XVI)
Fmoc-L-His-ODmab
2 g (3,2 mmol) Fmoc-His(Ttt)-OH werden in 5 mL trockenem DCM geldst. Zu dieser Losung
werden 0,43 g (3,2 mmol) HOBt und 1,1 mL (6,4 mmol) DIPEA, gel6st in 5 mL trockenem
DCM, gegeben. Nach der Zugabe von 0,66 g (3,2 mmol) DCC und 1,1 g (3,25 mmol) Dmab-
OH wird bei Raumtemperatur fir 4 d geriihrt.
Es wird vom Niederschlag abfiltriert und am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt.
Nach anschlieBender Sdulenchromatografie (zuerst Petrolether:Ethylacetat = 3:1; anschlieBend

nur Ethylacetat) wird Fmoc-His(Trt)-ODmab als weil3es kristallines Produkt erhalten.

Ausbeute: 2,00 g; 2,14 mmol (67 %)
Summenformel: C,;H.;N,O,
Molmasse: 931,15 g/mol

'H-NMR (500 MHz, CDCL, TMS): 5 [ppm] = 0,74 (d, 6H, °] = 6,7 Hz, CH(CH,),), 1,08 (s,
GH, CH,), 1,81 (h, 1H, ’J = 6,7 Hz, CH(CH,),), 2,40 (s, 2H, COCH,), 2,50 (s, 2H, COCH,),
2,96 (m, 2H, CPH,), 3,13 (d, 2H, ] = 4,3 Hz, CH,CH), 4,22 (t, 1H, °] = 7,3 Hz, CH"™), 4,31
(m, 2H, CH,"™), 4,69 (dt, 1H, ] = 7,9 Hz, ’] = 4,9 Hz, C°H), 5,05 (d, 1H, *J = 12,8 Hz,
CHPh), 5,15 (d, 1H, °] = 12,8 Hz, CHPh), 6,60 (s, 1H, CH"™), 6,64 (d, 1H, ] = 4,3 Hz, NH),
7,01 (m, 2H, CH*™", 7,09-7,10 (m, 6H, CH"™"™), 7,24-7,35 (m, 11H, CH""™, CH"*""™>),
7,29 (m, 2H, CH"™), 7,38 (m, 2H, CH"*™"™), 7.47 (s, 1H, CH"™), 7,61 (m, 2FH, CH"*""™*),
7,75 (m, 2H, CH**™™), 1524 (s, 1H, NH)

MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 931,41 [M+H]*; 953,39 [M+Na|'; 969,37 [M+K]"
gemessen: 953,85 [M+Na]"; 969,33 [M+K]"

Die Trityl-geschiitzte Vorstufe (2 g, 2,14 mmol) wird mit 20 mI. Abspaltreagenz (95 % TFA,
2,5 % TIS, 2,5 % Wasser) versetzt und 1 h bei Raumtamperatur geschiittelt. Nach dem Einen-
gen der Losung werden Nebenprodukte flashchromatografisch (zuerst Petrolether:Ethylacetat
= 1:1, anschlieBend Methanol) entfernt. Die abschlieBende Siulenchromatografie mit Ethyl-
acetat ergibt das leicht gelbe, pulverférmige Fmoc-His-ODmab.

Ausbeute: 1,47 g; 2,14 mmol (100 %)
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Summenformel: C,,H,,N,O,
Molmasse: 688,83 g/mol

Schmelzpunkt: 135°C

[a]*:-13,8 (c = 1 in Methanol)
D

'H-NMR (500 MHz, CDCL,, TMS): & [ppm] = 0,71 (d, 6H, °] = 6,9 Hz, CH(CHL,),), 1,06 (s,
GH, C(CH.),, 1,79 (h, 1H, ] = 6,8 Hz, CH(CH,),), 2,40 (s, 2H, COCH,), 2,45 (s, 2H,
COCH,), 2,95 (2H, CH,CH), 3,07-3,30 (m, 2H, C*H,), 4,07-4,30 (m, 3H, CHC,"™), 4,45 (s,
1H, NH"), 4,69 (m, 1H, C*H), 5,14 (s, 2H, CH,Ph), 6,42 (d, 1H, ] = 4,3 Hz, NH), 6,88 (s,
1H, CH™), 7,03 (m, 2H, CH"™™), 7.21 (m, 2H, CH"™"™), 7,32 (m, 4H, CH"*™"™9), 7,50 (m,
2H, CH™™"™9), 7,69 (m, 2H, CH"™"), 8,20 (s, 1H, CH"™), 15,20 (s, 1H, NH)

IR (KBr): v = 3283, 3146, 3040, 2958, 2869, 1770, 1671, 1556, 1450, 1417, 1325, 1251, 1203,
1135, 1043, 832, 798

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 689,33 [M+H]"; 711,32 [M+Na]"; 727,29 [M+K]"
gemessen: 689,40 [M+H]"; 711,48 [M+Na]"; 727,53 [M+K]"

6.4.1.8 (25)-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3-{1/4-[bis(dimethylamino)-
methyliumyl]-(imidazol-4-yl)}-propionsdureallylester (XVII)
Fmoc-His(Bis(dimethylamino)methyliumyl)-OAl
Zu einer Losung von 0,34 g (1,2 mmol) Tetramethylchloroformamidiniumhexafluorophosphat
(TCFH) in 5 mL trockenem DCM werden 0,5 ¢g (1,2 mmol) Fmoc-His-OAl und 0,17 mL
(1,2 mmol) Triethylamin gegeben. Es wird fur 3 h bei Raumtemperatur gerithrt. Nach dieser
Zeit werden weitere 0,1 mL NEt; zugegeben, da noch Edukt laut DC-Kontrolle vorhanden
ist. Es wird Gber Nacht gertihrt. Nach dem Einengen im Vakuum kann nach der Sdulenchro-
matografie (DCM:Methanol = 10:1) trotz positivem MALDI-ToF-Massenspektrums kein
Produkt erhalten werden.

Ausbeute: 0 mg
Summenformel: C,,H,,N.O,

Molmasse: 516,63 g/mol
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MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 516,26 [M]"
gemessen: 516,62 [M]"

6.4.1.9 Synthese des Peptids: c(fLHTRL) (2)

Cy,H;;N,, 0, (767,94 g/mol)

Der Aufbau der linearen Peptide etfolgte nach Standardsynthese mit TBTU/DIPEA vermit-
telter Aminosdurekupplung im Syntheseautomaten (Tabelle 8). Als Tests der verschiedenen
Syntheserouten A-D werden die Synthesen nur mit MALDI-ToF-MS und RP-HPLC analy-

siert. Lediglich Route B wird praparativ aufgearbeitet.

6.4.1.9.1 Syntheseroute A: klassisch an 2-Chlortrityl-Harz mit Cyclisierung in Lésung

Synthese: analog zur Syntheseroute A des Testpeptids (XIV), jedoch mit Fmoc-Leu-2-Chlortri-
tyl-Harz (100 umol, 100 mg, Beladung: 1 mmol/g)
HPLC,, . (Methode A):  t; = 13,8 min Hauptprodukt

ty = 12,4 min guanidinyliertes Nebenprodukt

Reinheityp; - (%0): 82,6 % Hauptprodukt
17,4 % guanidinyliertes Nebenprodukt

MALDI-ToF-MS, ., ;soopies /2
berechnet: 768,45 [M+H]'; 790,43 [M+Na]"; 806,41 [M+K];
866,54 [M-+guanidinylierf] (C,,HN,:0,)
gemessen: 768,21 [M+H]"; 790,21 [M+Na]"; 806,22 [M+K]";
866,34 [M+guanidinyliert]” (C,,HoN0O.)

6.4.1.9.2 Syntheseroute B: an Dmab-Linker-Harz mit Cyclisierung in Lésung

Synthese: analog zur Syntheseroute B des Testpeptids (XIV), jedoch mit Fmoc-Leu-Dmab-Lin-
ker-Harz (81 umol, 300 mg, Beladung: 0,27 mmol/g). AnschlieBendes Fillen in Wasser und
Spalten der permanenten Schutzgruppen liefert nach Aufreinigung tiber RP-HPLC mit Me-
thode D das Produkt.

Ausbeute: 9 mg; 15 umol (15 %)
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HPLC,, . (Methode A):  t; = 13,7 min
HPLC,, . (Methode B):  t; = 12,2 min

Reinheityp - (%0): 100 % Hauptprodukt
0 % guanidinyliertes Nebenprodukt

MALDI-TOF-MSmonoisotopisch m/ Z
berechnet: 768,45 [M+H]"; 790,43 [M+Na]"; 806,41 [M+K]"
gemessen: 768,63 [M+H]"; 790,62 [M+Na]"; 806,64 [M+K]"

6.4.1.9.3 Syntheseroute C: on-resin-Cyclisierung tiber C-terminales His-OAl

Die Synthese erfolgt ausgehend von Fmoc-His-OAl-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (75 umol,
300 mg, Beladung: 0,25 mmol/g). Nach Aufbau der linearen Sequenz wird die C-terminale
Allyl-Schutzgruppe nach Protokoll 6 gespalten. Die Cyclisierung wird nach Protokoll 8 mit 1,5
Aquivalenten HATU durchgefiihrt.

HPLC,, . (Methode A):  t; = 13,4 min Hauptprodukt
ty = 17,2 min Nebenprodukt (C-terminal allyliertes Edukt)
Reinheityp; ¢ (%0): 55 % Hauptprodukt

44 % Nebenprodukt (C-terminal allyliertes Edukt)

MALDI-ToF-MS,,,,icowpisch 1/Z
berechnet: 768,45 [M+H]"; 790,43 [M+Na]"; 806,41 [M+K]";
826,49 [M+Al+H,O+H]"; 848,48 [M+Al+H,O+Na|"
gemessen: 768,31 [M+H]"; 790,28 [M+Na]"; 806,25 [M+K]";
826,28 [M+Al+H,O+H]"; 848,24 [M+Al+H,O+Na]"

6.4.1.9.4 Syntheseroute D: on-resin-Cyclisierung iiber C-terminales His-ODmab

Der Aufbau der linearen Sequenz erfolgt analog zur Syntheseroute C jedoch mit Fmoc-His-O-
Dmab-beladenem 2-Chlortrityl-Harz (100 pmol, 400 mg, Beladung: 0,25 mmol/g). Die Spal-
tung der C-terminalen Schutzgruppe erfolgt nach Protokoll 5.

HPLC,, . (Methode A):  t; = 13,6 min

Reinheityp - (%0): 100 % Hauptprodukt
0 % guanidinyliertes Nebenprodukt
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MALDI_TOF_MSmonoisotopisch m/Z:
berechnet: 768,45 [M+H]*; 790,43 [M-+Nal*; 806,41 [M+K]*
gemessen: 768,09 [M+H]"; 790,07 [M+Na]"; 806,05 [M+K]"

6.4.1.9.5 Spaltung der Guanidiniumgruppe des N'™-guanidinylierten Nebenprodukts
von c(fLHTRL) (2)

Die Spaltung der Guanidiniumgruppe des N™-guanidinylierten Nebenprodukts erfolgt mit
2 % Hydrazin in DMF. Dazu wird das geschiitzte guanidinylierte Nebenprodukt (1175,54
g/mol) mit der Abspaltlosung versetzt und nach 1 h tber MALDI-ToF-MS analysiert.

HPLC, .. (Methode A): t; = 25,0 min

analyt.

MALDI'TOF-MSmonoisotopisch m/ zZ
berechnet: 1076,60 [M+H]"; 1098,58 [M+Na]; 1114.55 [M+K]"
gemessen: 1076,23 [M+H]*; 1098,14 [M+Na]*; 1114.14 [M+K]*

6.4.1.10 Synthese von Fmoc-L-Lys(Linker)-OH
6.4.1.10.1 1-Amino-8-(tert-butyloxycarbonylamino)-3,6-dioxaoctan (XVIII)

67 mL (458,2 mmol) 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan werden in 100 mlL trockenem 1,4-Dioxan
vorgelegt. 10 g (45,82 mmol) Di-zer+-butyldicarbonat gelost in 100 mL trockenem 1,4-Dioxan
werden auf zwei 50 mL Spritzen verteilt und tber eine Zweikanal-Spritzenpumpe mit einer
Flussrate von 2,4 mL pro Stunde bei Raumtemperatur zugespritzt.

Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer im Vakuum abgezogen und der Ruckstand
mit 150 mL Wasser versetzt. Es wird dreimal mit 120 mL. DCM extrahiert. AnschlieBend wer-
den die organischen Phasen zweimal mit 60 mI. Wasser und zweimal mit 60 mlL gesittigter
NaCl-Loésung nachgewaschen. Die organische Phase wird tber NaSO, getrocknet, eingeengt
und im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt wird als leicht gelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 10,73 g; 43,1 mmol (94 %)

Summenformel: C;,H,,N,O,
Molmasse: 248,32 ¢/mol

'H-NMR (500 MHz, CDCl,, TMS): & [ppm] = 1,45 (s, 9H, C(CHy,),), 1,94 (s, 2H, NH,),
2,90 (¢, 2H, °] = 5,0 Hz, CH,NH,), 3,30-3,33 (m, 2H, CH,NHCO), 3,53-3,55 (m, 4H, OCH,),
3,60-3,64 (m, 4H, OCH,CH,0), 5,23 (s, 1H, NH)
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6.4.1.10.2 N-(8-ter-Butyloxycarbonylamino-3,6-dioxaoctyl)-bernsteinsdureamid (XIX)

9,87 g (39,8 mmol) XVIIl werden in 150 mL trockenem DCM gel6st und auf 0°C gekiihlt. Es
werden 5,5 mL (39,8 mmol) Triethylamin und 3,98 g (39,8 mmol) Bernsteinsdureanhydrid zu-
gesetzt und langsam auf Raumtemperatur erwiarmt. Es wird tiber Nacht gertihrt und anschlie-
Bend 100 mL DCM zugesetzt. Es wird zweimal mit je 50 mL 5%iger KHSO,-Lésung extra-
hiert und die wissrige Phase mit DCM (3x) nachgewaschen. Die vereinigten organischen Pha-
sen werden mit wenig gesittigter NaCl gewaschen, tiber NaSO, getrocknet und eingeengt.
Nach flashchromatografischer Aufreinigung (DCM: Methanol = 9:1) wird das Produkt als
zihes farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 11,2 ¢; 32,2 mmol (81 %)

Summenformel: C,.H,;N,O,

Molmasse: 348,40 g/mol

'H-NMR (500 MHz, CDCl,, TMS): § [ppm] = 1,43 (s, 9H, C(CH,),), 2,47 (t, 2H, ’] = 6,9

Hz, CH,CO), 2,58 (t, 2H, ’] = 6,9 Hz, HOOCCH,), 322 (t, 2H, ] = 5,6 Hz, CH,NHCO),
3,36 (t, 2H, ’] = 5,5 Hz, CH,NHCO), 3,49-3,64 (m, 8H, CH,0CH,CH,OCH,)

6.4.1.10.3 Fmoc-Lysin[Linker(Boc)]-OH (XX)

10,04 g (28,85 mmol) Boc-geschiitzter Linker (XIX) werden in 200 mL trockenem DCM gelGst
und mit 3,32 g (28,85 mmol) N-Hydroxysuccinimid, gelost in DCM unter minmalem Zusatz
von DMF, versetzt. Es werden 5,95 g (28,85 mmol) DCC gel6st in DCM und eine Spatelspit-
ze DMAP zugesetzt. Es wird bei Raumtemperatur tiber Nacht gerithrt. AnschlieBend wird der
Niederschlag abfiltriert und die DCM-Phase zweimal mit 150 mL 5%iger KHSO,-Lésung ge-
waschen. Es wird tiber NaSO, getrocknet und eingeengt. Der NHS-Ester wird als wei3es
Pulver erhalten.

Ausbeute: 11,5 g; 30,0 mmol (90 %)
Summenformel: C,,H,;N,O,
Molmasse: 443,50 ¢/mol

3,65 g (8,2 mmol) NHS-aktivierter Linker werden in DMF gel6st und 1,5 g (4,1 mmol) Fmoc-
Lys-OH gel6st in DMF sowie 0,63 mL (4,5 mmol) Triethylamin hinzugesetzt. Es wird bei
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Raumtemperatur tiber Nacht gertihrt. AnschlieBend wird eingeengt und tiber Sdulenchromato-
grafie (DCM: Methanol = 9:1) aufgereinigt. Das Produkt wird als weiller Feststoff erhalten.
Ausbeute: 2,68 g; 3,8 mmol (94 %)

Summenformel: C,;H.,N,O,,
Molmasse: 698,82 g/mol

Schmelzpunkt: 106°C

[a]*: 49,1 (c = 1 in Methanol)
D

'H-NMR (500 MHz, CD,OD): & [ppm] = 1,42 (s, 9H, OC(CH.),), 1,48-1,56 (m, 4H, CH,),
1,70 (m, 1H, CH,), 1,85 (m, 1H, CH,), 2,43-2,51 (m, 4H, HNOCCH,CH,CONH), 3,17 (t,
2H, °] = 7,0 Hz, C'H,), 3,20 (t, 2H, °] = 5,6 Hz, CH,CONHCH,CH,O), 3,34 (t, 2H, °] = 5,5
Hz, Boc-NHCH,), 3,46-3,59 (m, 8H, CH,0OCH,CH,OCH,), 4,14 (m, 1H, HNCHCOOH),
421 (t, 1H, °] = 7,0 Hz, OCH,CH), 4,34 (d, 2H, ’J = 7,0 Hz, OCH,CH), 7,30-7,78 (m, 8H,
NH, CH™ ")

HPLC,, . (Methode A): tg = 24,9 min

Reinheity,;  (%): 100 %
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6.5 Oberflichenplasmonresonanzmessungen:

Fir alle Experimente dient HBS-P-Puffer (pH 7,4) als Lauf- und Bindungspuffer und der

CM5-Chip als Immobilisierungsmatrix. Vor jeder neuen Messphase wird das Biacore™ 3000

mit den Working-Tools ,,Desort* und ,,Sanitize von Ablagerungen und méglichen Kontaminati-

onen befreit.

HBS-P-Puffer (pH 7,4): 0,01 M HEPES pH 7,4; 0,15 M NaCl; 0,005 % Tween 20; der pH-
Wert wird mit 1 M NaOH und 1 M Salzsdure eingestellt, steril fil-

triert und im Ultraschallbad entgast

6.5.1 pH-Scouting

Fir das pH-Scouting wird der Antikorper zunachst in verschiedenen Puffern gelst (1 pll in 75

ul) und bei einem Fluss von 5 uL./min tber die Sensoroberfliche geleitet.

Puffer:  HPS-EP 10 mM HEPES pH 7,4 Borat 10 mM, 1 M NaCl pH 8,5
Acetat 10 mM pH 4,0 Acetat 10 mM pH 5,0
Acetat 10 mM pH 5,5 Maleat 5 mM pH 5,0
Maleat 5 mM pH 5,0 Maleat 5 mM pH 6,0

AnschlieBend werden verschiedene Verdiinnungen des Antikérpers in 5 mM Maleat pH 6,0

vermessen.

6.5.2 Immobilisierung des L.2-412-Antikérpers

Vor der Immobilisierung des Antikérpers werden neue CM5-Chips tber das Working-Tool
»[INormalize behandelt, um die Sensitivitit des Biacore® 3000 zu erhohen. Alle Immobilisie-

rungsschritte werden bei einer Flussrate von 5 pL./min durchgefiihrt.

Fir die Immobilisierung mit hohem Immobilisierungsniveau erfolgt die Aktivierung der Sen-
soroberfliche der Referenz- und Messzelle mit 0,05 M NHS- und 0,2 M EDC-Lésung tber 14
min. Die Immobilisierung des Antikorpers wird nur in der Messzelle durchgefiihrt. Zur Im-
mobilisierung wird die L.2-412-Antik6rpetlosung (14 mg/mL) 1:10 verdinnt, 3 pl. dieser Lo-
sung in 150 uL. 5 mM Maleat-Puffer (pH 6,0) gelost und fiir 14 min injiziert. Zur Deaktivie-
rung der nicht umgesetzten NHS-Ester wird durch beide Zellen tiber 14 min eine Losung aus

1 M Ethanolamin (pH 8,5) und 1 M NaCl geleitet.
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Fir das niedrige Immobilisierungsniveau erfolgt die Aktivierung der beiden Zellen analog zu
obiger Methode jedoch nur iiber 7 min. AnschlieBend wird die Antikérperlosung tber kurze
Intervalle von 1-2 min iber die Messzelle injiziert bis das gewtinschte Niveau erreicht ist. Ab-
schlieBendes Capping erfolgt iber 7 min mit einer Lésung aus 1 M Ethanolamin (pH 8,5) und
1 M NaCl.

6.5.3 Massentransferexperimente

Die Massentransferexperimente werden fiir beide Immobilisierungsniveaus mit dem Peptid
c(StTFQL) (28) durchgefiihrt. Dabei wird eine 300 umol Losung fir 120 s bei verschiedenen
Flussgeschwindigkeiten (15 mL/min; 25 mL/min; 35 mL/min; 45 mL/min bzw. 55 mL/min)

Uber die Sensoroberfliche geleitet.

6.5.4 Bindungsexperimente

Alle Bindungsexperimente erfolgen bei einem Fluss von 25 ul./min. Bevor die Peptide tber
die Messzelle geleitet werden, durchflieBen sie die Referenzzelle, deren Signal vom Signal der
Messzelle subtrahiert wird. Die Konzentrationsreihen der Peptide (in der Regel: 50, 100, 200,
300, 400, 500, 800, 1000, 2000, 3000 uM) werden vor den Messungen in den Biacore®-17als
angesetzt. Dazu wird eine Stammlosung in hochreinem Wasser angesetzt und die entsprechen-
den Mengen der Peptidlésung in die Gefil3e pipettiert. AnschlieBend wird auf 200 pL. aufge-
tullt, die Gefde mit durchstof3enen Deckeln versehen, in flissigem Stickstoff eingefroren und
lyophilisiert.

Vor Beginn jeder neuen Messung wird die Injektionsnadel in stark EDTA-angereicherten
HBS-P-Puffer getaucht, um eventuell anhaftende Peptidreste zu entfernen. Unmittelbar vor
der Messung pipettiert das Gerat 200 ul. HBS-P-Puffer in die Gefille und mischt diese je
zweimal mit 120 uL. der Loésung. Die Peptide TFKLSETTLEYY (39) und c¢(TTIEYY) (25)
werden wegen der Loslichkeitsprobleme mit 1 % DMSO in HBS-P-Puffer (200 uL) gelost.
Die Injektion der Peptide wird tiber die ,,Kinject*-Funktion durchgefithrt. Die Peptidlosung
wird fiir 5 min injiziert, die anschlieBende Dissoziationsphase dauert 10 min. Danach wird fir
zweimal 3 min 10 mM Glycin-Losung (pH 2,5) zur Regenerierung tber die Sensoroberfliche
geleitet. Ist das Basisliniensignal nach dieser Zeit nicht auf dem Anfangsniveau, wird nochmals

fir 3 min Regenerationspuffer injiziert.
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Die Auswertung erfolgt tber lineare Regression der Scatchard-Plots. In der folgenden Tabelle
werden die erhaltenen K,-Werte der einzelnen Peptide aufgefiihrt.
6.5.5 Tabellarische Zusammenfassung der Bindungsexperimente

Tabelle 9: Uber lineare Regression erhaltene Kp-Werte der Peptide (1)-(51)
R?: Korrelationskoeffizient der linearen Regression

Peptid Nr. K,-Wert [uM] R’
H-FLHTRL-OH 1 - -

c(fLHTRL) 2 346 0,93
c(FIH'TRL) 3 821 0,81
c(FLhTRL) 4 979 0,81
c(FLHtRL) 5 613 0,85
c(FLHTtL) 6 868 0,99
c¢(FLHTRI) 7 625 0,93
H-TRLFVS-OH 8 3475 0,90
C(tRLFVS) 9 1465 0,94
c(TRLFvS) 10 1278 0,85
c(TRIFVS) 11 1598 0,94
H-TFKLSE-OH 12 1615 0,99
C(tFKLSE) 13 834 0,94
C(TfKLSE) 14 1012 0,96
c(TFKLSE) 15 1132 0,91
c(TFKISE) 16 682 0,99
H-LSETTL-OH 17 278 0,95
c(LSETtL) 18 95 0,99
c(LSETTI) 19 67 0,96
c(SETTL) 20 2140 0,86
c(LsETTL) 21 115 0,96
H-TTLEYY-OH 22 102 0,97
c(¢(TLEYY) 23 226 0,08
(TLLEYY) 24 1642 0,97
(TTIEYY)" 25 220 0,99
H-TFQLST-OH 26 511 0,96
c(TFQLST) 27 142 0,95
(TFQLSY) 28 971 0,99
(tFQLST) 29 1012 0,04
H-LSTRTL-OH 30 6055 0,94
c(ISTRTL) 31 1173 0,87
c(LsTRTL) 32 1662 0,95
c(LStRTL) 33 2016 0,97
H-RTLPFS-OH 34 4633 0,70
c(RTLPFS) 35 73 0,89
c(RtLPFS) 36 128 0,89

c(RTIPFS) 37 280 0,92
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H-FLHTRLFV-OH 38 566 0,93
H-TFKLSETTLEYY-OH" 39 791 0,88
H-TFQLSTRTLPEFS-OH 40 417 0,87
H-HFTLRL-OH 41 - -

H-LTYTEFSYLKET-OH 42 - -
H-TSFTPLRFTSQL-OH 43 - -
H-TFKLSETTL-OH 44 1072 0,92

H-TFQLSTRTLPFS-OH 45 2652 0,89
c(SETTIA) 46 228 0,96
c(ETTILA) 47 337 0,99
c(TTILSA) 48 - -

C(TILSEA) 49 - -

c(LSETA) 50 6186 0,98
(SETTaL) 51 1653 0,90

* Losen unter Zusatz von 1 % DMSO

6.5.6 Immobilisierung des Linker-Peptids

Vor der Immobilisierung des Peptids c(K(Linker)SETTI) (52) wird ein pH-Scouting mit Was-
ser, 5 mM Maleat (pH 6,0), 5 mM Maleat (pH 6,5), HBS-P-Puffer (pH 7,4) durchgefiihrt.

Die Immobilisierung erfolgt bei einem Fluss von 5 uL./min. Die Aktivierung der Sensorobet-
fliche der Referenz- und Messzelle wird mit 0,05 M NHS- und 0,2 M EDC-Lésung tiber
7 min durchgefiihrt. Die Immobilisierung des Linker-Peptids wird nur in der Messzelle durch-
gefithrt. Zur Immobilisierung wird die Peptid-Lésung durch drei verschiedene Injektionen
tber die Oberfliche geleitet: 7 min 225 uM (52) in Wasser; 10 min 3 mM (52) in 2,5 mM Ma-
leat pH 6,5; 10 min 2,8 mM (52) in 2,5 mM Maleat pH 6,5. Zur Deaktivierung der nicht umge-
setzten NHS-Ester wird durch beide Zellen tber 10 min eine Lésung aus 1 M Ethanolamin

(pH 8,5) und 1 M NaCl geleitet. Es wird ein Immobilisierungsniveau von 280 RU erreicht.

6.5.7 Bindungsexperimente mit Ak 1.2-412

Die Bindungsexperimente werden in HBS-P-Puffer (pH 7,4) mit einer Flussgeschwindigkeit
von 25 ul./min durchgefiihrt. Der Antikrper wird dabei fiir 5 min iber die Oberfliche gelei-
tet. Es werden drei verschiedene Ak 1.2-412-Konzentrationen in HBS-P-Puffer vermessen:

8 ng/mlL; 20 pg/ml,; 70 pg/ml

Es kann kein Bindungssignal beobachtet werden.
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6.6 Neuritenwachstumsexperimente

6.6.1 Tabellarische Zusammenfassung der Neuritenwachstumsexpetimente

6.6.1.1 Neuritenwachstumsexperimente mit motorischen Miuseneuronen

Tabelle 10: Durchschnittliches Neuritenwachstum von Motoneuronen der Maus auf
beschichtetem Substrat

Substrat @-Neuritenlinge [%0] SEM Polaritit
H-TFKLSETTLEYY-OH (39) 150,73 21,37 1,40
H-LTYTEFSYLKET-OH (42) 113,05 21,12 1,31
c(TFKISE) (16) 97,71 2923 1,75
H-SETTLL-OH (17) 114,44 2541 1,59
¢(SETtLL) (18) 113,56 22,39 1,55
¢(SETTIL) (19) 172,45 19,87
¢(SETTLI) (20) 107,08 22,80 1,54
H-TTLEYY-OH (22) 129,44 25]76 1,41
C((TLEYY) (23) 112,93 2544 1,70
C(TtLEYY) (24) 105,60 26,80 1,84
C(TTIEYY) (25) 132,22 38,05 1,77
H-TFQLSTRTLPES-OH (40) 144,34 28,02 1,61
H-TSFTPLRFTSQL-OH (43) 99,06 24,59 1,52
¢(STTFQL) (27) 92,41 19,24 1,88
c(LsTRTL) (32) 131,33 23,80 1,58
c(RTLPFS) (35) 171,12 30,74 1,86
c(RELPES) (36) 98,08 27,35 2,00
H-FLHTRLFV-OH (38) 148,94 26,02 1,30
H-HFTLRL-OH (41) 107,99 25,42 1,43
C(fLHTRL) (2) 101,75 24,67 1,30
Laminin 206,78 30,73 2,51

PLO 100,00 18,44 1,39
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6.6.1.2 Neuritenwachstumsexperimente mit humanen Motoneuronen

Substrat o-Neuritenlinge [%] SEM Polaritit
H-TFKLSETTLEYY-OH (39) 133,50 26,60 1,69
H-LTYTEFSYLKET-OH (42) 108,89 29,88 2,63
H-TFQLSTRTLPFS-OH (40) 139,87 21,44 1,58
H-TSFTPLRFTSQL-OH (41) 95,65 12,93 1,63
H-FLHTRLFV-OH (38) 103,83 25,50 1,86
Laminin 216,04 30,76 2,66

PLO 100,00 13,06 1,54
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